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DNA損傷刺激に応答した p５３の活性化機
構における RUNX３の新たな役割とアポ
トーシス誘導

１． は じ め に

抗がん剤処理や放射線照射などの DNA損傷刺激に暴露

された細胞のレスポンスは，その細胞の生死を分ける重要

なイベントの一つである．DNA損傷刺激に曝された細胞

の核内では，リン酸化された ataxia telangiectasia mutated

（p-ATM）が損傷を受けた DNAを含むクロマチン領域の

ヒストン H２AXをリン酸化し，リン酸化された H２AX

（γH２AX）が損傷部位に集積し，損傷部位のマーキングが

迅速に行われる．その後，γH２AXと親和性の高い nuclear

factor with BRCT domain１（NFBD１）／mediator of the DNA

damage checkpoint protein １（MDC１）が DNA修復複合体

を損傷部位に集積させ，損傷 DNAの修復を介して当該細

胞の正常な細胞周期への復帰を促進する１―３）．しかしなが

ら，重篤な DNA損傷を受けた細胞では，修復不可能と判

断され p５３依存性のアポトーシス誘導経路が起動し，その

細胞はアポトーシスによって生体から排除される４）．この

ように，p５３の活性化は特にがん細胞の抗がん剤や放射線

に対する感受性の決定にあずかる重要なプロセスの一つで

あり，その詳細な分子機構の解明は急務である．そのため

には，DNA損傷刺激に応答して p５３の機能を制御する因

子の同定と，その詳細な機能解析が不可欠である．本稿で

は，ヒト胃がんのがん抑制タンパク質である RUNX３が

p５３のコアクチベーターとして機能するという新たな知見

が得られたので紹介する５）．

２． RUNXファミリーの構造と機能

RUNX３は進化的に保存された Runtドメインを持つ

RUNXファミリーに属する．RUNXファミリーは，この

Runtドメインを介して様々な転写因子とヘテロダイマー

を形成し，その下流標的遺伝子群の転写を特異的に制御す

る．哺乳類の RUNXファミリーは RUNX１，RUNX２およ

び RUNX３から構成される．これらのメンバーの生理的な

機能には大きな隔たりが認められる．すなわち，これまで

の報告によれば，RUNX１および RUNX２はそれぞれ血球

系への分化および骨分化において重要な役割を担っている

と考えられている．一方で，RUNX３は胃腸管の形成およ

び神経分化に関与している６）．注目すべきは，RUNXファ

ミリーの異常は様々な疾患に密接にリンクしているという

事実である．RUNX１は急性骨髄性白血病（AML）におけ

る染色体転座の標的であり，また RUNX２の LOH（loss of

heterogeneity）は鎖骨頭蓋骨異形成の原因であるとされて

いる７）．LOHとは，対立遺伝子の片方が染色体不安定性の

ために欠落する現象のことである．さらに，RUNX３の

ノックアウトマウスの解析から，RUNX３は胃がんのがん

抑制遺伝子であることが指摘されている８）．

３． がん抑制遺伝子としての RUNX３

Liらは，RUNX３のノックアウトマウスの解析から胃粘

膜の過形成を見出した．次に，彼らは胃がん組織を用いた

発現解析を行ったところ，RUNX３が座位するヒト染色体

１p３６領域の LOHと，RUNX３のプロモーター領域のメチ

レーションの組み合わせによる顕著な RUNX３の発現低

下を見出した．さらに，RUNX３の変異解析を行ったとこ

ろ，変異の頻度は極めて稀ではあるが，彼らは Runtドメ

インをコードする領域内に R１２２C変異を見出した．Runt

ドメインは RUNX３の機能発現にとって重要な意味を持つ

ことから，R１２２C変異による Runtドメインの構造異常は，

RUNX３のがん抑制機能に大きな影響を及ぼす可能性が考

えられる．実際に，ヌードマウスを用いた実験から，

R１２２C変異は RUNX３のがん抑制機能を顕著に阻害するこ

とが示された８）．その後の精力的な発現解析の結果，メチ

レーションによる RUNX３の発現抑制は胃がんに限定さ

れているわけではなく，肺がん，肝細胞がん，乳がん，膵
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臓がんおよび前立腺がんにおいても高頻度で認められるこ

とが判明した．従って，各種がん細胞における RUNX３の

機能喪失は，主としてエピジェネティックなサイレンシン

グに起因するものと考えられている６）．しかしながら，

RUNX３がどのような分子機構を介して細胞のがん化を抑

制するのかについては不明である．

４． 抗がん剤処理に応答した p５３依存性の

アポトーシス誘導と RUNX３

我々は DNA損傷型の抗がん剤に応答したアポトーシス

誘導過程における RUNX３の役割を調べる目的で，siRNA

による RUNX３のノックダウンを行い，アドリアマイシン

に対する各種がん細胞株の感受性の変化をMTT法および

FACS法を用いて検討した．興味深いことに，野生型の

p５３を持つ骨肉腫由来の U２OS細胞および肺がん由来の

A５４９細胞では，RUNX３のノックダウンによるアドリア

マイシン感受性の明らかな低下が観察された．一方で，ウ

イルス由来の E６タンパク質によって p５３が不活化されて

いる子宮頸がん由来の HeLa細胞，p５３が欠失している肺

がん由来の H１２９９細胞および骨肉腫由来の SAOS-２細胞

では，RUNX３のノックダウンの効果は認められなかっ

た．アドリアマイシンに暴露された U２OS細胞では，p５３

の Ser-１５のリン酸化を伴う安定性の昂進，p５３の活性化に

よる下流標的遺伝子群の転写誘導，ならびにカスパーゼ３

の基質の一つである PARPの切断を伴うアポトーシスの誘

導が観察された．すなわち，アドリアマイシンに応答した

U２OS細胞のアポトーシスの誘導は，少なくとも p５３依存

性の経路を介して実行されることになる．注目すべきは，

アドリアマイシンに応答した RUNX３の発現誘導が検出さ

れること，および RUNX３のノックダウンによってアドリ

アマイシン処理による p５３の Ser-１５のリン酸化の昂進，

その下流標的遺伝子群の転写誘導および PARPの切断が顕

著に阻害されたという事実である．これらの実験結果は，

DNA損傷刺激に応答した p５３の活性化のプロセスにおい

て RUNX３が必須の役割を担っていることを示している．

５． RUNX３と p５３との複合体形成

RUNX３の細胞内での局在は，その機能発現にとって極

めて重要な意味を持っている９）．すなわち，細胞質に存在

する RUNX３は不活性型であり，一方で核に存在する

RUNX３は活性型である．そこで我々は，間接免疫染色法

を用いてアドリアマイシンに応答した RUNX３の細胞内局

在の変化の有無を調べた．その結果，アドリアマイシン処

理によって RUNX３は核内に移行し，p５３と共局在するこ

とが判明した．この実験結果は，両者が核内において複合

体を形成する可能性を示唆する．この可能性を検証する目

的で，アドリアマイシン処理をした U２OS細胞から抽出液

を調整し，免疫沈降／ウエスタン法による解析を行ったと

ころ，両者は細胞内で複合体を形成することが判明した．

次に，我々は両者の欠失変異体を用いて両者の結合に必須

な領域の同定を試みた．RUNX３を含む細胞の抽出液と，

アイソトープで標識した p５３，p５３（１―３５３），p５３（１―２９２），

p５３（１―１０１）および p５３（１０２―３９３）を試験管内で混合し

プルダウンを行ったところ，カルボキシル末端を保持した

p５３のみが RUNX３と共沈した．同様に，p５３を含む細胞

の抽出液とアイソトープで標識した RUNX３，RUNX３（１―

１９８）および RUNX３（１―６７）を用いた試験管内結合実験

から，全長の RUNX３のみが p５３と結合することが明らか

になった．従って，両者はお互いのカルボキシル末端を介

して複合体を形成することが判明した．

６． RUNX３による p５３の正の制御

p５３は細胞のアポトーシス誘導や細胞周期を停止させる

機能を持つ転写因子である４）．従って，p５３の活性はその

転写活性化能およびアポトーシス誘導能を調べることに

よって測定することが可能である．まず，p５３の転写活性

化能に対する RUNX３の効果を調べる目的で，H１２９９細胞

に p５３の発現ベクター，あるいは p５３の発現ベクターおよ

び RUNX３の発現ベクターを導入したところ，RUNX３と

の共発現によって p５３依存性の p２１，BAX および p５３

upregulated modulator of apoptosis（PUMA）の明らかな転

写量の増加が観察された．また，p２１あるいは BAX のプ

ロモーター領域を含んだルシフェラーゼレポーターベク

ターを用いたルシフェラーゼアッセイにおいても，p５３と

RUNX３との共発現によるルシフェラーゼ活性の上昇は，

p５３の単独発現によって検出されるルシフェラーゼ活性の

上昇を凌駕していた．従って，RUNX３は p５３との複合体

形成を介して p５３の転写活性化能を顕著に促進することが

明らかになった（図１）．次に，p５３のアポトーシス誘導能

に対する RUNX３の効果を検討する目的で，野生型の p５３

を発現する U２OS細胞あるいは p５３を欠損した H１２９９細

胞に，GFP発現ベクターおよび RUNX３発現ベクターを導

入した．GFP陽性で，しかもアポトーシスに陥った細胞

数をカウントしたところ，U２OS細胞では RUNX３の発現

量に応じたアポトーシス細胞の明らかな増加が認められた

が，その一方で H１２９９細胞ではアポトーシス細胞の顕著
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な増加は観察されなかった．これらの実験結果は，

RUNX３が p５３のコアクチベーターとして機能する可能性

を示唆している．

７． RUNX３と ATM

これまでの実験結果から，RUNX３による p５３の活性化

の分子機構の一端は，両者の複合体形成を介した p５３の

Ser-１５のリン酸化の昂進にあることは間違いない．DNA

損傷をいち早く感知し，その損傷シグナルを下流の因子群

に伝達する役割を担うのは Ser-１９８１がリン酸化された p-

ATMである．これまでの研究から，p-ATMは DNA損傷

に応答して p５３の Ser-１５のリン酸化を触媒するタンパク

質リン酸化酵素の一つであると考えられている４）．事実，

ATMを欠損した A-T細胞に対してアドリアマイシンを処

理しても，また RUNX３を過剰発現させても p５３の Ser-１５

のリン酸化の誘導は検出されない．一方で，興味深いこと

に RUNX３のノックダウンは U２OS細胞におけるアドリア

マイシンに応答した ATMのリン酸化の程度には影響を及

ぼさないが，RUNX３が p-ATMと複合体を形成すること

を我々は見出した．この実験結果は，RUNX３が p-ATM

を p５３上にリクルートすることによって，p５３の Ser-１５の

リン酸化を仲介する新たな分子機構の存在を示唆する５）．

８． お わ り に

DNA損傷刺激に応答した p５３の活性化は，リン酸化や

アセチル化などの化学修飾を介して実行される．特に，

p５３の Ser-１５を含むアミノ末端のリン酸化はMDM２の解

離を促し，p５３の安定化および活性化に寄与する４）．p-

ATMは p５３との直接結合を介してそのリン酸化を触媒す

ることが示されているが１０），本稿で紹介した実験結果か

ら，RUNX３は p-ATMと協調して DNA損傷刺激に応答し

た p５３の Ser-１５のリン酸化を誘導すると考えられる（図

２）．また，定常状態においては p５３のカルボキシル末端領

域が，その DNA結合領域をマスクすることによって p５３

の DNA結合能を阻害している１１，１２）．RUNX３が p５３のカル

ボキシル末端領域に結合することから，その結合が p５３の

DNA結合領域を露出させることによって，p５３の配列特

異的な転写活性化能を昂進させる可能性が示唆される．一

方で，RUNX３は TGF-βに応答して核内に移行し，Bimの

発現誘導を介してアポトーシスを促進することが報告され

ている１３）．TGF-β依存性のアポトーシス誘導過程における
RUNX３と p５３の機能的相互作用の有無については今後の

検討課題である．
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図１ 複合体形成を介した RUNX３による p５３の転写活性化能
の昂進

RUNX３は細胞核内において p５３と結合することによって，細
胞周期停止やアポトーシス誘導に関与する p５３標的遺伝子群の
発現を転写レベルで正に制御する．

図２ DNA損傷刺激に応答した RUNX３，p５３および ATMの機
能的相互作用とアポトーシス誘導

DNA損傷刺激に応答して RUNX３の発現誘導が起こり，リン
酸化を受け活性化された ATM（p-ATM）と RUNX３は複合体
を形成する．RUNX３は p５３との結合を介して p-ATMによる
p５３の Ser-１５のリン酸化を促すことによって p５３を活性化さ
せ，p５３依存性のアポトーシスを引き起こす．
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A novel role of RUNX３ in the regulation of p５３-mediated
apoptosis in response to DNA damage
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新規ラジカル反応を用いた細胞膜上分子間
相互作用の解析

１． は じ め に

細胞は生体を構成する最も基本的な単位である．例え

ば，ヒトの体は約６０兆個の細胞の集合体であるといわれ

ており，個々が整然と協調し機能を果たすことにより正常

な生体機能が維持される．近年では，京都大学の山中伸弥

教授らによって作製された人工多能性幹細胞（induced plu-

ripotent stem cell；iPS細胞）など，細胞生物学の目覚まし

い発展により，様々な細胞を実験的に作り出すことが可能

となり，多様な視点から個々の細胞機能について研究する

ことが可能となっている．

一方，細胞下のレベルに視点を移すと，細胞は様々な細

胞小器官，さらにはタンパク質・脂質・糖質などの様々な

生体分子から構成されている．興味深いことに，生体と細

胞の関係と同じく個々の生体分子は相互作用し協調的に働

くことで細胞機能に影響を与えている．従って，現在では

生体分子個々の研究に加え，異なる生体分子同士の相互作

用研究（interactome）が注目されている．

このような背景の下，筆者らは細胞膜上に存在する生体

分子の相互作用（細胞膜上分子間相互作用）に焦点を当て，

これらの解析法の開発および相互作用によって細胞機能が

どのような影響を受けているかに注目し研究を進めてき

た．本稿では，筆者らの研究の背景および新規に開発した

「細胞膜上分子間相互作用生化学的可視化法」を中心に解

説し，細胞膜上分子間相互作用が今後の生物学の発展にど

のように寄与できるかについての展望を述べる．

２． 細胞膜上分子間相互作用

細胞の構造物を包んでいる細胞膜は外界との区切りとし

ての役割に留まることなく，外界からの物質輸送やシグナ

ル伝達に関与している．細胞膜には細胞機能にとって重要

な役割を果たしている多数の“細胞膜上分子”が埋没した

状態で存在する．Singerと Nicolsonの流動モザイクモデ

ル１）によると，これら細胞膜上分子は脂質二重層の流動に

伴って膜上で常にダイナミックに自由運動している．これ

らの運動により，特定の生体分子同士が非常に短い一定時

間内に膜上において会合，拡散を繰り返し相互作用してい

る事象が観察されている（図１）．

これらの「細胞膜上分子間相互作用」およびその結果形

成される生体分子の集合体（一般的には脂質ラフトや膜マ

イクロドメインと呼称される）は細胞内シグナル伝達機構

に寄与していることや，細胞増殖やウイルス感染，免疫機

構などの細胞機能ひいては生体機能にとっても重要な役割

を果たしていることが示唆されている２）（図１）．従って，

細胞膜上分子間相互作用の意義について研究するために

は，第一にどのようなタイミングで，どのような細胞膜上

分子が相互作用しているかを知る必要がある．

３． 細胞膜上分子間相互作用の解析

実際の細胞膜上分子間相互作用の解析法は，１）主に生

化学的な実験手法により相互作用分子を解析・同定する方

法，２）研究対象の任意分子を様々な方法で標識すること

により形態学的に相互作用を観察する方法，の二つに大別

される．１）では，免疫沈降法および detergent-insoluble

membrane（DIM）法３）がよく用いられる．前者は任意の細

胞膜上分子について，抗体を用いて免疫沈降し，同時に沈
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