
ATM／IKK-α／p７３経路：新たな p５３非依存
性アポトーシス誘導制御

１． は じ め に

１９９７年に分離，同定された p７３はがん抑制遺伝子産物

である p５３の新たなファミリーメンバーであり，p５３と同

様に核内転写制御因子として機能し，がん細胞の細胞周期

停止や細胞死（アポトーシス）を誘導する生物活性を持

つ１，２）．p５３の機能喪失を伴う遺伝子変異は約５０％のヒト

腫瘍組織で検出されるが，我々が行った精力的な変異解析

の結果，腫瘍組織における p７３の変異は極めて稀であるこ

とが判明した．従って，p５３とは異なり p７３は多くの腫瘍

組織において正常型として発現していることになる３）．制

がん剤処理や放射線照射に伴うがん細胞死に伴って，p７３

の発現量は上昇するが，この現象は主としてタンパク質レ

ベルでの安定化に起因する．刺激の無い状態での p７３の発

現量は極めて低いレベルで維持されている．細胞死誘導活

性を持つ p７３を低レベルで維持しておくことは細胞の生存

（サバイバル）にとっては必須な条件であると言える．一

方で，がん組織で正常型として発現する p７３の安定化を促

す仕組みの解明は，新たながん治療法の開発の糸口になる

ものと期待される．本稿では，p７３のタンパク質としての

安定化を制御する仕組みについての新たな知見を紹介した

い．

２． p７３の発現量

逆転写 PCRを用いた mRNAレベルでの発現解析は別に

して，DNA損傷を伴う刺激を与えない条件下で，内在性

の p７３を一般的なストレートウェスタン法を用いて検出す

ることは一部の培養細胞（COS７, HEK２９３および HEK２９３

T細胞）を除いて極めて困難である．従って，定量性には

欠けるものの免疫沈降法を用いて内在性の p７３を検出する

のが常法となっているのが現状である．La Tangueらの研

究チームは，培養細胞にプロテアソームの阻害剤を添加す

ると p７３の安定性が顕著に昂進することを見いだした４）．

彼らの実験結果は，p５３と同様に p７３のタンパク質レベル

での制御がユビキチン／プロテアソーム系を介して実行さ

れていることを物語っている．同時期に，Luらの研究

チームは p５３に対する E３ユビキチンリガーゼである

MDM２（murine double minute２）の p７３に対する効果を調

べる過程で意外な事実に直面することになった５）．すなわ

ち，MDM２は p５３と同様に p７３によってもその発現が誘

導される標的遺伝子産物の一つであり，さらにMDM２は

p７３のアミノ末端近傍に結合しその転写制御因子としての

活性および細胞死誘導因子としての活性を著しく阻害する

が，驚くべきことにMDM２は p７３の分解を促進する機能

を持たず，むしろ p７３のタンパク質としての安定化を促す

という実験結果であった．その後，相次いで報告された関

連論文はほとんど全てと言っていいぐらいに彼らの実験結

果を支持するものであった．それでは，p７３に対する E３

ユビキチンリガーゼの正体は一体何者なのであろうか．そ

の疑問に万人が納得する回答を得る目的で多くの研究者達

がしのぎを削ることになった．

３． Itch の 発 見

p５３のタンパク質としての安定化の仕組みの一つは，

DNA損傷に応答して p５３のアミノ末端の複数のセリン残

基がリン酸化されることによって，MDM２と p５３との結

合が阻害されることにある．従って，リン酸化を含めた化

学修飾が p５３の安定化において極めて重要な役割を果たし

ていると言える６）．１９９９年に，非受容体型チロシンキナー

ゼである c-Ablによる p７３のチロシン９９のリン酸化が p７３

の安定化および活性化に関与していることを示唆する報告

がなされた７）．また，２００２年および２００３年には PKCの触

媒サブユニットによる p７３のセリン２８９のリン酸化および

Chk１（checkpoint effector kinase１）による p７３のセリン４７

のリン酸化が，p７３の安定化ならびに活性化に必須である

ことが示された８，９）．これらの実験結果は，p５３と同様に

DNA損傷に応答した p７３のリン酸化がその安定化や活性

化に寄与していることを強く示唆する．しかしながら，

p７３の分解を触媒する E３ユビキチンリガーゼの正体は未

だに不明であった．ようやく２００５年になって，Melinoら

の研究チームがついに p７３に対する E３ユビキチンリガー

ゼの候補の一つとして HECT（homologous to E６AP carboxyl

terminus）タイプの E３ユビキチンリガーゼである Itchの
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同定に成功した１０）．彼らは p７３のカルボキシル末端近傍に

存在する PYモチーフに着目し，ファージディスプレイ法

を用いて p７３の PYモチーフに結合する細胞性タンパク質

因子を探索することによって Itchにたどり着いた訳であ

る．彼らの実験結果によれば，ItchはそのWWドメイン

を介して p７３の PYモチーフに結合し，そのユビキチン化

を誘導しプロテアソームによる分解を促進する．また，

DNA損傷に伴って Itchの発現は p７３の発現レベルとは逆

相関することが示されている．従って，現時点においては

Itchが p７３のユビキチン／プロテアソームを介した分解を

触媒する E３ユビキチンリガーゼの最有力の候補であると

考えられている．

４． DNA損傷に応答した IKK-αと p７３の発現

我々の研究室では，制がん剤に応答してその発現レベル

が顕著に変化する遺伝子群の解析を精力的に行って来た．

ヒト骨肉腫由来の細胞株である U２OS細胞を制がん剤の一

つであるシスプラチンで処理すると，細胞は時間及び濃度

依存的に細胞死に陥る．シスプラチン処理後，経時的に粗

抽出液を調整しウェスタン法あるいは免疫沈降法を用いて

様々なタンパク質の発現量の変化を解析したところ，興味

深いことに p７３の発現誘導と IKK-αのそれとがほぼ一致
していることに我々は気づいた．一般的に，IKK-αは細胞
外からの刺激に応答して活性化される IκB kinase complex

（IKK complex）の構成メンバーの一つであり，細胞質に

存在して細胞の生存に関与する転写因子である NF-κBと

結合し，その核内移行を阻害する IκBのリン酸化を介し

てその分解を誘導し，NF-κBの核内移行を促す役割を担

う分子である（図１）．興味深いことに，シスプラチン処

理によって細胞質に存在する IκBの量は顕著に減少する

が，NF-κBの核内移行は阻害される．その具体的な分子

機構については未解決の課題ではあるが，シスプラチンに

よる細胞死誘導過程において，NF-κBを介した細胞生存

シグナルが遮断されるという現象は理にかなっていると考

えられる．一方で，シスプラチンに応答した IKK-αの発
現誘導は意外なことに細胞核内で観察された．間接免疫染

色法を用いた解析から，IKK-αは細胞質のみならず核マト
リックスにも存在し，しかも核マトリックス上で p７３と共

局在していることが明らかとなった．この実験結果は

IKK-αが核マトリックス上で p７３と結合し，p７３の活性を

制御する可能性を強く示唆するものであった．２００３年に

なって，IKK-αが細胞核内においてヒストン H３をリン酸

図１ 細胞外からの刺激に応答した NF-κBの活性化機構
細胞外からの刺激に応答して細胞質に存在する IKK complexが活性化さ
れ，IκBの分解を誘導し，細胞質に局在していた細胞生存因子である NF-
κBが細胞核内へ移行し本来の転写因子としての活性を発現し，細胞の生
存を含めた様々な細胞活動に関与する．
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化することによって NF-κBの標的遺伝子群の転写を促進

することが相次いで報告された１１，１２）．これらの実験結果は

IKK-αの新たな細胞核内での生理機能の存在を示すもので
あり画期的な発見であったと言える．従って，我々が観察

していた細胞核内における IKK-αと p７３との相互作用を

示唆する実験結果も，あながち的外れな現象を見ていた訳

ではないと考えられた．

5. IKK-αによる p７３の安定化と活性化

シスプラチンで処理した U２OS細胞由来の粗抽出液を用

いた免疫沈降実験の結果，内在性の IKK-αと p７３との複

合体形成の可能性が示唆された．また，過剰発現系を用い

た免疫沈降実験の結果も上記の実験結果を支持するもので

あった．この過剰発現系での実験の過程で，我々は IKK-α
の容量依存的に p７３の安定性が増加することに気が付い

た．この IKK-αによる p７３の安定化はそのユビキチン化

の阻害に起因することが判明した．さらに，野生型の

MEF（mouse embryonic fibroblast）とは対照的に，IKK-α
のノックアウトマウス由来のMEFをシスプラチンで処理

しても内在性の p７３の安定化は認められなかった．加え

て，野生型のMEFに比べて IKK-αのノックアウトマウス
由来のMEFでは，シスプラチンに対する感受性が顕著に

低下していた．これらの実験結果は，IKK-αの欠損によっ
てシスプラチンに応答した p７３のタンパク質としての安定

化が阻害されたことに起因するものと考えられた．p７３に

レスポンスするプロモーターを用いたルシフェラーゼレ

ポーターアッセイの結果は予想通り，IKK-αとの共発現に
よる p７３の転写活性化能の上昇を示していた．同様に，ト

リパンブルーの取り込みの有無を指標としたアポトーシス

アッセイの結果も，IKK-αとの共発現による p７３の細胞死

誘導能の昂進を示していた．従って，DNA損傷に伴って

IKK-αは細胞核内に蓄積して p７３の安定化を介してその生

物活性を正に制御することが明らかになった１３）．

６． IKK-αによる p７３のリン酸化

IKK-αはセリン／スレオニンキナーゼであり，その代表
的な基質は前述の通り IκBである．我々は IKK-αによる
p７３の制御におけるそのキナーゼ活性の意義を調べる目的

で，キナーゼ活性を欠いた人為的変異体 IKK-α（K４４A）を

作成し，p７３の安定性および活性に及ぼす効果を調べた．

免疫沈降法による解析の結果は p７３と IKK-α（K４４A）と

の安定な複合体の形成を示唆するものであった．しかしな

がら，このキナーゼ活性を欠いた変異体は p７３の転写活性

化能および細胞死誘導能に対しては有為な効果を及ぼすこ

とはなかった．従って，IKK-αによる p７３のリン酸化がそ

の活性や安定性の制御に必須であることが想定された．

Kalinの報告によれば，IKK-αによるリン酸化の標的配列
は DSGψXS（ψ：疎水性アミノ酸）となっている１４）．我々

は IKK-αによる p７３のリン酸化の有無を調べる目的で系

統的な p７３の欠失変異体を GST融合タンパク質として作

成し，それらを基質として精製された活性型 IKK-αを用
いた in vitro キナーゼアッセイを行った．その結果は明ら

かに IKK-αは p７３（１―６２）をリン酸化しうるというもので

あった．p７３のアミノ酸配列を改めて検索してみたとこ

ろ，上記の標的配列に類似したアミノ酸配列を p７３上に見

いだすことは出来なかった．しかしながら，IKK-αによっ
てリン酸化を受けるヒストン H３上にも上記の標的配列に

類似したアミノ酸配列が存在しないことから，IKK-αによ
るリン酸化の標的配列には多様性が存在することが示唆さ

れた１３）．

７． DNA損傷に応答した ATM（ataxia telangiectasia mu-

tated）による IKK-αの核内蓄積とリン酸化

それでは DNA損傷に応答した IKK-αの核内蓄積がどの
ような分子機構を介して実行されるのかを解析することが

次の課題となる．我々は PI３キナーゼファミリーのメン

バーである ATMに着目して研究を引き続き行った．免疫

沈降法による解析の結果，ATMは IKK-αと共沈すること
が明らかとなった．また，PI３キナーゼファミリーメン

バーの阻害剤の一つであるワートマニンでヒト肝細胞がん

由来の HepG２細胞を処理したところ，シスプラチンに応

答した IKK-αおよび p７３の核内蓄積が顕著に抑制された．

さらに，ATMを欠いた A-T細胞では DNA損傷に伴う

IKK-αおよび p７３の核内蓄積が観察されなかった．ATM

は DNA損傷に応答して活性化されるセリン／スレオニン

キナーゼであり，その代表的な基質はがん抑制タンパク質

である p５３である．ATMによるリン酸化の標的配列は S／

TQであると考えられている．IKK-αのアミノ酸配列を詳
細に調べたところ，IKK-α上には６箇所の ATMの標的配

列と考えられる配列が存在していた．そこで，IKK-αが
ATMの基質の一つであるか否かを調べる目的で，それぞ

れの標的配列のセリンあるいはスレオニンをアラニンに置

換した人為的変異体を GST融合タンパク質として合成し，

シスプラチンで処理した HeLa細胞から免疫沈降法で精製

した活性型 ATMを用いて，ATMによる IKK-αのリン酸
化の有無を in vitro キナーゼアッセイ法で検討した．その
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結果，IKK-αのセリン４７３が ATMによってリン酸化され

る可能性が示唆された．加えて，IKK-αのノックアウトマ
ウス由来のMEFをシスプラチンで処理したところ，ATM

の活性化の誘導を検出することは認められたが p７３の核内

蓄積を観察することは出来なかった．従って，これらの実

験結果により DNA損傷シグナルが活性型 ATMによるリ

ン酸化を介して IKK-αに伝達され，活性型 IKK-αによる
p７３の核内蓄積が誘導されることによって細胞死が実行さ

れるという新たな細胞死誘導機構の存在が想定された（図

２）１５）．

８． お わ り に

IKK-αによる p７３の安定化は，そのユビキチン化の阻害

にあると考えられる．前述した通り p７３に対する E３ユビ

キチンリガーゼとしては HECTタイプの E３ユビキチンリ

ガーゼである Itchが現時点では最有力の候補であること

は間違いない．IKK-αによる p７３との結合を介したリン酸

化が Itchによる p７３のユビキン化の誘導を阻害するのか

否かについては不明であり今後の研究課題の一つであると

言えよう．あるいは，Itch以外の E３ユビキチンリガーゼ

の存在も否定することは出来ない．実際に，p５３に対する

E３ユビキチンリガーゼはMDM２だけではないことが最近

になって報告されている．我々の研究結果によれば，

IKK-αは p５３の安定化および活性化に対しては影響を及ぼ

さない．従って，IKK-αと p７３の機能的相互作用は極めて

特異性の高いものであると考えられる．我々が調べた限り

では，DNA損傷に応答した IKK-αによる p７３の安定化を

伴う活性化は，がん細胞の p５３の変異の有無に関わらず観

察されることから，我々の研究結果はがん細胞において正

常型として発現する p７３の活性化の仕組みの一端を明らか

にしたものであり，将来的にはがん治療の現場において大

きな問題となっている制がん剤に対するがん細胞の耐性克

服に貢献するものと期待される．
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損傷DNA前駆体の誘発変異とヌクレオチド
プール浄化酵素／DNA修復酵素による抑制

は じ め に

酸素呼吸を行う生物（細胞）は，エネルギー代謝の面で

有利な反面，内なる敵である活性酸素の絶え間なき産生と

いう問題に直面している．また，活性酸素はある種の化学

物質や放射線の作用によっても生ずる．活性酸素により

様々な種類の DNA損傷が生じ，個々の損傷についての変

異誘発能が調べられている１）．DNA損傷の生成は，変異・

発がん・神経変性・老化の過程と関係があると広く認識さ

れている．

DNA前駆体であるデオキシリボヌクレオシド-三リン酸

も活性酸素により酸化され，種々の損傷 DNA前駆体が生

成すると考えられる．生じた損傷 DNA前駆体は，DNA

に取り込まれて変異を誘発する（図１）．本稿では，活性

酸素によって dGTPから生ずる８-ヒドロキシ-dGTP（８-OH-

dGTP）と dATPから生ずる２-ヒドロキシ-dATP（２-OH-

dATP）の変異誘発能について述べる．また，損傷 DNA

前駆体が誘発する変異を抑制する，ヌクレオチドプール浄

化酵素及び DNA修復酵素についても言及する（図１）．

１． 損傷 DNA前駆体の重要性

著者らは，試験管内酸化反応において，DNA前駆体

（dGTP／dATP）が DNAよりも数倍～数十倍酸化されるこ

とを見出した２）．細胞内では，ヒストン等のタンパク質が

DNAを保護しているため，DNAの反応性はさらに低下し

ていると考えられる．したがって，損傷 DNA前駆体は従

来考えられていた以上に，活性酸素による変異の誘発に大

きく関与している可能性がある．大腸菌 DNA中の酸化塩

基８-ヒドロキシグアニンの蓄積には，DNAの直接酸化と

ヌクレオチドプール中の８-OH-dGTPの取り込みが，同程

度に寄与している３）．布柴らは，細胞内に活性酸素や鉄が

蓄積していると考えられる sodA sodB fur 三重欠損大腸菌

株で観察される自然突然変異は，８-OH-dGTP及び２-OH-

dATPが原因で生ずることを種々の実験から結論してい

る４）．これらの結果は，損傷 DNA前駆体が生物学的に非

常に重要であることを示している．

図１ 損傷 DNA前駆体が変異を誘発する経路とその抑制機構
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