
１． は じ め に

我々の個体の細胞は，通常その殆どが静止期（G０期）に

あって細胞分裂しないことが知られている．神経細胞や筋

肉細胞のように，全く分裂しない細胞もある．ところが，

ひとたび外界からの刺激などにより細胞が増殖する指令が

下されると，一部の例外を除いて細胞分裂を繰り返すこと

になる．これは，G０期から細胞周期の G１期に進入し，細

胞周期を G１→S→G２→M→G１と秩序正しく進行させること

であり，必要な細胞分裂が終了すれば，細胞周期から脱出

して速やかに G０期に戻る．細胞分裂で最も重要なことは，

遺伝情報を正確に子孫に伝えること，すなわち DNA複製

とその分配（有糸分裂）である．この DNA複製とその分

配の推進は，細胞周期のエンジンであるサイクリンとサイ

クリン依存性キナーゼにより引き起こされる．一方，

DNA複製と分配という作業中にはさまざまな事故が起こ

りうるため，各作業ステップを監視して細胞周期の進行に

ブレーキをかけているのがチェックポイントコントロール

である１）．このチェックポイントコントロールのなかで，

DNA損傷が存在するときに細胞周期の進行を停止させる

経路を総称して損傷チェックポイント経路と呼ぶ．DNA

損傷はさまざまな要因で生じることが知られており，い

つ，どこで，どのくらい傷害を受けたかを判断し，損傷

チェックポイント経路を起動させ多種多様な応答システム

を可能にしているのである（図１）．この経路は�DNA損

傷の存在を検出（sensors），�検出された場合にその情報

を増幅しながら伝達（transducers），�エフェクター（effec-

tors），の３ステップからなる（図２）．電離放射線で誘導

された二本鎖 DNA切断の場合，ステップ�により照射後

数分間以内に全ての二本鎖切断部位近傍にあるヒストンが

リン酸化される２）．ステップ�にはキナーゼカスケードが

重要な働きを担っており，Ataxia telangiectasia mutated

（ATM）がその中心的な役割を果たしていることが明らか

になっている．ステップ�には，細胞周期の進行を一時停

止する，DNA修復経路を活性化する，アポトーシスを誘

導する，といった多彩な機能が含まれており，がん抑制遺

伝子産物である p５３を中心とした制御機構が働いている．
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２． ATM遺伝子とその機能

ATM遺伝子は毛細血管拡張性運動失調症（ataxia telangi-

ectasia：AT）と呼ばれる，進行性の失調症と眼球結膜の

毛細管拡張を呈する疾患の原因遺伝子である．１９９５年に

Shilohらのグループによりポジショナルクローニング法で

第１１染色体長腕２３に位置する ATM遺伝子の一部が同定

され３），１９９７年に Lavinらのグループにより全長 cDNAが

クローニングされた４）．１３kbの mRNA，３，０５６個のアミノ

酸からなる推定３５０kDaの巨大なタンパク質をコードす

る．ATMの C末端領域にはホスファチジルイノシトール

３キナーゼ（PI-３K）に高い相同性を有する領域がある．

構造的に，チェックポイント遺伝子産物である出芽酵母の

MEC１や TEL１，分裂酵母の RAD３，ドロソフィラのMEI４１

と同じ PI-３K関連ファミリーであることが示されている．

これまでの研究から，DNA損傷時に起こる生体の反応に

おいて，ATMの下流で様々なタンパク質が制御を受け働

いていることがわかってきた．特に細胞周期チェックポイ

ント機能について考えてみたい（図３）．

１）G１／S期チェックポイント

G１／S期チェックポイントでは，電離放射線による DNA

損傷に際し，ATMは p５３のセリン１５をリン酸化し，また

Chk２をリン酸化することで活性化した Chk２が p５３のセ

リン２０をリン酸化する．これにより，p５３をユビキチン

化することで分解へと導くMDM２との結合が解除され，

直接並びに間接的に p５３の安定化が促進し，活性化され

る．さらにMDM２は ATMによって直接リン酸化される

ことにより p５３のさらなる蓄積に貢献しているらしい５）．

このような p５３の蓄積と転写機能の活性化は，p２１の発現

誘導を介してサイクリン E／Cdk２，サイクリン A／Cdk２の

活性を抑制することにより，G１／S期チェックポイントを

制御していることが明らかになってきた．

２）S期チェックポイント

S期チェックポイントにおいては，正常な細胞では放射

線照射などにより DNA合成は抑制されるが，AT患者細

胞ではこのような抑制が起こらず，放射線抵抗性 DNA合

成（RDS）とよばれる状態を示すことが知られている．近

年，ATMによる Chk２のリン酸化と活性化が G１／S期

チェックポイントだけでなく，S期チェックポイントにも

図１ さまざまな DNA傷害と細胞の応答

図２ DNA損傷チェックポイント経路
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重要な働きを担っていることが明らかにされた．Chk２は

Cdc２５Aのセリン１２３をリン酸化し，ユビキチン依存性経

路を介して Cdc２５Aの分解を促進する．Cdc２５Aはチロシ

ン脱リン酸化酵素であり，サイクリン A／Cdk２を活性化す

ることから，Cdc２５Aの分解によりサイクリン A／Cdk２の

機能が抑制される．一方，AT細胞ではこの抑制が働かな

いため，S期への進行を止めることができないと考えられ

る６，７）．また Nijmegen症候群の責任遺伝子産物である NBS１

も ATMによりリン酸化され，このリン酸化が RDSの抑

制に必要であるという報告がなされた８，９）．家族性乳がんの

原因遺伝子産物 BRCA１も ATMによってリン酸化を受け

ることが知られており１０～１２），このリン酸化により DNA損

傷における S期チェックポイントのみならず，G２期

チェックポイントにも関わっていることが示唆されてい

る１３）．出芽酵母の染色体凝集・分配に必要な遺伝子産物と

して同定された SMC１のヒトホモログも ATMによってリ

ン酸化され，S期チェックポイントに関与しているらし

い１４，１５）．また近年同定されたファンコニ貧血の原因遺伝子

産物である FANCD２も ATMによってリン酸化を受け，

放射線照射による RDSの抑制に関わっていることが示さ

れている１６）．このように，ATMは様々な経路を介して

DNA損傷における S期チェックポイント制御の要として

機能していることが明らかになっている．

３）G２／M期チェックポイント

G２／M期チェックポイントにおいても ATMは重要な働

きをしているらしい．通常 G２期にいる細胞が放射線照射

を受けると G２／M期チェックポイントが働きM期への進

入が停止されるが，AT細胞では G２期にとどまることな

くM期に突入してしまう．この ATM依存的な G２／M期

チェックポイントは，前述したように ATMによる BRCA１

のリン酸化が必要らしい．また，Cdc２５Cはサイクリン B／

Cdc２複合体をチロシン１５の脱リン酸化によって活性化し

M期への進行を促すが，Cdc２５Cが核外に放出されること

によってサイクリン B／Cdc２複合体の脱リン酸化が起こら

ず，M期への進入が阻害されることが知られている．

ATMは Chk２の活性化を介して Cdc２５Cのリン酸化と１４-

３-３σとの結合を促し，Cdc２５Cの核外排出により G２／M期

チェックポイントに貢献していることも示されている１７）．

さらに，Rad１７も ATMによってリン酸化され，このリン

酸化は Rad９-Rad１-Hus１複合体形成に必須であり，このリ

ン酸化が起こらないと G２／M期チェックポイントが働かな

いという報告もある１８，１９）．

４）ATMによる c-Ablチロシンキナーゼの制御

チロシンキナーゼは様々な刺激によって活性化され，標

的因子のチロシン残基リン酸化によってシグナル伝達を制

御する酵素である．その機能は多岐に渡り，細胞の分化，

増殖などに必須の役割を担っている．c-Ablチロシンキ

図３ ATMによる細胞周期チェックポイント制御
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ナーゼは，Srcファミリーチロシンキナーゼとほぼ相同な

構造とそれに続く長い C末端領域から成っており，そこ

には DNA結合領域，三つの核移行シグナル，アクチン結

合領域，一つの核外移行シグナルなどが存在する（図４A）．

その構造的特徴から幅広い機能を有するキナーゼとして解

析が進められていたが，９５年に電離放射線による DNA損

傷によって活性化されるという全く新しい知見が示され

た２０）．続いて c-Ablが電離放射線による G１期での細胞周期

図４ c-Ablチロシンキナーゼは DNA損傷に応答して細胞核に移行しアポトーシスを誘導する
A：c-Ablチロシンキナーゼの構造と１４-３-３結合部位．KD，チロシンキナーゼドメイン；P rich，プロリンリッチドメイン；DNA，
DNA結合ドメイン；G，G-アクチン結合ドメイン；CTD，RNAポリメラーゼ II C末端ドメイン結合領域；F，F-アクチン結合ドメ
イン；NLS，核移行シグナル；NES，核外移行シグナル．２番目と３番目の核移行シグナル間に１４-３-３結合配列が存在し，この配列
はマウスでも保存されている．★；リン酸化部位．B：HeLa細胞にアドリアマイシンを添加し，核分画における c-Ablの発現を計時
的に観察したところ，処理後２時間で核移行はピークに達し，その後漸減していった．C：未刺激の細胞では，c-Ablは細胞質と核
を行き来しており，その一部は１４-３-３と結合し細胞質に留まっている．一方，抗がん剤などによって DNA損傷が誘発された細胞
は，活性化された JNKによって１４-３-３がリン酸化され，１４-３-３から c-Ablが解離する．核移行シグナルが露出した c-Ablは核に移行
し，活性化され p７３，Rad９などを介してアポトーシスを誘導すると考えられる．（文献２９より引用，改変）
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停止に必須であるという報告がなされたが２１），異論もあり

未決着のままである２２，２３）．さらに，Wangらのグループは，

AT患者からの細胞や ATMノックアウトマウスの線維芽

細胞ではこの電離放射線による c-Ablの活性化が起こらな

いことを見出した．さらに彼らは，ATMノックアウトマ

ウス線維芽細胞に ATMキナーゼドメインのみを導入，発

現させるとこの欠陥が補正されること，逆にキナーゼドメ

イン内にアミノ酸点変異を導入した変異 ATMを導入，発

現させてもこの欠陥が補正されないことを示し，電離放射

線による細胞応答において c-Ablが ATMによりリン酸

化・活性化を受ける標的分子であることを明らかにし

た２４）．また Lavinらのグループは，ATMが c-Ablとその

SH３ドメインを介して直接結合していることを明らかに

した．ATMと c-Ablとの結合は恒常的なもので，電離放

射線の照射によっても変化はなかったが，DNA損傷があ

るときのみ ATMは c-Ablを活性化することが示された２５）．

先の，DNA損傷がなくても ATMキナーゼドメインのみ

で c-Ablが活性化されるというWangらの知見と考え合わ

せると，DNA損傷に応答して ATMに c-Ablリン酸化の

ゴーサインを出す“DNA損傷センサー”のような未知の

分子の存在が予想される．

３． DNA損傷における c-Ablの活性化と

アポトーシス誘導

c-Ablチロシンキナーゼは DNA損傷を始めとする様々

なストレスに応答して活性化し，細胞死（アポトーシス）

を誘導する．DNA損傷における c-Ablのアポトーシス誘

導能は１９９６年に報告され２６），その後，細胞死誘導のター

ゲットとして p７３が同定された２７）．しかし，c-Ablは p７３

を含む p５３ファミリーが欠損した細胞でも同様にアポトー

シスを誘導することから，p７３以外のターゲット分子の存

在が予見され，我々は新たな基質としてチェックポイント

に関わる Rad９を同定した２８）．そもそも c-Ablは核，細胞

質にユビキタスに発現しており，核内の c-Ablが DNA損

傷で活性化されてアポトーシスを誘導することが知られて

いる．我々は c-Ablの核内ターゲット分子 Rad９を同定す

る過程で，c-Ablが DNA損傷に伴って細胞質から核に移

行することを見出し，その分子メカニズムを明らかにし

た．さらにこの核移行がアポトーシス誘導を制御している

ことを見出した２９）．

１）DNA損傷に応答した c-Ablの核移行

種々のがん細胞株を抗がん剤で処理し c-Ablの細胞内局

在を調べたところ，核への集積が確認された（図４B）．こ

の核移行は DNA損傷後約２時間をピークとした一過性の

現象であり，またこの移行は c-Ablのキナーゼ活性とは無

関係であった．後述するように DNA損傷によって活性化

され強力にアポトーシスを誘導するキナーゼ，Cキナーゼ

δ（PKCδ）も同様に核に集積することが知られているが，
このケースではキナーゼ活性に依存していることから３０，３１），

そのメカニズムは異なることが予測される．そこで，

DNA損傷による c-Ablの核移行には何らかの制御分子が

関わっていることが示唆され，c-Ablに会合するタンパク

質を質量分析計によって解析したところ，その一つとして

１４-３-３というアダプター分子を同定した．

２）１４-３-３と JNKによる c-Ablの細胞内局在制御

１４-３-３は真核生物中に幅広く存在するタンパク質ファミ

リーであり，特定のアミノ酸配列のリン酸化セリン／スレ

オニンに結合して，タンパク質間の結合を制御し多彩な細

胞内シグナル伝達を調節している．その生理的役割の一つ

として，結合分子の細胞内局在の調節が挙げられ，細胞質

中に留めておくという働きが多数報告されている．実際に

c-Ablと１４-３-３の会合を検討したところ細胞質にのみ検出

され，さらにこの会合は DNA損傷によって著しく減弱し

た．このことから，１４-３-３との会合によって細胞質に局在

していた c-Ablが，DNA損傷によって何らかの機構によ

り１４-３-３から解離し核に移行することが示唆された．次

に c-Ablの１４-３-３結合部位を検討した．１４-３-３は RSXpS／

TXP（Xは任意のアミノ酸）という配列に結合することが

知られており，c-Ablにはこのコンセンサス配列が一箇所

存在する（RSVT７３５LP）．興味深いことに，この配列は c-Abl

の２番目と３番目の核移行シグナル領域間のほぼ中央かつ

きわめて近傍に位置しており，もし１４-３-３が結合すると

この領域がマスクされる可能性が高い（図４A）．そこでこ

の配列が１４-３-３結合部位かについて変異体を用いた実験

で検証したところ，実際に結合ドメインであることを確認

した．さらにスレオニン７３５がリン酸化されているかを検

討したところ，恒常的にリン酸化を受けていた．また

DNA損傷によりそのリン酸化レベルは変化しないという

予想外の結果を得た．なぜなら，１４-３-３はその標的因子に

おける結合部位のリン酸化・脱リン酸化によって結合のオ

ン・オフが規定されている例が多いからである．DNA損

傷前後での１４-３-３の発現量には変化が見られないことか

ら，c-Ablの１４-３-３からの解離には何らかの１４-３-３の修飾

が関わっている可能性が推察された．いくつかの可能性を

検討し，結論としてMAPキナーゼファミリーの一つで広

範なストレスに応じて活性化される JNKによる１４-３-３の

リン酸化が主たる役割を担っていることを突き止めた．す

でにアポトーシス誘導分子である Baxのミトコンドリア

移行に JNKによる１４-３-３のリン酸化が関わっていること

が報告されている３２）．類似のメカニズムが c-Ablの１４-３-３

からの解離にも関与しているかを調べるために JNK活性

を阻害したところ，DNA損傷による c-Ablの解離が有意
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に抑制されることが明らかとなった．さらに１４-３-３の

JNKリン酸化部位であるセリンをアラニンに置換した変

異体でも，c-Ablの１４-３-３からの解離が減弱していたこと

から，このメカニズムの妥当性が示された．

３）スレオニン７３５をリン酸化するキナーゼの同定

c-Ablの１４-３-３との結合に最も重要なスレオニン７３５を

リン酸化するキナーゼが不明なままであった．そこでこの

キナーゼを同定するためにスレオニン７３５リン酸化特異的

抗体による免疫沈降を行い，SDS-PAGEにて展開後，複合

体構成群を逐次質量分析計にて解析しキナーゼの同定を試

みたが，残念ながらキナーゼの同定には至らなかった．そ

こでゲノムワイドな網羅的解析として，ラムダファージに

よるスレオニン７３５リン酸化特異的抗体を用いた発現ク

ローニングも並行して進め，候補となるキナーゼの同定を

試みた．その結果，５種類のタンパク質がスレオニン７３５

をリン酸化するキナーゼの候補として挙がった．これらの

キナーゼがインビトロでスレオニン７３５をリン酸化するか

確認するため，インビトロキナーゼアッセイを行ったとこ

ろ，５種類のキナーゼでスレオニン７３５のリン酸化反応が

検出された．次に，COS-７細胞に GFPベクター，５種類

の GFP-キナーゼ（野生型または不活性型）をそれぞれ Flag-

c-Ablと共にトランスフェクションした．細胞抽出液を抗

Flag抗体で免疫沈降し，抗スレオニン７３５リン酸化抗体で

ブロットした．その結果，不活性型キナーゼではリン酸化

反応が検出できなかったのに対して，野生型のキナーゼで

はスレオニン７３５のリン酸化亢進が見られた．よって，過

剰発現系において５種類のキナーゼ活性依存的にスレオニ

ン７３５をリン酸化することが明らかとなった．さらにスレ

オニン７３５のリン酸化をより詳しく解析するため，キナー

ゼ不活性型である Flag-c-Abl（K-R）を安定的に発現する

HeLa／dn-c-Abl細胞を作製した．この細胞を H２O２で刺激す

ると，スレオニン７３５のリン酸化は２０分をピークに亢進

し，４時間で元に戻った．HeLa／dn-c-Abl細胞で５種類の

キナーゼがスレオニン７３５のリン酸化に関与するかどうか

を調べるため，siRNAを用いてキナーゼをノックダウン

し，細胞を H２O２で刺激した．４種類のキナーゼをノック

ダウンしても H２O２の刺激によるスレオニン７３５のリン酸

化亢進に影響は見られなかったが，残りの一つのキナーゼ

をノックダウンし H２O２で刺激すると，このリン酸化の亢

進は抑制された．次に c-Ablとこのスレオニン７３５キナー

ゼの細胞内局在を見るため，免疫染色を行った．c-Ablは

主に細胞質にあり，キナーゼは細胞質と核に存在した．次

に，c-Ablの核内移行にこのスレオニン７３５キナーゼが関

与するかを検討したところ，コントロールでは酸化ストレ

スによって細胞質にある c-Ablが核内へと移行した．一

方，このスレオニン７３５キナーゼをノックダウンした細胞

では，H２O２刺激に関係なく c-Ablの核内集積が起こった．

これらの結果からこのスレオニン７３５キナーゼは c-Ablを

細胞質にとどめておく機能をもつことがわかった．

スレオニン７３５キナーゼが c-Ablを細胞質にとどめてお

くことが，アポトーシスとどのような関係にあるか調べる

ため，HeLa／dn-c-Abl細胞に siRNAをトランスフェクショ

ンしてスレオニン７３５キナーゼをノックダウンし，DMSO

または c-Ablの阻害剤である STI５７１で前処理した後に

H２O２で刺激し TUNELアッセイによってアポトーシスを評

価した．この結果，スレオニン７３５キナーゼをノックダウ

ンすると酸化ストレスによるアポトーシスを起こしやすく

なった．また，このアポトーシスは STI５７１による前処理

で抑制された．従ってスレオニン７３５キナーゼは c-Abl依

存的なアポトーシスに抵抗性を示すと考えられる．

４）c-Abl依存性アポトーシス誘導における核移行の意義

１４-３-３と JNKによる c-Ablの細胞内局在調節機構が，

DNA損傷によるアポトーシス誘導にどのように関わって

いるかについて検討を行った．c-Ablを細胞に導入すると

アポトーシスが誘導され，それは抗がん剤処理により増強

するが，１４-３-３を共発現させると，有意にアポトーシス誘

導を抑制した．さらに，JNKによるリン酸化を受けない

変異体１４-３-３の導入により，その抑制効果が強まること

が明らかとなった．次に c-Ablノックアウトマウスの線維

芽細胞に１４-３-３結合部位のスレオニンをアラニンに置換

した c-Abl変異体を導入すると，野生型 c-Ablに比較して

アポトーシス誘導能が高まっていたが，抗がん剤で惹起し

たアポトーシスには両者間で有意な差は観察されなかっ

た．このことから，c-Ablによるアポトーシス誘導にはそ

の核移行が必要であり，JNKは１４-３-３のリン酸化を介し

て c-Abl-１４-３-３複合体形成を巧妙に制御しながらアポトー

シス誘導に寄与していると考えられる（図４C）．

５）Ablキナーゼの制御と臨床応用への可能性

Bcr-Ablは相互転座による c-Bcrと c-Ablの融合タンパク

質であり，慢性骨髄性白血病（CML）の原因遺伝子産物

である．近年，CMLの分子標的治療として STI５７１（商品

名：グリベック）という薬剤が臨床応用され効果を上げて

いる一方，早くも薬剤耐性が大きな問題となっている．

Bcr-Ablは恒常的に活性化されており，アポトーシスを抑

制する．その局在は細胞質のみであると考えられてきた

が，最近になって抗がん剤エトポシド処理によって Bcr-

Ablは速やかに核に移行するという報告がなされた３３）．ま

た Bcr-Ablを人工的に細胞核に移行すると強力なアポトー

シス誘導因子として働くというユニークな知見も示されて

おり３４），c-Ablのみならず Ablキナーゼの核内での活性化

とアポトーシス誘導が示唆されている．そもそも Bcr-Abl
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には c-Abl同様三つの核移行シグナルが存在するにもかか

わらず，細胞質にのみ局在している点は謎であった．もし

Bcr-Ablの核移行が我々の見出した c-Ablと同じメカニズ

ムで制御されているならば，この核移行を促すことにより

CMLに有効な治療法の開発が可能になるかもしれない．

例えば，Bcr-Ablと１４-３-３の結合を特異的に阻害したり，

１４-３-３結合部位のスレオニンのリン酸化をブロックするこ

となどが考えられる．Bcr-Ablが発現しているがん細胞に

のみ効果があり，正常細胞には影響を及ぼさない創薬開発

の可能性に大いなる期待を抱きながら，Bcr-Ablの核移行

メカニズムの検討を進めている．

DNA損傷における c-Ablの核移行メカニズムの解明を

通じて，アポトーシス誘導にはその核移行が必要であるこ

とを示した．昨今 Ablキナーゼの機能解析を進める上で，

活性化の場が細胞内のどこであるかに起因する機能の相違

が注目されている．それは多くの場合，局在における基質

の違いとして説明が可能になってくると思われる．特にア

ポトーシス誘導では Bcr-Ablの例でも明らかなように，そ

の局在が細胞質か核かによって正反対の機能を示すことは

興味深い．Ablキナーゼの，細胞質と核との間の行き来の

調節機構をさらに解明し，細胞内局在をふまえた新たな基

質を探索していくことで，今までにない全く新しいコンセ

プトのがん治療開発への端緒となればと考えている．

４． DYRK２によるがん抑制遺伝子産物 p５３の制御と

アポトーシス誘導

DNAは遺伝情報の担い手であり，その正確な複製と子

孫への伝達は生物の本質的特性である．一方 DNAは放射

線，紫外線などの外的要因だけでなく，細胞の代謝過程で

生ずる活性酸素などの内的要因によっても絶えず損傷を受

けている．このような DNA損傷に対し，生物は多様なシ

グナル伝達機構により細胞周期を停止して損傷を修復し，

修復不能な場合には細胞死（アポトーシス）を誘導し，損

傷によって生ずる突然変異の蓄積を回避する．この DNA

損傷応答で中心的な働きを担っているのががん抑制遺伝子

産物 p５３である．p５３の重要な機能として G１期停止とア

ポトーシス誘導が挙げられるが，これらの機能の使い分け

が p５３のリン酸化によって制御されているという，エポッ

クメーキングな仕事が今から約８年前に日本の研究グルー

プから発信された３５）．重篤な DNA損傷に曝露されると，

p５３の４６番目のセリン残基がリン酸化され，p５３AIP１の

発現を誘導してアポトーシスを引き起こすというモデルで

ある．現在までに我々を含む多くのグループがこのモデル

を基本的に支持する結論に至っており，p５３は DNA損傷

細胞の運命の分岐点で，生死の判断を下すチェックポイン

ト分子であるという認識が浸透した．当然であるが，細胞

の運命を決定するセリン４６のリン酸化に関わるキナーゼ

の探索が次の標的となり，翌年の暮れには欧州の二つのグ

ループから，HIPK２というキナーゼが紫外線照射に応答

してセリン４６をリン酸化することが報告された３６，３７）．しか

し，放射線刺激によるセリン４６リン酸化には HIPK２は関

与していないことから，DNA二本鎖切断でのセリン４６キ

ナーゼは爾来闇のままであった．

１）DYRK２による p５３セリン４６のリン酸化

我々は，DNA損傷におけるアポトーシス誘導に関わる

いくつかのキナーゼに注目して研究を進めていた．その一

つに PKCδがあり，DNA損傷に応答して活性化され，カ

スパーゼ３による切断でキナーゼ領域が核に移行しアポ

トーシスを強力に誘導することを明らかにしていた３８）．そ

の過程で PKCδの切断，核移行とセリン４６のリン酸化に
時空間的な類似性を見出すに至り，PKCδとセリン４６リ
ン酸化との関係について研究を開始した３９）．結論として

は，PKCδはセリン４６のリン酸化には関わっているもの
の，直接のキナーゼであるとする確たる証拠は得られな

かった．そこでセリン４６を直接リン酸化するキナーゼを

単離すべく，リン酸化抗体を用いたキナーゼの発現クロー

ニング法を立ち上げた（図５A）４０）．その結果，セリン４６

をリン酸化するキナーゼとして全く予想もしていなかった

DYRK２ （dual-specificity tyrosine-（Y）-phosphorylation regu-

lated kinase２）というキナーゼを同定した． 実際のところ，

DYRK２の細胞内での生理的な機能はほとんど明らかにさ

れていなかったため，本当に DNA損傷に関わるキナーゼ

なのか大いなる期待と不安を抱きながら，慎重かつ丁寧に

検証を行った．まずインビトロでのリン酸化を検討したと

ころ，p５３のセリン４６は DYRK２によって高効率にリン

酸化されることを確認した（図５B）．次に細胞に DYRK２

を導入すると，セリン４６のリン酸化が観察され，DNA損

傷によりそのリン酸化レベルが増大した．一方，キナーゼ

活性を持たない DYRK２変異体を細胞に導入しておくと，

DNA損傷によって惹起されるセリン４６のリン酸化が有意

に抑えられることを見出した．さらに内在性 DYRK２の発

現を RNA干渉によって抑制したところ，抗がん剤処理に

よって引き起こされるセリン４６のリン酸化が見られなく

なった（図５C）．以上の結果から，DYRK２が DNA損傷

におけるセリン４６キナーゼであることが強く示唆され

た４０）．また，DNA二重鎖切断によるセリン４６のリン酸化

は ATM依存性である可能性を示唆する報告がなされてい

た４１）．そこで DYRK２との関連について調べたところ，

ATMをノックダウンした細胞では，DYRK２を導入して

も DNA損傷によって誘発されるセリン４６のリン酸化の

亢進が見られなかったことから，DYRK２によるセリン４６

のリン酸化には ATMが必須であることが判明した．その

メカニズムは現在のところ不明だが，ATMによる DYRK２
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図５ DYRK２はDNA損傷に応答し
て p５３依存性にアポトーシス
を誘導する

A：p５３Ser４６キナーゼ同定のための
発現クローニング法の概略．GST-
p５３（１-９２）を発現する大腸菌にヒト
cDNAライブラリーファージを感染
させ，IPTGにて誘導後，プラーク
をフィルターに転写し，抗リン酸化
Ser４６抗体で検出した．B：精製
DYRK２を GST-p５３と反応させてキ
ナーゼアッセイを行ったところ，効
率よく Ser４６をリン酸化した．C：
DYRK２を siRNAによってノックダ
ウンしたところ，アドリアマイシン
による Ser４６のリン酸化と p５３AIP１
の発現が著しく抑えられた．D：p５３
が発現していない SaOS-２細胞に
p５３を導入して抗がん剤で処理する
と，アポトーシスが誘導され，この
誘導はDYRK２ノックダウンによっ
て顕著に抑制される．一方 Ser を
Ala に置換した p５３（S４６A）の導入
ではアポトーシス誘導は野生型と比
べて低下しており，DYRK２の発現
はほとんど影響を及ぼさない．E：
DNA損傷によって惹起される
DYRK２の核移行と Ser４６リン酸化，
そして p５３依存性アポトーシス誘導
のモデル．（文献４０より引用，改
変）
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のリン酸化・活性化の可能性を示唆する予備的な結果を得

ている．

ではいったいどこでセリン４６のリン酸化が起きるのだ

ろうか？ p５３は転写因子であり核に局在しているが，

DYRK２はそのほとんどが細胞質で発現している．そこで

DNA損傷における細胞内局在を検討したところ，DYRK２

はその一部が核に移行することが明らかになった．しかも

この核移行は他のプロアポトーティックキナーゼ c-Abl２９）

や PKCδ３０）のそれと比較して明らかに遷延しており，かつ
セリン４６のリン酸化と時空間的に合致していることから，

DYRK２が DNA損傷におけるセリン４６キナーゼであるこ

とを支持する結果となった４０）．

２）DNA損傷における DYRK２による p５３を介したアポ

トーシス誘導

次に，DYRK２によるセリン４６のリン酸化が，DNA損

傷によって惹起されるアポトーシス誘導に関わっているか

について検討した．p５３のない細胞に正常型 p５３を発現さ

せて抗がん剤で処理するとアポトーシスが誘導されたが，

あらかじめ DYRK２の発現を抑制しておくと，このアポ

トーシス誘導が有意に低下した（図５D）．さらに，セリン

４６のリン酸化が起きない変異型 p５３の発現ではアポトー

シス誘導能が下がり，DYRK２の発現とは無関係であった

（図５D）．これらの結果から，DYRK２は DNA損傷に応答

してアポトーシスを誘導する機能的なセリン４６キナーゼ

であるという結論が示された（図５E）４０）．

我々の発見は，DNA損傷におけるセリン４６キナーゼの

同定を通じて，アポトーシス誘導の新たな情報伝達機構を

呈示したことのみならず，DYRK２というがんにおける新

たな分子標的の可能性を示唆できたという点において重要

だと考えている．すなわち DYRK２を必要な時に必要な場

所で働かせることができれば，がん細胞を効率よくアポ

トーシスに導くことが可能になるかもしれない．解決すべ

き課題は山積しているが，がん治療への応用を目指してさ

らなる研究を進めていかねばならない．

５． PKCδによる DNA損傷依存的な

アポトーシス誘導制御

PKCδは DNA損傷などのストレス刺激に応じてカス

パーゼ３により分解され，遊離したキナーゼドメインの活

性が高まりアポトーシスを強く惹起することが知られてい

る３８，４２～４４）．しかし，どのような機序でアポトーシスを誘導

するかについては，最近まで明らかにされていなかった．

我々はこのメカニズムに迫るため，PKCδの新たな基質を
探索し，同定した．

１）c-Ablと PKCδによる Rad９制御とアポトーシス誘導

c-Ablと PKCδ両方のキナーゼのアポトーシス誘導の核
内エフェクター因子として，チェックポイントタンパク質

である Rad９を同定した２８，３０）．Schizosaccharomyces pombe

Rad９のヒトホモログである hRad９は N末端領域に BH-３

様ドメインを有し，Bcl-２／xLと結合し，アポトーシスを

誘導する．c-Ablはその SH-３ドメインを介して Rad９のプ

ロリンに富んだ C末端領域と結合し，２８番目のチロシン

をリン酸化することを見出した．興味深いことに，このチ

ロシン残基は BH-３様ドメインの C末に位置し，c-Ablに

よるリン酸化によって Bcl-２／xLとの結合が促進され，ア

ポトーシス誘導を増強することが観察された．一方，c-

Ablノックアウトマウス線維芽細胞の解析から，DNA損

傷における Rad９のチロシンリン酸化は c-Abl依存的であ

ること，またチロシンリン酸化を受けない Rad９では Bcl-

２／xLとの結合が著しく減少していることが明らかとなっ

た．なお，Rad９は Rad１，Hus１と複合体を形成（９-１-１複

合体）し，特に G２期のチェックポイントに関与している

と考えられているが，c-Ablによる Rad９のチロシンリン

酸化はこれらの複合体形成に影響を及ぼさない．一方で

Rad９の強制的脱リン酸化によりこの複合体形成が観察さ

れなくなることから，他のキナーゼによるセリン／スレオ

ニンのリン酸化が示唆され，Rad９の恒常的かつ DNA損傷

で誘導されるリン酸化を担う主要なキナーゼとして PKCδ
を同定した．PKCδによるリン酸化は９-１-１複合体形成に

必要であり，また PKCδの活性阻害による脱リン酸化状態
の Rad９ではもはや Bcl-２と会合できないことを示し，

PKCδによるアポトーシス誘導のメカニズムの一端が明ら
かとなった．さらに種々の手法を用いてこれらのキナーゼ

の細胞内局在を調べたところ，DNA損傷に伴って核に移

行することを見出した．核への移行はキナーゼの活性化依

存的かつアポトーシス誘導に必須であり，あるがん細胞で

はこの核移行が阻害されていることを明らかにした．また

この核移行機能不全が薬剤耐性獲得に関わっているという

可能性を示唆する結果を得ており，この詳細なメカニズム

の解明が期待される．

２）DNA損傷における JNK／SAPKカスケードの上流に位

置する Lynチロシンキナーゼと PKCδの機能解析
放射線や抗がん剤などによって惹起される DNA損傷に

おいて，ストレス応答シグナルである JNK／SAPKカス

ケードが活性化されるが，このカスケードの上流因子とそ

の役割については諸説あり，多くは不明である．我々はこ

れまでに，Lynチロシンキナーゼが DNA損傷によって活

性化され，JNK／SAPKカスケードを特異的に活性化する

ことを明らかにした４５，４６）．Lynによる JNKの活性化はその

上流キナーゼであるMKK７，MEKK１依存的であるが，そ
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の上流は不明であった．我々は，DNA損傷において

PKCδが JNK／SAPKカスケードを活性化することを見出

した４７）．興味深いことに，PKCδによる JNKの活性化も

Lynと同様にMKK７依存的，SEK１非依存的であり，

JNK／SAPKカスケードにおける役割の類似性が示唆され

た．そこで種々の変異株を用いた実験から，Lynにおける

JNKの活性化が PKCδ依存的であることが判明し，PKCδ
は JNK／SAPKカスケードにおいて Lynの下流に位置する

ことを明らかにした．実際に Lynはチロシンリン酸化に

より PKCδを活性化するが，PKCδはセリン／スレオニン
のリン酸化により Lynを活性化できない．さらに免疫沈

降法などを用いた実験から，Lynと PKCδは恒常的に複合
体を形成しており，また PKCδとMEKK１は DNA損傷依

存的に複合体を形成することを見出した．以上の解析か

ら，DNA損傷における Lynを介した JNK／SAPKカスケー

ドは，Lyn→PKCδ→MEKK１→MKK７→JNK／SAPKである

ことが示唆された．

３）PKCδによるトポイソメラーゼ IIαの制御機構
PKCδの複合体構成因子の探索を目的として，PKCδを

ベイトとした免疫沈降法による一次元電気泳動と質量分析

計を用いたプロテオミクス解析を行っており，現在までに

複数の会合分子を同定している．その一つとして細胞分裂

に必須なタンパク質であるトポイソメラーゼ IIαを単離し
た４８）．PKCδとトポイソメラーゼ IIαの会合は細胞周期特
異的であり，主に S期で観察された．また PKCδによって
トポイソメラーゼ IIαの発現が上昇し，それに伴い酵素活
性も強まることがインビトロ及び各種細胞を用いた実験か

ら明らかとなった．また S期をターゲットとするような

抗がん剤による PKCδの活性化がトポイソメラーゼ IIαの
過剰な活性化を引き起こし，この過剰な活性化が引き金と

なってアポトーシス誘導を惹起しているという，全く予想

外の知見を得た．

４）PKCδによる p５３発現制御

がん抑制遺伝子 p５３は発がん抑制において中心的な役

割を果たしていることが明らかになってきたが，その生理

機能と調節機構の全貌は解明されていない．これまでの研

究から，p５３は DNA損傷に応じた翻訳後修飾により安定

化されると言われている．さらに最近の報告では，p５３

の発現は ribosomal protein L２６と nucleolinによって翻訳レ

ベルでも制御されることが明らかにされ４９），従って p５３

の発現は複数の段階で様々な調節機構が関与すると予想さ

れるが，驚くべきことに p５３転写活性の調節についての

情報は極めて少ないのが実状である．

前述したように，PKCδが p５３の制御にどのように関

わっているかを調べていく過程で，PKCδが DNA損傷に

おける p５３の発現をコントロールしている可能性を見出

した５０）．抗がん剤で p５３mRNAと p５３タンパク質の発現変

化を比較したところ，p５３mRNAもタンパク質と同じよう

に，DNA損傷によって発現が誘導されることが分かった．

さらに PKCδの阻害剤を用いると，p５３mRNAもタンパク

質も発現量が激減した．PKCδのドミナントネガティブ変
異体や siRNAを用いても同様の結果が得られたことから，

PKCδが転写レベルでも p５３を制御していることが示唆

された．次に，様々な p５３プロモーター領域欠失変異体

を用いてレポーターアッセイを行い，それぞれのレポー

ター遺伝子発現の変化から PKCδの制御に応答する p５３

プロモーター領域の同定を試みた．その結果，p５３遺伝

子の上流－７０～－４６の領域を欠失すると PKCδの活性を
抑えてもレポーター遺伝子の発現に抑制がかからないこと

が明らかとなった．この結果は p５３遺伝子の PKCδ応答
配列が上流－７０～－４６の領域に存在することを示してい

る．この領域は p５３中心プロモーター領域（CPE）だと

考えられているが，結合する転写因子はいまだ同定されて

いない．そこで，CPEの配列をプローブとして質量分析

法によりこの配列に結合する核タンパク質について検討し

たところ，アポトーシス促進因子 Btfが CPE結合タンパ

ク質の一つとして同定された．さらにクロマチン免疫沈降

法を用いて，PKCδと Btfが細胞内でも p５３プロモーター

と結合することを確認し，そしてこの結合は DNA損傷に

より促進されることも明らかにした．また抗 PKCδ抗体で
クロマチン免疫沈降した後，抗 Btf抗体で再度免疫沈降す

ると，CPE領域が特異的に検出されたことから，同じ

CPEクロマチン断片上に PKCδと Btfが会合していること

が示唆された．さらに，PKCδの阻害剤により Btfと CPE

の結合が顕著に抑制されたことから，Btfの CPEへの結合

能は PKCδキナーゼ活性依存的であることが明らかとなっ
た．

次に，Btfの機能による p５３の転写活性の変化を，レ

ポーターアッセイや RT-PCRなどで解析した．Btfを過剰

発現させると，p５３のプロモーター活性や p５３mRNAとタ

ンパク質レベルの発現も明らかに誘導された．また，Btf

を siRNAによりノックダウンした結果，p５３のプロモー

ター活性と mRNAやタンパク質レベルの発現が低下して

いることが確認された．これらのことから，Btfは p５３の

転写活性を制御する転写因子であるという仮説が強く支持

された．さらに，PKCδの阻害剤を用いると Btfによって

誘導された p５３の発現が明らかに抑制されたことから，

Btfによる p５３の転写活性は PKCδによって制御されるこ
とが判明した．

最後に，PKCδ-Btf-p５３転写制御経路の細胞内での役割

を，アポトーシスを評価する TUNELアッセイにより検討

した．Btfをノックダウンすると，p５３野生型の細胞での
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み DNA損傷によるアポトーシス誘導が抑えられた．この

ことから，Btfは p５３の転写制御を介して，p５３依存性ア

ポトーシスを誘導することが推測される．さらに，Btfに

よって起こされたアポトーシス誘導は PKCδの阻害剤で明
らかに抑制されたことから，PKCδ-Btf-p５３の転写制御は

p５３依存性アポトーシス誘導に関与しているとの結論に

至った（図６）．

６． おわりに～ DNA傷害におけるプロアポトーティッ

クキナーゼの核移行とアポトーシス誘導

放射線，抗がん剤などによる DNA損傷をはじめとする

様々なストレスに対する適応形態の一つであるアポトーシ

スと呼ばれる細胞死は，生体の恒常性維持において不可欠

な生命現象として獲得され保存されてきた基本機能であ

る．この制御の破綻は，がんをはじめさまざまな疾患の病

因に結びつくことが知られている．そもそも生物が外的環

境変化やストレスに適応して生存していくためには，その

変化を正確に認識し，情報として迅速かつ効率的に，核や

小胞体などの細胞内小器官に伝えなければならない．特に

アポトーシスが核のない細胞では生じないことから，アポ

トーシス誘導においては細胞質から核あるいは核から細胞

質への何らかの情報交換が必須である．この細胞内情報伝

達網としてキナーゼによるタンパク質リン酸化システムが

用いられており，多彩な細胞応答を可能にしている．スト

レス応答におけるアポトーシス制御機構もこのシステムに

よって厳格にコントロールされていると考えられている

が，その分子メカニズムは多くが未だ明らかにされていな

い．また，リン酸化による情報伝達機構が，如何にしてア

ポトーシス実行因子である種々のタンパク質・DNA分解

酵素へとシグナルを伝えているのかについても，国内外で

広く研究が行われているにも関わらずその多くが不明であ

る．とりわけリン酸化によるストレス誘導性アポトーシス

の分子制御機構は，多くの場合細胞種に特異的であった

り，惹起するストレスによって全く逆の事象が観察され，

混沌としているのが現状である．我々はこれまで述べてき

たように，c-Abl，PKCδ，DYRK２といったキナーゼのス

トレス誘導性アポトーシスシグナルにおける役割を，主に

そのリン酸化によって制御される分子の同定を通じて明ら

かにしてきた．そして焦点をあてて機能を解明してきたこ

れらプロアポトーティックなキナーゼ群が，図らずも

DNA損傷に応じて例外なく細胞質から細胞核に移行して

アポトーシスを誘導することが判明し，キナーゼ群の核移

行がアポトーシス誘導の本質であるという今までにない全

く新しいモデルの提唱に至っている（図７）．今後，この

図６ PKCδは p５３の発現を転写レベルで制御している
未刺激な細胞では，p５３は転写・発現されるが，その遺伝子産物は主に
Mdm２が介したユビキチン-プロテアソーム系により速やかに分解され
るため，発現レベルは低く抑えられている．DNA傷害により p５３の転
写レベルでの発現も亢進し，p５３のプロモーター領域のうち，CPEと
呼ばれる配列を介して，PKCδとそのターゲット転写因子である Btfに
よって制御されていることが明らかとなった．（文献５０より引用，改
変）
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モデルの妥当性を詳細なメカニズムを解明することで明ら

かにしていきたい．そしてこれらキナーゼ群の核移行とが

んをはじめとする疾患とその異常に着目し，診断や治療へ

の応用に繋がる分子ターゲットを明らかにしていきたいと

考えている．
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