
していることが示された．つぎに Fynキナーゼの活動電

位依存性を調べるため，リン酸化 Fynの量を検証した．

電気刺激下でリン酸化 Fynが増加し，これがボツリヌス

毒素処理の DRGとの共培養では刺激しても増加しないこ

とがわかった．

７． シグナル伝達物質の局在化

このMBPの局所発現と軸索―オリゴデンドロサイト前

駆細胞との結合の相関を検証するため，TfRの膜発現部位

と Fynキナーゼの活性化部位を検証したところ，共局在

を認めた．これより，結合部位における活動依存性に Fyn

キナーゼが活性化され，MBPの局所発現を誘導すること

がわかった（図１）．

８． お わ り に

これらのことより，MBPの局所発現すなわちここでは

髄鞘化を促す最初のイベントである軸索の選定には活動電

位依存性があり，これらの活動電位により軸索は優位に選

定されることがわかった．このことより活動電位は髄鞘を

介して，神経回路を修飾できる可能性を示した．
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p５３依存性の DNA損傷応答機構における
RUNX２の新たな役割

１． は じ め に

進化的に保存された runtドメインを有する RUNX（runt-

related transcription factor）ファミリーは，塩基配列特異的

な核内転写制御因子であり，ヒトでは RUNX１，RUNX２

および RUNX３から構成される（図１）．この runtドメイ

ンは，RUNXファミリーに共通のコファクターである

CBFβ（core-binding factor beta）とのヘテロ二量体形成に

必須の領域である．一方で，そのカルボキシル末端には転

写活性化ドメイン（AD）と，この転写活性を阻害する抑

制ドメイン（ID）が存在している（図１）．これまでの研

究から，RUNXファミリーは個体の発生や細胞のがん化

に深く関与することが報告されている．たとえば，

RUNX１は血液腫瘍における染色体の切断点に座位する遺

伝子として発見され，血液幹細胞の産生および血球系の分

化に重要な役割を担うとともに，血液腫瘍におけるがん抑

制遺伝子である側面をも合わせ持つ１）．この染色体転座に

よって，造腫瘍能を有する RUNX１-ETO（RUNX１-eight

twenty one）と称される異常な融合タンパク質が生成され

る．また，RUNX２は骨芽細胞の骨分化を制御するマス

ターレギュレーターとして機能し，その発現レベルは骨

形成を促進するサイトカインである BMP（bone morpho-

genetic protein）によって調節されている２）．加えて，RUNX２

の変異は鎖骨頭骸異形成症の原因となる．さらに，

RUNX３はヒト胃がんのがん抑制遺伝子として報告されて

おり，RUNX３のノックアウトマウスでは胃上皮の過形成

が観察されている．胃がんを含めたヒト腫瘍における

RUNX３の変異はきわめてまれであるが，腫瘍における

RUNX３の機能抑制は主としてプロモーター領域の高度メ

チル化による発現抑制にあると考えられている３）．がん抑

制の主たる仕組みは，DNA損傷などに応答したアポトー

シスの促進による異常なゲノムを有するがん細胞の排除と

いうことになるが（ゲノムの恒常性の維持），RUNXファ

ミリーの DNA損傷応答における役割については，ほとん

ど解析されていないというのが現状である．我々は抗がん

剤刺激による DNA損傷応答という切り口から，RUNX

ファミリーの役割についての解析を行ってきたが，本稿で

は特に DNA損傷に起因する p５３依存性のアポトーシス誘
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導過程における RUNX２の新たな機能について紹介した

い．

２． ゲノムの守護神としてのがん抑制タンパク質 p５３

生体内の細胞は，常に細胞内外からのストレスに曝露さ

れており，これらのストレスに起因して細胞核内のゲノム

では塩基配列レベルでの変異が恒常的に起きている．これ

らの異常な変異が修復されないままに，あるいは排除され

ないままに蓄積していくと，これらの変異は忠実に細胞分

裂を介して娘細胞に伝達され，長い時間をかけて最終的に

は細胞のがん化に結果する．しかしながら，健全な細胞は

上記の変異を DNA損傷としてすばやく感知し，細胞周期

を G１／Sあるいは G２／M期において停止させ，その間に損

傷 DNAの修復が実施され，正常な細胞周期へと復帰する

（細胞生存）．一方で，修復不可能な重篤な損傷を受けた細

胞では，損傷 DNAの修復のプロセスを飛ばしてアポトー

シスを介した細胞死が誘導され，このような細胞は死ぬこ

とで生体から排除される（細胞死）．つまり，細胞生存と

細胞死という一見して相反する生物機能の発現は，ゲノム

DNAの変異の蓄積を原因とする細胞のがん化に対する二

重のバリアーとなっているわけである４）．分子量５３，０００の

核内転写制御因子である p５３は，DNA損傷などのストレ

スに応答して発現誘導および活性化される代表的ながん抑

制タンパク質である．p５３はその下流標的遺伝子産物であ

る p２１WAF１や１４-３-３σの発現誘導を介して可逆的な細胞周
期の停止を促進する一方で，ミトコンドリアのタンパク質

である BAX，NOXAおよび PUMAの発現昂進を通して，

ミトコンドリアの機能不全を介する不可逆的なアポトーシ

スを誘導する．５０％を超えるヒトの腫瘍では，機能喪失

を伴う p５３の変異が検出されているが，その変異の９０％

は塩基配列特異的な DNA結合ドメインをコードする領域

に集積していることから，p５３のがん抑制機能は塩基配列

特異的な転写活性化能に密接にリンクしている５）．加えて，

p５３の機能は DNA損傷などのストレスに応答したリン酸

化やアセチル化といった翻訳後修飾，およびタンパク質間

相互作用によって厳密に制御されている．このような背景

から，p５３はゲノムの恒常性を維持する最重要な守護神の

一つとして位置している．

３． RUNX１および RUNX３による p５３の制御

上述したように，RUNXファミリーの中でも RUNX１お

よび RUNX３は，それぞれ血液腫瘍および胃がんを抑制す

る機能を有するがん抑制タンパク質であることは知られて

いたが１，３），その作用メカニズムについては不明であった．

加えて，DNA損傷応答における両者の機能的な役割につ

いての解析も，ほとんど行われてはいなかった．そこで，

我々は野生型 p５３を発現するヒト骨肉腫由来の U２OS細胞

を用いて，DNA損傷性の抗がん剤であるアドリアマイシ

図１ RUNXファミリーの構造
RUNX１，RUNX２および RUNX３はともに進化的に保存された runtドメイン，転写活性
化ドメイン（AD），およびカルボキシル末端領域の転写抑制ドメイン（ID）を有する．
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ンに応答したアポトーシス誘導過程における RUNX１およ

び RUNX３の発現レベルの変化を調べたところ，両者は

p５３の発現誘導と呼応するように発現レベルが明らかに亢

進することが認められた．免疫染色法および免疫沈降法に

よる解析結果からは，アドリアマイシンに応答して両者が

p５３と細胞核内で共局在すること，および安定なタンパク

質複合体を形成することが判明した．さらに，内在性の

RUNX１あるいは RUNX３をノックダウンさせた条件下に

おいては，U２OS細胞のアドリアマイシン感受性が顕著に

低下するとともに，p５３下流標的遺伝子群の発現誘導が阻

害された．興味深いことには，RUNX１のノックダウンで

はアドリアマイシンに応答したアセチルトランスフェラー

ゼ活性を持つ p３００による p５３のアセチル化（Lys-３７３／３８２）

が抑制されたが，一方で RUNX３のノックダウンではセリ

ン／トレオニンキナーゼ活性を有する ATM（ataxia telangi-

ectasia mutated）を介した p５３のリン酸化（Ser-１５）の著し

い低下が観察された．これらの実験結果は，RUNX１およ

び RUNX３はともに p５３の活性化因子として機能するが，

その仕組みが異なることを示唆するとともに，DNA損傷

に応答した p５３の活性化にはリン酸化とアセチル化の両方

による化学修飾が必須であることを意味している６，７）．

４． RUNX２とがん

臨床材料を用いた研究やモデル動物での実験などによっ

て，RUNX１および RUNX３ががん抑制タンパク質として

機能する可能性が強く示唆されていたのに対して，

RUNX２は骨分化のマスターレギュレーターとしての役割

が確立していることもあって，RUNX２と細胞のがん化と

の間の関連性，および DNA損傷応答における RUNX２の

役割を指摘する報告は少ない．しかし，数少ない中にも傾

聴に値する文献が存在しているのも事実である．たとえ

ば，骨肉腫では RUNX２遺伝子の増幅を伴う高発現が高頻

度で検出されており，それは抗がん剤低感受性という性質

と関連しており，細胞運動や接着に関与する RUNX２の下

流標的遺伝子産物が同定されている８）．前立腺がんにおい

ては，RUNX２を介した抗アポトーシス活性を有する

Bcl-２の高発現が認められており，しかもこの高発現は抗

がん剤感受性の低下に関与している９）．また，大腸がんで

は RUNX２の高発現が患者の予後不良と強く相関して

いる１０）．さらに，転移を伴う悪性の乳がんにおいても

RUNX２の高発現が示されている１１）．これらの観察結果は，

RUNX２が上述の RUNX１や RUNX３とは対照的に，いく

つかの腫瘍においては造腫瘍能を有しており，さらには抗

がん剤耐性や転移といった腫瘍の悪性化に貢献している可

能性を示唆している．

５． DNA損傷応答における RUNX２と p５３の

相互作用

DNA損傷応答における RUNX２の役割を調べる目的で，

アドリアマイシンに曝露した U２OS細胞および野生型 p５３

を発現するヒト大腸がん由来の HCT１１６細胞における

RUNX２の発現レベルの変化を解析したところ，アポトー

シスの進行に伴って p５３と同様に，両細胞においてタンパ

ク質および RNAレベルで発現誘導されることが明らかに

なった．また，免疫染色法および細胞質画分と細胞核画分

を用いたウエスタン法による解析結果からは，アドリアマ

イシンによる DNA損傷に伴って，RUNX２が主として細

胞核において高発現し p５３と共局在することが認められ

た．さらに，免疫沈降法を用いた実験から，無処理の細胞

由来の抽出液では RUNX２と p５３との複合体形成は検出さ

れなかったが，アドリアマイシン処理をした細胞抽出液で

は，両者の複合体形成が認められた．

p５３は塩基配列特異的な転写制御因子としてその下流標

的遺伝子群のプロモーター領域に存在する p５３応答配列に

直接的に結合し，転写複合体を形成することによって下流

標的遺伝子群の転写を誘導する．上記の実験によって，

RUNX２が p５３と複合体を形成することが示されたことか

ら，RUNX２／p５３複合体が p５３下流標的遺伝子群のプロ

モーター領域にリクルートされるかどうかについて，クロ

マチン免疫沈降法を用いて調べた．無処理の U２OS細胞で

は，p５３および RUNX２ともに p２１WAF１ および BAX プロ

モーター上への結合は検出されなかった．しかしながら，

アドリアマイシンで刺激した細胞では，両プロモーター上

における両者の結合が検出された．ところで，この U２OS

細胞では内在性の野生型 p５３が発現していることから，

RUNX２が単独で両プロモーターに結合しうるのか，ある

いは p５３に依存しているのかどうかを判別することができ

ない．そこで，p５３遺伝子を欠失しているヒト肺がん由

来の H１２９９細胞に，p５３発現プラスミド，RUNX２発現プ

ラスミド，および両発現プラスミドを導入し，クロマチン

免疫沈降法による解析を行った．その結果，p５３の存在下

でのみ RUNX２の p２１WAF１ および BAX プロモーター上への

リクルートメントが認められた．すなわち，RUNX２は

p５３との複合体形成を介して p５３下流標的遺伝子群のプロ

モーター上に結合することが判明した．
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６． RUNX２による p５３の転写活性化能の抑制

RUNX２が p５３と細胞核内でアドリアマイシン依存性に

複合体を形成すること，および両者が p５３下流標的遺伝子

群のプロモーター上にリクルートされることから，

RUNX２が p５３の主要な機能である転写活性化能に影響を

与える可能性が考えられる．そこで，U２OS細胞において

RUNX２を過剰発現させ p５３下流標的遺伝子群の発現レベ

ルの変化を RT-PCR法で解析した．その結果，RUNX２の

過剰発現は p５３の転写量には影響を与えなかったが，p５３

下流標的遺伝子群である p２１WAF１，BAX，NOXA および

PUMA の転写量が顕著に減少した．この実験結果は，

RUNX２が無処理の細胞における内在性 p５３の転写活性化

能を阻害する可能性を示唆する．p５３依存性の転写活性化

能の RUNX２による抑制という実験結果をさらに確かめる

目的で，H１２９９細胞を用いて同様の実験を行ったところ，

RUNX２の過剰発現による p５３下流標的遺伝子群の転写量

の変化は認められなかった．したがって，RUNX２は p５３

依存性の転写活性化能を特異的に阻害することが示され

た．

７． RUNX２のノックダウンによるアドリアマイシン

感受性の向上

RUNX２による p５３の機能抑制効果を，より生理的な実

験条件下で調べるために，RUNX２特異的な siRNAを用い

たノックダウン実験を行った．U２OS細胞に対して，コン

トロール siRNAあるいは RUNX２siRNAを導入し，２４時

間後にアドリアマイシン処理群と無処理群とに分けて，１２

時間後に全 RNAを調製し RT-PCR法による解析を行っ

た．アドリアマイシン無処理群においては，RUNX２の

ノックダウンによってわずかながらも p５３下流標的遺伝子

群の発現上昇が検出され，アポトーシスに陥った細胞が散

見された．一方で，アドリアマイシン処理群では，コント

ロール細胞に比べてアポトーシス細胞数の顕著な増加が

RUNX２ノックダウン細胞において認められるとともに

（図２），アドリアマイシンに応答した p５３下流標的遺伝子

群の転写量がさらに増加していた．これらの実験結果は，

RUNX２のノックダウンによって RUNX２による抑制が解

除された p５３の活性上昇によるものであると考えられる．

しかしながら，RUNX２のノックダウンによるアドリアマ

イシンに応答した p５３のリン酸化（Ser-１５）およびアセチ

ル化（Lys-３７３／３８２）の変化は検出されなかった．

８． RUNX２／p５３／HDAC６複合体の機能

最近では，ゲノムワイドなヒストンのアセチル化や脱ア

セチル化などのダイナミックなエピジェネティックな変化

が，遺伝子発現の制御にとって重要なイベントであること

が明らかになっている．これまでの報告によれば，

RUNX２が脱アセチル化酵素活性を有する HDAC６（histone

deacetylase６）と結合することが知られていることから１２），

我々は RUNX２による p５３の機能抑制に HDAC６が関与す

る可能性の有無を検討した．U２OS細胞における HDAC６

は，アドリアマイシンの有無に関わらず恒常的に発現して

いたが，免疫沈降実験の結果は RUNX２／p５３／HDAC６複合

体形成は無処理の細胞では検出されず，アドリアマイシン

処理細胞でのみ認められた．また，HDAC６はアドリアマ

図２ RUNX２のノックダウンによるアドリアマイシン感受性の向上
RUNX２をノックダウンした U２OS細胞では，コントロール細胞に比べて明らかにアドリアマイシン（ADR）による
付着細胞数の減少が認められる．
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イシンで刺激した条件下でのみ，p５３下流標的遺伝子群の

プロモーター上に検出された．さらに，HDAC６の特異的

な阻害剤である tubacin処理を行うと，アドリアマイシン

に応答した p５３下流標的遺伝子群の発現誘導が顕著に増強

された．したがって，RUNX２による p５３の転写活性化能

の抑制には，HDAC６の活性によるクロマチンヒストンの

脱アセチル化が深く関与していることが示唆された１３）（図

３）．

９． お わ り に

構造的にきわめて類似した RUNXファミリーの中でも，

RUNX１および RUNX３は DNA損傷に応答して，それぞ

れ p３００を介した p５３のアセチル化，および ATM（ataxia

telangiectasia mutated）を介した p５３のリン酸化を通して，

p５３の転写制御因子としての活性およびアポトーシス促進

能を増強させるが，一方で RUNX２は逆に HDAC６と協調

して p５３の活性を抑制する機能を有する．この相反する機

能が，どのような仕組みで発現されるのかについては不明

である．しかしながら，RUNX２のノックダウンによって

骨肉腫細胞のアドリアマイシン感受性が著明に向上すると

いう実験結果は，野生型 p５３を発現するほかの腫瘍細胞に

おける抗がん剤感受性向上の可能性を期待させる．抗がん

剤耐性を示す難治性腫瘍の耐性克服を実現する方法論の構

築は，国民の健康増進という側面からも急務であることか

ら，本研究で取り上げた RUNX２は新たながん治療の分子

標的になりうる可能性を内包しているといえる．
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特異的リガンドによる小胞体蓄積 GPCR

の細胞膜への搬出

１． は じ め に

Gタンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor：

GPCR）は，ヒトの場合９００種類以上の遺伝子から構成さ

れる巨大なファミリーであり，認知・感覚，循環調節，内

分泌代謝，生体防御など生体内においてきわめて多彩な機

能を担う．GPCRが正常に機能を発揮するためには，特異

的リガンド結合を介した共役 Gタンパク質の活性化はも

とより，小胞体（endoplasmic reticulum：ER）において合

成されたものが滞りなく搬出され，細胞膜に十分量が発現

することが重要である．実際に，遺伝的変異を持つ GPCR

が ERに蓄積し，これに起因した生理機能の低下が疾患を

引き起こす例がいくつか見いだされており（表１），治療

法の開発が待ち望まれている．現在，こうした変異 GPCR

の ER蓄積は立体構造の形成異常が主因と考えられている

が，先行研究によると，ある種の特異的リガンドは細胞膜

を透過して ER内でこうした受容体と結合することにより

形成異常を軽減させ，細胞膜への受容体発現量を増加させ

ることで結果的に生理機能を回復させることができるとい

う．このような作用を有する化合物は薬理学的シャペロン

（ファーマコロジカルシャペロン）と呼ばれ，GPCRの ER

蓄積が引き起こす各種疾患に対する有効な治療戦略の一つ

として注目されている１，２）．本稿では，ERで合成された

GPCRが ERから搬出されるのに重要とされる構造上の特

徴と，これら重要な箇所に変異を有した GPCRの ER蓄積

を回避させるために，特異的リガンドの薬理学的シャペロ

ンとしての有効性について筆者らの研究成果を紹介する．

２． 薬理学的シャペロンによる ER蓄積 GPCRの

細胞膜発現

GPCRのような膜タンパク質は，翻訳後に ER膜に埋め

込まれてすぐにそのアミノ酸配列に応じた固有の立体構造

に折りたたまれる．この過程はフォールディングと呼ば

れ，タンパク質は熱力学的に最も安定な立体構造をとる．

ER内ではフォールディングに先立ち N 型糖鎖付加やジス

ルフィド結合などの翻訳後修飾が起こり，より機能的な構

造へと導かれた後に ERから搬出されて最終的に細胞膜へ

と輸送される．しかしながら，感染，薬剤などによる種々
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