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研究成果の概要（和文）：プレクチンは、細胞骨格どうしをつなぎ細胞の構造を維持することが知られている。
本研究では、プレクチンがDNA損傷後の細胞応答にも関与していることを新たに明らかにした。放射線照射によ
って生じたDNA二重鎖切断によりATMが活性化し、その後、活性化ATMは多数の標的蛋白質をリン酸化することに
より、細胞周期の停止、DNAの修復、細胞死を制御している。我々は、プレクチンがそのようなATMの標的蛋白質
の一つであることを新たに見出し、その機能について調べたところ、プレクチンが癌抑制遺伝子産物p53の活性
化を制御していること、さらにそれにより、DNA損傷後の細胞周期停止に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plectin is known as a link between components of cytoskeletons to maintain 
cell structure. In this study, we found that Plectin also plays a role in DNA damage response in 
human cells. We identified Plectin as a substrate of ATM, which is activated by ionizing 
radiation-induced DNA double-strand breaks and controls cell cycle arrest, DNA repair, and cell 
death. Furthermore, we found that Plectin regulates cell cycle arrest by controlling activation of 
tumor suppressor p53 after ionizing radiation.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： DNA損傷応答　プレクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線は、空から降り注ぐ宇宙線や、医療用のレントゲンやCTスキャンなどごく身近に存在しているものである
が、近年、原発事故による放射能漏れ等の報道により、放射線の人体に与える影響について社会的な関心が高ま
っている。本研究成果では、放射線により、代表的な癌抑制遺伝子産物であるp53蛋白質の活性化を調節する仕
組みの一部が解明された。これにより、放射線の人体に与える影響の全容解明につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞の DNA 損傷応答において中心的な役割を担っている ATM キナーゼは、DNA 二重鎖切断を
感知すると自己リン酸化により活性化し、その後、様々な標的蛋白質をリン酸化することで、
DNA 損傷後の細胞周期停止、損傷 DNA の修復、細胞死への誘導を制御している。ATM の標的蛋白
質は大規模なスクリーニングにより 700 個以上見出されているが（①）、個々のリン酸化の生理
的意義については未だ不明なものが多い。 
 研究代表者は、ATM の自己リン酸化部位に対する抗体によるヒト細胞抽出物の Western 
blotting において、ATM よりもずっと高分子量（400〜500kDa）に、放射線照射依存的に強くリ
ン酸化される蛋白質を見出し、ATM の標的蛋白質の一つではないかと予想した。そこで、X線照
射後の核抽出物を材料に、免疫沈降法と質量分析法により、この高分子量蛋白質がプレクチン
であると同定した。 
 プレクチンは分子量約 500kDa の巨大蛋白質で、主に細胞骨格同士を結びつける接着分子とし
て細胞構造を維持する働きをしている。したがって、プレクチンは主に細胞質領域において網
目状構造物として観察される。しかし、研究代表者は核抽出物よりプレクチンを免疫沈降し、
さらに共焦点レーザー顕微鏡による観察により、プレクチンの一部が核内に存在することを見
出した。この核内におけるプレクチンについては現在まで他に全く報告がなく、その機能につ
いては全く不明である。研究代表者は、核内で ATM によってリン酸化される蛋白質としてプレ
クチンを見出したが、プレクチンが ATM の標的蛋白質の一つであることは、前述の大規模スク
リーニングによって既に示唆されていた（①）。しかし、ATM によるプレクチンのリン酸化が DNA
損傷応答においてどのような生理的役割を果たしているかは全く不明であった。 
 研究代表者は、プレクチンの DNA 損傷応答における関与を調べるため、siRNA 処理によりプ
レクチンを欠損させた細胞について解析を行った。その結果、プレクチン欠損細胞では、X 線
照射後の G1 期での細胞周期停止が抑制され、G1/S チェックポイントの異常が認められた。さ
らに、この細胞では X線照射後、p53 依存的に誘導され G1 期での細胞周期停止に関与する p21
の発現が抑制された。以上の結果から、プレクチンが p53 依存的な p21 の発現に関与し、それ
により G1/S チェックポイントを制御していることが示唆された。 
 以上のように、これまで細胞骨格接着分子として主に細胞の構造維持に働いていると考えら
れてきたプレクチンに、放射線照射によって誘発される DNA 損傷応答の制御における新たな機
能的役割があることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 ATM によるプレクチンのリン酸化と、プレクチンによる p53 転写活性化能の制御機構に着目
して、DNA 損傷応答におけるプレクチンの役割を明らかにすることを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
⑴ 核内に存在するプレクチンのバリアントを明らかにする。 
 様々なプレクチンバリアント発現ベクターを細胞に導入し、細胞内局在を調べる。 
 
⑵ プレクチンのリン酸化部位を同定し、その責任キナーゼが ATM か否かを明らかにする。 
 リン酸化部位を同定し、ATM 阻害剤や ATM 欠損によるリン酸化への影響を調べる。 
 
⑶ プレクチンが核内において p53 の機能をどのように制御するのかを明らかにする。 
 プレクチンの有無により、p21 プロモーター領域への p53 の結合、p53 の修飾状態、
転写補助因子の機能に違いがあるかどうかを調べる。 
 
⑷ プレクチンのリン酸化が、p53 の機能制御に重要であるか否かを明らかにする。 
 リン酸化されないプレクチン変異体を導入した細胞について、p53 機能への影響を調
べる。 
 
４．研究成果 
⑴ 核内に存在するプレクチンのバリアントを明らかにするために、プレクチンの８種類のバリ
アント（Plectin 1, 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g）について、それぞれ cDNA の全長をクロー
ニングし、EGFP との融合蛋白質発現ベクターを構築した。これらを培養細胞に導入し、細胞内
で発現させた蛍光蛋白質について、その細胞内局在を観察した。その結果、Plectin 1b, 1d, 1f, 
1g についてはこれまでの報告にあるように、細胞質以外の局在は認められなかったのに対して、
Plectin 1, 1a, 1c, 1e については細胞質内に加えて、核内にも存在することが新たに明らか
になった。これらの核内プレクチンについて、放射線照射により核内における局在が変化する
かどうかを調べたところ、変化は認められなかった。さらに細胞分画による解析を行ったとこ
ろ、核内プレクチンは放射線照射の有無にかかわらずクロマチン画分にはほとんど認められず、
主に核内の可溶性画分（核質画分）に存在することが明らかになった。 
 
⑵ X線照射後のp53依存的なp21の発現に関与するプレクチンのバリアントを明らかにするた
め、siRNA 処理によりプレクチンを欠損させた細胞に、前述の各プレクチンバリアント発現ベ



クターを個別に導入し、p21 発現が回復されるかどうかを調べた。その結果、Plectin 1, 1c
の発現ベクターを導入した場合にのみ、X 線照射後の p21 発現の回復が認められた。また、こ
れらのプレクチンバリアントは、予想した通り、前述の核内にも局在するバリアントに含まれ
るものであった。同様に核内にも局在する Plectin 1a, 1e については、p53 依存的 p21 発現の
制御への関与は認められず、これ以外の未知の核内機能に関わっていることが予想された。 
 
⑶ 放射線照射後のp21の転写に直接関わるp53の機能制御のどの段階の制御にプレクチンが関
与しているのかを明らかにするため、siRNA 処理によってプレクチンを欠損させた細胞につい
て解析を行った。その結果、放射線照射後に誘導される p53 の蛋白量が大幅に低下すること見
出した。このことから、プレクチンが放射線照射後の p53 の蛋白量の制御に関与していること
が強く示唆された。そこで、p53 を直接リン酸化し、ユビキチン化の阻害、蛋白質の安定化に
関与する ATM、Chk2 について調べたところ、プレクチンの欠損により Chk2 の蛋白量が激減する
ことが判明した。プレクチンが Chk2 の蛋白量を制御していることは、siRNA 処理でプレクチン
を欠損させたことにより Chk2 の蛋白量が低下した細胞に、前述の Plectin 1, 1c 発現ベクター
を導入することにより、Chk2 の蛋白量が回復することから確認された。このことから、プレク
チン欠損細胞において、Chk2 の減少により、放射線照射後の p53 蛋白質の安定化が抑制され、
その結果、p21 の発現が抑制されたと予想された。そこで、次に、プレクチンの欠損により Chk2
の蛋白量が減少したことが、放射線照射後の p21 の発現の低下の直接的な原因なのかを検証す
るため、siRNA 処理により Chk2 を欠損させた細胞について解析を行った。その結果、予想に反
して、Chk2欠損細胞では放射線照射後のp21の発現の低下は認められなかった。このことから、
プレクチン欠損細胞における放射線照射後の p21 の発現の著しい低下は、単に Chk2 の蛋白量減
少によるものではなく、別な原因があることが示唆された。同時に、Chk2 の減少はその原因に
よる結果なのではないかと予想された。そこで、これまでに Chk2 の蛋白量の制御に関与し、な
おかつp53依存的p21発現の制御にも関与するようなものについて報告があるか調べたところ、
候補として USP28 を見出した。そこで、プレクチンと USP28 との関連を調べるため、siRNA に
より USP28 を欠損させた細胞について解析を行ったところ、プレクチン欠損細胞と同程度の
Chk2 の蛋白量の減少が認められ、さらに、放射線照射後の p21 の発現においても、同様な発現
の低下が認められた。さらに、抗プレクチン抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、USP28 が
共沈したことから、両者が細胞内で相互作用していることが明らかになった。以上から、プレ
クチンはUSP28と相互作用しその機能を制御することにより、放射線照射後のp53依存的なp21
の発現に関与しているのではないかと予想された。 
 
⑷ プレクチンのリン酸化が ATM 依存的であることは確認されたが、期間内にそのリン酸化部位
を同定することはできなかった。このため、プレクチンのリン酸化が p53 の機能制御に重要か
どうかについても検証することができなかった。これらに関しては、今後検証を進める予定で
ある。 
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