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研究成果の概要（和文）：がん治療抵抗性の特徴を有するがん幹細胞の特性を規定する分子機序を解明するため
に、DNA二本鎖切断に応答する経路と不均等細胞分裂に関わる経路とを共通に制御する機構の発見を試みた。そ
の結果、相同組換えによるDNA修復とp53の分解に関係して細胞周期チェックポイントを制御するRad54Bが、神経
芽腫細胞株において、不均等細胞分裂を促進することが明らかとなった。また、この機能に関係する経路の候補
として、Rad54BがNumbを負に制御することによってNotchを活性化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanism underlying the nature of cancer stem 
cells characterized by tolerance to cancer treatment, we tried to identify the machinery regulating 
both the DNA double-strand break response and asymmetric cell division. We found that Rad54B, which 
repairs double-strand breaks by homologous recombination and regulates cell-cycle checkpoint by 
degrading p53, promotes asymmetric cell division in the neuroblastoma-derived cell line. 
Furthermore, we found that Rad54B activates the Notch-signaling pathway by inhibiting Numb, which 
may be involved in asymmetric cell division.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
  
発がんの機序を理解し、その情報を治療に

応用するために、がん幹細胞の研究は中心的
な役割を果たす時代が到来している。その中
でも幹細胞の系列を反映する分子の動態を
追跡する試みは、幹細胞の起源と役割を理解
する上で、極めて有望な方法と考えられてい
る。一方で、がん幹細胞を特徴づける性質に
ついては、個々の性質の機構の解明は進んで
きてはいるが、これらを統合的に解釈する試
みは極めて少ない。その理由としては、これ
らの特徴を一元的に制御するマスター分子
の存在が不明瞭であるのと、既知のがん幹細
胞の特徴とは別の性質が本質的である可能
性などが想定される。 
このような国内外の研究動向において、本

研究者は放射線と化学療法剤に対する治療
抵抗性の機序について長年研究に携わって
きた立場から、がん幹細胞の特徴に注目する
ようになった。放射線や化学療法剤の治療効
果はDNA損傷が適切に処理されないことによ
って細胞死が誘導されることに大きく依存
するために、DNA 損傷に対する修復機構、と
りわけ最も重篤な損傷であるDNA二本鎖切断
に対する修復機構が、がん幹細胞においては
機能が亢進していることが想定される。一方、
このような DNA 修復が行われる際には、修復
に適している細胞周期で停止ないしは緩徐
な進行をすることによって、修復が完了する
時間を確保する必要がある。DNA 修復が、よ
り効率よく行われるためには、細胞周期進行
に対する強力な制御機構と密接に関係する
ことが必要である。このような考え方に基づ
くと、DNA 二本鎖修復機構を構成する経路の
中でも、がん幹細胞と分化細胞では、使用さ
れやすい経路に差異が生じている可能性が
あり、特にがん幹細胞においては、DNA 損傷
の存在下において細胞周期の進行を精緻に
抑制するチェックポイントと密接に関係し
たDNA修復機構が存在することが想定される。
その候補として、細胞周期チェックポイント
の制御機構を有することが明らかにされた
Rad54B に着目し 1)、そのがん幹細胞の形質へ
の関与を検討する着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
発がん過程の理解および治療法の開発に

とって、がん幹細胞と呼ばれる細胞の形質と
その制御機構の解明は必要不可欠であるが、
その中でも幹細胞の自己複製と分化に重要
な不均等細胞分裂とがん治療抵抗性の現象
は、機序がほとんど理解されていない。本研
究者は、DNA 修復分子 Rad54B がこの両方の現
象に関与する可能性を見いだしたために、細
胞生存に必須であるDNA二本鎖切断に対する
修復機構が、多様な細胞内情報伝達ネットワ
ークを形成して、本来の機能である DNA 損傷
性治療に対する抵抗性を促進することに加

え、幹細胞の重要な特徴である不均等細胞分
裂をも制御する仮説の着想に至った。本研究
は、このようながん幹細胞の重要な特徴を一
元的に説明する新たなネットワークを同定
し、治療開発の基本原理を確立することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)  不均等細胞分裂頻度の測定 
神経芽腫由来の細胞株の中で、がん遺伝子

である MYCN が過剰発現していない細胞株で
は、細胞極性タンパク質である NuMA が、細
胞分裂の際に、2 つに生成される細胞の 1 細
胞のみに分布する頻度が高いことが知られ
ている 2)。この NuMA の細胞分裂時における娘
細胞への不均等分配を、不均等細胞分裂を反
映する測定系として用いる。 
具体的には、神経芽種細胞株 NB69 におい

て、siRNA によって Rad54B の発現を低下させ
た細胞と、コントロール細胞を準備し、抗
NuMA 抗体を用いた蛍光免疫によって、細胞分
裂時における細胞膜近傍に分布する NuMA を
可視化する。細胞分裂によって生成される 2
細胞のうちで、1細胞のみに NuMA が分布され
る場合を不均等細胞分裂として、分裂期細胞
におけるその割合を算定する。 
 

(2)  情報伝達経路の解析 
 不均等細胞分裂に関わる分子経路として
は、神経組織における Notch 経路がよく知ら
れている。そのために、Notch 経路が活性化
されることによって誘導される Hes1 の発現
レベルの変化を、定量 RT-PCR によって検討
する。 
 Rad54B の不均等細胞分裂における役割を
仲介する分子としては、酵母 two-hybrid 法
によるデータを参考にして、Rad54B が直接結
合する可能性を有しているLNXを想定するこ
とができる。LNX は Notch の不活化に関わる
Numb を制御することが知られているために、
Rad54B のノックアウト実験系において、Numb
の RNA レベルの発現量を定量 RT-PCR によっ
て、そのタンパク質レベルでの発現量をウェ
スタン・ブロッティングによって解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1)  不均等細胞分裂における Rad54B の役

割 
 神経芽腫細胞株 NB69 において、NuMA を指
標とした不均等細胞分裂の頻度は、コントロ
ール siRNA 処理細胞においては、平均 28%で
あったのに対して、Rad54B の siRNA 処理細胞
においては、平均 20%であり、有意に低下し
ていた。この結果から、Rad54B は、不均等細
胞分裂を促進する役割を有することが示唆
された。 
 不均等細胞分裂は、幹細胞から分化細胞が
生成されるために、重要な機構と考えられて



いる。すなわち、生成される 2つの娘細胞に
おいて、異なる性質がもたらされることは、
1 つは、幹細胞としての自己複製を、もう 1
つは、幹細胞から分化する細胞の分化能を反
映することが考えられる。 
 Rad54B は、これまでの先行研究によって、
その発現レベルの増加が、多くの種類のがん
において確認されている 1)。もし、がん幹細
胞においても Rad54B の発現レベルが増加し
ているのであれば、その幹細胞としての特性
を維持することに貢献することになる。がん
幹細胞は、治療抵抗性であるために、がん治
療においては、いかにこのような特性を有す
る細胞を消滅させるかが大きな課題となっ
ている。以上の研究によって、Rad54B が、が
ん幹細胞の特性である自己複製と分化能の
両方を維持するために必要な不均等細胞分
裂を正に制御することが示唆されたために、
この研究結果を支持するさらなる証拠が必
要となった。そのために、その分子機序の解
明に取り組んだ。 
 
(2)  Rad54Bが形成する新規情報伝達経路の

同定 
 Rad54B の構造上の特徴は、ATP 加水分解酵
素としての役割を果たすために、他の同類の
タンパク質にも進化上も保存される7つのド
メインを有することであり、これらは
SNF2/SWI2 ファミリーに属するタンパク質に
おいては共通した構造である 3)。この ATP 加
水分解活性は、DNA 依存性であることから、
Rad54B が有する機能として最もよく知られ
ている相同組換えにおいて重要な活性と考
えられている 4)。 
 一方、Rad54B は、相同組換え以外にも、E3
ユビキチン・リガーゼである MDM2/MDMX のタ
ンパク質複合体の足場タンパク質としてそ
の活性を増強することによって、DNA 損傷応
答の中心的な分子であるp53の分解を促進す
る機能も有していることが明らかになって
いる 1)。この場合には、ATP 加水分解酵素活
性は必要とせず、足場タンパク質として
Rad54B の一部の構造のみがあれば十分であ
る。 
 このように、Rad54B は相同組換えと DNA 損
傷応答における情報伝達の2つの異なる役割
を果たすことが明らかとなっているが、神経
芽腫由来細胞株において明らかになった不
均等細胞分裂における役割は、これらとは明
らかに異なる機能であり、その機序について
も異なることが想定される。そこで、酵母
two-hybrid 法によって同定されている
Rad54B と直接結合するタンパク質の候補の
中から、発生・分化に関係する可能性のある
ものについて、Rad54B と機能的に関係する可
能性を検討した。 
 その結果、LNX が Rad54B と直接結合する可
能性があったために、LNX が関与する情報伝
達経路における Rad54B の影響を解析した。
LNX は E3 ユビキチン・リガーゼとして細胞運

命決定に重要な役割を果たすことが知られ
ている Numb を分解することが報告されてい
る 5)。そこで、Rad54B のノックダウン実験に
おいて、Numb の発現レベルを解析したところ、
RNA の変化ははっきりとは見られなかったの
に対して、ウェスタン・ブロッティングにお
いては、Rad54BのノックダウンによってNumb
タンパク質の増加が認められた。 
 次に、Numb が標的とする経路として Notch
に着目し、その構成タンパク質である Hes1
の発現量を解析した。その結果、定量 RT-PCR
において、Rad54B のノックダウンによって、
Hes1 の発現は低下していた。Numb は Notch
経路を不活化することから、この結果は、上
記の Numb への影響と整合性のあるものであ
る。 
 以上の解析によって、Rad54B は、Numb を
抑制することによってNotch経路を正に制御
することが明らかとなった。そして、Notch
が、神経発生においては、不均等細胞分裂に
重要な役割を果たすことから、この経路が、
神経芽腫細胞株において観察された不均等
細胞分裂にも関わる可能性が想定された。た
だし、この仮説については、まだ実証できて
いないために、この情報伝達経路の意義につ
いては不明である。 
 
(3)  今後の展望 
 神経芽腫由来の細胞株を用いた実験にお
いて、Rad54B が不均等細胞分裂に関与するこ
とが明らかとなったために、当初の研究目的
を鑑みると、この現象が、がん幹細胞の特性
に直接関係しているのかが次の重要な課題
となる。この点については、他の種類のがん
細胞株での検討とともに、がん幹細胞のマー
カーを使用した実験が必要になる。 
 その次の課題としては、このような Rad54B
の役割が、これまでに同定されている相同組
換えや DNA損傷応答などの DNA二本鎖切断に
対する応答現象と関連しているかがあげら
れる。現時点の結果からは、Rad54B が多機能
性のタンパク質であり、DNA 損傷応答とは独
立して細胞分裂における役割を有している
可能性も十分に存在する。 
 最後に、Rad54B が不均等細胞分裂に関わる
機序について、今回の研究で解明された
Numb-Notch 経路が重要であるのか、それとも
別経路が存在するのを明確にすることが課
題となる。 
 このように、今回の研究で得られた 2つの
結果については、両方とも新しい知見であり、
幹細胞研究において新たな方向性を提案す
るものであるが、生命現象の基本原理の一つ
として、これらを包括した原理を確立するた
めには、以上の課題を検討した上で、その結
果を解釈する必要がある。特に、分子機序に
ついては、Rad54B と直接結合する LNX が、本
質的に関与しているのか、それとも別の
Rad54B 結合タンパク質が関与しているのか
が、重要な点となる。 
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