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研究成果の概要： 
 FLASH/casp8ap2の解析を行い、FLASHの発現抑制によって、細胞周期の S期進行が停止
しすること、FLASHは ARS2 (arsenite resisitant protein 2)という分子と会合し、ARS2の発
現抑制によっても、細胞周期の S 期進行が阻害されることを示した。さらに、FLASHの細胞
周期進行活性は、ARS2との会合によって媒介されていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 Death receptor で あ る Fas の 下 流で
caspase-8 の活性化を制御する分子として
我々が発見・クローニングした巨大分子

FLASH（Imai, Y. et al., Nature 398:777-85, 
1999）の解析を進めていくことがこれまで困
難であった。そこで、新たに開発した shRNA
発現誘導系を用いた解析を実施したところ、

FLASH の発現を抑制すると、細胞増殖は S
期で停止し、細胞が巨大化することが明らか

となった。一方、FLASHがいくつかの転写因
子の活性増強に関わること、FLASHの発現レ
ベルが急性白血病の予後を決定する因子で

あることが報告されてきた。また、FLASHが
S 期進行とヒストンの転写に必要であり、核
の Cajal bodyに局在するという報告がなされ
た。我々が見いだしたFLASHという分子が、
アポトーシスと細胞増殖の両方に強い生物

活性を持つことを示し、これらの分子機構と

生理機能を明らかにすることによって、独自

性の高い新しい生物学的知見を報告できる

と期待される。 
 
２．研究の目的 
 FLASH が細胞増殖の S 期進行に必須の分
子であることを見いだしたので、その S期進
行に関わる分子機構と生理機能を明らかに

する。具体的には、FLASHの多様な活性に関
わる細胞内局在の変化、FLASHが会合する分
子の変化を、FLASHの各種変異分子やノック
ダウンしたときに表現系が異なる細胞等を

用いた解析で明らかにする。また、FLASHの
conditional ノックアウトマウスを作製・解析
することによって、その生理機能を明らかに

する。 
 
３．研究の方法 
 テトラサイクリン誘導性（Tet）リプレッサ
ーを利用した shRNA 発現誘導を、レンチウ
イルスベクターを用いて行う新しいシステ

ム（図１）によって、FLASH 特異的 shRNA
の発現誘導系を構築する。そして、FLASHの
発現抑制を誘導できる細胞株に、EGFP で標
識したマウス FLASH をレンチウイルスベク
ターによって導入し、FLASHノックダウンに
よる表現系（細胞増殖の停止）がレスキュー

されるか確認する。 

 
図１ shRNA の発現誘導システム 

 
 また、FLASHと会合する候補分子を、酵母
を用いた two-hybrid システム解析および
FLASH と共免疫沈降する分子の質量分析

（LC-MS/MS）解析で同定する。 
 さらに、FLASHコンディショナルノックア
ウトマウスの作製のためのコンストラクト

を作製し、ES細胞に導入して変異マウスを作
製し、解析する。 
 
４．研究成果 
 Tet リプレッサーとレンチウイルスベクタ
ーのシステムを用いて FLASH 特異的 shRNA
の発現誘導系を用いて、FLASHの発現を 5%
以下にまでノックダウンを誘導できるヒト

KB 細胞およびヒト U2OS 細胞由来株を作製
した。これらの細胞株において FLASH の発
現抑制を誘導すると、細胞増殖の停止が認め

られた（図２）。そして、この細胞増殖を停

止した細胞を解析した結果、細胞周期の S期
進行がされること、S 期進行が阻害されるに
もかかわらず弱い DNA 合成は実行され続け
ていることを明らかにした（図２）。 

 
図 2 FLASH の発現抑制によって細胞周期 S 期進行

が停止する 



 上記 KB 細胞株に EGFP で標識したマウス
FLASH をレンチウイルスベクターによって
導入し、FLASHノックダウンによる細胞周期
進行の S期での停止という表現系がレスキュ
ーされることを確認した（図３）。さらに、

各種欠失変異体 FLASH を発現させることに
より、FLASH の S 期進行を保障する活性に
必要なドメインを同定する試みを行った（図

３）。その結果。C 末端欠失変異体は S 期進
行をレスキューできるが、N末端欠失変異体
は S期進行をレスキューできないことが明ら
かとなった。FLASH の細胞周期 S 期進行を
保障する活性には、C末端領域は必要なく、
N末端領域の必要であることを明らかにした。 

 
図３ FLASH の欠失変異体の発現による内在性

FLASH 発現抑制誘導株への影響解析 

 
 我々が FLASH の発現誘導抑制で細胞周期
の S期進行が停止することを見いだした時期
に、同じ現象を報告する論文が公表され、

FLASH はその C 末端領域で NPAT という
histone の転写に関わるとされる分子と会合
し、核内で histone等の転写等に関与している
という Cajal bodyに存在して機能していると
報告された（ Barcaroli, D. et al., PNAS 
103:14808-12, and 14802-7, 2006）。図３に示し
た我々の結果では、FLASH の C 末端領域
（NPAT 会合領域）は細胞周期の進行には必
要ないということなので、FLASH と NPAT
との会合は細胞周期の S期進行には関わらな
いという結論となった。また、細胞周期進行

に必要な N末端領域には coiled-doilドメイン
が存在し、この領域を介して FLASH は自己
会合することも明らかにした。FLASHの自己
会合は、その細胞周期 S期進行を担う活性に
必要不可欠であると示唆された。 
 次に、NPAT 以外の FLASH と会合する候
補分子の同定を、上記 C 末端欠失変異体
FLASH と共免疫沈降する分子として

LC-MS/MS 解析により試みた。その結果。
arsenite resistance protein 2 (ARS2)というタン
パク質が同定された。ARS2 とはヒ素の毒性
に耐性を示す変異体の原因遺伝子として同

定されていた分子である（Rossman, T. G., and 
Z. Wang. Carcinogenesis 20:311-6. 1999）が、
その後ほとんど解析は行われていない分子

である。そこで、ARS2 の発現抑制を誘導す
る解析を行ったところ、FLASHの発現抑制と
同様な細胞周期の S期進行が阻害されるとい
う結果が得られた（図４）。 
 また、FLASHと ARS2との会合も、共免疫
沈降実験で確認をした（図５）。 
 

図４ ARS2 の発現抑制誘導によってヒト KB 細胞は

細胞周期の S 期進行が停止する 
 

 
図５ ARS2 発現抑制細胞に発現させた外来性 ARS2

は内在性 FLASH と会合している 

 
 さらに、FLASHと ARS2の会合領域に関し
て欠失変異体を用いて解析したところ、ARS2
は C 末端側の ARS 領域（広い生物種にわた
って保存されている構造）で、FLASHは中央
部分の領域で会合することが明らかとなっ

た。さらに FLASH における解剖領域を狭め
ていったところ、生物種を超えて FLASH に
保存されている 13 アミノ酸残基が同定され
た。この短いペプチドの配列を、 FARB
（FLASH-ARS2-binding）配列と命名した（図
６）。 



 
図 6 FLASH と ARS2 の会合をになう 13 アミノ酸配

列からなる FLASH の FARB 配列 

 
 またΔFARB-FLASHはARS2と会合できな
いばかりか、FLASHノックダウン細胞の細胞
周期 S期停滞という表現系を相補できなかっ
た。さらに FARBに GFPと核移行シグナルを
連結した合成遺伝子を細胞に強制発現させ

たところ、細胞周期の進行が停止するという

現象が観察された。これらの結果は、FLASH
と ARS2との会合が細胞周期の S期進行に必
要不可欠であることを示している。 
 FLASH が細胞周期の S 期進行に果たして
いる役割と、S 期進行に関わる可能性のある
様々な活性について、FLASH分子上でこれら
の活性や役割を担っている領域を図７にま

とめた。 

 
図 7 FLASH のドメイン構造とその生理機能 

 
 我々が解析に用いた細胞は、ヒト鼻咽頭癌

由来 KB細胞（カルシノーマ）とヒト骨肉腫
由来 U2OS細胞（ザルコーマ）であり、がん
化した細胞は FLASH と ARS2 の会合によっ
て細胞周期の S期進行が保障されていると考
えられる。一方、ヒト正常細胞である二倍体

繊維芽細胞では FLASH をノックダウンして
も細胞周期の停止は認められない。また、マ

ウスES細胞においてFLASH遺伝子をノック
アウトしたが、これによって ES 細胞の増殖
は変化しなかった。これらの結果は、FLASH
と ARS2の会合はがん細胞では細胞周期 S期
進行に必要不可欠であるが、正常細胞では細

胞周期の進行に関わらないことを示唆して

おり、この会合を制御することによりがん細

胞の細胞増殖を特異的に阻害できる可能性

がある。 
 このように、FLASHと ARS2の発現および

会合が異常な増殖能を持つ細胞の S期進行に
必須であるという全く新しい細胞周期 S期進
行の制御機構の存在を見いだした。これまで

知られてきた細胞周期進行機構（例えば

cyclinや CDKに依存した機構）に対する阻害
剤の多くは、異常細胞への特異性が低いだけ

でなく、薬剤除去後に細胞増殖が復活すると

いう致命的問題が存在している。一方、

FLASH の発現抑制で細胞増殖を停止させた
後に、FLASHの発現を回復させると細胞増殖
回復後に細胞死が誘導されることを見いだ

している。これらの結果は、異常増殖細胞の

除去を目的とする癌分子標的治療薬の開発

には最適であると考えられる。 
 これらの結果を基に、我々は「細胞増殖抑

制剤及びそのスクリーニング方法細胞増殖

抑制剤及びそのスクリーニング方法」という

発明の名称の特許を申請した。 
 今後は、ARS2と FLASHの会合が細胞周期
の S期進行を支持する分子機構を解明すると
ともに、その会合様式を構造含めて解析し、

その会合を制御することによってがん治療

薬の開発に結びつけていくことが期待され

る。 
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