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研究成果の概要：DNA 損傷に関わる機構の破綻は、癌をはじめとする広範な疾患の原因となる。

我々は、乳癌において DNA 損傷に誘導される細胞死（アポトーシス）の制御機構の解明を目指

し、このシグナル伝達を担ういくつかのキナーゼに焦点を絞り機能解析を進めた。その結果、

(1) トポイソメラーゼⅡα、Rbと BRCA1、(2) c-Ablと 14-3-3、（3）TAF1などの分子に関わる、

乳癌における新たな細胞死誘導機構およびその破綻のメカニズムを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、乳癌発生分子メカニズムにおいて最
も機能、制御機構の解明が進んでいる分子は
遺伝性乳癌原因遺伝子として単離された
BRCA1、BRCA2である。これらは、ゲノムの安
定化に働く caretaker型癌抑制遺伝子で、DNA
の損傷修復、特に二本鎖切断された DNAを修
復する機構に関与するが明らかとなった。一
般乳癌においても、染色体の高頻度の
aneuploidyが特徴であり、その発生機構にゲ
ノム DNAを安定に保存する修復機構の破綻が
関与する可能性が知られている。これらの
DNA 修復機構とチェックポイント機構は、生
物種を超えて発生、増殖、分化、細胞死（ア

ポトーシス）というプログラムを厳密に制御
し、このプログラムの破綻はゲノム構造の不
安定性をもたらし、最終的には発癌という形
で大きく寄与している。そこで、これまでの
乳癌に関する知見を総合し、乳癌発生機構に
おいてはゲノム構造の安定化を制御する DNA
修復機構、チェックポイント機構、アポトー
シス誘導機構の１連の機構によって制御さ
れる細胞機能の不全が根幹をなしていると
判断した。そこで DNA 修復機構、チェックポ
イント機構に関しては、BRCA1、BRCA2研究で
解明し、本申請研究では、アポトーシス誘導
機構に焦点を当て、その体系的なアポトーシ
ス誘導機能情報を解明すると同時に乳腺発
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癌における分子機構の解明に応用し、その統
合的全体像を明らかにしていくことが必要
であると考えるにいたった。 
 
２．研究の目的 

乳癌発生の分子機構は「ゲノム構造の安定
化機構の機能破綻」が根幹を成していると判
断したことが独創的出発点であり、その解明
を目指し、まず、ゲノム構造の安定化機能の
１つであるストレス応答性アポトーシスの
誘導機能に注目し、個々の関連機能分子およ
びその機能の同定を積み重ねると同時に、系
統的な解析を行うことによって、アポトーシ
ス誘導機構を個々の分子で説明するのでは
なく統合的システムとして理解することを
目指す。さらに、これらの体系的アポトーシ
ス関連情報を乳腺発癌機構解明に応用する
ことにより乳癌発生メカニズムの分子モデ
ルを統合的システムとして構築する。 

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
ロールされており、その分子メカニズムは一
部解明されつつあるが、多くは未だ明らかに
なっていない。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
である種々の蛋白・DNA 分解酵素へとシグナ
ルを伝えているのかについてはほとんど不
明である。申請者はすでに、LC-MS/MS (Liquid 
Chromatography-Mass Spectrometry) による
プロテオミクス解析によって上記のキナー
ゼの複合体構成分子群を単離しており、本研
究ではそれら複合体因子群の機能解析に主
眼を置く。特に複合体因子群がストレス刺激
によるキナーゼの核移行や活性化に及ぼす
影響に焦点をあて、キナーゼの機能的制御因
子を同定する。複合体因子群のリン酸化によ
る制御にも着目し、ストレス刺激で誘発され
るリン酸化部位の特定と機能との関連につ
いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 複合体構成分子の網羅的探索とアポト
ーシス関連因子の単離 
 c-Abl チロシンキナーゼ、プロテインキナ
ーゼ Cδ（PKCδ）など、アポトーシスを誘導
す る キ ナー ゼ をベ イト に した 高 感度
LC-MS/MS 解析により得られた複合体構成分
子群について、細胞分画法や免疫染色法によ
り局在を確認する。次に、実際の細胞内での
複合体形成の有無を調べる。ストレス刺激に

よる複合体形成の変化にも焦点をあて、複合
体の細胞内移行についても詳細な検討を行
う。複合体因子のリン酸化については、まず
イン・ビトロにてリン酸化の有無を確認後、
MALDI-TOF-MS によるリン酸化部位の同定を
行う。さらにこれら標的複合体分子がストレ
ス刺激におけるアポトーシス誘導機構にど
のような機能を果たしているかを調べるた
め、ストレス刺激下において、機能的変化や
siRNA 発現ベクターの導入による標的蛋白質
発現阻害下でのアポトーシス誘導の影響な
どについて解析を行い、アポトーシス誘導制
御因子を同定する。 
 プロテオミクス解析についてより特異的
な複合体因子を単離すべく、① 細胞内の局
在による複合体形成の差異、② ストレス刺
激による複合体形成の差異、③ リン酸化に
よる複合体形成の差異、に着目して高感度
LC-MS/MS 解析の第二次スクリーニングを開
始する。さらにこれら一連の複合体因子の網
羅的探索によって、ストレス刺激におけるア
ポトーシス誘導シグナル伝達経路とそのメ
カニズムを明らかにする。 
(2) 乳癌細胞における単離したアポトーシ
ス関連因子の機能解析 
 同定したアポトーシス誘導関連因子の、乳
癌細胞に特化した機能解析を進める。まず
GFP を融合したキナーゼがテトラサイクリン
によって発現誘導可能な乳癌細胞を樹立し、
また乳癌細胞におけるアポトーシス誘導関
連因子の機能については、導入と siRNAを駆
使したノックダウン法を併用しながら乳癌
を含む種々の癌細胞と正常細胞とを比較検
討し、癌特異的な機能不全、あるいは機能亢
進の有無を解明する。さらにこれらの細胞に
siRNA ライブラリーを導入し、キナーゼの細
胞内局在を GFPでモニターしながら種々のス
トレス刺激に抵抗性をもつ細胞群をクロー
ニングし、ノックダウンされている遺伝子を
同定することで、キナーゼを介したアポトー
シス誘導に直接関与する分子の機能的アッ
セイを並行して進める。アポトーシス制御機
能のメカニズムについては、ストレス刺激下
でのキナーゼの活性阻害、核移行阻害、リン
酸化状態の変化に焦点を絞って、アポトーシ
ス誘導との相関を踏まえながら乳癌を含む
いくつかの癌細胞による比較を通して明ら
かにしていく。これら一連の複合体因子の機
能解析を通じて、乳癌治療における新たな標
的分子の可能性について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) BRCA1 のユビキチン化機能によるトポイ
ソメラーゼ IIαの活性抑制 
トポイソメラーゼ IIαは細胞増殖と細胞死
に不可欠であるが、細胞にストレスが加わっ
た際のトポイソメラーゼⅡα制御の分子機



 

 

構は、まだ完全には解明されていない。本研
究は、酸化ストレスがトポイソメラーゼⅡα
へ与える影響を解析した。酸化ストレスを加
えると、トポイソメラーゼⅡαの活性と発現
は低下し、このとき酸化ストレス依存的にト
ポイソメラーゼⅡαのユビキチン化の亢進
が見られた。遺伝性乳癌原因遺伝子である
BRCA1 は転写制御、チェックポイント機構の
制御、DNA 損傷修復等に関与し、また、RING 
finger domainによる E3ユビキチンリガーゼ
活性を持っている。さらに、BRCA1 は酸化ス
トレスによる損傷修復に関与しているとい
う報告もある。そこで、BRCA1 が酸化ストレ
スによるトポイソメラーゼ IIαのユビキチ
ン化を制御し、DNA 損傷修復に関与している
と推測した。Rbは DNA 損傷に応答してチェッ
クポイント機構を活性化し、DNA 修復に関わ
る遺伝子の発現を制御すること、トポイソメ
ラーゼⅡαおよび BRCA1と相互作用すること
が報告されている。まず、BRCA1 の過剰発現
により、トポイソメラーゼ IIαのユビキチン
化の亢進、活性の一部低下を確認した。これ
は BRCA1がユビキチン化を誘導することによ
り、トポイソメラーゼⅡαの活性制御に関わ
っていることを示す。また、酸化ストレスに
よりトポイソメラーゼⅡα、BRCA1、Rb の相
互作用が強まり、Rbをノックダウンするとト
ポイソメラーゼIIαとBRCA1の相互作用が減
弱することを明らかにし、BRCA1と Rbが、こ
れらのトポイソメラーゼⅡαを制御してい
る可能性を示した。結論として、酸化ストレ
スが加わるとトポイソメラーゼⅡαは Rb と
共同した BRCA1によるユビキチン化によって
機能制御されることを明らかにした。 
(2) DNA 損傷における c-Abl チロシンキナー
ゼ によるアポトーシス誘導の解析 
 c-Abl チロシンキナーゼは細胞質、核両方
に存在するが、核内 c-Ablが DNA損傷により
活性化し、アポトーシスを誘導することが知
られている（Yoshida K, et al. Mol. Cell. 
Biol. 2002）。c-Abl の核移行には、14-3-3
との解離が必要であり、MAPKスーパーファミ
リーの一つである JNK による 14-3-3 のリン
酸化がその解離に重要な機能を果たしてい
ることを明らかにした。c-Ablの 14-3-3結合
部位も同定し、結合に最も重要なスレオニン
（Thr735）をリン酸化するキナーゼが TTK で
あることを明らかにした。また、TTK の発現
は c-Abl依存的なアポトーシスを抑制するこ
とを示した。 
(3) DNA 損傷におけるアポトーシス誘導関連
因子の網羅的探索 
 DNA 損傷におけるアポトーシス誘導に関わ
る新規遺伝子の網羅的探索を目的として、
shRNA 発現ライブラリーを用いたスクリーニ
ング系を構築した。その結果、アポトーシス
関連遺伝子の候補として 32 クローンを同定

し、そのなかで最も細胞死誘導に関与してい
る遺伝子として TAF1という分子を見出した。
TAF1 は基本転写因子の中核をなす分子であ
り、そのアポトーシス誘導における機能解析
を進めるために、マイクロアレイによる発現
解析を行った。その結果、TAF1に制御されて
いる分子群において p27の発現が細胞死誘導
に関わっていることを見出した。 
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