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研究成果の概要（和文）： 
本研究ではDNA損傷応答因子Rassf1cノックアウトマウスおよびRasssf1a, Rassf1cダブルノ
ックアウトマウスの作出に成功した。Rassf1c ノックアウトマウスは正常に出生するものの、
離乳後から成長遅延を示すことが明らかとなった。以上の結果から、Rassf1c は DNA 損傷応答
のみならず、正常な個体の成長に必須の役割を担っていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To define the physiological function of Rassf1c protein, we used gene targeting in mouse 
embryonic stem cells to generate protein Rassf1c knockout mice. The knockout mice showed 
significant growth retardation. These results suggest that the ability of mice to repair 
Rassf1c proteins is essential for normal growth. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2010年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 
 
研究分野：分子生物学 

科研費の分科・細目：薬学・生物系薬学 

キーワード：DNA損傷応答、ストレス応答性キナーゼ、ノックアウトマウス、Rassf1c 
 
１．研究開始当初の背景 

 染色体 DNA は紫外線、放射線、化学物質、

活性酸素種など様々な内的および環境要因

によって常に損傷を受けており、その頻度は

一日一細胞あたり数十万回に上るといわれ

る。このようなDNA損傷の発生は個々の細胞

において常に監視されており、軽度の損傷で

あれば細胞内に存在する一連のDNA修復酵素

群のはたらきによって速やかに修復される。

一方、過度のDNA損傷を受けて修復が不可能

となった細胞は、損傷を受けてから数時間の

うちにアポトーシスを起こし生体から排除

される運命を辿る。DNA 損傷応答に関する研

究は、その重要性から国内外を問わず盛んに

研究が進められており、その過程でストレス

応答性 MAP キナーゼである JNK (c-jun 

N-terminal kinase)がDNA損傷ストレスによ

って活性化され、その活性化状態の違いによ

り細胞の生・死を規定する分子スイッチとし

て機能する事が明らかとなってきた。しかし
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ながら、DNA 損傷という核内のイベントが、

どのような機構によって細胞質でのJNK活性

化という情報へ変換されるかは不明であっ

た。 最近、申請者が所属するグループは、

DNA 損傷センサーとして注目されている核内

構造体 PML (Promyelocytic Leukaemia)ボデ

ィーがDNA損傷時に起点となり、核から細胞

質への情報伝達を媒介し、JNK の持続的活性

化を誘導する事を明らかにした。PML ボディ

ーはPMLタンパク質を中心とした核内に複数

存在する構造体であるが、既知のDNA損傷応

答因子に加えて、複数の転写制御因子やがん

抑制遺伝子産物、アポトーシス制御因子が含

まれる事が報告されている。そこでPMLボデ

ィーがDNA損傷依存的なJNK活性化に関与し

ている可能性を考え、Yeast two-hybrid 

system を用いた介在因子のスクリーニング

と解析を行った。その結果、PML ボディー構

成分子の一つであるDaxx (death-associated 

protein 6)ががん抑制遺伝子産物候補として

知られるRassf1cの核外移行を誘導すること

で細胞質中のJNK活性化を制御する事が明ら

かとなった (EMBO J, 2006)。 

 

２．研究の目的 

 我々は研究を進める過程で、JNK 依存型ア

ポトーシスにおいてアポトーシスの実行因

子かつクロマチン凝集の必須因子として MST 

(Mammalian STE20-like kinase)/Hippo を見

出した (Mol Cell Biol, 2007)。 MST はシ

ョウジョウバエのHippoに相当する分子であ

り、Hippo を中心としたシグナル伝達系は細

胞増殖と細胞死を制御する事で、個体におけ

る組織・器官サイズをコントロールするスイ

ッチ分子である事が明らかとなりつつある。

またHippoシグナルを構成する分子は様々な

生物種において進化的に広く保存されてお

り、ヒトではその多くががん抑制遺伝子とし

て機能する事から「がん抑制シグナル伝達

系」としても多くの研究者から注目を受けて

おり、近年論文報告が増加している。しかし

ながらJNK依存型アポトーシスにおけるMST1

の活性化機構は明らかでない。そこで我々は

DNA 損傷刺激依存的に核から細胞質へと移動

し、細胞質の JNK を活性化する分子である

Rassf1c に着目し、Rassf1c による MST 活性

化機構の解明を目指した。具体的には

Rassf1c遺伝子破壊マウスを作出し、Rassf1c

の生理機能、特にDNA損傷応答における生体

反応を中心に細胞の運命決定に与える影響

についても解析を試みる。 

 

３．研究の方法 

 DNA 損傷応答における Rassf1c の詳細な機

能やシグナルネットワークは不明である。そ

こで、DNA損傷刺激依存的に Rassf1c を中心

に形成されるDNA損傷シグナルソームの同定

を行い、シグナルソーム構成分子のJNKシグ

ナル伝達系およびMST/Hippoシグナル伝達系

に対する役割について解析をおこなう。また

Rassf1c の生理機能を明らかにする目的で

Rassf1c 遺伝子破壊マウスの作出・解析につ

いても試みた。実際の方法としては Rassf1

遺伝子においてRassf1cアイソフォーム特異

的アミノ酸をコードするエキソン部分をネ

オマイシン耐性遺伝子に置換するためのタ

ーゲティングベクターを構築し、本ベクター

を E14K ES 細胞へ導入し、G418 耐性を示す

ESクローンを選択した。さらにサザンブロッ

ティング法によって相同組換え体クローン

を取得し、C57Bl/6J由来胚へのブラスシスト

インジェクション、仮親への卵管移植により

キメラマウスを得た。次に本キメラマウスと

野生型マウスの子孫においてゲノムDNAのサ

ザンブロッティングを行い、生殖細胞系列へ

の移行を確認した後、これらヘテロマウスの



交配によってRassf1cノックアウトマウスを

得た。さらに、Rassf1c 遺伝子の機能をより

詳細に比較検討する目的で、Rassf1のメジャ

ーアイソフォームである Rassf1a, Rassf1c

のダブルノックアウトマウスの作出を試み

た。具体的には Rassf1a, Rassf1c に共通し

たエキソンをネオマイシン耐性遺伝子に置

換するためのターゲティングベクターを新

たに構築し、Rassf1c 遺伝子ノックアウトマ

ウスの作出同様に ES 細胞へ導入、相同組換

え体クローンの習得からマウス系統の樹立

までを試みた。 

 

４．研究成果 

 ノックアウトマウスはメンデルの法則に

従い正常に出生し、離乳期までは野生型同様

に成長した。しかしながら離乳期以後は徐々

に成長遅延を呈し、成体においても明確な体

長・体重の低下が観察された。より詳細な解

析を行うため、各種臓器重量を比較したとこ

ろ、殆どの臓器において野生型と比べて 10%

程度の湿重量の低下がみられ、骨組織におい

ても頭蓋骨の変形や長管骨軟骨成長に起因

すると考えられる骨長の低下が観察された。

以上の結果から、DNA 損傷応答因子として知

られるRassf1cは正常な個体の成長に必須の

因子であることが明らかとなった。また、

Rassf1a, Rassf1cダブルノックアウトマウス

の作出にも成功し、今後より詳細な検討を行

なう予定である。 
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