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研究成果の概要（和文）：我々はC3Hマウスにおいてレトロウイルスの一つであるフレンド白血病ウイルス（FLV）の感
染が放射線誘発p53依存性アポトーシスを著明に増強する実験系を見出した。この現象に関与する宿主特異的因子を同
定したところ、MCM2という分子がアポトーシスを惹起することが明らかとなった。MCM2はウイルス由来蛋白であるgp70
と結合することにより核内移行が阻害され、細胞質内にとどまることでp53依存性アポトーシスを誘導する。実際にin 
vitroおよびin vivoのモデルで、白血病細胞にFLVを作用た後、DNA損傷を誘導することで治療効果が得られることがわ
かった。

研究成果の概要（英文）：The interaction of viral proteins with host-cellular proteins elicits the 
activation of cellular signal transduction pathways. Previously, we have clarified that an infection with 
Friend leukemia virus (FLV) markedly enhanced the IR-induced apoptosis of hematopoietic cells in C3H mice 
in association with P53, ATM, and DNA-PK. The host specificity of this phenomenon was caused by the 
up-regulated expression of minichromosome maintenance (MCM) 2 in C3H mice. Furthermore, combined FLV and 
doxorubicin treatment extended the survival of SCID mice bearing MCM2-highly expressing 8047 leukemia 
cells.

研究分野：病理学
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１． 研究開始当初の背景 
レトロウイルスが感染すると、宿主の細胞に
様々な影響を及ぼすことが知られているが、
その多くは細胞をできるだけ長く生存させ
て、ウイルスの増殖に有利な状況を作り出す
方向性で作用するものであった。しかし最近、
HIVや HTLV-1などのヒトのレトロウイルス
が種々の細胞にアポトーシスを惹起するシ
グナルを誘導することが見出され、感染に伴
う細胞シグナル経路の修飾は細胞生物学的
な現象として、また疾患の病態を解明する糸
口として注目を集めてきた。 
 我々はこれまで、動物宿主のウイルス抵抗
性機序をヒトのウイルス感染性疾患の治療
に応用することを目的として、レトロウイル
スの一つであるフレンド白血病ウイルス
（FLV）のマウス感染実験系を用いて、ウイ
ルス感染に対する様々な宿主反応系を明ら
かにし、骨髄移植を用いたウイルス誘発白血
病に対する遺伝子治療モデル実験系を確立
してきた。その流れの中で、ウイルス感染に
対して低線量放射線照射による宿主の免疫
賦活化治療モデルを作製していたところ、偶
然にもウイルス感染に伴う著明なアポトー
シス増強作用を見出した。これは全く予想さ
れない発見だったが、宿主/ウイルス相互反応
の中からヒト疾患、特に腫瘍の病態改善につ
ながる細胞反応を抽出できる可能性がある
と考えられた。ノックアウトマウスを用いた
検討などから、通常とは全く異なる新たな経
路で p53依存性アポトーシスシグナルが増強
されていることが明らかになった。この系は
ヒトの腫瘍性疾患においても作用している
可能性も示唆され、ヒトの抗腫瘍治療へ応用
できる可能性が高まってきた。 
これまで、DNA損傷後の p53依存性アポト
ーシスに関連して同定された分子の多くは
p53 の下流で作用するもので、p53 へのシグ
ナルを調節する ATMや ATRなどの上流蛋白
の作用機構の全貌は未だ明らかにされてい
ないのが現状である。従って DNA 損傷に付
随して起こる細胞のアポトーシス／修復の
スイッチングに関わる現象を捕らえた本実
験系の持つ細胞生物学的意義は非常に大き
いと考えられる。今回見出された経路ではウ
イルス関連の外来性蛋白が宿主蛋白ととも
にシグナル伝達系を直接的に増強している
点が特徴的で、宿主蛋白としては MCM2 が
key molecule となっていることがわかってき
た。 
 

 
２． 研究の目的 

本研究では、まず in vitroの実験系を用いて
この現象の機序を徹底解明し、新たなアポト
ーシス誘導経路に関わる MCM2 の作用を明
らかにするとともに、その作用機構の全貌を
解明すること及びそれを応用した治療モデ
ルの作製を目的として実験を行う。 

MCM2 は本来 DNA 複製の際に必要な 
helicase 作用を持つ分子であり核内で機能す
る。しかしこれまでの in vitroでの解析から、
MCM2はウイルス由来蛋白である gp70と結
合することにより核内移行が阻害され（上図
左）、細胞質内にとどまることで DNA-PKの
活性化、p53依存性アポトーシスを誘導する
ことがわかってきた。この細胞内局在変化に
伴う作用転換を応用すれば、多くの腫瘍で発
現が増強し、細胞増殖に必要な MCM2 の作
用をアポトーシス誘導へと向かわせるシグ
ナルに変換することができると考えられる。
また、これまで我々が行ってきたヒト造血器
系疾患細胞のシグナル異常についての解析
から、本研究で扱うアポトーシス誘導経路は
骨髄異形成症候群など、ある種の造血器系疾
患の病態と密接な関係があることが明らか
になってきた。そこで本研究では、MCM2
を主体とするアポトーシス増強効果の詳細
な作用機構の解析と、特異的結合分子を用い
た MCM2 の機能修飾によるヒトの抗腫瘍治
療実験系の開発を行う。 
 
３． 研究の方法 
現象の詳細な解析 

 
１） In vitro実験系での解析： C3Hマウス
由来の造血細胞および細胞株は MCM2 の発
現が高く、in vitroでも gp70導入と DNA損
傷によって、顕著なアポトーシスが誘導され
ることがわかったので（Leukemia Res 2009; 
論文投稿中）、さらに C3Hマウス由来細胞株
における p53 とその関連遺伝子群の活性化
を解析する。p53セリンのリン酸化部位の特
定（免疫沈降とWestern blotting）、p53活性化
の指標として DNA 結合能（ゲルシフト
assay）および転写能（Luciferase assay）を検
討、最近見いだされたものを含めて p53関連
の既知の遺伝子（p21, bax, NOXA, AIP1, 
DINP1等）の発現の検討（RT-PCRと Northern 
blotting）を行う。 
２） MCM2分子および gp70蛋白をどこまで
truncate すると両者は結合しなくなるのか、
またアポトーシス誘導は起こらなくなるの
かを解析し、結合部位とその機能を明らかに
する。MCM2 の核移行シグナルに関わる 2



つの分子の相互作用機序を解析する際の重
要な情報となる。In vitro 実験系の遂行に当
たっては現有の細胞培養装置、放射線照射装
置、必要な手法、器具類を使用して解析実験
を行う準備を整えている。 
３） シグナル経路に関わる各種分子発現の
ノックダウン実験による解析： siRNAの実
験系を用いて関連する宿主遺伝子（DNA-PK、
MCM2 など）を選択的に阻害することによ
ってMCM2が細胞質内で DNA-PKを活性化
して p53 依存性アポトーシスを誘導する機
序を解析する。 
４） 様々な系統のマウスに由来する細胞株
を用いて in vivo で系統差がどのように反映
されるかを検証する。また、細胞種（造血系、
上皮系、間葉系、神経系など）による本現象
の再現性の違いについても詳細に検討する。 
 
同定された遺伝子の in vitro、in vivoでの
機能解析と治療への応用 
１） トランスジェニックマウスの作製準
備：C3H以外の系統のマウスに宿主特異的遺
伝子（MCM2）の導入を計画する。FLV感染
後に DNA 損傷を起こした場合に骨髄細胞に
アポトーシス増強作用が付加されているか
どうかを解析する。 
２） MCM2発現の高い白血病細胞に gp70導
入した上で DNA 損傷を誘導して腫瘍の治療
効果が得られるかどうかを検証する。これま
でに行った予備実験（上図左）では優れた治
療効果が得られているので、さらに詳細な検
討を加える。 
３） 固形腫瘍についても同様のアプローチ
を行う。 
 
４． 研究成果 
これまでの in vitroでの解析から、MCM2は
ウイルス由来蛋白である gp70 と結合するこ
とにより核内移行が阻害され、細胞質内にと
どまることで DNA-PK の活性化を介して
p53依存性アポトーシスを誘導することがわ
かり、新たなアポトーシス誘導経路に関わる
MCM2 の作用を明らかにするとともに、そ
の作用機構の全貌を解明することができた
（PLoS ONE 2012）。 
この細胞内局在変化に伴う作用転換を応
用すれば、多くの難治性腫瘍で発現が増強し
ている MCM2 の作用をアポトーシス誘導へ
と向かわせるシグナルに変換することがで
きると考えられる。また、これまで我々が行
ってきたヒト造血器系疾患細胞のシグナル
異常についての解析から、本研究で扱うアポ

トーシス誘導経路は骨髄異形成症候群など、
一部の造血器系疾患の病態と密接な関係が
あることが明らかになってきた（Exp Mol 
Pathol 2012）。さらに、MCM2を主体とする
アポトーシス増強効果の詳細な作用機構の
解析と、特異的結合分子を用いた MCM2 の
機能修飾によるヒトの悪性腫瘍（造血器系腫
瘍、固型腫瘍）に対する抗腫瘍治療実験系の
開発に向けた準備も行った。 
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