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研究成果の概要（和文）：DNA修復と細胞周期制御を連携することによって放射線感受性を制御する機構を解明
するために、相同組換えとp53を介してG1/Sチェックポイントに関与することが知られているRad54BのG0/G1期進
行における役割を検討した。その結果、Rad54BはE2F1やc-Junとともに自律的な制御ループを形成することによ
ってcyclin D1の発現を促進し、休止期からの出口の時間を規定することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To understand mechanisms that affect radiation sensitivity by linking DNA 
repair with cell-cycle control, we investigated a role of Rad54B, the protein involved in homologous
 recombination and p53-mediated G1/S checkpoints, in G0/G1 progression. Our studies revealed that 
Rad54B promotes expression of cyclin D1 by forming an autonomous regulatory loop with E2F1 and c-Jun
 and defines timing of the exit from quiescence.

研究分野：医学
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１． 研究開始当初の背景 
放射線感受性を制御する機構の理解は、放
射線治療の増感や被ばくによる健康影響の
抑制に資するために、放射線生物学の主要な
課題として研究が精力的に行われ、血管拡張
性失調症原因遺伝子ATMや代表的ながん抑制
遺伝子 p53の DNA 損傷応答における位置づけ
が確立した。しかし、これらの分子に対する
機能阻害は、放射線治療の増感に単純に結び
ついていないのが現状である。その理由とし
ては、ATM 自体は放射線抵抗性に大きく貢献
するが、正常とがんにおける機能の差がそれ
ほど大きくないこと、逆に、p53 は正常とが
んにおける機能の差があっても、単に放射線
感受性を制御しているだけではないことな
どがある。すなわち、過去 20 年間で確立さ
れたDNA損傷応答のセントラルドグマである
「ATM-p53-細胞周期停止あるいは細胞死」の
経路を、放射線感受性制御の直接的な標的と
するには、理論的根拠が不足していると言わ
ざるをえない。 
このような背景において、ATM と p53 の周
辺に存在する分子の同定と、これらの分子の
機能の解析が国内外において精力的に進め
られて、この経路の周辺に位置する関連の機
構が発見された。その中でもがん治療の標的
として最も有望視されているものに、p53 を
ユビキチン化して分解を促進する MDM2 とそ
の結合パートナーである MDMX がある。これ
らの分子はがんで発現レベルが増加してい
ることがあり、その場合に p53 が野生型であ
ると、p53 のレベルが低下することによって、
放射線照射時における細胞周期停止や細胞
死が誘導できない。そのために、MDM2-MDMX
を標的とする阻害剤は、野生型 p53 の機能を
回復することが期待され、その放射線増感作
用も実験レベルで証明されている。 
これらの研究動向とは別に、本研究者は
DNA修復に関わる分子としてRad54Bを単離し、
その機能解析を進めてきた。その結果、この
分子は、放射線照射後に p53 発現誘導に先行
して発現が誘導され、p53 のレベルが上昇す
るとともに抑制されること、MDM2 と MDMX の
両方の分子に直接結合してp53の分解を促進
すること、DNA 損傷時の G1 期あるいは G2 期
の細胞周期停止機構であるチェックポイン
トを負に制御すること、多くのがんで発現レ
ベルが上昇し予後不良のマーカーとなるこ
となどが明らかとなった。これらの結果によ
り、DNA 修復機能を有する分子であっても、
がんにおいて発現レベルが上昇した場合に
は、DNA 修復とは別に、DNA 損傷応答機構に
関係している分子に直接結合して、細胞周期
停止によって細胞機能の恒常性維持に貢献
するチェックポイントを抑制するという新
しい放射線生物学の概念が提唱された。 
このような Rad54B の研究により明らかに
された新しい DNA 損傷応答の概念は、細胞周
期制御、DNA 修復、細胞死の各現象を有機的
に結びつけるネットワークが存在すること

を示唆するものである。それゆえに、この機
構をより詳細に解析することによって、これ
らの現象に限らず細胞核外の細胞機能も含
めた細胞恒常性を維持するための機序の包
括的な理解が、放射線抵抗性を克服するため
の基本原理の確立に大きく貢献するもので
あるとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
放射線感受性を制御する機構を正確に理
解することは、放射線治療の増感法の開発に
とって本質的なことであり、細胞死や DNA 修
復の研究成果はこの理解に大きく貢献して
きた。しかし、これらの細胞現象を個別に理
解するだけでは、がん治療における放射線抵
抗性を生物学的に克服することは極めて困
難である。その理由として、細胞は恒常性を
維持するために細胞機能を統合するネット
ワークを有し、被ばく後、細胞周期の停止、
DNA 修復、細胞分裂、細胞死などの機能を時
間空間的に制御し、細胞の運命決定を行って
いることが想定される。そこで、これらの細
胞機能から構成されるネットワーク制御機
構と放射線を代表とするDNA損傷に対する細
胞の感受性との関連を明らかにすることに
よって、放射線治療の発展に資することを目
的とする。 
この目的を達成するために、放射線感受性
がダイナミックに変化する G1 期において、
特に解析が遅れている早期 G1期と G0期にお
ける細胞周期進行の制御と放射線感受性の
関係を明らかにする。これらの細胞周期は放
射線抵抗性を特徴するがん幹細胞とも関係
が深いことが想定され、それらの周期の拡大
は放射線治療抵抗性の大きな原因となるこ
とが想定されている。Rad54B が G0/G1 期の進
行に関与することが予備実験において示唆
されていることから、この時期の細胞周期進
行と放射線抵抗性との関係に Rad54B が関与
している可能性があり、この点を明らかにす
るために、G0/G1 期進行の新しい分子機序を
同定することを具体的な目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞周期進行の解析 
 放射線感受性と細胞周期との関係におい
て、最も研究情報が不足しているのは G0/G1
期であるために、ヒト網膜由来正常上皮細胞
において Rad54B をノックダウンした後に、
細胞周期を G0 期に同調し、その後の細胞周
期の進行状況を解析する。 
 
(2) G0/G1 期進行における標的分子の同定 
 G0/G1 期の進行の指標として cyclin D の発
現変化、Rb リン酸化などを、同調した細胞の
細胞周期進行過程において調べる。これらの
経路で Rad54B の影響がみられる場合には、
その上流に存在する分子を転写制御とタン
パク質安定化の観点から制御候補分子の変
動を定量PCRやウェスタンブロッティングな



どの方法によって解析する。 
 
(3) G0/G1 期の進行制御の上流に存在する 
機構の同定 
 G0/G1 期進行を制御する上流の分子が同定 
された場合には、それらの分子の発現する機
構を理解するために、プロモーター領域に結
合する転写因子をクロマチン免疫沈降によ
って同定する。 
 
４．研究成果 
(1) Rad54B の G0/G1 期進行に対する影響 
 細胞分裂終了後に正常上皮細胞を同期さ
せて、その後の細胞周期の進行を解析したと
ころ、Rad54B のノックダウン細胞では S期に
入るまでの時間がコントロールと比べかな
り延長した。この延長がどの時期に相当する
ものであるかを、Rb リン酸化を指標に解析し
たところ、G0期の延長が原因であることが判
明した。 
 
(2) G0/G1 期における Rad54B の標的分子 
 G0/G1 期進行における中心的な役割を果た
す cyclin D1 の発現レベルは Rad54B のノッ
クダウンによって、タンパク質と RNA の両方
のレベルで低下していた。そのため、Rad54B
は cyclin D1 の転写に影響を及ぼすことが想
定されたために、その一つの候補として
c-Jun の発現を解析したところ、Rad54B のノ
ックダウンによってタンパク質レベルでの
低下が認められた。 
 
(3) Rad54B-cyclin D1 経路の制御機構 
 G0 期から G1 期の進行において、Rad54B と
cyclin D1 の発現はともに徐々に増加する。
そのために、同じ制御機構が関与していると
考え、その上流の候補分子として E2F を想定
した。 
 Rad54B のプロモーター領域には E2F1 の結
合する可能性のある配列が確認されたため
に、クロマチン免疫沈降を行ったところ、こ
の部位にE2F1が結合することが確認された。
また、転写に抑制的にはたらく E2F4 の結合
領域が転写開始点の近傍に存在しているた
めに、同様の方法にてその結合を確認した。 
 G0期からG1期の進行過程においては、E2F1
の作用が増強する一方で、E2F4 は減弱してい
くことが認められた。 
 
(4) 考察 
 以上の結果は、Rad54B がタンパク質分解経
路に対して抑制的に作用することによって、
転写因子であるc-Junタンパク質の発現レベ
ルを増加させ、その結果として G0/G1 期進行
の中心的な分子である cyclin D1 を誘導する
ことを示唆している。その意義としては、放
射線などによるDNA損傷に応答する分子であ
る Rad54B が、このようなタンパク質分解経
路を負に制御することによって細胞周期進
行を正に制御することから、DNA 損傷応答と

細胞周期制御が密接に連関している一つの
証拠を示していることがあげられる。 
 さらには、このような Rad54B-cyclin D1
経路が転写因子である E2F1 によって制御さ
れていることが明らかになったことは、新し
い情報伝達経路の自律性を示唆することに
なる。その理由としては、E2F1 自体は cyclin 
D/CDK4/CDK6 のリン酸化によって下流におい
て活性化される分子であることから、今回の
研究によって明らかにされた E2F が Rad54B
を介して cyclin D1 の発現を誘導することは、
これらが正のフィードバック機構を形成す
ることを示しているからである。 
 次に課題となることは、このような G0/G1
期の進行を促進する自律的なループ機構と
DNA 損傷応答との関係である。今回存在が明
らかにされた cyclin D1 を中心とする上流の
情報伝達経路は、あくまでも正常細胞が M期
終了後に同調された後の過程のみを反映す
るものであり、放射線による DNA 損傷が誘導
された場合に、この経路がどのような影響を
受けるのかは明らかにされていない。しかし、
本研究者の先行研究において、DNA 損傷が誘
導された場合には、細胞周期の進行を停止さ
せる p53 の発現を Rad54B が負に制御してい
ることが明らかにされているために、このよ
うな知見と今回の成果との関連性を考慮す
る必要がある。すなわち、Rad54B は cyclin D1
の誘導によってG0/G1期の進行を促進する一
方で、DNA 損傷が存在する場合には、その発
現が低下されることによってp53が誘導され
る状況をもたらすという異なる機能をどの
ような制御機構によって説明するかが課題
となることである。 
 以上に述べた細胞周期の進行とDNA損傷応
答による細胞周期の停止は、どちらかの状況
が極端に優勢の場合は、これまでに確立され
た分子機構によって説明がなされることは
明らかである。その一方で、生体内での恒常
性維持の観点からは、これらの状況は一律的
にどちらかに区分されるものではなく、細胞
レベルでは混在しているものと考えられる。
特に、低線量の放射線にばく露されている細
胞では、細胞周期が完全停止するわけではな
く、DNA 損傷を受けながらも細胞周期は回転
する状況にあることも考えられる。このよう
な状況において、細胞レベルで将来的な運命
を決定する機構として、G0/G1 期で何が重要
であるのかを理解するために、Rad54B の二元
的な作用は大きなヒントを与えてくれるも
のと考えられる。 
 これまでの放射線の細胞生物学では、機序
を解明するために、個々の細胞レベルではあ
まり差がでないような高線量を与えること
によって研究が行われてきた。その一方で、
組織環境における細胞の置かれる多様な状
況においては、同じ放射線線量によっても反
応は異なるものと考えられる。このような課
題に取り組むことは放射線治療の増感にお
いて本質的なものであるとともに、その副作



用の克服においても重要なものである。これ
までの一連の Rad54B の研究によって明らか
にされた、細胞周期進行と DNA 損傷応答によ
るその停止を決定するための機構の連携は、
これらのより上位に存在する機序を示唆す
るものである。 
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