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研究成果の概要：タンキラーゼ１は、がん細胞の無限増殖を支持するテロメラーゼの働きを助

ける、ポリ(ADP-リボシル)化酵素である。本酵素の本来の働きは良く分かっておらず、特異的
阻害剤も得られていない。我々は、タンキラーゼ１の下流で働く TRF1 と呼ばれる蛋白質が、
がん化の一因となる異常な細胞分裂に寄与することを見出した。また、タンキラーゼ１の働き

を遮断する物質を複数同定するとともに、ある種の培養がん細胞に対し、同酵素の阻害が制が

ん効果を生み出すことを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 テロメア（telomeres）は真核生物の染色
体末端を安定に保つ高次構造体であり、細胞
の分裂寿命を規定する一要素である。ヒト体
細胞におけるテロメアの短縮は細胞老化を
誘導し、発がん抑制機構の一翼を担う。テロ
メア合成酵素であるテロメラーゼは、がん細
胞のテロメアを伸長維持し、その無限増殖を
支えるものとして、生物学的観点から、また
がん治療の観点からも注目されてきた。我々
はこれまでに、種々のテロメラーゼ阻害剤を
同定・開発し、その制がん効果を実証してき

た（ Naasani et al, Cancer Res, 1999; 
Seimiya et al, Mol Cancer Ther, 2002等）。
一方、ポリ(ADP-リボシル)化（PAR化）は蛋
白質に最も大きな物性変化を与える翻訳後
修飾の一つであり、ゲノム安定性や転写制御
をはじめ、様々な生命現象の調節に寄与する。
タンキラーゼ１（tankyrase-1）は PAR化酵
素（PARP）ファミリーの一員であり、テロ
メ ア 結 合 蛋 白 質 TRF1 （ telomeric 
repeat-binding factor 1）を PAR化し、これ
をテロメア DNA から遊離させることによっ
てテロメラーゼのテロメア会合を促進する。



すなわち、タンキラーゼ１はテロメラーゼの
働きを促進することによってがん細胞の不
死化に寄与すると考えられる。我々は近年、
タンキラーゼ１がテロメラーゼ阻害剤の耐
性因子となることを示した（Seimiya et al, 
Cance  Cell, 2005）。但し、テロメアに局在
するタンキラーゼ１は細胞内プール全体の
ごく僅かであり、これをがん治療の標的と想
定するにあたっては、その生理機能をより詳
細に理解する必要がある（Seimiya, Br J 
Cancer, 2006）。 

r

 そもそも、タンキラーゼ１はテロメア上で
いつ、どのような仕組みで TRF1 を PAR 化
するのか、その詳細は明らかにされていない。
また、タンキラーゼ１は細胞分裂期の中心体
などにも豊富に分布するため、テロメア長制
御とは異なる機能も担っている可能性が高
い。事実、タンキラーゼ１は細胞分裂におい
て重要な役割を果たす可能性も報告されて
いる（Dynek et al, Science, 2004; Chang et 
al, Nat Cell Biol, 2005）。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、タンキラーゼ 1の多機能性（テ
ロメア長の制御および細胞分裂の制御）とそ
の調節機構を各論的かつ俯瞰的に捉え、その
破綻が細胞のがん化形質にどのように関与
するかを明らかにすることを目的とする。さ
らに、同蛋白質の機能を人為的に修飾する手
法を開発し、これを新たながん治療法に応用
する可能性について検討する。具体的な達成
目標は以下の４点である。 
(1) タンキラーゼ１による染色体末端安定化
機構（テロメア維持機構）の詳細を明らかに
する。 
(2) がん遺伝子 Aurora-A の発現亢進による
細胞分裂異常に対する、タンキラーゼ１の機
能的関与を明らかにする。 
(3) タンキラーゼ１のテロメア機能の迅速可
視化システムを構築し、同酵素の阻害物質を
単離する。 
(4) がん細胞においてタンキラーゼ１を阻害
したときの即時的な影響を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) タンキラーゼ１のテロメア機能の解析： 
タンキラーゼ１をヒト子宮頸がんHeLa 
I.2.11 細胞の核内に一過性に過剰発現させ、
TRF1 とともに間接免疫蛍光染色法にて検出
した。タンキラーゼ１を過剰発現した細胞で
はTRF1 がPAR化されてテロメアから遊離す
るため、TRF1 の核内ドットシグナルが消失
する（TRF1遊離アッセイ：後述の図３参照）。
生物種間差の検討では、マウスNIH3T3細胞
を用いた。タンキラーゼ１とTRF1 の結合は

試験管内プルダウン法および免疫沈降・ウェ
スタンブロット法にて解析した。タンキラー
ゼ１のPARP活性は以下の方法で測定した：
FLAGタグを付加したタンキラーゼ１を恒常
的に過剰発現させたHTC75 細胞の抽出液を
調製し、FLAG抗体ビーズで粗精製した免疫
複合体を酵素源とした。基質として32P標識
NAD、PAR受容体としてGST-TRF1 組換え
融合蛋白質を用いた。PARP反応産物を
SDS-PAGEにかけ、GST-TRF1のPAR化をオ
ートラジオグラフィーで検出した。各種タン
キラーゼ１変異体発現レトロウイルスを作
製し、これをHTC75 細胞に感染させ、同細
胞のテロメア長変化をサザンブロット法で
解析した。TRF1およびテロメア１本鎖DNA
結合蛋白質POT1のテロメア結合はクロマチ
ン免疫沈降法にて解析した。 
 
(2) Aurora-A による細胞分裂異常の解析：
HeLa I.2.11 および線維肉腫 HTC75 細胞に
Aurora-A を一過性に過剰発現させ、中心体
数の異常、核・紡錘体の異常、微小管－動原
体捕捉の異常を間接免疫蛍光染色にて観察
した。細胞分裂の様子をライブ観察する場合
は、ヒストン H2B-GFPを共発現させ、タイ
ムラプス蛍光共焦点顕微鏡（オリンパス
FV-1000）で動画撮像した。TRF1 のノック
ダウンは siRNA のトランスフェクションに
て実施した。 
 
(3) タンキラーゼ１阻害物質の探索：文部科
学省がん特定領域研究・化学療法基盤情報支
援班（http://gantoku-shien.jfcr.or.jp/）の標
準阻害剤キット（SCADS inhibitor kit）に収
載の 95 種類の化合物の存在下で、前述の
TRF1 遊離アッセイを実施した。細胞を 0.1
～10μMの濃度で 24時間処理後、タンキラ
ーゼ１の核内ドット化を誘導し、かつ TRF1
のテロメアからの遊離を阻害したものを陽
性化合物と判定した。 
 
(4) タンキラーゼ１阻害の制がん効果の解
析：既存の PARP阻害剤はタンキラーゼ１以
外の様々な PARP メンバー（DNA 修復や転
写制御に関わる PARP-1など）も阻害すると
予想されるため、タンキラーゼ１の特異的阻
害は、shRNA 導入によるノックダウンもし
くは優性不活（ドミナントネガティブ）変異
体の過剰発現によって実施した。標的がん細
胞としては、大腸がん HCT116および線維肉
腫 HTC75 を用いた。タンキラーゼ１との２
重 阻 害 に よ る 合 成 致 死 性 （ synthetic 
lethality）を誘導しうるカウンターパート因
子としては、BRCA1 および BRCA2 を選択
し、これらの発現を shRNA によってノック
ダウンした。さらに BRCA1変異がんとして、
卵巣がんUWB1.289および乳がんHCC1937



細胞についても検討した。細胞増殖への影響
はコロニー形成数により評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) タンキラーゼ１のテロメア機能における
生物種間差：タンキラーゼ１はテロメア伸長
抑制因子 TRF1 を PAR 化し、これをテロメ
アから遊離する。我々は、タンキラーゼ１は
マウス TRF1を PAR化せず（図１）、テロメ
アから遊離しないことを見出した。これは、
マウス TRF1 ではタンキラーゼ１結合部位
［RXX(P/A)DG］がゲノムレベルで欠落して
いるためであると考えられた。マウスでは、
テロメアが長く、体細胞でも高いテロメラー
ゼ活性が認められることから、タンキラーゼ
１がテロメア伸長因子として働く必然性が
進化の過程で失われた可能性が示唆された。 
 

 
(2) タンキラーゼ１変異体のテロメア伸長活
性：我々は以前、タンキラーゼ１分子内に存
在するアンキリン領域は５つの副領域（ANK 
repeat clusters; ARC I-V）に分割され、それ
ぞれの ARCが独立して TRF1結合部位とし
て機能することを見出した（Seimiya et al, 
JBC, 2002）。なかでも C末端側の ARC Vに
よるTRF1認識がタンキラーゼ１のテロメア
機能に必須であったが（Seimiya et al, MCB, 
2004）、それ以外の ARCの機能は不明であっ

た。今回我々は、TRF1を PAR化せずにテロ
メア結合因子POT1をテロメアから遊離させ、
テロメアを伸長させるタンキラーゼ１変異
体（ARC IVmut-ΔARC V）を作製した（図
２）。これにより、タンキラーゼ１は TRF1
の PAR 化のみならず、ARC による PAR 化
非依存的メカニズムを介してもテロメア高
次構造を制御する可能性が示唆された。 
 
(3) 細胞分裂異常に対するタンキラーゼ１・
TRF1 の機能的関与：がん遺伝子としても機
能する分裂期キナーゼ Aurora-A の過剰発現
は、細胞分裂の異常を引き起こす。我々は、
タンキラーゼ 1を細胞核内に過剰発現させる
と Aurora-A による分裂異常が抑制されるこ
とを見出した。同効果は PARP不活性変異型
タンキラーゼ 1 では認められなかったため、
タンキラーゼ 1は何らかの核内因子を PAR 
化することによって細胞分裂を制御してい
る可能性が示唆された。タンキラーゼ１を核
内で過剰発現した細胞では、タンキラーゼ 1
標的蛋白質であるTRF1がテロメアから遊離
し、プロテアソーム分解によるダウンレギュ
レーションを受けた。これらの結果をもとに
さらに検討を加えた結果、Aurora-A の過剰
発現による細胞分裂異常に対し、TRF1 のノ
ックダウンが抑制的に作用することを見出
した。すなわち、Aurora A を過剰発現した
細胞では微小管と動原体のアタッチメント
に異常が見られ、細胞質分裂の失敗やこれに
伴う中心体数の増加・多核化が観察されたが、
TRF1 をノックダウンした細胞では Aurora 
Aを過剰発現してもこれらの分裂期異常が観
察されなかった（論文投稿中）。 
 
(4) 細胞内 PARP活性可視化システムの構築
と阻害剤スクリーニング：前述の通り、タン
キラーゼ１はテロメラーゼ阻害剤の耐性因
子として機能するため、タンキラーゼ１阻害
剤は新たなテロメア分子標的薬として利用
できる可能性がある。さらに一般的に言うと、
PARP阻害剤はがん・虚血性脳・心疾患など
の治療薬としての応用性が期待され、分子標
的創薬における新たなシードとして脚光を
浴びている。我々はイメージングによる細胞
内PARP活性阻害評価系を構築した（図３）。
従来のサザン法を用いたテロメア長の解析
では、タンキラーゼ１のテロメア機能を評価 



 
するには２～３ヶ月の長期細胞培養を要し
たが、本法には２～３日で結果が取得できる
という利点がある。この系を用い、タンキラ
ーゼ１によるTRF1のテロメアからの遊離を
阻害するものを探索した。標準阻害剤キット
（SCADS inhibitor kit）に収載の 95種類の
化合物を調べ、4 種類の陽性化合物を同定し
た。これらの化合物はタンキラーゼ１の核内
自己多量体化を誘導した。 
 
(5) BRCA 欠損がんにおけるタンキラーゼ１
阻害の制がん効果：タンキラーゼ１のドミナ
ントネガティブ変異体もしくは shRNA（図
４）を発現したがん細胞株を樹立し、これら
の細胞株では BRCA1/2 のノックダウンが合
成致死性を誘導することを見出した。同様に、
BRCA 欠損がん細胞である UWB1.289 およ
び HCC1937では、タンキラーゼ１のノック
ダウン単独で制がん効果が誘導されること
を見出した。これらの結果は、タンキラーゼ
１特異的阻害剤および現在臨床試験に移行
している PARP阻害剤が、有望な新規制がん
剤となる可能性を示唆するものである。 
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