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研究成果の概要： 本研究では、環境ストレス（電離放射線、紫外線、温熱、Hypoxia）に対す

る細胞応答に際しての cPLA2 の役割を知るため、DNA 障害時に核内に移行した cPLA2 および

Tip60 によってアセチル化される cPLA2が H2AX などによる修復機構やアポトーシスにどのよう

に影響するか、遺伝子改変した Tip60 を用いて、癌細胞と正常細胞による感受性の相違、その

制御について解明を進めた。その結果、温熱ストレスに対して Tip60 のアミノ末端側 30kDa が

温度致死高感受性に移行する重要な働きをしていることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は、cPLA2の未知の働きを調べている過
程で、温熱ストレスに対しても cPLA2 が核内
に移行して関与していることを見出した。温
熱ストレス障害は主にタンパク質の変性が
原因であるとされているが、タンパク質の変
性が DNA 障害までも引き起こしている可能性
も考えた。 
 一方、cPLA2がヒストンアセチル化酵素活性
を持つ因子 Tip60 と結合することが報告され

た（Mol Cell Biol 21, 4470-4481, 2001）。
我々もその後の一連の研究で cPLA2 と Tip60
との結合を in vivoで確認している。これら
の結果は cPLA2 が核内でも役割を果たしてい
ることを示唆し、Tip60 を経由して刺激に応
答するエピジェネティクスに関与している
ことを示している。 
 クロマチン構造をもつ高等真核生物の DNA
が損傷を受けた時、その損傷部位が認識され
修復されるためには損傷部位のクロマチン
の構造変換が必要である。その際、Tip60 が
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下図に示す複合体を形成し、その複合体中に
大腸菌において組換え修復に関与する RuvB 
と相同性のある因子が存在することが明ら
かになり、Tip60 複合体が DNA 障害修復に関
与することが示唆された(Cell 102, 463 
-473, 2000)。さらに、Tip60 複合体がヒスト
ン H2AX を含む損傷クロマチンに結合するこ
とが明らかとなった(Science 306, 2084 
-2087, 2004)。ヒストン H2AX はクロマチン
構成タンパクの一つであるヒストン H2A のバ
リアントであり、DNA 損傷に伴い、その C 末
端がリン酸化され細胞核内の損傷部位で
foci を形成することがすでに報告されてい
る。Tip60 アセチル化酵素複合体によって促
されるヒストン H2AX のダイナミクスの亢進
が DNA 障害修復にとって重要なステップであ
ることが明らかになった。これらの報告を踏
まえ今回は DNA 障害に伴い複合体の中心であ
る Tip60 に cPLA2がどのように関与してクロ
マチンの変化につながるのかを調べた。 

 紫外線や X線による DNA 障害について解析
してきたが、今回、温熱ストレスを含めた DNA
障害時における転写因子や構造変換するク
ロマチンに cPLA2と Tip60 がどのように相互
作用し、どのように変化していくのかを明ら
かにしようと試みた。特に、正常細胞とガン
細胞は DNA 障害に対しての感受性が大きく異
なることが知られており、その違いを明らか
にすることはガン治療に応用するにあたっ
て重要であると考えている。 
 本研究によって cPLA2や Tip60 の発現、修
飾、核内移行の制御ができれば、頭頸部癌等
の治療に際し、補助的療法として活用臨床応
用の可能性があると期待している。さらには
放射線、化学療法、温熱療法等を併用すれば、
治療効果を増幅するなど医療への応用がで
きるものと考えている。 
 
 
 

２．研究の目的 
 
 本研究では、環境ストレス（電離放射線、
紫外線、温熱、Hypoxia）に対する細胞応答
に際しての cPLA2 の役割およびを知るため、
DNA 障害時に核内に移行した cPLA2 および
Tip60 によってアセチル化される cPLA2 が
H2AX などによる修復機構やアポトーシスに
どのように影響するか解明を進めた。また、
ガン細胞と正常細胞による感受性の相違、特
に転写関連因子との相互作用とその制御に
ついて解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 実験で使用する培養細胞について温熱ス
トレス、紫外線、X 線に対する応答を測定し
た。特に、後の遺伝子導入実験などを考慮し
てトランスフェクション効率のよい細胞に
ついて測定した。実験の流れを下図に示した。
Heat shockは４３℃の温浴漕に入れて行った。
致死感受性はコロニーアッセイにより評価
し、その際、RNA やタンパク質を抽出し、cPLA2
や Tip60 のウエスタンブロッティングやリア
ルタイム PCR も行った。 

（１）  使用した細胞株 
 培 養 細 胞 に お け る cPLA2 の 発 現 と
Heat-shock 感受性の関係には相関が見られ
た。Heat-shock における時間ごとの生存曲線
と各細胞株の cPLA2 タンパク質の発現パター
ンを以下に示した。 



 

 

 
ほとんど cPLA2 を発現していない細胞
（ SK-N-SH、CV-1 ）は、Heat-shock を与え
てもそれほど死んでしまうことはなく、致死
感受性は低かった。 
 一方、cPLA2を多く発現しているガン由来の
細胞（  B16、 HeLa S3 ）は非常に高い
Heat-shock の致死感受性で、2時間で生存率
がほとんどゼロに近づいた。 
 実験はこれらの細胞株を用いて行った。 
 
（２）cPLA2ノックアウトマウスの肺から
初代培養した線維芽細胞の作製  
 cPLA2 の発現量の関与を確かめるために、
cPLA2 ノックアウトマウスの肺から初代培養
した線維芽細胞を作製した。下の図に示すよ
うに、cPLA2が存在しない細胞はコントロール
と比較して、Heat-shock 致死感受性が低くな
った。 

 
（３）遺伝子改変した cPLA2 について 
 遺伝子改変した cPLA2 については今までの
研究において作製した S505A、D43,93N など
を使用して実験を行った。リポフェクション
法によってトランスフェクションし、同様の

Heat-Shock 実験を行い、次に示す結果を得た。 
 

 結果は予想どおり、活性のある cPLA2 をト
ランスフェクションした時のみ Heat-shock
致死感受性が高くなった。 
 
（４）遺伝子改変した Tip60 の作製 
 Tip60 の各ドメインの機能について詳しく
解析を行うため、遺伝子改変した Tip60を作
製して、癌細胞と正常細胞による感受性の相
違、その制御について解析した。作製したコ
ンストラクションを下に示す。 
 

 
４．研究成果 
 リポフェクション法によって遺伝子改変
した Tip60をトランスフェクションし、同様
の Heat-Shock 実験を行った結果、温熱スト
レスに対してアミノ末端側 30kDa が温度致死
高感受性に移行する重要な働きをしている
ことを見出した。また、cPLA2との相互作用 
についても重要な部位であり、カルボキシ末
端側 30kDa については温熱ストレスにおいて
cPLA2とは逆の移動をする。 
 
（１）温熱ストレスは DNA 障害をひき起
こすか 
 Heat-shock 後の CV-1、マウス線維芽細胞
のリン酸化型 H2AX を共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。写真は次ページに示す。温熱 2
時間後からフォーカスが見られることから
温熱ストレスは DNA 障害をひき起こすのでは
ないかと考えた。 
 マウスの細胞でも同様の結果が得られた
が、cPLA2ノックアウトマウス由来の細胞では



 

 

Heat-shock を与えなくてもリン酸化型 H2AX
のフォーカスの形成が見られた。この結果は、
ウエスタンブロティングでも発現を裏付け
られた。 
 これは cPLA2発現が修復に抑制的に働いて
いることを示唆している。 

 

 
 
（２）温熱感受性は cPLA2 発現と Tip60
の相互作用によっておこる 
 Heat-shock 致死感受性が低い CV-1 細胞に
Tip60を遺伝子導入するとHeat-shock致死感
受性の上昇を示した。以下に示す。 

 
 しかし、内在性 cPLA2発現には影響なく（ウ
エスタンブロット）、Tip60 と cPLA2の強い相
互作用は維持されていた（免疫沈降）。次に

示した。 

 以上のことから、温熱感受性が cPLA2発現
と Tip60 の相互作用によって起こることを示
唆された。 
 
 
（３）温熱感受性には Tip60 が必要であ
る 
 Heat-shock 致死感受性が高い HeLa S3 細胞
の Tip60 の発現を抑制して温熱ストレスを与
えると温熱致死感受性も抑制された。しかし、
内在性 cPLA2発現には影響なかった。以下に
示す。 
 

 

 
 

 
温熱感受性には Tip60 が必要であることが示
唆された。 



 

 

（４）温熱感受性には Tip60 の N 末端が
重要な役割を果たしている 
 Heat-shock 致死感受性が低い CV-1 細胞に
遺伝子改変した Tip60 を遺伝子導入して
Heat-shock 致死感受性を調べた。Heat-shock
２時間後の生存率を以下に示す。Tip60 のア
ミノ末端が重要な働きをしていることが示
唆された。 

 
 また、遺伝子改変した Tip60 について CV-1
細胞における局在を共焦点レーザー顕微鏡
で解析した。以下に示した。温度致死高感受
性への移行に重要なアミノ末端側 30kDa は核
に存在しているが、Heat-shock をしても foci
は形成しなかった。また、cPLA2との相互作用
についても重要な部位であり、カルボキシ末
端側 30kDa については温熱ストレスにおいて
cPLA2とは逆に細胞質へ移動した。 

 
 最後に cPLA2と Tip60 との相互作用につい
て免疫沈降法で解析し、cPLA2とは Tip60 のカ
ルボキシ末
端で結合し
ていること
が示唆され
た。右に示
した。 
 
 
 
 

 以上のことから cPLA2発現と Tip60 は温熱
致死感受性に深く関わっていることが示唆
された。核内にある cPLA2は Heat-shock スト
レスでの増殖には抑制的に働き、それはアセ
チル化酵素活性を持つ Tip60 と相互作用する
ことによって行っていると考えている。 
 そして Tip60 によるアセチル化によって、
DNA 二本鎖切断部位に集まってくるリン酸化
型 H2AX が修復プロセスに入るための脱リン
酸化を行うと予想している。簡単なスキーム
を以下に示した。 
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