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研究成果の概要（和文）：SH 基反応性の酸化ストレス物質 15d-PGJ2，ONE，8-nitro-cGMP は，

DNA 損傷応答を引き起こすことなく，ATM 依存的な p53 のリン酸化と蓄積，アポトーシスを誘導

する．過酸化水素の場合と異なり，15d-PGJ2による ATM の活性化では ATM 間でのジスルフィド

結合の形成を必要としない．15d-PGJ2は ATM に依存した代謝系の制御機構に影響を及ぼす．以

上のことを本研究では明らかにし，ATM の DNA 損傷応答とは異なる酸化ストレス応答機構とそ

れが代謝系の制御に関与するという生理学的意義を示した． 

 
研究成果の概要（英文）：The sulfhydryl-reactive oxidative stress agents 15d-PGJ2,ONE and 
8-nitro-cGMP induce phosphorylation and accumulation of p53 and apoptosis but DNA damage 
response. The ATM activation by 15d-PGJ2 does not require a disulfide-cross-linked dimer 
formation of ATM, unlike the case by hydrogen peroxide. 15d-PGJ2 affects the ATM-dependent 
metabolic regulation. These results obtained in this study characterize the mechanism 
of the ATM-dependent oxidative stress response that is different from DNA damage response 
and indicate involvement of the oxidative stress response in regulation of the metabolic 
system. 
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１．研究開始当初の背景 
毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 症 (ataxia 

telangiectasia，AT)は，早老症状，小脳変

性，免疫不全，リンパ系腫瘍の高発などを主

症状とする，ATM が原因遺伝子の遺伝性疾患

である．ATM は DNA 損傷チェックポイント因

子として細胞周期やアポトーシスを制御し

ている．ATM は DNA 二重鎖切断等の DNA 構造

のゆがみのシグナルを受け，不活性型二量体

から単量体へと分離し，活性化する．この DNA

二重鎖切断のシグナルが ATMに伝達されるた

めには，ナイミーヘン症候群の原因因子であ
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る NBS1 を含む MRE11-RAD50-NBS1 複合体が必

須である．ATには，早老症状や神経細胞のア

ポトーシス，毛細血管拡張症など，DNA 二重

鎖切断だけが原因とは考えにくい特徴も見

られる．これらの原因として注目を浴びてい

るのが酸化ストレスであり，AT 細胞では酸化

ストレスに対する防御機構の一部が機能せ

ず，細胞傷害や細胞死が起こると考えられて

いる．実際に，AT 細胞では多くのレドックス

状態異常が見られ，さらに，ATM の酸化スト

レス制御機能は，造血幹細胞の自己増殖にお

いても重要であることが報告されている．ま

た，酸化ストレスは細胞老化とも密接に関係

している．近年，細胞老化は腫瘍などの退縮

に有用であると注目されると同時に，iPS 細

胞産生の効率を下げる要因の一つが細胞老

化である可能性も報告されている．細胞老化

では p53 の活性化が見られるため，ATM と酸

化ストレスを結びつける機構を明らかにす

ることは，個体の老化機構や神経疾患の分野

のみならず，再生医療や細胞老化を利用した

がん抑制の面からも大変重要な課題である．

しかし，ATM が酸化ストレスを感知する機構

はわかっていない．一般的にこの機構として

考えられているのは，活性酸素種が DNA を損

傷した時に，その損傷部位の修復や複製を介

してDNA二重鎖切断が生じ，それによってATM

が活性化するというものである．しかし，ATM

が細胞質にも局在していることなどから，当

研究室では，ATM 依存的な酸化ストレス応答

には DNA二重鎖切断を必要としない経路があ

ると考え，DNA 二重鎖切断を介さない ATM の

活性化機構を解析してきた．その過程で，未

刺激の細胞から分離した ATM免疫沈降体をイ

ンビトロでアルキル化剤 N-methyl-N′- 

nitronitrosoguanidine (MNNG)や酸化ストレ

ス 剤 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 

(15d-PGJ2)で刺激することによって，ATM が

活性化することを見出した．クロマチン DNA

が存在していない ATM免疫沈降体を刺激する

ことによって ATMが活性化するということは，

当然，その機構には DNA は関与せず，単に ATM

免疫沈降体に含まれる因子の損傷，修飾によ

って ATMの活性化が起こっていると推測され

る．また，15d-PGJ2はタンパク質の特定シス

テインの SH 基に共有結合することが知られ

ているが，15d-PGJ2は ATM とも共有結合する

ことを明らかにした．MNNG もタンパク質の

SH 基を修飾することが知られているので，

ATMに存在するSH基のどれかが酸化ストレス

センサーとして機能し，ATM がその SH 基の修

飾を感知して活性化している可能性は非常

に高い． 

 

２．研究の目的 
細胞には酸化ストレスを感知し，酸化還元状

態のバランスを保つための仕組みが存在す

る．その中の一つとして毛細血管拡張性運動

失調症の原因因子 ATMの関与が考えられてい

る．実際に，AT や AT 細胞では様々な酸化ス

トレス応答異常が観察されている．しかし，

酸化ストレスと ATMを結びつける機構はわか

っていない．当研究室ではこれまで，酸化ス

トレスの一つであり，タンパク質の SH 基の

修飾を引き起こす物質15d-PGJ2がATMに結合

し，ATM を活性化し，p53 のリン酸化と蓄積

を誘導することを明らかにした．このことか

ら，ATM は SH 基を修飾するような酸化ストレ

スを認識して，酸化ストレスの防御を促進さ

せる働きがあるのではないかと考えている．

その中で本研究では，ATM の酸化ストレスセ

ンサーとしての機能とこれまで良く研究さ

れてきた DNA 二重鎖切断の修復，チェックポ

イントに関わる機能を解析し，その機構の違

いを明らかにすること，また，ATM の酸化ス

トレスセンサーとして働く SH 基を同定し，

そのアミノ酸を変異させた ATM を作製して，

ATM の酸化ストレスセンサーとしての機能を

明らかにすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 これまでの研究で，特定のタンパク質の SH

基に共有結合する15d-PGJ2がATMにも結合す

ることを見出した．この結合部位は ATM の酸

化ストレスセンサー機能に重要であると考

えられるため，同定を試みた．350 kDa の巨

大タンパク質である ATM の cDNA の全長を 8

断片化し，GST タグ発現ベクターにつなぎ，

それぞれを大腸菌で発現させ，GST タグを利

用して精製した．精製 ATM 断片をビオチン化

15d-PGJ2と反応させ，ウエスタンブロッティ

ング法で ATM と 15d-PGJ2の結合を解析した．

その結果，GST のみのコントロール断片との

結合はみられなかったが，ATM の８断片全て

において 15d-PGJ2との結合が確認できた． 

 ATM の DNA 損傷チェックポイントにおける

上流因子のノックアウト細胞を用いて，DNA

損傷チェックポイントと酸化ストレスセン



 

 

サー機構との関連性を，DNA 損傷処理，

15d-PGJ2刺激による細胞応答を基に解析した．

ATM の DNA 損傷チェックポイントにおける必

須上流因子である Nbs1 のノックアウト DT40

細胞では，DNA 二重鎖切断による ATM の活性

化は起こらないが，15d-PGJ2による ATM の活

性化は野生型と同様に起こり，DNA 複製阻害

処理では DNA複製障害チェックポイント因子

である ATRの活性化が起こらないことがわか

った．Nbs1 は ATM 経路のみならず，ATR 経路

にも必要であり，幅広い DNA 損傷応答に関与

していることを明らかにした． 

 15d-PGJ2，および，他の類似 SH 基反応性代

謝産物である 4-oxo-2-nonenal （ONE）や

8-nitro-cGMP 刺激に対する細胞応答をウエ

スタンブロッティング法や FACS を用いて解

析した．その結果， 15d-PGJ2 や ONE ，

8-nitro-cGMP は Chk2，H2AX のリン酸化等の

DNA 損傷応答は引き起こさず，p53 のリン酸

化と蓄積，アポトーシスを誘導することを明

らかにした．また，15d-PGJ2においては，低

濃度で長時間刺激することによって細胞老

化を誘導することを SA-ß-galactosidase 染

色の解析によって明らかにした． 

 本研究の途中で，ATM が DNA 損傷非依存的

に酸化ストレス物質である過酸化水素によ

って活性化し，その活性化には二つの ATM が

アミノ酸残基 2991 番目のシステイン残基で

ジスルフィド結合することが必要であると

報告された．この過酸化水素による ATM の活

性化機構には，本研究で使用している酸化ス

トレス物質15d-PGJ2によるATMの活性化にも

該当するような部分があるため，過酸化水素

刺激と比較して，15d-PGJ2刺激による ATM の

ジスルフィド結合の形成を調べた．その結果，

過酸化水素では ATMのジスルフィド結合の形

成が確認できたが，15d-PGJ2ではジスルフィ

ド結合の形成はみられなかった．さらに，ATM

の 2991 番目のシステイン残基が酸化ストレ

スによる ATMの活性化に重要であるという報

告を基に，ATM の cDNA に PCR 法を用いた部位

特異的な変異導入を行い，ATM の過酸化水素

反応性システイン残基 2991 をアラニンに変

異させた変異型 ATM を作製し，その発現ベク

ターを ATM ノックアウト DT40 細胞に安定的

に組み込んだ細胞を作製した． 

 また，ATM は糖尿病などで異常となる代謝

系の制御機構にも関係していることが報告

されたため，15d-PGJ2や糖尿病治療薬の一つ

であるメトホルミン処理による ATMを介した

代謝系への影響を解析した．その結果，

15d-PGJ2，過酸化水素，メトホルミン処理の

いずれにおいても，代謝制御機構の一つであ

る S6K の脱リン酸化反応が ATM 依存的に起こ

ることを見出した． 

 

４．研究成果 

 ８断片化したATMを用いて15d-PGJ2との結

合実験を行い，８断片全てが 15d-PGJ2と結合

することを明らかにした．ATM には８９個の

システイン残基があり，断片化したことによ

る影響も考えられるが，ATM の全長に渡って

15d-PGJ2との結合部位が分布していることが

わかった．結合部位全てが酸化ストレスセン

サー機能と関連しているとは限らないが，こ

のように結合部位が多数存在することは，酸

化ストレス物質の ATM への結合の誘引，セン

サー感度の向上に作用している可能性が考

えられる． 

 これまでにも酸化ストレスにより ATMが活

性化するという報告は多数存在するが，ほと

んどが，酸化ストレスにより DNAが損傷され，

それによって ATMが活性化すると結論付ける

ものである．本研究で 15d-PGJ2，および，そ

れに類似したSH基反応性代謝産物であるONE

や 8-nitro-cGMP を用いて細胞応答を解析し

明らかにした，SH 基反応性代謝産物は Chk2

や H2AX のリン酸化等の DNA 損傷応答を起こ

さずに，p53 のリン酸化や蓄積，アポトーシ

ス等の ATM 経路を活性化するという結果は，

DNA 二重鎖切断による ATM の活性化には Nbs1

が必須であるが，15d-PGJ2による ATM の活性

化には Nbs1 は必要ないという結果とあわせ

て，ATM は DNA 損傷非依存的に，DNA 損傷経

路とは別の機構で，酸化ストレスにより活性

化することを示すものである．さらに，

15d-PGJ2 刺激では，DNA 損傷応答を引き起こ

すことなく，細胞老化を誘導することも明ら

かにした．細胞老化には DNA 損傷応答が必要

であると考えられているため，この結果は，

DNA 損傷チェックポイントによる細胞周期停

止と不可逆的細胞老化の機構を正確に区別

して理解するために重要であると考えられ

る．加えて，この結果は，酸化ストレスと細

胞老化を DNA損傷非依存的に直接的に結びつ

けるものであり，酸化ストレスによる細胞老

化の誘導機構を明らかにする上で意義ある

ものである． 



 

 

 また，Nbs1 の解析結果から派生して，DNA

二重鎖切断応答における ATMの上流因子とし

て広く認識されている Nbs1 が，DNA 複製障害

時の ATRチェックポイント因子の上流因子と

しても働くことも明らかにした．このことは，

Nbs1 変異が原因のナイミーヘン症候群では

ATM 欠損が原因の毛細血管拡張性運動失調症

と ATR 変異が原因の ATR セッケル症候群の両

方の特徴がみられることと一致し，これらの

関連性と Nbs1 と ATM，ATR の機能を解析する

ことは，それぞれの症状の原因機構の解明に

役立つものである． 

 本研究の途中で，２型糖尿病の治療薬メト

ホルミンによる代謝制御に ATMが関与してい

ることが報告された．本研究でも，ATM の DNA

損傷応答とは異なるこの代謝制御における

機能が ATMの酸化ストレス応答機構と関係し

ている可能性を考え，酸化ストレス刺激にお

ける代謝制御応答を解析した．その結果，メ

トホルミンも15d-PGJ2もATM依存的代謝制御

に影響を与えることが明らかになった．メト

ホルミンが ATMを活性化する作用については

今後の解析を必要とするが，この結果は，メ

トホルミンの作用がなんらかの過程を経て，

酸化ストレス応答機構とつながっている可

能性を示すものであり，DNA 損傷応答機構と

は異なる，ATM の酸化ストレス応答機構の生

理的な面における重要性を示すものである． 

 さらに本研究の途中で，他のグループが，

ATM は過酸化水素刺激によって DNA 損傷非依

存的に活性化し，その活性化には二つの ATM

がシステイン残基 2991 でジスルフィド結合

を形成することが重要であると報告した．本

研究でも15d-PGJ2によるATMのジスルフィド

結合の形成を解析し，15d-PGJ2の場合は過酸

化水素の場合と異なり，ジスルフィド結合の

形成は起こらないことを確認した．過酸化水

素と 15d-PGJ2はどちらも SH 基に作用するの

で，過酸化水素と 15d-PGJ2が異なる機構によ

って ATM を活性化している可能性よりは，酸

化ストレスによる ATM の活性化には二つの

ATM がジスルフィド結合を形成することが必

要なのではなく，システイン残基 2991 があ

る特定の性質を持った物質，ATM や 15d-PGJ2

等，によって修飾されることが重要である可

能性の方が高いと考えられる．本研究では

ATMのシステイン残基2991をアラニンに変異

させた変異体を作製し，その変異型 ATM を組

み込んだ細胞の作製も行ったので，今後はこ

の細胞を用いてより詳細に，ATM の酸化スト

レス応答機構を解析する予定である． 

 DNA 損傷のチェックポイント因子として広

く認識されてきた ATM が，酸化ストレスに対

しても応答し，DNA 損傷応答機構とは別経路

で，細胞老化，代謝系の制御機構に関与して

いることを明らかにしたことは，ATM が原因

で起こる毛細血管拡張性運動失調症で見ら

れる小脳変性や毛細血管拡張，老化，発がん

などの機構の詳細な解明のために貢献する

ものである． 
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