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研究成果の概要（和文）： 

 最近の研究により、遺伝子が機能する染色体の数や構造の異常が、正常細胞ががん化する過
程で重要な役割を果たしていることが明らかとなっているが、そのような異常染色体の形成機
構は十分に明らかにされていない。本研究では、染色体の末端であるテロメアに注目して、正
常細胞ではテロメアにどのような蛋白質が存在・機能するのかを明らかにした上で、その異常
がどのようにして染色体異常を導くのかを分子レベルで明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）： 

It is now well established that chromosomal aberrations play a major role in carcinogenesis. 

Yet, the precise mechanisms how aberrant chromosomes are formed remain unknown. In 

this study, we focused on the telomere, the terminal domain of linear chromosomes. First, 

we identified novel chromatin structures at telomeres, and next we examined how 

chromosomes would become unstable in dysfunctional telomeres.  
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１．研究開始当初の背景 

 がん細胞は、正常細胞では見られない遺伝
的不安定性を示すことでランダムに生じた
異なる変異をもつ遺伝学的に異質な細胞か
らなる集団を形成する。その構成員の中から、
より悪性な形質をもつ細胞クローンが選択
されることで一方的な悪性化を来たし、患者
はしばしば予後不良の転機をとる。 

 従来、特に固形腫瘍においては、点突然変
異に比べて染色体構造異常は、がん化に大き
な貢献をしていないと考えられてきた。しか
し、次世代シーケンシング技術を初めとする
方法論の飛躍的な発展に伴い、血液がんはも
ちろん固形腫瘍においても、特徴的な染色体
異常が多数発見され、それらを分子標的とし
た治療法の開発が急がれている。このような
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状況にもかかわらず、染色体構造異常を来す
分子機構は不明な点が多い。本研究では、染
色体構造の安定な維持に重要な役割を果た
す染色体末端テロメアの機能異常によって
染色体構造異常が誘導される分子機構を明
らかにする。 

 

２．研究の目的 

(1)テロメレース複合体の機能構造の解明： 

 テロメレース複合体の活性に必要な構成
要素 TERTと TRはすでに報告されているが、
複合体のその他の構成成分を得ることを試
みる。 

(2)がん細胞におけるテロメレース非依存的
テ ロ メ ア 維 持 機 構 (ALT; alternative 

lengthening of telomeres)の分子機構の解
明： 

 すでに DNAチェックポイント Rad 遺伝子
が ALT 形成に重要なことを明らかにしてい
るので、その下流にある DNA 損傷チェック
ポイント経路の遺伝子が ALT において果た
す役割を明らかにする。 

(3)細胞老化の分子機構の解明： 

 既にp38が細胞老化誘導経路において重要
な役割を果たしているので、p38 老化シグナ
ルが in vivo で活性化される意義を明らかに
する。 

(4)エピジェネティックなテロメア維持機構
の解明： 

 既に分裂酵母環状染色体という独自な解
析系を有しているので、それを用いた遺伝学
的な解析により、本現象に必要な遺伝子を同
定する。 

 

３．研究の方法 

(1)テロメレース複合体の機能構造の解明： 

テロメレース陽性細胞に、テロメレースの触
媒サブユニットである TERT をタグ付きリ
コンビナント蛋白質として発現させ、タグ配
列に対する抗体を用いた免疫沈降実験によ
って、テロメレース複合体を精製した後、質
量分析機を用いて精製された蛋白質の同定
を行う。 

(2)がん細胞におけるテロメレース非依存的
テロメア維持機構の分子機構の解明： 

 すでに、相同 DNA 組換え反応が ALT 細胞
におけるテロメア維持機構として重要であ
ることが知られている。相同 DNA 組換え反
応は、Holliday junction DNA など、通常の
２本鎖 DNA では見られない特徴的な構造を
もつ DNA 反応中間体を形成する。変性 DNA

電気泳動、エチジウム・ 

ブロマイイド存在下電気泳動などの手法を
用いて、ALT 細胞の特徴的な構造をもつ
DNAが存在しないかどうかを明らかにする。 

(3)細胞老化の分子機構の解明： 

 既に、Ras がん遺伝子経路や p38 を人為的

に活性化することで、正常線維芽細胞に細胞
老化を誘導する系を有している。このように
して誘導された老化細胞に特徴的な形態、蛋
白質異常を明らかにする。 

(4)エピジェネティックなテロメア維持機構
の解明： 

 分裂酵母は、３本の染色体しかもたず、テ
ロメア機能が異常になると、細胞の一部は３
本の染色体を自己環状化させることで、DNA

の物理的末端やテロメア配列なしに生存し
続けることができる。このような環状化染色
体株は、テロメア配列をもたないにも関わら
ず、テロメア DNA 結合蛋白質などのテロメ
アクロマチン蛋白質を保持し続けている。
種々の変異株を用いることにより、テロメア
クロマチンをエピジェネティックに維持す
る分子機構を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1)テロメレース複合体の機能構造の解明： 

 分裂酵母では、テロメアクロマチン構成因
子として、Pot1 が知られており、これらがテ
ロメレースのテロメア DNA への作用を制御
すると思われていることから、リコンビナン
ト Pot1 蛋白質を分裂酵母に発現させて、同
様の手法により Pot1 複合体の構成因子を同
定することを試みた。その結果、新規蛋白質
Roz1, Tpz1, Ccq1 と既に知られていた Taz1, 

Rap1およびPot1からなる新規テロメアクロ
マチン複合体（分裂酵母シェルタリン複合
体）を同定することができ、さらに、これら
の因子の中でも Ccq1 と Poz1 がテロメレー
ス作用をそれぞれ正および負に制御するこ
とを明らかにできた (Miyoshi T. et al. 

Science, 2008)。さらに、最近、Ccq1 が ATM

や ATR な ど の phosphatidylinositol 3 

kinase-like kinase によってリン酸化を受け
ることで、テロメレースのリクルートを行う
ことを明らかにしている（論文投稿中）。 

 出芽酵母では、前述のシェルタリン複合体
の代わりに、Cdc13, Stn1, Ten1 の３つの蛋
白質からなる CST 複合体が、テロメアの末
端維持、テロメレースの制御に機能している
ことが知られていたが、ほ乳類細胞における
相同蛋白質複合体は知られていなかった。私
たちは、ヒトやマウスなどのほ乳類細胞では、
Ctc1, Stn1, Ten1 からなる CST 複合体が出
芽酵母 CST 複合体の相同分子であり、テロ
メア末端の保護、複製に重要な役割を果たし
ていることを見いだした(Miyake Y. et al. 

Mol. Cell. 2009)。特に、CST 複合体をノッ
クダウンした細胞は、テロメアが脱保護され
ゲノムが不安定化したことから、今後、がん
細胞の悪性化に CST 複合体の機能異常が果
たす役割を検討したい。 

(2)がん細胞におけるテロメレース非依存的
テロメア維持機構の分子機構の解明： 



 

 

 DNA の変性電気泳動とエチジウムブロマ
イイド存在化の DNA 構造依存的泳動度の変
化を利用して、ALT 細胞特異的に、１本鎖テ
ロメア DNA、環状テロメア DNA、２本鎖テ
ロメア DNA に高頻度に存在するギャップの
存 在 を 証 明 し た (Nametani, A. and 

Ishikawa, F. Mol. Cell. Biol., 2009)。これら
の構造はテロメレース依存的テロメア維持
細胞（非 ALT 細胞）では、検出されなかっ
たことから、ALT 機構と密接な関係があるも
のと推論され、それに基づいて、ALT 細胞に
おけるテロメア DNA 合成モデルとして、
rolling circle モデルを提唱した。この報告で
初めて同定された種々の ALT 特異的テロメ
ア DNA は、ALT の診断法の開発、ALT を分
子標的とした治療法の開発に役立つものと
して高く評価されている。 

(3)細胞老化の分子機構の解明： 

 Ras がん遺伝子の発現によって誘導された
老化細胞に特徴的に発現する蛋白質として、
ESE3(epithelium-specific Ets 3)遺伝子を同
定した (Fujikawa, M. et al. cancer Sci. 

2007)。老化細胞における ESE3 の発現亢進
は、老化を誘導するストレス反応として、ア
ポトーシスを抑制する機能をもつことを見
いだした(Fumoto, Y. et al.未発表)。 

(4)エピジェネティックなテロメア維持機構
の解明： 

 環状染色体株では、テロメア配列は完全に
失われているものの、サブテロメア領域に存
在していて、セントロメアや性決定因子座に
も存在する non-coding RNA をコードする領
域が維持されていることを見いだした。この
領域由来の non-coding RNA が、エピジェネ
ティクな機序に基づくテロメアクロマチン
の維持に必要であることを見いだした
（Kanoh, J. et al. Cur. Biol. 2005）。テロメ
アは、セントロメアとともに、染色体数や構
造の維持に必須な機能ドメインである。この
成果は、ヒト細胞においても、non-coding 

RNA によってセントロメアやテロメア機能
が維持され、その破綻によりがん細胞の異数
性、染色体異常が生まれるというモデルを示
唆したものであり、高く評価されている。 
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