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１．研究計画の概要 
 Sp1 を介した DNA2 重鎖切断修復酵素の
転写制御を利用して、癌組織や正常細胞の放
射線感受性を制御することを目的とする。
Sp1 の蛋白質量/活性をあげることができれ
ば、ATM や DNA-PK の蛋白質量/活性は高め
られ、DNA2 重鎖切断修復能が向上し正常組
織を放射線防護することができる。Sp1 の蛋
白質量/活性を低下させることができれば、
ATM や DNA-PK の蛋白質量/活性は低下し、
DNA2 重鎖切断修復能が低下して癌組織を
放射線増感することができる。ATM と
DNA-PK だけでなく、MDC1、XRCC4 など
多くの DNA2 重鎖切断修復酵素のプロモー
ター領域に Sp1 binding site が存在する。
Sp1を制御することによりそれらの蛋白質量
/活性を一括して制御することができ、より効
率よく放射線増感することが可能と期待さ
れる。さらに、Sp1、ATM、DNA-PK の発現
が正常細胞より癌細胞で高いことから、Sp1
を介して癌細胞を選択的に増感できる可能
性が高い。以上のことから、癌細胞の選択的
放射線増感の分子標的として Sp1 は極めて
重要と考えられる。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）siRNA による Sp1 の抑制 
siRNA としては、目的とした遺伝子の安定的
な抑制を目的として、ベクター型の B-Bridge 
International 社 製 の TransSilentTM 
shRNA Vector Mix を利用した。Sp1 に対す
る siRNA によって、Sp1 の mRNA とタンパ
ク質量は低下した。Sp1 に対する siRNA に
より Sp1 の発現は低下し、ATM、DNA-PK
の発現も低下した。このことから、ATM と

DNA-PK の発現は Sp1 に制御されているこ
と、並びに、Sp1 を介して感受性制御ができ
る可能性を明らかにした。さらに、培養細胞
の放射線感受性が Sp1 を制御することによ
り高められることを実験により確認した。 
（２）Sp1とSp3の dominant negative DNA
の expression vector の作成 
dominant negative formとしては、Zn finger
領域のみを持ち、S/T-rich と Q-rich を持たな
い構造とし、Sp1 では 580-784 アミノ酸をコ
ードする領域を、Sp3 では 512-712 アミノ酸
をコードする領域を dominant negative 
form DNA としてクローニングした。
expression vector に組み込み培養細胞に
transfect した。予備的実験では、作成した
Sp1 の dominant negative DNA の転写は行
われたが、Sp1 の機能に有意に影響を与える
ことはなく、Ku70、Ku80、DNA-PKcs、ATM
の転写に影響を与えることもなかった。Sp3
に関してはクローニングを終えた段階にあ
る。 
（３）正常型 Sp1/Sp3 の expression vector
の作成 
正常型 Sp1/Sp3 cDNA のクローニングは終
了している。正常型 Sp1 と Sp3 の発現のた
めのベクターとしては pcDNA4/HisMax を
用いて発現ベクター作成をしが、まだ細胞へ
の transfection は行っていない。 
 
３．現在までの達成度 
② おおむね順調に進展している。 
平成 20 年 4 月より、東京大学から新潟大学
に移動したため、研究成果の発表等に多少の
遅れがあります。新潟大学での研究環境の整
備や大学院生の教育は順調に進み、平成 21
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年 4月現在ではほぼ以前の研究環境に復帰し
つつあります。 
 
４．今後の研究の推進方策 
これまでのところ、dominant negative Sp1
はうまく機能していない。これに対して、
siRNA は Sp1 の転写を非常に低いレベルま
で低下させることができた。このため、今後
は siRNA を用いた実験を中心に行っていく
予定である。また、培養状態が Sp1 を介した
転写制御に与える影響に関しても実験を行
っていく予定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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