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研究成果の概要（和文）： 

  アポトーシスの実行過程のうち、最も未解明な点の多い核の凝縮に焦点を当てた。単離核を

用いた方法によって、リング凝縮の機構について解析した。分子量 30K～50K の分画に強いリン

グ凝縮活性があること、それはカスパーゼ、DNase、JNK キナーゼとは異なる可能性が高いこと

を明らかにした。またリング凝縮の過程を詳細に解析する方法を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：This study characterized the condensation factor(s) which induced 

the ring condensation in nuclei during apoptosis using cell-free apoptosis system.  

Neither DNase, caspases nor JNK kinase would be involved in ring condensation. 
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１．研究開始当初の背景 

 胚発生をはじめとして組織がダイナ

ミックに変動するとき、あるいは成体におけ

る恒常的な細胞の代謝回転において、プログ

ラムされた細胞死がおきることが知られて

いる。この細胞死は、多くの場合、アポトー

シスと呼ばれるタイプの細胞死となる。そし

て、この２０年間でアポトーシスの様々なス

テップの詳細が明らかにされ、またアポトー

シスが進行するために不可欠な分子が同定

されてきた。死のプログラムの実体として、

細胞死遺伝子が明らかにされ、死の引き金、

シグナル伝達、そして死の実行に至るまで、

細胞に組み込まれた、まさにプログラムされ

た死であることを示す研究が爆発的に進ん

できた。 

そのアポトーシスの最後のステップで

ある実行過程では、ゲノム DNA の切断、多

くの細胞蛋白の限定分解がおきるが、最も分
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子形態学的にも顕著なイベントであり、アポ

トーシスの定義でもある核の凝縮は、はたし

てプログラムされているのだろうか？培養

細胞にアポトーシスを起こさせると、最後は

核が凝縮するが、そのタイミングはバラバラ

であり、またその凝縮像は細胞間で異なって

いるように見える。実は、アポトーシスにお

ける核の凝縮は、研究者によって統一的な見

解が得られていなかった。それは、核の凝縮

の同調性が悪く、また同一の核を追跡してそ

の形態学的変化を捉えた研究が皆無であっ

たからである。 

このような状況下では、核の凝縮と言っ

ても研究者ごとに定義が異なり、当然のこと

ながら議論がかみ合わない訳である。例えば 

「核凝縮に ATP が必要か否か」という問題

では、「どこまでいけば核凝縮しているとい

えるのか」が、研究者間で異なっていたのが

混乱の元凶であった。 

我々は、2007 年に cell-free アポトーシ

スの手法と微速度映画を用いて、アポトーシ

スにおける核の凝縮過程がリング形成、ネッ

クレス、最終の３ステップをたどることを報

告し、そのうち 2～3 分で生じるリング構造

を引き起こす因子（リング形成因子）が、ア

ポトーシス細胞の抽出物からへパリンアガ

ロースによるアフィニティーカラムによっ

て高濃度に精製できることを見出した。 

 

２．研究の目的 

  アポトーシスにおける核の凝縮の分子

形態学的観察を更に進め、かつそれらを動か

す分子の実体に迫りたい。 

 

３．研究の方法 

  アポトーシスにおける核の凝縮を試験

管内で再現させる方法として cell-free アポ

トーシスの手法がある。これは HeLa S3 細

胞などを低張処理によって細胞膜を破たん

させ、単離核にしたものに様々な因子を含む

エクストラクトをかけて凝縮をおこさせる

ものである。通常は 37℃で行う。阻害剤で核

を前処理したり、遺伝子導入した細胞からの

核を用いることで、メカニズムを探ることが

可能となる。またこの過程を微速度映画で撮

影して、同一の核の変化を追跡することもで

きる。 

 
４．研究成果 

１）リング凝縮因子の解析 

ヒト白血病細胞 Jurkat 並びにニワトリ

ヘパトーマ細胞 CHEP をそれぞれ約１０リッ

トル大量培養し、そこからへパリンアガロー

スによるアフィニティーカラムによって部

分精製した。この部分精製物は、cell-free

のアポトーシスの系で、単離核を強力にリン

グ状に凝縮させた。同調性は高く、９９%以

上の核が数分以内にリング状に凝縮した。こ

のリングは、精製前の抽出物を単離核に欠け

た数分以内におきるリングと全く変わらな

いものであった。へパリンアガロースは、

DNaseなどのDNA結合蛋白を選択的に結合

させることが知られており、実際に、このカ

ラムを通すことで、完全に DNase 活性を除

去できる。こうして全く DNase を含まない

部分精製物が、リング凝縮を強力におこすこ

とは、リング形成には DNase 活性は必要が

ないことを示唆している。またリング凝縮を

した核の DNA は切断されていないことを確

認してある。 

またこのリング形成因子を高濃度に含

んだエクストラクトはカスパーゼ活性が高

いことが分かっていたので、リング形成には

カスパーゼが働いていることが考えられた。

そこでカスパーゼ阻害剤 DEVD などをあら

かじめ核に作用させたあと、リング形成させ

たが、全く正常にリングになった。このこと

はリング形成にはカスパーゼ活性は必要な



 

 

いことを示唆している。 

リング形成因子を豊富に含む分画を分

子量の違いによって分画したところ、分子量

30K～50K の分画に強い活性があることが判

明した。もちろん、この方法で厳密に分子量

を決定できるわけではないが、少なくとも 

リング形成がイオンや低分子によるアーテ

ィファクトであることを完全に否定する結

果である。 

また硫安沈殿によって分画を試みたと

ころ、硫安３０～５０％分画に強いリング誘

導活性があることを見出したが、同定には至

っていない。 

２）核凝縮におけるリン酸化の役割 

核凝縮に果たしているキナーゼの役割

を知るために p38 並びに JNK キナーゼに対す

る阻害剤 SB 203580, SP 600125 をあらかじめ

処理したのちに単離核に作用させた。特に

JNK キナーゼは核凝縮に働いているという報

告がある。ところが、両阻害剤とも cell-free

の核凝縮はまったく阻害できなかった。  

次に単離核の蛋白質にエクストラクト中の

何らかのキナーゼが働いてリング凝縮をは

じめとするクロマチンの変化を誘発するな

らば、新たにリン酸化された蛋白質を標識す

ることで同定できると考えた。最近報告され

た、新規にリン酸化された蛋白質を標識する

方法を用いて、cell-free アポトーシスの反

応中に ATP-S を入れて、蛋白質をチオリン酸

化した。そのあと、PNBM でエステル化してか

ら核蛋白を抽出し、ウェスタンブロット解析

を行った（図１）。抗体は チオリン酸化エ

ステルを特異的に認識する抗体を用いた。エ

クストラクト、ATP-S、PNBM 処理したサンプ

ル(レーン２)のみに検出されたバンドは、

cell-free アポトーシスの反応中に新たにリ

ン酸化された核蛋白であると考えられる。 

 

図１        
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３）リング形成の詳細な解析 

あまりにリング凝縮が迅速な過程である

(数分)ため、これまで映画で撮影することが

できなかった。本研究において、種々の温度

で反応させることで、その速度を制御できる

ことが判明した。温度を２５℃または３０℃

に下げることで進行速度を落とし、初めてリ

ング凝縮に至る過程の撮影に成功すること

ができた。その解析結果からリングの空洞部

分が徐々に拡大していくのではなく、核全体

が同調的に薄くなっていくことが分かった。 

(図２)              

図２ 

数字は 反応開始後の分 温度３０℃ 
同じ核（矢印）を比較すれば リングに徐々
になっていくことが分かる 
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