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１．研究実施の概要

　研究の狙い

細胞複製機構の解明は、細胞増殖制御の分子機構を理解するために必須である

だけでなく、個体の発生、分化、恒常性の維持など基本的な生命現象の理解、さ

らには癌など、細胞増殖異常によって引き起こされる数々の疾患の分子基盤を理

解するためにも重要である。本研究では細胞増殖における複製活性化機構を解明

することを目的として、大腸菌、酵母、動物細胞を材料として研究をすすめてき

た。とくに、増殖因子による複製誘導の細胞内シグナル伝達機構、複製起点での

複製装置の活性化の分子機構、また環境変化、特にDNA損傷因子などによる複製

の一時的停止により誘導される新規な複製様式の解析、種々の細胞型における複

製や転写の様式の多様性についての分子基盤について明かにすることを目標にし

ている。

　これまでの研究の概要

サイトカインによりその増殖分化が制御される血液、免疫細胞をモデル系とし

て用いて増殖因子による複製誘導の分子機構を解析してきた。また、複製起点の

活性化機構を解明するために複製装置の活性化因子を同定し解析した。またDNA

損傷による組み換え依存性の複製機構を解析した。さらに、細胞型、あるいは組

織によって変化する複製、転写の様式についてその分子基盤について免疫担当T

細胞をモデル系として解析した

　成果

これまでにサイトカイン受容体の変異体の解析から、サイトカインに応答して

複製を開始するために必要な受容体の領域を決定し、そこに会合するチロシンキ

ナーゼJAK2の重要性を示した。さらに、サイトカインに応答して複製誘導に関与

する新規細胞内シグナル伝達分子を同定し、解析している。また、動物細胞の新

規のリン酸化酵素（Cdc7類似キナーゼ）を同定しこれが、複製起点で複製装置の

活性化を触媒する重要な制御因子であることを示した。また、DNA損傷や複製停
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止によって誘導される組み換え依存性の複製機構について解析した。さらに、２

種類のT細胞（Th1とTh2）における転写と複製活性化の制御機構を解析し、Th2特

異的に発現されるサイトカイン遺伝子領域に細胞型特異的な染色体構造が存在す

ることを示した。

　今後の見通し

単離されたシグナル伝達分子を用いてサイトカイン受容体の複製誘導のより詳

細な分子機構を解析をすすめるとともに、Cdc7キナーゼによる複製装置活性化に

至る分子機構の全貌を明かにすることを目指す。また、DNA損傷により誘導され

る組み換え依存性複製の機構と生理的意義について真核細胞において検討する。

細胞種特異的な染色体構造の変化と、転写と複製の活性化の機能的連関について

明かにする。これらの努力により複製装置活性化の一般的な分子機構とともに、

環境変化に伴う複製様式の変化、さらに細胞種特異的な複製と転写を可能にする

分子基盤が明かになることが期待される。本研究の応用的側面として、同定され

たシグナル伝達分子の改変による幹細胞の増殖と分化の人為的操作法の開発、

DNA複製に特異的に関与するCdc7類似キナーゼを標的とした、阻害分子の探索と

その抗癌剤としての応用を目指している。また、Th1-Th2細胞群のバランスの異

常はアレルギーや自己免疫疾患などを起こすことが知られており、ナイーブT細

胞からTh1-Th2細胞への分化のしくみの解明はこれらの疾患の発症機序の解明、

さらには治療法の開発につながることが期待される。

２．研究実施内容

　　サイトカイン受容体による染色体複製誘導のシグナル伝達機構の解析（図１）

平成10年度までにサイトカイン受容体の一種であるGM-CSF 受容体の種々の変異

体を作成し、血液、線維芽細胞などに再構成し、その生物活性、シグナル伝達につ

いて検討を加えた。その結果、細胞増殖、抗アポプトーシスなどのすべての活性に

JAK2が必須であることがあきらかになった。さらにPI3-K、Shc、SHP-2、MAPK 

cascade など種々の細胞内シグナル伝達分子・経路の活性化を検討するとこれらのす

べての活性化にJAK2が必要であった。GM-CSF受容体β鎖細胞内に存在する８個の

チロシン残基は種々のシグナル伝達分子の活性化に必須あるいは重複した機能を果

たしているが、増殖すなわち複製促進には必須ではないことを明らかにした。さら

に、細胞の生存にはMEK1を介する経路、あるいはチロシンキナーゼ阻害剤である

ゲニスタインに感受性の経路のいずれかがあれば十分であることなどを示した。さ

らに、増殖に重要であるGM-CSF 受容体膜貫通領域直下部分（box1/box2）に会合す

る分子あるいは特定の領域によって発現が誘導される遺伝子を複数を単離し、その

発現パターンなどについて解析を加えた。box1/box2 に会合することで単離された

MAD2はG2/M期の細胞周期の進行に重要であることが知られている分子で現在ど
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のようにGM-CSF がこの分子の制御を介して細胞周期に関与しているのか検討を加

えている。さらにGyrase、Estrogen receptorなどを用いてJAK2、STATなどの分子と

の融合たんぱく質を作成すると二量体化を誘導することにより、活性化が起こり

種々の細胞応答を引き起こすことが明らかになった。人為的二量体化システムはい

くつか報告されているが我々はDNAgyraseBのシステムに加え、我々が独自に開発し

たhGM-CSF受容体β鎖細胞外領域と膜貫通領域を利用した系を用いた。

DNAgyraseJAK2はSTAT5の強い活性化を起すが細胞の生存、増殖などは維持するこ

とがきない一方、β鎖JAK2はMAPK、STAT5ともに活性化が起こらないのに対し、

c-mycの活性化、細胞の生存のみならず増殖も起こることが明らかになった。このこ

とはJAK2を活性化する際の細胞での局在が異なることによってフェノタイプがこ

となることを示唆している。従って、JAK2の基質であるシグナル伝達分子の細胞内

の局在がことなっていることが予測された。今後この系を用いて細胞増殖に必要な

シグナル伝達経路が明らかになることが期待される。この手法を応用して平成１１年

度は二量体化システムを用いてライブラリーを作成して機能的な遺伝子クローニン

グを試みた。すなわちDNAgyrase、β鎖，Estrogen reseptorにそれぞれ融合たんぱく

質としてcDNAライブラリーを作製し、BA/F3細胞あるいはマウス骨髄細胞にライブ

ラリーを導入し、細胞増殖、生存、E2F遺伝子活性化、抗アポプトーシス、コロニー

アッセイなどを指標として遺伝子の単離を試みた。現在複数のクローンが単離され

解析を進めている。このうちの一つはヒストンアセチル化酵素（HAT1）のマウス

ホモログであることが明らかになった。この遺伝子はマウスBA/F細胞にガンマ線照

射したときにアポプトーシスを起さない株より単離されてきた。HAT1はヒストン

H3, H4のアセチル化を行うことがイーストでは示唆されている。ヒストンH3, H4 と

もに細胞の生存能に関与することも示唆されており、この酵素のサイトカインシグ

ナルにおける役割について検討を行う。平成１０年度までにGM-CSF, G-CSF受容体の

トランスジェニックマウスを作成し血液学的解析を進めてきた。その結果にもとず

き平成11年度はhGM-CSF 受容体変異体Fall （B6, C3Hマウス）、α・β、βキメラ受

容体（C3Hマウス）およびトランスジェニックマウスを作成した。後者は細胞外部

分がα・βで、高親和性にhGM-CSF に結合するが細胞内部分はβの二量体でα鎖

の細胞内部分を持たない。このトランスジェニックマウスが野生型のGM-CSF受容

体を発現させたマウスと同様の表現型を示したことからin vivo においてもα鎖の

細胞内部分は不要であることが明らかになった。

複製装置を活性化するCdc7類似キナーゼ複合体の解析とDNA損傷により誘導さ

れる組み換え依存性のDNA複製機構（図２、３）

われわれは数年前から真核細胞の染色体複製制御機構の一般像を明かにするため

に、出芽酵母において複製開始に必須であることが明かになっていたCdc7-Dbf4キ
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ナーゼ複合体に類似した制御因子が、より高等な真核生物においても存在するかど

うかを検討してきた。平成10年度までに、触媒サブユニットであるCdc7類似遺伝子

をヒトを含む各種真核生物から単離し、その機能解析を行い、さらに分裂酵母とヒ

トのCdc7ホモログ（触媒サブユニット；それぞれHsk1およびhuCdc7）の活性制御サ

ブユニット（それぞれHim1およびASK）を単離したその機能解析をおこなってきた。

平成11年度は、これら単離されたCdc7類似キナーゼ複合体による染色体複製制御の

分子機構を明かにし、さらに高等生物の増殖分化を制御するシグナル伝達ネット

ワークにおける位置づけを解明することを試みた。また、停止した複製フォークを

認識すると考えられるPriAタンパク質の機能ドメインの解析および真核細胞ホモロ

グの探索を行った。（図３）

１）　マウス胚性幹細胞を用いてCdc7遺伝子の誘導的破壊株を作製した。その解析か

ら動物細胞のCdc7はES細胞の増殖特にDNA複製に必須であることを証明した。

一方、同じ遺伝子背景でCdc7遺伝子条件破壊マウスを作製したところ、発生、

増殖阻害を示した。条件破壊株は相補遺伝子としてマウスCdc7のcDNAのひとつ

を使用している。マウスCdc7には数種類のalternative spliced formが存在すること

を見い出しており、この結果は、組織、細胞あるいは発生過程においてCdc7の果

たす機能は同一でない可能性を示唆する。ES細胞でCdc7の遺伝子破壊を誘導する

とp53タンパク質量が増加しそれに伴って細胞死が進行する。細胞は主にS期で増

殖を停止をしており、複製フォークの停止がシグナルとなってp53の誘導が引き起

こされている可能性がある。

２）　活性制御タンパク質の構造と機能の研究から、Cdc7活性制御サブユニットに保

存された３つの保存ドメイン（Dbf4-motif-N、Dbf4-motif-M、Dbf4-motif-C）のう

ち、Dbf4-motif-MとDbf4-motif-Cを含む領域のみで、体細胞増殖およびキナーゼ活

性化に充分であること、さらに、Dbf4-motif-MとDbf4-motif-Cはそれぞれ触媒サブ

ユニットに単独で結合できることが明かとなった。一方、Dbf4-motif-Nはその欠

損は触媒サブユニットへの結合能およびキナーゼ活性化能には影響を与えない

が、複製フォーク停止に対するチェックポイント反応や回復反応に損傷が観察さ

れた。Dbf4-motif-Nは複製複合体との相互作用を行っているものと推測しその相

互作用分子を探索している。

３）　Cdc7キナーゼの重要な標的はMCMタンパク質複合体である。なかでも遺伝学

的結果からMCM2のリン酸化が生理的に重要であることが示唆されている。

MCM2-4-6-7複合体を精製し、in vitroで精製したhuCdc7-ASK複合体でリン酸化反

応を行うと、MCM2および４、６がリン酸化される。MCM2上のセリン、スレオ

ニンをアラニンに置換した変異MCM2を含む複合体のなかでzinc-finger motif近傍

及び、C端近傍にリン酸化の程度が減少する変異を同定した。相当する部位に変
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異を導入するとin vivoでの機能を失うものがあることから、これらのセリンスレ

オニン残基が機能的に重要であることが示唆された。細胞内においてもCdc7によ

るMCM2のリン酸化が観察され、リン酸化されたMCM2タンパク質はクロマチン

から遊離しやすくなる。リン酸化の低下する変異MCM2を含む複合体のひとつは

サブユニット構造が変化しており、リン酸化によるMCM複合体の再構築の可能性

が示唆された。

４）　大腸菌で観察される、組み換え依存性のDNA複製はヘリカーゼドメインとZn

フィンガーモチーフを有するPriAタンパク質に依存する。平成11年度には、PriA

タンパク質はin vitroでD-loop及びR-loop構造に、N端に存在するユニークなモチー

フを介して結合することを明らかにした。また、分裂酵母の抽出液を分画し、D-

loopに特異的に結合するタンパク質を含む画分を同定した。現在さらにこのタン

パク質の精製をすすめている。

　　　細胞種特異的な複製と転写の機構：染色体構造変化の誘導機構（図４）

胸腺で成熟したナイーブCD4T細胞は、抗原により活性化しエフェクター T細胞

となり、様々なサイトカインの産生を通して免疫系を制御する。エフェクター T

細胞は、産生されるサイトカインの種類によりTh1とTh2のふたつのTヘルパーサ

ブセットに分類される。Th1は、ガンマインターフェロンやリンフォトキシンを

産生し、マクロファージの活性化などを誘導することにより、細胞内に存在する

病原体の排除に必須である。しかし自己免疫疾患などにみられる、炎症による組

織傷害をひきおこす原因でもある。Th2は、IL-4、IL-5、IL-13などのサイトカイン

を産生することにより、蠕虫などの細胞外に存在する病原体の排除を促進するが、

その異常がアトピー性疾患の主因であると考えられている。増大したエフェク

ター T細胞の多くは、活性化によるアポトーシスの誘導により死滅するが、一部

分は、休止期にはいりメモリー T細胞として、Th1またはTh2の分化形質を維持し

ながら生存しつづけ、再び抗原により活性化されるのを待つ。Tヘルパーサブセッ

トへの分化にはT細胞受容体を介する抗原刺激が必要であるが、他の様々な刺激

がTh1とTh2のどちらの方向に分化するかに影響する。その中でも、サイトカイン

シグナルが非常に重要である。マクロファージなどが主に産生するIL-12は、Th1

を誘導する。一方Th2細胞はIL-4によって誘導される。IL-4はナイーブT細胞自身

もある程度産生するが、他の細胞種も産生するものがある。IL-12とIL-4のシグナ

ル伝達分子として、それぞれSTAT4およびSTAT6が特異的に必要であることが遺

伝子欠損マウスなどの解析から明らかになっている。Th2特異的なIL-4、IL-13、

IL-5遺伝子は、ヒトでは第５染色体、マウスでは第１１染色体上でクラスターをな

して存在する。IL-4とIL-13の遺伝子は13kbしか隔たっていない。IL-13とIL-5遺伝

子の間には、約120kbのDNA組み換えと修復に重要なRAD50遺伝子が存在する。
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平成10年度までに、我々はTh2細胞特異的に誘導されるDNaseI hypersensitive site

（HS）をIL-4からIL-13遺伝子にかけて遺伝子間領域も含めて多数見いだした。こ

れらのHSは、休止期にありサイトカインを発現していないTh2細胞の染色体でも

検出されることから、Th2細胞特異的な染色体構造を反映すると考えられる。

STAT6にエストロゲンレセプター遺伝子を融合させる（STAT6ER）と、Estrogen 

Receptorに結合し、ダイマー形成を誘導するタモキシフェンにより人為的に

STAT6の活性化を誘導できる。平成11年度は、このSTAT6ERをナイーブT細胞に

導入することにより、STAT6単独の活性化で、Th2細胞特異的なHSをすべて誘導

できることを示した。Th2特異的に発現している転写因子としてGATA3とc-Mafが

知られているが、STAT6単独の活性化により両者が誘導されることから、STAT6

はGATA3とc-Mafの上流にあることが示唆される。さらにGATA3をナイーブT細

胞に導入し強発現すると、Th1を誘導する条件においても、Th2特異的HSが誘導さ

れ、GATA3がTh2特異的な染色体構造の改変の主要な分子であることが明かと

なった。Th2特異的HSが見いだされるIL-4/IL-13遺伝子間領域の部分は、ヒトとマ

ウスの間だけでなく、他の哺乳類においてもよく保存されている。最近トランス

ジェニックマウスを用いた解析から、この領域がIL-4、IL-13そしてIL-5のTh2特異

的な発現に必須であり、locus control regionとして機能することが報告された。興

味深い点は、この領域にGATA3やSTAT6の結合配列が存在せず、EMSAを用いた

解析によってもGATA3やSTAT6の結合が検出されなかった。我々はこの領域に、

Th2細胞特異的なDNA結合活性が存在することを見いだしており、現在その同定

を進めている。平成12年度は、GATA3とこの未知なDNA結合蛋白質がどのように

結び付くのかを明らかにすることにより、GATA3がどのような分子機構により染

色体構造を改変するのかが解明したいと考えている。また、マウスIL-4/IL-13領域

に存在する染色体複製起点をcompetitive PCR法により同定するために、multi-

competitorを作製し、予備実験を終了した。平成12年度にはこの染色体領域の複製

起点をTh2細胞において同定し、さらにTh1細胞、あるいは非免疫細胞などと比較

し、遺伝子発現活性化、クロマチン構造と起点活性化の相関関係について明らか

にする予定である。
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　　矢印は活性化あるいは発現の誘導を示す。点線はまだ厳密に証明されていない

　　経路を示すＪＡＫは受容体の膜近傍領域に結合するチロシンキナーゼである。

図２



－18－



－19－


