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要旨 

 

細胞が DNA 損傷を受けた場合には、細胞周期を停止し、適切な DNA 損傷応答

を選択することで、がん化を防いでいると考えられている。しかしながら、そ

の分子機構については未だ多くの部分が不明であった。本研究では、Rad54Bが

p53 の発現量を負に調節し、DNA 損傷下における細胞周期の進行を促進するこ

とを明らかにした。さらに、実際のがんに多く見られるように、Rad54Bが過剰

に発現すると、DNA 損傷後の細胞周期の進行によって、ゲノム不安定性が誘導

された。以上のことから、Rad54Bはがん化の過程に関与する新たな因子であり、

がん治療の標的となることが示唆された。 



3 

 

第一章 序文 

 

細胞には恒常性を維持する機構が備わっており、多くの疾患はその機構の破

綻によって起こると考えられる。特に、がんにおいては、その多くの場合が遺

伝子機能の異常によって起こる細胞周期の制御機構の破綻である。遺伝子をコ

ードするゲノムは、非常に厳密な細胞内システムの元で厳重に守られており、

DNA に損傷が加わるようなストレス下においては、非常に多様なシステムが協

調的に働くことで、ゲノムの安定性を維持していることが知られている 1。 

細胞が DNA損傷を受けた際には、DNAを修復して生存を選択する場合と、

細胞死を選択する場合がある。がん化の過程を考える上では、DNA 損傷応答に

おいて細胞がこの運命決定をいかにして行っているかを解明することが重要で

ある。DNA損傷が起こった場合、まずその損傷を感知するセンサー分子がその

シグナルをトランスデューサ分子に伝え、さらに、そのトランスデューサ分子

を介して、実際に細胞の応答を引き起こすエフェクター分子を活性化するとい

うカスケードが存在すると考えられている 2。このような DNA損傷応答カスケ

ードのセンサーおよびトランスデューサとして機能する Ataxia Telangiectasia 

Mutated（ATM）キナーゼは、下流の多くのエフェクター分子を活性化すること

で、DNA損傷応答を司っている。最も代表的ながん抑制遺伝子である p53は、

ATMによって活性化されるエフェクター分子の代表である 3,4。p53 は非常に多

岐にわたる機能を保持する転写因子であるが 5、その主要な機能の一つは、DNA

損傷下における細胞周期の停止である。一般に、DNA損傷をもつ細胞は細胞周
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期の進行が抑制され、細胞周期が停止している間に DNA修復などの様々な細胞

応答を選択する 6。ヒトのがんにおいて p53の変異が高頻度で見つかっており 7、

もしそのような p53の機能欠失によってDNA損傷があるにも関わらず細胞周期

が進行した場合には、DNA損傷をもったまま合成期や分裂期を迎えることで、

ゲノムの不安定性が引き起こされる 8（図１）。 

 

 

 

図１：p53の細胞周期制御によるがん抑制のメカニズム 
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このように、p53 はゲノムの安定性の維持に決定的な役割を果たしていること

から、p53 の機能を制御する因子について、多数の研究がなされてきた。特に、

p53 タンパク質の安定性を制御するユビキチン化酵素である MDM2 は、最も主

要な p53の制御因子であると考えられている 9。MDM2は p53をユビキチンによ

って標識することで、細胞内のタンパク質分解システムである、プロテアソー

ム複合体での分解へと導く。また、MDM2 のホモログであるMDMX（MDM4）

は、MDM2とヘテロ二量体を形成することで MDM2を活性化し、ユビキチン化

の促進を介して p53 タンパク質の量を負に調節することが知られている 10,11（図

２）。 

 

 

図２： MDM2、MDMXヘテロ二量体による p53のユビキチン化 
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MDM2、あるいは MDMXを欠損したマウスが p53の過剰な蓄積によって胎生

致死になること、およびその胎生致死が、p53 のアレルを欠失させることで回避

されることから 12,13,14、MDM2およびMDMXは、p53のレベルを適切に調整し、

p53の過剰な蓄積による細胞死を防ぐことで、細胞の恒常性の維持に寄与してい

ると考えられる 15。さらに、MDM2 をコードする領域の遺伝子増幅が、がんに

おいて高頻度で見つかっていることも、p53 を制御する機構の重要性を物語って

いる 16。 

 DNA損傷応答において、細胞が DNAの修復を選択した場合には、DNA損傷

の種類に応じて適切な修復機構が選択され、活性化される。損傷の中で最も致

命的な DNA 二重鎖切断がおこった場合に活性化される機構は主に二つある 17。

一つは非相同末端結合修復と呼ばれ、切断された二重鎖の断端を適切に削りと

り、断端同士を結合することで修復を行う。速やかな修復を可能とする一方で、

断端の配列の欠失を伴うため、遺伝子変異を引き起こす可能性がある 18,19。また、

多数の二重鎖切断が同時に起こっている状況では、つなぎ合わせる断端を混同

した結果、遺伝子融合などを招く可能性が示唆されている 20。 

もう一つの修復機構として、相同組換え修復がある 21。その主な特徴は、損傷

が起こった部位と相同な配列をゲノム上に検索し、その配列を参照しながら修

復を行うことで、非相同末端結合修復に比べて正確に修復が可能であるという

ことである。相同組換え修復では非常に複雑なステップを経て修復が完了する

が、相同配列の検索と修復反応を容易にするために、損傷した部位周辺のゲノ

ム構造を変換する必要がある。そのようなゲノム構造の変換は一般に、ATP を
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加水分解することでエネルギーを得ながら、DNA の二本鎖をほどく DNA ヘリ

カーゼと呼ばれる酵素群が担っている 22。相同組換え修復の場合には、Rad54 お

よびその相同遺伝子として発見された Rad54B の二つのタンパク質がその役割

を果たしているとされている 23,24。図３に示すように、Rad54 と Rad54B の構造

は非常によく似ており、それぞれの中央部に位置するヘリカーゼを特徴づける

ドメイン構造は、DExx-box ドメインと呼ばれる前半部分（図中 I、Ia、II、III）

と HELICc ドメインと呼ばれる後半部分（図中 IV、V、VI）に分けられる。古

細菌の Rad54 およびゼブラフィッシュの Rad54 の立体構造を解析した過去の文

献によれば 25,26、１）立体構造中では DExx-box ドメインと HELICc ドメインは

向かい合って位置すること、また、ATP 加水分解の活性中心は、DExx-box ドメ

イン中に含まれているが、２）DExx-box ドメインあるいは HELICc ドメインの

どちらに変異を入れることでも、その ATPase 活性が失われることが示された。

以上のことより、Rad54 のゲノム構造変換の活性には ATP 加水分解活性の責任

部位である DExx-boxドメインと HELICcドメインが協調的に機能することが必

要であると考えられている。また、非常に興味深いことに、Rad54および Rad54B

の生化学的な特徴を調べた研究において、Rad54 に比べて Rad54B の ATP 加水分

解活性が弱いということが報告されている 27。従って、Rad54 と Rad54Bの間の

微妙なアミノ酸配列の変化が、構造上の変化、ひいては ATP 加水分解活性の強

さに大きく影響している可能性がある。 

Rad54 の相同組換え修復における重要性は、先行のいくつかの研究で明らかと

なっており、Rad54 の機能が欠失した場合には、DNA損傷後の細胞の生存に大 
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図３：Rad54Bおよび Rad54 の配列構造 

SWI2/SNF2 ファミリーに保存された配列 I～VIを黒塗りで示してある。 

 

きな影響を与えることが知られている 28,29,30。また、Rad54 と Rad54Bを欠損さ

せた細胞あるいはマウスの研究によって、Rad54Bの欠損による DNA 損傷後の

細胞の生存に対する影響は、Rad54の欠損の場合と大きく異なることが報告され、

DNA損傷修復における Rad54Bの役割は、Rad54 の補助的な役割とされるにと

どまっていた 31,32。従って、Rad54Bが DNA 損傷応答において積極的に果たし

ている役割については未だ不明であった。 

このような経緯から、本研究では Rad54Bの DNA損傷応答における役割を明

確にすることを目的とした。その結果、Rad54Bは相同組換え修復における役割

とは別に、MDM2-MDMXヘテロ二量体を介してp53の発現および機能を抑制し、

DNA 損傷下における細胞周期の進行を制御していた。さらに Rad54B は、がん

化の過程において重要な役割を果たし、新たな治療標的として有用である可能

性を示唆する結果を得た 33。従って、Rad54Bは、DNA損傷下における細胞周期

の制御を介してがん化の過程を制御するタンパク質であると結論づけた。 
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第二章 方法 

 

抗体  

抗 Rad54B ウサギ抗体の詳細については過去の文献に記載の通りである 34。

p53 、MDM2に対する抗体は Santa Cruz Biotechnology社より、β-Actin、HAは

Sigma Aldrich 社より、 Ubiquitin は MBL社より、Normal mouse IgG、MDMX、

phospho-H2A.X Ser139 (γH2AX)、phospho-Histone H3 (Ser 10)はMillipore社より、

R-phycoerythrin-conjugated anti-mouse IgGは Jackson ImmunoResearch 社よりそれ

ぞれ購入した。 

 

細胞培養 

すべての培養は 37°C 、5% CO2インキュベータにて行った。A549 細胞は理研細

胞バンクより、RPE 細胞は Clontech より、HCT116 細胞は American Type Culture 

Collection より入手した。A549細胞、Cos7細胞には DMEMメディウム、HT-29

細胞および HCT116 細胞と、その派生株には McCoy’s 5A メディウム、RPE 細

胞には DMEM/Ham’s F-12 メディウムをそれぞれ使用し、すべてのメディウム

に終濃度 10%の ウシ胎児血清を添加した。RAD54B ノックアウト HCT116 細胞

は過去の文献に記載の通りである 31。ATM 阻害剤、Nutlin-3はMillipore社より、

MG132、サイクロヘキシミド、ハイドロキシウレアは Sigma Aldrich 社より、オ

キサリプラチン、5-FU は 和光純薬より、コルセミドはナカライテスクよりそれ

ぞれ購入した。 
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プラスミド 

緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein、GFP）を用いた実験には、MMTV

プロモーター搭載のプラスミドに GFP および Rad54B cDNA 配列を挿入、ある

いは pIRES-EGFP (Clontech)に Rad54B cDNA 配列を挿入することで作成した。

FLAG タグ、HA タグ融合タンパク質発現用のベクターは、FLAG タグあるいは

HA タグを pcDNA3.1/Zeo あるいは pEF4/Zeo (Invitrogen)にそれぞれ挿入するこ

とで作成した。ヒト MDM2、MDMXおよび p53の発現用コンストラクトは、RPE

細胞の RNA から逆転写 PCR にて作成した。また、すべての PCR 産物はシーク

エンスの確認を行った。GST タグおよび 6×His タグ融合のタンパク質発現用の

コンストラクトは、それぞれ pGEX-5X (GE Healthcare 社) または pET32a 

(Novagen 社)プラスミドを元に作成した。 

 

プラスミドの細胞への導入、免疫沈降法、ウェスタンブロット法 

プラスミドの細胞への導入には、Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いた。ウェ

スタンブロット、免疫沈降用の細胞の溶解には、lysis buffer (0.5% NP-40, 50 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 μg/ml 

aprotinin, 50 nM cantharidin, 5 nM Microcystin-LR)を用いた。免疫沈降は、細胞溶

解液に抗体を加えた後、4°C にて 1－2 時間回転させながら反応させた。その後

Protein G agarose (Invitrogen)を添加し、さらに 1時間回転させ、lysis buffer にて 3

回洗浄した後に SDS sample buffer を加えて煮沸した。変性させたタンパク質は

SDS-PAGE 法にて分離し、PVDFメンブレン(Millipore社)に転写した。タンパク
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質の検出には ECL 法を用い、現像したフィルムは Image J ソフトウェアを用い

て定量した。 

 

mRNA抽出および定量 PCR 

細胞内の RNA は RNAiso Plus (TaKaRa)を用いて抽出した。抽出した RNA は

Moloney murine leukemia virus reverse-transcriptase、ribonuclease inhibitor および

random hexamer (TaKaRa)を用いて逆転写反応を行った。得られた cDNAを用い

て Smart Cycler (TaKaRa)にて定量 PCR を行った。本研究では以下のプライマー

を使用した。 

GAPDH 

5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ (forward) 

5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3’ (reverse) 

Rad54B 

5’-TCCAGGTCTGAATGAAGAGATTAC-3’ (forward) 

5’-TCTAGTACTTTCTTCACTAGGCAG-3’ (reverse) 

p53 

5’-AGATGTTCCGAGAGCTGAATGAG-3’ (forward) 

5’-GAGAATGTCAGTCTGAGTCAGGC-3’ (reverse) 

MDM2 

5’-CCTTAGCTGACTATTGGAAATGC-3’ (forward) 

5’-ACATCAAAGCCCTCTTCAGCTTG-3’ (reverse) 

p21 

5’-GACTCTCAGGGTCGAAAACGG-3’ (forward) 
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5’-GCGGATTAGGGCTTCCTCTTG-3’ (reverse) 

Bax 

5’-ACTCCCCCCGAGAGGTCTT-3’ (forward) 

5’-GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAA-3’ (reverse) 

 

siRNA 

すべての siRNA は Dharmacon より購入し、終濃度 50-75 nM で DharmaFECT4 

(Dharmacon)を用いて細胞に導入した。 

 

リコンビナントタンパク質の作成 

GST融合タンパク質は E. coli BL21 (GE Healthcare社、New England BioLabs 社)

にて発現し、 Immobilized Glutathione Column (Thermo Scientific 社 )または

Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare 社)を用いて精製した。6×His 融合タンパ

ク質は BL21(DE3) (Invitrogen)にて発現し、TALON resin (Clontech)を用いて精製

した。すべてのタンパク質はAmicon Ultra-0.5 10K (Millipore社) を用いて binding 

buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM NaCl, 1 mM MgCl2)に溶解した。GST タグは

Factor Xa (New England BioLabs 社)によって切断した。 

 

GST プルダウンアッセイ 

GST プルダウンアッセイは以下のとおり行った。タンパク質を混合して 2 時間

室温で静置した後、GST タグ融合タンパク質を Glutathione Sepharose 4B (GE 

Healthcare社)に結合させ、洗浄した後に elution buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 
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mM glutathione)で溶出し、ウェスタンブロットで解析した。 

 

インビトロユビキチン化アッセイ 

インビトロユビキチン化アッセイは以下のとおり行った。Reaction buffer (50 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 5 mM MgCl2, 2 mM ATP, 2 mM DTT)中に、human UBE1 (6 nM)、

human UbcH5b (100 nM) (Boston Biochem 社)、インビトロトランスレーションで

得られた p53 (0.3 μl) (Promega 社)およびMDM2 (100 ng)と、Ubiquitin (25 μM) 

(Boston Biochem 社)、GST-MDMX (200 ng)、His-SNF2-1 (200 ng)を混ぜ合わせ、

37°C で 2時間反応させた。産物はウェスタンブロットで解析した。 

 

細胞周期解析 

Trypsin-EDTA を用いて浮遊させた後に回収した細胞を CycleTEST PLUS DNA 

Reagent Kit (Becton Dickinson 社)を用いて染色し、EPICS XL (Beckman Coulter 社)

にて解析した。 

 

免疫染色法 

カバースリップ上に培養した細胞、あるいは Trypsin-EDTAを用いて浮遊させた

後に回収した細胞を、4% paraformaldehyde で 10分間固定し、0.5% Triton-X- 0.1% 

SDS で 5分間の透過処理を行った。一次抗体、二次抗体反応は 37°C でそれぞれ

30 分ずつ行った。カバースリップ上の細胞は、最後に 4',6-diamidino-2-phenyl- 

indole（DAPI、ロシュ・ダイアグノスティックス社）で核を染色し、オリンパス
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社の BX51 正立顕微鏡と DP 70 デジタルカメラを使用して観察した。また、

Trypsin-EDTAで回収した細胞は、FACSAria II (Becton Dickinson 社)を用いて解析

を行った。 

 

コロニー形成法 

HCT116 野生型細胞あるいは RAD54B ノックアウト細胞を 60 mm ディッシュに 

6.0 × 103 個ずつまき、接着後オキサリプラチンを添加した。7-10 日後に細胞を

固定後染色し、コロニーの数を計測した。 

 

ゼノグラフトモデル 

すべての実験は東京大学動物実験委員会の許可を得て行った（承認番号：医－

P12－135）。オス BALB/c SIc-nu/nu マウス（4週齢）は日本 SLC 社より購入し

た。2.5 × 106個の HCT116 細胞を皮下に注入し、腫瘍の体積が 100 mm3を超え

た日を第 0 日として、薬剤をオキサリプラチンは 1 週ごと、5-FU は毎日、腹腔

内投与した。腫瘍サイズは毎日計測し、腫瘍の体積は、0.5 × （長辺） × （短

辺）2の式で計算した。細胞周期の解析には、オキサリプラチン投与を開始して

2日あるいは 3日後の腫瘍を摘出し、上記の方法で染色を行った。 

 

データベース解析 

National Center for Biotechnology Information（NCBI）の Gene Omnibus database

（GEO）で参照可能なデータセットにおいて、正常組織および腫瘍組織におけ
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る Rad54Bの mRNA発現レベルの平均および標準偏差を計算し、Mann-Whitney 

U-test を用いて比較した。また、Rad54Bの腫瘍組織における発現量は、正常組

織の発現量で標準化した。p53変異の有無についての予測は、過去の文献に記載

の方法を参照して行った 35。具体的には、各サンプルの p53変異状況が既知であ

る The Cancer Genome Atlas（TCGA）のサンプルを用いて、p53が野生型のサン

プル群と変異型のサンプル群において発現量に差がある２０程度の遺伝子セッ

トを、Welch’s t-test で P値が 0.001以下の遺伝子の中で、ログ比の大きい順にラ

ンキングすることで抽出した。階層クラスタ解析には Cluster 3.0ソフトウェアを

用い、遺伝子の発現量を平均化した後、ピアソンの相関係数と平均連結法によ

ってクラスタリングした。クラスタリング結果の表示には Java TreeView ソフト

ウェアを用いた。GEO および REpository for Molecular BRAin Neoplasia DaTa

（REMBRANDT）のサンプルは、それぞれピアソンの相関係数に基づく最近傍

法によってクラスタ分類し、割り当てられたクラスタを基に、p53 変異の有無を

予測した。 
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第三章 結果 

 

Rad54Bの DNA損傷修復における役割 

Rad54を含む多くのDNA損傷応答やDNA修復に関与するタンパク質は、DNA

損傷が起こった部位に集積することで、その機能を果たすことが知られている

36。そこでまず、Rad54B も Rad54 と同様に DNA 損傷後に損傷部位へ集積する

かどうかについて調べた。N 末端に GFP を融合した Rad54B タンパク質を

RAD54BノックアウトHCT116細胞に発現させ、蛍光顕微鏡下で観察したところ、

定常状態においては、核内にびまん性に分布することが分かった（図４）。次に、

リボヌクレオチドレダクターゼ阻害薬であるハイドロキシウレアによって２４

時間処理し、細胞に DNA損傷を与えた際の Rad54Bの分布を観察した。しかし

ながら、Rad54Bは DNA 損傷を与えた後も、核内にびまん性に分布するのみで、

DNA損傷部位への集積を示唆する結果は得られなかった（図４）。 

次に、Rad54B の機能を阻害した細胞において γH2AX のフォーカス形成を

DNA損傷の指標にして、DNA損傷をもつ細胞の割合の推移を調べた。驚くべき

ことに、RAD54B ノックアウト HCT116 細胞および Rad54B ノックダウン A549

細胞のいずれにおいても、野生型の細胞に比べて DNA損傷をもつ細胞の割合の

有意な増加は認められなかった（図５）。すなわち、Rad54Bの阻害によって DNA

修復の効率は変化せず、DNA 修復において積極的な役割を果たしているとは結

論できなかった。これは、Rad54B が DNA 損傷修復において補助的な役割を担

っているという、先行研究の結論を支持する結果となった。 
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図４：Rad54Bの細胞内局在 

 

 

 

 

 

図５：DNA損傷後の損傷量の推移 

 

 

 

各細胞をオキサリプラチンで１２時間処理後に洗浄し、γH2AXのフォーカス

が明瞭に形成されている細胞の数を経時的に計測した。左は野生型および

RAD54Bノックアウト HCT116細胞、右はコントロールおよび Rad54Bノック

ダウン A549 細胞での測定結果を示す。エラーバーは５回の計測における標

準偏差を示す。各タイムポイントにおいてウェルチの両側 t 検定を行い、有

意な差を認めなかった（n.s.：not significant）。 

N 末端に GFP を融合した Rad54B タンパク質を RAD54B ノックアウト

HCT116細胞に発現させ、蛍光顕微鏡下で観察した。（スケールバー：10 μm） 
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しかしながら、DNA 損傷を与えた後の Rad54B の発現レベルの変化を調べた

ところ、Rad54Bは損傷応答の初期に発現が誘導され、その後期においては発現

が強く抑制されていた（図６）。一方で、代表的な DNA 損傷応答タンパク質で

ある p53は、初期から後期にかけて徐々に誘導されており、Rad54Bの変化と逆

相関していると考えられた。以上のことから、Rad54B は DNA 損傷応答におい

て非常に動的な制御を受けながら、DNA 修復の他に何らかの役割を果たしてい

ると推察した。 

 

 

図６：DNA損傷後の Rad54B発現レベルの推移 

 

 

 

HCT116 細胞にオキサリプラチンを添加した後の、各タイムポイントにおけ

るRad54Bの発現レベルをウェスタンブロットによって解析した。同時に p53

の推移も解析し、ローディングコントロールとして β-Actin のレベルを示し

た。それぞれのバンドの濃さを定量し、β-Actin との相対量をプロットしたグ

ラフを下に示す。 
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Rad54B の発現制御機構についてさらに詳しく解析したところ、p53 の量に依

存して Rad54Bの発現が抑制されていた（図７）。また、DNA損傷応答初期にお

ける Rad54B の誘導については、p53 が変異している細胞を用いることで、p53

による影響を除外して解析した。図８に示すように、Rad54B は DNA 損傷応答

初期において p53非依存的に誘導されており、その誘導は、代表的な DNA損傷

応答の制御因子である ATMキナーゼの活性には非依存的であった。 

 

図７：p53依存的 Rad54B発現レベルの制御 

 

 

(a) p53 をノックダウンした HCT116 細胞にオキサリプラチンを添加した後

の、各タイムポイントにおける Rad54BのmRNA発現レベルを解析した。

エラーバーは３回の測定における標準偏差を示す（両側 t 検定、n.s.：not 

significant、*：P<0.05）。 

(b) HCT116細胞を 12時間 Nutlin-3で処理して p53を安定化させた細胞にお

いて、Rad54B のタンパク質および mRNA の発現レベルを解析した。エ

ラーバーは３回の測定における標準偏差を示す（両側 t 検定、*：P<0.05）。 
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図８：DNA損傷後の p53、ATM非依存的な Rad54B発現レベルの上昇 

 

 

 

 

 

Rad54Bによる p53の発現および機能の抑制 

RAD54B ノックアウト細胞や、Rad54B ノックダウン細胞を解析するうちに、

それらに共通する表現形を発見した。すなわち、Rad54Bの発現レベルを減少さ

せた細胞においては、定常状態、DNA 損傷後のいずれにおいても p53 の発現量

が亢進していた（図９、図１０）。さらに、先に述べた ATM は DNA 損傷後に

p53 を安定化し、活性化することが知られているが、Rad54B による p53 発現量

の抑制は ATM非依存的であった（図１１）。p53は主に転写因子として働き、タ

(a) HT-29細胞にDNA損傷を与えた後の、各タイムポイントにおける Rad54B

のタンパク質発現レベルを解析した。 

(b) ATMリン酸キナーゼ阻害剤で 30分間前処理した HT-29細胞に DNA損傷

を与えた後の、各タイムポイントにおける Rad54B の mRNA 発現レベル

を解析した（両側 t 検定、*：P<0.05）。 
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ーゲット遺伝子の転写レベルを制御しているが 5、Rad54B の発現レベルを抑制

すると、p53ターゲット遺伝子の転写レベルが亢進していた（図１２、図１３）。

つまり、Rad54Bは p53の発現レベルおよびその機能を抑制していると考えられ

た。 

 

 

図９：定常状態での、Rad54Bによる p53発現レベルの制御 

 

 

 

 

図１０：DNA 損傷下での、Rad54Bによる p53発現レベルの制御 

 

定常状態での p53 タンパク質の量をウェスタンブロットで解析した。 

オキサリプラチン処理後の p53 タンパク質の量をウェスタンブロットで解析

した。 
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図１１： ATM非依存的な Rad54Bによる p53の抑制 

 

 

 

 

図１２：定常状態での、Rad54Bによる p53 の機能の抑制 

 
定常状態での、各 p53ターゲット遺伝子の mRNA量を測定した。エラーバー

は３回の実験における実験誤差を示す。 

Rad54Bをノックダウンした A549細胞を ATM 阻害剤で処理し、(a)定常状態

および(b)オキサリプラチン処理後における p53 タンパク質の量をウェスタ

ンブロットで解析した。(b)では各バンドの濃さを定量したものを下に示し

た。 
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図１３：DNA損傷下での、Rad54Bによる p53の機能の抑制 

 

 

 

p53の発現レベルの減少について、その詳しいメカニズムを調べたところ、

Rad54Bは p53のユビキチン化を促進することにより、p53タンパク質の安定性

を低下させていた（図１４、図１５）。さらに解析を進めた結果、Rad54BはMDM2

とMDMXのヘテロ二量体の形成を促進していた（図１６）。以上のことから、

Rad54Bは DNA損傷応答の初期において ATM 非依存的に誘導され、p53の発現

レベルを負に制御しており、一方、Rad54B の発現レベルは、DNA 損傷応答の

後期にかけて p53の発現が増加するにつれて抑制されるという負のフィードバ

ックループを形成していると考えられた（図１７）。 

オキサリプラチン処理後の、各 p53ターゲット遺伝子のmRNA量を測定した。

エラーバーは３回の測定における標準偏差を示す。 
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図１４：Rad54Bによる p53タンパク質の安定性の制御 

 

 

 

 

 

図１５：Rad54Bによる p53 ユビキチン化の制御 

MG132によりプロテアソームを阻害した後の細胞において免疫沈降を行い、

ユビキチン化された p53タンパク質をウェスタンブロットで検出した。 

サイクロヘキシミドによりタンパク質合成を阻害した後の p53 タンパク質の

量をウェスタンブロットで解析した。エラーバーは３回の実験における実験

誤差を示す。ウィルコクソンの符号順位検定を行い、両群で有意な差を認め

た（**：P<0.01）。 
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図１６：Rad54Bによる MDM2-MDMXヘテロ二量体形成の制御 

 

 

 

 

図１７：Rad54Bを介した、DNA損傷応答の新たなパスウェイ 

 

 

 

MG132 により６時間プロテアソームを阻害した後の細胞において免疫沈降

を行い、MDM2 に結合する MDMX の量をウェスタンブロットで解析した。

各バンドの濃さを定量したものを下に示した。 

DNA損傷後に ATM 非依存的に発現が誘導される Rad54Bは、p53 と負のフィ

ードバックループを形成することにより ATM非依存的な p53の抑制を行い、

特に DNA 損傷応答初期において、ATM 依存的な p53 の活性化経路とバラン

スをとることで、適切な DNA損傷応答の選択に寄与していると考えられる。 
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MDM2-MDMXヘテロ二量体と Rad54Bの会合 

ヘテロ二量体形成を促進するメカニズムとして、Rad54BがMDM2-MDMXヘ

テロ二量体形成の足場として機能するという仮説を立てた。まず、これらのタ

ンパク質間の相互作用について調べたところ、Rad54BとMDM2および Rad54B

とMDMXの内因性の相互作用が検出され（図１８a, b）、これらの相互作用は直

接的であった（図１８c）。また、Rad54B の DNA ヘリカーゼを特徴づけている

ドメイン構造のうち、DExx-box ドメインに相当する部分（ここでは SNF2-1 と

名付けた）が、MDM2 および MDMX との相互作用に十分であった（図１９）。 

 

 

図１８：Rad54Bと、MDM2および MDMXの相互作用 

 

 

 

(a) MDM2と Rad54B の内因性の相互作用を、免疫沈降によって解析した。 

(b) MDMX と Rad54B の内因性の相互作用を、MG132 で６時間処理した細

胞の核抽出液における免疫沈降によって解析した。 

(c) Rad54Bのフラグメント SNF2-1とMDM2およびMDMXの直接的な結合

を GST プルダウンアッセイによって解析した。 
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図１９：Rad54Bにおける、MDM2および MDMX結合ドメインの同定 

 

 

 

非常に興味深いことに、Rad54 は Rad54Bとよく似たドメイン構造をもってい

るにも関わらず、MDM2 との相互作用は Rad54B に特異的であった（図２０）。

上でも述べたように、Rad54B は DExx-box ドメインと HELICC ドメインを介し

て相同組換え修復において機能すると考えられてきたが、今回 Rad54B の

DExx-boxドメインのみがMDM2およびMDMXとの結合に十分であったことか

ら、Rad54Bのゲノム構造変換活性と、これらのタンパク質との会合は独立した

機能であると推察された。 

(a)   Rad54Bの一次構造。 

(b, c) SNF2-1と MDM2およびMDMXとの相互作用を、Cos7 細胞において

免疫沈降によって解析した。 
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図２０：MDM2と、Rad54 および Rad54Bの結合 

 

 

 

 

図２１：MDM2における、Rad54B結合ドメインの同定 

FLAG タグを付加した Rad54 および Rad54B を HCT116 細胞において発現さ

せ、免疫沈降によって MDM2との相互作用を解析した。 

(a) MDM2の一次構造。 

(b) MDM2 のフラグメントと Rad54B との相互作用を免疫沈降によって解析

した。 
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 一方、Rad54Bが結合するMDM2の領域は、MDM2の中央部分に位置する acidic

ドメインであった（図２１）。また、Rad54Bが結合するMDMXの領域は、MDMX

の N末端に位置する p53結合ドメインを含む、二つの領域であった（図２２）。 

次に、Rad54B による p53 のユビキチン化の制御において、MDM2 および

MDMX以外の因子の関与があるかどうかを調べるため、インビトロユビキチン

化アッセイを行った（図２３）。過去の文献で示された結果と同様に、MDM2の

みでは p53 のモノユビキチン化が促進され、MDMX を添加することによって、

ポリユビキチン化が促進された（図２３、レーン２、４）。さらに、MDM2およ

びMDMXに加えて Rad54Bのフラグメントを添加すると、ポリユビキチン化が

より強く促進された（図２３、レーン３－５）。これらの結果から、Rad54B は

MDM2 および MDMX と直接結合することで、ヘテロ二量体の形成を促進して

いると考えられた。 

 Rad54BがMDM2-MDMXヘテロ二量体の形成を促進する機構についてより詳

しく解析するため、プルダウンアッセイを用いて、MDM2-MDMX ヘテロ二量体

の形成効率が Rad54Bのフラグメント SNF2-1の存在によってどのように変化す

るかを調べた。図２４aに示すように、すべての構成因子を混ぜてからプルダウ

ンを行うと、SNF2-1 によってヘテロ二量体の形成効率はむしろ低下した。これ

は、SNF2-1が比較的豊富に存在する場合には、SNF2-1がMDM2および MDMX

の両方に効率的に結合することで、MDM2 と MDMX の結合を阻害したと考え

られた。対照的に、SNF2-1 と MDM2 の複合体を事前に形成させた後に MDMX

を加えてプルダウンを行うと、ヘテロ二量体の形成効率が上昇した（図２４b）。
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Rad54BとMDM2の内因性の相互作用が細胞内で定常的に検出された（図１８a）

のと対照的に、Rad54B と MDMX の相互作用が限定された状況において検出さ

れた（図１８b）ことを踏まえると、図２５に示すモデルのように、Rad54B が

MDMXの MDM2への誘導を促進する足場として機能することで、p53のユビキ

チン化を促進していると考えた。 

 

 

図２２：MDM2における、Rad54B結合ドメインの同定 

 

 

(a) MDMXの一次構造。 

(b) MDMXのフラグメントとRad54Bとの相互作用をプルダウンアッセイで

解析した。 
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図２４：Rad54Bによる MDM2-MDMXヘテロ二量体形成の促進 

 

 

図２３：Rad54Bによる MDM2-MDMXヘテロ二量体形成促進を介した 

p53ユビキチン化の制御 

 

p53 のユビキチン化における Rad54B の役割を、インビトロユビキチン化ア

ッセイにより解析した。 

(a) MDM2、MDMX、SNF2-1を同時に添加して反応させ、MDM2-MDMXヘ

テロ二量体の形成効率をプルダウンアッセイで解析した。 

(b) MDM2と SNF2-1 を１時間反応させた後に、MDMXを添加してさらに１

時間反応させ、MDM2-MDMX ヘテロ二量体の形成効率をプルダウンア

ッセイで解析した。 
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図２５：Rad54Bの足場機能による p53 ユビキチン化制御機構のモデル 

 

 

 

 

Rad54Bの DNA損傷 G2/Mチェックポイントにおける役割 

次に、この Rad54Bによる p53抑制機構が DNA損傷応答においてどのような

役割を果たしているかについて検討した。DNA損傷を受けた細胞では、DNA損

傷チェックポイント機構が働くことにより、G1/S 期または G2/M 期において細

Rad54BとMDM2 が複合体を形成した後に、Rad54BがMDMXを複合体に誘

導することにより、ヘテロ二量体の形成が促進され、p53 のユビキチン化が

促進される。 
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胞周期が停止する。p53はそのチェックポイント機構に作用することで、細胞周

期を制御していることから（図１）、Rad54B が p53を抑制することで、チェッ

クポイント機構に影響が出る可能性があると考えた。実際、RAD54B ノックアウ

ト細胞では、オキサリプラチン投与後に G2/M チェックポイントの働きが強化さ

れていた（図２６）。 

 

 

図２６：Rad54Bによる DNA損傷 G2/M チェックポイントの制御 

 

 

 

 

オキサリプラチン投与３６時間後の細胞周期を解析した。代表的なダイアグ

ラムを右に示す。エラーバーは３回の実験における実験誤差を示す。対応の

ある両側 t 検定を行い、オキサリプラチンを添加して 36 時間後に G2/M 期

にある細胞の割合に有意な差を認めた（n.s.：not significant、*：P<0.05）。 
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さらにこのフェノタイプは、Rad54Bを発現させること（図２７a）、および p53

をノックダウンすること（図２７b）で回復することから、p53依存性に Rad54B

が DNA損傷後の細胞周期の制御、特に G2/M 期での停止と進行の制御を行って

いることが示唆された。 

 

 

図２７：Rad54Bによる p53の制御と DNA 損傷 G2/M チェックポイント 

 

 

 

 

(a) RAD54Bノックアウト細胞にGFP融合 Rad54Bタンパク質を発現させ、

GFP が発現している細胞について、オキサリプラチン投与後の細胞周

期を解析した。G2/M 期にある細胞の割合をダイアグラム内に示した。 

(b) p53 をノックダウンした RAD54B ノックアウト細胞を用いて、オキサ

リプラチン投与後各時間における細胞周期を解析した。 
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 DNA損傷 G2/M チェックポイントに不全が起こると、DNA損傷をもったまま

分裂期を迎えることになり、クロマチンの欠失や重複のような、ゲノム不安定

性を頻発すると考えられる。実際にこのような現象は酵母やカエル、さらには

ヒトのがん細胞においても観察されており、アダプテーションと呼ばれている

37,38,39。Rad54Bによる p53の制御によって、アダプテーションが制御されうるか

を検証するため、オキサリプラチン投与後の細胞に、M 期の紡錘体形成の阻害

剤であるコルセミドを投与することで、G2 期からM 期へと進行した細胞の検出

を試みた。図２８に示すように、野生型 HCT116 細胞では、オキサリプラチン

投与後１２時間から２４時間の間に、約６％の細胞が M 期に進行した。一方で、 

 

 

図２８：Rad54B依存的な DNA損傷下における M 期への進行 

 

 

 

オキサリプラチンを投与して１２時間後に M 期の進行を阻害するコルセミ

ドを添加し、その１２時間後に M 期にある細胞を定量した。エラーバーは

５回の測定における標準偏差を示す。ウェルチの両側 t 検定を行い、コルセ

ミド添加前では差を認めず（n.s.：not significant）、添加後には有意な差を認

めた（**： P<0.001）。 
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RAD54Bノックアウト細胞においては、その頻度は約１％に抑えられ、この抑制

は、p53をノックダウンすることで回復した（図２９）。さらに、野生型 HCT116

細胞において、M 期に進行した細胞を観察したところ、これらの細胞は DNA損

傷をもっており（図３０）、さらにそれらの細胞は高頻度でクロマチンの断片化

や欠失を伴っていた（図３１）。以上のことから、Rad54Bによる p53の抑制に

よって、DNA損傷後の G2/M チェックポイント機構が無効化され、その結果と

して細胞周期が進行することで、ゲノム不安定性が誘導されることが示唆され

た。 

 

 

          

図２９：Rad54Bによる p53の抑制と、DNA損傷後のM 期進行との関係 

 

 

 

図２８と同様に M 期にある細胞を定量した。エラーバーは１０回の測定に

おける標準偏差を示す。ウェルチの両側 t 検定を行い、有意な差を認めた

（**：P<0.001）。 
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図３０：野生型 HCT116 細胞におけるアダプテーション 

 

 

 

 

図３１：アダプテーションによるゲノム不安定性の誘導 

 

 

図２８と同様に処理した野生型 HCT116 細胞の代表的な免疫染色像を示し

た。オキサリプラチン投与後にM期に進行した細胞において、明らかなDNA

損傷の残存が見られる。（スケールバー：10 μm） 

図２８と同様に処理した野生型 HCT116 細胞の代表的な免疫染色像を示し

た。オキサリプラチン投与後に M 期に進行した細胞において、ゲノムの断

片化が見られる。（スケールバー：10 μm） 
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Rad54Bの DNA損傷 G1/Sチェックポイントにおける役割 

 p53のチェックポイント制御は、G2/M だけでなく G1/S でも顕著に見られるこ

とが知られている。従って、Rad54B の G1/S チェックポイントおける役割を明

らかにしたいと考えた。5-FU処理後の G1/S チェックポイントについて解析を行

ったところ、Rad54B ノックアウト細胞ではその働きが強化された（図３２）。

このフェノタイプも、p53をノックダウンすることで回復することから（図３３）、

p53 依存性に Rad54B が DNA 損傷後の G1/S、G2/M 期の両方において細胞周期

の停止、進行の制御を行っていることが示された。 

 

 

図３２：Rad54Bによる DNA損傷 G1/S チェックポイントの制御 

 

 

 

5-FU投与４８時間後の細胞周期を解析した。G1 期および S 期にある細胞の

割合を図中に示す。 
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図３３：Rad54Bによる p53制御と DNA損傷 G1/S チェックポイント 

 

 

 

図３４： Rad54B発現量の増加による p53の減少 

 

5-FU 投与４８時間後の細胞周期を解析した。S 期にある細胞の割合を下に

示す。 

5-FUまたはオキサリプラチン投与２４時間後の GFP 発現、非発現細胞にお

ける p53 タンパク質の量を FACSAria IIを用いて解析した。 
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このような G1/S 期における細胞周期の進行の促進は、正常細胞が腫瘍化する

際の第一歩となることが想定される。Rad54Bがこのような腫瘍化の基盤となる

メカニズムに関与しているというさらなる証拠を得るため、不死化された正常

網膜色素上皮（Retina Pigment Epithelial；RPE）細胞を用いて、Rad54Bの発現を

増加させた場合にG1/Sチェックポイントがどのように影響を受けるかを解析し

た。RPE 細胞に GFP で標識した Rad54Bを導入し、5-FUあるいはオキサリプラ

チン処理によりDNA損傷を与えた後の p53タンパク質の量と細胞周期の進行の

解析を行った。まず、Rad54Bの導入によって DNA損傷後の p53 タンパク質の

量は減少した（図３４）。さらに、Rad54Bが導入された細胞では G1/S チェック

ポイントが無効化され、G1期に留まる細胞の割合が減少した（図３５）。 

 

 

図３５： Rad54Bの発現増加と DNA損傷 G1/S チェックポイント 

 

 

5-FUまたはオキサリプラチン投与後のGFP発現細胞における細胞周期を解

析し、G1 期にある細胞の割合を示した。エラーバーは３回の実験における

実験誤差を示す。両側 t 検定を行い、有意な差を認めた（*：P<0.05）。 
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 次に、G1/S チェックポイントの制御における Rad54Bの役割をより明確に示

すため、G1/S期に細胞周期を同調した細胞に DNA損傷を与えて解析を行った。 

 

 

 

図３６： Rad54Bによる DNA損傷 G1/S チェックポイント強度の制御 

 

 

 

 

血清無添加、あるいは接触阻止によって G0/G1 期にそれぞれ同調した

(a)RAD54B ノックアウト HCT116 細胞、あるいは(b)Rad54Bノックダウン RPE

細胞に、放射線を照射し、その後の細胞周期の進行を解析した。 
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図３６に示すように、RAD54Bノックアウト HCT116 細胞および Rad54Bノック

ダウン RPE 細胞のいずれにおいても、DNA 損傷 G1/S チェックポイントが増強

していた。さらに、HCT116細胞における DNA損傷 G1/S チェックポイントの

強さは、p53依存的に制御されていた（図３７）。以上の結果より、Rad54Bは

p53を抑制することで、DNA損傷 G1/S チェックポイントの強度を弱め、細胞周

期の進行を促進していることが示唆された。 

 

 

図３７： Rad54Bによる p53依存性 DNA損傷 G1/S チェックポイントの制御 

 

 

 

Rad54Bの発現増加とがん 

 DNA損傷後の細胞周期の進行制御によって細胞の運命決定にどのような影響

があるかを明らかにするため、オキサリプラチン投与後の長期生存率をコロニ

血清無添加によって G0/G1期に同調した RAD54Bノックアウト HCT116細胞

と p53 ノックダウンあるいは Nutlin-3 処理を組み合わせて図３６と同様に解

析した。 
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ー形成法で調べたところ、Rad54Bノックアウト細胞では生存率が低下していた

（図３８）。すなわち、DNA損傷後の細胞周期の進行は、ゲノム不安定性を誘導

するだけでなく、そのようなゲノム異常をもった細胞の生存を促進することを

示唆した。従って、Rad54Bを標的にすることでこのメカニズムを抑制できれば、

DNA損傷薬剤の、がんに対する治療効果を上げることができると考えた。この

ことを確かめるため、ヌードマウスに野生型、または RAD54Bノックアウト

HCT116細胞由来のゼノグラフトを形成させ、オキサリプラチンまたは 5-FUで

治療を施した。その結果、Rad54Bノックアウト細胞由来のゼノグラフトにおい

て、薬物治療効果が増進された（図３９）。 

 

 

図３８：オキサリプラチン投与後の長期生存率 

 

 

 

オキサリプラチン投与後の長期生存率を、コロニー形成法を用いて解析した。

エラーバーは４回の実験における実験誤差を示す。ログ変換した生存細胞の

割合に対して反復測定２元配置分散分析を行い、有意な差を認めた（*：

P<0.05）。 
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図３９：ゼノグラフトモデルを用いた薬物治療効果の解析 

 

 

 

 

 

最後に、臨床検体における Rad54Bの役割を明らかにするため、NCBIの GEO

を参照し、正常細胞と腫瘍細胞内での Rad54Bの発現量を比較できるデータセッ

トを解析した。図４０に示すように、種々の固形腫瘍において Rad54Bの発現量

は有意に上昇していた。また、良性腫瘍である大腸腺腫においては全てのサン

プルセットにおいて、Rad54B発現量の上昇が見られた（図４１）。 

(a) ゼノグラフトモデルを用いて、Rad54Bが薬物の治療効果に与える影響を

マウスの生体内で解析した。観察した個体数はそれぞれのグラフの右に

示した。エラーバーは各々の群における標準偏差を示す。各タイムポイ

ントにおいてウェルチの両側 t 検定を行った（*：P<0.05、**：P<0.01）。 

(b) オキサリプラチン投与開始から２日目あるいは３日目のゼノグラフトの

細胞周期の分布を解析した。 
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さらに、REMBRANDT を用いて、脳腫瘍、特に星細胞腫における Rad54Bの

発現量と、生存期間の関係について解析したところ、Rad54Bの発現が多い群で

明らかに予後が不良であった（図４２）。これらのデータベース解析により、

Rad54B が腫瘍形成過程において重大な役割を果たしていることが示唆された。 

 

 

 

 

 
図４０：GEOデータベースを用いた、正常組織と腫瘍組織における Rad54B

発現量の比較 
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上で示してきたようなRad54Bによる p53の抑制機構が腫瘍形成機構に寄与す

るためには、野生型の p53の存在が前提である。従って、ここで解析したデー

タベース上のサンプルの p53の変異の有無を確かめる必要があると考えた。し

かしながら、ここで示したデータベースには、p53の変異についての情報は含ま

れていなかった。そこで、過去の文献において示された方法を参考にして、各

サンプルの遺伝子発現パターンから p53変異の有無の予測を試みた。図４３、

図４４に示すように、TCGAのデータを基にして図４０の Breast のサンプルお

よび図４１のサンプルをクラスタリングしたところ、Rad54Bの腫瘍における発

現の上昇は、p53の変異の有無に影響されなかった。同様に、図４２のサンプル

についても解析したが、Rad54Bの発現が高い群と低い群の間で p53 変異をもつ 

図４１：正常組織と大腸腺腫組織における Rad54B発現量の比較 
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と予測されたサンプルの割合に差はなかった（図４５）。以上の結果から、腫

瘍において高頻度にみられる Rad54B発現量の増加が臨床的な予後の不良と関

係しており、その一つの機序として、Rad54Bによる p53の抑制機構を介した細

胞周期の制御が関与していると考えられた。 

図４２：Rad54B発現量と生存期間の関係 

 

Rad54B を正常の２倍以上のレベルで発現する高発現グループとそれ以外に

分けて、(a)REMBRANDT に登録されているサンプル全体、(b)星細胞腫のサ

ンプルにおける生存期間をカプランマイヤー法で解析した。グラフ中のドッ

トは打ち切り例を示す。ログランク検定を行い、有意な差を認めた（**：

P<0.001）。 
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図４３：GDS2250 サンプルにおける p53変異の予測 

 

p53変異の有無が既知の TCGA BRCA サンプルを用いて、２３個の遺伝子を

抽出し(a)、それらの発現パターンを基にクラスタ解析を行った(b)。結果を

まとめた表を(c)に示す。 
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図４４：GDS2947 サンプルにおける p53変異の予測 

 

p53変異の有無が既知の TCGA COADサンプルを用いて、１４個の遺伝子を

抽出し(a)、それらの発現パターンを基にクラスタ解析を行った(b)。結果を

まとめた表を(c)に示す。 
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（図４５ 次頁に続く） 
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図４５：REMBRANDT サンプルにおける p53変異の予測 

 

p53変異の有無が既知の TCGA GBM サンプルを用いて、２２個の遺伝子を

抽出し(a)、それらの発現パターンを基にクラスタ解析を行った(b)。結果を

まとめた表を(c)に示す。 
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第四章 考察 

 

DNA損傷下で細胞周期を進行させる生物学的意義 

Rad54Bはこれまで DNA修復機構に関わるタンパク質と考えられてきたが、本

研究によって、Rad54Bが DNA損傷下での細胞周期の進行を促進し（図２６、

２８、３２、３５、３６）、ゲノムの不安定性を誘導することが明らかになった

（図３１）。さらに、細胞周期の進行によって細胞の生存が促進されたことから

（図３８、３９）、Rad54Bはゲノムの不安定性をもった細胞が生存する機会を

与え、がんの発生や悪性化の過程に寄与していると考えられた。元来、細胞の

がん化を防ぐために働く DNA修復に属するタンパク質が、なぜそのような機能

をもつに至ったのか、以下その生物学的意義について考察する。 

今回の研究では、主にオキサリプラチン、5-FU、放射線による DNA 損傷に対

して起こる細胞応答を解析したが、p53を欠損した HCT116細胞のオキサリプラ

チンおよび放射線への感受性を調べた過去の研究で、p53の欠損によって、オキ

サリプラチン処理に対して明らかに抵抗性になるのに対し、放射線照射に対す

る感受性はあまり変化がないことが示されていた 40,41。興味深いことに、図３８、

３９において、Rad54Bがオキサリプラチンあるいは 5-FU処理後の細胞の生存

を促進することを示した。さらに、過去の文献において Rad54Bは放射線照射後

の細胞の生存に大きな影響を与えないことが示されていた 31。つまり、ここに見

られるような DNA 損傷に対する細胞の運命決定には、本研究で示した Rad54B

による p53の制御が関与している可能性が高いと考えられる。 
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Rad54Bは p53を制御することで、上で挙げたいずれの処理によって引き起こ

された DNA損傷に対しても、細胞周期進行の制御という一定の役割を示してい

たにもかかわらず、最終的な細胞の運命は大きく異なっている。従って、DNA

損傷下での細胞周期の進行には、その後の染色体異常による細胞死を誘導する

効果と、ある一定の割合で生存のチャンスを与える効果の両方があるというこ

とが示唆される。つまり、オキサリプラチンや 5-FUなどの損傷に対しては、細

胞死を誘導する効果よりも、細胞生存のチャンスを与える効果の方が上回って

おり、一方、放射線によって起こる損傷に対しては、生存効果よりもむしろ細

胞死を誘導する効果の方が大きい。このように、DNA損傷後の細胞周期制御と

細胞の最終的な運命の関係は一つの明快な理論では説明できず、DNA 損傷の質

や量によって大きく変化していると推測される。 

ではこれらの関係性が、具体的に DNA損傷のどのような違いによって規定さ

れるかについて考えると、放射線はどの細胞周期にある細胞に対しても一様に

DNA損傷を与える一方で、オキサリプラチンや 5-FUなどの薬剤は、静止期に

ある細胞には明示的な DNA損傷を与えないと想定される。すなわち、DNAク

ロスリンクや、核酸代謝経路阻害による DNA 損傷は、理論的には合成期に細胞

周期が進行することによって初めて生じるものであり、静止期にある間には

DNA損傷と認識されることを逃れる可能性がある。従って、そのような状況に

おいて修復システムの一員である Rad54Bが、潜在的な DNA損傷を明らかにす

るために細胞周期を進行させ、DNAの完全な修復を可能にすることは合理的で

ある。修復システムと細胞周期制御システムはともに、p53などの DNA損傷応
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答因子の下流と捉えられ、それらのシステム間の相互調節機構についてはほと

んど知られていなかった。本研究では、修復システムと細胞周期制御システム

の間の相互調節機構の存在を示し、Rad54Bがその中心的な役割を担っているこ

とが明らかとなった。このように Rad54Bは、p53抑制を介した細胞周期の制御

を通じて、非常にユニークな生物学的役割を果たしていると考えられる。 

 

Rad54Bは精巧な p53の制御を可能にする 

 p53は DNA損傷後の細胞周期を制御することで、がん抑制遺伝子としての役

割を果たしている一方で、p53が非常に高いレベルで維持された場合には、アポ

トーシスを誘導することが知られており、p53の誘導レベルが、細胞の運命を決

すると考えられてきた。最近の研究では、p53 の誘導レベルと細胞応答の関係に

ついて、閾値の存在を示す結果も報告されている 42。これらのことを踏まえると、

がん化の過程で p53 の不活化を防ぐことは、一つのがん治療の戦略となると考

えられ、実際に多くの研究でその妥当性が検討されてきた 43,44,45。p53とMDM2

の結合を阻害することで p53の分解を抑制する Nutilin-3のような薬剤は、生体

内においても一定の効果を示すことが示されている 46,47。しかしながら、この薬

剤によって誘導される p53のレベルは比較的高く、ゲノム損傷薬剤と組み合わ

せた場合には、細胞死誘導の効果による副作用が問題になると考えられる 48。興

味深いことに、p53 のアレルを数アレル添加することによって p53 の発現量を微

増させた場合にも、抗腫瘍効果が得られるという報告がある 49。従って、p53を

誘導する治療戦略の課題は、いかに p53の誘導レベルを適切にコントロールす
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るかということであった。本研究における、Rad54B阻害による p53 レベルの誘

導機構は、図２６、３２などで死細胞の有意な増加が見られなかったことなど

から、DNA損傷薬剤処理の後においてもアポトーシスを誘導する閾値に達して

いないと推定される。一方で、細胞周期の制御は、定常状態では大きな影響は

なく、DNA損傷を与えた後にのみ強く誘導されるという性質をもっていた（図

３９）。以上のことから、図４６にまとめられるように、Rad54B の阻害と DNA

損傷薬剤を組み合わせることによって、アポトーシスを誘導する閾値に達しな

い範囲で p53のレベルを増加させることが可能となると考えられる。従って、

Rad54B を標的とした治療戦略は、過剰なアポトーシスの誘導から生じる副作用

を防ぐことで、Nutlin-3よりも優れた治療効果を得られる可能性がある。 

 

 

図４６：p53のレベルが細胞、個体に与える効果 

 

腫瘍形成過程における Rad54Bの役割 

腫瘍形成過程はおおまかに、１）正常細胞が、がん様の性質を獲得する過程、

すなわち腫瘍発生の過程、および、２）腫瘍の性質が徐々に変化し進展してい

く過程、すなわち腫瘍悪性化の過程の２つに分けられる。本研究で得られたデ

ータを基に、Rad54B の発現増加が、腫瘍形成過程においてどのような役割を果
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たしているかについて考察する。まず、図３５で、正常細胞において Rad54Bの

発現が増加し、かつ DNA損傷が加えられた場合には、本来停止すべき細胞周期

が進行していることが明らかとなった。このような細胞周期の異常な進行を繰

り返すことで、ゲノム異常が蓄積し、がんの形質を獲得すると想定されるため、

Rad54B の発現増加は、上記１）の腫瘍発生過程に寄与していると推定される。

このことは、良性腫瘍の段階である大腸腺腫において、Rad54Bの発現増加が顕

著に見られたことで裏付けされる（図４１）。今後の研究で、Rad54Bをノック

イン、あるいはノックアウトしたマウスの自然発がん率、DNA損傷薬剤による

発がん率、それらのマウスを他の発がんモデルマウスと掛け合わせた際の発が

ん率などを解析することで、Rad54Bの発がんにおける役割がより明確になると

考えられる。 

一方で、図４０のように Rad54Bの発現増加はすでに悪性化した固形腫瘍にお

いても観察されており、図４２で悪性度の比較的低い星細胞腫における Rad54B

の発現増加が著明に予後不良と関係することなどから、上記２）の腫瘍悪性化

過程にも寄与していることが示唆される。しかしながら、この段階まで腫瘍の

悪性化が進むと、p53 の変異をもつ割合も多いと予想されることから（図４３－

４５）、Rad54Bの発現増加による腫瘍悪性化促進の機構は、本研究で示した、

Rad54B による p53 の制御機構だけでは説明がつかないと考えられる。従って、

今後の研究で、p53 非依存的な Rad54Bの悪性化過程への寄与についても明らか

にする必要がある。 

以上のことから、Rad54Bを標的としたがん治療戦略を考えると、図３９で見
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られたような、既存の DNA損傷薬剤の治療効果を高めるのみならず、腫瘍の発

生および悪性化を直接的に抑制することができる可能性がある。それらを実現

するためには、上で述べたように、p53制御以外の Rad54Bの新たな機能を解明

すること、さらに、Rad54B自体の発現制御についての理解は必須である。また、

Rad54Bタンパク質を標的とした薬剤を開発するためには、Rad54BとMDM2お

よびMDMXとの相互作用の、より詳しい性状の解明や、相互作用を担うタンパ

ク表面の立体構造を明らかにする必要があると考えられる。 
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第五章 結論 

 

 本研究では、Rad54Bの新たな機能として、p53タンパク質の量および機能を

抑制することを発見した。そのメカニズムとして、Rad54BがMDM2 および

MDMXと直接結合することでそれらのヘテロ二量体の形成を促進し、p53のユ

ビキチン化を介して、分解を促進していることを明らかにした。さらにこの p53

抑制機構は、DNA損傷 G1/S および G2/M チェックポイントの強度を弱めること

で細胞周期を進行させ、ゲノムの不安定性を誘導することを明らかにした。ま

た、多くのがんにおいて Rad54Bの発現増加が観察され、特に脳腫瘍においては

予後不良と関係していた。以上のことから、Rad54Bは、がんの発生および悪性

化の過程における基盤となるメカニズムに関与していると考えられ、その機能

を抑制することは、新たながん治療戦略となることが示唆された（図４７）。 

 

 

図４７：Rad54Bによるがん発生・悪性化過程の制御
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