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a研究目的、研究の背景

アポトーシス (apoptosis)はプログラムされた細胞死 (programmedcell death) とも

呼ばれ、組織のホメオスタシス、免疫及び守111経系の発達、胎児の発育等に重要な役割を

来たしていると考えられている。アポトーシスは本来形態的特徴からつけられた名称で、

細胞及ぴ‘紘一は縮小、さらには断片化するが、細胞小器官は比一校的あとまで形態が保たれ

る。その|祭DNAはエンドヌクレアーゼによりヌクレオソームの問で切断され (DNAフラ

グメンテーシ ョン)、電気泳動で約200bpの倍数よりなるラダーが認められる 1)。アポ

トーシスをおこした細胞はネクローシスでみられるように、その内容を放出し炎症をお

こすことなく、速やかにまわりの細胞により食食される。

アポトーシスに影響を与える遺伝子は最近数多く知られるようになったが、アポトー

シスを抑制する遺伝子として最初に報告されたのはbcJ-2である。bc1-2は油胞性リンパ

腫の大部分でみられる14，18染色体転座It(14;18))のクローニングにより発見された九 染

色体転座により 18番染色体上のbcJ-2巡伝子のすぐ下流に14番染色体上にある免疫グロ

プリン霊童11遺伝子が隣接することによって、この免疫ク・ロプリン逃伝子のエンハンサー

の影響でBcl-2が高度に発現するようになる。しかし当時bcJ-2に相向性のある遺伝子が

知られていなかったため、 BcI-2の目i9f:現がどのように発癌に結び、ついているかは不明

であった。1988年VauxらはIL-3依存性の*111胞にbc1-2を遺伝子導入するとIL-3除去後の

細胞の生存が著明に延長すると報告した3)0 IL-3等のサイトカインはアポトーシスを抑

えることにより細胞を維持していることがわかっていたので、bcI-2にはアポトーシスを

抑制する機能があることが示されたことになる。焔でみられる細胞の蓄積を

(細胞増殖)ー(細胞死)= (細胞の蓄積)

といった式で単純化できるとすれば、 bcJ-2は細胞増殖に影響を与えず、細胞死を抑制

することによって細胞の蓄積をおこす新しいタイプの痴泣伝子であるということができ

る。



私は最初に、 Bcl-2が艇長E細胞の薬剤抵抗性の指標になり得るかをま日るために、 }DHJJi細

胞に形態的にもDNAのフラグメンテーションからもアポトーシスをおこすといわれてい

る化学療法斉IJによる細胞死もBcl-2が阻止するか否かを検討した。

発見当時ユニークであったbcl-2でRあるが、最近このホモログが次々とクローニングさ

れ、 bcl-2泣伝子ファミリーあるいはBcI-2蛋白ファミリーと言われるに至っている。こ

の蛋白ファミリーの特徴は株々な組み合わせでホモ、あるいはヘテログイマーをつくり

アポトーシスを制御しているということである。このなかでBcI-2と、あるいは自身と

ヘテロ、あるいはホモダイマーをつくることがわかっている Baxは、IL-3依存性の*Ill胞

にその遺伝子を導入すると、 Bcl-2とは逆に、 IL-3除去後のアポトーシスを促進すること

が知られている針。

一方BcI-2蛋白ファミリー以外にもアポトーシスを制御する蛋白は知られており、その

なかに癌:t!P市IJ遺伝子p53がある。 p53の欠失及び興7itは多くのヒトの癌において検出さ

れ、発癌において重要な抑制的役割をよp<たしていると考えられている九その機序と関

連してp53の2つの機能が知られている。ひとつは細胞周期の停止であり、もうひとつ

はアポトーシスの誘導である。細胞周期の停止の機序として少なくとも一部は、サイク

リン依存性キナーゼのインヒピターであり PCNA(proliferating-cellnuclear antigen)依存

性のDNA複製も抑制する WAFlICIPlの誘導によると考えられているが叩間後者の機序

に関しては現在不明である。アポトーシスはp53の欠失したマウス骨倣性白血病、ヒト

大腸痴などから樹立された細胞株の一部に誘導可能なp53を導入し発現させた場合にお

きる叩0)。更にp53欠損マウスの繊維芽細胞を用いた実験で、y線照射や化学療法斉IJによ

るアポトーシスの際p53が必要であることが示されている川。

私はまず、 BcI-2により阻止されるアポトーシスと、 p53により誘導されるアポトーシ

スが同じ経路にあるか否かを検討した。その結果p53により誘導されるアポトーシスは

BcI-2により抑制されることがわかった。そこで、p53によりアポトーシスが誘導される際、

内因性のbc/-2と、アポトーシスのインデユーサーであるbax治、53によりどのように転
写制御されているかを解析し、その結果わかったp53によるbaxの転写活性化の分子機構



の解明を試みた。
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b研究方法

1細胞培養

B前駆型白血病由来697121、JNi癌由来日358131、前立腺癌由来Tsu'prl141の各細胞株は

50u/mlペニシリン、 0.1mg/mlストレプトマイシン、 10%非動化牛j胎児血消添加

RPMIl640培地で培養した。子宮頚箔由来HeLa細胞株は50u/mlペニシリン、 O.lmg/ml

ストレプトマイシン、 10%非動化牛胎児血清添加DMEM培地で培養した。 '~~'I均種由来

Saos.2ttUJ抱株151は上記の培地に0.1mg/mlピルピン酸と非必須アミノ酸を添加lした。以上

は全てヒト細胞株である。マウス骨髄性白血病由来M1細胞株91は50u/mlペニシリン、

0.1mg/mlストレプトマイシン、 10%非動化馬血m添加DMEM培地で培養した。

2.細胞増殖及び生存率のiJJlj定

細胞生存率の測定は697あるいはM1細胞を各々の培地に2.5X105/mlの濃度でまき、薬

剤l処理あるいは温度変化を施し、一定時間後に0.4%トリパンブルー、あるいは50開 Iml

沃化プロピジウム (PI)で染色した。

また向械に3日間の薬剤処理後、ハンクス平衡塩溶液で3回洗浄して薬剤を除去し、

30mmの培養ディッシユを用いて0.3%の秋楽天1mlに2.5XI04の細胞をまき、 2週間後に

コロニー数を数えた。

細胞の増殖は697細胞を96穴培養プレートに l穴あたり6X103 (100μ1 )まき、 107M

のデキサメサゾン (DEX) の存在下あるいは~I'存在下で" 1 6時間培養後、 0.5μCiの 3H . チ

ミジンを加え 81時間後に細胞をガラスフィルターに回収しシンチレーションカウンター

で3Hーチミジンの取り込みを測定した。
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3. DNAフラグメンテーション分析

薬剤処理241時間後697細胞106を回収し、 Sorensonらの方法で、電気泳動を行い、 DNAを

臭化エチジウムで染色した 16)。

4.プラスミドの作製

BcI.2組み換えレトロウイルス発現ベクターの作製

pB4プラスミド12)から910bpのヒトbcl-2cDNA EcoRI断片を得、クレノー酵素で断端

を平滑化し、 BglIIリンカーを付加した後、レトロウイルス発現ベクターpZip'neo】7) の

BamHI部位にサプクローニングした (pZip.Bc!-2) (図 1)。

bax-CATフ.ラスミドの作製

baxフ・ロモーターを含む371bpのSmaI'SacI院rr片 (図7及び‘図8Aの'318bpから・687bpに

相当、以下数字のみを記す)をライブラリースクリーニングの項で述べるTM604・4から

切り出し、 HindIIIでL切ったプロモーターをもたないクロラムフェニコールアセチルトラ

ンスフエラーゼ (CAT) プラスミドであるpUCSVOCAT18)に平滑断端にした後サプクロー

ニングした。94bpのDdeI-DdeI断片(ー415からー508、図9A参照)はTM604-4から切り

出し、 BglIIで、切断したエンハンサーの欠損したSV40プロモーターをもっpA10CATBS叫

に平滑断端でサブクローニングした。

合成オリゴヌクレオチド A とB (それぞれ5"GATCTCACAAGTTAGAGACAAG守

CCTG'3'及び5'.TCGACAGGCTTGTCTCTAACTTGTGA-3・)をアニールさせ、

pA10CATBSのBgllIとSalI部位にサブクローニングしてー464から 486を含むプラスミド

を作製した(以下図 9B参照) 。合成オリゴヌクレオチド CとD (それぞれ

5' -GA TCGAGACCAAGCCTGGGCGTGGGCT A T A TTG. 3'及び 5'.TCGACAATATAGC. 

CCACGCCCAGGCTTGTCTC-3 ，)を用いて同様に 448から 475を含むプラスミドを作つ
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た。ー486から-448を含むプラスミドはオリゴマーAとDをアニールさせクレノー酵素で

断端を平滑化し、 BgllIで、切断したpAIOCATBSに平滑断端でサプクローニングして作製

した。

4この塩基置換を有する94bpのOde[-OdeI断片をもっプラスミドはHoらの方法に準じ

てPCR法を用いて作製した20)。用いた4このプライマーは5・GAAGATCTGAGACGG-

GGTTA TCTCTT-3' (下線部BglIサイト)5'-CGCGTCGACTGAGTGGTTTTGTTTTTT-3' 

(下忠良部Sallサイト )5'-AAGTTAGAGA'I!' AATGCTGGGCGTAGG-3・、 5'-CCTACGC-

CCAOCATTATCTCTAACTT-3・(袋文字は塩基盤換を表わす)である。最終的なPCR

産物はBglIとSalIでL消化後、 pAIOCATBSのBglI、SalI部位にサブクローニングした。

PCR反応にはPiuONAポリメラーゼ (Stratagene) を用い、予想通りの塩基世換を笑|努も

つことをONAの塩基配列から確認した。

5‘レトロ ウイルスによる逃伝子導入

pZip-BcI-2及ひ、pZip-neoを同種指向性ウイルスのパッケージング細胞である併2に燐酸

カルシウム法で逃伝子導入し、 2日後に仲2の培養上消を異種指向性ウイルスのパッケー

ジング細胞であるPA317刊に加え、 2日めからG418(800同Iml)で選択し、耐性クロー

ンを得た。このなかで最も高いウイルスタイターをもっクローンを697細胞の感染に用

いた。697細胞の感染はこのクローンとの混合培養によった。 2週間]の混合培養の後、

G418 (750同 Iml)で選択した。

MI/Neo及びeMl/p53はOr.O. Liebermannより供与をうけた。 MlIp53/BcI'2はMl/p53

に組み換えレトロウイルスpLXSHO/BcI-2削 を産生するパッケージング細胞である

PA317 (Or. M. Hoshimaruより供与)の培養上消を加え、ポリプレンの存在下に感染さ

せた。感染後2日めからヒスチジノール (4.5mM)で選択した。
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6.イムノプロット

イムノプロットはReedらの方法によった問。 10日間の細胞ライゼートをBcl-2の検出に

は12%、グルココルチコイドリセプターの検出には7.5%のSDS-PAGEで解析した。ニト

ロセルロースフィルターに転写後、ウサギ抗ヒトBcl-2血消23にあるいはウサギ抗ヒトグ

ルココルチコイドレセプター血消 (Dr.Cidlowskiより供与)と反応後、 0.25μCi/mlの

は5J-proteinAにて検出した。

7. RT-PCR 

M1細胞の bcl-2及び~ß2 マイクログロプリンのmRNA立はRT-PCR法を用いて半定量的に

解析した o cDNAの合成はモロニーマウス白血病ウイルス逆転写酵素 (GIBCOBRL)と

ランダムヘキサマーを用いて行った。 PCR反応に用いたブライマーはbcl-2の増幅には

5' -TGCACCTGAGCGCCTTCAC-3'と5ヘTAGCTGATTCGACCATTTGCCTGA-3'を、 s
2

マイクログロプリンの増幅には 5'-ATGGCTCGCTCGGTGACCCTAG-3'と

5'-TCATGA TGCTTGATCACATGTCTCG-3'を用いた。反応、後サンプルはアガロースゲ

ルで電気泳動の後、ナイロンメンブレンに転写し、 32pで末端標識したオリゴヌクレオ

チドをプロープとしてサザンハイプリダイゼーションを行った。プロープ、はbc/-2には

s・CCAGGAGAAATCAAACAAAG&3・を、。2・マイクログロプリンには

5・GCTACGTAACACAGTTCCAC-3'を用いた。 PCRの反応サイクルは94'C30秒、 57'C

30秒、 72'c 3分で 3サイクル毎に増幅の程度をみて、反応が飽和する前のサンプルで

解析を行った。

8.ノーザンプロット

15μgの全RNAを2.2Mのホルムアルデヒドを含む1.2%アガロースゲルで電気泳動後、
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10XSSCでナイロンメンプレンに転写した。ハイプリダイゼーションはランダムプライ

マ一法で32p標識したマウスbax及びマウスムーマイクログロプリンプロープとハイプリダ

イゼーションノTッファー (50%formamide， 10% dextran sulfate， 1M NaCl， 1 % SDS， 1X 

Denhardt・ssolution， 25mM Tris IpH 7.4)， 50μg/ml denatured salmon sperm DNA) を用い

て行った。洗浄は2XSSC、0.1%SDSを使い室温、更』こ68'Cで行った。

baxフ・ロープの作製にはマウスbaxの全オープンリーデイングフレームをRT.PCR法で

増幅し、 pSKIIフ。ラスミド (Stratagene)にサブクローニングした。用いたプライマーは

5ι弘主主GCGGTGATGGACGGGTCCGG. 3'と5'.GGAATTCTCAGCCCATCTTCTT

CCAGA.3・である(下線部はサプクローニングを容易にするために付加したEcoRIリン

カ}である)。

9ライブラリースクリーニング

pWE15コスミドベクターを用いたヒト胎盤DNAライブラリー (Stratagene) を"Pで標

識したマウスbaxcDNAをプロープにしてスクリーニングした。その結果得られたコス

ミドクローンのうちTM597.2をBamHIで消化し、 baxのプロモーターを含む約 4kbの断

片をpSKlJプラスミドにサプクローニングし (TM604'4)、サンガー法でDNAの塩基配

列を決定した。

10一過性遺伝子導入とCATアッセイ

細胞は 6穴プレート(直径約35mm) を用い70%コンフルエント時に行った。各穴の

細胞に3開のp53発現ベクター (pCMVp53wt、pCMVp53
179
[Dr. Ungerより供与2り]及

び空の発現ベクターpRcCMV [InvitrogenJ )、 3μgのCATプラスミド及びl問の

pCMVsGal削を30μgのリポフェクチン (GIBCOBRL) を用いて2.5mlのHしl培地

(Ventrex)のもとで16時間かけて逃伝子導入した。導入後48時間後に細胞をセルスク
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レイパーを用いて回収し、ハンクス平衡塩溶液で洗浄後100μlの0.25MTris (pH 7.8)に

浮遊させ、凍結融解を3回繰り返してから遠心し細胞ライゼートを得た。

CATアツセイは 30μ1の細胞ライゼートと 0.2μCiの[acetyl' 'H ] coenzyme A 

(4.48Ci/mmol)を用いてPfahlらの方法に準じて行った問。 CA甘舌性はβガラクトシダー

ゼ活性で除した相対的活性として表わした。両活性の測定の際、標準酵素を用いて標準

曲線を求め、各サンプJレに含まれる酵素活性値が諜準曲線の直線領域にあることを毎回

確認した。

11.組み換えパキュロウイルスによるp53tlま白の産生

pCMVp53wt及ひ、pCMVp53179をHind!Ilで消化し、クレノー酵素で断端を平滑化した後

XbaIで切断した。その結果生ずるp53のcDNA断片をSmaI、XbaIで消化したパキュロウ

イルストランスファーベクターpVL1393 (Pharmingen)にサプクローニングした。

Pharmingenのプロトコルに従い、 Sf9昆虫細胞にこれらの組み換えパキュロウイルスト

ランスファーベクターとBakulogoldウイルスDNAを同時に遺伝子導入し、組み換えパキュ

ロウイルスを得た。

p53蛋白の産生にはSf9細胞を高タイターのkflみ換えパキュロウイルスで感染させた。

感染後3日の細胞からブロテアーゼ阻害剤を含む1%NP40， 150mM NaCl， 5mM EDTA， 

10%グリセロール， 50mM Tris (pH 8.0)を用いてライゼートを得た。ライゼートはゲル

シフト用パッファー (EMSAバッファ一、 b.12で詳説)で透析して以下の笑験に供した。

12.ゲル移動度シフト法

合成オリゴヌクレオチドAとD (b.4参照)をアニールさせ、クレノー酵素で断端を

平滑化する際 [α.32pJdCTPを用いて標識した。4この塩基盤換を有する同様のプロー

プも合成オリゴ5ヘGATCTCACAA TTT AGAGA T AATGCTG-3'と5'ーTCGACAATATA.
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GCCTACGCCCAGCATTATCTC-3' (袋文字は塩基置換を表わす)を用いて作製した。

p53wtあるいはp53'79を発現しているSf9ライゼート及び非感染Sf9ライゼート (2同)を

一部は抗p53モノクローナル抗体 (0.5問 DO-1 [Santa Cruz BiotechnologyJ と0.5問

Pab421 [Oncogene ScienceJの混合物)と反応させた。その後0.5μgのソニケート済サケ

精子DNAと7μlのEMSAノてツファー (20mMHEPES [pH 7_5[， O.lM NaCI， 1.5mM MgCI" 

10mM dithiothreitol， 20% glycerol， 0.1% TritonX-100， 1mM PMSF， 10μg/ m 1 pepsta ti n， 

10同/m 1 1 eupepti n) を加え25'(;、10分反応した。その後32pで標識した上述の二重鎖オ

リコ・マー (4X10
5
cpm)を加え、 25'(;、 20分反応した。

サンプルは1XTBEを用いた4%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、グルの乾燥後

オートラジオグラフイ ーを行:った。
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c実験結果

<Bcl-2と化学療法剤抵抗性>

L bcl-2遺伝子導入による強制発現によりヒト白血病細1P2697はグルココルチコイド樹

性を獲得する

腫務制llJJ包の化学療法剤感受性にBcl-2が影響を与-えるか否かをみるために、種々の化学

療法剤に感受性のあるヒトB前駆細胞白血病細胞株697にヒトBci-2組み換えレトロウイ

ルス (pZip/Bci-2)を感染させた。対n買として Bci-2をもたないレトロウイルス

(pZip/Neo) の感染も平行して行い、 G418により感染細胞の選択の後、それぞれ

697/Bci-2及び、697/Neoを得た。ウエスターンプロット法にて697/Neoは極少量の内因

性Bci-2を発現していたが、 697/Bci-2のBci-2発現量はそれよりはるかに高く、少なく

とも14，18染色体転座をもっj慮胞性リンパ腫由来の細胞株に匹敵する歪であった(図 l

及び未発表データ)。尚697/Neoと697/Bci-2でグルココルチコイドレセプターの発現

量に逃いはみられなかった。

これらの細胞をまず株々な波!交の合成グルココルチコイドであるデキサメサゾン

(DEX)の存在下で培養し、トリパンブルーの排除能によりf粗胞の生存率をみたところ、

697/Neoで、は107MのDEXで2日後にはほぼ死滅したのに対し、 697/Bci-2はその100倍

の1O"5Mにでもほとんど細胞死はみられなかった(図2A)。

同様の結果はDNAのフラグメンテーション分析からも確認された(図2B)。すなわち

697及び、697/NeoではDEX処理24U寺!日]後、著名なDNAフラグメンテーションがみられた

が、 697/Bci-2ではt(14;18)を有しBci-2をi旬発現している泌胞性リンパJ!lli由来細胞株380

と同様、 DNAフラグメンテーションは認められなかった。
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2. BcJ.2細胞もステロイド存在下で増殖は阻止される

次にBcl.2は多斉IJ耐性遺伝子mdr.lにみられるように薬剤存在下における増殖能も付与

しうるかを検討した。 DEXの存在下、及び~I，存在下にて両細胞を 161時 11日培養後、 3H . チ

ミジンを添加して更に 6時間培養し、その取り込みを解析したところ、 697/Bcl.2も

697/Neo同様DEXの存在下では3H.チミジンの取り込みはほとんどみられず、細胞増殖は

停止することがわかった(図2C)。このことは現在わかっている多剤耐性遺伝子と明

らかに異なる点である。

3. BcJ.2純'l/Jfi2は様々 な化学療法弗jに対する耐性を獲得する

更に白血病やリンパl盛に対しよく用いられるそのほかの化学療法剤に対する感受性を

PIの排除能をFACSで解析することにより調べたところ、今回用いた全ての薬剤lに対し

て697/Bcl.2は697/Neoに比べ、著しい抵抗性を示した(図3)。その他にも図3の実

!設には用いなかったanthracycli n系の薬剤 (ドキソ jレピシン、ダウノマイシン)に対し

ても697/Bcl.2は抵抗性を獲得することがわかっている(未発表データ)。しかしいず

れの薬剤に対しでもDEXでみられたほど完全な抵抗性は示さなかった。 697の他にマウ

スのリンパj民、胸腺腫由来のT細胞株S49.1及びWEHI7.2を用いて同じ実験を行ったが

同様の結果が得られた刊。

4. Bcl.2細砲はいくつかの化学療法弗j除去後再び増殖を始める

一般に化学療法剤は骨髄抑制を考慮して間駄的に投与される。そこで化学療法の間で

おきるJHl蕩細胞の再増殖にBcl.2が彩轡を与・えている可能性を検討した(表 1)。前述

の両細胞株を 3日間DEX、メソトレキセート (MTX)、ピンクリスチン (VC)の存在

下で培養後これらの薬剤lを除去し、 1火主主天培地にまいて生ずるコロニーを数えた。
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697/Bcl.2はDEX処理の場合、無処理の場合に比べ約半数のコロニーを生じた。 MTX

処理においても少数の(無処理の6%以下)コロニーを生じたが、 VCを用いた場合には

コロニーは認められなかった。 697/Neoからはほとんどコロニーを生じなかった。

これらの結果からBcl.2によりある磁の薬剤lに対し抵抗性を獲得し、その薬剤存在下で

生き残った697細胞はその薬剤lの除去後再び増殖を始めることが示された。しかしvcで

は無処理の場合と同数の生細胞を用いても697/Bcl.2からはコロニーが認められなかっ

>. 
ι 。

<p53によるbcl-2、baxの発現制御>

1. Bcl-2はp53によるアポトーシスを抑制する

まず、様々な原因によっておこるアポトーシスを抑制することがわかってきたBcl-2が、

癌抑制逃伝子p53によって誘導されるアポトーシスを抑制するか否かを検討した。

マウスの骨髄性白血病細胞株M1はp53遺伝子が両アレルで欠損しておりp53蛋白は発

現していない9)。このM1に温度感受性p53を遺伝子導入した細胞 (M1/p53)とコントロー

ルプラスミドを導入した細胞 (M1/Neo)を用いて以下の実験を行った。この温度感受

性p53はマウスのp53の135番目のアミノ酸がアラニンからヴァ リンに換わっており 、

37'Cではmutantの構造をとるが32.5'cではwild-typeの構造に変わるものである問。

M1/p530)培養条件を37'Cから32.5'Cに下げると細胞は時間とともに図4にみられる

ような生存山線を描いて19時間後には約60%、48時間後にはほぼすべてが死滅する。

一方MlINeoは温度変化だけではほとんど生存率に影響はなかった。このp53による細胞

死もアポトーシスであることがわかっている九

そこで株々な原因によるアポトーシスを阻止するBcl-2がp53により誘導されるアポトー

シスも抑制できるかを調べるために、 M1/p53に更にヒトbc1.2をヒスチジノール脱水素
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~~紫のマーカーをもっ組み換えレトロウイルス (pLXSHO/Bcl-2) を感染させることに

より導入し、 M1/p53/Bcl-2を得た。 M1/p53/Bcl-2の温度変化後の生存はMlIp53に比

して有意に延長し、 19時間後には約90%の生存率を示し、 48時間後にも30%以上が生存

していた(図4)。

これらのことよりBcl-2はp53によるアポトーシスを阻止することがわかり、 Bcl-2によ

り阻止されるアポトーシスと、 p53により誘導されるアポトーシスが向じ経路にあるこ

とが示された。

2. p53はbcJ-2の転写を抑制し、 baxの転写を活性化する

M1細胞は内因性のBcl-2を比較的高レベルに発現しているにもかかわらずp53により

アポトーシスをおこすため、 jEL度変化によりwild-typeのp53を発現させることにより、

内因性のbcJ-2、及びbcJ-2とは反対にアポトーシスを誘導することが示されているbaxの

発現量がどのように変化するかを検討した。

前述したM1/Neo及びM1/p53を用いて温度変化前と変化後に経時的にRNAを採取し、

bcJ-2とbaxの発現量をそれぞれRT-PCR法、ノーザンプロット法で解析した結果、bcJ-2

は温度変化後発現量の低下がみられ、 baxは上昇することがわかった(図5、6)。デ

ンシトメーターで、 s2・マイクログロプリンを内部コントロールとして相対的mRNA発現

量を解析すると、 bcJ-2は41時間後に約70%、20時間後には約10%以下に低下するのに

対し、 baxは4時間後には2.5倍の上昇がみられた。このことよりwildφtypeのp53はbcJ-2

のリプレッサーでありbaxのインデユーサーであることがわかった。

3. bax遺伝子のプロモーター領域にはp53レスポンスエレメントと椋向性のある配列が

存在する

baxがp53によりどのようなメカニズムで誘導されるかをみるために、ヒトbax泣伝子
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をクローニングし、そのプロモーター領域の構造を解析した。 p53は転写因子であり様々

な遺伝子の転写を調節している。そのうちp53による転写活性化はp53が特典的なDNA

配列 (p53レスポンスエレメント)に結合することにより生ずることがわかっている 。

その結合部位は5'.RRRC(A/T)(T/A)GYYY'3'という 10bpからなる配列である。 (Rはプ

リン、 Yはピリミジンを表わす) しかしこの配列 lつでは結合は不十分で、O'13bp離れて

同様の10bp配列があることが必要である問。ヒトbax.泣伝子のプロモーター領域を解析

していくと、 TATAAボックスの約70bp上流にこのp53レスポンスエレメントがみつかっ

た。I![Jち図 7及び図 9Bに示したように、 lつのコンセンサス配列に完全に一致する

10bpのほかに、上流に1bpを挟んで、更に下流にO及び6bp挟んで計3この不完全な10bp

がみつかった。これらの 3こは10bpのうち7bpから8bpがコンセンサス配列に一致して

いた。そこで次にこの配列を含むbaxのプロモーターが笑際p53によって活性化されるか

をCATアッセイによって解析した。

4. bax遺伝子のプロモーターはp531こより活性化される

まずこのp53レスポンスエレメントを含むSmaI'SacI断片をプロモーターのないCATプ

ラスミドにサブクローニングしてCATアッセイで用いた。 p53の発現ベクターはサイト

メガロウイルスのプロモータ}で発現するwild.typeのヒトp53 (pCMVp53w) 及び179

番めのアミノ酸がヒスチジンからグルタミン般に世換しているヒ トJ]i!i箔由来のmutant

p53 (pCMVp53
179
) を用いた。細胞はヒト肺癌由来のH358を用いた。この細川胞ではp53

逃伝子が両アレルで欠損しておりp53ill白は発現していない 131。この細胞にCATプラス

ミドをpCMVp53
wt
、pCMVp53179、及び22の発現ベクターのいずれかと共に遺伝子導入

すると、 wild.typeのp53と遺伝子導入したときのみCATの酵素活性が誘導された。この

ことからヒト baxifif云子のプロモーターのうちSmaI.SacI断片がp53によるbaxの誘導に必

要であることがわかった(図8A)。同様の結果はp53が欠損または不活化されている骨

肉種由来Saos.2、子宮頚癌由来HeLa、iÎÍJ立J~R紡由来Tsu'prl細胞株でも確認された(図

15 



88)。

次に範聞を狭めてDdeI-DdeI断片(ー486/-448)をミニマルプロモーターをもっCATプ

ラスミドにサプクローニングして同様の解析をするとやはりwild-typeのp53と共に遺伝

子導入したときのみCATの酵素活性が誘導された(図9A)。しかしこのプラスミドに

図98に示す如く 4この塩基置換をつくるとwild-typeのp53によるCATの誘導は完全に

泊'失した。このことからp53によるbaxの誘導に対するこのp53レスポンスエレメントの

重要性が更に確認された。

最後に、 p53によるbaxの誘導にはすべての10bpが必要か否かをみた。中央の完全な

10bpの他に上流の10bpのみを含むもの (-486/-464)、中央の完全な10bpと下流の2こ

の10bpを含むもの (-475/-448)、すべての10bpを含むもの (-4861ー448)で比較する

と、前二者でもある程度の誘導はおこるものの、強い誘導にはすべての10bpが必要であ

ることがわかった(図9A及び98)。

5_ p53はbax遺伝子のp53レスポンスエレメントにinvitroで、結合する

実際invitroで、p53がbax遺伝子のプロモーターに結合するか否かをグル移動度シフト

法で検討した。 wild-type及び、前述の4この塩基置換を含む合成DNA断片 (-4861ー448)

を32pで標識し、組み換えパキュロウイルスにより産生されたp53wtあるいはp53'79と反応

させ、ポリアクリルアミド電気泳動を行った(図10)。一部の反応には抗p53モノクロー

ナル抗体 (Pab421+DO-1)を加えた。 wild-typeのDNAとwildφtypeのp53という反応の組

み合わせの時のみ、自の矢印で示したようにシフトしたバンドが認められた。 DNA、

p53のいずれかをmutantに替えるとこのバンドは認められなかった。またwiId-typeの

DNAとwild-typeのp53の反応に抗p53モノクローナル抗体を加えたときのみ、黒の矢印

で示したような更に上方にシフトしたバンドを認めた。やはりDNA、p53のいずれかを

mutantに替えるとこのバンドは認められなかった。このことから4.の結果と合わせて

p53蛋白はwild-type特異的にbaxill伝子のプロモーターに直接結合して転写を活性化して
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いることが示された。
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d考察

レトロウイルスを用いた遺伝子導入の実験によりBcl-2は様々な化学療法斉I}によるアポ

トーシスを抑制することがわかった。 BcJ-2は多剤耐性遺伝子のように薬剤存在下での

増殖能まで付与するものではないが、ある径の楽剤が除去された場合、生存している細

胞は再び増殖を開始することも示された。

このことからBcl-2の発現量は白期病やリンパJEl!の薬剤反応性、更には予後の指標にな

る可能性がある。実際、 BcJ-2のアンチセンスオリゴヌクレオチドはB細胞リンパ!亜細胞

をSCIDマウスに投与した場合、リンパ服の発症をが11えたという報告があり、更に白血病

細胞のBcJ-2の発現量と薬剤感受性が逆相|測するという報告や、再発の症例で;fJJ発の症

例よりBcJ-2の発現が高かったという報告がある 30)31)32)。しかし臨床症例における予後と

の比較では必ずしも一致した見解が得られていない。すなわちBcJ-2の発現が高い症例

は予後が悪いという報告がある一方で、両者には相関がみられなかったというもの、あ

るいは乳箔など図形腫主義ではそれとは逆の相関がみられたとする報告もある 32附 34)35)。

これらの報告のなかには症例数が少ないものや治療法が統ーされていないものもある

が、図形!盛泌で、はBcJ-2の発現が、少ない分裂像、高分化、 p53陰性(組織染色でp53陰

性の場合p53がwiId-typeのことが多い)といった予後を良好にする他の因子と相関して

いることがあり、それらの影響を強く受けているものと思われる。

更に最近Bcl-2のホモログが次々とクローニングされておりその多くがアポトーシスを

制御していることがわかっているため、 BcJ-2以外のホモログも考慮にいれて検討しな

ければならない可能性がある。

今回用いた化学療法斉IJはDNAの損傷以外にもDNAの合成障害 (MTX，AraC)、微小管

の損傷 (VC)、転写因子である受容体の活性化 (DEX) といった様々な薬効機序をも

っ点から、 BcJ-2は多くのアポトーシスの経路に作用していると考えられる。従って

BcJ-2の作用機序の解明は現在まだ未解決のアポトーシスの分子機構の理解にとって霊



要であると思われる。特にグルココルチコイドによるアポトーシスはBcl.2によって完

援に阻止されており、グルココルチコイド及びその受容体の機能がかなり詳細にわかっ

ていることと合わせて、この系はBcl.2の作用機序の解明のための良いモデルと考えら

れる。

しかしDEX以外の化学療法刻に対する耐性は部分的なものであった。このことから化

学療法斉IJによる細胞死の一部はBcl.2が作用しない経路によっておこっていることが示

唆され、それらの中にはネクローシスによる細胞死も含まれる可能性がある

bcl.2遺伝子ファミリー以外にもアポトーシスを制御する遺伝子はいくつも知られるよ

うになった。そのなかにはc-myc，v.ablなどの痴:il1伝子やp53といった痴抑制泣伝子があ

り、アポトーシスと発癌はますます重要視されるようになっている 36)3九癌細胞におい

て最も高頻度に変異のみられる焔抑制泣伝子p53によっておきるアポトーシスの経路と、

株々なアポトーシスを抑制するBcl.2がl児与する経路がとずのような関係にあるかを解明

するため、まずp53によっておきるアポトーシスがBcl.2により抑制されるか否かを検討

した。

p53欠損マウス骨髄性白血病細胞株M1に温度感受性p53を遺伝子導入すると、温度依

存性に、すなわち培養条件を37"Cから32.5"Cに下げるとアポトーシスをおこす。そこに

更にBcI.2を強制発現させたところ、アボトーシスは著明に阻止されることがわかった。

このことからp53とBcl.2は共通のアポトーシスの経路に関与しており、更にBcl.2はp53

の下流に|刻わっていると考えられる。

この実験でBcl.2によるアポトーシスの抑制が完全でなかった理由として、ひとつは強

制発現されたBcI.2の量が十分でなかった可能性がある。その他にp53によるアポトーシ

スの制御にBcI.2だけでなく BcI.XLなときのBcI.2蛋白ファミリーも関与している可能性も

ある 38)。しかしBcI .2 は p53~こよるアポトーシスを完全に阻止するという報告もあり、阻

止の程度は細胞株によるようである 39州。

M1が内因性のBcI.2を比較的強く発現しているにもかかわらずp53によりアポトーシ

スをおこす理由のひとつは、 Bcl.2の発現はp53により抑制されるためであることが示さ
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れた。更にアポトーシスを誘導することが知られているbaxがp53により転写活性化され

ることがわかり、その分子機構はp53のbaxフ・ロモーターへの直接の結合であることがわ

かっfこ。

現在このようなp53の標的遺伝子としてWAFlICIPl、gadd45等 6つほど知られてお

り、 p53による細胞周期の停止を説明する根拠として注目されている 7)4り。実際

WAFlICIPl欠損マウスではGlチェックポイントに障害が認められている 42)。しかし

p53のもう一つの機能であるアポトーシスの誘導の機構に関してはまだ不明で、ある。今

回明らかになったp53によるBcl-2の発現抑制とBaxの発現誘導はp53によるアポトーシ

スの誘導に関わっている可能性がある。

しかL，wild-typeのp53をもっ服務細胞でもy総H日射で、baxの誘導のおきるものとおきな

いものがあることが報告され、この誘導機序には吏に複雑なメカニズムが働いていると

考えられる 4九

更に最近の報告で、はBax欠損マウスでも胸)娘細胞ではy線照射によるアボトーシスは正

常・におこるという州。このことからBaxのアポトーシスにおける役割は細胞や組織によっ

て異なる可能性、またBad，BakといったBcl-2ファミリーの他のメンバーも Baxと重複し

たアポトーシスを誘導する役割を果たしている可能性が考えられる 45)46)47)48)。最近やは

りアポトーシスの誘導に重要な役割を演じているF'as/APO-lもp53によって直接誘導さ

れることが示され、F'as/APO-lもp53によるアポトーシスに関与している可能性があり

注目される明。

p53は転写活性化以外に、p53レスポンスエレメン トをもたないいくつかの遺伝子の転

写を抑制することが知られており町、細胞の生存に必要な何らかの泊伝子の発現を抑え

ることもアポトーシスの誘導機序として考えられる。その他にp53がアポトーシスを制

御する蛋白と結合することにより転写因子とは別の機構でアポトーシスを導く可能性も

ある。

p53によるアポトーシスの誘導の機序解明はまだ始まったばかりであるが、統ーされ

た一つのメカニズムで説明することはむずかしそうである。上記の可能性を組織あるい

20 



は分化段階による逃いも考慮しながら一つ一つ検討していく必要があろう。

21 



E まとめ

Bcl-2は白血病*1lI1泡において検々な化学療法剤によるアポトーシスを阻害することを明

らかにした。このことからBcl-2は紐湯細胞の薬剤耐性を決める重要な因子の一つであ

ると考えられる。

p53によっておこるアポトーシスのメカニズムは複雑でまだ解明されていないが、 p53

によるBcl-2の発現抑制とBaxの発現誘導が関与している可能性を示し、更にbaxはp53が

直接そのプロモーターに結合する標的分子であることを示した。

22 
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図1 697細胞への組み換えBcl-2レトロウイルスによる遺伝子導入
レトロウイルスベクタ -pZip-Bcl-2を用いて異種指向性組み換えレトロウイルスを作

製し感染に用いた。細胞ライゼートをpZip-NeoあるいはpZip-Bcl-2を感染させた細胞よ

り調整し、 100陪の蛋白を用いてSDS-PAGEを行いニトロセルロースフィルターにプロ ッ

トした。フィルターをウサギ抗ヒトグルココルチコイ ドレセプター抗体 (95-Kd)、ウ

サギ抗ヒトBcl-2抗体 (26-Kd) と反応させた。

LTR. Moloney leukemia virus long terminal repeat; NEO. G418・resistancegene; B. 

BamHI: Xb. XbaI: X. XhoI 
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図2 Bcl-2はDEXによるアポトーシスを抑制する

A. 697/Bcl-2 (・)と 697/Neo(0) を様々な波皮のDEXの存在下に培養し、 2日

後に細胞の生存率をトリパンブルーの染色で求めた。 3回の実験から平均と標準偏差を

計算した。

B. 697/BcI-2、697/Neo、697(非感染親株)、 380(t(14;18)を有する泌胞性リンパ

腿由来細胞株)を 24時間DEX存在下で培養後106この細胞を回収し、 Sorensonらの方法

でDNAフラグメンテーションをみた。マーカー (M)はHaeIlI消化ゆXー174DNAである。

C 細胞の地殖を3Hーチミヂンの取り込みで解析した。 697/BcI-2 (斜線)及び

697/Neo (点)を107MのDEXで16時間培養した後3Hチミヂンの取り込みを測定した。

3回の笑験から平均と標準偏差を計算した。
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図3 Bcl-2は様々な化学療法剤によるアポトーシスを抑制する

697/Bcl-2と697/Neoを2日間10
7
MのDEX、20μMの4-ヒドロキシサイクロフォスフア

ミド (4-HC)、70μMのエトポシド (VP-16)、lf.tMのピンクリスチン (VC)、3μMの

シトシンアラピノシド (Ara-C)の存在下で培養した。 PIで染色後FACSで解析した。横

軸は蛍光強度、縦軸は細胞数を表わす。各グラフの右肩の数字は生存率を表わす。生存

率を求める際、蛍光強度l.5以上を死細胞、l.5以下を生細胞として計算した。

35 



Experiment 1 Experiment 2 

Cells Drug No. CFU %CFげ No.CFU % CFU' 

697/Bc卜2 None 278 100 340 100 

DEX 156 56 167 49 

MTX 18 6 3 <1 

VC 。 。 。 。
697/Neo None 344 100 440 100 

DEX <1 2 <1 

MTX 。 。 。 。
VC 。 。 。 。

表1 697/Bcl-2は培地からDEXあるいはMTXを除く と再増殖する

697/Bcl-2と697/Neoを107MのDEX、10μMのメソトレキセート (MTX)、lμMの

ピンクリスチン (VC)で3日間l処理したあと、培地から薬剤を除き秋寒天培地にまき、

14日後にコロニー数 (CFU)を数えた。 697/Bcl-2及び無処理の細胞は2.5X10'の生細

胞を30-mmディシュにまいた。 697/Neoは3日/lJJの処理でほとんどの細胞が死滅するた

め生細胞数で調節することは不可能なため、同級の処理をした697/Bcl-2と等しい容積

中の細胞を用いた。繰り返し行った2回の実験の結果を示した。

女 :無処理の細胞から生じたコロニー数に対するパーセン ト
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図4 Bcl-2はp53で誘導されるアポトーシスを抑制する

温度感受性p53を逃伝子導入したMl細胞 (MlIp53、・)、空の発現ベクターを導入

したMl細胞 (Ml/Neo、0)及ぴMlIp53fこ更にBcl-2レトロウイルスを感染させた

MlIp53/Bcl-2 (・)の培養条件を37'Cから32.5'cに変化させ生存率を経時的にトリ

パンブルーの染色で求めた。 3回の実験から平均と標準偏差を計算した。
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p53 NEO 

bcl-2-. -537 bp 

s2m-. -373 bp 

o 4 19 o 4 19 HRS 

図5 p53はMl細胞のbcJ-2の発現を抑制する

MlINeo及び'Ml/p53で、上記の温度変化後、経時的にRNAを抽出し、 RT-PCR法により

bcl-2の発現量の変化を解析した。内部コントロールとしてs2・マイクログロプリン遺伝
子の増幅を同時に行った。
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p53 NEO 

-1.5 kbp 

Bax-ー -1.0 kbp 
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o 4 19 0 4 19 HRS 

図6 p53はMl細胞のbaxの発現を誘導する

MI/Neo及ぴMlIp53で上記の温度変化後、経!時的』こRNAを抽出し、ノーザンプロット

法でbaxの発現量の変化を解析した。同じプロットを用いて九マイクログロプリ ン遺伝

子のプロープで再びハイブリダイゼーションを行い内部コントロールとした。
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CC TGCTGATCTA TCAGCACAGA 

TTAGTTTCTG CCACTTTTTA AACTTCATAT TCCTTTTCTT TTTACACAAA -901 

CACAAACATT CGAGTCATGA CTGGGTGGGG TGGCTCAAGC CTGT且ATCTC

AGCACTTTGG GAGGCCAAGG TGCGAGGATG CTTGAGTCTG GGAGTTCAGA -801 

GACCAGCCTG GGCAACATAG AGAG且CCTCATCTCC且CATAAAAAGTTTTA 

AAAATTAACC AGGGGCGGTG TAGTCCCAGC TACTCAGGAG GCTGAGGTGG -701 

GAGGCTTCAG CCCGGGAATT CCAGACTGCA GTGAGCCATG ATTGGGCCAC 

TGCACTCCAG CCTGGGCAAC ACAGTGAG且C CCTGTCTCAA AAAAAAAAAA -601 

AAAAAAAAAA AAAAAAACAG GAAAAAACAA ACAAACAGAA AAGCAGGCCT 

GGCGCGGTAG CTCATGCCTG TAATCCCAGC GCTTTGGAAG GCTGAGACGG -501 

GGTTATCTCT TGGGCTCACA AGTTAQAGAC AAGCC'I"t:;GGC GTGGGCTATA 

TTGCTAGATC CAGGTCTCTG CAAAAAACAA AACCACTCAG TTTTTAGTCA -401 

+ 
TCTATAACGT CCTGCCTGGA AGCATGCTAT TTTGGGCCTC TGAGCTTTTG 

CACTTGCTAA TTCCTTCTGC GCTGGGGAGA GCTCAAACCC TGCCCGAAAC -301 

TTCTAAAAAT GGTGCCTGGA TAAATGAAGG CATTAGAGCT GCGATTGGAC 

GGGCGGCTGT TGGACGGCGC CACTGCTGGN ACTTATCGGG AGATGCTCAT -201 

TGGACAGTCA CGTGACGGGA CCAAACCTCC CGAGGGAGCG AGGCAGGTGC 

GGTCACGTGA CCCGGCGGCG CTGCGGGGCA GCGGCCATTT TGCGGGGCGG -101 

CCACGTGAAG GACGCACGTT CAGCGGGGCT CTCACGTGAC CCGGGCGCGC 

TGCGGCCGCC CGCGCGGACC CGGCGAGAGG CGGCGGCGGG AGCGGCGGTG -1 

図7
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図7 ヒトbax迂泣I伝子のフプ@ロモ一夕一及ぴ、5

ヒトbωa点立町イ伝云子の翻訳閲始領域から972bp上流までの塩1基左配列を示した。プライマー伸

長法で確認した転写開始部位を矢印で示した。p53レスポンスエレメントのコンセンサ

ス配列に完全に一致する 10bpをボックスで囲んだ。そのすぐ上流と下流にある不完全な

lObpを破線で示した。TATAAボックスを二重の下線で示した。
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図8 bax遺伝子フ。ロモーターはp53によって転写活性化される

ー687bpからー318bpまで、のSmaI-SacI断片をプロモーターをもたないCATプラスミド

pUCSVOCATにサブクローニングして、いくつかのp53欠損細胞株にpCMVsGal及び

pCMVp53w， (w)、pCMVp凶53丸179 (M附)、 pRc/CMV(ー)の三者のいずれかと共に逃伝子

導入した。CAT活性は2日後に測定し、 βガラクトシダーゼ活性で標準化した。

Aの上部にbax泣伝子のプロモーター領域を模式的に示した。その下はヒトJ]JIj焔由来

H358細胞を用いた結果である。 3回の実験の平均±標準偏差で、表わした。

BはSaos-2、HeLa、TSU-prl細胞株を用いた結巣である。同様の結果を示した2回の実

験の Iつを示した。
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図9 ・486bpから 448bpの領域がp53に反応する

A. bax逃伝子のいくつかの領域をミニマルプロモータ}をもっCATプラスミド

pA10CATBSにサプクローニングして、図8と同様にCATアツセイを行った。上部に

bax逃伝子のプロモーター領域を様式的に示した。*はp53が結合すると忠われる部分に

4この塩基置換を施したプラスミド (B.参照)。

B. '486bpからー448bp付近のDNA配列。 p53レスポンスエレメントのコンセンサス配

列に一致する塩基を太字で表わした。コンセンサス配列に完全に一致するlObpをボック

スで囲んだ。コンセンサス配列に不一致の塩悲を小文字で示した。 A.の女で施した4個

の塩基置換を同じ記号を添えて示した。
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123456789  

p53 - 5f9 mt wt wt 5f9 wt mt wt 
p53Ab - ー・ ・ ・+ + + + 

oligo wt wt wt wt mt wt wt wt mt 

図10
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図10 p53はinvitroでbax迫伝子のプロモーターに結合する

非感染のSf9細胞のライゼート (Sf9)、wild-typeのp53及びp53
179の組み換えパキユロ

ウイルスの感染したSf9細胞のライゼート(各々wt、mt)を32pで標識した 486bpから

448bpに相当する 2本鎖オリゴヌクレオチド(図9と同じ塩基位換のないもの [wt]と

あるもの [mt])と抗p53モノクローナル抗体の存在下(+)あるいは非存在下(-)で

反応後、ポリアクリルアミド電気泳動をしてオートラジオグラフィーで検出した。白い

矢印はp53とオリゴヌクレオチドが結合してシフトしたバンドを、黒い矢印はそれに更

に抗p53モノクローナル抗体が結合してスーパ}シフトしたバンドを示す。
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