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研究成果の概要（和文） 

ニワトリ白血病細胞株 DT40 の野生型株から単離した核を UV 照射し、その遠心上清をミトコンドリアに反応

させると、チトクロム c の漏出が確認された。このことは、UV 照射した核からミトコンドリアに何らかのシ

グナルが遊離されていることを示唆する。そこで野生型株と DNA-PK蛋白欠損ミュータント細胞株で 2次元電

気泳動法によって存在するタンパク質を比較すると明らかに異なるスポットが検出できた。質量分析によっ

て、あるガン関連のタンパク質であることが判明した。 

 

研究成果の概要（英文） 

   We have previously found that upon UV irradiation, unidentified factor(s) were released from nuclei, 
moved to mitochondria, triggered caspase activation and apoptosis using DT40 chicken lymphoma cells.  
   In this study, we found that isolated nuclei from wild type DT40 cells could release factor(s) activating 
mitochondria membrane potential and cell death. It is tempting to speculate that this factor would be a 
novel intrinsic death factor other than p53, because apoptosis of DT40 by UV is independent on p53 
pathway. This factor would be associated with DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), because DT40 
mutant deficient for DNA-PK gene could not die by UV. Finally, we identified a candidate for one of these 
factors using 2-D gel electrophoresis and TOF MS/MS. Interestingly, this tumor related protein has at 
least three phosphorylatable Ser/Thr residues.  
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1.研究開始当初の背景 

 細胞は、核 DNA が傷害を受けたことをどのよう

にしてミトコンドリアに伝えるのか？これは、ア

ポトーシスの最も早期の細胞のレスポンスであ

る。これまで p53蛋白が中心的な役割を果たして

いるとされてきたが、p53 が機能しない細胞も多

く、p53 以外の第２のシステムを細胞は用意して

いると考えられる。 

DNA修復に関わる７つの系の 13個の蛋白質の遺伝

子をノックアウトし、DNA 修復に異常をきたすこ

とが予想される DT40 細胞のミュータント株がア

ポトーシスしやすくなることを確かめる実験を

行ったところ、想定外の結果が得られた。DNA 修

復に異常をきたし、死にやすくなるどころか逆に

死ねなくなったのである。 

2.研究の目的 

 上述の予想外な結果から、その細胞生物学的な

意味を独自に考察し、新たなアポトーシス伝達機

構の可能性を考えるに至った。本研究の目的は、

p53 に依存しない未知のシグナル伝達経路を明ら

かにすることである。 

3.研究の方法 

 ニワトリ白血病細胞株 DT40の野生型株から単離

した核に、紫外線照射した後にその遠心上清を取

得する。その上清をそれぞれ単離したミトコンド

リアにかけ、３７℃で反応させ、３０分後にその

上清中に存在する、ミトコンドリアから漏れてき

たチトクロム cをウェスタンブロッティングで解

析する。  

もし、ある時間以降に核からミトコンドリアに

「死のメッセージ」が発信されていることが確認

できたならば、次に DNA-PK 蛋白を欠損したミュ

ータント細胞株から核を単離し、同様の実験を行

う。もし、ミュータント細胞株からの単離核では

「死のメッセージ」が発信されていなかったなら

ば、DNA-PKが核内で「死のメッセージ」をリン酸

化していると考えられる。 

 野生型及び DNA-PK欠損ミュータント細胞株両者

の上清を２次元電気泳動にかけ、変化するスポッ

トを網羅的に検索する。それらのスポットを切り

出し、質量分析計で蛋白を同定する。 

次にその「死のメッセージ」の候補の蛋白質の

中で、リン酸化される可能性が高い配列を検索

し、リン酸化されうるセリン/スレオニン残基を

アラニンなど別のアミノ酸に変換し、リン酸化さ

れないように塩基置換した変異遺伝子を細胞に

強制発現し、アポトーシスが起きるか否かを調べ

る。このために浮遊系細胞でも効率よく遺伝子が

導入できるエレクトロポレーターを新たに導入

し、内在性遺伝子をゲノム編集法で、リン酸化さ

れない配列に置換し、その効果を検証する。 

4.研究成果 

 ニワトリ白血病細胞株 DT40 の野生型株から単

離した核に、紫外線照射した後にその遠心上清を

取得した。その上清を単離したミトコンドリアに

かけ、３７℃で反応させると、ミトコンドリアか

らチトクロム cの漏出が確認された。このことは、

紫外線照射した核からミトコンドリアに何らか

のシグナルが遊離されていることを示唆する。 

 そこで野生型株と DNA-PK 蛋白を欠損したミュ

ータント細胞株で 2次元電気泳動法によって存在

するタンパク質を比較すると明らかに異なる１

つのスポットが検出できた。そこでこのスポット

を LC MS/MS で質量分析すると、あるガン関連の

タンパク質であることが判明した。このタンパク

質には３カ所のリン酸化されうるセリン/スレオ

ニン残基が存在する。 
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