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1．研究のまとめ

研究の背景と目的

テロメラーゼはテロメラーゼ逆転写酵素(TERT)と鋳型剛A(TERC)の2成分

からなり、染色体末端のテロメア反復配列の複製に特化した酵素であり、細胞

寿命の維持に係わる。テロメラーゼの発現は、ヒト初代細胞の不死化とがん化

に必須であり、ヒト初代体細胞にはその発現がないとされ、がん細胞で強い発

現が見られることから、テロメラーゼは抗がん剤研究の有力な標的である。テ

ロメラーゼは、ヒト初代細胞では核小体に優先的に分布し、多くのがん細胞で

は核質に分布する。我々は、hTERTとヌクレオリンが特異的に相互作用するこ

とを見い出し、両者の相互作用がhTERTの細胞内局在制御に関わる可能性を提

示した(KhurtsSetal.,JBiolChem,279(49):51508-15515(2004))．hTERT

は、転写制御以外に、細胞質、核小体、核質など細胞内の移送段階の制御を受

けている。また我々は、B型肝炎ウイルス(HBV)の多機能制御因子X蛋白(HBx)

がヒト初代細胞の不死化とがん化を促進する予備的な結果を得て、テロメラー

ゼ活性化の可能性の検討が必要となった。本研究の目的は、hTERTの細胞内局

在とテロメラーゼ複合体の活性化機構に関わる制御因子の探索と解析を行い、

テロメラーゼ活性を修飾する因子の役割を解明する。具体的には、イ.標識タ

グhTERTを導入した培養細胞株を樹立し、テロメラーゼ複合体を生化学的精製

法及びaffinitychromatography法により精製し、複合体の挙動とhTERTと相

互作用する因子の同定を進め、ロ．ヒト初代細胞と不死化細胞のがん化の過程

での冊VX蛋白(HBx)の役割と、冊xの形質転換促進に伴う遺伝子発現のプロフ

ァイルを検討する。ハ.hTERTと相互作用するヌクレオリンとC型肝炎ウイルス

(HCV)の剛A依存RNA合成酵素(NS5B)との相互作用による複製制御活性を検討

する。



主な研究結果

1.2成分共発現による組み換え型ヒトテロメラーゼの部分精製

hTERTとhTERC発現ウイルスベクターを昆虫細胞に感染させ、2成分の共発現

により組換え型ヒトテロメラーゼを部分精製を行った。その結果、680kDa

(Peakl)と380Kda(Peakll)の異なったテロメラーゼ活性を持つ複合体を分離

精製した。PeakllはテロメラーゼとHsp90が複合体を形成し、テロメラーゼ活

性はHsp90阻害剤に感受性を示し､hTERTはプロテアソーム依存性に分解された。

Peaklの活性はHsp90阻害剤の影響を受けず、安定な複合体として存在し、

nucleolinと結合していることが示唆された｡Peaklの複合体は､抗FLAG-hTERT

を用いたaffinity精製が可能であることから、N端側が露出していると結論さ

れた(文献25)。

2.ヒト培養細胞のテロメラーゼ複合体の存在様式と活性。

HeLa細胞とFLAG-hTERTが安定発現するHeLa細胞株を用いて、ヒト培養細胞

のテロメラーゼ複合体の存在様式を検討した。HeLa細胞の可溶化抽出液を、直

接或いは抗FLAG抗体(M2)に吸着した画分し、分子箭法で分画した。その結果、

分子量約680kDaと400kDaの二種類の異なる活性型テロメラーゼ複合体を見い

出した。分子量約680kDaの複合体はHsp90を含まず、Hsp90阻害剤に耐性であ

った。また内因性hTERTとFLAG-hTERTの大半は分子量約680kDaの複合体に分

布していた。一方、分子量約400kDaの複合体はHsp90を含み、Hsp90阻害剤に

感受性を示すと共にhTERTは不安定であり、プロテアソーム阻害剤は分子量約

400kDaの複合体を安定化した。テロメラーゼ阻害剤でhTERTの分解が阻止され

た結果は、分子量約400kDaの複合体のhTERTはプロテアソーム経路による分解

制御を受けていることを示唆した。分子量約680kDaの複合体の画分にはヌクレ

オリンが含まれるが、400kDaの複合体の画分には殆どヌクレオリンは回収され

なかった。これらの結果は、細胞内で異なる2種類の活性型テロメラーゼ複合

体が存在し、テロメラーゼの異なる局在或いは活性型テロメラーゼの異なる機

能が存在する可能性を示唆した。これらの複合体は、昆虫細胞系で発現した組

み換え型テロメラーゼ複合体と近似していた(文献25)。

3.冊xの形質転換促進能とテロメラーゼ活性の修飾

ヒト正常線維芽(BJ)HBxを導入した安定発現株では、テロメラーゼの弱い活

性化が観察され、細胞の老化(senescence)の遅延が観察されたが、細胞の不死

化は観察されなかった。hTERTを導入により不死化したBJ細胞(BJ-hTERT)に活

性化型Rasを導入すると、OncogenelnducedSenescence(01S)が観察される。

BJ-hTERT細胞株に活性化型Rasと冊xを導入すると、OISが観察されず細胞の

増殖は継続した。両因子の共発現BJ-hTERT細胞株は、softagar中でコロニー

形成能を示し、この細胞株をヌードマウスに移植すると量依存的に腫瘍形成が

観察された。これらの結果冊xは、活性化型RasによるOISを克服し、形質転

換を促進能を持つことが示された。冊x形質転換促進能には、aa74-94と

aalll-131の2配列が必須であり、aal-49が付加的な役割を示した。ジーンチ



ツプ解析では、冊xと活性型Rasが共発現した不死化BJ細胞で、不死化BJ細胞
に比較し、アポトーシス関連因子やMAPキナーゼシグナル伝達経路など細胞周
期と細胞増殖に関与する因子と、SRCなど癌遺伝子関連因子の発現冗進が認めら
れた（文献1，15，27)。

4．ヌクレオリンのRNA合成複製酵素活性への関与。

hTERTと特異的に相互作用するヌクレオリンは、C型肝炎ウイルス(HCV)複
製酵素であるNS5Bと特異的な相互作用を持つ。ヌクレオリンとNS5Bとの相互
作用がHCVの複製に必須であることが､ヌクレオリン結合性を消失したHCVNS5B

変異を持つHCVサブレプリコン系ではHCV複製が全く起きないことと、RNAi法
でヌクレオリン発現が低下した細胞では､HCV複製が大きく低下する結果により

示された(文献14,26)。
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ofHepatitisBVirusXprotein(HBx)maybecriticalitstransfbnnationabilityon
hmnanimmortalcells・InternationalMeetingontheMolecularBiologyofHepatitisB
Viruses,Heidelberg,GennanylSep､18-21,2005
3.ZhangS,LeTIT,TangH,WeiWHayaslliN,"皿上“.DNA-bmdmgabilityof
RNApolymerasellsubunit5(RPB5)inrelationtothecoactivationfimnctionof
HepatitisBVilrusXprotein(HBx).InternationalMeetingontheMolecularBiologyof
HepatitisBViruses,Heidelberg,Gennany9Sep､18-21,2005
4.LeTTT;ZhangS,HayashiN,YasukawaM,DelgermaaL,血ｴa皿曇.hteraction
ofHepatitisBVirusprotem(HBx)andhumanRPB5:finemappingofthecritical
seqUenceandresiduesbytwo-stepala【血eSCam血g・IntemationalMeetingonthe
MolecularBiologyofHepatitisBViruses,Heidelberg,GermanybSep.18-21,2005.
5.HayaslliN・RolesofRanmcellcycle・hternationalsymposiumonranandcellcycle,
Awaji,Japan,Oct､2-4,2005
6.Shimal<ami亟璽Uakam_S.12tlllnternationalSymposiumonHepatitisCVirusand
RelatedVilruses,Montreal,Canada,Oct.2-6,2005

7.u皿皿_皇.HepatitisBVirusXprotein:TranscriptionalmodulationinHBV
replicationandpositiveroleintumorigenesisusingimmortalizedhumanprimarycells.



InvitedlectureatSuzllouUniversityDSuzhou,Chma,Oct,24,2005
8.ML塑皿一旦.Diverseflowsofgeneticinfbrmation.hvitedlectureatSuZhou
UmversityうSualou,Cllina,Oct.26,2005

9.ShimakamiT,HondaM,KanekoS,…_皇.FHectofinteractionbetween

HCVNS5BandnucleolmonHCVRNAreplication第56回米国肝臓学会

10.SmagozakaH,HondaMYamasllitaTTakatoriH,NishinoR,UedaT;KanekoS.

Idemificationofanovelgrowthfactorinhepatocellularcarcmomausingthesage
method.第56回米国肝臓学会

ll.旦旦皿旦_M,ShimazakiT;MurataT;ShmotohnoK,LemonS,KanekoS・Laprotein
isapotentregulatorofreplicationofhepatitisCvnsinpatientswitllcllronic

hepatitisCtllroughinternalribosomalentrysite(RES)directedtranslation第56回
米国肝臓学会

12．旦皿ﾕ塁_M,YamasllitaTBMinagawaH,KanekoS.Combinedproteomeanalysisof

hepatocellularcarcinomaandquantitativetranscriptomeanalysisbyserialgene
expressionanalysis.第56回米国肝臓学会

13.YarnasllitaT,HondaM,UedaTBSunakozakaH,KanekoS.Transcriptional

activationofsmallUbiquitinrelatedmodifierb3enhancesstressresistantcellgrowthin
hepatocenularcarcmoma・第56回米国肝臓学会

14.UedaT,HondaM,YamashitaT;NishinoR,TakatoriH,KanekoS.Aunique

featureofmetabolicchangesofhepatitisCvirus-relatedhepatocellularcarcmoma第
56回米国肝臓学会

＜国内学会等＞

15．レイトウイ、張世俊、林直之、拉上這里｡RPB5とRAP30および冊xとの
相互作用:点突然変異酵母RPB5のアウトカム｡第64回日本癌学会総会､札幌、

9月14－16日、2005.

16.大石尚毅、クルツシラガルデイ、中本安成、金子周一、拉上漬里｡B型肝
炎ウイルスX蛋白(HBx)はヒト正常細胞において活性化H-Rasのsenescence誘

導に拮抗し､celltransformaionを促進する。第64回日本癌学会総会､札幌、

9月14－16日、2005.

17.島上哲朗､本多政夫､草川貴史､下遠野邦忠､金子周一､尅上痘里｡HCVNS5B
とヌクレオリンの相互作用のHCVRNA複製に与える影響に関する検討。第64

回日本癌学会総会、札幌、9月14-16日、2005.

18.林直之、西本毅治、原島俊、主士上這里。出芽酵母の2A型プロテインホスフ
アターゼのテロメアと細胞寿命に対する機能｡第28回日本分子生物学会年会、

福岡、12月7－10日、2005.

19.草川貴史､島上哲朗､金子周一､幽里｡RGGdomainofNucleolinaffects
HCVreplication.第28回日本分子生物学会年会、福岡、12月7-10日、2005.

20.Sato,T.,Hidaka,K.,Nishida,J.,Morisaki,T､,Nakabeppu,Y.and

YoshiokaK.ScaffoldproteinJSAP1isinvolvedincardiomyocytelineages

differentiatedfromembryonicstemcells・The58thAnnualMeetingofJapan

SocietyforCellBiology

21、佐藤時春、岩永飛鳥、寅嶋崇、杉原一司、平井宏和、浅野雅秀、薑



岡克次小脳初代培養系を用いた足場タンパク質JSAP1の解析第28回日本
分子生物学会年会

22.山口忠之、伊藤道彦、神田宏美、善岡克次、高松信彦、柴忠義JⅧ力

スケードの足場タンパク質JMBP1の解析第28回日本分子生物学会年会

23．Kudo,T､,Kobayashi,T.,Henmi,T.,Ito,M.,YoShiokaK.,Matsumoto,

K､,Ichijo,H.,Miyazono,K.andTamura,S.FunctionalregulationofBMP

receptortypelIbytheBMPdependentASK1/JNKsignaling.第78回日本

生化学会大会

24.滝野隆久、中田光俊､善岡克沈､宮森久志､佐藤博MAPK足場蛋白JSAP1
による細胞運動制御第64回日本癌学会学術総会

25．杢多政夫，上田晃之，金子周一慢性肝炎・肝細胞癌における脂肪化の意
義-cDNAマイクロアレイを用いた解析から－第91回日本消化器病学会

26．本多政夫，島崎猛夫，金子周-C型肝炎ウイルス複製制御に関わる宿主

因子の検討第41回日本肝臓学会

27.本多政夫，島崎猛夫，金子周-C型肝炎ウイルス複製に関する宿主因子の
検討第9回日本肝臓学会

28．島上哲朗，酒井明人，西野隆平，飯田宏，北村和哉，荒井邦明，加賀谷尚

史，酒井佳夫，山下竜也，辻宏和，水腰英四郎，中本安成，本多政夫，金子周

一原発性胆汁性肝硬変症の経過中にバセFウ病を合併し，進行性の黄疸を来

した一例第36回日本肝臓学会

2006年

く国際会議等＞

29.OishiN,MasutomiK,KhurtsS,NakamotoY5KanekoS,"胆上旦m!_S.HepatitisB
VirusXprotemovercomesoncogene-mducedsenescensewithactiveH-Ras-V12in
伽manimmo血lcells・国際ウイルス性肝炎･肝臓病学会議2006/7/1

30.OishiN,NakamotoYB旦皿血_M,"g塑と旦皿一旦,KanekoS.HepatitisBVirusX
proteinovercomesoncogene-inducedsenescensewithactiveH-RasV12mhuman
innnortalcells米国肝臓学会2006/10/30

31．Sato,m,Tbrashima,'E,Hirai,H､,Asano,M､,YoshiokaK.JSAPlregulates
proliferationofgranuleprecursorcellsinthedevelopingmousecel℃bellum、46th
AnnualMeetingoftheAmericanSocietyfbrCellBiologyDec.,2006,SanDiego,CA,
USA.

32．KawaguchiK,HondaM,UedaT;TakatoriH,SakaiYDKanekoS.Genomic

amplificationandoverexpressionofangiogenicfactorjaggealincM-fetoprotein

positivehepatomacells､米国肝臓学会10/30/2006
33.ImamuralM,HiragalN,TSugelM,NoguchiC,TakallashiS,IwaoE,TatenoC,
HondaM,KanekoS,WakitaT;YOshizatoK,ChayamalK,Infectionofhuman
hepatocytechimericmousewitllgeneticallyengineeredhepatitisCvirusandits
susceptibilitytointerferon.米国肝臓学会10/28/2006

34.UedaT;HonaaM,YamashitaT;NisllinoR,TakatoriH,KanekoS.Auniquefeamre



ofmetabolicchangesinhepatitisCvirus-relatedhepatocellularcarcinomaand

mOleculartargets.米国肝臓学会10/30/2006
35.SakaiY,HondaM,FIjinagaH,KomuraT;KanekoS.MolecularSignatureof

PeripheralBIoodMononuclearCellsSuccessfilllyDiscernsHepatocellularCarcinoma
AssociatedwithHepatitisC-relatedLiverCirrllosisldentifjringaSetofllGenesfbr

Diagnosis.米国肝臓学会10/31/2006
36.HondaM､MisuH,TakamuraT;MatsuzawaN,ShimizuA,OhtanSakuraiM,Ando

H,AraiK,YamashitaT;YamashitaTJKanekoS・Differentregulationofgenesfbr

mitochondrialoxidativephospholyrationmliverandskeletalmuscleofpatientswith

type2diabetes・米国肝臓学会10/29/2006
37.HondaM,ImamuraM,HiragaN,SakaiA,ChayamaK,KanekoS.Geneexpression
profilingof伽manhepatocytechimericmiceinfectedwithhepatitisCviruscompared

toprofilingofliversfifomchromchepatitisCpatients.米国肝臓学会10/28/200627.
38.KawaguchiK,HondaM,UedanTakatoriH,SakaiXKanekoS.Genomic

amplificationandover-expressionofangiogenicfactorJaggedlincM-fetoprotein

positivehepatomacells.米国肝臓学会10/30/2006

＜国内学会＞

39.大石尚毅、増富健吉、中本安成、金子周一、村上清史B型肝炎ウイルスX

蛋白(HBx)はヒト正常細胞において活性化Rasの老化誘導に拮抗し、細胞の形

質転換を促進する日本肝臓学会2006/5/25

40．島上哲朗、本多政夫、山下竜也、下遠野邦忠､金子周一、村上清史HCVNS5B

とヌクレオリンの相互作用のHCVRNA複製に与える影響に関する検討日本肝

臓学会2006/5/25

41.BayarsaikhanM.,GantulgaD.,Wang,G.,YoshiokaK・Thescaffoldprotein

JSAP1regulatestheproliferationanddifferentiationofPC12cells、20th

I肥朏InternationalCongressofBiochemistryandMolecularBiologyand

llthFAOBMCongress,June,2006,Kyoto,Japan.

42.Kudo,T､,Kobayashi,T､,Li,M.G.,Ito,M､,YoShiokaK.,Matsumoto,K､，

Ichijo,H.,Miyazono,K.,Tamura,S.JNKregulatestheBMP-Smadsignaling

pathwaybybindingtoandphosphorylatingtheBMPreceptor,BMPRII．20th

l肥朏InternationalCongressofBiochemistryandMolecularBiologyand

llthFAOBWCongress,June,2006,Kyoto,Japan

43．三浦会里子、深谷昌弘、佐藤時春、杉原一司、浅野雅秀、善岡克次、

渡辺雅彦マウス脳におけるJSAP1の発現と局在第29回日本神経科学大

会、2006年7月、京都

44．岩永飛鳥、佐藤時春、DavaakhuuGantulga、杉原一司、中村由季子、

浅野雅秀、大村昌子、平尾敦、善岡克次遺伝子改変マウスを用いた足場タ

ンバク質JLPの解析日本分子生物学会2006フォーラム、2006年12月、名古

屋

45.内田早苗、善岡克次、中釜斉、松永司、石坂幸人、山下克美ストレス

応答性MAPキナーゼ経路によるCDC25Bの制御日本分子生物学会2006フオー

ラム、2006年12月、名古屋



2007年

く国際会議等＞

46.MurakamiS.BiologicalfimctionsofhepatitisBvirusXprotein・Japan-KoreaJoint
SymposiumonRecemAdvanceinMedicalScience.Nov.15,2007ChonbokUmvl
Korea.

47.ShimakamiT,KusakawaT;HondaM,KanekoS,YOhiokaK,ML胆墜旦皿星．

FunctionalimeractionofhepatitisCvirusNSSBwithnucleolinGARdomain.

ImernationalsymposiumonHepatitisCVirus&RelatedViruses
48.MASAOHONDA,TAROYAMASHITA,TERUYUKIUEDA,HAJIME

TAKATOm,RYUHEINISHmOandSHUICHIKANEKO.DifferemSignaling
PathwaysmtheLiverofPatiemswithChronicHepatitislnducedbyHepatitisBand

HepatitisCViruslnfections、APASLKyoto2007

49.SakaiY,HondaM,FljinagaH,Tatsumil,KanekoS.GeneExpressionProfileof

PeripheralBloodMononuclearCellsMayReflectThoseofTumor-infiltrating

LymphocytesmHepatocellularCarcinoma.第58回米国肝臓学会l1/6/2007
50.HodoY,HashimotoS,DeshimaruS,HondaM,Yamash加亟UedanMatsushima

K,KanekoS.Comprehensivegeneexpressionanalysisinhepatocellularcarcinoma

(HCC)bynewlydeveloped5'-endSAGEmethodandidemificationofnovel

up-regulatedimromCtranscript.第58回米国肝臓学会11/6/2007

51.HondaM,UedanYamashitaT;NishinoR,TakatoriH,KanekoS.Comprehensive

geneexpressionanalysisofironmetabolism-relatedgenesinpatientswitllchronic

viralhepatitisandhepatocellularcarcinoma.第58回米国肝臓学会11/6/2007
52．UraS,IJondaM,UedaT;NishinoR,TakatoriH,NakamuraM,KanekoS.

MicroRNAexpressionprofilingcombinedwithanalysisoftargetgeneexpressionin

chromcviralhepatitisandhepatocellularcarcinoma.第58回米国肝臓学会
1l/3/2007

53.TakamuraT,NagataN,KomuraT;SakaiXHondaM,KanekoS.Increased

dyidativestressprecodestheonsetofhigh-fatdiet-inducedinsulinresistanceand
obesityKeystoneSympoSia(X3)2/22/2008

<国内学会＞

54．林直之、西本毅治、村上清史、山本健一テロメアサイレンシングにおけ

る出芽酵母Ran系遺伝子群の機能第30回日本生物学会年会2007年10月

3－5日パシフイコ横浜

55.佐藤時春、寅嶋崇、杉原一司、平井宏禾ﾛ、浅野雅秀、善岡克迭足

場タンパク質JSAP1はマウス穎粒前駆細胞の増殖を負に制御する第30回日

本分子生物大会・第80回日本生化学会大会合同大会、2007年12月、横浜

56.岩永飛鳥、王光敏、杉原一司、託見健、檜垣小百合、清水慶子、

林基治、浅野雅秀、善岡克次精子形成過程における足場タンパク質JLPの

機能解析第30回日本分子生物大会･第80回日本生化学会大会合同大会､2007

年12月、横浜

57.Yamashita,K.,YoshiokaK.,Matsunaga,T､,Nakagama,H.,Ishizaka,Y.



JNKtargetsCdc25Bfordegradation.66thAnnualMeetingoftheJapanese

CancerAssociation,Dec.,2007,Yokohama,Japan.

58．本多政夫，上田晃之，金子周一．慢性肝炎、肝細胞癌における鉄代謝関連

因子の網羅的発現解析．第93回日本消化器病学会総会4/21/2007

59．本多政夫、今村道雄，酒井明人，酒井佳夫，茶山一彰，金子周-.C型肝炎

ウイルス感染に伴うヒト肝細胞キメラマウスの遺伝子発現プロファイル解析．

第43回日本肝臓学会総会5/31/2007

60.酒井佳夫，本多政夫，藤永晴夫，金子周一．C型肝硬変および肝細胞癌合併
患者における末梢血液単核球細胞の包括的遺伝子発現解析による病態解析と

診断への応用．第43回日本肝臓学会総会5/31/2007

61．砂子阪肇，本多政夫，金子周一遺伝子発現プロファイルを用いた肝細胞癌

治療における新規腫瘍マーカーの同定．第43回日本肝臓学会総会

5/31/2007

62．荒井邦明，山下竜也，上田晃之，砂子阪肇，酒井佳夫，水腰英四郎，酒井

明人，中本安成，本多政夫，松井修，金子周一．肝細胞癌症例に併存する乏血

性結節の検討．第43回日本肝臓学会総会6/1/2007


