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【は じ め に】

　巧妙に制御されたアポトーシスの分子機構については
これまで多くの研究がなされてきた。Monad は我々が
Caspase 活性化因子精製の過程で，アポトーシス誘導因
子としてクローニングした分子であり，WD40 リピート
ドメインを持つ蛋白質であることがわかり，HUGO Gene 
Nomenclature Committee により WD repeat domain 92 

（WDR 92）と登録された。さらに Monad は TNF およ
び cycloheximide により誘導されるアポトーシスを増強
すること，またその作用は Caspase を介したものであ
ることを報告してきた。しかし，Monad のアポトーシ
ス増強メカニズムについては明らかになっていない。
我々は Monad の結合分子を探索する過程で Monad が
蛋白質複合体を形成することを見出した。現在その複合
体は R２TP と呼ばれている。ここではアポトーシスに
おける Monad およびその結合分子 R２TP の役割につい
てこれまでに明らかになった知見について概略を述べた
い。（ここまでは以前大阪大学歯学雑誌に投稿した文章
を引用した。）

【R2TP 複合体命名の経緯】

　R２TP とは，図１に示すように酵母で R２TP 複合体を
発見したトロントの Houry グループによる命名である。
その経緯は引用文献 18 に詳しい。論文の第一著者の柿
原嘉人博士は，酵母における R２TP 複合体の発見に大き
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図 1　R2TP 複合体 （引用文献 17 を改変）
Tah1, tetratricopeptide repeat containing protein associated 
with HSP90 1; Pih1, protein interacting with HSP90 1; 
RPAP3, RNA polymerase Ⅱ-associated protein 3; PIH1D1, 
PIH1 domain containing protein1

図 2　ボルドーで開催された Reptin と Pontin に関する国際ワークショップ
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く貢献した。2012 年 10 月 17 日から 19 日までボルドー
で開催されたReptinとPontinに関する国際ワークショッ
プ（図２）では遺伝子名に関し研究者間で合意が得られ，
それまでの遺伝子名の混乱がある程度収拾された。

【アポトーシスの分子機構】

　アポトーシスの分子機構について，研究に貢献してく
れた大学院生の学位論文を引用して記述する。アポトー
シスは遺伝子によって制御された細胞死である。それは，
個体発生における形態形成や神経系ネットワークの確立
ばかりでなく，成熟個体における細胞交替や内分泌系に
よる恒常性の維持，および免疫系の成立などに重要な役
割を果たしている。
　アポトーシスの機構は，様々なシグナルによる死とい
う情報の受容から始まり，決定過程，実行過程を進行す
る。さらにこれらの各段階でアポトーシスは巧妙に制御
されている。この機構により，生命体は不要になった細
胞や有害となる細胞を除外することができる。
　アポトーシスは，生命現象に重要な役割を果たしてい
るばかりではなく，多くの疾患の発症にも深くかかわっ
ている。例えば癌の発生には細胞増殖の亢進だけでなく，
アポトーシスの抑制が重要な役割を果たしている。自己
免疫疾患には，全身性エリテマトーデス，慢性関節リウ
マチ，インスリン依存性糖尿病，多発性硬化症などが知
られているが，これらは自己に反応した T 細胞がアポ
トーシスにより除去されずに末梢に放出されることが主
な原因と考えられている。中枢神経系の変性疾患である
アルツハイマー病やパーキンソン病は，アミロイド蛋白
質の沈着，小胞体ストレス，ミトコンドリアの機能異常
などによって，アポトーシスが惹起されるといわれてい
る。
　アポトーシスの実行過程は caspase による特定の蛋白
質の限定分解が中心的な役割を果たしている。この
caspase 活性化はデスレセプターを介する経路と，ミト
コンドリア経路が存在する。デスレセプター経路では，
デスリガンドがレセプターに結合することにより起こる
経路であり，caspase-8，-2 を介して caspase-3 の活性化
がみられる。強いアポトーシス誘導作用をもつデスリガ
ンドは FasL/Fas 系，TNF/TNFR 系などが知られてお
り，すべて TNF ファミリーに属するサイトカインであ
る。それらに対応するデスレセプターはすべて TNF レ
セプターファミリーに属し，細胞内領域にデスドメイン
と呼ばれる特徴的な領域をもつ。デスリガンドがデスレ
セプターに結合するとアダプターと呼ばれる分子群を介
して caspase-8 がレセプターと複合体を形成する。その
結果 caspase-8 が活性化されてアポトーシスが誘導され
る。デスレセプターは同時に NF-kB や c-Jun などの転

写因子の活性化を起こす場合も多く，細胞死刺激を受け
ても生き残った細胞に対しては，増殖を誘導したり，免
疫・炎症関連遺伝子の発現を誘導する。
　ミトコンドリア経路では，放出されたシトクロム c，
Apoptotic protease activation factor-1 （Apaf-1），dATP，
procaspase-9 が複合体を形成し，結果的に caspase-9 の
活性化が起こる。また，ミトコンドリアには，caspase-9
を始めとするアポトーシス実行蛋白質の活性化を制御す
る Bcl-2 ファミリー蛋白質が存在する。さらに，inhibitor 
of apoptosis protein （IAP）や second mitchondria-
drived activator of caspase （Smac）/direct IAP binding 
protein with low pH （DIABLO）など caspase-9，-3 の活
性化を制御する因子，apoptosis-inducing factor （AIF）
など核のクロマチン凝縮の関与する因子なども存在する。
　アポトーシスのミトコンドリア経路で重要な役割を果
たしている Apaf-1 は C- 末端側に 13 個の WD40 リピー
トドメインをもつことが知られており，Apaf-1 を非活
性化の状態にするための自己調節部位として働いてい
る。そしてシトクロム c がこの部位に結合することによ
り活性化され caspase を活性化する。WD40 リピートド
メインをもつ蛋白質はシグナル伝達，RNA のスプライ
シング，転写など様々な機能があるといわれているが，
このように WD40 リピートドメインをもつ蛋白質の一
部はアポトーシスに関与することが示唆されている。

【R2TP の発見】

　歯科薬理学分野の紹介の文章として以下の文章を書い
たことがある。
　歯科薬理学分野の研究テーマのひとつに，Monad 遺
伝子の研究がある。Monad は佐伯が発見し，命名した
遺伝子である。Monad の働きを明らかにする目的で，
Monad を高発現する細胞より結合蛋白として精製した
ものが，上記 R２TP である。2005 年３月 12 日に実験ノー
トに購入した遺伝子クローンの名として，初めて HZGJ
の語が見つかるが，これが Monad の初期のコードネー
ムである。2005年４月13日にHZGJを鋳型にPCRを行っ
て遺伝子を増幅し，恒常発現株樹立用のベクターを作製。
2005 年 10 月 22 日の実験ノートでは，免疫沈降実験が
うまくいっているのがうかがわれる。その後，質量分析
により，Monad の結合蛋白の同定を行った。2005 年 12
月９日の当時の大学院生の実験ノートにはやくも結合蛋
白 Pontin や Reptin の語が見られる（上記 Rvb１-Rvb２
に相当）。当時は，第３の結合蛋白，第４の結合蛋白は
機能未知の遺伝子で，Monad binding protein-1, Monad 
binding protein-2 と仮称して研究を進めていたが（上記
Tah１-Pih１ に相当），トロント大学のグループから酵母
において４つの蛋白が複合体を形成していることが報告
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され，R２TP と名付けられた。現助教の柿原は当時トロ
ントグループのポスドクであった。これまでに Monad
関連の学術論文９報（review１ 報を含む）を発表するこ
とができた。
　私にとって，2005 年 10 月 27 日というのは大切な一
日であり，その前後を記録にとどめておきたいという気
持ちから上記の文章を書いたのであった。

【複合体の精製】

　Monad は蛋白間の相互作用に関わることが知られて
いる WD40 リピートドメイン以外に既知のドメインを
持たないことから，機能の推測が困難である。Monad
の生理的機能を解明するため，V５ タグを付加した
Monad を高発現する HEK293 細胞を作製し，抗 V５ 抗
体の結合したビーズを用いたアフィニティー精製を行っ
た。洗浄後，ビーズに結合してきた蛋白質を溶出させ，
SDS-PAGE により分離した。コントロール細胞と比較
することによりいくつかの結合蛋白質が確認された

（図３）。これらの蛋白質を質量分析して同定した２つの
新規遺伝子と２つの既知遺伝子（Pontin, Reptin）を
Monad binding protein 1-4 （MoBP１-MoBP４）と名付け
た。この蛋白質精製過程を（歯科薬理学分野の紹介の文
章と重複しないように）以下に詳細に記述したい。2005
年４月 13 日に PCR を行って Monad 遺伝子を増幅し ,
恒常発現株樹立用のベクターを作製したことが，実験
ノート６に記述されている。安定発現細胞樹立には，
Flp-In システムを用いた。このシステムでは，FRT サ
イトが組み込まれている Flp-In-293 細胞（以下 293F と
略 記 ） を pcDNA５/FRT/V５-His-TOPO® vector 及 び
pOG44（FRT リコンビナーゼ）でトランスフェクショ
ンすることにより，細胞のゲノム DNA の特定の部位に
目的の遺伝子を挿入することができる。このシステムを
用いればすべて同一の部位に目的の遺伝子が組み込まれ

るため，その後の安定発現細胞のスクリーニングの手間
が大幅に省ける。293F はゼオシン耐性であるが，FRT
サイトに正しく組換えが起こると zeocin 耐性遺伝子が
破壊され，替わりに pcDNA５/FRT 由来の hygromycin
耐性が有効となる。ゆえにトランスフェクション細胞を
hygromycin 耐性スクリーニングすることにより容易に
目的の細胞を得ることが可能である。
　2005 年５月１日に pOG44 とともにトランスフェク
ションを行ったことが，実験ノート６に記述されている。
2005 年９月９日に行ったウエスタンブロッティング（実
験ノート９）の結果は論文に使用された。2005 年 10 月
22 日の実験ノートを見ると（実験ノート 10），およそ
40 枚ほどの 10cm dish を 25mL のライシスバッファー
で溶解して，Monad 結合蛋白の精製の準備を始めてい
るのがわかる。この日は土曜日である。

【MoBP １について】

　Monad binding protein-１については MoBP１ という
名称で大阪大学歯学雑誌に掲載したことがある。以下に
引用する。
　近年，ほぼ同様の構成成分を含む蛋白質複合体の存在
が 報 告 さ れ て い る。2007 年，Jeronimo ら は RNA 
polymerase II と結合する蛋白質として Monad，MoBP
１（RNA polymerase II -associated protein III, RPAP３
と命名），MoBP２，MoBP３-4（Pontin, Reptin）をアフィ
ニティー精製し，Molecular Cell に発表した。この研究
では，RNA polymerase II が多様な蛋白質と相互作用
するにあたってのインターフェースとして RPAP３ が同
定され，重要視されている。また，2008 年には Sardiu
らが Pontin と Reptin を含む４つの蛋白質複合体のア
フィニティー精製を報告した。そのうちの３つはよく知
られたクロマチンリモデリング複合体であり，４番目と
して，既に Uri/Prefoldin という名前で Science に報告
のあった複合体の構成成分として，新たに Monad，
MoBP１，MoBP２ を同定した。Pontin と Reptin は比較
的解析の進んでいる ATPase であり，クロマチンリモ
デリング複合体の重要な構成因子であることが知られて
いるが，どちらの論文でも Monad，MoBP１ の機能につ
いての十分な解析はなされていない。
　これらの複合体構成因子のなかで，我々は MoBP１ に
特に注目して研究を行った。MoBP１ は 631 個のアミノ
酸 か ら な り 推 定 分 子 量 は 71.9 kDa で あ り，
tetratricopeptide リピート （TPR） ドメイン を持つこと
がわかった。TPR ドメインは，34 残基のアミノ酸の繰
り返しが高頻度で認められる TPR モチーフを３つもし
くはそれ以上持つ。MoBP１ には，６個の TPR モチー
フからなる TPR ドメインが２個存在することがわかっ

図 3　R2TP 複合体の精製
2005 年 10 月に行った実験
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た。このドメインの詳しい機能は知られていないが，蛋
白間の相互作用に関わるといわれている。

【MoBP1 の組織発現】

　Real Time PCR を用い，ヒト組織中での MoBP１ の
mRNA の発現を確認したところ，ヒト MoBP１ の発現
はほとんどの組織で認められた。もっとも発現の多かっ
たのは精巣であり，その他に卵巣，膵臓，脾臓などにも
高い発現が認められた。我々が以前に報告した Monad
のヒト組織中での発現を調べた実験では，同様に
Monad も精巣での発現が非常に高かった。

【アポトーシスに対する MoBP1 の作用】

　 過 剰 発 現 し た 場 合，MoBP１ は Monad と 同 様 に
Caspase 依存的にアポトーシス増強効果を示した。つぎ
に，HeLa 細胞を用いて MoBP１ の siRNA により MoBP１
をノックダウンし，TNF および CHX 処置またはスタウ
ロスポリン処置を行うことによりアポトーシスがどのよ
うに変化するかを検討した。まず MoBP１-siRNA を
HeLa 細胞に遺伝子導入し 48 時間培養した後，10 ng/
ml TNF， CHX 処置，そしてスタウロスポリン処置を行
い 24 時 間 後 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し た。 そ の 結 果，
TNF，CHX 処置そしてスタウロスポリン処置により誘
導されたアポトーシスが有意（p<0.01）に抑制された。

【お わ り に】

　これまでに明らかになった Monad および MoBP１ の
機能は Caspase を介するアポトーシスの増強作用であ
るが，その分子機構は依然不明である。近年明らかにな
りつつある蛋白質複合体としての機能（それがクロマチ
ンリモデリングに関するかどうかも明らかではないが）
における Monad および MoBP１ の働きをひとつひとつ
明らかにしていくことでアポトーシスの新たな制御機構
を明らかにしていきたいと考えている。これまでに発表
された R２TP 関連の論文は検索すると 48 報ある１-48）。
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