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論文内容の要 己
目

テロメアは、真核生物の染色体末端を保護するタンパク質－DNA複合体である。通常の細胞では、

分裂の際に DNAポリメラーゼが DNA鎖の両端まで完全に複製することができず（末端複製問題）、

DNA複製の度にテロメア DNAは短縮されてし、く。テロメアが限界まで短くなった細胞は分裂を停

止し細胞老化の過程に入るが、約 90%の癌細胞はテロメラーゼとしづ酵素を活性化させることでテ

ロメア DNAの複製を可能とし、不死を実現している。

テロメラーゼは、テロメア DNAの鋳型となる RNAおよび逆転写酵素から成るリボ核タンパク質

である。テロメラーゼは通常カハール体内に存在しているが、テロメア DNAを複製する際は、テ

ロメア関連タンパク質の一つで、ある TPPlによってカハール体からテロメアに動員される。過去の

研究で、 TPPlのN末端オリゴヌクレオチド／オリゴ糖結合ドメインの表面に存在する、グルタミン／

ロイシンに富む領域（TELpatch）が、テロメラーゼの動員に重要であることが報告されたD

本研究は、 TELpatchが癌細胞の増殖にもたらす影響を明らかにするため、 TELpatchの変異型

TPPl恒常発現細胞の増殖曲線、テロメア長の経時変化、細胞死について検討した。同時に、TELpatch 

とテロメラーゼを同時に阻害することが、癌細胞の増殖にどのように影響するかについても検討し

た。全ての実験において、通常のヒーラ細胞、野生型あるいは TELpatch変異TPPlを恒常発現する

ヒーラ細胞（安定発現株）を用いた。安定発現株には、テトラサイクリン発現誘導プロモーターおよ

びshTPPl、shRNA抵抗性TPPl-FLAG、GFPをコードする遺伝子カセットが導入されている（Figure

A）。また、 TELpatch変異型として、過去にテロメラーゼの動員を阻害することが報告された 2種

類の TPPl変異型（E169A/E171A(TEL mutl）、 L212A(TEL mut2））を用いた（FigureB）。テロメラーゼ

の阻害には、テロメラーゼの選択的、非競合的阻害剤である BIBR1532を使用した。

初めに、 100日間各細胞株を培養し増殖曲線を比較した所、全ての細胞株で BIBR1532投与下に

おいて細胞増殖が抑制された口興味深いことに、 TELpatch変異株では BIBR1532非投与下でも細胞

増殖は抑制されており、また BIBR1532による細胞増殖抑制効果も顕著に増加していた（F思mC）。

このことより、 TELpatchの変異とテロメラーゼ、の阻害は、培養早期（約 30日まで）に細胞増殖を抑

制することが明らかになった。

次に、各細胞株のテロメア長を時系列で測定し、細胞増殖抑制とテロメア長の相関を明らかにし

たD まず BIBR1532非存在下では、野生型 TPPl安定発現株ではテロメア長の伸長がみられたが、

TEL patch変異株では24日－40日間テロメアの伸長が抑制された。一方BIBR1532存在下では全て

の細胞株でテロメア長の伸長を認めず、テロメアの伸長はテロメラーゼ依存性であることが示され



たD また、 TELpatch変異株におけるテロメア伸長の抑制と、細胞増殖の抑制との聞に強い時期的

相関が見られた。

培養早期において、 TELpatch変異株ではアポトーシスに特徴的な形態変化（細胞の円形化、縮小）

が観察された。また、アポトーシスマーカーである cleavedcaspase-3が培養早期（28日）に検出され、

anne氾nVの陽性細胞率も同時期（35日）に上昇していた。さらに、アポトーシスは BIBR1532の存

在下において充進され、培養早期の細胞増殖動態とも相関していた。以上より、アポトーシスが TEL

patch変異株における細胞増殖抑制の一因であることが証明された。

ところが、培養後期（約 40日から）においては、 TELpatch変異株の細胞増殖およびテロメア長は

回復していた。驚くべき事に、遺伝子カセット上の TPPI-FLAG配列と TELpatch変異は保持されて

いるにも関わらず、 TELpatch変異株の培養後期における TPPI-FLAGの発現量は顕著に低下してい

た。さらに、同遺伝子カセット上の GFP、shTPPlも発現量が低下していることが明らかとなり、培

養後期に生存している TELpatch変異細胞は、遺伝子カセットのサイレンシングにより TELpatch 

変異型TPPIの発現を停止し、内在性TPPIの発現を回復することで長期生存を可能にしていること

が証明された。

以上の結果より、本研究において、 TELpatchが癌細胞の生存能に重要であることが示された。

また、 TELpatch変異株における細胞増殖抑制の一因がアポトーシスであることが明らかになった。

TEL patch変異株におけるテロメア短縮と細胞分裂抑制の詳細な関連性は未だ明らかでないが、ほ

乳類細胞でテロメアの機能不全がアポトーシスを誘導することは過去に証明されているDまた、TEL

patchの変異による細胞増殖抑制効果は、テロメラーゼ阻害剤の併用により相乗的に増幅されること

から、 TELpatchとテロメラーゼの両者を標的とした新たな癌治療戦略の有効性が示唆された。

Figure 

A c 
parental WT 

.:o 40 

WT wild type TPP1 ・fl時 kl")()d(ed down 『祝賀mal

‘、!? :lO 
" n ,, 
0 

~ 10 
内
i'.i 
司
;;J 

g 10 
n. 

，，
 
／
 ，，
 R
ノ
旧

／
8

／
 

，

，

 
／
 ，
 
／
 ，，
 
A
 A 

30 B 

normal 

Telom1m話。recru伽l8l1l
制 dproc国母vity

r官賞m剖

-BIBR ；’ 
20 〆’

” a・4・/ _.Jr-

!O .... :"' ...ネノτBIE3R
,,., ＿＿，・.. 

Q!fl耐時事 Over措置pre琶si郎、

同ren凶

Enc拘genousTPP1 

Et69A/E171A 
T芭Lmut1 

TEL-pat凶狩削恰ntTPP1-flag

d&罰cient

10 20 30 40 so fO 
Days 

TEL mut1 

0 Hl ?O 30 40 ~O I；。
Dnys 

knocked down de骨d旬、t

l212A 
TEL m凶包 TEL-pa凶 mu泊ntTPP1・flag knocii:凶 down TEL mut2 

25 25 

h
H
U

・hi
w

A

H

v

r

h

d

内

J

1

・

・1

日

E
c
－－2
コO
E
C
D
－v円－コ丘白ユ

／
 ／
 

担
／
H

／
 

白
M－

／

 

20 ・BIBRノ 内
／ 

15－ ノ”’
戸－

"' -¥0 ，〆＿＿.............
_ ... ~＋BIBR 

5 .ti'" 

Days ト・・・・・トタ

F噂ure:A. TPP！恒常発現株に導入されている遺伝子カセット。内在性TPP1を標的とするshRNA(shTPPη、shRNA抵抗性TPP1・
FLAG (TPP1・FLAG）、internalribosome entry siteを有するGFP(JRES-GF.丹、両方向性テトラサイクリン発現露導プロモ一安一
(Ptet－同がコードされている。8.本研究で用いた細胞株の一覧。 c.各細胞株のBIBR1532非存在下十BIBR）または20μMの
BIBR1532存在下（BIBR＋）における増殖頭線。 TELmut1, 2の下部の点線はTPP1-FLAGの発現が失われるまでの期問、実線
矢印は発現が停止されたこと示す。

parent剖：とーラ綿胞川T：野生霊TPP1恒常発現株庁ELmut1 and TEL mut2；変異型TPP1恒常発現株
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