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１．研究実施の概要

本研究の目的は、細胞増殖制御の分子機構を、細胞周期制御因子とシグナル伝達

機構の連携にもとづいて明らかにすることにある。具体的には、�卵細胞を主な材

料として、卵成熟・初期発生・細胞分化という時間軸に沿って、シグナル伝達から

細胞周期制御因子に至る経路を解析するとともに、�哺乳動物由来の培養細胞系を

主に用いて、細胞膜から核への増殖と分化等のシグナル伝達の分子機構およびそれ

に伴う細胞周期の制御を、GTP結合タンパク質の機能を中心として解析している。

平成11年度の研究により、�については特に、細胞外刺激からＭ期開始の引金で

あるサイクリンB・Cdc2の活性化に至るシグナル伝達の全経路を同定できる可能性

が判明した；さらに、減数分裂の本質であるゲノム半減は、Mos-MAPキナーゼを介

したシグナル伝達系が減数第二分裂を成立させることによるという点について、概

ねの決着を得た。他方�については特に、Rasによって誘導される足場非依存性増殖

に際し、低分子量GTP結合タンパク質であるRalが細胞周期の負の制御因子である

p27（Kip1）の細胞内の量を調節している可能性を示唆した；さらに、筋発生におけ

る筋芽細胞の移動と分化に際し、様々な低分子量GTP結合タンパク質が利用されて

いることを明らかにした。

２．研究実施内容

　＜Ａグループ＞

ホルモンによる卵成熟（卵減数分裂）→受精による初期卵割→胞胚期における

体細胞型細胞周期の確立→細胞分化と細胞増殖の停止という発生・分化過程にお

いては、それぞれの時間軸に対応したシグナルがあり、それらにもとづいて細胞

周期の進行、停止、抑制あるいは様式の転換がおこっている。これらのシグナル

からサイクリン・Cdk等の細胞周期制御因子群に至る経路の解析を試みた。

�　未成熟卵におけるG2期停止の解除：　M期開始の引金はCdc2キナーゼ（サイ

クリンＢ・Cdc2複合体）の活性化であり、これは、Cdc25フォスファターゼの

活性化とWee1ファミリーキナーゼ（Wee1、Myt1）の不活性化による。今年度

には、卵成熟誘起ホルモンの卵外からの刺激→卵表の三量体G蛋白質→PI3キ
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ナーゼ→PKB→Cdc25の活性化とMyt1の不活性化→Cdc2キナーゼの活性化、と

いうシグナル伝達経路が機能している可能性が判明した。これは、細胞外シグ

ナルからCdc2キナーゼに至る全経路の同定として、あらゆる実験系を通じて最

初のものになると期待される。

�　減数分裂周期におけるM/M期移行：　 ヒトデ卵におけるMos→MAPキナーゼ

系の解析から、減数第一分裂を終了した卵母細胞は潜在的には既に初期胚型細

胞周期を遂行する能力をもつにもかかわらず、Mosがこれを回避してあえて減

数第二分裂を実現していること；これこそが、脊椎動物・無脊椎動物を通じた

Mosの本質的機能であること、が判明した。さらにアフリカツメガエル卵の場

合は、減数分裂間期に存在する低レベルの活性のCdc2キナーゼが、少量のWee1

の活性を抑制することによってＳ期の抑制に貢献することが判明した。これら

により、減数分裂の本質であるゲノム半減の機構について、大概の決着が得ら

れたといえる。

�　受精によるＳ期の開始：　 ヒトデ卵受精に際してのＳ期開始には、通常の体

細胞型細胞周期におけるＳ期には必須とされるサイクリンＥとＡが、必要では

ないと判明した。これは、未受精卵におけるG1期停止点が、通常の体細胞周期

におけるG1期停止点（制限点あるいはスタート）とは異なることを意味してお

り、受精によるS期の開始という生物学上の往年の課題について、新たな視点

を提供するものである。

�　細胞分化と細胞増殖停止：　 ホヤ胚を用いた解析から、脊索細胞系譜と筋肉

細胞系譜とでは、細胞分化に伴う増殖停止の機構が異なることが判明した。現

在、そのための細胞内シグナルを解析中である。他方、p35・Cdk5複合体は増

殖を停止した神経細胞特異的に発現しているが、ラット胎児脳初代培養系の解

析から、p35がカルパインによって限定分解を受け、これが神経細胞死と並行し

ていることが判明した。p35の限定分解の細胞死における役割を検討中である。

　＜Ｂグループ＞

前年度に引き続き、三量体GTP結合タンパク質（Gタンパク質）および低分子

量GTP結合タンパク質を中心として、細胞内シグナル伝達系の解析を行った。

�　Gタンパク質によるMAPキナーゼ活性化の分子機構：　 Gタンパク質の各種

サブユニット（Gβγ、Gαi、Gαq/11、Gα12/13）→チロシンキナーゼ→低分

子量GTP結合タンパク質（Ras、Rhoファミリー）→MAPキナーゼ（ERK、JNK）

という普遍的なシグナル伝達経路の存在証明について、ほぼ決着を得た。

�　Rhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質の活性調節：　 レセプターに応

答したRhoファミリーの活性調節機構を解明するために、Rhoファミリーに対す

るGEFとして同定されているDblについて解析した。その結果、チロシンキナー
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ゼACK1は、活性型Cdc42との相互作用によって活性化され、Dblをリン酸化し

てそのGEF活性を上昇させることを見いだした。したがってACK1からDblを介

する系は、Rhoファミリー GTP結合タンパク質間のクロストークを制御してい

る可能性がある。

�　Rasの二量体形成：　 RasがRaf-1を活性化するために膜局在を必要とするの

は、膜上でRasが二量体を形成することによることを明らかにした。

�　Ralの機能：　 RalはRasによって誘導される足場非依存性増殖に関与してお

り、この際、Ralが細胞周期の負の制御因子であるp27（Kip1）の細胞内の量を

調節している可能性が示唆された。

�　筋発生における低分子量GTP結合タンパク質の役割：　 筋発生に際しての筋

芽細胞の移動、分化におけるGTP結合タンパク質の役割を調べる目的で、マウ

ス衛星細胞由来C2C12細胞を用いて研究を進めた。その結果、Ras→Ral-GEF→

Ralという経路がC2C12細胞の走化性因子による移動に重要であることが示さ

れた。さらに、筋管細胞への分化において、R-Rasは、細胞死を抑制して最終的

に分化する細胞の数を増やしていることも見いだした。

�　Ras-GRF1によるRasおよびRacシグナル伝達系の調節：　 Ras-GRF1は、脳に

特異的に発現しているGEFであり、記憶の固定化段階などの脳の高次機能の発

現に重要な役割を担っていると考えられている。このRas-GRF1については、G

タンパク質共役レセプターからGβγを介するシグナルがそのチロシンリン酸

化を誘導し、それによってRas-GRF1のRacに対するGEF活性がもたらされるこ

とが判明した。シナプスで機能している多くの神経伝達物質は、Gタンパク質

共役レセプターあるいはイオンチャネル型レセプターを介して神経活動を制御

している。Ras-GRF1は、おそらくこれらのレセプターの下流で、RasやRacといっ

たGTP結合タンパク質を介するシグナル伝達系の調節機能を担っていると考え

られる。
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