
「脳を守る」 

平成９年度採択研究代表者 

 

中山 敬一 

 

（九州大学生体防御医学研究所 教授） 

 

「神経細胞における増殖制御機構の解明」 

 

１．研究実施の概要 

神経細胞は胎児期に一過性に分裂・増殖するが、生後はほとんど増殖することなく100年近い寿

命を有する特殊な細胞であり、種々の疾病によって神経細胞が死に至っても、通常はほとんど再

生することはない。本プロジェクトの目的は神経細胞における増殖制御機構の特殊性を解明するこ

とであり、特に細胞周期を制御する分子群の量的制御機構を明らかにすることを主眼とする。この

量的制御の点で最も重要と思われるユビキチン依存性蛋白分解機構について、私達は基礎レベ

ルでの知見を集積しており、サイクリンEやp27Kip1といった細胞周期調節に最も大切な分子群の

発現量をコントロールする機構を明らかにした。この機構の中心的分子であるSkp2をクローニング

し、さらに発生工学的手法を用いて、Skp2遺伝子を人工的に破壊したマウス（Skp2ノックアウトマウ

ス）を作製した。さらにSkp2ノックアウトマウスの解析から、p27Kip1の分解にはSkp2非依存的な経

路が存在することが明らかになり、第二のp27Kip1分解因子であるKPCをクローニングすることに成

功した。また同時に、脳や免疫系で高発現している細胞周期抑制に働くシグナル伝達分子 

PKC-δの遺伝子を人工的に破壊したマウス（PKC-δノックアウトマウス）を作製し、それが免疫系

の異常を引き起こして自己免疫疾患に陥ることを明らかにした。 

２．研究実施内容 

(1) p27Kip1を分解する第二の経路の発見とその因子の単離同定 

Skp2はユビキチンリガーゼ（E3）の一種であるSCF複合体のレセプターサブユニット（F-boxタン

パク質）であり、p27Kip1を認識してユビキチンを付加する反応を媒介することが我々及び他のグル

ープより報告された。我々はSkp2ノックアウトマウスを作製したところ、Skp2が欠損した状態におい

てp27Kip1の分解はS期からG2期にかけての後期分解は傷害されているものの、G0-G1移行期に

おけるp27Kip1の分解は正常に起こることを明らかにした。この活性はプロテアソーム阻害剤で抑

制できることから、やはりユビキチン・プロテアソーム系を利用したタンパク質分解機構であることが

示唆された。またin vitro系を用いた実験からは、この活性は細胞質分画に含まれていることが明ら

かとなった。 

そこで我々は、ウサギ網状赤血球抽出液から6つの異なるカラムクロマトグラフィーを用いてこの

活性を精製し、そのアミノ酸配列を同定した。これらはKPC（Kip1-ubiquitylation Promoting 
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Complex）1およびKPC2と命名され、KPC1はRINGフィンガードメインを持つ触媒サブユニット、

KPC2はUBLドメインとUBAドメインを有する調節サブユニットであることが推測された。KPC1と

KPC2は複合体を形成し、p27Kip1をユビキチン化することができる。KPC1のRINGフィンガードメイ

ンを欠損した変異体はこのユビキチン化を起こすことができないことから、このRINGフィンガードメイ

ンがp27Kip1のユビキチン化に必須であることが証明された。 

KPC1とKPC2は共に細胞質に共発現しており、KPC1とKPC2を細胞に過剰発現させるとp27Kip1

のG0-G1移行期における分解が促進されること、逆にKPC1の変異体（酵素活性を持たないもの）と

KPC2を過剰発現させると、その分解が遅延することなどから、KPCが細胞質に輸送されてきた

p27Kip1をユビキチン化して分解していることが示唆された。そのことを最終的に証明するため、核

外輸送阻害剤であるLeptomycin Bで細胞を処理すると、KPCの効果は完全に消失することがわか

り、KPCの働きは核外輸送されたp27Kip1をユビキチン化することであることが明らかとなった。この

ことは、細胞周期のブレーキであるp27Kip1の分解は、核外輸送とそれに引き続くユビキチン依存

性分解という機構で行われており、これは生物が速やかに細胞周期ブレーキを不活性化するため

の戦略であると考えられる。 

(2) PKC-δノックアウトマウスにおける細胞周期異常の検討 

PKC-δは脳と免疫系に高発現しているPKCのアイソタイプである。PKC-δは以前から過剰発

現によって細胞周期を負に制御することが知られており、我々はPKC-δとp27Kip1の関係を明らか

にすべく、PKC-δノックアウトマウスを作製した。PKC-δノックアウトマウスは正常に発生し、以後

に述べる自己免疫疾患の発症以外は特に異常を示さない。PKC-δノックアウトマウスでは脾腫や

リンパ節腫大が認められ、FACS解析の結果から、B細胞の過剰増殖があることが明らかとなった。

また組織染色から全身のリンパ組織に胚中心が多数形成されていることが観察された。この形質

は、B細胞養子移入実験よりB細胞自体の異常であることが示唆された。またin vitroでの増殖実験

でも、B細胞の過剰増殖が認められた。このときIL-6が過剰にB細胞から産生されていることを我々

は突き止めた。IL-6の転写は主にNF-κBとNF-IL6という二つの転写因子によって制御されている

が、以前からNF-IL6はPKCによってリン酸化を受け、それによってDNA結合能が失われることが判

明しており、PKC-δノックアウトマウスの結果はそれに合致するものである。 

PKC-δノックアウトマウスは血中の免疫グロブリン値が異常を示し（特にIgG1とIgA）、6ヶ月齢を

過ぎた頃から自己抗体を産生するようになる。また腎臓では自己免疫性腎炎が認められ、糸球体

への免疫複合体の沈着が観察される。さらに全身の実質性臓器にリンパ球浸潤が認められる。 

これらのことから、PKC-δはIL-6の遺伝子発現調節に重要な役割を果たしていること、それによ

ってB細胞の抗原による増殖を負に調節していること、その機構はB細胞が自己に反応しないため

に必須であり、それが破綻すると自己免疫性疾患に陥ること、などが明らかになった。よって 

PKC-δは自己免疫性疾患の発症メカニズムに関与する重要な分子であることが判明した。 
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３．研究実施体制 

分子生物学グループ 

グループ長：中山 敬一（九州大学生体防御医学研究所・教授） 

研 究 項 目：ユビキチン化酵素のクローニング、各種ノックアウトマウス作製 

蛋白切断研究グループ 

グループ長：北川 雅敏（浜松医科大学医学部・教授） 

研 究 項 目：p27Kip1タンパク質切断酵素の精製・単離・解析 
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