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1.研究実施の概要 

成人において細胞周期に入っている細胞は1％以下の少数の細胞であり、その他大部分

の細胞は細胞周期から逸脱して休止状態にある。幹細胞は細胞周期に再進入する能力を有

するが、最終分化を遂げた神経・心筋細胞は、傷害があってもほとんど再生せず、その組

織の欠損は生命の危機に直結する。なぜ分化と共に細胞周期への再進入能力が失われるか

という謎に対しては、全くわかっていないのが現状である。細胞周期への再進入は細胞周

期のブレーキ分子p27によって妨げられており、これは増殖時にp27が分解されることによ

って解除される。本研究の目的は、細胞周期への再進入のメカニズムを分子レベル、細胞

レベル及び個体レベル解析して明らかにし、その知見を基盤として心筋細胞や神経細胞な

どの静止細胞を、人工的に再び細胞周期へ再進入させることを可能にすることである。わ

れわれは既に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。 

 

2.研究実施内容 

（1）KPCの発見と機能解析 

p27Kip1はSkp2を中心とするユビキチンリガーゼ（E3）であるSCF複合体によってユビ

キチンを付加されることがわれわれ及び他のグループより報告された。われわれは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。 



そこでわれわれは、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 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）p27の主要リン酸化部位Ser-10に関する生化学的・細胞生物学的解析 

われわれは以前にp27のリン酸化部位を特定し，Ser-10が全体の70％近くを占める主要

リン酸化部位であること，さらにそのSer-10リン酸化の程度はG0-G1期において高く，S期

やG2-M期においては低いことを報告してきた．このSer10のリン酸化における生理的意義

を検討するため、種々の解析を行っていたところ、Ser10がリン酸化されたp27は有意に核

外排出されて分解されることが明らかとなった。この現象の分子メカニズムを探索するた

めに、核外排出のトランスポーターであるCRM1とリン酸化p27の結合状態を調べたところ、

Ser10がリン酸化されたp27とのみCRM1は結合することが明らかとなった。そこでSer10を

Alaに置換した変異体（S10A）やリン酸化状態を模擬すべくAspやGluに置換した変異体

（S10DやS10E）を作製すると、S10A変異体ではp27の核外排出が遅延し、逆にS10DやS10E

変異体ではp27の核外排出が促進されていた。このことにより、p27はSer10がリン酸化さ

れると効率的に核外排出され、そこで何らかのメカニズムによって分解を受けることが明

らかとなった。 

（3）マロリー小体の形成に関わる分子機構の解明 

マロリー小体はアルコール性肝障害等の病態に付随して認められる病理像であり，肝

細胞の核近傍にできる無構造性の封入体である．この封入体は好酸性でエオジンで染色さ

れ，またユビキチン抗体による免疫染色で染まることが知られている．この凝集物の主要

成分はケラチン8及びケラチン18であり，マウスに抗真菌剤グリセオフルビンを長期間経

口投与すると，肝臓にマロリー小体が形成されることが知られていた．しかしながらその



形成の分子機構はin vitro系がないために長らく不明であった．われわれはマロリー小体

をin vitroで作製する試みとして，肝細胞株をグリセオフルビン存在下で培養を行い，低

頻度ながらマロリー小体を形成することに成功した．このときケラチン18がケラチン8に

対して増加していることが判明したので，ケラチン18/ケラチン8のバランスが狂うことに

よってマロリー小体が形成されるという仮説を立てた．ケラチン18を過剰発現させると，

エオジン好性でユビキチン抗体によって染まるマロリー小体様の封入体が生じた．この封

入体形成によって細胞内の微小管走行に異常を生じ，細胞分裂の障害からアポトーシスを

引き起こすことが明らかとなった．さらにケラチン8を同様に発現させると，この封入体

は消失し，アポトーシスも減少することから，ケラチン18とケラチン8の比が安定な中間

径フィラメントを形成するのに重要で，何らかの病的状態によってその発現比が狂うとマ

ロリー小体が形成されることが示唆された． 

（4）イムノフィリンFKBP38によるBcl-2のミトコンドリア局在化とアポトーシス抑制 

Bcl-2やBcl-xLがミトコンドリアへ局在することは、その抗アポトーシス作用に重要で

ある。われわれはBcl-2やBcl-xLに結合するタンパク質としてイムノフィリンFKBP38を同

定した。FKBP38はミトコンドリアに局在し、その局在はBcl-2やBcl-xLと一致した。

FKBP38の変異体を作製して、人工的にFKBP38の局在を変化させると、変異FKBP38に引き寄

せられるようにしてBcl-2やBcl-xLの局在も変化した。またFKBP38の発現をsiRNAで抑制す

るとBcl-2やBcl-xLはミトコンドリアに局在しなくなった。つまりFKBP38はBcl-2やBcl-xL

をミトコンドリアに引き寄せる作用があることが明らかとなった。一方FKBP38はFKBP12と

部分的に類似しており、FKBP12は免疫抑制剤FK506と結合して、このFKBP12-FK506複合体

がカルシニューリンを抑制する。興味深いことにFKBP38はFK506非存在下でもカルシニュ

ーリンを阻害することが判明し、カルシニューリンの生理的なインヒビターであることが

示唆された。現在まで何故生理的には生体内に存在しないFK506という薬物がFKBP12とカ

ルシニューリンという関係ない二つの分子を結びつけているのか全くの謎であったが、わ

れわれはFKBP12+FK506という構造がカルシニューリンの生理的インヒビターであるFKBP38

の構造に類似しているためであろうと推測している。FKBP38は過剰発現するとアポトーシ

スを抑制する。逆にドミナントネガティブ変異体の発現やsiRNAによるFKBP38の発現抑制

は細胞をアポトーシスに対して感受性にすることがわかった。これらのことから、ミトコ

ンドリア局在イムノフィリンFKBP38はBcl-2のミトコンドリア局在作用及びカルシニュー

リン阻害作用の二つの機能を持ち、アポトーシスの制御に重要な役割を果たしていること

が示された。 

 

3.研究実施体制 

細胞周期制御研究グループ 

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：細胞周期制御メカニズムの解明 
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