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1.研究実施の概要 

本研究は、細胞がどのように増殖サイクルからの逸脱とサイクルへの再進入を行うか

を明らかにすることにより、サイクルへの再進入を人工的に制御する技術の理論的基盤

の構築を目指す。われわれは、特に増殖サイクルへの再進入を妨げているp27というブ

レーキ分子の発現制御機構を中心にして、この問題を解決しようと考えている。昨年ま

でわれわれはp27の分解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。つまりp27はSkp2とKPCという二つのユビキチンリガーゼ

（E3）によってコントロールされていることが明らかになってきた。そこで今年度は、

分子実体の明らかになったKPCの詳細な機能解析と共に、Skp2の発現制御機構や、新た

なSkp2の標的分子などの発見といった、この分野における大きな進歩があった。さらに

ユビキチン化系の酵素で新たなファミリーとして注目を集めているユビキチン鎖伸長因

子（E4）について、高等生物で初めてその機能を明らかにし、驚くべきことにE4は神経

変性疾患の発症に深く関与していることが示唆された。 

 

2.研究実施内容 

 (1) KPCの分子機能の解析 

昨年まで、細胞周期ブレーキp27はSkp2だけでなく、KPCによってユビキチン化され、

分解されることを報告してきたが、今年度はこの機構の詳細について主に二つの視点

から解析を進めた。まず第一に、Skp2システムとKPCシステムが細胞周期においてどの

ように使い分けられているのかという問題を検討した。そのために下記の８種類の遺

伝子改変細胞を作製し、細胞周期の進行とp27の分解を調べた。 

１）正常線維芽細胞（Skp2+KPC+p27+） 

２）Skp2ノックアウト線維芽細胞（Skp2-KPC+p27+） 

３）KPCノックダウン線維芽細胞（Skp2+KPC-p27+） 



４）p27ノックアウト線維芽細胞（Skp2+KPC+p27-） 

５）Skp2・p27ダブルノックアウトマウス線維芽細胞（Skp2-KPC+p27-） 

６）KPC・p27ダブルノックダウンノックアウト線維芽細胞（Skp2+KPC-p27-） 

７）Skp2・KPCダブルノックアウトノックダウン線維芽細胞（Skp2-KPC-p27+） 

８）Skp2・KPC・p27トリプルノックアウトノックダウン線維芽細胞（Skp2-KPC-p27-） 

この８種類の細胞を用いてまずp27の分解について検討を加えた。p27遺伝子が欠失

した４）６）８）はこの検討から除外した。その結果、G1期では３）KPCノックダウン

線維芽細胞（Skp2+KPC-p27+）がp27の分解が阻害されていたが、２）Skp2ノックアウ

ト線維芽細胞（Skp2-KPC+p27+）ではp27の分解は正常であった。逆にS期においては、

２）Skp2ノックアウト線維芽細胞（Skp2-KPC+p27+）でp27の分解が傷害されていたが、

３）KPCノックダウン線維芽細胞（Skp2+KPC-p27+）ではp27の分解は正常であった。

７）Skp2・KPCダブルノックアウトノックダウン線維芽細胞（Skp2-KPC-p27+）はG1期、

S期のどちらでもp27の分解障害を示した。この結果から、p27の分解はG1期ではKPCに

よって、S期においてはSkp2によって制御されていることが明らかとなった。 

次にこれら８種類の細胞において細胞周期の遅延を調べた。p27の分解が傷害されて

いる２）Skp2ノックアウト線維芽細胞（Skp2-KPC+p27+）や３）KPCノックダウン線維

芽細胞（Skp2+KPC-p27+）は細胞周期が遅延することが予想されたが、実際にはそのよ

うな遅延は認められなかった。これはp27がG1期に核内から細胞質へ排出されるため、

KPCによる分解が起こらなくてもp27の機能は失われるためであると考えられる。また

Skp2がなくてもS期への進行は妨げられないが、M期への進行は障害されることがわか

った。ところが７）Skp2・KPCダブルノックアウトノックダウン線維芽細胞（Skp2-

KPC-p27+）では明らかなS期への進行遅延が起こる。これは核外に蓄積したp27が核内

へ再流入してくる結果だと思われる。 

次にKPCとp27の結合、及びユビキチン化活性に必要な分子間相互作用を解明する研

究を行った。p27の欠失変異体を作製してKPC1/KPC2への結合を検討したところ、サイ

クリン・CDKとの結合領域である43-101の領域が結合に重要であることが明らかとなっ

た。そこでサイクリンE・CDK2を同時に発現させてやると、p27とKPC1/KPC2の結合は阻

害されることから、KPC1/KPC2はフリーのp27に結合してユビキチン化するが、サイク

リン・CDKに結合したp27はユビキチン化できないことが判明した。さらにKPC1の欠失

変異体を作製して、p27との結合を調べると、N末端の1-766の領域が必要であることが

明らかとなった。同時にKPC1の欠失変異体とKPC2との結合を調べると、やはりN末端の

1-399の領域が必要であることが示された。さらにKPC2の欠失変異体も作製したところ、

N末端のユビキチン様ドメイン（1-95）がKPC1との結合に必要であることが明らかとな

った。 

(2) Skp2の発現調節機構に関する解析 

p27のユビキチン化を司る酵素のコンポーネントであるSkp2はS〜G2期に主に発現し

ており、それにはmRNA転写量の調節とタンパク質分解による調節があるらしいことが



知られていた。われわれはこの転写レベルでの調節機構を詳細に調べる目的で、Skp2

遺伝子をクローニングし、その上流領域を調べたところ、転写開始点より-207〜-102

の領域を欠損することによってプロモーター活性が著しく低下することが判明した。

さらに詳細に変異実験を行うことにより、-175〜-153の間にトランス因子が結合し、

転写量を増大させていることが示唆された。この領域にはGA-binding protein

（GABP）結合配列が含まれており、抗GABP抗体によりEMSA解析を行うと、スーパーシ

フトが検出された。GABPのSkp2プロモーターへの結合は細胞周期特異的であり、GABP

をある一定量比で過剰発現させるとSkp2の発現量が増大し、逆にsiRNAを用いてGABPを

ノックダウンするとSkp2の転写量が減少することから、GABPが細胞周期特異的なSkp2

遺伝子発現量の調節に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

(3) Skp2の新たな標的としてのp57の発見 

細胞周期ブレーキp27の類似分子であるp57については、現在までその発現制御機構

がほとんど明らかになっていなかった。われわれはHeLa細胞においてp57がユビキチン

依存的に分解することを見出した。p57はp27と構造的に類似し、特にその分解調節領

域（Degron）の配列がよく保存されていることから、p27と同様Skp2によって認識され、

ユビキチン化されるのではないかと仮定した。まずSkp2ノックアウトマウスの中では

p57の蓄積が認められ、分解時間を計ると確かにSkp2ノックアウトマウスではp57の半

減期が延長していた。さらにp57はSkp2に物理的に結合すること、それはスレオニン

310番のリン酸化によること、等を生化学的に明らかにした。Skp2を過剰に発現させる

とp57の分解速度は速くなる。最終的にin vitroでp57のユビキチン化反応を再構築す

ることに成功し、恐らくスレオニン310番をリン酸化すると思われるサイクリンE・

CDK2を同時に加えることにより、強力にユビキチン化が進むことが観察された。これ

らのことからp57もp27と同様にSkp2の標的であることが明らかとなった。またわれわ

れと他グループとの共同研究により、p21やp130のユビキチン化にもSkp2が重要な役割

を果たしていることが示され、Skp2は多くの細胞周期ブレーキを同時に破壊すること

によって細胞周期を進める強力な増殖促進分子であることが判明した。 

(4) ポリグルタミン病原因産物のユビキチン化に関わるユビキチン鎖伸長因子E4B 

ユビキチン鎖伸長因子（E4）は数年前に出芽酵母で初めて同定された全く新しいタ

イプのユビキチン化酵素であるが、高等生物においてはその存在や機能に関しては全

く未知であった。われわれはポリグルタミン病の一つマシャドジョセフ病（脊髄小脳

変性症3型）の原因遺伝子産物MJD1がユビキチン化されることを明らかにした。その酵

素を探索する過程で、酵母のE4であるUfd2に類似した分子E4B/UFD2aがMJD1のユビキチ

ン化に必須であることを明らかにした。E4BはMJD1の分解過程にとって律速段階の酵素

であり、E4Bの過剰発現は異常MJD1の分解速度を飛躍的に早め、逆にドミナントネガテ

ィブ型のE4B（E4BΔU）の過剰発現はMJD1の分解を抑制する。この生化学的特性は細胞

内でのMJD1の凝集性ともよく相関する。即ち、E4Bを過剰発現させると異常MJD1は消失

し、逆にE4BΔUを過剰発現させるとMJD1の凝集は明らかに促進される。さらにこの現



象を生体レベルで確認するため、ショウジョウバエの複眼に異常MJD1を発現させ、E4B

の共発現の効果を検討した。E4Bの共発現は異常MJD1による複眼の変性を抑制したこと

から、E4Bの効果は生体内でも有効であり、最終的にヒトにおいて患者への遺伝子治療

がこの神経変性疾患の根本的治療法に成りうることが示唆された。 

 

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 

 

 発生工学研究グループ 

グループ長：中山 啓子（東北大学大学院医学系研究科・教授） 

研究項目：マウス発生に関わるKPCの役割の研究 
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