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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。逆に細胞周期が静止期への脱出機能が喪失し、無限の増殖を

続けるようになることが癌であると理解されているが、その分子機構についても全く明らかではない。

すなわち日本人における三大死因を構成する癌、虚血性心疾患、脳虚血性疾患には全て細胞周

期からの脱出・再進入が関与していると言っても過言ではない。 

 われわれは、細胞周期から静止期（G0期）への脱出と、G0期から細胞周期への再進入の制御過

程に関する分子メカニズムを明らかにすることによって、細胞分化と増殖とのコントロール機構を解

明することを目指している。細胞周期への再進入は、細胞周期ブレーキ p27 の分解因子として

Skp2およびKPCを同定し、その機能について分子的詳細をほぼ明らかにすることができた。さらに

細胞周期からの脱出についても Fbw7 が細胞周期アクセルである c-Myc を制御していることを最近

突き止め、次第にその全貌が明らかになってきた。今後は Skp2 や Fbw7 の遺伝子変異がマウスの

種々の組織の発生や分化に対してどのような影響を及ぼすか、また組織再生においてどのような

役割を果たすかを中心に研究を進めていく予定である。 

 

２．研究実施内容 

本研究の目的は、細胞周期からの脱出と、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。われわれは細

胞周期への再進入に際して、p27 の分解を引き起こす Skp2 というユビキチンリガーゼに加えて、

KPC という新規ユビキチンリガーゼを既にクローニングしているので、これら両分子に焦点を当てて、

その分子機能を細胞学的手法と発生工学的手法によって、解明していく。細胞周期からの脱出メ

カニズムについても、予備的研究によって Fbw7 というユビキチンリガーゼが密接に関与している所



見が得られているので、この分子を中心として解析を進めている最中である。 

今年度は KPC を構成する分子である KPC1 および KPC2 の機能解析を行った。一次構造より

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、p27 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 p27 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 p27 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 p27 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p27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。 

さらに KPC1 と KPC2 の機能解析を行うため、各々の分子が含むドメイン構造を欠失する変異体

を多数作製し、その機能的差異を調べた。KPC1 は SPRY ドメインを含む N 末端側で KPC2 及び

p27 と結合し、C 末端側の RING フィンガードメインで E2 と相互作用することが示された。p27 はそ

のサイクリン・CDK 結合ドメイン付近において KPC1 と結合する。この所見と一致するように、p27・

サイクリン・CDK 複合体には KPC1 は作用できない。つまり KPC1 は単体の p27 だけに結合しユビ

キチン化できると考えられる。一方、KPC2 は N 末端側の UBL ドメインで KPC1 と結合し、UBL ドメ

インと UBAn ドメインを含む領域で 26S プロテアソームと結合することが判明した。さらに UBAn ドメ

インと UBAc ドメインでポリユビキチン鎖と結合することから、KPC2 はユビキチン化された p27 を 26S

プロテアソームに効率よく運搬するためのシャトル分子である可能性が示唆された。KPC2 をノック

ダウンすると p27 の分解効率は低下することからも、この仮説は裏付けられた。 

一方で細胞周期からの脱出（G1 期から G0 期への移行）については、まず細胞周期を維持する

ために必要な分子を分解する因子を仮定し、それが細胞周期からの脱出の本体ではないかという

仮説に基づいて脱出因子の探索を行った。特に c-Myc は細胞周期回転の維持に必須であり、細

胞周期からの脱出時には破壊されること、多くの癌で分解抵抗性になるような獲得変異があること、

等から細胞周期脱出時に分解される分子の候補と考えた。そして c-Myc の分解調節領域

（Myc-box 1 領域）に結合し、そのユビキチン化を引き起こす分子を探索し、Fbw7 を同定した。さら

に Fbw7 のノックアウトマウスおよびコンディショナルノックアウトマウスを作製することによって、細胞

が細胞周期から脱出する際に Fbw7 が必要かどうかを検討した。 

細胞周期からの脱出（G1 期から G0 期への移行）について、まず細胞周期からの脱出を防ぎ、回

転の維持に必要な c-Myc の分解機構について詳細を調べた。c-Myc は非常に半減期の短い転

写因子であり、その分解性は c-Myc の N 末端にある二つの領域（Myc-box I と II）で決定されてい



る。特に Myc-box I 領域はリン酸化されることによって分解が始まること、ここに多くの癌において変

異が特に多いこと、等がわかっていた。われわれは Myc-box I 領域に結合するユビキチンリガーゼ

を探索し、Skp2 類似の F-box タンパク質である Fbw7 を同定した。Fbw7 は Myc-box I 領域のリン

酸化が起こると結合し、c-Myc のユビキチン化を誘導する。Fbw7 を強制発現させると c-Myc の転

写活性化能は減弱し、逆に Fbw7 をノックアウトまたはノックダウンすることによって発現抑制をする

と c-Myc は蓄積する。 

そこで細胞周期制御に果たす Fbw7 の役割を調べるために、Fbw7 ノックアウトマウスを作製した。

しかしながら Fbw7 ノックアウトマウスは胎生 10 日前後で致死となり、強い血管分化の障害が認めら

れた。これは恐らく血管分化に重要な Notch4 を分解できなくなるためであると結論された。この胎

生早期の死亡によって十分な細胞周期解析ができないため、われわれはコンディショナルノックア

ウトマウスを作製することとした。われわれは哺乳類で最も細胞分化の研究が進んでいる T リンパ

球において、特異的にFbw7を欠失させ、どのように分化特異的な細胞周期制御が影響されるかを

検討した。T リンパ球は胸腺内において CD4-8-(DN)→CD4+8+(DP)→CD4+8-/CD4-8+(SP)という

分化段階を経て成熟していくが、細胞が激しく増殖するのは DN 後期に限られ、DP 以降は細胞周

期は停止する。われわれは c-Myc のユビキチン依存性分解を促進する F-box タンパク質である

Fbw7 の T 細胞系列におけるコンディショナルノックアウトマウスを作製したところ、胸腺が腫大して

おり、DP が特異的に増加していることを見出した。BrdU の取込み実験を行うと、DN では Fbw7 の

有無にかかわらずその増殖率は高いが、DP では本来細胞周期が停止するべきところ、Fbw7 が欠

損していると細胞周期が停止せず、増殖を続けることが判明した。このとき c-Myc の異常な蓄積が

顕著に認められた。つまり Fbw7 は DP における細胞周期停止に必須であった。さらに、このマウス

では胸腺原発の T 細胞リンパ腫を発症、死亡することがわかった。これらの知見は、c-Myc が細胞

周期からの脱出を阻害しており、Fbw7 が c-Myc をユビキチン化して分解を導くことにより、細胞周

期から脱出して G0 期へ向かうことが示唆された。 

 

３．研究実施体制 

「九州大学・中山 敬一」グループ 

①研究分担グループ長：中山 敬一（九州大学、教授） 

②研究項目：G0→G1 移行期における p27 の分解メカニズムの研究、Fbw7 による c-Myc の

分解メカニズムの研究、細胞分化における細胞増殖のコントロールの研究 

 

「東北大学・中山 啓子」グループ 

①研究分担グループ長：中山 啓子（東北大学、教授） 

②研究項目：Skp2 の主要な標的の探索、F-box タンパク質の系統的ノックアウトマウスの作製

と解析 
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