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細胞学部門 
Department of Molecular and Cellular Biology 
 

 細胞学部門では，細胞の基本的性質である細胞周期と細胞死を制御する分子メカニズムを，遺伝学的・

生化学的・細胞生物学的・発生工学的手法を用いて研究を進めている．つまり細胞周期や細胞死の制御に

関わっていると推測される分子の遺伝子を単離同定し，最終的にはその遺伝子を破壊したマウス（ノック

アウトマウス）を人工的に作製し，その異常を調べることによって，その分子の生理的役割を個体レベル

で明らかにしようというものである．特に免疫系と神経系の細胞の分化段階特異的な細胞周期と細胞死の

制御因子の量的制御機構を選択的蛋白分解の視点から取り組んでいる． 

 細胞学部門は昨年に引き続き，中山敬一教授，北川雅敏助教授，畠山鎮次助手の教官を中心に大学院生

（14名），日本学術振興会特別研究員（2名），非常勤研究員（1名），訪問研究員（1 名）科学技術振興事

業団派遣職員（研究補助員 4 名，事務員1 名）の体制で研究を進めてきたが，2000 年 10 月 1日付けで助

教授の北川 雅敏が浜松医科大学医学部第一生化学講座教授として転出し，畠山 鎮次が 2000年 11月 1

日付けで助教授に昇格した．助手の後任として嘉村 巧がオクラホマ医学研究機関ハワードヒューズ研究

所より 2001年 1月 1日付けで赴任した． 

 その他の人事異動について，新規参加者としては大学院生として 2000 年 4 月より原 太一（九大・農

修）が入学し，さらに臨床大学院生として金子 千恵（九大・医・耳鼻科）が研究に参加している．さら

に白根 道子（前年度まで JST 派遣職員）と服部 公彦（前年度まで研究生）が日本学術振興会特別研究

員として，2000年 4 月より参加している．また訪問研究員として Abbas Fotovati（九大・農博）が 2001年

3 月より参加している． 

 次いで退職者として前述のように 2000 年 10月 1 日付けで助教授の北川 雅敏が浜松医科大学医学部第

一生化学講座教授として転出した．さらに 2001年 3月末で大学院生の築山 忠維，山中 篤志，三浦 正

徳が学位取得の上卒業した． 

 1997 年 11 月より当研究室は科学技術振興事業団（JST）による戦略的基礎研究推進事業（CREST）の

支援を受けることとなり，研究補助員として安河内亮子（継続），下原田加代子（継続），松下純恵（継続），

西村直子（継続）を，事務員として木村美保子（継続）を JST 派遣職員として受け入れている． 

 

A．新規IκB キナーゼNAKの発見 

 IκB の IκB キナーゼ（IKK）複合体によるリン酸化は IκBの分解とそれに続く転写因子NF-κB の活性化

に重要なステップである．IKK 複合体は 2つの触媒サブユニットである IKKαと IKKβを含んでいるが，後

者はノックアウトマウスを用いた実験によって NF-κB の活性化には必須でないことが明らかになってい

る．IKK は IKKβの活性化ループのリン酸化によって活性化されることはわかっているが，外的シグナル

に反応する真の IκB キナーゼは不明であった．我々は IKK 関連キナーゼとして NAK（NF-κB-acitivating 

kinase）と名付けた分子を単離同定し，それが IKK活性化を引き起こすことを発見した．NAKは IKKβの
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上流に位置し，IκB の分解と NF-κB の活性化を引き起こす．NAK はホルボールエステルや増殖因子刺激

によって活性化される．触媒機能を喪失した変異 NAK はプロテインキナーゼ C（PKC）-εによる NF-κB

の活性化を特異的に阻害することから，NAKは PKC-εを活性化するような増殖因子に反応して IKK をリ

ン酸化し，NF-kBの活性化を引き起こす因子であることが明らかとなった（Tojima et al., Nature 404: 778-782, 

2000）. 

 

B．サイクリンE とp27Kip1をユビキチン化するSCFSkp2複合体の生物学的解析 

 我々はサイクリン Eのユビキチン化依存性タンパク質分解機構にSkp2が関与していることを明らかに

した．Skp2 は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，サイクリン Eや p27Kip1

と結合してユビキチンを付加する反応を媒介する分子であることが判明した．サイクリン E とSkp2 の結

合はサイクリン E の生理的パートナーである CDK2 が存在すると競合的に阻害されることから，Skp2は

CDK2 に結合していないフリーのサイクリン Eのユビキチン化に関与していることが推定される． 

 Skp2 の個体における生理的重要性を検討するために ES 細胞において Skp2遺伝子座をジーンターゲテ

ィング法によって破壊し，それをマウス胚に顕微注入してキメラマウスを作製し，交配によって Skp2 ノ

ックアウトマウスを作製した．Skp2 ノックアウトマウスはほぼメンデルの法則に則った比率で出生し，特

に発癌等の疾病は認められないが，成長が遅延し，その体重は正常コントロールの約 2/3 でしかない．細

胞中にはサイクリン E と p27Kip1の特異的な蓄積を認めた．またサイクリン E の細胞周期における量的変

動が消失し，サイクリン E が常時発現するようになっていた．Skp2 の基質として報告されていたサイク

リンA や E2F-1は量的には変化を認めなかった．細胞学的には Skp2を欠失した細胞は増殖が障害され，

アポトーシスに陥る細胞が増加していた．細胞は核の腫大，染色体倍数性の増加，中心体数の過剰等の異

常が出現し，これは Endoreduplication が起こっているものと推測された．特に肝臓・腎臓・肺・精巣等で

この傾向が強く観察された（Nakayama et al., EMBO J. 19: 2069-2081, 2000）． 

 

C．p27Kip1の主要リン酸化部位に関する生化学的解析 

 p27Kip1はサイクリン-CDK 複合体と結合することによりそれらのキナーゼ活性を抑制し，細胞増殖を負

に制御する CDK インヒビターである．In vivo で p27Kip1はリン酸化され，そのリン酸化の結果，電気泳動

度の異なる２本のバンドとして検出された．p27Kip1の Ser10 を Ala に置換した変異体(S10A)のリン酸化は

顕著に減少し，電気泳動度の変化も消失した．リン酸化ペプチドマッピングとリン酸化アミノ酸解析によ

り，in vivo での Ser10部位のリン酸化は p27Kip1の全リン酸化量の約70%を占め，Ser178部位や Thr187部

位のリン酸化に比べてそれぞれ約25倍，75 倍程度強いことが明らかになった．p27Kip1のリン酸化は Ser10

と Pro11 の位置を逆転させると顕著に減少することから，Ser10 部位をリン酸化しているのはプロリン指

向性キナーゼであることが示唆された．内在性 p27Kip1のSer10 部位のリン酸化は，細胞周期の S 期やM 期

に比べ，G0-G1期において明らかに増加していた．Ser10リン酸化型 p27Kip1 は非リン酸化型に比べて，明ら

かにタンパク質が安定化していた．さらに Ser10のリン酸化を模した変異体(S10E)では in vivo，in vitro の
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両方で wild -type や S10A に比べてそのタンパク質安定性が増していた．これらの結果は，Ser10 部位が

p27Kip1の主要リン酸化部位であり，この部位のリン酸化は Thr187 部位のリン酸化と同様 p27Kip1タンパク

質安定性に関わることが示唆されたが，そのリン酸化による効果は Thr187 と反対に p27Kip1 の安定化に働

くことが明らかになった（Ishida et al., J. Biol. Chem. 275: 25146-25154, 2000）． 

 

D．p27Kip1トランスジェニックマウスの作製と解析 

 T 細胞の増殖は分化特異的に制御されているが，その増殖が分化に必須であるかどうかは依然不明であ

る．CDK インヒビターである p27Kip1 は T 細胞の全分化過程を通じて高い発現を示すが，増殖能の高い

CD4-CD8-ステージの胸腺細胞と活性化された成熟 T 細胞においては例外的にその発現が低下する．その発

現低下の生理的な意義を調べるために，我々はp27Kip1 を LCK 近位プロモーター下に挿入してT 細胞に強

制的に発現させるようなトランスジェニックマウスを作製した．その結果，発現レベルの異なる 3つのラ

インを確立した．胸腺における細胞数は p27Kip1の発現が高いラインほど低下し，それは末梢における成熟

T 細胞においても同様であった．T 細胞の分化は CD4-CD8-CD25+CD44lowステージで阻害されていた．ト

ランスジェニックマウスにおける末梢T 細胞は，抗原刺激に対する免疫応答性が弱く，抗体の産生上昇が

強く阻害されていた．さらに二次濾胞の形成も著しく障害されていることなどから，結果として p27Kip1

の生理的な発現低下は，T 細胞の分化や増殖，さらには免疫反応において必須の機構であることが明らか

となった（Tsukiyama et al., J. Immunol. 166: 304-312, 2001）. 

 

E．p27Kip1とp57Kip2のマウス胚発生における時空間的発現解析 

 細胞周期を負に制御する分子であるサイクリン依存性キナーゼ阻害分子である p27Kip1 及び p57Kip2 は互

いに構造的，機能的に類似した分子である．我々はマウス胎仔の発生過程における p27Kip1及び p57Kip2 の組

織内発現の経時的変化とその発現様式について免疫染色を行いその解析，比較を行った．胎仔の脳，レン

ズ，神経節，腎臓，心臓，肺，肝臓，皮膚においては，p27Kip1及び p57Kip2の発現は部位，時期ともに概ね

一致することが明らかとなった．またそれが増殖能の喪失や終末分化の時期とほぼ一致することが判明し

た．一方で網膜，胸腺，脾臓，精巣，卵巣では p27Kip1 のみの発現が認められ，逆に口蓋，消化管，膵臓，

軟骨，骨格筋においては p57Kip2のみの発現が認められた．副腎においてはp27Kip1は髄質のみに発現を認め

たのに対し，p57Kip2は皮質においてのみ発現が認められ，また心臓においては p27Kip1が内皮細胞及び心筋

細胞において発現が認められるのに対し，p57Kip2は内皮細胞のみにその発現が認められるといった，同一

臓器において p27Kip1及び p57Kip2が異なる発現様式を示す場合も認められた．p27Kip1及び p57Kip2の組織内

発現の経時的変化の解析により，p57Kip2は主に胎仔期における器官形成に主にその役割があり，一方p27Kip1

は成体組織における発現が p57Kip2に比べて多く認められることにより，いくつかの臓器においては器官形

成のみならず，器官の維持にもその役割があることが推測された．抗 p27Kip1 抗体又は抗 p57Kip2 抗体と抗

BrdU 抗体の蛍光二重染色による解析により，p27Kip1 及び p57Kip2 の発現は BrdUを取り込んでいない細胞の

みに発現が認められることから，これらの分子が実際に個体発生過程においても細胞増殖に関して負の役
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割を果たすことが予測された．p27Kip1及び p57Kip2の空間的・時間的な発現様式はそれぞれのノックアウト

マウスの表現型をうまく説明することができ，これらの分子が胎仔期の器官発生に重要な役割を担ってい

ることを示唆している（Nagahama et al., Anat. Embryol 203: 77-87, 2001）. 

 

F．哺乳類E2-C ホモログの細胞周期依存的な分解機構の解明 

 M 期の進行・脱出において，様々な基質の時期特異的なユビキチン・プロテアソーム系を介したタンパ

ク質分解を必要とする．E2-Cはユビキチンリガーゼ(E3)である anaphase-promoting complex (APC/C)と共に

M 期の進行・脱出に重要な役割を持つユビキチン結合酵素(E2)の一つである．我々は哺乳類の E2-C（マウ

ス E2-C とヒト E2-C）を単離同定し，は G2-M 期から出現し始め，M 期を脱出すると急速に分解・消失す

ることを発見した．哺乳類 E2-C は自己ユビキチン化能を有し，自身に数個のユビキチンを共有結合する

ことができる．さらに，E2-C のユビキチン化は APC/C を介して増強され，プロテアソームにより認識さ

れるポリユビキチン化まで進むことがわかった．この哺乳類 E2-Cのポリユビキチン化は M 期を脱出した

後に起こる．哺乳類 E2-CにはAPC/C により基質として認識される配列（デストラクションボックス）と

予想される部位が 2 ヶ所存在し，この部位に変異のはいった哺乳類 E2-C ではポリユビキチン化が抑えら

れ，それにより分解も抑えられた．これらの結果は哺乳類 E2-C はそれ自身もAPC/Cに依存したタンパク

質分解における基質であり，それによる哺乳類 E2-Cの周期的な発現は APC/Cの活性調節や基質特異性に

おける主要な自己調節機構であることが示唆される（Yamanaka et al., Mol. Biol. Cell 11: 2821-2831, 2000）． 
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