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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS化の分子メカニズムの解析を目的として、エピジェネティック遺伝子発現調
節因子の分解制御を司るSKP2 E3リガーゼの機能に注目し、ヒトiPS化におけるSKP2活性調節機構の解明を試み
た。新規SKP2相互作用分子のスクリーニングから、エピジェネティック修飾に関連したRINGファミリータンパク
質を単離したほか、本分子がSKP2を標的とするE3リガーゼであることをあわせて明らかとした。さらに、ヒト
iPS化の過程におけるSKP2とその上流E3リガーゼの発現相関解析から、今回同定したSKP2活性調節経路がヒトiPS
化の制御に重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Direct reprogramming of somatic cells to iPS cells involves global changes 
in epigenetic modification and gene expression. SKP2 E3 ligase is reported to play essential roles 
in epigenetic transcriptional regulation through degrading histone methyltransferases including MLL,
 PR-SET7, and CARM1. Here, to characterize the role of SKP2 signaling in human iPS generation, we 
conducted a screening of SKP2 interacting proteins and identified a RING-family protein as the E3 
ligase of SKP2. Furthermore, we found that the protein levels of SKP2 and the RING E3 ligase are 
associated with the process of iPS generation. These data suggest that the identified E3 cascade may
 play important roles in epigenetic reprogramming of somatic to iPS cells.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS 細胞の研究領域では、iPS 細胞ス

トック化や臨床試験への取り組みなど、再生
医療実用化のための様々なアプローチが行
われている。歯科再生医療においても iPS 細
胞を用いた歯科疾患に対する個別化医療実
現への様々な試みがなされている。ヒト iPS
細胞の臨床応用にはさらなるiPS作製効率化
が望まれているが、そのためには iPS 化の際
に重要な細胞内シグナル伝達因子の同定や
遺伝子発現制御機構の解析などによる分子
基盤の解明が不可欠である。 

体細胞の初期化によるヒト iPS 化には、エ
ピジェネティック制御を介したゲノムワイ
ドな遺伝子発現調節が関与していることが
考えられているが、その詳細な分子機構は明
らかでない。代表者らは、ヒストンメチル化
酵素をはじめとした、遺伝子発現調節に重要
なタンパク質群の分解の役割を担う、SKP2 ユ
ビキチンリガーゼのiPS化における機能に着
目した。SKP2 がエピジェネティック遺伝子発
現制御関連タンパク質分解を介してiPS化を
促進するという仮説のもと、初期化に関与す
る SKP2 相互作用因子が存在するのではない
かと考えた。 

 
２．研究の目的 
体細胞初期化分子メカニズムの一端を解

明するため、ヒト iPS 化の際のエピジェネテ
ィック遺伝子発現を制御するタンパク質の
主要な分解調節経路を同定することを目的
とした。特に癌幹細胞維持に重要であること
が報告されている SKP2 E3 ユビキチンリガー
ゼは、MLL、PR-SET7、CARM1 などのヒストン
メチル化酵素の分解を介してエピゲノム修
飾の調節に関与することが知られている。こ
のことから、SKP2 シグナル調節機構がどのよ
うにヒトiPS化に関与しているかを明らかと
するため、始めに SKP2 機能制御因子、特に
SKP2 の上流に位置し SKP2 の分解調節を行う
E3 リガーゼの同定を試み、得られた知見を、
SKP2 タンパク質活性調節を介した効率的な
iPS 細胞作製への手がかりとすることを考え
た。 
 

３．研究の方法 
(1)無細胞発現系を用いたSKP2相互作用分子

の同定 
 コムギ胚芽無細胞タンパク質発現系に
よる高感度化学発光検出系を用いて、SKP2
の新規相互作用分子、特に SKP2 上流 E3
リガーゼ分子同定のためのスクリーニン
グ系を構築し、候補分子の絞り込みを行っ
た。 

(2)SKP2 調節因子候補分子の動物細胞内での
SKP2 との相互作用解析 
 上記スクリーニング施行の過程で候補
分子として単離したタンパク質と SKP2 の
相互作用を培養細胞内で明らかにした。主
要なアプローチとして、共免疫沈降法、ユ

ビキチン化アッセイ、候補 E3 分子ノック
ダウン細胞での SKP2 タンパク質安定性評
価の解析を行った。 

(3)ヒト iPS化における SKP2 シグナルの解析 
 ヒトiPS細胞株とiPS化に用いた体細胞
株間でのSKP2とその相互作用E3リガーゼ
分子の細胞内タンパク質量の比較を行っ
た。 

 
４．研究成果 
(1)無細胞発現系を用いたSKP2相互作用分子

の同定 
 SKP2 の E3リガーゼ同定を目的として、
タンパク質間相互作用を指標としたコ
ムギ胚芽無細胞タンパク質発現系スク
リーニングを行った。E3 リガーゼライ
ブラリーをコムギ胚芽発現系で調製す
る一方、bait タンパク質である V5-タグ
化 SKP2 を同じくコムギの系で発現させ、
それら両抽出液を 384 マルチウェルプ
レート中で混合し、続けてドナービーズ、
アクセプタービーズを加えてさらに反
応させた。SKP2 と E3 リガーゼ間で相互
作用がある画分でのみ両ビーズが近接
しアクセプタービーズが発光すること
から、得られたシグナル強度を指標とし
て、上位 10クローンを SKP2 相互作用候
補分子として単離した。 

(2)SKP2 調節因子候補分子の動物細胞内での
SKP2 との相互作用解析 
○1 上位 10 クローンを動物細胞発現プラス
ミドに組み込んで HA タグ化し、それら
HA-E3 を SKP2 とそれぞれ 293T 細胞内に
共発現させ共免疫沈降を行った。解析し
た 10 クローン中、最も確度が高い
RING-No6 を候補分子として解析に供す
ることとした。 

○2 SKP2 が、RING-No6 の E3 活性に依存して
ポリユビキチン化を受けることを明ら
かとした。 

○3 RING-No6 に特異的な shRNA を用いてノ
ックダウンを行い、SKP2 の細胞内タン
パク質量が増加することを確認した。 

○4 上記ノックダウン解析で観察された
SKP2の増加が SKP2タンパク質の安定化
によるものであることを証明するため、
RING-No6 ノックダウン細胞で SKP2タン
パク質の半減期変化を測定した。その結
果、RING-No6 ノックダウンにより SKP2
タンパク質半減期の延長、すなわちSKP2
タンパク質の安定化が認められた。 

○5 RING-No6によるSKP2タンパク質内認識
配列の同定を目的として、RING-No6 を
SKP2 の N 末/C 末両端から段階的に削り
込んだ変異体と細胞内に共発現させて、
両者の結合、および SKP2 分解の有無を
観察した。これにより、RING-No6 と SKP2
の分子会合に重要な部位、すなわちSKP2
タンパク質不安定化領域が SKP2 の N 末
端側に存在していることが明らかにな



った。 
(3)ヒト iPS化における SKP2 シグナルの解析 

RING-No6 と SKP2 により構成されるタ
ンパク質分解経路のヒト iPS 化におけ
る生理的役割を解析するため、ヒト iPS
細胞 12 株と、iPS 化に用いた体細胞 6
株の細胞抽出液を調製し、ウエスタンブ
ロット解析を用いて両細胞株間での
SKP2と RING-No6 の細胞内タンパク質量
の比較を行った。その結果、SKP2 タン
パク質は体細胞株群で低く抑えられて
いたのに対し、iPS 細胞株群で大きく増
加していた。SKP2 と比較し、RING-No6
は体細胞株群で高く発現しており、iPS
化により僅かにその発現量が減少する
傾向が認められた。以上から、iPS 化に
伴うRING-No6シグナルの減衰がSKP2タ
ンパク質の安定化を誘導し、iPS 細胞中
で SKP2 活性の上昇が引き起こされるこ
とが示唆された。 

以上の解析結果から、RING-No6 が SKP2 分
解の役割を担う E3 リガーゼであることが
同定できたほか、ヒト iPS 化の制御に
RING-No6-SKP2 シグナルが機能している
可能性が示唆された。RING-No6 の機能に
ついてはエピジェネティック修飾への関
連が報告されていることから、引き続き今
回同定したタンパク質分解経路の解析を
行うことで、ヒト iPS 化の初期化分子メカ
ニズムの解明につなげていく予定である。 
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