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研究成果の概要（和文）： M 期タンパク質キナーゼである Plk1 の基質として、BubR1 と Myt1
の２つのタンパク質キナーゼを同定した。Plk1 による BubR1 のリン酸化は、M 期前中期にお
ける染色体の整列を促進する機能があることを示した。Myt1 については、M 期後期から終期
におけるゴルジ体と小胞体の再構築に必要であることを示した。増殖刺激により活性化した
ERK1/2 MAP キナーゼが、細胞周期の進行を抑制する遺伝子の発現を低下させることによって
S期への移行を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：We have identified two protein kinases, BubR1 and Myt1, as substrates of the
M-phase protein kinase Plk1. Plk1 phosphorylation of BubR1 facilitated chromosome alignment during
prometaphase while Myt1 was essential for Golgi and ER assembly during mitotic exit. We have also
demonstrated that continuous ERK activation in response to growth factor stimulation downregulates
antiproliferative genes throughout G1 phase to allow cell cycle progression.
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１．研究開始当初の背景
細胞周期の進行やチェックポイントならび
に細胞分裂の制御は、細胞癌化や細胞増殖・
分化の制御機構と密接に関連している。我々
はこれまで細胞周期の進行に関与する現象、
特に細胞周期制御因子の細胞内動態および

タンパク質キナーゼによるリン酸化を介し
た細胞周期制御機構の解明を目的として研
究を進めてきた。また、我々は十数年前よ
り MAP キナーゼを中心とするキナーゼカス
ケード反応の同定と機能解明において、先
駆的役割を果たしてきた。MAP キナーゼカ
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スケードは、様々な外界刺激（特に細胞増
殖因子や発癌プロモーター）で活性化し、
シグナルを核内へ伝える重要な細胞内シグ
ナル伝達経路である。MAP キナーゼカスケ
ードの細胞周期進行における役割を解明す
ることは、細胞増殖や癌化メカニズム解明
の観点からも重要である。

２．研究の目的
本研究では、細胞周期を制御するカスケー
ド反応のうち、M 期の進行とチェックポイ
ントを制御する M 期キナーゼネットワーク
と G0/G1 期から S 期への進行を制御する
MAP キナーゼカスケードに焦点を絞り、両
反応経路が細胞周期の進行および種々の細
胞内事象を制御する分子機構の解明を目的
とする。

３．研究の方法
細胞周期において機能するタンパク質キナ
ーゼ群の複雑かつ精妙なカスケード反応の
生化学的解明を進める。また、従来の方法
ではわからなかった生命現象とその分子的
基盤を明らかにすべく、マイクロアレイを
用いた網羅的な解析によるバイオインフォ
マティックス的手法と細胞生物学的手法を
同時に取り入れる。

４．研究成果
細胞周期の M 期の進行を制御するカスケー
ド反応として M 期タンパク質キナーゼネッ
トワークの解析を行った。進化的に高度に
保存された M 期タンパク質キナーゼである
Polo-like kinase1 (Plk1) に、まず着目し、そ
の基質となりうる M 期のタンパク質キナー
ゼとして、M 期チェックポイントで機能す
る BubR1 と cdc2 (cdk1) の抑制機能をもつ
Myt1 の２つのタンパク質キナーゼを同定し
た。BubR1 については Plk1 によるリン酸化
部位を同定し、Plk1 による BubR1 のリン酸
化が M 期前中期における染色体の整列を促
進する機能があることを示した。Myt1 につ
いては、siRNA を用いたノックダウンによ
る解析から、Myt1 が cdc2 (cdk1) のネガティ
ブな制御キナーゼであるにもかかわらず、G2
期から M 期への進入のタイミングの制御に
はほとんど影響を及ぼさない、という驚く
べき結果を得た。さらに Myt1 が細胞内膜系
のゴルジ体と小胞体の M 期後期から終期に
おける再構築に重要な役割を果たすことを
示した。また、サイクリン B1 とサイクリン
B2 のノックダウンの実験から、この Myt1
の機能は、サイクリン B1/Cdk1 とサイクリ
ン B2/Cdk1 の双方のキナーゼ活性を M 期後
期から終期にかけて抑制することを介して
いることが示された。細胞周期の M 期にお
ける染色体分配の分子機構を HeLa 細胞を用

いて解析し、低分子量 GTP 結合タンパク質
Cdc42 の作用機構を明らかにし、アクチン細
胞骨格を介する経路と PI3 キナーゼを介する
経路が存在することを示した。
　細胞周期の進行を制御するシグナルのカ
スケード反応として MAP キナーゼカスケー
ドに着目し、細胞増殖因子による増殖刺激
において ERK1/2 MAP キナーゼ依存的に発
現が上昇あるいは低下する遺伝子群をマイ
クロアレイ解析により同定した。そのうち
顕著な低下と高い ERK1/2 MAP キナーゼ依
存性を示す 29の遺伝子について解析を進め、
7 遺伝子が G0/G1 期から S 期への進行を抑
制する遺伝子として機能することを見い出
した。これらの遺伝子について、siRNA の
手法でその発現を抑制すると、G0/G1 期か
ら S 期への移行が促進されることも明らか
となった。これらの結果により、ERK1/2 MAP
キナーゼが、細胞周期の進行を抑制する遺
伝子の発現を低下させることによって、S 期
への移行を促進するという新しい機構が明
らかとなった。さらに、ERK1/2 MAP キナー
ゼによって発現が上昇する遺伝子群の一部
が細胞周期の進行を促進することを示した
　細胞増殖因子の刺激によって Ras、ERK1/2
MAP キナーゼの活性が振動することを見出
し、その振動の分子的基盤として ERK1/2
MAP キナーゼによる Sos のリン酸化が重要
であることを示した。また、ERK1/2 MAP キ
ナーゼ活性化と PI3 キナーゼ/Akt 経路との間
に新たな相互作用様式があることを見出し
た。ERK1/2 MAP キナーゼの増殖因子刺激依
存的な活性化調節において重要な役割を果
たす因子である Sprouty の解析を進め、
Sprouty の新しいターゲットを発見した。す
なわち、Crk-L というアダプター分子が、
Sprouty のチロシンリン酸化依存的に結合す
ることを示した。その際の、Sprouty との結
合には、Crk-L の SH2 ドメインと SH3 ドメ
インの双方が必須であることも明らかにし
た。さらにタイリングアレイ解析により、
ERK1/2 MAP キナーゼの活性化が転写の波及
効果を引き起こすことを明らかにした。す
なわち、SRF による早期応答遺伝子の発現
誘導の際、近傍の遺伝子の発現も誘導され
るということが明らかとなった。
　また我々は、MAP キナーゼファミリー分
子の 1つであり、増殖因子や酸化ストレス、
高浸透圧刺激といった様々な細胞外からの
刺激によって活性化される ERK5 の機能お
よび細胞内動態の解析を行ない、ERK5 の細
胞内局在が C 末端領域にある核内移行シグ
ナル（NLS）と CRM1 依存的な核外移行シ
グナル（NES）という双方向の輸送シグナル
によって能動的に制御されていることを見
出した。ERK5 の N 末端領域あるいは C 末
端領域単独では NES 活性を持たなかったこ



とから、ERK5 はリン酸化依存的な立体構造
の変化で自身の NES の働きを調節し、その
細胞内局在を制御していると示唆される。
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