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研究成果の概要（和文）： 

新しい癌治療戦略に向けた基盤を構築するため、本研究では、細胞増殖・細胞死に関わる遺伝

子・蛋白質として同定した ATP 分解酵素の１つである VCP について解析を行い、VCP が多く

の部位でアミノ酸修飾を受け、細胞周期や細胞内の活性酸素種のコントロール等で重要な機能

を担っていることを明らかにした。また。VCP とそのパートナーである p47 は、進行した腺癌・

扁平上皮癌で発現の亢進が認められ、癌の浸潤や転移能獲得との関連が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In order to build fundamentals for developing novel cancer treatment, we have analyzed the functions of 

VCP (an ATPase), which is involved in cell growth and cell death. Resultantly, we identified VCP being 

modified at many amino acid residues, by which VCP is involved in the cellular functions such as 

controls of cell cycle and reactive oxygen species. In most of examined advanced adeno-carcinomas and 

squamous cell carcinomas, we observed highly elevated expression of VCP and p47, a VCP co-factor, 

suggesting their involvement in the invasion and metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、癌に対する分子レベルの研究は長足
の進展をみせ、これまで不明であった癌にお
ける様々な異常（増殖・細胞死・分化）の分
子基盤が少しずつ明らかになってきた。しか
しながら、これらの進展が癌治療の概念及び

実体に対して大きく変革をもたらしている
と言える状況には未だに至っておらず、新し
い治療戦略の模索が行われているのが現状
である。 
 

２．研究の目的 

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2005～2009 

課題番号：１７０１４０４３ 

研究課題名（和文）がん細胞の細胞死の制御機構 

                         

研究課題名（英文）Mechanisms for the regulation of growth and cell death in cancer cells  

 

研究代表者 

 垣塚 彰（AKIRA KAKIZUKA） 

 京都大学・大学院生命科学研究科・教授 

 研究者番号：80204329 

 

 



 

 

 本研究は、AAA family の ATPase である
VCP 蛋白質を細胞増殖・細胞死のコントロー
ルに重要な役割を果たす鍵分子であると位
置付け、VCP が担う細胞内の役割を分子レベ
ルで詳細に解析することによって、これまで
に明らかになっていない新たな細胞増殖・細
胞死の作用点を解明し、癌の新しい治療に結
びつく基礎研究を行うことを目的としてい
る。 

 

３．研究の方法 

 本研究では以下の実験手法で研究を行っ
た。 

(1) 培養細胞に発現させた PLAG-VCP を抗
FLAG 抗体で免疫沈降させ、質量解析法
(LC/MS/MS)により、VCP のアミノ酸修飾
を網羅的に解析した。さらに同定した幾つ
かの修飾部位のアミノ酸を置換し、修飾に
おける VCP の機能変化の解析を行った。 

(2) VCP の 761 番目のスレオニンのリン酸化
を認識する抗体を作成し、培養細胞での局
在の解析を行った。 

(3) VCP と共沈殿してくる蛋白質を質量解析
法によって網羅的に同定し、その内の幾つ
かについて培養細胞で機能解析をおこなっ
た。 

(4) VCP及びその co-factorに対して特異抗体
を作成し、ヒト癌組織を中心にそれらの発
現様式の解析を行った。 

(5) RNAi 法を用いて VCP 及びその co-factor

をノックダウンさせた HeLa 細胞の増殖能
や形態の解析を行った。 

(6)VCP の強発現がないと生育できない温度
感受性の出芽酵母を作成し、その温度感受
性株の詳細な解析をおこなった。 

 

４．研究成果 

 上記の手法を用いた実験により、それぞれ

以下の結果を得た。 

(1) これまでに報告のあった 4 ヶ所のセリ 

ンに加え、10 個所のセリン、 14 個所の

スレオニン、 6 個所のチロシンがリン酸

化を受け、22 個所のリジンがアセチル化

の翻訳後修飾を受けることを明らかにし

た。さらに、これまで機能が解っていな

かった D2α 領域(646~765 のアミノ酸に対

応)内の幾つかのアミノ酸修飾によって、

VCP の ATPase 活性が変化することが判

明し、D2α 領域を VAR (VCP ATPase 

Regulatory) domain と呼ぶことを提唱した。 

(2) 前述したD2α領域内の 761 番目のスレオ

ニン(Thr761)のリン酸化を模倣する酸性

アミノ酸であるグルタミン酸に置換した

VCP(T761E)は、野生型 VCP に比べて 2〜

3 倍の ATPase 活性を示した。そこで、

Thr761 をリン酸化スレオニンに置換した

ペプチドを合成し、このリン酸化ペプチ

ドを特異的に認識する抗体を作成し、細

胞染色を行った。するとこの抗体によっ

て、間期ではセントロゾームを細胞分裂

期にはスピンドルポールとミッドボディ

を特異的に染色した。上記の結果と合わ

せ、個別のアミノ酸修飾を受けた VCP が、

細胞周期等において、特異的な機能を担

っていることが示唆された。 

(3) VCP と物理的に相互作用する分子として

PEX19 を同定した。VCP 及び PEX19 のノ

ックダウン細胞では、カタラーゼが細胞

質に蓄積することが判明し、VCP と

PEX19 は協調してカタラーゼのペルオキ

シゾームへの輸送を担っていることが明

らかになった。さらにこの輸送には VCP

の ATPase 活性が必要で、ROS 等で VCP

のATPase活性が失活するとカタラーゼが

細胞質で増加し細胞内の ROS を消去する

という新たなフィードバック機構の存在

を明らかにした。癌細胞では、VCP の発

現亢進によって、このフィードバック機

構が破綻していることが示唆された。 

(4) VCP 及び VCP の co-factor のうち Ufd1, 

Npl4, p47 を特異的に認識する抗体を作成

し、種々の癌組織について発現の解析を

おこなった。VCP はほとんどの腺癌と扁

平上皮癌で発現の亢進が認められたが、

同様な発現の亢進を p47 についでも認め

た。一方、Ufd1, Npl4 に関しては、癌腫に

よって発現量に変化がみられた。これま

での報告で、Ufd1, Npl4 は強調的に作用す

ることが報告されていたが、癌腫におい

ては必ずしも同じような発現パターンで

はなく、Ufd1、Npl4 にはそれぞれ固有の

機能があることが示唆された。 

(5) RNAi 法を用いて、内在性の VCP を 98%

以上ノックダウンさせた HeLa 細胞では、

一見して細胞増殖の低下が観察された。

詳細には、紡錘体極の数が不安定になり、

娘細胞では多核を示す割合が増加してい

た。このような多核の細胞は、細胞周期

の停止もしくは細胞死に陥った。ATPase

活性の欠失した VCP(K251A)の発現によ

っても同様な多核の細胞の出現が観察さ

れた。また、この HeLa 細胞では、thymidine

で細胞周期を停止させた後のDNA合成の

開始が遅れ、DNA 合成の初期の段階にも

VCP が深く関与していることが示唆され

た。一方、これらの co-factor のノックダ

ウンでは VCP のノックダウンのような強

い表現型は観察されず、細胞周期の進行

にはVCP単独もしくは別の co-factorが関



 

 

与していることが示唆された。また、p47

のノックダウンした HeLa 細胞の形態解

析から、p47 は細胞骨格の制御に重要な機

能を担っていることが示唆され、癌の悪

性化における転移や浸潤能と p47 の発現

亢進の関連性が示された。 

(6) 単離した温度感受性株では、GPI10 という

ER で GPI アンカーを形成するマンノシル

トランスフェラーゼ遺伝子内のミスセン

ス変異が温度感受性の原因変異となって

いることを突き止めた。この株を VCP の

発現がない状態で 37℃（制限温度）で飼

育すると出芽の停止とそれに引き続いて

DNA の過剰複製が生じることが判明し、

VCP の発現によってこれらの異常が回復

することが観察された。以上の結果から、

VCP には、出芽酵母の出芽の手助けと

DNA の過剰複製を抑制する機能があるこ

とが示された。 
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