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研究成果の概要： 
 
哺乳類の心筋は生後終末分化すると増殖能を失う。哺乳類の心筋細胞がなぜ増えないのか

解析する研究は、心筋細胞・神経細胞などの終末分化細胞の分化状態の維持機構の解明の

みならず、未だ発展途上にある虚血性心疾患や特発性心筋症に対する心筋再生治療法の開

発につながる可能性があり、重要性が高い。研究代表者はこれまでにラットを用いた実験

で、細胞周期アクセル分子であるサイクリン D1 が心筋の血清や Growth 刺激によって誘
導されるものの核への局在が障害されており、実際には心筋の細胞周期は活性化されない

ことを見出し、サイクリン D1 に核移行シグナル(NLS)を付加し強制的に核内に移行させ
ることによって in vitro, in vivoにおいて心筋の細胞周期が廻ることを発見した。さらに、
サイクリン D1の核局在障害の原因を、①核内への移行、②核内分解、③核外移行の亢進、
について解析したところ核内への移行が障害されていることが明らかになった。本研究で

はサイクリン D1 の核内移行障害の責任領域（アミノ酸範囲）を明らかにするために、複
数の欠失変異または点変異を有するサイクリン D1 の蛋白質とアデノウイルスベクターを
作成し、in vitroおよび in vivo核移行アッセイを行った。その結果 C-末のわずか 10アミ
ノ酸前後の配列がサイクリン D1 の核内移行を抑制的に制御している可能性があることを
見出した。心筋細胞の再生能とサイクリン D1 の構造とを動物の進化段階に応じて比較す
ると、我々が同定した責任アミノ酸領域は、心筋再生能を有するフグや Zebrafish などの
魚類や Xenopus などの両生類では見られず高等動物に進化するにつれて現れてくるとい
うことを見出している。また、サイクリン D2・D3にはみられない。この構造の違いがサ
イクリン D1の核移行阻害・心筋終末分化に伴う分裂停止に深く関わっていると考えられ、
今後再生医療へ大きく発展する可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
心筋は終末分化すると増殖能を失う。この

ため、心不全に陥った心機能を再生するこ

とは困難である。これに対し、心筋の細胞

周期制御因子の解析と心筋細胞の再分裂誘

導を目指した研究が国内外で行われている。

我々はこれまでに、心筋の細胞周期アクセ

ル分子サイクリン D1 の核局在が障害され
ていることを見出し、核移行シグナル

(NLS)を付加したサイクリン D1（D1NLS）
の発現（アクセル分子の発現）により細胞

分裂・増殖を惹起することに成功した。し

かし、ブレーキ因子 p27kip1の Skp2による
分解障害により p27が蓄積するため、増殖
が早期に抑制すること、D1NLS と Skp2
による p27分解（ブレーキ分子の分解）と
の組みあわせで、in vitroおよび in vivoで
心筋細胞の著明で安定した分裂を誘導でき

ること、さらにラット心筋梗塞心不全モデ

ルの心機能・心不全を改善できることを見

出した。 
 
２．研究の目的 
 
より有効な心筋再生治療法の開発を目指し、 
終末分化心筋細胞における 

(I) サイクリン D1 の核移行障害
のメカニズムを解明する。 

(II) 他の増殖バリアーを検索する。 
 
３．研究の方法 
（I）サイクリン D1 の核移行阻害機構の解

析 

＜in vitro 核移行アッセイ＞  

カバーガラス上に細胞を培養し、ジギトニ

ン処理によって細胞膜を透過させ、大腸菌

によって発現させ精製した野性型および

様々な変異型サイクリン D1 リコンビナン

ト蛋白質を反応させ、核内への移行につい

て解析した。 

＜in vivo 核移行アッセイ＞ 

野性型および様々な変異型サイクリン D1

を発現するアデノウイルスベクターを作成

し、培養心筋細胞に感染発現させ、核内発

現について解析した。 

以上により心筋細胞におけるサイクリン

D1 の核移行障害の責任領域を同定し、野生

型、責任領域欠損型サイクリン D1 を用いた

タンパク結合実験を行い、責任領域を認識

する特異的因子を質量分析 MS を用いて解

析を試みた。 

(II)他の増殖バリアーの検索 

＜p21cip1 の解析＞ 

増殖バリアーとしてサイクリン依存性キナー

ゼ阻害因子 p21cip1に注目し、siRNA発現ア

デノウイルスベクターを作成し、細胞周期の

解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
(I) in vitro および in vivo 核移行アッセ

イの結果、C-末のわずか 10 アミノ酸前後の

配列がサイクリン D1 の核内移行を抑制的

に制御している可能性が示唆された。心筋

細胞の再生能とサイクリン D1 の構造とを

動物の進化段階に応じて比較すると、我々

が同定した責任アミノ酸領域は、心筋再生

能を有するフグや Zebrafish などの魚類や



Xenopus などの両生類では見られず高等動

物に進化するにつれて現れてくるというこ

とを見出している。また、サイクリン D2・

D3 にはみられない。 

この構造の違いがサイクリン D1 の核移行

阻害・心筋終末分化に伴う分裂停止に深く

関わっている可能性がある。そこで野生型、

責任領域欠損型サイクリン D1 を用いたタ

ンパク結合実験を行い、責任領域を認識す

る特異的因子を質量分析 MS を用いて解析

を試みた。その結果、CDK4 などの既知の結

合因子をはじめ、核外トランスポーター因

子として知られる CRM1 など複数の候補蛋

白質が検出された。今後機能解析を行って

いく予定である。 

(II)siRNA 発現アデノウイルスベクターを

用いて、p21cip1 が心筋細胞の増殖抑制因

子として機能していることを見出した。心

筋細胞では、細胞周期の活性化とともに発

現が上がるサイクリン依存性キナーゼ 2 

(CDK2)と結合することにより、ユビキチン

化酵素 APC/CCdc20 によるユビキチン分解

が抑制され、安定化することにより、心筋

細胞の増殖が抑制されることが明らかにな

った。 
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