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研究成果の概要： 
 

癌抑制因子 p53 の発現レベルは通常非常に低く保たれているが、DNA 損傷などのストレス刺

激や癌遺伝子の活性化などにより安定化され転写調節因子として標的遺伝子の発現を誘導し、

細胞周期の停止、DNA 修復、アポトーシスの誘導を行うことが知られている。本研究で、DNA

損傷時に、p53 依存的に Cullin3 を中心とする複合体型 E3 ユビキチンリガーゼのサブユニッ

トであるクローン#130 の発現が誘導され、基質である#130-BP1 をプロテアソーム分解経路に

より分解し Aurora-A を不活性化することにより G2 期から分裂期への進行を抑制するという、

新たな抑制機構を明らかにした。  
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１．研究開始当初の背景 

癌抑制因子p53の発現レベルは通常非常に

低く保たれているが、DNA 損傷などのスト

レス刺激や癌遺伝子の活性化などにより安

定化され、転写調節因子として標的遺伝子の

発現を誘導し、細胞周期の停止、DNA 修復、



アポトーシスの誘導を行うことが知られて

いる。私は、マイクロアレイ法により、p53

依存的に抗癌剤アドリアマイシンにより発

現誘導される遺伝子群 18 種類を単離した。

そのうちクローン#130 は Cullin3 を中心と

する複合体型 E3 ユビキチンリガーゼの新規

サブユニットであった。これまでに、p53 の

誘導因子でユビキチンリガーゼとして機能

する蛋白質は、MDM2 や Pirh2 などが知ら

れている。これらの蛋白質は、p53 の誘導因

子でありながら、p53 をユビキチン化し分解

を促進させ、フィードバック抑制機構によっ

てp53の蛋白質の量を調節するのに働いてい

る。一方、#130 は、p53 自身の分解には関与

しておらず、別の標的蛋白質の分解に関与し

ていると考えられた。そこで、#130 を bait

とした yeast two-hybrid 法によりこの蛋白

質の基質の同定を行った。その結果、#130

に結合する蛋白質#130BP-1 を単離した。こ

れまでに、過剰発現系で、#130BP-1 は#130

に結合し、ユビキチン化され分解されること

を明らかにした。またこの分解はプロテアソ

ームインヒビターにより阻害される。また、

#130-BP1 は分裂期に中心体に局在するとこ

とが観察され、中心体の制御に関与すること

が示唆された。 

Aurora-A は G2 期より中心体に集積し始

め、その後分裂前期の核に移行する。核膜崩

壊後は紡錘体極とそこから伸びる紡錘体上

に集積し、分裂後期の開始とともに分解され、

細胞分裂が終わるとほとんど検出されなく

なる。Aurora-A は中心体成熟に不可欠であ

ることが知られている。前述のとおり、

#130-BP1 は中心体の制御に関与する可能性

が考えられたので、Aurora-A と結合を調べ

たところ、#130-BP1 は Aurora-A と結合し

た。更に、in vitro kinase アッセイ法により

#130-BP1 は Aurora-A のキナーゼ活性を上

昇させ、また、同時に#130 を過剰発現させ

ると Aurora-A のキナーゼ活性を抑制するこ

とを見出した。また、HeLa 細胞にチミジン

を添加し、G1/S 期に同調させ、チミジン除

去により細胞周期を進行させると同時に

#130 をアデノウイルスによる発現系により

発現させ、細胞周期の進行を FACS 解析によ

り調べたところ、G2/M 期の遅延が起きるこ

とが分かった。 
 
２．研究の目的 

これまでの研究より、通常#130-BP1 は分

裂期に中心体に存在し、Aurora-A の機能を

補佐する役割をしているが、DNA 損傷時に

は、p53 依存的に#130 の発現が誘導され、

#130-BP1 をプロテアソーム分解経路により

分解し Aurora-A を不活性化することにより

G2 期から分裂期への進行を抑制するのでは

ないかと考えた。 

本研究において、この経路について詳しく

解析し、DNA 損傷時における p53 の新規標

的遺伝子産物による新たな細胞分裂期の制

御について明らかにすることを目的として

いる。 
 
 

３．研究の方法 

(1) #130BP-1 の M 期での役割を調べる。 

①#130BP-1の発現をRNAi法により抑え、

細胞分裂への影響を調べる。具体的には、

HeLa 細胞にチミジンを添加し、G1/S 期に同

調させ、RNAi 法により#130 BP-1 の発現を



抑え、細胞周期を FACS 法により調べる。ま

た、タイムラプスにより細胞分裂の様子を観

察する。 

②#130BP-1 のない細胞での Aurora-A の

局在を免疫染色法により調べる。また、中心

体の複製、分離が正常に起きるかについても

免疫染色法により調べる。 

 

(2) #130BP-1 のリン酸化部位を同定する。 

 ①予測リン酸化部位の変異体を作製し、キ

ナーゼアッセイ法によりリン酸化部位を特

定する。 

 ②リン酸化抗体を作製し、Aurira-A によっ

てリン酸化されるか、また、M 期でリン酸化

されるかを検討する。 

 ③リン酸化の意義について、リン酸化部位

のアラニン変異体を作製し、検討する。 

 

 

 

 
４．研究成果 

DNA損傷時にp53により誘導されるクロー

ン#130は、ユビキチンリガーゼのサブユニッ

トで、これまでに、基質として#130BP-1を

単離した。過剰発現系で、#130BP-1は#130

に結合し、ユビキチン化され分解されること

を明らかにした。RNAi法により#130BP-1の

発現を抑えた細胞において細胞周期の進行

を調べたところ、G2/M期の遅延が起きるこ

とが分かった。また、免疫染色により染色体

の状態を調べたところ、metaphase期に染色

体の整列が正常に起きていないことが分か

った。また、#130BP-1は中心体に局在し、

分裂期キナーゼAurora-Aと結合し、キナーゼ

活性を上昇させる。また、#130BP-1は、Au

rora-Aによってリン酸化されることを見出

した。さらに、リン酸化部位を同定し、抗リ

ン酸化抗体を作製し、Aurora-Aによりリン酸

化されることを明らかにした。このリン酸化

部位の変異体を作製し、RNAi法により#130

BP-1のない細胞に導入し、M期進行における

影響を調べたところ、M期進行が起きにくく

なることが分かった。以上のことから、通常

#130-BP1は分裂期に中心体に存在し、他の

活性化タンパクとともに、Aurora-Aの機能を

補佐する役割をしているが、DNA損傷時には

、p53依存的に#130の発現が誘導され、#130

-BP1をプロテアソーム分解経路により分解

しAurora-Aを不活性化することによりG2期

から分裂期への進行を抑制するという、新た

な抑制機構を明らかにした。   
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