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研究成果の概要（和文）：細胞周期チェックポイントの異常や細胞分裂の異常は、癌化の引き金

になると考えられており、なかでも細胞分裂制御のキー分子として機能しているタンパク質の

多くが、APC/C ユビキチンリガーゼ複合体により、タンパク量が調節されていることが知られ

ている。Emi1 は、APC/C の活性を阻害する因子で、S期から M期初期にかけて発現が誘導され、

APC/C の活性を抑制している。本研究では、APC/C の活性を抑制する Emi1 が癌細胞株や頭頸部

癌症例で、高頻度に強い発現を示すことを見出した。さらに、Emi1の分解異常により、恒常的

に Emi1 を発現する癌細胞株を見つけ、その細胞が ERK-RSK 経路により Emi1 の Ser310 および

Thr315 がリン酸化され、そのリン酸化がユビキチン分解を阻害することを見出した。Emi1 の恒

常的な発現は、細胞周期を通じて APC/C の活性を抑制し、その基質タンパクの過剰発現を引き

起こしていた。以上の結果から、Emi1の分解異常による過剰発現が、恒常的な APC/C 活性の抑

制をひきおこし、細胞周期制御異常や癌化に関連することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：The abnormality of checkpoint and cell division during cell cycle 
is thought to be a trigger of carcinogenesis. APC/C ubiquitin ligase complex regulates 
the protein level of many key molecules for cell division. Emi1, an inhibitor of APC/C, 
inhibits APC/C activity from S phase to the beginning of M phase. In the present study, 
we found that APC/C inhibitor, Emi1 was frequently overexpressed in cancer cell lines 
and head and neck cancer cases. Moreover, we found a cancer cell line that constitutively 
expressed Emi1 during cell cycle progression. In this cell line, Ser310 and Thr315 of 
Emi1 were phosphorylated by ERK-RSK pathway and this phosphorylation inhibited 
ubiquitin-mediated proteolysis. Constitutive Emi1 expression inhibited APC/C activity 
during cell cycle progression and induced overexpression of APC/C substrates.In summary, 
Emi1 overexpression caused by the defects of degradation induced the constitutive 
inhibition of APC/C activity and was involved in abnormal regulation of cell cycle and 
carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞の増殖過程において、細胞周期調節因

子の多くがユビキチン化を介したタンパク

分解によって、量的・質的コントロールを

受け、細胞周期の円滑な進行を制御してい

ることが明らかになりつつあるが、それら

因子のユビキチン分解異常については未だ

不明な点が多い。本研究で着目する APC/C 

（anaphase-promoting complex /cyclosome）

は、複合体型のユビキチンリガーゼで、

cyclin A、cyclin B、Aurora A などの細胞

分裂に関わるタンパクの分解に関与し、細

胞周期の M 期の紡錘体チェックポイント制

御に中心的な働きをしている。APC/C は、

数十個のサブユニットからなる大きな複合

体で、時期特異的なユビキチン化に関わる

アダプター因子であるCdc20やCdh1の可逆

的な結合や構成サブユニットのリン酸化に

よってその活性が調節されている。APCCdc20

は、M期の中期から後期にかけ、APCCdh1は、

後期から G1期にかけて活性化し、基質タン

パクをユビキチン分解する。Emi1 は、APC/C

の活性を抑制する因子であるが、分裂期の

初期（Prophase）には、APC/C の活性を抑

制しているが、Prometaphse には、SCFßTrcp

によりユビキチン分解されることにより、

APC/C が活性化する。Emi1 による APC/C の

制御は、細胞分裂において重要な役割を果

たしている。癌において、細胞周期チェッ

クポイントの異常や細胞分裂の異常は、分

化や細胞増殖の異常の引き金になると考え

られており、なかでも細胞分裂制御のキー

分子として機能しているタンパク質の多く

が、APC/C 複合体により、ユビキチン分解

されることが知られている。これらタンパ

クは、癌細胞でしばしば過剰発現している

ことから、APC/C による分解制御異常が、

その過剰発現に関与するのではないかと考

えた。さらに、我々の予備実験では、APC/C

の活性を抑制する Emi1 が癌細胞株で強い

発現を示していることから、Emi1 の過剰発

現により、APC/C の活性を抑制し、基質タ

ンパクの過剰発現を引き起こすことによっ

て、異常な増殖や分裂異常を介して、癌化

に関与するのではないかと考えた。 
 

２．研究の目的 

本研究では、Emi1 の発現異常を癌症例で検

討し、Emi1 の過剰発現と APC/C 複合体によ

る基質タンパク分解との関連やEmi1の過剰

発現がもたらす細胞動態について検討し、

最終的には、癌化との関連を明らかにする。

本研究では、癌症例での解析に加えて、Emi1

の異常による癌化の関連をin vitro および

in vivo で実験的に証明し、Emi1 が、将来

的に診断や治療のターゲットになりうるか

を模索する。 
 

３．研究の方法 

１）癌組織での Emi1 の発現と APC/C 複合体

の基質タンパクとの関連  

我々が有している予後や臨床病理学的事項

が明らかである頭頸部扁平上皮癌症例にお

ける Emi1 の発現を調べ、Emi1 の発現と癌の

ステージ進行、転移、予後との関連を検討す

る。さらに、Emi1 の過剰発現と APC/C 複合体

の基質タンパク（Skp2、Aurora-A、Cyclin A

など）の発現との関連を検討する。 

 

２）癌細胞における Emi1 発現異常の解析  

種々の癌細胞株に Nocodazole を処理し、

Emi1 の発現と APC/C 複合体の基質タンパク

の発現を調べる。特に、Emi1 の発現が

Nocodazole 処理でみられる細胞は、分解異

常がおこっている可能性があるので、Emi1

を遺伝子導入し、その発現の細胞分裂期で

の安定性によりユビキチン分解異常がある

かどうかを検討する。 

 

３）Emi1 の発現異常と分裂動態の関連  
Emi1 は、SCFß-Trcp1によってユビキチン分解さ
れることから、ユビキチン化に重要な DSGXXS
というモチーフを変異させ、ユビキチン分解
を受けない変異体を作製し、HeLa 細胞に導入
して、細胞分裂動態の観察を行う。さらに、
野生型とユビキチン分解を受けない変異体
を正常口腔粘膜上皮細胞に導入し、focus 
assay や colony formation assay により発癌
への影響を検討する。 
 
４）癌細胞における Emi1 分解異常の解明  
Emi1 の過剰発現がある頭頚部癌細胞株で認

められ、Emi1 タンパクの分解が阻害されて

いることを発見したが、Emi1 の分解異常が

認められる原因を明らかにする。まず、Emi1

遺伝子そのものに変異などの異常がみられ

るかどうかを検討する。さらに、ß-Trcp に

よる分解システムに異常があるかどうかを

検討する。 

 

５）Emi1 の発現異常を示す癌細胞における

siRNA の影響  

Emi1の発現異常を示す細胞にsiEmi1を導入

し、knockdownさせ、細胞分裂や増殖への影



響を調べ、治療への応用を検討する。さら

に、APC/C 複合体の基質タンパクである

Cyclin A, Cyclin B, Aurora-A, Skp2 など

の発現にどのように影響するかも調べる。 
 
４．研究成果 
１）癌組織での Emi1 の発現と APC/C 複合体

の基質タンパクとの関連  

頭頸部扁平上皮

癌60症例におけ

るEmi1の発現を

免疫組織化学的

染色により検討

した結果、32 症

例でEmi1の高発

現を認めた（図

１）。Emi1 の高

発現は、組織学

的分化度、転移

とよく相関していた。さらに、APC/C 複合体

の基質タンパクであるSkp2および Cyclin A

の発現と比較検討した結果、有為な相関が

認められた。 

 

２）癌細胞における Emi1 発現異常の解析  
次に、頭頸部癌細胞株における Emi1 の発現
を Western blot 法により検討した結果、す
べての癌細胞でEmi1の発現が認められたが、
その発現とAPC/Cの基質タンパク（Aurora-A, 
TPX2, Skp2, 
Cyclin A, Cyclin 
B, Geminin）との
相関はみられな
かった（図２）。
これら癌細胞の
細胞周期を同調
させ、Emi1 の発
現を検討したと
ころ、興味深いこ
とに M 期や G1 期
では、ほとんどの
癌細胞で正常細
胞と同様に、分解
され発現がみら
れなかった。しか
しながら、Ho-1-U-1 細胞では、細胞周期を
通じて発現が認められた（図３）。さらに、
Ho-1-U-1 細胞では、APC/C の基質タンパク
の発現も G1期で認められた（図４）。 

 

３）Emi1 の発現異常と分裂動態の関連 
Emi1 は、SCFß-Trcp1によってユビキチン分解さ
れることから、ユビキチン化に重要な DSGXXS
というモチーフを変異させ、ユビキチン分解
を受けない変異体を作製した。HeLa 細胞に導

入して、細胞分裂動態の観察を行った結果、
多極を有する細胞
分裂を示す細胞の
増加が認められた。
さらに、野生型と
ユビキチン分解を
受けない変異体を
正常線維芽細胞
（NIH3T3 細胞）に
導入し、colony 
formation assay
により発癌への影
響を検討したとこ
ろ、ユビキチン分
解を受けない変異
体で、多くのコロニー形成がみられ、Emi1
の分解異常が発癌に深く関わることが示唆
された（図
５）。 
 
４）癌細
胞におけ
る Emi1
分解異常
の解明 

Ho-1-U-1細

胞における

Emi1の分解

異常を明ら

かにするた

めに、Emi1

遺伝子その

ものに変異

などの異常が

みられるかど

うかを検討し

た 。 Ho-1-U-1

細胞において、

Emi1 遺伝子に

変異などの異

常は認められ

なかった。さら

に、ß-Trcp に

よる分解システムの異常も認められなかっ

た。そこで、細胞内シグナルの活性を検討

したところ、他の細胞に比べ、ERK-RSK 経路

の活性が亢進していることが明らかとなり、

Emi1がRSK2によりリン酸化されることが明

らかとなった。実際に、Ho-1-U-1 細胞で、

RSK2 を knockdown すると、G2 期において、

Emi1 タンパクの安定性が低下した（図６）。

さらに、Emi1 が ERK-RSK により、Ser310 お

よびThr315がリン酸化されることを種々の

解析により明らかにした（図７）。また、RSk2

による Emi1 のリン酸化が、G2期でのタンパ



クの安定性に

関わることを

RSk2 siRNA に

より明らかに

した。また、

Ser310 および

Thr315 をアラ

ニンに変異さ

せたリン酸化

欠失変異体を作製し、そのタンパクの安定

性を検討した結果、Emi1 の Ser310 および

Thr315 のリン酸化は、G2期での安定性に関

わることが証明された。Emi1 の Ser310 およ

び Thr315 のリン酸化抗体を作製し、リン酸

化のタイミングとEmi1の安定性に関して検

討したところ、G2 期から M 期の初期にリン

酸化され、Emi1 のタンパク安定性とよく相

関することを確認した。さらに、Ser310 お

よびThr315をアスパラギン酸に変異させた

リン酸化模倣型変異体では、野生型に比べ

て p53 の knockout した細胞で、増殖を促進

させるとともに、軟寒天培地で多くのコロ

ニーを形成したことから、Emi1 のタンパク

安定化による過剰発現が発癌に関わること

が明らかとなった。また、DNA 損傷過程の初

期で、Emi1 が安定化し、APC/C の活性が抑

制されることを見いだし、その際に Ser310

およびThr315がリン酸化されることも明ら

かにした。 

 

５）Emi1 の発現異常を示す癌細胞における

siRNA の影響  
Ho-1-U-1 細 胞 で 、 Emi1 siRNA に よ り
knockdown させたところ、核が大型化し、フ
ローサイトメトリー解析で多倍体を示す細
胞の増加が認められた。また、APC/C 複合体
の活性化が引き起こされ、基質タンパクの発
現低下が認められた（図８）。Emi1 の発現を
siRNA で抑制すると、APC/C 複合体が活性化
することによりDNAの複製を終えることがで
きず、増殖を停止することが明らかとなった。
多くの抗がん剤の作用機序が、DNA 合成阻害
であることから、Emi1 の機能を抑制すること
で、癌細胞を DNA 合成期に停止させることに

より、抗がん剤感受性を増強させる可能性が
推測されることから、臨床で頻用されている
アドリアマイシン（DOX）を Emi1 siRNA 導入
口腔癌細胞に投与したところ、アポトーシス
誘導を促進した（図９）。以上のように、Emi1 
siRNA は、抗癌剤の感受性を増強することが
明らかとなった。現在、種々の癌細胞で、Emi1 
siRNA の抗癌剤の補助として臨床的に使える
かどうかを検証中である。 

 
なお、本研究成果は、現在、論文投稿準備中
である。 
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