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研究成果の概要（和文）：E3 ユビキチンリガーゼ COP1 の機能解析を中心に、白血病関連

MLF1-CSN-COP1-p53 経路を介した細胞周期抑制およびオートファジーの相互調節機構の存

在を検証した。その結果、COP1 は、DNA 損傷シグナル（紫外線照射）によるオートファジ

ー誘導能を著しく阻害し腫瘍形成を促進すること、紫外線照射後にオートファジー促進因子

FIP200 と相互作用することを見いだした。MLF1-CSN-COP1-p53 経路が細胞周期・オートフ

ァジー調節機構を制御することで細胞がん化に寄与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed cross talk between cell cycle inhibition and autophagy 

through a leukemia-associated MLF1-CSN-COP1-p53 pathway, in which the center 

regulator is the E3 ubiquitin ligase COP1. We found that COP1 markedly inhibits DNA 

damage-induced (UV irradiation) autophagy leading to tumorigenesis and interacts with 

FIP200, an autophagy-promoting factor. These data suggest that the 

MLF1-CSN-COP1-p53 pathway contributes to tumorigenesis by controlling the regulation 

between cell cycle and autophagy. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) がん抑制遺伝子 p53 は固形癌の 50%以
上において、点突然変異や欠失により不活性
化されていることが知られているが、一部の
がん種、例えば primary 造血器腫瘍では p53

遺伝子変異自体は約 5~15%と頻度が低い。こ
れら野生型 p53 をもつ群においては、高頻度

に p53 の機能的不活性化が観察され、p53 上
流の蛋白分解制御機構や転写レベルでの異
常が存在することが指摘されてきた。 

 正常増殖機構では p53 の蛋白質レベルは、
ユビキチン−プロテアソーム蛋白質分解系に
より厳格に調整され低レベルに維持されて
いる。p53 の E3 ユビキチンリガーゼとして
はMdm2 (Arf-Mdm2-p53経路)の研究が最も
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進んでいるが、その他 COP1・Pirh2・
ARF-BP1 が報告されており、なぜこのよう
に多様な p53 標的 E3 リガーゼが必要なのか
を含めその制御機構には未解明な点が多い。 

(2) 我々は、t(3;5)転座型急性骨髄性白血病
の原因融合遺伝子産物NPM-MLF1の解析か
ら、新たな p53 分解制御経路である
MLF1-CSN3-COP1-p53 がん抑制経路が存
在することを明らかにした(Yoneda-Kato et 

al, Mol Cell Biol, 2008)。この MLF1-p53 経
路各々の因子の相互作用蛋白質群を単離し
たところ、その多くは DNA 損傷シグナル伝
達系およびp53経路を制御することが知られ
ている因子群であった。さらに、COP1 の相
互作用蛋白質としてオートファジー制御因
子である FIP200 が含まれていた。 

(3) オートファジーは、栄養飢餓により誘導
され、細胞の自己細胞質蛋白質を分解しアミ
ノ酸を産生することにより飢餓に適応する
しくみである。近年、オートファジーは細胞
死・老化・分化などにも密接に関係し、その
制御異常が発がん・変性疾患など多様な病態
を惹起することがわかってきている。また、
p53 の活性化によりオートファジーが誘導さ
れる一方で、p53 の生理的レベルの発現は不
用意なオートファジーを抑制するために必
要であることが報告されている。しかし、p53

によるオートファジー制御機構、さらにその
異常がどのように細胞がん化を引き起こす
のかについては関与する因子群でさえ全く
解明されていなかった。我々は、本経路の研
究は、DNA 損傷シグナル伝達系とオートフ
ァジー制御機構のクロストークの存在、さら
にはその異常による発がん機構の解明に資
することができると着想するに至った（図１
参照）。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

(1) 白血病関連因子 MLF1 と細胞がん化
の関係を研究する過程で、MLF1 が COP9
シグナロソーム(CSN)の第３サブユニット

(CSN3)と結合することにより、CSN 複合
体の下流で働く E3 ユビキチンリガーゼ
COP1 の活性を抑制し、がん抑制蛋白質
p53 の分解を阻害して細胞増殖を抑制する
こ と を 見 い だ し た 。 さ ら に 、 こ の
MLF1-CSN3-COP1-p53 経路は DNA 損傷
ストレスによる p53 活性化ばかりでなく、
栄養飢餓により誘導されるオートファジー
においても重要な役割を果たす応答経路で
ある知見を得た。 
(2) 本研究では、細胞周期抑制およびオー
トファジーにおけるCOP1の機能解析を中
心に、MLF1-CSN3-COP1-p５３経路を介
した細胞周期抑制およびオートファジーの
相互調節機構が存在するのかを検証するこ
とを目的とした（図２参照）。 
 

 
 
３．研究の方法 

 
(1)  DNA 損傷ストレスによるオートファ
ジー誘導の検証：p53 野生型マウス線維芽細
胞(NIH3T3 細胞・胎仔線維芽細胞) ・ヒト細
胞株を用いて、DNA 損傷ストレス（UV 照射）
や栄養飢餓ストレス（培地からのアミノ酸除
去）を負荷し、細胞周期抑制ならびにオート
ファジーに与える影響を検定した。 

(2)  細胞周期抑制およびオートファジー
における COP1 の役割の解析：マウス線維芽
細胞(NIH3T3細胞・初代胎仔線維芽細胞)を用
いて、COP1 の発現レベルを上昇あるいは減
少させた細胞を作製した。この細胞を用いて、
各種 DNA 損傷ストレスや栄養飢餓ストレス
を負荷することにより、細胞周期抑制やオー
トファジーに COP1 が果たす役割について
解析した。 

(3)  細胞周期抑制およびオートファジーに
おける COP1 のドメイン解析：COP1 の各ド
メインにおける様々な変異体（欠失・点変異）
を作製し、マウス線維芽細胞に発現させ上記
と同様の実験を行った。細胞周期やオートフ
ァジーに対して阻害的あるいは促進的に働
く機能ドメインを検索した。 



(4) マウスモデルにおける検証： 
①MLF1-CSN3-COP1-p53 経路の構成因子
のノックアウトマウスを作製および共同研
究による供与により確保し、がんを発症する
か、また、様々な発がんシグナルに対する感
受性の変化を調べた。 
②マウス骨髄移植モデルを構築し、造血細胞
に与える影響についても検証した。また、上
記(3)において、有為に阻害的あるいは促進
的作用を持つ COP1変異体が得られたものに
ついて、マウス骨髄移植モデルにより同様に
解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  DNA 損傷ストレスによるオートファ
ジー誘導の検証：p53 野生型マウス線維芽細
胞・ヒト細胞株に DNA 損傷ストレス（紫外
線照射）を負荷すると、オートファジー誘導
マーカー（LC3-I, p62）のドット状凝集や蛋
白質発現減少が観察された。さらに、Atg5お
よび Beclin1ノックダウン細胞では紫外線照
射によるオートファジー誘導能は著しく阻
害され、ヌードマウスへの移植により腫瘍が
形成された。これらの知見から、DNA 損傷
ストレスは細胞周期抑制ばかりでなくオー
トファジーを誘導し、その阻害は発がんに繋
がることを見いだした。 
(2)  細胞周期抑制およびオートファジー
における COP1 の役割の解析： 
① COP1 の解析の過程で、COP1 には細胞
内局在の異なるいくつかの COP1 spliced 

variants が存在し、核内局在を示す spliced 

variants は野生型に対してオートファジー
において抑制的に働くことを見いだした。 
②COP1過剰発現細胞では、紫外線照射による
オートファジー誘導能は著しく阻害され、ヌ
ードマウスへの移植により腫瘍が形成され
たことから、COP1 はオートファジーを抑制
することにより、細胞増殖を促し発がんに至
ると考えた。 
③新規 COP1 特異的相互作用蛋白質の一つ
として、オートファジー促進因子 FIP200 (別
名 RB1CC1)を同定し、COP1 活性の抑制は
オートファジーを促進すること、さらに、
COP1 は細胞質内において紫外線照射後に
FIP200 と相互作用することを見いだし学術
誌に報告した (Kobayashi S, et al. BMC 

Biochem. 2013)。 
(3) 細胞周期抑制およびオートファジーに
おける COP1 のドメイン解析：E3 ユビキチ
ンリガーゼ活性を欠失した COP1 変異体 を
過剰発現させた細胞では、上記(2)②の COP1

による腫瘍形成促進能は消失することから、
COP1 はオートファジー促進因子を標的とし
て分解促進に導くと予想できた。COP1 は細

胞質内において紫外線照射後に FIP200 と相
互作用することを確認した（図参照）。 
(4) マウスモデルにおける検証：MLF１ノ
ックアウトマウスを作製し、COP1 上流の
MLF１−CSN3 経路の関与を検討した。MLF

１欠損細胞に COP1 を導入すると、上記の
COP1 形 質 が 増 強 さ れ る こ と か ら 、
MLF1-CSN 複合体が COP1 経路に対して抑
制的に機能する細胞周期抑制およびオート
ファジーの相互調節機構の存在が示唆され
た。 
(5) 今後は、本研究期間において得られた
成果をもとにマウスモデル（ノックアウトマ
ウス・骨髄移植マウス）を用いて、より生理
的条件下で検証していく予定である。 
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