
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６１０１

若手研究(A)

2013～2011

ユビキチン分解異常による細胞周期制御の破綻がもたらす癌化機構の解明

Mechanism of carcinogenesis by dysregulation of cell cycle via abnormal ubiquitin-me
diated proteolysis

５０３１４７５３研究者番号：

工藤　保誠（KUDO, Yasusei）

徳島大学・ヘルスバイオサイエンス研究部・准教授

研究期間：

２３６８９０７４

平成 年 月 日現在２６   ６ １０

円    21,200,000 、（間接経費） 円     6,360,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞分裂に関わるタンパクの分解に関与するAPC/Cユビキチンリガーゼ複合体
に着目しており、APC/Cの基質タンパクの分解スピードが、分解ドメインの認識配列の違いによることを見いだした。
さらに、基質タンパクであるGemininが分裂期でリン酸化されることによりAPC/Cによる分解から免れ、DNAの複製を円
滑に導くことを明らかにした。また、APC/Cの活性を阻害するEmi1の発現を抑制することが、抗がん剤の感受性を高め
ることも見いだした。これらの研究成果は、APC/Cによるユビキチン分解が細胞周期調節に重要であることを示すとと
もに、その異常が癌化に関与することを示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused on the APC/C ubiquitin ligase complex that is inv
olved in the degradation of cell division-related proteins. We found that the speed of ubiquitylation proc
ess is dependent on the sequence of degradation domain. Moreover, we found that one of the APC/C substrate
, geminin is phosphorylated at mitosis, and this phosphorylation leads to DNA synthesis by preventing from
 APC/C-mediated proteolysis at mitosis. We also found that knockdown of Emi1 which is an APC/C inhibitor e
nhances the sensitivity of anti-cancer drug. These findings indicate that ubiquitin-mediated proteolysis v
ia APC/C ubiquitin ligase is essential to cell cycle regulation and suggest that abnormal regulation of AP
C/C-mediated proteolysis may be involved in carcinogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
癌の発生に細胞周期の異常は必須であると考

えられている。細胞周期とは、細胞分裂で生

じた娘細胞が再び母細胞となって細胞分裂を

行い、新しい娘細胞になるまでの過程をいい、

Cyclin/cyclin	 dependent	 kinase	 (Cdk)複合

体の活性化を含めた多くの細胞周期調節因子

により制御されることが知られている。細胞

周期調節因子の多くは、ユビキチン化を介し

たタンパク分解によって量的・質的制御を受

け、細胞周期の円滑な進行を制御することが

明らかになりつつある。ユビキチン-プロテア

ソーム経路によるタンパク分解は生命活動の

場で広範な役割を担っており、細胞周期調節

因子のユビキチン分解には、複合体型のユビ

キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ る SCF	 

(Skp1-Cullin-F-box)と anaphase-promoting	 

complex/cyclosome	 (APC/C)が関与すること

が知られている。特に、APC/C 複合体は cyclin	 

A や 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、M 期の紡錘体

チェックポイント制御やM期からG1期への進

行に重要な働きをしている。APC/C は、数十

個のサブユニットから成る大きな複合体で、

時 期 特 異 的 な ユ ビ キ チ ン 化 に 関 わ る

co-activator 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。APC/CCdc20 は、

分裂前期から前中期にかけて活性化し、分裂

後期から終期になると APC/CCdh1が活性化する。

また、Cdc20 は APC/CCdh1 に分解されることに

より APC/CCdc20の活性が低下する。APC/CCdh1の

活性は G1/S 期の移行期まで続き、その後は、

APC/C	 inhibitor である Emi1 によりその活性

が阻害される。APC/C の活性は M 期の途中か

ら G1 期の終わりまで続くのにもかかわらず、

APC/C の基質タンパクの分解はその活性に依

存して同時に分解されるのではなく、分解は

適時に生じ、その開始は厳密に制御されてい

る。基質タンパクの分解開始の制御はこれま

で明らかにされていなかったが、最近、一部

の基質タンパクにおいて３つの機構（①ポリ

ユビキチン化過程の時間の違いによる制御、

②リン酸化・アセチル化による制御、③ユビ

キチン分解を促進するタンパクの結合による

制御）により調節されることが報告された。

しかしながら、他の多くの基質タンパクの分

解機構に関しては、未だ明らかにされていな

い。申請者らは、以前に Emi1 が ßTrcp1 によ

りユビキチン化されることをノックアウトマ

ウスの解析から明らかにするとともに（Dev	 

Cell	 4,799-812,2003）、癌で高頻度に認めら

れる Aurora-A の過剰発現に恒常的なリン酸

化を介した分解抑制が関与することを明らか

にしてきた（PLoS	 ONE	 2,	 e944,	 2007）。これ

までに、癌における細胞周期調節因子の異常

に関して様々な研究がなされてきたが、多く

の細胞周期調節因子がユビキチン分解により

タンパクの質的・量的制御を受けているにも

関わらず、ユビキチン分解に着目した研究は

少ない。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いる。

なかでも APC/C の基質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

可能性が考えられる。そこで、本研究では、

細胞分裂制御のキー分子として機能している

タンパクの多くが APC/C 複合体によりユビキ

チン分解されることに着目し、APC/C による

基質タンパクの分解機構の詳細を明らかにし、

APC/C による基質タンパクの分解異常がもた

らす細胞周期制御の破綻とその癌化への関与

について詳細に検討する。	 

 
２．研究の目的 
癌の発生には、細胞周期の異常は必須である

と考えられている。本研究は、細胞周期調節

の異常が癌化に必須のイベントであることに

着目し、癌でみられる細胞周期調節異常のメ

カニズムを明らかにすることを目的とする。

細胞周期調節因子の多くは、ユビキチン分解

によりタンパクの質的・量的制御を受け、細

胞周期の円滑な進行を制御することが明らか

にされつつある。これまでに、細胞周期調節

因子の発現異常に関する多くの研究がなされ

てきたが、細胞周期調節因子の異常が生じる

メカニズムについては未だ不明な点が多い。

本研究では、細胞分裂制御のキー分子として

機能しているタンパクの多くが、APC/C ユビ

キチンリガーゼ複合体によりユビキチン分解

されることに着目し、APC/C による基質タン

パクの分解機構の詳細を明らかにし、APC/C

による基質タンパクの分解異常がもたらす細

胞周期制御の破綻とその癌化への関与につい

て詳細に検討する。	 

	 

３．研究の方法 
本研究では、まず、APC/C による基質タンパ

クの分解がどのように調節されているかを明

らかにするため、ポリユビキチン化過程の時

間の違いによる制御、リン酸化・アセチル化

による制御、ユビキチン分解を促進・抑制す

るタンパクの結合による制御について、これ

までにその制御が報告されていない基質タン

パクを用いて検討する。次に、癌における

APC/C によるユビキチン分解異常について、

癌細胞株あるいは癌組織を用いて APC/C 複合

体そのものの異常、APC/C の制御異常、APC/C

によって分解される基質タンパクの異常につ

いて詳細に検討した。さらに、これらの異常

がもたらす細胞分裂制御の破綻について、in	 



vitro で検証し、癌化への影響を検討した。	 

本研究では、次のような手順で研究を進めた。	 

(1)APC/Cによる基質タンパクの分解がどのよ

うに調節されているかを明らかにするため、

次の３つの可能性について検討した。	 

①	 ポリユビキチン化過程の時間の違いによ

る制御	 Securin や Geminin では、ポリユ

ビキチン化が速やかにおこるのに対して、

Cyclin	 A や UbcH10 では時間を要する（Rape	 

et	 al.,	 Cell,	 2006）	 

②	 リ ン酸化・アセチル化による制御	 

Aurora-A、Skp2、Cdc6 はリン酸化によりユ

ビキチン分解が制御されており（Kitajima	 

et	 al.,	 PLoS	 ONE,	 2007;	 Lin	 et	 al.,	 Nat	 

Cell	 Biol,	 2009;	 Mailand	 et	 al.,	 Cell,	 

2005）、BubR1 はアセチル化によりユビキチ

ン分解が制御されている（Choi	 et	 al.,	 

EMBO	 J,	 2009）	 

③	 ユビキチン分解を促進・抑制するタンパク

の結合による制御	 Cks タンパクの結合が、

Cylin	 A のユビキチン分解を促進する

（Wolthuis	 et	 al.,	 Mol	 Cell,	 2008）。	 

これまでにその制御が報告されていない基質

タンパクについて、その制御機構を詳細に検

討した。	 

(2)癌における APC/C によるユビキチン分解

異常がみられるかを癌細胞株を用いて検討す

る。	 

①	 APC/C 複合体そのものの異常（APC/C を構

成する 12 のサブユニットの変異および発

現異常）	 

②	 APC/C の制御異常（APC/C の活性を阻害す

る因子である Emi1、BubR1、Mad2 の発現異

常や APC/C の co-activator である Cdh1 お

よび Cdc20 の異常）、	 

③	 APC/Cによって分解される基質タンパクの

異常（上記研究１で明らかにした基質タン

パクの制御の異常）	 

について詳細に検討した。さらに、APC/C に

よるユビキチン分解異常の癌化への影響を明

らかにするため、癌細胞を用いたこれらの異

常がもたらす細胞周期制御の破綻について、

in	 vitro で解析した。	 

	 

４．研究成果	 

本研究では、細胞分裂制御のキー分子として

機能しているタンパクの多くが、APC/C ユビ

キチンリガーゼ複合体によりユビキチン分解

されることに着目し、APC/C による基質タン

パクの分解機構の詳細を明らかにし、APC/C

による基質タンパクの分解異常がもたらす細

胞周期制御の破綻とその癌化への関与につい

て検討した。	 

まず、APC/C による基質タンパクの分解がど

のように調節されているかに関して、①ポリ

ユビキチン化過程の時間の違いによる制御、

②リン酸化・アセチル化による制御、③ユビ

キチン分解を促進・抑制するタンパクの結合

による制御について、これまでにその制御が

報告されていない基質タンパクを用いて検討

した。	 

その結果、ポリユビキチン化過程の時間の違

いによる制御に関しては、APC/C が認識する

分解ドメインであるRXXLや KENといった配列

による違いが考えられた。実際に、我々は新

しい基質タンパクの候補として、Borealin を

同定したが、Borealin の分解ドメインは、こ

れまでに報告されているRXXLや KENといった

配列を認識するものではなかった（未発表デ

ータ）。Borealin は、細胞分裂に重要な因子

である染色体パッセンジャータンパク

（Survivin/INCENP/Aurora-B/Borealin によ

る複合体）の構成因子であり、分解のタイミ

ングが他の基質タンパクに比べて、遅い。下

図に、分裂初期（prometaphase）で同調し、

リリースした細胞の APC/C 基質タンパクと染

色体パッセンジャータンパクの発現を検討し

ている。Borealin の分解は、ノコダゾールに

よる同調からリリースした６時間で分解が起

きているが、他の基質タンパクは、１〜４時

間 で 分

解 が 始

ま っ て

い る 。

Boreali

n 以 外

の 基 質

タ ン パ

クは、い

ず れ も

類 似 の

分解ドメインを有していることから、分解ド

メインの配列が分解のスピードや認識易さに

関係しているのではないかと推測される。	 

Borealinの分解ドメインは全くこれまでに報

告されていない新規の配列であり、今後、詳

細なユビキチン分解機構を検討する予定であ

る。さらに、癌において、Borealin の高発現

が報告されていることから、分解異常と癌化

との関連についても、分解ドメインを欠失さ

せた変異体を用いた解析により検討したい。	 
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また、リン

酸化・アセ

チル化によ

る制御に関

して、いく

つ か の

APC/C の基

質タンパク

に関して検討を行った結果、Geminin が分裂

期に特異的にリン酸化されていることを見い

だした（下図に示すとおり、Geminin タンパ

クは、分裂期でバンドが上にシフトしており、

脱リン酸化酵素であるλ-PPaseを投与するこ

とによりバンドが下にシフトすることから、

リン酸化されていることを見いだした）。	 

詳細な解析から、Geminin タンパクは、Thr25

がリン酸化されている

ことがわかり、興味深

いことに Thr25 は、分

解ドメインの中にある

アミノ酸であった。	 

実際に Thr25 のリン酸化模倣型変異体である

T25D は、野生型や非リン酸化型変異体である

T25A に比べて、安定化し、ユビキチン分解を

受けないことを見いだした（下図参照）。	 

Thr25 のリン酸が

ユビキチン分解

を阻害するメカ

ニズムは、APC/C

の co-activator

である Cdh1 との

結合を阻害する

ために、APC/C に

よるユビキチン

分解を阻害する

ことを明らかに

した。さらに、

Thr25 の周囲の

配 列 は 、

Aurora-A キ ナ

ーゼによりリン酸化されるコンセンサス配列

（R-X-S/T-L/V）と類似しており、共局在もし

ていることから、

Aurora-A による

リン酸化が関与

するのではない

か と 考 え 、 in	 

vitro	 kinase	 

assay をしたと

ころ、Auroar-A

が Geminin の

Thr25 をリン酸

化することを発

見した（右図参

照）。	 

	 

さらに、Geminin が分裂期でリン酸化されず

に分解されてしまうと、DNA 複製に必要な複

製前複合体（Pre-RC）の形成がおこらず、分

裂後の S 期でおこる DNA 複製がおこらないこ

とも明らかにした。下に示す図では、コント

ロールの siRNA を処理した細胞では、正常に

ノコダゾ

ールリリ

ース後 2

時間（G1

期）で、

Cdt1 の可

溶性分画

での発現

減少とク

ロマチン

分画での

発現の増

加がみら

れ、これ

はMCM6タ

ンパクの

クロマチ

ン分画で

の発現増

加でみら

れるように、クロマチン上に pre-RC が形成さ

れていることを意味している。一方、Geminin

を siRNA によりノックダウンした細胞では、

分裂期（ノコダゾールリリース後 0 時間）で

Cdt1 の発現低下がみられ、ノコダゾールリリ

ース後 2時間（G1 期）で、クロマチン分画で

の Cdt1 や MCM6 の発現増加が認められなかっ

た。よって、分裂期に Geminin が安定化され

ていないと、Cdt1 タンパクの発現が不安定と

なり、pre-RC 形成が阻害されることを見いだ

した。さらに、我々が期待したとおり、Geminin

をノックダウンした細胞では、次の S 期での

DNA 合成が阻害されていることが明らかとな

った。さらに、Geminin が分裂期に不安定に

なると、Cdt1 タンパクの発現が低下する理由

が、Geminin が Cdt1 と分裂期において結合す

ることにより、SCFSkp2 ユビキチンリガーゼ複

合体による分解を阻害することによることも

見いだした。	 

つまり、我々は、APC/C の基質タンパクのひ

とつである Geminin が Aurora-A による Thr25

のリン酸化によって、ユビキチン分解から免

れることで安定化し、Cdt1の安定化を介して、

pre-RC 形成に関与することを見いだした。こ

れらの結果は、Nat	 Commun	 4:	 Article	 number:	 

1885,	 2013 に掲載された。また、Geminin タ

ンパクは、癌細胞で高発現することが報告さ

れていることから、Geminin の Thr25 のリン

酸化と高発現との関連を検討している。	 

さらに、G0 期に pre-RC の形成に重要な Cdt1
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がリン酸化され、リン酸化されない Cdt1 はユ

ビキチン分解されていることを見いだし、G0

期から G1 期へ進行すると、Cdt1 は脱リン酸

化され、タンパクが蓄積していくことも見い

だしたことから、その詳細なメカニズムを解

析中である。	 

	 

ユビキチン分解を促進・抑制するタンパクの

結合による制御がみられるかどうかに関して

は、APC/C の活性を抑制する Emi1 タンパクに

着目し、検討した。Emi1 は、APC/C の機能を

抑制する因子として同定された。我々は、Emi1

が S 期から発現し、M 期の初期で APC が活性

化する際に、SCFßTrcp ユビキチンリガーゼ複合

体により分解されることを報告している

（Guardavaccaro	 ,	 Kudo	 et	 al.,	 Dev	 Cell	 4:	 

799-812,	 2003）。最近、がん細胞に、Emi1 の

発現を siRNA で抑制すると、DNA の複製を終

えるのに必要な Geminin が、APC が活性化す

ることによりユビキチン分解され、細胞は複

製を終えることができず、細胞分裂期へ進行

できないため、増殖を停止することが報告さ

れた（Machida	 and	 Dutta,	 Genes	 Dev	 21:	 

184-194,	 2007;	 Di	 Fiore	 and	 Pines,	 J	 Cell	 

Biol	 177:	 425-437,	 2007）。我々も、がん細

胞に Emi1 の発現を siRNA で抑制すると、DNA

の複製を終えるのに必要な Geminin の発現低

下が起こることにより、細胞は複製を終える

ことができず細胞分裂期へ進行できないこと

を確認している。興味深いことに、我々が検

討した種々のがん細胞株で、核の腫大と DNA

量の増加による多倍体がみられたが、正常細

胞では、Emi1	 siRNA の効果は認められなかっ

た。そこで、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、がん細胞を 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

させることができるのではないかと考えた。

我々は、Emi1	 siRNA を処理したがん細胞に、

抗がん剤

（アドリ

アマイシ

ン、カンプ

トテシン、

エトポシ

ド）を処理

したとこ

ろ、コント

ロールに

比べて、顕

著なアポ

トーシス

の誘導が

みられた

（右図参

照）。さら

に興味深いことに、正常線維芽細胞では、Emi1	 

siRNA による抗がん剤のアポトーシス誘導効

果の増強はみられなかった。これは、Emi1	 

siRNA の効果が正常細胞ではみられなかった

ことによると考えられる。実際に、正常細胞

では Emi1	 siRNA により APC の基質タンパクで

ある Cyclin	 A の発現低下は起こっておらず、

Cyclin	 A が正常細胞での複製終了に関与した

と考えられる。	 

こ れ ら の 結 果 は 、  J	 Biol	 Chem	 

288:17238-17252,	 2013 に掲載された。今後

は、臨床応用を想定し、Emi1 の機能を抑制す

るペプチド阻害薬の開発を試みたいと考えて

いる。	 
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