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研究成果の概要（和文）：細胞周期を制御するサイクリンA、Bは細胞分裂期（M期）にAPC/Cによってユビキチン化され
プロテアソームで分解されるが、スピンドルチェックポイントによってAPC/Cが不活性化されている分裂期前期にサイ
クリンAが分解される機構は良くわかっていない。本研究では、細胞死阻害タンパク質ApollonがサイクリンAと結合し
、分裂期前期でのサイクリンA分解に重要な役割を果たしている事を明らかにした。Apollon欠失細胞ではM期でのサイ
クリンA分解が正常に起こらず、M期の進行が遅れる事がわかった。

研究成果の概要（英文）：During mitosis, cyclin A and cyclin B are ubiquitylated by the anaphase promoting 
complex/cyclosome (APC/C) and then subjected to proteasomal degradation. However, cyclin A, but not 
cyclin B, begins to be degraded in the prometaphase when APC/C is inactivated by the spindle assembly 
checkpoint (SAC). Here we show that Apollon (also known as BRUCE or BIRC6) plays a role in 
SAC-independent degradation of cyclin A in early mitosis. Apollon interacts with cyclin A and facilitates 
cyclin A ubiquitylation. In Apollon-deficient cells, mitotic degradation of cyclin A is delayed, and 
total but not CDK-bound cyclin A level was increased. We propose Apollon to be a novel regulator of 
mitotic cyclin A degradation independent on SAC.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞周期の進行は主に CDK の周期的な活性
化と不活性化によって制御されており、CDK
の活性化因子であるサイクリンタンパク質
の周期的な増減が CDK 活性を調節している
事はよく知られている。サイクリン等の細胞
周期制御因子の分解にはユビキチン・プロテ
アソームシステムが中心的な役割を果たし
ており、Ｍ期においては主に APC/C 複合体
によるユビキチン化とプロテアソームによ
る分解によって行われている。しかしＭ期の
進行の過程で各タンパク質は同時期に分解
されるわけではなく、それぞれ異なった時期
に分解される。例えば、分裂前中期
（Prometaphase）にはサイクリンＡ、Nek2A
が分解され、分裂中期（Metaphase）になっ
てサイクリンＢ、securin が分解される。分
裂後期（Anaphase）には CDC20が分解され、
さらに分裂後期以後に Plk1、AuroraA、
AuroraB、Geminin等が分解される（Trends 
in Cell Biol, 16, 55-63 (2006)）。これらのタ
ンパク質が正しい時期に順序正しく分解さ
れることは、細胞分裂が正確に行われるため
に必須である。 
APC/C複合体が基質を認識するためには、基
質認識サブユニットの CDC20（主に分裂中
期）及び CDH1（分裂後期から G1期）が必
要と考えられている。しかし分裂前期にはス
ピンドルチェックポイントによって CDC20
は不活性化されており、この時期にサイクリ
ンＡが分解される機構は長い間よくわかっ
ていなかった。最近になって、サイクリン A
は CDC20 との親和性が高いためスピンドル
チェックポイントを回避できる事が報告さ
れたが（J Cell Biol 190: 501 (2010)）、これ
でサイクリン A の分解機構をすべてうまく
説明できるわけではない。サイクリン Aと同
じく分裂前中期に分解される Nek2A は、C
末端のMR配列によって CDC20非依存的に
APC/C に結合してユビキチン化を受けるこ
とが報告されており、サイクリン A にも
CDC20非依存的にAPC/Cにリクルートする
機構が存在すると推測される。 
 
２．研究の目的 
細胞周期制御因子サイクリン A は、G1 期か
ら細胞内に蓄積しはじめ G2 期に最大量とな
り M 期に急速にプロテアソームで分解され
る。この分解には APC/C によるユビキチン
化が必要だが、スピンドルチェックポイント
によって APC/C が不活性な分裂前中期
（Prometaphase）にサイクリン A が分解さ
れるメカニズムはあまり良くわかっていな
い。申請者は、IAP（Inhibitor of Apoptosis 
Protein）ファミリーに属する分子量 530Kの
巨大なタンパク質 Apollonの機能を解析する
中で、Apollonがサイクリン Aと結合しユビ
キチン化する事、Apollon 遺伝子破壊 MEF
は細胞周期の M 期の進行が遅れる事等を見
出してきた。これらの知見は Apollonがサイ

クリン Aの分解に関与し、細胞周期を制御す
るタンパク質である事を強く示唆している。
本研究では、これまでに得られた知見を基に、
主に M 期における Apollon とサイクリン A
の挙動を解析して、スピンドルチェックポイ
ント非依存的なサイクリン A の分解におけ
る Apollon の機能を明らかにし、Apollon の
細胞周期制御における役割を解明すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) M期でのサイクリン Aの蓄積 
siRNA により Apollon をノックダウンした
Hela 細胞を Nocodazole 処理により分裂中
期に停止させ、はがれやすくなったM期細胞
を Mitotic shake off により回収した。Cell 
lysatesをWestern blot解析し、M期細胞に
おけるサイクリン Aの量を比較した。同様に
同調した細胞を蛍光免疫染色法により解析
し、個々の細胞でサイクリン Aの蓄積量を比
較した。 
 
(2) Apollonとサイクリン Aの局在 
核膜が消失したM期の細胞内で、サイクリン
A と Apollon が共局在するかどうかを検討
した。この実験では、M期に入るとすぐに始
まるサイクリン A の分解を阻害するため、
CDK阻害剤 Ro-3306で G2/M期に同調した
細胞をプロテアソーム阻害剤 MG132存在下
にリリースしてM期の細胞を調製し、サイク
リン A及び Apollonの２重染色を行った。 
	 
(3)	 M期細胞内での Apollonとサイクリン A
の相互作用	 
サイクリンAとApollonの局在が一致してい
るだけでなく、細胞内で相互作用しているか
どうかを調べるために、(2)と同様な方法でM
期に同調した細胞を使って in situ proximity 
assayを行った。 
 
(4)	 M期におけるサイクリン Aの分解（生細
胞イメージング）	 
サイクリン A 分解の様子を生細胞で観察す
るために、GFP 標識サイクリン A を細胞に
発現させて蛍光顕微鏡でタイムラプス観察
を行い、蛍光の減少を調べる事によりサイク
リン A の分解を解析した。 (2)と同様に
Ro-3306で同調して、Apollon をノックダウ
ンした細胞で、サイクリン Aの分解に遅れが
見られるかどうかを調べた。 
	 
(5)	 Apollonと共同して働く因子の同定	 
Apollon には進化的に良く保存された UBC
ドメインが存在するが、サイクリン Aのユビ
キチン化にはこの UBC ドメインは必要で無
いことがわかっている。従って Apollonは別
の UBC 又はユビキチンリガーゼと協同して
サイクリン A をユビキチン化すると推測で
きる。多くの実験系で、サイクリン Aの分解
には APC/C が必要である事が示されている
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