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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、増殖生存シグナルと細胞分裂シグナルのクロストークについて主に以下の
２点について明らかにした。
1）増殖生存シグナルの中核経路の一つであるPI3キナーゼ-Akt/PKBキナーゼが、細胞分裂期（M期）においてPlk1（Pol
o-like kinase 1）をリン酸化し酵素活性を制御することで、適切な染色体分配を制御していることを明らかにした。
2）一次繊毛と呼ばれる細胞内オルガネラの形成機構を、ユビキチンE3リガーゼCRL3-KCTD17が制御することを示した。
その分子機構として中心体タンパク質トリコプレインの安定化と、M期キナーゼAurora Aの活性制御を提示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have revealed that PI3-kinase-Akt/PKB signaling pathway is 
essential for proper mitotic progression. In mitosis, Akt kinase activity is responsible for Plk1 
(Polo-like kinase 1) phosphorylation at Ser-99. This phosphorylation creates the docking site of 14-3-3 
gamma and elevates the Plk1 kinase activity, thereby regulating the metaphase-anaphase transition.
We further show that ubiquitin-proteasome system controls primary cilia formation. In response to serum 
starvation, the ubiquitin E3 ligase CRL3-KCTD17 induces polyubiqutination-dependent degradation of 
trichoplein, one of the most important negative regulator of ciliogenesis. The trichoplein degradation 
attenuates the kinase activity of Aurora A, and thereby triggers ciliogenesis.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞が無秩序に増殖する要因の１つと
して、増殖因子とその受容体を起点とするリ
ン酸化シグナル伝達の異常亢進が挙げられ
る。特に、増殖生存シグナルの中核経路とし
て働いている PI3キナーゼ（PI3K）から Akt
キナーゼ（PKBとも呼ばれる）に至るシグナ
ル伝達経路は、癌の増殖・進展に密接に関与
することが知られ、抗癌剤の分子標的として
も注目されている。 
 一方、異常な細胞分裂によって誘導される
染色体の不均等分配（染色体不安定性）もヒ
ト固形癌で頻繁に観察される現象の１つで
ある。その原因としては、細胞分裂を制御す
るキナーゼ群（M 期キナーゼ群：Plk1, 
Aurora A など）の制御異常が報告されてい
る。 
 従来、特定の細胞周期では特定のシグナル
伝達経路（シグナル伝達分子）が働いている
と考えられてきたが、それぞれのシグナル伝
達経路の間にクロストークが存在すること
も少しずつ報告され始めており、詳細な解析
が求められていた。 
 
２．研究の目的 
(1) １つめに、増殖生存シグナル伝達経路で
ある PI3K-Akt経路による細胞分裂制御の分
子機構を明らかにすることを目的とする。
我々は既に、Aktのキナーゼ活性依存的にM
期キナーゼ Plk1 がリン酸化される知見を得
ており、この点に注目して解析を進めること
にした。 
 
(2)２つめに、一次繊毛と呼ばれる細胞内オル
ガネラの形成機構の解明を目指した。一次繊
毛は、増殖停止に伴い形成され、細胞外刺激
を感知する役割を果たしている。増殖状態に
おいて、M期キナーゼである Aurora Aはト
リコプレイン（trichoplein）と呼ばれる中心
体タンパク質によって活性化され、一次繊毛
の形成抑制に働くことが報告されていた。そ
こで我々は、トリコプレイン-Aurora Aによ
る一次繊毛制御のメカニズムの解明を試み
た。 
 
３．研究の方法 
 主に培養細胞を用いた実験系と、精製タン
パク質による in vitro実験系で解析を行った。 
 使用した培養細胞について、PI3K-Akt 経
路による細胞分裂制御の分子機構の解析に
は、細胞周期解析において多くの実績がある
HeLa（ヒト子宮頸癌由来の上皮細胞株）を、
一次繊毛の解析では、血清飢餓や高密度培養
による増殖停止に伴い一次繊毛を形成する
RPE1（ヒト網膜色素上皮細胞株）や IMR90
（ヒト正常繊維芽細胞株）を使用した。プラ
スミド過剰発現による実験系では HEK293T
を主に使用した。ノックダウンによる表現型
解析は、Lipofecatamine RNAiMAX による
siRNAのトランスフェクションで評価し、表

現型の回復を検討するため siRNA 抵抗性の
目的タンパク質を誘導発現する TetOn 細胞
株を樹立した。 
 タンパク質精製は、目的の cDNA に GST
（glutathione-S-transferase）や His、MBP
（maltose-binding protein）などのタグで
標識し、大腸菌に発現させ、アフィニティ精
製を行った。酵素タンパク質については、活
性のあるタンパク質を精製するため、ヒト培
養細胞HEK293Tやバキュロウィルス系を用い
た。 
 
４．研究成果 
(1)PI3K-Akt シグナル伝達経路による細胞分
裂制御機構の解析 
 本研究により、PI3K-Akt 経路が細胞分裂期
（M 期）の進行を制御する分子機構を明らか
にした。二重チミジン法による細胞周期同調
により、G2 期から M期にかけて Akt 活性が亢
進し、Akt 活性依存的に M キナーゼ Plk1 の
Ser-99 がリン酸化されることを見出した。リ
ン酸化された Plk1 は、アダプタータンパク
質 14-3-3γと結合して、キナーゼ活性が亢進
する。siRNAによる 14-3-3γのノックダウン、
Akt のノックダウンや低分子阻害剤処理、
Ser99 を Ala 置換した Plk1 変異体（S99A）の
発現のいずれもM期における染色体分配を妨
げ る （ Kasahara K et al, Nature 
Communications, 2013）。 
 本研究成果により、PI3K-Akt 活性が Plk1
キナーゼの制御を介して、染色体分配に重要
な役割を果たしていることが明らかになっ
た。しかしながら、精製タンパク質を用いた
in vitro 実験系から、Akt が Plk1 をリン酸
化ためには新たなタンパク質の存在が必要
であることも分かった。今後の研究で同定す
る必要がある。 
 
(2)Aurora A キナーゼによる一次繊毛の抑制
機構の解析 
 M 期キナーゼ Aurora A は、間期において中
心小体タンパク質トリコプレインと結合し
て活性化し、一次繊毛の形成を抑制している
ことを我々の研究室は以前に報告した。細胞
が血清飢餓や高密度培養など増殖停止シグ
ナルを受けると、Aurora A は不活性化し、一
次繊毛の形成が開始される（Inoko A et al, 
J Cell Biol, 2012）。 
 本研究で、その分子機構を解析し、以下の
ことを明らかにした。血清飢餓などの増殖停
止シグナルは、トリコプレインの Lys-50 及
び Lys-53 のポリユビキチン化依存的なタン
パク質分解を引き起こす。その結果、中心小
体における Aurora A 活性は減衰し、一次繊
毛の形成抑制を解除する。さらに、プロテイ
ンアレイとsiRNAを基盤とした網羅的ユビキ
チン化 E3 リガーゼスクリーニングの結果、
KCTD17 を基質認識タンパク質とする E3 リガ
ーゼ CRL3KCTD17 がトリコプレインをポリユビ
キチン化することを見出した。KCTD17 をノッ



クダウンした細胞は、血清飢餓後もトリコプ
レインがタンパク質レベルで安定化するた
め一次繊毛の形成が著しく抑制される。また、
電子顕微鏡による観察の結果、トリコプレイ
ン-Aurora A 経路は一次繊毛形成の軸糸伸長
を抑制していることも明らかにした
（Kasahara K et al, Nature Communications, 
2014）。 
 今後、CRL3KCTD17がトリコプレインをポリユ
ビキチン化が、増殖停止シグナルにより亢進
するメカニズムを解析する必要がある。現在、
CRL3KCTD17の翻訳後修飾による制御を検討して
いる。また、脱ユビキチン化酵素による制御
も検討する必要がある。 
 
（3）一次繊毛形成による G0 期停止メカニズ
ムの解析 
 一次繊毛は増殖停止に伴い形成される細
胞内オルガネラである一方、一次繊毛の形成
が G0 期停止を引き起こすことが分かってい
る。その分子機構を明らかにするため、増殖
条件にも関わらず一次繊毛を人為的に形成
させた細胞で増殖停止因子の発現を解析し
た。その結果、CDK 阻害因子の一つである
p27Kip1の発現レベルが亢進していることを見
出した。p53、p21cip1 p16INK4aに変化はなかっ
た（Izawa I et al, Cilia, 2015）。 
 今後、一次繊毛の形成が p27Kip1の安定化を
引き起こす原因について解析する必要があ
る。 
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