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研究成果の概要（和文）：  
  ユビキチンリガーゼ SCFCdc4によるユビキチン化の基質蛋白質をスクリーニングする手法を

開発し、新規基質の一つとして、カルシニューリンのフィードバック・インヒビター（RCAN1）
を出芽酵母より同定した。RCAN1 の分解の持つ生理的意味を解析した。その結果、カルシニ

ューリンシグナリングの新しい制御機構を提唱した。すなわち、カルシニューリンの活性が、

RCAN1 の合成とユビキチン化に依存した分解のバランスの制御によって厳密に調節されてい

ることを明らかにした。この制御が、酵母とヒトで保存されていることも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：  
  The highly conserved RCAN family of proteins regulates the serine/threonine protein 
phosphatase calcineurin, which is required for the expression of genes involved in 
Ca2+-dependent processes such as the control of memory, apoptosis, T cell activation, cell 
cycle and cardiac muscle growth and differentiation. However, RCANs regulate calcineurin 
through two paradoxical actions: they act as feedback inhibitors of calcineurin, whereas 
their phosphorylation stimulates calcineurin. Here we showed that phosphorylation of 
RCAN triggers degradation through the SCF ubiquitin ligase complex in yeast and in 
human. Degradation of phosphorylated RCAN is required to mitigate inhibition of 
calcineurin by RCAN and results in activation of calcineurin in response to changes in  
Ca2+ concentration. Such phosphorylayion was counteracted by dephosphorylation of 
RCAN, which was promoted by Ca2+-stimulated calcineurin. These results provide insight 
into the mechanism involved in maintaining proper responses to Ca2+ signals.        
    
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2009年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2010年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

  年度    

総 計 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

 
研究分野： 
科研費の分科・細目：生物学・基礎生物科学 
キーワード：シグナル伝達、蛋白質分解、カルシウム、ユビキチン 

機関番号：１２６０８ 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：２００８−２０１１  

課題番号：２０５７００１０ 

研究課題名（和文） 

カルシニューリン・シグナリングにおけるユビキチン化依存的蛋白質分解の役割                                      

                     

研究課題名（英文） 

The SCF ubiquitin ligase regulates calcineurin signaling through degradation of RCAN1, 

an inhibitor of calcineurin. 

 

研究代表者 岸 努 （KISHI TSUTOMU） 

東京工業大学・大学院生命理工学研究科・グローバルＣＯＥ研究員 

研究者番号：８０２６００２４ 

 



 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 カルシウムシグナリングの一つであるカ
ルシニューリンは、T 細胞の活性化、発生・
分化、学習・記憶、細胞周期などの制御に関
わる。カルシニューリンは、カルシウムによ
って活性化され、自身のフィードバックイン
ヒビターにより不活性化される。カルシニュ
ーリンのフィードバックインヒビターであ
る RCAN は酵母からヒトまで広く保存され
ている。ヒトではダウン症の患者で高発現化
しており、神経疾患の原因となっていること
がわかっている。 
 2003 年になって、RCAN1/DSCR1 にはカ
ルシニューリンを不活性化因子として機能
するだけではなく、活性化因子としても機能
す る こ とが 示 唆さ れた 。 すな わ ち、
RCAN1/DSCR1 はリン酸化されるとカルシ
ニューリンを活性化することが明らかにな
った。しかしリン酸化によって、RCAN1 が
阻害因子から活性化因子に変換される機構
は全くわかっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
  カルシニューリンの活性制御機構を解明
するために、RCAN がリン酸化により阻害因
子から活性化因子に変換される機構を明ら
かにする。 
 問題解決のための着眼点は、並行する研究
において申請者は、酵母ユビキチンリガーゼ
SCFCdc4 によるユビキチン化の基質を系統的に
スクリーニングする実験手法の開発を行い、
SCFCdc4 の新規基質として出芽酵母 RCAN であ
る Rcn1を同定したことである。SCFCdc4による
ユビキチン化では、基質のリン酸化がユビキ
チン化の引き金となることが一般的である。
そこで、リン酸化された Rcn1 は SCFCdc4によ
り分解され、その結果、カルシニューリンが
活性化される、という作業仮説を立てた。 
 そこで、まず遺伝学の手法を駆使できる出
芽酵母を用いてこの仮説を検証し、次に、同
様な機構がヒトでも保存されているか調べ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. 従来のカルシニューリン活性制御機構 
 
３．研究の方法 
(1) RCAN1のユビキチン化機構の解明 
 カルシウム刺激や酸化ストレスを与えた
ときに、RCAN1がユビキチン化に依存して分
解されるか検証する。刺激に応じて RCAN1が
不安定化するかについて、プロモーターシャ
ットオフ実験により調べる。この時、この分
解がユビキチン化に依存しているか検証す
る。 
 次に、RCAN1のユビキチン化がリン酸化に
依存しているか調べる。この目的のために、 
RCAN1が刺激に応じてリン酸化されているこ
とを確認する。リン酸化部位を決定し、この
部位をリン酸化を受けないアラニン残基に
置換した変異型 RCAN1が SCFによるユビキチ
ン化・分解を受けないことを確かめる。 
 
(2) RCAN1のユビキチン化・分解の持つ生理
的意味の解明 
 (1)で作製した変異型 RCAN1（以下、安定化
型 RCAN1 と記す）を発現する細胞を作製し、
カルシウムや酸化ストレスによる刺激を与
えたとき、カルシニューリンの活性がどのよ
うに変化するか調べる。 
 
４．研究成果 
(1) RCAN1のユビキチン化機構の解明 
 出芽酵母の RCANである Rcn1がカルシウム
刺激に依存して不安定化されることを明ら
かにした。すなわち、Rcn1を強制発現した後
に蛋白質合成の阻害剤であるシクロヘキシ
ミドを加え、Rcn1の蛋白質量の変化を調べる
プロモーターシャットオフ実験を行うと、カ
ルシウム刺激を行わない条件下では安定で
あったが、カルシウム刺激に依存して不安定
化した。SCF の変異株ではカルシウム刺激を
加えても Rcn1 は安定化状態を維持した。同
様にプロテアソームの変異株でも Rcn1 は安
定化した。以上のことから、Rcn1はカルシウ
ムでは、カルシウム刺激に応じて、SCF とプ
ロテアソームに依存して分解されることが
判明した。 
 次に Rcn1 のユビキチン化がユビキチン化
されること、そしてこのユビキチン化が、カ
ルシウム刺激に依存することを明らかにし
た。すなわち、Rcn1を強制発現した細胞にカ
ルシウム刺激を与え、次にプロテアソームの
阻害剤である MG132を加え、Rcn1がユビキチ
ン化されるか調べた。その結果、MG132 に依
存して Rcn1 がユビキチン化されることを見
いだした。このユビキチン化は、カルシウム
刺激を加えない細胞では検出されなかった。 



また SCFの変異株とプロテアソームの変異株
でも、Rcn1のユビキチン化を検出することが
できなかった。 
 Rcn1 のユビキチン化・分解が、Rcn1 のリ
ン酸化に依存するか検討した。まず Rcn1 が
カルシウム刺激に依存してリン酸化される
ことを明らかにした。Rcn1を強制発現した後、
カルシウム刺激を与えると、Rcn1のリン酸化
を検出した。すでに Rcn1は、113Sと 117Sが
リン酸化されることが知られている。これら
の 部 位 をア ラ ニン に置 換 した 変 異型
Rcn1(Rcn1-S113A,Rcn1-S117A,Rcn1-S113/11
7A)を作製したところ、これらの部位がカル
シウム刺激に応じてリン酸化されること、
S117 のリン酸化に依存して S113 がリン酸化
されることを見いだした。 
 Rcn1 をリン酸化するキナーゼを同定した。
Gsk3 ファミリーのリン酸化酵素である Mck1
の変異株では S113のリン酸化が阻害された。
このことからカルシウムに依存した S113 の
リン酸化は Mck1によることが判明した。 
 一方、Rcn1のリン酸化はカルシニューリン
の阻害剤である FK506を添加すると促進する
ことを見いだした。カルシニューリンは脱リ
ン酸化酵素である。実際、Rcn1のリン酸化が
カルシニューリンによってカウンターラク
トされた。以上のことから、Rcn1 の S113 は
カルシウム刺激によってリン酸化され、カル
シニューリンによって脱リン酸化されるこ
とがわかった。 
  Rcn1-S113A,Rcn1-S117A,Rcn1-S113/117A
はいずれもユビキチン化を受けずに安定化
することを見いだした。以上のことから、
Rcn1 はカルシウム刺激により S113がリン酸
化され、このリン酸化に依存して SCFによっ
てユビキチン化・分解されることがわかった。
またこのユビキチン化は、カルシニューリン
による S113 の脱リン酸化によって阻害され
ることも明らかにした。すなわち、Rcn1のユ
ビキチン化・分解は、S113のリン酸化と脱リ
ン酸化によって制御されることを明らかに
した。 
 
(2) RCAN1のユビキチン化・分解の持つ生理
的意味の解明 
 リン酸化された Rcn1 が分解されることの
持つ生理的意義を解明するために、リン酸化
部位をアラニンに置換した変異型 Rcn1 を発
現する細胞で、カルシニューリンの活性を調
べた。野生株では、カルシウム添加後、カル
シニューリン活性は 15-30分をピークとして
上昇し、その後に不活性化されるのに対して、
リン酸化部位をアラニンに置換した変異型
Rcn1を発現する細胞では、カルシニューリン
は活性化されなかった。一方、SCF の変異株
やリン酸化酵素 MCK1 の変異株では、カルシ
ニューリンの活性化を検出することができ

なかった。したがって、リン酸化された Rcn1
は SCFに依存して分解され、その結果、カル
シニューリンが活性化されることがわかっ
た。 
 さらに Rcn1の分解は、細胞が Ca2+の濃度変
化を検知したときに、カルシニューリンを再
活性化するのにも必要なことを明らかにし
た。細胞にカルシウム刺激を行って３０分後、 
Rcn1蛋白質量は過剰に存在していたが、この
時に再びカルシウム刺激を与えても、カルシ
ニューリンの再活性化を検出することがで
きなかった。これに対して、カルシウム刺激
を行って１２０分後、Rcn1蛋白質量は分解さ
れ減少していたが、この時に再びカルシウム
刺激を与えると、カルシニューリンが再活性
化した。リン酸化部位をアラニンに置換した
安定化型 Rcn1 を発現する細胞では、カルシ
ニューリンは顕著な再活性化は見られなか
った。同様に、SCF の変異株やリン酸化酵素
MCK1の変異株では、カルシニューリンの顕著
な再活性化を検出することができなかった。
したがって、リン酸化された Rcn1の分解は、
細胞がカルシウムの濃度変化を感知してカ
ルシニューリンを活性化するのに必要なこ
とを示した。 
 
(３) RCAN1のユビキチン化・分解によるカル
シニューリン活性制御は高度に保存されて
いる 
 RCAN1は酵母からヒトまで高度に保存され
ている。ヒトではダウン症の患者で高発現化
しており、ダウン症の患者にみられる神経疾
患は RCANの過剰発現によることがわかって
いる。 
 ヒト RCAN1は、エキソンの異なる二つの分
子種(RCAN1-1とRCAN1-4)が存在するRCAN1-1
と RCAN1-4はいずれも酸化ストレスに依存し
てリン酸化され、ユビキチン化・分解される
ことを見いだした。このことから RCAN1のユ
ビキチン化・分解が生物種を通して保存され
ていることが示唆された。 
 RCAN1-4のユビキチン化機構を解析した。
RCAN1-4と結合する F-box蛋白質を検索した
ところ、β-TrCPと FBW4を得た。RCAN1と FBW4
の結合は、酸化ストレスに依存しなかったが、
RCAN1とβ-TrCPの結合は、酸化ストレスに依
存した。 
 そこで RCAN1が siRNAを用いてβ-TrCPをノ
ックダウンした細胞では、酸化ストレスに依
存した RCAN1のユビキチン化は検出されなか
った。逆に酸化ストレスに依存した RCAN1の
ユビキチン化は、β-TrCPを過剰発現した細胞
では亢進した。さらに酸化ストレスによる 
RCAN1のユビキチン化を初代神経細胞におい
手も検出した。以上のことから酸化ストレス
に応じて RCAN1が SCFβ-TrCPに依存してユビキ
チン化されることが判明した。 



 
(4) 結論 
 これまでカルシウムで活性化したカルシ
ニューリンは、自身のフィードバックインヒ
ビターにより不活性化されると単純に考え
られていた。本研究ではフィードバックイン
ヒビターである RCAN1がユビキチン化に依存
して分解されることを見いだした。RCAN1 の
ユビキチン化・分解は GSK3 キナーゼによる
リン酸化によって促進し、カルシニューリン
による脱リン酸化によって不活性化される。
このようにカルシニューリンは、RCAN1 の発
現を促進するだけでなく、カルシニューリン
の活性に応じて RCAN1の蛋白質量を調節する
ことによって自身の活性を調節していると
いう新しいカルシニューリンの活性制御機
構を発見した。 
 RCAN1 によるカルシニューリンの活性制御
において、RCAN1 がカルシニューリンを不活
性化するだけでなく、リン酸化されるとカル
シニューリンを活性化するというパラドッ
クスが指摘されている。このパラドックスは、
上記の新しいカルシニューリンの活性制御
機構をもとに解消することができる。すなわ
ち、RCAN1 によるカルシニューリンの活性阻
害は、リン酸化された RCAN1が SCFによって
ユビキチン化・分解されることによって買い
よされる、と説明することができる。 
 RCAN1 のユビキチン化・分解は、カルシウ
ム刺激に応じたカルシニューリンの活性化
に必要であるだけでなく、カルシニューリン
を再活性化するためにも必要であることを
明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 本研究で提唱した新しいカルシニュ
ーリンの活性制御機構 
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