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研究成果の概要（和文）：細胞癌化の特徴として、（１）生理的な制御機構が破綻し、異常に増

殖能が亢進していること、（２）細胞分化が停止し、生理的な機能を喪失すること、が知られて

いる。このような特徴を生み出す分子機構に関しては、細胞増殖の亢進につながる遺伝子の変

異と細胞分化を抑制する遺伝子の変異が独立して蓄積することが定説とされてきた。我々はこ

の点に関して、癌化した細胞において発現レベルや活性が亢進している細胞周期制御分子が、

蛋白質・蛋白質相互作用を介して細胞分化や分化に伴った増殖停止に関わる分子の転写制御を

破綻させ、細胞癌化に寄与しているという仮説を立て、その検証を行ってきた。その結果、肺

腺癌細胞において cyclin D1 が腫瘍抑制遺伝子である RUNX3 と複合体を形成し、RUNX3
による cyclin –dependent kinase (cdk)阻害分子 p21 の転写を抑制することにより癌細胞

の増殖を亢進させていることを明らかにしえた。 
 
研究成果の概要（英文）：Transcriptional function of cyclin D1, whose deregulation is 
frequently observed in human cancers, has been suggested to contribute to cancer formation. 
We show that cyclin D1 protein inhibits RUNX3 activity by directly binding to it and 
interfering with its interaction with p300 interaction in lung cancer cells. Cyclin D1 
inhibits p300-dependent RUNX3 acetylation and negatively regulates cyclin-dependent 
kinase (cdk) inhibitor p21 expression. These transcriptional effects of cyclin D1 do not 
require cdk4/6 kinase activation. We propose that cyclin D1 provides a transcriptional 
switch that allows the tumor suppressor activity of RUNX3 to be repressed in cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究の開始に先立ち、申請者は、血液細

胞をモデルとして細胞周期制御機構と細胞

分化制御の相関を研究してきた。哺乳類では
細胞周期のＧ１期を制御する分子として
cyclin-dependent kinase (cdk) 4/6 の二種の
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サイクリン依存性キナーゼが知られており、
cdk4 と cdk6 は同一の機能を有すると考えら
れてきた。興味深いことに、cdk4 の発現は広
範な組織に共通に観察されるが、cdk6 の発現
は主として血液細胞に特異的である。そこで、
cdk6 が血液細胞において固有の機能を有す
る可能性を考え、特に細胞分化における機能
を中心に解析を行った。その結果、①cdk6
は転写制御因子 RUNX1 と複合体を形成し、
その DNA 結合能を阻害することによって
RUNX1 に依存した血液細胞分化をそがいす
ること、②cdk6 はキナーゼ活性非依存性に
RUNX1 の DNA 結合を阻害し、同分子によ
る細胞周期制御とは独立した機能であるこ
と、を明らかにすることができた。 
これらの知見は、ある特定の組織・細胞で

高いレベルで発現している細胞周期制御分
子が、その細胞において何らかの固有の機能
を有している可能性が高いことを示唆して
いると言え、その機能の一つとして転写制御
を介した細胞分化の制御が位置づけられる
と考えられた。この視点から、特定の癌にお
いて cyclin D1 を始めとする細胞周期制御因
子が高発現している病理学的事実を見直す
と、このような細胞周期制御因子が、単に細
胞周期の制御を介して細胞増殖を異常に亢
進させているとする従来の概念とは別個に、
転写制御を介して細胞分化や細胞分化に伴
った細胞増殖の停止機構を破綻させて細胞
癌化をすすめている可能性が想起された。 
以上のような研究背景に基づき、特に多く

の固形腫瘍（癌）で、発現レベルが亢進して
いることが報告されている cyclin D1 に注目
して、実際に転写制御を介して細胞癌化に寄
与しうるのか検証すべく、本研究が立案され
た。 
 
２．研究の目的 
Cyclin D1 の発現レベルが高い癌として、乳
癌、肺の非小細胞癌（特に腺癌）が知られて
いる。本研究では、肺腺癌をモデルとして、
cyclin D1 が細胞周期制御（cdk4/6 と複合体
を形成し、そのキナーゼ活性を活性化するこ
とで Rb 蛋白質のリン酸化を制御する）とは
独立して、転写因子の機能を調節することで
細胞分化、あるいは、細胞分化に伴う増殖停
止機構を破綻させ、癌細胞の増殖を促進して
いるのかどうかを検証することを目的とし
た。特に、本研究の開始に先立ち、cyclin D1
と相互作用しうる転写制御因子として
TTF-1 と RUNX3 を同定していたが、両分子
とも、肺腺癌において腫瘍抑制遺伝子として
機能していると考えられていたことから、上
述の目的を「cyclin D1 が肺腺癌細胞におい
て TTF-1 や RUNX3 の転写活性を負に制御
し、その結果どのような分子の発現に異常を
きたすことで、癌細胞の増殖を亢進させるの

か明らかにする」という課題に置き換え、研
究を行った。 
 
３．研究の方法 
所属研究室は極めて人員ならびに設備の両
面において小規模であり、マウス遺伝学を駆
使するような個体レベルでの解析は困難で
あることから、細胞株を使用した細胞レベル
での機能解析によって研究目的の遂行を目
指した。 
（１）ヒト胎児の腎臓由来の間葉系細胞株
293T に cyclin D1 と TTF-1、RUNX3 の欠失変
異体を導入し、免疫沈降法によって解析を行
い、TTF-1 や RUNX3 のどの機能ドメインが
cyclin D1 との相互作用に必要なのか検討を
行った。 
（２）（１）と同様の遺伝子導入実験を行い、
導入後の293T細胞をもちいてTTF-1や RUNX3
の蛋白質複合体形成における効果を免疫沈
降法によって、また、DNA 結合に対する効果
を DNA pull down 法によって解析した。 
（３）繊維芽細胞株 NIH3T3 を用いてレポー
ターアッセイ（ルシフェラーゼアッセイ）を
行い、cyclin D1 の TTF-1 や RUNX3 の転写活
性に対する効果を検討した。 
（４）肺腺癌細胞株 A549（Rb や p53 の欠失・
変異を有さない）、Calu6（Rb の欠失、p53 の
機能抑制性変異を有する）に cyclin D1 を強
制発現させ、癌細胞の細胞増殖にたいする効
果を検討した。 
（５）（４）と同様の遺伝子導入実験を行い、
内在性の RUNX3 の、その標的分子の
promoter/enhancer 領域への結合、ならびに
転写複合体の形成に対する効果をクロマチ
ン免疫沈降法によって検討した。 
 
４．研究成果 
（１）cyclin D1 による、転写制御因子 TTF-1
の転写活性における抑制性制御 
 転写制御因子 TTF-1は肺の器官形成に必須
の分子であり、最近の研究によって、TGF-β
による上皮間葉転換（EMT）を阻害すること
によって腫瘍抑制遺伝子として機能してい
ることが明らかにされつつある。DNA 結合モ
チーフとしてホメオボックスを有し、その C
末端側にコアクチベーター（p300）の結合領
域が存在している。 
 これまでの解析によって、われわれは①
cyclin D1 がコアクチベーターとの結合領域
を介して TTF-1 と複合体を形成すること、②
この複合体形成によって TTF-1 と p300 の邂
逅が阻害されること。③TTF-1 と p300 の複合
体形成の阻害は、cdk4/6 の活性化を必要とし
ないこと、④cyclin D1 はレポーターアッセ
イでは、TTF-1 による転写活性化を阻害し、
この作用も、cdk4/6 の活性化を必要としない
ことを明らかにしている。これらの知見は、



 

 

後述する転写制御因子RUNX3に対するcyclin 
D1 の作用と共通する特徴があり、（少なくと
も肺腺癌細胞における）cyclin D1 の転写制
御における共通の作動原理の存在を想起さ
せるものである。 
 TTF-1 を肺腺癌細胞株に強制発現させるこ
とで、細胞分化に関わる分子の発現誘導、増
殖抑制が観察されるが、現在 TTF-1 のこれら
の機能に対する cyclin D1 の効果を検討中で
ある。また、昨年報告された TTF-1 による EMT
の抑制作用に対する cyclin D1 の効果も検討
を予定しており、近い将来、TTF-1 の転写制
御を介した肺腺癌の癌化に関わる新規の分
子機構を報告できると考えている。 
 
（２）cyclin D1 による、転写制御因子 RUNX3
の転写活性における抑制性制御 
 転写制御因子 RUNX3 は、これまで消化管上
皮（胃・大腸）において腫瘍抑制遺伝子とし
て機能していることが報告されてきたが、最
近の研究によって、肺腺癌においても同様に
腫瘍抑制遺伝子として機能していることが
明らかにされている。これまでの報告から、
腫瘍抑制の主たる分子機構として、cdk 阻害
分子 p21 の発現を誘導することにより cdk の
キナーゼ活性を阻害する経路の存在が明ら
かにされている。 
 そこで、RUNX3 による p21 の発現誘導に関
する cyclin D1 の機能に集中して解析を行っ
た結果、以下の新規の知見を得ることができ
た。 
①肺腺癌細胞株における cyclin D1 の発現レ
ベルと p21の発現レベルには負の相関関係が
観察される。 
②cyclin D1 は、レポーターアッセイにおい
て RUNX3 による p21 promoter の転写活性化
を阻害し、この阻害効果は cyclin D1 による
cdk4/6 のキナーゼ活性の活性化を必要とし
ない。 
③cyclin D1 は、RUNX3 の DNA 結合ドメイン
である RUNT ドメインと、その C 末端側にあ
る転写活性化ドメイン（コアクチベーター
p300 との結合領域である）を介して cyclin 
D1-RUNX3 複合体を形成しうる。 
④cyclin D1-RUNX3複合体形成はRUNX3のDNA
結合を阻害しない。 
⑤cyclin D1-RUNX3 複合体形成はコアクチベ
ーターp300によるRUNX3のアセチル化を阻害
し、この機能が RUNX3 の転写活性の抑制に必
要とされる。 
⑥cyclin D1 の発現レベルが低い肺腺癌細胞
株に cyclin D1 を強制発現させると、p21 遺
伝子の転写調節領域における内在性の RUNX3 
の結合に変化はみられないが、結合している
内在性 p300 の結合は減弱する。 
⑦cyclin D1 の発現レベルが低い肺腺癌細胞
株に cyclin D1 を強制発現させると、内在性

の p21 の発現レベルが減少する。 
⑧肺腺癌細胞株に RUNX3を強制発現させるこ
とにより、p21 の発現レベルが上昇し、増殖
が抑制されるが、この状態の細胞株に cyclin 
D1を重複して強制発現させるとp21の発現レ
ベルが減少し、RUNX3 による増殖抑制効果が
解除される。 
 これらの知見は、肺腺癌細胞における
cyclin D1 の発現レベルの亢進が、単に
cdk4/6 の活性化を介して細胞周期回転を亢
進させているわけではなく、いくつかの転写
制御因子を標的として、それらの分子の転写
活性を変化させることで細胞癌化に寄与し
ていることを強く示唆している。われわれの
発見とほぼ同時期に Piotor Sicinski 博士の
グループがマウス遺伝学的手法を駆使して、
マウスの胎児発生における cyclin D1 の主た
る機能が cdk4/6 の活性化を介した細胞周期
制御ではなく、転写制御であることを明快に
示した。 
 今後、cyclin D1 のみならず、組織特異的
に高発現している細胞周期制御分子の機能
解析を通じて細胞増殖・分化・癌化の接点と
なる新たな分子機構を見出し、特に癌の治療
における新規の分子標的の創出につながる
可能性が期待され、その点で本研究は意義深
いものであったと考えている。 
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