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研究成果の概要（和文）：ノックアウトマウスの解析より細胞周期進行におけるcdk1(cyclin-dependent kinase1)の重
要性が再認識されているが、その制御機構は酵母と比較すると十分明らかになっていないのが現状である。申請者は酵
母でcdk1制御を司るシグナル伝達系であるMitotic Exit Network(MEN)の哺乳類における意義を明らかにすることを目
的として本研究を行った。その結果、哺乳類MENは酵母と異なるシグナル伝達を介して機能している可能性が強く示唆
された。この違いが単細胞生物と多細胞生物の差異に由来するか否かを含め、高等生物におけるMENシグナル伝達の意
義を今後も検討したい。

研究成果の概要（英文）：Recent advance of knock out mice study has focused on the importance of Cdk1 on 
cell cycle progression. However, our understanding of Cdk1 regulation is still limited compared with that 
of yeast Cdk1. We carried out this project to reveal the significance and signaling mechanism of 
mammalian MEN (mitotic exit network), one of the Cdk1 regulatory signaling cascade originally found in 
budding yeast. Although each component of MEN is highly conserved to human, our data strongly suggest 
signaling of mammalian MEN (e.g. downstream target) is somewhat different from that of the yeast one. 
Further analysis will be required to elucidate the content of this difference.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

正常細胞や癌細胞の増殖に重要な役割を果

している Cyclin-dependent kinase1 (Cdk1)

の制御機構として、Mitotic Exit Network 

(MEN)というシグナル伝達系が出芽酵母に存

在する。MEN の個々の構成分子は進化上も高

度に保存されているが、哺乳類における同シ

グナルの詳細は依然不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 

出芽酵母 MEN 構成分子である Dbf2 キナーゼ

は、Cdc14 ホスファターゼを直接リン酸化す

ることでその局在変化（核小体から細胞質

へ）を促進することが知られている。しかし

Dbf2のヒトホモログであるLATS1がホスファ

ターゼを基質とすることはこれまで知られ

ていなかった。そこで本研究は LATS1 の下流

に位置するホスファターゼを同定すること

で、ヒトにおける MEN シグナル伝達機構とそ

の意義を明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

(1)質量分析による LATS1 基質スクリーニン

グ 

慶應義塾大学（現 京都大学）の石濱泰博士

との共同研究としてスクリーニングを行っ

た。具体的には脱リン酸化した HeLa 細胞溶

解液を基質としてリコンビナントLATS1タン

パクにより試験管内キナーゼ反応を行った。

キナーゼの無い対照反応も同時に行い、ジメ

チル標識法を用いて両者で得られたリン酸

化ペプチドを比較し、LATS1 特異的なリン酸

化ペプチドを同定した。 

 

(2)部分欠失変異体を用いたリン酸化部位の

同定と同部位に対するリン酸化抗体の作成 

大腸菌培養液から精製分離した変異体リコ

ンビナント蛋白の試験管内キナーゼ反応で

リン酸化領域の絞り込みを行い、候補領域を

同定する。次に候補領域に含まれているセリ

ン・スレオニン残基をアラニンに置換した変

異体を用いて同様の実験を行い、リン酸化部

位を同定する。次いで同部位に対する特異的

リン酸化抗体を作成する。 

 

(3)特異的リン酸化抗体を用いた細胞内での

LATS1 基質の確認 

LATS1 活性化刺激（DNA ダメージやノコダゾ

ールなど）により標的ホスファターゼのリン

酸化変化を上記抗体で検討する。 

 

(4)LATS1 によるリン酸化が標的ホスファタ

ーゼの機能・局在におよぼす影響 

同定されたリン酸化部位をグルタミン酸な

どの酸性アミノ酸に置換し、変異ホスファタ

ーゼの機能変化を検討する。 

 

(5) MEN の酵母とヒトにおける差異 

LATS1 によるホスファターゼリン酸化が分裂

期におよぼす影響を明らかにして、酵母との

違いの有無を検討する。具体的には、タイム

ラプス顕微鏡などを用い、ホスファターゼリ

ン酸化の有無による分裂期動態変化を観察

する。 

 

(6) ホスファターゼ以外にMENに関連すると

思われる LATS１基質の同定とその生理的意

義の解明 

 

４．研究成果 

(1)質量分析による LATS1 基質スクリーニン

グ 

当初の予想に反して申請者らのスクリーニ

ングではCdc14を基質として同定出来なかっ

た 。 蓋 然 性 の 高 い 標 的 は Myosin 

Phosphatase-Targeting Subunit1 (MYPT1)と

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 

11(PP1RB)の２つのみであった。今回、前者

を中心に解析した。 

 

(2) MYPT1 リン酸化部位の同定 



1090アミノ酸からなるMYPT1を3等分して試

験管内キナーゼ反応を行ったところLATS1の

リン酸化部位は中央部（アミノ酸 345-653）

に存在することが明らかになった。同部位に

存在するセリン（S）・スレオニン（T）12 残

基のうち S445, S473, S507, T508, S509

の 5残基が LATS1 の標的であることを見出し

た。実際に同部位すべてをアラニンに置換し

た 5A 変異 MYPT1 は LATS1 によるリン酸化が

顕著に低下した。リン酸化抗体は MYPT1 S445

に対する抗体を Dundee 大学 Alessi 博士が作

成しており、一部分与を得て以後の実験に用

いた。 

 

(3)特異的リン酸化抗体を用いた in vivo リ

ン酸化の確認 

LATS1 による MYPT1 リン酸化が試験管内だけ

ではなく細胞内でも起こっていることを証

明するため、上述した S445 リン酸化抗体を

用いた。今回 DNA 損傷刺激（放射線、アドリ

アマイシン処理）による LATS1 活性化に特に

着目した。同刺激により S445 リン酸化が増

加すると共にLATS1のノックダウンによりそ

のリン酸化が減少することから in vivo リン

酸化を確認できた。 

 

(4)LATS1 の MYPT1 活 性化と Polo-like 

kinase1(PLK1)の抑制 

(2)で述べた 5 つのリン酸化部位のうち S445

のみが ショウジョウバエホモログにおいて

も保存されていた。また S445 をアラニンに

置換した S445A 変異体は 5か所すべてを置換

した 5A 変異体と同程度までホスファターゼ

活性が低下していたことから、LATS1の MYPT1

活性制御における S445 の重要性が明らかに

なった。また分裂期において野生型 MYPT1 と

同様に 5A 変異体は中心体に局在したことか

ら、LATS1 による MYPT1 リン酸化は局在では

なくホスファターゼ活性に関与しているこ

とが示唆された。この結果と一致するように

LATS1とPLK1の新しい関係も明らかになった。

MYPT1 が PLK1 の活性化リン酸化部位 T210 を

脱リン酸化してその機能を抑制することが

報告されていたが、ノコダゾールによる分裂

前期停止に伴う PLK1 活性化を LATS1 ノック

ダウンがMYPT1ノックダウンと同程度に増強

した。さらに MYPT1 過剰発現により見られた

PLK1 T210 リン酸化低下が MYPT1 5A 変異体で

は減弱したことなどから、LATS1 は MYPT1 を

介して PLK1 活性を抑制することが明らかに

なった。 

 

(5) MEN の酵母とヒトにおける差異 

出芽酵母MENに相同な分裂酵母のシグナル伝

達 系 と し て SIN(septation initiation 

network)がある。MEN が Cdk1 の抑制と共に細

胞質分裂にも関与する一方でSINは細胞質分

裂と G2/M 期制御に関与することが報告され

ている。Cdk1 の細胞増殖における重要性を考

えると、この違いは驚きであるが、その意味

するところは未だ不明である。申請者らはヒ

トMENの重要な構成分子LATS1がMYPT1/PLK1

を介して DNA 損傷 G2 チェックポイントに関

与していることを示すデータを得た。分裂酵

母の LATS1 ホモログ Sid2 が G2/M 期進行に関

与することを示すデータが最近報告された

ことからも、MEN シグナルの意義の統一的理

解は未だ混迷の中にあると云える。申請者は

その違いが多細胞生物と単細胞生物の差異

に由来している可能性を今後検討する予定

である。 

 

(6) ヒト MEN シグナル伝達系の解析 

本研究より分裂酵母 MEN と異なりヒトでは

Cdc14 を介さない分裂期制御を行っている可

能性が明らかになった。そこで Cdc14 の標的

であるAPC/CCdh1がLATS1により直接制御を受

けている可能性を検証してみたところ、

APC/C の構成分子である Cdc26 が LATS1 の新

規基質であることを初めて明らかにするこ



とが出来た。LATS1 は Cdc26 の T7 をリン酸化

し、その結果 Cdc26 は APC/C 複合体から遊離

することが示唆された。今後も LATS1 による

APC/C の新規制御機構の詳細を明らかにする

べく研究を継続していく予定である。 
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