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研究成果の概要（和文）：外的シグナルに応答し細胞の増殖や分化を統合する制御機構の理解は重要であるが不
明な点が多い。この制御機構に必須な因子として我々はARIP4を発見し、新たにプロモーター上で細胞周期制御
因子E2F6と相互作用することを見出した。ARIP4の複合体を精製したところ，選択的オートファジーのレセプタ
ーp62と複合体を形成していること，細胞外環境に応答してp62依存的にARIP4がオートファジーで分解されるこ
とを発見した。本研究は外的環境に応答するクロマチン構造変換を明らかにする上で極めて重要で有り，細胞増
殖分化とクロマチン構造変換を統合して理解する上で極めて重要な知見だと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Transcriptional coregulators contribute to several processes involving 
nuclear receptor transcriptional regulation. The transcriptional coregulator androgen 
receptor-interacting protein 4 (ARIP4) interacts with nuclear receptors and regulates their 
transcriptional activity. In this study, we identified p62 as a major interacting protein partner 
for ARIP4 in the nucleus. Nuclear magnetic resonance analysis demonstrated that ARIP4 interacts 
directly with the ubiquitin-associated (UBA) domain of p62. ARIP4 and ubiquitin both bind to similar
 amino acid residues within UBA domains; therefore, these proteins may possess a similar surface 
structure at their UBA-binding interfaces. We also found that p62 is required for the regulation of 
ARIP4 protein levels under nutrient starvation conditions. We propose that p62 is a novel binding 
partner for ARIP4, and that its binding regulates the cellular protein level of ARIP4 under 
conditions of metabolic stress.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 組織において細胞の増殖と分化のタイ

ミングは精巧に制御されているが，増殖

と分化は一般に排他的と言われ，分化が

進むにつれて細胞の増殖速度が低下する

ことが知られている。これは組織が形作

られていく上で極めて重要な仕組みであ

り，その破綻は癌をはじめとする様々な

疾患を引き起こす。このような細胞の増

殖や分化の制御には遺伝情報を正確に読

み出す機構である転写制御が重要で有り，

その制御は遺伝配列に加えエピジェネテ

ィックなクロマチンレベルでの制御を受

けている事が判明してきている。申請者

はこの細胞分化過程における細胞増殖制

御に興味を持ち，特にそれに関わるクロ

マチンレベルでの転写制御機構の解明を

目指している。本研究の立案に当たって

これまでの研究の経緯として，申請者は

細胞周期進行に必須な遺伝子の転写制御

を行うE2FファミリーおよびMycのファ

ミリーを同一複合体に含み，さらにポリ

コーム因子群，ヘテロクロマチンタンパ

ク質などに加え様々なヒストン修飾関連

酵素を保持している巨大複合体 E2F6 複

合体の精製に成功した。そしてこの複合

体が標的遺伝子プロモーターの転写活性

化をクロマチン構造の制御によって抑制

し，細胞の停止期を調節することを解明

した（Ogawa et al. Science 296 1132-1136, 
2002）。生殖腺の大きさや副腎癌の細胞増

殖を制御する Ad4BP と呼ばれる核内受

容体が，翻訳後修飾である SUMO 化をう

けること，その SUMO 化によって転写が

抑制されることを見いだし，この核内受

容体にSUMO化修飾特異的に結合する新

規介在因子 ARIP4 を発見した。ARIP4 は

ATP 依存的クロマチンリモデリング因子

様の SNF2 ドメインを有し，Ad4BP に加

え他の一群の核内受容体に結合し，その

標的遺伝子の発現を抑制することを明ら

かにした (Ogawa et al. Mol Biol Cell. 
20(19): 4235-45, 2009)。さらに細胞を用い

た ARIP4 のゲノムワイドの解析で，

ARIP4 の標的遺伝子をデーターベースと

照合した結果，アポトーシス，心筋分化，

細胞増殖に関連する遺伝子が多く含まれ

ることが判明した。特に心筋分化関連遺

伝子が関与することを踏まえ，心臓特異

的な ARIP4 欠損マウスを作製した結果，

ARIP4 の欠損によって，心室中隔欠損，

心室心筋の肉柱形成異常や心筋層の菲薄

化の表現型を示し，これらがヒトの疾患

である心筋緻密化障害に酷似した表現型

である事が判明した。これらの結果に加

え，（1）多くの ARIP4 結合領域近傍に

Myc および E2F の結合配列が存在するこ

と（2）高感度の質量分析による ARIP4
結合因子の解析では，E2F6 複合体の構成

因子 Mga，MBLR および G9a といった因

子との相互作用が確認されること（3） 
ARIP4 が結合する核内受容体 (Ad4BP, 
LRH-1 や AR)は，細胞種特異的にリガン

ドなど外界シグナルを受けて細胞周期制

御に重要な役割をすることが報告されて

いること，等の結果を踏まえると ARIP4
は核内受容体に加え，細胞周期進行の抑

制に重要な役割を果たす E2F6 複合体と

相互作用していることが予想された。さ

らに ARIP4 が 2 つの SUMO 化修飾認識

部位を持つことから，SUMO を楔とした

複合体形成を想定できる。すなわち外界

シグナルに応答する核内受容体と E2F6
複合体はそれぞれの SUMO 化を介して

ARIP4 を中心とした複合体を形成し，そ

れらが協調して細胞周期を制御している

可能性が考えられる。これは，ARIP4 を

中心とした細胞外からの分化シグナルと

細胞周期の制御を統合的に制御する機能

複合体の形成を示唆するものである。 
 

２．研究の目的 

 組織の形成や未分化細胞の維持，癌化

といった現象の解明には細胞の分化と増

殖を統合する制御機構の理解が重要であ

る。細胞の分化，増殖は厳密に調節され

た転写機構によって制御されているが，

これら両者の統合的な制御機構について

は不明な点が多い。この制御機構に必須

な転写制御領域のクロマチン構造変換機



構の解析は，分化と増殖のエピジェネテ

ィック制御を理解する上でも重要な課題

の一つとなっている。我々は SUMO 化依

存的にクロマチン構造変換するARIP4を
発見し，新たにプロモーター上で細胞周

期制御複合体 E2F6 複合体と相互作用す

ることを見出した。本研究では細胞周期

制御複合体と結合するARIP4の細胞分化

過程における分子機構を明らかにすると

共にその生理的意義を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

 本申請研究では既に申請者が精製した

E2F6 複合体および ARIP4，両者の関係を

以下の計画で解析した。 
平成 26 年度の計画 
 in vitro と培養細胞を用いた生化学的解

析で E2F6-ARIP4 の結合を明らかにする

と共に，E2F6 と ARIP4 の複合体形成を

ゲノムワイドに解析した。 
平成 27 年度の計画 
 その知見を基に，ARIP4 複合体の機能

解析をすすめた。特にその複合体に含ま

れる p62 の機能解析を行った。さらに

ARIP4 複合体が細胞周期に関わる可能性

を考え，癌細胞から ARIP4 複合体を精製

し，網羅的に結合因子を同定した。 
平成 28 年度の計画 
 詳細な細胞の分化過程と細胞の機能維

持機構を解析するために，マウス ES 細

胞の心筋細胞分化系の経時的な観察によ

ってARIP4の細胞周期と分化における機

能を明らかにし，さらに分化後の心筋細

胞の拍動に着目し ARIP4 と E2F6 の相互

作用のもつ生理的な意味を解明した。 
 

４．研究成果 

 ゲノムワイドな E2F6 と ARIP4 の複合

体の挙動を明らかにするために，培養細

胞を用いてゲノムワイドに結合を調べる

手法である ChIP-seq を行うと共に，クロ

マチンの構造変換をゲノムワイドに調べ

ることができる FAIRE-seq を行った。そ

の結果，ARIP4 は全ゲノムに対して約

5000 箇所の結合が見られ，それらの 80%
以上がプロモーター領域に結合すること

を見出した。さらに ARIP4 を欠損させた

場合，ARIP4 の結合領域の約 70%でクロ

マチンが DNA 切断酵素感受性になった。

すなわちARIP4がなくなることで標的プ

ロモーター領域のクロマチンが開いてい

ることが判明した（図 1）。 

 この結果は，ARIP4 がプロモーター領

域で遺伝子発現制御に関わると共に，ク

ロマチンを閉じる過程に関わっているこ

とを強く示唆する。また E2F6 の標的遺

伝子について調べたところ幾つかの遺伝

子においてARIP4が特異的に結合してい

ることが判明した。このことから E2F6
とARIP4は細胞内で確かに複合体を形成

しクロマチン制御を行っていると考えら

れる。さらに E2F6-ARIP4 複合体の調節

機構を明らかにする上で，ARIP4 の複合

体を精製しその構成因子を同定した。そ

の結果構成因子のなかに選択的オートフ

ァジーのレセプターとして知られる

p62/SQSTM1(p62)が含まれていることが

明らかとなった。さらにこの p62 を中心

に解析を進めたところ(1)細胞外環境に

応答してARIP4が選択的オートファジー

を介し分解されること，(2)p62 の UBA 
domain と ARIP4 の内部に含まれる 90 ア

ミノ酸の領域(SID)が特異的に強く結合

すること, 



さらに(3) その分解機構が ARIP4 複合体

に含まれる p62/SQSTM1 依存的であるこ

とを明らかにした（図 2,3）。 
 これらの結果から，ARIP4 の核内タン

パク量は細胞外の環境をモニターしつつ

p62 の結合を介して厳密に制御されてい

ることが判明した。興味深いことに p62
を原因とする遺伝子疾患としてパジェッ

ト病が知られるが，その疾患変異には

UBA domain 上の変異が多く知られてい

る。ARIP4 は核内で UBA domain に強く

結合することから，これまで不明であっ

た疾患の原因のなかにARIP4が関与する

遺伝子発現の異常が含まれている可能性

がでてきた。また心筋組織ではストレス

環境下においてこの複合体がARIP4の分

解によって減少するため，標的遺伝子の

プロモーター構造が開き遺伝子発現が起

きやすい状況が作り出されることを示唆

されている。すなわち心臓においてのス

トレスセンサー複合体として機能する可

能性があると考えられる。興味深いこと

に，E2F6-ARIP4 複合体の調節機構を明ら

かにする上で，様々な細胞から複合体を

精製し，その構成因子を同定したところ，

アデノウイルスタンパク質を発現してい

る HEK293 細胞から精製した ARIP4 複合

体には，アデノウイルスタンパク質が強

く結合している事が判明した。さらにそ

のタンパク質の細胞内局在は p62 依存的

であり，直接 p62 に結合することを明ら

かにした。これらの結果は，ARIP4 複合

体がウイルスの標的複合体であることを

意味している。一般にウイルスは感染し

た細胞の増殖や分化，細胞死などを制御

するために宿主タンパク質の中でもそれ

らの制御に重要な因子に強く結合する。

すなわちARIP4複合体が細胞において増

殖および分化の制御に中心的な役割を担

っており，そのためにウイルスタンパク

質の標的になっていると考えられた。 
 これらの結果を統合すると，ストレス

のセンサーとしても働くARIP4複合体は，

心臓などの組織において外的環境をモニ

ターし必要に応じて強く発現する必要が

ある遺伝子のプロモーターを解放し一過

的な高い遺伝子発現活性を維持すると考

えられる。一方これらのストレス応答機

能はウイルスにとっては宿主で生き残る

ためには統治下におくべき機能であるた

め，ARIP4 の複合体の p62 を機能不全に

することで，細胞のストレス応答を減弱

してウイルスの感染，増殖，潜伏に関し

て有利に働くように調節しているのだと

考えられる。このような点からも，ARIP4
複合体は心筋組織において外的環境をモ

ニターしつつこれらの細胞の増殖分化お

よび細胞死をコントロールする中心的な

役割をもつ複合体であることが示唆され

た。今後ウイルスによる不活性化のメカ

ニズムおよび複合体のプロモーター領域

での機能を明らかにすることで，外的因

子に応答しながら細胞の増殖と分化を制

御するメカニズムを明らかにできると考

えられる。 
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