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1

1 序論

i．i細胞増殖と細胞周期進行

生物が子孫に自身の情報を伝達するためには、細胞の増殖すなわち遺伝情報の

複製と細胞分裂が不可欠である。細胞は、Gl期（間期1）、S期（複製期）、G2期

（間期2）、M期（細胞分裂期）の各時期で分けられる細胞周期を順次進行して増

殖する。高等ほ乳動物にとっては、細胞の増殖は、子孫に自身の情報を伝達するた

めだけでなく個体発生や恒常性の推持のうえからも非常に重要である。無秩序な細

胞の増殖は、細胞の癌化をもたらし、個体の調和を乱し、最終的には個体の死をま

ねく。従って、細胞の増殖は厳密な制御下に置く必要があり、実際に細胞周期の各

時期で様々な機構によって調節されている。細胞は、増殖因子や外部環境などの外

界からのシグナルや、細胞内部の状況に応じて細胞周期を進行、遅延、停止させ、

また、自ら死ぬことによって増殖を制御し個体を推持している。細胞増殖因子は、

Gl期を通じて要求されるが、一旦細胞周期がGl期後期に達するとその後はM期

を終了するまで必要とされない（P訂・dee1989）。つまりGl期の進行は増殖因子か

らのシグナルによって制御されるが、S期、G2期、M期の進行は細胞内部の機構

によって制御されている。Gl期は外界からのシグナル（増殖シグナルや増殖抑制

シグナル）を受け入れ増殖を行うかどうかを決定する唯一の期間であり、また細胞

増殖に留まらず、アポトーシス、老化や分化をも制御している時期であることが明

らかにされている。一方、G2／M期は、細胞分裂によって細胞の増殖が最終的に決

定する時期であり、2つの娘細胞に均一に遺伝情報を伝えるために細胞内部の機構

によって正確な遺伝情報の複製、正確な染色体分離、細胞の分裂をモニターして細

胞周期の進行を制御する重要な時期である（Murray1992）（図1．1）。

l．2　細胞周期進行のエンジン（サイクリン／サイクリン依存キナーゼ複合体）

細胞周期の進行には、サイクリン／サイクリン依存キナーゼ（Cdk）複合体がエン

ジンとして働いており（図1．1）、各時期の進行にはそれぞれの時期特異的に働くサ

イクリン忙此複合体の秩序だった滑性化が必要である。セリン／スレオニンキナー

ゼであるCdkは、それのみでは活性を持たず、活性調節サブユニットであるサイ

クリンと結合し、CdkActiva血gKinase（CAK）にリン酸化されることにより蘭生をも

つ（Morgan1995）。Cdkの発現は、細胞周期を通じてほぼ一定であり、サイクリン

／Cdk複合体の秩序だった滑性化は、細胞周期の進行に伴ったサイクリンの順序だ

った発現と分解、そしてC此自身のリン酸化によってもたらされる。一方、サイ

クリン匿此複合体に直接結合し、その活性を抑制する分子として種々のC此イン

ヒビターも明らかになっている（図1．1）。これらC此インヒビターは、主にGlサ

イクリン忙dlく複合体の機能を阻害する。Cdkインヒビターには、2つのタイプがあ

り、iつは、Ci挿Pファミリー（p21Gpl、p27K叫、P57坤2）であり、もうlつは、
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肋壬dファミリー（pi6助、P151繭、P18仙、p191血）である。Ci雌pファミリーは、

幅広くサイクリン忙此複合体のキナーゼ活性を阻害するがけイクリンB忙dc2を

除く）、h掴ファミリーは、Dタイプサイクリン依存キナーゼのみの活性を阻害す

る。

1．3　Gl／S期の移行の制御

細胞が複製を開始するには、Gl期とS期の境界に存在する細胞周期の進行にと

って1つの重要な時期であるR点（Restricdonpoint）を通過しなくてはならない。

細胞は、外界の環境に応じてR点を通過するかどうかを決定し、一旦この時点を

通過すると外界の状況に関わらず複製、細胞分裂を行い、細胞周期をl周してふた

たびGl期まで戻ってくる（Pardee1989）。このR点の通過を制御する因子がGl

サイクリン忙dk複合体である畔ines1993；Sherr1994）。Glサイクリンにはサイクリ

ンDPl、2、3）、およびサイクリンE（El、2）が存在し（Gudasetal．，1999）、サイク

リンひはC此4、6と、サイクリンEはαk2とそれぞれ結合し、Gl期進行を制御

するGlサイクリン／G北複合体として働く（Sherr1995；Morgan1995）。サイクリンD

の発現は、佃のサイクリンと異なり細胞周期に依存せず増殖因子に依存する。増殖

因子のシグナルは、増殖因子受容体を介しRas－MA円い径路を経てサイクリンDの

発現を誘導する。発現したサイクリンDは、増殖因子依存的にC此4、6と結合す

る。次にCAKによってCdkのスレオニン残基がリン酸化され、活性を持つサイク

リンり忙dl（4、6複合体となる。サイクリンD忙dk4、6複合体は、レチノブラスト

ーマ癌抑制遺伝子産物（Rb蛋白質）とその関連遺伝子、plO7およびp130とこれ

らのLXCXEモチーフを介して結合し、リン酸化することができる（K独）etal．，1993；

Ewenetal．，1993；Matsushimeetal．，1992）。Rb蛋白質を不括化させた細胞では、サイ

クリンP忙dk4活性を阻害しても細胞がS期に進行することから、Rb蛋白質がサ

イクリンDP：dk4の主な基質であることが明かとなったO，ukasetal．，1995）。サイク

リンEは、Gl／S期特異的に発現しCdk2と複合体を形成する。サイクリン耽

複合体の活性もGl／S期にピークとなる（Koffetal．，1992；Ohtsuboetal．，1995）。サイク

リンEP：dla複合体もサイクリンD忙dk4、6複合体と同様にRb蛋白質とそのファ

ミリー蛋白質をリン酸化することができ（Sherr，1995；Weinberg，1995）、他にもp27

などいくつかの蛋白質をリン酸化する（Sheaffetal．，1997；Clurmanetal．，1996；Shen・

1995）。しかし、サイクリン昭掴、6複合体と異なり、馳蛋白質を不括化させた

棚包でもサイクリン印Cdld複合体の活性阻害による棚包のS期進行はみられない

ことから、サイクリンE忙d超複合体の主な基質はRb蛋白質以外の蛋白質である

と考えられている（00tSuboetal．，1995）。

Rb蛋白質はその名前が表す様に癌抑制遺伝子産物として同定された。Rb蛋白質

による増殖抑制能は、おもに転写因子E2Fと結合してその活性を抑制することで

発揮される桝avins1992）oE2Fは、E2Fファミリー（E2F－1、2、3、4、5）とDPフ
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アミリー（DP－l、2）のヘテロニ量体で樵能しているpyson1998）。E2F滑性は、Gl／S

期の移行期に強く発現し、多くのGl／S期進行を制御する遺伝子のプロモーター上

には、E2F結合配列が存在する。E2F一卜3の過剰発現によって休止期の細胞がS

期へと移行し、逆に優勢不能型変異体の過剰発現によって細胞がGl期で停止する

ことからE2Fが、S期導入を制御する重要な転写因子であると考えられる。E2F－Rb

蛋白質複合体は、転写活性能が抑制されているだけではなく、プロモーター上に転

写抑制因子複合体を引き込みE2F結合配列特異的な転写リプレッサーとしても機

能している（Weintraubetal．，1995；Tevosianetal．，1997；Zhangetal．，1999；Dyson1998）。

細胞のGl期からS期への移行の機構は、簡掛こ示すと以下のようである。増殖

刺激によってサイクリンD忙dk4、6複合体が蘭生化してRb蛋白質をリン酸化する。

リン酸化により不活性化したRb蛋白質は、転写因子E2Fを放出し、放出されたE2F

は活性化し、未知の標的遺伝子も含むS期移行に必要な様々な標的遺伝子の転写

を誘導する。このときサイクリンEもE2Fによって強く転写誘導され、サイクリ

ン訂Cd重a複合体が活性化する。サイクリンE忙dk2複合体が、Rb蛋白質をさらに

リン酸化し、またS期開始に必要な基質をリン酸化することにより細胞は、S期に

進行する（図1．2）。

1．4　G2／M期移行の制御

細胞分裂をおこなうために細胞がG2期からM期に進行するには、サイクリン

BK：dc2複合体の活性が必要である。サイクリンBには、サイクリンBl、B2が存

在する。サイクリンBは、S期後半より発現し始め、G即M期でピークに達する。

発現したサイクリンBは、Cdc2と結合し、サイクリンB／Cdc2複合体を形成する。

サイクリンB忙血2複合体は、CAKによりCdc2のスレオニン残基のリン酸化を受

け活性化した状軌こなるが、それと同時にC血2の14位のスレオニン残基、15位

のテロシン残基がWeel、Mikl、Mytlによりリン酸化され不浄性化の状態になり

畔eatherstoneetal・，1991；Lundgrenetal・，1991；Muelleretal・，1995；Kombluth etal．，1994）、

その状態のままG2期進行に伴って蓄積する。サイクリンB忙血2複合体は、M期

開始直前にCdc25CによりC血2の負のリン酸化部位が脱リン酸化され活性化し

但umagaietal．，1991；Gautieretal．，1991）、M期へ細胞を移行させる（図1．3）。M期終

了直前には、サイクリンB忙dc2複合体は、破壊ボックス依存的なサイクリンBの

分解によって不活性化し（Gloおetal．，1991）、細胞分裂を完了する（図1．3）。この分

解は、エビキチン依存性蛋白質分解機構によって行われる（Ⅹ血getd．，1994；H叫1997；

Townsleyetal．，1998）。Elには特異性はなく、E2にはサイクリン特異的なE2－Cが存

在するが、細胞周期を通じてその活性は一定である。それに対してE3は、M期依

存的な活性をもつAPC（Anaphase－PromotingComplex）である即organ1999）（図1．3）。

また、サイクリンBl忙血2複合体は、間期には核外に存在するが、M期開始時に

は核内に移行する○サイクリンBlは、インポーテンβのN末端側と直接結合して、

7
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核内に移行し、NES配列によってCRMlと結合して核外に移行するCToyoshimaet

al・，1998；HagtingetaL，1998；YangJetal．，1998）。間期では、核内移行の活性より核外

移行の活性が高いためサイクリンBl忙dc2複合体は、棚包質中に局在するが、M

期開始時には、細胞質局在化配列中のM期特異的なリン酸化部位がリン酸化され、

NES活性が抑制されて核内に局在するO＿ietal．，1997；Pinesetal．，1994；Pines1999）。サ

イクリンBりCdc2複合体がM期を実現するための標的としては、核膜崩壊、染色

体凝縮、分裂装置形成などがある。これらに対してサイクリンBl忙dc2複合体が

直接または、キナーゼカスケードを介して間接的に働いていることが考えられてい

る。核膜崩壊に関しては、サイクリンBl忙dc2複合体が核ラミナ構成分子ラミン

をリン酸化して2量体へ脱重合させることが報告されている即igg1993）。しかし、

これは核膜崩壊に必須であるが十分ではない。染色体凝縮に関しては、ヒストンHl

や13Sコンデンシンのリン酸化があげられ（Murray1998）、分裂装置形成については、

サイクリンB忙dc2複合体によるリン酸化によってセントロソームの微小管形成能

を克進させ、MAP（Microtubule－AssociatedProtein）の微小管安定化能を減少させる

ことが報告されている（00k如aetal．，1995）。

i．5　本研究のテーマ

増殖を抑制する細胞増殖抑制シグナルの作用点は2点に大別され、細胞分化、老

化やTGF－β、免疫抑制剤ラバマイシンはGl期で特異的に作用するが（Pardee

1989；SmithzmdPereira－Smid11996；Massague］987；Nurseetaり994）、DNA損傷、P53、

CAMP、P19ARFはGl期、GγM期の両方で細胞周期進行を阻害する（Murray1994；Kato

eta］．，1994；Levine1997；Quelleetal．，1995）（図1．4）。Gl期における細胞増殖抑制シグ

ナルの標的は、Glサイクリン尺迅（複合体の活性であり、多くの場合、Cdl（インヒ

ビターの発現誘導を引き起こしてGlサイクリン忙dk複合体を不音創生化することが

知られている（SherT1996；SherrandRoberts1995）。G2M期に働く細胞増殖抑制シ

グナルは、主にサイクリンB忙dc2複合体の活性を標的としていると考えられるが

（Dunphy1994）、G2期では、サイクリンB／Cdc2に直接結合し、その樹生を抑制す

るG北インヒビターの存在は確認されていないことから、サイクリンB仰。2の発

現や活性、安定性、局在などを制御している可能性がある個1．4）。Gl期、G2伽

期の両方で細胞周期進行を阻害する細胞増殖抑制シグナルは、棚包周期の時期特異

的に異なる分子を標的として作用しており、その機構の解明は、細胞周期制御機構

を理解する上で非常に有効である。本研究では、これらGl期、G2伽期の両方で

細胞周期進行を阻害するシグナルのなかでcAMPとp19＾RFに注目して研究を行い、

「第1部　cAMPによるG2期進行抑制の分子機構」、「第2部p19ARFによるGl

期停止の分子機構」を明らかにしたのでここに幸陪する。

10
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細胞増殖抑制シグナルの作用点

細胞分化誘導シグナル、細胞
老化誘導シグナル、TGF－β、

ラバマイシン

DNA損傷、P53、CAMP、P19ARF

細胞増殖抑制シグナルの標的

Gl期

Glサイクリン／Cdk

複合体の活性

Gl期

G2／M期

G2／M期

サイクリンB／Cdc2

複合体の活性

図1．4　細胞増殖抑制シグナルの作用点とその標的
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第1部　cAMPによるG2期進行抑制の分子機構の解析
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2．1 背景

細胞のセカンドメッセンジャーであるcAMPは、棚包内のシグナル伝達におい

て様々な細胞種で広く一般的に働いており、多くのホルモンの刺激により棚包内の

CAMP濃度上昇がみられる垣0卿Onetれ1983）0このシグナルのほとんどは、

PKA（CAMP依存性蛋白キナーやの活性化に集約される（Justementetal・，1986；Lyengar

1996）。PKAはC旺Bをリン酸化し、転写活性を上昇させること（NichoIsetal．，1992；

Meinko血etal・，1993）又、Raf－1をリン酸化し、そのシグナル伝達を阻害することな

どが知られている（Ha缶一eretal・，1994）0細胞内のcAM㌣濃度上昇が引き起こす作用

は、それぞれの棚包種により様々であり、肝細胞では、グリコーゲンの分解の促進、

骨棚包では、骨からのカルシウムの吸収などを引き起こす0細胞周期調節に関して

は、血球系棚包（特にマクロファージ細胞）においては、一般的には抑制的に働い

ている0プ血甲揖卵では、CAMPレベルの低下が卵成熟を誘起し、Ⅳ肝（＝サイクリ

ンBK：dc2複合倒の活性化を促す。さらに、分裂酵母において、。AMP添加により

M期後半で細胞周期進行が停止する変災体が報告され、この変異体の解析により

托A活性が、APCの構成蛋白質のひとつに作用し、APC構成を阻害することが報

告された（Yamasitaetal・，1996）（図2・1）。以上のようにPKAから下流のシグナル伝

達により様々な細胞が様々な応答を起こすことから、PKAから下流のシグナル伝
達について興味がもたれる。

マウスマクロファージ棚包は、CAMPによる細胞周期進行阻害の制御機構を鮒斤

するうえで有効なモデルシステムである（＝血1ton1997）。プロスタグランジンE2、

3－イソプチルメチルキサンテン（BMX）、コレラ毒素などの棚包内cAMP濃度を

上昇させる因子や、デブテルアデノシン3′‥5′サイクリックモノフォスフエイト、

8ブロモアデノシン3’‥5′サイクリックモノフォスフエイト（8Br－CAMP）などの

CA山狩のアナログは、骨脚耶包由来マクロファージ但MM）やコロニー刺激因子1

（CSF－1）依存性マウスヤクロファージ細胞株、Bacl・2F5A細胞の増殖を阻害する

（Vairoetai・，1990；Katoetal・，1994；Rocketal・，1992）o cAMPに発したシグナルは、マ

クロファージ細胞のGl／S期およびG2即期の進行を阻害していることが示唆され

た（Katoetal・，1994）ocAぼによってGf期で停止したBMM細胞は、マクロファ

ージ棚包の主なDタイプサイクリンであるサイクリンDlとCdk4の発現が抑制さ

れている（Cocksetal・，1992；Vadivelooetal・，1996）○一方、Bacl．2F5A棚包では、CAMP

によりサイクリンDlとC舶の発現は抑制されずに棚包周期の進行阻害がひき起

こされる（Katoetal・，1994）ことからサイクリンDlとCdk4以外のcAMPのターゲ

ットが存在することが示唆され、実際にcAMPによるGl期停止は、Cdkインヒビ

ターP27坤の発現量が増加し、サイクリンDl燭k4複合体に結合してその活性を

抑制することによって引き起こされることが示された（Katoetal．，1994）。しかしな

がら、CAぼによるG2即期の制御機柿は、未だ明らかになっていない。

13
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細胞がG2期からM期に進行する際には、サイクリンB仰c2複合体が樹生化さ

れることが必要であり、M期を終了する際には不予副生化することが必要であるこ

とが知られている。サイクリンBの発現量は、細胞周期依存的に変化し、S期後半

より発現が開始し、G2／M期でピークに達する。発現したサイクリンBは、すぐに

細胞内にすでに存在しているαc2と複合体を形成し、それによりサイクリン

毘忙辺c2複合体が、G2期進行とともに蓄積する。蓄積したサイクリンB忙dc2複合

体は、M期直前に蘭生化し、それにより棚包はM期に進行する。M期終了直前に

は、サイクリンB忙dc2複合体は、不活性化し、細胞分裂を完了する。サイクリン

B蛋白質の細胞周期に依存した発現は、ひとつは、mRNAの量の細胞周期に依存

した変動によると考えられる（図2．2）。サイクリンBmRNA量は、S期の途中よ

り徐々に増加し、G2伽期でピークに達し、その後Gl期に進行すると徐々に減少

する。このmRNA量の調節は転写レベル、安定性のレベルで行われている。サイ

クリンBIT－RNAの転写量は、G2ル4期で高くなっているが、細胞周期に依存して

転写量を調節している因子に関してはほとんど判っていない（Hwanget

ai・，i995；Cogsweuetal・，1995；Piaggioetal・，1995）。サイクリンBmRNAの安定性に関し

ては、サイクリンBmRNAは、S期、G2爪4期では安定であるが、Gl期では不安

定であることが報告されている（Maityctal，1995）。もうひとつのサイクl）ンB蛋

白質の細胞周期依存的発現機構の要因として、サイクリンB蛋白質の細胞周期に

依存した分解機構があげられる（図2．2）。サイクリンB／Cdc2複合体は、M期を終

了する直前に不活性化されるが、この不活性化は、エビキチン化されたサイクリン

Bがプロテアソームにより分解されることによってもたらされる。サイクリンB

の分解に働くエビキチン／プロテアソーム経路の因子群の中で時期特異的分解と基

質特異性を決定している分子はARコサイクロソームである（K加getd．，1995；Su血血

etai・，1995）。APCは7から12個のサブユニットからなる複合体であり呼eterset

al・・1996；Zachariaeetal・，1996；ZachariaeetaL，1998；Yuetal．，1998）、M期終了直前にサイ

クリンBをエビキチン化し分解へと誘導するoAPCは、サイクリンB以外の蛋白

質の分解にも働いており、M期中に姉妹染色体の分維を制御する後期抑制因子P血1

（Cut2）の分解も制御している（Cohen－Fixetal・，1996；Yamamotoetal．，1996；Cohen－Fix

∽dKosh至md1997）。このように異なる基質の時期特異的な分解は、∬Cの蘭生化

田子であるCdc20とHctlの変換によって制御されており、この変換はリン酸化に

よって調節されている（Visintinetal・，1997；Schwabetal・，1997；Zachariaeetal．，1998；

ShirayamaetaL，1998；Ko【anietal・，1999）。また、Cdc20はスピンド）L／チェックポイン

トを制御するM加氾とも結合することから、甜Cは、チェックポイント機構にも

関与していると考えられている卿edge1998；Hwangetal・，1998）。サイクリンBの翻

訳は、G2即期と同様にGl期においても行われており、翻訳レベルでの調節は受

けていないが、G】期では、サイクリンBを分解するエビキチン／プロテアソーム経

路が活性化した状態を維持しているために、Gl期ではサイクリンBのmRNAが

15
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存在するにもかかわらず、その蛋白質は存在しないのである。この分解機構は、細

胞がS期に進行すると初めて不活性化される但randeisandHunt1996；Lul（aSet

ai．，199勤。このような機構によってサイクリンBは、細胞周期に依存した発現様式

を示す。サイクリンB忙dc2複合体の活性化の制御機構については、C血2の14位

のスレオニン残基、15位のテロシン残基がW∝1、Mkl、M舛1によってリン酸化

される負の制御匝herstoneetal．，1991；LundgTenetal，1991；Muelleretal，1995；Kombludl

etal，1994）と、Cdc25Cによるこれらの脱リン酸化という正の制御（KLmagaiet

軋悌1；Ga血汀etal・，1991）とによって行われるというモデルが提唱されている（Khg

etal，i994；Dunphyetal，1994）。まず、複合体を形成したサイク1）ンB忙dc2複合体

は、CAKによりC血2の161位のスレオニン残基のリン酸化を受け活性化した状

態になり、それと同時に活性を負に制御するCdc2の14位のスレオニン残基、15

位のテロシン残基がリン酸化され、不活性化されたまま細胞がG2期を進行につれ

蓄積する。次に、M期開始直前にCdc2の負のリン酸化部位がCdc25により脱リン

酸化され、サイクリンB／Cdc2複合体が活性化し、細胞をM期へ移行させる。

本研究では、CAMPに発したシグナ）t／によるBacl．2F5A細胞のG2期進行の遅延

及びその分子機構を明らかにした。CAMPは、サイクリンBl蛋白質の蓄積の遅

延によるサイクリンBl忙血2複合体の活性化の遅延をもたらして棚包のG2期進行

を遅延させる。このサイクリンBl蛋白質の蓄積の遅延は、G2期において本来安

定なサイクリンBl蛋白質をcAMPに発したシグナルが不安定化することによって

引き起こされる。この現象は、CAMPβKAシグナル経路が細胞周期制御因子の安

定性の制御に関わっていることを示している。

17
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2．2 材料と方法

分子生物学的な一般的手法に関しては、MolecularCloning2ndedition及び、C。r，e。t

PrOt∝OJsinMolecularBiologyを参考にした。

2．2．1細胞培養とcAMP処理

マウスマクロファージ由来細胞株Bacl．2F5A細胞は、10％ウシ胎児血清

（FBS）（Hyclone）、15％LcellcondidonedMedium（LCM）を含むDulbecco′sModined

Eagle′sMeditmPMEM）（GibcoBRL）培地で37℃、CO2濃度5％の培養器で培養し

たoLCMは、L細胞を10％FBSを含むDMEM培地で37℃、CO2濃度5％のイン

キエペ一夕内で培養し、コンフルエントになった後、約2週間培養し続けた培養液

を回収し、0・2FLmフィルター（KURABO、CORNⅣG）でフィルター滅菌したも

のを用いた。LCMは、マクロファージ細胞の増殖因子であるC別ト1を含む。NⅢT3

棚包は、10％FBSを含むDMEM培地で37℃、CO2濃度5％のインキエペ一夕内で

培養したocA膵処理は、Bacl・2F5A糾胞の培地を8BrcAMP（1mM）、BMX（1mM）、

iO％FBS、15％LCMを含むDMEM培地に交換し、37℃、CO2濃度5％のインキエ
ペ一夕内で培養することで行った。

2．2．2　同調培養

細胞を10％FBSを含むDMEM培地で37℃、CO2濃度5％のインキエペ一夕内で

22時間培養し、全ての寿即包をGひGl動こ停止させた○次に、培地をLCMを含む

培地に交換し、同調して棚包周期進行させたocsF－1添加8時間後、Gl期の中期

以降期に進行した細胞の培地を8BrcAMP（1rnM），IBMX（1mM）、10％fq3S、15％LCM

含むDMEM培地（cAMP処理）と10％FBS、15％LCM含むDMEM培地（cAMP

未処珊とに換え、それぞれの培地で培養した棚包から数時間おきにフローサイト

メトリ‾用サンプル、分裂指数用サンプル、キナーゼアッセイ、ウエスタンブロソ

ティング用の細胞抽出液、RT－PCR用のTotalRNAを得た。

2・2・3　フローサイトメトリーによる棚包周期の解析

棚包をフローサイトメトリー試薬（0・1％クエン酸ナトリウム、0．1％TdtonX－100、

50iLgh11propidiumiodide）に懸濁し（棚包2xlO6個当り1mi）、遮光して室温で10

分間静置した。DNぉe缶恍卿批を最終濃度】〃如1になるように加え、更に遮光

したまま室温で30分間静置したoprop悠iumiodideの結合したDNAの蛍光をファ

ックスキヤン（BectonDickinson）で測近し、Gl期、S期GγM期各時期に存在す
る細胞の割合を角神戸した。

2．2．4・分裂指数の測定

」
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細胞を陀Sで2回洗浄し、スクレイパーで細胞を剥がし取り、6000叩mで5分

間遠心後、0・075MKClを1mlに15分間室温で懸濁した0次に、氷冷した500〝l

のC甜nOy’s徹ahve試薬（メタノール：炸酸＝3：l）（保存不可）を加え、良く懸濁

した。6∝肋pmで5分間遠心し、上清を除き、500〃1のC肌Oy－s缶xadve試薬を加

えた。この操作をもう一度繰り返した後、400FLlのCamoyTs敵ative試薬を加え懸

濁した。d叫Pで湿らせたスライドグラスの緑に100〃1の細胞懸濁液をたらし、余

分なd鱒Pをキムワイプで吸い取り、スライドグラスを風乾した。これを、顕微鏡

で観察し、核の数（i）と核膜が壊れ凝集した染色体の数（m）を計測し、M期の割合

Ⅰ通＝nl／（m＋i）を計測した。

2．2．5　抗体

抗サイクリンBl抗体（ウサギポリクローナル抗体）は、SantaCruZBiotechnology

社製、抗Cdc2抗体（ウサギポリクローナル抗体）は、UpstateBiotechnologyhcorporated
社製を使用した。

2．2．6　細胞抽出液の調製と免疫沈降及びウエスタンブロソティング

細胞は、プロテアーゼインヒビター（0．1mMPMSF、5FLghnlaprotinin）、フォス

ファターゼインヒビター（0・lmMNavanadate、0．1mMNaF）、1mMDTrを含むEBC

iysisbufftr（50mMTrispH8・0、120mMNaCl、0．5％NP40、1mMEDTA）で30分溶解

させた○次に】50001pm、0℃で15分間遠心し、細胞の残骸等を沈殿させて上清を

細胞抽出液とした。同数の細胞由来の州包抽出液各サンプルに各抗体を加え、4℃

でほ時間静置したた後、ProtainA－Seph之irOSebeadsを加え、4℃で1時間撹拝した。

その後10000rpm、0℃で5秒間遠心し、免疫沈降複合体衝otainA－Sepharosebeads

を沈殿させ、上清を除いた。この操作を3回繰りかえし免疫沈降複合体を得た。免

疫沈降複合体は、4xSDSSamplebufftr（200mMTris－Cl，pH6・8、400mMDTr、8％SDS、

0・4％BromophenoIBlue、40％glycerol）を加え、沸騰している水中で4分間煮沸した

後SD3ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分画した。ゲルより蛋白質をPVDF

メンプレン（Fmlipore）、ニトロセルロースメンプレン（Amersham）に転写し、各

抗体でイムノブロットを行った。次に、Pro血ん＝Ⅳを1時間反応させた後、Eα

ブロソティング法（Amer血n）で蛋白質を検出したoEαブロッティング法に関

しては、製品使用法に従った。ダイレクトライセイトは、細胞を直接SDS－Smple

bufftT（40mMTris－HCl，PH6・8、0・1MDTT、1％SDS、10％glycerol、0・05％Bromophenol

蝕e）で融解し、沸騰している水中で4分間煮沸した後1500叫mで5分間遠心して
調整した。

2．2．7　キナーゼアツセイ

抗Cyclin別抗体を用いた免疫沈降により得たCyclinBl免疫沈降物複合体を
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K：inasebufftT（50mM肥PES，PH7・5、1hMMgCl∂で2回洗った後、基質の5FLg馳ton

Hi（Bo已hringeTMannheim）、【Y39］ATP33pCi（0・12MBq）（NEN）を含む25plの

Kinasebu仔訂（フォスファターゼインヒビター（0・1mMNavanadate、0．lmMNaF）

と1mMDTTを含む）中で、30度、15分間インキエペー卜した。次に素早く4xSDS

S郡P王ebu晩rを加えて、良く撮拝し、沸騰している水中で4分間煮沸し反応を停止

させた。次にSDSポリアクリルアミド電気泳動法により蛋白質を分画し、ゲルを

完全に乾燥させた後リン酸化された伽onHlに取り込まれた［3D］をFLjiBAS－2000
イメージアナライザーで測定した。

2．2．8　定量的RT＿PCR

棚包をPBSで2回洗浄し、200FLlのisogen（NipponGene）で融解してTotalRNA

を抽出した。各TotalRNAIFLgよりoljgodTプライマー（taka．raRNALAPCRKit

ABu／）を用いてFirstsh・andcDNAを合成した。TotalR甑1pgと100pmolの01igodT

プライマーにDEPC処理した＝20を加え全量を12〃1にし、70℃で10分間インキ

エペー卜した。すぐに氷上に移し、4p15xbststrandbufftr（Gitx＝OBRL）、2p10．1M

DTT、1FLIDEPC処理したfi20、1FL12・5mMdNTP（GjbcoBRL）を混ぜた溶液を加

え・・室温で2分間静置した0次に、SuperSCriptTMⅡRT（GibcoBRL）を1〃1加え、42℃

で1時間、インキエペー卜した0これを、d氾0で10分の1希釈したものを用い
て以下のPCRをおこなった。

けンプル当りfbrwardプライマーー〃l（10pmoJ）、reVerSeプライマー1pl（10p

mol）、10xPCRbuffbr5Fll、2・5mMdNTP4iLl、dfi2037・9FLlを混ぜた反応液を作り、

この反応液1サンプル分に対しTaqpolymeraSe（TAKA叫0■3pl、抗Taqpolymerase

抗体（CLONTECHLaboratohes，Inc・）0・3plを加え、良く撹拝し、室温で2分間静

置した。これを氷上に置いたサーマルサイキュラー（PE旺INELMER）用のチエ

づに49・5〃1づつ加え、0・5〃1の10分の1希釈Fhsts打andcDNAを加え、良く撹

拝し、サーマルサイキュラーを舛℃の状態からPCR反応をおこなった。次にPα

産物（サイクリンBl、サイクリンB2フラグメント2〃l）をSacI（TAKA叫、

Sa＝（TA監A餌）で処理し、サイクリンBlおよびサイクリンB2のDNA断片の特

異的増幅の確認を行った。PCR反応によるサイクリンBl、サイクリンB2の増幅

がプラトに達しないサイクル数および鋳型のcDNA量を調べた結果、28回のサ

イクル数、0・5〃1で定量的なPCRが行なえることが確認できたopα反応は、舛℃

3分憫後、舛℃1分間、60℃1分間、72℃2分間のサイクルを28回反応を行い、サ

イクル終了後、72℃、2分間郎させたopcR反応をおこなった各サンプル20〃1

を地r含有1％アガロースゲルで電気泳動し、Wを照射し各バンドの光度を

DensitoGraph（ATTO）で測定し、同時にP侃反応に用いたFirst strandcDNA量のコ

ントロールとしてGAPDHの特異的プライマー（fbrw訂dプライマー10pmol、

陀－′erSeプライマー1〃田仲mol））を用いたPα反応を行った。
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2．2．9　細胞内蛋白質のラベル及びパルスチェイス実験

同調細胞を透析した10％FBS、15％LCMを含むメチオニンを含まないDMEM

で30分間培養した0この時同時にcAMP処理も行ったoその後この培地に60pCi

35s－メチオニン（rTTuN35s－LABEL，1175CihTmOl）（ICN）を加えて細胞内蛋白質を

ラベルした。細胞をPBSで5回洗い、培地を完全に取り除いた後、10％f唱S、ラ

ベルされていない25〃か血メチオニンを含むDMEMで各時間培養した。ラベル

された蛋白質は、上記の方法で分画し、測定した。
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Z．3 結果

2．3．lcÅMPは、マウスマクロファージ細胞のG2／M期進行を阻害する

マウスマクロファージ由来細胞株Bacl．2F5A細胞は、CSF－1に依存して増殖及び

生存する（Murray，A．1994）。CAMPのアナログ（ジブチルcAMP、8BrcAMP）や

細胞内cAMP濃度を上昇させる因子（プロスタグランジンE2、BMX、コレラ毒

素）を増殖中のB肛1．2F5A細胞の培地に添加すると、細胞周期のGl期、G2／M期

で細胞周期進行が阻害されることが知られている（Mu汀叩A．dd．，1994）。一一方、

ラバマイシン等の他の細胞周期進行阻害剤は、Gl期のみで細胞周期の進行を停止

させる（Mu汀町，A．1994）。G2／M期の進行阻害は、PKAの活性化因子でのみ引き起

こされる現象であることから、PKAの活性化がBacl．2F5A細胞のG〟M期進行を

阻害すると考えられる。そこで、増殖中のBacl．2F5A細胞を細胞内のcAMP濃度

を上昇させる試薬（8BrcAMP、BMX）で処理し（以下では、この処理をcAMP

処理と述べる）、G即M期の進行阻害を解析した。増殖しているBacl．2F5A細胞を

cAMP処理後、細胞周期の各時期の割合を3時間おきにフローサイトメトリーによ

り測定した（図2．3）。その結果、CAMP処理開始後、Gl期に存在している細胞の

割合は、徐々に増加した。逆に、S期に存在している細胞の割合は徐々に減少して

いった。一方、G即班期に存在している細胞の割合は、CAMP処理後9時間まで増

加したが、9時間をピークにその後徐々に減少した。以上の結果からcAMP処理に

よるG訓漬期進行阻害は、不可逆的な停止ではなく、G2／M期における細胞周期進

行の一時的な遅延であることが示唆された。

次にcAMPによるG2／M期への影響を詳しく角神子するために同調細胞を用いた

実験を行った。増殖中のBacl．2F5A細胞をCSF－1を除いた培地で22時間培養す

ると、細胞は増殖を停止するため細胞周期のGαGl期で同調させることができる。

その後CSF－1を添加して増殖を開始させて細胞周期が同調した状態で進行させた。

CSF－jを添加後、数時間おきにcAMP処理を行い、細胞がGl期停止をおこさず

にS期に進行できるcAMP処理の時期を決定した。CSF－1を添加後6時間でcAMP

処理を行うと細胞は、Gl期で停止したが、CSF－1を添加後8時間でcAMP処理を

行ったところ、ほとんどのBacl・2F5A細胞は、Gl期で停止せずS期に進行した（血

notshown）。CSF－1を添加後8時間で棚包をcAMP処理することにより、CAMPの

G2即期進行への影響を主に角抑けることカ呵能となった。そこでBacl，2F5A細胞

を同調して細胞周期を進行させ、CSF－1を添加後8時間でcAMP処理し、3時間お

きにフローサイトメトリーで細胞周期の各時期の割合を測定した（図2．4）。その結

果、CÅMP処理細胞、未処理棚包ともにCSF－1添加8時間後から11時間後の間に

S期に進行し、その後徐々にS期より脱出した。CSF－1添加17時間後。AMP未処

理細胞では2度目の細胞周期の開始が見られるが（S期に存在する細胞の割合の再

上昇）、CAMP処理細胞では2度目の棚包周期の開始は見られず、全ての細胞はGl
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図2・3増殖中のBacl・2F5A細胞をcAMP処理した際の細胞周期各時期の細胞の
割合の経時変化

増殖中の細胞にcA膵処理し、処理開始時（0時間）から処理後封時間まで3

時間おきと処理後36時間の細胞周期の各時期の割合をフローサイトメトリーで解
析した。

□は、
Gl期の細胞の割合田は、S期の細胞の割合固は、G2伽期の細胞の
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図2．4　cAMP処理、未処理細胞の各時期の細胞の割合の経時変化

cAMP処理、未処理それぞれの条件下での同調培養した棚包の細胞周期の各時期

の割合を経時的にフローサイトメトリーで解析した。CSF－1添加後8時間でcAMP

処理行った。

⑳は、。AMア処理細胞。◇は、未処理細胞。
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期で停止したままであった。次にG〟M期への進行に関しては、CAMP処理、未

処理細胞ともに11時間から14時間後の間でG〃M期に存在する細胞の割り合いの

増加（則ちG2伽期への進行）が開始した。CAMP未処理細胞は、17時間から20

時間後の間にはG2即期より脱出したが、CAMP処理細胞では、多くの棚包がまだ

G2朋期に存在していた。CAMP処理細胞では、未処理棚包でG2M期に存在する

細胞がピークに達する－4時間から17時間後の間もG2伽期に存在する棚包は増加

し続け、i7時間でピークに達し、その後減少した○即ちcAMP処理は、棚包のG

期からGl期の移行を3時間程遅延させた。以上のことから、。AMPは、Ba。1．2F5A

棚包のS期の進行および、S期からG2朋期への移行には影響しないが、G2期の

進行、G2即期の移行、M期進行、M期からGl期への移行のいずれかまたは複数

に影響することが明らかになった。

次に、CAMPの影響するG2M期中の正確な時期を解析するために、同調した

CA相好処理、未処理細胞の分裂指数（M期に存在する細胞の割合）を測定した（図

2・5）。棚包がM期の前中期に進行すると核膜が速やかに崩壊する。その後、終期

まで進行すると再開刻莫の形成が起きる。この間、染色体は核膜に覆われておらず、

むき出しの状態であり、顕微鏡下で染色体を観察することができる。核膜が崩壊し

て染色体がむき出しになった細胞の割合を示す値が分裂指数である。CAMP未処理

の細胞はCSF－1添加13時間後からM期に進行し始め、17時間後前後でその分裂

指数はピークを示し、その後徐々に減少した○一方、CAMP処朝田胞では、CSF＿1

涼加17時間後からM期に進行し始め、21時間後前後でその割り合いはピークを

示し、その後減少した。則ち、CAMP処理した棚包では、G2期からM期へ移行す

る時期が、未処理細月包に比べて約4時間遅れていた0また、CAMP処理、未処理細

胞の分裂指数の価を比較するとその価は、．非常に近い価（3－4％）を示しているこ

とから、M期の進行は遅延していか－○これに対して、フローサイトメトリーに

よるG2期とM期の棚包の割り合いの和であるG2伽期の価は、CA膵処瑚那包で

は未処卿耶包を大きく上回っていた。以上のことから、CAMPによるG2M期への

作用は、G2期の進行または、G2期からM期への移行の遅延であり、その時間は、
約4時間であることが判明した。

2・3・2　cA♪ぽは、サイクリンBl／C血2複合体の樹生化を遅延させる

細胞がG2期からM期に進行する際には、サイクリンB仰c2複合体が活性化さ

れることが必要であり、M期を終了する際には不活性化することが必要であるこ

とが知られている（KingR・W・etal・，1994）。Bタイプサイクリンは、2種類幸陪さ

れており、そのうちサイクリンBlがG2伽期の移行を制御している（JackmanM．et

aい995）。そこで、CA仰のサイクリンB働c2複合体の活性化への影響を解析し

た02・3・iと同様にBacl・2F5A細胞を同調培養し、CSF－ほ添加して同調して細胞

周期を進行させた後8時間後にcA膵処理を行ったoGγM期に進行した細胞より
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細胞抽出液を作成し、サイクリンBlを特異的に認識する抗サイクリンBl抗体を

用いて細胞抽出液より免疫沈降物を得、ヒストンHlを基質に血血キナーゼア

ツセイをおこないサイクリンBIP＝dc2複合体の蘭生を調べた（図2．6）。CAMP未

処理棚包では、サイクリンBl忙血2複合体の蘭生は棚包周期を進行させた後17時

間でピークに達した0一方、CAMP処郵耶包では、未処理細胞に4時間遅れてCSF＿1

添加21時間後にサイクリンBl忙血2複合体の活性がピークに達した。ピークの時

点の前でも高いサイクリンBl′C血2複合体の活性が見られるが、これは免疫沈降

中に未知の機構で複合体が一部活性化されるためである。免疫沈降物を氷上で長い

間置いておくだけで、サイクリンB忙dc2複合体の活性は上昇する（datanotshown）。

サイクリンB／Cdc2複合体の蘭生化には、その活性サブユニットであるmc2の活

性化させるリン酸化と活性を抑制するリン酸化の除去が必要である。C血2のリン

酸化状態は、SDSポリアクリルアミド電気泳動をおこなうことにより、C血2の移

動度の差で検出できる0そこで、サイクリンBl忙dc2複合体の活性測定に用いた

CAMP処理棚包、未処漸耶包中のCdc2のリン酎ヒの状態を解析したところ、未処

理細胞では、細胞周期を進行させた後－7時間後にCdc2の抑制的なリン酎ヒが減

少した。一方、CAMP処瑚耶包では、棚包周期を進行させた後21時間後にC血2

の抑制的なリン酎ヒが解除されていた（図2・7）0則ちcAMPは、サイクリンB忙dc2

複合体の活性を抑制しないが、活性化を約4時間遅延させ、G2期からM期への移

行を遅延させる。また、サイクリンB忙dc2複合体の活性化のピークおよびαc2

の抑制的なリン酸化の解除の時期は図2・5の分裂指数のピークとほぼ一致する。

2・3・3　cAMPは、G2期におけるサイクリンBl蛋白質の蓄積を遅延させる

次に、CAMP処理によりG即M期移行が遅延した際の棚包内のサイクリンBIK：dc2

複合体の各構成蛋白質の発現量の経時変化を解析した。まず、同調培養したcAMP

処理細胞と未処理棚包のサイクリンB】タンパク質の発現量の経時的な解析を行っ

た（図2・8）。未処理細胞では、S期の後半（CSF－1添加後11時間後）よりサイク

リンBl蛋白質の発現が見られ始め、G2期の間徐々に蓄積し（CSF－1添加後11＿15

時間後まで）、細胞がM期に進行した時点（C別ト1添加後15－17時間後）で、サイ

クリンBl蛋白質の発現量はピークに達し、その後速やかに減少した。一方、CA膵

処理棚包では、末処朝田胞と同様にS期の後半（CSF－1添加後11時間後）よりサ

イクリンBl蛋白質の発現が見られ始めたが、サイクリンBl蛋白質の蓄積の増加

速度は未処理細胞に比べて低下していた。CA膵処理棚包のサイクリンBl蛋白質

発現量のピークは、19時間前後であり、発現量がピークに達する時間が未処理細

胞に比べて約4時間遅れていた。サイクリンBIK＝dc2複合体の形成は、CAMP処理

棚包、未処理細胞ともにサイクリンBl蛋白質の発現に伴って見られたことから、

CA膵処理による複合体の形成阻害はなかった（dahnotshown、図2．7（仙2のリ

ン酸化は、Cdc2がサイクリンBと複合体を形成している時のみ見られる）。また、
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図2・6　cAMP処理、末処斬耶包のサイクリンBl忙血2複合体の活性の経時変化

CA膵処理、未処理それぞれの条件下での同調培養した細胞のサイクリンBl燭c2

複合体の活性を経時的に測定した。CSF－1潮口後8時間でcAMP処理行った。

琵は、CAMP処理細胞。団は、未処理細胞。
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－CAMP ＋cAMP

S　15161719　212325161719　212325（hours）

図2．7　cAMP処理、未処理細胞のCd2の発現量及びリン酸化状態の経時変化

時間は、CSFl添加後の時間を示し、CAMP処理は、CSF」添加後8時間で行っ

た。Sは、CSFlを除去した培地で訟時間培養した細胞由来の細胞抽出液。
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図2月　cAMP処理、未処理細胞のサイグリンBl蛋白質発現量の経時変化

a cAMP処理、未処理の同調培養細胞のサイクリンBl蛋白質発現量。時間は、

CSFl添加後の時間を示し、CAMP処理は、CSトl添加後8時間で行った。

b aのバンドの強度をデンシトグラフで測定した。CAMP処理棚臥未処理細

胞それぞれの最大の強度を100％とし、各時間のバンドの％を計算し、グラフ

●は、。AM塊理細胞。◇は、未処酬胞。
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CAMP処理細胞、未処理細胞でαc2蛋白質発現量の差は、見られなかった（図2．7）。

以上のことから、CAMPに発したシグナルによるサイクリンBl忙血2複合体の蘭生

化の遅延の原因は、サイクリンBl蛋白質の蓄積を遅延であると結論することがで

きる。

2・3・4　cAMPは、G2期におけるサイクリンBlmRJuの蓄積に影響しない

蛋白質の発現量は、mRNAの転写、安定性、蛋白質の翻訳、翻訳後の安定性で

制御される。そこで、CAMP処理によるG2期でのサイクリンBl蛋白質の蓄積の

遅延が、サイクリンBlmRNAの転写の阻害、またはサイクリンBlmRNAの安定

性の低下によるものであるかを解析するために、同調培養したcAMP処理細胞、

未処理糸耶包のサイクリンBlmRNAの発現量を経時的に解析した。サイクリンBl

mRNAは、細胞がG2期を進行するに連れて増加し、M期でピークを示す（Hwang

etal・，1995；Cogswelletal・，1995；Piaggioetal，1995）。その後細胞がGl期に進行すると

サイクリンBl蛋白質は、劇的に減少するが、サイクリンBlmmは、その蛋白

質とは異なり徐々に減少する（BrandeisandHunt，1996）。サイクリンBlは、サイク

リンB2とヌクレオチドレベルで非常に相同性が高く、また、サイクリンB2のmm

発現量の細胞周期を通じての変動は、サイクリンBlと同様である（B，a。deisa。d

Hunt，1996）。このため、サイクリンBlmRNAの全長、または、長い配列を用いた

ノザンブロッティングによる解析では、サイクリンBlおよびサイクリンB2をと

もに検出し、サイクリンB2のmRNA量に影響され、サイクリンBlmRNA量の

変動を正確に測定出来ないことが予想される。そこで、サイクリンBlおよびサイ

クリンB2それぞれに特異的なプライマーを用いた（図2．9．a）定量的灯－PCR法を
行った。

これらの特異的なプライマーを用いたPCRによってサイクリンBlおよびサイ

クリンB2の単一バンドを得ることができた（レーン1、6）。これらの特異的なプ

ライマーにより増幅されたサイクリンBlおよびサイクリンB2の配列は、それぞ

れ異なる制限酵素（SacI、SalI）の切断サイトを含む。サイクリンBl特異的プラ

イマーによるPCR産物は、Saclでは、切断されないがSal1により完全に切断され

た（レーン2、3）。また、サイクリンB2特異的プライマーによるPCR産物は、Sacl

で完全に切断され、SaIlでは切断されなかった（レーン4、5）。これよりこれらの

特異的なプライマーを用いることにより、サイクリンB－とサイクリンB2それぞ

れのmRNAを特異的に増幅できることが確認できた。また、灯鮎eを用いなかっ

た場合、これらの特異的プライマーを用いたPCRでは、DNA断片は得られなかっ

たため、ゲノムの混入はなかった（datanotshown）0定量的なPCRを行うため、PCR

反応産物の量が用いた鋳型のcDM量と比例している範囲を調べ、この条件下の

鋳型のcDNA量で定量的なPCRを行った（図2．9．b）。

同調培養したcAMP処理、未処理Bacl・2F5A細胞よりtotalRNAを抽出し、サイ
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図2・9・a　サイクリンBl、サイクリンB2特異的プライマーによるPCR産物と

その制限酵素処理による特異的切断

a PCRで増幅したフラグメントを2つの異なる制限酵素（SacI、SalI）で
酵素処理をおこなった。

レーン1（1）サイクリンBl特異的なプライマーで増幅したフラグメント

レーン2（1）をSacI処理したもの

レーン3　（1）をSalI処理したもの

レーン4（2）をSacI処理したもの

レーン5（2）をSalI処理したもの、

レーン6（2）サイクリンB2特異的なプライマーで増幅したフラグメント

図2・9・b　鋳型cDNA量に対する反応産物の量

鋳型cDNA量を0・5plずつ増加させたときのPCR反応産物の量をデンシトグラ
フで測定した。
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クリンBl得意的なプライマーを用いた定量的RT－PCRを行いサイクリンBlmRNA

の発現量の経時変化を測定した（図2．9．c）。CDNAの量のコントロールとして細胞

周期の各時期でmRNAの発現量の変動がないGAPDHの特異的プライマーを用い

たPCRで確認した（datanotshown）。CAMP処理、未処理細胞ともにS期の後半（CSF－1

添加後11時間後）で、微量のサイク1）ンBlmRNAが発現しており、その後G2

期を進行するにつれ発現量は増加した。CSト1添加後17時間後までサイクリンBl

mRNA発現量の価の変化は、CAMP処理、未処理細胞ともに同様の挙動を示した

ことから、G2期の間（CSF－1添加後11－15時間後）、CAMPは、サイクリンBlmRNA

の蓄積に影響しない。一方、CAMP未処理細胞ではサイクリンBlmRNAはM

期進行後も増加し、M期からGl期に移行する時期でピークに達してその後減少し

たが、CAMP処理細胞では、M期でのサイクリンBlmRNAの蓄積が若干阻害され

た。以上の結果から、CAMPは、サイクリンBlmMの発現量に影響してG2期

中のサイクリンBl蛋白質の蓄積を遅延させるものではないことが判明した。

2，3．5　cAMPは、G2期のサイクリンBl蛋白質を不安定化させる

cAMPは、G2期においてサイクリンB］mRNAの発現の挙動を変えず、また、

サイクリンBl蛋白質の翻訳にも影響しなかった（datanotshown）。そこで、次に

CAMP処理によるG2期におけるサイクリンBl蛋白質の安定性への影響を解析し

た（図2．10）。G2期でのサイクリンBl蛋白質の安定性を解析するため、同調培養

したBacl．2F5A細胞をS期後期に進行させ（CSF－1添加後11時間）、35sメチオニ

ンで1時間細胞内の蛋白質を標識し、その後35sメチオニンを除去し過剰な標識さ

れていないメチオニン存在下で培養し、CAMP処理細胞、未処理細胞の標識された

サイクリンBl蛋白質の残存量を抗サイクリンBl抗体で免疫沈降し測定した。サ

イクリンBl蛋白質は、細胞がM期よりGl期に進行するとすみやかに分解される

（Kngetal；1994）。そこで正確な測定を行うためにcAMP未処理細胞の培地にノコ

ダゾールを添加した。ノコダゾールは、細胞のGl期への移行を阻害するが、サイ

クリンBl蛋白質の分解を直接阻害しない。ノコダゾールを培地に添加することに

よりシャーレから離れる丸い細胞が増加した。このためcAMP未処理細胞のサイ

クリンBl蛋白質量も若干の減少が見られた。CAMP未処理細胞とcAMP処理細胞

のサイクリンBl蛋白質の安定性を比較すると、CAMP処理細胞ではサイクリンBl

蛋白質の安定性著しく低下していた。解析をおこなった期間、CAMP処理細胞はシ

ャーレから浮遊せず、また、G即M期に存在し、Gl期へ移行していないことを確

認している。また、CAMP処理と同時にノコダゾール処理を行った場合でも同様に

サイクリンBl蛋白質が著しく不安定化された（datanotshown）。

以上の結果より、CAMPに発する細胞内シグナルの活性化によりG2期のサイク

リンBl蛋白質が不安定化され、その結果としてサイクリンBl蛋白質の蓄積の遅

延、サイクリンBl忙血2複合体の活性化の遅延、細胞のG2期からM期への移行
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図2．9．c cAMP処理、未処理細胞のサイクリンBlmRNA量の経時変化

cAMP処理、未処理細胞より得たcDNAを鋳型にし、サイクリンBl特異的なプ

ライマーを用いたPCR反応を行い、サイクリンBlmRNA量の経時変化を測定し

た。Densitographで各時間のバンドの強度を測定し、CAMP処理、未処理細胞それ

ぞれの強度の最大値を100％として各時間の強度を％で表した。

⑳は、。AMP処理細胞。◇は、未処理細胞。
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図2・10　cAMP処理、未処理細胞のG2期におけるサイタリンBl蛋白質の安定性

a　パルスチェイス法によってcAMP処理、未処理細胞のα期におけるサイ

クリンBl蛋白質の半減期を測定した。

b aの値を測定し、グラフに表した。チェイス開始時のサイクリンBl蛋白質

の存在量を100％として各時間のサイクリンBl蛋白質の存在量の割合で示し

た0未処理細胞のノコダゾール処理を行わなかった場合も同様の結果が得ら

●は、CAMP処理細胞。◇は、未処理細胞。
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2．4 考察

細胞のセカンドメッセンジャーであるcAMPは、多くのホ）L／モンの刺激により

細胞内濃度が上昇し、細胞内のシグナル伝達において様々な細胞種で広く一般的に

働いている。例えば、肝細胞、筋肉細胞においては、アドレナリンがグリコーゲン

の分解を引き起こすが、この際にcAMPがセカンドメッセンジャーとして働いて

いる。CAMPに発したシグナ）L／はPKAの音副生化を通して下流に伝えられる。PKA

の下流で働く経路の1つであるCREBは、PKAの樹生化によりリン酸化され、プ

ロモーター領域にCREサイトを持つ遺伝子の転写を制御している。また、PKAは、

Raト1をリン酸化することによって鮎仁1シグナル経路を阻害することも報告され

ている（Hafr）eretal．，1994）。細胞の増殖に村するcAMPの効果は、細胞の種類によ

って異なるが、CAM叩KA経路を介したシグナ）L／は、最終的に細胞周期進行を制

御する機構に伝達される。血球系細胞では一般的に増殖抑制的に働くことが知られ

ており、CAMPによる細胞周期進行阻害の制御機構は、有効なモデルシステムであ

るマウスマクロファージ細胞を用いてよく理解されている（K如etれ1994；Ⅴ血0改

al・，1990；Rocketal・，1992）。CAMPによってGl期で停止したマクロファージ細胞では、

Gl期進行に決定的な役割を果たしているサイクリンD／G舶頭複合体のサブユニッ

トの発現の抑制やCdkインヒビター、P27Kiplの発現誘導によるサイクリンD

複合体キナーゼ活性が抑制されている（C∝ksetal，1992；Vadivelooetal，1996）。アン

チセンスp27Kわ】cDNA発現ベクターをマクロファージ細胞に導入によってcAMP存

在下でもGl期からS期に進行することから（KatoumPubusheddata）、CAMPによる

Gl期停止には、P27粘plが決定的な働きをしている。

CAMPに発したシグナルは、マクロファージ棚包のG2期進行をも抑制している

ことが報告されていたが（Katoetal・，1994）、その作用機序は未知であり、当然分子

機構も解明されていなかった。本研究結果より増殖中のマクロファージ細胞に細

胞内cAMP濃度を上昇させる薬剤を加えるとG封M期に存在するの細胞数が一時

的に増加し、その後減少し、最終的に全ての細胞が、Gl期で停止した。細胞周期

を同調した細胞を用いた結果から、CAMPは、細胞のS期進行、M炬1期移行には

全く影響しないが、G2期に一時的に細胞を停止させてG2期からM期への移行を

約4時間遅延させることが判明した。このG2期進行遅延の原因は、サイクリンBl

蛋白質の蓄積の遅延を伴うサイクリンB－忙血2複合体の蘭生化の遅延であった。

蛋白質の蓄積の遅延の原因としてm卿Aレベルと蛋白質レベルの制御が考えられ

るが、G2期でのサイクリンBlmRNAの発現は、CAMP添加によって影響されて

いなかったoG2期において本来サイクリンBl蛋白質は安定である。しかし、CAMP

処理した相月包では、サイクリンBl蛋白質の半減期が著しく短くなっていた。これ

らの結果は、CAMPに発したシグナルは、サイクリンBlmRNAの転写、安定性に

影響しないが、サイクリンBl蛋白質を不安定にすることによってサイクリン
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Bl忙dc2複合体の活性化を抑制しG2期進行を制御することを示している（図2．11）。

細胞には、DNA複製の完了とmA損傷の修復をモニターするG2チェックポイ

ントが存在している。DNA障害などによりG2チェックポイントが緻くと、細胞

は、細胞周期の進行が阻害されG2期に留まり、複製の完了、修復の完了なしに細

胞分裂がおきることを防ぐ。このG2チェックポイントが働いたときのサイクリン

B忙dc2複合体の制御機構の解析が種々おこなわれている。サイクリンBIK：dc2複

合体のブ創生化制御については、Cdc2の14位のスレオニン、15位のテロシンがWeel、

Mikl、Mytlによってリン酸化されることによる負の制御と、Cdc25Cによるこれ

らの脱リン酸化という正の制御によって行われるというモデルが提唱されている。

出芽酵母の変異株を用いた実験では、Cdc2の14位のスレオニン、15位のテロシ

ンの各サイクリンB忙dc2複合体活性を負に制御するリン酸化部位を置換してもG2

チェックポイントが正常に働くことからG2チェックポイントにおいて、サイクリ

ンB忙dc2複合体の不活性化リン酸化は関与していないことが示唆された（Amonet

al．，1992；SorgerandMurray1992；Booheretal．，1993；Stuelandetal．，1993））。しかし、分裂

酵母のWeel、Miklの両方を変異させた変異株が、DNA合成阻害剤ヒドロキシウ

レア存在化でもG2期で停止しないこと、それぞれの単独の変異株では、G2チェ

ックポイントが働くこと、また活性を負に制御するリン酸化部位を置換した場合、

ヒドロキシウレア存在化でM期の遅延が見られないことなどから、分裂酵母にお

けるG2チェックポイントは、不活性化リン酸化が関与していると考えられる

（Lundgrenet　al．，1991；En∝handNurSe1990；Rowleyetal．，1992；BafbetandCarr1993）。

また、KumagaiらはX飢OPuSeXb・aCtSを用いた実験からCdc2のリン酸イ因犬態とは

独立にサイクリンBIK：dc2複合体の活性を抑制する画分を幸陪している紅umagai

andDunphy1996）。一方、ほ乳類の細胞におけるDNA障害によるチェックポイン

トでは、p53が紛いていることが幸陪されている。P53は、Gl期においては、C此

インヒビターであるp21年1を誘導し、それによりサイクリン忙dk複合体の樹生を

抑制し、Gl期停止をもたらす。G2期においては、14－3－3♂を発現誘導し、αc25C

の不浄性の状態にして、サイクリンB忙dc2複合体の活性化を阻害しG2M期進行

を抑制する。M叫らは、Hela細胞を用いてナイトロジェンマスタードなどの薬剤

を用いたDNA損傷によるG2チェックポイントの樹生化に伴い、G2M期進行阻

害がおきることをフローサイトメトリーで観察し、このときサイクリンBl蛋白質

の蓄積の遅延および、サイクリンBlmRNAの蓄積の遅れがあることを報告してい

る（Maityetal・，1996）。以上のようにG2チェックポイントの働く経路は種々存在し

ており、その際のサイクリンB忙dc2複合体の制御は様々である。本研究では、DNA

複製の阻害などが起きないため、G2チェックポイントは働いていないと考えられ

るが、Maityらで見られたのと同様のサイクリンBl蛋白質の蓄積の制御によるG

期移行の遅延が、観察された。このことからこの現象は、CAM叩KA経路に特異

的な現象ではなく、G2チェックポイントも含むG即M期の細胞周期制御機構の－
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部であり、G2朗期では、CA仰の経路も含めた種々のシグナル経路が関与して細
胞周期進行を制御している。

サイクリンBmm量は、S期の途中より徐々に増加し、G即M期をピークにそ

の後Gl期に進行すると徐々に減少する0このmm量の調節には転写レベル、

mRNAの安対生のレベルでの調節が行われている0サイクリンBrriRNAの転写活

性は、GγM期で高くなっている0しかし、細胞周期に依存して転写蘭生を調節し

ている因子に関してはほとんど判っていない0本研究により、マクロファージ細胞

においては、CAMPの経路でPKAの下流で働く因子が、サイクリンBmmの発

現調節をおこなっている示唆が得られたため、サイクリンBmmの発現制御を

理解する手掛かりになると考えられる。

サイクリンBは、M期を終了するために分解される必要がある。分解には、サ

イクリンBのN末にある破壊ボックスと呼ばれる領域が重要であり、エビキチン

プロテアソーム依存性蛋白質分解系により行われる。M期終期にサイタロソーム

または亜Cと呼ばれる路Cリガーゼが特異的に蘭生化され、サイクリンBl蛋白

質をエビキチン化する0エビキチン化されたサイクリンBは、26Sプロテアソーム

によって速やかに分解される（Kingeta），1995；Hoytetal，1997）。分裂酵母においては、

CAMPPKA経路がAPCの形成と活性化を阻害し、M期終了を阻害することが報告

されている（YamaSitaetal・，1996）。ほ乳動物細胞では、Polo－keキナーゼが、APC

のサブユニットを特異的にリン酸化することによりその蘭生を正負に制御している

（Kotanietal・，1998）。Nm3T3棚包では、PKAの㈲生がM期の開始と共に速やかに

上昇し、M期初期で最大レベルに達し、M期前期には減少する（Kotanietal．，1998）。

これらの結果はPKAの活性化が∬Cの活性を阻害し、サイクリンBの分解を抑

制することを示しているようである。しかしながら、ズ由甲描の卵抽出液を用いた

研究ではcAM町曹ⅩA経路の樹生化がサイクリンB蛋白質の分解開始に必要であり、

M期からの脱出にも必要であることが示された（Griecoetal，1996）。更に、CAMP

の効果は細胞の種類によって各々異なり（Boyntonetal・，1998）、又NHi3T3細胞に

8BトCAMPとIBMXを加えても増殖は抑制されない。このことから細胞の種類によ

ってcAM町伊ⅩA経路は異なる分子を標的とすると考えられる。マクロファージ細

胞は特異的なPKAのターゲットとなる蛋白質を発現しており、それによってcA仰

がサイタリンBl蛋白質の安定性を低下させ、細胞周期進行を阻害するのかもしれ

ない。最近S期におけるサイクリンAK：dk2複合体の活性がAPCの不括肘ヒに必

要であり、サイクリンAの免疫除去や、p27坤1の発現によってS期においてサイ

クリンBlの分解が起きることが報告された虹ukaseta）・，1999）。Bacl．2F5A細胞

は、CAWPKA＃路の活性化によってp27坤】を発現誘導する亀toetal．，1994）。今

回の研究でもcAM叩払経路の活性化によって、棚包が最終的にGl期で停止す

ることから、P27坤は、発現誘導されていると考えられるo G2期におけるcA仰

のp27坤の発現誘導によってサイクリンA侮比複合体の活性が抑制され、サイク

4　0



リンBl蛋白質の分解、及びG2期進行の抑制が引き起こされたのかもしれない。

CAMPは、Gl期ではp27K＊lの発現量を増加させてGl期停止を引き起こし、G2

期ではサイクリンBlを不安定化してG2期進行を遅延させるop27Kわlの発現量の

調節には、エビキチン／プロテアソーム経路を含む細胞周期依存的な分解機構が重

要な役割を果たしている（Paganoetal・，1995；Tomodaetal・，1999）。CAMPは、細胞周

期の時期特異的に異なる分子の分解に働くエビキチン／プロテアソーム経路を制御

し棚包周期の進行を調節している可能性がある0さらにこのGl期、G2期両時期

での細胞周期進行抑制機構は、関連している可能性があることから（Lukasetal．，

1999）、CAMPに発したシグナルの経路の詳細な研究によって今棚田胞周期制御機

構のさらなる解明が、導かれるかもしれない。
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3 第2部　p19ARFによるGl期停止の分子機構の解析
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3．1 背景

Cdkインヒビターp16h抽をコードしている血必怨遺伝子座は、もう1つの蛋白質

P19＾RFをもコードしていることが明らかになった（Quelleetal．．，1995）（図3．1）。

P16仙bとp19AⅣの転写産物は異なるエクソン、Elα、Elβより転写されるが、エ

クソン2、3を共有する（Maoetal・，1995；Soneetal・，1995；Quelleetal・，1995）。P16仙と

P19ARFは、エクソン2、3を共有するが、読み粋が異なるため、p19A肝のアミノ酸

配列は、P16他のそれとは全く異なり、また既知の蛋白質との相同性もほとんど無

い（Que11e，etal・，1995）。しかし、P19ARFは、P16Z血と同様に細胞周期進行を停止さ

せる機能を持つことが明らかになった（Serrano1993；Que】1eetal．，1995；Habe，et

al・，1997）。CdkインヒビターP16肋は、直接Dタイプサイクリン依存性キナーぜ（Cdk4、

Cdk6）と結合し、その活性を抑制し、Rb蛋白質のリン酸化を阻害して、細胞をGl

期で停止させる（Serrano1993；Wainberg1995；Sherr1996；ShenrandRoberts1995）。一方、

P19ARFは、既知のサイクリン／Cdk複合体に結合せず、活性を直接阻害することもな

かった。しかしながら、マウスの繊維芽細胞にp19ARFを過剰発現すると、細胞は、

Gl期のみならずG2M期でも停止する（Quelleetal・，1995）oRb欠損細胞にp16仙

を過剰発現させても細胞周期停止は起きないことから、P16址4aの卿包周期停止機能

は、Rbに依存する0一方、P53欠損細胞やドミナントネガティブp53を持つ棚包

にⅠ〕19ÅRFを過剰発現しても、細胞はp19ARF依存的な細胞周期進行停止をおこさな

い（Quelleetal・，1995；Kamuoetal・，1997）ことから、P19ARFは、p53に依存して細胞

周期を停止させることが示唆された。しかし、p19ARFによる細胞周期停止の分子機
構に関しては、未知であった。

癌抑制遺伝子であるp53は、ヒト癌の約50％で失括がみられることから棚包の正

常性を保つ上で非常に重要な役割を持つ転写因子である。増殖中の細胞のp53の発

現量はごく微量であるが、DNA損傷を引き起こす放射線、紫外線、抗腫瘍剤等に

よってその発現が上昇し活性化するop53の発現量の制御は、主に蛋白質分解機構

によっておこなわれている。p53の生理機能は、DNAに損傷が生じたとき、ひと

まず細胞をGl期、G2M期で停止させ、DNAの損傷を修復してから再び細胞周期

を進行させるという細胞周期進行の監視役であるoDNA損傷が修復できない場合

も、P53は、アポトシスを誘導し、卿包の正常性を維持する。Gl期停止をもた

らすp53のターゲットは、Cdkインヒビターp21Cip】であり（el－Deiryetal・，1993）、G2爪4

期停止では14－3－3♂がターゲットとなる（＝em血getal・，1997）0アポトシスに関

しては、P53は、Baxの発現を誘導して細胞にアポトーシスを引き起こす（Yinet

al・，1997；McCurrachetal・，1997）。このように、P53は、棚包の状態に合わせて転写因

子として様々な蛋白質を発現誘導し、細胞の増殖を制御している○このp53の活性

を制御する上で中心的な役割を果たす蛋白質が、癌遺伝子産物であるMDM2蛋白

質である。MDM2は、P53によって発現誘導される蛋白質であり、N末端領域でp53
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図3．1加点4a遺伝子座の構造

血掴a遺伝子座の構造は、異なる2つの蛋白質p16Ⅰ血とp19A肝の転写産物は、そ

れぞれエクソン1α、エクソン1βより転写され、エクソン2、エクソン3を共有

する。2つの蛋白質のエクソン2、3の読み枠は異なり、ストップコドンは、p16h紬

では、エクソン3にあり、p19A肝では、エクソン2にある。
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のN末端領域に結合して、P53の機能を阻害する。その作用機序は、p53の転写活

性能を阻害する、p53のE3としてエビキチン／プロテアソーム経路による分解に導

く、p53を核内から細胞質に核外輸送して核内での転写と細胞質でのエビキチン化

を促進するなどである（Hauptetal．，1997；Kubbutatetal．，1997；Hondaetal．，1997；

Freedmanetal．，1998）。このようにp53とMDM2との間にはネガティブフィードバ

ックが存在しており、不必要な細胞周期停止を起こさないためのp53の速やかな分

解が保証されている。p19AⅣは、p53に依存して細胞周期を停止させることから、

DNA損傷を引き起こす刺激によるp19ARFの発現が予想された。しかし、P19ARFは

これらの刺激によって発現誘導されないことから、DNA損傷の経路とは異なる経

路で働いていると考えられる（deStanchinaetal．，1998；Kamijoetal．，1999）。

多くのヒトの癌細胞で、hMa遺伝子座の欠失、変異がみられる（HallandPeters

1996；HunterandPines1994；SheaffandRoberts1995；Sherr1996）。多くの変異は、エ

クソン2に起きており、この変異によるp19A肝の機能への影響が調べられたが、

エクソン2の変異は、P16址血の機能を欠失させるがp19A肝の機能に影響しなかっ

た（Quelleetal．，1995）。この結果から、初めp19AⅣは、P161rk4aとは異なり、ヒトの

癌の原因ではないと考えられた。しかし、エクソン1βのみのノックアウトマウス

が作成され、そのマウスが癌を高発現したこと、またこのノックアウトマウス由来

のMEF細胞がRasの過剰発現単独で悪性形質転換したことから、p19ARFも癌抑制

能を持つ蛋白質であることが示唆された（Kam可Oetal．，1997）。以上のように、五舶a

遺伝子座は、P16Ⅰ血とp19A肝の2つの蛋白質によって細胞の癌化を抑制している

重要な働きをになう遺伝子座である。

Ras、Myc、E2F－1等の細胞由来の増殖シグナルやEIA等のウイルス由来の増殖

シグナルは、細胞の増殖を促進するだけでなく、アポトーシスも誘導することが知

られていた。これらの増殖シグナルによるアポトーシスがp19A肝を介して引き起

こされることが明らかになった（Zindyetal．，1998；deStanchinaetal．，1998；Bateset

al．，1998；Palmeroetal．，1998）。正常な細胞にこれらの増殖シグナルを過剰発現させる

と、P53依存的なアポトーシスが誘導されるが、p53欠損細胞と同様にp19A肝欠損

細胞でもこのアポトーシスは誘導されなかった。また、これらの増殖シグナルを細

胞に作用させたときのp19ARFの発現を解析したところ発現量の増加がみられた。

p19A肝は、高増殖シグナルによって発現誘導され、p53の活性化を介して、アポト

ーシスがを誘導する。即ちp19A即は、過剰な増殖刺激によって不死化および形質

転換する細胞を未然に除去する機能を果たしていると考えられている。

本研究では、P19ARFによるGl期停止の分子機構を明らかにした。P19A肝は、マ

ウスの線推芽細胞を主にGl期で停止させる。このGl期停止は、p19ARFによるGl

サイクリンK：dk複合体の活性抑制によってもたらされる。p19A肝は、細胞内のほと

んどのMDM2蛋白質と結合し、MDM2によるp53の分解を阻害してp53を活性化

する。活性化したp53は、CdkインヒビターP21Ciplを発現誘導し、p21Ciplは、Glサ
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イクリンK：dk複合体に結合してその活性を阻害して細胞をGl期に停止させる。

46



F

3．2 材料と方法

分子生物学的な一般的手法に関しては、MolecularCloning2ndedition及び、Current

PrOtOCOIsinMolecu】arBiologyを参考にした。

L

3．2．1ベクターの構築

マウスの肺組織よりIsogen（NipponGene）を用いてTotalRNAを抽出した。この

TotalRNAIFLgを鋳型とし、randomoligoPrimerとAvianMyeloblastosisVi，。S，eVerSe

transcriptaseとTakaraRNALAPCRKit（AMV）を用いてcDNAを合成した。この

CDNAを鋳型にp19A肝のコーディング領域を特異的に増幅可能なプライマー（5′＿

CATATGGGTCGCAGGTTCTTGG－3′と5′－GGATCCGTGCTrGAGCTGAAGCTA

TG－3′、センスプライマーの配列は、開始コドンのATGを含むエクソン1βの配
列より作製し、アンチセンスプライマーの配列は、終止コドンを含むエクソン2の

配列より作製した（Que11eetal．，1995））を使用して、変性（94℃、1分）、アニリン

グ（56℃、1分）、伸長（72℃、2分）の条件で40サイクルのPCR反応を行って、

マウスp19ÅRF転写産物を得た0得られたマウスp19ALRF転写産物は、PGEM－Tプラス

ミド（Promega）にクローニングした後、シーケンスを行って報告されているマウス

P】9A即のコーディング領域と同一の配列であることを確認した0次に、マウスp19A肝

のコ‾デイング領域をフレームを合わせて、HAタグ（YPYDVPDYASLGGP）を

持つ発現ベクター（藤沢博士に頂いた）に一旦挿入し、さらに開始コドン、Ⅰ仏タ

グ、マウスp19AⅣのコーディング領域を含む配列を羊メタルチオネインプロモー

ターとneogeneを持つ発現ベクター（pMT－CB6＋）（Cooketal．，1996）に挿入した。

3．2．2細胞培養とトランスフェクション法

マウスNm3T3細胞は、10％FetalBovineSerum（FBS）（Hyclone）を含むDulbecco′

SModjnedEagle’sMedium（DMEM）（GibcoBRL）培地で37℃、CO2濃度5％のイン

キエペ一夕内で培養した。このNm3T3細胞は、路A遺伝子座を欠失している

が、P53遺伝子は正常である0発現ベクターの細胞へのトランスフェクションは、

リン酸化力ルシウムーDNA沈澱法（ChenandOkayama，1987）により行った。次に、

im如11のG418を含む培地で棚包を培養し、発現ベクターの導入された細胞を選

択した。発現ベクターの導入された単一の棚包由来のクローンは、クローニングリ

ング（IwakiGlass）を使用して細胞を回収し、重金属を含む培地で培養してfn－P19ARF

の発現を確認した。メタルチオネインプロモーターを持つ発現ベクターから蛋白質

発現誘導条件は、低密度（10％程度）で細胞をプレトに展開し24時間培養した

後、100〃MのZnSO4を含む培地でそれぞれの処理時間培養した○本研究で使用し

たマウスNm3T3細胞の分裂時間は、100〃MのZnSO4によって影響されないこと
を確認してある。
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3．2．3　フローサイトメトリーによる細胞周期の解析

細胞をフローサイトメトリー試薬（0．1％クエン酸ナトリウム、0．1％Tdt。。Ⅹ＿100、

50／∠ghTIJpropidiumiodide）に懸濁し（細胞2xlO6個当りlmi）、遮光して室温で10

分間静置した。DNasefreeRNaseを最終濃度1FLghT）1になるように加え、更に遮光

したまま室温で30分間静置した。PrOPidiumiodideの結合したDNAの蛍光をファ

ックスキヤン（BectonDickinson）で測定し、Gl期、S期G2伽期各時期に存在す
る細胞の割合を解析した。

3．2．4　抗体

ウサギポリクローナ）L／抗体（抗サイクリンA、Bl、E、抗Cdc2、抗Cdk2、抗Cdk4、

抗p21CjpJ）とマウスモノクローナル抗体（抗サイクリンDl）は、Sa。taCruZ

Biotechnology社製を使用した。マウスモノクローナ）t／抗体（抗HAタグ、クロー

ン12CA5）は、BoehringerMannl1eim社製、マウスモノクローナル抗体（抗pRb）

は、Phamingen社製を使用した。マウスモノクローナル抗体、羊ポリクローナル

抗体（抗p53）は、OncogeneResearch社製を使用した○ウサギポリクローナル抗体

（抗サイクリンD2、D3、抗Cdk6）は、CJSherr博士、マウスモノクローナル抗体

（抗MDM2）は、AJLevine博士より提供して頂いたものを使用した。

3・2・5　細胞抽出液の調製と免疫沈降及びウエスタンブロソティング

細胞は、プロテアーゼインヒビター（0・1rnMPMSF、5FLghnlaprotinin）、フォス

ファターゼインヒビター（0－1mMNavanadate、0．1mMNaF）、1rnMDTTを含むEBC

lysisbuffbr（50mMTrispH8・0、120mMNaCl、0・5％NP40、1mMEDTA）で30分溶解

させた。次に15000叩m、0℃で15分間遠心し、細胞の残骸等を沈殿させて上清を

細胞抽出液とした0同数の細胞由来の細胞抽出液各サンプルに各抗体を加え、4℃

で16時間静置したた後、ProtainA－Sepharosebeads（ウサギポリクローナル抗体用）、

抗マウスIgG抗体を結合させてあるProtainA－Sepharosebeads（マウスモノクロー

ナル抗体用）、抗羊IgG抗体を結合させてあるProtainA－Sepharosebeads（羊ポリク

ローナル抗体用）を加え、4℃で1時間撹拝した。その後10000甲m、0℃で5秒間

遠心し、免疫沈降複合体衝otainA－Sepharosebeadsを沈殿させ、上清を除いた。こ

の操作を3回繰りかえし免疫沈降複合体を得たo免疫沈降複合体は、4xSDSSample

bufftr（200mMTris－Cl，PH6・8、400mMDTT、8％SDS、0・4％BromophenoIBlue、40％

glycerol）を加え、沸騰している水中で4分間煮沸した後SDSポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動にて分画した0ゲルより蛋白質をPBDFメンプレン（Miuipore）、ニト

ロセルロースメンプレン（Amersham）に転写し、各抗体でイムノブロットを行っ

た01次抗体としてマウスモノクローナル抗体を用いた場合は、抗マウスIgG抗体

で、羊ポリクローナル抗体を用いた場合は抗羊IgG抗体で2次抗体反応を行った
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F

し

後、ProtainA－HRPを1時間反応させ、ECLブロッティング法（Amersham）で蛋白

質を検出した。ECLブロソティング法に関しては、製品使用法に従った。ダイレ

クトライセイトは、細胞を直接SDS－Sampiebufftr（40mMTris－HCl，pH6．8、0．1MDTT、

1％SDS、10％glycerol、0・05％BromophenoIBlue）で融解し、沸騰している水中で4

分間煮沸した後15000叩mで5分間遠心して調整した。

マウスMDM2cDNA（AJLevine博士に提供して頂いた）をTNTT7汀3Coupled

ReticulocyteLysateSystemskit（Promega）を利用して、ラベルしていないメチオニン

で血山地転写、翻訳をおこなってコントロールのマウスMDM2を得た。

3．2．7　キナーゼアッセイ

（Cdk2複合体のinvitroキナーゼアッセイ）抗Cdk2抗体を用いた免疫沈降によ

り得たCdk2免疫沈降物複合体をKinasebufftr（50mM肥PES，PH7・5、10mMMgC12）

で2回洗った後、基質の5FLgHistonHl（BoehringerMannheim）、【γ32p］ATP3・3FLCi
（0・12MBq）（NEN）を含む25FL］のKinasebufftr（フォスファターゼインヒビター

（0・1mMNavanadate、0・1mMNaF）と1mMDTTを含む）中で、30℃、15分間イ

ンキエペー卜した。素早く4xSDS Samp］ebuffbrを加えて、良く撹拝し、沸騰して

いる水中で4分間煮沸し反応を停止させた。次にSDSポリアクリルアミド電気泳

動法により蛋白質を分画し、ゲルを完全に乾燥させた後リン酸化されたⅢst。nHl

に取り込まれた［32p］をFdiBAS－2000イメージアナライザーで測定した。

（Cdk4複合体の由一血相キナーゼアッセイ）細胞をプロテアーゼインヒビター

（0・1mMPMSF、5FLghnlaprotinin）、フォスファターゼインヒビター（0．1mMNa

Vanadate、0・1mMNaF）、1mMDTTを含むTweenbufftr（50mM＝EPES，PH7．5、150mM

NaCl、2・5mMEGTA、1mMEDTA、0・1％Tween－20）（Matsushimeetal．，1994）で融解し、

液体窒素で凍結させた後氷水上で溶解しl時間氷上で静置して細胞抽出液を得た。

この細胞抽出液より抗Cdk4抗体を用いて免疫沈降物複合体を得てCdk4複合体のin

VitTt）キナーゼアツセイに用いたocdk4免疫沈降物複合体をKinasebufft，で2回洗

った後、基質のGST十PRb、3・3pCi（0・12MBq）［γ3刊ATP（NEN）を含む30plの

Kinasebufftr（フォスファターゼインヒビター（0・1mMNavanadate、0．1mMNaF）

と1mMDTTを含む）中で、30度、30分間インキエペートした。素早く4xSDSSample

bu晩rを加えて、良く撹拝し、沸騰している水中で4分間煮沸し反応を停止させ、

次にSDSポリアクリルアミド電気泳動法により蛋白質を分画し、ゲルを完全に乾

燥させた後リン酸化されたGST－PRbに取り込まれた［32p］をFdiBAS－2000イメージ

アナライザーで測定したoGST－pRbの調整は、（Matsushimeetal．，1994）に従った。

3・2・8　細胞内蛋白質のラベル及びパルスチェイス実験
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細胞を加SO4存在下、非存在下で透析した10％Ⅰ唱Sを含むメチオニンを含まな

いDMEMで30分間培養し、その後この培地に180FLCi35s－メチオニン（TRjW35s

－LABEL，1175Ci／mmol）（ICN）を加えて細胞内蛋白質をラベルした。細胞をPBSで

5回洗い、培地を完全に取り除いた後、10％円S、ラベルされていない25〃かnlメ

チオニンを含むDM王Mで各時間培養した。ラベルされた蛋白質は、上記の方法で

分画し測定した。

3．2．9　蛍光抗体法

細胞をガラスプレート上でZnSO．含有、非含有のDMEMで48時間培養した。

その後、細胞をPBSで2回洗い、3％PFAを含むPBSを加え、室温で10分間静置

して固定した。次にプレートをPBSで2回洗い、0．5％TritonXを含むPBSを加え、

室温で10分間静置した後、プレートをPBSで2回洗い、5％BSAを含むPBSを加

え、室温で30分間静置した。5％BSAを含むPBSを除き、5％BSAを含むPBSで

希釈した各抗体（抗HA抗体2000倍希釈、抗p53抗体（羊ポリクローナル抗体）

は、500倍希釈、抗MDM2抗体は、250倍希釈）で、室温、1時間処理した。PBS

で2回洗った後、5％BSAを含むPBSで100倍希釈した抗マウスIgG（Fluorescein－

1inked、Amasham）（抗HAタグ抗体、抗MDM2抗体用）、抗ウサギIgG（Fluorescein－1inked、

Amasham）（抗p53抗体用）を加え室温で30分静置した。抗p53抗体処理した細胞は、

1次抗体処理後、1000倍希釈した抗羊IgG抗体で前処理を行った。その後細胞をPBS

で2回洗い、VeCtaShieldP31yceroll：1（Bur）ingame）でコーティングし、共焦点レーザ
ースキャン顕微鏡で観察し写真を取った。
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3．3 結果

3．3．1p19ARFはマウス繊維芽細胞を主にGl期で停止させる

p19AⅣの細胞周期進行への影響及びその機構を解析するために、p19AⅣを細胞外

からのシグナルにより発現誘導できる細胞株（Nm－ARf）の構築を行った。マウ

スの正常な精巣cDNAライブラリーよりRT－PCR法を用いてマウスp19A即のコー

ディング領域のcDNAを単離した（図3．2）。このcDNAにHAタグを付加し、メ

タ）t／チオネインプロモーターを持つ発現誘導ベクター、Mr－CB6＋（Cooketal．，1996）

に挿入した（図3．2）。メタルチオネインプロモーターは、細胞内の重金属イオンを

細胞外に放出させるメタルチオネインのプロモーターであり重金属イオンにより活

性化する。目的の蛋白質を組み込んだm－CB6＋を持つ細胞は、培地に重金属イオ

ンを添加することによって細胞内に目的の蛋白質を発現する。このHA－P19A即発現
誘導ベクターをLr7k4a遺伝子座を欠失しているNm3T3細胞に導入した。MT＿CB6＋

は、neO遺伝子を持つためMT－CB6＋を導入した細胞は、G418に耐性である。そこ

で、HA－P19ARF発現誘導ベクターを導入したNm3T3細胞をG418存在下で培養し、

HA－P19ARf発現誘導細胞クローン（Nm－ARF）をいくつか得た。Nm－ARF細胞の1

つのクローンの培地に重金属（加SO4）を添加し、HAザ19ARFの発現を解析した結

果、NIH－ARF細胞は、培地にZnSO．を添加した時のみHA－P19ARFを発現した（図
3．3．a）。残りのいくつかのNm－ARF細胞でも同様の結果を得た。

P19ARFの細胞増殖への影響を解析するため、培地にZnSO4を添加した時とZnSO4

を添加していない時の細胞数を増加の割合を経時的に計測した結果、NⅡtARF細

胞ではZnSO．を添加により細胞の増殖が抑制された（datanotshown）。NIH3T3細

胞では、Zn岳04の添加による細胞の増加速度への影響がみられなかったことから、

p19ARFは、細胞増殖を抑制することが明らかになった。次に、p19A肝の細胞周期進

行への影響を解析するため、48時間ZnSO。を添加した培地で細胞を培養し、細胞

周期の各時期の割合をフローサイトメトリーにより解析した（図3．3．b）。その結果、

NTH－ARF細胞では、Gl期の割合が増加し、S期の割合が減少した。G2伽期の割

合はほとんど変化しなかった。以上の結果よりp19A即は、マウス線維芽細胞を主
にGl期で停止させることが示唆された。

次にHA－P19ARFの発現の変動を測定するため、Nm－ARF細胞の培地にZnSO4を

添加しHA－P19A肝の発現量を経時的に計測した（図3・3・C）。＝A－P19ARFの発現はZnSO．

添加3時間後よりみられ始め、25時間後に発現量は最大に達し、その一定になっ

た。次にHAザ19A即の発現に伴う細胞周期の各時期の割合の経時変化をフローサイ

トメトリーで解析した（図3・3・d）。ZnSO4添加後72時間後に至るまで、Gl期の割

合は、連続的に増加し、S期の割合は、徐々に減少したo一方、G2伽期は、ZnSO4

添加後若干の増加を示したが、Gl期、S期の変化に比べ非常に小さい変化であっ

た。図3・3・b、図3・3・dの結果より、増殖中のマウス繊維芽細胞においてp19ARFは、
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図3．3．a HA－PlヂRFの発現誘導

培地に重金属（a娼04）を添加し、亜時間培養したNm、MH－ARF細胞の

HA－p19Jm発現を解析した。Nm－ARF細胞でのみ特異的にHA－p19AJUの発現がみら

れる。

図3．3．b p19脚を発現誘導した細胞は、Gl期で停止する。

培地に重金属（Z娼q）を添加（非添加）した条件で購時間培養した脚、

Nm－ARF細胞の細胞周期の各時期の割合をフローサイトメトリーで解析した。細

胞をGl期で主に停止させることが明らかになった。

田は、Gl期の細胞の割合雷は、S期の細胞の割合□　は、G即M期の細胞の
割合。
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図3．3．c p19A即発現の経時変化

培地に重金属（ZnSO．）を添加後50時間まで培養したNm－A肝細胞と

細胞（Nm3T3細胞は、0時間と38時間のみ）のHA十p19人即発現を経時的に解析し

た。HA－p19A即の発現は6時間よりみられ25時間で最大に達しその後、一定にな

る。　　　←は、抗HA抗体に抗体に特異的に反応する蛋白質である。

図3・3・d NⅦH－ARf細胞の細胞周期の各時期の割合の経時変化

培地に重金属（ZnSO4）を添加して培養したN掛A肝細胞の細胞周期の各時期の

割合を0時間から72時間まで24時間おきにフローサイトメトリーで解析した。

琵は、Gl期の細胞の割合田は、S期の細胞の割合口は、G2伽期の細胞の
割合。
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図3．3．cで培地にZnSO．を添加した後25時間までKA－P19ARFより移動度の大きい

（分子量の小さい）バンドが確認された（図3．3．c矢印）。細胞がGl期で停止する

に伴い、この蛋白質の発現はみられなくなる。この蛋白質は、HAタグを持つこと

からHA．一P19ARFが特異的な部位で切断された分解産物であると考えられる。そこで、

培地にZnSO．を添加24時間後と48時間後におけるHA－P19A肝の安定性をパルスチ

ェイス法により解析した。その結果、P19ARFの安定性に大きな違いはみられなか

った（datanotshown）。

3．3．2　p19ARFは、Glサイクリン依存キナーゼの活性を抑制する

p19ARFの発現誘導によりマウス繊維芽細胞は主にGl期で停止する。そこで、次

にGl期からS期への細胞周期の進行を調節する因子へのp19＾RFの影響に注目した。

細胞がGl期よりS期へ進行するには、GlサイクリンK：dk複合体（サイクl）ン

D／Cdk4・6、サイクリンA・E／Cdk2）の活性化が必要である（Sherr1996）。そこで、P19ARF

のGlサイクリン／Cdk複合体の活性への影響を解析した（図3．4．a、b）。Nm3T3細

胞、NIH－ARF細胞をZnSO．存在下、非存在下で48時間培養後、それらの細胞の等

量の細胞抽出液よりCdk4、Cdk2複合体を免疫沈降し、GST－Rb、HistonHlを基質

にそのキナーゼ活性を解析した。その結果、ZnSO．非存在下で培養したNm3T3細

胞、Nm－ARF細胞のCdk4、Cdk2活性には差がみられないが、ZnSO．存在下の

NTH－ARF細胞では、それらの活性が著しく抑制されていた。この結果から、P19ARF

発現誘導によるGl期停止は、Glサイクリン／Cdk複合体の活性抑制によるもので

あることが判明した。

さらに詳細にp19ARFによるGl期停止とGlサイクリン／Cdk複合体の活性抑制機

構を調べるため、種々のGl期進行、Gl軌／S期移行で働く因子の発現量を解析し

た（図3．5）。増殖中の細胞では、Rb蛋白質は、高リン酸化状態で存在し、一方、

増殖を停止した細胞では低リン酸化状態で存在する。このリン酸化状態の差は、SDS

PAGEでのRb蛋白質の移動度の差で判定でき、低リン酸化型Rb蛋白質は、高リ

ン酸化型Rb蛋白質よりその移動度が大きい。p19A即発現誘導細胞では、Rb蛋白質

は、移動度の大きい低リン酸化状態であり、図3．4．a、図3．4．bと同様にRb蛋白質

をリン酸化するGlサイクリン／Cdk複合体の活性が抑制されていることを示した。

Cdk2の発現量は、P19A即発現によって変化しないが、その活性調節サブユニット

であるサイクリンAの発現量は、著しく減少していた。また、Cd超のもう1つの

活性調節サブユニットであるサイクリンEも同様に発現量が減少していた（datan。t

Shown）。したがって、P19A即によるCdk2の活性抑制は、P19ÅⅣがCdk2の活性調節

サブユニットの発現量を減少させるためであることが示された。一方、Gl期で働

くもう1つのCdkであるCdk4の発現量は、P19ARF発現によって変化せず、繊維芽

細胞におけるその活性調節サブユニットであるサイクリンDl（Quelle。t

al・，1993；Sherr，1996；Matsushimeetal・，1994）の発現量は、むしろ若干増加していた。
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図3．4．a p19A肝は、サイクリンDl／Cdk4のキナーゼ活性を抑制する。

培地に重金属（ZnSO．）を添加（非添加）した条件で48時間培養したNm3T3、

N掛ARF細胞のサイクリンDl忙此4複合体キナーゼ活性をGST－PRbを基質に測定

した。P19A即発現細胞では、著しく活性が低下している。
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図3・4・b p19’uFは、Cdk2のキナーゼ活性を抑制する。

培地に重金属（Zn犯Jを添加俳添加）した条件で胡時間培養した耶、

Nm－AⅣ細胞のC此キトゼ活性をヒストン＝1を基質に測定した○＝叫19卿
発現細胞では、著しく活性が低下している。
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図3．5　Gl期進行、Gl／S期移行で働く種々の黄白質の発現量へのp19脚の影響

培地に重金属（加Sq）を添加（非添加）した条件で亜時間培養した胴、

NⅢ－ARF細胞の種々のGl期進行、Gl／S期移行で働く黄白質の発現量を解析した。
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癌抑制蛋白質であるp53とその標的遺伝子産物p21Gp．（SherrandRoberts，1995）は、

p】9人肝発現細胞において、その発現量が著しく増加していた。この結果より、サイ

クリンDl／Cdk4複合体の活性及び、一部存在するサイクリンA、EP：dk2複合体の

活性は、Cdkインヒビターであるp21Cip】によって阻害されている可能性が考えられ

る。

3．3．3　p19A即は、サイクリンDl／Cdk複合体の構成を替える

p19＾RFは、Cdk4の発現量に影響せず、サイクリンDlの発現量も減少させなかっ

た。サイクリンDl／Cdk複合体が活性化するためには、複合体の形成が重要である。

そこで、p19ARF発現によるサイクリンDl／Cdk複合体の形成及び構成への影響を解

析した。NIH3T3細胞、NⅢ－ARF細胞をZnSO．存在下、非存在下で48時間培養後、

それらの等量の細胞抽出液よりサイクリンDl、Cdks（Cdk4、Cdk6、Cdk2、Cdc2）を

免疫沈降し、SDSPAGE後、それぞれのCdkに対する抗体を用いウエスタンプロ

ットを行なった（図3．6）。増殖中の繊維芽細胞においては、サイクリンDlと複合

体を形成する主なCdkは、Cdk4である。抗サイクリンDl抗体の免疫沈降産物中

のCdk4の量は、P19ARF発現細胞で若干増加していた。一方、Cdk2、Cdk6は、増

殖中の繊維芽細胞においてサイクリンDlと複合体を形成しない。しかし、P19A即

発現細胞においては、サイクリンDlは、Cdk2、Cdk6とも複合体を形成していた。

p19ARF発現細胞では、サイクリンDlは、複合体を形成しえないCdc2以外のすべ

てのCdk（Cdk4、Cdk2、Cdk6）と複合体を形成していた。これは、サイクリンDlの

発現量の増加によってサイクリンDlと結合できうるCdkのほとんどが結合した結

果である可能性がある。また、P21Ciplは、サイクリン／Cdk複合体を安定化すること

が報告されており（Labaeretal・，1997）、P19＾RFによってp21Ciplの発現量が増加した

結果、すべてのサイクリンDl／Cdks複合体が安定化されたためかも知れない。

3・3・4　p19ARFによって発現誘導されたp21Ciplは、サイクリンDl／Cdks複合体に結
合する

p19＾RF発現誘導細胞では、Cdk4の活性が著しく抑制されていた（図3．4．a）。しか

し、Cdk4の発現量は減少しておらず、サイクリンDlは、むしろ増加していた（図

3・5）。また、Cdk4の活性化に必要な複合体の形成も阻害されず、逆に複合体形成

は促進されていた（図3・6）。　しかし、P19ARP発現誘導細胞では、Cdkインヒビタ

ーであるp21Ciplの発現量増加がみられたことから（図3．5）、P19ARFによるCdk4の

活性抑制は、P19＾RFによって発現が誘導されたp21CiplがサイクリンDl／Cdk4複合体

へ結合することによってその活性を抑制したためである可能性が考えられた。そこ

で、P19ARF発現誘導細胞より細胞抽出液を得、種々のサイクリン、Cdkに村する抗

体で免疫沈降し、その免疫沈降産物中のp21Cip】量を抗p21Cip）抗体を用いたウエスタ

ンプロットによって解析した0その結果、抗サイクリンDl抗体の免疫沈降産物は、
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図3．6　p19▲肝は、サイクリンDlとC此sとの複合体を形成を促進する。

培地に重金属（a150Jを添加（非添加）した条件で鵡時間培養したNm、

Nm・ARF細胞のサイタリンDlと種々のC此との複合体形成を免疫沈降によって

解析した。P19AJtP発現細胞では、サイタリンDlとCdk4、C此6、Cdk2との複合体

形が促進されている。
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非常に多くのp21CipJと結合していた。また、抗Cdk2、4、6抗体の免疫沈降産物も

p21Ciplと結合していた（図3．7．a）。以上の結果から、全てのサイクリンDl忙dk複

合体は、P21C】P－と結合していることが判明した。それぞれのC故に結合している

p21Ciplの量の比は、それぞれのCdkのサイクリンDlとの結合比とほぼ一致してい

た。また、これらCdkに結合しているp21CipIの量の和は、サイク1）ンDlに結合し

ているp21Ciplの量と同量であった。Nm3T3細胞は、サイクリンDl、D2を発現し

ているがサイクリンD3はほとんど発現していない（Quelletal．，1993）。また、p19ARF

発現誘導細胞では、サイクリンA、Eの発現畳も減少している（図3．5、datanotshown）。

P19ARF発現誘導細胞では、発現している全てのGlサイクリンK：dk複合体にp21Cipl

が結合していた（図3．7．b）。さらに種々のサイクリンに対する抗体の免疫沈降産物

に含まれるp21Cip）の量は、P19ARF発現誘導細胞におけるGlサイクリンの発現量比

とほとんど一致していた。次にNm3T3細胞、Nm－ARF細胞をZnSO．存在下、非

存在．Fで48時間培養後、それらの等量の細胞抽出液よりサイク1）ンDl、Cdc2を

免疫沈降し、SDSPAGE後、抗p21Cipl抗体を用いウエスタンプロットを行なったと

ころ、サイクリンDl複合体へのp21Ciplの結合量の増加は、p19AⅣ発現に依存して

いた（図3・7・C）。以上の結果より、P19ARFは、P21Ciplを発現誘導し、そのp21Ciplが

サイクリンD／Cdk複合体に結合して活性を抑制していることが判明した。

3・3■5　p19ARFは、MDM2と結合し、P53とは結合しない

これまでに、P19ARFによるGl期停止では、CdkインヒビターP21Ciplが重要な働

きをしている事が判明した。また、p21Cip】は、P53の標的遺伝子産物であることか

ら（SherrandRoberts・1995；Levine，1997）、このp21CipJは、P19ARFによって発現量が増

加したp53によって発現誘導されたと考えられる。そこで、p19A肝によるp53の発

現量の増加機構を解析するためにp19AⅣに結合する細胞性蛋白質を調べた（図

3・8・a）。MH3T3細胞、Nm－ARF細胞をZnSO．存在下、非存在下で48時間培養後、

さらに培地に35sメチオニンを添加し24時間培養して細胞内の蛋白質を標識した。

これらの細胞の等量の細胞抽出液より抗HA抗体を用いてHA－P19ARFを免疫沈降し、

SDSPAGEによって免疫沈降産物を分離した。その結果、P19ARFは、いくつかの細
胞性蛋白質と結合していた。

これらp19ARF結合蛋白質の移動度は、それぞれ120、90（ダブレット）、65、60、

56、54、35kDaであった。このなかで54kDaの移動度は、P53の移動度と近似して

おり、また、90kDaの移動度は、P53の分解に働くMDM2（Hondaetal．，1998）の

移動度と近似している。そこで、35sメチオニンで15分間細胞内の蛋白質を標識し

たMH3T3細胞、P19ARFを発現したNIH－ARF細胞の細胞抽出液を用いHんp19ARF、

p53、MDM2を免疫沈降し、その免疫沈降産物をSDSPAGEにより分離した（図

3・8・b）。54kDaのp19ARF結合蛋白質の移動度は、P53の移動度より小さかったが、90kDa

のp19ARF結合蛋白質の移動度は、MDM2の移動度とほぼ一致した。また、抗MDM2

61



lPα・Dlα－Cdk2α－Cdk4α－Cdk6α－Cde2

・P21印1

b

lPα－Dlα・D2　α－D3　α・E　α．A　α＿Bl

・P21印1

l

【

l

l

図3・7・a p19＾RF発現細胞では、p21C中一がサイグリンDl／Cdks複合体に結合している。

培地に重金属（加SO4）を添加して48時間培養したNm－ARF細胞のサイクリン

Dlと種々のCdkとp21C甲）との結合を免疫沈降法によって解析した。p19JuF発現細

胞では、サイタリンDl、Cdk2、Cdk4、Cdk6とp21C甲lが結合している。各Cdkに

結合しているp21dp】の量比は、それぞれのC此のサイタリンDlへの結合比とほぼ
一致していた

図3・7・b p19A即発現細胞では、p21（埠】が各サイクリンと結合している。

培地に重金属（加SO。）を添加して48時間培養したNm・ARF細胞の種々のサイク

リンとp21C甲lとの結合を免疫沈降法によって解析した。p19腑発現細胞では、サイ

クリンD2、D3、Eとp2lGp】の結合がみられる。
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図3．7．c p19A肝は、担1叩1のサイタリンDl忙此s複合体への結合を促進する。

培地に重金属（alSO。）を添加（非添加）の条件で亜時間培養した耶、Nm－

ARF細胞のサイクリンDl忙此s複合体と結合しているの量を免疫沈降法によって

解析した。p19脚は、担1叩のサイクリンDl忙此s複合体への結合量を増加させる。
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図3息a p19脚は、いくつかの細胞性蛋白質と結合する0

培地に重金属（alSO4）を添加（非添加）した条件でNm－ARF細胞を亜時間培養

した後、刀sメチオニン存在下で封時間培養して細胞内の蛋白質を標識し、免疫沈

降法によりp19㌦に結合する細胞性蛋白質を解析した。p19脚は、120、卯（ダブ

レット）、65、甜、5h5人ヨ5kDaの移動度の蛋白質と結合する。

図3．8月　p19脚に結合する舛kDaの移動度の黄白質及び90虻ねの移動度の蛋白質

とp53、MDM2の移動度の比較

培地に重金属（狗）を添加（非添加）した条件でNⅢ－ARF細胞を亜時間培養

した後、3鴇メチオニン存在下で15分間培毒して細胞内の蛋白質を標識し、免疫沈

降法によりpl少RFに結合する54kDaの移動度の蛋白質及び別搬Daの移動皮の黄白

質とが3、MDM2の移動度の比較をした。9例のaの移動度の蛋白質の移動度は、■

MDM2の移動皮と同じであるが、54kDaの移動度の蛋白質の移動皮は、再3のそれ

と異なる。
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抗体の免疫沈降産物中には、54kDaのp19人肝結合蛋白質の移動度とほぼ同様の移動

度を持つ蛋白質が存在した（図3．8．b）。図3．8．bでは、抗MDM2抗体の免疫沈降産

物中には、HAや19AⅣのバンドの強度が弱いが、これは、15分間の標識では、十分

量のHA－p19ARFを標識できないためであり、また、MDM2と結合しているHA－P19ARF
の量が少ないためであると考えられる（以下参照）。

次に、NIH3T3細胞、MH－ARf細胞をZnSO．存在下、非存在下で48時間培養後、

それらの等量の細胞抽出液より抗HA抗体を用いてHA十P19ARFを免疫沈降し、SDS

PAGEの後、抗MDM2抗体、抗p53抗体を用いてウエスタンプロットを行なって

P19ARFとp53、MDM2の結合を解析した。その結果、HA－P19AⅣの免疫沈降産物中

にはp53は存在せず、P19AⅣとp53はほとんど結合していないことが明らかになっ

た（図3．9．a）。一方、HA－P19ARFの免疫沈降産物中には、MDM2が存在しており、

P19ARFとMI）M2が細胞内で結合していることが判明した（図3．9．b）。P19ARFを発現

している細胞では、MDM2の発現量の増加がみられた（図3・9・b）。MDM2は、P53

の標的遺伝子産物であることから、このMDM2の発現量の増加は、p19A肝により

活性化したp53によるものと考えられる。このとき、ダイレクトライセイトで用い

た細胞抽出液量は、免疫沈降に用いた細胞抽出液量の20％であることから細胞内

のほとんどのMDM2がHA－p19ARFと結合していることが示された（図3．9．b）。反

対に抗MDM2抗体の免疫沈降産物に含まれているHA－P19ARfの量は、細胞内に存

在するHA－P19AⅣの一部であった（図3・9．c）。以上の結果より、P19ÅRFは、MDM2

を含むいくつかの細胞性蛋白質と結合しているがp53とは、ほとんど結合しないこ

とが明らかになった。また、細胞内のMDM2は、ほぼすべて分子がp19ARFに結合

している判明した。則ち、P19ARfの発現細胞では、P53と結合できうるMDM2の

量は、著しく減少する。P19ARFは、MDM2のp53への結合を阻害する機構により、

p53の活性化を引き起こしていると結論できる。

3．3．6　p19ARFは、P53の安定性を増加させる

MDM2は、P53に結合しp53を分解することにより、p53の活性を抑制する

（Momandetal・，1992；Hauptetal・，1997；Kubbutatetal．，1997；Hondaetal．，1997）。図3．9．b

の結果から、細胞内のほとんどのMI）M2は、P19ARFに結合しており、P19A肝、P53、

MDM2の3量体がほとんど存在しない。そこで、p19AⅣ発現細胞におけるp53の

安定性を解析し、あわせてMDⅣにの安定性の解析もおこなった。Nm3T3細胞、

mH－A肝細胞をZnSO4存在下で48時間培養後、35sメチオニンで15分間細胞内の

蛋白質を標識した。その後35sメチオニンを除去し過剰な標識されていないメチオ

ニン存在下で培養し、標識蛋白質の存在量を測定した0等量の細胞抽出液より標識

したp53、MDM2を抗p53抗体、抗MDM2抗体で免疫沈降し、SDSPAGEにより

分離し、p53、MDM2の35s活性の強度を測定した。増殖中のM＝3T3細胞内のp53

は、すみやかに分解され、その半減期は、約20分であった0一方、P19A肝を発現
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図3・9．a p19A肝は、p53と結合しない。

Mdm2

MH－ARF細胞を培地に重金属（加SO4）を添加した条件で48時間培養した後、免

疫沈降法によりp19人肝とp53との結合を解析した。p19A肝は、p53と複合体を形成
しない。

図3．9．b p19ÅⅣは、MDM2と結合する。

Nm－A肝細胞を培地に重金属血SO4）を添加した条件で48時間培養した後、免

疫沈降法によりp19ARFとMDMnとの結合を解析したop19A肝は、MDM2と複合体

を形成している。p19ARF発現細胞では、MDM2の発現量が増加している。また、

細胞内のほぼ全MDM2がp19A∬と結合している。
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lP NRS　　　　α・HA　　α・Mdm2　Di帽dly地

図3・9ぷ　細胞内のMDM2のほとんどがp19脚と結合しているが、そのp19腑は、

細胞内のp19A肝の一部に過ぎない。

Nm－ARF細胞を培地に重金属（加SOJを添加した条件で胡時間培養した後、免

疫沈降法によりM耽に結合しているp19脚の量を測定した。細胞内の仝p19脚

のなかでMDM2に結合している量は一部である。
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誘導した細胞では、p53は著しく安定化され、その半減期は90分以上であった（図

3・10）。MI）M2は、増殖中のNm3T3細胞と比較してpl・9ALRFを発現誘導した細胞で

は、若干不安定であったが（図3．11）、その発現量自体は、増加していた（図3．9．b）。

図3・9・b、図3・11の結果から、P19A即は、細胞内のMDM2と結合しp53へ結合しう

るMDM2を減少させ、P53の安定化させてその発現量を増加させる機能を持つと
結論づけられる。

3・3・7　p19ARFは、P53を核内に留める

MDM2は、P53を核内から細胞質に核外輸送することによってp53の機能を阻害

することが報告されている。そこで、P19Alび、P53、MDM2の細胞内局在を免疫染

色法によって解析した（図3・12）。NⅡtARF細胞をZnSO．存在下、非存在下で48

時間培養後、固定し、p19ARF、P53、MDM2各蛋白質に対する特異的な抗体をもち

いて免疫染色した。P19A貯は、核内に局在するが特に核小体に強く局在していた。

P19ARFを発現していない細胞では、p53は核およびその周辺に局在していた。それ

に対しp19AⅣ発現細胞では、P53の局在が核に限定され、そのシグナルもp19A肝非

発現細胞より強かった。また、p19AⅣ非発現細胞では、p53は、核内全体にほぼ均

一に存在しているが、P19∧RFを発現するとp53の核小体への局在が阻害されていた。

一方、肥M2は、P19AⅣの発現誘導によってそのシグナルが若干強くなったが、
その局在自体は、あまり変化しなかった。
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図3・10　p19脚は、p53を安定化する。

a b培地に重金属（Z娼OJを添加した条件でNm、NⅨ－A肝細胞を亜時

間培養した後、㌔メチオニン存在下で15分間培養して細胞内の蛋白質を標識した。

彗メチオニンを除去し過剰な標識されていないメチオニン存在下で培養した後、

p53を免疫沈降し、再3の半減期を測定したop19脚を発現した細胞では、担が
著しく安定化されている。

由は、Nmm細胞

0は、Nm」はF細胞
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図3・11p19購は、MDM2を一部不安定する。

a b　培地に重金属（ZnSO．）を添加した条件でNmT3．・NH・ARF細胞を48

時間培養した後、聖メチオニン存在下で15分間培養して細胞内の蛋白質を標識し

た。封sメチオニンを除去し過剰な標識されていないメチオニン存在下で培養した

後、MDM2を免疫沈降し、MDM2の半減期を測定したop19腑を発現した細胞で
は、MDM2が若干不安定である。

町は、Nmm細胞

0は、MH－A肝細胞
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図3．12　p19A肝、MDMユ、匝3の細胞内局在の解析

培地に重金属（乙癌04）を添加した条件でNm、MH通RF細胞を48時間培養した乱

p19A肝、MDM2、匝3の細胞内局在を蛍光抗体法で解析した。
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3．4 考察

血掴∂遺伝子座は、p16眈血とp19A肝の全く異なる二つの蛋白質をコードしている

ことが明らかになった。CdkインヒビターP16hk4aは、直接Dタイプサイクリン依

存性キナーぜ（Cdk4、Cdk6）と結合し、その活性を抑制する。p16hk4aは、細胞を

Gl期のみで停止させる0一方、p19A肝は、p53の上流で機能して細胞をGl期、G2伽

期の両方で停止させることが示唆された。そこで、私は培地に重金属イオンを加え

ることによってp19〟ぴの発現を制御できる細胞の構築を行い、p19A肝による細胞周

期進行阻害の機構の解明を目指した。この細胞株を用いた実験では、重金属イオン

の細胞への毒性がない環境でp19A肝を発現させることが可能であることから、P19AⅣ

の細胞周期進行への影響および細胞内の細胞周期制御因子への影響を調べる上で非
常に有効なシステムである。

P19人RFは、細胞周期のGl期、G2朗期両方で細胞を停止させることができると

考えられている。しかし、本研究では、マウスの線維芽細胞では、P19ARFは、細胞

を主にGl期で停止させた。これは、普通に増殖中の細胞を用いた場合、p19AⅣが

発現した際にG】期の細胞のほうがG2朗期の細胞より多く存在しているために主

にGl期停止するのかもしれない。又は、P19ARFが細胞をG2伽期で停止させるに

は、Gl期停止させる時よりもより多く発現していなくてはならないのかもしれな

いo Quelleらが最初にp19ARFによるGl期、G2爪4期停止を報告したとき、普通に

増殖している細胞を用いた場合よりサイクリンDlを過剰発現した細胞を用いた

場合のほうがp19ARFによるG2伽期停止がよりはっきりと確認できていた。本研究

の結果から、P19ARPによるGl期停止はCdkインヒビターp21Ciplによるサイクリン

Dl／Cdk4複合体の活性抑制によるものであることが判明した。したがって、サイク

リンDlを過剰発現した細胞では過剰なサイクリンDl／Cdk4複合体が存在するた

めに、その活性を抑制するにはより多くのCdkインヒビターP21Ciplが必要となり、

その結果p19A即によるGl期停止に対して抵抗性を持つと考えられる。この時p53

によって制御される14－3－3JなどのG2伽朔進行阻害因子の活性へは、影響しない

ためG2即期停止がみられると思われるoQuelleらは、P19A即により細胞の形態が

丸くなり、接着が悪くなることを報告している0しかし、本研究では、p19AⅣの発

現による細胞の形態変化はあまり見られず、また接着も正常であった。本研究結果

とquelleらの実脚吉果との違いは、P19ARFの発現システムによると考えられる。

Que11eらは、P19ARFの発現システムとしてレトロウイルスをもちいた発現システム

を周いていた。一般に、このシステムでは蛋白質の発現量が非常に高くなってしま

う。そのために細胞の形態に異常を生じさせてしまったと思われる。一方、本研究

で用いたメタルチオネインプロモーターによる蛋白質発現システムは、レトロウイ

ルスをもちいた発現システムに対して蛋白質の発現量は低い0従って、細胞の形態

に異常をもたらさずに、細胞周期停止に必要十分な量のp19A即を発現できた結果
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であると思われる。

本研究で、P19ARFの発現は、Glサイクリン依存性キナーゼ（Cdk4、Cdk2）の活

性を抑制することが明らかになった。Cdk2の活性調節サブユニットであるサイク

リンAの発現は、著しく抑制されていた。また、一部存在するサイクリンE忙d比

複合体には、P21C甲1が結合し、その活性が抑制されていた。反対にCdk4の活性調

節サブユニットであるサイクリンDlの発現量は、増殖中の細胞よりも増加してい

た。サイクリンDl／Cdk4複合体によるRb蛋白質のリン酸化がおきるGl期中期で

は、サイクリンAの発現は見られないことから、サイクリンAの発現抑制は、p19A肝

によって細胞がGl期中期で停止するためである。サイクリンDlは、細胞周期進

行に依存してその発現量はほとんど変化しないが、Gl期中期で若干増加する。従

って、サイクリンDlの発現増加の原因の一つとしてp19ARFによるGl期中期での

停止が考えられる0しかし、Nm－ARFにSV40のLargeTを過剰発現した細胞では、

P19A肝の発現によるGl期停止は見られなかったがサイクリンDlの増加が見られ

たことから、P19A肝がサイクリンDlの発現を増加させる機能を持っていると予想

される（datanotshown）。houeらは、転写因子DMPlがp19JuFの転写因子として

働いていることを報告した。DMPlは、サイクリンA、B、C、H等とは結合せず、

Dタイプサイクリンに特異的に結合する。このDタイプサイクリンのDMPlへの

結合は、Cdkとの結合、活性に関わらないDタイプサイクl）ンのCdk非依存的な

機能である。Dタイプサイクリンは、DMPlの転写活性ドメインに結合し、その

転写能を阻害するop19ARFがサイクリンDlの発現を増加させることにより自らの

過剰な発現を制御するネガティブフィードバックが存在していることを示唆する。

Dタイプサイクリンは、Cdk2、4、5、6それぞれと結合することができるが、増殖

中の繊維芽棚包やマクロファージ細胞においてサイクリンDlは、主にCdk4と結

合している。本研究では、増殖中の線維芽細胞でサイクリンDl／Cdk4複合体以外

の複合体（サイクリンDl／Cdk2、サイクリンDl／Cdk6）は、存在していなかった。

しかしながら、P19＾RPを発現させるとサイクリンDlは、Cdk2、Cdk6とも複合体

を形成した。また、これらの複合体にもp21Cip）が結合していた。P21Ciplは、サイク

リンとCdl（の複合体の形成を促進し、複合体の安定化をもたらすことが報告され

ており、本研究でのサイクリンDl／Cdk2、6複合体もp19AⅣによって発現量が上昇

したp21Ciplによって形成されたと考えられる。しかし、P19A即の下流にサイクリン

とCdkの複合体形成を促進する機構が存在するのかもしれない。

本研究でp19ÅRFを発現誘導しGl期で停止した細胞内では、P19ARFがMDM2と

結合していることを明らかにした0また、この時は、p19A即は、p53とは結合して

いなかった。PomerantzらやZhangらは、P19AⅣ、MDM2、P53を過剰発現した細胞

内でこれら3つの蛋白質が複合体を形成していることを報告したoKa叫0らは、

MDM2を含まずにp19AⅣが直接p53と結合していることを示した。以上の差異は、

それぞれの研究の条件の違いにより、それぞれの複合体の安定性が異なる結果生じ
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たものであるとも考えられる。P19A肝発現細胞では、MDM2が不安定化されてい

るにもかかわらず、細胞内のMDM2の発現量自体は増加している。つまりp19A肝

によるp53の蛋白質安定化及び活性化は、MDM2の不安定化によるp53分解活性

の阻害ではなく、P19ÅRFのMDM2、またはp53への結合による。本研究では、P19ARF

が細胞内のほとんどのMDM2と結合し、P53と複合体を形成しなかった。したが

って、P19＾RFは、MDM2を吸収し、MDM2がp53に結合できないようにする機構

でp53を安定化し活性化するのである（図3．13）。

MDM2の主要な機能は、P53の機能を負に制御する（転写活性の抑制、分解）

ことであるが、他にもいくつかの機能を持っている。MDM2は、p53以外にもRb

蛋白質、転写因子E2F，1／DPl、リボソームL5蛋白質、SV40LargeT抗原、TATA結

合蛋白質、CellfhteregulatorNumb、転写コアクチベータp300などと結合する。Rb

蛋白質に対しては、MDM2は、その増殖抑制能を抑制するop300は、MDM2h）53
と3量体を形成し、p53の分解を促進し、Numbもこの分解に関与していることが

示唆されている。P19AⅣのMDM2への結合によって、MDM2とこれらの蛋白質の

結合やその機能が影響されるかもしれない。Brownらは、MDM2が、細胞をGl

期停止させることを報告した。このGl期停止の機能に必要な領域は、p53結合サ

イトを含まない細胞周期停止ドメイン（155位－220位のアミノ酸残基、270位＿324

位のアミノ酸残基）である。この細胞周期停止ドメインは、p19A即との結合領域（155

位－220位のアミノ酸残基とC末端領域）と一部重複している。このことは、

P19A尺価M2複合体がp53に依存しない経路で働く可能性を示している。本研究

によりp19ARFがp53に依存してp21を誘導しGlサイクリン／Cdk複合体の活性を抑

制してGl期停止をもたらすことが明らかになったが、このp53依存的な経路と依
存してない経路でGl期停止をもたらしている可能性もある。

P19ÅⅣの細胞内の局在は、核内であり、特に核小体に主に存在していたop19ARF

を発現した細胞では、P53の核外への移行が阻害されていた○最近p19ARFが、核小

体に局在することによってMDM2を核小体に留め、MDM2の機能を抑制してp53

の蛋白質量を増加し、転写活性を上昇させることを報告した（Zhangetal．，1998；

Weberetal・，1999；Stottetal・，1998；TaoandLevine1999）。しかし、本研究では、P19ARF

は核質にも局在しており、また、MDM2が核小体に主に局在する傾向はみられな

かった。Hondaらは、P19A即が結合したMDM2は、P53に対するE3としての機能

が著しく抑制されていることを幸隠した（Hondaetal・，1999）o従って、P19AⅣのMDM2

の機能阻害能は、MDM2を核小体に留めるためだけによるのではなく、MDM2へ

の結合によってMDM2のp53へも結合能を阻害し、E3としての機能を抑制するこ
とにあると考えられる。

hk4a遺伝子座は、P16h抽とp19ARFの異なる二つの蛋白質によってRb経路とp53

経路の両方を制御する遺伝子座であることが明らかになった0癌細胞において遺伝

子の欠失や変異を調べると、この2つの経路のどちらかの欠尖が見られない癌細胞
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はない。したがって、血必ね遺伝子座の発現を制御することは、細胞が正常に増殖

するうえで非常に重要である。P161鵬とp19A即のプロモーターは、それぞれ独立

しており異なるが、最近、Polycombgroup遺伝子が血必由遺伝子座のp16Ⅰ血とp19ARF

の両方のリプレッサーであることが報告された（Jacqueline，J．L．etal，1999）。今後、

DMP－1や、Polycombgroup遺伝子などの加必ね遺伝子座の転写の制御を明らかにす

ることによって、細胞周期の制御、アポトーシス、細胞老化等の細胞増殖の制御機

構を総合的に解明できると思われる。
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