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序章 

 

細胞増殖は生命において根源的な事象であり、細胞内で起きる多くの事象は

最終的に細胞増殖に関与している。細胞増殖は主に「複製」と「分裂」のサイ

クルが必要であり、我々ヒトを含む動物細胞においても共通している。動物細

胞の細胞増殖は G1 (Gap1) 期→S (Synthesis) 期→G2 (Gap2) 期→M (Mitosis) 期

という４つの Phase からなる一方通行のサイクルであり、細胞周期と呼ばれてい

る。細胞周期を進行させると同時に、周期性をもたらしているのが cyclin- cyclin

依存性キナーゼ（CDK） 複合体である。cyclin と CDKには複数の種類が存在し、

細胞周期の各時期において発現している cyclin とそれによって活性化される

CDK が決まっており、この cyclin の時期特異的発現が細胞周期に周期性をもた

らしている 1–3。 

哺乳動物の細胞周期制御に関連する主要な cyclin-CDK 複合体は cyclin D 

(CycD) -CDK4/6, cyclin E (CycE) -CDK2, cyclin A (CycA) -CDK2/1, cyclin B (CycB) 

-CDK1 であり、CycD-CDK4/6 は G1 期、CycE-CDK2 は G1/S 期、 CycB-CDK1

は G2/M 期と機能する時期が明確に分かれている。 

CycAとCycBはM期前中期から後期にかけて分解シグナル配列である破壊ボ

ックス (destruction box: D-box)のポリユビキチン化依存的なプロテアソームに

よる分解制御を受けている 4,5。この分解制御の生理的意義として、CycB の分解

制御は細胞分裂にとって必須な制御である一方で、CycAの分解制御の生理的意

義は不明であった。そこで、我々の研究グループは哺乳動物細胞における CycA

の分解制御の重要性について研究を進めてきた。 

 

 



2 

 

本研究に関連する因子・制御機構 

 

⚫ cyclin-cyclin dependent kinase (CDK) の活性制御 

 cyclin-CDK複合体は細胞周期進行を担う主な因子 1–3であり、CDK活性は

3つの機構により制御されている。一つ目は cyclin の分解制御である。CDK

は cyclin と複合体を形成することで機能する。Anaphase-promoting complex 

(APC) は E3ユビキチンリガーゼの 1つであり、CycAと CycB が持つ分解シ

グナル配列である D-box を認識し、ポリユビキチン化することで cyclin の

プロテアソーム分解を誘導する 4,5。しかし、CDK 活性は cyclin との結合の

みで制御されているわけではない。二つ目は CDK 内のチロシン・スレオニ

ンのリン酸化である。CDK のリン酸化による制御は 2 パターン存在する。

CDK2はWee1により 15番目のチロシンをリン酸化されることで CDK活性

が抑制され、cdc25A により脱リン酸化されることで抑制が解除される。逆

にCDK-activating kinase (CAK) により 160番目のスレオニンをリン酸化され

ることでCDK2は活性化する 6。三つ目が CDK inhibitor (CKI) の結合である。

哺乳動物細胞の主な CKIとして p21 と p27 が知られている。CKIは主に G1

期で cyclin-CDK複合体と結合することで CDK活性を抑制し、S 期移行を抑

制する 7,8 (Fig. 0-1)。 

 

⚫ CycA-CDK2の細胞周期における制御 

 CycAは CDK1、CDK2 と複合体を形成する 9。CycAは G1/S 遷移期からM

期の前中期まで機能するが、その後 APC による D-box を介したポリユビキ

チン化に依存してプロテアソームにより分解される 5。また、G1期において

は CKI の結合により CycA-CDK 複合体の活性は抑制されており、細胞周期

を通じて厳密な制御を受けている 10。そのため CycAの異常な安定化や発現

は染色体の整列や分裂期後期の開始を遅らせることでゲノム不安定化を誘

導する 5,11。一方で、CDK2活性は ATR-Chk1 経路を介した細胞周期チェック

ポイントを誘導することも知られている 12。CDK2 による Chk1 活性化は

cdc25A の活性抑制を介して CDK1 の抑制的リン酸化を維持することで細胞

周期を停止させる。そのため細胞周期チェックポイント制御にも CDK2 は深

くかかわっている (Fig. 0-2)。 
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Fig. 0-1 cyclin-CDK の活性制御 
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Fig. 0-2 CycA-CDK2 の細胞周期における制御 
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⚫ アデノウイルスタンパク質 E1Aによる細胞周期制御の破綻 

 E1Aはアデノウイルスが感染後初期に発現し、他のウイルスタンパク質発

現に関与する 13。E1A は 5 つのスプライシングバリアントを持つ 14。また、

E1A には血清型間で保存された領域である CR (conserved region) ドメイン

が 4種類 (CR1, CR2, CR3, CR4) 存在しており 15、スプライシングバリアン

ト間で保持する CR ドメインの組み合わせが異なる。E1Aはがん抑制因子と

して知られる pRb と結合することで、pRb を転写因子 E2F から引き離し、

pRb の細胞周期制御を破綻させることからがん原タンパク質としても知ら

れている (Fig. 0-3)16,17。CR2の LxCxEモチーフにおいて pRbと結合するが、

この LxCxE モチーフはヒトパピローマウイルスの E7 や SV40 ウイルスの

large T 抗原にも保存されている 18。しかしながら、E1A による E2F からの

pRb の解離は CR1も関与している報告がある 19,20。また、E1Aによる細胞周

期制御の破綻は pRb との結合によるものだけではない。CKI の p27 や CKI

同様CDK活性を抑える INK4ファミリーのp16による細胞周期停止をLxCxE

モチーフ非依存的に解除すること 21 や複製関連因子の発現を誘導すること

で、S 期移行や複製フォークの速度を促進することも報告されている 22。 

 

⚫ E1Aと CycA の複合体形成 

 E1Aは Rb-like familyの 1つである p107と CycA-CDK2 と複合体を形成す

ることが報告されている 23。p107-CycA-CDK2 との複合体は pRb との複合体

とは独立しており、CR1 と CR2が p107 との結合に重要であることが知られ

ている 20。しかし、E1A-p107-CycA-CDK2 複合体の機能や生理的役割につい

ては未だに不明である。 
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Fig. 0-3 E1Aによる Rb の E2F不活性化の阻害 
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⚫ 細胞老化におけるヒト・マウス細胞間の違い 

動物細胞は細胞増殖を長期的に繰り返すと細胞増殖の限界を迎え、細胞老

化を起こすことが Hayflickらにより提唱されている (Fig. 0-4)24,25。ヒト細胞

では約 50回程度の細胞分裂後、細胞老化が誘導される。一方で、マウス細

胞においても細胞分裂回数の限界と細胞老化は存在するが、細胞老化誘導後

に、その制御を脱して細胞増殖を続ける不死化細胞の出現が確認されている
26。このことからヒト・マウス細胞間には、細胞周期制御における厳密性の

違いが存在することが考えられる。 

 

 

Fig. 0-4 Hayflick 限界点
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本研究に至る研究背景 

 

⚫ M-G1期における CycA-CDK活性化による染色体倍数化 27 

 CycAの分解制御の重要性を解析するため、哺乳類 CycA D-box内の保存性

が高い 3つのアミノ酸をアラニン置換し、プロテアソーム分解に抵抗性を持

つCycA (CycA47) を用いたところ、G1期でのCycA発現は保たれる一方で、

CDK 活性は抑制されたままであることが見出された。原因として、CKI で

ある p21、p27 と pRb-like family の１つである p107のいずれかが CDKと結

合していることが示された。そこで、p21、p27、p107を三重欠損させた 3-KO

細胞を用いたところ、G1期において CycA47-CDKの活性が検出された。本

来 M-G1 期では抑制されている CycA-CDK 活性の細胞周期への影響を flow 

cytometry (FACS) により解析したところ染色体の倍数化を誘導することが

示された (Fig. 0-5)27。 

 

⚫ M-G1期における CycA-CDK活性化による染色体倍数化誘導機構 28 

 CycA-CDK 活性制御の重要性を解明するため、M-G1 期における

CycA-CDK活性化の染色体倍数化の詳しい誘導機構の解析が行われた。ここ

では D-box を含む N 末端側 80 アミノ酸を欠損させ、CycA47 よりも安定性

の高い CycAΔ80 を用いて解析を行っている 5,29。まず染色体倍数化が誘導さ

れる細胞周期時期の特定を細胞周期進行阻害薬剤により行った。S期進行阻

害薬剤である hydroxyurea (HU) とM期進行阻害薬剤である nocodazole (Noc) 

を用いて 3-KO 細胞において細胞周期進行阻害およびその解除を行い、

CycAΔ80 による染色体倍数化の誘導を確認したところ、どちらの薬剤添加

においても染色体倍数化が誘導されなかった一方で、両薬剤による進行阻害

を解除した場合に倍数化が誘導された (Fig. 0-6)。この結果から染色体倍数

化は M 期中期以降に誘導されることが推測された。そこで、タイムラプス

観察により細胞分裂を継時的に観察したところ、CycAΔ80 を発現している

細胞において細胞分裂のスキップが確認された (Fig. 0-7)。さらに中心体数

の確認を免疫蛍光染色により観察したところ、中心体数の異常が確認された

(Fig. 0-8)。また、薬剤による S 期進行阻害では中心体数異常が確認されなか

った一方で、M 期進行阻害では中心体数の異常が誘導されていた (Fig. 0-8)。

以上のことから M-G1 期における CycA-CDK 活性化、つまり CycA-CDK 活

性制御破綻による染色体倍数化は、S 期における中心体過剰複製とそれに伴

う細胞分裂のスキップにより誘導されていることが示唆された (Fig. 0-9)28。 
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Fig. 0-5 p21, p27, p107三重欠損細胞における CycA47の影響 27 

(a) p21, p27と CycA47 の結合解析 

 NIH3T3 の CycA47 安定発現細胞株において、非同期条件と Noc による細

胞同調後、M 期細胞は Noc block、G1 期細胞は Noc release 120 min 後、S 期

細胞は 16 h 後として細胞回収。myc-tag抗体による免疫沈降により CycAと

CKIの結合を検証。 

(b) p21, p27二重欠損細胞における CycA47 と p107の結合解析 

(a)と同様の細胞同調条件において細胞回収を行い、p107 との結合を検証。 

(c) p21, p27, p107 三重欠損細胞における CycA47-CDKの活性測定と FACS 解析 

活性測定用サンプルにおいては(a)と同様の細胞同調条件により細胞回収

を行い、Histone H1 キナーゼ活性測定により CDK活性を解析。FACS 解析用

サンプルは細胞同調を行わず細胞回収している。 
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Fig. 0-6 染色体倍数化誘導の細胞周期特異性 28 

(a) Hydroxyurea (HU) による S 期同調時の染色体倍数化誘導 

3-KO細胞に pCS mtCycAΔ80と pCMV CD20 を共トランスフェクション

し、CD20を認識する FITC 抗体により発せられる FITC の蛍光強度を TF効

率の高さとし、蛍光強度が閾値よりも高い細胞を外来性 CycA がトランスフ

ェクションされた細胞として解析した。HU+は添加 28 h 後に細胞回収。

releaseは HU 除去 28 h 後に細胞回収。 

(b) Nocodazole (Noc) による M 期同調時の染色体倍数化誘導 

3-KO細胞に pCS mtCycAΔ80と pCMV CD20 を共トランスフェクション

し、CD20を認識する FITC 抗体により発せられる FITC の蛍光強度を TF効

率の高さとし、蛍光強度が閾値よりも高い細胞を外来性 CycA がトランスフ

ェクションされた細胞として解析した。Noc+は添加 24 h 後に細胞回収。

releaseは Noc除去 16 h後に細胞回収。 

* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 
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Fig. 0-7 CycAΔ80 発現細胞のタイムラプスによる細胞分裂の継時的観察 28 

 3-KO細胞に pCS (mock)もしくは pCS CycAΔ80 DS-redと共に H2B-GFP を発

現するプラスミドを共トランスフェクションし、15 min 間隔でタイムラプス観

察を行っている。 
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Fig. 0-8 CycAΔ80 による中心体数異常の誘導 28 

(a) 免疫蛍光染色による中心体数の比較 

 3-KO細胞に pCSMT (mock)、pCSMT lacZ、pCSmtCycAΔ80 をトランスフェ

クションし、myc-tag抗体(赤)とγ- tubulin 抗体(緑)により免疫蛍光染色を行い、

mtCycAΔ80発現細胞における中心体数を解析した。 

(b) 細胞周期同調薬剤による細胞周期同調時の中心体数の比較 

HU+は添加 26 h後、HU releaseは除去 26 h 後、Noc+は添加 24 h 後に(a)同様

に免疫蛍光染色を行っている。 

** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001 
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Fig. 0-9 CycA-CDK 活性亢進による染色体倍数化誘導モデル 
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本研究の目的 

 

 今までの研究により、M-G1 期における CycA タンパク質分解の阻害と CDK

阻害因子の欠損による CycA-CDK 活性制御破綻は、中心体数異常による細胞分

裂スキップにより染色体倍数化を引き起こすことが示唆され、CycA-CDK 活性

制御は細胞周期の恒常性維持にとって非常に重要であることが考えられる。し

かし、以上の研究で用いた 3-KO細胞はマウス由来の細胞であり、マウス細胞は

老化に対する細胞周期制御の厳密性を欠いていることが知られている。このこ

とから、CycA-CDK 活性制御破綻による染色体倍数化は、マウス細胞特異的な

現象である可能性が考えられ、CycA-CDK 活性制御の普遍的な生理的意義を解

明するためには、ヒト細胞での解析は不可欠である。そこで本研究では、ヒト

細胞における CycA-CDK 活性制御破綻が及ぼす細胞周期への影響を解析するこ

とで、CycA-CDK活性制御の生理的意義の理解を深めることを目的とした。 
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第１章 ヒト細胞における CycA-CDK 活性亢進が及ぼす 

細胞周期への影響の解析 

 

１－１ ヒト細胞株における CycAΔ80 が及ぼす細胞周期への影響の解析 30 

 

第１節 序 

 ヒト細胞での CycA-CDK 活性制御破綻による細胞周期への影響を解析するに

あたって、いくつかのヒト細胞株において CycAΔ80 を発現させた際の FACS 解

析による細胞周期への影響、Histone H1 を用いた CDK 活性測定、Western 解析

による CKI (p21, p27, p107) の発現量について細胞株間比較を行った。さらに、

CycA-CDK活性亢進による影響の CDK活性依存性を CycA及び CDK2変異体を

用いて検証した。 

 

(1) ヒト細胞における CycAΔ80 の影響 

 

(2) Histone H1を用いたヒト細胞株間の CDK活性比較 

 

(3) ヒト細胞株間の CKI (p21, p27, p107) の発現量比較 

 

(4) CDK活性依存性の検証 
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第２節 結果 

(1) ヒト細胞における CycAΔ80の影響 

 アデノウイルスゲノムが導入されたトランスフォーム細胞株である

HEK293、がん細胞株であるMDAH041, U-2 OS, HT1080, Saos-2、正常細胞株

である WI-38 について CycA 野生型 (WT)・Δ80 をそれぞれ発現させた。

CycAWTにおいては U-2 OS, MDAH041, Saos-2において G1期細胞の減少と S

期細胞の蓄積がみられ、過去の報告と一致している 10,31。一方で、CycAΔ80

を発現させた際には HEK293とMDAH041において CycAWTを発現させた時

とは異なり G2/M 期停滞が誘導された (Fig. 1-1)。また、他の細胞種では

CycAWTを発現させた時と同じプロファイルを示した。 

 

(2) Histone H1を用いたヒト細胞株間の CDK活性比較 

 (1) により CycAΔ80 の影響を検証した 6 種のヒト細胞株における

CycAWT-CDK・CycAΔ80-CDK 間の活性比較を行った。活性測定は大量の細

胞数を必要とするため、細胞培養の際に多く細胞数を得られない Saos-2, 

WI-38 での活性比較は行えなかった。外来性 CycAにはMyc-tagが付与されて

いるためMyc-tag抗体により免疫沈降及びHistone H1 kinase活性測定を行っ

た。G2/M 期停滞が誘導される細胞 HEK293, MDAH041では誘導されない細胞

U-2 OS, HT1080に比べCycAΔ80-CDKの活性がCycAWT-CDKよりも亢進して

いることが示唆された (Fig. 1-2)。 

 

(3) ヒト細胞株間の CKI (p21,p27,p107) の発現量比較 

 CycAΔ80 により G2/M 期停滞を誘導される細胞において CycAΔ80-CDK の

活性が CycAWT-CDKよりも亢進していることから細胞株間で CDK活性を制

御する CKI の発現レベルの違いが関与していると考え、(1) で用いた細胞株

の CKI (p21,p27,p107) の発現レベルの比較を行った。CycAΔ80 による G2/M

期停滞が誘導されない細胞では誘導される細胞に比べ p21, p27 どちらかの発

現レベルが高かった。また、p107の発現レベルは正常細胞である WI-38を除

いて、どの細胞株でもほとんど変化なかった (Fig. 1-3)。以上のことから G2/M

期停滞は p21,p27 両 CKIの発現レベルの低下により CycA-CDK 活性亢進がさ

れ、G2/M 期停滞が誘導されたと考えられる。 
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(4)  CDK活性依存性の検証 

 以上の結果より p21, p27の発現レベルが低いヒト細胞においてCycAΔ80の

発現により CycA-CDK 活性が亢進することで G2/M 期停滞が誘導されること

が示唆されたが、CycA-CDK 活性亢進が G2/M 期停滞誘導の原因であるかを

検証する必要がある。そのため以下２つの変異体を用いて検証を行った。ま

た、以下の検証はCycAΔ80の発現により特に強くG2/M期停滞誘導及びCDK2

活性亢進を示した HEK293により進めることとした。 

 

(a) CDK2 非結合 CycA変異体 32 

 CDK 結合領域の 211 番目のアルギニンをアラニン置換した CycA は CDK

結合能を欠損する (Fig. 1-4)。CycAWT, CycAΔ80, CycAΔ80 R211A それぞれを

DNA量別にトランスフェクションしたところ、CycAΔ80では DNA量依存的

にG2/M期停滞が強く誘導される一方で、CycAWT, CycAΔ80 R211AではG2/M

期停滞誘導の増強がみられなかった (Fig. 1-5)。 

 

(b) CDK2 非活性型 (ドミナントネガティブ: dn) 変異体 33 

CDK2 dn 変異体は活性中心に変異を持ち、キナーゼとしての活性を持たな

い変異体のことである。CDK2WT, CDK2dn それぞれを CycAΔ80 共にトラン

スフェクションしたところ、CDK2WTでは CDK2の DNA量に関係なく G2/M

期停滞を誘導する一方で、CDK2dn変異体ではCDK2のDNA量依存的にG2/M

期停滞が解除された (Fig. 1-6)。 
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Fig. 1-1 ヒト細胞株における CycAΔ80 の影響 30 

 各細胞株に 10 µg の pCSMT EV, pCS myc-tag cyclin A (mtCycA) WT もしくは

mtCycAΔ80 と 1 µg の pEGFP-C1を共トランスフェクションし、FACS 解析を行

った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の割合を示す。** p < 0.01 
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Fig. 1-2 Histone H1 を用いたヒト細胞株間の CDK 活性比較 30 

 各細胞株に 10 µgの pCS mtCycAWTもしくはmtCycAΔ80をトランスフェクシ

ョンした細胞の CDK 活性測定を行った。免疫沈降で用いた抗体は myc-tag 抗体

であり、外来性 CycA と結合している CDK の活性を測定している。下図は H1 

kinase活性値のグラフ。 
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Fig. 1-3 ヒト細胞株の CKI の発現量比較 30 

 各細胞株の CKI 発現量を Western 解析により比較した。α-tubulin を internal 

control としたときの相対値をそれぞれグラフに示した。 
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Fig. 1-4 CDK2 非結合 CycA変異体の CDK2結合性 30 

 HEK293に pCS mtCycAWT、mtCycAΔ80、mtCycAΔ80 R211A それぞれを 10 µg

トランスフェクションし、myc-tag 抗体による免疫沈降と Western 解析により

CDK2 との結合を確認した。 
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Fig. 1-5 CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導の CDK 活性依存性①30 

 HEK293 に 1 µg の pEGFP-C1 とともに pCS mtCycAWT、mtCycAΔ80、

mtCycAΔ80 R211A それぞれを 0.4 µg、2 µg、10 µgの濃度別で共トランスフェク

ションし、FACS 解析を行った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別

の割合を示す。** p < 0.01, * p < 0.05 
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Fig. 1-6 CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導の CDK 活性依存性②30 

 HEK293に 2 µg の pCS mtCycAΔ80 とともに pCSHA CDK2WT、CDK2dnそれ

ぞれを 1 µg、2 µg、4 µgの濃度別で共トランスフェクションし、FACS 解析を行

った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の割合を示す。* p < 0.05 
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第３節 考察 

 ヒト細胞における CycA-CDK 活性制御破綻が及ぼす細胞周期への影響の解析

として、HEK293, MDAH041, U-2 OS, HT1080, Saos-2, WI-38での CycAΔ80の影

響を検証した。CycAΔ80発現により、HEK293とMDAH041において CycAWT

発現ではみられない G2/M 期停滞が誘導された。両細胞株では他の細胞株に比べ

p21 と p27 の両発現レベルが低いことが Western 解析により示され、U-2 OS, 

HT1080 に比べ CycAΔ80-CDK の活性が CycAWT-CDK よりも亢進していること

も Histone H1 キナーゼ活性測定により示唆された。これらの結果から、細胞内

の CDK inhibitorの発現レベルが低い細胞においてはプロテアソーム分解を受け

ない CycAΔ80の発現により CycA-CDK活性が亢進することを確認した。また、

CycA-CDK 活性亢進が G2/M 期停滞誘導の原因であるかを、CDK2 非結合 CycA

変異体および CDK2 非活性型変異体を用いて検証したところ、どちらの変異体

においても G2/M 期停滞の誘導が抑制されたことから、CycA-CDK 活性亢進が

G2/M 期停滞誘導の原因であることが示唆された。以上の結果から、ヒト細胞に

おいて CycA-CDK活性制御破綻である CycA-CDK活性亢進により G2/M 期停滞

が誘導されることを示した。しかしながら、p21 と p27 欠損マウス細胞 (p21-/- 

p27-/- MEFs) においてはCycAΔ80の発現によるG2/M期停滞は誘導されないこ

とが示されており (Fig. 1-7)28、細胞種間で CycAΔ80発現の影響に違いがあると

考えられる。 
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Fig. 1-7 3-KO, 2-KO MEFs と NIH3T3における CycAΔ80発現の影響 28 

 pCS mtCycAΔ80 15 µgと CD20発現プラスミド 5 µgを共トランスフェクショ

ンし、FACS 解析を行った。anti-CD20-FITC により FITC の蛍光が確認された細

胞を pCS mtCycAΔ80がトランスフェクションされた細胞として解析している。 
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１－２ 擬似的 3-KOヒト細胞における CycAΔ80 の影響 

 

第１節 序 

 １－１より p21 と p27 の低発現ヒト細胞株において、CycAΔ80 の発現により

CycA-CDK活性が亢進し G2/M 期停滞を誘導することが示唆された。しかしなが

ら、マウス細胞株 3-KO 細胞における CycA-CDK 活性制御の解析では、p21 と

p27に加えて p107もCycA-CDKと結合することで、M-G1期における CycA-CDK

活性化を抑えることが示されている。ヒト細胞ではプロテアソーム分解を受け

ない CycAΔ80 と、CDK 活性を抑える CKI である p21 と p27 の発現低下のみで

CycA-CDK 活性の異常と細胞周期への影響が確認できたが、p107 を欠損するこ

とで、より強い細胞周期への影響(染色体倍数化など)につながることが予測され

る。そこで、p21 と p27 の低発現ヒト細胞株において CRISPR-Cas9 システムで

の p107のノックアウトによる擬似的な 3-KOヒト細胞を作製し、CycAΔ80によ

る細胞周期への影響を解析した。 

(Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ) 

 

(1) HEK293における p107 欠損細胞の作製と CycAΔ80による影響 

 

(2) MDAH041における p107欠損細胞の作製と CycAΔ80 による影響 
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第２節 結果 

(1) HEK293における p107 欠損細胞の作製と CycAΔ80 による影響 

 CRISPR-Cas9 system により p107 欠損細胞の作製を行った。Western 解析に

より p107の欠損を確認と、CycAWT と CycAΔ80発現による細胞周期への影響

を FACS 解析により解析した。取得した p107 欠損細胞である＃1137 と#1141

においても、control である px330A と同様に CycAΔ80 による G2/M 期停滞が

誘導された (Fig. 2-1, Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ)。 

 

(2) MDAH041における p107欠損細胞の作製と CycAΔ80による影響 

 CRISPR-Cas9 system により HEK293 同様 p107 欠損細胞の作製を行った。

Western 解析により p107 の欠損を確認と、CycAΔ80 発現による細胞周期への

影響をFACS解析により解析した。取得したp107欠損細胞である#1132と#1144

では、control である px330A とは異なり CycAΔ80 による G2/M 期停滞が誘導

されなかった (Fig. 2-2, Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ)。 
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Fig. 2-1 HEK293 p107欠損細胞における CycAΔ80 の影響 

 各細胞株に 10 µgの pCS mtCycAWTもしくはmtCycAΔ80と 1 µgの pEGFP-C1

を共トランスフェクションし、FACS 解析を行った。下図はWestern 解析による

発現確認。(Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ) 
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Fig. 2-2 MDAH041 p107欠損細胞における CycAΔ80 の影響 

 各細胞株に 10 µgの pCS mtCycAΔ80と 1 µgの pEGFP-C1を共トランスフェク

ションし、FACS 解析を行った。下図は Western解析による発現確認。(Akaike Y, 

Chibazakura T. 未発表データ) 
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第３節 考察 

 マウス細胞株 3-KO 細胞における CycA-CDK 活性制御の解析では p21 と p27

だけでなく p107も CycA-CDK活性化を抑えていたことから、ヒト細胞において

も p107を欠損することで、より強い細胞周期への影響が誘導されるのかを、p21

と p27 の低発現ヒト細胞株の p107 のノックアウトによる擬似的な 3-KO ヒト細

胞により解析した。各擬似的な 3-KOヒト細胞の結果から、由来する細胞株によ

って CycAΔ80 による G2/M 期停滞への影響に違いはあるものの、マウス由来の

3-KO細胞でみられた染色体倍数化が誘導されることはなかった。以上の結果よ

り、p21 と p27 の低発現及び p107 の欠損による擬似的ヒト 3-KO 細胞において

は、CycAΔ80 による CycA-CDK活性亢進条件下であっても細胞分裂スキップに

よる染色体倍数化は誘導されないと示唆された。 
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第２章 ヒト細胞における CycA-CDK 活性亢進による 

G2/M期停滞誘導機構の解明 

 

２－１ E1Aの CycAΔ80 による G2/M期停滞の促進機構の解析 30 

 

第１節 序 

 ヒト細胞において、CycAΔ80 による CycA-CDK 活性亢進は 3-KO 細胞におけ

る染色体倍数化を誘導せず、G2/M 期停滞を誘導することが示されたが、

CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導の分子メカニズムについては未だ明らかでな

い。そこで、ヒト細胞における CycA-CDK 活性亢進による G2/M 期停滞誘導機

構の解明に向けて研究を進めることとした。 

CycA-CDK活性亢進による G2/M 期停滞誘導機構の解明にあたって、CycAΔ80

による G2/M 期停滞が誘導された細胞株 HEK293 と MDAH041 において、G2/M

期停滞誘導強度に違いがあることを見出した (MDAH041 では HEK293 ほどの

G2/M 期停滞が誘導されない)。両者の細胞の違いとして HEK293 はアデノウイ

ルス DNA がゲノム DNA 内に導入されており、アデノウイルス由来のタンパク

質である E1Aが発現していることが挙げられる。そこで、E1Aの CycAΔ80によ

る G2/M 期停滞誘導への関与について解析を進めることで、CycA-CDK活性亢進

による G2/M 期停滞誘導機構の解明への足掛かりとした。 

 

(1) HEK293における E1A ノックダウンによる G2/M 期停滞誘導への影響 

 

(2) HEK293における E1A ノックダウンによる内在性 CDK2 活性への影響 

 

(3) MDAH041における E1A共発現による G2/M 期停滞誘導への影響 

 

(4) MDAH041における E1A共発現による CycA-CDK複合体形成への影響 

 

(5) MDAH041における E1A共発現による内在性 CDK2 活性への影響 

 



32 

 

第２節 結果 

(1) HEK293における E1A ノックダウンによる G2/M 期停滞誘導への影響 

siDirect により設計した E1A ノックダウン用 siRNA を CycAΔ80 とともに

XtremeGENE transfection reagent によりトランスフェクションし、FACS 解析

により G2/M 期停滞誘導への影響を解析したところ、E1A siRNA濃度依存的

に CycAΔ80 による G2/M 期停滞の抑制がみられた (Fig. 3-1)。 

 

(2) HEK293における E1A ノックダウンによる内在性 CDK2 活性への影響 

(1) の条件における細胞内 CDK2 活性を、CDK2 抗体による免疫沈降及び

Histone H1 kinase活性測定を行った。E1A siRNA濃度依存的に Histone H1の

CDK2 によるリン酸化が抑制され、CDK2 活性の低下がみられた。さらに、

CDK2 に結合する CycAΔ80 量が低下したことから、E1Aのノックダウンによ

り CycA-CDK2 複合体形成が抑制されていることが示唆された (Fig. 3-2)。 

 

(3) MDAH041における E1A共発現による G2/M 期停滞誘導への影響 

CycAΔ80 と共に E1A を発現させ、FACS 解析により CycAΔ80 による G2/M

期停滞誘導への影響を解析したところ、E1Aを共トランスフェクションした

細胞において G2/M 期停滞が促進された (Fig. 3-3)。 

 

(4) MDAH041における E1A共発現による CycA-CDK複合体形成への影響 

HEK293における E1A ノックダウンにより CycA-CDK2複合体形成の抑制

が示唆されたため、E1A の共発現による CycA-CDK2 複合体形成への影響を

Myc-tag抗体による免疫沈降により検証した。E1A共発現により外来性 CycA

に結合する CDK2量の増加がみられたことから、E1Aにより CycA-CDK2 複

合体形成が促進されていることが示唆された (Fig. 3-4)。 

 

(5) MDAH041における E1A共発現による内在性 CDK2 活性への影響 

(3) の条件における細胞内 CDK2 活性を CDK2 抗体による免疫沈降及び

Histone H1 kinase活性測定を行った。E1A依存的に Histone H1 の CDK2 によ

るリン酸化が増加し、CDK2 活性の促進がみられた。さらに、(4) の結果と

同様に CDK2 に結合する CycAΔ80 量が増加したことから、E1A により

CycA-CDK2 複合体形成が促進されていることが示唆された。また、一方で

CycAと同様に CDK2 と複合体形成をする cyclin E の結合性には変化なかっ

た (Fig. 3-5)。また、CycAΔ80と同様の条件で cyclin Eと E1Aの共発現によ

る細胞周期の影響を FACS 解析により解析したところ E1A 共発現時でも細

胞周期への影響は見られなかった (Fig. 3-6)。 
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Fig. 3-1 HEK293 における E1Aノックダウンによる G2/M期停滞誘導への影響 30 

 HEK293に 2 µg の pCS mtCycAΔ80、1 µgの pEGFP-C1とともに E1Aノックダ

ウン用 siRNAを終濃度 0 nM、50 nM、100 nM になるように共トランスフェクシ

ョンし、FACS 解析を行った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の

割合を示す。** p < 0.01 
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Fig. 3-2 HEK293における E1Aノックダウンによる内在性 CDK2 活性への影響 30 

 HEK293に 2 µg の pCS mtCycAΔ80 とともに E1Aノックダウン用 siRNAを終

濃度 0 nM、50 nM、100 nM になるように共トランスフェクションした。その細

胞のライセートを用いて CDK2 抗体による免疫沈降及び Histone H1 kinase 活性

測定を行った。左上のグラフは E1A のノックダウン効率を示す。右上のグラフ

は内在性 CDK2 の活性値を示す。左下のグラフは外来性 mtCycA と CDK2 の結

合量を示す。右下のグラフは E1Aと CDK2の結合量を示す。全てのグラフは E1A 

siRNA 0 nM =1とした時の相対値で示す。* p < 0.05 
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Fig. 3-3 MDAH041 における E1A共発現による G2/M期停滞誘導への影響 30 

 MDAH041に 0.4 µg、2 µg、10 µg の pCS mtCycAΔ80、1 µg の pEGFP-C1とと

もに 5 µg の pE1Aを共トランスフェクションし、FACS 解析を行った。pE1Aを

共トランスフェクションしていない細胞には 5 µg の pCS2+を代わりに共トラン

スフェクションしている。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の割合

を示す。** p < 0.01, * p < 0.05 
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Fig. 3-4 MDAH041における E1A共発現による CycA-CDK複合体形成への影響 30 

 MDAH041に 10 µg の pCS mtCycAWT もしくは mtCycAΔ80 とともに 5 µg の

pE1A を共トランスフェクションした。pE1A を共トランスフェクションしてい

ない細胞には 5 µg の pCS2+を代わりに共トランスフェクションしている。その

細胞のライセートを用いて myc-tag抗体による免疫沈降を行い、外来性 CycAと

CDK2 の複合体量を比較した。下図のグラフは mtCycAWT・E1A- =1としたとき

の相対値を示す。** p < 0.01 
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Fig. 3-5 MDAH041 における E1A共発現による内在性 CDK2 活性への影響 30 

 MDAH041に 10 µg の pCS mtCycAΔ80 とともに 5 µg の pE1A を共トランスフ

ェクションした。pE1A を共トランスフェクションしていない細胞には 5 µg の

pCS2+を代わりに共トランスフェクションしている。その細胞のライセートを用

いて CDK2 抗体による免疫沈降及び Histone H1 kinase活性測定を行った。左上

のグラフは内在性 CDK2の活性値を示す。左下のグラフは外来性 mtCycAΔ80と

CDK2の結合量を示す。右下のグラフは内在性 cyclin EとCDK2の結合量を示す。

全てのグラフは E1A- =1とした時の相対値で示す。 



38 

 

 

 

 

Fig. 3-6 cyclin E の E1A共発現による細胞周期への影響 30 

 MDAH041に 10 µgの pCS mtCycAΔ80 もしくは mtcyclin E とともに 1 µg の

pEGFP-C1 と 5 µg の pE1A を共トランスフェクションし、FACS 解析を行った。

pE1A を共トランスフェクションしていない細胞には 5 µg の pCS2+を代わりに

共トランスフェクションしている。 
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第３節 考察 

 HEK293とMDAH041における CycAΔ80による G2/M期停滞誘導強度の違い

の原因として、HEK293 においてアデノウイルスタンパク質 E1A の発現が考え

られた。そこで、E1A の CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導への関与について

HEK293 での E1A ノックダウン条件下と、MDAH041 での E1A 共発現条件下に

おける FACS 解析及び Histone H1 キナーゼ活性測定による比較解析を行った。

HEK293において E1A siRNA濃度依存的に CycAΔ80による G2/M 期停滞の抑制

がみられ、Histone H1 キナーゼ活性測定による CycA-CDK2 複合体量及び CDK2

活性も低下していた。また一方で、MDAH041において E1A共発現により G2/M

期停滞誘導の促進と、CycA-CDK2複合体量及びCDK2活性の促進が示唆された。

以上の結果から、E1A は CycA-CDK2 複合体形成の促進によるより強い

CycA-CDK活性亢進を誘導することで、G2/M 期停滞誘導を促進することが示唆

された。また、cyclin Eは CycA同様に CDK2 と複合体を形成する cyclin であり、

E1Aと結合する因子として知られている 34が、今回の解析では E1A共発現条件

下において CDK2 との結合性は変化せず細胞周期への影響も見られなかった。

このことから MDAH041 内では E1A の cyclin-CDK2 結合特異性に違いがあるこ

とが考えられる。 
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２－２ 細胞周期チェックポイントによる G2/M期停滞誘導機構の解析 30 

 

第１節 序 

 過去の論文で「CDK2 は p53非依存的な G2/M 期チェックポイント制御に必要

である」という報告がされている 12。今回の CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導

も、第三章で示した E1A による CycA-CDK2 活性亢進により G2/M 期停滞が促

進する結果を踏まえると、CDK2 活性亢進により ATR-Chk1 経路が活性化し、

G2/M 期停滞が誘導されているのではないかと考えた。そこで、CycAΔ80 による

G2/M 期停滞誘導と ATR-Chk1経路の関係性について解析を進めた。 

 

(1) ATR-Chk1経路特異的阻害剤を用いた CycAΔ80による G2/M期停滞への影響 

 

(2) 細胞同調による停滞時期の特定 

 

(3) CycAΔ80による G2/M 期停滞誘導時の CDK1 抑制的リン酸化レベルの比較 

 

(4) CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導における CDK1抑制的リン酸化の依存性 
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第２節 結果 

(1) ATR-Chk1経路特異的阻害剤を用いた CycAΔ80による G2/M期停滞誘導への

影響 

 CycAΔ80 および E1A を発現させ、ATR の阻害剤である Caffeine、Chk1 の

阻害剤である MK8776 と UCN-01、Chk2 の阻害剤である PV1019 で処理し、

FACS 解析を行った。FACS 解析の結果 Caffeine、MK8776、UCN-01において

CycAΔ80 による G2/M 期停滞の抑制がみられた。また、PV1019 においては

CycAΔ80 による G2/M 期停滞の抑制は見られなかった。このことから

CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導には ATR-Chk1 経路が関与しており、Chk2

は関与していないことが示唆された (Fig. 4-1)。 

 

(2) 細胞周期同調による停滞誘導時期の特定 

 細胞周期同調を用いてCycAΔ80によるG2/M期停滞の詳細な停滞誘導時期

を特定することで Chk1 の作用時期を特定した。CycAΔ80および E1Aをリン

酸カルシウム法によりトランスフェクションし、リン酸カルシウム除去の

refeed 時に Nocodazole (Noc) を添加し、24時間後に Nocを除去する。Noc除

去 8 時間後に細胞を回収する。Noc は微小管形成を阻害するため細胞周期は

前中期で停止するため、もし前中期以前で Chk1 が作用していれば Noc 除去

前にのみMK8776 を添加しても G2/M 期停滞は誘導されない。もし前中期以

降で Chk1 が作用していれば Noc 除去以降に MK8776 を添加しないと G2/M

期停滞は解除されない。Fig. 4-2に示したタイムコースで CycAΔ80 と E1Aを

発現した細胞を処理し、FACS 解析を行った。結果として Noc 除去前にのみ

MK8776を添加した細胞でも G2/M 期停滞は誘導されておらず、CycAΔ80 に

よる G2/M 期停滞は ATR-Chk1 経路を介して前中期以前に誘導されているこ

とが示唆された。 

 

(3) CycAΔ80による G2/M 期停滞誘導時の CDK1抑制的リン酸化レベルの比較 

 CDK2 による G2/M 期停滞は、ATR-Chk1 経路が CDK1 抑制的リン酸化を

除去する cdc25Aの活性を抑制することで誘導されることも報告されている。

そこで、CycAΔ80 および E1A を発現した際の CDK1 抑制的リン酸化レベル

を比較した。CDK1 抑制的リン酸化は Y15 のリン酸化(pY15)が指標となる。

まず、E1A共発現の有無による CDK1 抑制的リン酸化レベルの比較を行った

ところ、E1A を共発現させた細胞において CDK1-pY15 の量の増加がみられ

た (Fig. 4-3)。また、CycAΔ80 と E1A を共発現させた細胞に Chk1 阻害剤

(MK8776) を添加したところ、CDK1-pY15 の量の減少がみられ (Fig. 4-4)、

CycAΔ80 および E1A を発現させることで CDK1 抑制的リン酸化が誘導され
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ていることが示唆された。 

 

(4) CycAΔ80による G2/M 期停滞誘導における CDK1 抑制的リン酸化の依存性 

 (3) において CDK1 抑制的リン酸化が誘導されていることが示唆されたが、

CycAΔ80によるG2/M期停滞誘導がCDK1抑制的リン酸化に起因しているの

かは不明である。そこで、CDK1抑制的リン酸化を受けない変異体 (CDK1AF) 
35と cdc25A を用いて CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導と CDK1 抑制的リン

酸化の関係性について検証した。CycAΔ80 および E1A とともに CDK1WT、

CDK1AF、cdc25A をそれぞれ共発現させ、FACS 解析を行った。結果として、

CDK1AFと cdc25Aを発現させたときに G2/M期停滞の抑制がみられた (Fig. 

4-5)。以上の結果より、CycAΔ80 による G2/M 期停滞は、ATR-Chk1経路を介

した cdc25A の活性抑制により CDK1 活性が抑制されることで誘導させるこ

とが示唆された。 
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Fig. 4-1 ATR-Chk1 経路特異的阻害剤を用いた CycAΔ80による G2/M期停滞誘

導への影響 30 

 10 µg の pCS mtCycAΔ80、5 µg の pE1A、1 µg の pEGFP-C1を共トランスフェ

クションした MDAH041 に ATM/ATR 阻害剤の caffeine、Chk1 阻害剤 MK8776, 

UCN-01、Chk2 阻害剤 PV1019 をそれぞれ 24 時間添加し、FACS 解析を行った。

終濃度は 4 mM caffeine, 1 µM MK8776, 50 nM UCN-01, 300 nM PV1019 とした。

下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の割合を示す。** p < 0.01, * p < 

0.05 
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Fig. 4-2 細胞同調による停滞時期の特定 30 

 10 µg の pCS mtCycAΔ80、5 µg の pE1A、1 µgの pEGFP-C1を共トランスフェ

クションしたMDAH041にノコダゾール (Noc) をトランスフェクションから 16

時間後に終濃度 0.1 µM で 24 時間添加し、細胞回収したものを①とした。同条

件で Noc 添加 24 時間後に Noc 除去 8 時間後に細胞回収したものを②とした。

Noc除去の 8時間前に MK8776を終濃度 1 µM を添加し、Noc, MK8776 同時除去

8時間後に細胞回収したものを③とした。Noc除去と同時にMK8776 を終濃度 1 

µM を添加し、8 時間後に細胞回収したものを④とした。以上の FACS 解析を行

った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周期別の割合を示す。** p < 0.01 
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Fig. 4-3 CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導時の CDK1抑制的リン酸化レベルの

比較①30 

 MDAH041に 10 µg の pCS mtCycAΔ80 とともに 5 µg の pE1Aを共トランスフ

ェクションした。pE1Aを共トランスフェクションしていない細胞には 5 µgの

pCS2+を代わりに共トランスフェクションしている。その細胞のライセートを用

いて、myc-tag抗体による免疫沈降及びWestern解析により CDK1pY15の量を比

較した。グラフは E1A- =1としたときの相対値で示す。 
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Fig. 4-4 CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導時の CDK1 抑制的リン酸化レベルの

比較②30 

 10 µgの pCSMT mtCycAΔ80とともに 5 µgの pE1Aを共トランスフェクション

したMDAH041に、Chk1 inhibitorである MK8776を終濃度 1 µM で添加した。

その細胞のライセートを用いてmyc-tag抗体による免疫沈降及びWestern解析に

より CDK1pY15の量を比較した。グラフは Chk1 inhibitor - =1としたときの相対

値で示す。* p < 0.05 
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Fig. 4-5 CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導における CDK1抑制的リン酸化の依

存性 30 

 MDAH041 に 10 µg の pCSMT mtCycAΔ80、5 µg の pE1A とともに pCSHA 

CDK1WT、CDK1AF、cdc25A それぞれを共トランスフェクションし、FACS 解

析を行った。下図のグラフは各 FACS 解析結果の細胞周 
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第３節 考察 

 CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導と ATR-Chk1 経路の関係性について解析を

進めた結果、ATR-Chk1経路特異的阻害剤添加による FACS解析により、CycAΔ80

による G2/M 期停滞誘導には ATR-Chk1 経路が関与していること、さらに Noc

による M 期同調と MK8776 添加タイミングの組み合わせにより CycAΔ80 によ

るG2/M期停滞がATR-Chk1経路を介して前中期以前に誘導されていることが示

唆された。また、CDK1 の抑制的リン酸化レベルの比較と CDK1AF及び cdc25A

の共発現による FACS 解析により、CycAΔ80 による CycA-CDK 活性亢進が

ATR-Chk1経路を活性化することで、CDK1 の抑制的リン酸化を解除する cdc25A

のホスファターゼ活性の不活化により G2/M 期停滞が誘導されていることが示

唆された。本研究では解析していないが、CDK2が ATR-Chk1 経路を活性化する

原因はATRと結合することでDNA損傷部位へATRをリクルートするATRIPを

CDK2 がリン酸化することが挙げられ 12,36,37、本研究の CycA-CDK 活性亢進が

ATR-Chk1 経路活性化に間接的ではなく直接関与していることが考えられる。ま

た、本来 CycAが分解制御を受ける分裂期前中期よりも早い時期に、分解制御を

受けない CycAΔ80 による CycA-CDK 活性制御破綻が細胞周期チェックポイン

トを活性化し細胞周期進行を抑えることは、細胞周期制御破綻自体が異常な細

胞増殖を抑えるシステムとして非常に無駄がなく理にかなった機構であると言

える。 
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第３章 E1Aによる CycA-CDK2 活性促進機構の解析 38 

 

第１節 序 

 ２－１より E1A が CycA-CDK2 活性化を促進することを示した。しかしなが

ら、E1A が細胞周期制御に関与する研究は、pRb の解離を介した E2F の活性化

や転写活性化因子 (E4F、ATF など) と結合することで転写活性化能を促進する
39,40といった報告が多く、CDK活性との関連性は報告されていなかった。また、

本研究の CycA-CDK 活性亢進の細胞周期への影響を議論するにあたって、

CycA-CDK 活性亢進の原因経路となりうる現象の解明は非常に重要であると考

える。そこで、本章では E1A の CycA-CDK 活性化促進機構を E1A の機能ドメ

インである CR ドメインに注目し、CR ドメインを選択的に保持するスプライシ

ングバリアントを用いて、各 CR ドメインの機能解析より E1A の詳細な CDK2

活性化促進機構について解析することにした。また、E1A は p107 や p130 を介

して CycA-CDK2 と複合体を形成することから、E1A の CDK2 活性化促進機構

における p107、p130の依存性についても解析することとした。 

 

(1) E1Aスプライシングバリアントの取得 

 

(2) E1Aバリアントの CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導への影響  

 

(3) E1Aバリアントの CDK2結合性比較と p107依存性 

 

(4) E1Aバリアントの CDK2 活性促進能の比較 
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第２節 結果 

(1) E1Aスプライシングバリアントの取得 

 E1A のスプライシングバリアントを単離するために、アデノウイルスゲノ

ムが染色体に導入されている細胞株として知られる HEK293 の cDNA よりク

ローニングを行った。取得したスプライシングバリアントのシーケンス結果

と報告されているスプライシングバリアントの配列を比較し、取得した E1A

スプライシングバリアントを特定した。取得した E1Aスプライシングバリア

ントは 13S (保持する CR ドメイン： CR1, CR2, CR3, CR4)、12S (CR1, CR2, 

CR4)、10S (CR2, CR4)、9S (CR4) であった (Fig. 5-1a)。それぞれの E1Aスプ

ライシングバリアントをMDAH041にて発現させ、Western解析を行ったとこ

ろ、13S、12S、10S の発現は確認できたものの 9S は発現が確認できなかった 

(Fig. 5-1b)。そのため以降の解析は 13S、12S、10S を用いて解析を行うことと

する。 

 

(2) E1Aバリアントの CycAΔ80による G2/M 期停滞誘導への影響 

 ２－１よりE1AはCycAΔ80によるG2/M期停滞誘導を促進することが示唆

されている。そこで、各 E1Aスプライシングバリアントにおいても、CycAΔ80

による G2/M 期停滞誘導促進能の有無を確認した。CycAΔ80 と共に各 E1Aス

プライシングバリアントを発現させ、FACS解析により CycAΔ80による G2/M

期停滞誘導への影響を解析したところ、13S において最も強い G2/M 期停滞誘

導促進能が確認された (Fig. 5-2a)。さらに 12S は EV (E1A-) と同様の DNAプ

ロファイルを示す一方で、10S は G1 期細胞の割合が増加していた。10S の影

響を詳しく解析するために 10S のみ発現させた際の FACS 解析を行ったとこ

ろ、強い G1 期停滞が確認された (Fig. 5-2b)。また、CycAΔ80 との共発現時

と比較すると、10S の G1 期停滞が CycAΔ80 の共発現により抑制されている

ことが示された。 

 

(3) E1Aバリアントの CDK2 結合性比較と p107依存性 

 E1Aは Rb-likeファミリーである p107や p130を介して CycA-CDK2複合体

を形成しており、E1A の CR2 は p107 との結合に関与する領域として知られ

ている 34。しかし、今回取得した E1Aスプライシングバリアントはすべて CR2

を保持している。そこで、CR2 変異体を用いて E1A の CDK2 活性促進能の

p170、p130の依存性を解析することにした。まず、本研究を通して使用して

いる細胞株MDAH041におけるp107とp130の発現量を、他の細胞株 (HEK293、

NIH3T3) と比較した。Western 解析の結果から p107 の発現量は 3細胞株で大

きな差はない一方で、p130の発現量は MDAH041において低いことが示され
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た (Fig. 5-3a)。これより、MDAH041においては p107が主に E1Aと結合して

いると考えられ、今後の解析は p107 の依存性について CR2 変異体の解析を

進めた。CR2 変異体は p107や pRbとの結合能を欠損することが報告されてい

る dl1108 を使用した 41。まず、dl1108 の p107 結合能を MDAH041 において

13S と比較したところ dl1108 は 13S に比べ半分以下の結合性を示した (Fig. 

5-3b)。p107との結合能を欠損しているとまではいかないが、p107の依存性を

比較する上では問題ないと判断し解析を進めることにした。次に E1Aスプラ

イシングバリアントの比較時と同様 dl1108においても、CycAΔ80によるG2/M

期停滞誘導促進能について FACS 解析により確認した。Fig. 5-3c より dl1108

は 13S よりも弱い G2/M 期停滞誘導促進能であったことが示された。次に、

CDK2 との結合性について共免疫沈降法により比較した。CDK2 との結合性に

ついては、すべての E1Aスプライシングバリアントと比較している。E1A抗

体による共免疫沈降と Western 解析の結果、dl1108 は 13S に比べ CDK2 との

結合性が低いことが示された (Fig. 5-3d)。このことから CR2 は E1Aの CDK2

との結合性に関与していることが示唆された。さらに、10S においても、13S

と 12S に比べ CDK2 との結合性が低いことが示された。10S は CR2 と CR4

のみを保持しており CR1 と CR3 は持たない。また、CR3 を保持する 13S と

保持しない 12S では、CDK2 との結合性に大きな差は確認できないことから

CR1もまた CDK2との結合に寄与していることが考えられる。 

 

(4) E1Aバリアントの CDK2活性化促進能の比較 

 E1AのCDK2活性化促進能について (3) 同様E1A抗体による共免疫沈降と

Histone H1キナーゼ活性測定により、各 E1Aスプライシングバリアントおよ

び dl1108間で比較した。13S において他の E1Aと比べ E1Aに結合する CDK2

の活性が最も高かった (Fig. 5-3d histone H1-P/E1A)。10Sと dl1108においては、

CDK2 との結合性も低いことから CDK2 結合性の違いが 13S との CDK2 活性

の差につながっていると考えられる。しかしながら、12S においては 13S と

CDK2 との結合性の違いは確認できない。また、CDK2 当たりの Histone H1

リン酸化量、つまり CDK2 比活性も 12S は 13S に比べ低い (Fig. 5-3d histone 

H1-P/CDK2) ことから、13S は CDK2 結合性とは独立した CDK2 活性化促進

能を持つことが考えられる。しかし、この結果は 12S が CDK2 活性を抑制し

ているようにも解釈できる。そこで、CDK2 抗体による共免疫沈降と Histone 

H1 キナーゼ活性測定により内在性 CDK2 活性を比較した。結果として、12S

を共発現した細胞の CDK2 比活性は EV (E1A-) 共発現の細胞と同程度の

CDK2 比活性を示す一方で、13S 共発現時の CDK2 比活性は EVに比べ上昇し

た (Fig. 5-3e)。以上のことから 12SがCDK2活性を抑制しているのではなく、
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13S が CDK2 活性を促進していることが示唆された。 
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Fig. 5-1 E1Aスプライシングバリアントの取得 38 

(a) 各 E1Aスプライシングバリアントの配列概略図 

(b) 各 E1Aスプライシングバリアントの発現確認 
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Fig. 5-2 各 E1AスプライシングバリアントのCycAΔ80によるG2/M期停滞誘導

促進能 38 

(a) MDAH041に 10 µg の pCS mtCycAΔ80、1 µgの pEGFP-C1とともに 5 µgの各

E1A スプライシングバリアントを共トランスフェクションし、FACS 解析を

行った。pE1A を共トランスフェクションしていない細胞には 5 µg の pCS2+

を代わりに共トランスフェクションしている。下図のグラフは各 FACS 解析

結果の細胞周期別の割合を示す。** p < 0.01 

(b) MDAH041に 1 µg の pEGFP-C1とともに 10 µg の pCS mtCycAΔ80 と 5 µgの

pCS E1A10S の図示してある組み合わせでトランスフェクションし、FACS 解

析を行った。 
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Fig. 5-3 MDAH041おけるRb-likeファミリーの発現とCR2変異体 dl1108の p107

結合性 38 

(a) Western解析による MDAH041、HEK293、NIH3T3間の Rb-likeファミリーの

発現量比較。Internal controlとして α-tubulinで補正。下図のグラフはMDAH041

＝１としたときの各細胞株の相対値。* p < 0.05 ** p < 0.01 

(b) MDAH041に 10 µgの pCS mtCycAΔ80とともに 5 µgの pCS E1A13Sもしくは

pCS E1A dl1108 を共トランスフェクションした。その細胞ライセートを用い

た E1A 抗体による共免疫沈降と Western 解析による 13S と dl1108 との

E1A-p107結合性比較。右図のグラフは 13S＝１とした時の E1A当たりの p107

結合相対量。** p < 0.01 
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Fig. 5-3c dl1108の CycAΔ80 による G2/M期停滞誘導促進能 38 

   MDAH041に 10 µgの pCS mtCycAΔ80、1 µgの pEGFP-C1とともに 5 µgの pCS 

E1A13S もしくは pCS E1A dl1108を共トランスフェクションし、FACS 解析を行

った。pE1Aを共トランスフェクションしていない細胞には 5 µgの pCS2+を代

わりに共トランスフェクションしている。下図のグラフは各 FACS 解析結果の

細胞周期別の割合を示す。** p < 0.01 
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Fig. 5-3d 各 E1Aバリアント及び dl1108の CDK2結合性と Histone H1キナーゼ

活性測定 38 

   MDAH041に 10 µgの pCS mtCycAΔ80 とともに 5 µg の各 E1Aスプライシン

グバリアントもしくは dl1108を共トランスフェクションした。その細胞ライセ

ートを用いた E1A抗体による共免疫沈降と Histone H1 キナーゼ活性測定。下図

のグラフは 13S =1 とした時の相対量。上段が CDK2 (左) と E1A (右) 当たりの

Histone H1リン酸化量を示す。下段が E1A当たりの p107 (左)、mtCycA (中央)、

CDK2 (右) 結合量を示す。* p < 0.05 ** p < 0.01 
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Fig. 5-3e 各 E1A バリアントの CDK2 結合性と Histone H1 キナーゼ活性測定 

(CDK2IP ver.)38 

 MDAH041に 10 µgの pCS mtCycAΔ80とともに 5 µgの各 E1Aスプライシング

バリアントを共トランスフェクションした。その細胞ライセートを用いた CDK2

抗体による共免疫沈降と Histone H1キナーゼ活性測定。右図のグラフは 13S =1

とした時の相対量。上段が CDK2 当たりの Histone H1リン酸化量を示す。下段

が CDK2 当たりの E1A結合量を示す。* p < 0.05 ** p < 0.01 
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第３節 考察 

 E1A の CycA-CDK 活性化促進機構を、CR ドメインを選択的に保持するスプ

ライシングバリアントを用いて、各 CR ドメインの機能解析より E1A の詳細な

CDK2 活性化促進機構について解析した。E1A スプライシングバリアントの単

離により、4 種類のスプライシングバリアントを取得できたが、9S については

Western解析により発現が確認できなかった。原因として、9S はスプライシング

によるフレームシフトにより翻訳の読み枠がずれてしまい、E1A 抗体での検出

ができなかったことが考えられる。そのため、13S、12S、10S で解析を進めた。

E1Aによる CycAΔ80 の G2/M 期停滞誘導促進能は、FACS 解析により 13S が最

も強い G2/M 期停滞誘導促進能を持つことが示された。また、10S においては

G1 期停滞が確認され、その G1 期停滞は 10S 単体でも誘導されることが示唆さ

れた。しかし、本来 E1Aは pRb と結合することで pRbの E2F活性抑制を解除す

ることが知られており、逆に細胞周期進行の阻害を誘導する機能は非常に興味

深い現象ではあるが詳細な原因は不明である。E1A の CycA-CDK 活性化促進に

おける p107 の依存性の検証として用いた CR2 変異体 dl1108 と各スプライシン

グバリアントの比較については、E1A 抗体による共免疫沈降と Histone H1 キナ

ーゼ活性測定及び Western 解析により CR1 と CR2 が p107 及び CDK2 との結合

に重要であること、また 10S と dl1108 共発現での E1Aに結合する CDK2 の活性

も低下していたことから、E1Aと CDK2 との結合には p107の結合が重要である

ことが考えられる。さらに、13S と 12S の E1A抗体による共免疫沈降と Histone 

H1キナーゼ活性測定の比較により 13Sが CDK2との結合性に関わらず 12Sに比

べて CDK2活性を促進していることが示され、13Sのみが保持する CR3は CDK2

結合性とは独立した CDK2 活性化促進能を持つ、つまり質的な CDK2 活性化促

進能を有していることが考えられる。 
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総合討論 

 

第１章～第２章 ヒト細胞におけるCycA-CDK活性亢進によるG2/M期停滞誘導

機構の解析 

 ヒト細胞における CycA-CDK 活性制御破綻が及ぼす細胞周期への影響の解析

として HEK293, MDAH041, U-2 OS, HT1080, Saos-2, WI-38での CycAΔ80の影響

を検証した。CycAΔ80 発現により HEK293 とMDAH041において CycAWT 発現

ではみられない G2/M 期停滞が誘導された。両細胞株では他の細胞株に比べ p21

と p27の両発現レベルが低いこと、非誘導細胞株に比べ CycAΔ80-CDKの活性が

CycAWT-CDK よりも亢進していることが示され、これらの結果から細胞内の

CDK inhibitor の発現レベルが低い細胞において、プロテアソーム分解を受けな

い CycAΔ80の発現により CycA-CDK活性亢進することで G2/M期停滞が誘導さ

れることを見出した。 

また、マウス由来 3-KO 細胞との比較として擬似的ヒト 3-KO 細胞における

CycAΔ80 の影響を確認したが、マウス由来 3-KO 細胞でみられた染色体倍数化

は誘導されなかった。このことから生物種間で CycA-CDK 活性亢進の影響に違

いがあると考えられる。この違いが何に起因するのかは未だ不明であるが、可

能性としてマウス由来 3-KO 細胞で確認されている中心体数の異常が挙げられ

る。本研究で G2/M 期停滞が誘導される HEK293において CycAΔ80発現時の細

胞極の数を確認したところ多極化することはなく、CycA-CDK 活性亢進による

中心体数異常は誘導されないことが考えられる (Fig. D-1)。CycA は中心体局在

する因子としても知られている 42 が、中心体数制御においては Cdc6 や Mcm5, 

Orc1の中心体局在を誘導し、中心体複製を抑制する報告 43,44がある一方で、CycA

が Mps1 の中心体局在を安定化させ、中心体過剰複製を促進することも報告 45

されており、ヒト・マウス間でのこれらの制御機構自体の違いやそれぞれの関

係性の違いは不明である。また、分裂期に中心体成熟や紡錘体形成などに関与

する Plk1 高発現マウス細胞において、中心体数の異常と細胞周期チェックポイ

ントの迂回により異数体化するという報告 46 もあり、中心体制御は細胞周期制

御の破綻に大きく関わっていると考えられる。そのためヒト・マウス細胞間の

中心体関連因子等の比較解析をすることで、生物種間の CycA-CDK 活性亢進に

対する細胞応答機構の違いの原因が明らかになると考える。 

さらに、ヒト 3-KO 細胞作製の元にした細胞株によって CycAΔ80 による細胞

周期への影響に control との違い (HEK293 では control 同様 G2/M 期停滞が誘導

されたが、MDAH041 由来の 3-KO 細胞では誘導されなかった) を確認した。こ

の違いは Fig. 5-3aで示した p130の発現レベルに由来すると考えられる。HEK293

では p107 欠損条件下であっても p130 が p107 の機能を補っている一方で、
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MDAH041では p130の発現が元々少なく p107欠損を相補できないためG2/M期

停滞が誘導されなかったのではないかと考えられる。しかし、もし p107の欠損

で G2/M 期停滞が誘導されないのであれば、p107は CycA-CDK 活性を亢進する

機能を持つことになる。これはマウス由来 3-KO細胞での p107 の CDK活性阻害

能とは逆の機能をヒト細胞では持つことになり、p107 の機能にも生物種間で違

いがあると考えられる。これは p21と p27 欠損マウス細胞 (p21-/- p27-/- MEFs) 

においては CycAΔ80 の発現による G2/M 期停滞は誘導されないこととも一致す

る (Fig. 1-7)27。 

 ヒト細胞において CycAΔ80 による CycA-CDK 活性亢進は、3-KO 細胞におけ

る染色体倍数化を誘導せず G2/M 期停滞を誘導することが示されたが、CycAΔ80

による G2/M 期停滞誘導の分子メカニズムについては未だ明らかでない。そこで、

ヒト細胞における CycA-CDK 活性亢進による G2/M 期停滞誘導機構の解明に向

けて研究を進めた。まず、CycAΔ80 による G2/M 期停滞が誘導された細胞株

HEK293とMDAH041 において、G2/M 期停滞誘導強度に違いがあることを見出

し、HEK293 はアデノウイルス由来のタンパク質である E1A が発現しているこ

とから、CycAΔ80 による G2/M 期停滞と E1Aの関係性を解析し、CycA-CDK活

性亢進による G2/M 期停滞誘導機構の解明の足掛かりとした。E1A により G2/M

期停滞誘導の促進とCycA-CDK2複合体量及びCDK2活性の促進を確認したこと

から、E1A は CycA-CDK2 複合体形成の促進によるより強い CycA-CDK 活性亢

進を誘導することで、G2/M 期停滞誘導を促進することが示唆された。さらに、

興味深いことにE1Aは 26Sプロテアソームを阻害することが報告されており 47、

本研究においてもE1A発現レベルによりmtCycAの発現が変動している(Fig. 3-2, 

4 input: mtCycA)ことが確認できることから、E1Aによる 26S プロテアソーム阻

害が CycAの安定性に関与していることが考えられる。しかしながら、E1A共発

現による CycA-CDK2 複合体量も増加している (Fig. 3-4, 5) ことから、E1A は

CycA の安定性だけでなく CycA-CDK2 複合体形成の促進にも関与していること

を示唆できる。 

 E1AによるCycA-CDK2活性亢進によりG2/M期停滞が促進する結果を踏まえ

ると、CDK2 活性が ATR-Chk1 経路を活性化し、G2/M 期停滞を誘導する過去の

報告と一致する 12。そこで、CycAΔ80による G2/M 期停滞誘導と ATR-Chk1 経路

の関係性について、ATR-Chk1経路特異的阻害剤や ATR-Chk1 経路下流に位置す

る cdc25A や抑制的リン酸化 (pY15) を受けない CDK1 変異型 CDK1AF を用い

て解析を進めた。ATR-Chk1 経路特異的阻害剤添加による FACS 解析により

CycAΔ80 による G2/M 期停滞誘導には ATR-Chk1 経路が関与していること、

CDK1AF 及び cdc25A の共発現による FACS 解析により CycAΔ80 による

CycA-CDK活性亢進が ATR-Chk1 経路を活性化することで、CDK1 の抑制的リン
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酸化を解除する cdc25Aのホスファターゼ活性の不活化により G2/M期停滞が誘

導されていることが示唆された。また、Chk1 は cdc25A と cyclin-CDKの結合を

阻害することが知られており 48、本研究で確認された CDK1 の抑制的リン酸化

の増加に cdc25Aと cyclin-CDKの結合性も関与しているかもしれない。一方で、

CDK2 欠損細胞で G2/M 期チェックポイントが DNA損傷により誘導され、むし

ろ CDK2 の不活性化が G2/M 期チェックポイントに必要であるという報告もあ

る 49。その論文では CKI である p21 が CDK1 活性を抑制することで G2/M 期停

滞が誘導される経路が示されている。しかしながら、本研究では p21 発現レベ

ルが低下している細胞株での解析であり、p21発現下での誘導経路とは異なる経

路であると考えられる。また、MDAH041 において CycA-CDK 活性亢進誘導時

の DNA 損傷を γ-H2AX のリン酸化を指標として確認したところ、DNA 損傷は

確認できなかった (Fig. D-2)。このことからも本研究と CDK2 欠損細胞における

G2/M 期チェックポイントの誘導経路は異なる経路であることが考えられる。 

 

第３章 E1Aによる CycA-CDK活性化促進機構の解析 

 本研究より見出された E1Aによる CycA-CDK活性化促進能は、E1Aの機能と

しては今まで報告されていなかった。また、本研究の CycA-CDK 活性亢進の細

胞周期への影響を議論するにあたって、CycA-CDK 活性亢進の原因経路となり

うる現象の解明は非常に重要であると考え、E1A の CycA-CDK 活性化促進機構

を E1A スプライシングバリアントを用いた各 CR ドメインの機能解析より E1A

の詳細な CDK2 活性化促進機構について解析した。単離したスプライシングバ

リアント 13S、12S、10S による CycAΔ80 の G2/M 期停滞誘導促進能を FACS 解

析により確認したところ、13S が最も強い G2/M 期停滞誘導促進能を示した。さ

らに、各スプライシングバリアントの CDK2 活性化促進能を比較したところ、

13S において他の E1Aと比べ E1Aに結合する CDK2 の活性が最も高かった。こ

の結果は G2/M 期停滞誘導促進能の結果と一致する。また、単離したスプライシ

ングバリアントはすべて CR2 を保持しており、CR2 は p107 との結合に関与す

る領域として知られている 34。そこで、E1A の CycA-CDK 活性化促進における

p107の依存性の検証としてCR2変異体 dl1108と各スプライシングバリアントの

比較解析を行った。dl1108と 10S において 13S と 12S に比べ CDK2及び p107と

の結合性の低下が示され、CR1 と CR2 が p107 及び CDK2 との結合に重要であ

ることが示唆された。また、10S 及び dl1108 共発現での E1A に結合する CDK2

の活性も低下していたことから、E1Aと CDK2 との結合には p107の結合が重要

であることが考えられる。E1A は p107 と CycA-CDK2 複合体と４者複合体を形

成することが既に知られている 23ことから、今回の E1Aの CDK2 結合性が p107

の結合に依存することは容易に想像できる。 
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 さらに、13S と 12S の CDK2 活性と結合性の比較により 13S が CDK2 との結

合性に関わらず 12S に比べて CDK2 活性を促進していることが示され、13S の

みが保持する CR3は CDK2結合性ではない質的な CDK2活性化促進能を有して

いることが示唆された。CR3 は zinc finger motif を持ち、転写活性化因子と結合

することで転写活性化能を促進すること 39,40は報告されているが、細胞周期制御

を直接行う因子を質的に制御する機能は本研究が初めて見出した。CR3 は 3 つ

のサブドメイン: zinc finger motifを含む N-terminal 領域 (139-179aa)、C-terminal

領域 (183-188aa)、補助領域と呼ばれる 50CR3を C 末端側に少し超えた配列も含

む AR1 領域 (189-200aa)15 を持ち、N-terminal 領域と C-terminal 領域が独立的に

転写活性化因子の活性に関与していることが知られている 51。これら 3つのサブ

ドメインの CDK2 活性への影響の解析は、E1A の CDK2 活性化促進能機構の理

解につながると考えられる。また、スプライシングバリアントの比較解析から

各バリアントの機能の違いについても明らかとなった (Table D-1)。13S におい

ては、元々知られている E2F の活性を抑制する pRb の不活性化能だけでなく、

CDK2 の活性化促進能を持つと示唆される一方で、CR3 を保持しない 12S は

CDK2活性化促進能を持たないため pRbの不活性化能だけを持つと考えられる。

10Sにおいては pRbと E2Fの解離に必要な CR1も保持しないため pRb不活性化

能も持たないことが考えられる (Fig. D-3)20。また、10S は G1期停滞を誘導する 

(Fig. 5-2b) ことが示されており、pRb との結合は CR2 を保持しているため可能

であることから、10S は pRb と E2F の結合を逆に強固にしていることが予測さ

れる。 

 最後に、E1A の細胞周期制御に対する機能として、本研究から新規な側面が

明らかとなった。今までは E2F の活性を抑制する pRb の不活性化により、細胞

増殖を促進する正の制御能を持つことが知られていたが、本研究で見出した

E1A の CDK2 活性化促進能は、最終的な細胞応答として細胞周期チェックポイ

ントの活性化により細胞周期停滞を誘導することが示され、E1A の細胞周期制

御としては負の制御能を持つことを示す重要な知見であると考えられる (Fig. 

D-4)。 
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Fig. D-1 HEK293 における CycA-CDK 活性亢進による多極化への影響 

 免疫蛍光染色により mtCycAWT と mtCycAΔ80 を発現させた細胞の細胞極の

観察。使用抗体は anti-myc-tag polyclonal (MBL) 1:200 と anti-α-tubulin monoclonal 

(GeneTex) 1:100。矢印は mtCycAΔ80 が発現と細胞極が確認できる細胞を示す。 

(Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ) 
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Fig. D-2 MDAH041 における CycA-CDK 活性亢進の DNA損傷誘導 

 免疫蛍光染色により mtCycAΔ80 と mtCycAΔ80 及び E1A を発現させた細胞

の DNA損傷時に誘導される γ-H2AXのリン酸化の観察。使用抗体は anti-myc-tag 

polyclonal (MBL) 1:200と anti-γ-H2AX-P monoclonal (SIGMA) 1:200。 

(Akaike Y, Chibazakura T. 未発表データ) 
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Table D-1 E1Aスプライシングバリアントの機能まとめ 
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Fig. D-3 E1Aによる pRb-E2F結合の解離プロセス 
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Fig. D-4 E1Aによる細胞周期制御 
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総括 

 

 本研究によりヒト細胞における CycA-CDK活性亢進による CycA-CDK活性制

御破綻の細胞周期への影響として、細胞周期チェックポイント ATR-Chk1経路の

活性化による細胞周期停滞が誘導されることが明らかとなった。本研究に至る

研究背景として、マウス由来 3-KO 細胞における CycA-CDK 活性亢進による染

色体倍数化においても細胞周期停滞として細胞分裂の阻害が誘導されている。

しかし、細胞分裂阻害時の表現型としてヒト細胞では細胞周期進行が停滞する

に対し、マウス細胞では分裂をスキップして次の G1期に進行する細胞周期停止

制御の厳密性の違いが考えられる (Fig. D-5)。この違いの原因として中心体数制

御を挙げたが、マウス細胞では細胞老化を脱して不死化細胞となる細胞の出現

頻度が高く 26、ヒト細胞では形質転換などが誘導されない限り不死化細胞は出現

しないことが知られている。このことからもヒト・マウス細胞間の細胞周期制

御の厳密性の違いが示唆されており、本研究により明らかとなった CycA-CDK

活性制御破綻による影響の違いにおいても、ヒト・マウス細胞間の細胞周期制

御の厳密性の違いを示す重要な知見であると考えられる。 

また、M 期進行阻害剤 Noc と細胞周期チェックポイント阻害剤の併用実験に

より、本来 CycAが分解制御を受ける分裂期前中期よりも早い時期に、分解制御

を受けない CycAΔ80 による CycA-CDK活性制御破綻が、細胞周期チェックポイ

ントを活性化し細胞周期進行を抑えることが示唆され、細胞周期制御破綻自体

が異常な細胞増殖を抑える防御システムの存在が明らかとなったことから、ヒ

ト細胞にとって前中期以降の CycA の発現は、非常に不都合な現象であり

CycA-CDK 活性制御の重要性を示していると考えられる(Fig. D-6)。さらに、本

研究で初めて見出された E1Aによる CycA-CDK活性化促進能が、本研究におい

ては最終的に細胞周期チェックポイントの活性化に繋がることは、がんウイル

スタンパク質であり細胞周期制御を破綻させる E1A の機能とは矛盾するのよう

に考えられる。しかし一方で、E1A は増殖シグナル経路を阻害することでがん

抑制因子となることが報告されており、その機能はマウスを用いた in vivo 実験

でも確認されている 52–54。このことから本研究でみられた E1A の細胞周期チェ

ックポイント活性化への関与は E1A のがん抑制機能の 1 つかも知れない。しか

し、E1A による CycA-CDK 活性化促進能がアデノウイルスのウイルス産生やウ

イルス感染した細胞内での影響、他のアデノウイルスタンパク質との関係性に

ついては更なる解析が必要である。また、スプライシングバリアントの機能の

違いも見出されたことから、E1Aの CycA-CDK活性化促進能や E1Aが複数のス

プライシングバリアントを持つことがアデノウイルスにとって、どのような意

義を持つのか、今後さらに研究を進める価値があると考える。 
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Fig. D-5 ヒト・マウス細胞間の細胞周期制御の厳密性の違い 
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 Fig. D-6 CycA-CDK 活性制御破綻が誘導する細胞周期停滞 
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材料 

 

⚫ 使用細胞 

HEK293 (ヒト胎児腎細胞由来アデノウイルス形質転換株) 

U-2 OS (ヒト骨肉腫由来) 

MDAH041 (ヒト線維芽肉腫由来) 

HT1080 (ヒト線維芽肉腫由来) 

Saos2 (ヒト骨肉腫由来) 

WI-38 (ヒト胎児肺由来線維芽細胞) 

 

⚫ 使用プラスミド 

pCS mtCycAWT 

pCS mtCycAΔ80 

pCS mtCycAΔ80 R211A 

pCS mtcyclin E 

pCS2+ 

pCSMT 

pCSHA CDK2WT 

pCSHA CDK2dn (dn: dominant negative) (別府大学 大坪素秋教授より分与) 

pCSHA CDK1WT 

pCSHA CDK1AF (別府大学 大坪素秋教授より分与) 

pCSHA cdc25A 

pCSHA 

pE1A 

pCS E1A13S 

pCS E1A12S 

pCS E1A10S 

pCS E1A9S 

pCS E1A dl1108 (Δ124-127aa) 

pEGFP-C1 

px330 (CRISPR-Cas9 system 用 plasmid) 

px330 p107#114 

px330 p107#113 
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⚫ 使用抗体 

western blotting 

Anti-myc-tag monoclonal PL-14 (MBL) 

Anti-p21 polyclonal C-19 (Santa Cruz) 

Anti-p27 polyclonal C-19 (Santa Cruz) 

Anti-p107 polyclonal C-18 (Santa Cruz) 

Anti-p130 monoclonal D-10 (Santa Cruz) 

Anti-α-tubulin monoclonal (GeneTex) 

Anti-cyclin A polyclonal55 

Anti-CDK2 polyclonal M2 (Santa Cruz) 

Anti-CDK1 monoclonal (BD) 

Anti-CDK1 Y15-phosphorylated (pY15) (Abcam) 

Anti-E1A monoclonal M58 (Santa Cruz) 

Anti-cyclin E (Santa Cruz) 

 

免疫沈降＆Histone H1 キナーゼ活性測定 

Anti-myc-tag monoclonal PL-14 (MBL) 希釈倍率 1:200 

Anti-CDK2 polyclonal (Merck Millipore) 希釈倍率 1:100 

Anti-E1A monoclonal M58 (Santa Cruz) 希釈倍率 1:200 

 

⚫ 細胞進行・細胞周期チェックポイント阻害薬剤 

Nocodazole (SIGMA) 

Caffeine (SIGMA) 

MK8776 (Selleckchem) 

UCN-01 (SIGMA) 

PV1019 (Calbiochem) 
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⚫ 動物細胞用培地＆試薬 

DME培地（DMEM） 

Dulbecco’ s Modefied Eagles Medium (SIGMA) 

10% Fetal Bovine Selum (FBS) (Valley Biomedial) 

1% Penicilin-Streptomycin-Glutamine (PSG) (Gibco) 

0.2% Fangizon (Gibco) 

 

PBS 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Gibco) 9.6 g 

dH2O 1 L  

 

1×Trypsin 

Trypsin-EDTA (Gibco) 5 ml 

PBS 45 ml 

 

⚫ Transfection (リン酸カルシウム法)用試薬 

2×HEPES 

NaCl    1.6 g 

NaH₂PO4・2H2O    0.024 g 

HEPES    6.5 g 

(pH 7.0に調整 NaOH ) 

dH2O    up 100 ml  
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⚫ Immunoprecipitation用試薬 

10×TBS 

2 M Tris-HCl (pH7.5)    12.5 ml (500 mM) 

5 M NaCl    15 ml (1.5 M) 

dH2O    22.5 ml 

 

RIPA complete 

4×RIPA    10 ml 

50% Glycerol    8 ml 

1 M NaF    2 ml (500 mM) 

0.1 M Na3VO4    400 µl (1 mM) 

1 M DDT    40 µl (1 mM) 

10 mg/ml Leupeptin/H2O   40 µl (10 µg/µl) 

10mg/ml Aprotinin/H2O    40 µl (10 µg/µl) 

10mg/ml PepastainA/DMSO    40 µl (10 µg/µl) 

0.1 M PSMF/DMSO    400 µl (1 mM) 

H2O    19.04 ml 

 

4×RIPA 

2 M Tris-HCl (pH7.5)    5 ml (200 mM) 

10% NP-40    10 ml (2%) 

※NonidetP-40は販売中止なので Igepal-CA 630 (SIGMA-ALDRICH)を代替品と

して使用 

5 M NaCl    6 ml (600 mM) 

0.5 M EDTA    2 ml (20mM) 

dH2O    27 ml 

 

1×RIPA- 

4×RIPA    10 ml 

1 M DTT    40 µl (1 mM) 

1 M NaF    2 ml (500 mM) 

dH2O    27.96 ml 
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⚫ H1 kinase測定用試薬 

10×H1 kinase buffer 

100 µl 2 M Tris (pH 7.4)    200 mM 

75 µl 1 M MgCl2    75 mM 

10 µl 1 M DTT    10 mM ※使用時に添加 

815 µl H2O 

 

H1 kinase reaction mix 

5 µl 10×H1 kinase buffer 

5 µl 0.3 mM ATP 

1 µl 1 mg/ml Histone H1 

購入時期から必要量を計算 [γ-32P] ATP ※RIセンターにて入れる 

Up to 50 µl H2O 

 

⚫ p107ノックアウト用 CRISPR ターゲット配列 

CRISPR direct (http s://crispr.dbcls.jp/) 

ATUM (https://www.atum.bio/eCo mmer c e/cas9/results) 

上記の２つの検索サイトにより候補配列を以下のように決定した。 

113: 5 ʹ -AATATCTCCGTCCGGTCAGT -3 ʹ 

114: 5 ʹ -AAATATCTCCGTCCGGT CAG -3 ʹ 

 

⚫ E1Aノックダウン用 siRNA配列 

siDir ect ( http://sidirect2.rnai.jp/ により設計。 

5ʹAUAAU CUAACAC A AACUCCUC 3 ʹ 

5ʹGGAGUUUGUGUUAGAUUAUGU 3ʹ 
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実験手法 

 

⚫ リン酸カルシウム法 (P100培養ディッシュの系)56 

  DNAとリン酸カルシウムの共沈殿物を形成させエンドサイトーシスによって

細胞内へ取り込ませる方法。安価で特別な機器が必要なく、遺伝子が多コピー

で取り込まれるという特徴がある。 

トランスフェクション (TF) の 4 h～前に 8 ml の DMEM で Refeed する 

   ↓ 

ファルコンチューブに DNA Mixtureを作製する 

   DNA    X µl 

   2 M CaCl2   62 µl 

  ＋MilliQ    up to 500 µl 

   ↓ 

2×HEPES 500 µl を一滴ずつ DNA Mixtureへ滴下する 

   ↓ 

細胞へ一滴ずつまんべんなく滴下する 

   ↓ 

滴下後は素早くインキュベーターへ細胞をしまう 

  ↓ 

16 hから 18 h後に DMEM で Refeed し、その後は実験に合った処理をする。 
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⚫ リポフェクション法 (P100培養ディッシュの系) 

TFの 4〜8 h前に 4 ml/dish で refeed 

 

①X-treamGENE siRNA Transfection Reagent(Roche) 

+ Opti-MEM (Gibco) (PSG/Fungizone/FBS-free) 

②siRNA/Plasmid + Opti-MEM (Gibco) (PSG/Fungizone/FBS-free) 

 

①＋② ピペッティング 

  ↓ 

20 min R. T. dark 

  ↓ 

培養細胞に TF 

 

 100㎜ dish の場合、①を 200 μl,②を 200 μlで合わせて 400 μlとし添加した。 

 培養条件によって異なるが TF 24 h以降に回収を行う。 

 X-treme の量は核酸(RNA+DNA)の量(ng)の５倍量(μl)入れ、入れる核酸の量

は予備実験より入れる量を決めた。 

 negative siRNA を入れるときも X-tremeを添加した。 
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⚫ 免疫沈降法（Immunoprecipitation; IP）29 

・RIPA回収 

細胞を回収 

  ↓ 

遠心 4℃ 900 rpm 5min 

  ↓ 

PBS 1~4 ml で懸濁し、細胞数をカウントする 

↓ 

遠心 4℃ 900 rpm 5min 

    ↓ 

上清を捨て、1×TBS  1 ml に溶かす（エッペン一本あたり 1 ml）→エッペン 

  ↓ 

遠心 4 ℃ 7500 rpm 1 min 

  ↓ 

RIPA completeで 1.0×10⁴ cells/µl となるよう懸濁する 

  ↓ 

on ice 30 min 

  ↓ 

−80℃保存 

 

・免疫沈降 

遠心 4℃ 15000 rpm １min 

  ↓ 

上精を必要量新しいエッペンへ移す 

  ↓ 

RIPA complete で 400 µl に fill up し、Protein Gを 60 µl 加える(pre-clear) 

4℃ rotatorにセットして 4℃で 30 min回転させる 

  ↓ 

遠心 ４℃ 15000 rpm １min 

上清を新しいエッペンに入れ、抗体を加え、氷上で 1 hインキュベート 

このとき input 用として上清を少量別にとっておく 

    ↓ 

Protein G 60 μl を加え、4℃ rotatorにセットして 4℃で 30 min回転させる 

  ↓ 

遠心 4℃ 15000 rpm １min  

  ↓ 
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上精をアスピレート後 1×RIPA 300 μl を加え(ピペッティングしない)、 

遠心 4℃ 15000 rpm １min  

  ↓×3 

ビーズを吸わないようにアスピレート 

  ↓ 

2×sample Buffer 15 μl を加える 

  ↓ 

100℃で 5 min インキュベーション 

  ↓ 

SDS-Western 

(その日中にやらなければ－30℃保存) 
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⚫ H1 kinase活性測定 

目的因子を認識する抗体で IP 

ただし、抗体反応後の protein Gは倍量入れる(2つに分けるときの誤差を少なく

するため) 

また、wash は RIPA complete×１, 1×H1 kinase buffer×3 とし、最後の wash のとき

２つに分ける 

  ↓ 

片方は通常のWestern  

もう片方は RIへ 

  ↓(以下 RIの工程) 

H1 kinase reaction mix 20 µl/sample 

    ↓ 

30 min 37℃ add 15 µl 4×SB boil 5 min 

  ↓ 

SDS-PAGE 

  ↓ 

Lower ゲル濾紙に貼り付け、ラップで包む。 

  ↓ 

ゲルをイメージングプレートと共にカセッテに挟み感光                

  ↓ 

BAS-2500 (FUJI FILM) を用いてパソコンにデータを取り込み放射線の線量を数

値化する。 
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⚫ FACS sample回収 

DMEM を吸引除去し、PBS 2 ml で wash 

    ↓ 

1×Trypsin 1 ml を加え 37℃ 5 min インキュベート 

    ↓ 

DME 2 ml×2 でコーニングチューブへ回収する(ここから先は氷上) 

    ↓ 

900 rpm 4℃ 5 min 遠心 

    ↓ 

上清を捨て PBS 1 mlを加え、同じ条件で再び遠心 

    ↓ 

上清を捨て PBS 0.5 mlを加え、vortexしながら 90% エタノールを 4.5 ml 滴下 

    ↓ 

4℃ 30 min～(over night 推奨) 

    ↓ 

PI染色へ 

  

⚫ PI染色 

エタノール固定した細胞を 900 rpm 4℃ 5 min遠心 

    ↓ 

上清を慎重に捨てる(細胞がとても剥がれ易い) 

    ↓ 

PBS 2 ml で wash し 900 rpm 4℃ 5 min遠心 

    ↓ 

上清を捨て、PI/RNase 400 μl を添加し 37℃ 30 min 遮光で静置 

    ↓ 

FACS 解析へ 
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⚫ p107欠損細胞のクローン取得 

p107の CRISPRターゲット配列を導入した CRISPR plasmidをリポフェクション 

法により TF したのち、48 時間後に低密度(顕微鏡の視野に 1 cell しか目視でき

ないくらい)にまき直す。コロニーの形成が確認できたのちにピッキング法によ

りコロニーを単離することで、クローンを取得した。 
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