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Abstract：

Celldivisionreliesontheactivationofcyclins,whichbindtocyclin-dependentkinases（CDKs）

toinducecellcycleprogressiontowardsSphaseandlatertoinitiatemitosis・Sinceun‐

controlledcyclin-dependentkinaseactivityｉｓｏｆｔｅｎｔｈｅｃａｕｓｅｏｆｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒ，theirfunction

istightlyregulatedbycell-cycleinhibitorssuchasthep21andp27Cip/KipproteinsFollowing

anti-mitogenicsignalsorDNAdamage，ｐ２１ａｎｄｐ２７ｂｉｎｄｔｏｃｙｃｌｉｎ－ＣＤＫｃｏｍｐｌexestoinhibit

theircatalyticactivityandinducecell-cyclearrest・Interestingly，recentdiscoveriessuggeｓｔ

ｔｈａｔｐ２１ａｎｄｐ２７ｍｉｇｈｔｈａｖｅｎｅｗａｃｔivitiesthatareunrelatedtotheirfunctionasCDKinhibitors・

TheidentificationofnewtargetsofCip/KipproteinsaswellasevidenceofCip/Kip

cytoplasmicrelocalizationhaverevealedunexpectedfunctionsoftheseproteinsintheregulation

ofapoptosis、Thisarticlediscussesrecentinsightsintothispossibleadditionalfunctionsofp21

andp27．

Ｋｅｇ必oFYiS：Cellcycle，Cyclin，Cyclin-dependentkinase，ｐ27,ｐ21,Apoptosis

I．はじめに

真核細胞は一定の時間周期で有糸分裂(mitosis）

とＤＮＡ複製（synthesis）を繰り返しており、こ

の周期は細胞周期とよばれている。ＤＮＡ複製に

よりＤＮＡが倍加する時期をＳ期とよび、倍加し

たＤＮＡが有糸分裂によって娘細胞に等分される

時期をＭ期とよぶ。Ｓ期とＭ期の間の期間は間期

(gap）とよばれ、ＳからＭに移る間をＧ２期、

ＭからＳに移る間をＧ１期という。増殖を停止し

ている細胞はＧ１期にあるが、栄養や増殖因子な

どの条件が整うとＳ期に入り、Ｇ２，Ｍ期を経て

Ｇ１期に戻る。栄養が絶たれたりすると、細胞は

増殖を止めＧ１期で増殖を停止するが、この状態

が長く続くとＧ０期という休眠状態に入ることも

あるＩ（図ｌ）。

この細胞周期を駆動させているエンジンは、調

節サブユニットであるサイクリンと、触媒サブユ

ニットであるサイクリン依存性キナーゼ（CＤＫ）

の複合体の活′性である。サイクリン／CDＫ複合体

にはＭ期で主に働くものとＳ期で主に働くものと

がある。酵母ではこの場合のCDKは１種類であ

り、結合するサイクリンがＭ期とＳ期で異なるし
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図１細胞周期とサイクリン/CDK複合体

くみになっている。それに対して、哨乳類ではＭ

期とＳ期で働くＣＤＫが異なり、Ｍ期ではＣＤＫｌ、

Ｓ期ではＣＤＫ２が、さらにＧＯ－Ｇｌ期ではＣＤ

Ｋ４／６が重要な役割を果たす。これらは、それ

ぞれ特異的なサイクリンと結合し機能を発揮する。

すなわち、ＣＤＫｌはサイクリンＡまたはＢ、ＣＤ

Ｋ２はサイクリンＡまたはＥ、ＣＤＫ４／６はサイ

クリンＤと協調するｚ)（図l)。

これらのサイクリン／ＣＤＫエンジンの異常は、

無制限な細胞増殖を引き起こして腫傷に至り、個

体を殺すこともある。エンジンの暴走を起こさな

いようにブレーキ役を担っているのが、ＣＤＫイ

ンヒビター（CKI）である。

Ⅱ．ＣＤＫインヒビター

ＣＤＫインヒビターは主に２つのファミリーに

大別される。１つはＩＮＫ４ファミリーと呼ばれ、

サイクリンとは結合せず、ＣＤＫ４／６のみと結合

し、したがって初期のＧ１期に特異的である。も

う１つはCip/Ｋｉｐファミリーと呼ばれており、

p21やp27が有名である。これらはすべてのサイ

クリン／ＣＤＫ複合体に対してその活性を抑制しう

る。しかしながら、それらの発現時期や抑制活性

の程度から、細胞内では主にサイクリンＥ/CDＫ

２複合体の活性を抑制し、細胞のＳ期への進行を

阻害していると考えられている3）（図ｌ）。

Ⅲ、CKI以外の役割をもつCip/Kipファミリー

ＣＤＫインヒビターの研究が進むにつれて、最

近ではCip/KipファミリーはCKIとしての役割以

外の機能をもつことが分かってきた。新しい機能

としてassemblyfactor4)、アポトーシスの制御、

細胞遊走の制御または転写因子5-101として働く

ことが知られている。

Ⅳ､Cip/Kipタンパク質の細胞内局在の変化

サイクリン／CDＫ複合体は核内で機能している

ので、Cip/KipファミリーがCKIとして働くため

には、核内に局在することが必要である。P21と

p27はＣ末端側に存在する核移行シグナルにより

核内に移行するが、核膜孔結合タンパク質Nup／

mNPAP60との結合もまたp27の核内移行に重要

な役割を果たしていることが分かっている'１)。

しかしながら、Cip／Kipタンパク質がassembly

factor、アポトーシスの制御、細胞遊走制御の働

きをするときには、これらのタンパク質が細胞質

に存在していることが重要であることが示唆され
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ており'2)、また、p27は増殖刺激により10番目の

セリン残基がリン酸化され、核外移行トランスポー

ターであるＣＲＭ１と結合して、細胞質に移行す

ることが知られている'３．M)。

Ｖ、アポトーシス

アポトーシスとは、細胞死の一形態で、電子顕

微鏡による観察から病理的に定義されたものであ

る。アポトーシスでは、核や染色体、細胞質の凝

集、細胞膜上の微細構造の消失に始まり、最終的

に核や細胞の分断化にいたる。そして、この死細

胞は、壊れて細胞内の酵素などを放出することな

く、周囲のマクロファージなどにより貧食を受け

て消失する。成体では、癌細胞やウイルス感染細

胞の除去に働くほか、発生過程においては、さま

ざまな臓器・器官の形態形成や細胞数の調整に関

与する。

過度の物理・化学的刺激により引き起こされる

偶発的細胞死であるネクローシスとしばしば対比

される。ネクローシスでは、核の変性はほとんど

認められず、ミトコンドリアの膨潤、細胞の肥大

を伴い、最終的に細胞膜が破裂して細胞融解にい

たる。

アポトーシスを開始させる細胞内のシグナル伝

達経路は主に線虫の遺伝学的研究から明らかになっ

た。その後線虫や昆虫から哨乳類まで多細胞動物

のアポトーシス経路には共通点が多いことが明ら

かとなった。これは非常に複雑に調節されるネッ

トワークであるが、さまざまな刺激によって活性

化されたアポトーシスシグナルは、一部を除いて

多くの場合ミトコンドリアに集約して、最終的に

カスパーゼと総称される一連のプロテアーゼが中

心的な働きをし、下流のカスパーゼを順に開裂・

活性化していく。これによって活性化したカスパー

ゼー３がその他のタンパク質を分解するなどして

アポトーシスを実行する。

その過程は、おおよそ次のようにまとめられる

(図２)。

①TNFなどのサイトカインやFasリガンドなど

（デスリガンドによる）細胞外からのシグナ

ルは、それらの受容体（デスレセプター）を

介してカスパーゼー８，－１０を活性化し、こ

れらがカスパーゼー３を活‘性化する。また、

一部はミトコンドリアにシグナルが伝わり、

ミトコンドリアからシトクロムｃの漏出を引

き起こし、カスパーゼー９、そしてカスパー

ゼー３を活性化する。

②DNA損傷などによりp53が活性化すると、転

写依存的または非依存的に様々な分子を修飾

する。この際に、ミトコンドリア上のBcl-2

などの制御（またはミトコンドリア自体の異

常）が必須の経路となっており、最終的にミ

トコンドリアからのシトクロムｃ漏出からカ

スパーゼー３の活性化を引き起こす。

③小胞体ストレス（小胞体で異常なタンパク質

が生成するなど）により、ストレスキナーゼ

（SAPK）と呼ばれるＡＳＫ1/JNK,p38など

のキナーゼが活性化すると、ミトコンドリア

のアポトーシス制御分子が修飾され、最終的

にカスパーゼー３が活性化する。

このように、アポトーシスはさまざまな刺激に

よって誘導されるが、各刺激によって活性化され

たアポトーシスシグナルは、最終的にほとんどす

べての細胞死に共通のマシナリーに集約される。

FasやＴＮＦレセプターによる刺激の一部を除いて、

多くの場合ミトコンドリアが集約される場となる。

ミトコンドリアがアポトーシスの刺激を受けると

その膜透過’性が充進し、外膜と内膜により区画

された膜間スペースに存在するシトクロムｃや

Smac/Diablo、Htr2/Omiなどのアポトーシス

誘導タンパク質が細胞質に漏出する。漏出したシ

トクロムｃはATP，Apaf-1と共同で開始カスパー

ゼであるカスパーゼー９を活性化する。活‘性型カ

スパーゼー９は実行カスパーゼであるカスパーゼー

３（－７）を活性化しアポトーシスが実行される。

また、Ｓｍａｃ/DiabloやHtr2/Ｏｍｉはカスパーゼ

の阻害タンパク質であるIＡＰファミリータンパク
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質（ＸＩＡＰ）の機能を抑制することによりアポトー

シス実行に寄与する。Bcl-2ファミリータンパク

質は主にミトコンドリアの膜透過性を制御し、こ

れらのアポトーシス誘導タンパク質の細胞質への

漏出を調整することによってアポトーシスシグナ

ルのon/offを決定している。Bcl-2ファミリータ

ンパク質にはアポトーシスを抑制するものと促進

するものがあり、機能と構造から3つのグループ

に分けられている。Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘｌ，Ｍｃｌ－１に

代表されるアポトーシスを抑制するグループは

Bcl-2サブファミリーと呼ばれ、ＢａＸとBakに代

表されるアポトーシスを促進するグループはBaX

サブファミリー、BidやBimに代表されるアポトー

シスを促進するグループはＢＨ３－ｏｎｌｙタンパク

質と呼ばれている。これら３つのグループのうち、

BH3-onlyタンパク質はBcl-2サブファミリーや

BaXサブファミリーの上流に位世し、これらの分

子と直接結合することによって、その機能をそれ

ぞれネガテイブ、ポジティブに洲節している。す

なわち、上流のアポトーシスシグナルをミトコン

ドリアに伝えるシグナル伝達タンパク質として機

能している（図３)。Bcl-2サブファミリーはBaX

サブファミリーやＢＨ３－ｏｎｌｙタンパク質と直接

結合し、これらを抑制的に調節している。このよ

↓
生存

ノ

ノ

／

／

、〈

図３Bcl-2ファミリータンパク質の機能

うな諸反応の総体として、アポトーシス促進タン

パク質の柄性が抑制タンパク価の幡性を凌駕した

場合に膜透過性允進が誘導され、アポトーシスが

実行される'剛（似'４）。

↓
アポトーシス

図４Bcl-2ファミリータンパク質のバランスでアポトーシスのon/offが決定される
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Ⅵ．Cip/Kipタンパク質とアポトーシス 38）またはＡＳＫ１と結合し、それらのキナーゼ活

性を抑制することによって、アポトーシスを抑え

ることが知られている20.22)。

このほかに、p21はミトコンドリア上でプロカ

スパーゼ３と結合し、カスパーゼ３の活性化を抑

制して、Fas誘導によるアポトーシスを抑えるこ

とからも、p21の細胞内局准が、アポトーシス制

御において重要であるこが示唆される23.24)。

p21はアポトーシスシグナルを抑制するので、

逆に、アポトーシスが起きるときにはp21は不活

化されなければいけないことが予想される。

実際、カスパーゼ３はp21の核移行シグナルを

切断し、細胞質に局在させることによって、ＣＤＫ２

活性を上昇させてアポトーシスを引き起こす25)。

dominant-negativeformのＣＤＫ２を発現させ、

ＣＤＫ２活性を抑制させるとアポトーシスが抑えら

れ、また、ＣＤＫ２を過剰発現させるとアポトーシ

スを起こすことから、ＣＤＫ２がアポトーシスに関

与していると考えられている25)。この場合、ｐ2１

（図５）

p21とp27は異なるメカニズムでアポトーシス

を制御していると考えられている。

p21を結腸癌細胞株でノックアウトすると、

ＤＮＡダメージによるアポトーシスを増加させる'6)。

また、p21は、プロスタグランジンＡ２とｐ５３

を介したアポトーシスから、結腸癌細胞株とメラ

ノーマ細胞株を保護することが知られている皿'8)。

p21はp53の標的遺伝子であり、p53はp21の転写

を増加させるので、p53を介するアポトーシスに

おいてネガティブフィードバック的な役割を担っ

ていることが想像される。

さらに、p21を細胞に発現させると、抗アポトー

シスタンパク質を産生させ、パラクリン作川によっ

て、近隣の細胞の生存に影響を与えるi9)。

また単球への分化、または神経分化の過程で、

p21は細胞質に現れ20.21》、そこでSＡＰＫ（JNKとｐ

忠一

／

ＡＳ蝿

|sAPKl3ＡｐＫ

アポトーシス制澗

(Bcl-2,Bcl-xlなど）

／

/CDK２

廷i2ゆ

アポトーシス制御
、

細胞質

●、

－６－
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、
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アポトーシス

図５ＣＤＫインヒビターによるアポトーシスの制御
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図1７

のアポトーシス抑制効采は、核内移行とＣＤＫ２活

性抑制に依存しているということになる。

しかしながら、カスパーゼによるP21の細胞質

内局在は、前述のとおりＳＡＰＫ，ＡＳＫ１またはミ

トコンドリア上でのアポトーシス抑制を起こしう

るので、P21はアポトーシス誘導のネガテイブフィー

ドバックに寄与しているのかもしれない。

p27のアポトーシスに対しての機能は、p21ほ

どIﾘj碓に分かっていない。p27の過刺発現が、ア

ポトーシス抵抗‘性を与えるという研究報告がある

一方、別の研究では、アポトーシスを引き起こさ

せるという報告があり26)、川いるアポトーシス刺

激や細胞株などの実験方法の違いによって、現れ

てくる結果が異なってきているようである。

p21と同様に、p27もカスパーゼ３によって切

断されるので、これによってＣＤＫ２活性を上昇さ

せ得る鰯)。しかしながら、P21と異なり、切断に

よってp27が細胞質に局在するようになることは

確認されていない。さらに、p27が抗アポトーシ

ス作用を示すことが確認されている''1血病細胞で、

p27の切断とＣＤＫ２活性または細胞内局在は関連

していない。このことは、p27の抗アポトーシス

作川は、ＣＤＫ２以外を標的にしていることが予想

される。このことを示唆するように、切断型のp

27を過剰発現させると、ミトコンドリアからのシ

トクロムｃの放出を抑制させ、アポトーシスに抵

抗性を示すことがわかっている”。さらに、ｐ２７

は抗アポトーシスタンパク質であるMcl-1、Bcl-2

などの鍬も調節することが報杵されている2Z28)。

錐者らは、１０番日のセリン残基をアラニン残基

に置換した変異型p27を作成し、この変異型p２７

(S10Ａ）と野生型p2７（ＷＴ）をIleLa細胞で過剰

発現した。これらの２種類の過剰発現細胞をＴＮＦ

刺激によりアポトーシスを誘導すると、ｐ２７

(ＷＴ）を発現させた細胞のみアポトーシス耐性

となり、ｐ2７（S10Ａ）を発現した細胞のアポトー

シス感受性は対照細胞と変わらなかった（図６)。

10番目のセリン残基は、p27の核外移行に必要で

あるため、ｐ2７（S10Ａ）は専ら核内で発現し、

p2７（ＷＴ）は核外に発現した。このときのBcl-xl

の発現戯を調べてみると、ｐ2７（ＷＴ）を発現さ

せた時にのみBcl-xlが琳加していることが分かっ

た（凶７）29)。錐者らのこの研究結果から、p27は

CｙｔｏｐＩａｓｍＮｕｃｌｅｕｓ

Ｓ１０ＡＷＴＳ１０ＡＷＴ

－－－－ _

詞－ｐ2７
－－ー _ -

ぐ－ＢＣＬ－ｘＬ
－－

ぐ一ｔｕｂｕＩｉｒｌ一一

ーＨ３

HeLa細胞にp２７(S10A）とp２７(ＷＴ）を過剰発
現後、細胞質分画と核分画に分け、抗p27抗体
と抗Bcl-xl抗体にてウエスタンプロットした。
抗a-tubulinおよび抗histoneH3抗体は、それ
ぞれ細胞質または核分画の分離精度の指標とし
て用いた。

ＣＤＫインヒビターによるアポトーシス制御

Bcl-xlタンパク雄の調節を介してアポトーシスを

抑制する作川をもち、しかもその作用を発揮する

ためにはp27が細胞質にﾊｫ在することが重要であ

ることを示した。

興味深いことに、Bcl-2またはBcl-xlを過剰発現

させた細胞では、逆に、p27のＭ:が上昇し、ＧＯか

らＧ１への移行が遅れることが報告されている30)。

Cip/Kipタンパク質によるアポトーシス制御メカ
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図６HeLa細胞(ＷＴ）にp２７(S10A）とp２７(ＷＴ）を
過剰発現後､TNF刺激によりアポトーシスを誘
導した。
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ニズムは、まだまだ解明しなければいけないこと

が山積みであるが、これらのタンパク質が、アポ

トーシスからの回避というアドバンテージを細胞

に与えている可能性があるということは確かなよ

うである。腫傷細胞からしてみれば、Cip/Kipタ

ンパク質の核外移行によって、ＣＤＫインヒビター

ブレーキを緩めさせ、サイクリン／CDK複合体エ

ンジンの暴走を引き起こし、無限増殖能を獲得で

きる。しかも、その細胞質内Cip/Kipタンパク質

によって、抗アポトーシス能も盤得し、不死化す

るという一石二鳥な事象である。

このように、細胞のがん化をこれら細胞周期制

御因子の異常という分子レベルでの視点で捉える

ことが可能となり、今日では、渦で異常をきたし

ている細胞周期制御因子を標的にした制癌剤の開

発が盛んに進められている。

Ⅶ．おわりに

劇症肝炎、エイズ、神経組織や筋組織の変‘性性

疾患など細胞死が病態形成や死因に本質的に関わっ

ている疾患は数多い。逆に自己免疫疾患や癌の様

に起きるべき細胞死が起きないために起きる病気

もある。この様な疾患に対しアポトーシスをコン

トロールすることにより治療する試みも行われて

いる。しかも、現代の先進国の死因第１位である

癌については、アポトーシスだけではなく、細胞

周期の異常もともなっており、ＣＤＫインヒビター

が発癌に非常に密接に関与しているので、ＣＤＫ

インヒビターによるアポトーシス制御のさらなる

解明が重要になってくると思われる。
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