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研究成果の概要（和文）： 
哺乳類の細胞周期の G1 期制御において COP9 シグナロソームがどのようにして Rb 経路と
p53 経路を制御するかに焦点を当てて解析を行った。その結果、COP9 シグナロソームは第５
サブユニット（Jab1/CSN5）を介して、ヒストンメチル化酵素 SMYD3 が p16 のプロモータ
ーに結合して発現を制御することを見いだした。これにより、Jab1-SMYD3-p16-cyclin 
D-Cdk4/6-Rb 経路が体性幹細胞の調節に関与する知見を得た。また、第３サブユニット（CSN3）
が MLF1 を介して COP1−p53 経路を制御することを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We studied the regulatory mechanism of G1 progression of the mammalian cell cycle by 
focusing on how the COP9 signalosome complex regulates Rb and p53 pathways. We found 
that the fifth subunit of the COP9 signalosome (CSN5), through interaction with a histone 
methyltransferase, SMYD3, bound to the promoter region of the p16 gene and regulated its 
transcription, indicating that the signaling pathway consisting of CSN5, SMYD3, p16, 
cyclin D-Cdk4/6, and Rb plays an important role in regulation of the hematopoietic somatic 
stem cells. We also found that the third component, CSN3, participated in the regulation of 
the COP1-p53 pathway through MLF1.  
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１．研究開始当初の背景 
 
  哺乳動物細胞周期の中で、G1 期は細胞
の増殖、死、分化の制御において大変重要で
ある。G1 期制御因子の中で、Cdk インヒビ

ター、G1 サイクリン・Cdk 複合体、Rb（レ
チノブラストーマ）タンパク質、転写因子
E2F からなる、Rb 経路は最も重要である。
しかし、多種多様な哺乳動物細胞の増殖、分
化が時間空間的に厳密に制御されるときに、
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どのように Rb 経路の活性化と不活性化が支
配されるかについて、特に、上流側の制御機
構や因子については不明な点が多い。 
 また、これとは別に、細胞周期が適正に進
行することをモニターする機構としてチェ
ックポイントコントロールが存在し、G1 期
においてはp53を介した経路が最も重要であ
る。p53 は、DNA 損傷ストレスや細胞がん
化シグナルに呼応して活性化し、種々の標的
因子の転写を調節することにより、細胞周期、
DNA 修復、アポトーシスなどを制御する。
p53 の制御では MDM2 によるユビキチン化
とプロテアソームによる分解が重要である
が、近年、MDM2 以外に、Pirh2、COP1、
ARF-BP1 のユビキチンリガーゼが p53 を基
質とすることが報告され、G1 期における p53
のユビキチン化・分解制御は、従来のモデル
よりもっと複雑であることが示唆されてい
る。 
 我々は、G1 期制御因子の研究の中で、
COP9 シグナロソーム(CSN)とその構成因子
（CSN1-8）が、これら Rb 経路と p53 経路
の上流で機能することを見いだした。まず、
CSN5(Jab1)は、最初、転写因子 c-Jun の結
合蛋白質として単離されたが、後に、COP9
シグナロソームの第五サブユニット(CSN5)
と同一であることが明らかになった分子で
ある。COP9 シグナロソームはもともと光形
態形成に関わる、８つのサブユニットからな
る蛋白質複合体として植物にて見いだされ
たものであるが、その後、酵母から哺乳動物
細胞に至るまで高度に保存されていること
が明らかとなり、より普遍的な生命現象に関
わることが示唆されている。現在までに、
CSN5(Jab1)が関わる機能として、(1)転写因
子（c-Jun, JunD, E2F）と直接結合し、
Specificity Factor として転写調節に関わる、
(2)COP9 シグナロソームと結合したタンパ
クキナーゼ（PKD, CKII, PI5/6 kinase）を介
して標的蛋白質（c-Jun, p53, NFkB）のリン
酸化を促進する、(3)ユビキチンリガーゼ蛋白
質複合体の Cullin サブユニットに結合して
い る NEDD8 分 子 を 切 り 離 す
（deneddylation）ことによりリガーゼ活性
を制御する、(4)核・細胞質間の局在を制御す
ることにより標的因子の細胞内活性や安定
性を調節することが知られているが、これら
の細胞内機能がいつどのように制御されて
いるかについては全くわかっていない。また、
様々なヒトの腫瘍で CSN5(Jab1)の過剰発現
が報告されているが、CSN5(Jab1)が発癌に
かかわるプロセスや、その過程で上記(1)�(4)
の４つの機能がどのようにかかわるかにつ
いては明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 

 
 我々は、CSN5(Jab1)のノックアウトマウ
スを作製、解析することにより、CSN5(Jab1)
が胎児発生の初期に重要な働きをすること
や、幹細胞の維持に必須であることを明らか
にした。また、CSN5(Jab1)のトランスジェ
ニックマウスを作製、解析することにより、
CSN5(Jab1)が癌遺伝子として機能すること、
その際、CSN5(Jab1)は CSN5(Jab1)結合蛋
白質（Jab1-BP2）と相互作用することによ
り、Cdk インヒビターの発現量や機能を抑制
して Rb 経路を不活性化し、幹細胞を癌化さ
せる（癌幹細胞化）可能性を見いだした。 
 また、一方で、我々は、COP9 シグナロソ
ームの第三サブユニット(CSN3)が白血病関
連因子である MLF1 と相互作用し、ユビキチ
ンリガーゼ COP1 を阻害することにより、こ
の経路の標的因子であるp53を活性化し細胞
周期を停止、場合によってはアポトーシスを
誘導することを見いだした。COP1 は当初、
植物の光形態形成にかかわる因子として同
定され、光受容体の下流で転写因子（HY5 な
ど）の発現を制御することが発見されが、そ
の後、動物にも高度に保存されていることが
明らかとなり、動物細胞における機能が注目
されていた。2004 年に Dornan たちは COP1
が癌抑制たんぱく質p53をユビキチン化する
ことを報告し COP1 が細胞周期制御にかか
わることを示した。動物における COP1 の上
流は未知であったが、光形態形成のアナロジ
ーから、動物においても COP9 シグナロソー
ムが COP1 の上流で機能することが考えら
れ、実際、我々の研究結果により、細胞癌化
抑制や DNA 損傷チェックポイントコントロ
ールにおける p53 の活性化過程において
COP9 シグナロソームの第三サブユニット
（CSN3）が必須の働きをすることが明らか
となった。このことは、COP9 シグナロソー
ムが第 3 サブユニット（CSN3）を介して p53
経路の上流で機能すると位置づけられる。 
 以上のことから、COP9 シグナロソームと
その構成蛋白質は、Rb 経路と p53 経路の上
流で機能する因子であることがわかる。しか
しながら、COP9 シグナロソームが、いつど
のようにして Rb 経路と p53 経路の調節を行
うかについての詳細はまだ明らかでない。 
 そこで、本申請研究では、哺乳類の細胞周
期の G1 期制御において COP9 シグナロソー
ムがどのようにして Rb 経路と p53 経路を制
御するかを、Jab1(CSN5)-Jab1BP2-Cdk イ
ンヒビター-Rb 経路と、CSN3-COP1-p53 経
路に焦点を当てて詳しく解析することを目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 



 本申請研究では、哺乳類の細胞周期の G1
期制御において COP9 シグナロソームがど
のようにして Rb 経路と p53 経路を制御する
かを、CSN5(Jab1)-Jab1BP2-Cdk インヒビ
ター-Rb 経路と、CSN3-COP1-p53 経路に焦
点を当てて詳しく解析した。この際、必要に
応じて多面的なアプローチを取り入れ、
COP9 シグナロソームのサブユニット
（CSN5、CSN2、CSN3）のノックアウトマ
ウスやノックアウト細胞、トランスジェニッ
クマウスやそれから樹立した培養細胞系を
実験材料として用い、あくまでも生体内の状
況を反映させた実験系での検証を重視した。
研 究 期 間 の 後 半 で は 、
CSN5(Jab1)-Jab1BP2-Cdk インヒビター
-Rb 経路と、CSN3-COP1-p53 経路のそれぞ
れの解析で得られた実験結果をもとに、両経
路間でのクロストークを研究テーマの主体
ととらえ、Rb 経路と p53 経路を統合するシ
グナル経路の実態を解明するべく努力した。 
 
 
４．研究成果 
 
 哺乳類の細胞周期の G1 期制御において
COP9 シグナロソームがどのようにして Rb 
経 路 と p53 経 路 を 制 御 す る か を 、
CSN5(Jab1)-Jab1BP2-Cdk インヒビター
-Rb 経路と、CSN3-COP1-p53 経路に焦点を
当てて解析した。 
 （１）CSN5(Jab1)－Rb 経路の解析 
CSN5(Jab1)が Cdk インヒビターを制御し
Rb 経路の上流で機能する具体的機構を知る
ために、酵母のツーハイブリッド法を利用し、
CSN5(Jab1)と相互作用する因子を網羅的に
スクリーニングした。その結果、既知の因子
に加えて、多くの CSN5(Jab1)の新規相互作
用因子（Jab1BP）を単離することに成功し
た。 
 また一方で、CSN5(Jab1)トランスジェニ
ックマウスを作製した。このマウスは正常に
発生し生まれるが、生後６−１２ヶ月で骨髄
性増殖疾患を発症した。骨髄細胞を詳細に解
析した結果、Cdk インヒビターp16 の発現が
減少し造血幹細胞のプールが増大していた。
我々が単離していた新規 CSN5(Jab1)相互作
用因子を検索した結果、ヒストンメチル化酵
素SMYD3がp16のプロモーターに結合して
発現を制御することを見いだした。これによ
り 、 CSN5(Jab1)-SMYD3-p16-cyclin 
D-Cdk4/6-Rb 経路が体性幹細胞の調節に関
与する知見を得た。 
 また、COP9 シグナロソームの機能を解析
する目的で、第５サブユニット（CSN5）の
条件性ノックアウト細胞を作製し、COP9 シ
グナロソームの機能が Cullin-Ring ユビキチ
ンリガーゼ活性の制御に重要であり、その機

能喪失は細胞周期の複数点で阻害が起こる
事、細胞質分裂とエンドサイクルに影響を及
ぼす事、p53 非依存的細胞老化を誘導する事
などを見いだした。さらに、追加の研究とし
て、哺乳類細胞のオートファジー制御にかか
わるとされる因子、smARF に関する解析を
行い、以前の Kimchi らの報告に加え、
smARF が核内において機能する可能性を示
すという意外な結果を得た。 
 （２）CSN3－p53 経路の解析 
 これまでに COP9 シグナロソームの第３
サブユニットである CSN3 がユビキチンリ
ガーゼCOP1を介してp53の上流で働くこと
を明らかにしていたので、酵母のツーハイブ
リッド・スクリーニング法を利用し、
CSN3,COP1 の新規相互作用因子（それぞれ
CSN3BP と COP1BP）を単離して解析した。
特に、COP1BP-1 に着目し特異的抗体を作製
し て 種 々 の 細 胞 応 答 に お け る 役 割 を
CSN3-COP1経路との関係に留意しながら解
析した。その結果、オートファジーとの関連
を見いだした。また、CSN3 と p53 との協調
関係をマウスモデルを用いて検証した。 
 次に、CSN3－COP1 経路の解析を行うた
めに、COP9 シグナロソーム（特に第 3 サブ
ユニット、CSN3）と COP1 の直接の結合を
検証したが認められなかった。そこで、CSN3
と COP1 の新規相互作用因子（それぞれ
CSN3BP と COP1BP）を酵母のツーハイブ
リッド法を利用して網羅的に単離した。すで
に CSN3 と結合することを報告した因子
MLF1 については、さらに詳細に検討を加え、
MLF1 には機能的な核移行シグナル（NLS）
と核外移行シグナル（NES）が存在し核・細
胞質シャトリング因子として機能すること、
シャトリング能力と増殖抑制能力が関連す
ること、活性化型 MLF1 融合蛋白質である
NPM-MLF1 は細胞老化に拮抗する能力があ
り、そのためには核・細胞質シャトリング能
力が重要であること、などを見出した。また、
ショウジョウバエにおける MLF1 ホモログ
（dMLF）を同定しその機能について調べた。
MLF1 はハエからヒトにいたるまで高度に
保存されており、特に特定のドメインにおけ
る保存度が高かった。dMLF は哺乳類 MLF1
と同様に増殖抑制能を保持しており、これは
サイクリン E の過剰発現により解除された。
dMLFはショウジョウバエのCSN3とも結合
し、この結合には CSN3 の PCI ドメインが
必要充分であった。 
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