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論　文　の　内　容　の　要　旨

（目的）

　細胞周期は細胞分裂の基本システムで，細胞増殖制御におけるシグナル伝達の最終段階を担い，発生，分

化，癌化などに関与する。細胞周期のなかで，G1期から S期への進行には G1サイクリン・CDK複合体が

中心的な役割を果たしているが，CDKに結合して細胞周期を負に制御する一連の CDK阻害因子も報告さ

れている。p57はノックアウトマウスの解析で胎生致死となる唯一の CDK阻害因子で，特異的に骨芽細胞

において増殖抑制のみならず，分化の進行に直接的な役割を果たす可能性が示唆され，骨形成において他の

CDK阻害因子では相補できない特別な役割を担っていると考えられる。

　そこで，本研究は骨芽細胞中で p57による増殖の制御に関わるタンパクを探索することを目的とした。

（対象と方法）

　1日令の ddYマウスから初代培養骨芽細胞を単離し，血清飢餓により分化誘導を行った後，cDNA 

Libraryを作成した。次に，マウス p57の C末端フラグメントを baitとして用い，p57に関わるタンパクを

Yeast two-hybrid法により探索した。p57とすでに同定した LIM-kinase 1（LIMK-1）の細胞内での結合を強

制発現 HEK293T細胞および初代培養骨芽細胞を用いて免疫沈降法により確認後，この結合による LIMK-1

のリン酸化能に与える影響を強制発現 HEK293T細胞で免疫沈降法および in vitro Kinase法，LIMK-1のア

クチン再構成に与える影響を強制発現 COS-7細胞で検討した。また，アクチンファイバーを phalloidin染色，

LIMK-1および p57の局在を免疫染色により確認した。

（結果）

　Yeast two-Hybrid法により，これまでに細胞周期制御，とくに p57とは関連が示唆されていなかった

LIMK-1を p57の新規の結合因子として同定した。この p57と LIMK-1との結合が p57の中心部にある，他
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の CDK阻害因子にはみられない特徴的な領域を介していることを明らかにした。また，この結合によって，

LIMK-1のリン酸化能に変化はないものの，LIMK-1は細胞質から核へと局在を変化させることでアクチン

の再構成を制御することが明らかとなった。

（考察）

　細胞内で LIMK-1を発現させると，アクチンストレスファイバーが形成されるが，同時に p57を強制発現

させると LIMK-1が p57に結合することによって細胞質から核内に移行し，アクチンストレスファイバーの

形成が阻害された。したがって，p57は LIMK-1との結合を介して，細胞骨格の制御に関わることが明らか

になった。また，LIMK-1による細胞骨格の制御は細胞の形態，遊走などを介して形態形成に重要な役割を

果たすと考えられ，p57が他の CDK阻害因子にはみられない中心部の特徴的な領域を介して LIMK-1と結

合することにより，形態形成において重要である細胞周期と細胞骨格の制御の連携に係わることが強く示唆

された。

（結論）

　p57は，CDK阻害因子である p21や p27に比べてその中心部に機能の知られていない領域を持つことが

大きな特徴となっているが，今回の結果は p57がこの中央領域を介して LIMK-1と結合し，細胞形態に影響

を及ぼすことを明らかにした。従って，p57は細胞周期の制御に加えて，LIMK-1を介して直接的に細胞形

態の制御を行うことによって形態形成に関与すると考えられた。

審　査　の　結　果　の　要　旨

　本研究は，CDK阻害因子一つである p57が LIMK-1と結合することを発見し，結合部位が他の CDK阻害

因子ではみられない中央領域であることを明らかにした。また，この結合によってアクチン再構成が変化す

ることを示した。これらの結果は，p57と LIMK-1の結合が，形態形成において重要である細胞周期と細胞

骨格の制御の連携に係わることが強く示唆するもので，高く評価される論文である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。




