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　　　 Down-regulation　 ofp27K`p"Promotes　 Cell　 Proliferation　 ofRat　 Neonatal

　　 Cardiomyocytes　 Induced　 by　Nuclear　 Expression　 of　Cyclin　 D　I　and　 CDK4

(P27Klp1の 発 現低 下に よ りサイ ク リンDl,　 CDK4に よ る新生 仔 ラ ッ トの心 筋細 胞 増殖 は促 進 され る)

内容の要旨

林　田

　 心筋細胞は他の細胞 とは異なり,出 生後急速に細胞周期を停止

し.増 租能を失 う。その結果、心筋梗塞等により一度傷害された心

筋組織は再生せず、不可逆的で重篤な心機能低下をきたすことが知

られている。これまで心筋細胞における細胞周期のメカニズムにっ

いて多くの研究が轍告 されてきた。細胞増殖の開始段階では、多く

の細胞では増瓶刺激に対し、細胞周期調節因子であるサイクリンD1

が 増加 し核内に移行することが知られている。近年Adachiら に よ

n,新 生 仔ラッ トの培養心筋細胞では.増 殖刺激によるサイクリン

D1は 発現が増加するものの、核内に移行しないことが明 らかとなっ

た。 さらに核内移行シグナル(NLS=nuclear　 localizing　signaDを 連

結したサイクリンDl(以 後サイクリンDINLS)を 、共役して働くサ

イクリン依存性キナーゼ4〔CDK4)と ともにアデ ノウイルスベク

ターを用いて核内に強制発現させることにより、心筋細胞が再び細

胞周期に入n,細 胞分裂をnn始 することを明らかにした。

　 しか しサイクリンDINLSICDK4の 強 制発現による方法では、今回

心筋細胞は一週間ほどで増殖を停止 してしま うことが同時に示され

たが、その機序は不明であった。今回我々は心筋細胞において、他

の細胞周期鋤節因子について解折 した結果、細胞周期に抑制的に働

くサイクリン依存性キナーゼ抑制因子p27の 発現が著明に充進するこ

と、これに伴いサイクリン依存性キナーゼ2〔CDK2》 の活性が抑制

され、細胞周期の停止につながることを見いだ した。p27iはユ ビキチ

ンリガーゼSkp2を 介する3ビ キチン ・プロテアソーム系によって分

解 され ることが知 られている。われわれはサイク リンDINLS/CDKJ

の強制発現により増殖を聞始 した心筋細胞では.Skp2の 発 現が低下

することにより、p27のSkp2{k存 性 のユ ビキチン化が抑制され、　p27

の発現が充進することを明らかに した。 さらにSkp2の アデノウイル

スベクターによる強制発現、またはp27のsmall　imerfering　RNAに よ り

p27の 発 現を特異的に低下させることにより.CDK2$性 が増加 し、

サイクリンDINLS/CDK4に よる心筋細胞増踏がさらに促進されるこ

とを見いだ した。

　以上によn,心 筋細胞ではユビキチン リガーゼSkp2の 発現低下に

より、ユ ピキチン ・プロテアソーム系による細胞周期抑制因子であ

るp27の 分解が抑制され、発現騒が増加するために細胞周期の俸止に

至り、増殖能を失 うことが明らかになった。これらの所見はau.乳頑

の心筋細胞が終末分化に到る過程で増殖を停止する分子機序を解明

する上で皿要な現象であり、今後の研究に新たな影響を与えるもの

と考えられる。

健　太　郎

輪文審査の要旨

　 心筋細胞は出生後急逮に細胞周期を停止 し、増殖能を失 うため、

従来から心筋細胞増荊を目指 してさまざまな試みがなされてきた。

近年新生仔ラッ トの培養心筋細胞で、核内移行 シグナル(NLS)を

連 結したサイクリンDI(以 後サイクリンD]NlS》 を、サイク9ン

依存性キナーゼ(CDK)4と ともにアデノウイルスベ クターを用い

て核内に強制発現させ ることにより、心筋細胞が再び細胞分裂を開

始することが綴告されたが、この方法では一週間ほどで増殖を停止

して しまい、その機序 は不明であ った。今回 我々はサイ クリン

DINLS/CDK4の 強制発現により増殖を開始した心筋細胞において、

ユビキチンリガーゼを構成するSkp2の 発現低下によn ,サ イクリン

依存性キナーゼ抑制因子であるp27のSkp2依 存 性のユビキチン化が抑

制され、p27の 発現が箸明に充逃することによncoKzの 活 性が抑制

され細胞周期の停止につながること、またSkp2の アデノウイルスベ

クターによる強制発現、またはp21のsiRNAに よ7p27の 発現を特異

的に低下させると、CDK2活 性が増加 しサイクリンDINLS/CDK4に よ

る心筋細胞増殖がさらに促巡されることを見いだした。

　審査でF3,ま ず細胞周期解析においてGO期 とG1期 の区別について

の質問があったが、現在分子生物学的な定鶉は確立されていないも

のの.Rb盃 白の リン酸化が一つの指標とな り本研究でも確認 されて

いることが示された。またSKp2の トランスジェニック、またノック

アウ トマ ウスの発現型 と今回の結果 との関係については、SKp2の

ノ ックアウ トマウスでは躰は罎小であるものの心戯の発生について

は野生型 とほとんど差がなく、心筋細胞においてSKp2の 発現低下に

よるP2Tの 増加をきた しているとい う今回の結果 と合致することが

示された。またSKp2の 強制発現による他の細胞周期制御因子への影

響、アポ トー シスを起こしている可能性に関 しては、既知の細胞周

期制御因子に関 しては余 り変化がないこと、また丁unel染色 で陽性細

胞の増加は見られず、否定的である旨回答 された。 さらに心筋細胞

増殖時の増殖効率のコン トロールと機能の維持についての質問に対

しては、現在のところアデノウイルスベクターを用いているが完全

に増殖の開始.停 止をコン トロールできる段階にはいたっておら

ず、癌化の危険性もあり再生医療への実用釣な応用に向けては今後

の更 なる検肘が必 要で ある と回答 され た。また本 瞼文はequal

wnvibutionと な ってい るが、実験 の中でユ ビキチ ンア ッセイ と

siRNA作 成 は担当していない点を確認された。

　以上のように、本研究はさらに検討 され るべき課題を残 している

が.心 筋細胞の発生、分化機構の解明 と心筋再生医療への応用の可

能性を示した点で有意義な研究と評価された。
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