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〈要 約〉

　ゲノムDNAの正確な複製および分配はユビキチンリガーゼであるAPC/Cの適切な時期における活性化により保障される．APC/Cは少なくとも13個のサブユニットから形成される巨大な複合体であり，その活性はリン酸化により制御されているが，その詳細な機構については未解明であった．筆者らは，アフリカツメガエルのAPC/Cを再構成して精製し，さらに，アフリカツメガエルの卵抽出液を用い生理的な条件においてAPC/Cの活性を解析する系を構築した．この系を用いて変異を導入したAPC/Cを系統的に解析した結果，Cdk1がApc3のループ領域およびApc1のループ領域をリン酸化し，APC/Cの活性化タンパク質であるCdc20とAPC/Cとの結合を促進することが見い出された．Apc3のリン酸化されたループ領域はCdk1を含む複合体の足場になり，Apc1のループ領域のリン酸化を促進した．一方，Apc1の脱リン酸化されたループ領域はAPC/Cと結合してCdc20との結合を阻害し，その結合はリン酸化により解離したことから，リン酸化に依存的してAPC/CとCdc20との結合を制御する分子スイッチとして機能すると考えられた．

はじめに

　細胞が正常に増殖し分化するために，細胞周期は厳密に制御されなければならない．この命題の遂行のため，細胞周期における多くの過程はリン酸化やユビキチン化といった翻訳後修飾により制御される．APC/Cはユビキチンリガーゼであり，さまざまな基質タンパク質をユビキチン化しプロテアソームによる分解へと導く1)．APC/Cの活性は細胞周期に応じ制御されており，M期の中期から後期への移行期にはサイクリンやセキュリンといった鍵となるタンパク質をユビキチン化する．それ以降もさまざまなタンパク質を細胞周期の進行に応じてユビキチン化し，M期の終了およびG1期の維持に機能する．

　APC/Cは真核生物のあいだで高度に保存されているが，600以上もあるといわれるユビキチンリガーゼのなかでも，13種類以上のサブユニットから構成されるというきわめて複雑かつ巨大な複合体である2)．さらに複雑さを増す要因として，APC/Cがユビキチン化活性を示すには，構成サブユニットのほかに活性化タンパク質であるCdc20ファミリータンパク質を必要とすることがある（図1）．Cdc20ファミリータンパク質は，C末端側にApc10と協同して基質の認識を担うWD40ドメイン，N末端側にユビキチン化活性を促進するCボックスモチーフをもつ．体細胞分裂においてはおもにCdc20およびCdh1が機能しており，Cdc20はM期の中期および後期，Cdh1はM期の後期からS期の直前まで機能する．これまで，Cdc20がAPC/Cを活性化する機構については，酵母からヒトにいたるさまざまな生物を用いて解析されてきた．脊椎動物においてAPC/Cはin vitroの系を中心に解析され，Cdc20はCdk1によりリン酸化されたAPC/Cと効率よく結合し活性化することが知られていた3)．しかしながら，このリン酸化によりAPC/Cが活性化される詳細な分子機構については未解明であった．その大きな要因として，APC/Cのリン酸化部位は50箇所以上もあり4,5)，リン酸化により機能を発動する領域が未同定であることが考えられた．

1．アフリカツメガエルのAPC/Cの再構成および活性測定系の構築

　APC/Cの活性化を担うリン酸化部位を同定するため，まず，野生型のAPC/Cを再構成しその活性を測定する系の構築を試みた．アフリカツメガエルのAPC/Cのおのおののサブユニットを複数のタンパク質を発現できるMultiBacベクターにクローニングしてバキュロウイルスに導入し，それらを昆虫細胞に感染させることによりAPC/Cのすべてのサブユニットを昆虫細胞において共発現させてAPC/Cを形成させた．サブユニットのひとつApc6をstreptタグ融合型として発現させることにより，発現させたAPC/Cのアフィニティーカラムによる精製を可能にした．精製されたAPC/Cが複合体を形成していることは，ゲルろ過カラムを用いることにより確認した．精製されたAPC/Cの活性を測定するため，APC/Cを免疫除去したアフリカツメガエルの卵抽出液にくわえたところ，Cdk1の活性の低い間期の抽出液においてはCdh1に依存的に，Cdk1の活性の高いM期の後期の抽出液においてはCdc20に依存的に，基質を分解した．さらに，精製タンパク質のみから構成されたユビキチン反応系において，精製されたAPC/Cがユビキチンリガーゼとしての活性をもつことが示された．

2．Apc1およびApc3のリン酸化がCdc20に依存したAPC/Cの活性化を促進する

　ヒトおよびアフリカツメガエルのAPC/Cはともにin vitroにおいてCdk1により活性化される．そこで，活性化に重要なリン酸化部位はヒトとアフリカツメガエルのあいだで共有されているであろうと予想し，両者のあいだで保存されているCdk1コンセンサス配列に注目した．APC/Cのおのおののサブユニットごとに，Cdk1コンセンサス配列をAlaに置換した変異APC/Cを作製し精製した．Alaに置換された部位のリン酸化がAPC/Cの活性化に重要であれば，アフリカツメガエルの間期の抽出液においてはCdh1に依存的な活性を維持しつつ，M期の後期の抽出液においてはCdc20に依存的な活性が低下すると考えられた．詳細かつ系統的な解析の結果，Apc3の12箇所のCdk1コンセンサス配列をAlaに置換した変異APC/C，および，Apc1の15箇所のCdk1コンセンサス配列をAlaに置換した変異APC/Cは，Cdc20との結合能が低下しそのような表現型を示すことが見い出された．これらの結果から，これまで50以上あるといわれたAPC/CのCdk1に依存的なリン酸化部位のうち，Apc3およびApc1の2つのサブユニットのもつリン酸化部位のリン酸化がM期におけるAPC/Cの活性化にとくに重要な役割をはたすことが示唆された．

3．Apc1のループ領域およびApc3のループ領域のCdk1によるリン酸化がAPC/Cの活性化を促進する

　Apc1およびApc3に導入された変異の部位は広範囲にわたっていたため，それぞれ，複数のAlaへの置換をもつAPC/Cを作製して機能領域の限定を試みた．その結果，Apc3においては約280残基のループ領域にある9箇所のリン酸化部位，Apc1においてはN末端側に存在する約100残基のループ領域にある7箇所のリン酸化部位が重要であることがわかった．これらの変異Apc3および変異Apc1の効果は相加的であり，M期の後期の抽出液においてこれらの変異Apc3および変異Apc1の両方をもつAPC/Cの活性はほぼ失われた．サイクリンBに代えて，セキュリンやサイクリンAを基質として用いた場合にも同様の結果が得られた．細胞周期を再現したサイクリング抽出液を用いた実験においても，これらの変異Apc3および変異Apc1の両方をもつAPC/Cを用いた場合にはサイクリンBは分解されずに過剰に蓄積しM期を脱出できなかった．また，精製Cdk1によりリン酸化されたこれらの変異Apc3および変異Apc1の両方をもつAPC/Cのユビキチン化活性は，野生型のAPC/Cと比べいちじるしく低下していた．以上の結果から，Cdk1によるApc3のループ領域およびApc1のループ領域におけるリン酸化がAPC/Cの活性化に決定的な役割をはたすことが示された．

4．Apc3のループ領域のリン酸化はApc1のループ領域のリン酸化を促進する

　Apc3のループ領域のリン酸化の役割はなんであろうか．この問題を解くヒントは，M期の後期の抽出液から回収されたApc3のループ領域に変異をもつAPC/Cにおいて，Apc1の電気泳動における移動度が増加していることであった．このことから，Apc3のループ領域はあるキナーゼをAPC/Cへリクルートするための足場になり，Apc1のループ領域のリン酸化を促進するのではないかと予想した．Apc1およびApc3のリン酸化には，Cdk1と複合体を形成するp9（生物種によっては，Suc1あるいはCks1/2）が必要であることが知られていた．さらに最近，p9はリン酸化されたアミノ酸残基を認識し，近傍の領域のCdk1によるリン酸化を促進することが報告された．そこでCdk1，サイクリンB，p9からなる複合体がApc3のリン酸化されたループ領域に結合し，Apc1のループ領域をリン酸化するのではないかと考えた．Apc3のループ領域に変異を導入したAPC/CへのCdk1およびp9の結合量を調べると，ともに顕著に低下していた．Apc1のループ領域のリン酸化を特異的に認識する抗体を用いた実験により，Apc3のループ領域に変異があるとApc1のループ領域のリン酸化が低下することが明らかにされた．以上の結果から，Apc3のループ領域はリン酸化によりCdk1，サイクリンB，p9からなる複合体の足場になり，Apc1のループ領域のリン酸化を促進するという，APC/Cのサブユニットのあいだのクロストークの存在が示された（図2）．

5．Apc1のループ領域はAPC/Cと相互作用しCdc20とAPC/Cとの結合を制御する

　Apc1のループ領域の機能を調べるため，大腸菌においてApc1のループ領域のみを発現させて精製し，APC/CあるいはCdc20と相互作用するかどうか調べた．その結果，リン酸化部位にAlaの置換を導入したApc1のループ領域の断片は，M期の後期の抽出液においてAPC/Cと相互作用した．一方，野生型のApc1のループ領域の断片およびリン酸化を模倣した変異を導入したApc1のループ領域の断片はAPC/Cと相互作用しなかった．また，間期の抽出液においてはAPC/CとApc1のループ領域の断片との相互作用は検出されなかった．これらの結果から，Apc1の脱リン酸化されたループ領域は，APC/C（おそらく，Apc8）と相互作用してAPC/CとCdc20との結合を阻害し，リン酸化によりその相互作用が消失すると解離して，APC/CとCdc20との結合が可能となるというモデルを提唱した（図2）．実際，Apc1のループ領域にリン酸化を模倣した変異を導入したAPC/Cは間期においても活性型となり基質をユビキチン化した．

　高解像度クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析から，Apc1のループ領域は明確な構造をとらないためその位置は明らかではないものの，Apc8の近傍に位置することが推測された6)．Apc8とCdc20のN末端側の領域との相互作用はAPC/Cの活性化に重要な役割をはたすことが示唆されていたため7)，Apc1のループ領域にあるリン酸化部位に変異が導入されたAPC/CとCdc20のN末端側の領域の断片との結合について調べた．予想されたとおり，野生型のAPC/CはM期の後期の抽出液においてCdc20のN末端側の領域の断片と高い結合能を示したが，この変異Apc1をもつAPC/Cの結合能は低下していた．以上の結果より，Apc1のループ領域はリン酸化に依存してCdc20のN末端側の領域との結合を制御することにより，APC/Cの活性化のためのスイッチとして機能すると推測された．

おわりに

　今回の研究により，M期においてAPC/Cを活性化する主要な経路が明確にされた．この経路に対し，ホスファターゼやCdk1のほかのM期キナーゼがどのように関与するのかは今後の課題である．また，得られた知見はタンパク質複合体の活性制御におけるループ領域の機能とその重要性を再認識させるものであった．同様の制御機構がほかのタンパク質複合体においても採用されているのかどうか興味深い．Cdc20によるAPC/Cの活性化の阻害は，M期の進行を阻害して細胞死を誘導することから抗がん剤の開発において有望なターゲットになると考えられている8)．一方で，APC/Cのもうひとつの活性化タンパク質であるCdh1はがん抑制遺伝子産物であることが知られている．Cdc20に特異的なAPC/Cの活性化の機構をターゲットにすることにより，Cdc20に特化した薬剤の開発が期待される．
　なお，この論文と同様の結果を報告する2報の論文が同じ時期に独立して発表された9,10)．それぞれの研究室が得意とするアプローチを駆使して同様の結論にいたっており，得られたデータにも相互補完するものがあった．
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〈図説明〉
図1　細胞周期におけるAPC/Cの活性の制御
G2期においてはAPC/Cは活性化タンパク質であるCdc20あるいはCdh1とは結合しておらず不活性型である．G2期からM期にかけてサイクリンBのレベルが上昇しCdk1が活性化されると，APC/Cはリン酸化されてCdc20との結合が可能になり活性化される．活性化されたAPC/CはサイクリンBなどの基質をユビキチン化しその分解を促進する．M期の中期から後期にかけてサイクリンBが分解されると，Cdk1の活性の低下およびホスファターゼの活性化が起こりAPC/Cは脱リン酸化される．脱リン酸化されたAPC/CはCdh1により活性化され，基質をユビキチン化してM期の終了およびG1期の維持にはたらく．

P：リン酸化，Ub：ユビキチン．
図2　Cdk1によるリン酸化に依存的なAPC/Cの活性化のモデル
Apc3のループ領域はCdk1，サイクリンB，p9からなる複合体によりリン酸化される．Apc3のリン酸化されたループ領域はこの複合体の足場になり，Apc1のループ領域のリン酸化を促進する．Apc1の脱リン酸化されたループ領域はApc8と相互作用し，APC/CとCdc20との結合を阻害する．Cdk1によりApc1のループ領域がリン酸化されるとAPC/Cから解離し，その結果，Cdc20がAPC/Cと結合して活性型のAPC/Cとなる．
P：リン酸化．
