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（目的）kpmはヒト骨髄系前駆細胞KG－laよりセリン・スレオニン・キナーゼドメインをターゲットとしてdegenerate  

PCRにより単離されたキナーゼであり，ショウジョウバエの癌抑制遺伝子warts／1atsおよびその哺乳類相同分子LATSlと  

高い相同性を示す。LATSlにおいてはノックアウトマウスで軟部腫瘍や卵巣腫瘍が発生することより哺乳類においても痛  

抑制遺伝子ととして機能すると考えられている。また過剰発現させたLATSlはCdc2と結合し，Cdc2とcyclinBの結合を  

括抗的阻害することにより細胞周期停止を誘導すると報告されている。一方kpmに関しては，細胞周期の分裂期特異的に  

リン酸化され，kpmの一過性発現がS／G2／M期の細胞の割合を増加させるという観察結果以外のことは知られていない。  

本研究ではkpmの条件付き発現系を作成し，細胞増殖および細胞の生死におけるkpmの役割について検討した。  

（方法）テトラサイクリン応答遺伝子発現誘導システムを用いHela－Tet－Off細胞よりkpm，kpmK697A（キナーゼ不括  

型），Luciferaseの安定導入株を作成した。kpmの遺伝子発現誘導による細胞増殖，細胞の活性に与える影響をMTTアツ  

セイおよび生細胞数計測にて解析した。kpm発現による細胞周期の変化はPI染色およびMPM－2抗原抗体反応をFACSに  

て解析した。細胞死はDAPI染色およびTUNEL法にて検出した。kpm発現下で細胞周期をノコダゾール法にて分裂期早期  

に同期しその時のCdc2，CyClinB等の細胞周期制御蛋白の変化およびkpmとCdc2の結合の有無をウェスタンプロット法に  

て確認した。又免疫沈降法にてcyclinBに結合するCdc2キナーゼ活性をインビトロキナーゼアツセイ法にて解析した。  

（結果と考察）kpm，kpmK697A，Lucifbrase安定導入株はテトラサイクリン（ドキシサイタリン）除去により細胞内生  

理的存在量の約100倍の蛋白を誘導した。kpmの発現に伴って細胞数の減少，細胞死増加が観察されたのに対し，コントロ  

ールであるLuciferaseおよびkpmK697Aのトランスフェクタントでは蛋白の発現後も影響は認められなかった。kpm発現  

誘導により細胞周期解析でG2／M移行期停止が認められ，分裂期細胞比率には変化が認められなかった。さらにこのG2／M  

移行期停止の原因を検索したところ，kpm発現に伴って，Cdc2およびcyclinBの量的変化は認められず，kpmとCdc2の結  

合は確認されなかった，Cdc2－CyClinBのリン酸化型の割合が増加しCdc2キナーゼ活性は抑制されていた。Cdc2の脱リン  

酸化キナーゼCdc25Cは不活型（Ser216リン酸化型の増加および分裂期型の減少）となっていたことから，kpmはCdc25C  

を介して不活型リン酸化Cdc2－CyClinBキナーゼの割合を増加させることにより制御する可能性が示唆された。同時にkpm  

発現時間に依存してsub－Gl（死細胞）比率の増加が認められた。kpm発現によるこの細胞死はDAPI染色で核の分断化及  

び凝集を認めると共にTUNEL陽性である事よりアポトーシスであることが確認された。これらはLuciferase，kpmK697A  

誘導では変化を認めなかったことより，kpmのキナーゼ活性に依存することが示唆された。以上の結果より，kpmがその  

キナーゼ活性に依存的に細胞周期の制御およびアポトーシスの誘導に関与することが明らかとなった。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

kpmはショウジョウバエの痛抑制遺伝子warts／1atsと高い相同性を示し，細胞周期や細胞形態を制御する遺伝子ファミ  
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リーに属するが，kpmの細胞内機能はほとんど解明されていない。本研究で申請者はテトラサイクリン応答遺伝子発現誘  

導システムを用いて，kpm発現誘導の細胞増殖にあたえる影響とその分子機構を検討した。   

kpmの発現誘導に伴って細胞増殖は抑制された。その原因をFACSにて解析したところ，kpm発現誘導により細胞周期  

はG2／M移行期停止を示した。G2／M期制御因子であるCdc2－CyClinBキナーゼは，リン酸化型（不活性型Cdc2）の割合が  

増加し，キナーゼ活性は抑制された。この時Cdc2を脱リン酸化し活性化するCdc25Cフォスファターゼの不活性型が増加  

していた。このことによりkpmはCdc2－CyClinBをCdc25Cを介して制御しG2／M移行期停止することが示された。同時に  

認められた細胞死はDAPI染色およびTUNEL法にてアポトーシスであることが確認された。コントロールである  

LuciferaseおよびkpmK697A（キナーゼ不括型）ではそのどちらの現象も認められなかったことから，kpmはそのキナー  

ゼ活性依存的に細胞周期をG2／M移行期停止しアポトーシスを誘導することが解明された。   

本研究は細胞周期制御の解明に貢献し，細胞生物学の進展に寄与するところが大きい。従って，本論文は博士（医学）の  

学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成15年6月24日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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