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緒 言 

 

細胞分裂の際に遺伝物質を正確に配分することは、遺伝情報を維持する上で非常に重要である。紡錘体は、遺伝物質

である染色体の分配に必要とされる巨大な構造物であり、主に微小管と呼ばれる極性を持った細胞骨格によって形成さ

れる。動物細胞の有糸分裂では、紡錘体は2つの極を持った菱形をしており、微小管のプラス端側が紡錘体中央に、マ

イナス端側が極に集積することが知られている。紡錘体の極には中心体と呼ばれる微小管形成を行う構造体が存在する。

そのため長い間、中心体から伸長した微小管が紡錘体を形成することで、極を持った紡錘体構造が形成されると考えら

れていた。ところが、近年、中心体非依存的な微小管形成経路が明らかになったことで、紡錘体形成機構が改めて見直

されるようになった。現在では、紡錘体内部にも様々な長さの微小管が存在しており、それらのマイナス端が何らかの

働きで収束することで、紡錘体の極が形成されると考えられている。しかしながら、これまでに報告された極形成に関

するモデルはどれも限定的であり、不明な点が多い。 
Aspは、ショウジョウバエで同定された極形成因子である。Aspの機能を阻害すると、紡錘体の極領域で微小管マイ

ナス端が収束せずに広がり、染色体の分配異常が誘発される。Aspと全長にわたりアミノ酸配列が相同なヒト遺伝子は

ASPM であり、小頭症原因遺伝子としてよく知られている。しかしながら、ASPM タンパク質が極形成時に機能を果

たすというデータはこれまで得られていなかった。 
 

方 法 

 

 実験はヒトHCT116細胞を用いて行われた。AID法ではHCT116 Tet-OsTIR1細胞を用いた。ASPMノックアウト

株（ASPM KO）は、sgRNA配列とSpCas9配列を持ったCRISPR/Cas9プラスミドと、相同配列の間にネオマイシ

ン耐性遺伝子を持つドナープラスミドを用意し、オリジナルのHCT116細胞へ同時に導入した。ASPMの完全ノック

アウト株（ASPM KOC）は、sgRNA配列とSpCas9配列のセットを2つ持ち、それぞれがASPMのアミノ末端とカ

ルボキシル末端を標的にしているCRISPR/Cas9プラスミドと、相同配列の間にネオマイシン耐性遺伝子を持つドナー

プラスミドを用意し、オリジナルのHCT116細胞へ同時に導入した。mAIDタグを持ったCDK5RAP2の分解には、

OsTIR1 発現を誘導するドキシサイクリンとmAID 融合タンパク質の分解を誘導する IAA を利用した。細胞観察には

スピニングディスク共焦点顕微鏡を用いた。 
 

結果および考察 

 
1．HCT116細胞におけるASPMノックアウトは有糸分裂異常を引き起こさない 
 本研究では、CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集を利用し、ASPM 遺伝子がノックアウトされた HCT116 細

胞株の作製を試みた。ASPM の翻訳領域全てを欠失させ、薬剤耐性遺伝子と入れ替えた細胞株を作製した（取得した

株はKO-Cと記載）。2対立遺伝子が破壊された細胞のクローン株を取得し、抗ASPM抗体を用いた免疫染色を行った

ところ、極に存在するASPMの完全な欠失が観察された。これにより、取得したクローン株でASPM遺伝子は完全に

破壊されおり、残存タンパク質を発現しないことが証明された。そこで、この株をライブイメージングしたところ、有

現在の所属：名古屋大学 大学院理学研究科 生命理学専攻 機能調節学講座 *現在の所属：名古屋大学 大学院理学研究科 生命理学専攻 機能調節学講座

上原記念生命科学財団研究報告集, 32 (2018)

1



上原記念生命科学財団研究報告集、32（2018） 

 
2 

糸分裂紡錘体の形成や有糸分裂の進行に全く異常が見られなかった（図 1）。これにより、HCT116 細胞では、ASPM
は有糸分裂に必須の遺伝子ではないことが示された。 

 

図1．ASPMノックアウト細胞では紡錘体形成や分裂期進行に異常が現れない 
（左）野生株（WT）およびASPM 完全ノックアウト細胞（#25、#27 の 2 つのライン）における紡錘体動態。（右）核

膜崩壊（NEBD）から分裂後期進入までにかかる時間のプロット。エラーバーは標準誤差を表す。スケールバーは5 µm。

図は文献［9］より転載。 
 

2．ASPMとCDK5RAP2の二重欠損は紡錘体極の収束異常を引き起こす 
ASPM 単独の欠失で表現型が観察されない原因として、中心体の影響が挙げられる。ハエや哺乳類では、中心体が

極の収束に必須ではないことが示されている。しかしながら、モータータンパク質や微小管結合タンパク質が相互作用

するための微小管を提供する存在として、紡錘体微小管の収束に補助的な役割を担っているとも考えられる［1，2］。
そのため、HCT116 細胞では中心体から伸長した微小管が多く存在するために、ASPM 欠失による異常が検出されな

い可能性がある。 
この仮説を検証するため、小頭症原因遺伝子としても知られているCDK5RAP2（別名：CEP215）の欠損を利用し

た［3］。CDK5RAP2は、ショウジョウバエの中心体タンパク質Cnnのオーソログであり、中心体にγ-チューブリン

複合体を付着させる働きが報告されている［4］。本実験では、ASPM exon1 ノックアウト細胞とコントロール細胞に

対して、オーキシンデグロン（auxin-inducible degron, AID）システム［5］を使ったCDK5RAP2の分解を行った。 
実験の結果、内在性のASPM を有する細胞では、たとえCDK5RAP2 のシグナルが見られない場合であっても、収

束した極を持つ双極性の紡錘体が観察された（図 2、2 段目）。具体的には、観察した 22 細胞のうち 21 細胞が正常な

紡錘体を有しており、僅かな遅延は見られたものの全て後期へ進行した（核膜崩壊から後期開始までの時間は 22 個の

細胞で 30±8 分［平均±標準偏差］であった）。また、ASPM を欠失した細胞株の内部コントロールでは、23 細胞中

22細胞が収束した極を持つ紡錘体を形成しており、遅延することなく後期へ進行した（24±3分、n = 22）。ところが

一転して、ASPM ノックアウト株で CDK5RAP2 が分解されると、中期紡錘体は持続的な極の形成を維持することが

できなくなった（図 2、最下段）。そのような表現型を見せる細胞は、観察した 83 細胞中 66 細胞存在し、後期開始ま

での時間が著しく遅延した（核膜崩壊から後期開始まで1時間以上必要とする細胞が44個観測された）。この結果から、

CDK5RAP2の機能が損なわれた場合、ASPMが紡錘体極の微小管収束に必要であると結論付けられた。 
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図2．ASPMとCDK5RAP2を同時に欠失させると紡錘体極収束異常が引き起こされる 
野生株（WT）および ASPM ノックアウト細胞（#20 ライン）での紡錘体（マゼンタ）および CDK5RAP2-mCherry
（緑）の観察。CDK5RAP2を欠失したASPMノックアウト細胞においてのみ紡錘体極の収束異常が認められた（下段）。

スケールバーは5 µm。図の一部は文献［9］より転載。 
 

3．小頭症の原因となるASPM変異はCDK5RAP2非存在下で極の収束異常を引き起こす 
 小頭症患者で見られる ASPM 変異が紡錘体極形成にどのような影響を及ぼすかを検証するため、小頭症変異を導入

し、CDK5RAP2を分解した際に見られる表現型を観察した。これまでの研究から、小頭症患者から同定されたASPM
の劣性変異が遺伝子配列の様々な部位に存在していること、その多くが早期の終止コドンを誘導する終止変異であるこ

とが報告されている［6～8］。本研究では、最も長い部分欠失断片を発現する変異を模倣することを試みた。最もカル

ボキシル末端側に位置するホモ接合型変異は、これまでに 2 つ同定されている。1 つは 3233 アミノ酸で起こる終止変

異、もう1つは3252アミノ酸で1塩基失われることで3261アミノ酸に終止コドンが誘導される変異である。変異を

導入するにあたり、CRISPR による遺伝子切断に適した配列を検索したところ、3233 アミノ酸に近い部位に最適な配

列が見つかった。そのため、3232アミノ酸の後ろにmCloverタグを挿入することで、小頭症変異を模倣した株（ASPM
変異株, ASPM［1-3,232］-mClover）を作製した。また、コントロールとして、ASPM遺伝子のカルボキシル末端に

mCloverを挿入した株（全長ASPM発現株、ASPM-mClover）も同様に作製した。 
 まず、CDK5RAP2 の分解を起こさずに各株の mClover シグナルを観察したところ、ASPM-mClover と同じく、

ASPM［1-3,232］-mCloverも極へ局在することがわかった。また、CDK5RAP2が存在している状態では、ASPM変

異株であっても、紡錘体の極収束に異常は見られなかった。ところがCDK5RAP2 をAID システムによって分解する

と、ASPM変異株でASPMノックアウト株と同じような極収束異常が観察された（図3）。これにより、小頭症患者の

変異を模倣した細胞では、ASPM の極形成に関わる機能が損なわれていることが明らかになった。他の小頭症患者か

ら同定された ASPM 変異はさらに上流の配列に存在するため、全ての変異で同じような極収束異常が観察されると推

測される。 
 以上、本研究を通じ、小頭症原因遺伝子ASPM とCDK5RAP2の紡錘体極収束に対する寄与が初めて明らかにされ

た。 
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図3．小頭症患者で認められるASPM部分欠失断片は機能不全である 

ASPM 全長をASPM［1-3,232］-mClover に置き換えた細胞ラインでは、CDK5RAP2 の分解に伴い紡錘体極収

束異常が認められた。スケールバーは5 µm。図は文献［9］より転載。 
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