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緒 言 

 

微小管は、細胞内小器官である中心体を核として重合する繊維状細胞骨格で、染色体分配、細胞運動、タンパク質・

核酸の輸送等に重要な役割を担う。その形態は細胞増殖期、また発生段階でダイナミックに変化し、それぞれの過程で

特徴的な構造体を形成する。例えば、増殖細胞内では、微小管は細胞周期間期に中心体を取り巻く糸状構造をとり、分

裂 M 期においては中心体から伸長する紡錘体を形成する。一方、分化した神経細胞においては、先端へと伸びる長い

軸索の主要構成成分である。微小管構造の欠損・制御異常は、癌、神経系障害、繊毛関連病など多くのヒト疾患と密接

に関連する。しかし、微小管構造不全がこれらヒト疾患を引き起こす一方で、微小管安定化薬剤であるパクリタキセル

が抗癌剤として医療現場で広く使われている。このような背景から、現在、微小管の生体内ダイナミクスを含めた動態

制御、細胞機能の分子レベルでの統括的理解が、基礎生物学・医科学・臨床病理学の分野で強く希求されている。 
 これまで、微小管に関しては、幾多の基礎・医学的研究、またその阻害剤開発が精力的になされてきた。しかしなが

ら、 微小管構築の根幹となる中心体に微小管を係留（アンカー）する分子機構についての知見は、皆無に等しかった。

著者は2007年に、遺伝学が容易で、かつ高等生物と多くの点で進化上の保存度が高い分裂酵母を用い、微小管アンカ

ーに必須な新規タンパク質（Msd1）を世界に先駆けて発見した［1］。さらにMsd1タンパク質が、WD40関連新規タ

ンパク質Wdr8、およびマイナスエンド方向性14型キネシンPkl1と複合体を形成し、三量体として細胞内で機能する

ことを報告した（以下、Msd1-Wdr8-Pkl1 複合体をMWP 複合体と呼称する）［2，3］。MWP 複合体の 3 つの構成サ

ブユニットは、分裂酵母からヒトまですべて保存されている。さらにゼブラフィッシュ、ヒトのMsd1ホモログも、細

胞内で微小管アンカー因子として機能することも、著者の研究から明らかになってきた［3～6］。 
 本研究では、MWP複合体が微小管アンカーとして働くその分子機構の解明を、研究目的として設定した。とりわけ、

MWP複合体の中心体での機能制御機構、高等生物における生理学的役割、さらに微小管アンカーの進化上普遍的な分

子基盤とその生物学的意義という所まで明らかにしたいと考えた。またMWP複合体、特にヒト14型キネシンに対す

る特異的阻害剤探索のための、酵母細胞を使ったアッセイ系の開発も目指した。本稿では、これまでに得られた成果を

報告する。ちなみに主要な結果は、すでにMolecular Biology of the Cell誌［7］およびJournal of Cell Science誌［8］
に論文発表し、特異的阻害剤のアッセイ系開発については、国際雑誌に投稿中である。 
 

方 法 

 
微小管アンカー因子を研究するためのモデル生物として、遺伝学が容易で、分子生物学的手法を用いた実験に適した

分裂酵母を主に用いた。蛍光タンパク質でラベルしたタンパク質の生細胞内での経時観察には、DeltaVision 蛍光顕微

鏡システムを導入した。in vitroでの生化学的実験のため、T7プロモーターを組み込んだ大腸菌を用いて目的のタンパ

ク質を大量産生させ、タンパク質精製を遂行した［9］。 
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結果および考察 

 

1．分裂酵母MWP複合体と協調して機能する14型キネシンKlp2の同定とその時空間的制御機構の解明 
MWP複合体は中心体に存在し、微小管末端を中心体に係留する役割を担う。その際、MWP複合体を構成するサブ

ユニットであるマイナス端方向性の 14 型キネシン Pkl1 が、微小管に対して内向き力を生み出すことを、著者は以前

の研究から明らかにしていた［2］。分裂酵母には、Pkl1以外にもう一つKlp2と名付けられた14型キネシンが存在す

ることがわかっていたが、その細胞機能は不明であった。本研究では、Klp2 がMWP 複合体とは独立に、しかし協調

的に内向き力を生み出すことを発見した。pkl1遺伝子を欠損させた細胞（pkl1∆）では、分裂期紡錘体微小管が中心体

に係留（アンカー）されないため、微小管末端が中心体を突き抜ける形で、細胞長軸側へと異常伸長してしまう形態を

とる（図 1A、B）。一方 klp2 単独欠損細胞（klp2∆）では、そのような伸長微小管は観察されなかった（図 1A、B）。
しかし、興味深いことに、pkl1klp2二重変異体細胞（pkl1∆klp2∆）では、異常な伸長微小管を示す細胞の頻度が、pkl1
欠損に比べて顕著に上昇した（図 1A、B）。すなわち Klp2 分子は、それ自体では微小管アンカーとしての機能は果た

さないが、Pkl1のアンカー機能を補助、増大させる役割があることが明らかになった。 
 次に、GFP 蛍光タンパク質と結合させた Klp2 融合タンパク質（GFP-Klp2）を細胞内で発現させ、Klp2 タンパク

質の細胞内局在を詳しく調べた。その結果、GFP-Klp2 は細胞周期 M 期において、紡錘体微小管上ドット状に局在す

ることが明らかになった（図2）。一方、GFP-Pkl1は以前の著者たちの結果通り、中心体に局在した。以上のことから、

分裂酵母の2つの14型キネシンは、それぞれ異なる細胞内局在をとることによって、微小管に対して内向き力を協調

的に付与することが判明した。また Pkl1 あるいは Klp2 をそれぞれ細胞内で過剰発現させたところ、単極性微小管し

か現れず、細胞は致死となった［8］。この結果は、Pkl1 または Klp2 によって生み出される内向きの力が過剰になる

と、中心体分離を阻害することを証明したものである。すなわち双極性紡錘体は、Pkl1とKlp2という2つのマイナス

端方向性キネシンの細胞内局在制御を介した共同作業によって、その形態が維持されることが判明した。 
 

 
図1．2つの14型キネシン分子は協調的に微小管を中心体にアンカーする 

A. 各細胞株の代表的なM 期微小管形態を示した。中心体（酵母ではスピンドル極体-SPB-と呼称する）はGFP–Alp4、核膜

はCut11-GFP、微小管はmCherry-Atb2で可視化した。スケールバーは10 μm。B. pkl1欠損株（pkl1∆）では、45%のM期

微小管が異常に伸長する。klp2欠損株（klp2∆）では、野生型（WT）同様、そのような異常微小管は観察されなかった。とこ

ろがpkl1 klp2二重欠損株酵母（pkl1∆ klp2∆）では、異常伸長した微小管を持つ細胞の頻度が60%に上昇した。 全てのp値

は χ2 検定に基づく（*P < 0.05；****P < 0.0001）。本図は文献8で発表のものを一部、改変した。 
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図2．2つの14型キネシン分子の異なる細胞内局在 

Pkl1 は中心体に局在し、Klp2 は微小管上にドットとして存在する。微小管をCherry 蛍光タンパク質（mCherry-Atb2）で

可視化した細胞に、14 型キネシンと GFP の融合タンパク質（GFP-Pkl1、GFP-Klp2）を発現させた。スケールバーは 10 
μm。本図は文献8で発表のものを一部、改変した。 

 
2．2つの14型キネシンと拮抗的に作用する5型キネシンCut7の新機能の同定 
著者は先にMWP複合体が生み出す内向き力が、5型キネシンCut7による外向き力と拮抗作用することを報告して

いた［2］。ではKlp2 とCut7 の関係はどうであろうか？遺伝学的解析から、Klp2 も Pkl1 同様、Cut7 と拮抗するこ

とが明らかになった。具体的には、温度感受性 cut7 変異体が、pkl1∆のみならず klp2∆と組み合わすことによっても、

その表現型が抑制されることがわかった（図3）。以上の知見から著者らは、細胞周期M期においてCut7 が2つの異

なる14型キネシンと拮抗的に作用しながら、双極性紡錘体微小管を構築するモデルを提唱した（図4）［7，8］。 
 

 
図3．温度感受性 cut7-22変異体のpkl1, klp2欠損による抑制 

それぞれの分裂酵母株を左から10 倍希釈でプレート上にスポットし、27ºC、33ºC、36ºC で2～3 日間培養した。温度感受性

cut7-22変異体はそれ自体では制限温度下（33ºC，36ºC）で生育できないが、14型キネシンをコードする遺伝子、pkl1、klp2
欠損との二重変異体（cut7-22 pkl1∆、cut7-22 ∆klp2∆）あるいは3重変異体（cut7-22pkl1∆klp2∆）では、どちらの温度でも

コロニー形成が可能となった。本図は文献8で発表のものを一部、改変した。 
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図4．5型キネシンと14型キネシン間の拮抗作用を介した双極性紡錘体形成 

2 つの14 型キネシンPkl1 とKlp2 は協調的に、一方、5 型キネシンCut7 はPkl1/Klp2 と拮抗的に機能し、双極性紡錘体形

成を促進する。14型キネシンが欠失すると末端が異常伸長した微小管が形成され、一方5型キネシンが欠損すると中心体分離

が阻害され、単極性微小管のみが形成される。14型キネシンは微小管上で内向き力を生み出すのに対して、5型キネシンはそ

れとは逆の外向き力を生み出す。 
 
3．分裂酵母細胞を利用したヒト14型キネシン阻害剤探索 
ヒト 14 型キネシンは多くのがん細胞で過剰発現されており、その活性を低下させるとがん細胞が特異的に致死とな

ることが知られている［10］。このことから、ヒト14型キネシン阻害剤は新しい抗がん剤として大きな注目を集めてい

る。しかし阻害剤をスクリーニングするために適した in vivo系が、開発されていなかった。著者は分裂酵母を用いて、

ヒト 14 型キネシン阻害剤を効率良くスクリーニングできるシステムの開発を試みた。本事業は現在、鋭意進行中であ

る。 
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