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緒緒  言言  

 
セントロメアは、細胞分裂において染色体動態の制御中枢を担う特殊な染色体ドメインであり、微小管と相互作用を

するための「動原体」が形成される。動原体は、複数のタンパク質複合体から構成される超分子複合体であり、それら

の相互作用ネットワークによって、安定性を備えたホメオスタティックな制御がなされていることが知られている。 
特に、微小管との結合を担うNDC80複合体、M期チェックポイントシグナルの発信に関わるKNL1複合体、これ
らの複合体を動原体の基盤構造CCAN（Constitutive Centromere Associating Network）とを介在するMIS12複合
体は、「KMNネットワーク」と称される、複数の動原体機能を統合するシステムを形成している［1］。つまり、動原体
の心臓部にあたるこのシステムのはたらきが、染色体動態制御を支えていると捉えられるが、複数の機能がいかに統合

されるのか、そのメカニズムはよくわかっていない。 
我々は先行研究で、分子イメージング法を用いて、動原体は一定の形をとるのではなく、微小管と結合することに  

よって、伸張と収縮を繰り返す極めてダイナミックな構造体であることを見出した［2］。その後、この「染色体スト  

レッチング」と呼ぶこの現象に着目し、セントロメアの動的な構造変化の分子機構とその生物学的意義の解明を進めた

ところ、動原体のストレッチングは、微小管結合とM期チェックポイントシグナルの発信制御を連動する運動である
ことが明らかになってきた。また、微小管結合やM期チェックポイントは、「M期キナーゼ」と総称されるリン酸化酵
素が複雑に相互作用しながら制御していることが示唆されていた［3］。そこで本研究では、動原体ストレチング現象に
おいて、M期キナーゼがどのように関与するのかを明らかにすることによって、動原体が微小管結合とM期チェック
ポイントシグナルの発信を統合的に制御するメカニズムを解明することを目的とした。 
本研究によって、動原体が微小管と末端結合という安定した結合を達成すると、動原体ストレッチング現象が生じて、

これによってM期チェックポイントの解除が促進されて染色体分配を導くことがわかった。換言すると、動原体スト
レチングは、微小管結合制御とチェックポイント制御の順序を保証する動原体機能を統合するメカニズムと捉えられ、

その核心は「チェックポイント分子の動態に関わるKNL1複合体のリン酸化制御」にあることが示唆された。さらに、
本研究によって、この動原体の制御機構の変化が、多くのがん細胞が陥っている染色体不安定性に寄与することが判明

し、病理学的な観点からも重要なメカニズムであることも注目に値する［4］。 
 

方方  法法  

 
11．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググのの発発生生機機序序にに基基づづきき、、同同現現象象をを操操作作可可能能なな細細胞胞をを作作製製ししたた  
変異体解析により動原体ストレッチングの発生には、CCANを構成するCENP-Tの長大な天然変性領域が関与する
可能性が考えられた。つまり、この可変ドメインが動原体の内層と外層を繋留し、微小管の重合・脱重合によって動原

体も伸張・収縮をすることが予測された（図1）。これに基づき、ラパマイシン誘導性のFEBP－FRB結合を利用して
CENP-Tの可変性を阻害し、動原体ストレッチングを人為的に操作する実験系を作り出した。動原体ストレッチングの
解析は先行実験に従って実施した［2］。 
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図1．動原体ストレッチングの発生機序 
a） 動原体の内層と外層をそれぞれ緑色と赤色蛍光タンパク質で標識した。緑と赤

の間の距離が変動する現象が「動原体ストレッチング」とよばれる     

（グリッド：2μm）。 
b） 動原体ストレッチングは外層の複合体群が結合している微小管の先端が重合・

脱重合することで内層を押したり戻したりすることで発生すると考えられる。 
 

22．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググをを抑抑制制ししたた細細胞胞のの染染色色体体動動態態をを、、ラライイブブイイメメーージジンンググにによよりり解解析析ししたた  
１１で作製した細胞を用いて、染色体をHoechst33342染色で可視化し、ラパマイシン添加によって動原体ストレッチ
ングを抑制後、M 期進行と動原体動態を観察した。ライブイメージングはオリンパス倒立型顕微鏡 IX-71 でタイム  

ラプス画像を取得し、デルタビジョンによる3Dデコンボリューション処理を行って解析した。 
33．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググとと微微小小管管結結合合、、及及びびＭＭ期期チチェェッッククポポイインントトととのの関関連連をを解解析析ししたた 
動原体ストレッチングは核膜崩壊前には見られず、前中期より観察され、中期にはその頻度が最大となることが観察

されたので、微小管結合が「側面結合」では起こらずに、それが「末端結合」に変換されると起こると予測された。   

このNDC80複合体を不活性化することで検証した。 
M 期チェックポイントとの関連を検討するために、チェックポイント分子Mad1、Mad2、BubR1の動原体局在を
免疫細胞染色法で解析した。これらの局在は微小管の結合状態に影響を受けるため、動原体と微小管との結合が明瞭に

観察できる単極紡錘体において、ストレッチングの抑制効果を評価した。 
44．．MM期期チチェェッッククポポイインントト制制御御のの分分子子機機構構ににつついいてて、、MM期期キキナナーーゼゼがが関関連連すするる制制御御をを基基軸軸にに検検討討ししたた  

33の解析で動原体ストレッチングの抑制によりチェックポイント分子が有意に動原体に局在したので、チェックポイ
ント分子の動態に関わる KNL1 複合体のリン酸化修飾が変化していると予測され、それに関連する M 期キナーゼ、 

及びフォスファターゼの局在を解析した。 
55．．MM期期チチェェッッククポポイインントト解解除除のの遅遅延延にによよるる染染色色体体分分配配のの影影響響をを解解析析ししたた 

22 と同様にライブイメージング解析を用いて、正常二倍体細胞において動原体ストレッチングを抑制して M 期チェ
ックポイントの解除遅延を誘導し、その後の染色体動態異常を観察した。その原因を探索するためにセパレースのはた

らきを検討した。 
66．．ががんん細細胞胞ににおおけけるる染染色色体体不不安安定定性性ととMM期期チチェェッッククポポイインントト制制御御機機構構のの変変化化をを検検討討ししたた 
さまざまなタイプのがん細胞について、ライブイメージング解析による染色体不安定性の程度、M期の進行動態解析
を行い、これと動原体ストレッチングの定量解析、KNL1複合体のリン酸化制御の解析を組み合わせた。これによって
染色体不安定性という細胞病態にM期キナーゼの動原体制御の意義を明らかにした。 
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結結  果果  

  

11．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググにによよるる分分裂裂期期進進行行のの促促進進  
動原体ストレッチングを抑えると、分裂前中期の進行は変化がないにもかかわらず、分裂中期が延長した。このこと

から、ストレッチングは、微小管結合の制御には影響がないが、結合後の M 期チェックポイントの解除プロセスに   

関与することが示唆された（図2）。 
22．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググにによよるるＭＭ期期チチェェッッククポポイインントトのの解解除除のの促促進進  
図 2で動原体ストレッチを抑制した細胞では、通常中期で激減〜消失するチェックポイント分子群Mad1、Mad2、

BubR1 が、有意に動原体に残存することを見出した。単極紡錘体細胞の検討により、動原体ストレッチングが抑えら
れていると微小管が末端結合した後もチェックポイント分子群が動原体に認められた。つまりM期チェックポイント
は動原体が末端結合となって初めて誘導されるのだが、この仕組みがあるゆえに、微小管結合制御とチェックポイント

制御の順序が保証されていると理解された。 
 

 
 

図2．動原体ストレッチングの制御とM期の進行 
a） ラパマイシン（Rap）によってCENP-Tの両端に融合したFKBPとFRBが特異的に会合するため、

CENP-Tの伸長が妨げられ動原体ストレッチングが抑制される。 
b） CENP-Tの両端にFKBPとFRBを発現するRPE-1細胞（CENP-T mutant細胞）の2クローンと、
野生型 RPE-1 細胞、ラパマイシン処理あり（赤）なし（青）、についてライブイメージング解析を   

行った。CENP-T mutant細胞にラパマイシンを添加すると中期metaphaseの所要時間が伸びたが、
前中期prometaphaseは影響なし。 

 
33．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググにによよるるＭＭ期期チチェェッッククポポイインントトのの解解除除  
チェックポイント分子群は Mps1 キナーゼによってリン酸化された KNL1 複合体に結合し、動原体より Mps1 が 

消失するとそれらも消失すると考えられていた。しかし、動原体ストレッチングを抑制しても、Mps1キナーゼは通常
どおり消失していた。このことは、動原体ストレッチングはMps1の減弱に依存することなくチェックポイントの解除
を促進すると示唆したが、実際にMps1阻害後に後期が誘導されるまでの時間はストレッチング阻害により延長した。 
そこでチェックポイント分子群が残存していた理由として、Mps1 キナーゼと拮抗する PP1 フォスファターゼの  

関与を検討したところ、ストレッチングを抑制すると動原体にリクルートされる PP1 が減少することを見出した。  

つまり、動原体ストレッチングは、キナーゼとフォスファターゼのバランスを逆転させることでチェックポイントの解

除を促進すると考えられた。即ち、動原体ストレッチングは PP1 のリクルートを促進し、その結果として、チェック
ポイント分子群を動原体から引き離すことでチェックポイントを解除していることが明らかとなった。 
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44．．ＭＭ期期チチェェッッククポポイインントト解解除除遅遅延延にによよるる染染色色体体分分配配エエララーーのの誘誘導導  
正常二倍体細胞において動原体ストレッチングを抑制して M 期チェックポイントの解除遅延を誘導すると、姉妹  

染色体の不分離を意味するDNAブリッジを後期に多発した。その原因として、コヒーシンの除去不全が原因でDNA
ブリッジの形成に至っていたことが考えられた。この可能性を検討するために、染色体上のコヒーシンを減じたところ、

期待通りDNAブリッジの発生頻度が低下した。 
したがって、M 期チェックポイントの速やかな解除は、その後に姉妹染色分体を結合しているコヒーシンを完全に 

除去するためのセパレースの活性化に重要であると考えられた。 

 
図3．がん細胞の染色体不安定性に関与する動原体ストレッチング 

a） 正常二倍体細胞（青）と染色体不安定性を示す種々のがん細胞（紫）における  

動原体ストレッチングの頻度。がん細胞では頻度が有意に低下している。 
b） a）で解析した細胞について中期の所要時間の比較。 
c） 中期の動原体におけるPP1γの陽性率。 
いずれも統計学的有意差はDunnette’s testにより検討した。*P＜0.05。 

 
55．．ががんん細細胞胞のの染染色色体体不不安安定定性性のの原原因因ととししててのの動動原原体体スストトレレッッチチンンググのの異異常常 
さまざまな臓器由来のがん細胞を解析し、高い染色体不安定性をもつ細胞株では、動原体ストレッチングの頻度が 

低いという相関があった。またこれらのがん細胞株では、上記実験結果に沿うように、ストレッチング頻度の程度と、

中期の所要時間との間に高い相関関係があり、中期におけるフォスファターゼ PP1 の動原体局在が低下していること
が判明した（図3）。これらの結果より、がん細胞の染色体不安定性に、動原体ストレッチングの異常が重要な位置づけ
にあると考えられた。 
 

考考  察察  

  
11．．動動原原体体スストトレレッッチチンンググにによよるるMM期期チチェェッッククポポイインントト解解除除機機構構ににつついいてて 
本研究によって、動原体はストレチング現象によって、微小管結合制御とチェックポイント制御を統合していること、

そしてその核心は「チェックポイント分子の動態に関わるKNL1複合体がPP1をリクルートすること」であることが
示唆された。PP1のリクルートは、KNL1上のSSILK とRVSFモチーフに起こるが、これらのモチーフはAurora B
キナーゼによるリン酸化を受けると PP1との結合能を失うことが知られている［5］。さらに、このモチーフのリン酸
化に拮抗するフォスファターゼPP2A-B56もまたKNL1上に控えている。つまり、チェックポイントKNL1複合体に
は、複数のM期キナーゼとフォスファターゼの相互作用による制御システムが存在し、そこに動原体ストレッチング
という運動が関わっているのは興味深い。実際に、予備的な観察で、ストレッチングによって KNL1 も伸縮すること
が見出されており［4］、伸縮によってきキナーゼ・フォスファターゼのバランスが調節されている可能性が浮上してい
る。 
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22．．動動原原体体のの制制御御異異常常とと染染色色体体不不安安定定性性ににつついいてて 
M期チェックポイントは、正確な染色体分配に不可欠な機能であることから、その欠陥ががん細胞で生じ、それゆえ
に染色体不安定性を導くと考えられてきた。一方で、多くのがん細胞ではチェックポイントは正常に作動することの 

実験結果があり未解決の課題となっていた［6］。これに対して、本研究は「M期チェックポイントの解除過程の異常」
という解答を与え、染色体不安定性の成因を刷新したと言える。 
本研究に続いて、M期チェックポイント解除の遅延によって中期が延長すると、染色体分離の実行プロテアーゼ・  

セパレースの活性化が影響されることを見出した［7］。セパレースは、本来、後期の開始時に急速に活性化してピーク
を迎えるが、M期チェックポイント解除が遅延すると、解除が完了しない状態でセパレースが活性化し始めてしまい、
その結果、コヒーシンを完全に除去するために必要な活性化が得られない。いわばブレーキがかかった状態でアクセル

を踏んでいるような状態であるが、なぜ、セパレース活性制御が破綻するのかは次の課題である。 
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