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緒緒  言言  

 
分裂期に形成される紡錘体は、染色体を2つの娘細胞へと正確に分配する役割を担っている。この紡錘体の正常な機

能は、がんなどの疾患の原因となる染色体異常を防ぐために必要不可欠である［1］。微小管を基盤とする双極性の紡錘

体は、分裂期開始前に分離する2つの中心体が起点となって形成される。紡錘体形成を始動させるこの中心体分離が生

じるタイミングは、様々な機構によって厳密に制御されていることが知られている。これまでのがん細胞などを用いた

研究により、中心体の早期分離および分離遅延のどちらも染色体分配異常を引き起こすことから、中心体の分離タイミ

ング制御は正確な染色体分配を保証する機構の一端を担うと考えられている［2］。しかしながら、我々の最新の研究成

果により、染色体の安定性が高い正常二倍体細胞においては、中心体の分離タイミングが異常となっても染色体は正確

に分配されることが明らかとなった［3］。これは、正常細胞では、中心体の分離タイミングを脆弱部位とさせない機構

が存在するためだと考えられる。また、中心体の分離タイミング異常が、がん細胞の分裂機構に特有の脆弱部位である

ことを示唆している。よって、中心体の分離タイミングを阻害することで、正常細胞には影響を与えずに、がん細胞を

選択的に駆逐できる可能性がある。そこで、本研究では、中心体分離を標的とした新規抗がん剤の創薬基盤を確立する

ことを念頭に、がん細胞で破綻していると考えられる中心体の分離タイミングを脆弱部位とさせない未知の機構の分子

実体を明らかにすることを目的とした。様々な解析の結果、中心体の分離タイミング異常によって分裂期異常が引き起

こされてしまうのを抑制している分子を同定することに成功した。 
 

方方  法法  

 
11．．阻阻害害剤剤処処理理にによよるる細細胞胞生生存存能能のの評評価価  
野生型およびKIFC3（kinesin family member C3）を欠損した正常二倍体RPE1細胞を96 well plateに播種し、

翌日に分裂期制御分子に対する阻害剤を段階的な濃度で処理した。その 72 時間後の細胞生存能を MTT アッセイにて

定量的に評価し、得られた値をもとに用量反応曲線を作成した。 
22．．ラライイブブセセルルイイメメーージジンンググにによよるる分分裂裂期期のの細細胞胞動動態態のの観観察察  
染色体と中心体を可視化するコンストラクト（ヒストンH2B-mNeonGreenおよびγ-tubulin-mRuby2）を恒常的に

発現する野生型およびKIFC3を欠損したRPE1細胞を、レトロウィルスによる遺伝子導入系を用いて作製した。それ

らの細胞をライブセルチャンバーに播種し、DeltaVision Elite 蛍光顕微鏡を用いて 3 分間隔でライブセルイメージン

グを行った。取得画像はFijiにより解析し、各処理群における核膜崩壊から染色体分配までの時間を比較する統計解析

を行った。 
33．．免免疫疫蛍蛍光光染染色色  

HCT116 細胞にDMSO またはAurora A 阻害剤を処理し、4 時間後に固定してGT335抗体とα-チューブリン抗体

を用いて中心体と微小管の免疫蛍光染色を行った。その後、蛍光顕微鏡を用いて紡錘体の画像を取得し解析した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 中中心心体体がが早早期期にに分分離離すするるKKIIFFCC33欠欠損損細細胞胞ははAAPPCC//CC阻阻害害剤剤にに対対ししてて高高いい感感受受性性をを示示すす  
我々のこれまでの研究成果により、2つの中心体を接着させる力を生み出して中心体の早期分離を抑制する分子とし

て、逆行性キネシンのKIFC3 が同定された［3］。このKIFC3を正常二倍体細胞株であるRPE1細胞で遺伝子破壊す

ると、中心体が早期に分離するようになるものの、染色体分配は正常に行われる。そこで、中心体の早期分離を染色体

分配異常へと直結させない役割を果たしている未知の分子を同定するために、KIFC3 欠損細胞の細胞生存能に特異的

に寄与する分裂期制御分子を探索した。野生型およびKIFC3 欠損細胞に様々な分裂期制御分子の阻害剤を処理し、そ

の後の細胞生存能を定量的に評価した。その結果、処理した様々な阻害剤の中でも、後期促進複合体であるAPC/C の

阻害剤であるproTAME［4］を処理したKIFC3欠損細胞において、野生型と比べて細胞生存能が顕著に低下すること

を見出した（図1）。このことから、APC/Cは中心体の早期分離によって生じる何らかの異常を顕在化させない役割を

果たすことが示唆された。 
 

  
図1．KIFC3欠損細胞はAPC/Cの阻害剤に対して高い感受性を示す 

野生型および KIFC3 欠損細胞に段階的な濃度の APC/C 阻害剤を処理し、72 時間後の

細胞生存率を MTT アッセイにより評価した。阻害剤を未処理のサンプルの値を 100％
とし、各サンプルにおける相対的な細胞生存率をグラフにプロットした。 

  
22．． AAPPCC//CCのの活活性性阻阻害害にによよっっててKKIIFFCC33欠欠損損細細胞胞ににおおけけるる染染色色体体分分配配がが遅遅延延すするる  
そこで、次に、APC/Cが防いでいるこの何らかの異常の実体を明らかにするために、APC/C阻害剤を処理したKIFC3

欠損細胞の分裂期動態をライブセルイメージングにより詳細に解析した。APC/C は、分裂期の後期の開始、すなわち

染色体分配の開始に重要な役割を果たしていることが知られている［3］。実際に、野生型細胞にAPC/C阻害剤を処理

すると、核膜崩壊から染色体分配までの時間が延長していた。しかし、興味深いことに、APC/C阻害剤を処理したKIFC3
欠損細胞では、この染色体分配の開始が更に遅延していることを見出した。また、この遅延に伴い、染色体の分配が異

常になっている細胞も観察された。このことから、APC/C は中心体の早期分離によって染色体分配の異常が生じてし

まうのを防いでいることが示唆された。 
33．． ヒヒトト大大腸腸ががんんHHCCTT111166細細胞胞はは中中心心体体のの分分離離タタイイミミンンググにに異異常常ををききたたししてていいるる  
本研究が目指す中心体分離を標的とした新規抗がん剤の創薬にとっては、中心体の分離タイミングを脆弱部位とさせ

ない機構が破綻しているがん細胞において、中心体の分離タイミングを撹乱させることが重要である。これは、裏を返

すと、中心体の分離タイミングが異常になっているがん細胞において、当該の機構を阻害することでも同様の作用が得

られると期待できる。本創薬基盤の中核をなすこのコンセプトを実証するために、まず、中心体の分離タイミングが破

綻しているがん細胞を探索した。様々ながん細胞の中心体動態を詳細に観察した結果、ヒト大腸がん由来のHCT116細

胞において、中心体の分離タイミングが遅延していることを見出した。 
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44．． AAuurroorraa  AAのの活活性性阻阻害害にによよっっててヒヒトト大大腸腸ががんんHHCCTT111166細細胞胞はは著著ししいい分分裂裂期期異異常常をを生生じじるる  
これまでの我々の研究成果によって、中心体の分離タイミング遅延によって引き起こされる染色体の分配異常を抑制

している分子の候補として、分裂期キナーゼのAurora Aを見出している［3］。そこで、中心体分離遅延を示すHCT116
細胞にAurora Aの阻害剤であるMK-5108を処理し、紡錘体の様子を詳細に解析した。その結果、Aurora A阻害剤の

処理によって、片方の紡錘体極に 2 つの中心体が位置する異常な紡錘体が形成されることを見出した（図 2）。また、

そのような細胞においては、染色体分配の著しい異常が観察された。これらの結果から、中心体の分離タイミングが遅

延したがん細胞では、Aurora A の活性によって、紡錘体の形成ならびに染色体分配が正常に保たれていることが明ら

かとなった。 
 

 
 

図2．HCT116細胞はAurora A活性の阻害により異常な紡錘体を形成する 
a) HCT116 細胞にAurora A の阻害剤を 4 時間処理した。固定したサンプルに対して

GT335抗体およびα-チューブリン抗体を用いて免疫蛍光染色を行い、中心体と微小

管を可視化した。また、Hoechst33258を用いてDNAを染色した。 
スケールバー：5μm。 

b) 各処理群における片方の極に 2 つの中心体が存在する紡錘体の割合をグラフにプロ

ットした。各処理群につき3サンプルずつ、サンプルあたり25細胞を解析した。 
 

考考  察察  

 
本研究が新たに見出したこれらの知見は、中心体の分離タイミングとそれを脆弱部位とさせない機構を利用し標的と

する新たな抗がん剤開発、という本創薬の基盤コンセプトを支持するものである。HCT116がん細胞で見られたAurora 
A活性の阻害による顕著な分裂期異常は、正常二倍体RPE1細胞では観察されない［3］。このため、中心体分離が遅延

したがん細胞に対してAurora A阻害剤を処理することで、正常細胞には大きな影響を与えずにこのがん細胞を選択的

に駆逐できる可能性がある。また、Aurora A 活性が低下したがん細胞においては、中心体の分離タイミングを遅延さ

せることで、同様の効果が生じると期待できる。 
さらに、本研究によって、中心体の分離タイミングが早まった際の細胞分裂に重要となる分子として、後期促進複合

体である APC/C を同定した。APC/C はE3 ユビキチンリガーゼとして機能することから［5］、APC/C の基質はこの

中心体の早期分離を脆弱部位とさせない機構において主要な役割を果たす分子であると考えられる。従って、この機構

の理解を深めるためには、APC/Cの基質を同定する必要がある。さらに、APC/Cやその基質に変異を有するがん細胞

を探索することで、中心体の早期分離を標的とした創薬における適応がんを同定する必要がある。 
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