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研究成果の概要（和文）：　細胞分裂周期のM期は複数のM期キナーゼにより制御されている。その中のひとつで
あるGreatwall（Gwl）キナーゼは、生存に必須であり、M期の開始と進行を制御する。M期開始は、Arpp19/Ensa
を標的としてリン酸化し、これがB55型PP2Aフォスファターゼ活性を抑制することで制御する。しかしM期進行の
制御については、リン酸化の標的など制御機構は不明である。本研究では、代表者等がこれまでに見いだした15
個の基質候補のうち、染色体と相互作用が示唆される一つに着目して解析を行い、これがGwlの新規基質であ
り、M期進行時に染色体分離を制御する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： Cell division at M-phase is controlled by several mitotic kinases. 
Greatwall  (Gwl) is an essential mitotic kinase. Gwl down regulates PP2A-B55 phosphatase through 
Arpp19/Ensa phosphorylation at the mitotic entry. Gwl also controls the mitotic progression but its 
substrate(s) is/are unknown. This research aimed identification of the substrate(s). 15 candidates 
are found by chemical genetics method in our previous work. One of the candidates, that would have 
affinity to chromosomes, is focused to analyze. Questions are whether it is the direct target of Gwl
 and what is the role in the mitotic progression. A fragment peptide of the candidate was 
phosphorylated by active Gwl kinase in vitro. Antibody against the fragment detected a band at 
predicted size of the candidate. The candidate was　 phosophorylated at M-phase depending not only 
on Gwl but also on Cdk1. Several results suggested that the candidate might control chromosome 
segregation.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 Gwlによる細胞周期のM期開始制御は解析が進んでいたが、GwlによるM期進行制御は不明であった。本研究の学
術的意義は、M期進行を制御する基質候補を初めて見いだした点である。細胞内での役割の詳細はさらなる解析
が必要であるが、染色体と相互作用する因子を直接リン酸化し、これが染色体分離制御に関わることが示唆され
た。Gwlのヒト相同遺伝子はMASTLと呼ばれ、この遺伝子がないと致死であり、点変異により血小板が減少する臨
床的知見がある。また染色体分離異常は、染色体数の異常やがん化の原因となる。社会的意義として、こうした
異常を引き起こすメカニズムの基礎的な知見が得られたと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞分裂は複数の分裂期（M 期）キナーゼによる標的のリン酸化により制御されている。
Greatwall(Gwl)は、比較的最近見いだされた M 期キナーゼで、M 期開始時に Arpp19/Ensa タ
ンパク質のリン酸化を通じて、タイプ 2A型フォスファターゼを抑制する(Mochida et al., 2010, 
Garbi-Ayachi et al., 2010)。これによりリン酸化が昂進し M 期へと進む。Gwl は M 期開始だ
けでなく M 期進行も制御すると考えられているが(Burgess et al., 2010, Voet and Wolth, 
2010)、その際のリン酸化の標的については未だ不明であった。 
 
(2) 研究代表者はこれまでにケミカルジェネティクス法（Allen et al., 2007）を用いて Gwl の
新規基質を探索し、15 個の基質候補を見いだしていた。その中には染色体との相互作用が示
唆されるタンパク質が含まれていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 研究代表者が見いだした新規基質候補について、遺伝子クローニング、タンパク質発現を
行い Gwl で直接リン酸化できるかを調べることで、実際に Gwl の基質であるかを確認すること
を第一の目的とした。基質である確証を得た後、次にリン酸化部位を同定し、リン酸化を受け
ない変異体を用いて、これが M期進行制御の分子標的であるかを調べることを目指した。 
 
(2) 研究を進める過程で、Gwl の基質候補が、M期の主制御因子である Cdk1 キナーゼによって
もリン酸化を受けることを見いだしたため、Cdk1 と Gwl のリン酸化の連携や役割の解析も研究
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規基質候補について分子生物学的ならびに生化学的な解析を行うために、まず PCR を用
いた遺伝子クローニングを行い、大腸菌を用いてアフィニティーtag を付加したタンパク質を
発現させ、in vitro リン酸化解析用のタンパク質を精製した。これを基質として、これまでに
調製していた活性型精製 Gwl キナーゼを用いてリン酸化を行い、Phos-tag 電気泳動法によりリ
ン酸化されたどうかを確認した。 
 
(2) Gwl による基質のリン酸化部位を同定するために、Gwl のリン酸化コンセンサス配列と予測
される部位を、リン酸化を受けないアミノ酸に置換した変異体を作成し、これを in vitro で基
質としたときにリン酸化されなくなるか調べる手法でリン酸化部位を同定した。 
 
(3) Gwl の新規基質候補が M期進行時に何らかの役割を担うかを調べるために、Gwl によるリン
酸化部位に変異を入れた断片を細胞内に微小注射して、M期進行にどんな影響がでるかを観察
方法で役割を解析した。全長タンパク質は不溶性であったため、リン酸化部位を含む C末端側
断片を注射に用いた。断片タンパク質での解析後に、さらに mRNA を用いて全長タンパク質を細
胞内で発現させることを試みるために変異体と野生型のそれぞれの mRNA を調製した。影響の観
察には、微小管と染色体を蛍光ラベルして可視化し、共焦点レーザー顕微鏡で立体的・経時的
に分裂の様子を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 基質候補の遺伝子をクローニングしたところ、1061 アミノ酸からなるタンパク質をコード
しており、一次配列の中央付近をしめる大部分は核タンパク質でみられることの多い天然変性
領域であった。大腸菌で発現させた全長配列タンパク質は不溶性であったため、染色体との相
互作用領域と予測され、なおかつ Gwl のリン酸化予測部位を含む C末側断片を発現したところ
可溶性タンパク質として精製できた。このタンパク質は Gwl により確かにリン酸化され、この
基質候補断片が少なくとも in vitro で Gwl の基質であることを確認することができた。 
 
(2) 発現させた断片を抗原に作成した抗体は、細胞全体のウエスタン解析において基質候補の予
想サイズの位置にバンドを強く検出した。このバンドはM期に電気泳動の移動度変化を伴うリン
酸化修飾を受けていた。作成抗体は、Gwlの基質候補を認識しているとみなすことが出来た。 
 
(3) 内在性の候補タンパク質がM期に受けるリン酸化が、Gwl依存的であるかを調べたところ、電
気泳動での移動度の変化を指標とした解析では、Gwlの有無によるリン酸化修飾の明確な違いは
検出できなかった。Gwlを抑制した際にみられるリン酸化をさらに解析したところ、M期の主制御
キナーゼであるCdk1が関与しており、Cdk1依存的なリン酸化が候補移動度に大きく影響していた。 
基質候補の一次配列にはCdk1のリン酸化予測部位が28カ所も存在し、精製Cdk1は実際にGwlの基
質候補を直接リン酸化でき、このGwlの基質候補はCdk1の基質でもあることが判明した。これら
の結果から、Gwl基質候補が、細胞内でGwlだけでなく、Cdk1によっても制御されている可能性が
示唆された。 
 



(4) 細胞内でのGwl基質候補のリン酸化が内在性のGwlに依存するかどうかは、in vitroでのGwl
によるリン酸化部位を同定し、その部位に対する抗リン酸化抗体を作成して解析する方針をたて、
基質候補のリン酸化標的部位と予測される配列をAlaに置換する方法で、in vitroでのリン酸化
部位Ser917とSer1012の2カ所を同定した。 
 
(5) リン酸化候補部位に対して作成した抗リン酸化抗体は、ウエスタン解析において基質候補を
in vitroでGwlによりリン酸化した時のみ、特異的に認識した。内在性の基質候補についても、M
期にリン酸化を受けることが、IPにより基質候補を濃縮した試料のウエスタン解析から示唆され
た。 
 
(6) 2カ所のリン酸化部位をAlaに置換した断片を細胞内に注射するとM期が正常に終了しない
ものがあり、その異常が染色体分離の異常時にみられるものと類似しており、そのためM期進行
の制御に異常があったと推測された。Gwl基質候補のGwlによるリン酸化がM期進行の制御に関わ
る可能性を示すものといえる。 
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