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研究成果の概要（和文）：紡錘体チェックポイントを発動させる薬剤の抗癌作用は、第一にM期停止中の細胞
死、第二にM期完了せぬままG1期にスリップした四倍体細胞での細胞死（Post-slippage cell death; PSCD)にあ
る。PSCDが基底オートファジーレベルに依存していたことから、本研究でその機序を探った。PSCD回避の機序と
して四倍体細胞で2箇所同時に起こる細胞分裂による二倍体回帰を想定していたが、起きていなかった。抗がん
薬耐性細胞で第一の細胞死の起こすM期停止が長引くのは、この第一の細胞死が阻害されている「結果」である
と修正し、その機序を探り、新たにp53とアポトーシス制御因子Aによる制御を同定した。

研究成果の概要（英文）：The action of anti-cancer drug such as microtubule inhibitors targeting 
spindle assembly checkpoint depends on mitotic cell death and cell death after mitotic slippage. 
This study focused the latter cell death that has been reported to be involved in basal autophagy 
level by our study. As a pathway escaping from the cell death, we assumed double mitosis in 
tetraploid cells, which allows re-diploidization, since surviving cells after mictotuble inhibitors 
are diploid cells. However, double mitotis were not observed in the tetraploid cells in microtubule 
inhibitor-resistant cells, thus we newly generated our working hypothesis that abnormally prolonged 
mitotic arrest observed are due to escape from mitotic cell death. We tried to identify the 
responsible molecules for the process, whose expression depends on the basal autophagy level. We 
identified two possible molecules, p53 and apoptosis-regulating molecule A.   

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
微小管阻害剤など紡錘体チェックポイント
を発動させる薬剤の抗癌作用は、第一に M期
停止中に起こる細胞死、第二として M期完了
せぬまま G1 期にスリップした四倍体細胞で
の細胞死(Post-slippage cell death; PSCD)
にある。二つの細胞死で決まる微小管阻害剤
感受性が基底オートファジーレベルに依存
することから、その機序を探ることを目指し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では脱アセチル化酵素 SIRT2発現低下
で起こる基底オートファジー異常亢進がも
たらす微小管阻害剤耐性の機序として、第二
の細胞死、PSCD 回避を想定した。SIRT2 発現
低下では、第一の細胞死である M期停止中の
細胞死が起きやすくなる M期停止時間が異常
に長引くこと、そして微小管阻害剤処理で生
存したコロニー細胞は二倍体であったこと
から、四倍体で double mitosis（四倍体細胞
で 2箇所同時に起こる細胞分裂）による二倍
体回帰に求め、その分子機序をオートファジ
ーに着目して探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
主な方法は、(1)オートファジー亢進が PSCD
不全をもたらす仲介経路を、酸化ストレス防
御に働く転写誘導系、特に Keap1-Nrf2 に求
め検証する。(2)オートファジーレベル変化
に伴う経路の活性変化、経路を人為的に
On/Offした時の PSCD変化で判断する。(3) 
 その経路下流で働くキー分子を転写標的分
子から同定する。(4) PSCDの制御機構を、こ
れに先行する上記二つの現象に求め、ライブ
セルイメージングでの時系列解析で三者の
因果関係を検証する。二倍体回帰は染色体動
態解析でその機序を知る。 (5). (1)-(3)で
同定したキー分子が(4)の現象にも関与する
かどうか知る。  
 
 
４．研究成果 
SIRT2 発現低下で Keap１の発現低下、Nrf2の
核移行を認め、また酸化ストレス耐性も亢進
していた。このことから、Nrf2の活性化とそ
れによる PSCD 回避が期待された。しかし、
SIRT2発現低下細胞で Nfr2を siRNAでノック
ダウンしても微小管阻害剤感受性は回復し
なかったこと。したがって、Keap1-Nrf2経路
は SIRT2やオートファジー配下で働く可能性
がある経路であるものの、本研究で着目して
いる PSCD 回避や微小管阻害剤耐性に関与す
るものではないと考えられた。 
 また微小管阻害剤処理した SIRT2発現低下
細胞で四倍体でライブセルイメージング解
析したが、double mitosisは認められなかっ
た。一部の細胞で三極分裂が見られ、これが
二倍体回帰する可能性はあるが、SIRT2 発現
低下細胞の微小管阻害剤耐性を説明できる

頻度ではなかった。これまで SIRT2 発現低下
細胞で M 期停止時間が異常に長引くこと、さ
らにこの細胞でオートファジー実行因子を
ノックダウンしてオートファジーレベルを
回復させると、微小管阻害剤感受性を回復す
るとともに M期停止時間も短縮されることか
ら、PSCD回避による二倍体回帰に微小管阻害
剤耐性を求めた。しかしこの結果を受け、こ
の作業仮説を修正し、新たに、(1)第一の細
胞死である M 期停止中の細胞死を回避した
「結果」として M期停止時間の異常な延長が
起こる、（2）オートファジーは第一の細胞死
を制御する、とした。 
 そこで第一の細胞死でのオートファジー
制御配下の経路を探ることにした。我々と同
じ視点で微小化阻害剤耐性に関与する分子
としてゲノムワイドスクリーニングを用い
て同定されたアポトーシス関連分子群を制
御する分子 Aが報告され、その分子発現低下
細胞では、SIRT2 発現低下細胞と同じく、M
期停止期間が延長されていた。このことから
分子 A と SIRT2 との関係を探り、分子 A は
SIRT2 制御配下にあることを突き止め、その
発現制御の機序を探っている。 
 さらに野生型 p53 を持つ HCT116 と
HCT116(p53-/-)とで SIRT2発現低下による微
小管感受性が異なることから、SIRT2 と p53
シグナリング経路と関係、そして p53シグナ
リング経路と微小化阻害剤との関係を探っ
た。その結果、SIRT2がｐ53 発現制御する機
序を突き止め、p53 シグナリング経路が第一
の細胞死を不全に招くという負の側面があ
ることを明らかにした。これは 4月中に投稿
予定である。 
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