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研究成果の概要（和文）：チロシンリン酸化シグナルによる細胞分裂制御機構の解明を目指し，細胞周期を同調
した細胞のプロテオミクス解析，及び細胞分裂進行を指標とした阻害剤ライブラリーのスクリーニングを行うと
ともに，チロシンリン酸化シグナルの異常亢進のモデルとしてv-Srcが細胞分裂に及ぼす影響を調べた。その結
果，細胞質分裂特異的な中間径フィラメントのリン酸化の可能性を見いだし，また，受容体型チロシンキナーゼ
の阻害剤が細胞分裂を遅延させることを明らかにした。さらに，チロシンリン酸化の亢進は、早期の細胞分裂終
了を誘導し，さらに，DNA含量が増加した細胞の細胞周期停止を解除し，細胞分裂異常を引き起こすことを見い
だした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms underlying tyrosine phosphorylation-mediated 
regulation of cell division, we performed proteomic analysis using cell cycle-synchronized cells, 
screening of inhibitors affecting progression of cell division, and analysis of effect of v-Src on 
cell division, as a model of abnormally activated tyrosine phosphorylation signal. We found possible
 tyrosine phosphorylation of intermediate filament in cytokinesis, and delay in M-phase progression 
by inhibitors against receptor-type tyrosine kinases. Furthermore, v-Src causes premature mitotic 
exit and restart of cell cycle of cells having increased DNA content, leading to abnormal cell 
division in the following cell cycle.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞分裂制御関連タンパク質の機能異常は染色体不安定性を介して細胞のがん化に関与するため，新規制御機構
の解明は，新たな細胞がん化機構の発見につながる。また，細胞分裂制御に関わるタンパク質は，抗がん剤を開
発するための標的分子となる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 細胞分裂は，複製された DNA を二つの娘細胞へ均等に分配する過程であり，染色体の分配と細
胞質の分離により構成される。染色体の分配は細胞分裂後期・終期に行われ，Aurora キナーゼ，
Plk1，Mklp1 など多くのタンパク質により制御される。細胞分裂異常による染色体の不均等分配
は，染色体不安定性を介した細胞の癌化，癌の悪性化に寄与するため，細胞分裂は精巧に制御さ
れる。  
 我々はこれまで，Src 型チロシンキナーゼが紡錘体形成や細胞質分裂などの制御に関与するこ
とを報告してきた。また，この Src シグナルの異常が細胞質分裂を阻害し，多核細胞を形成させ
ることを報告した。さらに，細胞分裂後期に形成される収縮溝の付近にチロシンリン酸化タンパ
ク質が蓄積することや，v-Src 発現細胞を用いたプロテオミクス解析により，分裂期特異的なチ
ロシンリン酸化修飾を既に見出してきた。これらの結果は，Cdk1，Plk1，Aurora A，Aurora B な
どのキナーゼによるタンパク質のセリン/スレオニン残基のリン酸化修飾のみならず，細胞分裂
制御におけるチロシンリン酸化修飾の重要性を示している。しかしながら，チロシンリン酸化に
よる細胞分裂制御については良くわかっていない。 
染色体が整列する中期紡錘体や，細胞質分裂において形成されるミッドボディーのプロテオ

ミクス解析が多数報告されているのに対し，染色体分配がおこる細胞分裂後期のプロテオミク
ス解析の報告は少ない。分裂後期は非常に短時間で次の段階(終期)に進むため，細胞をこの段階
にそろえる(同調する)ことの困難さが解析が進んでいない原因である。しかし我々は，後期への
効率良い同調方法を用い，スモールスケールではあるが，細胞分裂後期のプロテオミクス解析に
成功し，細胞分裂の後期，終期に特異的なペプチドのリン酸化 (pSer,pThr)を多数見出した。こ
の中には，細胞分裂後期，終期の制御に関与する，既知のリン酸化修飾も含まれており，この解
析が妥当であることが示唆された。さらには，数は少ないが後期特異的なチロシンリン酸化ペプ
チドも検出できた。よって，細胞分裂後期にチロシンリン酸化されるタンパク質を見出すことが
可能になった。  
 
２．研究の目的 
 本研究では，チロシンリン酸化シグナルに着目して細胞分裂後期のリン酸化シグナルを解析
し，染色体分配制御におけるリン酸化シグナルの関与を解明する。さらに，その制御異常が細胞
分裂に与える影響を調べる。 そのため本研究では，（１）細胞周期を同調した細胞を用い，プロ
テオミクス解析によりタンパク質リン酸化の網羅的解析を行う。その中から幾つかの分子に着
目し，制御機構の解明を目指す。また，（２）阻害剤ライブラリーから細胞分裂進行に影響を与
える化合物をスクリーニングし，（１）の分子の選定における参考とする。さらに，（３）チロシ
ンリン酸化シグナルの異常亢進が細胞分裂に与える影響の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞周期特異的なタンパク質リン酸化の解析： 
HeLa S3 細胞に，Eg5 阻害剤である S-trityl-L-Cysteine (STLC)を加えて培養し細胞分裂期に同
調した後，Cdk1 阻害剤である RO-3306 を追加し細胞質分裂を誘導した。Cdk1 添加前，添加 30
分，及び 60 分後に細胞を集め，抗リン酸化チロシン抗体を用い，チロシンリン酸化に特化した
リン酸化プロテオミクス解析を行った。得られた結果をもとに，中間径フィラメントに着目して
細胞分裂への関与を解析した。 
 
(2)細胞分裂進行を指標とした阻害剤ライブラリーのスクリーニング： 
ブタ腎由来 LLC-PK1 細胞を用い，阻害剤ライブラリーが細胞分裂に対し与える影響をタイムラ
プスイメージングにより解析した。また，HeLa S3 細胞を用い，細胞周期に対する影響をフロー
サイトメトリーにより解析した。 
 
(3)チロシンリン酸化の異常亢進が細胞分裂に与える影響： 
HeLa S3 あるいはマウス線維芽細胞 NIH3T3 に由来し，v-Src の誘導発現が可能な細胞株 HeLa 
S3/v-Src 及び NIH3T3/v-Src を用いた。誘導発現は Doxycycline (Dox) の添加により行い，Dox
の濃度は，実験内容に応じて 0.1 ng/ml〜0.1 µg/mlとした。 
 
(4)その他： 
（ⅰ）細胞分裂解析方法の開発  
細胞分裂後期・終期に形成されるスピンドルミッドゾーンの染色方法として，細胞を固定する際
の温度，固定溶液の組成，固定前の乾燥処理について検討した。 
（ⅱ）他の細胞分裂制御機構 
代表的な細胞ストレスとして温熱ストレスがある。細胞を Cdk1 阻害剤 RO-3306 で 20 時間処理
して G2/M 期に同調し，最後の 30分間に 42℃の熱ストレスを与えた。その後，RO-3306 を除去し
て細胞分裂を開始し，細胞分裂進行への影響を観察した。 
 



４．研究成果 
 
(1)細胞周期特異的なタンパク質リン酸化の解析： 

HeLa S3 細胞に Eg5 阻害剤である S-Trityl-L-cysteine (STLC）を加えて培養すると，細胞
は単極性の紡錘体を形成し，細胞分裂の進行を停止した。続いて RO-3306 を追加すると，細胞質
分裂が誘導され細胞分裂が終了した。この細胞周期同調方法により，擬似的な細胞分裂後期・終
期の細胞を集められることがわかった。この細胞のライセート，及び可溶性画分を除去したライ
セートを調製しチロシンリン酸化プロテオミクス解析を行った結果，細胞分裂後期・終期におい
てチロシンリン酸化されるペプチドを複数見出し，細胞分裂後期・終期の制御にタンパク質のチ
ロシンリン酸化が関与している可能性が示唆された。 

これらのタンパク質の中で中間径フィラメントに着目し，実際に細胞分裂後期・終期におい
てチロシンリン酸化されるのか，内在性タンパク質の免疫沈降により解析したが，非特異的な結
合などにより明確な結論には至らなかった。今後も継続して解析を続けていく。 
 
(2)細胞分裂進行を指標とした阻害剤ライブラリーのスクリーニング： 

LLC-Pk1 細胞の細胞分裂，及び HeLa S3 細胞の細胞周期に与える影響を指標に，阻害剤ライ
ブラリーをスクリーニングした結果，受容体型チロシンキナーゼを標的とする複数の阻害剤に
より細胞分裂進行の遅延や細胞周期の変化が観察された。よって，これらの標的分子が細胞分裂
制御に関与することが示唆された。そこで，これらの阻害剤の特異性を調べるため，さらに別の
阻害剤を用いて細胞分裂に対する効果を検討した。その結果，標的が同じ異なる阻害剤において，
同様な効果が観察された。さらに，siRNA によりノックダウンしたところ，２種の受容体型チロ
シンキナーゼにおいて，細胞分裂の阻害効果が観察された。よって，これらの阻害剤の標的分子
が細胞分裂制御に関与することが示唆され，論文投稿に向け実験を継続している。また，別の受
容体型チロシンキナーゼのノックダウンでは細胞分裂に対する効果は観察されず，この受容体
型チロシンキナーゼの細胞分裂における役割を示すことはできなかったが，この分子を阻害す
る３つの阻害剤が染色体整列に影響し，紡錘体チェックポイントを活性化することで細胞分裂
進行を遅延させることを見出し論文として報告した。 
 
(3)チロシンリン酸化の異常亢進が細胞分裂に与える影響： 
（ⅰ）チロシンリン酸化シグナルの異常亢進のモデルとして，v-Src が細胞分裂や細胞周期に及
ぼす影響を観察した。NIH3T3 細胞に v-Src を発現させると多極紡錘体などの細胞分裂の異常が
観察された。v-Src 発現により経時的に多核細胞が増加し，フローサイトメトリーで細胞周期を
解析すると 4N以上の DNA 含量を示す細胞の割合が増加したことから，細胞質分裂異常により形
成した多核細胞が多極性の紡錘体を形成することが推定された。通常，多核細胞の細胞周期はチ
ェックポイントにより阻害される。そこで，v-Src によるこのチェックポイントへの影響を調べ
た結果，v−Src発現により YAP の核局在が誘導されること，すなわち，チェックポイントが解除
されることを明らかとし，論文として報告した。 
 
（ⅱ）HeLa S3/v-Src 細胞に v-Src を発現させフローサイトメトリーにより解析すると，4N DNA
を含み，且つサイクリン B1 レベルが低下している細胞集団が観察され，v-Src による細胞質分
裂阻害が示唆された。タイムラプス解析では細胞質分裂阻害による細胞の二核化に加え，染色体
分配を伴わない細胞分裂の早期の終了が観察された。Src 阻害剤 PP2 により阻害されたことか
ら，v-Src のキナーゼ活性依存であった。v-Src 発現細胞のリン酸化プロテオミクス解析により
Cdk1(Tyr15)のリン酸化が推定され，in vitro キナーゼアッセイにより v-Src が直接 Cdk1 をリ
ン酸化することを明らかにした。また，Cdk1 の基質である Eg5(T927)のリン酸化が v-Src 発現に
より抑制され，Cdk1 活性の低下が示唆された。細胞分裂期チェックポイントの活性化はタキソ
ールなどの抗がん剤による細胞死誘導に必要である。v-Src は，Eg5 阻害剤である STLC やタキソ
ールによる細胞分裂期での細胞周期停止を解除し，細胞の生存率を上昇させた。これらの結果か
ら，v-Src は，Cdk1(Tyr15)のリン酸化を介して Cdk1 活性を減弱させ，早期の分裂終了を誘導し
て DNA 含量を増加させるとともに，細胞分裂期に作用点をもつ抗がん剤に対し抵抗性を誘導す
ることを明らかとし，論文として報告した。 
 
(4)その他： 
（ⅰ）細胞分裂解析方法の開発  

細胞分裂の後期，終期において形成されるスピンドルミッドゾーンは，収縮溝の決定におい
て重要であり，その形成異常は細胞質分裂異常を誘導する。しかし，その構造上の問題から，ミ
ッドゾーンの微小管を免疫蛍光染色により可視化することは困難だった。そこで，スピンドルミ
ッドゾーンを可視化する新規の染色方法を開発した。 

細胞を固定する際の固定液の組成，温度，前処理などを検討した結果，細胞を固定前に乾燥
すると，チューブリンの染色強度が低下したが，細胞分裂の進行に影響を与えることなく，ミッ
ドゾーン特異的にチューブリンの染色像が観察された。mCherry 融合チューブリン発現細胞にお
いても，同様にミッドゾーン特異的な形態が観察されたことから，ミッドゾーン特異的な染色は
抗体の反応性の変化ではないことが示唆された。ミッドゾーンにおいて染色されるフィラメン



トがタキソールにより伸長し，ノコダゾールにより減少したことは，この染色方法において不安
定な微小管が脱重合することを示唆している。さらに，この方法で Plk1 や Aurora B の阻害によ
るミッドゾーン形成への影響を検出できた。本研究において開発した方法は，細胞分裂期の後期，
終期において形成されるミッドゾーン特異的な，新規で簡便な染色方法であり，ミッドゾーン形
成に影響を与えるような阻害剤の評価や，ミッドゾーン形成制御の解析において重要な知見を
与える有用な方法であると考えられ，論文として報告した。 
 
（ⅱ）他の細胞分裂制御機構 

細胞は種々のストレスに晒されながらストレスに対応している。その代表的なストレスが
熱ストレスであり，細胞分裂に与える影響を解析した。42℃で 30 分間の温和な熱ストレスに細
胞を晒すと，通常培養３時間後には細胞分裂期の割合が増加し，これらの細胞のほとんどが細胞
分裂前期から中期までであり，染色体分配を開始している細胞はほとんど観察されなかった。こ
の温和な熱ストレスによる後期開始の遅延が Mps1 阻害剤により解除されたことから，温和な熱
ストレスは紡錘体チェックポイントを活性化することで細胞分裂を遅延させることが明らかに
なった。さらに，この紡錘体チェックポイントの活性化に熱ショックタンパク質である Hsp105
が関与すること，免疫沈降実験により Hsp105 は紡錘体チェックポイントに必須のタンパク質で
ある Cdc20 と結合することを見出した。Hsp105 の欠損は，熱ストレスにより誘導される細胞分
裂遅延を解除し，染色体分配異常を亢進した。また，Hsp105 の欠損は，パクリタキセルにより
誘導される細胞分裂停止を解除し早期の細胞分裂終了を誘導して細胞死を抑制した。すなわち，
Hsp105 の欠損はパクリタキセル感受性を低下させることを明らかとし，論文として報告した。 

 
以上の結果から，チロシンリン酸化シグナルが細胞分裂制御に関わることを明らかにでき

た。特に，受容体型チロシンキナーゼの関与はこれまでに報告がない。本研究では，プロテオミ
クス解析と阻害剤スクリーニングの結果において共通する分子はなかったが，下流シグナルも
含めて今後解析していく予定である。また，チロシンリン酸化の異常亢進モデルとして用いた v-
Src 発現により，細胞分裂異常を誘導する機構と，その結果形成した多核細胞が多極紡錘体を形
成する原因を明らかにすることができた。これらの機構は，v-Src による細胞の形質転換機構に
寄与すると考えている。さらに，新規の細胞分裂制御機構として熱ショックタンパク質の関与を
示し，また，細胞分裂後期・終期に形成されるスピンドルミッドゾーンの解析方法を開発し，今
後の研究の進展に貢献できたと考えている。 
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