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研究成果の概要（和文）：スピンドルチェックポイント(SAC)はがん細胞選択的に分裂期細胞

死を誘導することができる。SAC の活性化により M 期に停止したがん細胞は細胞死を引き

起こすが，M 期停止から細胞死に至るメカニズムは不明である。本研究では shRNAライブ

ラリーを用いたスクリーニングにより，分裂期細胞死に関与する候補遺伝子群を見いだし

た。そして，これらを特異的に抑制する siRNAを用いて，7つの遺伝子を同定した。 
 

研究成果の概要（英文）：Spindle assembly checkpoint (SAC) can induce cancer-selective 
mitotic cell death. Although the cell death is induced after M-phase arrest by SAC 
activation, the mechanism behind mitotic cell death is unclear. In this study, I 
discovered candidate genes associated with mitotic cell death by shRNA screening. Further, 
seven genes were identified by using siRNAs that specifically suppress the candidate 
genes. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物細胞は紫外線、放射線や化学物質、
また代謝による活性酸素などの外的・内的要
因からゲノムを保護するため、複数の DNA

修復経路やチェックポイント機構を備え、高
度に制御された DNA トランスアクションネ
ットワークを形成している。我々はがん分子
標的という独自の観点からがん細胞におけ
るゲノムホメオスタシスの重要性に着目し、
RecQL1 ががん治療の優れた分子標的候補で

あることを見出した。RecQL1 の抑制は S 期
に DNA 損傷を引き起こす。正常細胞では
DNA 損傷はチェックポイントを活性化し、
p53 に代表される癌抑制経路が細胞周期にブ
レーキを掛け損傷が修復される。しかし、が
ん細胞は癌抑制経路やチェックポイント機
構に異常があるために、細胞周期のブレーキ
が掛かりにくい状態である。したがって、が
ん細胞では DNA 損傷が生じても細胞周期は
進行し、G2 チェックポイントを乗り越えて
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M 期に侵入する。DNA 損傷を有したままゲ
ノム不安定性が増大した状態で M 期に進入
すると、スピンドルチェックポイント (SAC)

が活性化され M 期停止を誘導して分裂死を
引き起こす。 

化学療法剤によるゲノム不安定性の増大が
分裂死を誘導するメカニズムの一端は、佐谷
らのグループによって明らかにされ、申請者
らも同様の結果を確認している。しかし、M

期停止から細胞死に至る分子メカニズムは
明らかではない。 

一方、化学療法剤に耐性のがん細胞には、ゲ
ノム不安定性が増大した状態で M 期を乗り
越え、悪性化へ進むものもある。したがって，
分裂死制御のメカニズムの解明は、副作用の
より少ない癌治療薬の開発に重要であり、ま
た適切な治療法を選択する判定法を確立す
ることが可能となる。 

 

２．研究の目的 

本研究は分裂死の誘導に働く遺伝子群を同
定し、M 期停止から細胞死に至る分子機構を
明らかにする。具体的には、 

(1)shRNA ライブラリーを用いて、分裂死の
誘導経路に働く遺伝子群のスクリーニング
を行い、ノックダウンが分裂死誘導剤による
細胞死を阻害する遺伝子群を同定する。 

(2)同定した分裂死誘導遺伝子について遺伝
学的、生化学的手法を用いて、M 期停止から
細胞死に至るメカニズムを解析する。 

 

３．研究の方法 

がん細胞では DNA 損傷応答が機能せずに細
胞周期が進行し、G2 チェックポイントを乗
り越えて M 期に侵入した結果、スピンドルチ
ェックポイント (SAC)が活性化され M 期停
止を誘導して分裂死を引き起こす(図１)。こ

の一連の反応のうち、SAC の活性化が引き起
こす M 期細胞死の機構を明らかにするため
に，以下の手順で研究を行った。 

(1) ヒト全遺伝子に対する shRNA 発現レン
チウイルスライブラリー発現細胞の樹立 
shRNA Lentivirus vector plasmid及びウイ
ルス産生に必要な gag-pol，VSV-G，rev遺伝

子をそれぞれ発現する plasmidを 293T細胞
にトランスフェクションし，トランスフェク
ション後 48時間から 72時間の培養上清をウ
イルス液として回収した。Polybreneを加え
たウイルス液を HeLa細胞の培地と交換して
ウイルス感染を行い,感染 2日後にウイルス
ベクター導入選択薬である puromycin存在化
で選択培養を行った。 
(2) monastrol選択濃度の決定 
DNA 損傷を経ず直接スピンドルチェックポ
イントを活性化し、分裂死を誘導する薬剤 
monastrol を用いて分裂死の誘導経路に働
く遺伝子群のスクリーニングを行うため，本
研究では分裂死誘導剤として有糸分裂期に
働くキネシン Eg5の特異的阻害剤 monastrol
を用いた。ヒト全遺伝子に対する shRNA 発現
レンチウイルスライブラリー発現細胞を用
いて，monastrol存在化で monastrol耐性コ
ロニーが出現する濃度を検討した。 
(3) 分裂死誘導 shRNA配列の決定と遺伝子の
同定 
monastrol耐性のコロニーそれぞれを24穴プ
レートに植え継ぎ、増殖した細胞からゲノム
DNAを調製した。染色体 DNAに組込まれたレ
ンチウイルスベクターの shRNA領域を増幅可
能なプライマーを用いて PCRを行い、増幅さ
れた DNA断片を pGEM-Tプラスミドにサブク
ローニングし塩基配列を決定した。得られた
塩基配列をデータベースで検索し，対応する
分裂死誘導遺伝子候補を同定した。 
(4) 12候補遺伝子からの分裂死誘導遺伝子の
同定 
得られた 12遺伝子候補は一種類の shRNAに
よって同定された遺伝子であり，off-target
などの擬陽性を含んでいる可能性がある。こ
れら遺伝子が分裂死の誘導に働いており，ノ
ックダウンが真に分裂死を抑制しているか
どうかを，これら 12遺伝子それぞれに対す
る複数のノックダウン配列で確認する必要
がある。monastrolが HeLa細胞に対して誘導
する分裂死は，monastrol処理後およそ 48時
間以内に誘導されることから，確認実験には
数日間の一過的なノックダウンで十分であ
ると考えられる。そこでshRNAではなくsiRNA
を用いて確認実験を行った。遺伝子あたりそ
れぞれ独立した配列としてデザインされた 3
種類の siRNAを HeLa細胞にそれぞれ導入し，
標的遺伝子の発現が効率的に抑制されるか
どうかを，RT-PCRにより確認した。36種類
の siRNAとコントロール siRNAを HeLa細胞
にそれぞれトランスフェクションし，24時間
後に 50μMの monastrolを含む培地に交換し
た。培地交換 48時間後に MTTアッセイを行
い，細胞の増殖状況を評価した。コントロー
ル siRNAを導入し，monastrol未処理のコン
トロール細胞のアッセイ値を 100%として，各
siRNA導入細胞の monastrol存在下における



アッセイ値を評価した。 
４．研究成果 
(1) ヒト全遺伝子に対する shRNA 発現レン
チウイルスライブラリー発現細胞の樹立 
本研究で標的とする遺伝子群は分裂死誘導
遺伝子であるから、shRNAの発現によって抑
制されても細胞の増殖には影響を与えない
ことが予想されたため、shRNA 発現細胞の樹
立には十分な期間の薬剤選択を行った。およ
そ 1週間でレンチウイルスに感染していない
HeLa細胞は死滅し，ヒト全遺伝子に対する
shRNA 発現レンチウイルスライブラリー発
現細胞が樹立された。 
(2) monastrol選択濃度の決定 
ヒト全遺伝子に対する shRNA 発現レンチウ
イルスライブラリー発現細胞を Monastrol存
在化で培養を続けたところ，HeLa細胞を M期
で完全に死滅させる 200μM では monastrol 
耐性コロニーを得ることができなかった。そ
こで様々な濃度の monastrolをコントロール
及び shRNA発現細胞に処理して、コントロー
ル細胞が死滅して shRNA発現細胞は生存して
コロニーを形成する濃度の検討を行った結
果、50μMで長期間暴露した場合に monastrol
耐性のコロニーを形成することが明らかと
なった。 
(3)分裂死誘導 shRNA 配列の決定と遺伝子の
同定 
50μM monastrol存在化で shRNA 発現レンチ
ウイルスライブラリー感染 HeLa 細胞の培養
を続けたところ，monastrol 耐性の独立した
コロニーとして 42 クローンを得ることがで
きた。Monastrol は Eg5 キネシンを阻害する
ことによって有糸分裂を阻害しスピンドル
チェックポイント(SAC)を活性化する。その
結果，Monastrol感受性の HeLa細胞は分裂死
を誘導するので，得られたクローンは shRNA
によってノックダウンされた遺伝子が分裂
死の誘導に働いている可能性が考えられる。
そこで，42 クローンそれぞれが発現する
shRNAを同定するため，42個のコロニーをそ
れぞれ独立に培養してクローン化した。そし
てゲノム DNA を調製し, shRNA 領域を特異的
に増幅可能なプライマーを用いて PCRを行い、
ゲノム DNAにインテグレートされた shRNA領
域を増幅したところ,全てのクローン由来ゲ
ノム DNAから shRNA領域を増幅することがで
きた。これらの DNA 断片を pGEM-T プラスミ
ドにサブクローニングし塩基配列を決定し，
得られた塩基配列をデータベースで検索し
たところ，分裂死誘導遺伝子候補として独立
した 12遺伝子を同定した。 
(4) 12候補遺伝子からの分裂死誘導遺伝子の
同定 
shRNA ライブラリーを用いたスクリーニング
から monastrol耐性を与える遺伝子として得
られた 12 の候補遺伝子に関して、あらたに

デザインした siRNAを用いてこれらの遺伝子
発現を抑制し，monastrol 耐性が再現される
かどうかを確認する実験を行った。まず 12
の候補遺伝子が HeLa 細胞で発現しているこ
とを、これらの遺伝子 mRNA に特異的なプラ
イマーセットを用いて RT-PCR を行い確認し
た。次に、各遺伝子について、それぞれ配列
の異なる 3種類の siRNAをデザインして HeLa
細胞にトランスフェクションし、標的遺伝子
の発現が特異的に抑制されることを RT-PCR
で確認した。何れの siRNAも内在性の標的遺
伝子の発現を 80%以上の効率で抑制した。こ
れらの siRNAを用いて候補遺伝子のノックダ
ウンが、HeLa細胞における monastrol誘導性
分裂死を抑制するかどうかを検証した。
siRNA導入 24時間後に HeLa細胞を monastrol
存在下で 48 時間培養し，細胞の生存活性を
MTTアッセイにて測定した。その結果，12の
候補遺伝子のうち 7 遺伝子に対する siRNA 
(計 21 siRNA)が， HeLa 細胞において
monastrol が誘導する分裂死を抑制した(グ
ラフ参照)。 

グラフが示す生存率は，各遺伝子に対する 3
つの siRNAの生存率の平均として示した。こ
れら 7つの遺伝子と機能は表に示す通りであ
る。 

これらの 7 遺伝子のうち，BUB3, MAD2L1, 
BUB1B, TTK の 4 遺伝子はスピンドルチェッ
クポイントに重要な役割を果たすタンパク
質をコードしており，Monastrol が HeLa 細
胞に引き起こす分裂死にスピンドルチェッ
クポイントの活性化が働いていることが改
めて示されたと同時に，この実験系が分裂
死の機構解明において正しく機能している
ことを示している。残りの 3 つの遺伝子
RIM28, NPC2, EFTUD2はそれぞれ，HP1との
相互作用による遺伝子発現抑制，エンドソ
ーム/リソソーム系を通じたコレステロー



ル輸送，そして mRNA前駆体のスプライシン
グに働くU5 snRNPの構成因子として働くこ
とが知られているが，有糸分裂やスピンド
ルチェックポイントに関与することは知ら
れていない。本研究の結果はこれら 3 つの
遺伝子が有糸分裂やスピンドルチェックポ
イントにおいて機能を有することを示唆し
ており，今後の新たな研究課題となる。 
本研究で明らかとなった 7つの分裂糸抑制遺
伝子の発現と, monastrol や Eg5 inhibitor
の効果との関連を明らかにすることにより，
これら阻害剤がどのようながん種に対して
治療に応用できるかの指標となると考えら
れる。 
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