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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、哺乳類細胞における separase と securin 両タンパク質の詳細な機能解析を行っ
た。その結果、これまで知られていた染色体分配制御以外に、細胞が DNA 損傷を受けた際にも
separase と securin 両タンパク質が協調して機能していることを明らかにした。また、がん遺
伝子としても知られている securin タンパク質の過剰発現による発がん機構において、染色体
分配異常が主な原因となっていることを示唆する結果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 I analyzed the detailed functions of separase and securin proteins in mammalian 
cell regulation, and found that both proteins cooperatively played another unknown role 
in DNA damage response, besides the previously well-known one in chromosome separation. 
I also found that the oncogenic activity of securin protein mainly resulted from the 
disturbance of its function in chromosome separation. 
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１．研究開始当初の背景 
 染色体分配機構の研究は、分子レベルでの
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究によって、染色体分配の中心的な役割を果
たしている因子として同定されたものであ
る。 
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 separase はプロテアーゼ活性を有してお
り、姉妹染色分体間の対合に必須な cohesin
複合体を切断することによって、姉妹染色分
体の分離を引き起こす。また securin は
separase の制御因子であり、separase に結
合して、その chaperone として機能すると同
時に、separase の活性を、姉妹染色分体の分
離が行われる M 期後期の開始までの間、抑制
している。こうしたことから、M 期後期の開
始時に securin が分解されると separase が
活性化して姉妹染色分体間の対合を担う
cohesin 複合体を切断し、染色体分離が協調
して一斉に開始されるという染色体分配機
構のモデルが提唱されていた。 
  
 こうした separase と securin を中心とし
た染色体分配機構は種間を越えて保存され
ていると考えられており、実際、申請者らも
研究開始の前年に separase のノックアウト
マウスを用いた解析により、マウスにおいて
も separase が、姉妹染色分体間の、特に姉
妹セントロメア間の分離に必須な機能を果
たしていることを報告していた。 
 
 しかし、その一方で、これまでの研究の中
心であった酵母や Xenopus 卵と、哺乳類の体
細胞とでは、染色体分配の過程やその制御機
構 に い く つ か の 相 違 点 が 見 ら れ 、
separase-securin 複合体についても、その基
本的な機能は共通であったとしても、哺乳類
の体細胞における染色体分配機構の詳細な
理解のためには、実際に哺乳類細胞を用いた
解析が欠かせないと考えられた。 
 
 ま た 、 脊 椎 動 物 の securin は PTTG 
(pituitary tumor transforming gene)とい
う名前の癌遺伝子としても知られているほ
か、securin のノックアウトマウスは糖尿病
を発症することが報告されていたが、
securin の発癌や糖尿病への関与が、
separase の機能ならびに染色体分配の制御
を介しているのかは、明らかではなかった。 
 
 さらに、染色体分配において中心的な役割
を果たす因子として同定された separase- 
securin 複合体が、姉妹染色分体の分離に機
能するだけではなく、他の細胞周期制御にも
関与していることを示唆する報告が出始め
ており、発癌や糖尿病といった疾患を理解す
る上でも、酵母や Xenopus 卵を用いるのでは
なく、実際に哺乳類の体細胞における
separase-securin 複合体の機能、ならびにそ
の制御機構を明らかにすることは重要であ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、申請者がこれまでに携わってき
た分裂酵母とマウスにおける separase と
securin、両たんぱく質に関する研究結果と
経験を生かし、申請者の作製した separase
と securin の、それぞれのコンディショナル
なノックアウトマウスを利用して、遺伝学的、
組織学的、分子細胞生物学的な解析を行うこ
とにより、哺乳類細胞中での、separase と
securin 両タンパク質を中心とした染色体分
配の制御機構をより詳細に理解することを
目指す。 
 
 また同時に、separase と securin が果たし
ている姉妹染色分体分離以外の細胞周期進
行制御機能についても、その働きと制御機構
を明らかにすることを目標としている。 
 
 さらに、こうした細胞レベルでの知見と、
マウスの個体レベルでの解析結果を元に、細
胞レベルでの細胞周期制御機構が、個体レベ
ルでの発生・分化に与える影響や、発癌・糖
尿病といった疾患との関連ついても、理解を
深めことを目指していた。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究開始時点までに既に作製していた
separase と securin の、それぞれのコンディ
ショナルなノックアウトマウスに由来する
MEF (mouse embryonic fibroblast) 細胞を
株化し、同調性の良い細胞株を樹立する。こ
の細胞に対して、アデノウイルスを用いて、
Cre recombinase を発現させることにより、
それぞれの遺伝子を細胞レベルでコンディ
ショナルに欠失させる系を適用することで、
株化していない MEF 細胞を用いていたのでは
難しかった同調培養下でのコンディショナ
ルなノックアウトの実験系を確立し、
separase、ならびに securin の細胞周期にお
けるこれまで以上により詳細な機能解析を
行う。同調性がないためにこれまで事実上不
可能であった、それぞれの細胞周期の時点に
おけるタンパク質レベルでの生化学的な解
析も試みる。 
 
(2) コンディショナルなノックアウトの系
において、ノックアウトと同時に外来性の変
異タンパク質を発現させる系も確立する。こ
のときに得られる表現型と通常のコンディ
ショナルなノックアウトの表現型との差を
詳細に比較・解析することで、変異を入れた
ドメインが持っていた機能やそのドメイン
を介した制御機構の詳細を明らかにする。 
 
(3)、個体レベルにおいて、時期特異的、組
織特異的に cre recombinase を発現するマウ
スと掛け合わせることにより、それぞれのタ
ンパク質を時期特異的、組織特異的にノック



 

 

アウトして解析することで、組織の形成・維
持と separase, securin 両タンパク質の機能
との関連を調べる。さらに、他の発癌関連因
子の変異マウスと掛け合わせることで、発癌
との関連も解析する。 
  
４．研究成果 
(1) separase と securin の、それぞれのコ
ンディショナルなノックアウトマウス及び、
separase ヘテロ欠失のバックグラウンドで
securin をコンディショナルにノックアウト
で き る マ ウ ス に 由 来 す る MEF (mouse 
embryonic fibroblast) 細胞を不死化し、細
胞株としての樹立に成功した。さらにこれら
の新たに樹立した細胞株を用いた同調培養
系の確立を試みた。研究開始の時点で期待し
ていた完全な同調性は得られなかったもの
の、大部分の細胞を同調させることができ、
これらを用いた、同調培養条件下での
separase、ならびに securin タンパク質のコ
ンディショナルなノックアウトにも成功し
た。未だ改良の余地は残るものの、これによ
り、separase と securin 両タンパク質の細胞
周期における機能に関して、これまで以上に
詳細な解析が可能となった。 
  
 この今回新たに樹立した細胞株を使った
同調培養条件下でのコンディショナルなノ
ックアウト及び、従来までの初代培養 MEF 細
胞を用いたコンディショナルなノックアウ
トを用いることで、separase ヘテロ欠失のバ
ックグラウンドで securin を欠失した細胞が
DNA 損傷に対して、高い感受性を示し、細胞
周期の G2 期遅延が引き起こされることが明
らかとなった。一方、securin を欠失しただ
けの MEF細胞においてはこうした表現型は認
められなかった。これらの結果から、
separase と securin 両タンパク質が、哺乳類
細胞において、これまで知られていた染色体
分配制御以外にも、DNA 損傷応答において、
協調して機能していることが強く示唆され
た。 
 
 近年、大腸がん細胞に由来する HCT116 細
胞において securin を欠失させると UV 感受
性を示すことが報告されたが、その機構は、
染色体分配制御の際と同様に separase の機
能を介しているのかを含めて不明なままで
ある。本研究の結果は、こうした securin 欠
失による DNA 損傷に対する感受性の増加は
separase の活性制御を介している可能性が
高いことを示している。これらの結果の一部
は、第 67 回 日本癌学会学術総会及び、第
26 回 染色体ワークショップにおいて報告
した。また、こうした separase と securin
両タンパク質による DNA損傷応答の詳細な機
構に関しては本研究終了後も、引き続き解析

を継続する予定である。本研究で確立した同
調培養条件下での separase、ならびに
securin タンパク質のコンディショナルなノ
ックアウト系は、今後の解析にも有用である
と考える。 
 
(2) securin タンパク質の既知の機能ドメ
イン並びに機能未知の保存領域に変異を導
入した cDNA を作製した。またこれらの変異
遺伝子を用いて、培養細胞において、野生型
securin、並びに複数の変異 securin を外来
性に発現させる系を確立した。 
 
 野生型の発現では顕著な変化は認められ
なかったが、いくつかの変異 securin タンパ
ク質は外来性に過剰発現させると細胞の増
殖を強く抑制した。このうち既知の機能ドメ
インに変異をもつものについて、その表現型
は報告されていたドメインの機能から予想
されるものと一致していたが、その表現型が
現れる条件に関しては、これまでの報告とは
一部に不一致が見られた。こうした不一致が
現れる原因については、現在までのところ不
明であるが、この機能ドメインに対する制御
系への新たな知見が得られる可能性があり、
さらなる解析が必要であると考える。 
 
 また、機能未知の保存領域に変異を導入し
た securin を外来性に発現させた細胞の表現
型を詳細に解析することによって、染色体分
配に関与する哺乳類 securin の新たな機能領
域を同定することができた。この領域が細胞
内で実際にどのような機構を介して染色体
分配を制御しているのかについてはさらな
る解析と検討が必要であるが、変異 securin
たんぱく質が separase に結合可能なことは
確認できており、separase の活性制御を介し
ているものと考えている。 
 
 さらに、こうした変異 securin タンパク質
のうち、過剰発現した際に染色体分配に異常
が認められたものは、securin の過剰発現に
よる NIH3T3 細胞の形質転換能に大きな影響
を与えることを明らかにし、変異 securin の
過剰発現時における染色体分配異常と
NIH3T3 細胞の形質転換との間に強い相関が
あることを見出した。この結果は、これまで
に報告されていた securin の過剰発現による
NIH3T3 細胞の形質転換が、securin のもつ複
数の機能のうち、主に染色体分配制御機構を
乱すことに起因していることを強く示唆す
る も の で あ り 、 PTTG (pituitary tumor 
transforming gene)という名前のがん遺伝子
としても知られる securin の過剰発現による
がん化機構を考える上で、極めて重要な結果
である。 
 



 

 

 これらの結果の一部は、第 68 回 日本癌
学会学術総会及び、第 27 回 染色体ワーク
ショップにおいて報告している。また、染色
体の分配異常と発がんとの関連は、古くから
繰り返し指摘されている一方で、その詳細に
不明な点が多く、本研究における、securin
の過剰発現によるがん化機構が、securin の
もつ複数の機能のうち主に染色体分配制御
機構の乱れを介しているという結果は、染色
体の分配異常と発がんとの関連を解明する
糸口になると期待している。幸い 2010 年度
から 2011 年度まで「セパラーゼ・セキュリ
ンによるゲノム安定性維持機構と発がんと
の関連」という課題名で科学研究費・若手(B)
を頂けることになっており、本研究の結果は
こちらで継続・発展させる予定である。 
 
(3) 研究開始時点までに既に作製していた
separase と securin の、それぞれのコンディ
ショナルなノックアウトマウスと、ケラチン
14のプロモーター下でCre-recombinaseを発
現するマウスやインシュリンプロモーター
下で Cre-recombinase を発現するマウスとの
かけ合わせを行い、これらのマウスにおいて
時期特異的、組織特異的に separase、ならび
に securin がそれぞれノックアウトされた際
の個体レベルでの表現型の解析を行った。 
 
 ケラチン 14 のプロモーター下で Cre - 
recombinase を発現するマウスとかけあわせ
た場合、表皮において胎児期に遺伝子が欠失
することが期待される。separase の欠失を試
みた際、separase の両アリル共がコンディ
ショナルであった場合、separase を欠失した
と期待されるマウスがメンデル則に従って
正常な数だけ誕生し、異常が認められなかっ
た。しかし、解析の結果、これらのマウスで
は separase がほとんど欠失していないこと
が明らかとなった。片アリルが野生型のコン
トロールのマウスでは逆にほとんどの
separase コンディショナル・アリルが欠失
していた。これらのことから、胎児期の表皮
で separase を欠失した場合、separase を欠
失した細胞は死滅・もしくは速やかに増殖を
停止するものの、separase を欠失せずに生き
残った一部の細胞が増殖することで結果的
に正常な表皮が形成され、目立った表現型が
現れないことが予想された。実際、separase
欠失の効率を上げるために予め片アリルを
欠失させておき、もう片アリルのみをコンデ
ィショナルに欠失させた場合、生まれてくる
マウスはメンデル則に従わず、separase を欠
失したと期待されるマウスの減少が見られ
た。しかし、やはり生まれてきたマウスには
その後目立った異常は認められなかった。こ
れらの結果から、残念ながらこうしたマウス
において、separase を欠失した細胞を特定し、

その表現型を詳細に解析することは困難で
あると判断するに至った。 
 
 表皮において separase を欠失させるこれ
以外の方法として、tamoxifen 誘導性に核内
に移行する Cre-recombinase をケラチン 14
のプロモーター下で発現させる手法がある。
この手法を用いれば生育後の成体のマウス
において tamoxifen を与えることにより特定
の短い期間に separase を欠失させることが
可能となり、separase を欠失した細胞を特定
し、その表現型を詳細に解析することが容易
になることが期待される。現在、この新たな
手法による表皮での separase と securin の
機能解析を準備している。 
 
 また、インシュリンプロモーター下で Cre- 
recombinase を発現するマウスとかけ合わせ
ることで膵β細胞特異的に securin を欠失さ
せ、主に糖尿病に関する解析を行った。サン
プル数が十分ではなく、予備的な結果ではあ
るが、随時血糖値の測定、経口ブドウ糖負荷
試験、インシュリン負荷試験のいずれにおい
てもこのマウスは糖尿病の傾向は示さなか
った。一方、コントロールである全身の
securin が欠失したマウスでは随時血糖値、
及び経口ブドウ糖負荷試験に異常が認めら
れた。従って、securin 欠失マウスが示す糖
尿病の表現型は、膵β細胞以外に原因がある
ことが示唆されるが、この結果は、securin
欠失マウスが示す糖尿病の表現型が膵β細
胞の異常に起因するというこれまでの報告
と矛盾するものであり、securin 機能と糖尿
病の関係を明らかにする上で、今後、より詳
細に解析・検討する必要があると考える。 
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