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研究成果の概要（和文）： 
我々は今回の研究において Supervillin (SVIL) が分裂時に Central spindle (CS)と呼ばれる構

造体に局在することを見出した。この局在は SVIL の 238 番目のセリンのリン酸化により制御

されていた。細胞に 238 番目のセリンをアラニン変えた S238A を発現させた細胞では分裂の

異常が観察された。さらに詳しく解析したところ、リン酸化した SVIL は分裂期における細胞

膜の収縮に関与していることが明らかとなった。以上より、SVIL のリン酸化は細胞質分裂に

重要な働きをしていると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that Supervillin (SVIL) was localized to the central spindle during cytokinesis. 
The localization was dependent on the phosphorylation of Ser238 of SVIL. Expression of 
SVIL with the substitution of Ser238 (SVIL-S238A) to alanine inhibited progression of 
cytokinesis. Furthermore, aberrant ingression of cytokinetic furrow was observed in 
SVIL-S238A expressing cells. Our results show that phosphorylation of SVIL is essential 
for the completion of cytokinesis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2011 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2012 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 
キーワード：細胞質分裂 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞分裂において、細胞は複製した DNA
を正確に娘細胞に分配しなければならず、
この分配異常は染色体を不安定化し、細胞
死、または細胞の癌化などを引き起こすと
考えられている。分裂期において複製した
染色体は凝縮し、細胞の赤道面に整列した
後、微小管によりそれぞれの娘細胞に運ば
れていく。その後細胞質分裂により二つの

細胞に分割される。これらの過程は多くの
タンパク質により複雑に制御されており、
その詳細はいまだ明らかでない部分が多い。
近年の研究により、PLK1、また Aurora
などのプロテインキナーゼが細胞分裂の進
行に重要な役割を担っていることが明らか
となってきた。癌においてはこれらの遺伝
子発現が亢進しており、癌との関連が注目
されている。また、PLK1 や Aurora に対
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する阻害剤は抗がん剤として注目されてい
る。我々はこれらのプロテインキナーゼの
細胞分裂における詳細な役割を検討するた
め、siRNA を用いたスクリーニングをおこ
なった。プロテオミクス解析から得たデー
タベースを基に、PLK1、Aurora などによ
り分裂期にリン酸化されている未知のタン
パク質を探索した。そしてこれらの遺伝子
に対する siRNA を HeLa 細胞に導入し、
細胞分裂の異常が誘導されるか調べた。そ
の結果、Supervillin（SVIL）の発現抑制
により、細胞分裂が顕著に阻害されること
が確認できた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞分裂において SVIL が
どのような役割を果たしているか明らかに
することである。 
 
３．研究の方法 
(１）．免疫染色による SVIL の局在の検討。 
SVIL の局在を明らかにするため、SVIL の抗
体を作成した。SVIL の N 末領域を GST との融
合タンパク質として大腸菌内に発現させ、タ
ンパク質を精製した。そしてそのタンパク質
をアジュバントを混和し、ウサギの皮下に注
射した。2週間ごとに 4回免疫した後、ウサ
ギを安楽死させ、全血を採取した。次に抗原
カラムを作成し、抗体を精製した。ウエスタ
ンブロットの結果、この抗体は SVIL を特異
的に認識することが確認され、免疫染色をお
こなった。HeLa 細胞をノコダゾールを用いて
分裂期に同調させ、その後ノコダゾールを抜
き、細胞を分裂期の様々な段階でアセトン/
メタノールを用いて固定した。そしてこの抗
体で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
SVIL の局在を観察した。 
さらに局在を検討するため、蛍光タンパク質
を融合した SVIL を細胞内に発現させ、その
局在を観察した。RT-PCR を用いて HeLa 細胞
の cDNA から SVIL をクローニングした。全長
のシークエンスを確認した後、レトロウイル
スベクターの GFP の下流に組み込んだ。次に
GFP-SVIL を発現する HeLa 細胞を作製した。
293T 細胞を用いて SVIL を含むリコンビナン
トのレトロウイルスを作成し、それを HeLa
細胞に感染させ、恒常的に GFP－SVIL を発現
する細胞を確立した。そして GFP-SVIL の局
在を抗 GFP 抗体を用いて観察した。 
 
(２）．In vitro kinase assay による SVIL の
リン酸化部位の同定。 
SVIL のアミノ酸配列を調べたところ、238 番
目のセリンが PLK1 によりリン酸化される可
能性があることが判明した。そこでこのセリ
ン、S238がリン酸化されるか in vitro kinase 
assay を用いて検討した。S238 をアラニン変

えた SVIL を作成し（S238A）、野生型、S238A
変異型 SVIL を大腸菌で作成し、精製した。
次に P32 でラベルした ATP 存在下で PLK1 を
混ぜ、30 分 30 度で反応させた。これをゲル
に流し、リン酸化を検出した。その結果、S238
変異型はリン酸化されないことが分かった。 
 
(３）．免疫沈降による SVIL 結合タンパク質
の同定。 
SVIL がどのようなタンパク質と結合するか
検討するため、免疫沈降を行った。細胞をノ
コダゾールを用いて分裂期に同調させ、SVIL
抗体を用いて内在性の SVILを免疫沈降した。
そして様々な抗体を用いて結合するタンパ
ク質を探索した。 
 
４．研究成果 
(１）．SVIL の発現抑制は細胞質分裂を阻害す
る。 
SVILに対するsiRNAを用いてその発現を抑制
したところ、多核細胞が顕著に増加すること
が確認された。さらに詳しく解析するため、
タイムラプス顕微鏡を用いて経時的に SVIL
の発現を抑制した細胞の分裂を観察した。そ
の結果、細胞質分裂は開始するが、途中で分
裂が止まり、分裂途中の細胞が融合すること
が判明した。この結果より、SVIL は細胞質分
裂において、分裂溝の収縮に関与しているこ
とが判明した。 
 
(２）．SVIL は Central Spindle に局在する。 
免疫染色により、SVIL は細胞質分裂時におい
て Central Spindle（CS）、また midbody に局
在することが判明した。CSとは細胞の両極に
分かれた中心体から伸びた微小管が逆方向
に交差する部位である（図１）。さらに
GFP-SVIL を導入して局在を検討したところ、
同様な局在が観察された。これらの結果から、
SVIL は細胞質分裂において CS、そして
midbody に局在することが明らかとなった。 
 
 



 

 

(３）．SVIL の 238 番目のセリンは PLK1 によ
りリン酸化される。 
PLK1 は細胞分裂の進行に必須なプロテイン
キナーゼである。SVIL のアミノ酸配列を調べ
たところ、238 番目のセリンがリン酸化され
る可能性があることが分かった。In vitro 
kinase assay をおこなったところ、PLK1 が
直接この部位をリン酸化することが分かっ
た。S238 のリン酸化特異的な抗体の作成を試
みたが、作成は失敗に終わった。タンパク質
のリン酸化が見かけ上の分子量の増加を起
こすことがある。PLK1を過剰発現すると SVIL
の分子量の増加がウエスタンブロットにて
観察された。そこで S283 をアラニンに変え
た S238A SVIL を細胞内に PLK1 と共に発現
させ、ウエスタンブロットを行ったところ、
見かけ上の分子量の増加がみられなかった。
以上より、SVIL の S238 は PLK1 によりリン酸
化されると考えられる。さらにこの局在が
SVIL の CS への局在に必要か検討した。細胞
を PLK1 阻害剤存在下で培養し、分裂期にお
ける SVIL の局在を検討した。その結果、PLK1
の活性が低下した状態では SVIL が CSに局在
できないことが判明した。さらに変異型 PRC1
を用いて確認した。PRC1 は CS に局在するタ
ンパク質であり、そのリン酸化は PLK1 が CS
に局在するのに重要である。リン酸化されな
い変異型 PRC1 を発現すると PLK1 は CS に局
在できない。この条件で SVIL の局在を検討
したところ、SVIL の CS への局在が顕著に抑
制された。さらに S238A-SVIL は CS へ局在で
きなかった。これらの結果は、PLK1 による
S238のリン酸化がSVILの CSへの局在に重要
であることを強く示唆する。 
 
(４）．SVIL のリン酸化は PRC1 との結合を制
御する。 
リン酸化された SVIL が CSに局在するために
は、SVIL は CS に存在する何らかのタンパク
質と結合すると推測される。そこで免疫沈降
により、SVIL とどのようなタンパク質が結合
するか探索した。その結果、PRC1 と呼ばれる
CS の構造タンパク質が SVIL と結合すること
が確認できた。SVIL と PRC1 の結合は分裂期
に特異的であった。SVIL の中央部分と PRC1
の N 末端が結合に重要であった。この結合は
SVIL のリン酸化特異的であり、S238 をアス
パラギン酸に変換すると、結合が顕著に低下
した。セリンをアスパラギン酸に変換すると、
リン酸化された状態をまねることができる。
これらの結果は SVIL の S238 のリン酸化が
PRC1 との結合を制御することを意味する。 
 
(５）．SVIL の収縮環の収縮に必須である。 
細胞分裂時に二つの娘細胞に分離した染色
体の中間における細胞膜直下に収縮環と呼
ばれる構造体が形成される。収縮環は主にア

クチンとミオシンからなり、ミオシンの活性
化により収縮環は収縮する。SVIL の発現を抑
制した細胞の分裂をタイムラプス顕微鏡を
用いて経時的に観察した。その結果、収縮環
の縦幅が顕著に増加することが観察された。
さらに SVIL のリン酸化が収縮環の正常な収
縮に必須であるか検討した。S238A-SVIL を細
胞に発現させ、内在性の SVIL を siRNA を用
いて抑制し、細胞分裂をタイムラプスで観察
した。S238A を発現させると SVIL を抑制した
時と同様に、収縮の異常が観察された。この
結果は、S238 のリン酸化収縮環の収縮に重要
であることを示唆する。SVIL にはミオシンと
アクチンに結合する部位がある。アクチンも
ミオシンの細胞質分裂に重要である。そこで
SVIL とアクチン、またはミオシンとの結合が
重要であるか検討した。アクチンとの結合領
域を欠損したAct-SVIL、またはミオシンと
の結合領域を欠損したMyo-SVIL を細胞に発
現させ、siRNA を用いて内在性の SVIL の発現
を阻害し、細胞分裂を観察した。その結果、
ミオシン SVIL との結合が収縮環の収縮に必
須であることが判明した。 
 
(６）．SVIL は収縮環におけるミオシンのリン
酸化に関与する。 
収縮環の収縮には RhoA タンパク質が重要な
働きをしている。CS に局在する MgcRacGAP や
Ect2 が RhoA の収縮環への局在と活性化に必
須である。活性化した RhoA は RHO kinase な
どの下流シグナルを活性化し、ミオシン軽鎖
のリン酸化を促進する。そのリン酸化の結果、
ミオシンが活性化され収縮環は収縮する。
SVIL の発現抑制が収縮環の収縮を阻害する
ことから、SVIL がミオシンの活性化に重要で
あるか調べた。SVIL の発現を抑制した分裂期
の細胞をリン酸化ミオシンの抗体で染色し
たところ、リン酸化が顕著に抑えられている
ことが分かった。さらに SVIL のリン酸化が
ミオシンのリン酸化必須であるか検討した
ところ、S238A-SVIL 発現細胞では収縮環にお
けるミオシンのリン酸化が低下した。また、
ミオシン結合部位を欠損した SVIL 発現細胞
では収縮環におけるミオシンのリン酸化は
低下した。これらの結果は、SVIL のリン酸化、
またミオシンとの結合が、収縮環におけるミ
オシンの活性化に重要であることを意味す
る。 
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