
	 

様式Ｃ－１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成２５年	 ４月２７日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：	 細胞分裂は精巧に制御され，細胞分裂制御の破綻は細胞の癌化，癌

の悪性化，細胞死に繋がる。本研究では，Src 型チロシンキナーゼによるチロシンリン酸化シ

グナリングが分裂期スピンドル形成に関与することを見出した。また，Src 活性の異常亢進に

より細胞質分裂が阻害され，二核細胞が形成されることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：	 Cell	 division	 is	 tightly	 regulated	 in	 order	 to	 prevent	 cancers,	 
cancer	 progression	 and	 cell	 death.	 In	 this	 study,	 we	 showed	 that	 tyrosine	 phosphorylation	 
signaling	 by	 Src-family	 tyrosine	 kinases	 is	 important	 for	 regulation	 of	 mitotic	 spindle	 
formation.	 In	 addition,	 cytokinesis	 fails	 upon	 an	 increase	 in	 Src	 activity,	 resulting	 
in	 generation	 of	 binucleated	 cells. 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
２０１０年度 1,900,000	 570,000	 2,470,000	 

２０１１年度 800,000	 240,000	 1,040,000	 

２０１２年度 800,000	 240,000	 1,040,000	 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,500,000	 1,050,000	 4,550,000	 

 
 
研究分野：	 生物 
科研費の分科・細目：	 生物系薬学 
キーワード：	 細胞分裂，チロシンリン酸化，Srcチロシンキナーゼ 
 
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る。細胞分裂

は染色体分配と細胞質分離から構成され，細

胞分裂の後半には並行して進行する。癌細胞

では，しばしば細胞質分裂の異常により

polyploid	 細胞（>4N）が産生する。polyploid

細胞の分裂は染色体の不均等分配を誘導す

る危険性をもち，癌細胞の polyploid 細胞産

生が染色体不安定性の原因の一つであると

考えられている。よって，細胞質分裂の異常

は polyploid 細胞を介して染色体不安定性

を誘導し，細胞の癌化，癌の悪性化に寄与す

ると考えられる。	 

	 	 Src 型チロシンキナーゼは細胞分裂にお
いて重要な役割を担っており，我々もこれま
で細胞質分裂の制御に関与することを示し
てきた。しかしながら，Src キナーゼによる
細胞分裂制御の全貌が解明されたわけでは
ない。一方，Src キナーゼにより細胞分裂が
制御されているのであれば，そのキナーゼ活
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性の異常が細胞分裂の異常を誘導する可能
性が考えられた。多くの固形癌において
c-Src の活性異常亢進が認められ，アクチン
細胞骨格リモデリングが癌の悪性化に関与
することが示されている。しかしながら，Src
過剰発現によるチロシンリン酸化シグナル
の異常が細胞分裂制御にどのような影響を
与え，さらには癌の悪性化と関連しているか
は不明であった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 	 Src 型チロシンキナーゼによる細胞分裂
制御機構の解明を目指し，Src シグナル経路
および紡錘体形成に着目して調べる。さらに，
Src 活性の異常亢進が細胞分裂に対し与える
影響を調べるため，キナーゼ活性が異常亢進
している癌遺伝子産物 v-Src を用い，細胞分
裂への影響を解析する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
	 	 ヒト大腸癌細胞株 HCT116，ヒト子宮頸癌
細胞株 HeLa	 S3，マウス繊維芽細胞株 NIH3T3
に Tet	 repressor 遺伝子を導入後，tet オペ
レーター下流に v-Src 遺伝子をつなげたプラ
スミド DNA を導入した。これらの細胞ではド
キシサイクリンの処理により，v-Src が発現
した。	 
	 
４．研究成果	 
	 

（１）Srcによる細胞分裂制御機構の解明：	 	 

	 

①	 Aurora	 B	 阻害剤存在下におけるSrc阻害

の効果：	 

	 	 Src型チロシンキナーゼ阻害剤	 PP2の単

独処理では，分裂期スピンドル形成に対する

影響は観察されなかったが，Aurora	 B阻害剤

と併用すると，PP2による単極性スピンドル様

の異常なスピンドル形成が観察された。ノコ

ダゾールによりprometaphase	 に同調し，リリ

ース１０分後における分裂期スピンドル形成

に対する影響を調べた結果，PP2処理により異

常スピンドルの形成が亢進した。PP2によるス

ピンドル形成異常は，HeLa	 S3細胞における

Srcの誘導発現により部分的に解除された。さ

らにSrc，Fyn，Yesを欠損させたマウス線維芽

細胞であるSYF細胞と，この細胞にc-Srcを恒

常的に発現させたSYF/c-Src細胞株を用いて，

Srcの発現の影響を調べた。Srcの発現は，

Aurora	 B	 阻害剤存在下における中心体から

のアスター形成を促進させた。以上の結果よ

り，Srcはスピンドル形成を制御することによ

り分裂期の制御に関与することが明らかにな

った。	 

	 

②	 細胞分裂期におけるSrcシグナリング：	 	 

	 	 分裂期におけるERKキナーゼの活性を調

べた結果，Srcキナーゼ活性に依存してERKが

活性化されることがわかった。SrcおよびERK

の細胞内局在を調べた結果,分裂期スピンド

ルにERKが局在すること,分裂前中期の前半の

時期において,スピンドル付近にSrcが局在す

ることを見出した。c-Src，c-Yes，Fyn	 ノッ

クアウトマウス繊維芽細胞(SYF細胞)と，この

細胞にc-Src遺伝子を導入した細胞で分裂期

スピンドルの安定性を比較した。その結果，

Srcの発現によりスピンドル安定性が増加し

た。また，Srcキナーゼ阻害剤およびMEK阻害

剤によるERKの阻害はスピンドル安定性を低

下させた。以上の結果より，細胞分裂期にお

いてSrcはMEK/ERK	 経路を活性化し，スピンド

ル安定性に関与することを明らかにした。	 

	 

（２）Src活性異常亢進が細胞分裂へ与える影

響：	 	 

	 

①	 細胞増殖に対するv-Src発現の影響：	 

	 	 Src活性の異常亢進型であるv-Srcの誘導

発現株を樹立した。この細胞は，ドキシサイ

クリンで処理する事によりv-Srcを誘導発現

し，E-カドヘリンの分解などによる細胞の浮

遊化を誘導した。さらに，チロシンリン酸化

レベルの亢進，ERKの活性亢進を誘導した。細

胞増殖に対するv-Src発現の影響を調べた結

果，v-Srcの発現レベルに依存した増殖阻害が

観察された。同様な細胞増殖阻害効果がヒト

子宮頸癌細胞株HeLa	 S3細胞，マウス繊維芽細

胞株NIH3T3細胞においても観察された。	 また，

フローサイトリーを用いた細胞周期解析によ

り，v-Src発現は細胞周期の異常を誘導するこ

と，顕微鏡観察により二核化を誘導すること

を見出した。HeLa	 S3細胞，NIH3T3細胞におい

ても同様な二核細胞の増加が観察された。さ

らに，内在性c-Srcの誘導発現株を樹立して調

べた結果，c-Src過剰発現によっても二核細胞

の増加が観察された。以上の結果より，Src

型チロシンキナーゼの活性異常亢進は，細胞

周期や分裂期の進行に影響することが示唆さ

れた。	 	 

	 

②	 細胞分裂制御キナーゼへの影響：	 

	 	 細胞分裂制御に関与するAurora	 Bキナー

ゼに着目し,v-Src発現細胞で細胞内局在を調

べた結果,分裂後期におけるミッドゾーン局

在が消失した。	 

	 



③	 細胞質分裂への影響：	 

	 	 細胞二核化の原因として細胞質分裂阻害

が推定された。よって，v-Src誘導発現株にド

キシサイクリンを添加してv-Srcを発現させ，

time-lapse	 解析を行なった結果，v-Src発現

による細胞質分裂阻害が観察された。	 

	 

④	 中心体数への影響：	 	 

	 	 細胞周期 S 期および G2 期において複製

された中心体は細胞分裂により二つの娘細

胞へと分配されるため，細胞質分裂の阻害は

中心体数の増加を引き起こす。そこで，v-Src

誘導発現細胞株にドキシサイクリンを添加

して培養し，中心体マーカーであるγチュー

ブリンを免疫染色して中心体数を調べた。そ

の結果，v-Src 発現による中心体数の増加が

観察された。	 

	 

⑤	 スピンドルチェックポイントへの影響：	 	 

	 	 二核化した細胞は，中心体数の増加によ

り異常なスピンドルを形成するが，通常はス

ピンドルチェックポイントの働きにより異

常な細胞分裂はおこらない。v-Src 誘導発現

細胞株にドキシサイクリンを添加して培養

し，微小管重合阻害剤であるノコダゾールを

加えてチェックポイントを活性化し，チェッ

クポイントが機能しているか調べた。その結

果，v-Src 発現によりチェックポイントが部

分的に阻害されていることがわかった。	 

	 

	 	 以上のことから,Src 型チロシンキナー

ゼは細胞分裂制御に関与し,活性の異常亢進

は細胞質分裂異常を誘導することを明らか

にした。Src 活性が亢進しているがん細胞に

おいても細胞分裂異常を引き起す可能性が

示唆された。	 
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