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研究成果の概要（和文）：細胞分裂の新規調節因子を探索するため siRNA ライブラリを使いス

クリーニングを行った。分裂期にリン酸化されるタンパク質のデータベースをもとに遺伝子を

選び検討したところ Mammalian Misshapen-like kinase 1 (Mink1)が細胞分裂に必須なタンパク質で

あることを見出した。Mink1が細胞分裂の中でも特に細胞質分裂の最終段階である離断に関与すること、

PP2Aの調節サブユニットであるSTRN4と直接結合しSTRIPAK (striatin interacting phosphatase and 
kinase)と呼ばれる複合体を形成していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：To search for novel regulators of cytokinesis, we performed a screen using 
a library of siRNAs and found that Mammalian Misshapen-like kinase 1 (Mink1) was essential for 
cytokinesis. We found that Mink1 is required for the completion of abscission, the final stage of 
cytokinesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分裂において、細胞は複製した二組の
染色体を二つの娘細胞に正確に分配しなけ
ればならず、この分配異常は染色体の不安定
性を引き起こし、細胞死または細胞の癌化な
どに繋がる。細胞分裂の過程は多くのタンパ
ク質により複雑かつ精密に制御されている。
近年になり細胞分裂に関する複数のプロテ
オーム解析が行われ、今まで報告されてきた
タンパク質よりも更に多くのタンパク質が
細胞分裂に関与している可能性が示唆され
た。 
 

２．研究の目的 
 細胞分裂の最終段階である細胞質分裂によ
って二つの娘細胞は完全に分離する。この過
程の異常は細胞の多核化を引き起こす重要
なステップである。しかしながら細胞質分裂
のメカニズムにはまだ不明な点が数多く残
されている。近年行われた複数の細胞分裂に
関するプロテオーム解析により示された
個々のタンパク質の機能解析はまだ十分に
行われておらず、この中に細胞質分裂の制御
に関わる重要なタンパク質が数多く埋もれ
ているのではないかと推測された。そこで本
研究課題ではこれらのデータベースを利用
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し新規の細胞質分裂制御タンパク質を同定
し、さらに詳細な細胞分裂メカニズムの解明
を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
 細胞質分裂に関わる新規分子を同定する
ために siRNA スクリーニングを行った。細胞
質分裂に関わる分子の多くが細胞分裂期に
リン酸化を受けていることが知られている。
そこで細胞分裂期にリン酸化されるタンパ
ク質のプロテオーム解析のデータから今ま
で報告のない７０の遺伝子をピックアップ
し、HeLa細胞を用いて siRNA でノックダウン
した。多核細胞の出現を指標に、各遺伝子の
細胞質分裂への関与の可能性を調べた。 
 
４．研究成果 
 siRNA を用いたスクリーニングにより
Mammalian Misshapen-like kinase 1 (Mink1)
をノックダウンすることにより多核細胞が
増加することが分かった。Mink1 は germinal 
center kinase (GCK) family に属するセリン
スレオニンキナーゼで分子量約 200kDのタン
パク質である。N 末にキナーゼドメイン、C
末に CNH ドメインがあり、両者間を
intermediate domain が繋ぐ構造をとってい
る。いままでに JNK や Smad の経路を介して、
細胞骨格や癌遺伝子誘導性の細胞老化に関
与しているとの報告がある。しかしながらそ
の機能の詳細は未だ不明である。 

HeLa 細胞を Mink1 の siRNA で処理し、72
時間培養後にチューブリンと核を免疫蛍光
染色し細胞の状態を観察した。するとコント
ロール siRNAで処理した細胞では２－３％で
あった多核細胞の出現が Mink1 の 2 種類の
siRNA で処理した細胞では２０％前後に増加
していた。また siRNA 抵抗性の Mink1 を強制
発現させた場合、多核細胞の出現は抑制され
たが、Mink1 の kinase dead 変異体(K54R)を
強制発現させても多核細胞の発現抑制は起
こらず、Mink1 が正常な細胞分裂に必要であ
ること、さらに Mink1 のキナーゼ活性が正常

な細胞分裂には必要であることが明らかと
なった（Figure 1）。 

     
細胞の多核化が細胞分裂のどの段階の異

常で起こっているのか検討するために HeLa
細胞を Mink1 の siRNA で処理しタイムラプス
顕微鏡で細胞分裂の様子を観察した。その結
果細胞分裂の最終段階である細胞質分裂が
うまくいかず２核になる細胞が多数観察さ
れた。また一見正常に細胞分裂が進行してい
ると思われる細胞でも分裂終期から細胞質
分裂の終了までの時間の延長が認められた。
これらの結果から Mink１が細胞質分裂の正
常な進行と完了に必要なタンパク質である
ことが明らかとなった。また Mink1 の局在を
検討するために GFP-Mink1の細胞内局在の検
討や抗体を用いた蛍光免疫染色を行ったが、
間期、細胞分裂期の両時期で Mink1 は細胞質
内にびまん性に存在し、特異的な局在を示さ
なかった。 
 

  
プロテオミクスデータでは Mink1は細胞分

裂期にリン酸化を受けるとされているため
HeLa 細胞をノコダゾールで同調し、その後リ
リースして Mink1 のリン酸化と MBP を基質と
したキナーゼ活性の変化を in vitro kinase 
assay を行い検討した。その結果 Mink1 は分
裂期の開始時からリン酸化されており、分裂
の進行とともにリン酸化レベルの低下が認
められた(Figure 2)。また Mink1 のキナーゼ
活性もリン酸化と同様に分裂期の開始時に
最大でその後分裂の進行とともに低下する
ことが明らかとなった。次に Mink1 をリン酸
化する酵素を検討した。阻害剤を用いた実験
とin vitro kinase assay によりCDK1とPLK1
の両者によりリン酸化される可能性が示唆
された。 
 
 Mink1 の細胞質分裂における機能を解明す
るために、どのようなタンパク質と相互作用
して機能しているか探索した。Mink1 の抗体
を用いて Mink1 を免疫沈降し、免疫沈降複合



 

 

体を質量分析装置にかけて解析した。その結
果、STRN4 や PPP2CA といった phosphatase２
Ａを構成するタンパク質が同定されて、これ
らのタンパク質が Mink1と複合体を形成して
いることが推測された。これらのタンパク質
の中で最もスコアが高値であった STRN4につ
いて HeLa 細胞での内在性タンパク質間の結
合を Mink1 抗体、STRN4 抗体を用いて調べた

ところ両者の結合が確認された。そこで
STRN4の遺伝子をクローニングし293T細胞を
用いて Mink1とともに過剰発現させ結合の有
無をみた。その結果から特に Mink1 と STRN4
は直接結合していると考えられた。更にプル
ダウンアッセイも行い結合を確認した。また

この結合が間期、細胞分裂期において何か変
化があるかどうかノコダゾールを用いた細
胞同調後のリリース実験を行い検討したと
ころ、細胞周期全体をとおして両者は結合し
ていることが明らかになった (Figure 3)。
STRN4 や PPP2CA は striatin interacting 
phosphatase and kinase (STRIPAK)と呼ばれ
るタンパク質複合体の構成分子であること
が知られている。STRIPAK とはごく最近報告
されたタンパク質複合体であり、フォスファ
ターゼの 1 種である PP2A holoenzyme と GCK
ファミリーキナーゼをコアとし、その他の機
能不明なタンパク質数種からなる。PP2A 
holoenzyme の調節サブユニットは striatin 
(STRN)とされている。このことから、Mink1
が STRN4 とともに STRIPAK の 1種を形成して
いると考えられた。                                       
                                      
細胞分裂期にも Mink1 と STRN4 が結合してい
るという結果から、STRN4 も細胞分裂に何ら
かの関与があると考えられた。そこで HeLa
細胞において STRN4 を siRNA を用いてノック
ダウンし免疫蛍光染色とタイムラプス顕微
鏡で細胞分裂異常を観察したところ、Mink1
と同様に多核細胞の増加や細胞分裂異常が
認められた。またこの現象は siRNA 耐性の
STRN4 遺伝子を導入することにより救済され
た(Figure 4)。このことから、Mink1 と STRN4
が形成する STRIPAKが複合体として細胞分裂
に関与していると考えられた。 
 
最後に Mink1 と STRN4、PP2A holoenzyme と
の関係を in vitro kinase assay を用いて検
討した。その結果、STRN4 とともに PP2A の触
媒サブユニット、構造サブユニットを添加す
ると、Mink1 のリン酸化の低下、キナーゼ活
性の低下が認められた(Figure 5)。 
 
 本研究課題により、細胞質分裂に関わる新
規分子としてセリンスレオニンキナーゼ
Mink1 を見出した。Mink1 はキナーゼとフォ
スファターゼの両者を含む特異的なタンパ
ク質複合体である STRIPAK を形成していた。
STRIPAK の制御機構や生理的機能には不明な
点が多く、今後の研究が必要である。 
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