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研究成果の概要（和文）：紡錘体チェックポイント(以下SAC)は、染色体が微小管と正しく結合するまで分配されない
よう分裂期に停止させる監視機構であり、その破綻は発がんに直結する。SAC-Onの機序の理解が進み、最終的にCyclin
 B/Cdk1活性を維持し分裂期停止に導くことが分かっている。一方、SAC-On細胞をSAC-Offに移行させ細胞周期を再開さ
せる機構は不明であった。この機構として、SIRT2によるオートファジー制御が重要であること、その仲介経路として
は当初予想していた中心体ではなく、オートファジー配下のある経路の活性が変化していることを突き止めた。今後こ
の経路をSAC-Offの制御候補経路とし解析を進める。

研究成果の概要（英文）：We previously identified SIRT2, a member of the sirtuin protein family, as a 
regulator of turning of SAC activation. We investigated whether SIRT2 regulates basal autophagy and 
whether it is mediated by centrosome function since SIRT2 knockdown cells exhibited the centrosome 
fragmentation during SAC cause by the exposure to microtubule inhibitors. We show, by combined knockdown 
of autophagy genes and SIRT2, that SIRT2 serves this function at least partially by suppressing basal 
autophagy levels. However, the centrosome function is not involved in this function. Alternatively, we 
identified　a possible pathway that mediates SAC-Off and the subsequent cell death among 
autophagy-regulated pathways and independently a cell cycle regulator. To delineate the relationship 
among autophagy and the regulatory pathway will lead to precise understanding of mechanism of SAC-Off and 
the subsequent cell death, which will increase the efficacy of microtubule inhibitors on tumor therapy.

研究分野：染色体医工学
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１．研究開始当初の背景 
紡錘体チェックポイント（Spindle Assembly 
Checkpoint: 以下 SAC）は、全ての染色体が
微小管と正しく結合するまで分配されない
ようM期中期に停止させる監視機構である。
正常細胞が通常条件で分裂しているときで
も、紡錘体-染色体の結合ミスは一定頻度で起
こっており、この監視機構の破綻は異数体化
を経由し発がんに直結する。この結合ミスは
試験管内細胞培養系においては微小管阻害
剤処理により誘発され、容易に SAC 活性化
（SAC-On）を再現できる。SAC-On の機序
については理解が進み、SACタンパクである
BubR1 等が関与して最終的には Cyclin 
B/Cdk1 活性を維持し分裂期停止に導くこと
が分かってきた。一方、SAC-On 細胞を
SAC-Off に移行させ細胞周期を再開させる
機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
我々は倍数体化抑制に働く新規 SAC タンパ
クとして脱アセチル化酵素 SIRT2 を同定し
ていたが、新たに SIRT2が SAC-Onから Off
への移行を担うことを見出した。さらに
SAC-Onの間、SIRT2は中心体構造の維持に
関与する（SIRT2がないと中心体崩壊がおこ
る）ことを報告した。 
この経路解明のため、SIRT2結合タンパ
ク群を探索したところ、HDAC6、Hsp70.1、
Hsp70.2などを同定できた。ここに示したも
の、とくにHDAC6は蛋白やオルガネラの品
質管理のためのバルク分解機構であるオー
トファジーに必要な分子である。上記の結果
に加え、SIRT2が間期の恒常的オートファジ
ーに対して阻害的に働くことが報告された
ことから、 SIRT2による SAC-Offにはオー
トファジー抑制が関与するのではないかと
考え検討する。さらに本研究では SIRT2, 
HDAC6, Hsp70sによるオートファジー制御
に着目し SAC-Offの機序解明をめざす。そし
てその意義を正確な染色体分配を司る中心
体機能の確保に求め検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) SIRT2による SAC-Offにオートファジー
抑制が必要であることを生化学的に検証し
確固たるものにする。 
 
(2)このオートファジー抑制に SIRT2 結合タ
ンパクとして同定した HDAC6、Hsp70s が
関与することを示す。 
 
(3)SIRT2とHDAC6・Hsp70sはオートファ
ジーの制御および SAC-Off 制御において分
子レベルでどのような関わりを持つのか（① 
脱アセチル化の基質なのか、単なる結合タン
パクなのか、②相互作用によりもたらされる
分子機能の変化、③上流・下流の関係）を知
る。 
 

(4) 中心体崩壊はオートファジー異常亢進に
由来するのかどうか明らかにする。もしそう
である場合には、中心体構造が確保されない
場合には SAC-Off が不可能なのかどうかを
知り、中心体構造保持と SAC-Off能との相互
関係を知る。 
 
(5)中心体が関与しない場合には、SIRT2の脱
アセチル化分子の標的を新たに探索する、あ
るいはオートファジー配下の他の経路に着
目するなど、柔軟に対応する。 
 
４．研究成果 
(1)中心体の関与について 

SIRT2 ノックダウン細胞で SAC-On 時に
見られた中心体崩壊は、オートファジーレベ
ルをもとに戻しても回復は見られなかった。
一方、SAC-Offのタイミングやその後の細胞
死が正常に回復したことから、オートファジ
ーは SAC-Offのタイミングを制御するが、そ
れは中心体保全や崩壊が仲介しているわけ
ではないことが考えられた。SIRT2ノックダ
ウン細胞でHDAC6を共ノックダウンするこ
とでオートファジーレベルとともに
SAC-Off やその後の細胞死が回復したこと
から同経路上で働いていると考えられる（発
表論文-雑誌論文⑤）。共に脱アセチル化酵素
である HDAC6 と SIRT2 とはお互いをタン
パクレベルでどのように制御するのかを解
析を進めていくことで SIRT2 がオートファ
ジーを制御する機序の詳細を今後解明して
いく予定である。 
 
(2)SIRT2 の脱アセチル化の新規標的分子と
しての SACタンパク BubR1の同定 

SIRT2 が SAC-Off を行う機序として新た
にアセチル化によりその安定性が上昇する
ことが報告されたSACタンパクBubR1に着
目して、SIRT2の標的となる可能性を検討し
た。その結果、BubR1 の 250 番目のリジン
残基を標的として脱アセチル化を行うこと
も見つけた。しかし、SIRT2による脱アセチ
ル化によるアセチル化レベルの変化では
BubR1の安定性および SACの活性に対する
変化は認められなかった（発表論文-雑誌論文
④にて報告）。このことは SIRT2の SAC-Off
の際の標的は BubR1 でも、前述の中心体で
もなく、別の経路であると考えられる。 
 
(3)オートファジーによる SAC-Off 制御の候
補経路（その１） 
これらの結果を受け、次に SIRT2 および
オートファジーが SAC-Off 制御をする機構
として、オートファジー制御下のシグナル経
路に着目することとした。その一つ、Protein 
A（ユビキチンリガーゼ）―Protein B（その
分解標的分子）経路については、SIRT2ノッ
クダウン細胞で、Protein Aが減少すること
がわかり、これはオートファジーが亢進して
いることと合う。Protein Aの減少に伴いそ



の分解標的である Protein Bのタンパク量や
活性が上昇することがよく知られている。
SIRT2 ノックダウン細胞では量的変化は認
められないものの、Protein Bが細胞質から
核内に蓄積することが分かった（図、未発表）。

この経路は実際に活性化しているのかどう
か、もしそうならこの経路が SAC-Offやその
後の細胞死誘導にどのように関与している
のかを次期研究テーマ課題として解析を進
めていくこととした。 

 
(4)オートファジーによる SAC-Off 制御の候
補経路（その２） 
微小核は、DNA 損傷を受けた染色体から
形成され、通常核から独立に存在する核であ
る。本研究の過程で SAC-Off後の四倍体細胞
の多くにこの微小核が形成されていること
がわかった。この現象は過去の報告（発表論
文-雑誌論文①、②）からは SAC-Off の結果
と予想され、微小核形成が SAC-Offを直接も
たらす可能性は考えにくいが、その後微小核
を有する細胞が死滅または増殖停止に至る
ことを考慮するとその引き金となる可能性
が期待される。オートファジー制御、微小核
形成、四倍体での細胞死の三者の関係につい
て今後解析を進めることで、未知の部分が多
い SAC-Off で四倍体化した細胞での細胞死
の機序の解明に寄与できる（発表論文-雑誌論
文⑤にて報告）。微小核はその存在が古くか
ら知られているもののその形成機序や意義
は不明の点が多い。本研究の今後の推進は、
この解明にもつながる。 
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