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研究成果の概要（和文）： 

染色体が正常に分離するためには、姉妹染色分体の結合の解除と姉妹染色分体の紡錘体極の方
向への引き離しが協調的に起こる必要がある。本研究により、セパレースはプロテアーゼとし
て活性化したのち、Cdk1 キナーゼ活性を抑制することにより，姉妹染色分体の紡錘体極の方向
への引き離しを促進することがあきらかになった。したがって、セパレースが 2つの役割を同
時にはたすことにより正確な染色体分離を保証していると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to ensure faithful chromosome segregation, cells have to coordinate the 
dissociation of cohesion and subsequent induction of poleward movement of disjoined 
sister chromatids. We found that separase inhibited the Cdk1 kinase activity upon 
its proteolytic activation to facilitate poleward movement of sisters. Thus, by 
consecutively acting as a protease and a Cdk1 inhibitor, separase coordinates two 
key processes to ensure faithful chromosome segregation. 
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１．研究開始当初の背景 

がん細胞は、細胞分裂の度に染色体数が変動

する「染色体不安定性」と呼ばれる性質を有して

いることがあり、この性質を獲得することが転移

や浸潤といったがんの生物学的悪性度と相関し

ていることが知られている。その臨床的な重要性

にも拘らず、染色体不安定性の発生メカニズム

は、よく分かっていなかった。 

    ヒトの細胞では、染色体が中期赤道面に整

列した後に、忽然と全ての姉妹染色分体が同時

に分離しそれぞれの極へと引っ張られて分離す

ることが知られている。この分離の適切なタイミン

グはどのような仕組みで決定されているのか？

動原体より発信する「紡錘体チェックポイント」シ

グナルは、動原体と微小管の正しい結合が完了

するまで後期の開始を抑制することによって、分

離のタイミングを規定している。我々は、紡錘体

チェックポイント信号の源泉を探る目的で動原体
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の動態を生きた細胞で可視化することを試

み、“動原体ストレッチング”と命名した現

象を発見した（Uchida et al., 2009）。この

現象が紡錘体チェックポイントの解除を促

して 染色体分離を誘導する動原体の運動で

あることが判明したので、現在、染色体不安

定性との関連性を調べている。 

 

２．研究の目的 

正確な染色体分離は、正確な動原体と微小管

の結合によって達成されるが、その成否は紡

錘体チェックポイントが厳重に監視してい

る。しかし、チェックポイントを通過した細

胞には安定した染色体分配が保証されてい

るのか？ ヒトの細胞は、後期の開始時に 染

色体が「いっせいに」分離するという特徴が

あるにも拘らず、「染色体分離の同期性」に

ついてはほとんど研究されていないため、そ

の生物学的意義は未だ全く分かっていない。

本研究では「染色体分離の同期性」に着目し、

そのメカニズムの解明に挑戦する。がん細胞

における「染色体不安定性」の病態究明の一

歩とする。 

 

３．研究の方法 

（１） 単極後期の開始と紡錘体チェックポ

イントとの関連性の検討 

後期のモデルとして単極後期を扱う前に、２

極後期との相違を多角的に検討する必要が

ある。単極後期の誘導は Aurora B 阻害薬添

加約 40分後に観察されるので (Hauf et al., 

2003)、Aurora B の不活性化が間接的に後期

を誘導したと考えられる。先ず、通常の２極

後期と同様に、単極後期の開始が紡錘体形成

チェックポイントの解除を伴うのかを調べ

ることは重要である。そのために、紡錘体形

成チェックポイント活性の最終的なアウト

プットを検出するため、APC/C の分解標的タ

ンパク質であるサイクリン B及びセキュリン

を蛍光標識した生細胞において単極後期あ

るいは２極後期を観察し、これらのタンパク

質の分解動態を定量する。次に、チェックポ

イント分子である Mad2, BubR1 などの細胞内

動態、微小管と動原体の結合状態、Cdk1 ほか

分裂期キナーゼの活性、を経時間的に検討し、

主として紡錘体形成チェックポイントの解

除の観点から、単極後期と２極後期との類似

性を明確にする。  

 

（２） K-fiber による牽引力の瞬発的増大

を誘導するスイッチング機構の解明 

単極後期における「同期した染色体の極方向

への移動」を制御していると考えられる微小

管が、 

どのような機構で瞬発的に牽引力を増大さ

せるのかを解明することが、同期性の中核を

なすと考えられる。先ずチューブリンおよび

微小管の重合脱重合の指標となる EB3を可視

化した細胞を樹立して、単極後期開始に伴う

微小管動態の変化を観察する。次いで、制御

機構について、酵母の後期で Cdk1 と拮抗す

る Cdc14 が INCENP を脱リン酸化するという

反応が後期に特異的な微小管動態に必須で

あることが知られているので (Pereira and 

Schiebel, 2003)、そのヒト相同遺伝子にお

いて同様の機構の存在を調べる。具体的には

INCENP の疑似リン酸化変異体の導入によっ

て、染色体の極方向への移動の同期性が損な

われている可能性がある。Cdc14 に相当する

分子はヒト細胞で見つかっておらず、候補と

なるフォスファターゼについてノックダウ

ンでその関与を検討する。 

 微小管動態観察の結果、K-fiber の選択的

な脱重合が起こっている可能性があるが、そ

の場合は、候補となる脱重合促進するモータ

ータンパク質の活性 ON/OFF こそが、同期性

の根源的反応であるかもしれない。脱重合活

性の ON/OFF はリン酸化による制御が知られ

ているので、INCENP 脱リン酸化に関与するフ

ォスファターゼと Cdk1 との間で、緩やかな

生化学反応を瞬間的な変化に変換するよう

な「スイッチ」が存在していることが想定さ

れ、数理的なモデリングによる理解を試みる。 

 

（３） 染色体分離の開始とセパレースの活

性化及びコヒーシン分解のキネティックス

測定 

単極後期で観察された「同期した染色体の極

方向への移動」は、教科書的な理解に反し、

コヒーシンの分解とは独立して、姉妹染色分

体を引っ張る「エンジン」が別に存在してい

ることを意味している。また、我々は先行研

究において、微小管作動薬によって紡錘体形

成チェックポイントを稼働させた状態にお

いて、部分的なセパレースの活性化が起こっ

ている可能性を見出しているが、このことも

コヒーシンの分解が染色体分離の直接的な

引き金ではないことを支持している 



 

 

(Nakajima et al., 2007)。従って、コヒー

シンを分解するセパレースの活性化と染色

体分離とのタイミングを明確することが重

要だが、細胞内に微量にしか存在しないセパ

レースの活性を計測するのは難題である。そ

こで、本研究では、セパレース活性のレポー

ター細胞の開発に挑戦する。 

   セパレースの切断配列を含むペプチ

ドの両端に (Hauf et al., 2001)、緑色蛍光

(AcGFP)および赤色蛍光(mCherry)を融合し

たプローブを作成し、それに染色体セントロ

メアへの局在化配列(INCENP 由来)を付加す

る。ペプチドが切断されると、赤色蛍光が遊

離して黄色が緑色に変化するという仕掛け

で、セパレース活性を検出することを試みる。

このセンサーを細胞に発現させて、細胞内局

在、後期における切断およびそのセパレース

依存性を検証する。その後に、中期から後期

への移行時、紡錘体チェックポイント稼動時

におけるセパレースの活性を経時間的に定

量し、これまで実は不明であったコヒージョ

ン解除と染色体分離のタイミングを明確に

する。 

 

４．研究成果 

コヒーシン切断酵素であるセパレースのバイ

オセンサー（特許出願済）を用いて染色体分

離の前後におけるセパレースの活性の変化を

測定したところ、セパレースは染色体全体で

染色体分離の直前に急激に活性化しているこ

とがわかった。そこで、このような急激な活

性化を可能にする機構を明らかにするために、

セパレースの抑制因子であるセキュリンある

いはサイクリンBの関与を調べたところ、それ

ぞれ個別にセパレース抑制ができない条件で

はセパレース活性化キネティックスには異常

は見られなかったが、両方ともセパレース抑

制できない条件においては染色体分離より大

幅に早く活性化が始まるが、弱い活性のまま

であることがわかった。さらにこの解析の過

程で、サイクリンBによってセパレースが抑制

されない条件では（上記のようにセパレース

活性化キネティックスは正常だが）、染色体

の極方向への移動に異常が見られた。詳細な

解析の結果、この異常がサイクリンB—Cdk1キ

ナーゼがセパレースによって抑制されなくな

っていることによることを突き止めた。した

がって、セパレースがコヒーシン切断と同時

に、サイクリンB-Cdk1キナーゼの活性を抑制

して微小管による牽引力の増大を促進してい

る、という予想外の結果を得たことになる（図

1）。以上の結果をまとめてDevelopmental 

Cell誌上にて報告した（Shindo et al., 2012）。 
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