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研究成果の概要（和文）：　本研究により、新規の染色体タンパク質を複数同定した。そのうちCENP32、CSAPは、正確
な細胞分裂維持機能を担っていることを発表した。具体的には、CENP-32は、星状微小管を正確に伸長させ、正常なBip
olarスピンドルを形成するのに必須である。また、その欠失は星状微小管の伸長に異常をきたすことで、Anastralスピ
ンドルの形成を促すことが分かった。CSAPは、スピンドル極周辺の微小管のうちポリグルタミン酸化修飾されたチュー
ブリンに結合し、スピンドルを安定化させる機能を持つことが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study we identified CENP-32. CENP-32 appears to be required for 
centrosomes to integrate into a fully functional spindle that notonly nucleates astral microtubules, but 
also is able to nucleate and bind to kinetochore andcentral spindle microtubules. Additional data suggest 
that NuMA tethers microtubules at the anastral spindle poles and that augmin is required for centrosome 
detachment after CENP-32 depletion, possibly due to an imbalance of forces within the spindle.
Next we identified CSAP and proposed that CSAP associates with MTs around centrosomes to stabilize MTs 
during mitosis, ensuring proper bipolar spindle formation and maintenance.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	
染色体を正確に複製、分配し、次世代細胞

へと自身のゲノム情報を受け継ぐことは、生
物にとって最も基本的な性質の一つである。
その正確性は染色体上のタンパク質によっ
て制御されており、それらの異常は染色体数
異常やがん化につながる。そこで現在、既知
のタンパク質の機能の解析が盛んに行われ
ているが、どのようなタンパク質によって制
御されているのか全く分かっていない染色
体凝縮や分配の機構も存在する。例えば分裂
期に染色体を凝縮するタンパク質としてコ
ンデンシン複合体以外の因子の存在が近年
示唆されているが、それは未だ同定されてい
ない。あるいは正常な染色体分配のためキネ
トコアにおいて両端からの微小管の張力の
釣り合いをいかにして感知しているのか、な
ど明らかにすべき問題は多く存在する。そこ
で我々は、こうした機構にかかわる未知の制
御タンパク質に迫るために、分裂期染色体の
完全なタンパク質組成を決定することを目
的として研究を進めた。さらに、我々は、独
自のアルゴリズムである多次元プロテオミ
クスを開発し、この手法がこれまでの手法と
は桁外れに精度の高いスクリーニング法で
あることを示すと同時に分裂期染色体の分
配機構の一端をも見いだした。そこで本研究
では、更なる機能的分裂期染色体タンパク質
同定のため、上記の解析で染色体タンパク質
と予測されるタンパク質の局在とそのノッ
クダウンの表現型を確認し、癌原因遺伝子と
なり得る研究対象を見いだし、その分裂期で
の機能を明らかにすることを目的として研
究を進めた。	
	
２．研究の目的	
本研究の目的は、分裂期染色体の凝縮や分

配機構に関わる新規のタンパク質を同定す
ることである。そのために、これまでの多次
元プロテオミクスのデータを基にした以下
のスクリーニング的解析を行う。	
	
３．研究の方法	

①	標的タンパク質をコードする ORF のク
ローニング	
	 ヒト Hela 細胞より抽出した全 mRNA から逆
転写酵素とポリ T オリゴマーを用いて cDNA
ライブラリーを作製した。作製された cDNA
を鋳型に、標的となるそれぞれのタンパク質
の ORF を PCR 反応で増幅する。増幅した ORF
は Gateway システムのエントリーベクタに導
入する。Gateway システムを用い、それを GFP
との融合タンパク質で発現するためのベク
ターに簡便に組み換えた。	
	

②	標的タンパク質の分裂期細胞内での
局在の観察	
標的タンパク質を GFP との融合タンパク質

の形で発現するプラスミドを HeLa 細胞に導
入し、２４時間後、0.1%の TritonX100 で洗

浄後 4％のパラホルムアルデヒドで固定化し
た。固定化した細胞は DAPI によって染色体
を染色した後に蛍光顕微鏡で観察した。ヒト
ホモログのないニワトリ特異的なタンパク
質の局在を見る場合は、作製した GFP 融合タ
ンパク質発現プラスミドを DT40 細胞に導入
し、24 時間後に同様の方法でその局在を観察
した。	

	

③	既知の染色体タンパク質を標識にし
た共局在の確認	
	 実際に分裂期の染色体に局在を示すタン
パク質に関は、セントロメアへの局在を示す
CENP-C、染色体表面上への局在を示す Ki-67
などに対する抗体を用いた間接蛍光法とと
もに GFP の共局在を調べることで、その結果
を確認した。	

	

④	RNAi による、興味深い局在を示すタン
パク質のノックダウンの表現型解析	
上記の実験で、実際に分裂期の染色体に局

在を示した新規染色体タンパク質について、
発現抑制が引き起こす分裂期染色体の挙動
の変化を観察した。そのために、一つの標的
タンパク質に対しそのタンパク質をノック
ダウンする複数の種類の siRNA オリゴを設計、
作製し、それぞれを個々に HeLa 細胞に導入
し、それぞれが引き起こす染色体の異常を各
種抗体を用いた蛍光染色法で観察した。	

	

⑤ノックダウン細胞の分裂期プロファイ
リング	
ノックダウンにより分裂前期、前中期、中

期、後期そして末期とどの期間で分裂期の進
行が止まっているのかを調べた。そのために、
siRNA 導入後、48 時間あるいは 60 時間後の
細胞に、CENP-C 抗体とαチューブリン抗体を
用いた間接蛍光法と DAPI 染色を施し、蛍光
顕微鏡で観察した。この観察により調べた分
裂期のプロファイリングから、他の既知の染
色体タンパク質との関係を考察した。また、
本実験にライブセルイメージングの技術を
導入することで、分裂期の進行と得られる表
現型との関係をより詳細に調べた。	
	
４．研究成果	

①	 CNEP-32 の発見とその機能解析	
	 CENP-32 は分裂期のスピンドルに局在する
タンパク質で、その欠失は、中心体のスピン
ドルからの離脱を促すことが分かった。また、
中心体離脱後のスピンドルが染色体整列の
機能を有していることから、研究代表者はこ
れを Anastral スピンドルとし、その形成と
維持の機構を調べることとした。	
第一に、CENP-32 の欠失細胞においてスピ

ンドルからの中心体離脱後に、中心体あるい
は中心体周辺に局在するタンパク質がどの
よ う に 振 る 舞 う の か 、 γ -Tubulin,	



 

 

Pericentrin,	 CDK5RAP2,	 AuroraA,	 NuMA,	
CG-NAP などを認識する抗体を用いた免疫染
色で観察した。その結果、離脱した中心体に
は CG-NAP と NuMA が局在しないことを見出し
た。しかし、NuMA に関しては中心体が離脱し
たスピンドル極には正常に局在していた。こ
れらの事実は、CENP-32 の欠失細胞では中心
体の成熟に異常が起こっていることと、中心
体が離脱しても NuMA の作用でスピンドルが
その極を維持することを示している。実際に
CENP-32 と NuMA を同時に欠失させると、機能
的な Anastral スピンドルは形成されなくな
る。加えて、中心体のスピンドル極からの離
脱は、Augmin 依存的に引き起こされることも
明らかにした。また、透過型電子顕微鏡を用
いた CENP-32 の欠失細胞の分裂期中心体の構
造観察より、星状微小管が著しく短くなるこ
とと、冷却処理を用いた微小管脱重合後の再
伸長実験より、CENP-32 の非存在下では星状
微小管の成長が阻害されていることが示さ
れた。	
	 以上の事実から、CENP-32 は星状微小管を
正確に伸長させ、正常な Bipolar スピンドル
を形成するのに必須である。また、その欠失
は星状微小管の伸長に異常をきたすことで、
Anastral スピンドルの形成を促すことが分
かった。	

	

②	 CSAP の発見とその機能解析	
	 CENP-32 同様に、未知タンパク質 C1orf96
も、多次元プロテオミクスから分裂期におけ
る機能が示唆された。そこでその局在を調べ
たところ、C1orf96 は中心体への局在を示し
た。実際に、最近別グループからこのタンパ
ク 質 が Centriole,	 Cilia	 And	
Spindle-Associated	Protein	CCSAP/CSAP と
して発表された。研究代表者は、この事実に
加えて、その過剰発現によりスピンドル極が
３つ以上形成される multi-polar	表現系を
示すことを見入だした。また、g-Tubulin に
よる免疫染色を施すことで、形成されたスピ
ンドル極に中心体が存在するか調べたとこ
ろ～55%のスピンドル極が中心体非依存的に
形成されていることが示唆された。また、コ
ールドトリートメントやノコダゾール処理
により、スピンンドル微小管の脱重合を促し
たところ、CSAP が結合した領域の微小管のみ
が脱重合を阻害されていることが明らかに

なった。これらの事実から、CSAP は中心体周
辺の星状微小管に結合し、スピンドルを安定
化させる作用を持つことが示唆された。また、
CSAP の結合した領域には NuMA や AuroraA な
どの中心体周辺タンパク質もリクルートさ
れることを確認しており、その作用が擬似ス
ピンドル極の形成を促していると考えられ
た。さらに、CSAP の欠失は NuMA をはじめと
する中心体周辺タンパク質の局在異常を引
き起こすことを明らかにした。CSAP は翻訳後
修飾のひとつである Glutamylation された
Tubulin に結合することが示されており、そ
れらはスピンドル極周辺に局在する。したが
って、CSAP は Glutamylation されたスピンド
ル極周辺の微小管に結合し、安定化させる機
能を持つことが示唆された。	
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