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研究成果の概要（和文）：微小管ダイナミクスが正しく制御されることは、有糸分裂期の正常な染色体分配に必須であ
る。
申請者は微小管結合タンパク質のEB2が有糸分裂期では微小管上の局在性を失い、また微小管結合性抗癌剤により有糸
分裂期停止を誘導することでリン酸化修飾されることを見出した。さらにCDK1およびAurora BによってEB2のN末端側領
域とセリン・スレオニンに富んだ中央領域がリン酸化され、微小管との結合親和性が負に制御されていた。非リン酸化
型EB2は染色体整列の遅延および染色体異数性を誘導することより、Aurora B/CDK1による有糸分裂期でのEB2のリン酸
化制御がゲノム安定性の維持に必要なことが示された。

研究成果の概要（英文）：Temporal regulation of microtubule dynamics is essential for proper progression 
of mitosis, and control of microtubule plus-end tracking proteins by phosphorylation is an essential 
component of this regulation. Here we show that Aurora B and CDK1 phosphorylate microtubule end-binding 
protein 2 (EB2) at multiple sites within the N-terminus and a cluster of serine/threonine residues in the 
linker connecting the calponin homology and end-binding homology domains. EB2 phosphorylation, which is 
strictly associated with mitotic entry and progression, reduces the binding affinity of EB2 for 
microtubules. Expression of non-phosphorylatable EB2 delayed formation of bipolar metaphase plates in a 
microtubule binding-dependent manner, and led to aneuploidy even in unperturbed mitosis. We propose that 
Aurora B and CDK1 temporally regulate EB2, as a downstream target of the spindle assembly checkpoint, 
thereby ensuring proper mitotic progression and genome stability.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 微小管結合性の抗癌剤は臨床上最も重要
な抗癌剤のひとつである。これまで微小管結
合性の抗癌剤に対する細胞応答は、有糸分裂
期において染色体上の動原体と微小管の正
確な結合を監視する動原体上のチェックポ
イント因子に関する研究が先行してきた。申
請者は微小管結合因子であるEB2が微小管結
合性抗癌剤存在下において有糸分裂期で重
要な役割を持つAurora Bキナーゼにより高度
にリン酸化さる新規細胞応答を発見し、非リ
ン酸化EB2を発現させた細胞は、染色体整列
に異常を示すことを確認した。 
 
２．研究の目的 
 活性化された Aurora B キナーゼが EB2 を
リン酸化する生物学的意義の解明、微小管結
合性抗癌剤の効果予測因子としてのAurora B
キナーゼ/EB2 経路の評価などの基礎研究を
行い、微小管結合性抗癌剤と相乗的効果をし
めす創薬標的を同定し創薬標的の候補につ
なげるための学術的基盤を確立することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) EB2 のリン酸化に関するリン酸化時期、
責任キナーゼおよびリン酸化部位の同定 
 細胞周期同調細胞を用いて様々な細胞周
期時期の細胞抽出液を調製し、ウェスタンブ
ロットにてEB2のリン酸化を観察することで
リン酸化される時期を特定した。また微小管
結合性抗癌剤によってリン酸化される時期
に、様々なリン酸化酵素阻害剤を併用するこ
とで、リン酸化修飾を阻害できるものを探索
した。また、そこで見出されたリン酸化酵素
のリン酸化コンセンサス配列の情報より、リ
ン酸化部位を推定し、そのアミノ酸アラニン
置換変異体（非リン酸化変異体）のリン酸化
状況を検証することでリン酸化部位の同定
を試みた。 
 
(2) EB2 のリン酸化がおよぼす生物学的意義
に関する解析 
 上記目的のために非リン酸化EB2変異タン
パク質発現細胞を樹立する。EB2 は微小管結
合タンパク質であるため、リン酸化修飾が微
小管との結合親和性に及ぼす影響を微小管
共沈実験により検証する。また、実際の細胞
内での EB2の局在が細胞周期あるいは EB2の
リン酸化状態で変化するのかを検証するた
めに免疫染色を行った。そして、EB2 のリン
酸化修飾の生物学的意義として細胞周期の
進行とりわけ有糸分裂期の進行の詳細観察
を行うため、生細胞を用いてライブイメージ
ングを行った。さらに、染色体安定性に対す
るEB2のリン酸化の必要性を検証するために、

非リン酸化EB2変異タンパク質を安定発現す
る正常細胞株を樹立し、細胞周期の進行回数
とともなう染色体数の変化を観察した。 
４．研究成果 
(1) 細胞周期におけるEB2の局在性およびリ
ン酸化 
 免疫染色により細胞周期の各フェーズに
おける EB2 の局在性を観察したところ、間期
には微小管の先端領域のやや後方の局在し
ており、有糸分裂期に入ると微小管上の局在
性を失うことが観察された。有糸分裂期の局
在性の消失と相関するように、EB2 の複数部
位がリン酸化されていることが観察された。
また微小管結合性抗癌剤や有糸分裂期進行
阻害剤などによるスピンドルチェックポイ
ント依存的な有糸分裂期停止を誘導したと
ころ、やはり EB2 のリン酸化が認められた。
このリン酸化修飾は微小管結合性抗癌剤存
在下でも有糸分裂期ではない細胞では観察
されず、また有糸分裂期からの脱出と共に消
失することより、有糸分裂期に特異的なイベ
ントとして厳密に制御されていることが示
された。申請者は過去の研究（Iimori et al., 
Exp Cell Res., 2012）において、EB1 ファミ
リータンパク質の Mal3 がリン酸化により微
小管との親和性が負に制御されることを報
告した。そこで微小管共沈実験により、EB2
と微小管の結合親和性に対するリン酸化修
飾の影響を評価した。その結果、有糸分裂期
同調細胞由来のリン酸化型EB2は間期由来の
非リン酸化型EB2に対して微小管への結合親
和性が大幅に減少していた。以上より、EB2
は有糸分裂期にはその微小管上の局在を失
い、またリン酸管修飾をおけることを見出し
た。 
 
(２)EB2 リン酸化の責任キナーゼの同定 
 EB2 のリン酸化が有糸分裂期に厳密に起き
ることを見出したことより、有糸分裂期キナ
ーゼの阻害剤あるいはsiRNAによる発現抑制
によりEB2のリン酸化に関する責任キナーゼ
の同定を試みた。その結果、サイクリン依存
的キナーゼ 1（CDK1）および Aurora B キナー
ゼが候補として同定された。試験管内キナー
ゼ反応試験によって、これら 2つのキナーゼ
とリコンビナントEB2とのリン酸化を行った
ところ、リコンビナント EB2 のリン酸化修飾
が確認された。さらに CDK1 に関しては、恒
常活性型の変異 CDK1 の発現により EB2 のリ
ン酸化を誘導し、Aurora B に関しては、その
活性に必須であることが知られている
CPC(Chromosome Passenger Complex)複合体
の構成因子である Survivin あるいは
Borealinの発現抑制によりEB2のリン酸化状
態が抑制された。前述のように、EB2 のリン
酸化は微小管との結合親和性を制御してい



るため、CDK1 および Aurora B の特異的阻害
剤存在下で有糸分裂期のEB2と微小管との結
合親和性を観察したところ、有意な低下が認
められた。以上より、EB2 リン酸化の責任キ
ナーゼとして CDK1 と Aurora B を同定した。 
 
(3)EB2 リン酸化部位の同定とリン酸化修飾
をされる細胞内空間 
 上記の研究結果より、EB2 の責任キナーゼ
が CDK1 と Aurora B であることを見出したこ
とより、それらによる EB2 のリン酸化部位の
同定を行った。EB2 のアミノ酸配列上におけ
る既知の CDK1 および Aurora B のリン酸化コ
ンセンサス配列に存在するセリン・スレオニ
ンを非リン酸化アミノ酸であるアラニンに
置換して EB2 のリン酸化状態を観察した。そ
の結果、N 末端側領域に 1 ヶ所、微小管結合
ドメインである CH ドメインと C 末端側 EB1
ホモロジードメインのセリン・スレオニンに
富んだ結合中央領域領域に3ヶ所のリン酸化
部位を同定した（図１）。 

 また、EB2 が細胞内のどの領域でリン酸化
されるのかを検証した。申請者は過去の研究
（Iimori et al., Exp Cell Res., 2012）に
おいて、EB1 ファミリータンパク質の Mal3 を
微小管上に強制局在させ得る CH ドメイン上
のアミノ酸変異を報告しているが、同様の変
異を EB2 に導入して、EB2 の有糸分裂期微小
管上でのリン酸化状態を観察した。一方で、
Hayashi ら（Hayashi et al., J. Biol. Chem., 
2003）によって報告された微小管結合阻害を
引き起こす CH ドメイン上のアミノ酸変異を
EB2 に導入して、微小管上に結合できない変
異EB2の有糸分裂期のリン酸化状態を観察し
た。その結果、微小管上への強制的な局在、
あるいは微小管上に局在できない（細胞質局
在）変異 EB2 のどちらも、野生型 EB2 と同様
のリン酸化レベルで修飾されることが示さ
れた。このことは、EB2 が微小管上のみなら
ず、細胞内の広い範囲でリン酸化修飾される
ことを強く示唆するものである。以上より、
EB2 のリン酸化部位は N 末端側と中央領域に
合計４ヶ所存在しており、それらのリン酸化

は有糸分裂期においてスピンドル微小管上
および細胞質の広い空間的範囲においてリ
ン酸化されることが示された。 
 
(4)有糸分裂期の進行における EB2 リン酸化
修飾の生物学的意義 
 上記研究結果より、４ヶ所のリン酸化部位
を同定した。これらのリン酸化部位に含まれ
るセリン・スレオニン 7残基を全てアラニン
置換した非リン酸化型 EB2（EB2-7A）変異タ
ンパク質を発現する安定発現株を樹立して
有糸分裂期の進行を観察した。野生型 EB2 を
発現させた細胞にくらべて、EB2-7A 細胞では
有糸分裂期前期から前中期までに有意な進
行遅延が認められた（図 2）。 

 また、動原体とスピンドル微小管の結合ミ
スを人為的に誘導してリリースさせたとこ
ろ、動原体とスピンドル微小管の結合ミスの
修正機構には異常は認められないにもかか
わらず、その後の染色体分配に必要な中期ス
ピンドル形成に遅延が認められた。このこと
は、有糸分裂期において EB2 がリン酸化され
ることは、EB2 をスピンドル微小管から排除
して有糸分裂期の正常な進行に必要な微小
管ダイナミクスを保証することを示唆する
結果であった。さらに、このような微小管ダ
イナミクスの長期的な非効率化の誘導が染
色体安定性にもたらす影響を評価するため
に、正常細胞株に EB2-7A を発現させて 30 世
代培養を続けた後、染色体の数を計測して染
色体異数性の有無を観察した。その結果、
EB2-7A 発現細胞のみが染色体異数性の出現
頻度を亢進させた（図 3）。以上の結果より、
有糸分裂期において EB2 が CDK1 および
Aurora Bキナーゼによってリン酸化修飾され
ることは、微小管への結合を負に制御してお
り、有糸分裂期の染色体整列の効率的な完了
に必要とされた。また、EB2 の恒常的なリン



酸化異常は染色体異数性を誘導することよ
り、EB2 の有糸分裂期におけるリン酸化修飾
は染色体の安定性を保証するものであると
考えられた。 
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