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研究成果の概要（和文）：本研究では大多数のがんで認められる染色体不安定性の実体解明を目指した。我々は細胞が
生存できないレベルではなく、生存を許容するレベルの染色体不安定性ががんの発生・進展に重要であると考え、紡錘
体中央への染色体のスムーズな整列の異常に着目した。これを解析するために1本の染色体を可視化してその動態を観
察する手法を開発した。また染色体の整列にKidとCENP-Eという2つのモーター分子が関与していることを明らかにした
（Nat Commun, 2015）。Kidを発現抑制した細胞では染色体の整列が遅れると共に染色体不安定性がひきおこされてお
り、これは軽度の異常による染色体不安定性の出現の1例と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the mechanism of chromosomal instability commonly seen in 
cancer cells. We hypothesized that modest chromosomal instability that allows cell survival, not severe 
instability causing cell death, is involved in cancer formation and progression, and focused on the 
defect in efficient chromosome alignment to the spindle equator. To address the point, we developed 
methods to visualize single chromosome and observe its dynamics. We also found that two motor proteins, 
CENP-E and Kid, is involved in chromosome alignment (Nat Commun, 2015). In Kid-depleted cells, there was 
a delay in chromosome alignment and chromosomal instability was induced, exemplifying the occurrence of 
chromosomal instability by modest mitotic defects.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 大多数のがん細胞では異数性が認められ、
その背景には染色体不安定性が存在するこ
とから、染色体不安定性とがんの発生や進
展には密接な関連が示唆される。近年染色
体分配に関連する分子の探索が精力的に進
められているが、染色体分配に重要な分子
に異常があるとそもそも細胞が生存できな
い。そのため染色体不安定性の実体解明は
立ち後れており、なぜ染色体分配の正確性
に差があるのか、どのような場合に染色体
分配の異常が起こり、なぜそれが継続的に
許容されるのかといった問いへの明確な回
答は得られていない。これまで我々は、高
解像度のライブ観察により、分裂期初期に
染色体が微小管と正しく結合し、紡錘体中
央に整列する過程について研究を行ってき
ており（Nature 2005, J  Cell Biol 2007, Dev 
Cell 2010, EMBO J  2011）、個々の染色体の
整列の迅速性が分配の正確性を左右してい
るのではないかと考えている。しかし従来
の観察では個々の染色体について整列の迅
速さと分配の正確さとの関連を調べるのが
困難であったため、特定の染色体を蛍光ラ
ベルした種々の細胞株で、染色体の整列か
ら分配までを継続して観察するという着想
に至った。 
 
２．研究の目的 
 大部分のがん細胞では染色体数の異常
（異数性）が認められ、この背景には細胞
分裂時の染色体分配の異常（染色体不安定
性）が存在する。しかし染色体分配に明ら
かな異常があるとそもそも細胞が生存する
ことができないため、染色体不安定性の本
態については不明な点が多い。本研究では、
正常細胞や染色体不安定性を示すがん細胞
において、特定の染色体を蛍光ラベルして
それが分配される過程を追跡することによ
り、どのような要因で染色体分配の異常が
起こるのかを特定することを目的とした。
また染色体の不均等分配を起こした細胞の
それ以降の挙動を追うことにより、染色体
不安定性が成立する過程を解析することを
目指した。これらの解析により、染色体不
安定性の成立基盤が明らかになり、染色体
不安定性からがん化に至る機構の理解につ
ながることが期待された。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、特定の染色体を蛍光ラベル
し、その染色体の分裂期での挙動を追うこ
とにより、染色体不安定性の実体を明らか
にする。特定の染色体が蛍光ラベルされた
細胞の樹立には CRISPR/Cas システムによ
るゲノム改変技術を用いる。このような細
胞株を用いて、染色体整列のタイミングに
よる不均等分配の頻度を比較する。さらに
染色体整列に関与する分子などの発現を抑
制した際の不均等分配の頻度から、染色体

不安定性に関与する分子を同定する。 
(1) 特定の染色体を蛍光ラベルした細胞株
の樹立 
 まず染色体腕部の非コード領域に lacO
配列を挿入し、さらに lacO配列に結合する
LacI -GFPを細胞に発現させることにより、
染色体を可視化する。用いる細胞株には
H2B-mCherry や GFP-tubulin を発現させて
おき、染色体や紡錘体を可視化できるよう
にする。 
(2) 蛍光ラベルされた染色体のライブ観察 
 1.で樹立した細胞株をライブ観察し、分
裂期を通じて染色体の蛍光シグナルを追跡
する。不均等分配を起こした染色体につい
ては、それ以前の過程を遡って、核膜崩壊
時の位置、紡錘体中央への整列のタイミン
グ、整列時の位置などを調べる。 
(3) 染色体不安定性の分子基盤の解明 
 染色体不安定性を示さない細胞で、染色
体整列の過程に関与する分子の発現を
RNAi により抑制し、不均等分配の頻度が
上昇するかどうかを検討する。このような
分子としては、紡錘体や動原体上に存在す
るモーター分子、微小管のダイナミクスに
関係する分子などがあり、これまで染色体
分配に大きな影響がないとされているもの
が多い。これらの分子の発現を抑制した細
胞をライブ観察することにより、染色体整
列が個々の染色体レベルで分配の正確性に
影響を与えている可能性を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 特定の染色体を蛍光ラベルした細胞株
の樹立 
 1番染色体に lacO配列が挿入されている
U2OS 2-6-3 細胞に染色体マーカー
(mCherry-H2B), GFP-LacI, 微小管マーカー
(GFP-alpha-tubulin)を発現させた細胞を樹
立した。また染色体腕部に 256 コピーの
lacO配列を CRISPR/Casシステムによって
挿入するためのベクターを作成し、染色体
上の目的の部位に挿入可能であることを
PCR によって確認した。また lacO 配列が
挿入された部位を可視化するための
GFP-LacIを恒常発現するU2OS細胞を樹立
した。 
 一方単一染色体をライブ観察するための
他の手法として、かずさ DNA 研究所より
分与されたヒト人工染色体を導入した
HeLa細胞で、人工染色体を可視化してその
分裂期における動態が観察できることを確
認した。また PA-GFP-tubulin を発現する
HeLa細胞で、他の染色体より整列が遅れた
染色体をレーザーにより可視化し、その後



の挙動を観察することに成功した。 
(2) 蛍光ラベルされた染色体のライブ観察 
 U2OS 2-6-3細胞より樹立した 1番染色体
を可視化した細胞でライブ観察を行った 
。その結果染色体分配の過程を通じて 1番
染色体の挙動を追跡することができた(図
１)。一方 1)細胞の同調が難しく、一度に多

数の分裂期の細胞を観察することが困難で
ある、2)lacO部位を示す GFPドットのシグ
ナルをもつ細胞の割合が少ない、3)GFP ド
ットのシグナルが弱く長時間の観察が難し
い、などの問題点も明らかになった。 
 一方 PA-GFP-tubulin を発現する HeLa 細
胞で、他の染色体より整列が遅れた染色体
をレーザーにより可視化する手法では、整
列が遅れた染色体を特異的に追跡できるた
め、このような染色体のその後の挙動の解
析には適していると考えられた。そこでこ
のような細胞株にキネトコアマーカーや微
小管マーカーを導入することとした。 
(3) 染色体不安定性の分子基盤の解明 
 染色体不安定性の分子基盤として紡錘体
中央に染色体が整列するまでの動態が重要
と考え、この過程に関与することが予想さ
れた２つのモーター分子 CENP-Eと Kidに
着目した。この過程はキネトコアが微小管
の側面に結合した状態で起こると考えられ、
その後キネトコアと微小管末端との安定し
た結合が形成される。今回この微小管末端
との安定した結合をなくした状態で染色体
の動態を観察することにより、Kid が染色
体整列に関与することを初めて明らかにし
た。一方これまで染色体整列に関与するこ
とが知られている CENP-Eについては、微
小管が不安定な場合にはむしろ染色体整列
を阻害するようにはたらき、微小管が安定
化してはじめて染色体整列にはたらくこと
が明らかになった(Nat Commun, 2016)。こ
の結果から、微小管が不安定な分裂期の初
期には Kidが、その後微小管が安定化する
と CENP-Eが主体となって染色体整列が行
われるというモデルを提唱した（図２）。
Kid の発現を抑制した細胞では、染色体整

列自体は起こるものの整列にかかる時間が
延長していた。このような細胞では染色体
分配異常の頻度が上昇しており、また細胞
間での染色体数のばらつきが大きく、染色
体不安定性がひきおこされていることがわ
かった。これは細胞の生存に影響を及ばさ
ない軽度の異常によって染色体不安定性が
ひきおこされることを示す一例と考えられ
る。 
 また発現抑制によって染色体整列に異常
を来す分子として、微小管結合因子
CLIP-170に着目した。検討の結果 CLIP-170
のCDK1によるリン酸化部位に分裂期キナ
ーゼ Plk1 が結合し、これにより CLIP-170
が Plk1 のキネトコア局在に寄与している
ことが明らかになった(J Cell Sci, 2014)。さ
らに CLIP-170 がモーター分子ダイニンの
はたらきを抑えることにより、キネトコア
と微小管の結合を制御していることを見い
だした(FEBS Lett, 2015)。これは CLIP-170
がキネトコアを微小管末端につなぎとめる
ことにより、安定した微小管末端との結合
の形成に関与していることを示唆すると考
えられる。 
 以上の結果より、本研究において単一染
色体を可視化してライブ観察する手法の開
発に成功した。今後これらの手法を染色体
不安定性の原因の解明に活用する予定であ
る。また染色体不安定性の分子基盤の１つ
として、染色体動態の異常を見いだした。
今後のさらに検討を続け、がんでの染色体
不安定性の原因の解明を行っていく予定で
ある。 
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