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研究成果の概要（和文）：染色体は、プロテアーゼであるセパレースが、姉妹染色分体という染色体のペアを結合する
コヒーシンを切断することにより分離する。本研究では、セパレースの活性プローブを用いて細胞内におけるセパレー
ス活性化の時空間特性を明らかにした。さらに、セパレースはコヒーシンを切断すると同時に、自身の一部をも切断（
自己切断）するとそれを契機に、分離した姉妹染色分体の引き離しを促進することを見出した。こうしたセパレースの
二つの役割から、急峻な染色体分離を実現している細胞機能が見えてきた。

研究成果の概要（英文）：The two key events underlying chromosome segregation are the removal of cohesion 
between sister chromatids and the subsequent poleward movement of disjoined sisters. How cells coordinate 
these two processes is not well understood. We aimed to address this question, by setting out a probe for 
separase activity in living cells. Our probe found that separase undergoes an abrupt activation shortly 
before anaphase onset, specifically in the vicinity of chromosomes. This activation profile depends on 
securin, to inhibit separase's protease activity and target it to chromosomes. We surprisingly found 
that, subsequent to its proteolytic activation, separase then binds to and inhibits a subsert of cyclin 
B1-Cdk1, which antagonizes Cdk1-mediated phosphorylation on chromosomes and facilitates poleward movement 
of sisters in anaphase. Therefore, separase coordinates two key processes to achieve simultaneous and 
abrupt separation of sister chromatids.

研究分野： 細胞生物学、染色体動態学

キーワード： 細胞分裂　染色体分配　セパレース　活性プローブ　M期　染色体不安定性
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)	細胞は分裂に際し、凝縮した染色体を二

分し、それを紡錘体のはたらきによって二つ

の細胞に分配する。この一連のプロセスのク

ライマックスは、中期赤道面に並んだ染色体

が「いっせいに」両極に向かって動き出す、

「分離の瞬間」である。ところが、染色体が

同期的に分離する現象は広く知られている

ものの、その急激な反応について真正面から

解析しようとした研究は乏しく、分離の瞬間

を決めているメカニズムの実体、さらには、

染色体分離が同期的に起こる生物学的意義

は不明であった。 
 
(2)	染色体分配の研究は、この１５年で大き

く進展し、その分子背景は、相当な理解に達

していると概観される。特に、姉妹染色分体

の結合を担うコヒーシン複合体、及びそのコ

ヒーシンを切断するプロテアーゼであるセ

パレースの発見を契機として、「微小管と動

原体の結合→紡錘体チェックポイント解除
→後期促進因子 APC/Cの活性化→セキュリ
ンの分解→セパレースの活性化→コヒーシ
ンの切断→姉妹染色分体の結合の解除」とい
う染色体分配の分子機構が、生物種を通じて

共通に存在することが、酵母遺伝学の先導に

より、明らかにされた（Review in Nasmyth, 
2000）。つまり、この一連の反応が、染色体
分配という不可逆的な過程の、順序を保証す

る分子背景として理解されている。 
 
(3)	染色体分離の

タイミングを規定

しているメカニズ

ムの全容解明に向

け、われわれは先

ず、セパレースの

活性化を可視化す

ることに取り組んだ。セパレース切断配列

（Hauf et al., 2001）を含む Scc1由来のペプチ
ドの両端に、緑色（GFP）と赤色（mCherry）
の蛍光体を融合し、これにヒストン H2B（ま
たは CENP-B）を付加することで、このプロ
ーブを染色体全般（またはセントロメア）に

配置した。セパレースの活性化に伴う Scc1
のペプチドの切断を、GFPの遊離を、つまり
染色体が、黄（赤＋緑）から赤への変色を検

出する。 
  このセンサーを
用いて解析した結

果、セパレース活

性化のプロファイ

ルを得ることに成

功した。これによ

ると、セパレース

の活性は、metaphaseのあいだ中、活性が抑
制されており、染色体の分離が起こる約９０

秒前になって、急速に活性化されることが判

明した（図）。そして、染色体の腕部とセン

トロメアで、活性化のタイミングに有意な差

異はなく、セパレースは染色体全域でいっせ

いに活性化することが示唆された。 
 
＜引用文献＞ 
Nasmyth K, Peters JM, Uhlmann. (2000) 
Splitting the chromosome: cutting the ties that 
bind sister chromatids. Review. Science 
288:1379-1385.  
 
２．研究の目的	

	

われわれは先行実験で、セパレース・センサ

ーを用い、セパレースが、いつ、どこで、活

性化するのかを見出すことに成功した（後に

Shindo et al . 2012にて発表）。そのプロファ
イルからは、「なぜ、セキュリンの分解が進

む metaphaseのあいだ中、セパレースの活性
は抑えられているのか」「どのような機構で、

染色体の全てのドメインで、同時に、急峻な

活性化を誘導するのか」「セパレースによる

コヒーシン切断は、急峻な染色体分離の直接

的な“引き金”なのか」といった、さらに重要
な疑問が導き出された。そこで、これらの疑

問への解答を求め、本研究では、次の３つの

課題に取り組むことを目的とした。 
	

(1) metaphaseでセパレース活性が抑える分
子背景を明らかにする。 
	

(2)	 セパレースの急峻な活性化を誘導するメ

カニズムを解明する。 

 

(3)	 染色体分離における「セパレースによるコ

ヒーシンの切断」の意義を明確にする。 

 

これらの研究課題を進めることにより、最終
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的には、染色体分離の瞬間を規定している分

子機構の全体像を明らかにする。実験系には、

以下にあるとおり、セパレース・センサーによって

セパレース活性化のプロファイリングをしながら、

分裂期の高同期培養法を用いた生化学的解析

を合わせた解析を行う実験計画を立案した。 

 
３．研究の方法 
 
(1)	metaphase でセパレース活性を抑える分
子背景について 
	 先行の実験で、細胞あたりの分子数を見積

もったところ、セキュリンがセパレースより

過剰（〜１０倍以上）存在することが手元で

判明していたので、セパレースの抑制に寄与

しないセキュリンが優先的に分解を受ける

可能性を検討する。そのために、セパレース

と結合している・していないセキュリンのそ

れぞれの moiety の分解動態を明らかにする。
分裂期の細胞抽出液を metaphase から
anaphaseまで、経時間的（〜10分間隔）に調
整し、それを分画して、ユビキチン化、分解

について、生化学的に解析する。また、不可

解なことに、セキュリンのノックアウト・マ

ウス（あるいはそのマウス由来の線維芽細

胞）は生存可能で、染色体動態の異常は観察

されていない。このことは、セキュリン欠損

時には、それに代替する制御の存在が強く示

唆される。その候補としては、cyclin B によ
るセパレースの抑制が考えられたので、その

可能性を検討する。 
	

(2)	セパレースの急峻な活性化を誘導する

メカニズムについて 
	 セパレースはその活性化と共に、自己切断

（autocleavage）することが知られている。し
かし、この切断は、酵素の活性化に必要ない

というデータがあり、自己切断の意義は分か

っていない。本研究では、先ず、これらの切

断が、細胞周期のいつ起こるのか、セパレー

スの活性化と関連している切断されるのか、

を検討する。次いで、それぞれの非切断型変

異体を作製して、染色体分配に関する表現形

と、セパレースの活性化プロファイルについ

て、ライブ・セル・イメージングとセパレー

ス・センサーにより解析する。セパレースの

生理的範囲の発現を得るために、BAC; 
Bacterial Artificial Chromosomesによるゲノム

DNAの導入を行う。つまり、３カ所の切断部
位について、切れないようにする点変異を、

BAC上のセパレース遺伝子に入れることで
変異体を作製する。内因性のセパレースは

RNA干渉法によってノックダウンして、変異
体と置換した細胞を解析する。 
	 セパレースの基質コヒーシンは、染色体に

存在する画分のみ切断され、染色体に存在し

ないと切断を受けない。この観察より、染色

体以外ではセパレースの活性が起こらない

ことが予測され、セパレース・センサーを細

胞内のさまざまな部位に配置して検討する。

すなわち、セパレースが染色体に局在するこ

とが、その急峻な活性化のための必要条件の

一つであることが推察される。もしも、そう

であれば、セパレースの染色体結合のダイナ

ミクスを調べ、染色体への局在制御するメカ

ニズムの手掛かりとする。 
	

(3)	染色体分離における「セパレースの活性

化」の意義を明確にする。 
	 これは既に自明であるとの考えが一般的

かもしれないが、決してそうではない

（Oliveria 2010）。何故なら、染色体の分離に
は、セパレースに

よる「コヒージョ

ンの解除」と

K-fiber（動原体に
結合する微小管）

による「牽引力の

急上昇」、という２

つの要素があり、

染色体を物理的に

引き離すのは、む

しろ後者の役割が

大きいと思われる

からである（図の aと b）。「セパレースの活
性化は、染色体分離の約９０秒前に起こる」

というデータをもとに考察すれば、セパレー

スによるコヒーシンの切断は、染色体分離の

必要条件の一つではあるものの、それのみで

はない可能性が考えられた。 
	 「牽引力の急上昇」は、K-fiberの急激な短
縮によってもたらされるのが、これには Cdk1
活性の急降下が、その背景としては重要であ

る。酵母では、Cdk1と拮抗するフォスファタ
ーゼの Cdc14が、セパレースによって活性化
され、その結果 INCENPを脱リン酸化すると
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いう反応が、この微小管の動態変化にかかわ

っていることが知られている（Pereira and 
Schiebel, 2003）。ヒトの細胞では、Cdc14の機
能的に相同なフォスファターゼはなく、また

セパレースが、PP2Aフォスファターゼと結
合しているという報告もある。そこで、本研

究では、セパレースが直接 Cdk１活性の急降
下に関与している可能性を追究し、急峻な染

色体分離の分子背景を解明する。 
	
＜引用文献＞ 
Oliveira RA, Hamilton RS, Pauli A, Davis I, 
Nasmyth K. (2010) Cohesin cleavage and Cdk 
inhibition trigger formation of daughter nuclei. 
Nat Cell Biol 12: 185-192. 
 
Pereira G, Schiebel E. (2003) Separase regulates 
INCENP-Aurora B anaphase spindle function 
through Cdc14. Science 302: 2120-2124.  
	

４．研究成果	

	

(1)	セパレースの急峻な活性特性は、抑制因

子セキュリンがセパレースと比して過剰に

存在することが重要で、セパレースと結合し

ていない分子による緩衝効果を見出した。セ

パレースの活性プローブを細胞内のさまざ

まな位置においたところ、活性は染色体近傍

に限定されることが分かった。中期から後期

への移行期を生化学的に解析したところ、染

色体上で活性化したセパレースは、今度はサ

イクリン Bと結合して Cdk1の活性を抑制す
ることが判った。つまり、セパレースはプロ

テアーゼとして働いた後に、Cdk活性の抑制
因子に転じて、染色体分離を促進しているこ

とが判明した。こ

れらの観察より、

セパレースの活性

化は、姉妹染色分

体間の結合の解除

と、姉妹染色分体

の紡錘体極への引

き寄せ運動という

染色体分離の２つ

の過程が連動させ

る「スイッチ」と

して機能している

ことが明らかとなった（図）。	

	

(2)	セパレースに、３カ所の自己切断部位を

見出し、そのうち２カ所は、分子内切断

（intra-molecular cleavage）であるのに対し、
１カ所は、分子間切断（inter-molecular 
cleavage）であるという予備的結果を得た。
具体的には、プロテアーゼ不活性化型のセパ

レース変異体を細胞で発現して後期での変

化をみたところ、驚いたことに、セパレース

の３箇所の自己切断部位（それぞれをアミノ

末端よりＡ、Ｂ、Ｃ位と呼んだ）のうち、Ｂ

およびＣ位の切断は見られなくなったもの

の、Ａ位の切断は依然として観察された。と

ころが、内因性のセパレースをノックダウン

したところ、Ａ位の切断も見られなくなった。

このことからＡ位の切断は分子間切断であ

ることが示唆された。この分子間切断の役割

を、Ａ位の非切断変異体によって調べたとこ

ろ、この変異体ではセパレースの急峻な活性

化が起こらず、十分な活性に達しないために、

コヒーシンが切れのこって染色体分配エラ

ーに至ること分かった。このことから、セパ

レースは分子間切断によって急峻な活性化

を誘導していると考えられた。	

	

(3)	セパレース分子間切断と既知のセパレ

ース活性化機構（セパレースの抑制的リン酸

化およびセキュリンの結合）との関連性を検

討した。そのために、そのリン酸化修飾を特

異的に捉える抗体を作成し、脱リン酸化する

（抑制がはずれる）タイミングを調べたとこ

ろ、ちょうど後期直前のセパレースの活性化

が見られる時期に一致することが分かった。

またセキュリンの結合も同様に、セパレース

の活性化のタイミングと一致し、セパレース

が切断された後はセキュリンと結合しなく

なることが分かった。つまり、セパレースの

活性化においては、セパレースの切断、脱リ

ン酸化、セキュリンからの解離の三者の反応

が相互に関連すると考えられた。現在、その

因果関係を明らかにすべく、それぞれの反応

を阻害する変異体による検討を進めている。	
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