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研究成果の概要（和文）：Furry(Fry)は酵母からヒトに至るまで進化的に保存された遺伝子であり、酵母やショウジョ
ウバエの細胞の極性化や形態形成に関わる一方、哺乳類細胞の分裂期紡錘体形成に必須である。しかし、Fryによる紡
錘体形成の制御機構は不明である。本研究では分裂期紡錘体形成におけるFryの機能解明を目的として研究を実施し、F
ryの新規結合タンパク質としてCCT複合体およびSav1を同定した。また、最近劣性遺伝性精神遅滞の原因遺伝子として
同定されたFry変異体について、細胞レベルでの機能解析を行った。解析の結果、Fry変異体は微小管の安定化能、およ
びNDRとPlk1に対する結合能を喪失していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Furry (Fry) is a large protein that is evolutionarily conserved from yeast to 
human. Fry and its orthologues are implicated in the control of cell growth and morphogenesis. Mammalian 
Fry is essential for the formation of mitotic spindle. In this study, we investigated the role of Fry in 
the formation of mitotic spindle and identified CCT complex and Sav1 as novel Fry-binding proteins. 
Although Fry directly binds to CCT, it is not involved in the regulation of folding activity of CCT. We 
also investigated the role of Fry mutant (R1197X), which is the causal mutation in recessive mental 
retardation. This mutant (N-1196) cannot bind to Plk1, an essential kinase for the formation of bipolar 
mitotic spindle, due to lack of C-terminal binding region of Fry. Moreover, although Fry binds to 
microtubules and NDR via its N-terminal region, Fry N-1196 cannot bind to them. These results suggest 
that Fry R1197X mutation lacks the specific function of its wild-type.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分裂時における紡錘体の正常な構築
は、複製された染色体を娘細胞に均等に分配
するための重要なプロセスである。紡錘体が
正しく染色体を分配するためには、２つの中
心体を極とした双極性の確立と、紡錘体を構
成する微小管が染色体を捕捉し赤道面に整
列させることが必須である。紡錘体系性以上
による染色体分配の失敗は、癌をはじめとす
る様々な疾患の原因となる染色体不安定性
を引き起こす。そのため、紡錘体形成は極め
て精巧なメカニズムによって制御されてい
ると考えられているが、その全容は多くが不
明である。 
 Furry(Fry)は酵母からヒトに至るまで高
度に保存された遺伝子であり、癌抑制シグナ
ル伝達経路である Hippo 経路に属する NDRキ
ナーゼの活性化因子であることが知られて
いる。酵母やショウジョウバエを用いた解析
によって、Fry や NDR が細胞の極性化・上皮
細胞の伸長および神経突起の分岐の確立に
必須であることが知られている。しかし、Fry
の生理機能の分子基盤は全く明らかになっ
てない。私たちは、哺乳類細胞における Fry
の機能解析を世界に先駆けて行い、siRNA を
用いた Fry の発現抑制によって、体細胞分裂
中期における紡錘体の正常な構築や染色体
整列に異常を生じることを見出した。また、
Fry は特に N 末端側において微小管結合能を
有し、分裂期特異的に紡錘体微小管上に集積
すること、N 末端側での微小管結合を介して
微小管の束化・安定化を促すとともに、チュ
ーブリン脱アセチル化酵素 Sirtuin-2 
(SIRT2)の活性を抑制することで、分裂期紡
錘体の微小管アセチル化を促進しているこ
とを見出した。また、Fry は N 末端側を介し
て Hippo 経路のキナーゼである Nuclear 
Dbf2-related kinase (NDR)と結合しその活
性化を促していることを見出した。また、Fry
は 分 裂 期 に お い て Cyclin-dependent 
kinase-1 (Cdk1)、Polo-like kinase-1 (Plk1)、
Aurora-A などの分裂期キナーゼによってリ
ン酸化され、さらに Plk1 の活性化を介して
双極性紡錘体の正常な構築を制御している
ことを見出した。しかし、Fry が分裂期にお
いて紡錘体微小管に局在化するメカニズム
や、NDR1 や Plk1 の活性化を介した紡錘体構
築の分子機構の詳細は不明である。 
 また、最近劣性遺伝性精神遅滞・知的障害
の原因遺伝子を探索するための大規模シー
クエンシング解析において、Fry の変異体
(R1197X)が同定された。そこで、疾患の原因
となるFry変異体の機能解析を細胞レベルで
行うことによって、未だ明らかでなかった
Fry の生理機能や疾患との関連が解明される
とともに、精神遅滞の分子基盤の解明に貢献
することが期待された。 
 
２．研究の目的 
 私たちは、先行研究において Fry が微小管

結合能を有し、分裂期特異的に紡錘体微小管
上に集積すること、Hippo 経路のキナーゼで
ある NDR、分裂期キナーゼである Plk1 の活性
化を介して双極性紡錘体の正常な構築を制
御していることを見出した。Fry の N 末端側
を介した微小管・NDR・SIRT2 との相互作用は
分裂期特異的であること、また分裂期におい
て C 末端側がリン酸化されることから、Fry
の N 末端側におけるタンパク質相互作用は、
間期においてC末端側との分子内結合によっ
て阻害されており、分裂期における Fry のリ
ン酸化によって分子内結合が外れ、紡錘体へ
の局在化・NDR の活性化が引き起こされるの
ではないかと予想された。本研究では、Fry
の分裂期特異的な紡錘体微小管への局在化
機構、Fry による紡錘体構築の分子機構の解
明を目指す。また、Fry の劣性遺伝性精神遅
滞の原因となる変異体に相当するN末端断片
変異体を作製し、細胞レベルでの変異体の機
能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、哺乳類細胞の分裂期紡錘体形
成における Fry の役割を明らかにするため、
以下の解析を行った。まず、Fry の N 末端側
とC末端側の分子内結合を免疫沈降法によっ
て解析し、C 末端側のリン酸化が与える影響
を検証する。また、Fry による紡錘体構築機
構を明らかにするために、LC-MS/MS 法による
質量分析を用いたFry新規結合タンパク質の
探索を行う。新規結合タンパク質と Fry の相
互作用を免疫沈降法およびpull-down法によ
って検証するとともに、Fry の発現抑制によ
ってその機能に与える影響を検証する。また、
Fry の劣性遺伝性精神遅滞の原因となる変異
体(R1197X)は Fry の 1197 番目のアルギニン
が終止コドンに置換したナンセンス変異で
あり、N 末端断片変異体(Fry N-1196)がこれ
に相当する。そこで、Fry N-1196 変異体を作
製し、これをもちいて微小管・NDR・Plk１と
の結合能を解析する。微小管の結合能につい
ては、Fry N-1196 変異体を過剰発現させた細
胞における微小管の束化・アセチル化の亢進
を解析することにより評価し、NDR・Plk1 と
の結合能については免疫沈降法により評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) Fry の分子内結合による紡錘体局在化制
御機構の検証 
 Fry の N 末端側および C 末端側の断片変異
体を HEK293T 細胞に発現させ、免疫沈降を行
った結果、Fry の N 末端側と C 末端側同士が
細胞内で結合することを見出した。この分子
内結合が分裂期において乖離するかどうか
を、断片変異体を発現させた HEK293T 細胞を
ダブルチミジンブロック法および微小管重
合阻害剤ノコダゾール処理によって分裂期
に同調させた細胞を用いて検証したが、分裂
期における分子内結合の変化は見られなか



った。また、Fry の N 末端断片の過剰発現に
よる微小管の束化が、C 末端断片との共発現
によって阻害されるかどうかを検証したが、
顕著な阻害効果は見られなかった。また、
Cdk1 阻害剤ロスコビチンやキナーゼ阻害剤
スタウロスポリンの処理による分子内結合
への影響を検証したが、顕著な影響は認めら
れなかった。以上の結果から、Fry の N 末端
断片とC末端断片は細胞内で互いに結合した
が、分子内結合による微小管結合能の阻害や
分裂期におけるリン酸化の効果は認められ
なかった。 
 
(2) Fry 新規結合タンパク質の同定 
 Fry の新規結合タンパク質として、アクチ
ンやチューブリンなどの細胞骨格タンパク
質をはじめとするタンパク質のフォールデ
ィングや品質管理に関わる Cytosolic 
chaperonin complex (CCT)複合体のコンポー
ネントを同定した。Fry と CCT1 のリコンビナ
ントタンパク質を、バキュロウィルスシステ
ムを用いて精製し、pull-down 法によって両
者が直接的に相互作用していることを明ら
かにした。Fry の断片変異体を用いた結合解
析から、Fry と CCT1 が N末端側および C末端
側で相互作用することを明らかにした。また、
CCT のタンパク質折り畳み活性に対する Fry
発現抑制の効果を、アクチンを基質とした in 
vitro folding assay によって検証したが、
コントロール細胞と比較して顕著な影響は
見られなかった。以上の結果から、Fry と CCT
複合体は直接的に相互作用するが、CCT の活
性には影響しないことが示された。 
 さらに、Fry の新規結合タンパク質として、
Hippo経路のコンポーネントであるSav1を同
定した。Sav1 は MST キナーゼの活性化に関わ
ることが知られており、このことから Fry は
Plk1 や NDR に加えて、MST キナーゼの機能に
も寄与している可能性が考えられる。 
 
(3) 劣性遺伝性精神遅滞の原因となるFry変
異体の機能解析 
 劣性遺伝性精神遅滞の原因遺伝子として
同定された Fry の変異体は、1197 番目のアル
ギニンが終始コドンに置換したナンセンス
変異(R1197X)である。この変異体に相当する
Fryの N末端断片変異体(N-1196 変異体)を作
製し、HeLa 細胞に発現させ微小管の安定化能
を検証した。微小管の安定化能は、安定化し
た微小管の指標であるアセチル化チューブ
リンに対する抗体染色により評価した。その
結果、1-730AA の N 末端断片を過剰発現させ
るとアセチル化微小管の強い束化および染
色強度の著しい増大が見られた一方、Fry 
N-1196 の過剰発現では、微小管の束化および
アセチル化レベルの亢進は見られなかった。
このことは、Fry N-1196 変異体では N末端側
でみられる微小管安定化能が著しく低下し
ていることを示唆している。さらに、Fry の
結合タンパク質である NDR や Plk1 との相互

作用を解析した。両者の相互作用は、HEK293T
細胞に Fry N-1196 と NDR1 または Plk1 の発
現プラスミドを共発現させ、免疫沈降法によ
り解析した。私たちは以前に Fry は Plk1 と C
末端側で結合することをすでに見出してお
り、予想通り Fry N-1196 変異体では Plk1 と
の相互作用は認められなかった。また、Fry
は N 末端側において NDR と相互作用するが、
Fry N-1196 変異体では NDRとの相互作用も認
められなかった。以上の結果から、Fry N-1196
は C 末端側の欠損だけでなく、N 末端側の機
能も著しく損なっていることが明らかにな
り、このことからR1197X変異体がNDRやPlk1
に対する活性化能を著しく損なっているこ
とが示唆された。微小管の安定化・NDR1 およ
び Plk1 の活性化はいずれも分裂期紡錘体形
成に深く関わっていることが知られている
ことから、R1197X 変異体による精神遅滞には
紡錘体形成異常が関与している可能性が考
えられる。 
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