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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、細胞増殖制御の基礎となる細胞分裂において、Ｍ期キナーゼの基質分子群を特定

し、それらのリン酸化修飾の意義を究明することによって、Ｍ期分裂装置がいかに制御されて

いるかを解明することを目的とした。紡錘体と染色体の蛍光色素標識細胞を樹立し、分裂装置

の動態解析ツールを整備し、FRAP 法の導入により動的分子代謝の解析を可能にした。これら

を活用して次の２つの結果を得た。１）Aurora キナーゼの活性は、セントロメアにおいてクロ

マチン分子 HP1との動的相互作用により、動原体の背合わせ構造をつくり、正しい微小管結合

を促すことを見出した。２）Cdk1 の活性は、コンデンシン II のリン酸化によって、Polo キナ

ーゼの染色体軸索への結合を促進し、Ｍ期における染色体の凝縮を開始することが明らかにな

った。これらの結果より、Aurora と Poloキナーゼの対照的な特性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Cell division is a basis of cell proliferation, and thus must be under rigorous control. The 
research aimed to elucidate how mitotic apparatus are regulated by mitotic kinases including 
Cdk1, Aurora and Polo kinases. To study this, we first established a series of cell lines that 
stably express fluorescence labeled proteins in chromosomes, kinetochores and microtubules. 
We then set up a condition to study protein dynamics using the fluorescence recovery after 
photobleaching assay. Using these cell lines and technique, we obtained the following results: 
1) Aurora B promotes the release of HP1from chromosome arms in mitosis, but a small 
subset of HP1become a part of the chromosomal passenger-complex (CPC) in a 
phosphorylation-dependent manner. HP1was found out to be an essential component of the 
CPC to prevent mis-segregation of chromosomes. 2) Cdk1 targets a subunit of condensin II 
complex, CAP-D3 to initiate chromosome condensation as cells enter mitosis. A 
Cdk1-mediated phosphorylation of CAP-D3 induces recruitment of Plk1 and further 
propagation of phosphorylation widely on the complex, which promotes condensin II to 
assemble chromosomes. These findings highlight the distinct properties of Aurora and Polo 
kinases in regulating mitotic apparatus.
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)リン酸化は、タンパク質の翻訳後修飾の中

で最も可塑性に優れた修飾であり、ダイナミ

ックな細胞活動を支える中心的な生化学反

応である。 

 

(2) 細胞分裂は一連のリン酸化反応によって

進行するので、「Ｍ期キナーゼ」と総称され

る分裂期に活性を有するキナーゼがその制

御の鍵となる酵素である。したがって、Ｍ期

キナーゼの機能とその連携を紐解いていく

ことは、細胞分裂の分子背景の解明に重要な

手掛かりがあることは明らかであった。 

 

(3) 分裂期の開始・進行は、サイクリン依存

性キナーゼ１(Cdk1)の活性に依存しているが、

加えて、Aurora および Poloといった分裂期キ

ナーゼが、分裂期の種々のイベントに、より

直接的な関わりを持つことが明らかになっ

てきた。特に Aurora Aは紡錘体、Aurora B は

染色体、と２つの Aurora の制御分担も明らか

になりつつあった。Polo キナーゼ（Plk1）に

ついては、紡錘体形成にかかわること、姉妹

染色分体の解離過程にかかわることが知ら

れていた。しかし、これらのＭ期キナーゼの

基質はあまりよく分かっておらず、これらの

キナーゼのはたらきについては分子レベル

での理解は限られていた。 

 

(4) 我々は、先行研究において、染色体に

生理的物性を付与するコンデンシン I が動的

な振る舞いをしつつ染色体に取り込まれる

ことを予備的に観察していた。さらに、コン

デンシン Iの取り込みは Aurora Bの活性に依

存していることも見いだしていた。また紡錘

体においては、Aurora B は微小管の脱重合を

促進して、染色体と微小管の適切な結合を確

立することも報告された。これらの観察から、

「Aurora Bは分子のターンオーバーを促進す

ることで染色体や紡錘体に可塑性を与え、そ

の特性が分裂装置の迅速な形態変化を可能

にしている」という作業仮説が導き出されて

いた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、分裂期キナーゼの役割を究明す

ることで、分裂期の制御機構の体系的理解に

アプローチしたいと考えた。つまり、分裂期

キナーゼの Cdk1、Aurora、Poloによって制御

をうける主要な分子に着目して、酵素とその

関連分子の連携を顕微鏡的・生化学的手法に

よって検討することを目的とした。とくに

Aurora B に関しては、上記の作業仮説に沿っ

て検討を進める。それによって、分裂期はい

かに進行するか？染色体および紡錘体がい

かに形成され、調節され、機能するのか？と

いう命題に対して、「リン酸化による分子動

態の変化」という視点にもとづく解答を得る

ことを目指した。 

 

３．研究の方法 

 

Ｍ期キナーゼの役割を分子論で理解すべく、

これらの酵素によって直接的な制御を受け

る基質分子を特定し、それらの振る舞い、あ

るいは染色体、紡錘体等の分裂装置の構造と



機能を観察し、Ｍ期キナーゼによるリン酸化

修飾の生物学的意義を解析する。実験のマテ

リアルとしてはヒトの培養細胞を用い、生細

胞観察を主体とした顕微鏡的解析と生化学

的解析を組み合わせてアプローチするよう

立案した。具体的なワークフローは以下のと

おりとした。 

 

(1) 分裂期進行の制御分子及び分裂装置の構

成分子の動態観察：分裂期の進行を支配する

サイクリン及び染色体・紡錘体の構成因子の

蛍光標識細胞を用いて、生理的な分子の動き

を経時的に観察する。次いで FRAP 解析によ

って、分子のキネティクスを解析・記述する。 

 

(2) 生理的分子動態における分裂期キナーゼ

の関与の検討：分裂期キナーゼのうち Cdk1, 

Aurora A, Aurora B, Plk1 といった主要４キナ

ーゼの機能の重要性から、これらに焦点を絞

り、それぞれのキナーゼを特異的に阻害した

後の分子動態および染色体および紡錘体の

形態・動態変化を検討する。 

 

(3) 分裂装置構成分子の生化学的検討： in 

vitro で生化学的な解析を行い、キナーゼと基

質関係の詳細を明らかにする。さらにリン酸

化をうけるアミノ酸を同定する。その所見に

基づき、リン酸化部位特異的抗体を作成し、

実際の細胞において同部位のリン酸化抗原

出現の時期と局在を決定するとともに、特定

のキナーゼ依存性を検証する。 

 

(4) リン酸化と分子動態の関連性の検討：リ

ン酸化部位のアラニン置換によって非リン

酸化変異体を作成する。その変異体について、

局在の観察と FRAP 解析によって、リン酸化

による分子動態の変化を検討する。結果を(2)

のキナーゼ阻害時の所見と比較する。 

(5) 非リン酸化変異体の発現による細胞表現

形の解析：非リン酸化型変異体を発現時に観

察される分裂装置の形態変化、あるいはその

結果として誘導される表現形の定性・定量的

解析を行う。さらに、他の関連分子の局在や

動態への影響も検討する。 

 

４．研究成果 

 

本研究の推進により、M期キナーゼによる染

色体や紡錘体の構成因子の制御様式が見出

され、細胞分裂特異的な形態変化におけるタ

ンパク質のリン酸化修飾の重要性を具体的

に説明できるようになってきた。具体的な研

究成果は次のとおり。 

 

(1) 紡錘体と染色体の構成タンパク質の蛍

光色素標識細胞を樹立し、分裂装置の動態

解析ツールを整備した。特に、FRAP 法の

導入により動的分子代謝の解析をおこなっ

た。これらの解析手法は、細胞の増殖相の

みならず、分化相における「リン酸化に基

づく動的な細胞活動」の解析に広く適応可

能である。 

 

(2)  Aurora B の活性は、コヒーシンおよびそ

の保護因子であるシュゴシンの染色体腕部

からの解離に寄与していることが分かった。

これらと同様に、Aurora B はヘテロクロマチ

ンタンパク質 HP1の解離も促進するが、解

離したHP1の一部はAurora Bや INCENPと

ともに染色体パッセンジャー複合体に取り

込まれること、それによって、この複合体が

セントロメアに安定して局在するようにな

ることを見出した。HP1を含んだ染色体パ

ッセンジャー複合体は、微小管と動原体の結

合調節というセントロメアにおける Aurora B

の機能を十分に発揮するために必要である



ことが明らかになった。 

 

(3)  M期初期の染色体凝縮を担うコンデ

ンシン IIが、Poloキナーゼと Cdk1 による

協調的な制御を受けることを明らかにした。

Cdk1がコンデンシン II複合体の CAP-D3

サブユニットをリン酸化することが、染色

体凝縮を開始するスイッチたる反応である

ことを突き止めた（下図）。 

つまり、Cdk1 は CAP-D3の Thr1415残基を

リン酸すると、これを Plk1 が認識して、そ

の部位に結合し、その Plk1 がコンデンシン

IIの各サブユニットを広くリン酸化しする

ことによって、この複合体を活性化し、染

色体の凝縮を促進するというメカニズムが

明らかになった。このメカニズムは、染色

体分配に際して核膜が崩壊する後生生物に

普遍的な制御様式であることが示唆された。 

 

(4)  Ｍ期キナーゼについて、Aurora と Polo  

キナーゼの対照的な特性が浮かび上がって

きた。即ち、Aurora キナーゼは、基質分子の

ターンオーバーや細胞内局在を制御する一

方で、Plk1 は Cdk１と協調してはたらき、

基質分子の酵素活性やはたらきの制御を担

当するという役割分担がありそうである。こ

れら特性の相違は、今後、細胞分裂のメカニ

ズムをさらに進めていくうえで、少なからず

重要な視点を提供すると考えられる。 

 

(5)  Ｍ期キナーゼのはたらきは、必ずしも

all-or-none ではなく、高いキナーゼ活性を必

要とするプロセスもあれば、部分的な活性で

足りる局面もあり、キナーゼの活性の必要度

は「段階的」であることが分かった。こうし

た観点から、今後、Ｍ期キナーゼの「軽微な

機能低下」と染色体不安定性のというがんの

細胞病態との関連性が注目される。 
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