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研究成果の概要（和文）：本研究で申請者は独自のスクリーニングで見出した新規分裂制御因子の候補LUZP1が
そのC末端領域で細胞分裂期の動原体、Midbodyに局在することを明らかにした。またLUZP1はKinase Xだけでな
くその基質Yとも結合することが判明し、足場タンパク質のような機能を持つことが示唆された。さらにin 
vitro Kinase assayにより、LUZP1がKinase Xによる基質Yのリン酸化を制御することで細胞質分裂の収縮速度を
制御している可能性が示唆された。LUZP1の細胞分裂期機能は全く分かっていないため、本解析により新たな分
裂制御因子の存在とその一部機能が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Previously, we performed a screening to find novel candidates which relate 
the mitosis, thereby we found LUZP1.  In this study, we showed that LUZP1 localizes at the 
centromere and the central spindle, and its localization require C terminal region of LUZP1. In 
addition, we found that LUZP1 interacts with both Kinase X and its Substrate Y. Our kinase assay 
indicates that LUZP1 prevent the phosphorylation of Substrate Y by Kinase X, however it also 
suggests that the interaction between LUZP1 and Kinase X induces Substrate Y phosphorylation in 
reverse.  The above findings suggest a possibility that LUZP1 regulates the constriction velocity at
 the contractile ring during mitosis by preventing phosphorylation of Substrate Y by Kinase X. The 
function of LUZP1 during mitosis has not been reported.  Our findings contribute to advances the 
elucidation of mitosis mechanisms.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞分裂　細胞質分裂　キナーゼ　リン酸化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全ての細胞は分裂で増殖を行う。これはがん細胞や病原菌もそうである。つまり分裂を完全に制御し、これらの
増殖を制御できれば、人類はがんや感染症を克服できる可能性がある。しかし分裂の制御機構にはまだ不明な点
が多く残っており、分裂の完全制御を成すためには、より詳細な細胞分裂機構の解明が必要になっている。そこ
でこれまでに申請者は細胞分裂に関与する新規因子の探索とその解析を行ってきた。本研究課題で申請者は細胞
分裂に関わる新たな因子とその一部機能を明らかにした。分裂の完全制御にはまだ長い道のりが必要であるが、
本研究はそれを成すための一歩になったといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 全ての細胞は増えるために分裂を行う。これはがん細胞や病原菌もそうである。つまり分裂を
完全に制御し、これらの増殖を抑制できれば、人類はがんや感染症を克服できる可能性がある。
しかし分裂の制御機構にはまだ不明な点が多く残っており、分裂の完全制御を成すためには、よ
り詳細な細胞分裂機構の解明が必要になっている。そこで申請者は siRNA と過剰発現プラスミ
ドを用いて新たな分裂制御因子のスクリーニングを行い、その候補して LUZP1 を見出した。 
 
２．研究の目的 
申請者の事前実験により、LUZP1 は細胞質分裂時の収縮環の収縮「速度」の制御を行ってい

る可能性が示唆された。しかし LUZP1 の細胞分裂期における機能は全く報告されていない。申
請者は本課題で収縮速度制御機構の解明とその意義を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 共焦点顕微鏡を用いた蛍光融合タンパク質の細胞内局在観察 
 35mm のグラスベースディッシュに HeLa 細胞を播種し、Lipofectamine 3000 を用いて各種 GFP
融合プラスミドを導入した。24~48 時間後、共焦点顕微鏡 (Olympus, FV1000 または FV3000)を
用いて、細胞を生かしたまま GFP 融合タンパク質の細胞内局在を観察した。 
 
(2) タンパク質精製とタンパク質結合解析（Pull-down assay） 
 pGEX.5X-1 プラスミドを用いた大腸菌発現系を用いて、目的タンパク質を GST ビーズに結合
させ精製した。次に目的タンパク質の結合候補タンパク質を 293T 細胞に過剰発現させ、その粗
抽出液を精製 GST ビーズと反応させ、２つのタンパク質の結合確認を行った。 
 
(3) in vitro Kinase assay 
市販されている活性型 Kinase、大腸菌発現系で精製した基質、ラジオアイソトープ（RI）標識

ATP を混合し、30℃で 30 分反応させた。その後 SDS-PAGE gel を用いてタンパク質を分離し、
検出器（GE Healthcare, BAS-5000）を用いてリン酸化（RI 標識）された基質を検出した。 
 
(4) MTT assay （抗がん剤の細胞障害効率の測定） 

96 well プレートに播種した HeLa 細胞に濃度の異なる各種抗がん剤を添加した。48 時間後、
MTT アッセイ試薬を各 well に添加し、マルチモードマイクロプレートリーダー（Molecular 
Devices, SpectraMax M5）を用いて細胞生存率を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) LUZP1 の動原体、Midbody 局在には C 末端側領域が必要。 

LUZP1 は図１A に示す様に N 末端側に coiled-coil ドメイ
ンを持っているが、それ以外に保存された特徴的な配列は持
っていない。しかし申請者は事前実験により LUZP1 が分裂
期（M 期）特異的な構造体である動原体、Midbody に局在す
ることを明らかにしている。 
申請者は LUZP1 のどの領域がこれらの局在に必要である

かを明らかにするため、LUZP1 を様々な領域で分割した発
現プラスミドを作成し、それらの細胞内局在を解析した。そ
の結果、LUZP1 の C 末端領域を欠損させると LUZP1 が動原
体、Midbody のどちらにも局在できなくなることが判明した
（図１B）。 

 
(2) LUZP1 は Kinase X の基質 Y とも結合する。 

 申請者は事前実験により
LUZP1 が Kinase X と結合す
ることを見出している。そ
こで申請者は LUZP1 が

Kinase X の基質 Y とも相互作用するかを Pull-down assay により
検討した。そこでまず大腸菌から基質 Y のタンパク質精製を行
った（図２下）。次に LUZP1 を過剰発現させた 293T 細胞の粗抽
出液を基質 Y が結合した GST ビーズと混合し、Pull-down assay
を行った。その結果 LUZP1 タンパク質は GST タグを結合させ
たビーズとは共沈せず、GST-基質 Y 結合ビーズでのみ共沈する
ことが確認できた（図２上）。この結果から LUZP1 はキナーゼ
X だけでなくその基質 Y とも結合することが明らかとなった。 



(3) in vitro Kinase assay 
 (2)の結果から LUZP1 が Kinase X の基質 Y リン酸化に影響を与える可能性が示唆された。そ
こで各種精製タンパク質を用いて in vitro Kinase Assay を行った。申請者はまず Kinase X と基質
Y のみで Kinase assay を行い、Kinase X が GST タグをリン酸化せず、基質 Y のみをリン酸化す
ることを確認した（図３A）。次に、LUZP1 の量を徐々に増やしたサンプルで Kinase assay を行
ったところ、LUZP1 の容量依存的に Kinase X の基質 Y リン酸化が阻害されることが判明した
（図３B, C）。また Kinase X とは結合できない LUZP1 を準備し、その LUZP1 でも Kinase assay
を行ったところ、興味深いことに Kinase X 非結合 LUZP1 の方が Kinase X の基質 Y リン酸化を
強く阻害することが明らかになった（図３B, C）。この結果から、LUZP1 は基質 Y のリン酸化を
阻害する機能を持っているが、LUZP1 と Kinase X の結合はその阻害効果を弱める働きがあるこ
とが示唆された。 

 
(4) 申請者は LUZP1 に
よる細胞質分裂時の収
縮速度の制御は、分裂の
安全性を高める効果が
あるのではないかと考
えた。そこで siRNA を用
いて LUZP1 の発現を抑
制し、そこに各種抗がん
剤を添加することで抗
がん剤の効果を増強で
きるのではないかと考
えた。以上の仮説を MTT 
assay による細胞数を測
定することで検証した
と こ ろ 、 Cisplatin, 
Cyclophosphamide, 
Doxorubicin, Everolimus
を作用させた場合にお
いて、LUZP1 の発現抑制
の有無で細胞障害効果
が増強することは確認
できなかった（図４）。 
 
(5) まとめと考察 
 以上の研究より、LUZP1 の動原体、Midbody への局在必要領域が明らかになった。また LUZP1
が Kinase X とその基質 Y どちらとも結合することが判明し、特徴的な機能ドメインを持たない
LUZP1 が足場タンパク質して機能している可能性が示唆された。さらに in vitro Kinase assay に
より、LUZP1 が Kinase X の基質 Y リン酸化を制御することで細胞質分裂の収縮速度を制御して
いる可能性が示唆された。申請者は LUZP1 による収縮速度の制御の意義は分裂時の安全性を高
める（失敗を減らす）効果と予測した。そこで LUZP1 の発現抑制した細胞に抗がん剤を作用さ
せた場合の細胞障害効率を検証した。しかし LUPZ1 の発現抑制により細胞障害の効率は変化し
なかった。LUZP1 の収縮速度を制御する意義はいまだ不明であるが、本研究により細胞分裂期
における LUZP1 の機能が一部明らかにできた。 
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