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研究成果の概要：細胞質分裂では分離した染色体間の細胞表層に分裂面が決定され，収縮環が

形成される．分裂後期の微小管が何らかのメカニズムで細胞表層に分裂面を決定し，収縮環形

成に導くシグナルを伝えると考えられてきたが，シグナルの実体は不明のままだった．本研究

課題では，Rho シグナルを指標として，分裂シグナルをライブセルイメージングにより可視化

して動態を観察し，微小管による細胞分裂面決定の分子機構を解析した． 
交付額 
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研究分野：細胞生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 
キーワード：細胞質分裂 
 
１．研究開始当初の背景 

細胞質分裂は，細胞分裂の最後のステップ
で，染色体の分離後，細胞質およびオルガネ
ラが娘細胞に分配される過程である．動物細
胞の細胞質分裂では，細胞表層にアクチンと
ミオシンの線維がリング状に集積し，収縮環
を形成する．収縮環の収縮により，細胞にく
びれ（分裂溝）が生じ，それが深まって，２
つの娘細胞が分離する．収縮環は分裂後期に
分離しつつある染色体間に形成され，その位
置が分裂面となる．分裂後期の微小管が分裂
面を決定し，収縮環の形成を制御するシグナ
ル(分裂シグナル)を供給すると考えられて
きたが，その実体は不明のままだった． 

私たちは，低分子量 Gタンパク質 Rho の染
色体間の細胞表層への局在が収縮環形成に

必須であることを明らかにした． Rho の局在
はRho活性化因子(RhoGEF)ECT2によって制御
されていた． ECT2 は Rho ファミリーの GAP 
MgcRacGAP およびキネシン MKLP1 と複合体を
形成することで，分裂後期の微小管に局在化
した．こうしたことから，“微小管→MKLP1・
MgcRacGAP→ECT2→Rho”の Rho シグナル経路
が，収縮環形成を導く分裂シグナルの実体と
して働くことが示唆された．しかし，分裂後
期の微小管がどのようにして Rhoシグナルを
制御し，分裂面決定・収縮環形成を導くかに
ついては多くが未解明のままである．そこで，
Rho シグナルを指標としたライブセルイメー
ジング観察を行うことで，微小管による分裂
面決定機構について分子的解明が進むこと
が期待された． 



２．研究の目的 
Rho シグナルを指標として，微小管による

分裂面決定・収縮環形成機構の解明を目指す． 
 
(1) 微小管による分裂シグナルの伝達機構 

分裂後期の微小管のうち染色体間の微小
管（中央紡錘体および星状体微小管の一部）
が，分裂シグナルを供給すると考えられてい
る．しかし，これらの微小管がなぜ，分裂シ
グナルの供給源となるのか，どのようにして
分裂シグナルを細胞表層に伝えるのかは未
解明のままである．本研究では，Rho シグナ
ルのライブイメージングを通じて，分裂シグ
ナルを可視化し，これを指標として，微小管
から細胞表層への分裂シグナル伝達機構の
分子的解明を行う． 
 
(2) 中央紡錘体の形成機構 

中央紡錘体は，哺乳動物細胞では，分裂シ
グナルの主要供給源として分裂面決定に重
要な役割を担っている．しかし，中央紡錘体
が染色体分離後，どのようにして形成される
のかよくわかっていない．そこで，中央紡錘
体の形成過程をライブイメージングで解析
するとともに，中央紡錘体形成にかかわる分
子の探索を行う． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 分裂シグナルのライブイメージング 
 微小管上で Rhoシグナルを伝達するキネシ
ン MKLP1 と GFP の 融 合 タ ン パ ク 質
(GFP-MKLP1)の発現ベクターを LLC-PK1 細胞
にトランスフェクトし，安定発現細胞株を樹
立した．この細胞に mCherry（赤色蛍光タン
パク質の一つ）とα-tubulin の融合タンパク
質（mCherry-α-tubulin）を発現するベクタ
ーをトランスフェクトし MKLP1 と微小管を同
時に蛍光観察できる安定発現細胞株を樹立
した． 
 
(2) 単極紡錘体を持つ細胞での細胞質分裂 
 細胞をキネシン Eg5 の阻害剤モナストロ
ールで処理して星状体の分離を抑え，単極紡
錘体を持つ細胞（単極細胞）を得る．単極細
胞は紡錘体チェックポイントの活性化によ
り細胞周期の進行が抑えられているが，Cdk1
阻害剤処理することで分裂後期を模倣して
細胞周期を進行させ，細胞質分裂を誘導した． 
 
 
４．研究成果 
 動物細胞では，分裂面は，分裂後期に染色
体間の細胞表層に決定される．これは，染色
体を正しく娘細胞に分配し，赤道面で細胞を
2 分する細胞質分裂の時間・空間的制御メカ
ニズムとして重要である．分裂後期の微小管

が分裂面を決定し，細胞表層に収縮環形成を
導く分裂シグナルを供給すると考えられて
いる．正常の双極細胞での細胞質分裂では，
染色体間の微小管（中央紡錘体と星状体微小
管の一部）が，分裂シグナルを供給するモデ
ル（図１Ａ）が有力である．一方，単極細胞
を用いた実験から，染色体を越えて伸びる微
小管が分裂シグナルを供給するモデルも提
唱されている（図１Ｂ）．これらは，いずれ
も微小管と染色体の幾何学的位置関係によ
って分裂シグナルを伝える微小管および分
裂シグナルの向きが決定されるモデルだが，
分裂シグナルの実体は不明のままだった． 
 

図 1 微小管が供給する分裂シグナルモデル 
Ａ 双極細胞，Ｂ 単極細胞． 
赤矢印：分裂シグナル， 
緑：微小管，青：染色体 
 
 
(1) 分裂シグナルのライブイメージング 
 分裂面決定・収縮環の形成には，低分子量
G タンパク質 Rho と，微小管上の Rho 活性化
因子複合体(ECT2, MgcRacGAP, MKLP1)の働き
が必要である．分裂シグナルは微小管を介し
て伝達されるので，Rho 活性化因子複合体を
指標とすれば，分裂シグナルを可視化するこ
とができるのではないかと考えられる．そこ
で，Rho 活性化因子複合体の分裂期キネシン
MKLP1 と GFP の融合タンパク質(GFP-MKLP1)，
および mCherry-tubulinを同時に安定発現す
る細胞株を確立し，蛍光顕微鏡下でライブイ
メージング観察を行った（図 2）． 
 
 

図 2 GFP-MKLP1 の動態 
数字は分裂後期開始からの時間（分） 
MKLP1 は，染色体分離後，染色体間の微小管
に集積する． 
 



(2) 微小管による分裂シグナル制御メカニ
ズム 

MKLP1 は分裂中期までは細胞質に局在する
（図 2，0 分）．分裂後期に入り，染色体が分
離した直後に，MKLP1 は染色体間の微小管（中
央紡錘体および染色体間の星状体微小管）に
結合した（2分）．その後，中央紡錘体の微小
管のオーバーラップ域（ミッドゾーン）に集
積し（4-12 分），ミッドボディーに濃縮した
（30 分）．分裂溝は，ミッドゾーン（MKLP1
の集積部）の周囲に形成された（9分）．この
ように，GFP-MKLP1 の動態は，図１Ａで想定
される分裂シグナルモデルとよく一致する． 

 分裂溝を誘導する微小管および分裂シグ
ナルの向きは，染色体と微小管の幾何学的位
置関係で決定される（図１）．単極細胞では，
染色体が微小管に分裂シグナルを供給する
と考えられてきた（図１Ｂ）．しかし， MKLP1
は，染色体が分離するまで細胞質に存在する
ことから，染色体に，MKLP1 の微小管への結
合を制御する因子が存在することが推定さ
れた．染色体には染色体パッセンジャータン
パク質と呼ばれる細胞質分裂制御因子が存
在する．このうち Aurora B キナーゼについ
て，MKLP1 の微小管への結合との関係を検討
した．単極細胞で分裂溝を誘導する際に，
Cdk1 阻害剤と同時に Aurora キナーゼ阻害剤
を作用させたところ，MKLP1 の微小管への結
合が阻害されるとともに分裂溝の形成も抑
えられた．同様に，単極細胞の Aurora B RNAi
でも MKLP1の微小管への結合と分裂溝の誘導
が阻害された（図 4Ａ）．また，双極細胞でも
Aurora キナーゼ阻害剤処理または Aurora B 
RNAi（図 4Ｂ）により，MKLP1 の染色体間の
微小管への集積が抑えられ，分裂溝形成も阻
害された．以上の結果から，分裂後期の
Aurora B の活性が，MKLP1 の微小管（双極細
胞では染色体間，単極細胞では染色体を越え
て伸びる微小管）への結合を制御することが
明らかになった． 

染色体間の微小管である中央紡錘体はミ
ッドゾーンでプラス端がオーバーラップし
た特殊な構造をとる．このため，MKLP1 は，
このオーバーラップ構造を認識して局在化
している可能性が考えられた．単極細胞はオ
ーバーラップ構造を作れないので，単極細胞
で MKLP1-GFP の動態観察を行った（図 3）． 
 

図 3 単極細胞での MKLP1 の動態 
数字は Cdk1 阻害剤 BMI-1026 を添加して細胞
質分裂を誘導してからの時間（分）．  
矢印は染色体を越えて伸びる微小管への
MKLP1 の集積を示す． 
 
 
GFP-MKLP1 安定発現細胞をモナストロール処
理で得た単極細胞に，Cdk1 阻害剤 BMI-1026
を作用させた．単極細胞は紡錘体チェックポ
イントを乗り越えて分裂後期に入り，分裂溝
が誘導された．MKLP1 は，Cdk1 阻害剤を作用
させた直後に，染色体近傍で，染色体を越え
て伸びる微小管と結合し（2 分），微小管の先
端に集積した（4-12 分）．分裂溝は，MKLP1
が集積した微小管の先端付近に形成された
（20 分）．以上より，MKLP1 は，微小管のオ
ーバーラップ構造ではなく，染色体を越えて
伸びる微小管に特異的に結合することが示
された．さらに，単極細胞での MKLP1 の動態
も，単極細胞での分裂シグナルモデル（図１
Ｂ）とよく一致することが明らかになった． 

図 4 Aurora B による分裂シグナル制御 
Aurora B RNAi 細胞での MKLP1(緑)の局在． 
Ａ 単極細胞，Ｂ 双極細胞 
Aurora B ノックダウンにより MKLP1 の微小管
への結合が失われる． 
 
 
(3) 細胞質分裂を制御する微小管の動態 
 染色体間の微小管（中央紡錘体および星状
体微小管の一部）は，分裂シグナルを供給し，
分裂面決定・収縮環形成に重要である．しか
し，分裂後期には，微小管の構造が大きく再
編成されるため，中央紡錘体をはじめとした
細胞質分裂を制御する微小管の動態および
形成機構については，これまでよくわかって
いなかった．MKLP1 は，分裂後期に細胞質分
裂を制御する染色体間の微小管に分布する．
このため，GFP-MKLP1 を指標として微小管を

 
 双極細胞，単極細胞のいずれにおいても，
GFP-MKLP1 の動態は，分裂シグナルの条件を
よく満たしていた．こうしたことから，
GFP-MKLP1 のライブイメージングにより，今
まで不明だった分裂シグナルの動態を可視
化できることが示唆された． 
 



追跡することにより，ライブイメージングで
中央紡錘体および分裂シグナルを伝える星
状体微小管を特定することが可能である（図
1）．分裂中期では染色体近傍に MKLP1 がわず
かに存在する微小管が見られる（図 1，0分）．
これは，極間を結ぶ微小管で，その先端に
MKLP1 が少量局在するためと考えられる．染
色体が分離すると，MKLP1 は中央紡錘体に集
積する（2分）とともに，染色体間の星状体
微小管の先端付近にも集積した（4分）．MKLP1
の集積した星状体微小管の一部は中央紡錘
体に取り込まれ，中央紡錘体の微小管の束化
に寄与していた（4－9 分）．これらの観察か
ら，中央紡錘体は極間の微小管に加えて，星
状体微小管の一部が，側方から取り込まれて，
微小管の束化が進行することにより形成さ
れると考えられる． 
 
(4) 中央紡錘体の形成制御 
 中央紡錘体は分裂シグナルを供給するも
っとも主要な微小管と考えられるので，その
形成を制御する以下の候補分子を RNAi でノ
ックダウンし，ライブイメージングで微小管
の動態を観察した． 
 
① MKLP1，MgcRacGAP 
 MKLP1，MgcRacGAP のノックダウンでは，オ
ーバーラップ構造をとる中央紡錘体の形成
そのものに大きな影響は観察されなかった．
しかし，その後の微小管の束化の進行は阻害
された．MKLP1・MgcRacGAP の複合体は
centralspindlin とも呼ばれ，中央紡錘体微
小管のオーバーラップ構造形成への直接の
関与が報告されているが，本観察結果はこれ
に否定的であった． 
 
② PRC1 
 PRC1 のノックダウンでは，中央紡錘体は形
成されるが，中央のオーバーラップ構造を欠
いており，PRC1 が，オーバーラップ構造の形
成に必須であることが追試された． PRC1 ノ
ックダウン細胞では， MKLP1 は中央紡錘体に
は結合しなかった．オーバーラップ構造を持
たない単極細胞でも MKLP1 の集積が微小管
先端に認められることから（図 3），双極細胞
において PRC1 は，オーバーラップ構造の形
成だけでなく，MKLP1 の微小管への結合に関
与していることが示唆された． 
 
③ γ-tubulin 
 γ-tubulin ノックダウンでは，中央紡錘体
の微小管の形成阻害が観察された．中央紡錘
体のマイナス端は，染色体分離後，星状体か
ら離れ，そこにγ-tubulin が集積することも
観察された．従来，微小管は中心体（星状体）
から重合が始まると考えられていたが，中央
紡錘体の微小管は中心体に依存せずに両端

のγ-tubulin を起点として形成されることが
示唆された． 
 
以上より，中央紡錘体の微小管の形成には
γ-tubulin が，オーバーラップ構造をとるた
めには PRC1 が，それぞれ必要であることが
示唆された．また，PRC1 は MKLP1 の染色体
間の微小管への局在にも必要であることが
明らかになった． 
 
 
(5) 本研究の成果の位置づけ・インパクト，
今後の展望 
 本研究課題の成果として，これまで実体が
謎のままだった分裂シグナルをライブイメ
ージング観察することが可能となった点が
あげられる．さらに，この分裂シグナルのラ
イブイメージング系を用いることで，Aurora 
B キナーゼの活性が，分裂シグナルとして働
く MKLP1 の微小管への結合を制御するのに必
須であることも明らかになった．今後，私た
ちの確立した分裂シグナルのライブイメー
ジング系は，細胞質分裂の分子機構の解明の
ための強力なツールとなることが期待され
る． 
また，分裂シグナルを 制御する微小管の動
態を明らかにし，中央紡錘体の形成に
γ-tubulin が重要であることを示すとともに，
中央紡錘体の微小管の形成は中心体に依存
しないことを示唆する結果を得た．これらは，
分裂面を決定する微小管の形成機構の解明
の端緒となると考えられる． 
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