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研究成果の概要（和文）： 細胞分裂は精巧に制御され，細胞分裂制御の破綻は細胞の癌化，癌

の悪性化，細胞死に繋がる。本研究では，Src 型チロシンキナーゼによるチロシンリン酸化シ

グナリングが細胞分裂制御に重要であり，ミッドボディーやスピンドルなどの細胞内オルガネ

ラの動態制御を介していることを明らかにした。特に ERK/MAPK シグナルや Rab11 などの分子の

関与も明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：  Cell division is tightly regulated in order to prevent cancers, 
cancer progression and cell death. In this study, we showed that tyrosine phosphorylation 
signaling by Src-family tyrosine kinases are important for regulation of cell division 
through mediating organelle dynamics. Especially, involvement of ERK/MAPK and Rab11 were 
shown. 
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１．研究開始当初の背景  

 細胞は染色体複製と細胞分裂を繰返して

増殖していく。細胞周期は厳密に制御されて

おり，細胞分裂制御機構の崩壊は染色体不安

定性を引き起こす。染色体不安定性は癌化お

よび癌の悪性化を誘導するため，細胞周期制

御機構の理解は癌化の予防のみならず，癌治

療の新たな戦略へと繋がる可能性を持つ。 

 これまで我々は，非受容体型チロシンキナ

ーゼであるSrc型チロシンキナーゼ（SFK）を

研究対象としてきた。SFKなどの非受容体型

チロシンキナーゼの多くは細胞膜直下で働

くが，細胞内オルガネラなどの局在部位で独
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自の役割を担っており，非受容体型チロシン

キナーゼの細胞内局在選別は機能制御と強

く関連している。核膜，核マトリックス，ゴ

ルジ装置などは細胞分裂開始時に崩壊し，細

胞分裂終了とともに再構築される。ゴルジ装

置の断片化の阻害が細胞分裂の開始を阻害

するように，オルガネラ動態が細胞周期進行

に応じて制御され，また，逆に細胞周期の進

行を制御する．我々は，分裂期細胞の小胞（エ

ンドソーム）などのオルガネラ上でチロシン

リン酸化が亢進していること ，その一部はS

FK阻害剤PP2により阻害されることから，こ

れらのチロシンリン酸化へのSFKの関与や細

胞分裂時におけるオルガネラ動態へのSFKの

関与を推定している。しかしながら，SFKが

関与する細胞分裂制御機構はほとんど未解

明のままである。 
 
２．研究の目的 

 細胞質分裂の最終段階に形成されるミッド

ボディーにはゴルジ装置タンパク質や小胞輸

送に関係するタンパク質が多く存在する。ミ

ッドボディーにおいてチロシンリン酸化が観

察され, PP2により阻害されたことから，分裂

期の小胞輸送に関与し，なおかつSFKの制御を

受けるタンパク質の研究にはミッドボディー

の解析が有用であると考えられる。また，

c-Srcの局在が観察された収縮環は，小胞輸送

の関与により形成されることが知られている

。本研究は，細胞分裂時のミッドボディーお

よび収縮環などのオルガネラ動態に着目し，

チロシンリン酸化による細胞分裂の制御機構

を解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

ヒト培養細胞株である HeLa，HeLaS3を用い，
チロシンリン酸化シグナルを抗リン酸化チ
ロシン抗体（4G10）により検出した。 
 
４．研究成果 

（１）ミッドボディー動態制御におけるチロ

シンリン酸化シグナリングの役割： 

① Src型チロシンキナーゼ阻害剤である PP2

処理，あるいは，Src 型チロシンキナーゼを

不活性化する Csk の過剰発現を行った結果，

Src 型チロシンキナーゼの活性阻害により細

胞質分裂が阻害された。 

② 培養細胞をパラホルムアルデヒドで固定

し，抗チロシンリン酸化抗体で免疫染色した

が，特徴的なチロシンリン酸化タンパク質の

局在は観察されなかった。しかし，細胞を固

定する前に，サポニンあるいは TritonX-100

などの界面活性剤で細胞を処理すると，ミッ

ドボディー上にチロシンリン酸化シグナル

が観察された。ERK/MAPK の阻害，あるいは不

活性化型 Rab11の発現によりミッドボディー

上のチロシンリン酸化シグナルが消失した。 

③ PP2 処理あるいは Csk の過剰発現により

ミッドボディー上におけるチロシンリン酸

化シグナルが阻害された。細胞周期同調実験

系において，細胞質分裂がおきるよりも前の

段階で Src型チロシンキナーゼが機能してい

ることを明らかとした。 

 

（２）スピンドル制御におけるチロシンリン

酸化シグナリングの役割： 

① CDK1 阻害剤である RO-3306 により細胞周

期を G2/M 期に同調し，リリースして細胞分

裂を観察した。Src 型チロシンキナーゼ特異

的阻害剤 SU6656 で処理することにより，分

裂時間の延長および染色体の分配異常が観

察された。分裂時間の延長は，前中期から中

期への進行の遅延が顕著であった。また，チ

ロシンキナーゼの阻害剤である genisteinに

よっても同様な結果が観察された。さらに，

染色体の分配異常である，chromosome bridge

が観察された。このような分裂異常の原因と

してスピンドルへの影響を解析した結果，阻

害剤処理により，スピンドル形態の変化が観

察された。 

 

（３）プロテオミクスのための条件検討： 

① タンパク質同定のためには，細胞周期を

同調する必要がある。これまで HeLa 細胞を

用いて細胞分裂時におけるチロシンリン酸

化の局在を解析してきたが，HeLa の亜株であ

る HeLaS3 は浮遊状態で培養が可能であり細

胞同調しやすい。例えば，ノコダゾール同調

細胞を培養ディッシュから剥がし，細胞洗浄

後に浮遊状態のまま細胞周期を進行させ，適

度に進行した後に細胞を集めることができ

る。今回，HeLa と HeLaS3 を比較した結果，

細胞分裂期の終期において同様なリン酸化

パターンを検出したので，HeLaS3 を用いる事

が可能であることがわかった。 



 

 

② タンパク質同定を目指し，細胞可溶化画

分を調製するための可溶化方法の検討を行

った。0.1%サポニンを用いて細胞を可溶化し

てから細胞を固定することで，特徴的なチロ

シンリン酸化が観察されたため，この条件で

は，特徴的なチロシンリン酸化タンパク質は

細胞から可溶化されないことが示唆された。

この細胞をさらに 1% TritonX-100 を用いて

可溶化すると，このチロシンリン酸化が消失

した。これらの結果から，細胞を 1% 

TritonX-100 により可溶化することで目的

のタンパク質が可溶化され，予め 0.1%サポニ

ンで可溶化することで不必要なタンパク質

をある程度除けることがわかった。     

③ HeLaS3 細胞をチミジンを用いて S 期に停

止させ，その後，ノコダゾールにより細胞分

裂期前中期に同調した。この細胞を薬剤を含

まない培地に戻して，細胞周期を開始させ，

その後の進行を顕微鏡を用いて解析した。こ

の方法により，細胞分裂の進行を同調できる

ことがわかった。この方法により細胞分裂期

に同調し，細胞可溶化に用いる予定である。 

④ 抗リン酸化チロシン抗体を産生するハイ

ブリドーマをマウス腹腔に移植し，約２週間

後に腹水を採取した。硫安沈澱により組精製

した後プロテイン Gアガロースにより精製し，

精製抗体として約６mg を得た。この抗体を用

いた免疫沈降によりチロシンリン酸化され

たタンパク質の取得を目指して条件検討中

である。 
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