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研究成果の概要（和文）：本研究では、紡錘体形成を開始させる中心体分離のタイミング制御機構に主眼を置
き、この過程で重要な役割を果たす逆行性キネシンの１つであるKIFC3の機能解析を行った。その結果、モータ
ードメインや二量体形成ドメインといった一般的なモータータンパク質の機能に重要な領域に加えて、C末端に
存在する7つのアミノ酸により構成される部位が、KIFC3の機能に重要であることを見出した。また、KIFC3の中
心体への局在化は、CEP170との相互作用を介していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the timing control mechanism of centrosome 
separation that initiates bipolar spindle formation and analyzed the functional mechanism of KIFC3, 
the minus-end directed kinesin that plays an important role in this process. We found that in 
addition to the motor domain and the dimerization domain, a C-terminal region consisting of seven 
amino acids is also important for KIFC3 function. In addition, we revealed that KIFC3 interacts with
 CEP170 for its localization at the centrosome.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、最近同定された、中心体分離のタイミング制御機構に重要な役割を果たすKIFC3の機能メカニズム
の一端を明らかにすることができた。異常なタイミングでの中心体分離は、その後の染色体分配異常を引き起こ
し、がんの発症原因となることが示されている。このため、本研究によって新たに見出された知見は、基礎生物
学のみならず医学的にも重要な知見であると考えられる。

※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 
 分裂期紡錘体によって担われる娘細胞への染色体の正確な分配は、がんなどの疾患の原因と
なる染色体異常を防ぐために重要なプロセスの１つである。微小管を主な構成要素とする紡錘
体の形成には、その両極に位置し微小管形成中心として機能する２つの中心体が主要な役割を
果たす。分裂期とは異なり間期の細胞では２つの中心体は互いに近傍に位置しており、それぞれ
の中心体を起点とした微小管ネットワークが合わさって統御されることで、細胞遊走といった
細胞機能が制御されている。この中心体接着は、繊維状タンパク質によって構成される中心体リ
ンカー同士の結合によって担保されている。分裂期に入るとこの中心体リンカーが乖離し、接着
性を失った中心体は順行性のホモ四量体キネシン EG5が生み出す力によって分離され、二極性
の紡錘体が形成される。この中心体分離が生じるタイミングは厳密に制御されており、異常なタ
イミングでの中心体分離は染色体分配異常を引き起こすことが知られている。これまでの我々
の研究成果により、この中心体分離のタイミングを制御する分子として逆行性キネシンの
KIFC3が同定された（Hata et al. Nat. Cell Biol. 2019）。しかし、KIFC3を中心とした中心体
の分離タイミング制御機構には、不明な点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
 中心体の分離タイミング制御機構の理解を深めるために、中心的な役割を果たす KIFC3がど
のように機能しているかを、分子生物学的および細胞生物学的手法により解明することを目的
とした。特に、KIFC3の機能ドメインを同定することで、KIFC3の機能メカニズムを明らかに
することを目指した。また、中心体の分離タイミングを制御するために、KIFC3 がどのような
機構によって中心体に局在化しているのかについて解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
 ヒト培養細胞をモデルとし、細胞周期の進行に従って変化する中心体の接着、分離、機能獲得
といった現象を、免疫染色・超解像顕微鏡観察やライブセルイメージングなどにより詳細に観察
した。この際には、薬剤処理などにより細胞周期を同調させるか、各周期特異的なマーカーを組
み合わせることで行った。また、中心体のそれぞれの微小領域における各構成分子の局在量など
については、免疫染色の際に抗体によって認識されるシグナルについて、形状や量などをイメー
ジプロセッシングにより定量化し、各分子の相関関係について統計学的解析により検討した。
KIFC3や関連分子の機能分子機序について、RNAiや CRISPR-Cas9システムによる遺伝子欠損、
TetOnシステムによるコントロールされた過剰発現系などを用いて検討を加えた。 
 
４．研究成果 
 
1) 中心体分離を抑制する KIFC3の機能分子機序の解明 
ヒト正常二倍体細胞である RPE1 細胞を用いて、KIFC3 が中心体の分離タイミングを制御す
る際に必要とする自身の領域について解析を行った。逆行性キネシンの１つである KIFC3 は、
他の逆行性キネシンと同様に C末端領域にモータードメインがあり、そこから N末端側へと二
量体化ドメイン、テールドメインの順番で構成されている。そこで、それぞれのドメインを欠失
させたコンストラクトを作成し、中心体を接着させるのに必要な KIFC3の領域の同定を試みた。
KIFC3を過剰発現させることで中心体の分離が阻害され、分裂期に入った細胞が、双極ではなく
単極の紡錘体を形成したままの状態で細胞周期停止することが知られている。そこで、この表現
系を指標に、それぞれの部位を欠失させた KIFC3 の機能を評価した。その結果、いずれのドメ
インを欠失させたコンストラクトにおいても、単極の紡錘体を伴う分裂期停止が観察されなか
ったことから、これらのドメインは KIFC3 が有する中心体分離抑制の機能に重要であることが
示唆された。また、KIFC3の特徴の１つとして、モータードメインよりも C末端側に、57個の
アミノ酸で構成される長いテイル領域が存在することが挙げられる。これは、他の逆行性キネシ
ンには見られないものである。そこで、この領域を欠失させたコンストラクトを検討した結果、
この特徴的な領域も KIFC3の機能に重要であることが明らかとなった（図 1）。興味深いことに、
KIFC3 の複数のアイソフォームは、C 末端の 7 つのアミノ酸を有していない。そこで、これら
アイソフォームの機能を同様に検討した結果、全長のアイソフォームに比べて、中心体の分離を
阻害する能力が著しく低いことを見出した。これらの結果により、KIFC3 による中心体分離の
タイミング制御機構の理解が深まると共に、KIFC3 の機能的多様性が存在することが示唆され
た（Harada T., et al. 論文投稿準備中）。 
 



 
2) KIFC3の中心体局在化機構の解明 

KIFC3の機能には、中心体に付加された、サ
ブディスタル・アペンデージという微小管を繋
留する構造体が必要であることが知られてい
る。KIFC3は微小管上を移動してこの構造体に
局在化するが、この局在化がどのような分子と
の相互作用を介したものであるかは未解明であ
った。そこで、相互作用スクリーニングを行っ
た結果、この構造体の先端部に局在する
CEP170とKIFC3が相互作用することを見出し
た（図 2）。siRNAを用いて CEP170を発現抑制
すると、KIFC3の中心体への局在量が低下した。
この低下がサブディスタル・アペンデージ微小
管の機能低下を介した二次的なものであるかを
判別するために、この微小管の機能を間接的に
測る新たなアッセイ系を確立した。この解析の
結果、CEP170 はサブディスタル・アペンデー
ジ微小管の機能には大きな影響を与えずに、こ
の構造体へのKIFC3の局在化に必要であること
を見出した。また、CEP170の発現抑制によって、KIFC3が機能しない場合と同様に、中心体の
早期分離が引き起こされた。これらの結果より、KIFC3 のサブディスタル・アペンデージへ
の局在化と中心体の分離タイミングを制御する機能において、CEP170 が重要な役割を果
たすことが明らかとなった（Harada T., et al. 論文投稿準備中）。 
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