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研究成果の概要（和文）：

癌の悪性化の原因として注目されている「染色体不安定性」には、中心体の過剰増幅と分裂

（M）期チェックポイントの制御異常が密接に関係し, これらを厳密に制御している中心体キナ

ーゼ群が重要因子として考えられている。本研究において、中心体キナーゼ Lats1/2 が中心体・

染色体制御を含む M 期チェックポイント制御と、癌細胞のもうひとつの特徴である静止期（G0

期）進入阻害による細胞増殖異常の両方の制御機構に関与することが明らかになった。 

研究成果の概要（英文）：
Chromosomal instability (CIN) that is one of the essential properties of tumor malignancy is 

associated with abnormal centrosome amplification and disturbed mitotic (M phase) checkpoint control, 
suggesting that certain centrosomal kinases cause induction of CIN. Furthermore, abnormal cell growth 
due to inability to enter the G0 phase is another important trait of cancer. In this study, we demonstrate 
that the centrosomal kinases, Lats1 and Lats2, control the mitotic checkpoint through centrosomal 
integrity and chromosomal segregation and prevent abnormal cell growth. These results suggest that 
Lats1/2 kinases comprise a novel signaling pathway which links G0 to M phases of the cell cycle.  

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2010 年度 1,400,000 420,000 1,820,000

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000

2012 年度 1,100,000 330,000 1,430,000

年度

  年度

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000

研究分野：生物学

科研費の分科・細目：生物化学・細胞生物学

キーワード：中心体、キナーゼ、M期、Lats、Aurora、Hippo、リン酸化、G0 期 

１．研究開始当初の背景 
「染色体不安定性」は、染色体が娘細胞へ

高頻度に不均等分配される悪性癌細胞の特
徴のひとつであり、この統御には中心体およ
び分裂（M）期チェックポイントの制御が密
接に関係している。実際、多くの癌細胞で観
察される中心体の過剰増幅は、キネトコアと

微小管のメロテリックな異常接着によって
生じる「Lagging chromosome」を細胞分裂後
期に蓄積させて染色体不安定性を誘発させ
る（Ganem et al., 2009）。 

中心体の制御には Plk や Aurora-A、Cdk1
などの中心体に局在する主要な M期（分裂期）
キナーゼが重要な役割を担っているが、最近
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では DNA損傷チェックポイントに機能するキ
ナーゼである ATM, ATR, Chk1, Chk2 も中心
体に局在することが報告され、中心体の制御
機構とその役割の多様性に注目が集まって
いる。 
他方、新しいシグナル伝達経路 Hippo 

pathway が分化や発生にとって必須なだけで
なく、接触阻害により G0 期（静止期）を誘
導し細胞増殖を停止させる経路として最近
国内外のがん研究でも脚光を浴びている。と
りわけ興味深いことは、この経路において中
核的な機能を担っているLats1, Lats2, およ
び Hippo（ヒトでは Mst1, Mst2）キナーゼも
また中心体に局在することである。これらの
ことから、本研究では中心体が細胞増殖（細
胞分裂）と G0 期進入を分岐する“チェック
ポイント”の場として機能しているのではな
いかと考えた。 
さらに興味深い点は、我々のこれまでの研

究から Lats1/2 が細胞周期チェックポイント
の制御因子としても重要な役割を果たして
いることが明らかになってきたことである。
我々が独自に開発した「段階的サブトラクシ
ョン法」で単離した癌抑制遺伝子 Lats2 
(large tumor suppressor)は種間で高度に保
存された中心体キナーゼで、細胞周期依存的
に多様なリン酸化制御を受けている（Yabuta 
et al., 2000; Toji et al., 2004）。類似遺
伝子の Lats1 も Cdk1 や Zyxin などの細胞周
期関連因子との結合が報告されていること
から細胞周期依存的な制御を受けていると
考えられる。我々がこれまでに作製した
Lats2 ノックアウトマウス（Lats2-/-）は、胎
生致死であったことから、Lats2 は胚の発
生・分化に必須な遺伝子であることが示唆さ
れたが、その培養細胞（Lats2-/- MEF）を作製
して、細胞周期の異常を調べたところ Lats2
の欠損は中心体の断片化と多核化を高頻度
に引き起こし、Lats2 が中心体の成熟と細胞
質分裂に必要であることが明らかになった
（Yabuta et al., 2007）。一方、癌細胞に微
小管重合阻害剤で中心体にダメージを与え
ると細胞は Mitotic slippage を引き起こし、
次の G1 期で四倍体となり細胞周期を停止す
る「G1-tetraploidy checkpoint（四倍体チ
ェックポイント）」を発動するが、Lats2-p53
経路による新たなポジティブ・フィードバッ
クがこのチェックポイントの中核として機
能していることを見出した（Aylon et al., 
2006）。 

上述した研究背景および当時 DNA損傷応答
の下流で Lats2 がリン酸化されるデータを得
ていたことを踏まえて、Lats2 および Lats1
が M期制御、G0期移行、および DNA 損傷チェ
ックポイントの３つのシグナルを中心体で
分岐する極めて重要なキナーゼであると考
え、本研究を進めることとした。 

２．研究の目的
悪性癌細胞の特徴の一つは「染色体不安定

性」であり、これは細胞周期チェックポイン
ト、とりわけ中心体と染色体分配を制御する
M 期チェックポイントが重要な役割を果たし
ている。一方で、癌細胞のもうひとつの特徴
が G0 期に入れずに無限に増殖し続けること
である。最近、我々が研究を推進する Lats1/2
キナーゼが中心体制御と G0 期進入の両方の
機構に関与することがわかってきた。本研究
の目的は、「中心体キナーゼによる G0 期と M
期を繋ぐ新たなシグナル伝達経路」を見出し、
その生理的意義を明らかにすることにある。 

３．研究の方法
本研究を遂行するために以下のような方

法で実験を行った。 
(1)Lats2 を介した新規シグナル経路の解析： 
①我々は Lats2 の複数箇所のセリン残基が
Aurora-A によりリン酸化されることを突き
止めている。これらのうち、S83 がリン酸化
された Lats2（Lats2-pS83）は細胞周期を通
じて主に中心体に局在することがわかって
いたが、もう 1 箇所別のリン酸化部位 S380
についてはいつ、どこでリン酸化されるか不
明であった。これを明らかにするために、
S380 のリン酸化ペプチドを合成し、これらを
抗原として特異的な抗リン酸化抗体（pS380
抗体）を作製し、リン酸化ペプチドを用いた
ドットブロット法やペプチドコンペティシ
ョン法、キナーゼアッセイなどで抗体の特異
性を評価した。 
②細胞周期を同調したヒト子宮頸癌細胞株
HeLa S3 とヒト骨肉腫細胞株 U2OS において
pS380 抗体を用いて間接蛍光抗体法によりリ
ン酸化 Lats2（pS380-Lats2）を染色した。M
期における、pS380-Lats2 の細胞内局在を共
焦点レーザー顕微鏡などで観察し、その特異
的なシグナルが Aurora-A の阻害剤や siRNA、
および Lats2 の siRNA により消失あるいは減
衰することを確認した。 
③Aurora-A‐Lats2 経路の分子機序を調べる
ために、免疫沈降法により Lats2 と Lats1、
Aurora-A、Aurora-B 間の蛋白質間相互作用を
調べた。また、 キナーゼアッセイにより
Lats2 を介在するリン酸化シグナルカスケー
ドの同定を試みた。 
④リン酸化部位 S380 のアミノ酸置換変異体
を作製し、これらを HeLa S3 細胞に導入した
後、細胞周期、とりわけ M期の進行と形態変
化、スピンドルの形成、染色体分配、細胞質
分裂における非リン酸化型 S380A およびリン
酸化ミミック型 S380D変異体の影響を顕微鏡
下で観察した。 
(2) Lats1-ΔN ノックアウトマウスの作製と
解析： 



①Lats1 と Lats2 にはキナーゼドメイン以外
の N末領域に両者の間で比較的保存性の高い
LCD (Lats conserved domain)が２つ存在す
る 。 そ の う ち の LCD1 に は UBA 
(Ubiquitin-associated)ドメインが含まれ
ていることから、重要な役割を果たしている
ことが予想される。そこで、本研究では Lats1
の LCD1 をコードするエキソン２を破壊した
Lats1-ΔN ノックアウトマウス（Lats1ΔN/ΔN）
を作製し、これに由来する培養細胞（Lats1Δ

N/ΔN MEF）を樹立して解析を行った。 
②Lats1ΔN/ΔNマウスおよび Lats1ΔN/ΔN MEF に
おいて、RT-PCR およびウエスタンブロット法
で Lats1 の N末領域が欠損した Lats1-ΔN蛋
白質が発現していることを確認した。 
③Lats1ΔN/ΔN マウスの体重を継時的に計測し、
成体の臓器サイズなどの異常の有無を観察
した。 
④Lats1ΔN/ΔN MEF において、細胞増殖速度を
測定し、軟寒天培地および 3 次元培養ディッ
シュ（Nano Culture Plate）を用いて足場非
依存性増殖能を観察した。さらに、ヌードマ
ウスの皮下にて造腫瘍能の有無を調べた。 
⑤Lats1ΔN/ΔN MEF における中心体の増幅異常、
染色体の分配異常、細胞質分裂の異常などの
M 期の異常を顕微鏡下で観察した。 
⑥Lats1ΔN/ΔN MEF における Hippo pathway の
異常をウエスタンブロット法やキナーゼア
ッセイなどで調べた。 
⑦Lats1ΔN/ΔN MEF および比較対象の野生型
MEFにおいてDNAマイクロアレイ解析を行い、
遺伝子発現プロファイルを作成して Hippo 
pathway に関連する遺伝子発現の変動を調べ
た。候補遺伝子の mRNA の発現変動を RT-PCR
およびリアルタイム PCR で調べた。 
(3) DNA 損傷応答における Lats2 の役割： 
①キナーゼアッセイにより DNA損傷チェック
ポイントキナーゼChk1がリン酸化するLats2
のアミノ酸を同定し、このリン酸化に対する
抗リン酸化抗体（pS408）を作製した。pS408
抗体の特異性を確認後、UV 照射後の U2OS 細
胞におけるリン酸化時期などをウエスタン
ブロット法などで調べた。 
②Lats2 の基質（リン酸化標的）を同定する
ために 14-3-3 を含む幾つかの候補蛋白質を
大腸菌で発現・精製し、Lats2 の免疫沈降物
をキナーゼとしてキナーゼアッセイを行っ
た。 
③Lats2が14-3-3をリン酸化することを突き
止めたので、Lats2 によるリン酸化部位の同
定をキナーゼアッセイにより行った。 
④14-3-3 のリン酸化部位（S59）に対する抗
リン酸化抗体を作製し、ウエスタンブロット
法や間接蛍光抗体法などで、そのリン酸化時
期と細胞内局在を調べた。 
⑤U2OS細胞においてsiRNAによるLats2のノ
ックダウンや Lats2 の S408A および S408D 変

異体の影響を FACS 解析などで調べた。 
⑥新たな Chk1 リン酸化部位を検索し、その
部位変異体を作製して、DNA 損傷応答におけ
る Lats2 の役割を調べた。 
(4) 多倍体化制御における Lats2 の役割： 
 Lats2 と p53 による多倍体化抑制の分子機
序を明らかにするために、免疫沈降法および
キナーゼアッセイにより Lats2-p53経路に機
能する因子の同定を行い、その細胞死におけ
る機能を FACS 解析などで調べた。 
(5) EMT における Lats2 の役割： 
 Lats2 とそのリン酸化標的因子 Snail の上
皮間葉転換（EMT）における機能を Snail の
リン酸化部位変異体等を癌細胞に導入し、間
接蛍光抗体法やウエスタンブロット法で調
べた。また、Lats2 KO マウス（Lats2-/-）の
胚を用いて、Snail やその下流遺伝子の発現
を調べた。 
(6)Lats2 によるクロマチン制御： 
 以前に作製した Lats2 KO（Lats2-/-）MEF
（Yabuta et al., 2007）について、DNA マイ
クロアレイ解析および microRNA アレイ解析
を行い、遺伝子発現の網羅的・包括的解析を
行った。 

４．研究成果 
ほぼ研究計画どおり順調に進み以下の成

果を得た。 
(1) ALB 経路の分子機序： 
①中心体キナーゼ Aurora-A によりリン酸化
される Lats2 の新たな部位として同定した
380 番目のセリン（S380）に対する特異的抗
リン酸化抗体を作製し、内在性 Lats2 の S380
が M期（とくにスピンドルチェックポイント
発動時）にリン酸化されることを見出した。 
②リン酸化 Lats2（pS380-Lats2）の細胞内局
在を調べたところ、M 期中期の染色体上とそ
の周辺および M 期後期のセントラル・スピン
ドル上に局在することを見出した。この局在
は Aurora-A の阻害剤や siRNA により消失し
たことから、Aurora-A により特異的なリン酸
化であることがわかった。 
③次に、pS380-Lats2 の一部は染色体分配と
細胞質分裂に重要な Aurora-B キナーゼと共
局在していることを見つけた。 
④pS380-Lats2がAurora-Bをリン酸化標的と
している可能性を検証したところ、Lats2 蛋
白質がその類似遺伝子産物 Lats1 および
Aurora-A と結合し、Lats1 が Aurora-B と結



合してリン酸化制御に寄与することを見出
した。 
⑤S380 の非リン酸化変異体（アラニン置換体
S380A）を HeLa 細胞に発現させると Aurora-B
の異常でも観察される染色体架橋や多核化、
小核などの異常核の形成が高頻度に観察さ
れた。 
これらの結果は、M 期において中心体キナ

ーゼ Aurora-A による Lats2 の特定のリン酸
化が Lats2 の細胞内局在を変化させて
Aurora-A‐Lats2‐Lats1‐Aurora-B（ALB）
経路を形成し、正確な染色体分配と細胞質分
裂の制御に機能していることを示唆してい
る。その成果を学術論文として発表した（「発
表論文⑦」参照）。この研究成果は Cell Cycle
誌の News & Views にも取り上げられた。 
(2) G0 期進入における Lats1/2 の役割： 
Hippo pathway は分化や発生にとって必須

な新しいシグナル伝達経路であると同時に、
接触阻害や血清飢餓により G0 期（静止期）
を誘導し細胞増殖を完全に停止させる重要
な経路でもある。Lats2 および Lats1 は、こ
の経路の中心的な役割を担っている。 
①我々が作製した Lats1-ΔN ノックアウト
（KO）マウス由来の培養細胞（Lats1ΔN/ΔN MEF）
は、N 末端領域が欠損した Lats1 蛋白質を発
現し、接触阻害による G0 期停止を無視して
軟寒天培地および 3 次元培養ディッシュ
（NCP）上で足場非依存的に増殖した。 
②Lats1ΔN/ΔN MEF は、ヌードマウスにおける
造腫瘍能も獲得していた。 
③さらに、Lats1ΔN/ΔN MEF では、悪性癌細胞
で観察されるような中心体の過剰増幅や染

色体分配異常を含む深刻な M期の異常や細胞
質分裂の異常による多核化が高頻度に認め
られた。 
④これらの分子機序を明らかにするために、
DNA マイクロアレイを行ったところ、興味深
いことに Lats2 の発現が顕著に減少している
ことを見出した。実際、Lats1/2 のリン酸化
標的である転写制御因子 Yap蛋白質が安定化
し（Yap の抑制が解除）、核移行して、その標
的の増殖関連遺伝子 CTGF の発現が上昇して

いた。また、この表現型は Lats2 を Lats1ΔN/

ΔN MEF に戻したレスキュー実験で抑制された。 
 これらの結果は、Lats1のN末領域が、Lats2
の正常な発現に必要であり、細胞増殖の制御
と染色体の安定化に重要な役割を果たして
いることを示唆している。その成果を学術論
文として発表した（「発表論文②」参照）。こ
の研究成果は J. Cell Sci.誌の In This Issue
にも取り上げられた。 
(3) DNA 損傷応答における Lats2 の役割： 
UV 照射による DNA 損傷応答の下流で Chk1

キナーゼにより Lats2 の別の部位（S408）が
リン酸化され、14-3-3 蛋白質の S59 のリン酸
化制御を介して mRNA の翻訳抑制に機能する
P-body（processing body）の形成に重要な
役割を果たしていることを見出した（「発表
論文⑧」参照）。これらの結果から、Lats2 は
UV 照射に応答して翻訳抑制を誘導し効率的
に細胞増殖を停止させていると考えられる。
また、UV 照射に応答して Chk1 が Lats2 の自
己リン酸化部位をリン酸化し活性化すると、
Lats2 が Cdk 阻害因子 p21 をリン酸化して、
アポトーシスを引き起こすことを見出した
（論文投稿中）。 
(4) 多倍体化制御における Lats2 の役割： 
 癌化シグナル（RasV12）により活性化され
た Lats2 は p53 の活性化因子 ASPP1 をリン酸
化して核内で p21 などの増殖（細胞周期）制
御遺伝子の転写を制御していた p53をアポト
ーシス促進遺伝子のプロモーター上へ移動
させ、Bax や Pig3 などを発現して細胞にアポ
トーシスを誘導することを見出した。癌化し
た細胞で Lats2 または ASPP1（あるいは両方）
を欠損させると、アポトーシスが減少し 4 倍
体以上の不安定化した染色体が出現した
（「発表論文⑨」参照）。 
(5) EMT における Lats2 の役割： 
Lats2 が Zinc-finger 型転写因子（ZFP）で

ある Snail をリン酸化し、核内で安定化させ
ることで発生や癌の転移・浸潤に係る EMT を
制御することを見出した（「発表論文⑥」参
照）。 
(6)Lats2 によるクロマチン制御： 
Lats2 KO（Lats2-/-）MEF についてマイクロ

アレイを行い、そのデータ解析から特定の遺
伝子クラスターの一律な転写変動を見出し
た。これは Lats2 がエピジェネティックなク
ロマチン制御に関与し、発生や癌の悪性化に
係る遺伝子群の発現をコントロールしてい
ることを予測させる（投稿準備中）。 
上記の成果を総括すると、中心体キナーゼ

である Lats2 は上流のキナーゼによる異なる
部 位 の リ ン 酸 化 制 御 を 介 し て
Aurora-A-Lats2 軸 に よ る M 期 制 御 、
Mst1/2-Lats1/2 軸（Hippo pathway）による
増殖停止（G0期進入）、Chk1-Lats2 軸による
DNA 損傷チェックポイント制御に機能を分岐



していると考えられる。実際、Lats2 のリン
酸化部位の幾つかは中心体でリン酸化され、
その上流キナーゼ（Aurora-A, Mst1/2, Chk1）
のいずれもが Lats1/2と同様に中心体に局在
して機能していることから、中心体がこれら
リン酸化シグナル伝達経路を繋ぐ場所の一
つになっていると考えられる。 
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