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研究成果の概要（和文）： 

分裂期キナーゼは、細胞がＭ期において正確な染色体分配を達成するために必須の役割を担っ

ている。Ｍ期キナーゼの機能の低下は、染色体動態の異常を誘発する。本研究では、分裂期キ

ナーゼの活性低下に鋭敏に反応する染色体動態を指標とする、分裂期キナーゼの機能を評価す

る実験系を開発した。つまり、分裂期キナーゼ阻害薬の濃度を段階的に上げたときに、誘発さ

れる染色体不安定性を指標にした分裂期キナーゼの機能評価法を構築した。この

Stepwise-challenging assay と呼ぶ方法を、染色体不安定性の顕著な、代表的ながん細胞につ

いて行い、分裂期キナーゼの機能を検討した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Mitotic kinases play crucial roles in separating chromosomes correctly and safely as cells 
divide. Dysfunction of mitotic kinases therefore causes defective chromosome movements 
and segregation. In this study, we aimed to develop an assay to indicate cryptic 
dysfunction of mitotic kinases by monitoring chromosome behavior during mitosis, which 
is otherwise difficult to detect in conventional means. We found that increasing dose 
of specific inhibitors of mitotic kinases, caused abnormal chromosomal movements 
progressively. This what we called the stepwise-challenging assay was then used to address 
the function of mitotic kinases in several cancer cells that are known to have chromosomal 
instability. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 多くの悪性腫瘍（がん）を構成する細胞
は、染色体数が正二倍体から逸脱した異数性
を示し、細胞分裂の度に染色体数が変動する
染色体不安定性と呼ばれる細胞病態に陥っ
ている。 

(2) 染色体不安定性は、Ｍ期における染色体
動態の制御を担うシステムという、本来、フ
ェールセーフな細胞機能のロバストネスが
低下していることが背景にあると考えられ
る。従って、がん細胞における染色体動態制
御システムの脆弱点を見出すことは、細胞病
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態に沿った治療を実現すると考えられる。 
 
(3) 分裂期キナーゼは、細胞がＭ期において、
染色体の構築、紡錘体の制御、動原体と微小
管の結合、染色体の整列から分離まで、正確
な染色体分配を達成するために必須の役割
を担っている。それぞれの過程において特定
のリン酸化基質があり、リン酸化反応によっ
て制御されていると考えられる。 

 
(4) 分裂期キナーゼの阻害薬を、生化学的に
は活性低下を検出できないような低濃度で
用いても、染色体動態には異常を来すことが
ある。つまり、染色体動態異常を分裂期キ
ナーゼの機能低下の「高感度の検出器」と
してもちることができると考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、分裂期キナーゼの活性低下に鋭
敏に反応する染色体動態を指標とする、分裂
期キナーゼの機能を評価する実験系を開発
する。この方法を用いることによって，染色
体の不安定性を特徴とするがん細胞に有す
る「分裂期キナーゼの脆弱性」を突き止める
ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

分裂期キナーゼの阻害薬に高感受性である
細胞ほど低い濃度において染色体動態異常
が誘発される。この観察に基づいて、本研究
では、分裂期キナーゼ阻害薬の濃度を段階的
に上げたときに誘発される染色体不安定性
を指標にした分裂期キナーゼの機能評価法
（Stepwise-challenging assay）を開発する。
次いで、この方法を用いて、さまざまながん
細胞を解析し、分裂期キナーゼの機能を評価
する。 
 
４．研究成果 
(1) 分裂期キナーゼの機能低下とキナーゼ
阻害薬の感受性との関連性を検証すべく、
HeLa細胞において Aurora B と Plk1キナーゼ
を RNAi 法によって段階的にノックダウンす
るプロトコールを検討した。 
 
(2) 分裂期キナーゼ Aurora B および Plk1に
ついて発現量依存的に、特的阻害薬の感受性
（EC50）が変化することを HeLa細胞におい
て観察して、阻害薬に対する感受性の違いが、
細胞内のキナーゼ活性をある程度反映する
ことを示した。 
 
 (3) 膵臓がんの培養細胞株４つのラインに
ついて、Ｍ期キナーゼ活性の機能を評価すべ
く、先ずは、ヒストンを GFP 標識するための
ウイルスベウターを構築した。これを用いて
染色体を可視化し、生細胞の細胞分裂の観察

を行った。 
 
(4) 阻害薬に対
する感受性（表
現型出現する薬
剤濃度）の違い
があった。それ
らの差異は、期
待通り、分裂期
キナーゼの発現
量を概ね反映し
ていた（図は結果の概略を示す）。 
 ここで Aurora B と Plk1 を阻害した時の染
色体動態異常とは、染色体の中期赤道面への
整列不全とロゼット上の染色体配列の程度
について評価し、異常なし（０点）から軽度
（１点）、中程度（２点）、高度（３点）と段
階的に評点をつけた。 
 
(5) 阻害薬濃度を漸増したときの染色体動
態を観察することによって、細胞の分裂期キ
ナーゼ機能の推量できることが判った。この 
“Stepwise-challenging assay”と呼ぶアッ
セイの原理は確立したと言える。今後、他の
分裂期キナーゼでも評価方法を確立し、さら
に多種多様ながん細胞の検討をすすめたい。 
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