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研究成果の概要（和文）：Bub1 は、分裂期において動原体に局在し、正確な染色体分配に必要

なキナーゼである。Bub1 がその機能を果たすためには、動原体へと局在化することが必須であ

るが、その動原体局在化機構は不明な点が多かった。本研究によって、Mps1 と呼ばれる進化的

に保存されたキナーゼが、動原体の構成タンパク質である Spc7をリン酸化し、そのリン酸化が

Bub1と Spc7との相互作用を促進することで、Bub1が動原体へと局在するということが明らか

になった。 
 
研究成果の概要（英文）：Bub1 is a conserved kinase which has roles in faithful chromosome 
segregation. Bub1 localizes at kinetochores in M-phase and this kinetochore localization is 
essential for its function. However the mechanisms underlying the kinetochore localization 
of Bub1 remained largely unknown. In this study, we showed that another conserved 
kinase Mps1 phosphorylates the kinetochore protein Spc7. This phosphorylation promotes 
the interaction between Bub1 and Spc7, resulting in the kinetochore localization of Bub1. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）Bub1 は、分裂期において動原体に局在
する真核生物に広く保存されたキナーゼで
ある。Bub1 は、動原体に局在することでセン
トロメア周辺のヒストン H２Aをリン酸化し、
それによって正確な染色体分配に必須なタ
ンパク質シュゴシンのセントロメア局在を
促す機能があることが知られていた。また、
シュゴシン非依存にも、動原体と紡錘体微小

管の接着を制御したり、動原体と微小管が正
しく接着するまで細胞周期の進行を阻害す
る紡錘体チェックポイントに寄与したりす
ることで、染色体分配を制御することも知ら
れていた。いずれの機能を果たす際も Bub1
は動原体に局在している必要があると考え
られるが、その動原体局在化機構は不明な点
が多かった。 
 

機関番号：１２６０１ 

研究種目：研究活動スタート支援 

研究期間：2011～2011   

課題番号：２３８７０００５ 

研究課題名（和文） Bub1キナーゼの動原体局在化機構 

                     

研究課題名（英文） Molecular mechanisms underlying the kinetochore localization of Bub1 

 

研究代表者 

 山岸 有哉（YAMAGISHI YUYA） 

東京大学・分子細胞生物学研究所・助教 

 研究者番号： 30613096 

 
 



 

 

（２）Bub1の動原体局在に必要な因子として
Bub1 と複合体を形成する Bub3、動原体構成
因子である Spc7、そして真核生物に広く保存
されたキナーゼ Mps1が知られていた。 
 
（３）研究代表者らのこれまでの研究から、
分裂酵母の Mps1ホモログ Mph1が、in vitro
で Spc7 をリン酸化し、そのリン酸化部位を
非リン酸化型にした変異型 Spc7、spc7-12A
発現細胞では、Bub1 の動原体局在が失われる
ことが分かっていた。 
 
２．研究の目的 
上記した予備的結果を踏まえて、本研究では、
Mph1による Spc7のリン酸化が Bub1の動原体
に果たす役割をより詳細に解明することを
目的とした。具体的には、Spc7が in vivo に
おいて分裂期特異的に Mph1 によるリン酸化
を受けるかどうか、Mph1によるリン酸化を受
けた Spc7が、Bub1あるいは Bub3と特異的に
相互作用するかどうか、という点を明らかに
し、さらに spc7-12A 発現細胞の染色体分配
における表現型をより詳細に解析すること
で Mph1 によるリン酸化の意義を明確にする
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)Spc7の in vivoでの Mph1によるリン酸化
の有無を明らかにするために、in vitro で同
定した複数のリン酸化部位について、リン酸
化特異的抗体を作製し、分裂期に停止させた
細胞の抽出液を用いたウエスタンブロッテ
ィングによって、Spc7のリン酸化を検討した。 
 
(2)Spc7のリン酸化によって、Spc7と Bub1
あるいは Bub3との相互作用が促進されるか
どうかを調べるために、非リン酸化型
Spc7-12A、リン酸化模倣型 Spc7-12E、Bub1、
Bub3の各タンパク質を in vitro translation
によって作製し、それらを用いてプルダウン
実験を行った。 
 
(3)spc7-12A 発現細胞の表現型について、微
小管がない時のスピンドルチェックポイン
トの活性化の有無、GFPでラベルした２番染
色体の分配様式などを観察することで、詳細
に検討した。 
 
４．研究成果 
(1)Mph1 は in vivo で分裂期特異的に Spc7
をリン酸化する。 
 Spc7の in vivoでのリン酸化を検討するた
めに、α-Tubulin をコードする nda3 の変異
株を用いて、分裂前中期に停止させた分裂酵
母細胞の抽出液を用い、Spc7 の 257番目のス
レオニンに対するリン酸化特異的抗体でウ
エスタン解析を行った。Spc7-T257 は、Mph1

によって in vitro でリン酸化される箇所と
して研究代表者が以前に同定した部位であ
る。この解析の結果、Spc7 の T257 は、分裂
期特異的にリン酸化されることが明らかに
なった（図１）。このことから、実際に生体
内で Spc7が Mph1によって分裂期特異的にリ
ン酸化されていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

図１:非同調(Asn)と分裂期に同調(M)した細
胞の抽出液を用いたウエスタン解析 
 
(2)Mph1 による Spc7 のリン酸化は、Spc7 と
Bub1-Bub3複合体との相互作用を促進する。 
 Mph1による Spc7のリン酸化が Bub1の動原
体局在に必要なことは分かっていたが、その
具体的な分子機構は不明であった。そこで、
in vitro translationしたタンパク質を用い
てプルダウン実験を行った。その結果、リン
酸化模倣型 Spc7-12E タンパク質は、Bub1 お
よび Bub3 単独とは相互作用しないが、
Bub1-Bub3 複合体と特異的に相互作用するこ
とが分かった。このような結果は、非リン酸
化型 Spc7-12A タンパク質を用いた実験では
得られなかったことから、Spc7 は、Mph1 に
よってリン酸化されると Bub1-Bub3複合体と
相互作用できるようになるということが示
唆された。これらの結果から、Spc7 は Mph1
によってリン酸化されることで Bub1-Bub3複
合体と結合し、その結果 Bub1-Bub3複合体の
動原体局在が促進されると考えられた（図
２）。これらの結果は、染色体分配における
Bub1 の多彩な機能を支える動原体局在化機
構を明らかにしたものであり、この分野の研
究者に与えるインパクトは非常に大きい。 

図２:Spc7,Bub1,Bub3 の各タンパク質を用い
たプルダウンアッセイ 
 
(3)Mph1による Spc7のリン酸化は、紡錘体チ
ェックポイントの活性化に必要である 
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 Bub1 および Mph1 は共に紡錘体チェックポ
イントの活性化に必須な因子として知られ
ている。そこで Mph1による Spc7リン酸化依
存的な Bub1 の動原体局在の意義を検討する
ために、まずこのリン酸化が紡錘体チェック
ポイントの活性化に必要であるかどうかを
調べた。ここでは、前述した nda3 の変異株
を用いた。この変異株では制限温度において、
紡錘体微小管が形成されないために、通常細
胞は紡錘体チェックポイントによって分裂
前中期に停止する。ところが、非リン酸化型
spc7-12A 発現細胞においては、この分裂前中
期の停止が観察されなかった。この異常は、
Bub1 を強制的に動原体に局在化させること
で抑圧された。このことから、Mph1 による
Spc7 のリン酸化に依存した Bub1 の動原体局
在が、紡錘体チェックポイントの活性化に必
要であることが明らかになった。 
 さらに、spc7-12A発現細胞では、分裂期に
Mad1、Mad2、Mad3といった紡錘体チェックポ
イント因子の動原体局在が失われることが
分かった。これらは、リン酸化模倣型
spc7-12E 発現細胞では、動原体に局在できた
こと、およびこれらの因子の破壊株では Bub1
の動原体局在は正常であることから、Bub1の
動原体局在が Mad1、Mad2、および Mad3 の動
原体局在の上流に位置することが明らかに
なった。この結果は、紡錘体チェックポイン
ト因子の動原体局在化経路の大枠を明らか
にしたものであり、動原体に依存した紡錘体
チェックポイントの活性化機構を理解する
上で非常に重要な成果である。 
 
(4)Bub1 の動原体局在は染色体の２方向性結
合に必要である。 
 Bub1は、紡錘体チェックポイントの活性化
の他に染色体の２方向性結合を促進する働
きがあることが知られている。この機能に
Mph1による Spc7のリン酸化依存的な Bub1の
動原体局在が必要であるかを検討するため
に、２番染色体を GFPでラベルし、その分配
様式を観察した。染色体の２方向性結合に異
常があると、姉妹染色体が同一方向に分配さ
れる mis-segregation が観察される。この結
果、spc7-12A 発現細胞では、bub1破壊株や、
mph1破壊株同様、染色体の mis-segregation
が高頻度で観察された（図３）。そして、こ
の mis-segregation は、リン酸化模倣型
spc7-12E 発現細胞では観察されなかった。こ
のことから、Mph1 による Spc7 のリン酸化に
依存した Bub1 の動原体局在が染色体の２方
向性結合を促進するということが明らかに
なった 
 これらの結果から、Mph1依存的に動原体に
局在した Bub1 は紡錘体チェックポイントと
染色体の２方向性結合双方に重要な役割を
果たしていることが明らかになった。 

図３:種々の変異体における２番染色体
mis-segregationの頻度 
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