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研究成果の概要（和文）：分裂期染色体の表層領域 (perichromosonal fieldの略でPCFと呼ぶ)は、具体的な機能が未
知の細胞内領域である。PCFの主成分であるKi67抗原の解析を手がかりに、PCFが細胞分裂期過程の「品質」に関与して
いる可能性を始めて示した。具体的には、PCFがタンパク質脱リン酸化酵素PP1γなどの因子を適切なタイミングで染色
体上に局在させる「場」として分裂期過程の円滑な進行に貢献する可能性と、分裂期染色体の構造を外側から支持する
可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The outer layer around each mitotic chromosome, which we call PCF for 'perichromos
omal field', is a cellular region with unknown functions. Derived from the knowledge obtained from the fun
ctional analyses of Ki67 antigen, a major constituent of PCF, we showed the possibility that the PCF might
 be involved in the 'quality' of the progression of mitosis. The PCF seems to contribute to the efficient 
progression of mitosis by providing a 'field' for factors such as PP1 gamma; (protein phosphtase 1 gamma;)
 to localize on mitotic chromosomes in appropriate timing. The PCF might have function also in supporting 
the structure of mitotic chromosomes from their outside.
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１．研究開始当初の背景 
分裂期染色体の表層領域（perichromosomal 
field を略して PCF と呼ぶ）の機能や重要性
を調べる第一歩として、その主成分である
Ki67 抗原に焦点をあてた解析を独自に展開
してきた。Ki67 抗原を培養細胞から除去する
と、細胞分裂期の多様な過程（染色体の形態
形成や整列、紡錘体の形成など）に異常が生
じ、染色体不安定性が徐々に蓄積されていく
ことを見出した。PCF が分裂期過程の「品質」
（染色体分離の精度）に積極的に関与するこ
とが強く示唆された。また分裂後期において
染色体へ急激に集積することが知られてい
る脱リン酸化酵素 PP1について、Ki67 抗原と
直接相互作用することを見出した。これによ
り、PCF が「特定因子を特定のタイミングで
染色体上に集積させるための場」として機能
している可能性が想起された。また一方で、
Ki67 抗原除去細胞における分裂期染色体の
形態異常（比較的軽度）が、コンデンシン複
合体との同時除去により著しく亢進するこ
とを見出した。これにより、PCF とコンデン
シン複合体が染色体構築反応において相補
的に機能している可能性が初めて示唆され
た。これら二つの可能性を掘り下げて研究す
ることで、PCF の機能や重要性の理解に鋭く
迫れるのではないかと考えるに至った。PCF
に注目した研究を行うことにより、細胞分裂
期研究（特に染色体安定性に関わる研究）の
新たな局面を切り拓けるのではないかと期
待された。 
 
２．研究の目的 
分裂期染色体の表層領域（perichromosomal 
field を略して PCF と呼ぶ）は、具体的な機
能が未知の細胞内領域である。本研究では
PCFの主成分であるKi67抗原の機能解析を手
がかりに、PCF が分裂期過程の「品質」（染色
体分離の精度）に関与することを示し、さら
にPCFの作用機序の一端を理解することを目
的とした。具体的には、Ki67 抗原の除去によ
り引き起こされる分裂期過程の多様な異常
（染色体の整列異常や凝縮異常、紡錘体の機
能異常、染色体不安定性など）を詳細に観察
し、その背後にある分子メカニズムを探った。
脱リン酸化酵素 PP1などの酵素群を適切な
タイミングでPCFに局在化させる機構の解析
と、PCF が分裂期染色体構造を外側から支持
しているという斬新な可能性の検証に特に
注力した。 
 
３．研究の方法 
次項において説明するように、細胞生物学的
手法、生化学的手法を主に用いた。また分裂
期細胞における複雑な事象を正しく理解す
るには、生細胞観察技術と観察結果の統計処

理が必須であるので、これらが適切に行える
よう特に注意して研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1)Ki67 抗原を除去した培養細胞の観察 ヒ
ト HeLa 細胞（子宮頸ガン由来細胞）から RNA
干渉法により Ki67 抗原を除去すると、分裂
期染色体の整列遅延が見られるものの、多く
の場合において一見正常に細胞分裂を果た
すことを以前に報告した。つづいて、本研究
の予備実験において Ki67 抗原を除去した
HeLa 細胞の運命をより長時間にわたり観察
したところ、染色体の不等分配や、細胞質分
裂の失敗に起因する二核細胞の出現が頻発
した。Ki67 抗原は分裂期過程に必須ではない
が、染色体分配の「品質」（染色体分配の精
度）に関与する可能性が示唆された。この可
能性を HeLa 細胞以外の培養細胞においても
調べ、現象の普遍性を検討した。さらに Ki67
抗原の除去による効果について、siRNA 耐性
になるように変異導入した Ki67 抗原発現ベ
クターの細胞導入によりレスキューされる
ことを示し、特異性の確認を行った。 
 
(2)脱リン酸化酵素 PP1が分裂後期への進入
とともにPCFへ集積する分子機構 本研究の
予備実験において、Ki67 抗原が PP1と直接相
互作用することを見出した。本研究ではまず、
この相互作用が PP1の細胞内挙動に寄与す
るのかを解析した。解析には YFP-PP1（蛍光
タンパク質 YFP に融合した PP1）を安定発現
する HeLa 細胞を用いた。YFP-PP1は分裂後期
への進入とともに染色体上に集積するが、こ
の集積は siRNA により Ki67 抗原を除去する
ことにより減弱し、Ki67 抗原を再度補うこと
により回復した。PP1と相互作用しない点変
異型 Ki67 抗原を補っても回復しなかった。
以上により、両者の相互作用が PP1の細胞内
挙動に寄与することが確認された。PP1の後
期染色体への集積には Repo-MAN タンパク質
の 寄 与 が 既 に 示 さ れ て い た 
(Trknkle-Mulcahy ら、2006)ので、つづいて
Ki67 抗原および Repo-MAN の寄与を定量的に
比較し、Repo-MAN がより優位に寄与すること
が示された。両者には明らかな進化的類縁性
が認められ、機能的にも（少なくとも一部は）
相補するものと思われた。 
 つづいて Ki67 抗原と PP1の相互作用の詳
細を生化学的に解析した。分裂期後期への進
入とともに両者の親和性が増すのではない
かと予想されたが、確認には至らなかった。
また両者の親和性の調節に関与するリン酸
化部位を探索したが、こちらも同定には至ら
なかった。 
 
(3)Ki67 抗原-PP1の基質探索 Ki67 抗原と



の相互作用を介して染色体局在した
PP1Ki67 抗原-PP1について、その生理的
意義を理解するための第一歩として、特異的
基質の探索を行った。具体的には、Ki67 抗原
の除去に応じてリン酸化状態が変化する染
色体因子の探索を行った。コンデンシン複合
体の成分やヒストンなど、染色体構築に密接
に関連するタンパク質について特に注目し
た。リン酸化フォームを認識する特異抗体が
入手可能なものについて優先的に調べたが、
同定に至らなかった。Ki67 抗原除去による効
果を Repo-MAN が相補している可能性が考え
られた。 
 一方で、Ki67 抗原のリン酸化状態が（自ら
リクルートした）PP1により制御される可能
性について以下のように調べた。Ki67 抗原は
約３５０KDa の巨大分子であるが、構造の大
半を繰り返し構造が占めている。各繰り返し
構造に含まれるリン酸化サイト (CDK1 キナ
ーゼによりリン酸化されると予想されるサ
イト)に注目し、リン酸化型 Ki67 抗原抗体を
作製した。これを利用し、Ki67 抗原の繰り返
し構造が、分裂期の開始とともにリン酸化さ
れ、分裂後期の開始とともに速やかに脱リン
酸化されることが示された。内在性 Ki67 抗
原を PP1と相互作用できない変異体に置換
すると、分裂後期における脱リン酸化のタイ
ミングが著しく遅延した。これにより、Ki67
抗原自身が Ki67 抗原-PP1の基質である可能
性が強く示唆された。Ki67 抗原が決まったタ
イミングで脱リン酸化されることの生理的
意義については、今後の検討が必要である
（Ki67 抗原の脱リン酸化タイミングが遅延
した場合においても、分裂期染色体の分離や、
娘細胞における核の再構築に明らかな異常
は認められなかった）。
 
(4)PCF が特定因子を特定のタイミングで濃
縮する「場」として機能する可能性の検討 
PP1以外の因子についても、PCF が（あるい
は Ki67 抗原が）高効率かつ適時的に機能す
るための「場」として機能するのか。一般性
を検討するために以下の実験を行った。PCF
に局在する因子はこれまで、特異的抗体によ
る細胞染色により偶然見出されることが多
かったが、最近までに行なわれた分裂期染色
体因子の網羅的プロテオミクス解析および
GFP 融合タンパク質を利用した局在解析
(Ohta ら、2010)により、そのリストが充実し
た。また本研究で、抗 Ki67 抗原抗体を用い
て分裂期細胞抽出液からの免疫沈降および
沈降物の質量分析による同定を行い、上記リ
ストにはない複数の因子についてもPCFに局
在する可能性が示唆された。 
 これらの因子の幾つかについて、実際に
PCF 局在することを確認した。さらに局在タ

イミングや、Ki67 抗原に依存して局在するの
かを調べた。驚くべきことに、非常に多くの
因子が Ki67 抗原に依存して PCF 局在した。
解析した因子の機能は多岐に渡っており、
PCF が多くの反応の微調整にかかわる重要な
「反応場」である可能性が改めて示唆された。 
 
（４）PCF が分裂期染色体の構造を外側から
支持している可能性の検討 培養細胞から
Ki67 抗原とコンデンシン複合体を同時除去
すると、分裂期染色体の形態に著しい異常が
生じることを見出した。どちらか一方の除去
では（一見）正常な染色体が構築されること
から、Ki67 抗原はコンデンシン複合体と相補
的に機能していると考えられた。コンデンシ
ン複合体が染色体構造を内側から支持する
のに対し、Ki67 抗原は外側から（つまり、こ
れまでの知見では全く予見されていない方
法で）染色体構造を支持するものと予想され
た。Ki67 抗原とコンデンシン複合体の相対的
な役割を調べることで、分裂期染色体凝縮機
構の理解が得られると予想された。そこで本
研究では第一に、各因子の時空間的な関係性
（位置関係、局在の相互依存性など）を解析
した。また各因子の機能的な関係性を明らか
にするために、Ki67 抗原、コンデンシン複合
体 I型、II 型について、単独の除去、二因子
ずつの除去、三因子の除去により導かれる染
色体形態を比較した。各因子は柔軟に機能相
補しており、明確な染色体形態異常は三因子
除去によってのみ観察された。また染色体形
態の評価について定量性のある方法を模索
したが、十分な成果を得られなかった。 
 Ki67 抗原はどのような機構で染色体構造
を変換するのか？Ki67 抗原の C 末領域（LR
ドメインと呼ぶ）に活性の本体があること、
また LR ドメインが HP1 (heterochromatin 
protein 1)タンパク質に直接相互作用するこ
と (Takagi et al., 1999; Kametaka et al., 
2005)などを以前に示したが、具体的な機構
は未知である。LR ドメインの生化学的性状の
解析や立体構造解析が望まれるが、本研究で
は（当初の計画どおり）取り組まなかった。
これらに対する今後の取り組みと、本研究に
おける知見とを有機的に組み合わせて、分裂
期染色体構造構築の未知局面に迫りたい。 
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