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研究成果の概要（和文）：我々はAurora kinaseの新規基質としてCEP97を見出し、その結合タンパク質として紡
錘体制御因子NEDD1と動原体制御因子SUGT1を見出した。CEP97がリン酸化によりNEDD1と結合することを見出し、
NEDD1がCEP97の局在を制御し、紡錘体が形成され細胞分裂が正常に起こることが示唆された。我々はCEP97の
Aurora によるリン酸化部位としてS387を同定したが、その機能は示せなかった。しかし、我々はCEP97がPLK1や
CDK1などの分裂期に重要なkinaseにもリン酸化されることを明らかにし、そのリン酸化部位が紡錘体形成に関与
する可能性が本研究で示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that CEP97 is phosphorylated by Aurora kinase. We also found CEP97 
binding protein which are the spindle regulated factor, NEDD1and the centromere regulated factor, 
SUGT1.The association between CEP97 and NEDD1 is depended on phosphorylation. NEDD1 regulates the 
localization of CEP97, that has important role for  the formation of spindle in mitosis.
We identified a Auorara phosphorylation site  S387. The role of S387 is remain unknown. However we  
found other phosphorylated sites of CEP97 which  are probably phosphorylated by CDK1 or PLK1 and 
possibly regulate formation of spindle in mitosis . 

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Auroraは細胞分裂進行の中心的役割を担っ

ている重要なkinaseであるが、未だ同定され
ていない多くの基質が存在する。そこで、
Auroraにリン酸化された基質を認識する抗体
を用いてAuroraの新規基質の同定を試みた。
抗体を用いて免疫沈降を行いSDS-PAGEで分離
した後、質量分析により同定した。その結果、
CEP97（centrosomal protein 97kDa）がAurora
の新たな基質であることが示唆された。CEP97
は中心体で一次繊毛形成を制御している。し
かしながら、それ以外の機能に関してはほと
んど知られていない。そこで我々はCEP97に関
してさらなる研究を行った。その結果CEP97
はAuroraによってリン酸化され、紡錘体形成
制御因子NEDD1と動源体制御因子SUGT1の相互
に結合し、分裂期の染色体分配を制御する重
要なタンパク質であることが示唆された。 
 

２．研究の目的 
CEP97 のリン酸化部位、そして NEDD1 と SUGT1
との関係を詳細に検討し、CEP97 による染色
体分配制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（1）培養細胞 
 今回ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa、ヒト胎児由
来腎臓上皮細胞 293T 細胞を用いた。それぞ
れ 10% FBS DMEM、37℃ 0.5% CO2 インキュベ
ターで培養した。 
 
（2）ウイルスを用いた細胞株作成 
FLAG-CEP97 を恒常的に発現する細胞株を作
成するために、レトロウイルスを用いた。 
レトロウイルスベクターに FLAG-CEP97 を組
み込み、gag,Pol 遺伝子を発現するベクター
と共に 293T 細胞へ導入した。導入 48間後の
ウイルスを含む培養液を目的の細胞にかけ
て感染させる。その後感染した細胞を導入し
た薬剤耐性遺伝子の薬剤をもちいてセレク
ションし細胞株を樹立した。 
 
（3）siRNA による発現抑制 
CEP97 の機能を解析するために siRNA をもち
いて CEP97 の発現を抑制した。siRNA の設計
は siDIRECT により特異性の高いものを設計
した。siRNA は北海道システムサイエンス社
より購入し、RNA iMAX を使用して各細胞へ導
入した。導入後 72h 後に細胞を回収し、目的
の遺伝子の発現を抑えているか WB で確認を
した。 
 
（4）免疫染色、タイムラプス顕微鏡による
細胞分裂の観察 
tubulin や動原体が蛍光で可視化できる細胞
をもちいて、CEP97 発現抑制時の細胞分裂の
様子について観察した。顕微鏡は LCV100
（Olympus）、FV-1000(Olympus)を使用した。 
また CEP97 などを発現抑制した際に細胞を

メタノール/アセトン(1:1)で固定をし、抗体

を用いて細胞分裂時の局在を観察した。 
 

（5）結合実験 
 CEP97 と NEDD,SUGT1 の結合部位を同定する
ために FLAG-CEP97 の deletion mutant を作
成し、HA-NEDD1 または HA-SUGT1 と 293T 細胞
へ ripofectamine 2000 をもちいて導入し、
発現させた。Plasimd 導入 24h 後に HA抗体を
もちいて免疫沈降を行った。 
 
（6）リン酸化部位同定 
 作成した FLAG-CEP97 細胞を培養し、FLAG 
beads をもちいて FLAG-CEP97 を精製した。銀
染色により、FLGA-CEP97 が十分なタンパク量
精製できていることを確認し、FLAG ペプチド
をもちいて beads より、FLAG-CEP97 を分離し
た。タンパク質を質量分析にかけるために、
還元アルキル化したのち、トリプシンにてタ
ンパク質を断片化した。断片化したペプチド
を回収し、LTQ Orbtrap XL にて解析をおこな
った。 
 
４．研究成果 
（1）CEP97 発現抑制時の分裂期染色体整列異
常について 
 CEP97 発現抑制時の分裂期染色体が赤道面
へ整列できなくなる原因として、紡錘体の形
成異常が考えられた。そこで、分裂期紡錘体
の形成を詳しく観察するためGFP-tubulinが
発現する細胞をもちいて、タイムラプス顕微
鏡で観察をした。siRNA CEP97 を導入後 48h
からタイムラプス顕微鏡 LCV100 をもちいて
GFP-tubulin を継時的に観察した。その結果、
CEP97 の発現を抑えると分裂期紡錘体の形成
はみられるが、明らかにコントロール siRNA
に比べ紡錘体の形態に異常が観察された。固
定した細胞でも同様な結果が観察された。 
また、CEP97 発現抑制時に分裂期染色体が赤
道面へ整列できなくなる原因として紡錘体
形成異常の他に動原体の形成異常が考えら
れた。そこで、CEP97 が動原体へ局在するか
調べるため、HeLa 細胞を固定し抗 CEP97 抗体
といくつかの動原体タンパク質抗体をもち
いて共染色した結果、動原体への局在はみら
れず、CEP97 は分裂期に中心体とセントラル
スピンドル、ミットボディへの局在のみ観察
された。次に、CEP97 発現抑制時の動原体形
成について調べるため、CENP-A や Aurora B
などの動原体タンパク質を染めて観察した
結果、動原体タンパク質の局在の変化は認め
られなかった。また、ウエスタンブロットに
おいてもCEP97発現抑制時における動原体タ
ンパク質のタンパク量の変化は認められな
かったため、動原体の形成には影響がないと
考えられる。したがって CEP97 発現抑制時に
分裂中期染色体が赤道面へ整列できないの
は、紡錘体形成側に異常があり、染色体と紡
錘体の結合ができないということが明らか
となった。 
 



（2）CEP97 結合タンパク質の解析 
 CEP97 には紡錘体形成に関与する NEDD1,動
原体形成に関与すると言われているSUGT1が
結合する。それぞれの siRNA を設計し、HeLa
細胞へ導入 72 間後に固定をし、紡錘体形成
について観察した結果、NEDD1 は今までの報
告通り紡錘体形成異常が観察された。またこ
のとき、CEP97 の中心体への局在もなくなる
ことがわかった（図１）。CEP97 の発現を抑制

してもNEDD1の局在には変化が認められなか
った。また、SUGT1 の発現を抑えると紡錘体
形成の異常が観察された。SUGT1 の発現を抑
えてもCEP97の局在には変化が認められなか
った。以上の結果から、NEDD1 は CEP97 の局
在を制御し、NEDD１、SUGT1 両者の結合が紡
錘体形成に重要であることが示唆された。 
 
（3）CEP97deletion mutant による結合部位、
局在部位の解析 
 CEP97とNEDD1とSUGT1の結合が紡錘体形成
に重要であることが示唆されたため、CEP97
の deletion コンストラクトを作成し（図 2） 

NEDD1 と SUGT1 との結合とその局在について
調べた。 
その結果、aa1-300 の領域で SUGT1 と結合し
(図 3)、aa300-750 の領域で NEDD1 と結合を
した（図 4）。CEP97 の中心体への局在には
aa300-750 の領域が必要であった。この結果
と、siNEDD1 によって CEP97 の中心体への局
在がなくなるこという結果から、CEP97 の中
心体への局在にはNEDD1との結合が必要であ

ることが示唆された。 

 
（4）CEP97 とその結合タンパク質がリン酸化
によって制御されているかについて検討 
 CEP97とNEDD1の結合がリン酸化によって制
御 さ れ て い る の で は な い か と 考 え 、
FLAG-CEP97 FL または aa300-750 と HA-NEDD1
を 293T 細胞へ発現させ、HA 抗体をもちいて
免疫沈降をした。その後λphosphatase で処
理をして、脱リン酸化により結合が変化する
かを調べた結果、変化が認められた。また同
様な実験をSUGT1についても行ったが変化は
認められなかった。以上の結果より、CEP97
と NEDD1の結合はリン酸化が関与しているこ
とが示唆された。 
 
（5）CEP97 のリン酸化部位同定 
 CEP97 の分裂期におけるリン酸化部位を同
定するためにに、作成した FLAG-CEP97 を発
現する HeLa 細胞株を増やし、ノコダゾール
処理し分裂期に止めたもの、ノコダゾール処
理をしない細胞それぞれから FLAG-beads を
もちいて FLAG-CEP97 を精製した。FLAG ペプ
チドで beads より FLAG-CEP97 を分離し、還
元アルキル化しトリプシン処理したのち LTQ 
Obtrap XL で解析をした結果、分裂期でリン
酸化されているセリンスレオニンが複数見
つかった。その中でも S387 が Aurora にリン
酸化されるコンセンサス配列であったため、
S387 に着目した。このリン酸化部位をアラニ
ンへ変換した mutant を作成し、抗 Aurora 抗



体をもちいて検出したところ、WT で検出でき
たバンドが消失したことから、S387が Aurora
にリン酸化される部位であることが示唆さ
れた。 
 
（6）S387 が紡錘体形成に関与するかについ
ての検討 
 S387 のリン酸化が紡錘体形成に関与するか
に つ い て 検 討 す る た め に 、 CEP97 
WT,S387A,S387E をそれぞれ HeLa 細胞へ過剰
発現させた。紡錘体形成を観察するため細胞
を固定し、tubulin で染色をして共焦点顕微
鏡 FV-1000 で観察した結果、紡錘体形成につ
いて変化が認められなかった。 
 
（7）まとめ 
 本研究では新規Aurora 基質であるCEP97が
aa300-750 の領域でリン酸化により NEDD1 と
結合し、CEP97 の局在を制御することにより、
紡錘体が形成され、細胞分裂が正常に起こる
ことが示唆された。 
今回発見し解析を行ったリン酸化部位 S387
が Aurora にリン酸化される部位であること
は確認できたが、それが紡錘体形成に関与し
細胞分裂を制御することは示せなかった。
S387 が紡錘体形成に関与するか検討した方
法は強制発現によるドミナントネガティブ、
アクティブ効果をみたものであるため、内在
性の CEP97 の影響も考えられる。siRNA をも
ちいたレスキューの系を作成中であり再検
討する。 
CEP97 には Aurora 以外にも PLK や CDK1 によ
り細胞分裂期にリン酸化される(図 5)。 

 
質量分析で分裂期にリン酸化される部位は
S387 以外にも存在した。今回は Aurora にリ
ン酸化される部位に着目したが、そのほかの
リン酸化部位にも着目範囲を広げ、NEDD1 や
SUGT1 の結合、そして紡錘体形成に関わるリ
ン酸化部位を明らかにしていきたいと考え
ている。 
また CEP97は細胞分裂後期にセントラルスピ
ンドルやミットボディという構造体にも局
在を示す(図 6)。細胞分裂後期にも Aurora 
kinase は重要な役割をするので、今回発見し

た Aurora のリン酸化部位は細胞分裂後期の
セントラルスピンドルやミットボディへの
局在や機能に重要な役割をしている可能性
があり、今後検討していきたいと考えている。 
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