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要旨 

 

細胞分裂はこれまで多くのキナーゼなどのタンパク質が関わっていることが検

証されてきたが脂質や代謝物質の機能についてはほとんどわかっていない。私

は、コレステロール代謝物質の Pregnenolone(P5)が分裂期の centriole 

engagement を制御することを見出した。P5 はチトクロム P450 ファミリーの

一つである Cyp11a1 により Cholesterol から代謝されて合成される。この物質

はすべてのステロイドホルモンの前駆体で、生体内の恒常性の維持に必須の物

質である。HeLa細胞を用いて P5の細胞周期における濃度の変化を検討すると、

分裂期をピークに P5の濃度が変動していることが分かった。また、細胞内の局

在を観察すると P5 は分裂期の紡錘体極に集積が見られた。そこで、RNA 干渉

法により Cyp11a1 をノックダウンし細胞内の P5 を欠失させると紡錘体が多極

化している細胞が増加していた。Cyp11a1 をノックダウンした細胞に P5 やそ

の下流の代謝物を添加すると、P5を加えた細胞でのみ紡錘体の多極化がレスキ

ューされた。この多極化は中心体複製の異常ではなく、本来 anaphaseで起こる

centriole disengagementが早期に起こることが原因であった。複製された後の

二つの centriole は、Cohesinなどの接着タンパク質により繋ぎ止められている。 

分裂期に入ると、prophase において Plk1 が接着タンパク質をリン酸化し、

anaphase において Separase が接着タンパク質を切断することによって、二つ

の centriole は分裂期の終わりに解離する。私は、P5 が prophase における

centriole engagement の維持に機能していることを見出した。prophase での

centriole engagement は、short-Shugoshin1(sSgo1)が接着タンパク質を Plk1

から保護することによって維持している。その際、P5 は sSgo1 の N 末端のコ
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イルドコイル領域に直接結合し sSgo1 を紡錘体極に局在化させることで、分裂

期における centriole engagement を維持していることが分かった。 
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ステロイドはコレステロールを原料として体内の酵素により合成される代謝物

質で、恒常性の維持や性分化に必須の物質である。Pregnenolone(P5)(図 A 右)

は、Cholesterol(Chol)(図 A 左)からチトクロム P450 ファミリーの Cyp11a1

により代謝されて生成するステロイド化合物である。P5 はさらに下流の

Cyp17a1 や HSD3B などによって代謝され、17OH-Pregnenolone(17OH-P5)

や Progesterone(P4)に変換し、その後、一連のステロイド代謝経路によって糖

質コルチコイド、鉱質コルチコイド、性ホルモンに変換される (Miller, 1988)。  

 

ステロイドホルモンは、結合タンパクとともに核内で標的遺伝子の転写活性を

調節するゲノミック作用がよく知られている (Edwards, 2000) (Andrew C et 

al., 2002)。しかし近年、P5 は神経細胞で微小管結合タンパク質の MAP2 と相

互作用し、微小管の重合と樹状突起の伸長を促進すること(Murakami et al., 

2000; Mizota and Ueda, 2008) や、ゼブラフィッシュの発生過程で微小管のダ

イナミクスの制御(Hsu et al., 2006)など、遺伝子発現を伴わないノンゲノミッ

ク作用を持つことが分かってきた。細胞分裂とステロイド化合物の関連につい

ては、細胞内のコレステロールが細胞周期の進行に伴って変動すること、細胞

分裂の進行にコレステロールが必要であることが報告されている (Chen et al., 

1974; Fernandez et al., 2004)。しかし、細胞分裂におけるステロイド化合物の

作用機序はほとんど明らかにされていない。中心体は、二つの中心小体と 
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それを取り囲む中心体周辺物質からなる細胞小器官(Bornens, 2002)(図 B)で、

微小管形成中心として機能している。細胞分裂の進行に伴って、娘中心小体は S

期で複製される(Nigg, 2007; Bettencourt-Dias and Glover DM, 2007)。(図 C)

複製された中心小体は、既存の母中心小体に直行して伸長、成熟し、互いに接

着した状態を維持する(centriole engagement)。M期になると中心体は紡錘体極

として機能し、anaphase 以降で結合していた中心小体は分離する(centriole 

disengagement)。この centriole disengagement が次の中心小体複製へのライ

センスとして機能している (Kuriyama and Borisy, 1981; Tsou and Stearns, 

2006; Nigg, 2007)。中心体のサイクルは細胞周期と深く関連し、細胞分裂にお

ける染色体分配が正常に行われるためには分裂期の紡錘体極が正しく二極に配

置し、分裂期の間は centriole engagementが維持されることが重要である。早

期の centriole  disengagement は紡錘体の多極化や染色体異数性を誘導し

(Keryer et al., 1984; Sluder and Rieder, 1985; Hut et al., 2003)、腫瘍形成の原

因 と な る (Nigg and Raff, 2009; Fukasawa, 2007) 。 近年、 centriole  

engagement は姉妹染色体の接着とよく似たメカニズムで接着タンパク質を切

断することにより分離が起こることが分かってきた。姉妹染色体は分裂期にお

いて、Cohesinにより接着しているが Cohesin (SAサブユニット )が Plk1に 
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よりリン酸化を受けると染色体腕部から解離する (prophase pathway)。                                                

その際、Shugoshin 1 (Sgo1)は PP2Aと協調して Plk1に拮抗しセントロメアに

おける Cohesinの保護を行い(Waizenegger et al., 2000; Sumara et al., 2002 

Kitajima et al., 2006; Reidel et al., 2006) anaphase で Separase により

Cohesin が切断されるまで姉妹染色体の接着を維持している。タンパク分解酵

素の Separase は metaphase において、抑制因子である Securin と結合し活性

が抑えられている。anaphaseになると APC(anaphase promoting complex)が

ユビキチンライゲースとして機能することで Securin をユビキチン化する。ユ

ビキチン化された Securinはプロテアソームにより分解されると、Separaseが

活性化しセントロメアの接着因子であるCohesinのサブユニットのScc1に切断

が起こり、姉妹染色体が分離する (Uhlmann et al., 1999, 2000)。最近、中心体

にも Scc1 が局在し、centriole engagement に働いていることが報告された

(Nakamura et al., 2009; Schockel et al., 2011)。また、anaphase において

Separase により Scc1 や Pericentrin などの接着タンパク質が切断され

centriole disengagement が起こることも報告されている、早期の Separase の

活性化は多極紡錘体を誘導する (Tsou and Stearns, 2006; Thein et al., 2007 ; 
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Tsou et al., 2009, Matsuo et al., 2012; Lee and Rhee, 2012) 。さらに、

centriole disengagement の誘導に、Polo-like kinase 1 (Plk1)が関与することや 

(Tsou et al., 2009)、 Sgo1の splice variant である short-Shugoshin が紡錘

体極に局在し、分裂期の centriole engagementの維持に働くことが分かってき

た(Wang et al., 2008)。しかし、分裂期で sSgo1が紡錘体極に留まった状態を維

持する機序については不明である。本研究では、P5 が sSgo1 と N 末端のコイ

ルドコイル領域に直接結合することで、prophase pathway での centriole 

engagementの維持に機能していることを見出した。 

 

 

. 

 

 



8 

          

 

 

第２章 

 

 

材料と方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

第 2章 材料と方法 

細胞培養 

HeLa 細胞、A549 細胞、HEK293T 細胞は DMEM(10％FCS)培地、SW13 細

胞は DMEM/F12 (5％FCS)培地で培養した。解析を行う際、細胞は全てフィブ

ロネクチンで処理したプレート上で培養した。分裂期の解析はノコタゾールで

18時間処理を行うか、ダブルチミジンブロック法により G2/M期に同調させた。 

 

試薬、抗体 

P5、P4、17-OH-P5、aminoglutethimide (Sigma)、FITC-Cholesterol (NANOCS)、

RITC-tubulin(Cytoskeleton)は購入した。FITC-P5 (Hsu et al., 2006)は Fujimoto 

Molecular Planningに化学合成を依頼した。抗体は anti-Cyp11a1 (ab67355・

Abcam,B3997・LSBio) ,anti-Hsd3b (ab55658・Abcam) ,anti-Sgo1 (ab21633・

Abcam,WH0151648M1・Sigma) ,anti-Plk1 (# 06-813・Upstate, #377000・

Invitrogen) ,anti-Centrin2 (sc-27793-R・Santa Cruz) ,anti-Centrin (04-1624・

Millipore),anti-Cep135 (ab75005 ・ Abcam) ,anti-GFP (#632381 ・

Clontech,04404-84・Nakalai) ,anti--tubulin (T6199・Sigma) ,anti--tubulin 

(T5192,T6557 ・ Sigma) ,anti-AuroraA (610938 ・ BD 

phamingen) ,anti-Pericentrin (LN#14923401 ・ Covance), anti-CyclinB1 

(sc752・Santa Cruz)、anti-cNAP1 (sc135851・Santa Cruz)を購入した。 

anti-Kendrin は帝京平成大学 高橋美樹子先生に分与していただいた。 

 

プラスミドコンストラクト、トランスフェクション 

CYP11A1 はマウスの卵巣から作成した cDNA をテンプレートとして
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KOD-Plus-Neo (TOYOBO)を用いて PCRを行い pEGFP-N1 (Clontech) ベク

タ ー に 導 入 し 作 成 し た 。 ( プ ラ イ マ ー の 配 列 : 

5'-ATCTCGAGATGCTGGCTAAAGGACTTTCCC-3' 

5'-TGCTCGAGGTTCACAGTGTTGTCTTTTCTG-3') sSGO1-Nter は

pDNR-LIB-sSGO1 (Thermo Scientific) プラスミドを購入し、Sgo1 と sSgo1 に共

通部位の 158 アミノ酸を PCR により増幅させ pEGFP-C1 (Clontech) または 

pENTR4-GFP-C1 (Addgene) (Campeau et al., 2009) ベクターに導入した。 

YFP-Securin-WT 、 YFP-Securin-D (Hagting et al., 2002)は Addgeneで購入した

ものを用いた。 A549 細胞、 HEK293T 細胞、HeLa 細胞へのプラスミドトラン

スフェクションは Lipofectamine Plus (Invitrogen)を用いた。 

 

RNA 干渉法 

RNA干渉法はオリゴ 20MをOligofectamine (Invitrogen)を用いて 4時間培養

した。培地交換後からダブルチミジンブロックを行い分裂期に同調させて解析

した。発現抑制の確認はウエスタンブロッティング、または RT-PCR 法を行っ

た。使用したオリゴの配列は以下のとおり 

 配列 

human Cyp11a1 siRNA-1 5'-GUAAAUGACUUGGUUCUUCUU-3' 

(Thermo Scientific) 

human Cyp11a1 siRNA-2 5'-GAUGUGGCCCUUCUCUUUAUU-3'(Thermo 

Scientific) 

human Hsd3b  5'-UGUCAAUGUGAAAGGUACCUU-3'(日本バ

イオサービス) 

human Sgo1 5'-UGAAAGAAGCCCAAGAUAUUU-3' 

(日本バイオサービス) 
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RT-PCR法、q-PCR法 

分裂期に同調させた細胞から RNeasy Micro kit (QIAGEN) により RNAを精

製した。M-MLV RT (Invitrogen)で RNA (1g) を逆転写反応により cDNAを合

成し RT-PCR、q-PCRを行った。プライマーの配列は以下のとおり 

sSog1 (exon9):5'- AGGGGACCCTTTTACAGATT-3'  

5'- AATTGCTTCTTTGGCAGGTG-3' 

 

ウエスタンブロッティング 

M期に同調した A549 細胞、 HEK293T細胞、HeLa細胞を lysis buffer で細

胞を溶解し(20mM HEPES, pH 7.3, 25mM 2-glycerophosphate, 50mM NaCl, 

1.5 mM MgCl2, 2mM EGTA, 0.5% Triton X-100, 2 mM DTT, 1mM PMSF, 

1mM sodium vanadate, 2g/ml aprotinin, and 100nM okadaic acid) 20,000 g 

for 15 分遠心後、上清を Laemmli’s sample buffer でサンプルを処理しウエ

スタンブロッティングを行った。 Cyp11a1 と cytochrome Cの ウエスタンブ

ロッティングに用いたサンプルはmitochondria isolation kit for mammalian 

cells (Thermo)を使用してミトコンドリアを分画し溶解したものを用いた。 

 

ステロイドの濃度測定 

HeLa 細胞、 SW13 細胞をそれぞれ lysis buffer で溶解し抽出液を用いて

Pregnenolone-ELISA assay kit (BioVender Laboratory), Enzyme 

Immunoassay kit (Cayman Chemical), and DHEA ELISA assay kit (IBL 

International) で細胞内のステロイドの濃度を測定した。補正はタンパク量を

Bradford法(pregnenolone の測定) または紫外吸収法(DHEA、estradiol の測

定)で測定し解析に用いた。 
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細胞染色  

細胞を固定後 3% BSA でブロッキング(30 分)を行い、１次抗体を加えて 4℃一

晩静置する。洗浄後、2次抗体 (AlexaFluor 350-,488- or 546-goat anti-mouse, 

anti-rabbit, anti-rat IgG (Molecular Probes)を加えて 1時間静置後観察した。

抗体別の固定法は以下の通り 

 

マイクロインジェクション 

FITC-P5、FITC-Cholesterol (各 10 mM)、RITC-tubulin(4 mg/ml)をそれぞれ

injection buffer (12 mM Hepes-KOH, pH7.5, and 120 mM KCl, 3% BSA)に溶

かす。injection buffer: FITC-P5/FITC-Cholesterol: RITC-tubulin=3:1:1 の割

合で混合し、Millex-GV 0.22m filters (Millipore)でろ過し、溶液を 0.1 plずつ

G2 期の HeLa 細胞に導入(FITC-P5/FITC-Cholesterol の細胞内の濃度は 80 

nM.)し、2 時間後 M期に進行したことを確認して固定した。マイクロインジェ

抗体 固定法 (試薬・反応条件) 

-tubulin , -tubulin 3.7% ホルマリン PBS 溶液・ 37°C 10 分 

          ↓ 

メタノール・-20°C 5 分 

Centrin2,Centrin, 

Cep135,c-Nap1,FITC-P5(マ

イクロインジェクション) 

メタノール・-20°C 2 分 

AuroraA, pericentrin, 

sSgo1/Sgo1, GFP, Plk1 

0.5% Triton X-100 in PHEM buffer60 mM PIPES, 25 

mM HEPES, 10 mM EGTA, and 4 mM MgSO4)・

37 °C 1 分 

↓ 

メタノール・-20°C 5 分 

4%パラホルムアルデヒド PBS 溶液 ・37°C 10 分

(GFP のみ) 
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クションは IM-188 apparatus (Narishige)を使用した。 

 

中心体精製  

中心体精製はMoudjou (1994) らの方法を参考に行った。 GFP-Sgo1-Nterを

過剰発現させた HeLa 細胞に nocodazole (250 ng/ml)を加えて 18時間培養し、

分裂期に同調させた。cytochalasin D (1µg/ml) を加え 2時間培養後細胞を回収

し TBS(0.1× TBS/8％ sucrose)で 2回洗浄し、 0.1× TBS/8% sucrose に 

0.5% NP-40 lysis bufferを加え細胞を溶解させた。 2,500 gで 10分遠心後抽出

液にHepes, DNase(最終濃度 1 mM Hepes 、1µg/ml DNase)を加え 4°C で 30 

分放置した。チューブに 60% ショ糖溶液を加えその上に抽出液をゆっくりと加

えて 2層になるようにして 15000 rpmで 30 分遠心した。遠心後、中心体が含

まれている層を抜き取った。チューブに下から 70%、50%、40%のショ糖溶液

を加え 3層にし、40%ショ糖溶液の上に静かに中心体が含まれた溶液を加えた。

このチューブを 25000 rpm で 1 時間遠心し、チューブの底に注射針で穴をあ

け溶液を回収しウェスタンブロッティングによりtubulinをブロットして中

心体が抽出されていることを確認した。 中心体からの脂質の除去は Cleassite 

(Biotech Support Group)を用いて脂質を取り除いた後、ショ糖密度勾配遠心分

離を行った。 

 

免疫沈降 

Flag-Sgo1-Nter  と  GFP-Sgo1-Nter を共発現させた  HeLa 細胞に

nocodazole を 18 時間加えて分裂期に同調させた。回収前に cytochalasin D 

(1µg/ml) を加え 1時間培養し、Plk1 binding buffer (50 mM Hepes (pH 7.4)、 

10 mM 2-glycerophosphate、 50 mM NaCl、2 mM MgCl2、 2 mM EGTA、 1 
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mM EDTA、5 mM NaF、 10% glycerol、 0.5% NP-40、 5 mM dithiothreitol、 

1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、5 mM Na3VO4、 2µg/ml aprotinin 、 

100nM okadaic acid)で細胞を溶解し、遠心後上清をチューブに移し抗体を加え

て 2時間反応させた。反応後、binding bufferで洗浄しサンプル処理を行った。 

 

タンパク質精製 キナーゼアッセイ 

His- mouse Plk1-WTとHis-mousePlk1-KDは大腸菌に発現させてProbondTM 

Resin (Invitrogen)によるアフィニティクロマトグラフィで精製した。

GST-Sgo1-Nter-WT,GST-Sgo1-Nter-L68A,GST-Sgo1-Nter-S73A/T146A は

pGEX-6P1 (Pharmacia Biotech, Inc)にクローニングし、発現ベクターを作成し

た。大腸菌に発現させ glutathione-Sepharose4B (Pharmacia)を用いたアフィ

ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 精 製 し た 。 MBP-Sgo1-Nter-WT, 

MBP-Sgo1-Nter-(1-105) , MBP-Sgo1-Nter-(51-105) , 

MBP-Sgo1-Nter-(106-158) , MBP-Sgo1-Nter-L68A は pMAL-2c (BioLabs)に

クローニングし、amylose resin (Biolabs)によるアフィニティクロマトグラフィ

で精製した。GST-Sgo1-Nterのキナーゼアッセイは、精製した His-Plk1 と混合

し 50 µM ATP, 1.5 mM MgCl2, 3µCi of [-32P] ATP を加えて 30°C で 20 分 

反応させた。 

 

リン酸化プロテオーム解析 

解析は京都大学薬学部 石濱 泰 教授との共同研究により行った。His - mouse 

Plk1-WT と GST-Sgo1-Nter-WT を混合し 50 μM ATP 、1.5 mM MgCl2 加えて 

30°C で 20 分 反応させた。混合物を V8 プロテアーゼで処理し 13
CH2O でラベ

ルしたものを  Nano LC-MS/MS により解析した。 
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1 Pregnenolone は紡錘体に局在する 

解析には HeLa 細胞を用いた。まず、細胞内の Pregnenolone の濃度を測定し、

細胞周期進行における濃度の変動について検討した。nocodazolによって細胞周

期をM期に同調させた細胞を培地交換し、リリース後、0、3、6、9時間におけ

る細胞内の P5 の量を測定した。P5 はリリース後分裂の進行に伴って徐々に減

少し、9時間後では明らかに P5の濃度が減少した(図 1A)。さらに、ダブルチミ

ジンブロックにより細胞周期を S 期に同調させ、チミジンリリース後 0 時間か

ら 12 時間までの細胞内 P5 濃度を計時的に測定すると、細胞内の P5 はリリー

ス直後から分裂前期まで濃度が維持されていたが分裂期が終了するに従い減少

していた(図 1B 10-12h)。これらの測定により、分裂期に至るまでに細胞内で

P5濃度が上昇し、分裂期の終了に伴い減少することが分かった。 
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次に分裂期における P5 の局在を確認するために、FITC を標識した

P5(FITC-P5)とRITC--tubulinを用いてHeLa細胞にインジェクションを行っ

た。コントロールの FITC-cholesterol (FITC-chol)は細胞質内に拡散してしま

うが FITC-P5 は分裂期の細胞内の紡錘体極周辺に集積していた(図 2A)。

FITC-P5 を単独でインジェクションした場合も同様に紡錘体極周辺への局在が

確認できた(図 2B)。これらの結果により P5は分裂期の紡錘体に局在し機能して

いる可能性が示唆された。 

 

2 P5は分裂期における紡錘体極の形成に必要である 

P5は cholesterol (chol)から Cyp11a1によって代謝され合成される。P5はさら

に Hsd3b1 や Cyp17a1 に よ っ て そ れ ぞ れ progesterone (P4) や

17-OH-pregnenolone (17-OH-P5)に変換されたのち、さらに下流の酵素により 
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代謝されてステロイドホルモンが合成される(図 3)。Cyp11a1はステロイドホル 

モンを分泌する副腎皮質や卵巣などの細胞に多く発現していることが知られて

いる(Lavoie and King,2009)が、他の器官や培養細胞での発現や機能について 

はよくわかっていない。そこで HeLa細胞について、Cyp11a1を異なる 2種類 

の配列のオリゴを用いてノックダウンし、RT-PCR とウエスタンブロットによ

り発現を確認した(図 4A,4C)。同様の条件で細胞内 P5の濃度測定を行ったとこ

ろ、Cyp11a1の発現抑制によりP5の濃度が減少していることが示された(図 4B)。

これらの結果により HeLa 細胞において Cyp11a1 や P5 が機能していることが

確認できたので、細胞分裂の過程に関わるかどうかを検討するために
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Cyp11a1をノックダウンしたHeLa細胞の分裂期の紡錘体を-tubulinで染色し

観察した。コントロール群のほとんどの細胞は、metaphase において、両極に

等しく分かれた紡錘体極を持ち正常な形態を示す (図 5A normal)。しかし

Cyp11a1 をノックダウンした細胞は中心体が広がっているもの(図 5A;splayed)、

分離しているもの(図 5A;dispersed)多極化しているもの(図 5A;Multipolar)が多

く出現していた(図 5B 左)。これらを、定量化すると Cyp11a1 をノックダウン

したもので異常な紡錘体をもつ細胞が増えていることが分かった(図 5B右)。こ

れらの異常は、異なる配列の siRNA(Cyp11a1 siRNA-2)を用いた際も認められ

た(図 5C)。さらに、Cyp11a1 をノックダウンした細胞に Cyp11a1の siRNAの

標的部位と異なるマウスの Cyp11a1を発現させると多極紡錘体の誘導がレスキ
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ューされた(図 6A, 6B)ことから、Cyp11a1のノックダウンによる紡錘体極の形

態異常は siRNAによるオフターゲットではないことが示された。Cyp11a1 をノ

ックダウンした細胞は、分裂期の細胞の数はコントロールの(Luci)細胞と変わら

ずに多極に分裂していた。(図 7A)。anaphaseの染色体の観察やタイムラプスに

より細胞分裂を経時的に観察すると、Cyp11a1 をノックダウンにより多極紡錘

体に誘導された細胞は、そのまま多極に分裂していた(図 7B, 7C, 7D)。 

 

3 P5は分裂期における紡錘体極の機能を制御する 

アロマターゼ阻害薬のAminoglutetimid(AG)は高濃度で使用するとCyp11a1の

活性を阻害して P5の合成を抑制する (Graves and Salhanick, 1979; Uzigiris 

et al., 1977)。Cyp11a1 の活性やその産物の P5との関連について検討するため

に、AG を用いて分裂期の紡錘体を観察した。AG を 10 時間添加すると細胞内
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の P5の濃度は AGの濃度依存的に減少していた(図 8A)。このとき、紡錘体極の 

形態を観察すると AGの濃度依存的に紡錘体の多極化が増加した(図 8B)。P5は

さらに代謝され変換されるため、下流の酵素である HSD3B と Cyp17a1 につ

いて検討を行った。HSD3Bをノックダウンしても紡錘体極の多極化は起こらな

かった(図 9A,9C)。さらに HSD3Bをノックダウンした細胞に AGを添加しても

AG単独の時と同様にP5の濃度の現象や紡錘体の多極化が見られた(図 9B,9C)。

Cyp17a1については、HeLa細胞で発現が確認できなかった(data not shown)。

つぎに下流の代謝物質について検討した。実験に用いたステロイド化合物が細

胞内で機能するかを確認するために SW13細胞の培養液中に P5、P4、17-OH-P5

をそれぞれ加えてインキュベーションし、SW13 細胞内のエストラジオール(図

10A,10B)、または DHEA(図 10C)を測定して生理活性を有することを確認した。

Cyp11a1 をノックダウンした細胞に P5、P4、17-OH-P5 を添加した。P4、

17-OH-P5 を添加しても、Cyp11a1 の欠損による紡錘体極の多極化に変化は見

られなかった(図 11B,C)が、P5 を添加すると濃度依存的に紡錘体は正常な形態

にレスキューした。(図 11A)P5を短時間(固定 2時間前)に添加した際も同様に多

極紡錘体がレスキューしたことから(図 11D)、P5 は分裂期において紡錘体の正
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常な形態の維持に機能していることが示唆された。 

 

P5は centriole engagement を制御する 

分裂期における紡錘体極の形態異常は中心体の複製異常や、 centriole 

disengagementが早期に起こることが考えられる。そこで Cyp11a1をノックダ

ウンした分裂期の細胞の中心体を-tubulin,中心小体を Centrin2 で染色し、細

胞内と紡錘体極の中心小体の数についてそれぞれ検討を行った。正常な 

prometa/metaphase の細胞には PCM に囲まれた中心小体が二つあり、１つの
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細胞に４つ含まれている。コントロールの HeLa 細胞は 1 つの細胞に 4 つの中

心小体が含まれていた(図 12A 左,B)。Cyp11a1 をノックダウンした細胞も同様

に 1つの細胞に含まれる中心体の数は 4つであり、1細胞あたりの中心体の数は

正常だった(図 12A 右,B)。つぎに、centriole engagement について検討した。

コントロールの細胞は prometa/metaphase で、１つの紡錘体極にある中心小体

が互いに接着しているため、１つの中心体に含まれる中心小体の数は 2 つであ

る(図 12A 左、C)。しかし、Cyp11a1 をノックダウンした細胞は１つの中心小

体しか含まれていないものが増加しており(図 12A右,C)、prometa/meta phase

で centriole disengagement が起こっていた。この傾向は、中心小体のマーカー

である Cep135による染色でも確認できた。(図 12 D)また、この早期の centriole 

disengagement は P5の添加によりレスキューされた(図 12 C)。よって、P5の

欠失によりおこる紡錘体の多極化は、複製異常ではなく anaphase以降で起こる

centriole disengagementが早期に起こっていることが原因であることが分かっ

た。また Cyp11a1 をノックダウンよる早期の centriole disengagement は G2

期では起こらなかった(図 12E)。従って P5 は prometa/meta phase における

centriole engagementに必要であることが示された。 

 

P5による centriole engagement は Plk1を介して起こる 

複製が完了した中心体は prometa/meta phase で、接着タンパク質により繋ぎ

とめられている。anaphase になると Separase の活性化により接着タンパク質

が切断され、centriole disengagement が起こる(Mardinand Schiebel, 2012)。

metaphase において、Separase は Securin と結合することにより活性が抑制さ

れている(Cohen-Fixet al, 1996; Ciosk et al., 1998)。anaphase になると
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APCによるユビキチン化で Securinは分解し、Separaseは活性化する。早期の

centriole disengagemen がおこる原因の一つに Separase の活性化の異常があ

る。プロテアソーム阻害剤である MG132 により Securin の分解を阻害し

Separaseの活性化を抑制し検討を行った。ダブルチミジンブロックで同調させ
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た HeLa 細胞をリリース 10 時間後に MG132 を加えて、13h 後に Separase の

基質である Kendrin の切断に変化が見られるか検討した。コントロールでは

anaphase において活性化した Separase により Kendrin が切断されるため、

断片が検出された。しかし、MG132 を加えると Kendrin の断片が見られなく

なった。これより、Separase の活性化が MG132 の添加により抑制されている

ことが示された(図 13C)。またM期のマーカーである Ser10-リン酸化 Histone H3

のウェスタンブロットを行うと、リリース 13 時間後でも分裂期で停止していた

(図 13C)。そこで、同様の条件を用いて Separase の活性を抑制し、P5 の欠失

による紡錘体極の形態変化を観察した。その結果、MG132を加えても Cyp11a1

のノックダウンによる紡錘体極の多極化や(図 13A)centriole disengagemen が

起こることが分かった(図 13B)。また、Kendrin の切断は、Cyp11a1 をノック

ダウンしても早期の Separase の活性化による切断は起こっていなかった(図

13C,10h)。FACS で PI 染色した細胞を解析しても Cyp11a1 のノックダウンに

よる細胞周期の異常な進行は見られなかった(図 15)。さらに nocodazol で細胞

周期を prometaphase に停止させても Cyp11a1 のノックダウンによる早期の

centriole disengagement の誘導に変化が見られなかった(図 12F)。つぎに、

Cyp11a1 のノックダウンした細胞にプロテアソームによる分解を受けない

Securinの変異体(YFP-Securin-D)を発現させて検討を行った (Hagting et al., 

2002)が、Cyp11a1のノックダウンによる早期の centriole disengagement は抑

制されなかった(図 13D)。従って、P5 の欠失による中心小体の早期の centriole 

disengagement は Separase の異常な活性化によるものではないことが分かっ

た。anaphase で Separase による接着タンパク質の切断が起こる前に Plk1 は

prophase pathwayにおいて、接着タンパク質をリン酸化し、中心体から解離さ

せ て centriole disengagement を 誘 導 す る  (Tsou et al., 2009; 
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Schockel et al., 2011)。そこで BI2536 により Plk1の活性を阻害して、Cyp11a1

のノックダウンによる早期の centriole disengagement に変化が見られるか検

討した。Plk1の阻害により、P5の欠失による多極紡錘体の増加は部分的にレス

キューされた(図 14A)。さらに centriole disengagement について検討すると

BI2536の添加により明らかにレスキューされていることが判明した(図 14B)。

よって P5による centriole engagement は prophase pathwayに関連すること

が示唆された。 

 

P5は sSgo1の紡錘体極への局在化を制御する 

Shugoshin1 (Sgo1)は prophase pathwayおいて、Plk1による Cohesinのリン

酸化を阻害することで、セントロメアに局在する Cohesinを解離から保護し、

姉妹染色体の接着を維持する (Watanabe and Kitajima, 2005)。中心体におい 

ても、metaphase で二つの中心小体は接着タンパク質により繋ぎとめられ

engagement が維持されているが、近年、Sgo1 の splice variant である

short-Shugoshin (sSgo1) が紡錘体極に局在し、centriole engagement を維持

することが報告された(Wang et al., 2008)(図 16A)。P5が prophase pathway

での中心小体の接着に関わることから、次に、P5が sSgo1を制御する可能性に

ついて検討した。sSgo1/Sgo1 両方に反応する抗体を用いて染色したところ、

sSgo1/Sgo1の紡錘体極とキネトコア局在が認められた(図 16A)。sSgo1/Sgo1 共

通の配列のオリゴにより RNAi を行うと紡錘体極とキネトコアのシグナルが減

弱していた(図 16A,B)ことから、この抗体が sSgo1と Sgo1を認識していること

が示された。そこで、P5 による機能について検討した。Cyp11a1 をノ
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ックダウンすると sSgo1/Sgo1 のキネトコアへの局在は正常であるのに対して、

紡錘体には局在できなくなっていた。(図 17A,B)この異常は P4を添加しても変

化しないが、P5 を添加するとレスキューした(図 17A、B)。sSgo1/Sgo1 の共通

配列である N 末端は、強制発現させると紡錘体極に局在することが報告されて

いる(Wang et al., 2008)。そこで、N末端側 1-158アミノ酸残基を GFPに融合

させたコンストラクト(GFP-Sgo1-Nter)を作成し(図 18A)、局在を確認したとこ

ろ、GFP-Sgo1-Nter はコントロール細胞内で紡錘体極に局在することが認
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められた。しかし、Cyp11a1 をノックダウンすると紡錘体極に局在できなくな

った。また、この異常は P5 を添加するとレスキューされた(図 18B,D)。また、

GFP-Sgo1-Nter を発現させた細胞からショ糖密度勾配遠心により中心体を精製

すると、コントロールの細胞の中心体は-tubulin で示される中心体画分に

GFP-Sgo1-Nterが含まれていたが、AGにより P5が欠失した細胞の中心体画分

では、GFP-Sgo1-Nter のタンパク量が減少していた(図 20A)。さらに、中心体

精製時に細胞抽出液から脂質を取り除いた際も同様に、中心体画分の

GFP-Sgo1-Nter タンパク量が減少していた(図 20B)。ステロイド化合物は遺伝

子発現の誘導に深く関わっていることからこの現象が転写を介していることが

考えられる。しかしウエスタンブロットと qPCR により sSgo1 発現量の変化を

検討したところ、Cyp11a1をノックダウンしても sSgo1の RNA発現量 sSgo1、

GFP-Sgo1-Nter のタンパク質量はコントロールと変わらなかった (図
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16B,17C,18C)。また、Cyp11a1 をノックダウンした細胞に P5 添加後、インキ

ュベーションする時間を短縮(2 時間)しても GFP-Sgo1-Nter の紡錘体極への局

在化はレスキューされた(図 19A)。さらに ActinomycinDにより転写を阻害した

条件下でも、Cyp11a1 をノックダウンすると GFP-Sgo1-Nterの中心体局在が減

弱し、P5 添加によりレスキューした(図 19B)このことから、P5 による sSgo1

の紡錘体への局在化は転写を介さずに起こっていると考えられる。 

 

P5は sSgo1と直接結合する 

P5の欠失による早期の centriole disengagementは G2期では起こらずM期で

見られるようになる (図 12E)。また、この現象は転写を介していない (図

16B,17C,18C,19A,B)ことから、P5 は何らかの標的タンパク質と結合してノン

ゲノミックに機能していることが考えられる。最近、微小管プラス端集積因子 
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の CLIP-170 が P5 と直接結合し微小管の伸長に関わることが報告された 

(Weng et al., 2013)。CLIP-170が P5による中心小体の接着に関わっている可

能性が考えられたが、CLIP-170 をノックダウンしても早期の entriole 

disengagement は起こらなかった(図 21A,B)。そこで、次に、脂質を取り除く

と GFP-Sgo1-Nter が中心体画分に留まれなくなる(図 20B)ことから、P5 が

sSgo1に直接結合している可能性を検討した。MBPでラベルされたタンパク質

を精製し(図 22A)、コントロールのMBP 、MBP- Sgo1-Nter精製タンパク質を

FITC-P5または FITC-cholとともにインキュベーションし、アミロースビーズ

でプルダウンしたのち FITC の蛍光シグナルを測定した。MBP- Sgo1-Nter と

FITC-P5 をインキュベ―ションすると、FITC-chol よりも強いシグナルを示し

た(図 22B)。そこで Sgo1-Nter との結合領域をより詳細に検討するため、コイ

ルドコイル領域に注目し、さらに断片化した変異体を作成して(図 22A)同様の実

験を行った。その結果、FITC-P5はコイルドコイル領域が含まれるSgo1-Nter(51

―105)と結合した(図 22B)。同じ領域の GFP プラスミドをコンストラクトし、

細胞内の局在を確認すると、紡錘体極に局在化していた(図 22C)。従って、P5

はターゲットの sSgo1の N末端のコイルドコイル領域と直接結合し、この部分
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が紡錘体極への局在に十分であることが分かった。PP2A と Sgo1-Nter により

形成される複合体の結晶構造解析により、Sgo1-Nter はコイルドコイル領域で

二量体を形成し、PP2Aと結合することが報告されている(Xu et al., 2009)。同
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様のメカニズムが P5との結合に機能することも考えられるため、二量体を形成

できない変異体 Sgo1-Nte-L68A を作成し検討を行った。HeLa 細胞に

Flag-Sgo1-NteR-WTとGFP-Sgo1-NteR-WT またはGFP-Sgo1-Nte-L68Aを共

発現させると、GFP-Sgo1-Nte-WTはFlag-Sgo1-Nte-WTと共役沈降したがGFP 

-Sgo1-Nte- L68A は共役沈降しなかった。さらに、この変異体は紡錘体極に局

在できなかった(図 24A,B)。そこで、Sgo1-Nte-L68Aと FITC-P5の結合を検討

したが、結合能は維持したままであった(図 22B)。さらに、Cyp11a1 をノック

ダウンし Sgo1-Nter-WT の二量体の形成に変化が見られるか検討したが、細胞

内の P5 が減少しても二量体の形成には変化がなかった(図 25)。従って、

Sgo1-Nterが P5と-結合するためには二量体であることが必須ではないことが 

示唆された。



38 

 

 

Plk1は Sgo1-Nter(Ser154)をリン酸化する 

sSgo1が紡錘体極へ局在するためにはPlk1による sSgo1のリン酸化が必要であ

る(Wang et al., 2008)。そこで BI2536を添加し Plk1の活性を阻害して sSgo1

の局在を確認すると、予想通り、sSgo1 は紡錘体極に局在できなくなった(図

27A,B)。一方、Cyp11a1 をノックダウンした細胞では、Plk1の紡錘体極への局

在に変化はなかった(図 26A,B)。また、AuroraA、Pericentrin、-tubulin の紡

錘体極を構成しているタンパク質についても局在に変化は見られなかった(図

26AC)。次に、P5 が Plk1 による sSgo1 のリン酸化について関与している可能

性を検討した。以前の報告では、Plk1 のリン酸化サイトの候補として
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sSgo1の Ser73と Thr146 が挙げられている(Wang et al., 2008)が、直接のリン

酸化であるかどうかの検討がなされていなかった。そこで、それぞれ Ala に変

えた変異体のタンパク質を精製し in vitro kinase assay を行ったところ、予想

外にもこれらの領域に変異を加えてもPlk1によるリン酸化は抑制されなかった

(図 29)。そこで、nano LC-MS/MS により詳細なリン酸化プロテオーム解析を行

い確認したところ、Ser73 と Thr146にリン酸化のシグナルは見られなかったが

Ser154にシグナルのピークがあることが分かった(図 28)。そこで Ser154を Ala

に変えた変異体のタンパク質で in vitro kinase assayを行うと Plk1によるリン

酸化が抑制された(図 29)。さらに GFP-Sgo1-Nte-S154Aを細胞内に発現させ局

在を確認すると、紡錘体極への局在化が減少していた(図 24A,B)。しかし、Plk1

による sSgo1 のリン酸化は cyp11a1 のノックダウンや P5 の添加に
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よる変化は見られなかった(図 30)。また L68A も同様にリン酸化について変化

はなかった(図 29)。従って sSgo1の二量体形成や P5 と sSgo1の結合には Plk1

による sSgo1リン酸化には関与していないと考えられる。 

 

P5による sSgo1の制御機構が機能している細胞株の検討 

P5 による sSgo1 を介した紡錘体極の制御機構が HeLa 細胞以外の細胞でも存在

しているのかを検証するために、HEK293T 細胞、A549 細胞で検討を行った。

HEK293T 細胞、A549 細胞はそれぞれ Cyp11a1 が発現しており、ノックダウン

により発現抑制が確認できた（図 31A,32A）。HEK293T 細胞は Cyp11a1 をノッ

クダウンしても紡錘体極の多極化は起こらなかった（図 31B）。また、

GFP-Sgo1-Nterを発現させてもHeLa細胞で見られていたような紡錘体極での

シグナルがHEK293T細胞には見られなかった(図 31C)。A549細胞は Cyp11a1

のノックダウンにより紡錘体極の多極化が起こった (図 32B)。また、

GFP-Sgo1-Nter の紡錘体への局在化を検討すると、コントロールの細胞は紡錘

体極に局在するが、Cyp11a1 をノックダウンすると紡錘体極に留まることがで

きなくなった(図 32C)。従って、P5による sSgo1を介した紡錘体極の制御は、 

細胞の種類によって異なることが示唆された。
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本研究で、P5 は分裂期において sSgo1 を紡錘体極に局在化し、centriole 

engagementを維持していることを明らかにした。この現象は、遺伝子発現を介

さずに、P5 は直接 sSgo1 のコイルドコイル領域(51―105 アミノ酸残基)と結合

することにより、その機能を発揮していることが分かった。セントロメアでの

Sgo1 の二量体化は PP2A との複合体形成に必要であるが、P5 との結合には関

連しなかった。しかし、二量体を形成しない Sgo1-Nterは紡錘体極に留まれなく

なる (図 24A )。sSgo1 の二量体化や Plk1による Ser154のリン酸化が、sSgo1

と中心体に局在する接着タンパク質との結合を促進し、sSgo1 が紡錘体極に留

まりやすくなることで中心小体の接着を強めることが考えられる(図 33)。P5は

sSgo1のリン酸化には直接関わらなかったが、P5が欠失すると sSgo1は紡錘体

極に局在化できなくなる。P5は sSgo1 を紡錘体極に局在化させるために、ほか

のタンパク質と複合体を形成することが示唆される(図 33)。BI2536により Plk1

の活性を阻害すると sSgo1 の Ser154 がリン酸化されなくなるため sSgo1 は紡

錘体極に留まれなくなるが、Plk1 の活性阻害は同時に接着タンパク質のリン酸

化も阻害するためこれらのタンパク質の centrosomeからの解離を抑制し、 
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centriole engagement が維持される。Cyp11a1 のノックダウンにより P5 を欠

失させ、Plk1の活性を阻害すると早期の centriole disengagementが抑制され

た。これより P5による早期の centriole disengagement は、中心小体の接着タ

ンパク質の紡錘体極への局在化の不全ではないと考えられる。Cyp11a1 のノッ

クアウトマウスは、胎児期は母親由来のステロイドホルモンが供給され正常に

生まれるが自ら合成できないため、脱水が原因で生後致死してしまう。しかし、

このマウスは鉱質コルチコイドを投与すると成体まで成長することができる。

この条件下で、Pregnenoloneの産生は依然抑制されているため、このマウスの

体内の Pregnenolone 量は低いと考えられる。従って、Pregnenolone による中

心体制御は、正常の生体組織では多くの場合機能していないと考えられる。こ

のことは、非がん細胞の HEK293 細胞では P5 による中心小体制御機能が働い

ていないこととも一致する(図 31)。また、P5の濃度は細胞周期の進行によって

変動し、分裂期にピークを迎え紡錘体極に局在している。さらに、P5の欠失に

よる中心小体の早期の解離は G2 期では起こらず M 期以降でみられる現象であ

る。よって、P5はがん細胞などの増殖能をもつ細胞の分裂期で特異的に機能し、

細胞増殖を補助していることが考えられる。このことから、このメカニズムの

詳細な解明はがんの治療薬への応用につながると期待できる。 
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