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要旨 

 Wee1 キナーゼは広く真核⽣物に保存されたタンパク質で、Cdk1 / Cdc2 キ

ナーゼをリン酸化することにより細胞周期の M 期（分裂期）の開始を抑制す

る機能を持つ。分裂酵⺟ Schizosaccharomyces pombe では Wee1 を⽋損すると

M 期の開始が早まるが、致死でないことが知られている。 

 本研究では Wee1 を⽋損した細胞の⽣存が M 期の監視機構であるスピンド

ルチェックポイントに依存することを⽰した。M 期の開始が早まる他の変異株

ではこの依存性は⾒られなかったため、Wee1 にはこれまでに知られている M

期開始のタイミングの制御以外の新規機能があることが⽰唆された。 

 また、⽣細胞におけるタイムラプス観察により、wee1 変異株では約 3 割の

M 期細胞でスピンドル微⼩管から外れた動原体が観察された。この種の動原体

は wee1 変異株において⼀過的に出現し、やがてスピンドル微⼩管に捕捉され

るが、それまで姉妹染⾊分体の分離は起こらなかった。さらに wee1 変異株で

はスピンドル微⼩管に未接続の動原体上に局在するスピンドルチェックポイン

トタンパク質 Mad2 の集積が観察された。 

 以上より、Wee1 タンパク質は M 期においてスピンドル微⼩管と動原体の

接続の安定性に関わることが明らかとなった。それゆえ wee1 変異株が染⾊体

を均等に分配して⽣育するためにはスピンドルチェックポイントの活性化によ

って姉妹染⾊分体の分離を遅延させてスピンドル微⼩管と動原体の接続が完了

するための時間を稼ぐ必要があるというモデルが考えられる。 

 この知⾒は、従来の M 期開始タイミングの制御機能に基づいて計画されて

いる、Wee1阻害剤を⽤いたがん治療においても新たな判断材料を提供するも

のと考えられる。 
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1-1. 細胞周期 

 細胞の増殖は、⽣命を特徴づける最も根源的な性質の⼀つである(Monod, 

1972; Nurse, 2003)。細胞は増殖にあたり構成成分を倍化する必要があるが、と

りわけ 1 細胞あたりのゲノム DNAの分⼦数は厳密に制御されている(Nasmyth, 

1996)。通常の細胞増殖に際してゲノム DNA の複製はただ⼀度だけ起こり、複

製されたゲノム DNAは娘細胞に均等に分配される。真核細胞ではこの 2 つの時

期は時間的に区切られており、ゲノム DNAの複製と分配とは同時には起こらな

い。それゆえ細胞の増殖サイクル（細胞周期）は次の 4 つの時期に分けて考える

ことができる（図 1）(Hartwell and Kastan, 1994; Matthews et al., 2022)。DNA

複製の準備期間である G1 期、DNAが複製される S 期、複製された DNAを分

配するための準備期間としての G2 期、DNAを分配し⺟細胞が 2 つの娘細胞に

分裂する M 期（有⽷分裂期）の 4 つの時期である。M 期が完了すると、分かれ

た娘細胞は再びG1 期に進⼊し、栄養源やその他の条件が許せばもう⼀度細胞周

期が進⾏することになる。M 期以外の 3 つの時期はまとめて間期と呼ばれる。 

  

1-2. サイクリン・CDK 複合体 

 細胞周期が進⾏するメカニズムは、サイクリンタンパク質と CDK (Cyclin-

Dependent Kinase)タンパク質の複合体の制御がその核にある（図 2A）(Hunt, 



 5 

1989; Koliopoulos and Alfieri, 2022; Morgan, 1995; Pines, 1994)。CDK は様々な

基質タンパク質をリン酸化する酵素（キナーゼ）で、その活性化によって細胞周

期を進⾏させる機能をもつ。CDK の活性化には次の 2 つの制御機構が存在する。

1 つ⽬は CDK の調節サブユニットであるサイクリンの安定性の制御である。サ

イクリンは合成と分解によってその存在量が調節されており、合成が優位にな

ると蓄積し CDK と結合するものが増加する。2 つ⽬は CDK が受けるリン酸化

修飾であり、修飾を受けるアミノ酸残基の位置によって CDK を活性化するもの

と不活性化するものとがある。活性化型の修飾を持った CDK とサイクリンの複

合体は細胞周期進⾏に必要なタンパク質のリン酸化を⾏えるようになる。サイ

クリンと CDK は各々複数種類が存在するが、本論⽂で扱う分裂酵⺟の G2 / M

期の制御に限ると、この時期に働くサイクリンは Cdc13 タンパク質、CDK は

Cdc2 タンパク質の 1 種ずつが知られている。したがって分裂酵⺟においてはG2

期の終わりに Cdc13 が蓄積し、Cdc2 のリン酸化状態が活性化型になると

Cdc13・Cdc2 複合体が活性化し、細胞周期が M 期へと進⾏する(Coleman and 

Dunphy, 1994; Nurse, 1990; Wood and Nurse, 2015)。 

 Cdc2 タンパク質が受けるリン酸化修飾にはその修飾部位によって活性化型と

不活性化型がある。このうち Cdc2 を不活性化するのが 15番⽬のチロシン残基

（Y15）のリン酸化である（図 2B）(Kellogg, 2003; Russell and Nurse, 1987)。
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このリン酸化は Wee1 キナーゼによって⾏われ、Cdc2 が活性化するためには

Cdc25 フォスファターゼによる脱リン酸化が必要である(Russell and Nurse, 

1986)。すなわち Cdc2 の Y15 のリン酸化は M 期開始直前まで⾒られ、Cdc25

による脱リン酸化とともに Cdc2 キナーゼが活性化して M 期開始に必要なタン

パク質のリン酸化を⾏い、M 期が進⾏していく。 

 

1-3. Wee1 キナーゼ  

 Wee1 キナーゼは真核⽣物において広く保存されているが、元は分裂酵⺟

Schizosaccharomyces pombe の cdc (cell division cycle)変異株のスクリーニング

の中で⾒つかった(Nurse, 1975)（この論⽂中の cdc9-50 変異株がのちに wee1-

50 変異株と改称された(Thuriaux et al., 1978)）。このスクリーニングは細胞周期

の⼀時点で増殖サイクルが停⽌し、細胞成⻑のみが起こることによって細胞⻑

が⻑くなることを指標に様々な⾼温感受性変異株の取得を可能にした(Nurse et 

al., 1976)。例えば cdc2-33 変異株は cdc2+遺伝⼦に変異を持つ。この株では⾼温

条件下において Cdc2 キナーゼの活性が減弱するため、M 期の開始に必要なタ

ンパク質のリン酸化が起こらず細胞周期が G2 期と M 期の境界で停⽌する。ま

た、cdc25-22 変異株は cdc25+遺伝⼦に変異を持ち、⾼温条件下では M 期開始

に必要な Cdc2 タンパク質の脱リン酸化が起こらないため、同様に細胞周期が
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G2 期と M 期の境界で停⽌する(Fantes, 1979)。 

 このスクリーニングでは細胞⻑が⻑くなるもの（cdc 変異株）が多く取得され

たが、同時に短くなるものも取得され wee 変異株と名付けられた（wee はスコ

ットランド語で「⼩さい」を意味する）。その後の解析で wee 変異株の原因遺伝

⼦として wee1+遺伝⼦と cdc2+遺伝⼦が同定された(Thuriaux et al., 1978)。wee1-

50 変異株では⾼温条件下で Wee1 の活性が減弱し Cdc2 の Y15 のリン酸化が起

こりにくくなるため早期に Cdc2 が活性化する。そのため G2 期で細胞が⻑く成

⻑する前に M 期を開始し細胞分裂が起こるので細胞⻑が短くなる。⼀⽅、wee2-

1 変異株（その後の解析で原因遺伝⼦が cdc2+遺伝⼦であることが判明し、cdc2-

1w 変異株に改称された(Fantes, 1981)。前述の cdc2-33 変異株とは変異点が異

なる）では Wee1 キナーゼは野⽣型のままであるにも関わらず変異型 Cdc2 が

Wee1 による抑制を受けにくくなっているので、やはり M 期開始が早まり細胞

⻑が短くなる。このほか cdc25-22 変異株の⾼温感受性を抑圧する cdc2+遺伝⼦

の変異として cdc2-3w 変異も単離されている(Fantes, 1981)（wee1-50 変異ある

いは cdc2-1w 変異も cdc25-22 変異株の⾼温感受性を抑圧することが確認され

ている）。cdc 変異が細胞周期を停⽌する致死的な変異なのに対して、wee 変異

は⾼温条件でも細胞⻑が短くなるのみで⽣育には影響しない。 
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1-4. 染⾊体分配 

 Cdc2 キナーゼが活性化し M 期（有⽷分裂期）が開始すると、細胞内では染⾊

体の分配に向けて以下の変化が起き始める（図 3A）(Ding et al., 1993; Hagan, 

1998; Nakaseko et al., 2001)。まず紡錘極体（SPB : spindle pole body)（微⼩管

の形成中⼼で、菌類における中⼼体の相同器官）が 2 つに分離する。分離した

SPB は核膜上をお互いに遠ざかり、核内にできるスピンドル微⼩管の重合核と

なる（分裂酵⺟は M 期に核膜の崩壊が起こらない closed mitosis を⾏う(Sazer 

et al., 2014)）。それに伴い、間期に特徴的な細胞質の微⼩管は消失（脱重合）す

る。SPBは核の両極に到達するまで移動し、2 つの SPBの間には中期スピンド

ル微⼩管が形成される。姉妹染⾊分体のそれぞれのセントロメア領域上に形成

された動原体（キネトコア）に、それぞれ相異なる⽅向（両極の SPB）から伸び

てきたスピンドル微⼩管が接続すると、動原体と微⼩管の両極性接続（bipolar 

attachment）が完成する（図 3B）(Tanaka, 2013)。この状態の染⾊体（動原体）

には両極から等しい張⼒がかかるため、各染⾊体は両極の SPBを結ぶ線上の中

央付近（⾚道⾯）に整列する(Funabiki et al., 1993; Hirai et al., 2014; Nabeshima 

et al., 1998; Rieder and Salmon, 1998; Salas-Pino and Daga, 2019; Yanagida, 

1995)。全ての染⾊体において両極性接続が成⽴し⾚道⾯に到達する（M 期中期

と呼ぶ）と、姉妹染⾊分体を繋ぎ留めていたコヒーシンタンパク質がセパレース
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タンパク質により切断され、姉妹の染⾊体は両極に引っ張られて各々娘細胞へ

と分配される（M 期後期と呼ぶ）（図 4A）(Matsumoto and Yanagida, 2005; 

Nasmyth et al., 2000)。 

 

1-5. スピンドルチェックポイント 

 各々の染⾊体が両極性接続を完成させるまでの間、セパレースタンパク質の

プロテアーゼ活性はセキュリンタンパク質によって負に制御されており、コヒー

シン複合体の分解が抑制されている。これはスピンドル微⼩管に接続していな

い動原体が存在するとスピンドルチェックポイントという仕組みが起動される

からである（図 4B）(Luo and Yu, 2008; Musacchio, 2015; Zich and Hardwick, 

2010)。スピンドル微⼩管に未接続の動原体上にスピンドルチェックポイントを

担うタンパク質である Mad1、 Mad2、 Mad3、 Bub1 などが集積し、Mad2、

Mad3、Slp1、Bub3 からなる MCC 複合体 (Mitotic Checkpoint Complex)を形

成する(Sudakin et al., 2001; Zich et al., 2016)。これが APC/C (Anaphase 

Promoting Complex / Cyclosome)ユビキチンリガーゼ複合体を阻害するため、

その基質であるセキュリンタンパク質のポリユビキチン化と、続くプロテアソ

ーム複合体による分解が抑制され、その結果セパレースはセキュリンに阻害さ

れたままになる(Peters, 2002)。この仕組みは最後の未接続動原体がスピンドル
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微⼩管と接続し両極性接続を完成させるまで続くので、その間姉妹染⾊分体の

分離は起こらず細胞周期の進⾏は遅延する。 

 もし万が⼀スピンドルチェックポイントが働かず、未接続動原体が存在する状

態でセパレースが活性化してしまうと、その染⾊体はスピンドル微⼩管によっ

て引っ張られないため、どちらの娘細胞に分配されるかがランダムとなり異数体

細胞が発⽣してしまう可能性が出てくる。異数体は分裂酵⺟においては致死と

なるが、ヒト細胞などにおいては細胞死を起こすほか、発⽣の異常やがん化との

関連が⽰唆されている(Holland and Cleveland, 2009; Lakhani et al., 2023; Pfau 

and Amon, 2012)。 

 本研究では分裂酵⺟における Wee1 キナーゼの温度感受性変異株 wee1-50 株

が⽣育するのにスピンドルチェックポイントを必要とすることを⾒出した。こ

の依存性が⽣じる原因を調べることで Wee1 キナーゼに M 期開始の制御以外の

新規の機能があるのではないかという可能性について検討することを研究の⽬

的とした。 
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2-1. wee1 変異株の⽣育はスピンドルチェックポイントに依存する 

 これまで分裂酵⺟ S. pombe の wee1-50⾼温感受性株は 36℃で Wee1 キナー

ゼの活性が減弱し野⽣型株（WT）よりも早期に M 期へと進⼊するが、その条

件下でも⽣育できることが報告されていた(Fantes, 1979; Matsumoto, 1997; 

Nurse, 1975)。本研究では wee1-50 ⾼温感受性株においてスピンドルチェック

ポイント因⼦ mad2+を⽋損させると 36℃で⽣育が阻害されることを⾒出した

（図 5A）。mad2+遺伝⼦の単独⽋損株（mad2Δ）では温度による⽣育の変化は

起こらず、チアベンダゾール（TBZ）のような微⼩管の重合阻害剤が存在すると

きにのみ⽣育阻害が起こる(He et al., 1997; Tange and Niwa, 2008)。この⽣育阻

害は、動原体と接続するべき微⼩管が TBZにより不安定化しているにも関わら

ずスピンドルチェックポイントが活性化できないため、動原体と微⼩管とが安

定に接続するのを待たずに姉妹染⾊分体が分かれてしまうことによって染⾊体

が不均等に分配される結果と理解されている。それゆえ wee1-50 mad2Δ ⼆重

変異株が⽰す⾼温感受性は、wee1+遺伝⼦の変異によって動原体と微⼩管の接続

が不安定化していることにより引き起こされたのではないかと推察された。 

 この推察を確かめるため、Mad2 以外のスピンドルチェックポイントの関連因

⼦Mad1、 Mad3、 Bub1 の⽋損、さらにスピンドルチェックポイントの標的で

ある APC/C のサブユニット Slp1 における変異で Mad2 による阻害を受けなく
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なる変異（slp1-mr63  (Kim et al., 1998)）のそれぞれと wee1-50 変異の⼆重変

異株を作成し、⽣育の度合いを評価した（図 5A, B）。その結果、いずれの⼆重

変異株においても 36℃で⽣育の阻害が⾒られた。このことから、wee1-50 

mad2Δ ⼆重変異株で⾒られた⽣育阻害は mad2+遺伝⼦の⽋損に特異的な事象

ではなく、スピンドルチェックポイントの機能が⽋損することによって起こる

ものと理解された。また、スピンドルチェックポイントが感知する対象が微⼩管

に未接続の動原体（キネトコア）であることから、wee1 変異株の中では動原体

とスピンドル微⼩管の接続が不安定化していることが考えられた。 

 さらに、スピンドルチェックポイントの⽋損による⽣育阻害は cdc2-1w、cdc2-

3w といった変異株では⾒られなかった（図 6A）。wee1-50 変異株と同様、cdc2-

1w、cdc2-3w 変異株はいずれも Cdc2 キナーゼの活性化が Cdc25 に依存せず早

期に起こるため M 期の開始が早まる（図 6B）。また、M 期の開始が早まるため、

G2 期が短くなり細胞⻑が短くなるという特徴を持つ（35℃における細胞分裂時

の細胞⻑の平均は、野⽣型株: 14.2μm、wee1-50 変異株: 7.9μm、cdc2-1w 変異

株: 7.7μm、cdc2-3w 変異株: 9.3μmだったという報告がある(Fantes, 1981)）。

スピンドルチェックポイントの⽋損による⽣育阻害が cdc2-1w、cdc2-3w 変異

株では⾒られず、wee1 変異株に特異的に⾒られるということは、⽣育阻害の原

因は M 期開始の早期化あるいは細胞⻑の変化ではないと推察される（表 1）。 
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2-2. wee1 変異株では動原体とスピンドル微⼩管の接続が不安定である 

 スピンドルチェックポイントの⽋損により⽣育阻害が起こることから、wee1

変異株の中では微⼩管に未接続の動原体が野⽣型株よりも⾼頻度で出現してい

るのではないかと考えられたので、微⼩管と動原体（キネトコア）の細胞内局在

を観察した。しかし、wee1-50⾼温感受性株はスピンドルチェックポイントが正

常であれば 36℃でも⽣育可能であることから、微⼩管に未接続の動原体は⼀過

的にしか出現しないと予想された。そのため、微⼩管と動原体のタイムラプス観

察を⾏うこととした。また、wee1-50⾼温感受性株で表現型を観察するには 36℃

で培養し続ける必要があるが、これは野⽣型株においても⾄適温度といえない。

加えて、顕微鏡⼀式を 36℃に保つ必要があるが、観察サンプルの交換等でドア

を開閉したときに温度が下がり観察結果に影響を与えかねないと判断し、ここ

では wee1-50 ⾼温感受性株でなく wee1+遺伝⼦の⽋損株（温度感受性はない）

を⽤いることにした（図 7）。これにより、顕微鏡のある部屋の室温と変わりの

ない 26℃での観察が可能になった。α-チューブリン(Atb2)と mCherry、CENP-

A (Cnp1)と GFPの融合タンパク質を野⽣型株（WT）と wee1+遺伝⼦の⽋損株

（wee1Δ）にそれぞれ発現させて微⼩管と動原体のマーカーとした（図 8）。 

 間期特有の細胞質微⼩管が消失し、核内にスピンドル微⼩管が形成され始め

るタイミングを M 期の開始点とすると、野⽣型株（30 細胞)では 15 分以内に
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GFP-Cnp1 の輝点が 1点から 2点へと変化した（図 8A）。分裂酵⺟では間期か

らセントロメア領域が紡錘極体（SPB）近傍に集積しており、スピンドル微⼩管

に捕捉され M 期後期に両極に引っ張られるまでは 1 点に⾒える(Hirai et al., 

2014; Nabeshima et al., 1998)。つまり、野⽣型株では M 期開始後 15 分以内に

M 期後期に進⼊することがわかった。また、この GFP-Cnp1 の輝点は M 期開

始後、常にスピンドル微⼩管上に観察された。 

 ⼀⽅、wee1 ⽋損株（62 細胞）では M 期後期開始前に GFP-Cnp1 の輝点が 2

点⾒える細胞（62 細胞中 18 細胞）が観察された（図 8B、C）。しかもこの 2 つ

の輝点の⽚⽅はスピンドル微⼩管上にあったが、もう⽚⽅はスピンドル微⼩管

から離れた位置に存在していた。以後、これを「サテライトキネトコア」と呼称

する。サテライトキネトコアにおける GFP-Cnp1 の輝点は⼀過的にスピンドル

微⼩管から離れた位置に局在するが、時間が経つとスピンドル微⼩管上に局在

する他の GFP-Cnp1 の輝点と融合し 1点となった。M 期後期になると野⽣型株

と同様に 2点に分かれ、娘細胞に分配された。また、図 8C に⽰すようにサテラ

イトキネトコアの輝点の中には⼀度スピンドル微⼩管上に局在を変化させたの

ちに再びスピンドル微⼩管上から外れるものも観察された（18 細胞中 4 細胞）。

少なくとも 1 回以上サテライトキネトコアが出現する細胞の割合を調べると、

野⽣型株では 0% (0/30 細胞)だったのに対し、wee1 ⽋損株ではおよそ 29% 
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(18/62 細胞)だった（図 9）。 

 個々の細胞におけるスピンドル微⼩管の伸⻑を⽰したのが図 10 である。それ

ぞれの線が 1 つの細胞に対応している。野⽣型株では細胞間の相違は⼩さく、

スピンドル微⼩管が核内に現れてからほとんど⽌まることなくスピンドル微⼩

管を伸⻑していることがわかる。⼀⽅で wee1 ⽋損株では個々の細胞間でばらつ

きがあり、スピンドル⻑が 2μm前後で留まる細胞が存在していたが、それらの

細胞も最終的には他の細胞と同程度までスピンドル微⼩管が伸⻑し、M 期を脱

している。 

 図 11 は個々の細胞の M 期の⻑さ（M 期開始から後期開始までの時間）とサ

テライトキネトコアの有無を対応させたグラフである。後期の開始はスピンド

ル微⼩管上の GFP-Cnp1 の輝点が 1点から 2点に分かれたタイミング（姉妹染

⾊分体が分離したと考えられる）とした。図 10 と同様、野⽣型株ではそのばら

つきは⼩さいが、wee1 ⽋損株では細胞間のばらつきが⼤きい。しかし wee1 ⽋

損株においてもサテライトキネトコアが出現しなかった細胞（図中の⻘棒）の M

期の⻑さはほぼ揃っていて、ばらついているのはサテライトキネトコアが出現

した細胞（図中の緑棒）においてである。これらの細胞において、M 期後期が

開始するのはサテライトキネトコアがスピンドル微⼩管上に局在を移した（緑

棒中の⾊が濃い緑⾊から薄い緑⾊に変わった）後であり、それまでは後期の開始
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が遅延している。 

 過去の論⽂でも報告されているように、wee1 ⽋損株の中には 1 つの細胞の中

に 2 つの核が共存する dikaryonとみられるものも存在した（76 細胞中 14 細胞）

（図 12）(Grallert et al., 1998; Thuriaux et al., 1978)。これらの細胞ではスピン

ドル微⼩管が 2 本観察されたが、M 期に⼊る前から GFP-Cnp1 の輝点が 2点存

在した。これはおそらく紡錘極体（SPB）が 2 つ存在する（M 期にそれぞれが

分かれて計 4 つになる）ことにより、セントロメアの SPBへの集積が 2箇所で

起こっているものと推察される。今回のタイムラプス観察では野⽣型株も wee1

⽋損株も通常の haploid 株同⼠で⽐較するために、dikaryonとみられる 14 細胞

は集計から除外した（76-14=62 細胞）。 

 

2-3. wee1 変異株ではスピンドルチェックポイントが活性化している 

 図 11 で wee1 ⽋損株においてサテライトキネトコアが出現すると M 期後期

の開始が遅延していることがわかった。この遅延がスピンドルチェックポイン

トの活性化によるものではないかと考えられたので、スピンドルチェックポイ

ントの中⼼因⼦で微⼩管に未接続の動原体上に局在する Mad2 タンパク質に注

⽬した(Chen et al., 1996; Li and Benezra, 1996; Waters et al., 1998)。GFPを融

合した Mad2、mCherry を融合したα-チューブリン（Atb2）を野⽣型株と wee1
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⽋損株に発現させてタイムラプス観察を⾏なった（図 13）。 

 過去の報告にもあるように、Mad2 タンパク質は M 期が開始すると SPB近傍

に局在し、その後M 期が進⾏するとスピンドル微⼩管全体に薄く局在が⾒られ

るようになる(Ikui et al., 2002; Saitoh et al., 2005)。これらの局在の意義につい

ては現時点であまりよくわかっていないが、本観察で⾒られた野⽣型株での

Mad2-GFPの局在はこれと⼀致するものであった（30 細胞）（図 13A）。これに

対して wee1 ⽋損株ではスピンドル微⼩管から離れた位置に Mad2-GFP の輝点

（薄く⾒える Mad2 のシグナルと区別して Mad2 スペックルと呼称）が観察さ

れた。これも GFP-Cnp1 の観察で⾒られたサテライトキネトコアの挙動と同様

に、細胞によって⼀度だけ出現するもの（図 13B）と複数回出現するものが存在

した（図 13C）。少なくとも 1 回 Mad2 スペックルが出現した細胞を数えると、

野⽣型株では 30 細胞中 0 細胞（0%）、wee1 ⽋損株では 101 細胞中 28 細胞（お

よそ 28%）だった（図 14）。この数字は GFP-Cnp1 の観察で得られたサテライ

トキネトコアの出現頻度（29%）とよく⼀致している。 

 図 15 では図 10 と同様に M 期開始後の個々の細胞でのスピンドル微⼩管の伸

⻑の様⼦をプロットした。概観は図 10 とよく似ており、野⽣型株では細胞間の

ばらつきが⼩さく、wee1 ⽋損株ではばらつきが⼤きい。細胞によってはスピン

ドル⻑が 2μm 前後で留まりなかなかスピンドル微⼩管が伸びてこないものが
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観察されたことも図 10 の結果とよく⼀致している。これらの細胞も図 10 と同

様、最終的にはスピンドル微⼩管を伸⻑し M 期を脱している。 

 図 16 は個々の細胞の M 期の⻑さと Mad2 スペックルの有無の対応を⽰して

いる。動原体のマーカー（GFP-Cnp1）がないのでスピンドル微⼩管の伸び⽅か

ら後期の開始を判断した。図 15 でスピンドル⻑が 2μm前後から急に伸び始め

るタイミング（姉妹染⾊分体が分離したと考えられる）を後期の開始とした（図

15 の変曲点）(Nabeshima et al., 1998)。ここでも野⽣型株ではばらつきは⼩さ

く M 期開始後 15 分以内に後期が開始している。⼀⽅、wee1 ⽋損株では Mad2

スペックルが出現しなかった細胞（図 16 の⻘棒）間ではばらつきは⼩さく M 期

開始後 20 分以内に後期が開始しているが、Mad2 スペックルが出現した細胞（図

16 の緑棒）では後期の開始が遅延しており、Mad2 スペックルが消失して（図

16 の緑棒が濃い緑⾊から薄い緑⾊に変わってから）はじめて後期が開始してい

ることがわかる。以上より、wee1 ⽋損株ではスピンドルチェックポイントが活

性化しており、それが細胞周期の進⾏の遅延を引き起こしていることが考えられ

た。 

 また、Mad2 以外のスピンドルチェックポイント因⼦として、スピンドル微⼩

管に未接続の動原体上に局在する Bub1 も Mad2 と同様の局在パターンを⽰す

と考えられた(Sudakin et al., 2001)。GFPを融合した Bub1 と、mCherry を融合
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したα-チューブリン（Atb2）を発現させた野⽣型株と wee1 ⽋損株をそれぞれ

メタノールで固定して観察した結果が図 17 である。予想通り、wee1 ⽋損株では

Bub1 もスピンドル微⼩管から離れた位置に輝点（Bub1 スペックルと呼称）が

観察された。 

 

2-4. wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では染⾊体の不均等分配が起こる 

 ここまでの結果で、wee1 変異株では動原体と微⼩管の接続が不安定化してお

り、スピンドルチェックポイントに依存して M 期後期の開始が遅延するとわか

った。そうであれば、図 5 において wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株が⽰す⽣育阻

害は次のように解釈できる。⾼温条件下では Wee1 キナーゼの活性が減弱する

ので動原体と微⼩管の接続が不安定化する。通常であればスピンドルチェック

ポイントが活性化して、接続が回復するまで細胞周期の進⾏が⽌められるので

⽣育には問題が⽣じない。しかし、動原体と微⼩管の接続が不安定化しているに

も関わらずスピンドルチェックポイントが働かないと、接続が完了しないまま

M 期後期が開始し姉妹染⾊分体の分離が起こるため、染⾊体がどちらの娘細胞

へ分配されるかがランダムとなってしまう。したがって、wee1-50 mad2Δ ⼆重

変異株では染⾊体の不均等分配が起こっていると予想される。 

 そこで、許容温度である 26℃で培養した野⽣型株（WT）、wee1-50 変異株、
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mad2 ⽋損株（mad2Δ）、wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株と、同じ株を 26℃で培養

した後に制限温度 36℃で 1時間培養したものをそれぞれメタノールで固定し、

DNAをヘキスト 33342 で染⾊した（図 18）。核を 2 つ持った細胞（binucleate 

cells）を選び、ヘキスト 33342 で染⾊されている領域の⾯積を測定し、染⾊体

の分配パターンを D値という指標を⽤いて評価した（計算⽅法は「材料と⽅法」

に記載した）。ヘキスト 33342 で染⾊される⾯積と含まれる DNA量はおおよそ

⽐例関係にあると考えられるので、染⾊体が均等に分配されれば理論的には D

値は 0 になり、全ての染⾊体が⽚⽅の娘細胞に偏って分配されると 1 になる）。

分裂酵⺟は 3 本の染⾊体を持つので、⼀番短い 3 番染⾊体が誤った分配を起こ

したときの D値 ≒ 0.20 を閾値として、これより⼩さな D値の場合は染⾊体が

均等に分配され、0.20 以上の D値を持つ場合は不均等分配が起こったとみなし

た。 

 この基準を⽤いて 26℃と 36℃における各株の 2 核細胞における染⾊体の分

配パターンを集計したのが図 19、20 である。予想通り、寒天培地上で⽣育阻害

のみられない野⽣型株、wee1-50 変異株、mad2 ⽋損株においてはほとんどの細

胞で D値は 0.20 未満であった。それに対して wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では

36℃において約 4 割の 2 核細胞で D 値が 0.20 以上であり、染⾊体が不均等に

分配されていることが推察された。 
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3-1. wee1 変異がスピンドルチェックポイント⽋損と合成致死になる理由 

 本研究では、単⼀遺伝⼦変異であれば⾼温下でも⽣育可能な wee1-50⾼温感

受性株において、スピンドルチェックポイント因⼦である mad2+遺伝⼦を⽋損

すると⾼温下で致死になることを⾒出し、その原因を調べた（図 5）。 

 この遺伝的相互作⽤は mad2+遺伝⼦以外のスピンドルチェックポイント因⼦

の変異（mad1Δ、mad3Δ、bub1Δ、mph1Δ、slp1-mr63）でも観察された

（図 5）。このことから、wee1-50⾼温感受性株は mad2+遺伝⼦を特異的に要求

するわけではなく、スピンドルチェックポイントが総体として機能することを

要求することが明らかとなった。 

 また、タイムラプス⽣細胞観察により、wee1 変異株においてスピンドル微

⼩管から離れた位置に動原体（サテライトキネトコア）が出現することがわか

った（図 8、9）。図 11 より、染⾊体の分配はサテライトキネトコアが観察され

なくなって初めて起こることから、サテライトキネトコアは少なくとも姉妹の

動原体のうちのどちらかがスピンドル微⼩管との接続が完了していない「未接

続動原体」であり、接続が完了するまで細胞周期の進⾏が停⽌していることが

考えられる。加えて、サテライトキネトコアが⼀度だけ出現する細胞（18 細胞

中 14 細胞）と複数回出現する細胞（18 細胞中 4 細胞）が存在した。これらの

ことから、wee1 変異株では動原体とスピンドル微⼩管との接続が不安定にな
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っており、接続が外れるとスピンドルチェックポイントによって感知され、接

続が完了するまで細胞周期の進⾏が停められていることが考えられた。 

 今回の観察の解像度ではスピンドル微⼩管がサテライトキネトコアを捕捉す

る様⼦やサテライトキネトコアとなっている姉妹の動原体のうちどちらがスピ

ンドル微⼩管と未接続になっているかを捉えることはできなかった。しかし、

出現したサテライトキネトコアが解消されるまでの時間はサテライトキネトコ

アごとに幅があり、概ね 15 分程度で解消されるものとそれよりも⻑時間かか

るものとが観察された（図 11）。前者は姉妹の動原体のうちの⽚⽅が、後者は

姉妹の両⽅がスピンドル微⼩管と未接続になっていることを反映しているので

はないかと推察される（図 23）。いずれにしても既知の動原体構成因⼦の変異

体と異なり、時間さえかければ動原体とスピンドル微⼩管との両極性接続が完

了し、⽣育可能であるということは今回観察した wee1 変異株に特徴的な表現

型である（図 18-20 vs. 図 21、22）(Hayashi et al., 2004; Kerres et al., 2007; 

Nabetani et al., 2001; Takahashi et al., 1994)。 

 wee1 変異株で観察されたサテライトキネトコアが未接続動原体だとする

と、それが解消されるまで染⾊体分配が遅延していたのはスピンドルチェック

ポイントがはたらいていたからだと考えられる。実際、図 13 の Mad2-GFPの

タイムラプス⽣細胞観察、図 17 の Bub1-GFPの固定細胞での観察により、
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wee1 変異株ではスピンドルチェックポイントが活性化していることが裏付け

られた。ここでも図 16 より、Mad2 スペックルが消失するまでは M 期後期は

開始していない。 

 また、図 18、19、20 において wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では 36℃で染⾊

体の不均等分配が起こっていることが確かめられた。 

 以上のことから wee1 変異がスピンドルチェックポイント⽋損と合成致死に

なるのは、wee1 変異株の中では動原体とスピンドル微⼩管との接続が不安定

になっており、スピンドル微⼩管が動原体を捕捉し両極性接続が完了するまで

の間、スピンドルチェックポイントが姉妹染⾊分体の分離のタイミングを遅延

させて時間を稼がなければ染⾊体の均等な分配を保証できないからだと考えら

れる。 

 

3-2. wee1 変異株で動原体とスピンドル微⼩管の接続が不安定になる理由 

 Wee1 キナーゼの基質となるタンパク質は分裂酵⺟においては Cdc2 のみが

知られている(Kellogg, 2003; Russell and Nurse, 1987)。しかし今回の研究にお

いて、Wee1 による阻害を受けない cdc2-1w 変異株と cdc2-3w 変異株では

mad2+遺伝⼦を⽋損しても⽣育阻害は起こらなかったことから、確定的とは⾔

えないまでも今回の wee1 変異株の表現型の原因となる基質タンパク質は Cdc2
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以外に存在するのではないかと考えている（図 6、表 1）。これを確かめるため

には Wee1 の標的となる Cdc2 の 15番⽬のチロシン残基をフェニルアラニン残

基に変異させた⾮リン酸化型 Cdc2 変異株で mad2+遺伝⼦を破壊し⽣育をみる

⽅法が考えられる。加えて Cdc2 以外の基質タンパク質が実際に存在するかど

うかを検証する必要がある。 

 分裂酵⺟では間期に 3 本の染⾊体のセントロメアが SPBに集積している。こ

の間期のセントロメアのクラスタリングには SPBタンパク質である Sad1 とそ

れに結合する Csi1 タンパク質が必要だということがわかっている(Hou et al., 

2012; London et al., 2023)。M 期に⼊ると SPBが 2 つに分離し、染⾊体と

SPBは直接ではなくスピンドル微⼩管を介してつながることになる（図 3B）

(Salas-Pino and Daga, 2019)。過去の論⽂で Wee1 はまさにこのタイミングで

SPBの核内側に⼀過的に局在することが報告されている(Masuda et al., 

2011)。Wee1 の基質は染⾊体と SPBのつながり⽅が変化するときに必要なタ

ンパク質なのかもしれない。もしそうであれば、野⽣型細胞では Wee1 による

リン酸化が起こるために染⾊体と SPBのつながり⽅が Csi1 と Sad1 を介した

ものからスピンドル微⼩管を介したものにつなぎかえがうまくいくが、wee1

変異株では Wee1 によるリン酸化が起こらないためにつなぎかえがスムーズに

⾏われずサテライトキネトコアが出現すると予想される。 
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 ただ、この「つなぎかえ」は動原体とスピンドル微⼩管の接続に必須という

よりは、安定性を上げるといった性質のものではないかと考えられる。実際に

図 9 で wee1 変異株においてサテライトキネトコアが出現したのは約 3 割の細

胞で、残り 7 割の細胞では観察されなかった。これは撮影間隔の 5 分の間に⼀

過的にサテライトキネトコアが出現していたかもしれないことを否定できない

が、いずれにしても wee1 変異株の 3 割の細胞で⾒られたサテライトキネトコ

アも最終的にはスピンドル微⼩管と接続を完了させることができている。M 期

開始時の「つなぎかえ」のタイミングであれば動原体が SPBに近い位置を占め

ているのでスピンドル微⼩管が安定な接続を構築しやすいが、核内に動原体が

散逸して捕捉しづらくなってもスピンドルチェックポイントによる時間稼ぎが

あれば時間がかかりながらも接続を遂げることができるということだろう。た

だし、今回の観察では⼀旦スピンドル微⼩管上に乗った動原体がサテライトキ

ネトコアに変わる現象もみられた（図 8C、サテライトキネトコアがみられた

18 細胞中 4 細胞：22%）。つなぎかえのときに両極性接続ができたようにみえ

ても、M 期が進⾏すると途中で接続が外れるような不安定な接続になることも

ありうるのかもしれない。 

 この wee1 変異株における動原体の状況は、図 20（wee1-50 mad2Δ ⼆重変

異株）と図 22（動原体構成因⼦の⾼温感受性変異株 mis12-537）の D値の分



 28 

布を⽐べてみることによっても窺える。mis12-537 変異株では動原体の構造そ

のものに影響することを反映して D値が 0.90 以上、すなわち 3 本の染⾊体が

すべて⽚⽅の娘細胞に分配されたと考えられる細胞が約 30%を占めている。⼀

⽅、wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では約 2%にとどまっている。これは Wee1 に

よる効果が、Mis12 タンパク質のようにすべての染⾊体上の動原体構造に決定

的に影響を与えるものではなく、動原体とスピンドル微⼩管の接続の安定性を

上げるといった確率的なものであることを⽰唆している。 

 

3-3. Cdc2 以外に報告されている Wee1 の基質に対する検討 

 本研究の結果より、Wee1 キナーゼが動原体とスピンドル微⼩管の安定な接

続に関わることが明らかとなった。スピンドルチェックポイントの必要性を調

べた実験（図 6、表 1）より、この Wee1 キナーゼの機能は Cdc2 キナーゼを介

したものではないと⽰唆されたため、Cdc2 以外の基質がこの機能を担ってい

ると考えられる。 

 分裂酵⺟以外の他の⽣物種において、ショウジョウバエ Drosophila 

melanogaster で KLP61Fタンパク質、ヒト Homo sapiens とハツカネズミ Mus 

musculus および出芽酵⺟ Saccharomyces cerevisiae でヒストン H2Bタンパク

質が Wee1 の基質として報告されている(Garcia et al., 2009; Mahajan et al., 
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2012)。これらの分裂酵⺟オルソログ Cut7（KLP61F）と Htb1（H2B）が本研

究における Wee1 の標的であるかどうかは今後の検討課題である。以下にこれ

まで報告されていることをまとめる。 

 

3-3-1. KLP61Fタンパク質 

 KLP61Fはショウジョウバエ D. melanogaster におけるキネシン 5 であり、3

つのチロシン残基（Y23、Y152、Y207）が Wee1 によってリン酸化される。こ

れらのリン酸化部位のチロシン残基をフェニルアラニン残基に置換した⾮リン

酸化型 KLP61F3YFをショウジョウバエにおいて発現させるとスピンドルが異常

な形態を⽰す。この表現型はショウジョウバエの Wee1 の変異体でも共通して

⾒られるが、M 期への進⼊が早くなる他の変異体では⾒られないことから、

Cdk1（Cdc2 のオルソログ）の制御とは独⽴に起こっていることではないかと

推察されている(Garcia et al., 2009; Stumpff et al., 2005)。 

 ショウジョウバエの KLP61Fにおける 3 つのリン酸化部位のうち、Y207残

基はヒト H. sapiens におけるオルソログ Eg5（Y211）でも保存されており、

Src キナーゼによるリン酸化を受けることが報告されている(Bickel et al., 

2017)。Y211残基をグルタミン酸残基に置換したリン酸化ミミック変異体をヒ

ト細胞に発現させると中⼼体が分離しない単極性のスピンドルが形成される。
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これは Eg5 を siRNAによりノックダウンしたときの表現型と酷似している。

反対に、Y211残基をフェニルアラニン残基に置換した⾮リン酸化型変異体を

ヒト細胞に発現させると歪んだ形態のスピンドルが形成され、こちらは Src キ

ナーゼの阻害剤である SU6656 で細胞を処理したときに⾒られる表現型と似て

いる。 

 以上より Eg5 タンパク質の Y211残基および KLP61Fタンパク質の Y207残

基が、これらのキネシンタンパク質がスピンドルの形態を制御するのに重要な

リン酸化部位と推測できる。分裂酵⺟においてはキネシン 5ファミリータンパ

ク質としては Cut7 タンパク質のみが知られているが、この部位にチロシン残

基が保存されていないため本研究に関わるものかどうかは現在のところ不明で

ある。また、上記の論⽂で報告された細胞の表現型はいずれもスピンドル微⼩

管⾃体の形態の異常であり、スピンドル微⼩管と未接続の動原体が⽣じるとい

う本研究での wee1 変異株の表現型とは異なっている。 

 

3-3-2. ヒストン H2Bタンパク質 

 H2Bタンパク質はヌクレオソームを構成するコアヒストンタンパク質で、

Wee1 キナーゼによって哺乳類細胞では Y37残基、出芽酵⺟ S. cerevisiae では

Y40残基がリン酸化される。このリン酸化は S 期の終わりに、それまで発現し
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ていたヒストン遺伝⼦の上流域に存在するヌクレオソーム内の H2Bタンパク

質上で起こる。これにより下流のヒストン遺伝⼦の転写が停⽌し、細胞内のヒ

ストンタンパク質の量が⼀定に保たれていると考えられている。 

 分裂酵⺟にもヒストン H2Bタンパク質が存在し、Y37残基が保存されてい

るが詳しい解析はなされていない。また、少なくとも上記の論⽂(Mahajan et 

al., 2012)では出芽酵⺟ H2Bタンパク質のリン酸化部位をアラニンに置換した

変異体を作成しているが、細胞の⽣育や有⽷分裂がどうなるかといったことは

⾔及されていない。 

 

 よって本研究での Wee1 キナーゼの機能には、これまでに報告されている 2

例の基質以外の基質が関わっている可能性も含め検討する必要がある。 

 

3-4. 本研究の医学的意義 

 Wee1 キナーゼはがん治療における標的として注⽬を集めているため、本研

究もWee1 キナーゼ阻害剤の使い⽅に新たな判断材料を提供するものと期待さ

れる(da Costa et al., 2023; Do et al., 2013; Matheson et al., 2016)。 

 多くのがん細胞では p53遺伝⼦が変異を起こし機能が減弱している（図

24）。そのため、本来であれば DNA合成期である S 期に⼊る前に修復されて
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いたはずの DNAの損傷が S 期に持ち込まれる。その結果、それらの DNA損

傷や、損傷のために複製されなかったゲノム DNA領域は G2 期に（M 期に⼊

ってしまう前に）修復あるいは複製せざるを得なくなる。このとき、DNA修

復や複製が完了するまで M 期に進⼊しないようにはたらいているのが Wee1 キ

ナーゼである。すなわちWee1 キナーゼの阻害剤を⽤いれば、がん細胞に⾃⾝

のゲノム DNAを修復・複製する時間を与えず、強制的に M 期に突⼊させるこ

とができ、分裂期崩壊（mitotic catastrophe）と呼ばれる現象とそれに引き続

く細胞死を引き起こすことが⽰されている(Mir et al., 2010)。 

 本研究では、分裂酵⺟の wee1 変異株においてスピンドルチェックポイント

依存的な M 期の進⾏の遅延が起こっていることを⾒出した。Wee1阻害剤の⼀

つである MK-1775（アダボセルチブ、AZD1775）をがん細胞に⽤いた研究で

も同じく M 期の進⾏の異常を認める報告がある。1報⽬はヒトの⼦宮頸がんの

細胞株である HeLa 細胞の細胞周期を M 期の前中期に同調した上で同薬剤を与

えたもので、後期の開始が遅延することを報告している(Lewis et al., 2017)。

Wee1 キナーゼが M 期開始前だけでなく、M 期に⼊ってからもはたらいている

ことを⽰唆している。2報⽬はヒトの⾆の扁平上⽪癌の細胞株（SAS）に同薬

剤を与えたもので、細胞周期が M 期中期に停⽌することを報告している

(Nojima et al., 2020)。この中期停⽌は、スピンドルチェックポイント因⼦であ
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る Mps1 キナーゼの阻害剤AZ-3146 を与えると解除できることからスピンドル

チェックポイントに依存していることがわかる。本研究は、これらの論⽂で報

告されている M 期進⾏の遅延が動原体とスピンドル微⼩管の接続の不安定性

によるものではないかということを⽰唆している。がん治療において、上記の

DNA損傷の未修復を利⽤してがん細胞に分裂期崩壊を起こさせるアプローチ

に加えて、スピンドルチェックポイントの阻害（Mps1阻害剤）を併⽤するこ

とによりがん細胞に細胞死を誘導する効率を上げることができれば、それぞれ

の薬剤の投与量を抑え正常細胞への副作⽤を抑制する効果が期待できるのでは

ないかと考えられる。 

 

3-5. まとめ 

 本研究では Wee1 キナーゼが動原体とスピンドル微⼩管との接続の安定性に

関わることが明らかとなったが、そのメカニズムの詳細は不明のままである。

今後の研究においては Wee1 キナーゼの基質を同定し、野⽣型細胞の中で

Wee1 キナーゼがどのような機構でその役割を果たすのかを調べることが必須

である。それにより、そもそも動原体とスピンドル微⼩管との「不安定な接

続」とはどのような形態なのか、スピンドルチェックポイントによる時間稼ぎ
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の間にそれをどのように修復するのかという、より本質的な疑問に答えること

ができるようになると期待される。 
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材料と⽅法 
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4-1. 分裂酵⺟菌株と培養条件 

本研究で⽤いた分裂酵⺟ S. pombe の菌株リストを以下に⽰す。全ての菌株は

YES培地あるいは EMM2培地を⽤いて 26℃、または必要があれば 36℃で培養

した。タイムラプス観察ではロイシンを添加した EMM2培地を⽤いた。 

 

株名 遺伝⼦型 由来 

972 h- Lab stock 

SP6 h- leu1-32 Lab stock 

MT59 
MT2222 

h+ leu1-32 ura4-d18 

h- leu1-32 wee1-50 

This study 

This study 

SP623 h- leu1-32 cdc2-1w Lab stock 

SP661 h- leu1-32 cdc2-3w Lab stock 

AE147 h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ Lab stock 

FY18581 h- leu1-32 bub1D::kanr NBRP/YGRC 

MT2628 h- leu1-32 ura4-d18 mad1::ura4+ This study 

MT2583 
MT3130 
MT2844 

h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ wee1-50 

h+ leu1-32 bub1D::kanr wee1-50 

h- leu1-32 ura4-d18 mad1::ura4+ wee1-50 

This study 

This study 

This study 

MT3153 
MT3175 
YT408 
MT3094 
MT3157 
MT3095 

h+ leu1-32 ura4-d18 mad3::ura4+ 

h- leu1-32 ura4-d18 mad3::ura4+ wee1-50 

h- leu1-32 mph1::kanR 

h- leu1-32 wee1-50 mph1::kanR 

h- leu1-32 slp1-mr63 

h- leu1-32 wee1-50 slp1-mr63 

This study 

This study 

Gift from Dr. Niwa 

This study 

This study 

This study 

MT2798 h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ cdc2-1w This study 

MT2806 h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ cdc2-3w This study 

SP530 h- leu1-32 cdc25-22 This study 

MT2784 h- leu1-32 cdc25-22 wee1-50   This study 

MT2797 h- leu1-32 cdc25-22 cdc2-1w This study 
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MT2796 h- leu1-32 cdc25-22 cdc2-3w This study 

MT2570 h+ leu1-32 ura4-d18 wee1::LEU2 This study 

CRLh62 h- leu1-32 ura4-d18 lys1-::nda3p-GFP-atb2:lys1+ ade6-

M216 
This study 

FY17728 h+ leu1 ura4 his2 pim1-F201S GFP-atb2-kanr cut11-

3mRFP-hygr sfi1-CFP-natr 
NBRP/YGRC 

MT2415 h- leu1-32 lys1-::nda3p-GFP-atb2:lys1+ Cut11-3mRFP-

hygr 
This study 

MT2417 h- leu1-32 wee1-50 lys1-::nda3p-GFP-atb2:lys1+ Cut11-

3mRFP-hygr 
This study 

MT2483 h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ lys1-::nda3p-GFP-

atb2:lys1+ Cut11-3mRFP-hygr 
This study 

MT2485 h- leu1-32 ura4-d18 mad2::ura4+ wee-50 lys1-::nda3p-

GFP-atb2:lys1+ Cut11-3mRFP-hygr 
This study 

SP1766 h+ lys1 ura4 GFP-Cnp1-hph Gift from Dr. Takahashi 

FY25107 h- leu1 ade6 hrk1::hygr Z::Padh13-mCherry-atb2<<natr NBRP/YGRC 

MT2223 h- leu1-32 GFP-cnp1-hph Z::Padh13-mCherry-

atb2<<natr 
This study 

MT2694 h- leu1-32 wee1::LEU2 GFP-cnp1-hph Z::Padh13-

mCherry-atb2<<natr 
This study 

AE304 h- leu1-32 Mad2-GFP:LEU2 Lab stock 

MT2777 h- leu1-32 Mad2-GFP:LEU2 Z::Padh13-mCherry-

atb2<<natr 
This study 

MT2778 h- leu1-32 wee1::LEU2 Mad2-GFP:LEU2 Z::Padh13-

mCherry-atb2<<natr 
This study 

MT3099 h- leu1-32 ura4-d18 bub1-GFP-ura4+ Z::Padh13-

mCherry-atb2<<natr 
This study 

MT3108 h- leu1-32 ura4-d18 wee1::LEU2 bub1-GFP-ura4 

Z::Padh13-mCherry-atb2<<natr 
This study 

MT3232 h- leu1-32 mis12-537 Cut11-3mRFP-hygr 

 

This study 
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4-2. wee1+遺伝⼦の⽋損株の作出 

CRISPR-Cas9 のシステムを⽤いて、分裂酵⺟のゲノム上の wee1+遺伝⼦を出芽

酵⺟の LEU2遺伝⼦で置き換えることにより wee1 ⽋損株を作成した。wee1+遺

伝⼦の 5ʼUTRとORFの境界領域にガイド RNAを設計した 

(5ʼ-caccAAGAGCTCATGTTTTCTGTA-3ʼ  

& 5ʼ-aaacTACAGAAAACATGAGCTCTT-3ʼ)。これらをハイブリダイズさせて、

pAH243 プラスミド（NBRP/YGRC から購⼊した(Hayashi and Tanaka, 2019)）

の BbsI サイトにクローニングした（pCas9-ura4+-wee1+ 5ʼUTR と命名した）。

ドナーDNAとして、wee1+遺伝⼦の 5ʼUTRからターミネーター配列（SpeIサイ

トから XbaIサイトまでの領域）中の wee1+のORFを LEU2 に置き換えた DNA

断⽚を⽤意した。pCas9-ura4+-wee1+ 5ʼUTRとドナーDNAをサケ精⼦ DNAと

ともに MT59 株(h+ leu1-32 ura4-d18)に形質転換した。EMM2培地上で⽣えて

きたコロニーにおいて、コロニーPCR により wee1+遺伝⼦が⽋失しているかを

調べた（KAPA2G Robust、⽇本ジェネティクス、東京、⽇本）。候補株を YES 上

で繰り返し培養し、pCas9-ura4+-wee1+ 5ʼUTR を失ったクローンを選抜し、再

び PCRにより wee1+遺伝⼦の⽋失を確認した（図 7）。 

 

4-3. タイムラプス⽣細胞観察 

 情報通信研究機構の近重裕次博⼠、⼭本孝治博⼠との共同研究により⾏い、撮
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影は⼭本博⼠、解析は⾼堂が担当した。⽅法は(Yamamoto et al., 2019)に従った。 

デルタビジョン顕微鏡システム（GE ヘルスケア、シカゴ、アメリカ）、Plan Apo 

60倍油浸対物レンズ（開⼝数= 1.4; オリンパス、東京、⽇本）、CoolSNAP HQ2 

CCD（Photometrics、 ツーソン、アメリカ）を⽤いた。 

 0.2 mg/mL のダイズレクチン (シグマアルドリッチ、 セントルイス、アメリ

カ) 溶液で表⾯をコートした 35mm ガラスボトムディッシュ(MatTek、アシュ

ランド、アメリカ)に、ロイシンを添加した EMM2 で培養した細胞の培養液を乗

せ、26℃で培養しながら観察を⾏なった。 

 Z軸⽅向に 0.3μm刻みで 11枚の写真を 5 分おきに撮影した。図 8 の写真は

softWoRx ソフトウェア（GE ヘルスケア）においてデノイジングアルゴリズム

(Boulanger et al., 2009)を⽤いて処理し、最⼤値投影法により重ね合わせた。図

13 の写真はデノイジングをせずに最⼤値投影法により重ね合わせた。 

 

4-4. 染⾊体の分配パターンの推定 

メタノールで固定した細胞の DNA をヘキスト 33342（ナカライテスク、京都、

⽇本）で染⾊した。写真は、DM5500 B 蛍光顕微鏡（ライカマイクロシステム

ズ、ヴェッツラー、ドイツ）に HAMAMATSU ORCA-ER DIGITAL CAMERA

（浜松ホトニクス、浜松、⽇本）を取り付けて撮影し、IPLab/Win（ソリューシ

ョンシステムズ、船橋、⽇本）を⽤いて処理した。Cut11 タンパク質に RFP蛍
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光タンパク質を融合し核膜マーカーとして⽤い、2 核細胞の持つ両⽅の核の核膜

にピントが合っているものを選び、ヘキスト 33342 で染⾊された領域の⾯積を

Fiji を⽤いて測定した。 

 2 核細胞のそれぞれの核に含まれる DNA量を C1、C2として、両核の DNA量

の差を評価する値（D値）を、D = |C1-C2| / (C1+C2)で定義した。分裂酵⺟ S. 

pombe は 3 本の染⾊体を持ち、それぞれの⻑さは Ch 1: 5.6 Mb、Ch 2: 4.5 Mb、

Ch 3: 2.5 Mb である。このうち、最も短い 3番の姉妹染⾊分体の両⽅が⽚⽅の

娘細胞に誤って分配されると、C1 = 5.6 + 4.5 + 2.5 x2 = 15.1 (Mb)、C2 = 5.6 + 

4.5 = 10.1 (Mb)となり、D = (15.1 ‒ 10.1) Mb / (15.1 + 10.1) Mb ≒ 0.20 と計

算できる。 

 核内の DNA 量は概ねヘキスト 33342 で染⾊された DNA 領域の⼤きさと⽐

例すると推定できるので、本研究では上式の C1と C2の値としてヘキスト 33342

で染⾊された DNA領域の⾯積を採⽤した。上の計算から D値が 0.20 未満のも

のを均等分配、0.20 以上のものを不均等分配とした。各株の培養液は独⽴に 3

回調製し 26℃で培養しメタノールで固定、あるいは 26℃で培養後 36℃で 1 時

間培養してメタノールで固定した。それぞれの計測では 50個以上の 2 核細胞を

⽤いた。各株で⽤いた 2 核細胞の数はそれぞれ、野⽣型：51、55、51 細胞（26 ℃）、 

58、57、70 細胞（36 ℃）; wee1-50 変異株：67、55、59 細胞（26 ℃）、95、66、
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56 細胞（36 ℃）; mad2 ⽋損株：57、58、60 細胞（26 ℃）、59、56、55 細胞

（36 ℃）; wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株：64、61、57 細胞（26 ℃）、62、91、

101 細胞（36 ℃）である。 

 また、この解析の妥当性をみるために染⾊体の不均等分配が起こることが知

られている mis12-537 ⾼温感受性変異株（Mis12 タンパク質は動原体の構成因

⼦で、変異体はスピンドル微⼩管との接続に⽋損を⽰す(Goshima et al., 1999)）

を⽤いた。26℃で培養したもの、あるいは 26℃で培養後 36℃で 8時間培養した

ものをメタノールで固定し、ヘキスト 33342 で DNA を染⾊した後、D 値を測

定した（26℃：52 細胞、36℃：56 細胞）（図 21、 22）。許容温度である 26℃で

は約 98%の細胞で D 値が 0.20 を下回り均等分配と判定されること、制限温度

である 36℃では約 59%の細胞で D値が 0.20 以上となり不均等分配と判定でき

ることにより、測定⽅法は染⾊体の分配パターンの判定に適切であると考えた。 
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図 1：細胞周期を構成する 4 つの時期とそれぞれの時期に対応する分裂酵⺟ 

S. pombe の顕微鏡写真 

ヘキスト 33342 で染⾊した DNAを緑⾊、核膜マーカーCut11-RFPタンパク質

の局在をマゼンタで⽰している。M 期にゲノム DNAが 2 つの娘細胞へと均等

に分配される。スケールバーは 10μm。 
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図 2：サイクリン・CDK 複合体 

A) ヒト Homo sapiens の細胞においてそれぞれのサイクリン・CDK 複合体が

はたらく時期を図⽰した（参考⽂献：Koliopoulos & Alfieri, 2022 に基づく）。 

B) Cdc2 タンパク質（CDK1）のリン酸化状態及び Cdc13 タンパク質（サイク

リン B）の受ける分解と Cdc13・Cdc2 複合体のキナーゼ活性の関係を図⽰した

（参考⽂献：Coleman & Dunphy, 1994; Nurse, 1990 に基づく）。 
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図 3：分裂酵⺟ S. pombe の有⽷分裂の模式図 

A) M 期前期から終期にかけての細胞の様⼦。核を⽔⾊、紡錘極体（SPB）を⿊

⾊四⾓形、間期微⼩管を緑⾊、スピンドル微⼩管を太い⾚⾊、アストラル微⼩管

及びM 期終期に消えゆくスピンドル微⼩管を細い⾚⾊で⽰した。⼀番外側の⿊

⾊は細胞の縁（参考⽂献：Hagan, 1998 に基づく）。 

B) M 期前期から後期にかけての核内の様⼦（Aの拡⼤図）。核膜を⿊⾊円形、紡

錘極体（SPB）を⿊⾊四⾓形、染⾊体腕部を⽔⾊、動原体（キネトコア）を緑⾊、

スピンドル微⼩管を⾚⾊で⽰した（参考⽂献：Salas-Pino and Daga, 2019 に基

づく）。 
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図 4：染⾊体の分配とスピンドルチェックポイント 

A) セパレースタンパク質によってコヒーシン複合体が切断されることにより、

姉妹染⾊分体はスピンドル微⼩管によって細胞の両極に牽引されるようになる。

染⾊体腕部を⽔⾊、動原体を緑⾊、コヒーシン複合体を⿊⾊、スピンドル微⼩管

を⾚⾊で⽰した（参考⽂献：Matsumoto and Yanagida, 2005 に基づく）。 

B) スピンドル微⼩管と未接続の動原体が存在するとスピンドルチェックポイ

ントが活性化して中期から後期への移⾏を遅延させ、両極性接続が成⽴するま

での時間を稼ぐ（参考⽂献：Luo and Yu, 2008 に基づく）。 
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図 5：wee1-50 変異株の制限温度での⽣育はスピンドルチェックポイントに依

存する 

wee1+遺伝⼦の⾼温感受性変異株 wee1-50 株（許容温度：26℃、制限温度：36℃）

において、種々のスピンドルチェックポイント因⼦を⽋損（mad2Δ, bub1Δ, 

mad1Δ, mad3Δ, mph1Δ）あるいは変異（slp1-mr63）させた⼆重変異株を作成

し、それぞれ許容温度と制限温度で⽣育度合いを⽐較した。いずれの単独変異株

も 36℃で⽣育可能だが、wee1-50 変異との⼆重変異株は⽣育阻害を⽰した。 

  



 55 

 
 

 
 

図 6：スピンドルチェックポイントへの依存性は wee1-50 変異株に特異的であ

る 

A) 細胞⻑が短いにも関わらずM 期に早期に進⼊してしまう他の変異株（cdc2-

1w、 cdc2-3w）ではスピンドルチェックポイントへの依存性は⾒られなかった。 

B) cdc25-22⾼温感受性変異株では制限温度（36℃）で Cdc2 タンパク質を活性

化できず、細胞周期が G2 期と M 期の境界で停⽌してしまうが、wee1-50 変異、

cdc2-1w 変異、cdc2-3w 変異はいずれもこれを抑圧できた。 
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表 1：表現型のまとめ 

 

  

  

M 期への進⼊ 

cdc25-22 

⾼温感受性の 

抑圧 

スピンドル 

チェックポイントの 

必要性 

WT 正常 できない なし 

wee1-50 早い できる あり 

cdc2-1w 早い できる なし 

cdc2-3w 早い できる なし 
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図 7：wee1+遺伝⼦の⽋損株の作成 

第四章「材料と⽅法」4-2. wee1+遺伝⼦の⽋損株の作出の⽅法に基づいて

CRISPR-Cas9 により wee1+遺伝⼦⽋損株を作成した。左上図は野⽣型株の

wee1+遺伝⼦座、左下図は wee1+遺伝⼦⽋損株の同遺伝⼦座の模式図である。

図中の⽚⽮印は確認に⽤いたプライマーの結合部位を⽰す。右図は野⽣型株

と、作成した wee1+遺伝⼦⽋損株のゲノム DNAを鋳型として PCRをおこなっ

た後の電気泳動の結果である。それぞれ予想される⼤きさの DNAバンドが確

認できた。 
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図 8：wee1 ⽋損株では動原体とスピンドル微⼩管の接続が不安定である 
野⽣型株(A)と wee1 ⽋損株(B、C)においてタイムラプス観察をした。merge
写真では GFP-Cnp1 を緑⾊、mCherry-Atb2 をマゼンタで⽰している。B、C
においてサテライトキネトコア（スピンドル微⼩管から離れた位置に⾒える
GFP-Cnp1 の輝点）が⾒られるものに⽮じりをつけ、インセット内に拡⼤画像
を付した。Bはサテライトキネトコアが⼀度だけ、C は複数回⾒られたものを
載せた。スケールバーは 10μm。 
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図 9：wee1 ⽋損株では有⽷分裂中にサテライトキネトコアが出現する 

タイムラプス観察のデータ（図 8 にかかるデータ）より、有⽷分裂中に⼀度で

もサテライトキネトコアが出現した細胞を数えた。野⽣型株(WT)では 30 細胞

中 0 細胞(0%)だった。wee1 ⽋損株(wee1Δ)では 62 細胞中 18 細胞(29%)だっ

た。 
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図 10：wee1 ⽋損株ではスピンドル微⼩管の伸⻑に遅延が⾒られる 

タイムラプス観察のデータ（図 8 にかかるデータ）より、個々の細胞のスピン

ドル⻑を計測した（Z軸⽅向に 0.3μm刻みで撮影した 11枚の写真の重ね合わ

せ画像を⽤いた）。上段は野⽣型株(WT)、下段は wee1 ⽋損株(wee1Δ)のデー

タ。 
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図 11：サテライトキネトコアが解消されるまで M 期後期の開始は遅延する 

タイムラプス観察のデータ（図 8 にかかるデータ）より、個々の細胞における

M 期開始から後期開始までの時間を棒グラフで表した。上段は野⽣型株

(WT)、下段は wee1 ⽋損株(wee1Δ)のデータ。M 期開始はスピンドル微⼩管

の出現、後期開始はスピンドル微⼩管に乗った GFP-Cnp1 の輝点が 2点に分か

れた時点とした。⻘⾊はサテライトキネトコアが出現しなかった細胞、緑⾊は

サテライトキネトコアが出現した細胞を表している。濃い緑⾊がサテライトキ

ネトコアが現れている時間帯、薄い緑⾊は現れていない時間帯を⽰す。いずれ

の細胞においてもサテライトキネトコアが解消してから（棒グラフの⾊が濃い

緑⾊から薄い緑⾊に変わってから）後期が始まっている。 
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図 12：wee1 ⽋損株で⾒られた dikaryonの例 

merge画像では GFP-Cnp1 を緑⾊、mCherry-Atb2 をマゼンタで⽰している。

これらの dikaryonでは GFP-Cnp1 の輝点が間期から 2点観察され、有⽷分裂

期に⼊ってからはスピンドル微⼩管が 2 本伸びるのが観察された。スケールバ

ーは 10μm。 
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図 13：wee1 ⽋損株ではスピンドルチェックポイントの活性化が⾒られる 
野⽣型株(A)と wee1 ⽋損株(B、C)においてタイムラプス観察をした。merge
写真では Mad2-GFPを緑⾊、mCherry-Atb2 をマゼンタで⽰している。B、C
において Mad2 スペックルが⾒られるものに⽮じりをつけ、インセット内に拡
⼤画像を付した。Bは Mad2 スペックルが⼀度だけ、C は複数回⾒られたもの
を載せた。スケールバーは 10μm。 
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図 14：wee1 ⽋損株では有⽷分裂中に Mad2 スペックルが出現する 

タイムラプス観察のデータ（図 13 にかかるデータ）より、有⽷分裂中に⼀度

でもMad2 スペックルが出現した細胞を数えた。野⽣型株(WT)では 30 細胞中

0 細胞(0%)だった。wee1 ⽋損株(wee1Δ)では 101 細胞中 28 細胞(28%)だっ

た。 
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図 15：wee1 ⽋損株ではスピンドル微⼩管の伸⻑に遅延が⾒られる 

タイムラプス観察のデータ（図 13 にかかるデータ）より、個々の細胞のスピン

ドル⻑を計測した（Z軸⽅向に 0.3μm刻みで撮影した 11枚の写真の重ね合わ

せ画像を⽤いた）。上段は野⽣型株(WT)、下段は wee1 ⽋損株(wee1Δ)のデー

タ。 
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図 16：Mad2 スペックルが消失するまで M 期後期の開始は遅延する 
タイムラプス観察のデータ（図 13 にかかるデータ）より、個々の細胞におけ
る M 期開始から後期開始までの時間を棒グラフで表した。上段は野⽣型株
(WT)、下段は wee1 ⽋損株(wee1Δ)のデータ。M 期開始はスピンドル微⼩管
の出現、後期開始はスピンドル⻑が 2μm前後から急に伸び始める時点とし
た。⻘⾊は Mad2 スペックルが出現しなかった細胞、緑⾊は Mad2 スペックル
が出現した細胞を表している。濃い緑⾊が Mad2 スペックルが現れている時間
帯、薄い緑⾊は現れていない時間帯を⽰す。いずれの細胞においても後期は
Mad2 スペックルが消失してから（棒グラフの⾊が濃い緑⾊から薄い緑⾊に変
わってから）始まっている。 
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図 17：wee1 ⽋損株では有⽷分裂中に Bub1 スペックルが出現する 

メタノールで固定した野⽣型株（WT）と wee1 ⽋損株（wee1Δ）の M 期前期

から中期の細胞（スピンドル微⼩管を持ち、まだ染⾊体が分かれていない細

胞）の中で Bub1 スペックル（スピンドル微⼩管から離れた位置に⾒える

Bub1-GFPの輝点）が⾒られる細胞を数えた。野⽣型細胞では 63 細胞中 0 細

胞（0%）、wee1 ⽋損株では 167 細胞中 31 細胞（19%）だった。 
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図 18：wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では染⾊体の不均等分配が起こる 
それぞれの遺伝⼦型の株を 36℃で 1時間培養し、メタノールで固定した。
DNAはヘキスト 33342 で染⾊し緑⾊で⽰した。Cut11-RFPは核膜のマーカー
でマゼンタで⽰した。写真中の 2 核細胞を点線で囲み、それぞれの娘核の⼤き
さを「材料と⽅法」に記載した⽅法で測定し計算した D値を付した。スケール
バーは 10μm。 
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図 19：wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では染⾊体の不均等分配が起こる 

図 18 で測定した D値が 0.20 未満の場合に染⾊体が均等に分配され、0.20 以

上の場合に染⾊体が不均等に分配されたとして集計した。各株で⽤いた 2 核細

胞の数はそれぞれ、 

野⽣型：           51、55、51 細胞（26 ℃）、  

               58、57、70 細胞（36 ℃）;  

wee1-50 変異株：       67、55、59 細胞（26 ℃）、 

               95、66、56 細胞（36 ℃）;  

mad2 ⽋損株：            57、58、60 細胞（26 ℃）、 

                59、56、55 細胞（36 ℃）;  

wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株：64、61、57 細胞（26 ℃）、 

               62、91、101 細胞（36 ℃） 

である。 
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図 20：wee1-50 mad2Δ ⼆重変異株では染⾊体の不均等分配が起こる 

図 18 で測定した D値の頻度をヒストグラムに表した。 
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図 21：D値の測定のコントロールとして mis12-537⾼温感受性株を⽤いた

（詳細は第四章「材料と⽅法」4-4. 染⾊体の分配パターンの推定に記載） 

DNAを緑⾊、核膜マーカーCut11-RFPをマゼンタで⽰した。図中の数字は各

2 核細胞における D値。mis12-537 変異株では D値が 0.90 から 1.0 の範囲に

⼊る場合が約 30%あった（上図の 3段⽬、図 22Bのヒストグラム）。スケール

バーは 10μm。 
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図 22：D値の測定のコントロールとして mis12-537⾼温感受性株を⽤いた

（詳細は第四章「材料と⽅法」4-4. 染⾊体の分配パターンの推定に記載） 

A) 図 21 で測定した D値を元に染⾊体の分配パターンを推定した。0.20 未満

を均等分配、0.20 以上を不均等分配とした。測定に⽤いた細胞数は 26℃のサ

ンプルで 52 細胞、36℃のサンプルで 56 細胞だった。 

B) D値のヒストグラム。0.90 以上の頻度が約 30%だった。 
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図 23：wee1 変異株で⾒られたサテライトキネトコアの動態の予想図 

図 8 にかかるタイムラプス⽣細胞観察で、サテライトキネトコアが⽣じた後、

スピンドル微⼩管上に輝点が移る（スピンドル微⼩管との接続が完了する）ま

での時間が短時間で済むものと⻑時間かかるものとが観察された。前者は姉妹

の動原体の⽚⽅が未接続となっており、後者は両⽅が未接続となっていること

が予想される。いずれにしても、接続が完了するまでの間スピンドルチェック

ポイントがはたらいて染⾊体分配のタイミングを遅延させていれば均等な染⾊

体分配が可能であると考えられる。核膜を⿊⾊円形、紡錘極体（SPB）を⿊⾊

四⾓形、染⾊体腕部を⽔⾊、動原体（キネトコア）を緑⾊、スピンドル微⼩管

に未接続の動原体を⻩⾊、スピンドル微⼩管を⾚⾊で⽰した。 
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図 24：Wee1阻害剤を⽤いたがん治療の概念図 

がん細胞の DNA修復が G2 期に依存していることを利⽤し、Wee1阻害剤によ

って強制的に M 期に突⼊させて細胞死を起こさせるアプローチである。 


