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研究組織

スピンドノレチェックポイントは動原体へのスピンドル接続が完

了していない際に、姉妹染色分体の解離を防ぐことにより均等

な染色体分配を保障する細胞周期監視機構である。スピンドノレ

チェックポイントのシグナル伝達機構は Mad2タンパク質の活

性を細胞周期の進行にともない制御するものと考えられる。本

研究では Mad2タンパク質の生化学的性状を解明するとともに、

Mad2タンパク質に括抗的に作用するタンパク質、 p31cometの作

用機序の解明を目指した。

研究代表者:松本智裕
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有糸分裂において紡錘糸(スピンドル)は各染色体を娘細胞に誘導すると

いう重要な役割を担う。染色体が均等分配されるためには、姉妹染色分体の

解離に先立ち、全ての染色体のキネトコア(動原体)にスピンドノレが接続さ

れなければならない。スピンドル接続の完了以前に姉妹染色分体が解離する

と、スピンドルを持たない染色体は娘細胞へ正確に誘導されない。スピンド

ノレチェックポイントは、均等な染色体分配を保障する監視機構である O キネ

トコアへのスピンドル接続が完了していない際に、姉妹染色分体の解離を防

ぐことがその主な任務である。

スピンドルチェックポイントのシグナノレ伝達機構は Mad2タンパク質の活

性を細胞周期の進行にともない制御するものと考えられる。間期には核膜上

に存在する Mad2タンパク質は、有糸分裂期の開始にともない核内に移行し、

スピンドルが未接続の動原体へ誘導される。スピンドノレ米接続の動原体では

Mad2が Slp1/CDC20との複合体に組み込まれるものと予想されている。有糸

分裂中期に達し、スピンドノレが全ての動原体に接続すると姉妹染色分体の解

離が起こる。このためには Mad2タンパク質が Slp1/CDC20Cとの複合体から

放出され Slp1/CDC20が活性化されなければならない。すなわちスピンドル

チェックポイントが解除されること (silencing) が必須で、ある。生化学的手



法により精製された Mad2• Slpl複合体は非常に堅固で¥たとえば 0.4M 
KCl といった高濃度の塩溶液中でも高い安定性をしめす。一方、細胞内では

有糸分裂中期から後期に遷移する短時間のうちに、 Mad2・Slpl複合体は解離

する O この複合体のすばやい解離過程には別の Mad2結合性タンパク質、

p31comet、が関与することが最近の我々の研究で、わかっている。 p31cometの

作用機序をさらに詳細に解明することが本研究の最大の目標である。

Mad2タンパク質の生化学的性状、さらにp31cometが有するMad2に対する

生物学的活性については、その研究成果を論文2報として発表した(本報告

書に添付) 0 

p31cometがスピンドルチェックポイントの解除因子として機能するための

作用機序を解明するため、生化学的手法によりp31cometと相互作用する因子

の同定を試みた。抗p31-comet抗体の免疫沈降法により p31cometと共沈する

タンパク質を精製し、そのアミノ酸配列を決定した。その結果、ダイニンモ

ーター複合体のサブユニットの一つであるダイニン中間鎖(以下、 DNCI)を

同定したO 同調培養したHeLa細胞の抽出液による免疫沈降法により、
p31cometとDNCIは有糸分裂中期から後期にかけて複合体を形成することを確

認した。またこの免疫沈澱中にはMad2の存在も確認された。 p31comet，Mad2， 

そしてDNCIの3者が有糸分裂期の後半で複合体を形成しているようである。

p31cometの細胞内局在を検討した結果、有糸分裂期の細胞で、はp31cometが紡

錘糸上に存在することが判明した。有糸分裂初期には紡錘糸全長にわたり存

在するp31cometは中期への進行にともない紡錘糸の動原体側の先端に蓄積す

る(図 1) 0 DNCIについてもp31cometと同様な細胞内局在性が不されているO

図1: p31cometの細胞内局在:有糸分裂初期(上段左、 DAPI染色による染色

体像、右は抗体染色によりp31cometを緑、動原体特異的タンパク質のCENP-A

を赤で可視化)で、は紡錘糸上にp31cometが局在する。有糸分裂中期(下段、

染色方法は上段と同様)では、赤(CENP-A)と緑(p31comet)の点が重なり画面

上では黄色の点として認識される o p31cometが紡錘糸に依存して動原体に到

達したものと推察される。



DNCIの機能を明確にするため、 DNCIをsiRNAにより失活させ生細胞内にお

ける染色体の挙動を観察した。特に姉妹染色分体の解離のタイミングを詳細

に解析するため動原体特異的タンパク質CENP-AをGFPタンパク質と融合する

ことにより蛍光標識した。 DNCIのSl悶A処理を施さない細胞(コントロー

ノレ)では有糸分裂期に進入後、約40分で姉妹染色分体の解離が見られたが、

DNCが失活した細胞では、染色体が赤道面上に整列したにもかかわらず姉妹

染色分体の解離が見られない。有糸分裂開始後、約 10時間にわたり姉妹染

色分体は対合を維持したまま核内を活発に運動した後、細胞死にいたる(図

2) 0 この表現型はDNCIが赤道面への染色体の整列には関与しないが、その

後の姉妹染色分体の解離に深く関わることを示唆する。スピンドルチェック

ポイントの解除因子であるp31cometとの相互作用を考慮すると、 DNCIの欠損

が、恒常的なスピンドルチェックポイントの活性化を引き起こしている可能

性が大きい

図2 生細胞観察によるDNCIの機能解析:CENP-AとGFPとの融合タンパク質

を発現するHeLa細胞においてSl悶A法によりDNCIを失活させ経時的に染色体の

動態を観察した(下段 2列:上は蛍光標識されたCENP-A、下は細胞の全体

像) 0 コントローノレ実験(上段2列)では有糸分裂開始後、約40分で姉妹

染色分体の解離が開始される。これに対してDNCIを失活させた細胞では、有

糸分裂開始後約 60分で染色体が赤道面に整列するにもかかわらず姉妹染色

分体の解離がおこらない。その後、一旦整列した染色体は核内に分散 (13 

O分から 505分)し、再度、赤道面に整列する (52 5分)が、染色分体

の解離がおこらないまま細胞死が引き起こされる (600分) 0 
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