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要旨 

姉妹染色体を娘細胞に均等に分配することは生命にとって必須の過程である。
この過程において、分裂期スピンドルおよび動原体は中心的な役割を果たす。
動原体はセントロメアと呼ばれる特殊なクロマチン上に構築される巨大な複合
体であり、スピンドル微小管と染色体が相互作用するための足場となり、微小
管より生じた力を、染色体を動かす力へと変換する。染色体をスピンドル赤道
面に並べるためには、微小管が動原体と先端で結合した後、その動態が安定化
される必要がある。これまでに多くの動原体構成因子が同定されており、その
構造および機能が詳細に解析されてきた。一方で動原体と相互作用する微小管 

(動原体微小管)の動態がどのように制御されているかに関しては不明な点が多
い。 

キネシン-8 は生物種を通して保存されたモータータンパク質であり、分裂期
スピンドル上をプラス端に向けて歩行し、動原体微小管先端に強く局在する。
キネシン-8 を欠損させると、長く歪んだスピンドルを生じ、染色体整列異常を
引き起こす。これらの局在、表現型からキネシン-8 が動原体微小管動態を制御
していることが示唆されるものの、その詳細なメカニズムに関してはあまりよ
く分かっていない。その理由は相反するものも含めた様々な生化学的活性が報
告されているためである。例えば、ヒトキネシン-8, KIF18A においては微小管
脱重合を促進するという報告と、伸縮を抑制して微小管を安定化するという報
告があり、論争がある。
本研究ではキイロショウジョウバエのキネシン-8, Klp67A の生化学および細

胞生物学的な解析を通して、動原体微小管の動態制御機構を明らかにすること
を目的とした。まず Klp67Aを精製し、全反射顕微鏡を用いて一分子解析を行っ
たところ、Klp67Aは他種のキネシン-8と同様に、浮遊のチューブリンとの結合
能を有し、微小管プラス端方向に歩行し、先端で蓄積する様子が観察された。
次に Klp67A が微小管動態に与える影響を調べたところ、Klp67A は、伸長から
短縮への転換「カタストロフ」の頻度を増化して、微小管の長さを制限すると
同時に、短縮速度を抑制し、微小管の伸縮が見かけ上停止した「ポーズ」およ
び、短縮から伸長への転換「レスキュー」の頻度を増加した。このことからKlp67A

は微小管の不安定化と安定化、両方の機能を有していることが明らかとなった。 
またキイロショウジョウバエ S2 細胞において、Klp67A を機能阻害してライ
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ブで詳細に追跡したところ、異常に長いスピンドルを生じ、微小管は先端で動
原体と結合できるものの、その結合状態を維持できずに、高頻度で染色体整列
に失敗する様子が観察された。このことから Klp67A は分裂期前中期において、
安定な動原体-微小管結合に必要なことが示された。この動原体-微小管結合の不
安定化の表現型は、微小管重合阻害剤であるコルセミドを加えて、スピンドル
微小管を短くしてもレスキューされなかった。一方で動原体における微小管安
定化因子として知られる CLASP を過剰発現したところ、Klp67A 欠損による動
原体-微小管結合の不安定性がレスキューされた。これらのことから、Klp67Aの
微小管動態を安定化する機能が動原体-微小管結合の安定化に決定的な役割をし
ていることが示唆された。 
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序論 

微小管 

 微小管はα-チューブリンとβ-チューブリンのヘテロ二量体で構成される直径 

25 nmの筒状の空洞構造を持った重合体であり、細胞内では分裂期スピンドルや
鞭毛や繊毛の軸糸を形成し、細胞内輸送におけるモータータンパク質の足場と
して働く 1。微小管は極性を持って伸長し、伸長速度が速い端がプラス (+) 端、
その反対側の端がマイナス (-) 端と定義されており、β-チューブリンがプラス端
側を、α-チューブリンがマイナス端側に配置して重合する 2。α/β チューブリン
はそれぞれ GTPと結合する。α-チューブリンは N-site (nonexchangeable)と呼ばれ
る領域に常に GTPを結合している 3 。一方でβ-チューブリンは GTP加水分解活
性を有しており、E-site (exchangeable) と呼ばれる領域で GTP, もしくは GDPを
結合する。β-チューブリンのヌクレオチド結合状態によってそれぞれのチューブ
リン二量体は GDP-チューブリン、GTP-チューブリンと呼ばれる。GTP-チュー
ブリン二量体が微小管のフィラメント構造内に取り込まれると、E-site で GTP

の加水分解が誘導され、リン酸基を放出して最終的に GDP結合型 β-チューブリ
ンとなる 4。 結果的に重合した微小管のほとんどは GDP-チューブリンとして
存在するが、GTP-チューブリンの重合と GTPを加水分解してリン酸を放出する
までの間には時間的なズレが存在するため 5、新しく微小管に付加された GTP-

チューブリンが加水分解されない状態で存在する。これを GTP キャップと呼ぶ。
GTPキャップは微小管を安定化し微小管の伸長を促進する。一方で GTPキャッ
プが失われると微小管は伸長から急速な短縮 (脱重合)に転換する。伸長から短
縮への転換をカタストロフ (catastrophe), 短縮から伸長への転換をレスキュー
(rescue), また見かけ上、伸長も短縮も起こっていないように見える状態をポー
ズ (pause)とよぶ。このように微小管が、確率論的に伸長と短縮を繰り返す性質
を動的不安定性 (dynamic instability)と呼ぶ (図 1)6-8。
電子顕微鏡により、微小管の先端構造は動態に依存し、様々な構造を取ること
が示されてきた。伸長中の微小管は、シート状の構造を取る一方で 9 10 11、短縮
する微小管は、皮を剥いたときにできるような、外向きに大きく曲げた先端構
造を取る様子が観察されてきた 9 11。また平滑末端構造も観察されており、伸長
と短縮の中間体の存在が示唆されている 12 。しかし最近の電子線トモグラフィ
ーの解析から、in vitro および、6 種の異なる生物種の細胞において、伸長中の
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微小管も短縮中の微小管も同様に湾曲した構造を持っていることが示されてお
り、シュミュレーションから伸長微小管と脱重合微小管の間でプロトフィラメ
ントと微小管側面との結合能力が異なることで、伸縮の切り替えを行い、伸長
微小管先端はブラウン運動により振動し、直線化されることが示唆されている
13。

微小管動態の制御 

細胞内の微小管動態は in vitro でチューブリン単独で重合させたときの動態と
大きく異なる。ひとつの要因は細胞内では微小管動態が様々な微小管結合タン
パク質 (Microtubule Associated Proteins, MAPs)によって制御されていることによ
る。微小管伸長速度や短縮速度を変える、もしくはカタストロフ頻度やレスキ
ュー頻度を変える等動態に与える影響は様々である 14 15。 

特にプラス端動態を制御する因子は、非常に多くの因子が同定されている。微
小管伸長速度を促進する代表的な MAPs として、XMAP215 が挙げられる。
XMAP215はチューブリン二量体と結合し、微小管プラス端にチューブリンを局
在化させることで微小管の重合速度を劇的に上げる 16。また end-binding タンパ
ク質 (EBs)は、伸長中の微小管の先端から少し離れた GTP 加水分解直後に相当
するチューブリンに強く結合して、チューブリン二量体構造を緊密化し、17 18 19

カタストロフを誘導するとともに、伸長速度をゆるやかに上げる 20 21 22。このよ
うな重合速度を速める因子が協同的に働くことで、in vitro再構成実験でも細胞
内レベルの重合速度まで上げることができることが示されている 22,23。
微小管脱重合を誘導する因子としてキネシン-13 およびキネシン-8 が挙げられ
る。キネシン-13は歩行活性を持たず、微小管上を拡散により動くことで、微小
管先端に到達し、ATP 加水分解により、微小管先端の湾曲した構造を誘導、も
しくは安定化することで、脱重合を引き起こす 24-28。一方でキネシン-8 は ATP

依存的な歩行活性を持ち、出芽酵母キネシン-8,  Kip3 は微小管の先端に到達し
て微小管を脱重合する活性を有する 29 30。またキネシン-13同様に微小管先端の
湾曲構造を安定化することが示唆されている 31。ただし、キネシン-8 に関して
は他にも様々な活性が報告されており、キネシン-8の項を参照されたい。 

微小管のレスキューを促進しカタストロフを抑制する代表的な因子として
CLASP (cytoplasmic linker protein (CLIP)-associated proteins)が挙げられる 32-34 35 36。
In vitro 再構成実験からポーズする領域においてショウジョウバエの CLASP が
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33、レスキューする領域において分裂酵母 CLASP が集積することが知られてい
る 32。ヒト CLASPでは、物理的に湾曲させることにより損傷を与えた微小管の
カタストロフを抑制する 36。またショウジョウバエのCLASPでは 4種類のMAPs

を混合すると、今までの in vitro実験でほとんど観察されなかったポーズ、レス
キューを高頻度で含む細胞内に近い動的な観察されるようになる 33。
微小管マイナス端に結合して動態を制御する因子に関する知見は、プラス端

動態制御因子と比較して少ない 37 38。この理由のひとつは、マイナス端はプラス
端と比較して静的な性質を持つため、試験管内反応で顕著な動態の変化を検出
するのが困難なあることにある。また細胞内では、微小管が混み入り、プラス
端が非常に動的なため、マイナス端の動態を同定することを困難にしている。
マイナス端に結合するタンパク質の例としてγ−TuRC (γ−tubulin ring complex)と
哺乳細胞における CAMSAPおよびそのホモログである無脊椎動物の Patroninが
挙げられる。γ−TuRC は γ−チューブリンおよび GCP (gamma-tubulin complex

protein)ファミリータンパク質の複数のサブユニットによって構成される巨大な
複合体である。 γ−チューブリンおよび GCP2, GCP3 で構成される複合体を
γ−TuSC (γ−tubulin small complex), さらにその外側に構成される GCPサブユニッ
トを含めた複合体をγ−TuRCと呼ぶ。γ−TuRCは微小管の重合の核として機能し、
微小管マイナス端をキャップして安定化し、微小管生成を誘導する主要な因子
である 39 40。しかしながら全ての微小管生成場所に γ−TuRC が存在するわけで
はなく、γ−TuRCを除いた細胞でも微小管生成が観察されることから γ−TuRC非
依存的な未知の微小管生成機構が存在することが示唆されている 41-43。また近年、
マイナス端に結合し、安定化する因子として CAMSAP 44 / Patronin45が同定され
た。CAMSAPは微小管のマイナス端伸長を抑制するため、細胞内でマイナス端
が伸長しない主要な要因であると考えられる 46。CAMSAP/Patronin はキネシン
-13のマイナス端脱重合活性を抑制して、分裂期後期のスピンドル微小管伸長お
よびスピンドル極での脱重合抑制に重要な役割を果たしている 45,47。

伸長中の微小管は、物理障壁と接触して、先端に押す力が働くとカタストロ
フが誘導される 48。また実際に細胞内でも細胞表層に微小管プラス端が到達す
るとカタストロフが高頻度で観察され、微小管伸長速度が抑制される 49-51。この
とき、伸長先端が浮遊のチューブリンにアクセスできないため、GTP キャップ
が失われる、もしくはチューブリン二量体の構造が緊密化することにより、GTP
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加水分解が引き起こされる、というメカニズムが考えられている 48 56。一方で、
染色体分離の際、動原体は脱重合する微小管に結合したまま追尾する。この際、
微小管先端に引っ張る力が働く。精製した出芽酵母の動原体をマイクロビーズ
に結合させ、光ピンセットを使って脱重合する微小管先端に張力を加えると、
カタストロフが抑制され、レスキューが促進することが示されている 52。また
重合する微小管に対して張力をかけると微小管伸長速度が増大する 52。微小管
伸長の促進は XMAP215 を結合させたビーズ用いて張力を加えた場合にも観察
される 53。またダイニンを障壁やビーズに結合させた場合も、脱重合する微小
管と相互作用してカタストロフを抑制する 54 55。これらのメカニズムについては
不明であるが、微小管先端のチューブリンプロトフィラメントが張力によって、
曲がった構造から伸展した構造になりやすいため、GTP 加水分解が抑制され、
重合に傾くというモデルが考えられている 56 57。

in vitro実験により、微小管は長い間伸長を続けるほど、微小管構造が損傷し
やすくなり、カタストロフが起こりやすくなることが示されている 58,59。この過
程は ”aging”と呼ばれる。また近年、微小管を機械的に曲げる、もしくはレーザ
ーにより微小管側面からチューブリンを失わせると、損失した領域に代わりに
新たな GTPチューブリンを流入することで微小管の修復が起こる様子が観察さ
れた。これを微小管の自己修復 (self-repair)と呼ぶ。このようにして修復を受け
た場所が新たな GTPキャップとして働き、レスキューが高頻度で起こることが
示された 60,61。また最近、微小管切断酵素である Spastinと Kataninが微小管側面
のチューブリンを積極的に取り除き、新たな GTPチューブリンを取り入れるこ
とでレスキューを引き起こすことを可能にしていることが示された 62。このよ
うにして細胞内では微小管構造を積極的に更新することで、複雑に動態を制御
しているのかもしれない。 

分裂期スピンドル
分裂期スピンドルは、微小管と微小管結合タンパク質により構成される巨大な
自己集合体であり、染色体整列、分離に必須の役割を果たす 63。 

分裂期スピンドルを形成するためには、微小管を生成して増幅すること、生成
した微小管を反平行の二極性構造にすること、動原体が微小管と結合し、動原
体微小管束を形成すること、スピンドル微小管全体をまとめるために、スピン
ドル極をまとめることなど、様々な過程を必要とする 64。これらの過程を経て、
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構成された動物細胞の分裂期スピンドルは、その特徴から 3 種類の微小管に分
けられる (図 2)。1 つ目は、動原体に結合する 平均 10-20 本程度の束 65-67を構
成する微小管で動原体微小管 (kinetochore microtubule もしくは k-fiber)と呼ばれ、
他の微小管と比較して安定で、染色体を移動させるのに直接的に寄与する。2つ
目は極間微小管と呼ばれ、動原体とは直接結合せずに、スピンドルの両極から
伸び、互いにプラス端を向けあった反平行の微小管を形成する。極間微小管は
スピンドルの二極性の構造の形成、維持に必須の役割をする。3つ目は星状体微
小管 (astral microtubule)、もしくは中心体微小管 (centrosomal microtubule)と呼ば
れ、中心体から細胞の表層に向けて伸長して、スピンドルの全体の配向と位置
を制御する。 
 

スピンドル微小管の生成 
1. 中心体からの微小管生成 

 分裂期において、中心体では中心体周辺物質 (pericentriolar material: PCM)を介
して、 微小管重合核因子である γ−チューブリン複合体 (γ−TuRC) が集積し活
性化されることで、微小管形成中心 (microtubule organizing center; MTOC)として
働く 68 (図 3A)。動物細胞では中心体が主要な微小管生成機構と考えられてきた
69,70。実際に線虫 C. elegansにおいて中心体タンパク質を欠損させると、スピン
ドル微小管形成が著しく阻害され、分裂に失敗する 71,72。しかし、植物細胞の分
裂や卵母細胞の減数分裂では中心体が存在しない。またキイロショウジョウバ
エでは中心体を除いた体細胞でも、機能的なスピンドルが形成され、雄性不妊
になるものの成虫にまで発生が進む 73,74。このことは細胞種によっては、中心体
が必須でないことを示している。 
 

2. 染色体近傍からの微小管生成 

 中心体に依存しない微小管生成機構は、中心体を持たないアフリカツメガエル
の卵に、核を注入したときに、微小管生成が促進されることから発見された 75。
また、アフリカツメガエル卵抽出液にクロマチンで覆われたビーズを入れたと
きにも同様の微小管生成が観察される 76 77。後にこの染色体からの微小管生成は
染色体からのRan-GTP濃度勾配によって促進されることが明らかとなった 78-80。
核膜崩壊後、染色体近傍では染色体に局在する RCC1 タンパク質により Ran タ
ンパク質が GDP 結合型から GTP 結合型に変換される。Ran-GTP は Importin に
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結合し、Importin に結合した不活性型のスピンドル形成因子 (spindle assembly 

factors; SAFs)を活性化型にすることで、スピンドル形成と安定化を促進する 81 

(図 3B)。 

 染色体近傍からの微小管生成には γ−TuRC が必要であり 82 83、アフリカツメ
ガエルの減数分裂期における卵抽出液においては、SAFs の一種である Tpx2 と
後述のオーグミンによって微小管依存的な枝分かれ式の微小管生成を活性化す
る 84。一方でキイロショウジョウバエ S2細胞では、中心体からの微小管生成の
有無に関わらず、RCC1 を機能阻害しても機能的なスピンドルが形成されるこ
とから 85、染色体からの微小管生成の重要性は細胞種によって異なるようであ
る。 

 また Ran-GTP 濃度勾配に加えて、セントロメア内側に局在する CPC 

(chromosomal passenger complex)を介した微小管生成も知られているが、詳しい
メカニズムに関してはよく分かっていない 86,87。 
 

3. オーグミンによるスピンドル内部からの微小管生成 
 オーグミン (Augmin)と呼ばれる 8つのサブユニット (Aug1-Aug8) で構成され
る複合体は、スピンドル内部の微小管に結合し、γ−TuRCを局在化させることで、
新たなスピンドル微小管を増幅する (図 3C)88 89。ショウジョウバエ培養細胞に
おいてオーグミン単独の機能阻害を行っても、長いながらも機能的なスピンド
ルが形成される。しかし、オーグミンと同時に中心体からの微小管生成を阻害
すると、γ−チューブリン機能阻害と同等の、重篤なスピンドル形成異常を示す。
このことから、中心体からだけでなく、スピンドル内部からの微小管生成も同
様に、スピンドル形成に重要であると考えられる 88。 

 動原体と結合した微小管は安定化されるため 90、長時間脱重合せずに存在し
続ける。オーグミンは、この生成してから長時間経った微小管に優先的に結合
する 91。またオーグミンは既存の微小管に対して平行方向に微小管生成を促進
する機能を持つ 84,92。 したがって一度動原体-微小管結合が形成されると、こ
の初期の動原体-微小管を鋳型として、オーグミンが平行方向の微小管生成を繰
り返し行うため、束化した動原体微小管の形成につながる (図 4) 91 。 
 

反平行の二極性構造の形成 
 染色体を正しく均等に分離するために、分裂期に生成された微小管は、プラ
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ス端が染色体側を向き、マイナス端がスピンドル極側を向いた対称の二極性構
造を作り、維持しなければならない。この過程に必須なのは四量体モータータ
ンパク質であるキネシン-5 である 93。キネシン-5 は反平行の二本の微小管を架
橋し、プラス端への歩行活性を用いて両微小管に対し外向きの力を生じさせる
94,95。これによりマイナス端どうしを遠ざけ、二極性構造ができる (図 5)。実際
に細胞内でキネシン-5 の機能阻害をすると、多くの細胞種でスピンドルを二極
に分けることができず、単極のスピンドル表現型を示す 96-101 。 

 しかしヒト培養細胞ではキネシン-5 を阻害した細胞でも、微小管架橋活性を
持つキネシン 12/KIF15により、二極性のスピンドルが形成されることが示され
ている 102。また多くの細胞種で、キネシン-5阻害による単極性スピンドルの表
現型は、マイナス端方向に歩くキネシン-14やダイニンを同時に阻害することに
よりレスキューされることが示されてきた 103-112。これはキネシン-5の微小管ど
うしを外向きに遠ざける力と、キネシン-14やダイニンの微小管どうしを内向き
に収束させる力が拮抗的に働いているためだと考えられている。分裂酵母では
キネシン-5とキネシン-14を両欠損させたとき、微小管重合の際に生じるスピン
ドル両極から外向きの力と、反平行微小管を架橋する Ase1/PRC1 により、二極
性のスピンドルを形成する 113,114。これらのことから、細胞はキネシン-5以外に
も様々な二極性スピンドル形成機構を内在的に有していると考えられる。 

 

スピンドル極の収束 
 二極性構造を作ると同時に、スピンドルはマイナス端で収束してひし形の構
造を作る (図 5)。 まず染色体近傍やオーグミンによりスピンドル内部で生成
された微小管はキネシン-5に加えて、ダイニン、キネシン-14のマイナス端歩行
モータータンパク質によってマイナス端をスピンドル極に向けて輸送されるこ
とで、中心体とともにγ−TuRCを集積する 115 116。 スピンドル極ではキネシン-14, 

ダイニン, NuMA, Asp/ASPM, CDK5RAP2などのタンパク質によりマイナス端が
束化されることで、全ての染色体を同時に動かすひとつの集合体となるため、
正確な染色体分配を保障することにつながる 117-122。このようにして形成された
スピンドルでは、プラス端からチューブリンが流入し、マイナス端では脱重合
が続くという一定の流れが形成されて、微小管の長さが一定に保たれる 123。こ
のチューブリンの流れを極方向のフラックス (poleward flux)と呼ぶ (図 6)。 
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染色体輸送に関わるモータータンパク質 
  核膜崩壊後、凝縮した染色体をスピンドル中央に輸送して並べることは、ゲ
ノム情報を均等に分ける上で必須の過程となる。染色体整列に関わる因子はこ
れまでに 100 以上同定されてきた 124。この中で重要なものとして、染色体と動
原体で働くモータータンパク質が挙げられる。 

 染色体上にはキネシン- 4 やキネシン-10 ファミリーに属するクロモキネシン 

(Chromokinesin)と呼ばれるキネシンが存在する。これらのキネシンはクロマチン
に結合して、染色体と微小管を架橋すると同時に、微小管プラス端方向へ歩行
することで、染色体にスピンドル極から押し出す力を与える 125,126。 

 一方で動原体には、キネシン-7ファミリーに属する Cenp-Eおよび、マイナス
端モーターのダイニンが局在する。これらのモータータンパク質は、スピンド
ル内における翻訳後修飾を目印として、スピンドルの異なる場所で機能してい
る。まず、星状体微小管のチューブリンは高度にチロシン化されており、より
動的である 127,128。ダイニンはこのチロシン化チューブリンで構成された微小管
に優先的に結合してマイナス端方向に歩行する 129。したがって星状体微小管付
近の染色体は動原体のダイニンによってスピンドル極方向に優先的に輸送され
る 130。一方でスピンドルの内側の動原体微小管や極間微小管は脱チロシン化さ
れており 127,128、Cenp-Eはこの脱チロシン化されたチューブリンで構成された微
小管に優先的に結合して歩行する 131。したがって Cenp-Eは、スピンドル極から
スピンドル中央方向に向けて、染色体を輸送する力を生じる。 

 スピンドル極近傍の染色体ではダイニンによる極方向への輸送能力がクロモ
キネシンを上回ることで、クロモキネシンによる表層方向へ向けたランダムな
染色体輸送を抑制している 130。ダイニンによってスピンドル極に輸送された染
色体は Cenp-E およびクロモキネシンによってスピンドル赤道面に輸送される。
このようにしてダイニン、クロモキネシン、Cenp-E が協働することで、スピン
ドル中央に向けて染色体が輸送されることで、二極性の動原体結合を促進する 

(図 7)。 

 

動原体と微小管の相互作用 
 動原体はセントロメアと呼ばれる特殊なクロマチン構造の上に形成される巨
大なタンパク質複合体であり、分裂期において微小管と染色体を結合するため
の足場となり、染色体整列、分離に必須の役割を果たす 132-134。 
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 動原体と微小管の相互作用において中心的な役割を果たすのは、動原体外表
のKnl1, Mis12複合体, Ndc80複合体により構成されるKMNネットワークと呼ば
れる構造体である (図 8)。Ndc80複合体は、Ndc80/Hec1, Nuf2, Spc25, Spc24の 4

量体で構成される複合体で、Ndc80/Hec1 および Nuf2 のカルポニンホモロジー 

(calponin-homology; CH)ドメインを介して微小管を結合する 135-139。一般に「動原
体と微小管が結合する」とはこの Ndc80 複合体と微小管が相互作用することを
指す。一方で Knl1はスピンドル形成チェックポイントタンパク質を集積する足
場として働き、Mis12, Dsn1, Nsl1, Nnf1で構成されるMis12複合体は動原体内部
と外側を繋ぎ止めるハブとして働く。 

 

動原体と微小管の結合様式 
 染色体を正しく分離するためには、動原体は微小管の先端で相互作用し 

(end-on結合)、スピンドル両極からの二極性の結合 (amphitelic結合)が形成され
る必要がある。しかしながら、核膜崩壊後、微小管が染色体と相互作用すると
き、必ずしもこのような正しい結合が行われるわけではない 130,140,141。例えば染
色体どうしが込み入った場所では微小管と動原体は相互作用できない 141,142。ま
た片側の動原体だけと結合する monotelic結合、スピンドル極の一方から姉妹動
原体両方に結合する syntelic結合、二極性の結合が形成されるものの、姉妹動原
体の一方がスピンドル両極からの微小管と結合する merotelic 結合、さらには動
原体が側面で結合する lateral 結合等が考えられ、いずれの場合も均等な染色体
分配の失敗につながるため、最終的に amphitelic 結合に修正される必要がある 

(図 9)143。 
 

 

スピンドル形成チェックポイント (Spindle assembly checkpoint: SAC) 

 動原体では、動原体-微小管の結合状態を監視し、正しい結合が確立されるま
で、分裂期の進行を止める機構が存在する。この機構をスピンドル形成チェッ
クポイント (spindle assembly checkpoint: SAC)と呼ぶ (図 10)144 145。スピンドル形
成チェックポイントの作動体は、MCC (mitotic check complex)と呼ばれるタンパ
ク質複合体で Cdc20, , Mad2, BubR1, Bub3により構成される。MCCは動原体が
微小管と正しく結合していないとき、E3 ユビキチンリガーゼである APC/C 

(anaphase promoting complex/ cyclosome)に結合して、その活性を抑制する。すべ
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ての動原体-微小管結合が正しく行われると、MCCは APC/Cから解離し APC/C

が活性化され、サイクリン B とセキュリンを含む様々な分裂期タンパク質がユ
ビキチン化される。ユビキチン化されたタンパク質はプロテアソームにより分
解される。これらの分解により、CDK1の不活性化とともにセパラーゼを活性化
し、姉妹染色分体接着を解除して、分裂期後期に進行させる。 
 

MCC形成の触媒装置としての動原体 

 微小管結合が正しく確立されていない動原体は MCC を新生する触媒装置と
して働く。MCCの形成には、Mad2の開いた構造 (open form Mad2: O-Mad2)か
ら閉じた構造 (closed form Mad2: C-Mad2)への変換が律速段階となる 146 147。
Mad2 は細胞質中では O-Mad2 として単独で存在する。一方で MCC 中の Cdc20

と結合した場合や動原体の Mad1 と結合した場合、C-Mad2 として存在する。  

Mad1:C-Mad2 複合体は MCM とは独立した複合体で、動原体上で細胞質中の
O-Mad2 を C-Mad2 へと変換することで Cdc20 との結合反応を触媒し、
C-Mad2:Cdc20複合体を形成する。 C-Mad2:Cdc20複合体はただちにBubR1, Bub3

と結合してMCCを形成する 148 149,150。 このMad1:Mad2複合体を鋳型として新
たなMCCを形成するモデルをMad2テンプレートモデルと呼ぶ (図 11)。 

 動原体上への SACタンパク質の集積は、複雑なカスケード反応によって制御
されている 144 145 (図 12)。まずMps1が Knl1のMELT モチーフと呼ばれる領域
をリン酸化する。リン酸化された領域を Bub3が認識して、Bub1:Bub3複合体が
リクルートされる。次に Mps1 は Bub1 をリン酸化する。リン酸化された Bub1

はMad1:C-Mad2複合体をリクルートする。Mad1:C-Mad2複合体はMps1により
リン酸化されることで、活性化し O-Mad2をリクルートする。一方で Bub1:Bub3

複合体は Cdc20 をリクルートすることで、MCC 形成の律速段階である
C-Mad2:Cdc20複合体の形成が促進され、BubR1:Bub3複合体と反応してMCC形
成につながる。 
 

 

RZZ複合体とスピンドル形成チェックポイントの不活性化 

 微小管結合していない動原体の最外表では、繊維状コロナ(fibrous corona)と呼
ばれる三日月状の伸展した構造が電子顕微鏡で観察される 151,152。繊維状コロナ
には様々な動原体タンパク質が含まれ、微小管と動原体の結合を修正および促
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進すると考えられている 153-155。繊維状コロナの形成には RZZ 複合体 (Rod, 

Zwilch, ZW10 complex)が必須の役割を果たす 156,157。また RZZ 複合体は
Mad1:Mad2複合体を動原体上に係留する機能を有する 158。 

 微小管先端が動原体と結合すると、Mad1:Mad2 複合体は RZZ 複合体および
Spindlyを介して、ダイニン、ダイナクチンにより動原体からスピンドル極方向
に向かって輸送されて取り除かれる 159-166。このようにして微小管が動原体と正
しく結合すると、動原体においてMCC形成のための触媒装置であるMad1:Mad2

が失われるため、スピンドル形成チェックポイントの不活性化へとつながる (図
13)。 

 

動原体-微小管結合の抑制 

 動原体と微小管の結合を正しく行うために、Ndc80 の微小管結合状態は様々
な制御を受けて変化する。例えば、Ndc80は Aurora B キナーゼや Aurora A キ
ナーゼによりリン酸化される 167-171。Aurora キナーゼを介したリン酸化は Ndc80

の微小管結合能を下げるため、誤った動原体-微小管結合を修正することが可能
となる 135,172。また Ndc80のリン酸化は PP1と PP2A-B56という動原体に局在す
る 2つのホスファターゼによって打ち消されることで、動原体-微小管結合が安
定化される(図 14)173-175。 

 Aurora B はセントロメアの内側に局在し、動原体外表に向けた濃度勾配が形
成される。誤った結合状態のときは動原体に張力がかからず、基質である Ndc80

がセントロメア側に位置するようになるので、Aurora B が高濃度となり、リン
酸化されやすくなる。一方で微小管先端が動原体と相互作用すると、ホスファ
ターゼにより Ndc80 が脱リン酸化されるとともに、動原体外表を向けて位置す
るようになるようになり、Aurora Bの影響を受けなくなるので Ndc80と微小管
の結合が安定化される 176,177。ただし、リン酸化状態の切り替わりが先に起こる
ことで、動原体構造が変化して微小管との結合が安定化されるのか、逆に動原
体と微小管の相互作用によって動原体構造が変化し、その結果リン酸化状態が
変化して安定化されるのかについては論争がある 172,178-181。 

 また Aurora A はスピンドル極で働き、極側で生じやすい syntelic 結合や
monotelic 結合を不安定化して、動原体-微小管結合を抑制することで誤った結
合を修正する 130 171 168。またスピンドル極で動原体-微小管結合が不安定化され
た染色体は、Cenp-E とクロモキネシンによって、スピンドル中央に輸送される
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ことで、安定な二極性結合に切り替わる 171。 

 また Auroraキナーゼの他に、Mps1や RZZ複合体による負の制御機構も知ら
れている (図 15)。 Mps1と RZZ複合体の構成因子である Rod は Ndc80に直接
結合して、Ndc80と微小管の結合を競合的に阻害する 182-184。これにより分裂期
初期の誤った動原体-微小管結合を防いでいると考えられている。一方で Ndc80

との競合阻害を解除して、微小管と Ndc80 の結合に切り替えるメカニズムに関
してはよく分かっていない。 
 

動原体̶微小管結合の安定化 

 微小管-動原体結合に決定的な役割を果たすのは Ndc80複合体であるが、動的
な微小管と安定に結合を維持するためには、Ndc80 複合体が複数で働く必要が
あると考えられている。例えば in vitroにおいて、Ndc80複合体は単独では伸縮
する微小管に対して結合を維持して追尾できない 185。しかし、Ndc80複合体を
人工的に多量体化すると、動的な微小管先端に結合したまま追尾を続けること
が可能となる 186-188。実際にヒト細胞では動原体微小管 1 本につき約 14のNdc80

複合体が結合すると実験的に予測されている 189。 

 また Ndc80 複合体に加えて、菌類では Dam1 複合体, 哺乳細胞では Ska 複合
体が補助的に働くことで、Ndc80 複合体-微小管の相互作用を安定化している 

(図 16)190 185,191-193 しかしながら Dam1, Ska複合体と相同なタンパク質はキイロ
ショウジョウバエにおいて見出すことができないため、生物種によってはこれ
らの補助因子は必須ではないのかもしれない。またこれらの因子に加えて、動
原体ではモータータンパク質を含めた様々な微小管結合タンパク質が、Ndc80

複合体による微小管結合を安定化している可能性も考えられる 134。 

 さらに動原体上での制御に加えて、動原体微小管の動態そのものも制御され
ている。例えば CLASPは動原体上で微小管重合を続けるのに決定的な役割をし
ている 194-196。CLASPを欠損させた細胞では、一度形成したスピンドルが収縮し、
最終的にスピンドルが崩壊する 196。もうひとつの重要な動原体微小管動態の制
御因子としてキネシン-8が挙げられる。 
 

キネシン-8 

 キネシン-8は生物種を通して保存されたモータータンパク質である。そのア
ミノ末端にモータードメインを有し、コイルドコイルドメインを介してテイル
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ドメインをカルボキシル末端としている。これまでに出芽酵母の Kip3 197-200, 分
裂酵母の Klp5/Klp6201-203, キイロショウジョウバエの Klp67A 204-208, 哺乳類の
KIF18A 209 210, KIF18B 211-213, KIF19 A214など様々な生物種において機能解析が行
われてきた。 

 このうち哺乳細胞の KIF18Aとその他の生物種のキネシン-8は、動原体微小
管プラス端上に強く局在し、スピンドルの長さ制御と染色体整列に機能してい
ることが示されてきた。一方で KIF18Aと異なり、KIF18Bは主に星状体で微小
管の動態制御を 211 212、KIF19Aは繊毛の長さ制御を行っていることが明らかと
なっている 214。これらのことから哺乳細胞の分裂期の動原体微小管の動態制御
において、他生物種と機能的に相同なキネシン-8は KIF18Aであると考えられ
る。 
 

 キネシン-8は発生や疾患において重要な役割を果たしている。例えば KIF18A

のノックアウトマウスは精巣が十分に発達せず、雄性不妊となる 215。また
KIF18Aモータードメインにおける一アミノ酸置換変異体マウスでは、胚発生に
おいてアポトーシスを起こし、雌雄ともに不妊となる 216。キイロショウジョウ
バエでは、Klp67A発現量低下型の変異体において雄性不妊を生じる 205。KIF19A

のノックアウトマウスでは、水頭症および雌性不妊を引き起こす 214。またがん
細胞において KIF18Aや KIF18Bは過剰発現していることから、がん疾患の関連
性が示唆されている 217-219。 
 

 ヒト培養細胞において KIF18A RNAiを行うと、 長く歪んだスピンドルを生
じ、染色体が激しく揺れ動き、スピドル赤道面への染色体整列が完遂できなく
なる 209 210。キイロショウジョウバエ S2細胞において Klp67A RNAiを行うと、
異常に長く歪んだスピンドルを生じ、染色体がスピンドル全体に散在する 204 208。
同様に出芽酵母 Kip3を欠損させると、スピンドル上に動原体が集合せずに散在
する表現型が観察される 220。また分裂酵母 Klp5/Klp6 を欠損させると、前中期
を通してスピンドルの長さが激しく変わり、微小管により動原体が異常な方向
に押し出される様子が観察される 203。このように今まで研究されてきたいずれ
の生物種でもキネシン-8の機能を欠損させると染色体整列異常を生じる。 
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キネシン-8の局在および表現型は保存されている一方で、微小管に対する生
化学的活性は様々な報告があり一貫性がない。生化学的活性が最もよく解析さ
れているのは出芽酵母の Kip3である。Kip3はプラス端に向かって、長距離歩行
し、先端に蓄積して安定な非加水分解型の GTP微小管 (GMPCPP微小管)を微小
管の長さ依存的に脱重合するとともに、動的な微小管に対してカタストロフ頻
度を上昇させる 29,30,59。また Kip3のカルボキシル末端テイルドメインは微小管
およびチューブリン二量体と直接結合して、微小管どうしを反平行に滑動する
のに必須の役割を果たす 221,222。しかし微小管脱重合活性は分裂酵母の Klp5/Klp6

においては検出されず、微小管生成の促進活性が報告されている 223。ヒト
KIF18Aは Kip3と同様に、微小管プラス端方向に歩行して先端に留まるととも
に 209,224、カルボキシル末端テイルドメインを介して微小管およびチューブリン
に結合することが示されてきた 225-227。しかし微小管に動態に対する影響は相反
する報告がされている。一方の研究グループは、安定化した微小管を脱重合し
たことから脱重合活性を有すると結論づけている。これに対しもう一方の研究
グループでは、安定化した微小化に対する脱重合活性は見出されず、代わりに
微小管伸長と短縮両方を抑制するという報告をしている 224,225。前者の活性のほ
うが Kip3と一致するが、後者の活性は KIF18A機能阻害における染色体振動の
表現型をよりよく説明していると思われる。 

キイロショウジョウバエ S2細胞
本研究で主に用いた S2 細胞は、キイロショウジョウバエ後期胚から単離され
た培養細胞であり 228、分裂期の細胞を観察するのにいくつかの利点を有する。
１つ目は S2細胞を用いた全ゲノム RNAiスクリーニングにより、スピンドル形
成に関わる遺伝子が網羅的に明らかにされており、そのうちの多くの遺伝子が
哺乳細胞においても保存されており、表現型にも相同性が認められる点である
204,229。2つ目の利点は、室温で長期間培養可能で、二重鎖 RNAを培地に添加す
るのみで、90 %以上の効率で遺伝子ノックダウンを行うことができる点である
230-232。3 つ目の利点は遺伝子重複が少ないため、表現型の解析を容易に行うこ
とができる点である。例えばヒト細胞では分裂期には KIF18Aと KIF18Bの 2つ
のキネシン-8 が働いていることが知られているが、S2 細胞では Klp67A の一種
類のみが働いている 204。4 つ目の利点は、高解像度でのスピンドル形成および
染色体整列の観察が可能な点である。S2 細胞は通常の培養条件では直径約 10
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µmの球状であるが、培養プレートの底面をレクチンの一種である Concanavalin 

Aでコーティングすることで、細胞を直径約 20 µmまで伸展させ扁平化するこ
とができる 233。これにより、単一焦点面で、スピンドルおよび染色体の動態を、
ライブイメージングにより詳細に追跡できるようになる。また蛍光観察におけ
る動原体微小管の 1 本 1 本がヒト培養細胞と比較して、明確に可視化できる点
で、動原体-微小管の相互作用を解析するのに適している。

本研究ではキイロショウジョウバエの唯一のキネシン-8, Klp67Aに着目して
研究した。Klp67Aは保存された微小管へのプラス端の歩行活性に加えて、微小
管の安定化活性と不安定化活性の両方を有することを単一の実験系で再現した。
S2細胞を用いた機能解析により、これら 2つの活性を用いて、Klp67Aはスピン
ドル微小管の長さ制御だけでなく、動原体-微小管の相互作用を安定化するのに
も重要な役割を果たしていることを示した。 
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結果 
 
キネシン-8Klp67A は in vitroにおいてプラス端に向かって歩行し、チューブリン
と直接結合する 
 

 分裂期に機能するキネシン-8において、共通する生化学活性は、微小管プラ
ス端方向へ長距離歩行活性 29,30,213,225,226,234および、非モーター領域におけるチュ
ーブリン結合活性である。そこでキイロショウジョウバエキネシン-8である
Klp67Aの全長タンパク質の生化学的活性を同定することを試みた。まず
GFP-6Hisタグをカルボキシル末端に付加した Klp67A組み換えタンパク質を大
腸菌で発現させて精製した (図 17 A)。Klp67A-GFPを GMPCPP微小管と混ぜ、
全反射顕微鏡を用いて 1分子レベルで観察したところ、Klp67A-GFPは微小管先
端に向かって 25 ± 0.7 µm/min (± standard error: SEM; 図 18. A,B)の速度で歩行
した (動画 1)。この際 GFPシグナルは、観察と同時にすぐに一方の微小管先端
に蓄積したため、どの程度の GFPシグナルが先端に到達するのか同定するのが
困難だった (データには示さない)。そこで、高強度のレーザーで先端の GFPシ
グナルを蛍光退色させた後に、レーザー強度を弱め、退色していない GFPシグ
ナルを観察した (図 18 A)。その結果 33シグナル中 32シグナルが微小管先端に
到達して、とどまる様子が観察された。これらのことから Klp67A-GFPは微小管
先端に向かって歩行し、一定時間先端で結合を続ける活性を有することが示さ
れた。この振る舞いは Kip3や KIF18A, KIF18Bと一致する 235 225,226 213。次に
Klp67A-GFPの歩行方向を決定するために、歩行方向が既知のキネシン-1モータ
ーを用いた。微小管先端に Klp67A-GFPを先端に蓄積させた後、ガラス面に結合
させたキネシン-1モーターにより、この微小管を滑動させた (図 18 C)。その結
果 GFPシグナルは滑動する微小管の終端に蓄積していた (図 18 D)。このことは
他のキネシン-8同様に、Klp67Aが微小管プラス端に向かって歩行するモーター
であることを示している。 

  

 次に Klp67Aが Kip3 236や KIF18A 227同様に、チューブリンに直接結合するか
を調べるために、組み換え Klp67A-GFPタンパク質にチューブリンを加えてショ
糖密度勾配遠心を行った。その結果、Klp67A-GFPはチューブリンと共に、より
大きな複合体として分画されることが確認された (図 19 A)。このことは、
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Klp67Aはチューブリンと直接結合することを示している。さらに Klp67Aとチ
ューブリン結合する領域を同定するために、全反射顕微鏡でチューブリンリク
ルートメントアッセイを行った (図 19 B)。このアッセイでは GMPCPP微小管上
に蛍光タグをした Klp67A (全長もしくは部分欠失断片)を結合させた後、微小管
上に浮遊の蛍光ラベルしたチューブリンがリクルートされてくるかどうかを確
かめた。まず全長 Klp67Aは、ショ糖勾配遠心の結果と同様に、微小管上にチュ
ーブリンをリクルートすることを確認した (図 19 C-D)。カルボキシル末端の一
部を欠失させた 「Tail-less」コンストラクト (1-612アミノ酸)は細胞内で、
Klp67A欠損によるスピンドルの長さおよび染色体整列異常の表現型をレスキュ
ーできることが知られている 208。この Tail-lessコンストラクトも、全長より効
率は低いものの、チューブリンを微小管上にリクルートする活性を有していた
(図 19 C-D)。一方で非モーター領域を全て除いた「Motor-alone」コンストラク
ト (1-359アミノ酸)は 細胞内で微小管脱重合活性を有するものの 237、Klp67A

欠損の表現型をレスキューできない 208。このMotor-aloneコンストラクトも
GMPCPP微小管上に結合したが、チューブリンは微小管上にほとんどリクルー
トされなかった (図 19 C-D)。これらの結果から Klp67Aは非モーター領域を介
してチューブリンを結合していることが示された。また Klp67Aのチューブリン
との結合が、細胞内での機能に重要であることが示唆される。 

 

キネシン-8Klp67A は in vitroにおいて動的な微小管の不安定化と安定化を同時に
行う 

 

 次に Klp67Aが伸縮する微小管に与える影響を in vitroで調べた (図 20 A)。 最
初に Klp67A  5, 10, 20, 50 nMをチューブリン 10 µMとともに GMPCPPシード
微小管に加えた。その結果、20 nMもしくは 50 nMの条件では微小管シードか
らのチューブリン重合はほとんど観察されなくなった (図 20 B) 。また Klp67A

を高濃度にすると、シード微小管どうしが Klp67Aにより束化されると同時に、
微小管をガラス上で過剰に滑動させる様子が観察されたため、微小管動態の評
価が困難となった (データには示さない)。したがってこれ以降の実験では 5 nM

もしくは 10 nMで微小管動態の評価を行った。 

 まず、Klp67Aと GMPCPP微小管単独と混ぜたときの微小管脱重合活性の有
無を評価した。その結果、出芽酵母 Kip3やMayrら 209や Lockeら 238によるヒ
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ト KIF18Aの報告、もしくはキイロショウショウジョウバエの脱重合キネシンと
して知られるキネシン-13, Klp10A 239 33 (ポジティブコントロールとして用いた; 

図 21 A 下)とは異なり、Klp67Aの明確な脱重合活性は見出されなかった (図 21 

A 中央)。ただし Klp67Aが濃度 10 nMでは検出されない弱い脱重合活性を有し
ているという可能性は排除できなかった。 

 次に Klp67A 5 nM、もしくは 10 nM存在下における微小管動態のパラメータ
ーを定量した (図 20 C-G)。まず、スピンドル微小管が長くなる表現型と一致す
るように、Klp67Aは微小管のカタストロフ頻度を増加させた (図 20 F)。興味深
いことに、この実験条件下では同時に、微小管のレスキュー頻度を増加させる
とともに短縮速度を低下させ、結果的にポーズ時間の割合が増加した (図 20 E, 

G, H)。したがって、ヒトキネシン-8, KIF18Aにおいて報告されていた、微小管
の安定化活性 224,225と不安定化活性 209,238を単一実験条件下で同時に検出した。
また伸長速度はわずかながら有意に上昇した (図 20 D)。この結果はヒト
KIF18Bの報告と一致する 213。 

 さらに微小管プラス端での Klp67A-GFPの量と微小管の伸長もしくは短縮速
度の相関を解析した (図 20 I, J, 図 21 B)。まず伸長するプラス端より、短縮する
プラス端のほうが、わずかながらにGFP蛍光強度が高い傾向を示した (図 21 B)。
また微小管プラス端での GFPの蛍光強度を説明変数、微小管の伸縮速度を応答
変数として、プロットしたところ、興味深いことに GFP蛍光強度と短縮速度の
間に負の相関を検出した (P < 2 × 10−16, ガンマ回帰、尤度比検定; 図 20 J)。一方
で伸長速度との間には明確な相関は検出されなかった。(P = 0.99, 図 20 I)。この
結果は Klp67Aがプラス端に蓄積して微小管カタストロフを誘導すると同時に、
急激な速度で微小管が短縮するのを抑制する、というモデルと一致する。一方
で Klp67Aが、どのようにして微小管重合速度を増加しているかというメカニズ
ムに関しては不明である。 
 

キネシン-8Klp67A 欠損は動原体-微小管結合の不安定化を生じる 

 

 次にスピンドルにおける Klp67Aの機能を探索するために、S2細胞における
RNAi表現型をライブ観察した。そこで染色体と微小管に加えて、GFP-Rodを蛍
光観察した。Rodは RZZ複合体の構成因子で、分裂期に絶えず動原体上にリク
ルートされ、微小管非結合状態の動原体、もしくは微小管側面で結合した動原
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体上に蓄積する。動原体と微小管が先端で結合すると、Rodは微小管に沿って
スピンドル極方向に輸送される 240,241 (図 13)。したがって GFP-Rodは、動原体
と微小管先端結合した瞬間に、微小管に沿った極方向に向かう「流れ」として
観察される一方で、結合後も動原体上に残留したシグナルが観察されるため、
動原体-微小管の結合状態と同時に、動原体の動態を追跡するためのマーカーと
なる (図22 A)。まず、個々の染色体とGFP-Rodの動態を詳細に評価するために、
キネシン-5, Klp61Fをノックダウンすることで単極性のスピンドルを誘導した。
また微小管マーカーとして蛍光色素、SiR-tubulinを使用した。Klp61F単独をノ
ックダウンしたコントロール細胞では、多くの動原体は、GFP-Rodシグナルが
減少して、姉妹動原体ともに微小管結合をした syntelic 結合を示した (図 22 B, 

動画 2)。 Syntelic 結合をした動原体はライブ観察を通して静的でその位置をほ
とんど変えなかった。観察開始時にMonotelic結合を示した染色体では、一方の
動原体は微小管と相互作用して弱い GFP-Rodシグナルが観察される一方で、も
う一方の動原体上で強い GFP-Rodシグナルが観察される (図 22 C, 上, 12 s)。こ
のような動原体は、観察中に新たに形成された動原体微小管に沿って、GFP-Rod

が流れていく様子から、 syntelic結合に切り替わることが分かる (図 22 C, 上、
153 s)。一度形成された syntelic結合は安定でその結合状態を変えることはほと
んどなかった (図 22 D コントロール)。 

 Klp61Fと Klp67Aを同時にノックダウンした細胞では、単極性で長く歪んだ
スピンドルが観察された (図 22 B下)。また動原体の動態は劇的にコントロール
細胞とは異なっていた (動画 2 )。いくつかの動原体では明らかに動的で、
monotelic結合が多く観察された。またほとんどの動原体は GFP-Rodの流れによ
り示されるように、微小管先端と結合する様子が観察されたが (図 22 C, 171–

174 s)、その結合は一時的であった。微小管が動原体から解離する頻度を測定し
たところ、Klp67A欠損条件下において解離頻度は有意に上昇した (図 22 D, 

Klp67A RNAi)。一方で動原体が微小管先端で結合する頻度はコントロールと同
程度であった (図 22 4 F)。興味深いことに、Klp67A欠損細胞では多くの場合、
動原体-微小管が解離した後、スピンドル極から遠位側に位置する動原体が、微
小管に捕捉されて、スピンドル極側に向く「染色体の反転 (chromosome flipping)」
が観察された (図 22 C, 下, 89–153 s)。 

 観察された表現型が SiR-tubulin によるアーティファクトでないことを確認す
るために、SiR-tubulinの代替として、EB1-SNAPを安定に発現する細胞を樹立し

21



た後、蛍光色素、SiR-SNAP を加えて観察した (図 23 A)。また微小管マーカー
なしの細胞でも同様に観察した (図 23 C)。Klp67Aを欠損した細胞では染色体の
反転はコントロールと比較して 19倍の頻度で観察されたことから (図 23 B, n = 

15, 27)、Klp67Aは単極性のスピンドルにおいて動原体-微小管相互作用を安定化
する機能を有することが確認された。 
 

 次に二極性のスピンドルにおいて GFP-Rodの動態を追跡した (図 24 A, B, 動
画 3)。Klp67Aを欠損させると、以前報告されていた表現型と同様に、異常に長
く歪んだスピンドルおよび染色体整列異常が観察された。二極性のスピンドル
においては微小管どうしが込み入っているため、ほとんどの動原体は追跡する
のが困難であったものの、スピンドル中央領域に整列する前の極周辺領域の動
原体に関しては、単極性のスピンドルと同様に追跡可能だった。コントロール
細胞では極周辺に位置する染色体には GFP-Rod シグナルが強く局在した (図
24A,矢印)。 スピンドル長軸方向に沿った GFP-Rodシグナル形状の伸展に示さ
れるように、この姉妹動原体が微小管に捕捉されると (図 24 A, 54 s- 63 s)、増幅
した動原体微小管上に GFP-Rodシグナルが移行するとともに、動原体上のシグ
ナル強度が減少した (図 24A, 93–180 s)。このようにして二極性の先端結合 

(amphitelic 結合)が形成され、染色体は最終的にスピンドルの赤道面に移動した 

(図 24A, 375 s)。一方で Klp67Aを欠損させると、図 24 Bに示すように、コント
ロールとは異なる染色体動態を示した。スピンドル極周辺の染色体で、GFP-Rod

が微小管に沿ってスピンドル極方向に輸送されることが示すように、amphitelic 

結合を形成するものの (図 24 B, 114 s)、この結合状態は 198 sで崩壊し、染色体
が反転した (図 24 B, 198–285 s)。このような微小管-動原体の解離頻度の定量を
行い、Klp67Aノックダウン細胞で有意に上昇することを確認した (図 24 C)。 

 以上の結果から、キネシン-8欠損により動原体-微小管結合は不安定になると
結論付けた。 
 

微小管不安定化を誘導してもキネシン-8欠損の表現型をレスキューできない 
 

 動原体-微小管結合の不安定化はキネシン-8欠損に伴う、異常に長いスピンド
ルにより引き起こされる可能性が考えられる。この仮説を検証するため、キネ
シン-5Klp61Fと同時にオーグミンのサブユニットであるDgt6をノックダウンした。
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オーグミンの機能阻害は、スピンドル内部での微小管生成が減少するため、長
いスピンドル微小管を生じる 242。Klp61F/Dgt6ノックダウン細胞では Klp67A欠
損と同様に monotelic 結合を多く生じたが (図 25 A, 動画 4)、微小管-動原体結
合はより安定で染色体の反転はほとんど観察されなかった(図 26, E, Dgt6 RNAi)。 
さらに、カタストロフ頻度の減少による長いスピンドル表現型が、動原体-微小
管結合を不安定化しているという可能性を排除するため、Klp67A RNAiを行う
と同時に微小管重合阻害剤であるコルセミド (colcemid)を低濃度で培地に添加
して、細胞内のカタストロフを上昇させた。コルセミドで処理した Klp67A欠損
細胞ではスピンドルの長さはコントロールと同程度になったものの (図 25 C)、
染色体整列異常 (図 25 B)と分裂期に要する時間は回復しなかった (図 25 D)。こ
れらの結果は、微小管の長さ制御のみでは、Klp67A 欠損における動原体-微小
管結合の不安定化を説明できないことを示唆している。 

Aurora B キナーゼ阻害剤、もしくは CLASPMast/Orbit の過剰発現はキネシン
-8Klp67A欠損による動原体-微小管結合の不安定化をレスキューする 

哺乳細胞において、Aurora Bキナーゼの阻害は、動原体-微小管の過度な安定
化をもたらす。この理由のひとつは、動原体外表の構成因子である Ndc80 が脱
リン酸化されるためである。 Ndc80は微小管との結合に決定的な役割を果たし、
Aurora キナーゼによりリン酸化されることで微小管との結合親和性が減少する
134,167,169,172。そこでショウジョウバエにおける Aurora B 阻害剤、Binucleine 2243

を Klp67A/Klp61F を欠損させた S2 細胞に加えて、その動原体-微小管結合をラ
イブで観察した。Binucleine 2を加えると、GFP-Rodが極方向に向かってすぐに
動原体から取り除かれることが示すように、ほとんどの動原体は安定な syntelic

結合をした(図 26 A, B 動画 5)。この結果は、Klp67Aを欠損した細胞でも、Aurora

B の活性が低下した条件では、動原体が微小管と安定に結合する能力を有して
いることを示している。したがって、Klp67A 欠損条件下でも、脱リン酸化型
Ndc80複合体の微小管結合能力が保持されていると考えられる。

Klp67Aを欠損すると、動原体微小管の短縮に伴う、極方向への強い染色体の
動きが観察される (動画 2)。そこで Klp67Aの微小管の短縮速度の低下と、レス
キューとポーズ頻度を上昇する「安定化」の活性が、動原体-微小管の相互作用
に決定的な役割を果たしている、という仮説を立てた。この仮説が正しければ、
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他の手法により、強制的に微小管の安定化を誘導することで、微小管-動原体結
合の不安定化の表現型を部分的にレスキューできると考えられる。そこで微小
管動態安定化因子である CLASP (Mast もしくは Orbit とも呼ばれる)を過剰発
現した条件で、Klp67A/Klp61F RNAi細胞における染色体動態を観察した (図 26 

C, D)。この実験では、CLASP過剰発現を確認するために、GFPタグを付加した
GFP-CLASP を利用したため、GFP-Rod による動原体-微小管の相互作用を追跡
できなかった。そこで代替として染色体の反転頻度を定量した。その結果、反
転頻度は GFP-CLASPの過剰発現細胞で顕著に減少することが確認された。した
がって Klp67A の微小管安定化活性が動原体-微小管結合を安定化するのに重要
な役割を果たす、という仮説を支持する結果を得た (図 26 C-E)。最後に二極性
スピンドルにおいて、GFP-CLASP 過剰発現を誘導して、Klp67A 欠損の長いス
ピンドルと、染色体整列異常がレスキューされるか検証した。しかし、Klp67A

欠損にともなう染色体整列異常とスピンドルの長さ異常、分裂期に要する時間
は回復しなかった (図 27 A-C)。したがって CLASPによる表現型抑制は動原体-

微小管結合に限定されると考えられる。 
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考察 
 

キネシン-8Klp67Aの生化学活性 

 

 Klp67Aは、微小管プラス端方向への歩行活性に加えて、カタストロフ誘導と
レスキュー、ポーズ上昇活性を有していた。この複数の活性の組み合わせは、
同じアッセイ系で同定されてきた、他の 5つのショウジョウバエの微小管プラ
ス端動態制御タンパク質とは異なる 23 33。 

 歩行活性とカタストロフ誘導は Klp67Aのモータードメインのアミノ酸配列
から推測される。実際に細胞内で Klp67Aの歩行活性を持たない変異体 (rigor 

mutant) を発現させても、表現型をレスキューすることができずに、動原体微小
管先端への蓄積が消失する 208。また Klp67Aのモータードメインを発現させる
と、微小管の脱重合が誘導される 208,237。本研究では in vitro において Klp67A

は重合中の微小管より、脱重合中の微小管にわずかに強く局在した。重合する
微小管先端は GTP型微小管、脱重合する微小管は GDP型微小管となる。したが
って、Klp67Aは GDP型の微小管により強く結合することが示唆される。先行
研究では出芽酵母 Kip3のモータードメインが、GMPCPP微小管 (擬似的な GTP

型微小管)より、タキソール微小管 (疑似的な GDP型微小管)や湾曲した微小管
領域に強く結合することが示されている 244。この研究では Kip3が微小管先端の
湾曲構造を安定化することで、脱重合を誘導するというモデルが提唱されてい
る。Klp67Aモーターも同様の機構によりカタストロフを誘導しているのかにつ
いては興味深い。 

 一方で微小管の安定化活性であるレスキュー頻度の上昇、ポーズ頻度の上昇、
短縮速度の減少、伸長速度の上昇はどのようにして誘導されるのだろうか。本
研究では、非モータードメインが浮遊のチューブリンを微小管上にリクルート
するのに必須であることを示した。また短縮速度の減少に関しては Klp67Aの先
端蓄積との相関が確認された。これらのドメインは Klp67Aを動原体上への局在
および、分裂期の染色体整列においても必須であるため 208、Klp67Aのチューブ
リン結合が動原体動態制御に必須の役割を果たしていることが示唆される。In 

vitro実験により、他生物種のキネシン-8の非モータードメインが微小管プラス
端先端の蓄積に必須であり 213,221,225,226、出芽酵母 Kip3の非モータードメインは
安定化したタキソール微小管の脱重合を抑制することが示されている 221。した
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がって Klp67Aは非モータードメインを介したチューブリン結合とプラス端で
の係留により、局所的なチューブリン濃度を高めて微小管を安定化しているこ
とが予想される。これによりモータードメインによるカタストロフ誘導活性と
拮抗的に働き、微小管短縮速度を減少させ、伸長方向に誘導しているのかもし
れない。これは Stu2/XMAP215が、先端のチューブリンの湾曲した構造を認識
して結合し、先端の局所的なチューブリン濃度を上げることで微小管重合を促
進しているというモデルを想起させる 245。ただし、in vitroにおいて微小管のレ
スキューはチューブリン濃度にほとんど依存しないことから 8、レスキュー誘導
活性に関しては単なる局所濃度調節のみでは説明できないのかもしれない。ひ
とつの仮説として短縮速度減少に伴い、GTPキャップを再び得る確率が増加す
るというモデルが考えられる。Klp67Aはレスキュー頻度の上昇と、短縮速度の
減少を誘導した。これら 2つの活性は Tpx2246,247, Tau248,249, CLASP32でも見出さ
れている。Tpx2および CLASPは微小管の湾曲構造を認識する 36,250。Tauはチュ
ーブリンダイマー間とチューブリンダイマー内両方に結合することで微小管の
安定化を促進することが示されている 251。微小管の先端構造は伸長、短縮状態
両方で湾曲した構造を取り、重合にはブラウン運動によるプロトフィラメント
の屈曲性の変化が重要であることが示唆されている 13。このようにレスキュー
頻度の上昇には、微小管プロトフィラメントの特定の構造を安定化し、熱力学
的な平衡を変化させることが必要なのかもしれない。また最近、CLASPにおい
てはレスキュー頻度の上昇は必ずしも短縮速度の減少が伴うわけではないこと
が示されている 34 35,36。Klp67Aのレスキュー頻度上昇と短縮速度の減少は独立
なのかどうかについては不明である。また in vitroにおいて、モータータンパク
質が微小管上を歩行することで、微小管構造に損傷を与え、その領域へ新たな
GTPチューブリン流入することが示されている 252。このような微小管の自己修
復は微小管レスキューにつながる 61。Klp67Aのレスキュー誘導活性が、自己修
復メカニズムに関わっているどうかは興味深い。 

 KIF18Aが脱重合を誘導するのか、それとも微小管伸縮を抑制するのかに関し
ては議論がある 209,224,238。しかしこれらの研究は異なる実験条件で行われたもの
であり、実際の細胞内では KIF18Aは Klp67Aと類似した両方の活性が機能して
いるのかもしれない。また出芽酵母の Kip3は複数の研究により、微小管脱重合
活性を有することが認められている 29,30。一方で Kip3 は細胞内において、脱重
合活性だけでなく、チューブリン結合領域を用いて、レスキューとポーズを促
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進することが知られている 29,236。以上のことから Klp67Aの in vitro再構成によ
り見出された活性は、進化的に保存されたものなのかもしれない。 
 

キネシン-8Klp67Aによる動原体微小管動態の制御 
 

過去の RNAi、もしくは変異体を用いた研究から、Klp67Aのスピンドルの長
さを抑制する機能が示されてきた 204,206,237,253-256。この機能は本研究でも確認さ
れ、主にカタストロフ誘導活性に依存していると考えられる。しかしコルセミ
ド処理実験は、カタストロフ頻度の減少により微小管が長くなることが、染色
体整列異常を引き起こす原因ではないことを示している。 

分裂期中期の動原体微小管はプラス端では常に重合を続けている 123。
Klp67Aは in vitroにおいてカタストロフを強く誘導したにも関わらず、どのよう
にして動原体微小管伸長を行っているのだろうか。動原体外表では Klp67A以外
にも様々な微小管結合タンパク質が局在している 134。代表的な例として微小管
安定化因子である CLASPが挙げられる。キイロショウジョウバエの S2細胞に
おいて、CLASPを機能阻害した場合には、一度形成されたスピンドルがやがて
収縮して崩壊してしまう 196。また in vitro実験において CLASPを加えると微小
管のカタストロフは全く観察されなくなる 33。また EB1によるカタストロフ誘
導も完全に抑制する 33。このように実際の細胞内では CLASPが微小管重合を続
けるのに必須の役割を果たし、Klp67Aにより誘導されるカタストロフは完全に
抑制されるため、この活性はスピンドル全体の長さを短くすることに限定され
ると考えられる。もしくは非動原体微小管の細胞内の分布を、制御している可
能性も考えられる。実際にキイロショウジョウバエ胚において Klp67Aの機能阻
害を行うと、遠位側のスピンドル半分に過剰に微小管が侵入してしまうことが
知られている 257。 

微小管はどのようにして動原体から解離するのだろうか。Klp67A欠損細胞
においてレスキュー・ポーズ誘導因子である CLASPを過剰発現すると、微小管
の解離頻度が減少した。この結果は、微小管が速い速度で脱重合を続けた場合
に、動原体が微小管から解離しやすくなることを示唆している。一方で in vitro

で Ndc80複合体を多量体化した場合、脱重合する微小管に結合を続けて追尾す
ることが可能であることが示されている 186-188。しかし実際の細胞内では、Aurora 

Bキナーゼが Ndc80による微小管結合を阻害するため、これらの報告は本研究
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の結果と相反しないと考えられる。実際に Aurora Bを阻害した場合には Klp67A

欠損細胞でも安定な動原体-微小管結合をただちに形成することが確認された。 

本研究の結果から、キネシン-8が、スピンドル微小管の長さを制限すること
に加えて、動原体微小管動態を安定化することで、動原体-微小管結合が安定化
されるという新たな制御機構が提案される (図 28 A)。 
 

キイロショウジョウバエとヒトキネシン-8の機能比較 
 

 これまでにヒト培養細胞において KIF18Aを欠損させると、微小管動態が異常
に動的になり、激しい染色体振動が観察されることが報告されていた 258。この
表現型は in vitroにおける微小管伸長、短縮抑制活性と一致する 224。しかし、こ
れらの報告では、動原体-微小管結合の不安定化は報告されていなかった。 

KIF18Aのカルボキシル末端にはホスファターゼ、PP1の結合モチーフが存在す
る 259。最近の研究で、PP1が KIF18Aにより動原体上に局在化することで、
Ndc80/Hec1を脱リン酸化し、動原体と微小管の相互作用が安定化することが示
されている 260。しかし同時に PP1非依存的な染色体整列制御機構も存在するこ
とが示されている 260。Klp67Aにおいては、KIF18Aに存在する PP1結合モチー
フ配列を見出すことができないものの、Klp67Aが PP1を介した動原体-微小管
結合安定化のメカニズムに関わっているかどうかは興味深い。また、もうひと
つの最近の研究では、KIF18A欠損細胞において、動原体上に張力がかからずに、
動原体上にチェックポイントタンパク質であるMad1 のシグナルが高頻度で観
察されている 261。それにもかかわらず、Mad1シグナルが検出される動原体にも、
シグナルが検出されない動原体同様に、動原体-微小管結合が形成されているこ
とを免疫染色により示されている 261。このことは、KIF18Aは動原体の微小管結
合に直接寄与しているわけではないことを示している。この結果はキイロショ
ウジョウバエ Klp67A欠損細胞においても、動原体-微小管結合が形成されると
いう結果と一致する。一方で KIF18A欠損細胞においては、Klp67A欠損におい
て観察される、一度形成された動原体-微小管結合が明確に解離する表現型は観
察されていない。これは哺乳細胞では、キイロショウジョウバエで保存されて
いない Ska複合体や SKAP/Astrin複合体などの Ndc80の微小管結合を補助的に
安定化するタンパク質が存在するからなのかもしれない 262 185。それにも関わら
ず、KIF18A欠損により、動原体上の張力が減少して、チェックポイントが活性
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化することから 261、KIF18Aによる動原体-微小管動態制御が分裂期を進行させ
るためには必須であると考えられる。KIF18Aは発生や発がんに関連しているこ
とが知られている 215-218。また最近の研究から KIF18Aをノックアウトしたヒト
網膜色素上皮細胞や KIF18Aの変異体マウスで、染色体分離に失敗し微小核を生
じることが示されている 263。微小核は腫瘍細胞における染色体不安定性 

(chromosome instability)のマーカーとされ、chromothripsisと呼ばれる、染色体内
で大規模な構造の再編成を引き起こす原因になる 264,265。それにもかかわらず
KIF18A変異体マウスでは腫瘍抵抗性を示すようになる 217,266,267。KIF18Aを通し
た染色体整列メカニズムがこれらの現象にどのように関わっているのかについ
ては興味深い。 
   

29



材料と方法 
 
RNAiと細胞培養方法 

 S2 細胞培養およびRNAiは文献 229,119,230 に従い行った。Schneider's Drosophila

培地 (Gibco)中にウシ胎児血清 10 %を加えて、細胞を培養した。細胞ラインの
樹立には、プラスミド DNAをトランスフェクション試薬 TranIT-Insect reagent  

(タカラ)を用いて細胞内に導入した後、ハイグロマイシン, もしくはピューロマ
イシンにより薬剤選択した。本研究で使用されたプラスミドを表 1に示す。RNAi

に使用する二重鎖 RNAは文献 237 229に従った。RNAi実験では、培地中に二重
鎖 RNAを投与して 3-4日間細胞を培養した後、Concanavalin -Aをコーティング
したガラス底ディッシュに移して顕微鏡観察を行った。 
 

表 1. 本研究で用いたプラスミド 

Name Insert Vector Note 

pED128 Klp67A[full-length]-GFP-6His pET23   

pED182 Klp67A[1–612a.a.]-GFP-6His pET23   

pED183 Klp67A[1-359a.a.]-GFP-6His pET23   

pGG952 6His-Klp10A pDEST17 Moriwaki and Goshima 

(2016) 

pED158 sfGFP-Rod pAc   

pGFP-CLASP GFP-Mast/Orbit pMT Goshima et al. (2007) 

pGG482 H2B-mCherry pAc   

pED309 EB1-SNAP pAc   

pCoHygromycin HygR Copia   

 

顕微鏡観察 

 S2細胞の微小管は 15 nM SiR-tubulin (Cytoskeleton)で染色した。EB1-SNAPの
可視化には 15 nM,もしくは 30 nM SNAP-Cell 647-SiR (NEB)を用いた。S2細胞の
ライブイメージングには、スピニング共焦点顕微鏡 (ニコン Ti; 100× 1.45 NA 

もしくは 60× 1.40 NA レンズ; EM-CCDカメラ ImageEM [浜松ホトニクス]; 

CSU-X1 [横河電機]))を用いた。コルセミド処理実験では、細胞を 60 ng/mLコル
セミドで処理した後、2時間培養した後、顕微鏡撮影を 2分毎に行った。過剰発
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現実験では, 100 µM CuSO4を添加した培地で、12時間以上培養して GFP-CLASP

発現誘導を行った後に、顕微鏡観察した 

 In vitro再構成実験のイメージングには、全反射顕微鏡 (ニコン Ti; 100× 1.49 

NAレンズ; EM-CCDカメラ Evolve [Roper]).を用いた。488, 561もしくは 640 nm

のレーザーを励起光として用いた。 

 顕微鏡はMicromanagerにより制御し、Fiji/ImageJを用いて画像処理を行った。 

 
タンパク質精製 
 Klp67A-GFP-6His タンパク質の精製には、まず Klp67A-GFP-6His 発現コンス
トラクトを大腸菌コンピテントセル、SoluBL21 に形質転換し、L-rich 培地 500 

mL, 37 ºC で OD600 = 0.5 ~1.0 まで培養した後、 0.5 mM Isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)を添加して発現誘導を行い、18 ºC、20時間、
200 rpmで培養、細胞を回収、液体窒素で凍結保存した。回収した細胞の半分を
30 mL 破砕 バッファー (50 mM MOPS-NaOH [pH = 7.2], 250 mM NaCl, 2 mM 
MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 2 mM 

2-mercaptoethanol, 0.1 mM ATP, ペプチド混合物［1 µg/ml leupeptin, pepstatin, 

chymostatin, aprotinin］)に再懸濁し、ホモジェナイザー(450DA; Branson)により超
音波破砕を行った。破砕液を 9,400 × g, 25 分間、4 ºC で遠心した後、上清を
Ni-NTA ビーズ 500 µLと混合し、60分から 90分間、4 ºCで反応させた。反応
後のNi-NTAビーズ を 50 mL 洗浄 バッファー (破砕 バッファーおよび 20 mM 

imidazole および 0.2 % Tween)で洗浄した後、溶出 バッファー (MRB80 [80 mM 

PIPES-KOH (pH = 6.8), 1 mM EGTA, 4 mM MgCl2]および 100 mM KCl , 250 mM 

imidazole, 2 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM ATP)で 200 µL× 5回、 目的タンパク質
を溶出した。2.2 mL, 11 × 35 mm超遠心チューブ (Beckman Coulter)中に 2.5- 40 

g/mL のショ糖密度勾配を作ったバッファー (MRB80, 100 mM KCl, 0.1 mM ATP

およびショ糖)を 2 mL準備し、このバッファーの上に 200 µLの溶出タンパク質
を積み重ね TLS-55 ローター (Beckman Coulter) 200,000 × g,  4 時間、4 ºCで遠
心後、16 個のフラクションに分けた。SDS-PAGE により目的タンパク質が含ま
れるフラクションを確認し、液体窒素で凍結後、-80 ºCで保存した。 

 Klp67A (1–612アミノ酸)–GFP-6His とKlp67A (1–359アミノ酸)–GFP-6Hisの精
製は、全長 Klp67A-GFP-6His と同様の手法で精製した。ただし、ショ糖勾配遠
心勾配遠心のステップを除き、イミダゾール溶出後、代わりに PD MiniTrap G-25 
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(GE ヘルスケア)によりMRB80 , 100 mM KCl, 20 % ショ糖, 0.1 mM ATP, 1 mM 

DTTに脱塩・置換した。 溶液は液体窒素で凍結し、-80ºCで保存した。         

 6His-Klp10A は文献 33に従い、Ni-NTAビーズを用いて精製した。 

 S2 細胞由来のチューブリンは、文献 33,268の手法に従い、GST-TOG1 (TOG1:

出芽酵母 Stu2の 1–306 アミノ酸)を担体に共有結合したカラムを用いて、S2細
胞から直接精製した。 

 

Klp67A–チューブリン複合体のショ糖密度勾配遠心 

 精製した Klp67A-GFP-6His ~2 µMを Tube-O-DIALYZE, Micro, 8K MWCO (タ
カラ)で 4 ºCで 6時間透析することによりMRB80, 75 mM KCl, 5 % sucrose, 0.1 

mM ATP, 1 mM DTT で構成されるバッファーに置換した。透析した Klp67Aに
ブタチューブリン、ATP, GTPをそれぞれ終濃度 4 µM, 1 mM , 1mMになるよう
に混ぜて、10 分間室温で反応させた。混合溶液をショ糖密度勾配バッファー 

(MRB80, 75 mM KCl, 1 mM ATP, 1 mM GTP, 1 mM DTT, sucrose) に積み重ね、
5-30 %ショ糖密度勾配を 2.2-ml, 11- × 35-mm チューブ中に作成した。TLS-55 ロ
ーターで 214,000 g, 5.5 時間, 4°Cで遠心後、16フラクションに分け、ピークと
なるフラクションを SDS-PAGE, Sypro-Ruby (Thermo Fisher Scientific) 染色によ
り確認した。 
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In vitro微小管動態再構成実験 

 In vitro微小管動態再構成実験は基本的に文献 23,33に従い行った。 スライドガ
ラスに 1~2 mmの隙間を開けて 2本の両面テープを貼り、この上にシラン化した
カバースリップを被せることでフローチャンバーとした。フローチャンバーに
5 % 抗ビオチン抗体 (Invitrogen)を流し、カバースリップのシラン基と反応させ、
ガラス面に抗体を共有結合させた。MRB80 でフローチャンバーを洗浄後、1 % 
Pluronic F127 (Invitrogen)を流しブロッキング反応を行った。MRB80で洗浄後 0.5 
mg/mL κ-casein を含む GMPCPPシード微小管 (80 µMブタチューブリン、10 µM 
の Alexa Fluor 647ラベルブタチューブリン、 10 µMビオチン化ブタチューブリ
ンおよび 1 mM GMPCPP)を 1 µMに希釈して流して、ガラス面の抗ビオチン抗
体と架橋反応を行った。MRB80で洗浄後、動態アッセイバッファー (MRB80, 75 
mM KCl, 1 mM GTP, 1mM ATP, 0.5 mg/mL κ-casein, 0.1 % methylcellulose, 活性酸
素除去試薬 [50 mM glucose, 40 µg/mL glucose-oxidase, 200 µg/mL Catalase, 4 mM 
DTT ], 5.5 % sucrose)に 10 µM チューブリン(80% S2 チューブリン、20% Alexa 
Fluor 568ラベルブタチューブリン)とKlp67A-GFP-6Hisを混合した溶液をチャン
バーに 10 µL 流し、ロウでシールして微小管重合反応を開始した。作成したサ
ンプルをすぐに全反射顕微鏡にセットして 3秒ごと 15分間イメージングを行っ
た。観察中は空調により、~25 ºC に保った。微小管脱重合アッセイは反応溶液
にチューブリンを含まない点を除き、同様の手法で行った。 
 微小管滑動アッセイは基本的に文献 269に従って行った。まずフローチャンバ
ーを 1× MRB80で洗浄した後、精製したキネシン-1KIF5Bモーター, K560-6Hisを
流してガラス面に結合させた。1× MRB80でチャンバーを洗浄した後、滑動アッ
セイバッファー(1× MRB80, 75 mM KCl, 1 µM GMPCPP微小管 [Alexa Fluor 647
ラベル微小管を 10 %含む], 1 mM ATP, 0.5 mg/ml κ-casein, 0.1% methylcellulose, 
活性酸素除去試薬, 5% sucrose)を 4 nM Klp67A-GFP-6Hisとともに流して反応を
開始した。 
 キネシンの 1 分子運動アッセイでは、まず微小管脱重合アッセイと同様の方
法でサンプルを作成した後、微小管先端の過剰量の GFP蛍光を退色させるため
に、20 mWで 3 分間、488 nmレーザーを照射した。その後レーザー出力を 40 %
に落とすことで、微小管上の GFP 蛍光の動態を観察した。Klp67A-GFP-6His の
濃度は 50-200 pMに調節した。 
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データ解析 
動原体-微小管結合の不安定性は、動原体が微小管から解離する回数 (monotelic
結合から非結合,もしくは側面結合状態に遷移する場合か, syntelic 結合から
monotelic 結合に遷移する場合)をカウントすることにより決定した。微小管-動
原体結合頻度は、monotelic結合の微小管において、GFP-Rodシグナルの明確な
極方向への輸送の回数をカウントすることで決定した。 
 微小管プラス端の動態の解析はカイモグラフを作成することにより行った。
動態パラメーターの定義は文献 33に従った:微小管伸長もしくはポーズから、短
縮へ切り替わる点をカタストロフと定義した。カタストロフ頻度は、カタスト
ロフのイベント回数を伸長時間とポーズ時間の合計値で割った値と定義した。
短縮からポーズ、もしくは伸長に移り変わる点をレスキューと定義した。レス
キュー頻度はレスキューイベントの回数を短縮時間で割った値と定義した。微
小管が 5 秒以上 (15 フレーム)の間、0.32 (2 ピクセル) µm より大きく、伸長
も短縮もしない状態をポーズと定義した。 
 GMPCPP 微小管上のチューブリン蛍光強度は、撮影開始から 5 分後画像上に
おいて、Fiji/ImageJ のラインツールを用いて測定した。得た値は微小管上の
Klp67A-GFPの蛍光強度で割った。 
 微小管プラス端における Klp67A-GFPの蛍光強度と動態速度の定量には、まず
カイモグラフの微小管プラス端上に Fijiの segmented lineツールを用いて ROIを
設定した。なお、撮影焦点面から外れたサンプルは解析から除外した。各セグ
メントの xy座標を取得し、速度を計算した。またセグメント間に含まれる各ピ
クセルについて、微小管軸に沿った 5ピクセル(0.8 µm)中の最大強度をそれぞれ
取得し、セグメント間の蛍光強度の平均値を算出した。この値からバックグラ
ウンド蛍光値を引き、これを GFP蛍光強度として x軸に 速度を y軸にプロット
した。なお速度が 0 以上の値を伸長、負の値を短縮とした。次に蛍光強度を説
明変数、動態の速度を応答変数としてガンマ分布することを想定し、一般線形
回帰を行った。リンク関数には逆数関数を用いた。なお応答変数を正の値とす
るため、速度 0を 1 x 10-9で近似した。算出されたモデルの予測値を近似曲線と
して 95 % Wald信頼区間とともに描画した。χ2分布を使った尤度比検定により
P値を算出した。画像からの値取得はFiji上で Jythonスクリプトを作成して行い、
取得した値の統計処理、データの可視化には Rもしくは Prismを用いた。 
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動画説明 
 

動画 1.キネシン-8Klp67A のプラス端への歩行と蓄積 

全反射顕微鏡で Klp67Aを 1秒ごとに撮影した。最初に、高強度のレーザーによ
り、微小管先端に蓄積した Klp67A-GFPシグナルを蛍光退色させた後、レーザー
強度を落として、先端に歩行する Klp67A-GFP を観察した。動画はレーザー強
度を落とした後の像を示している。 マゼンタ, GMPCPP微小管, 緑, Klp67A-GFP,

バー 5 µm.  
 

動画 2. 単極性スピンドルにおける動原体-微小管結合の安定性 

Klp61F RNAi、もしくは Klp61F/Klp67A RNAi処理細胞において GFP-Rod (緑), 

H2B-mCherry (青), SiR-tubulin (マゼンタ) をスピニング共焦点顕微鏡で 3秒ごと
に撮影した。バー, 5 µm. 
 

動画 3. 二極性スピンドルにおける動原体-微小管結合の安定性 

コントロール RNAi、もしくは Klp67A RNAi処理細胞において GFP-Rod (緑), 

H2B-mCherry (青), SiR-tubulin (マゼンタ) をスピニング共焦点顕微鏡で 3秒ごと
に撮影した。バー, 5 µm. 

 

動画 4. オーグミン Dgt6欠損における動原体-微小管結合の安定性 

Klp61F/Dgt6 RNAi処理細胞においてGFP-Rod (緑), H2B-mCherry (青), SiR-tubulin 

(マゼンタ) をスピニング共焦点顕微鏡で 3秒ごとに撮影した。バー, 5 µm. コン
トロール, Klp61F/Klp67A RNAi条件 (動画 2) と比較参照。 
 

動画 5. キネシン-8Klp67A 欠損細胞において、Aurora Bキナーゼの阻害を行うと
単極性スピンドルにおいて安定な syntelic結合が形成される 

Klp61F/Klp67A RNAi処理細胞において 20 µMの Binucleine -2もしくは DMSO 

(コントロール)で処理した後、GFP-Rod (緑), H2B-mCherry (青), SiR-tubulin (マゼ
ンタ) をスピニング共焦点顕微鏡で 3秒ごとに撮影した。バー, 5 µm. 
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動画 6 . CLASPMast/Orbit 過剰発現によりキネシン-8Klp67A動原体-微小管結合の安
定性が回復する。 

GFP-CLASPを過剰発現する Klp61F/Klp67A RNAi処理細胞において
GFP-CLASP/GFP-Rod (緑), H2B-mCherry (青), SiR-tubulin (マゼンタ) をスピニン
グ共焦点顕微鏡で 3秒ごとに撮影した。バー, 5 µm. 
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図1  微小管の動的不安定性
微小管はα-チューブリン , β- チューブリンのヘテロ二量体が重合した筒状の構造体であり、細胞内では絶えず重合と脱重合のサイクルが繰り返されている。重合と脱重合の切り替えは ,
β-チューブリンに結合したGTPの加水分解により引き起こされる。 α-チューブリンは恒常的にGTP結合している(GTP-α-チューブリン, 青)。一方でβ-チューブリンはGTP結合型 (GTP-β-チューブリン, 
緑 ) と GDP結合型 (GDP-β- チューブリン , マゼンタ )の二種類のコンフォメーションが存在する。β-チューブリンのヌクレオチド結合状態により , それぞれのヘテロ二量体はGTPチューブリンおよびGDP-
チューブリンと呼ばれる。GTPチューブリンが微小管繊維に取り込まれるとGTPの加水分解が誘導されるが、GTP- チューブリンの流入速度が十分に速ければ、GDPに加水分解されずにGTPチューブリンと
して残る。これをGTPキャップと呼ぶ。GTPキャップが存在する微小管は伸長 ( 重合 ) を続けるが、GTPキャップが失われた微小管は短縮 ( 脱重合 )に切り替わる。これをカタストロフと呼ぶ。一方で短縮
から伸長に切り替わることをレスキューと呼ぶ。微小管内に点在するGTPチューブリンはレスキューを誘導すると考えられている。見かけ上 , 伸長も短縮もしない微小管の状態をポーズと呼ぶ。伸長中の微小
管はシート状の構造、もしくは湾曲した構造を取り、短縮中の微小管は皮を剥いたような構造を取っている。また図では便宜的に伸長と短縮の中間体として示唆されてる平滑末端構造をポーズとして描いている
が実際にはポーズ状態における先端構造は分かっていない。 

GTP cap
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Astral microtubule

Centrosome

Kinetochore microtubule
Interpolar microtubule

Chromosome Kinetochore

図2.　動物細胞の分裂期スピンドル
動物細胞における典型的な中期分裂期スピンドルの模式図。1. 動原体と直接接続する動原体微小管 
(kinetochore microtubule), 2. 動原体と相互作用せずにプラス端どうしで向き合う極間微小管 
(interpolar microtubule), 3. 中心体から遠心方向に伸びる星状体微小管 (astral microtubule) で構成
される。
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Centrosome

Microtubule

Augmin

γ-TuRC

A. 中心体からの微小管生成

B. 染色体近傍からの微小管生成

C. スピンドル内部からの微小管生成

SAFs (Tpx2, HURP etc.)
ImportinsActive SAFs

Ran-GDP
RCC1

Ran-GTP

図3. 分裂期における3種類の微小管生成方法
動物細胞における分裂期微小管生成の模式図。(A) 中心体からの微小管生成。分裂期への進行とともに中心体周
辺には様々なタンパク質が集積する この構造体を PCM (pericentriolar material) と呼ぶ。　PCMは γ-TuRC
を中心体にリクルートし、微小管生成を活性化する。(B) Ran-GTP に依存した染色体近傍からの微小管生成。
染色体上のRCC1によりRan-GDPから Ran-GTP に変換される。Ran-GTP は、Importin との結合により不
活性化されたスピンドル形成因子 (spindle assembly factors : SAFs) を活性化し、微小管生成が促進する。 
(C) オーグミンを介したスピンドル微小管からの微小管生成。オーグミンは γ-TuRCをスピンドル微小管上に
局在化し、新たな微小管を既存の微小管と平行方向に生成する。いずれの微小管生成方法も微小管重合核因子
として知られる。γ-TuRCに大きく依存して起こる。
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Kinetochore

Chromosome

γ-TuRC
Augmin

Microtubule (MT)

Nucleation from centrosome or chromosome-proximal regions

End-on kinetochore (KT) attachment stablizes MTs.

Augmin binds preferentially long-lived KT-MTs.  

Augmin amplifies specifically KT-MTs to generate KT-bundles.  

Short-lived MT

Long-lived MT

Minus ends are sorted by motor proteins.

A

B

C

図4. オーグミンを介した動原体微小管束の形成
(A) 核膜崩壊後、中心体および染色体近傍で生成された微小管は動原体と相互作用するとともに、モーター
タンパク質によってプラス端を染色体側に向けて、両極に輸送される。(B) 動原体と相互作用した微小管
は安定化されて脱重合されにくくなる。オーグミンはこの長寿命の微小管に優先的に結合して、既存の微
小管と平行方向に新たな微小管を生成する。(C) オーグミンにより生成された微小管も動原体まで到達す
ることで安定化するため、さらなるオーグミンによる微小管生成が促進される。このような正のフィード
バックメカニズムによって動原体微小管束が形成される。
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図5. 二極性構造の形成とマイナス端での収束
分裂期に増幅した微小管は、 4 量体モーターのキネシン -5が外向きの力を生じることで、プラス端
を互いに向け合った反平行の二極性構造を作る。中心体非依存的に生成した微小管は、キネシン -5
とマイナス端歩行活性を持つダイニンやキネシン -14 とともにマイナス端を染色体から遠ざけるよう
にして輸送する。マイナス端どうしはキネシン -14, ダイニン : ダイナクチン :NuMA (DDN) 複合体、
ASPM, 中心体タンパク質であるCDK5RAP2など様々なタンパク質が協働することで、束化してス
ピンドル極を形成する。
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Tubulin depolymerization from minus ends

Poleward flux

Tubulin polymerization from plus ends

図 6 スピンドル微小管の極方向への流れ (poleward flux)
中期スピンドルにおいて、微小管はマイナス端が集積するスピンドル極で脱重合し、プラス端が
集積する染色体側で新たなチューブリンが流入することで、ゆっくりとした極方向への流れがで
きる。例えばキイロショウジョウバエ S2 細胞では約 1 µm/min の速度で極方向への流れが起こ
る [270]。極方向への流れには様々な微小管結合タンパク質が関わっているが [271]、特にプラ
ス端での重合は CLASP [196]、マイナス端での脱重合は Kinein-13 が決定的な役割を果たすこ
とで [272]、スピンドルの長さを維持していると考えられている。
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Dynein

Dynein

Chromokinesin

Chromokinesin

Chromokinesin

Chromokinesin

Tyrosinated microtubule 

Detyrosinated microtubule 

Cenp-E

Cenp-E

図7. 染色体輸送に関わるモータータンパク質
染色体上ではキネシン -4, キネシン -10 ファミリーに属するクロモキネシンが働くことで染色体はス
ピンドル極から押し出される。スピンドル極周辺の微小管は動的であり、チロシン化されている。ダ
イニンモーターはこのチロシン化された微小管を好んで結合する。スピンドル極周辺では、動原体の
ダイニンがクロモキネシンより優勢的に働くことで染色体がスピンドル極方向に輸送される。一方で
スピンドル内部の安定化した微小管は脱チロシン化されている。Cenp-E キネシンは脱チロシン化し
た微小管を好んで結合する。したがって、一度ダイニンにより極方向に輸送された染色体は、動原体
のCenp-E とクロモキネシンを協働させることで、スピンドル中央方向に向けて輸送されるため、染
色体整列を完遂することが可能になる。
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図8. 動原体
動原体を構成する主要なタンパク質 , タンパク質複合体。Knl1、Mis12 複合体、Ndc80 複合体
(KMNネットワーク )は、動原体外表で微小管との相互作用を仲介する。微小管と直接相互作用
するのはNdc80/Hec1 の CHドメインである。Knl1 は様々なチェックポイントタンパク質を
集積する足場となる。動原体内側のCCAN (constitutive centromere-associated network) 
はヒストンH3バリアントであるCenp-A を含むセントロメアクロマチンに接続される。
Mis12 複合体はCCANと接続し、Knl1, Ndc80 複合体を動原体上に係留する。
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図9. 動原体と微小管の結合様式
1. 二極性の均等な先端結合である
amphitelic 結合 , 2. 核膜崩壊直後など
で見られる非結合状態 (unattached),
3. 動原体片側のみ微小管と結合する
monotelic 結合 , 4. スピンドル極一方
からの微小管が両動原体と先端結合す
る syntelic 結合 , 5. 二極性の先端結合
が形成されるものの、片側の動原体が
スピンドル両極からの微小管と先端結
合するmerotelic 結合 , 6. 微小管先端
ではなく、微小管側面と動原体が結合
する lateral 結合。染色体分離を正しく
行うためには、全ての染色体が
amphitelic 結合に修正されなければな
らない
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図10. スピンドル形成チェックポイント (spindle assembly checkpoint: SAC)
核膜崩壊後、微小管と正しく結合が確立されていない動原体上ではMCC (mitotic check complex) が新生される。MCCは
E3ユビキチンリガーゼであるAPC/C (anaphase promoting complex/cyclosome) に結合してその活性を抑制する。
微小管が動原体と先端で相互作用すると、MCC新生が停止し、APC/Cから解離する。MCCが解離したAPC/Cは、活性化
型のAPC/C:Cdc20 複合体となり、Cyclin-B, Securin を含む様々な標的基質をユビキチン化する。ユビキチン化されたタン
パク質はプロテアソームで分解される。Cyclin-B, Secirinの分解はCdk1の不活性化および、Separaseの活性化へとつながる。
これにより姉妹染色分体の接着を解除し、細胞は分裂期後期へと進行する。
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図11. Mad2テンプレートモデル
MCC形成における律速段階は、O-Mad2 からC-Mad2 へと構造変化し、
C-Mad2:Cdc20 複合体を形成することである。Mad1:C-Mad2 複合体はこの反応の
活性化エネルギーを下げるための触媒装置として働く。細胞質中のO-Mad2 は
Mad1:C-Mad2 に結合することで活性化エネルギーが下がる。この中間遷移体が
Bub1:Bub3 複合体によりリクルートされたCdc20 と反応することで
C-Mad2:Cdc20 複合体が新生される。C-Mad2:Cdc20 はただちにBubR1:Bub3 複
合体と結合することでMCCが形成される。MCCは APC/Cに結合してその活性を阻
害する。Mps1 キナーゼは、動原体上でMCC形成反応の一連のカスケードを生み出
す鍵タンパク質として働く。
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図12. SACタンパク質の動原体上へのリクルート
メント
1. 微小管が正しく結合していない動原体において、
Mps1 は Knl1 のMELT repeat 配列をリン酸化す
る。2. リン酸化された領域を認識してBub1:Bub3
複合体がリクルートされる。3. Bub1:Bub3 複合体
はBubR1:Bub3 複合体をリクルートする。また
Bub1:Bub3 複合体はMps1 によりリン酸化される。 
4. リン酸化されたBub1:Bub3 複合体は
Mad1:C-Mad2 複合体をリクルートする。5. 
Mad1:C-Mad2 複合体はMps1 によりリン酸化され
る。6. リン酸化されたMad1:C-Mad2 はMCCを
新生するテンプレートとなる。
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図13. RZZ (ROD-Zwilch-ZW10) とスピンドル形成チェックポイントの不活性化
微小管先端結合前の動原体では、繊維状コロナ (fibrous corona) と呼ばれる、不明瞭な繊維状構造が電子顕微鏡で観察さ
れる。繊維状コロナにはモータータンパク質やチェックポイントタンパク質を含めた様々なタンパク質が含まれており、
微小管-動原体の結合および修正を促進すると考えられている。RZZ複合体は多量体化することで、繊維状コロナ形成に
必須の役割を果たし、Mad1:Mad2 複合体を動原体上に繋ぎ止める。微小管先端が動原体と結合すると、Mad1:Mad2 複
合体は、RZZ複合体 :Spindly: ダイニン : ダイナクチンによりスピンドル極に向かって輸送されることで、動原体から取り
除かれる。
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図14. Aurora キナーゼによるNdc80複合体 -微小管結合の制御
微小管先端結合前の動原体では、セントロメア内側からのAurora B キナーゼ、もしくはスピンドル極からのAurora A
キナーゼにより、Ndc80/Hec1 がリン酸化されて微小管結合が抑制される。これによって誤った動原体 -微小管結合を
修正することが可能になる。微小管先端と相互作用した動原体では、動原体で働くホスファターゼである PP1, PP2Aに
より、Aurora キナーゼによるリン酸化が解除され、Aurora B キナーゼのシグナルから遠ざかった位置に
Ndc80/Hec1 が配置される。脱リン酸化したNdc80/Hec1 では安定な動原体 -微小管結合が形成される。またスピン
ドル極の染色体は、モータータンパク質によりAurora A キナーゼから遠ざけられることで、微小管 -動原体結合が安
定化される ( 図 7参照 )。
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管との相互作用を抑制する。
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図16. 微小管 -動原体結合の安定化
哺乳細胞ではSka 複合体 , 菌類ではDam1が留め金のようにして働くことで、
Ndc80 複合体 - 微小管結合を補助的に安定化する。またCLASPは動原体微小管の
重合を維持するのに必須の役割を果たすことで、動原体 -微小管結合を安定に保つ。
一方でキネシン -8に関しては、動原体微小管を安定化する機能が予測されるものの、
実際の活性、機能に関してはよく分かっていない。
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図28. 本研究のまとめ
(A) In vitroにおいて,Klp67Aはチューブリンと結合して微小管プラス端方向に歩行して留まり、
カタストロフを誘導すると同時に、短縮速度を減少して、ポーズとレスキューを誘導する。
(B) 細胞内においてKlp67Aは、スピンドル微小管の長さを制限すると同時に、CLASPと協働
して、動原体微小管の急速な脱重合を防ぐことで、動原体 -微小管結合を安定化する。
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