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動物細胞における細胞内小器官である中心体は、中心小体とそれを取り囲む不

定形の per i centr io lar  mater ia l  (PCM)で構成されている。中心体から伸長する微

小管は、間期には細胞骨格として細胞内物質輸送や形態維持、分裂期には紡錘体

を構築し、染色体を娘細胞に分配する装置として機能している。そのため、紡錘

体の形成異常は染色体不安定性を誘導し、がん化につながることが知られている。

さらに近年、紡錘体軸決定が幹細胞分化時の、対称または非対称分裂を制御する

上で重要な機構であることが報告されている。神経細胞や上皮系の細胞分化時に

は、軸の方向に依存して、娘細胞の分裂方向が変わり、幹細胞の自己複製、ま た

は、分化細胞へと細胞の運命が決定される。そのため、軸の異常は 小頭症のよう

な発生不全や多発性嚢胞腎などの疾患を引き起こすことが示唆されている。しか

し、このような紡錘体軸の方向性を決定する因子についての動物細胞での報告は

少なく、紡錘体を制御する分子の探索と、詳細な分子機構の解明が求められてい

る。本研究では、紡錘体軸の位置決定における分子機構解明を目的として、中心

体および微小管の制御に関連するタンパク質の 同定と機能解析を行った。  

これまで我々の先行研究では、ショウジョウバエにおける centrosomin  (CNN)

タ ン パ ク質 が 中 心 体 成 熟 と微 小 管 動 態 を 制 御し て い る こ と を 報告 し た 。 一 方、

CNN のヒトホモログである CDK5RAP2 は、小頭症の原因因子として発見され、

この欠損変異は、神経幹細胞の分化異常に伴った、大脳皮質の減少を誘導するこ

とが報告されている。そのため、ヒト細胞においても CDK5RAP2 が微小管動態

や紡錘体形成制御の機構に大きく貢献している可能性が示唆されるが、詳細な分

子機構は明らかになっていない。そこで本研究では、CDK5RAP2 に結合する分子

を探索することで、紡錘体軸の決定制御における未知の機構を明らかにすること

を考えた。CDK5RAP2 には種を超えて高度に保存されたモチーフ (CM1)が存在し、

この CM1 に結合する分子の探索を行うことで、これまで機能について報告のな

い新規のタンパク質を同定し、遺伝子を単離した。このタンパク質を、 Cep169  

( centrosomal  prote in  169kDa) / CRBP1(CDK5RAP2-b inding  prote in  1)と命名し、

中心体の機能と共に紡錘体軸の配向性という観点から、分子機構や機能の解析を

行った。  

本論文は 7 章で構成されている。各章の概要は、以下の通りである。  

第 1 章は序論であり、本研究背景と目的について述べる。  

第 2 章は CDK5RAP2 に結合する、新規タンパク質 Cep169/ CRBP1 の同定と細

胞生物学的、および、生化学的な性質についての基本的な解析結果を記述する。

CDK5RAP2 は、ヒト以外のホモログとの相同性比較によって、高度に保存された

モチーフ (CM1)をもつことが知られている。先行研究により、CM1 は微小管重合

に重要なモチーフ であることが明らかになっており、そこで 本研究では、 yeast  

two-hybrid 法を用いて、CDK5RAP2 の CM1 に結合するタンパク質の探索を行っ

た。探索の結果、これまで機能について報告のない、新規タンパク質を同定し、  

No .1  



  

  

 

分子量が 169kDa の中心体タンパク質であることから、 Cep169/ CRBP1(以下、

Cep169 と表記 )と命名した。ヒト細胞を用いた免疫沈降実験においても、同様に

CDK5RAP2 と Cep169 の結合が確認され、また、Cep169 の N 末端が CDK5RAP2

との相互作用に重要なドメインであることが明らかになった。 Cep169 のアミノ

酸配列の相同性検索から、 Cep169 の N 末端が種を超えて高度に保存されている

ことがわかり、この保存領域を抗原として抗体を作製した。作製した抗体を用い

たウエスタンブロット法により、培養細胞における内因性の Cep169/CRBP1 の検

出 お よ び 、 Cep169/CRBP1 に 対 す る RNA 干 渉 に よ る smal l  inter fer ing  

RNA(s iRNA)のタンパク質発現抑制効果を確認した。次に、免疫染色および生細

胞観察により、 Cep169 の局在が中心体のみならず、微小管伸長端に局在するこ

とを確認し、 Cep169 が microtubule  p lus -end- t rack ing prote ins  (+TIPs )のメン

バーであることが明らかとなった。多くの +TIPs は、EB1 を足場にして微小管伸

長 端 に 局 在 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 Cep169 に も EB1 と の 結 合 モ チ ー フ

(S /T)x ( I /L)P(以下 S xIP モチーフ )  が 3 箇所存在している。リコンビナント EB1

タンパク質を用いた Cep169 とのプルダウン実験から、SxIP モチーフに変異を導

入した Cep169 では、EB1 との結合が低下した。また、 925–928 aa の SxIP 変異

体では、微小管伸長端への 集積が顕著に抑制された。以上の結果から、 Cep169

は SxIP モチーフを介して EB1 と結合し、+TIPs としての局在を示すことが明ら

かになった。  

第 3 章では、Cep169 の微小管動態における機能について記述する。Cep169 を

細胞内で過剰発現させると、太いフィラメント形成が観察された。免疫染色によ

って、このフィラメントは、微小管が束化したものであることを確かめた。さら

に 、 こ の束 化 し た 微 小 管 の性 質 を 解 析 し た とこ ろ 、 束 化 し た 微小 管 を 構 成 する

tubul in が高度にアセチル化されていることが明らかになった。また、微小管動

態をタイムラプス撮影により観察したところ、束化した微小管はほとんど動かず、

微小管先端での伸長や脱重合の頻度が低下していた。この微小管の束化の現象は、

前章で作製した SxIP 変異体によっても誘導されることから、 EB1 を介さない

Cep169 の微小管結合の機構が示唆された。Cep169 の免疫沈降によるドメイン解

析から、 Cep169 は、①微小管構成因子である tubul in との直接的な結合ドメイ

ンと、② Cep169 同士で二量体もしくは多量体を形成するドメインをもつことが

わかり、これらのドメインによって、微小管同士を架橋することで安定化させる

機能をもつと考えられた。実際、内因性の Cep169 を発現抑制した細胞では、微

小管の脱重合が亢進していることから、 Cep169 は微小管骨格の維持に重要であ

ることが示唆された。  

第 4 章では、分裂期に活性化するキナーゼと Cep169 の関係の解析結果につい

て記述する。 Cep169 は分裂期において、中心体から細胞質に解離することが観  
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察された。分裂期では、多くのキナーゼの活性が上昇することが知られており、

Cep169 と分裂期キナーゼとの関連を確認した。Cep169 は、細胞質に解離するタ

イミングで、SDS-PAGE におけるバンドシフトが起きており、このバンドシフト

がキナーゼを介したリン酸化修飾によるものかを明らかにするため、ホスファタ

ーゼ実験および各種キナーゼ阻害剤を用いた実験を行った。これにより、Cep169

は CDK1 から特異的にリン酸化を受け、中心体から解離する機構があることが示

唆された。また、質量分析を用いた解析により、 Cep169 タンパク質の中央付近

の領域で 7 箇所のリン酸化セリンを同定した。これらのリン酸化部位は、全て

CDK 1 によるコンセンサス配列と一 致すること から、 CDK1 によるリン酸化が

Cep169 の局在を制御していることが示唆された。  

第 5 章では、細胞周期分裂期における、 Cep169 による紡錘体制御機構につい

て解析結果を記述する。 Cep169 を発現抑制した分裂期の細胞では、分裂異常を

引き起こすことが明らかとなった。分裂期紡錘体の観察から、紡錘体を構成する

微小管の短縮が起きており、さらに紡錘体の軸に関して、①紡錘体が細胞の中心

から偏った位置に形成、②本来、細胞外基質表面に対し平行な紡錘体が、大きく

角度が傾く異常が明らかとなった。これらの表現型は、Cep169 発現抑制による、

微小管の安定性低下に起因するものであると考え、さらに詳細な機能解析のため

に、Cep169 を発現抑制した細胞に Ce p169 の野生型と SxIP 変異体の遺伝子をそ

れぞれ導入することにより、表現型の回復実験を行った。微小管の短縮は野生型

と変異体の両方で回復が認められ、紡錘体が偏る異常も回復していた。しかし、

紡錘体の角度異常は、野生型では回復されるが、変異体では回復されないという

結果を得た。 SxIP 変異体導入による結果は、 Cep169 発現抑制細胞の taxo l 処理

に よ る 強 制 的 な 微 小 管 の 安 定 化 と 同 様 の 表 現 型 で あ っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、

Cep169 は、紡錘体を構成する微小管の安定化の機能をもち、さらにそれ以外に

も、SxIP モチーフを介した紡錘体角度の調節機能があると考えられた。紡錘体の

角度調節には、細胞膜に局在する dynein /dynact in 複合体が星状体微小管を捕捉

し、細胞膜に固定する機構が重要であると報告されている。そこで、dynact in の

構成因子との相互作用を調べたところ、arp1 タンパク質と Cep169 との間に複合

体形成が認められた。 Cep169 は、 dynein /d ynact in と微小管先端の EB1 を仲介

することで、星状体微小管を細胞膜へ固定させ、紡錘体の角度を制御しているこ

とが示唆された。以上の結果から、 Cep169 は、①微小管を安定化する機能と②

紡錘体角度を決定する二つの機能を有し、さらに、角度の決定には SxIP モチー

フによる EB1 との相互作用が重要であることが示唆された。  

第 6 章では、総括であり、本研究により明らかとなった結果について考察する。  

第 7 章は、本研究に用いた実験手法、マテリアル、参考文献を記載する。  
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