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略語集 

 

CFP: cyan fluorescent protein 

DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

GFP: green fluorescent protein 

SPB: spindle pole body, 紡錘極体 

YFP: yellow fluorescent protein  
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１章 序論 

1.1 染色体分配と紡錘体 

  細胞が正常に増殖するためには、遺伝情報を司る染色体が次世代に正確に受け

継がれる必要がある。染色体は DNA 合成によって複製され、その後細胞分裂に

よって次世代の細胞へと分配される。真核生物の細胞は、状況に応じて２種類の

細胞分裂を使い分ける。一つは通常の細胞増殖のために行われる体細胞分裂、も

う一つは精子や卵子などの配偶子を形成するために行われる減数分裂である。 

  体細胞分裂では、間期のうちに複製された姉妹染色分体が分離し、母細胞から

2 つの娘細胞へ均等に分配される(Fig. 1A)。結果として、体細胞分裂では元の細

胞と同じ本数の染色体を持つクローンが形成される。このとき染色体が娘細胞に

均等に分配されないと、遺伝子発現のバランスが崩れるため細胞死やがん化の原

因となり得る(Lengauer et al., 1998; Weaver and Cleveland, 2006; Sheltzer et al., 

2011; Chunduri and Storchová, 2019 )。 

  体細胞分裂では元の細胞のコピーが形成されるのに対して、減数分裂では元の

細胞の半数の染色体を持つ配偶子が形成される。減数分裂では相同染色体の間で

組換えが生じることで、相同染色体どうしが腕部で連結する(左、Fig. 1B)。その

後、減数第一分裂で相同染色体が分離し、続いて行われる減数第二分裂で姉妹染

色分体が分離する(Fig. 1B)。このように染色体分配を 2 回連続で行うことによっ

て、半数体の配偶子が形成される。このような配偶子どうしが受精することで、

染色体の本数が再び体細胞と同数となり、正常な個体へと発生することができる。

減数分裂の染色体分配に異常が生じると、異常な染色体数の配偶子が形成される

ため、不妊や流産、ダウン症などの原因となり得る(Hassold and Sherman, 2000;  
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Herbert et al., 2015)。 

 このように、どちらの細胞分裂においても染色体を正確に分配することが必須

である。そのため、染色体分配の分子メカニズムを解明することは重要な研究課

題と言える。 

 染色体は、分裂期に形成される紡錘体によって分配される。紡錘体は、微小管

と呼ばれる管上の細胞骨格で構成される構造体である。微小管はα/β-チューブ

リン２量体が直線上に連なった高分子ポリマーであり、末端が重合と脱重合を繰

り返すことで、その長さがダイナミックに変化する(Kirschner and Mitchison, 

1986)。分裂期において、微小管は両極に位置する中心体を足場として形成され

る。両極の中心体から伸長した微小管が、２つの中心体の間で逆平行に束ねられ

ることで紡錘体が形成される (左、Fig. 1C)。紡錘体を構成する微小管の一部は、

染色体のセントロメア領域に形成される動原体と呼ばれるタンパク質複合体と結

合する。すべての微小管が動原体と結合し染色体が紡錘体の中央部に整列すると、

微小管が短縮することで染色体が両極の中心体へと分配される (右、Fig. 1C)。 

 このような染色体分配の様式は、酵母からヒトまで高度に保存されている。分

裂酵母 Schizosaccharomyces pombe は遺伝子破壊などの操作が容易であり、世代時

間が短く、染色体の本数が３本と少ない。そのため、染色体分配の遺伝学的な解

析に適したモデル生物である。また窒素源を枯渇させることで減数分裂を容易に

誘導し観察できることから、減数分裂の解析にも優れている。そこで本研究では

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe を用いて、染色体分配において中心的な役割

を担う紡錘体の形成機構を追究した。まず 1.2 では、分裂酵母の紡錘体が形成さ

れる分子メカニズムについて説明する。  
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Figure 1 体細胞分裂と減数分裂の染色体分配 

A. 体細胞分裂では姉妹染色分体が娘細胞へ均等に分配される。動原体を緑で表す。 

B. 減数分裂では相同染色体が腕部で連結した後、染色体分配が 2 回連続で行われる。減数第一分

裂では相同染色体は分配されるが姉妹染色分体は分離しない。それに対して減数第二分裂では姉

妹染色分体が均等に分配され、元の半数の染色体を持つ配偶子が形成される。 

C. 両極の中心体(赤)から微小管(青)が伸長し、それらが束ねられて紡錘体が形成される。これら

の微小管の一部が染色体上の動原体(緑)と結合する。全ての動原体が微小管と結合すると細胞は

分裂期後期に移行し、染色体が両極の中心体へと分配される。 
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1.2 分裂酵母の紡錘体形成 

 分裂酵母には、高等生物の中心体に相当する構造体として SPB (Spindle Pole 

Body) が存在する。中心体が 2 本の円柱が直行したような構造体であるのに対し

て、SPB は円盤状の構造体である(Adams and Kilmartin, 2000)。このように構造が

大きく異なるにも関わらず、両者を構成する因子には機能的に相同なものが多く

存在する(Adams and Kilmartin, 2000; Ruthnick and Schiebel, 2016)。また、どちらも

微小管を形成するための起点として機能し、分裂期には紡錘体の極としての役割

を担う。SPB は間期に複製され、分裂期が開始するまで 2 つの SPB が１箇所にま

とまって存在する(Paoletti et al., 2003; Bouhlel et al., 2015; Bestul et al., 2017)。分裂

期が開始すると、2 つの SPB から多数の微小管が形成され、SPB が分離して移動

し、2 つの極を形成する (Fig. 2A)。このとき、両極から伸長した微小管が２つの

SPB の間で束ねられて紡錘体となる (Fig. 2A)。分裂期に SPB が分離しないと紡

錘体の極が 1 つしか形成されないため、染色体が正確に分配されない (Hagan and 

Yanagida, 1990, 1992)。すなわち、SPB が分離することは正常な紡錘体を形成する

ために必須である。 

 SPB の分離には、SPB から形成された微小管と特定のキネシン分子が重要な役

割を果たす。キネシンは、ATP を加水分解しながら微小管上を一定方向に進むモ

ータータンパク質である。キネシンはアミノ酸配列の比較によって 14 のサブフ

ァミリーに分類され、各ファミリーでそれぞれ異なる機能を持つと考えられてい

る (Lawrence et al., 2004; Miki et al., 2005)。微小管上をプラス端 (先端) 方向に進

む 5 型キネシンは真核生物で広く保存されており、紡錘体の形成において中心的

な役割を担う (Hagan and Yanagida, 1990, 1992; Heck et al., 1993; Mayer et al., 
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1999; Kapoor et al., 2000)。分裂酵母の 5 型キネシンである Cut7 は４量体を形成

し (Akera et al., 2015)、別々の SPB から伸長した 2 本の微小管と結合する(Hagan 

and Yanagida, 1990, 1992)。その後 Cut7 はそれらの微小管上をプラス端方向に進

むことで、結果的にそれら 2 本を引き離す (Hagan and Yanagida, 1990, 1992) 

(Fig. 2B)。このように、Cut7 によって SPB どうしを遠ざける外向きの力が発生

し、SPB が分離する。 

  Cut7 は分裂酵母の生育に必須な因子であり、cut7 の温度感受性変異体では制

限温度下で SPB が分離せず、異常な紡錘体が形成される (Hagan and Yanagida, 

1990, 1992)。cut7 変異体における SPB 分離の異常は、微小管をマイナス端 (SPB

側) 方向に進む 14 型キネシンを破壊することによって解消される (Pidoux et al., 

1996; Troxell et al., 2001; Yukawa et al., 2018)。このように、Cut7 によって SPB

間に発生する外向きの力は、14 型キネシンが発生させる力と拮抗している。そこ

で 1.3 では、14 型キネシンが SPB 間で発生させる内向きの力について説明する。 
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Figure 2 分裂酵母の紡錘体形成 

A. 分裂期が開始すると 2 つの SPB(赤)から多数の微小管(青)が形成される。その後 SPB が分離

し、2 つの SPB の間で微小管が束ねられて紡錘体となる。 

B. 5 型キネシンである Cut7(緑)は別々の SPB から伸長した２本の微小管を逆平行に束ねる。その

後 2 本の微小管上をプラス端方向に進むことで (吹き出し内を参照)、SPB どうしを遠ざける外向

きの力を発生させる。 
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1.3 14 型キネシンによって発生する内向きの力 

 14 型キネシンは、ホモ二量体を形成して微小管上をマイナス端 (SPB 側) 方向

に進むキネシンである。分裂酵母には Pkl1 と Klp2 の２種類の 14 型キネシンが

存在する (Pidoux et al.,1996; Troxell et al., 2001)。分裂期において、Pkl1 は SPB

と紡錘体に局在し、Klp2 は紡錘体に局在する (Troxell et al., 2001; Simeonov et 

al., 2009; Yukawa et al., 2018)。これらのキネシンは対極の SPB から伸長した微

小管と結合し、その上をマイナス端方向に進むことで SPB どうしを近づける内向

きの力を発生させる (Pidoux et al., 1996; Troxell et al., 2001; Rincon et al., 2017; 

Yukawa et al., 2017, 2018) (Fig. 3A, B)。Klp2 を欠損した細胞では、分裂中期から

後期の紡錘体が野生型よりも長くなる(Troxell et al., 2001; Choi and McCollum, 

2012)。また Plk1 を欠損した細胞では、Cut7 によって外向きにスライドした微小

管が SPB を貫通し、異常な形の紡錘体が形成される (Syrovatkina et al., 2013; 

Syrovatkina and Tran, 2015, Fig. 3C, D)。このような pkl1 破壊株で見られる紡錘

体の形態異常は、内向きの力を発生させる Klp2 を破壊することで顕著になり、

外向きの力を発生させる Cut7 を破壊することで改善される(Syrovatkina and 

Tran, 2015; Yukawa et al., 2018)。このように Pkl1 や Klp2 が発生させる内向きの

力は、Cut7 による外向きの力と拮抗し、紡錘体の形態や長さを制御する。Pkl1 と

Klp2 によって発生する内向きの力は SPB 分離時にも機能し、Cut7 によって発生

する外向きの力と拮抗する。Pkl1 または Klp2 を過剰に発現させると、cut7 変異

体と同様に SPB の分離が阻害され、単極性の異常な紡錘体が形成される (Pidoux 

et al., 1996; Troxell et al., 2001; Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2018) (Fig. 3E)。

このように外向きの力と内向きの力がバランスよく作用することが、SPB を分離
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し紡錘体を形成するために必要である。 

 SPB 分離を制御する力を発生させるのはこれらのキネシン分子だけなのだろ

うか。Cut7 は分裂酵母の生育に必須だが、内向きの力を発生させる pkl1 と同時

に cut7 を破壊した細胞は生育が可能である(Olmsted et al., 2014)。このとき、cut7 

pkl1 二重破壊株 (以下 cut7Δ pkl1Δ 株とする。Δ は遺伝子破壊を表す。) の体細胞

分裂では SPB が分離し紡錘体が形成される (Olmsted et al., 2014; Rincon et al., 

2017; Yukawa et al., 2017)。このことから、Cut7 非依存的に発生する外向きの力

が存在し、SPB の分離を促進することが明らかとなった。そこで 1.4 では、cut7Δ 

pkl1Δ 株の SPB 分離に働く Cut7 非依存的な外向きの力について説明する。 
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Figure 3  14 型キネシンは SPB どうしを近づける内向きの力を発生させる 

A. Pkl1/kinesin-14 は SPB に局在し、対極の SPB から伸長した微小管と結合する。その後、微小

管上をマイナス端方向へ進むことで SPB どうしを近づける内向きの力を発生させる。 

B. Klp2/kinesin-14 は微小管に局在し、対極の SPB から伸長した微小管と結合する。その後 Pkl1

と同様に微小管上をマイナス端方向に進み、内向きの力を発生させる。 

C. WT の紡錘体では Cut7 によって外向きにスライドした微小管を、SPB に局在する Pkl１が内

向きに押し返す。黒矢印はそれぞれのキネシンによって微小管に作用する力の方向を表す。 

D. pkl1 破壊株では Cut7 によって外向きにスライドした微小管が SPB を貫通する。 

E. cut7 変異体、Pkl1 過剰発現株または Klp2 過剰発現株では SPB が分離せず異常な紡錘体が形成

される。 
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1.4 Cut7 非依存的に発生する外向きの力 

 cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂では、2 つの SPB から形成された微小管が SPB 間

で逆平行に束ねられ、それらが伸長することで SPB が分離すると考えられている 

(Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017) (Fig. 4A)。これには、逆平行に束ねられ

た微小管を安定化する微小管結合タンパク質である Ase1/PRC1 (Loiodice et al., 

2005; Yamashita et al., 2005) が必要である (Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 

2017)。cut7Δ pkl1Δ 株において Ase1 の発現を強制的に抑制すると、単極性の異常

な紡錘体が形成されて細胞は死んでしまう (Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 

2017)。また In silico のシミュレーションにおいても、Ase1 によって束ねられた

微小管が発生させる外向きの力が cut7Δ pkl1Δ 株の SPB を分離させ得ることが示

された (Rincon et al., 2017)。このように SPB の分離は、(1) Cut7 による外向き

の力、(2) Pkl1 と Klp2 による内向きの力、(3) 逆平行に束ねられた微小管による

外向きの力、の３者がバランスよく作用することで達成される (Fig. 4B)。しかし、

これまでの cut7Δ pkl1Δ 株の解析はすべて体細胞分裂に関して行われており、Cut7

非依存的な外向きの力が減数分裂でも同様に機能するのかは不明であった。 

  本研究では、cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂では SPB が分離せず、異常な紡錘

体が形成されること発見した。このような SPB 分離の異常は、減数第一分裂に特

徴的な染色体の形態を解消することで改善した。このことから、染色体が SPB を

分離するための外向きの力に影響を及ぼすことが示唆された。また、動原体と微

小管の結合に異常を示す変異を cut7Δ pkl1Δ 株に導入したところ、SPB の分離が

遅延した。このように動原体が微小管による外向きの力を促進し、Cut7 非依存的

に SPB の分離を促進することが明らかとなった。 
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Figure 4 キネシン非依存的に SPB が分離するメカニズム 

A. 2 つの SPB から伸長した微小管が、SPB の間で Ase1 によって束ねられる。これらの微小

管が伸長するときに、反対側の SPB を押し離すことで外向きの力が発生し SPB が分離する。 

B. Cut7 によって発生する外向きの力と、Ase1 によって束ねられた微小管によって発生する

外向きの力によって SPB が分離する。これらの外向きの力は、Pkl1 と Klp2 によって発生す

る内向きの力と拮抗している。 
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２章 材料と方法 

2.1 菌株 

本研究で用いた大腸菌株 

XL1-Blue: endA1, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), lac, recA1, relA1, supE44, thi-1, 

         F'[proAB, lacIqZ::M15, Tn10(tetr)] 

 

本研究で用いた分裂酵母株 

株番号 遺伝子型 図 

JY879 h90 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 5A, 5C, 7A, 11B, 

11E, 11H, 11I 

MJ0660 h90 pkl1::LEU2 leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 5A, 5C, 7A, 11E 

YS0982 h90 pkl1::LEU2 cut7::bsd leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 5A, 5C,  

YS0976 h90 cdc13-YFP-kan Z2-mCherry-atb2-hph sfi1-CFP-nat leu1-32 ura4-D18  

ade6-M216 

5B, 6A, 6C, 7C, 

9D, 12D 

YS0978 h90 cdc13-YFP-kan Z2-mCherry-atb2-hph sfi1-CFP-nat pkl1::ura4+ cut7::bsd 

leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

5B, 6B, 6C, 7B, 

7C, 9D, 12D 

MJ0662 h90 klp2::LEU2 leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 7A 

YS1052 h90 pkl1::ura4+ cut7::LEU2 leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 7A 

YS1085 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ cut7::bsd leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 7A 

YS1087 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 

 

7A 
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YS1078 h90 cdc13-YFP-kan Z2-mCherry-atb2-hph sfi1-CFP-nat pkl1::ura4+ cut7::bsd  

klp2::LEU2 leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

7B, 7C, 12C, 12D 

YS1010 h+/h- cdc13-YFP-kan/cdc13-YFP-kan sfi1-CFP-nat/ sfi1-CFP-nat 

Z2-mCherry-atb2-hph/Z2-mCherry-atb2-hph leu1-32/leu1-32  

ura4-D18/ura4-D18 ade6-M216/ade6-M210 

8A, 8B 

YS1022 h+/h- cdc13-YFP-kan/cdc13-YFP-kan sfi1-CFP-nat/ sfi1-CFP-nat 

Z2-mCherry-atb2-hph/Z2-mCherry-atb2-hph pkl1::ura4+/pkl1::ura4+  

cut7::bsd/cut7::bsd leu1-32/leu1-32 ura4-D18/ura4-D18 ade6-M216/ade6-M210 

8A, 8B 

YS1070 h90 pkl1::LEU2 cut7::bsd rec12::kan cdc13-YFP-kan Z2-mCherry-atb2-hph  

sfi1-CFP-nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 

 

9C, 9D 

YS1203 h90 pkl1::LEU2 cut7::bsd moa1::ura4+ rec12::kan cdc13-YFP-kan  

Z2-mCherry-atb2-hph sfi1-CFP-nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 

9C, 9D 

YS1152 h90 cnt1::kan-lacO-6k his7+-Pdis1-GFP-lacI-NLS Z2-mCherry-atb2-hph  

sfi1-CFP-nat pkl1::ura4+ cut7::bsd leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 

10B, 10C 

YS1120 h90 cnt1::kan-lacO-6k his7+-Pdis1-GFP-lacI-NLS Z2-mCherry-atb2-hph  

sfi1-CFP-nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 

10B, 10C 

 

YS1218 h90 Z2-mCherry-atb2-hph pkl1::ura4+ cut7::bsd plo1-GFP-kan leu1-32 ura4-D18  

ade6-M216 

11C, 11D, 11F, 

11G, 12A, 12B 

MJ0080 h90 pkl1::ura4+ leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

 

11B 
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YS0974 h90 pkl1::ura4+ cut7::bsd leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 11B, 11E, 11H, 

11I 

YS1188 h90 rad21-K1 leu1-32 11B, 11H 

YS1192 h90 pkl1::LEU2 rad21-K1 leu1-32 11B 

YS1194 h90 pkl1::LEU2 cut7::bsd rad21-K1 leu1-32 11B, 11H 

YS1225 h90 Z2-mCherry-atb2-hph pkl1::ura4+ cut7::bsd plo1-GFP-kan rad21-K1 

leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

11C, 11D 

YS1221 h90 Z2-mCherry-atb2-hph plo1-GFP-kan rad21-K1 leu1-32 11D 

YK1174 h90 swi6::nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 11E, 11I 

YS1162 h90 pkl1::LEU2 swi6::nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 11E 

YS1184 h90 pkl1::ura4+ cut7::bsd swi6::nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 11E, 11I 

YS1212 h90 Z2-mCherry-atb2-hph pkl1::ura4+ cut7::bsd swi6::nat plo1-GFP-kan  

leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

11F, 11G 

YS1231 h- Z2-mCherry-atb2-hph plo1-GFP-kan swi6::nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 11G 

YS1196 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ cut7::bsd rad21-K1 leu1-32 11H 

YS1198 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ rad21-K1 leu1-32 11H 

YS1084 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ cut7::bsd leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 11I 

YS1178 h90 klp2::LEU2 pkl1::ura4+ cut7::bsd swi6::nat leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 11I 

YS1272 h- pkl1::LEU2 cut7::bsd Z2-mCherry-atb2-hph plo1-GFP-kan nuf2-2::ura4+ 

leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

 

12A, 12B 
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YS1216 h- Z2-mCherry-atb2-hph plo1-GFP-kan leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 12B, 11C, 11D, 

11F, 11G 

YS1271 h- Z2-mCherry-atb2-hph plo1-GFP-kan nuf2-2::ura4+ leu1-32 ura4-D18 

ade6-M216 

12B 

YS1305 h90 cdc13-YFP-kan Z2-mCherry-atb2-hph sfi1-CFP-nat pkl1::ura4+ cut7::bsd  

klp2::LEU2 nuf2-2::ura4+ leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

12C, 12D 
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2.2 培地 

大腸菌の培養に用いた培地 

 大腸菌の培養は LB 培地で行った。必要に応じて Ampicillin (Meiji Seika Pharma)

を終濃度 40 µg/mL、あるいは kanamycin Sulfate (Wako) を終濃度 10 µg/mL となる

ように添加した。寒天培地として使用する際には Agar (三井製糖)を 1 L 当たり 15 

g 添加した。以下に培地の組成を示す。 

 

LB培地 (1Lあたり) 

Bacto Yeast extract  (BD) 10 g 

Yeast extract (BD)  5 g 

NaCl (Wako)  5 g 

 

分裂酵母の培養に用いた培地 

 分裂酵母の培養及び株の操作は Moreno et al., 1991 を参考に行った。完全培地

として YE5S 培地を、合成培地として SD 培地または EMM-N 培地を用いた。ま

た、アデニン要求性変異体である ade6-M210 変異体と ade6-M216 変異体を選別す

るために YELA 培地を用いた。細胞を減数分裂に誘導するために SPA 培地を用

いた。また、細胞の接合型を判定するために SSA 培地を用いた。次のページにそ

れぞれの培地の１L 当たりの組成を示す。 
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YE5S 培地 (1L あたり) 

Bacto Yeast extract  (BD) 5 g 

D-Glucose (Wako)  30 g 

5 Supplements*1  0.35 g 

Agar (三井製糖)*2  20 g 

 

培地1Lあたりの5S Supplementsの組成(*1)を以下に示す。 

 

    添加量  終濃度 

Adenine hemisulfate dehydrate (TCI) 0.075 g  75 µg/mL 

Uracil (Wako)   0.05 g  50 µg/mL 

Leucine (Wako)   0.05 g  50 µg/mL 

Lysine (Wako)   0.05 g  50 µg/mL 

Histidine (Wako)   0.1 g  100 µg/mL 

 

*2 寒天培地を作製する場合に加える。 

 

Kan耐性、Hyg耐性、Nat耐性、Bsd耐性株の選択時には、YE5S培地に対してG-418 

sulfate (Wako, 終濃度  100 µg/mL), Hygromycin B (Wako, 終濃度  100 µg/mL), 

ClonNat (WERNER BioAgents, 終濃度 50µg/mL), Blasticidin S Hydrochloride (Wako, 

終濃度 10 µg/mL) をそれぞれ添加した。また、死細胞を判別するため際には

Phloxine B (Magdala red, 終濃度 2 µg/mL)をYE5S培地に添加した。 
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・YELA 培地 

  アデニン要求性変異体である ade6-M210 変異体と ade6-M216 変異体を選別する

ために用いた。アデニン非要求性株 (ade6+)は YELA 培地上で白色のコロニーを、

ade6-M210 変異体は赤色のコロニーを、ade6-M216 変異体はピンク色のコロニー

をそれぞれ形成する。 

 

YELA培地 (1Lあたり) 

Bacto Yeast extract (BD)   5 g 

D-Glucose (Wako)    30 g 

Agar (三井製糖)    20 g 

Adenine hemisulfate dehydrate (TCI)  終濃度 7.5 µg/mL 

 

・SD 培地 

  栄養要求性株の選択および栄養増殖中の細胞の蛍光観察に用いた。必要に応じ

て 5 Supplements*1 の中で必要な栄養素を(*1)と同濃度で添加した。 

 

SD培地 (1Lあたり) 

Yeast nitrogen base w/o amino acids (BD) 6.7 g 

D-Glucose (Wako)    20 g 

Agar (三井製糖) *2    20 g 

 

*2寒天培地を作製する場合に加える。 
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・EMM-N培地 

 最少培地であるEMM培地に窒素源を加えない培地。減数分裂中の細胞を蛍光観

察するために用いた。 

 

EMM-N培地 (1Lあたり) 

KH phthalate (Wako)  3 g 

Na2HPO4 (Wako)   2.2 g 

50x MM*4   20 mL 

Four Vitamins*5   1 mL 

Trace elements*6   100 µL 

Citric acid (1g/100mL) (Wako) 100 µL 

5 Supplements*1   0.35 g 

D-Glucose (Wako)   20 g 

 

*4 50x MM 

MgCl2-6H2O (Wako)  53.3 g 

CaCl2-2H2O (Wako)  0.735 g 

KCl (Wako)   50.0 g 

Na2SO4 (Wako)   2.0 g 
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*5 Four Vitamins 

Calcium pantotenate (Wako)  0.1 g 

Nicotinic acid (Wako)  0.1 g 

Myo-inositol (SIGMA)  1 g 

Biotin (SIGMA)   1 mg 

 

*6 Trace elements 

H3BO3 (Wako)   0.5 g 

MnSO4 (Wako)   0.4 g 

ZnSO4-7H2O (Wako)  0.4 g 

FeCl3-6H2O (Wako)   0.2 g 

MoO4-2H2O (Wako)  0.16 g 

KI (Wako)   0.1 g 

CuSO4-5H2O (Wako)  0.04 g 
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・SPA 培地 

  窒素源飢餓培地であり、細胞を減数分裂に誘導するために用いた。 

 

SPA 培地 (1L あたり) 

KH2PO4 (Wako)    1.0 g 

D-Glucose (Wako)    10 g 

Four Vitamins*5    1 mL 

Trace elements*6    100 µL 

Adenine hemisulfate dehydrate (TCI)  終濃度 75 µg/mL 

Agar (三井製糖)     30 g 

 

・SSA 培地 

  窒素源を少量含む培地であり、細胞がコロニーを形成した後で減数分裂を開始

し胞子形成を行う。 

 

SSA 培地 (1L あたり) 

20x SSA*7    1.0 g 

D-Glucose (Wako)    10 g 

1M CaCl2     0.68 mL 

1N NaOH    4.2 mL 

Four Vitamins*5    1 mL 

5 Supplements*1    0.35 g 
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Agar (三井製糖)     20 g 

 

*7 20x SSA 

Aspartic Acid    10 g 

KH2PO4 (Wako)    40 g 

Na2HPO4 (Wako)    4 g 

MgSO4-7H2O (nacalai tesque)   0.4 g 

(NH4)2SO4 (Wako)     40 g 
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2.4 遺伝学的操作 

大腸菌の遺伝学的操作 

 大腸菌の形質転換などの一般的な遺伝子クローニング操作は標準的なプロトコ

ルに従って行った (Sambrook et al., 1989)。形質転換にはXL1-blue株のコンピテン

トセルを使用した。氷上で溶かしたコンピテントセル溶液100 µLに対してプラス

ミドDNA溶液を1 ~ 2 µL添加して氷上で10分間静置した。その後、42°Cで30 ~ 60

秒間の熱ショックを与え、氷上で90秒静置し、1.5 mLのLB + ampicillin 培地また

はLB + kanamycin 培地にまいて37°Cで一晩培養した。 

 

分裂酵母の遺伝学的操作 

・分裂酵母からのゲノム DNA の単離 

 YE5S 培地上で一晩培養した細胞を 0.2 mL の breaking buffer (100 mM NaCl, 10 

mM Tris-HCl [pH8.0], 1 mM EDTA [pH8.0], 2% Triton X-100, 1%SDS)に加え、その後

0.3g 酸洗浄グラスビーズおよび 0.2 mL Phenol-Chloroform (Wako)を添加し、細胞ホ

モジナイザー (FastPrep, MP Biomedicals)により細胞破砕した (強度 5, 10sec)。そ

こに 0.2 mL TE (10 mM Tris-HCl [pH8.0], 1 mM EDTA [pH8.0])を添加して 10000 rpm

で 5 分間遠心した。分離した上層を別の 1.5 mL チューブに移し、そこに 1 mL 

100% Ethanol (Wako)を添加してピペッティングした後、室温で 5 分間静置した。

その後 10000 rpm で 3 分間遠心して上清を廃棄し、0.5 mL の 70% Ethanol を加え

て再び 10000 rpm で 30 秒間遠心し、上清を廃棄した。沈殿したゲノム DNA を風

乾し、50 µL TE に懸濁して DNA 溶液とした。 

 



 

 25 

・遺伝子破壊株の作製 

 遺伝子破壊株の作製は Bahler et al., 1998a.および Sato et al., 2005.の方法を参考に

行った。目的遺伝子の ORF の上流 500 bp (開始コドンの手前まで)を P1 および P2

プライマーで、同様に下流 500 bp (終止コドンの直後から)を P3 および P4 プライ

マーで増幅し、これらを 1st PCR 産物とした。P2 および P3 プライマーには特定

の 20 bp (JB20)を付加した。同様の 20 bp を持つプラスミドを鋳型として、1st PCR

産物をプライマーとして 2nd PCR を行った。これによって増幅された産物を 2nd 

PCR 産物として分裂酵母に形質転換した。なお 1st PCR 産物と 2nd PCR 産物は

FAVORGEN PCR purification kit (FAVORGEN)を用いて精製し、使用した。1st PCR

と 2nd PCR の条件を以下に示す。 

 

・1st PCR 

P1, P2およびP3, P4の組み合わせで1st PCRを行った。 

 

5x Prime STAR buffer (Takara) 10 µL 

dNTP mixture (Takara)  5 µL 

genomic DNA   2.5 µL 

Primer (5µM) P1 or P3  2.5 µL 

Primer (5µM) P2 or P4  2.5 µL 

H2O    27 µL 

Prime STAR polymerase (Takara) 0.5 µL 
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PCR method 

1: 95°C 3:00 

2: 95°C 0:30 

3: 52°C 0:30 

4: 72°C 0:45 

5: Go To Step2 additional 29 cycles 

6: 12°C forever 

 

 

・2nd PCR 

5x Prime STAR buffer (Takara)  10 µL 

dNTP mixture (Takara)    5 µL 

plasmid DNA    2.5 µL 

Primers (5µM) P1   2.5 µL 

  P4   2.5 µL 

1st PCR products P1+P2   2.5 µL 

  P3+P4   2.5 µL 

H2O     22 µL 

PrimeSTAR polymerase (Takara)  0.5 µL 

 

 

 



 

 27 

PCR method 

1: 95°C  5:00 

2: 95°C  0:30 

3: 52°C  0:30 

4: 72°C  3:00*8 

5: Go to step2 additional 34 cycles 

6: 12°C  forever 

*8 増幅産物の長さ1kbあたり1分として時間を適宜変更した。 

 

・分裂酵母の形質転換 

  YE5S 寒天培地で培養した分裂酵母株を YE5S 液体培地に適量入れて 0.5 ~ 1x107 

cells/mL となるまで一晩培養した。培養液を 50 mL チューブに移して 2000 rpm で

3 分間遠心し上清を除去した。沈殿した細胞を 1 mL 滅菌水に懸濁し、1.5 mL チ

ューブに移して 2000 rpm で 3 分間遠心し上清を除去した。沈殿した細胞を 0.2 mL 

LiOAc/TE (0.1 M lithium acetate [pH7.5], 10 mM Tris-HCl [pH7.5], 1 mM EDTA [pH7.5])

で懸濁し、細胞懸濁液とした。新しい 1.5 mL チューブに以下の試薬を加えて 25°C

あるいは 30°C で 1 ~ 2 時間保温した。 

 

DNA (PCR fragment)   10µL 

Carrier DNA (Clontech)   5µL 

細胞懸濁液    100µL 

40% (w/v) PEG#4000 (nacalai tesque)  240µL 
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その後、43 µL DMSO (Wako)を添加し、42°C で 10 分間熱ショックを与え、5000 

rpm で 10 秒間遠心して上清を取り除いた。沈殿した細胞を 100 µL 滅菌水で懸濁

し、YE5S 寒天培地にまいて 26.5°C または 30°C で一晩培養した。その後、適切

な抗生物質を添加した YE5S 寒天培地にレプリカし、26.5°C または 30°C で 3 ~ 4

日培養した。形成したコロニーから細胞を一部かきとり、コロニーPCR によって

目的の形質転換体かを確認した。次のページにコロニーPCR の組成を示す。 

 

反応液 

Sapphire Amp Fast PCR Master Mix (Takara) 5µL 

Primer 1 (100µM)    0.1µL 

Primer 2 (100µM)    0.1µL 

H2O     4.8µL 

 

Primer 1 は抗生物質耐性遺伝子内に設計された TEF terminator の配列を元に設計

した。Primer 2 は 1st PCR で用いた P4 より C 末端側に設計した。 

 

・SPA スポットによる減数分裂の誘導とランダムスポア処理 

 YE5S 寒天培地で一晩培養した分裂酵母株を適量掻き取り、1.5 mL チューブに

加えて 5 µL Leucine/ Uracil 混合液で懸濁した。細胞懸濁液を SPA 培地にスポット

し、25°C あるいは 30°C で 1 ~ 2 日培養した。胞子が形成したことを確認し、SPA

培地から細胞を適量掻き取って 100 µL の 2% Glusulase (Perkin Elmer)に懸濁した

後、30°C で 1 時間反応させることで胞子嚢を融解し、胞子を遊離させた。その後、
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43 µL 100% ethanol を加えて室温で５分間静置し、2000 rpm で 1 分間遠心して上

清を廃棄し、500 µL YE5S 液体培地で懸濁した。この胞子懸濁溶液を適当な濃度

に希釈して YE5S 寒天培地にまき、25°C または 30°C で 3 ~ 4 日間培養した。そ

の後、適切な寒天培地にレプリカして一晩培養することで目的の変異体を選択し

た。 

 

・2 倍体細胞の作製 

 ２倍体細胞の作製にはアデニン要求性変異体である ade6-M210 変異体と ade6-

M216 変異体を用いた。YE5S 寒天培地で一晩培養した２種類の分裂酵母株を 1.5 

mL チューブに加えて、5 µL Leucine/ Uracil 混合液で懸濁した。細胞懸濁液を SPA

培地にスポットし、30°C で 10 時間培養した。細胞が接合していることを確認し

た後、SPA 寒天培地から細胞を適量掻き取り、アデニンを含まない SD 寒天培地

(SD-A)に塗り広げて 30°C で 6 ~ 7 日間培養した。ade6-M210 変異体または ade6-

M216 変異体はアデニン非存在下では生育できないが、ade6-M210 変異と ade6-

M216 変異を両方持つ２倍体細胞はアデニン非存在下でも生育するため SD-A 培

地で２倍体細胞を選択することができる。 
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2.5 スポットテストによる細胞生育の解析 

 YE5S 寒天培地で一晩培養した細胞を、細胞濃度が 2×105 cells/µL となるように

滅菌水で懸濁した。その後、細胞懸濁液を 2×10-1 cells/µL まで 10 倍ずつ希釈し、

YE5S 寒天培地または YE5S + Phloxine B 寒天培地に各濃度の懸濁液を 5 µL ずつ

スポットした。その後適切な温度で 3 ~ 4 日間培養した。 

 

2.6 蛍光顕微鏡による観察 

  体細胞分裂または減数分裂中の細胞を Delta-Vision SoftWoRx システム(Applied 

Precision)を用いて蛍光顕微鏡観察を行った。細胞の厚みを考慮し、z 軸方向の撮

影は 0.5 µm おきに 10 ~ 12 セクション行った。撮影画像は SoftWoRx ソフトウェ

アによってデコンボリューションおよびプロジェクション処理を行った。 

 

・体細胞分裂の細胞の生細胞観察 

 YE5S 液体培地で 0.5 ~ 1x107 cells/mL となるまで一晩培養した細胞を観察に用

いた。rad21-K1 変異体の場合は 25°C で一晩培養した後 36°C で 2.5 時間培養し観

察に用いた。また nuf2-2 変異体の場合は 25°C で一晩培養した後 36°C で 4 時間

培養し観察に用いた。35 mm glass-bottomed dish (Iwaki glass)にレクチン溶液 (0.2 

mg/mL, lectin from Glycine max (Sigma))を 50 µL 添加して室温で 3 分間静置し、レ

クチン溶液を除去して細胞培養液を 100 µL 添加して室温で 15 分間静置した。そ

の後 SD + 5 Supplements (SD5S) 液体培地を 3 mL 加えて室温で蛍光顕微鏡観察を

行った。rad21-K1 変異体または nuf2-2 変異体の観察は 36°C で行った。 
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・減数分裂中の細胞の生細胞観察 

 YE5S 寒天培地で一晩培養した細胞を適量掻き取り、1.5 mL チューブに加えて

5 µL Leucine/ Uracil 混合液で懸濁して SPA 寒天培地にスポットした。その後、30°C

で 7 ~ 10 時間培養し観察に用いた。nuf2-2 変異体の場合は 30°C で 5 時間培養し

た後、36°C で 2 時間培養して観察に用いた。細胞を EMM-N 液体培地に懸濁し、

レクチンで処理した 35 mm glass-bottomed dish に加えて、室温で 15 分間静置した。

その後 EMM-N 液体培地を 3 mL 加えて室温で蛍光顕微鏡観察を行った。nuf2-2 変

異体の観察は 36°C で行った。 

 

・胞子の観察 

 YE5S 寒天培地で一晩培養した細胞を適量掻き取り、1.5 mL チューブに加えて

5 µL Leucine/ Uracil 混合液で懸濁して SPA 寒天培地にスポットし、30°C で 24 時

間培養した。細胞が胞子を形成していることを確認した後、細胞を適量掻き取り

100% ethanol で 30 分間固定した。その後 ethanol を除去し 100 µL PBS で懸濁して

スライドガラス上で風乾し、VECTASHIELD mounting medium with DAPI (Vector 

Laboratories)でマウントして撮影した。 

 

2.7 蛍光シグナル間の距離の定量化 

  Plo1-GFP のシグナル間の距離は Delta-Vision SoftWoRx システム (Applied 

Precision) 付属の Measure Distances により行った。解析にはデコンボリューショ

ン処理のみをした画像データを用いた。 
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3 章  結果 

 １章で述べたように、cut7Δ pkl1Δ 株では SPB の分離に必須な Cut7 が欠損して

いるにも関わらず、体細胞分裂で SPB が分離する (Olmsted et al., 2014; Rincon et 

al., 2017; Yukawa et al., 2017)。このことから、Cut7 に依存しない SPB 分離のメカ

ニズムが存在することが明らかとなった。 

  本研究では cut7Δ pkl1Δ 株が減数第一分裂で SPB を分離せず、異常な紡錘体が

形成されることを発見した。このことから、Cut7 非依存的な紡錘体形成システム

が減数第一分裂では十分に機能しないことが示唆された。 

 

3.1 cut7Δ pkl1Δ 株は減数分裂に異常を示す 

 Cut7 に依存しない SPB 分離の分子メカニズムを解明するために、cut7Δ pkl1Δ

株 (Olmsted et al., 2014) を作製した。まず cut7Δ pkl1Δ 株の生育を確認したところ、

野生型 (以下 WT とする) および pkl1 破壊株 (以下 pkl1Δ 株とする) と比較して

cut7Δ pkl1Δ 株に生育の異常は見られなかった (Fig. 5A)。 

 そこで cut7Δ pkl1Δ 株が体細胞分裂で SPB を分離するのかを生細胞で経時観察

した。細胞は、SPB のマーカーである Sfi1 (Kilmartin, 2003) の C 末端に CFP を融

合した Sfi1-CFP で SPB を、α-tubulin である Atb2 の N 末端に mCherry を融合した

mCherry-Atb2 (Sato et al., 2009) で微小管をそれぞれ可視化した。また分裂期サイ

クリンである Cdc13 (Decottignies et al., 2001) を、C 末端に YFP を融合することで

可視化した (Cdc13-YFP)。WT と cut7Δ pkl1Δ 株はどちらも 0 min で 1 点だった

SPB が 4 min で 2 点に分離し、SPB 間で微小管が束ねられて紡錘体が形成された 

(Fig. 5B)。このように、先行研究と同様に cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂で SPB が分
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離することが確認された (Olmsted et al., 2014; Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017)。 

  次に cut7Δ pkl1Δ 株が減数分裂を正常に行うかを確認する目的で、細胞を窒素

源飢餓条件下で培養した。分裂酵母は窒素源が枯渇すると接合して減数分裂を行

い、胞子を形成する。WT や pkl1Δ 株では、減数第一分裂と減数第二分裂によっ

て核が４つに分配されることで、一つの接合子に胞子が４つ形成された (WT, 

pkl1Δ, Fig. 5C)。これに対して、cut7Δ pkl1Δ 株の接合子では 1 つまたは 2 つの胞

子が形成された (cut7Δ pkl1Δ, Fig. 5C)。このように、cut7Δ pkl1Δ 株は減数分裂に

異常を示すことが明らかになった。 
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Figure 5  cut7Δ pkl1Δ 株は減数分裂に異常を示す 

A. それぞれの分裂酵母株の細胞懸濁液を 10 倍毎に希釈し、YE5S 培地にスポットして 30°C で４

日間培養した。 

B. WT および cut7Δ pkl1Δ の体細胞分裂を観察した。分裂期サイクリンを Cdc13-YFP (緑)、微小管

を mCherry-Atb2 (α-tubulin, 赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって可視化した。スケ

ールバー: 5 µm。 

C. 野生型、pkl1 破壊株および cut7Δ pkl1Δ をそれぞれ減数分裂に誘導し、形成された胞子数を定量

化した。細胞は DAPI 染色によって核を可視化した。それぞれの変異体の胞子の模式図を中央に示

した。スケールバー: 10 µm。n: 測定した接合子の数。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Figs. 1 and S1)を改変し、転載した。 
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3.2 cut7Δ pkl1Δ 株は減数第一分裂の SPB 分離に異常を示す 

 cut7Δ pkl1Δ 株で異常な数の胞子が形成された原因を調べるために、WT と cut7Δ 

pkl1Δ 株の減数分裂を生細胞で経時観察した。WT では、0 min で 1 点だった SPB

が 8 min で 2 点に分離し、SPB の間で微小管が束ねられて紡錘体が形成された 

(Fig. 6A)。その後、24 min で分裂期サイクリンである Cdc13-YFP のシグナルが消

失した (Fig. 6A)。これは減数第一分裂が中期から後期へ移行したことを示す。減

数第一分裂の後期では紡錘体が伸長し、核が分裂する (24-40 min, Fig. 6A)。56 min

では Cdc13-YFP のシグナルが再度 SPB に表れた (Fig. 6A)。これは減数第二分裂

が開始したことを示している。減数第二分裂ではそれぞれの SPB が分離すること

で、一つの接合子の中に紡錘体が２つ形成された (64 min, Fig. 6A)。 

 これに対して cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂では、約 85%の細胞で SPB が分離

されないまま Cdc13-YFP のシグナルが消失し、減数第一分裂後期が開始した (0-

40 min, Fig. 6B, C)。その後 cut7Δ pkl1Δ 株では、SPB が分離しないままの状態で

Cdc13-YFP のシグナルが再度 SPB に表れた (48 min, Fig. 6B)。これは減数第一分

裂が失敗した状態で、時間の経過に伴い減数第二分裂が開始されたことを意味し

ている。減数第二分裂では cut7Δ pkl1Δ 株の SPB が 2 点に分離し、紡錘体が形成

された (48-64 min、Fig. 6B)。以上の結果から、Cut7 非依存的に SPB を分離する

システムは、減数第一分裂でのみ十分に機能しないことが明らかとなった。  
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Figure 6  cut7Δ pkl1Δ 株は減数第一分裂の SPB 分離に異常を示す 

A, B. WT および cut7Δ pkl1Δ 株の減数分裂を経時観察した。分裂期サイクリンを Cdc13-YFP (緑)、

微小管を mCherry-Atb2 (赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって可視化した。スケー

ルバー: 5 µm。 

C. 減数第一分裂で SPB が分離した細胞の割合を WT と cut7Δ pkl1Δ について示す。n: 観察した減

数分裂期の細胞の数。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. 1)を改変し、転載した。 
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3.3 体細胞分裂と減数第一分裂では内向きの力と外向きの力のバラン

スが異なる 

 cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂で SPB が分離しないのは、SPB どうしを離す外

向きの力が SPB どうしを近づける内向きの力よりも弱いためだと予想した。この

仮説を検証するために、内向きの力を発生させる klp2 (Troxell et al., 2001; Yukawa 

et al., 2018) (Fig. 3B) を破壊した cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株を作製した。もし外向きの力

が内向きの力よりも弱いせいで SPB が分離しないのならば、klp2 を破壊すること

で外向きの力が優位となり SPB が分離すると考えられる。 

 cut7Δ pkl1Δ 株と cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株を減数分裂に誘導し形成された胞子を観

察した結果、cut7Δ pkl1Δ 株では４胞子を形成した接合子はほとんど見られないの

に対し、cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株では約 40％の接合子で胞子が４つ形成された。この

ように klp2 を破壊し内向きの力を弱めることで、cut7Δ pkl1Δ 株における減数分

裂の異常が部分的に改善されることが明らかとなった (Fig. 7A)。そこで cut7Δ 

pkl1Δ klp2Δ 株の減数分裂を経時観察した結果、約 40％の細胞で減数第一分裂に

SPB が分離した (cut7Δ pkl1Δ klp2Δ, 12 min, Fig. 7B, C)。これらのことから、cut7Δ 

pkl1Δ 株の減数第一分裂では外向きの力が内向きの力よりも弱いために SPB が分

離しないことが示された。 



 

 38 

 

 

Figure 7  cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂の SPB 分離は klp2 を破壊することで部

分的に改善される 

A. WT、pkl1Δ 株、klp2Δ 株、pkl1Δ klp2Δ 株、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株をそれぞれ

減数分裂に誘導し、形成された胞子数を定量化した。細胞は DAPI 染色によって核を可視化した。

WT、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株の胞子の観察画像を左側に示した。スケールバー: 

10 µm。n: 測定した接合子の数。 

B. cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株の減数分裂を観察した。分裂期サイクリンを Cdc13-

YFP (緑)、微小管を mCherry-Atb2 (赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって可視化し

た。観察を開始した点を 0 分とした。スケールバー: 5 µm。 

C. 減数第一分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した細胞の割合を野生型、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ 

pkl1Δ klp2Δ 株について示す。n: 観察した減数分裂期の細胞の数。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. 2)を改変し、転載した。 
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3.4 倍数性の違いは SPB の分離に影響しない 

 ここまでの研究によって、内向きの力と外向きの力のバランスが体細胞分裂と

減数第一分裂で異なることが示された。しかしながらこれまでの実験では、体細

胞分裂には一倍体の細胞を、減数分裂では二倍体の細胞を用いた。そのため、倍

数性の違いが力のバランスの差の原因である可能性が排除できない。そこで二倍

体で栄養増殖を行う分裂酵母株を作製し、体細胞分裂を経時観察した。力のバラ

ンスの差が倍数性の違いに起因するのならば、二倍体の cut7Δ pkl1Δ 株では体細

胞分裂においても SPB が分離しないはずだが、WT と cut7Δ pkl1Δ 株いずれの二

倍体細胞においても体細胞分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した (Fig. 8A, B)。この

ことから、cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂で SPB が分離しない原因は倍数性の問

題ではないことが示された。 
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Figure 8  cut7Δ pkl1Δ 株の二倍体細胞は体細胞分裂の SPB 分離に異常を示さない 

A. WT および cut7Δ pkl1Δ 株の二倍体細胞における体細胞分裂を観察した。分裂期サイクリンを

Cdc13-YFP (緑)、微小管を mCherry-Atb2 (赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって可視

化した。観察を開始した点を 0 分とした。スケールバー: 5 µm。 

B. 体細胞分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した２倍体細胞の割合を WT と cut7Δ pkl1Δ 株について示

す。n: 観察した減数分裂期の細胞の数。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. S2)を改変し、転載した。 
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3.5 体細胞分裂型の染色体は SPB の分離を促進する  

  体細胞分裂と減数第一分裂における力のバランスの違いは何に起因するのだろ

うか。cut7Δ pkl1Δ 株の SPB は体細胞分裂と減数第二分裂では分離するが、減数第

一分裂では分離しない。このことから減数第一分裂でのみ見られる何らかの現象

が、外向きの力が発生しない原因だと予想した。 

  体細胞分裂と減数第二分裂に共通し、減数第一分裂で異なるものとして染色体

の形態が挙げられる。体細胞分裂と減数第二分裂では姉妹染色分体がコヒーシン

によって接着しており、姉妹動原体が互いに背を向けるかたちで反対方向を向い

ている (Sakuno et al., 2009) (Fig. 9A)。これに対して減数第一分裂では、相同染色

体の組換えによって染色体腕部に形成されたキアズマによって相同染色体が連結

しており(Moore, 1998; Siomos and Nasmyth, 2003)、また姉妹動原体は一方向にまと

められ、一つの動原体のように振る舞う (Yokobayashi and Watanabe, 2005; Sakuno 

et al., 2011) (Fig. 9A)。このような染色体の形態の違いが、cut7Δ pkl1Δ 株の減数第

一分裂で SPB が分離しにくい原因だと予想した。この仮説を検証するために、

cut7Δ pkl1Δ 株において DNA 二本鎖の切断に必要な rec12/spo11 (Cao et al., 1990; 

Lin and Smith, 1994; Keeney et al., 1997; Cervantes et al., 2000) を破壊した。DNA 二

本鎖の切断は相同組換えに必須であるため、rec12 を破壊するとキアズマが形成

されず相同染色体の連結が解除される (Cao et al., 1990; Lin and Smith, 1994; Keeney 

et al., 1997; Cervantes et al., 2000) (rec12Δ、Fig. 9B)。cut7Δ pkl1Δ rec12Δ 株の減数第

一分裂を観察したところ、cut7Δ pkl1Δ 株と同様に約 90%の細胞で SPB が分離し

なかった (cut7Δ pkl1Δ rec12Δ、Fig. 9C, D)。このことから、相同染色体の連結だけ

が SPB の分離を阻害する原因ではないことが示唆された。 
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  そこで、rec12 に加えてさらに姉妹動原体をまとめる因子である Moa1 を欠損さ

せることで、減数第一分裂の染色体の形態を体細胞分裂と同様のものにした 

(rec12Δ moa1Δ, Fig. 9B)。このような cut7Δ pkl1Δ rec12Δ moa1Δ 株の減数第一分裂

を観察したところ、52%の細胞で SPB が２点に分離した (cut7Δ pkl1Δ rec12Δ 

moa1Δ、Fig. 9C, D)。また、cut7Δ pkl1Δ moa1Δ 株でも減数第一分裂の SPB 分離が

改善したことから (cut7Δ pkl1Δ moa1Δ、Fig. 9E, F))、Rec12 による相同染色体の連

結は SPB の分離に影響を及ぼさないことが明らかとなった。これらの結果から、

体細胞分裂時の姉妹動原体どうしが反対方向を向いた染色体が、cut7Δ pkl1Δ 株の

SPB 分離に必要な外向きの力を発生させることが示唆された。  
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Figure 9 体細胞分裂型の染色体は cut7Δ pkl1Δ 株の SPB 分離を促進する 

A. 体細胞分裂と減数第一分裂の染色体の模式図。動原体の周辺を拡大図で示した。拡大図内の矢

印は動原体の向きを表す。詳細は本文を参照。 

B. rec12Δ 株、moa1Δ 株および rec12Δ moa1Δ 株の減数第一分裂の染色体をそれぞれ模式図に示す。 

C. cut7Δ pkl1Δ rec12Δ 株と cut7Δ pkl1Δ rec12Δ moa1Δ 株の減数分裂を観察した。分裂期サイクリン

を Cdc13-YFP (緑)、微小管を mCherry-Atb2 (赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって

可視化した。観察を開始した点を 0 分とした。スケールバー: 5 µm。 

D. 減数第一分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した細胞の割合を WT、cut7Δ pkl1Δ 株、cut7Δ pkl1Δ rec12Δ

株および cut7Δ pkl1Δ rec12Δ moa1Δ 株 について示す。n: 観察した減数分裂期の細胞の数。 

E. cut7Δ pkl1Δ 株と cut7Δ pkl1Δ moa1Δ 株の減数分裂を観察した。分裂期サイクリンを Cdc13-YFP 

(緑)、微小管を mCherry-Atb2 (赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)の融合タンパク質によって可視化した。観

察を開始した点を 0 分とした。スケールバー: 5 µm。 

F. 減数第一分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した細胞の割合を WT、cut7Δ pkl1Δ 株、および cut7Δ pkl1Δ 

moa1Δ 株 について示す。n: 観察した減数分裂期の細胞の数。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Figs. 3 and S3)を改変し、転載した。  
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3.6 動原体は外向きの力を発生させる力学的な支点として機能する 

 体細胞分裂型の染色体はどのようにして外向きの力を発生させるのだろうか。

染色体は動原体を介して微小管と結合することから、微小管が動原体との結合を

介して SPB を分離する外向きの力を発生させると予想した。 

 体細胞分裂では姉妹動原体が互いに背を向けるかたちで密着している。そのた

め、２つの SPB から形成された微小管が SPB の間で動原体と結合し、そこを力

学的な支点として外向きの力を発生させると予想される (体細胞分裂、Fig. 10A)。

これに対して減数第一分裂では相同染色体どうしが密着しておらず、染色体腕部

に形成されるキアズマのみで繋がっているため、相同な動原体どうしが離れやす

い。したがって、このような動原体は力学的な支点として機能しにくいと予想さ

れる (減数第一分裂、Fig. 10A)。 

 これらの仮説を検証するために、cnt1-GFP システム (Sakuno et al., 2009) によっ

て姉妹または相同な動原体の挙動を生細胞で経時観察した。cnt1-GFP システムで

は、動原体が形成されるセントロメアの中央領域を１番染色体でのみ可視化する

ため、１番染色体の動原体の挙動を観察することができる。cut7Δ pkl1Δ 株の体細

胞分裂の開始時では、SPB (Sfi1-CFP)と姉妹動原体 (cnt1-GFP) のシグナルがわず

かに離れているが (cut7Δ pkl1Δ, 0-30 s, Fig. 10B)、SPB が分離する直前になるとこ

れらのシグナルは完全に重なった (cut7Δ pkl1Δ, 60 s, Fig. 10B)。また、SPB が分離

した直後では姉妹動原体が 2 つの SPB の間に位置した (cut7Δ pkl1Δ, 90 s, Fig. 10B)。

これらのことから、cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂において姉妹動原体は外向きの力

を発生させる支点として機能することが示唆された (体細胞分裂, Fig. 10A)。 

  これに対して cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂では相同染色体の動原体どうしが
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離れやすいため、動原体 (cnt1-GFP) のシグナルが 2 点観察された (cut7Δ pkl1Δ, 

Fig. 10C)。また、これらの動原体は SPB から離れた位置に存在した (cut7Δ pkl1Δ, 

Fig. 10C)。したがって、減数第一分裂の動原体は外向きの力を促進する力学的な

支点としての働きが弱いことが示唆された (減数第一分裂, Fig. 10A, C)。 
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Figure 10 体細胞分裂の動原体は微小管を束ねる力学的な支点として機能する 

A. 体細胞分裂の動原体は微小管と結合し、SPB の間で外向きの力を発生させる力学的な支点とし

て機能する。減数第一分裂では相同染色体が離れているため、動原体が支点として機能しにくい。

詳細は本文を参照。 

B, C. cut7Δ pkl1Δ 株および WT の体細胞分裂 (B)と減数第一分裂 (C)を観察した。１番染色体のコ

アセントロメア領域を cnt1-GFP (緑)、SPB を Sfi1-CFP (赤)、微小管を mCherry-Atb2 (青)で可視化

した。中央に cut7Δ pkl1Δ 株の観察画像の模式図を示した。スケールバー: 2 µm。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. 4)を改変し、転載した。 
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3.7 セントロメアどうしの接着が外向きの力を促進する 

  これまでの仮説が正しいならば、体細胞分裂であっても姉妹動原体どうしを離

せば外向きの力が発生しにくくなるはずである。 

 体細胞分裂では、姉妹染色分体のセントロメアどうしがコヒーシンによって接

着することで、姉妹動原体が密着する (Tomonaga et al., 2000; Bernard et al., 2001; 

Nonaka et al., 2002) (WT, Fig. 11A)。そこで体細胞分裂の姉妹動原体どうしを離す

ために、コヒーシンのサブユニットである rad21 の温度感受性変異体、rad21-K1

を用いた (Tatebayashi et al., 1998)。rad21-K1 変異体では制限温度下で姉妹染色分

体どうしの接着が弱まるため (Bernard et al., 2001) (rad21-K1, Fig. 11A)、動原体を

介した外向きの力が機能しにくいと予想される。まず cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株を

作製し、その生育を確認したところ、cut7Δ pkl1Δ 株や rad21-K1 変異体と比較し

て cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株は許容温度下であっても生育が悪化した (Fig. 11B)。

そこで cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株の体細胞分裂で SPB の分離に異常が生じるかを確

認するために、Plo1-GFP (Polo-like kinase) (Bahler et al., 1998b) の融合タンパク質

で SPB を可視化し、制限温度下で生細胞を経時観察した。cut7Δ pkl1Δ 株の体細

胞分裂では SPB (Plo1-GFP) が２点に分離した後、5-10 分間 2 つの SPB 間の距離

が約 1.0-1.5 μm に保たれた (cut7Δ pkl1Δ, Fig. 11C, D)。それに対して cut7Δ pkl1Δ 

rad21-K1 株では SPB 間の距離が保たれず、分離後の SPB が再び 1 点に戻った 

(4-9 min, cut7Δ pkl1Δ rad21-K1, Fig. 11C, D)。したがって、姉妹染色分体間の接着

が SPB どうしを遠ざける外向きの力を促進することが示された。 

 rad21-K1 変異体ではコヒーシンの機能が低下するため、セントロメアだけでな

く染色体の腕部の接着も脆弱になる (Bernard et al., 2001) (rad21-K1, Fig. 11A)。そ
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こでセントロメアどうしの接着が外向きの力を促進することをより明確に調べる

ために、swi6Δ 株を用いた (Ekwall et al., 1995)。ヘテロクロマチンタンパク質であ

る Swi6/HP1 はセントロメアへのコヒーシンの呼び込みに必要なため、swi6Δ 株で

は姉妹染色分体間の接着がセントロメアの周辺でのみ脆弱になる (Ekwall et al., 

1995; Bernard et al., 2001; Nonaka et al., 2002) (swi6Δ, Fig. 11A)。まず cut7Δ pkl1Δ 

swi6Δ 株を作製し生育を確認したところ、cut7Δ pkl1Δ 株や swi6Δ 株と比較して

cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株は生育が悪化した (Fig. 11E)。そこで cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株の

体細胞分裂を経時観察し、SPB の分離に異常が生じるかを調べた。cut7Δ pkl1Δ 株

では体細胞分裂を開始してから平均で 2.6 分後に SPB が分離したのに対し、cut7Δ 

pkl1Δ swi6Δ 株では SPB が分離するまでに平均 3.9 分かかった (Fig. 11F, G)。この

ように cut7Δ pkl1Δ 株のセントロメアの接着が脆弱になると、動原体を介した外

向きの力が機能しにくくなり、SPB 分離が遅延することが明らかとなった。 

 cut7Δ pkl1Δ 株の減数分裂の異常は、内向きの力を発生させる klp2 を破壊する

ことで部分的に改善された (Fig. 7)。これと同様に、cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株や

cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株で見られた生育の異常は klp2 を破壊することで改善された 

(Fig. 11H, I)。 

 以上の結果を総合して、セントロメアどうしが接着していることが、動原体が

外向きの力を発生させる力学的な支点として機能するために必要であることが明

らかとなった。 
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Figure 11 セントロメアの接着は動原体を介した外向きの力を促進する 

A. WT、rad21-K1 変異体および swi6Δ 株の染色体の模式図を示す。動原体を赤で、コヒーシンを青

で示す。詳細は本文を参照。 

B. それぞれの酵母株の細胞懸濁液を 10 倍毎に希釈し、YE5S + Phloxine B 培地にスポットして
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26.5°C で 3 日間培養した。 

C. cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株の体細胞分裂を観察した。SPB を Plo1-GFP (緑)、

微小管を mCherry-Atb2 (赤) の融合タンパク質によって可視化した。mCherry-Atb2 のシグナルが

SPB の近傍でドット状に形成された点を分裂期の開始点と判断し、0 分とした。SPB が分離した点

を黒色の矢頭で示した。SPB が分離後に再び重なった期間を unseparated と表記した。 

D. SPB (Plo1-GFP) 間の距離の変化を WT、rad21-K1 変異体、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ rad21-

K1 株について示した。n: 観察した体細胞分裂期の細胞の数。 

E. それぞれの酵母株の細胞懸濁液を 10 倍毎に希釈し、YE5S + Phloxine B 培地にスポットして

26.5°C で 4 日間培養した。 

F. WT、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株の体細胞分裂を観察した。SPB を Plo1-GFP (緑)、

微小管を mCherry-Atb2 (赤) の融合タンパク質によって可視化した。分裂開始点を 0 分とし、SPB

が分離した点を黒色の矢頭で示した。 

G. 分裂期を開始してから SPB が分離するまでの時間を WT、swi6Δ 株、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ 

pkl1Δ swi6Δ 株について定量化した。NS: not significant (P > 0.01), *: P < 0.01, **: P < 0.005, ***: P < 

0.001、student の t 検定 (両側検定)。n: 観察した体細胞分裂期の細胞の数。エラーバーは標準偏差

を示す。 

H, I. それぞれの酵母株の細胞懸濁液を 10 倍毎に希釈し、YE5S + Phloxine B 培地にスポットして

26.5°C または 32°C で 3 日間 (H) あるいは 4 日間培養 (I) した。 

スケールバー: 5 µm。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. 5)を改変し、転載した。  
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3.8 動原体と微小管の結合が外向きの力を促進する 

 動原体が外向きの力を発生させるためには、２つの SPB から形成された微小管

が動原体と結合する必要があると予想される (Fig. 10A)。この仮説を検証するた

めに、微小管との結合に重要な動原体タンパク質である Nuf2 の温度感受性変異

体を用いた。まず始めに、制限温度下で Nuf2 が動原体から脱局在する nuf2-1 変

異体 (Nabetani et al., 2001) を cut7Δ pkl1Δ 株と掛け合わせることで、cut7Δ pkl1Δ 

nuf2-1 株の作製を試みた。しかし、この掛け合わせによって得られた細胞の中に

cut7Δ pkl1Δ nuf2-1 株は存在しなかった。このことから、cut7Δ pkl1Δ nuf2-1 株は合

成致死であると考えられる。そこで制限温度下で Nuf2 が動原体に局在し続ける

ものの、微小管と動原体の結合に異常が生じる nuf2-2 変異体 (Nabetani et al., 2001) 

を cut7Δ pkl1Δ 株と掛け合わせ、cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株を作製した。もし微小管と動

原体の結合が外向きの力を発生させるのならば、cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株は体細胞分

裂においても動原体を介した外向きの力が十分に働かず、SPB の分離に異常が生

じると予想される。そこで cut7Δ pkl1Δ 株と cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株の体細胞分裂を

制限温度下でそれぞれ経時観察した。cut7Δ pkl1Δ 株では、すべての細胞が体細胞

分裂を開始してから 5 分以内に SPB を分離したのに対して、cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株

では 25%以上の細胞で 5 分以上 SPB が分離されなかった (Fig. 12A, B)。このよう

に、体細胞分裂において動原体が外向きの力を促進するためには、微小管と動原

体の結合が必要であることが示された。 

 次に動原体と微小管の結合が減数第一分裂においても外向きの力を発生させる

ために必要かを調べる目的で、nuf2-2 変異を cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株に導入した。ま

ず cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株の減数分裂を制限温度下で観察したところ、40%以上の細
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胞が減数第一分裂で SPB を分離した (cut7Δ pkl1Δ klp2Δ, 16 min, Fig. 12C, D)。こ

のことから、動原体を介した外向きの力は減数第一分裂でも部分的に機能すると

考えられる。これに対して cut7Δ pkl1Δ klp2Δ nuf2-2 株では約 90%の細胞が減数第

一分裂で SPB を分離しなかったことから、動原体と微小管の結合が減数第一分裂

の SPB 分離を促進することが示された (cut7Δ pkl1Δ klp2Δ nuf2-2, ~ 24 min, Fig. 

12C, D)。以上の結果を総合して、動原体は微小管と結合することで外向きの力を

発生させる力学的な支点として振る舞い、SPB の分離を促進することが明らかと

なった。 
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Figure 12 動原体と微小管の結合は cut7Δ pkl1Δ 株の SPB 分離を促進する 

A. cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株の体細胞分裂を観察した。SPB を Plo1-GFP (緑)、微小

管を mCherry-Atb2 (赤) の融合タンパク質によって可視化した。mCherry-Atb2 のシグナルが SPB

の近傍でドット状に形成された点を分裂期の開始点と判断し、0 分とした。SPB が分離した点を黒

色の矢頭で示した。 

B. 体細胞分裂を開始してから 5 分以上 SPB (Plo1-GFP) が分離しなかった細胞の割合を WT、nuf2-
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2 変異体、cut7Δ pkl1Δ 株および cut7Δ pkl1Δ nuf2-2 株について示す。n: 観察した体細胞分裂期の細

胞の数。 

C. cut7Δ pkl1Δ klp2Δ 株および cut7Δ pkl1Δ klp2Δ nuf2-2 株の減数分裂を観察した。分裂期サイクリン

を Cdc13-YFP (緑)、微小管を mCherry-Atb2 (α-tubulin, 赤)、SPB を Sfi1-CFP (青)で可視化した。観

察を開始した点を 0 分とした。 

D. 減数第一分裂で SPB (Sfi1-CFP) が分離した細胞の割合を WT、cut7Δ pkl1Δ 株、cut7Δ pkl1Δ klp2Δ

株および cut7Δ pkl1Δ klp2Δ nuf2-2 株について示す。n: 観察した減数分裂期の細胞の数。 

スケールバー: 5 µm。 

図は Shirasugi and Sato, 2019 (Fig. 6)を改変し、転載した。 
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４章 考察とまとめ 

4.1 Cut7 非依存的に発生する外向きの力 

 本研究によって cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂では、姉妹動原体が外向きの力を発

生させる力学的な支点として機能し、SPB の分離を促進することが明らかとなっ

た。一方で Cut7 存在下では、rad21-K1 変異体や swi6Δ 株、nuf2-2 変異体におい

て SPB の分離に異常が見られなかった (Figs. 11D, G and 12B)。これらの結果か

ら、動原体を介した外向きの力は Cut7 存在下では SPB の分離に必須ではないこ

とが示唆された。以上のことから、生理的条件では Cut7 による外向きの力が SPB

を分離させ、Cut7 が十分に機能しない条件では動原体を介した外向きの力が SPB

の分離を促進するのではないかと予想される。 

 近年、cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂では微小管結合タンパク質である Ase1/PRC1

が SPB 間で微小管を束ね、外向きの力を発生させることが報告された (Rincon et 

al., 2017; Yukawa et al., 2017)。一方で本研究では、動原体が２つの SPB から伸長し

た微小管と結合し、外向きの力を発生させる力学的な支点として機能することを

示した。これら 2 つのシステムは、Cut7 非存在下においてどのように制御し合う

のだろうか。Ase1 と動原体の相互作用は知られていないため、cut7Δ pkl1Δ 株では

Ase1 と動原体がそれぞれ独立して外向きの力を発生させることで、SPB の分離が

達成される可能性がある。一方で、動原体が SPB 間で複数の微小管と相互作用す

ることで、Ase1 が SPB 間に集まった微小管を束ねやすくなる可能性も考えられ

る。今後の研究で、動原体と Ase1 が協働して外向きの力を発生させる可能性につ

いて検証する必要がある。 

 また cut7Δ pkl1Δ 株において、核内に形成された微小管が核膜を押すことによっ
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て外向きの力が発生する可能性が、先行研究の in silico 解析によって示唆された 

(Rincon et al., 2017、Fig. 13A)。分裂酵母では高等生物と異なり、分裂期でも核膜

が崩壊せずに維持される (Heath, 1980)。In silico の解析では、核膜を大きさが一定

の球と定義したときに、cut7Δ pkl1Δ 株において核膜と接触した微小管が伸長して

核膜を押すことで、SPB が離れる可能性を報告している (Rincon et al., 2017、Fig. 

13A)。一方で分裂酵母には Lamin のような核膜の形態を支持する因子が存在しな

いため (Mans et al., 2004)、実際の核膜は柔軟な構造体であり、pkl1Δ 株などでは

微小管によって核内から押されると核膜が変形する  (Syrovatkina and Tran, 

2015; Yukawa et al., 2015、Fig. 13B)。このような核膜の柔軟性から、微小管が核

膜を押すことによって発生する外向きの力は、実際には in silico で想定されたも

のよりも弱いと予想される (Fig. 13B)。そのため、cut7Δ pkl1Δ 株おいて核膜を介

した外向きの力が SPB 分離を促進するのか、あるいは全く影響しないのかは不明

である。今後の研究で、微小管と動原体に加えて核膜によって発生する力につい

ても注目すべきだろう。 
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Figure 13 微小管が核膜を押すことで外向きの力が発生するモデル図 

A. In silico における核膜によって発生する外向きの力。核膜を大きさが一定の球と定義したと

き、微小管の伸長端が核膜を押すことで外向きの力が発生し、SPB どうしが離れる (Rincon et 

al., 2017)。 

B. In vivo (pkl1Δ 株) における核膜と微小管の挙動。微小管が核膜を押すと核膜が変形して微小

管が突出するため (Syrovatkina and Tran, 2015; Yukawa et al., 2015)、微小管と核膜によって発

生する外向きの力は in silico で想定されたものよりも弱い可能性がある。 
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4.2 減数第一分裂と体細胞分裂では、内向きと外向きの力のバランス

が異なる 

 本研究によって、cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂では、動原体が外向きの力が発

生させるための支点として機能しにくいせいで SPB が分離しないことが明らか

となった。しかしながら cut7Δ pkl1Δ rec12Δ moa1Δ 株でも約 50%の細胞で SPB が

分離しなかったことから (Fig. 9C)、動原体以外にも減数第一分裂に SPB が分離

しにくい原因があると考えられる。 

 先述の通り、cut7Δ pkl1Δ 株の SPB が分離するためには微小管結合タンパク質

である Ase1 が必要であることが報告されている (Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 

2017)。このことから、cut7Δ pkl1Δ 株の減数第一分裂では Ase1 が十分に機能しな

いために、体細胞分裂時よりも外向きの力が弱い可能性が考えられる。一方で、

Klp2 による内向きの力が減数第一分裂では体細胞分裂時よりも強いため SPB が

分離しにくい可能性も排除できない。実際に klp2 を破壊することで、cut7Δ pkl1Δ

株の減数第一分裂における SPB の分離が部分的に改善された (Fig. 7B, C)。今後

はこれらの可能性を検証するために、体細胞分裂と減数第一分裂における Ase1 と

Klp2 の機能や発現量の差に注目する必要がある。 
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4.3 減数第一分裂で SPB が分離しにくいことの意義 

 分裂酵母の動原体は、間期では SPB に繋ぎ止められている (Funabiki et al., 1993) 

(Fig. 14A)。そのため体細胞分裂の開始時では、動原体が近くの SPB から伸長した

微小管と結合しやすいため、その後の染色体分配を正確に行うことができる。一

方で、減数第一分裂の開始時では動原体が SPB から離れた位置に存在する 

(Chikashige et al., 1994) (Fig. 14B)。これらの動原体は、SPB から放射状に形成され

た微小管によって捕捉されて SPB の近傍に移動し、その後で SPB が分離して紡

錘体が形成される (Kakui et al., 2013) (Fig. 14B)。動原体が SPB の近傍に回収され

る前に紡錘体が形成されると、紡錘体の微小管が遠くの動原体と結合できないた

め染色体分配に異常が生じる(Kakui et al., 2013)。そのため減数第一分裂の開始時

では、動原体が回収されるまでの間は SPB の分離が阻害される必要がある。 

 本研究によって、減数第一分裂では動原体が外向きの力を発生させる支点とし

て機能しにくいことが明らかとなった。動原体が外向きの力を促進するためには、

２つの SPB から伸長した微小管が SPB の間で動原体と結合する必要がある。こ

のことから、減数第一分裂の開始時では動原体が SPB から離れているせいで、動

原体による外向きの力が発生せず、SPB が分離しにくいと予想される。動原体が

微小管によって SPB の近傍に回収されると、動原体が外向きの力を発生させる支

点として働けるため、SPB の分離が促進されると考えられる。実際に減数第一分

裂において、動原体を SPB の近傍に人工的に繋ぎ止めることで紡錘体の形成が促

進されることが報告されている (Fennell et al., 2015)。このように動原体を介した

外向きの力は、減数第一分裂の SPB 分離のタイミングを制御することで、その後

の染色体分配の異常を未然に防ぐと考えられる。 
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Figure 14 分裂酵母における体細胞分裂と減数第一分裂の染色体の配置 

A. 分裂酵母の体細胞分裂の開始時では、動原体が SPB の近くに位置する。 

B. 減数第一分裂の開始時では動原体が SPB から離れている。これらの動原体は微小管によって

捕捉され、SPB の近くへ引き寄せられる。動原体が SPB の近くに移動した後、SPB が分離する。  
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4.4 高等生物における動原体を介した中心体分離システム 

 HeLa 細胞では、動原体タンパク質である CENP-O または CENP-L をノックダ

ウンすると、分裂期における中心体の両極への移動が遅延することが生細胞観察

によって明らかとなっている (Toso et al., 2009; Machedlishvili et al., 2012)。このと

き CENP-O または CENP-L をノックダウンした細胞では、動原体に結合している

微小管の本数が減少する (Toso et al., 2009; Machedlishvili et al., 2012)。また、動原

体タンパク質である Nuf2R (DeLuca et al., 2005) や動原体に局在するキネシンであ

る CENP-E (Putkey et al., 2002) をノックダウンすることで動原体と微小管の結合

を阻害した場合でも、中心体の両極への移動が遅延する (Toso et al., 2009)。この

ように、HeLa 細胞においても動原体と微小管の結合が中心体の移動を促進する

と考えられている (Toso et al., 2009)。すなわち動原体を介した中心体分離のシス

テムは、分裂酵母とヒト細胞で保存されていると考えられる。 

 また CENP-O をノックダウンした細胞では、微小管の伸長端に局在する微小管

結合タンパク質である EB1 (Tirnauer et al., 2002) のシグナルが減少することや、

微小管を脱重合させる因子である MCAK (Ganem and Compton, 2004) をノックダ

ウンすることで中心体の分離の遅延が解消されることなどから、微小管の伸長が

動原体を介した中心体の移動に必要であると考えられている (Toso et al., 2009)。

このように、HeLa 細胞における動原体を介した中心体の移動には、動原体と微小

管の結合および微小管の伸長が必要である。これらのことから、HeLa 細胞では 2

つの中心体から伸長した微小管の末端が姉妹動原体と結合し、これらの微小管が

伸長して動原体を押し合うことで中心体どうしが離れるというモデルが提唱され

ている (Toso et al., 2009, Fig. 15)。このような微小管が動原体を押し合うというモ
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デルは、分裂酵母を用いた本研究の結果と合致するのだろうか。4.5 では、本研究

の結果から考えられる外向きの力が発生するメカニズムを、微小管と動原体の結

合の仕方という観点から考察する。 
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Figure 15 HeLa 細胞における動原体を介した外向きの力 

HeLa 細胞では 2 つの中心体から伸長した微小管の末端が動原体と結合し、これらの微小管が動原

体を押し合うことで中心体が分離すると考えられている (Toso et al., 2009; Machedlishvili et al., 

2012)。 
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4.5 動原体と微小管が外向きの力を発生させるモデル 

 本研究によって、cut7Δ pkl1Δ 株では動原体が SPB 間で微小管と結合し、外向き

の力を発生させることが明らかとなった。このとき動原体と微小管はどのような

形で結合し、どのようにして外向きの力を発生させるのだろうか。考えられるモ

デルの一つは、HeLa 細胞を用いた研究で提唱されているような、２つの SPB か

ら伸長した微小管の末端が動原体を押し合うことで外向きの力が発生するという

ものである (Toso et al., 2009, Figs. 15, 16A, 上、cut7Δ pkl1Δ)。このモデルの根拠と

して、HeLa 細胞では動原体と微小管の結合、および微小管の伸長が中心体の両極

への移動を促進することなどがあげられている (Toso et al., 2009, 4. 4 を参照)。分

裂酵母である cut7Δ pkl1Δ 株でも、動原体と微小管の結合 (Fig. 12) および微小管

の重合を促進する微小管結合タンパク質 Alp7, Alp14 が SPB の分離に必要である 

(Yukawa et al., 2017)。またこのモデルにおいて、cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株のような姉妹

動原体どうしが離れやすい状況では、微小管が動原体を押しても反対側の SPB に

力が効率的に伝達しないため外向きの力が発生しにくい (Fig. 16A, 下、cut7Δ 

pkl1Δ swi6Δ)。このように姉妹動原体の接着が外向きの力を発生させるために必要

であるという点においても、微小管が動原体を押し合うというモデルは本研究の

結果と合致していると言える。 

 一方で、動原体が微小管の末端ではなく側面と結合することで、微小管による

外向きの力を促進する可能性も考えられる (Fig. 16B, 上、cut7Δ pkl1Δ)。先行研究

では、cut7Δ pkl1Δ 株の体細胞分裂において微小管が Ase1 によって SPB 間で束ね

られ、これらの微小管の伸長端が反対側の SPB を押し離すことで外向きの力が発

生すると考えられている (Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017, Fig. 4A)。Ase1 と
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同様に、姉妹動原体も 2 つの SPB から伸長した微小管の側面と結合することで微

小管を束ね、微小管による外向きの力を促進する可能性がある。このモデルにお

いても、微小管と動原体の結合および微小管の伸長が外向きの力を発生させるた

めに必要であり、また姉妹動原体どうしが離れやすい状況では微小管が束ねられ

にくいため外向きの力が発生しにくい (Fig. 16B, 下、cut7Δ pkl1Δ swi6Δ)。 

 このように、これら 2 つのモデルはどちらも先行研究および本研究の実験結果

と矛盾しない。また、cut7Δ pkl1Δ 株の動原体が分裂開始時に微小管とどのように

結合しているのかを明らかにした例は存在しないため、どちらのモデルが正しい

のか、あるいはどちらの現象も生じているのかは不明である。今後、cut7Δ pkl1Δ

株の動原体が SPB 分離時に微小管とどのように結合するのかを電子顕微鏡を用

いた観察 (Ding et al., 1993, 1997; McIntosh et al., 2013) などで明らかにする必要が

あるだろう。 
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Figure 16 動原体と微小管が外向きの力を発生させるモデル 

A. 動原体が微小管の末端と結合するモデル。動原体と結合した微小管が伸長し、両側から姉妹動

原体を押し合うことで SPB が分離すると考えられる (上、cut7Δ pkl1Δ)。姉妹動原体どうしが離れ

やすい状況では、微小管が動原体を押しても反対側の SPB に力が伝わりにくいと考えられる(下、

cut7Δ pkl1Δ swi6Δ)。 

B. 動原体が微小管の側面と結合し、SPB 間で微小管を束ねるモデル。姉妹動原体との結合を介し

て束ねられた微小管が伸長し、反対側の SPB を押し離すことで SPB が分離すると考えられる (上、

cut7Δ pkl1Δ)。姉妹動原体どうしが離れやすい状況では、微小管が動原体によって束ねられにくい

ため、微小管による外向きの力が発生しにくいと予想される (下、cut7Δ pkl1Δ swi6Δ)。青の矢印は

微小管の伸長方向を表す。  
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4.6 それぞれのキネシンが発生させる力の強さの違い 

 分裂酵母の SPB 分離には、外向きの力を発生させる Cut7 と内向きの力を発生

させる Pkl1、Klp2 の３種類のキネシンが機能する (Rincon et al., 2017; Yukawa et 

al., 2017, 2018)。これらのキネシンが発生させる力の強弱の関係はどのようにな

っているのだろうか。 

 Cut7 非依存的な外向きの力が機能しにくい ase1Δ 株や nuf2-2 変異体でも SPB

が分離することから (Nabetani et al., 2001; Loiodice et al., 2005; Yamashita et al., 

2005; Rincon et al., 2017)、Cut7 による外向きの力は Pkl1 と Klp2 が発生させる内

向きの力よりも強いと考えられる。また cut7Δ 株の致死性は Pkl1 による内向きの

力を欠損させることで解消されるが (cut7Δ pkl1Δ 株は生育可能) (Olmsted et al., 

2014; Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017)、Klp2 による内向きの力を欠損させ

ても cut7Δ 株の致死性は解消されない (cut7Δ klp2Δ 株は致死) (Yukawa et al., 2018)。

これらのことから、Pkl1 によって発生する内向きの力は Klp2 によって発生する

内向きの力よりも強いと考えられる。以上のことをまとめると、SPB 分離時では

Cut7、Pkl1、Klp2 の順に発生させる力が強いと考えられる。 

 このようなキネシンによって発生する力の強さの違いは何によって生じるのだ

ろうか。これらのキネシンは微小管上を一定方向に進むことで微小管をスライド

させ、力を発生させる。このことからそれぞれのキネシンのモーター活性が力の

違いを生み出す原因の一つだと考えられる。ブタ脳由来のチューブリンを用いた

in vitro の解析では、Pkl1 は微小管を 33±9 nm/s で (Furuta et al., 2008)、Klp2 は

微小管を 65±1 nm/s で移動させる (Braun et al., 2009)。このように in vivo とは

異なり、in vitro では Pkl1 よりも Klp2 の方が微小管を動かす力が強いことから、
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キネシンのモーター活性の違いだけでは SPB 分離時に作用する力の強弱を説明

できない。 

 分裂期において Pkl1 は SPB と紡錘体に局在するが (Pidoux et al., 1996; 

Yukawa et al., 2015)、Klp2 は紡錘体には局在するものの SPB には局在しない 

(Troxell et al., 2001; Yukawa et al., 2018)。pkl1Δ 株で見られる紡錘体の形態異常 

(Fig. 3D) が Klp2 を SPB に強制的に局在させることで改善されることや、cut7Δ 

pkl1Δ 株において Klp2 を SPB に強制的に局在させると細胞が致死となることか

ら (Yukawa et al., 2018)、Pkl1 と Klp2 が発生させる力の強さの違いはこれらのキ

ネシンの局在の違いに起因する可能性が高い。このように Pkl1 や Klp2 が微小管

よりも SPB に局在するときに、より強い力を発生させられるのはなぜだろうか。

一つの可能性として、伸長と短縮を繰り返す微小管よりも SPB の方が足場として

安定であるため、SPB に局在する Pkl1 の方が Klp2 よりも強い力を発生させられ

ることが考えられる。また、SPB 分離時では核内に形成される微小管が短いため、

微小管よりも SPB の方が多くのキネシン分子が局在でき、結果として強い力を発

生させられる可能性も考えられる。 

 Pkl1 や Klp2 が in vivo でも in vitro でもマイナス端方向にのみ進むのに対して、

Cut7 は in vitro においてはマイナス端とプラス端のどちらの方向にも進み得る 

(Edamastu, 2014; Britto et al., 2016)。In vitro において Cut7 は、微小管上に他のモー

タータンパク質が多く結合しているほどプラス端方向に進みやすくなり、進む速

度も上昇する (Britto et al., 2016)。このような Cut7 が SPB 分離時にどの程度の速

さで微小管上を移動し、どの程度の力を発生させるのかは不明である。一方で、

ヒトの 5 型キネシンである Eg5 は、1 つの 4 量体が微小管をおよそ 2 pN の力でス
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ライドさせることが in vitro の実験で明らかとなっている (Shimamoto et al., 2015)。

同様にアフリカツメガエルの 5 型キネシン Eg5 は 1.5 pN の力を発生させる 

(Fallesen et al., 2017)。また出芽酵母の 5 型キネシンである Cin8 は、1 つの 4 量体

がプラス端方向に 1.7 pN, マイナス端方向に 1.5 pN の力を発生させることが推定

されている (Fallesen et al., 2017)。これらの結果から、Cut7 も 4 量体 1 つあたりで

およそ 1.5〜2 pN の力を発生させると予想される。今後は Cut7 がどの程度の力で

どちらの方向に微小管をスライドさせるのかを、in vivo に近い条件で解析する必

要がある。 

 このようにそれぞれのキネシンが発生させる力の強弱は少なくとも、(1) それ

ぞれのキネシン分子のモーター活性、(2) 局在する場所、(3) 局在する量に影響さ

れると考えられる。 
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4.7 動原体を介した外向きの力の大きさ 

 動原体を介して発生する外向きの力はどの程度の大きさなのだろうか。4.5 で

議論した通り、このとき外向きの力は微小管の伸長端が動原体または SPB を押す

ことによって発生すると予想される (Fig. 16)。分裂酵母では 1 つの動原体につき

2〜4 本の微小管が結合する (Ding et al., 1993)。すなわち、１組の姉妹動原体に

つき最大で 8 本の微小管が外向きの力を発生させると考えられる。ブタ脳由来の

チューブリンを用いた in vitro の実験から、微小管の伸長端は最大で 5 pN の力を

発生させることが明らかとなっている (Dogterom and Yurke, 1997)。分裂酵母の

微小管も 1 本につき 5 pN の力を発生させると仮定した場合、1 組の姉妹動原体

は８本の微小管と結合することで最大 40 pN の力を発生させることができる 

(Fig. 17)。分裂酵母には染色体が３本存在するため、このとき動原体を介した力

の合計は最大で 120 pN となる。Cut7 非存在下では、これらの外向きの力に加え

て Ase1 によって束ねられた微小管による力も作用すると考えられる。これらの

微小管も 1 本につき 5 pN の外向きの力を発生させると予想される (Fig. 17)。 

 このように推定された Cut7 に依存しない外向きの力は、cut7Δ pkl1Δ 株におけ

る内向きの力と比較してどの程度の大きさなのだろうか。cut7Δ pkl1Δ 株では Klp2

が内向きの力を発生させるが、Klp2 によって発生する力の大きさを測定した例は

これまで存在しない。一方で、ヒトの 14 型キネシンである HSET は１分子で 1.1 

pN の力を発生させることが報告されている(Reinemann et al., 2018)。さらに

HSET は２本の微小管を 2.5 pN の力でスライドさせることが in vitro の解析によ

って明らかとなっている (Reinemann et al., 2018)。また HSET を分裂酵母で人

工的に発現させると、Klp2 の機能の一部が相補されることが示されている 



 

 71 

(Yukawa et al., 2018)。そこで HSET と同様に、Klp2 が２本の微小管を束ねて 2.5 

pN の力を発生させると仮定し、cut7Δ pkl1Δ 株における内向きの力の大きさを推

定した (Fig. 17)。分裂酵母の紡錘体は約 30 本の微小管で構成される (Ding et al., 

1993; Ward et al., 2014)。このことから全ての微小管が Klp2 によって束ねられた

と仮定しても、このとき発生する内向きの力は最大で 75 pN である。1 組の姉妹

動原体が発生させる外向きの力は最大で 40 pN なので、2 組の姉妹動原体が支点

として機能すれば、外向きの力が内向きの力を上回る計算となる。しかしながら、

cut7Δ pkl1Δ 株では動原体を介した力に加えて Ase1 を介した外向きの力も SPB 分

離に必要である (Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017)。これは分裂開始時で

は動原体と微小管の結合が不安定であるため、実際に発生する外向きの力は推定

されたものよりも弱い可能性を示唆している。またこのとき、これらの外向きの

力のベクトルが SPB へ向かう方向からずれる可能性も考慮する必要がある。 

 これらの力の大きさは別生物種の in vitro 実験の結果から推定したものであり、

実際に分裂酵母の細胞内で生じる力とは異なる可能性がある。そのため、これら

の力のバランスを詳細に議論するためには、(1) Cut7 や Pkl1, Klp2 がそれぞれど

の程度の大きさの力を発生させるか、(2) これらのキネシンや Ase1 は SPB 分離

時に何本の微小管に何分子結合するのか、(3) SPB 分離時に動原体は何本の微小管

とどの角度で結合するのかを明らかにする必要がある。そのためには、in vitro に

よるこれらのキネシンの力の解析やシミュレーションによる解析、電子顕微鏡に

よる SPB 分離時の動原体と微小管の詳細な観察などが求められる。これらを明ら

かすれば、紡錘体形成に作用する力の全貌を解明することができるだろう。 
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Figure 17 cut7Δ pkl1Δ 株で想定される内向きの力と外向きの力 

cut7Δ pkl1Δ 株では、Klp2 が２本の微小管を束ねて 2.5 pN の内向きの力を発生させると予想され

る。また Ase1 によって束ねられた微小管は、逆側の SPB を押すことで 5 pN の外向きの力を発生

させる。さらに姉妹動原体は両側からそれぞれ４本ずつの微小管と結合し、それらの微小管が姉

妹動原体を押し合う、あるいは逆側の SPB を押すことで 40 pN の外向きの力が発生すると予想さ

れる。上図は微小管が動原体を押し合う場合のモデルを表している。 
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4.8 14 型キネシンの発生させる内向きの力の重要性 

 Pkl1 と Klp2 による内向きの力は、紡錘体の形態や長さの制御に重要である。

pkl1Δ 株では紡錘体の形態に異常が生じ、染色体分配が異常になることから (Fig. 

3d)、分裂期においては特に Pkl1 による内向きの力が重要だと考えられる

(Syrovatkina et al., 2013; Syrovatkina and Tran, 2015)。一方で、klp2Δ 株では分

裂中期から後期にかけての紡錘体が長くなるものの、生育に異常は生じない 

(Troxell et al., 2001; Choi and McCollum, 2012)。しかしながら、Klp2 を pkl1Δ

株で欠損させると紡錘体の形態異常が生じやすくなることから、分裂期の Klp2 は

Pkl1 のバックアップとして機能すると予想される。 

 このように分裂酵母の 14 型キネシンが２種類も存在するのはなぜだろうか。

ここで注目すべきことは、Pkl1 と Klp2 では機能する時期や場所が異なるという

点である。Pkl1 が分裂期の SPB や紡錘体に局在するのに対して (Simeonov et al., 

2009)、Klp2 は紡錘体だけでなく間期の細胞質の微小管にも局在する (Troxell et 

al., 2001)。このような細胞質微小管の Klp2 は、減数分裂前の核融合に重要な役

割を担う。Klp2 は接合した細胞において、2 つの核から伸長した微小管どうしを

束ねてそれらを近づけることで核融合を促進する  (Fig. 18) (Scheffler et al., 

2014)。そのため klp2Δ 株では核融合が遅延するほか、低温条件下で胞子の生存

率が低下する (Troxell et al., 2001; Scheffler et al., 2014)。 

 このように分裂酵母の 14 型キネシンは、細胞質微小管では Klp2 が、紡錘体で

は主に Pkl1 がそれぞれ内向きの力を発生させる。このような 14 型キネシンの使

い分けは出芽酵母でも知られている。出芽酵母の 14 型キネシンは Kar3 の１種類

しか存在しないが、Kar3 は Vik1 と結合することで SPB へ、Cik1 と結合するこ
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とで微小管へと局在を変化させる (Manning and Snyder, 2000)。4.6 で議論した

ように、これらのキネシンの局在の違いは発生する力の大きさにも影響する。こ

のように細胞は複数の 14 型キネシンやそれに結合する因子を使い分けることで、

内向きの力の大きさやそれが生じる場所を制御し、様々な生命現象に対して内向

きの力を適切に利用していると予想される。 
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Figure 18  細胞質微小管の Klp2 は核融合を促進する 

接合後の細胞において、Klp2 は 2 つの SPB から伸長した細胞質微小管を束ねる。その後それらの

微小管の上をマイナス端方向に進むことで、結果的に 2 つの核を近づけて核融合を促進する 

(Scheffler et al., 2014)。 

 

  



 

 76 

4.9 本研究のまとめ 

 本研究によって、Cut7 非存在下では動原体が外向きの力を発生させるための力

学的な支点として機能し、SPB の分離を促進することが明らかとなった。 

 体細胞分裂では姉妹動原体が互いに背を向けるかたちで密着しており、これら

の動原体が２つの SPB から伸長した微小管と結合することで外向きの力を発生

させるための支点として機能する。 

 それに対して減数第一分裂では、相同染色体の動原体どうしが離れているため、

動原体が支点として十分に機能しないことが明らかとなった。実際に cut7Δ pkl1Δ

株の減数第一分裂では SPB が分離しにくいが、染色体の形態が体細胞分裂型にな

る cut7Δ pkl1Δ rec12Δ moa1Δ 株では SPB の分離が改善された。また、姉妹動原体

が離れやすい cut7Δ pkl1Δ rad21-K1 株や cut7Δ pkl1Δ swi6Δ 株では体細胞分裂であ

っても SPB 分離が遅延した。以上のことから、姉妹動原体どうしが互いに背を向

けるかたちで密着していると、これらの動原体が外向きの力を発生させる支点と

して機能し、SPB の分離が促進されるということが明らかとなった。 

 SPB の分離は、種々のキネシンによって発生する外向きの力と内向きの力がバ

ランスよく作用することで達成される (Hagan and Yanagida, 1990; 1992; Pidoux et 

al., 1996; Troxell et al., 2001; Rincon et al., 2017; Yukawa et al., 2017; 2018)。今後の

研究で、動原体を介した外向きの力とキネシンによって発生する力がどのように

作用し合うのかを明らかにする必要がある。また、これらの SPB 分離を促進する

メカニズムを、細胞がどのように使い分けているのかを明らかにすることが今後

の課題である。  
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の皆様に感謝いたします。 

 本研究を進めるにあたり、大阪大学の平岡泰先生から nuf2-2 変異体を、元東京
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角井康貴博士から swi6 破壊株をいただきました。この場をお借りして感謝申し

上げます。 

  最後に研究生活を全面的に支援し、常に励まし支えてくださった家族と多くの

友人に心から感謝いたします。 
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