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〈要 約〉

　細胞分裂の際，複製した染色体を2つの娘細胞に均等に分配するためには，ペアをなす姉妹染色分体それぞれが反対極から伸びたスピンドル微小管によって別々に捕らえられる必要がある．しかし，分裂期の初期においては，1本の染色分体が両側からのスピンドル微小管によって捕えられるなど，間違った結合が存在する．染色体パッセンジャー複合体は分裂期に姉妹動原体のあいだに位置するセントロメア領域に局在し，これら間違った結合を特異的に不安定化することで染色体が正しい方向から捕らえられることを保証する役割をはたしている．筆者らは，分裂酵母およびヒト培養細胞を用いた解析から，Cdk1-サイクリンB複合体が分裂期に染色体パッセンジャー複合体のサブユニットをリン酸化することでセントロメアタンパク質Shugoshinとの結合を促進し，染色体パッセンジャー複合体をセントロメアへと局在させていることを明らかにした．これは，これまで細胞周期進行の制御因子と考えられていたCdk1が，染色体の2方向性という染色体分配に必須な過程を染色体パッセンジャー複合体のリン酸化により制御していることをはじめて示したものである．

はじめに

　真核生物は増殖や発生の過程で細胞分裂をくり返すが，このとき，複製した染色体を2つの娘細胞に均等に分配する必要がある．染色体の分配ミスはがん化やがんの悪性化，細胞死の原因となることから，その過程は精巧に制御されている．なかでも，分裂期において姉妹染色分体のペアがスピンドル微小管によって両側から捕らえられる過程（染色体の2方向性）は，正確な染色体分配に必須であることが知られている．

1．染色体パッセンジャー複合体は染色体の2方向性の結合に必須の役割をはたす

　細胞が染色体の2方向性を確立するためには，分裂期の初期において頻繁に生じる，染色体とスピンドル微小管との間違った結合を修正する必要がある（図1）．間違った結合には，1本の染色分体が両側からのスピンドル微小管にとらえられる結合や，姉妹染色分体の双方が同一の極から捕えられる1方向性の結合などがあげられる．染色体パッセンジャー複合体（chromosomal passenger complex：CPC）はAurora B，INCENP，Survivin，Borealinの4者からなる進化的に保存されたタンパク質複合体で，動原体とスピンドル微小管との結合を不安定化する活性をもつ1)．分裂期に姉妹動原体（スピンドル微小管の結合部位）のあいだに位置するセントロメア領域に局在するため，間違った結合を特異的に不安定化することができる．染色体の2方向性が確立するとセントロメアと動原体の距離が離れるため，動原体とスピンドル微小管との結合が安定化されるものと考えられている2)．このように，染色体の2方向性を確立するためには染色体パッセンジャー複合体がセントロメアへと局在することが重要である．しかし，このセントロメア局在を制御する分子機構はよく理解されていなかった．

2．染色体の2方向性に特異的な欠損を示す分裂酵母サイクリンB変異株

　サイクリン依存性キナーゼ（cyclin-dependent kinase：Cdk）とサイクリンとの複合体は細胞周期進行のマスターレギュレーターとして知られている3)．なかでも，Cdk1-サイクリンB複合体は分裂期への進行に必須の役割をはたすが，分裂期においても特異的な機能をもつことが示唆されていた4)．今回，筆者らは，Cdk1-サイクリンB複合体の分裂期における新たな機能を探索するため，分裂酵母cdc13遺伝子（サイクリンBをコードする）にランダムに変異を導入し，染色体分配に特異的な欠損を示す変異株をスクリーニングした．興味深いことに，得られた変異株のひとつcdc13-M7は，細胞周期の進行にはほとんど欠損を示さなかったが，染色体の2方向性の確立に著しい欠損を示した（染色体の2方向性確立の欠損は，分配ミスや遅滞染色体，分裂後期に染色体が紡錘体の中央部に取り残される状態，として観察される）．そこで，染色体パッセンジャー複合体のサブユニットをin vitroでCdk1-サイクリンB複合体によりリン酸化したところ，Bir1-Survivinとよばれるサブユニットがもっともよい基質となること，また，実際に細胞内で分裂期に特異的にBir1がリン酸化されることを見い出した．さらに，cdc13-M7変異株においてBir1のリン酸化レベルが低下していたことからも，Cdk1-サイクリンB複合体がBir1のリン酸化を介して染色体の2方向性の確立に寄与していることが示唆された．

3．染色体パッセンジャー複合体のリン酸化はShugoshinとの相互作用の促進によりセントロメア局在を制御する

　bir1非リン酸化型変異株bir1-8Aは染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在に著しい欠損を示し，染色体の2方向性確立に異常を生じた．また，cdc13-M7変異株においても染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在レベルが低下していた．cdc13-M7変異とbir1リン酸化模倣型変異の二重変異株においては，染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在および染色体分配の欠損が回復した．したがって，cdc13-M7変異株における染色体の2方向性確立の欠損がBir1のリン酸化レベルの低下により生じていることが強く示唆された．これらの結果から，Cdk1-サイクリンB複合体によるBir1のリン酸化が染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在に重要な役割をはたすことが明らかになった．

　筆者らのグループは，分裂酵母を用いた解析から，進化的に保存されたセントロメアタンパク質Shugoshin（シュゴシン）のひとつSgo2が，Bir1との相互作用を介して染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在を促進することを示していた5)．そこで，Cdk1-サイクリンB複合体によるBir1のリン酸化がSgo2との相互作用に必要であるかどうかを検討したところ，ツーハイブリッド解析および免疫沈降の双方において，両者の直接的な結合がCdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化に依存することを見い出した．したがって，Cdk1-サイクリンB複合体は染色体パッセンジャー複合体をリン酸化することでShugoshinとの相互作用を促進し，セントロメア局在を制御することが明らかになった．

4．Cdk1-サイクリンB複合体による局在制御機構はヒト培養細胞においても保存されている

　Cdk1，染色体パッセンジャー複合体，Shugoshinは，いずれも進化的に保存された因子であることから，分裂酵母で見い出した機構がヒト培養細胞においても保存されているかどうか検討した．はじめに，ヒトにおいてもShugoshinが染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在に必要であるかどうかについて検討したところ，hSgo1およびhSgo2の単独のノックダウン（RNAi）では染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在に顕著な減少はみられなかったが，両者を同時にノックダウンしたところ著しい減少が観察された．つぎに，ツーハイブリッド解析によりヒトShugoshinと相互作用する染色体パッセンジャー複合体のサブユニットを検討したところ，hBorealinがhSgo1およびhSgo2と特異的に相互作用することが明らかになった．さらに，hBorealinがCdk1-サイクリンB複合体の基質となること，また，分裂期特異的にリン酸化されることも見い出した．内在性のhBorealinをノックダウンして非リン酸化型hBorealin（hBorealin-7A）を発現させたところ，染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在および染色体の2方向性の確立に顕著な欠損を示した．さらに，分裂期に同調した細胞をCdk1の活性阻害剤roscovitineで処理すると，染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在レベルが減少し，hBorealinとhSgo1およびhSgo2との相互作用も消失した．これらの結果から，Cdk1-サイクリンB複合体による染色体パッセンジャー複合体のリン酸化が，染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在制御における進化的に保存された中心的な機構であることが明らかになった（図2）．

5．Cdk1-サイクリンB複合体にリン酸化される染色体パッセンジャー複合体のサブユニットは進化の過程で変化した

　Cdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化を介した染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在の制御機構は分裂酵母からヒトにまで保存されているが，リン酸化されるサブユニットは分裂酵母ではBir1-Survivinであるのに対し，ヒトではhBorealinである．分裂酵母Bir1およびヒトhBorealinには進化的に保存されたドメイン以外に構造的に不安定な領域が存在し，そのなかにCdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化コンセンサス配列のクラスターをもつ（図2a）．一方，分裂酵母BorealinおよびヒトSurvivinは保存されたドメイン以外の配列をほとんどもたず，Cdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化コンセンサスのクラスターをもたない．後生動物においてはSurvivinとBorealinの構造がヒトに近く，Borealinに存在するリン酸化コンセンサスのクラスターは保存されている．一方，いくつかの種類の分裂酵母においては，いずれもBir1にリン酸化コンセンサスのクラスターが存在する．これらの知見から，進化の過程でCdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化コンセンサスのクラスターがBir1-SurvivinからBorealinへと変化したものと考えられる．サブユニットが変化してもCdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化コンセンサスが保存されていることは，このリン酸化制御機構の重要性を示唆していると考えられる．

6．染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在化機構の全体像

　今回，筆者らは，Cdk1-サイクリンB複合体による染色体パッセンジャー複合体のリン酸化がShugoshinとの相互作用を促進することで染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在を制御することを明らかにしたが，bir1非リン酸化型変異株やsgo2破壊株においても染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在がわずかながら観察される．これは，セントロメア領域に形成されるヘテロクロマチン構造がCdk1 -Shugoshin経路とは独立に染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在を促進しているためである（図2b）．実際，ヘテロクロマチン形成に欠損を生じるswi6遺伝子（ヘテロクロマチンタンパク質HP1をコードする）の破壊株はbir1非リン酸化型変異と合成致死の表現型を示す．最近，筆者らのグループは，このヘテロクロマチン経路がヒストンH3の3番目のスレオニン残基をリン酸化するキナーゼHaspinをセントロメアへと局在化し，Survivinがリン酸化ヒストンH3と直接に結合することで染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在を促進することを見い出した6)．一方，Shugoshinは動原体キナーゼBub1によりヒストンH2Aの121番目のセリン残基がリン酸化されたヌクレオソームに結合することでセントロメアに局在することから7)，セントロメアに存在するリン酸化ヌクレオソームに結合した染色体パッセンジャー複合体とShugoshinとがCdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化に依存して結合するという制御機構が明らかになった．

おわりに

　この研究は，染色体パッセンジャー複合体という染色体の2方向性の確立に必須の機能をはたす複合体がセントロメアに局在する機構を分子レベルで明らかにしたものである．さらに，これまで細胞周期の進行を制御すると考えられていたCdk1が染色体の2方向性確立の機能をもつことをはじめて明らかにしたという意味において重要な発見と考えられる．染色体パッセンジャー複合体は分裂後期においては紡錘体へと局在を変化させ，細胞質分裂に必須の役割をはたすことが知られている．染色体パッセンジャー複合体の紡錘体局在にはCdk1-サイクリンB複合体の不活性化が必要であることが示されており8-10)，この研究とあわせ，細胞周期に依存的な染色体パッセンジャー複合体のダイナミックな局在の変化がCdk1-サイクリンB複合体の活性レベルにより総合的に制御されていることが明らかになった．このように，Cdk1-サイクリンB複合体は分裂期においてさまざまな因子の細胞周期に依存的な局在の変化や活性の変化を制御する可能性があるものと考えられる．
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〈図説明〉

図1　染色体の2方向性確立の過程
CPC：染色体パッセンジャー複合体．

図2　Cdk1-サイクリンB複合体によるリン酸化を介した染色体パッセンジャー複合体のセントロメア局在モデル

（a）分裂酵母およびヒトにおけるSurvivinおよびBorealinの構造．矢印は，リン酸化コンセンサスのクラスター．
（b）Cdk1-サイクリンB複合体によりリン酸化された染色体パッセンジャー複合体はShugoshinに結合することでセントロメアへと局在する．
CC：コイルドコイルドメイン，P：リン酸化．
