
�����������������������
� ����������������������

�
�

１． は じ め に

近年タンパク質の立体構造情報は急激な増加を続けてお

り，アミノ酸配列からある程度立体構造を予測できるよう

になっている．しかし一つのタンパク質がとる構造は必ず

しも一つではなく，その構造変化はしばしばそのタンパク

質の機能の制御に関連している．タンパク質の構造変化を

起こす要因としては，他の分子との結合，リン酸化などの

修飾，あるいは pHなどの環境変化などがあげられる．一

方タンパク質の構造変化は疾患の発生とも関連しており，

プリオン病，パーキンソン病，アルツハイマー病などはタ

ンパク質が本来とは異なる構造をとることに起因するた

め，「フォールディング病」と総称されている．このよう

にタンパク質の構造変化自体は珍しくないが，紡錘体

チェックポイント分子であるMad２（mitotic arrest-deficient

２）はその中で極めてユニークな特徴をもつ．まずMad２

は生理的条件下で他のタンパク質が存在しない状態で２種

類の構造をとる．それにもましてユニークなのは，不活性

型の構造をとるMad２が活性型のMad２と結合することに

より活性型へと変化することである．この構造変化は

Mad２の紡錘体チェックポイント分子としてのはたらきと

密接に関連している．本稿ではMad２の構造変化と機能と

の相関について概説し，加えてMad２の類似分子である

Mad２L２（Rev７）の構造・機能について紹介する．

２． Mad２の構造変化と紡錘体チェックポイント

１）紡錘体チェックポイント

分裂期に染色体が均等に分配されるためには，染色体上

の動原体が，紡錘体を形成する微小管と正しく結合しなけ

ればならない．すべての動原体が微小管と結合し，染色体

が紡錘体中央に整列すると，複製された染色体をつないで

いたコヒーシンが切断され，染色体が両極に分配される

（図１A）１）．紡錘体チェックポイントは，すべての動原体が

微小管と正しく結合するまで染色体分配を抑えることによ

り，染色体の均等な分配を保証する機構である．このため

には，微小管と結合していない動原体が一つでもあればそ

れを感知して，すべての染色体でコヒーシンの切断を抑え

るようなしくみが必要であり，それを担っているのが

Mad２である．MAD２は，出芽酵母で微小管阻害剤による

細胞分裂の停止に関与する遺伝子の一つとして１９９１年

に同定された２）．Mad２はMad１，Bub１，BubR１，Bub３，

Mps１などのタンパク質と共に紡錘体チェックポイントを

〔生化学 第８５巻 第８号，pp.６２９―６３７，２０１３〕

特集：タンパク質構造機能相関再考

Mad２／Mad２L２（Rev７）の構造と機能

田 中 耕 三

タンパク質の構造変化が生理的な機能制御に関与したり，疾患の原因となったりする例

は枚挙にいとまがない．しかし，紡錘体チェックポイント分子であるMad２は，活性型の

構造をとったMad２が不活性型のMad２と結合して活性型に変えるというユニークな特徴

をもつ．これは微小管と結合していない動原体が一つでもあれば，それを感知して細胞分

裂の進行を止めるという紡錘体チェックポイントの機構に中心的な役割を果たしている．

一方Mad２と類似した分子であるMad２L２（Rev７）は，細胞周期制御や DNA損傷応答に

関与しており，Mad２同様の構造変化を起こすことが示唆されている．本稿では，Mad２

とMad２L２（Rev７）の構造について紹介し，その構造変化が他のタンパク質との結合を通

じてどのように機能と相関しているかを解説する．

東北大学加齢医学研究所分子腫瘍学研究分野（〒９８０―
８５７５宮城県仙台市青葉区星陵町４―１）
Structure and function of Mad２／Mad２L２（Rev７）
Kozo Tanaka（Department of Molecular Oncology, Institute
of Development, Aging and Cancer, Tohoku University,４―１
Seiryo-machi, Aoba-ku, Sendai９８０―８５７５, Japan）



構成している３）．紡錘体チェックポイント遺伝子は細胞・

個体の生存に必須である一方，その機能異常は染色体数の

異常（異数性）を引き起こし，発がんと関連することが知

られている４）．

コヒーシンを切断する酵素であるセパラーゼは，これと

結合するタンパク質であるセキュリンにより不活性化され

ているが，セキュリンがユビキチン化されて分解されるこ

とにより活性化される（図１B）３）．このセキュリンをユビ

キチン化するのが E３（ユビキチンリガーゼ）である APC／

C（anaphase-promoting complex／cyclosome）である．APC／

Cはコファクターである Cdc２０と結合することにより活性

化され，セキュリンのほかサイクリン Bなどをユビキチ

ン化して分解へと導くことにより，染色体の分配および分

裂期からの脱出を司っている．そこで紡錘体チェックポイ

ントは，この APC／C-Cdc２０の活性化を抑制することによ

り染色体の分配を抑えている（図１C）．この抑制にはたら

いているのが，Cdc２０にMad２，BubR１，Bub３が結合した

MCC（mitotic checkpoint complex）と呼ばれる複合体であ

る３）．このMCCを紡錘体チェックポイントのエフェク

ターとすれば，センサーとなっているのが動原体上の

Mad１-Mad２複合体である．Mad１とMad２は細胞周期を通

じて複合体を形成し，間期には核膜孔複合体と共に核膜に

存在する５）．分裂期に核膜が崩壊すると，Mad１-Mad２複合

体は動原体に移動し，動原体と微小管の結合が成立するま

で動原体上にとどまる（図１C）．動原体上のMad１-Mad２

複合体は，Mad２と Cdc２０の結合を促進し，このMad２-

Cdc２０複合体がMCCの形成を促進することにより紡錘体

チェックポイントが維持される．Mad２-Cdc２０複合体自身

図１ 紡錘体チェックポイントによる染色体分配の制御
（A）複製された染色体（姉妹染色分体）の一対の動原体は，紡錘体上でそれぞれ異なる中心体からの
微小管と結合する．姉妹染色分体をつなぎとめていたコヒーシンが切断されると，染色体は微小管に
よって中心体へと引き寄せられることにより分配される．紡錘体チェックポイントは，すべての動原体
が正しく微小管と結合するまで染色体の分配を抑える機構である．（B）ユビキチンリガーゼである
APC／C（anaphase promoting complex／cyclosome）は，Cdc２０と結合することにより活性化され，セパラー
ゼと結合しているセキュリンをユビキチン化して分解へと導く．その結果セパラーゼが活性化されてコ
ヒーシンを切断する．（C）Mad１-Mad２複合体は微小管と結合していない動原体上に局在し，フリーの
Mad２が Cdc２０と結合するのを促進する．このMad２-Cdc２０複合体がMCC（mitotic checkpoint complex）
の形成を促進し，MCCが APC／Cを抑制する．
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も APC／C-Cdc２０の活性化を抑えるはたらきをもつが，そ

の効果はMCCより小さい．動原体が微小管と結合すると

Mad１-Mad２複合体は動原体を離れ，これがすべての動原

体で起こるとMCCの形成が抑制されて APC／C-Cdc２０が

活性化される．Mad２はMad１より４～１０倍程度多く存在

するため６）， 大部分のMad２はMad１と結合していないが，

このフリーのMad２は動原体上にMad１-Mad２複合体が存

在する時にのみ Cdc２０と結合してMCCの形成を導く．こ

のしくみの本質を担っているのが，以下に述べるMad２の

構造変化である．

２）Mad２の構造とその変化

Mad２は酵母からヒトまでよく保存されているタンパク

質であり，ヒトでは２０５アミノ酸より成る．初期の研究で

Mad２は単量体と二量体として存在し，二量体のMad２だ

けが APC／Cの活性を抑えられることが示された７）．そこ

でMad２が二つの構造をとり，二量体形成による構造変化

が活性化に重要である可能性が考えられた．Mad２の構造

解析は構造を固定するような種々の変異体を用いて進めら

れ，二量体形成ができない変異体の解析から，２種類の構

造が明らかになった８）．図２A�）�）に示すようにこの二

つの構造は三つの αヘリックス（αA，αB，αC）と三つ

の βシート（β４，β５，β６）を共通して持つが，２０５アミノ
酸のうち N末端と C末端の計６０アミノ酸で全く異なる二

次・三次構造をとる．その結果 β６と隣接していた β７，β８
を含む C末端側の配列が，大きく反対側に移動しヘアピ

ン型の βシート（β８′，β８″）を形成する．これらの構造に
先立って，Mad１および Cdc２０のMad２結合配列と類似し

たMBP１（Mad２-binding peptide１）というペプチドを用い

て，リガンドが結合した状態のMad２の構造が決定され

た９）．その結果，MBP１はこのヘアピン型の βシートとそ
れに先立つループ構造で覆われることによりしっかりと固

定されることがわかった（図２A�）９）．そのためこの C末

端側の構造は車のシートベルトになぞらえて「安全ベルト

（safety belt）」と呼ばれる．また安全ベルトが固定された

構造をクローズ型（C-Mad２），もう一方の構造をオープン

型（O-Mad２）と呼ぶ．Mad２は Cdc２０と結合することに

より紡錘体チェックポイントの活性化にはたらくため，C-

Mad２を活性型，O-Mad２を不活性型と考えることができ

る．紡錘体チェックポイントが活性化されていない状態で

は，大部分のMad２がオープン型であり，オープン型から

クローズ型への移行は起こりにくい（t１／２＝９h）８）．

Mad１と Cdc２０は C-Mad２の同じ部位に結合するため，

一見すると C-Mad２との結合に関して拮抗的にはたらきそ

うである．しかし動原体上での蛍光ラベルしたMad２の

FRAP（fluorescence recovery after photobleaching）解析の結

果，細胞質との間でダイナミックに入れ替わっている

Mad２は全体の半分で，残りの半分は動原体上にとどまっ

ていることがわかった１０）．このことは，Cdc２０と結合する

のはMad１に結合している C-Mad２ではなく，Mad１-C-

Mad２複合体に結合した O-Mad２である可能性を示してい

る．この C-Mad２と O-Mad２の非対称な二量体の構造は，

MBP１と結合した C-Mad２とオープン型に固定された変異

Mad２との二量体の解析により明らかにされた（図２B）１１）．

これによると O-Mad２と C-Mad２は，互いの αCへリック

スと C-Mad２の β８′-β８″ヘアピンで結合する．NMRの結

果から，この時 O-Mad２のコンホメーションは全体的に変

化することが示唆された１２）．このことは，Mad１と複合体

を形成している C-Mad２との結合により，O-Mad２が C-

Mad２との中間的な構造［I（intermedeiate）-Mad２］をとり，

これにより Cdc２０との結合が促進される可能性を示して

いる．ただし構造解析にはオープン型に固定された変異

Mad２を用いているため，実際の I-Mad２の構造はわかっ

ていない．

以上のようなしくみにより，動原体上のMad１-C-Mad２

複合体が O-Mad２と一過性に結合して I-Mad２へと変化さ

せ，これが Cdc２０と結合して C-Mad２-Cdc２０複合体を形成

し，MCCの形成を促進すると考えられる（図２C）．微小

管と結合していない動原体が存在すると，細胞質中に大量

にある O-Mad２が動原体上で次々に C-Mad２へと変換され

て紡錘体チェックポイントが維持されるというこのような

しくみを「Mad２鋳型（template）モデル」と呼び１３），生化

学モデルによるシミュレーションや構造特異的な抗体によ

る検討などでその妥当性が支持されている１４，１５）．しかし，

なぜMad１-C-Mad２複合体が動原体上に存在する時にだけ

C-Mad２-Cdc２０複合体の形成が促進されるのかについては

明らかではない．また，一旦 C-Mad２-Cdc２０複合体が形成

されると，これがMad１-C-Mad２複合体と同様に O-Mad２

と結合することにより，さらに C-Mad２-Cdc２０複合体の形

成を加速するという仮説も出されているが（図２D）１３），C-

Mad２-Cdc２０複合体が O-Mad２複合体と結合して C-Mad２

への変化を促すという証明はなされていない．

Mad２のように単独で異なる構造をとることができるタ

ンパク質としては，PAI-１（plasminogen activator inhibitor-

１）や Ltn（lymphotactin）などがあげられる１６）．しかし前者

の構造変化は不可逆的である一方，後者の構造変化は

Mad２よりはるかに容易に起こるため，いずれもMad２の

ようなはたらきには適さない．一つの構造がもう一つの構

造を自己触媒的（autocatalytic）に自分と同じ構造に変化

させるという意味では，Mad２はプリオンとよく似てい

る．しかしプリオンの構造変化も不可逆的でMad２とは異

なっており，Mad２のこの他に類を見ないユニークな性質

が細胞周期の重要なポイントである分裂期の制御を可能に

している．
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３）p３１cometによるMad２の抑制

紡錘体チェックポイントは，たった一つの動原体が微小

管と結合していない場合でもその活性を維持する必要があ

る一方，すべての動原体が微小管と正しく結合したら速や

かに不活性化される必要がある．この不活性化はMad１-C-

Mad２複合体の動原体からの消失に起因し，これには動原

体が微小管と結合することにより，Mad１-C-Mad２複合体

がモーター分子であるダイニンによって微小管に沿って中

心体へと輸送されるといった機構が知られている（図３

A）３）．これ以外に興味深い機構として，p３１cometの関与があ

図２ Mad２の構造と自己触媒的構造変化
（A）Mad２の構造．（B）O-Mad２と C-Mad２の非対称二量体の構造．（C）Mad２鋳型（template）モデル．
動原体上でMad１と複合体を形成する C-Mad２が，フリーの O-Mad２と結合してその構造を変化させ（I-
Mad２），C-Mad２-Cdc２０複合体の形成を促進する．（D）C-Mad２-Cdc２０複合体は，Mad１-C-Mad２複合体
と同様に，フリーの O-Mad２を C-Mad２へと変化させて，Cdc２０との複合体形成を促進しているのかも
しれない．
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図３ 紡錘体チェックポイントの不活性化と p３１comet

（A）動原体が微小管と結合すると，Mad１-C-Mad２複合体はダイニン依存性に微小管に
沿って動原体を離れる．（B）p３１comet-C-Mad２複合体の構造．（C）�）p３１cometはMad１と複
合体を形成する C-Mad２と結合して，O-Mad２が C-Mad２へ変換されるのを抑える．�）
p３１cometはMCCに含まれる C-Mad２とも結合し，Cdc２０のユビキチン化やMCCの解体を促
進する．（D）p３１cometと C-Mad２の構造の比較．C-Mad２ではMBP１が結合する安全ベルト
に，p３１cometでは自らの C末端が挟み込まれている．
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げられる．p３１cometは，Mad２結合分子として同定された

が１７），C-Mad２とのみ結合し，O-Mad２とは結合しない１８）．

構造解析の結果 p３１cometは，O-Mad２と同じような形で C-

Mad２と結合することがわかった（図３B）１９）．この C-Mad２

への結合は，Mad１-C-Mad２複合体上では新たな C-Mad２-

Cdc２０複合体の形成を抑制する一方，MCCに含まれる

Cdc２０のユビキチン化やMCCの解体を促すことで，紡錘

体チェックポイントを速やかに不活性化させるものと考え

られる（図３C）２０，２１）．p３１cometは後生動物（metazoan）にし

か存在せず，アミノ酸配列ではMad２との相同性は明らか

ではない．しかし立体構造上は C-Mad２と非常によく類似

しており（図３D），これは p３１cometが機能的にはむしろ O-

Mad２と競合することを考えると興味深い．p３１cometの安全

ベルトに相当する部位には p３１comet自身の C末端が挟み込

まれており，これによりMad１-C-Mad２複合体と結合して

構造が変化するのを防いでいるのかもしれない．Mad２と

類似した立体構造をとる p３１cometは，Mad２の構造変化に裏

打ちされたユニークな紡錘体チェックポイントの機構に，

さらに驚くべきしくみを付け加えている．

３． Mad２L２（Rev７）の構造と機能

１）Mad２L２（Rev７）の機能

Mad２L２（Mad２Bとも呼ばれる）はMad２と類似したタ

ンパク質であるが，DNAの損傷乗り越え修復（translesion

synthesis：TLS）に関与する分子として Rev７（reversionless

７）とも呼ばれる．REV７は，出芽酵母で紫外線による突

然変異に関与する遺伝子として１９８５年に同定された２２）．

損傷乗り越え修復とは， DNA修復機構の一つである２３）．

塩基損傷部位がヌクレオチド除去修復などで修復される前

に複製が進行すると，通常の DNAポリメラーゼは損傷部

位で止まってしまう（図４A�）．損傷乗り越え修復に関与

するポリメラーゼ（TLSポリメラーゼ）は，このような

部位に対して一時的に通常の DNAポリメラーゼの代わり

に複製を行うことにより，複製を続行させる．TLSポリ

メラーゼにはいくつかの種類が知られており，このうちポ

リメラーゼ ζ（ゼータ）は Rev３，Mad２L２（Rev７）の二量

体から成る．酵母のポリメラーゼ ζは，他の TLSポリメ

ラーゼである Rev１と結合して損傷部位にリクルートさ

れ，数塩基の合成を行う（図４A�，�）．この合成はし

ばしば不正確であり，突然変異の主要な原因となる．ヒト

の Rev３は巨大で精製が困難なため，in vitro での損傷乗り

越え活性は確認できていないが，培養細胞でMad２L２

（Rev７）をノックダウンあるいはノックアウトすると放射

線や DNA傷害性の薬剤に対する感受性が上昇することが

報告されている２４，２５）．

一方Mad２L２（Rev７）はMad２との類似から，細胞周期

制御への関与が示唆されてきた．Mad２が Cdc２０と結合し

て APC／Cの活性化を抑えるのに対し，Mad２L２（Rev７）は

APC／Cのもう一つのコファクターである Cdh１と結合し，

APC／Cの活性化を抑えるとされる２６，２７）．APC／C-Cdc２０が

分裂期後半にはたらくのに対し，APC／C-Cdh１は分裂期の

終わりから G１期にはたらく２８）．これと関連して，赤痢菌

が産生する IpaBというタンパク質が Cdh１と拮抗的に

Mad２L２（Rev７）に結合し，その結果分裂期への進入が妨

げられるという報告もある２９）．

２）Mad２L２（Rev７）の構造

ヒトのMad２L２（Rev７）は２１１アミノ酸から成り，Mad２

と２６％の相同性を有する３０，３１）．Mad２とMad２L２（Rev７）は，

減数分裂期におけるシナプトネマ複合体の形成に関与する

Hop１（ヒトでは HORMAD１）とも相同性を有し，これら

の相同領域は HORMA（Hop１，Rev７，Mad２）ドメインと

名付けられている３２）．最近 Rev３，Rev１の断片と結合した

状態でのMad２L２（Rev７）の結晶構造が報告された（図４

B）３３～３５）．興味深いことにMad２L２（Rev７）は，C-Mad２と

類似した構造をとり，Rev３のMad２L２（Rev７）結合部位

は，C-Mad２の安全ベルトに相当するMad２L２（Rev７）の

C末端部位に挟み込まれる形で存在していた．さらに

Mad２L２（Rev７）単独では Rev１に結合できず，Rev３と複

合体を形成してはじめて Rev１に結合できること，Rev３と

の結合によりMad２L２（Rev７）の構造が大きく変化するこ

とも示された．このことはMad２L２（Rev７）が単独では O-

Mad２に相当する構造をとり，Rev３と結合してクローズ型

に変化することによって Rev１と結合できるようになるこ

とを示唆している．Mad２L２（Rev７）とMad２は，アミノ

酸配列だけでなく構造変化についても類似していることが

明らかになったわけだが，Mad２L２（Rev７）の二量体形成

は知られておらず，Mad２L２（Rev７）の構造変化がMad２

のような自己触媒的制御を受けるかどうかは不明である．

３）Mad２L２（Rev７）と結合するタンパク質

Mad２L２（Rev７）は，これまでに述べた Rev３，Rev１，

Cdh１， IpaB 以外にも ADAM９３６）， PRCC３７）， ELK-１３８），

CLTA３９），Sim２４０）等種々のタンパク質と結合することが報

告されている．このうち ADAM９，ELK-１については

Rev３と類似した配列でMad２L２（Rev７）に結合すること

が示されているが４１），他のタンパク質の結合様式について

の詳細は不明である．筆者らはMad２L２（Rev７）と結合す

る分子を探索した結果，新規分子 C１３orf８（ZNF８２８）を同

定し，その機能から CAMP（chromosome-alignment main-

taining phosphoprotein）と名付けた４２）．CAMPは筆者らが

WK領域と名付けた特徴的な繰り返し配列を含む領域で

Mad２L２（Rev７）と結合するが（図５A），どのような構造

のMad２L２（Rev７）のどの部位に結合するかは明らかでは
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ない．興味深いことに CAMPをノックダウンすると，分

裂期での染色体の紡錘体中央への整列に異常が見られ（図

５B），その原因として動原体と微小管の結合に問題がある

ことが示唆された．CAMPのこの機能は，FPE領域と名

付けた領域に依存し，また CDK１によるリン酸化によっ

て制御されていることがわかった（図５A）．しかしこれま

でのところ，Mad２L２（Rev７）が CAMPのこのような機能

にどのように関与しているかは明らかになっていない．一

方Mad２L２（Rev７）と CAMPは，ヒストン H３の９番目の

リシンのトリメチル化を認識するタンパク質として知られ

ている HP１（heterochromatin protein１）と結合する複合体

としても同定されており４３），クロマチン上で別の機能を果

たしている可能性もある．

４． お わ り に

核酸ではなくタンパク質として形質を伝播させるプリオ

ンの発見は，セントラルドグマを揺るがすものとして，ス

タンリー・プルシナーのノーベル賞受賞へとつながった．

類似したしくみを生理的・可逆的に用いているMad２は，

そういう意味で生命現象のさらなる深淵を垣間見せている

と言える．今後Mad２以外に同様の制御を受けるタンパク

質が発見されるかどうかが注目される．興味深いことに，

タンパク質の自己触媒的なアミロイド様変化が，個々のタ

ンパク質の寿命を超えた長期記憶の形成に関与する可能性

が報告され，タンパク質の構造変化と細胞・個体の記憶と

の相関が示唆されている４４）．Mad２L２（Rev７）については，

Mad２同様の構造変化は示唆されているものの，非対称二

図４ Mad２L２（Rev７）の損傷乗り越え修復における機能と構造
（A）ポリメラーゼ ζによる損傷乗り越え修復のモデル．�）DNA複製を行うポリメラー
ゼ（Pol）δ／εは，DNA損傷部位を乗り越えることができない．�）停止した複製フォー
クの PCNAがユビキチン化され，これに Rev１が結合する．Rev３，Rev７より成るポリメ
ラーゼ ζは，Rev１と結合することにより DNA損傷部位にリクルートされる．�）ポリ
メラーゼ ζは，損傷部位を乗り越えて数塩基の複製を行う．�）再びポリメラーゼ δ／ε
が複製を続行する．（B）Rev１-Rev７-Rev３複合体の構造．

６３５２０１３年 ８月〕



量体形成による構造変化の誘導を示す報告はない．しかし

Mad２L２（Rev７）に結合する多種多様なタンパク質が，ど

のようにMad２L２（Rev７）の構造変化に関与し，また影響

を受けるかということは，本特集のテーマであるタンパク

質の構造機能相関を理解する上での重要な足がかりになる

ものと考えられる．
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