
１． は じ め に

細胞がある決められた軸に沿って分裂する現象は，線虫

やハエをはじめとする様々なモデル生物で観察され，非対

称分裂や幹細胞の自己複製能の維持，組織形成，個体発生

に重要な役割を果たしている．細胞分裂軸すなわち紡錘体

軸の方向は，様々な内的・外的要因によって制御される．

これまでに報告されている要因としては，「細胞の形」「細

胞極性」「細胞―細胞間接着」「細胞―細胞外基質接着」の四

つが挙げられる（図１）．細胞は周囲の環境や分化段階に

従ってこれらの要因を使い分けることで，その場に適切な

分裂軸方向を決めている．線虫受精卵やハエ神経幹細胞な

どで見られる非対称分裂においては，分裂軸を決めるメカ

ニズムについて多くの研究がなされ，詳細な分子機構が明

らかとなりつつある１，２）．特に，三量体 Gタンパク質 Gα-

LGN-NuMAからなるタンパク質複合体は，細胞表層の分

裂軸決定要因と紡錘体から伸びる星状体微小管をつなぐ，

進化的に保存された分子機構として確立されている（図

２）１～３）．最近，哺乳類においても様々な組織で分裂軸に方

向性があることが分かってきた．また，分裂軸の異常は多

嚢胞腎症や腫瘍形成などの疾患に関与することも報告され

ている．しかし組織内での解析が技術的に困難であるた

め，その分子機構には不明な点が多い．このため，培養細

胞を用いた分裂軸解析系の確立が必要と考えられてきた．

本稿では，哺乳類組織での細胞分裂軸に関する近年の関連

分野の進捗と合わせて，現在までに確立されている培養細

胞を用いた分裂軸解析方法，ならびに最近筆者らが培養細

胞系を用いて行ったゲノムワイドスクリーニングによる新

規分裂軸制御因子の同定とその機能解析について概説す

る．

２． 哺乳類組織で見られる細胞分裂軸の方向性

分裂軸の研究はこれまで出芽酵母，線虫，ハエを中心に

進められてきており，哺乳類では神経幹細胞など一部の組

織以外では解析が立遅れていた．しかし，２００５年頃から

様々な組織で方向性のある細胞分裂が相次いで報告され，

その生理学的意義の重要性が認識されつつある（表１）．

このうち最近飛躍的に研究が発展しつつある，皮膚，腸，

腎臓について以下に紹介する．

（１） 皮膚における細胞分裂軸

皮膚は，体液の蒸発を防ぎ紫外線や病原体感染などの
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様々な外界刺激から体を保護するバリア機能を果たす．皮

膚は外側から表皮，真皮，皮下組織の３層からなり，表皮

と真皮の間は基底膜によって仕切られている．表皮の細胞

は新陳代謝を繰り返し，古くなった角質がはがれ，内側か

ら新しい細胞が供給されることにより組織の恒常性が維持

される．表皮は，角質層，顆粒層，有棘層，基底層からな

る重層構造をしており，このうち高い増殖能を有するのは

基底膜に接する一層の細胞層からなる基底層の細胞である

（図３）．

２００５年 Fuchsらは，マウス胎児の皮膚基底細胞が基底

膜に対して平行あるいは垂直に分裂することを報告し

た１１）．前者は対称分裂であり，二つの娘細胞は共に増殖能

を維持して上皮シートの拡大に寄与する．後者は非対称分

裂であり，基底膜から解離した娘細胞は増殖を停止し段階

的に分化することで重層構造の形成に寄与する（図３）．

興味深いことに，平行分裂と垂直分裂の割合は胎児の発生

段階に従って変化する．皮膚形成過程の初期（E１２．５）で

は平行分裂が多いが，発生が進むと（E１６．５～E１８．５）垂

直分裂の割合が多くなる．このことは，組織形成過程の各

段階において分裂軸を制御する分子メカニズムが変化する

ことを示唆している．彼らは，非対称分裂の分裂軸を決め

る進化的に保存された制御因子である Inscuteable（Insc），

LGN，NuMAが基底細胞の非対称分裂（垂直分裂）にお

いて，細胞の apical表層に局在することを報告した．さら

に，細胞―基質間接着因子インテグリンや細胞―細胞間接着

因子カテニンのノックアウトマウスでは，LGNが細胞表

層上でランダムに局在し分裂軸も異常になることから，細

胞―細胞外基質間接着と細胞―細胞間接着が LGNの apical

局在を規定し，垂直分裂を決定することを提唱した１１）．そ

の後の研究で，レンチウイルスを用いた RNAiにより

LGNをノックダウンした皮膚基底細胞では，垂直分裂が

抑制されほとんどの細胞が平行分裂すること，また基底細

胞の分化や表皮の重層構造の形成が著しく抑制され，バリ

ア機能も獲得できないことが分かった１２）．これらのことか

ら，基底細胞の非対称分裂では LGNが apical側に局在す

ることで分裂軸を垂直に保ち，これが皮膚の分化と重層化

に必要であることが提唱された．

しかしながら，基底細胞では LGNに依存しない分裂軸

制御機構も存在するようである．Lechlerらは，基底細胞

の対称分裂（平行分裂）においても LGNは apical側に局

在すること，すなわち平行分裂では LGNの極性軸と紡錘

体軸が直交することを報告した１３）．また，上記のように，

LGNをノックダウンした皮膚では，分裂軸はランダムに

なるのではなく，ほとんどが平行分裂にシフトする１２）．お

そらく，平行分裂を制御する LGN非依存的な分子機構が

存在するのだろう．興味深いことに，平行分裂においては

図１ 分裂軸を決める四つの要因
（a）「細胞の形」による紡錘体軸の制御は Hertwigの法則として知られ，細胞の長
軸に沿って細胞の中央に紡錘体を配置する現象である．（b）「細胞極性」による
紡錘体軸の制御は極性を持つ細胞で見られる．極性軸と紡錘体軸が一致する場合
は非対称分裂，直交する場合は対称分裂となる．（c）「細胞―細胞間接着」による
紡錘体軸の制御は，上皮細胞（ハエ神経上皮細胞など）やニッチ細胞に接着した
幹細胞（ハエ精子幹細胞など）の分裂で見られる．細胞―細胞間接着因子カテニ
ンや APCなどが関与する．（d）「細胞―細胞外基質」による紡錘体軸の制御は，
HeLa細胞などの細胞―細胞間接着の弱い接着細胞でおもに見られる．
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NuMAが apical表層に局在しないことが報告されてい

る１３）．垂直分裂と平行分裂の振り分けは，NuMAの表層局

在で決まるのかもしれない．発生段階に従った分裂パター

ンの振り分け機構の解明が今後の課題と思われる．

（２） 小腸における細胞分裂軸

小腸の管腔表面は多くの絨毛で被われ，栄養分の吸収に

あずかる表面積を約１０倍に広げている．絨毛と絨毛の間

には陰窩（腸腺）と呼ばれる上皮の落ち込んだ部分が存在

する．絨毛や陰窩の表面は単層の円柱上皮細胞で被われて

いる．陰窩の深部には幹細胞が存在し，中層部には分化に

向かう途中の高い増殖能を維持した細胞群が存在する．こ

の部分で増殖した細胞は５～７日間で絨毛の先端に到達し，

剥脱すると考えられている．

２００７年，Kaplanと Tirnauerらは，腸管上皮細胞の分裂

軸が腸管上皮層に対して平行であることを報告した１４，１５）．

図２ 進化的に保存された紡錘体軸制御複合体
（a）LGNは C末端側の GoLocoモチーフ（薄灰色）と N末端側の TPRモチーフ
（濃灰色）を介して Gαと NuMAの両方にそれぞれ結合する．Gαによって細胞
表層にアンカーされた LGN-NuMA複合体は，ダイニンを介して微小管と相互作
用する．微小管の脱重合とダイニンのモーター活性により，微小管を牽引する力
が生じると考えられている．
（b）Gα―LGN-NuMA複合体は線虫，ハエ，哺乳類まで進化的に保存されている．

表１ 哺乳類組織で報告された分裂軸の方向性

器官 組織・細胞 分裂軸の方向 参考文献

前脳 神経幹細胞 神経上皮層に対して平行 ４他多数
乳腺 上皮細胞 基底膜に対して平行 ５
脾臓 T細胞 抗原提示細胞との接着面に対して垂直 ６
筋肉 サテライト細胞 筋繊維の基底膜に対して平行／垂直 ７
心臓 心外膜細胞 基底膜に対して平行／垂直 ８
肺 肺上皮細胞 気道の長軸に対して平行

基底膜に対して垂直
９
１０

皮膚 基底上皮細胞 基底膜に対して平行／垂直 １１，１２，１３
小腸 腸陰窩上皮細胞 基底膜に対して平行 １４，１５，１６
腎臓 尿細管上皮細胞 尿細管の長軸に対して平行 １８，１９，２０

マウス，ラットの各組織において，現在までに報告された細胞分裂軸の方向性．神
経幹細胞の研究は歴史が長く，文献４以外にも多数の文献がある．

８３２０１２年 ２月〕



一方，家族性大腸線腫症の原因遺伝子である APC（adeno-

matous polyposis coli）に人為的に変異を導入したマウス

（Multiple Intestical Neoplesiaマウス，以下 APC min／＋マウス）

では，腸管上皮細胞の分裂軸が異常になり，ランダムな方

向に分裂した１４，１６）．APCは微小管プラス端結合因子である

EB１を介して微小管と結合し，紡錘体の形成や配置を制

御することが知られている．Tirnauerらは，APC min／＋マウ

スの腸管上皮細胞では，紡錘体は形成されるが，紡錘体か

ら延びる星状体微小管が細胞表層に接していないと報告し

ている１６）．微小管のダイナミクスについてはより詳細な解

析が必要であるが，APCが星状体微小管と細胞表層の接

着を介して，腸管上皮細胞の分裂軸を決めると考えられ

る．

では，APC min／＋マウスで見られる分裂軸の異常は，家族

性大腸線腫症でおこるポリープやがんの発症と関係がある

のだろうか？ Kaplanと Tirnauerらはそれぞれ別の仮説

を提唱している．Kaplanらは，紡錘体の細胞内での配置

が不安定になることで細胞質分裂の異常が生じ，その結果

４倍体や多数体の細胞が出現し，これが癌の特徴である染

色体不安定性を引き起こすと主張している．一方，Tir-

nauerらは，上皮細胞が腸管上皮に対して垂直に分裂する

と，陰窩の外側に異常な陰窩が余分に形成され，組織全体

の構造異常さらには腫瘍形成を促進すると述べている．最

近，Näthkeらは，陰窩の深部に存在する幹細胞は，上記

の増殖細胞とは異なり，腸管上皮層に対して垂直に分裂す

ることを報告した１７）．また，この分裂は非対称分裂であ

り，古い DNA鎖が幹細胞に残るという Immortal strand

hypothesisに従った分裂様式であることを示した．さらに

APC min／＋マウスでは，この幹細胞の分裂軸と非対称分裂に

異常が生じることから，APCの変異によるがん化は，腸

管幹細胞の分裂軸異常を起因とする幹細胞の変異が原因で

あることを提唱した１７）．これらの報告はいずれも APC変

異により誘導される細胞がん化や腫瘍は，分裂軸の異常が

原因であることを主張するものであり，がんの研究分野に

新しい方向性を示すものである．

（３） 腎臓における細胞分裂軸

腎臓における分裂軸制御機構の存在は，多嚢胞腎症のモ

デルラットでの解析から明らかとなった．多嚢胞腎症

（polycystic kidney diseases; PKD）は腎臓に多数の嚢胞が生

じて腎不全となる遺伝性疾患であり，常染色体優性多嚢胞

腎症と常染色体劣性多嚢胞腎症に分類される．前者は多く

が成人期に疾患を呈し，後者は幼年期に発症する．いずれ

も腎臓内での嚢胞（シスト）形成と尿細管の拡張を特徴と

し，原因遺伝子として前者は PKD１と PKD２，後者は

PKHD１が同定されているが，その発症機構は不明であっ

た．

Pontoglioらは，尿細管を構成する細胞が尿細管の長軸

に対して平行に分裂することを見出した１８）．PKD２や

PKHD１の発現に必須の転写因子 HNF１βを腎臓特異的に
ノックアウトしたところ，尿細管の長軸に対して垂直に分

裂する細胞が増加することを発見した．同様の現象は，

PKHD１に変異を持つ pck ラットでも観察された．この分

裂軸の異常は，尿細管の拡張や嚢胞形成よりも前に認めら

れるため，２次的な影響ではないといえる．これらのこと

から，多嚢胞腎で見られる尿細管の拡張や嚢胞形成は，尿

細管細胞の分裂軸の異常が原因であることが提唱され

た１８，１９）．McNeilらは，細胞平面極性（planar cell polarity;

PCP）を担うプロトカドヘリンファミリーの Fat４が，尿

細管細胞の分裂軸を制御することを報告した２０）．Fat４を腎

臓特異的にノックアウトしたマウスでは，HNF１βノック
アウトマウスや pckラットと同様に尿細管の分裂軸が異常

となり，尿細管の拡張や嚢胞形成が誘発されることが示さ

れた．PDKや PKHD１は細胞平面極性と紡錘体をつなぐタ

ンパク質である可能性が考えられる．

多嚢胞腎症は他の遺伝性疾患でもしばしば認められる．

例えば Von Hippel-Lindau病（VHL病）は VHLがん抑制

遺伝子の変異が原因で起こる疾患であり，脳や脊髄の血管

芽腫やリンパ嚢胞腺腫に加えて多嚢胞腎を発症する２１）．

VHLタンパク質の機能については様々な研究がなされて

いるが，最近，紡錘体軸を制御する働きを持つことが報告

された２２）．分裂軸の制御は，尿細管などの管腔構造の形成

には必須の現象であるのかもしれない．個々の分子の機能

から，細胞極性および管腔形成までの組織構築過程の多段

階をつなぐ解析が今後の課題である．

図３ 皮膚表皮の組織構造と細胞分裂軸
皮膚表皮は，角質層，顆粒層，有棘層，基底層からなる重層構
造をしており，このうち基底細胞が分裂能を有する．基底細胞
は基底膜に対して平行あるいは垂直に分裂する．前者は対称分
裂であり，二つの娘細胞は共に基底膜に接して増殖能を維持
し，上皮シートの拡大に寄与する．後者は非対称分裂であり，
基底膜から解離した娘細胞は増殖を停止し段階的に分化するこ
とで重層構造の形成に寄与する．
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３． 培養細胞を用いた細胞分裂軸の解析法

上記のように，哺乳類個体において方向性のある細胞分

裂の存在が明らかとなり，その生理学的重要性が認識され

つつある．しかしながら，個体内では生化学的・細胞生物

学的解析が困難であるため，その分子機構は不明な点が多

い．これを解決するため近年，培養細胞を用いた分裂軸の

解析法が確立されてきた．下記に四つの解析法を紹介する．

（１） 三次元培養法を用いた分裂軸解析法

イヌ腎臓由来のMDCK細胞をマトリジェルの上で培養

すると，apical-basal極性を持つ一層の細胞層からなるボー

ル状のシストが形成される．Duらは，このシストを構成

する細胞は apical-basal軸に対して垂直，すなわち表層面

に対して平行に分裂することを発見した（図４a）２３）．これ

らの細胞では分裂期において LGNが lateral側に局在した．

shRNAを用いて LGNをノックダウンすると分裂軸が異常

になり，その結果シスト全体の構造に異常が生じ，複数の

内腔をもつ multilumenシストが形成された．これらのこ

とから，MDCK細胞のシストでは，LGNの lateral局在が

分裂軸の決定とシスト形成に必須の役割を果たすことが明

らかとなった２３）．さらにその後の研究で，MDCK細胞のシ

ストでは細胞極性因子 Par３と aPKCが apical表層に局在

し，aPKCが LGNの Ser４０１をリン酸化することで LGN

と Gαの結合を阻害し，結果的に LGNを apical表層から

排除していることが報告された（図４a）２４）．この排除機構

が失われると LGNが表層全域に局在するため紡錘体を牽

引する力が表層全体に広がり，結果的に分裂軸がランダム

になり multilumenシストが形成されることが分かった２４）．

このように，本解析法は細胞分裂軸と細胞極性を３次元で

解析する点において優れており，また分裂軸という１細胞

レベルの現象と組織構造という多細胞レベルの現象をつな

ぐ系として注目される．本解析法を用いて，Cdc４２や

Tuba（Cdc４２の GEF）などいくつかの分子が分裂軸とシ

スト形成の両方に必要であることも報告されている２５，２６）．

本解析法の難点としては，分裂期の細胞を数多く得るのが

困難であること，分裂軸の異常が multilumenシスト形成

の唯一の原因であることを証明するのが困難であることが

挙げられる．標的とする分子に照準を絞った上で，詳細に

検討する場合に有効な解析法であると思われる．

図４ 培養細胞を用いた分裂軸解析法
（a）MDCK細胞シストにおける細胞分裂軸．紡錘体は細胞の apical―basal極性軸に
対して垂直に配置される．この方向性は lateral側に存在する LGNに依存する．Api-
cal側には Par３と aPKCが存在し，LGNを apicalから排除している．（b）ハエ S２細
胞を用いた Induced cell polarity systemと細胞分裂軸．紡錘体は細胞―細胞接着面に
局在させた分裂軸制御因子（Pinsなど）に向かって配置される．（c）マイクロパター
ン技術を用いた HeLa細胞における細胞分裂軸．フィブロネクチンのパターン（円
形，棒状，L字など）によって紡錘体の配置が決まる．（d）HeLa細胞における Z
軸に対する細胞分裂軸．紡錘体は細胞―基質接着面に対して平行に配置される．分
子機構の詳細は本文を参照．

８５２０１２年 ２月〕



（２） Induced cell polarity systemを用いた分裂軸解析法

Doeらは，細胞―細胞間接着を誘導するタンパク質であ

る Echinoid（Ed）の cDNAにタグと目的タンパク質をコー

ドする遺伝子を融合させたコンストラクトを作成し，それ

をハエの培養細胞 S２細胞に強制発現させることで，細胞―

細胞間接着面に目的タンパク質を濃縮させる“Induced cell

polarity system”を開発した２７）．この系を用いて Pins（ハエ

の LGNオーソログ）を細胞―細胞間接着面に濃縮させる

と（Ed：Flag：Pins），Gα依存的に紡錘体が Pins面に対し

て垂直に配置されることが示された（図４b）．さらに Pins

の様々な欠失変異体を用いてドメイン解析を行った結果，

これまで知られていたMud（ハエの NuMAオーソログ）と

の結合領域である N末端側の TPR（tetratricopeptide repeat）

モチーフ，Gαとの結合領域である C末端側の GoLocoモ

チーフに加え，新たに Dlg（Discs large）との結合を担う

Linkerドメインを同定した．Pinsは TPRドメイン-Mud-ダ

イニン／ダイナクチン経路を介した微小管の牽引と，

Linkerドメイン-Dlg-Khc７３（キネシン）を介した微小管の

捕捉の二つの経路を介して紡錘体の方向を決めていること

が提唱された２７）．その後の研究で，細胞平面極性を担う Fz-

Dsh経路がMudを介して分裂軸を制御することも本解析

法を用いて明らかにされた２８）．さらに，ハエ神経幹細胞の

非対称分裂に関与するスキャフォールドタンパク質 Canoe

が Ran-GTPと結合し，両者の結合がMudの表層局在に必

要であることも本解析法を用いて報告されている２９）．本解

析法は，強制発現による人為的な系ではあるが，タンパク

質間の相互作用やドメイン解析を行う上で強力なツールで

あると言えよう．

（３） HeLa細胞を用いた分裂軸解析系 I：マイクロパター

ン技術による X-Y平面上での解析法

Bornensらは，細胞外基質フィブロネクチンを数マイク

ロメートルの規模でガラスプレート上に描く技術を開発し

た３０）．このマイクロパターン技術を用いて様々な形のフィ

ブロネクチンパターンを作成し，その上に HeLa細胞を一

つずつ接着させたところ，フィブロネクチンの形と紡錘体

の方向に相関があることを発見した．すなわち円形のフィ

ブロネクチンパターンでは紡錘体はランダムな方向に向く

が，棒状のパターンでは紡錘体は棒の長軸に沿った方向に

向く．L字パターンでは頂点を結んだ線に沿って並ぶ（図

４c）．この時，アクチン細胞骨格や微小管の重合を薬剤阻

害すると，フィブロネクチンパターンと紡錘体軸の相関が

見られなくなることから，細胞外基質への接着点と細胞骨

格との相互作用が紡錘体軸を決めることが示唆された．実

際，細胞接着シグナル伝達の一部を担う Srcキナーゼファ

ミリーの阻害剤 PP２で細胞を処理すると，紡錘体軸の方

向性が失われることも報告されている３０）．HeLa細胞は分

裂期になるとドーム状の丸い形になるが，この時，細胞と

細胞外基質はリトラクションファイバーと呼ばれるアクチ

ン細胞骨格からなる針状の構造体でつながっている．彼ら

は，このリトラクションファイバーの根元の細胞表層に紡

錘体を牽引する力が存在すると仮定した．リトラクション

ファイバーの分布は細胞外基質の形で決まる．そこで様々

なフィブロネクチンパターンについて，細胞表層に存在す

る紡錘体牽引力の分布を求め，そこから紡錘体にかかる回

転力の分布と，その結果としての紡錘体の向きを予測する

計算式を立てた．各フィブロネクチンパターンについて，

紡錘体軸の予測値と実測値は見事に一致し，紡錘体軸の制

御機構を物理・数学的に解析するとの新しい研究領域が生

まれた３１）．その後の研究で，リトラクションファイバーを

一部レーザーカットすると，ファイバーの残っている方向

に向かって紡錘体が回転することがマイクロパターン技術

によって明らかにされ，細胞外基質がリトラクションファ

イバーを介して紡錘軸の方向性を決めていることが証明さ

れた３２）．マイクロパターン技術は通常の研究室では導入困

難であるが，現在は様々なフィブロネクチンパターンが描

かれたカバーガラスが CYTOO社から市販されている．と

ても高価ではあるが，細胞外基質の役割の解析や物理・数

学的解析を行う際に大変優れた実験系である．

（４） HeLa細胞を用いた分裂軸解析系 II：Z軸上での解

析法

マイクロパターンを用いた分裂軸の解析法は，カバーガ

ラス上の X-Y平面での方向性を定量化するものである．

我々は HeLa細胞を用いて，Z軸に対する分裂軸の方向性

を明らかにしてきた．HeLa細胞をフィブロネクチンやコ

ラーゲンの上で培養すると，紡錘体が細胞外基質の面に対

して平行に配置されることを発見した３３）．この方向性は重

力や細胞―細胞間接着には依存しなかった．しかし，偽基

質であるポリリジン上で細胞を培養した場合や，インテグ

リン β１の機能を中和抗体や RGDペプチド，RNAiで阻害

すると，この紡錘体軸の方向性が失われた．その結果，細

胞は基質面に対して傾いて分裂するため，分裂後一つの娘

細胞が基質にすばやく結合できなくなる現象が観察され

た．このことから，インテグリン β１を介した細胞―基質

間接着が紡錘体軸を基質に対して平行に配置する分子機構

が存在し，これは足場依存的細胞増殖を保証するものであ

ることが分かった．さらに，アクチン細胞骨格や微小管，

およびミオシン Xや微小管プラス端接着因子 EB１がこの

紡錘体軸制御機構に必要であることを示した（図４d）３３）．

水野らは，アクチン制御因子である LIMキナーゼとコ

フィリンもこの制御機構に必要であることを報告してい

る３４）．我々はさらに，分裂期において PI３キナーゼがイン

テグリン依存的に活性化して PI（３，４，５）P３を産生するこ
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と，PI（３，４，５）P３が PTEN依存的に細胞中央表層に濃縮

することを見出した３５）．PI（３，４，５）P３はダイニン・ダイナ

クチン複合体を細胞中央表層にリクルートすることで紡錘

体を牽引する力を中央表層で平衡化し，結果的に紡錘体を

基質に対して平行に配置させることを提唱した（図４d）．

その後，低分子量 Gタンパク質 Cdc４２が PI（３，４，５）P３と

アクチン骨格の両方を制御する鍵分子であることを見出

し，Cdc４２-PAK２／βPix-アクチンおよび Cdc４２-PI３キナー

ゼ-PI（３，４，５）P３との二つの独立したシグナル伝達経路が

紡錘体軸を制御することを明らかにした３６）．興味深いこと

に，Cdc４２や PAK２／βPixあるいはミオシン Xをノックダ

ウンすると，いずれもリトラクションファイバーが減少す

る．リトラクションファイバーは X-Y平面上の紡錘体軸

だけでなく，Z軸に対する紡錘体軸方向も制御するのかも

しれない．本解析法は生理学的意義が不明であるとの弱点

はあるが，定量化が容易であり，多数の分裂期細胞が得ら

れ，安価であるなどの長所がある．分裂軸を解析するにあ

たり手始めに使えるお手頃な方法であると言えよう．実

際，本解析法を用いて，がん抑制遺伝子 VHLや繊毛タン

パク質 IFT８８，ハンチントン病の原因遺伝子 Huntingtinが

分裂軸に関与することが報告されている２２，３７，３８）．

４． 分裂軸を制御する遺伝子のゲノムワイドスクリーニン

グと新規分裂軸制御因子 ABL１の機能

HeLa細胞を用いた Z-軸に対する分裂軸解析法は，大量

のサンプル解析が可能であるためゲノムワイドスクリーニ

ングに適している．同定された遺伝子について個体レベル

での解析を行えば， in vivoでの役割の解明も可能となる．

我々は最近このスクリーニングに成功し，新規分裂軸制御

因子として ABL１を同定した３９）．以下にスクリーニングの

概略と ABL１の機構解析，皮膚組織での役割について紹介

する．

（１） 分裂軸を制御するキナーゼのゲノムワイドスクリー

ニング

我々は Ambion社から市販されているキナーゼに対する

siRNAライブラリーを用いてスクリーニングを行った（図

５a）．このライブラリーは７１９個のキナーゼおよびキナー

ゼ関連因子を網羅しており，一つの遺伝子に対して３種類

の siRNAが設計されている．スクリーニングは２段階で

行った．第１段階では，すべてのサンプル（７１９×３＝２，１５７

個）について３０個以上の分裂中期の紡錘体を観察し，そ

れぞれの紡錘体の傾きを目視で３段階評価した．Mann-

Whitney U testで P値を求め，一遺伝子３種類の siRNAに

ついて次の２条件を満たすものをポジティブな候補とし

た：１）２種類以上の siRNAで P値が２．３×１０－５（多重検定

での P値０．０５）以下，２）１種類以上の siRNAで P値が

１．０×１０－１３以下．その結果，３１種類の遺伝子が候補として

得られた．このうち２８種類の遺伝子を第２段階のスク

リーニングにかけた．第２段階では，それぞれの遺伝子を

２種類の siRNAでノックダウンし，３０個の分裂中期紡錘

体の傾斜角度の実測値を求めた．Mann-Whitney U testで P

値を求め，９．０×１０－４（多重検定での P値０．０５）以下のも

のをポジティブとしたところ，２種類の siRNAでともにポ

ジティブとなった遺伝子が３個同定された．このうち P

値の観点から最も有力な候補として同定されたのが，Src

型チロシンキナーゼファミリーである ABL１であった．

（２） 分裂軸制御機構における ABL１の機構解析と皮膚組

織での役割

ABL１ノックダウンによる紡錘体軸の異常は siRNA耐性

の mouse ABL１を発現することによりレスキューされた

が，キナーゼ活性を欠失した ABL１-KD（kinase dead）で

はレスキューされなかった．また，ABL１のキナーゼ阻害

剤である Glivecで細胞を処理した場合も紡錘体軸の異常

が誘導されたことから，ABL１は HeLa細胞における紡錘

体軸制御に必要であり，この機能は ABL１のキナーゼ活性

に依存することが分かった．ABL１は哺乳類組織での細胞

分裂軸も制御するのだろうか？ 我々は皮膚について解析

を行った．上述したように，皮膚基底細胞は基底膜に沿っ

て水平あるいは垂直に分裂する．Glivecを妊娠マウスに腹

腔投与したところ，胎児皮膚基底細胞の分裂軸方向がラン

ダムになった．また，ABL１ノックアウトマウスの胎児皮

膚基底細胞でも分裂軸に異常が生じた（図５b）．従って

ABL１は HeLa細胞でのみならず，in vivoの皮膚基底細胞

においても分裂軸制御に必要であることが分かった．

では，ABL１はどのようにして紡錘体軸を制御している

のだろうか？ HeLa細胞の系では，PI３キナーゼと

PAK２／βPixの複合体形成が紡錘体軸制御に必要であるこ

とを述べたが，ABL１をノックダウンした HeLa細胞では

これらに変化は認められなかった．そこで次に ABL１と

LGNの関連を調べた．分裂期の HeLa細胞では LGNは細

胞表層に局在するが，そのシグナルはそれほど強いもので

はなく，LGNをノックダウンしても紡錘体軸の方向は正

常のままである．このとき，PI３キナーゼの阻害剤で細胞

を処理すると，LGNノックダウン細胞でも紡錘体軸の異

常が生じる．従って HeLa細胞では通常の場合，Z軸に対

する紡錘体軸制御は PI３キナーゼ-PI（３，４，５）P３経路が主

要な役割を果たしており，LGNは大きな働きをしていな

いと考えられる．しかし，ABL１ノックダウン細胞では

LGNが細胞表層に強く濃縮し，Z軸方向にも広がって局

在する現象が観察された（図５c）．MDCK細胞に LGNを

高発現すると紡錘体軸が不安定になり，紡錘体が振動する

ことが報告されている３）．同様に HeLa細胞に LGNを高発
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現すると，紡錘体の回転運動が誘導された．このことから

ABL１ノックダウン細胞で見られる紡錘体軸方向の異常

は，LGNの細胞表層への濃縮が原因である可能性が考え

られた．そこで，ABL１と同時に LGNをノックダウンし

たところ，紡錘体軸方向の異常がレスキューされ，かつ紡

錘体の回転運動も抑制された．また，ABL１と同時に Dlg

をノックダウンすることによっても回転運動が抑制され

た．LGNのタンパク質量自体には変化は見られなかった

ことから，ABL１ノックダウン下では，LGNが表層に濃

縮し，その結果 LGN-Dlg経路が過剰に働いて紡錘体軸に

異常が生じることがわかった．つまり，HeLa細胞では通

常，ABL１は LGNの細胞表層への蓄積を抑制し，LGN-

Dlgによる紡錘体の過度な回転運動を抑えている．

次にマウス皮膚基底細胞での LGNの局在を観察したと

ころ，先行論文のとおり，野生型マウスでは LGNは api-

cal表層に三日月状に局在するのが認められた１１，１２）（以下，

LGN crescentと記す）．一方，Glivec処理したマウスや

ABL１ノックアウトマウスでは，LGN crescentは形成され

るが，apicalに限局しておらず，lateralや basal側にも局在

が認められた．また，LGN crescentが２カ所に見られる細

胞も顕著に増加した．興味深いことに，これらの細胞では

ほとんどの場合，異常な分布を示す LGN crescentに向

かって紡錘体が配置していた．一方，野生型マウスでは，

上述の Lechlerらの報告１３）の通り，平行分裂の場合は apical

側の LGN crescentと紡錘体軸が直交しており，LGN cres-

centと紡錘体の軸が一致しない細胞がある割合で存在し

た．正常では apical表層に生じる LGN依存的な強い力と

lateral表層に生じる弱い力が紡錘体を牽引しており，この

二つの力はベクトル方向が直交するため，紡錘体は回転せ

ずに安定していると考えられる．一方 ABL１ノックアウト

マウスでは，LGNの分布が異常になりベクトル方向が乱

れるため，より強い牽引力を発する LGN crescentに向

かって紡錘体が回転すると考えられる．以上のことから

ABL１は HeLa細胞と皮膚基底細胞の両方で LGNの表層局

在を規定し，紡錘体軸を制御することが示された．

次に我々は，LGNの結合因子として良く知られる

図５ HeLa細胞を用いた分裂軸制御因子の RNAiスクリーニング
（a）HeLa細胞における，Z軸に対する細胞分裂軸の解析法を用いて行ったスクリーニングの
概略図．（b）野生型マウスと ABL１ノックアウトマウスの皮膚基底細胞の分裂様式．野生型で
は基底膜に対して垂直に紡錘体が配置されているが，ABL１ノックアウトマウスでは傾いてい
る．（c）コントロールの HeLa細胞と ABL１をノックダウンした HeLa細胞における LGNの細
胞表層局在．表層の LGNシグナルの３Dイメージを示す．
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NuMAについて検討した．HeLa細胞では分裂期前中期か

ら NuMAの細胞表層局在が認められ，中期では LGN cres-

centと共局在した．また LGNをノックダウンすると，前

中期，中期のいずれでも NuMAの表層局在が失われた．

これらの結果は NuMAが LGN依存的に表層に局在すると

の先行研究３）と一致するものである．驚いたことに，ABL１

をノックダウンした中期の細胞では，LGNが表層に濃縮

するにもかかわらず NuMAは表層に局在していなかった．

同様の結果は，ABL１ノックアウトマウスの皮膚基底細胞

でも認められた．しかし前中期では，ABL１ノックダウン

細胞でも NuMAの細胞極在が認められた．このことは，

NuMAの細胞表層へのリクルートは LGN依存的である

が，表層へのアンカリングは ABL１を介した別の分子機構

に依存することを示唆している．

NuMAの C末端側には ABL１のリン酸化コンセンサス

配列が存在し，この配列は脊椎動物で保存されていた．ま

たこの部位（Y１７７４）は分裂期の HeLa細胞でリン酸化を

受けることがプロテオミクス解析で報告されていた４０，４１）．

我々は in vitroキナーゼアッセイにより，ABL１が NuMA

Y１７７４を直接リン酸化することを見出した．そこで非リン

酸化型 NuMA-Y１７７４Fと偽リン酸化型 NuMA-Y１７７４Eの分

裂期での局在を観察したところ，NuMA-Y１７７４Eが前中期

から中期まで表層に局在するのに対し，NuMA-Y１７７４Fは

前中期では表層局在を示すが，中期に入ると表層から速や

かに消える現象が観察された．これらのことから，ABL１

は NuMA-Y１７７４をリン酸化し，このリン酸化は NuMAの

表層へのアンカリングに必要であることが分かった．

では，ABL１による NuMA-Y１７７４のリン酸化は紡錘体

軸制御に関与するのだろうか？ HeLa細胞では，NuMA

をノックダウンしても，LGNノックダウンと同様に，Z

軸に対する紡錘体の方向異常は誘導されなかった．つま

り，HeLa細胞では通常，LGN-NuMA経路は Z軸に対す

る紡錘体の方向制御には大きな働きを持たないといえる．

そこで我々は，X-Y平面上での LGN crescentに対する紡

錘体の方向を解析した．正常な HeLa細胞では LGNは表

層に弱いながらも局在し crescentを形成している．LGN

crescentの中点と紡錘体軸の間の角度を測定したところ，

ほとんと細胞で３０度以内に収まることが観察された．し

かし ABL１ノックダウン細胞では角度が大きくなる細胞の

割合が顕著に増加し LGN crescentと紡錘体軸が一致しな

いことが分かった．そこで次に，NuMAノックダウン下

で NuMA-Y１７７４Fあるいは NuMA-Y１７７４Eを発現させたと

ころ，NuMA-Y１７７４E発現細胞では LGN crescentと紡錘体

軸が一致したが，NuMA-Y１７７４F発現細胞では一致しな

かった．さらに ABL１ノックダウン細胞において，Z軸に

沿った LGNの局在紡錘体軸方向を観察したところ，LGN

は表層中央で crescentを形成するが紡錘体軸がこれに一致

しておらず，結果的に紡錘体は Z軸に対して傾くことが

観察された．この細胞に NuMA-Y１７７４Fあるいは NuMA-

Y１７７４Eを発現させたところ，NuMA-Y１７７４E発現細胞で

は LGN crescentと紡錘体軸が一致し，その結果として Z

軸に対する紡錘体の異常はレスキューされたが，NuMA-

Y１７７４F発現細胞ではレスキューされなかった．これらの

ことから，ABL１による NuMA-Y１７７４のリン酸化は，LGN

crescentに紡錘体軸を一致させるのに必要であり，LGN-

NuMA経路の機能発現に重要な役割を果たすことが分

かった．

以上の結果から，我々は紡錘体軸制御における ABL１の

二つの機能を提唱した．１）ABL１は LGNの細胞表層への

過剰な局在を抑制し，LGN-Dlgが誘導する紡錘体の回転

運動を回避する．２）NuMA-Y１７７４を直接リン酸化するこ

とで NuMAを細胞表層へアンカリングし，これにより

LGN crescentに対する紡錘体の配置を促進する．NuMA-

Y１７７４のリン酸化は LGNの表層局在には関与しないとの

結果が得られているため，この二つの機能は独立であると

いえる．ABL１が LGNの表層局在をどのように制御して

いるのかを解明することが今後の課題である．正常細胞，

ABL１ノックダウン細胞，内在性の NuMAを NuMA-

Y１７７４Fに置換した細胞における紡錘体軸の方向性と，

LGN，NuMAの表層局在について図６にまとめる．

５． お わ り に

哺乳類における細胞分裂軸制御機構の研究は，近年急速

に進展している．疾患との関わりも明らかになりつつあ

り，そのシグナル伝達機構の解明は緊急の課題ともいえ

る．哺乳類の分裂軸制御機構には，ハエや線虫を用いた先

行研究で同定された Insc，LGN，NuMA，Gα，Dlgなどの

進化的に保存された分裂軸制御因子以外にも，多数のタン

パク質が関わることは明白である．培養細胞と個体レベル

の解析を組み合わせることにより，その全容が解明される

と期待できる．ただし，細胞はその場の環境や分化段階に

従って分裂軸を決める要因を使い分ける可能性があるた

め，同定した分裂軸制御機構がすべての細胞で機能すると

は限らない．分裂軸制御機構の時空間的な解析が今後の課

題となるだろう．
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