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1.　はじめに

細胞分裂は，染色体の分離とそれに引き続く細胞質分裂，

すなわち，細胞質と細胞膜，オルガネラなどの分離過程から

なる．細胞質分裂によって 2 つの娘細胞が分離し，細胞分裂

が完了することから，細胞質分裂は細胞増殖に必須であると

ともに，生命の連続性の源となっている．動物細胞の細胞質

分裂は，収縮環が収縮して細胞がくびれることで進行する

（図 1）．収縮環は，分裂後期にアクチンとミオシンの線維が

細胞表層にリング状に集積して形成される．染色体や細胞質

が娘細胞に均等に分配されるためには，収縮環が正しい時間

―染色体の分離後―に，正しい位置―染色体間の細胞表層―

に形成されなければならない．顕微操作実験などを通じて，

分裂後期の微小管が収縮環の位置（分裂面）を決定し，収縮

環形成を導く“分裂シグナル”を供給すると考えられるよう

になったが，分裂シグナルの実体は長く不明のままだった．

近年，RNA 干渉法（RNAi）による遺伝学的解析が可能になり，

低 分 子 量 G タ ン パ ク 質 Rho と そ の 調 節 因 子（ECT2，

MgcRacGAP，MKLP1）が分裂シグナルの分子的実体として

働くことが明らかになった．本稿では，分裂後期微小管によ

る分裂面決定・収縮環形成機構について Rho シグナルを中

心に議論するとともに，筆者らのライブイメージングによる

分裂シグナル可視化の取り組みを紹介する．

2.　微小管による分裂面決定モデル

微小管が伝える分裂シグナルは大きく分けて，細胞表層を

収縮させるシグナル（正の分裂シグナル）と弛緩させるシグ

ナル（負の分裂シグナル）の 2 つが想定されている 1）．正の

分裂シグナルモデルでは，染色体間の微小管（中央紡錘体お

よび星状体微小管の一部）が，分裂面決定・収縮環形成を促

進する分裂シグナルを供給すると考える（図 2A）．このモデ

ルは，主要な分裂シグナルを供給する微小管が中央紡錘体か

星状体微小管かで，さらに 2 つに分類されることもあるが，

本稿では 1 つにまとめて扱う．なお，中央紡錘体は，染色体

分離後（分裂後期）に染色体間に束化する中央にオーバーラッ

ピング構造を持つ微小管構造である（図 1）．
これに対して負の分裂シグナルモデルでは，星状体微小管

が収縮環形成を抑え，細胞表層を弛緩させる負の分裂シグナ

ルを供給すると仮定する．染色体間の細胞表層は星状体から

もっとも遠く，負の分裂シグナルが少なくなるために分裂面
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が，その分子的実体は長く不明のままだった．本稿では，

Rho とその調節因子複合体が，分裂シグナルの分子的実
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図 1 動物細胞の細胞質分裂

過程と分裂装置．分裂後期に

染色体が分離すると，染色体

間の細胞表層に収縮環が形

成され，その収縮により細胞

がくびれて分裂溝が形成さ

れる．

/

図 2 微小管によって制御される分裂面決定・収縮環形成モデ

ル．（A）中央紡錘体と星状体微小管の一部による正の分裂シ

グナルモデル．（B）星状体微小管による負の分裂シグナルモ

デル．（C）単極細胞モデル．単極細胞（C）では，染色体を越

えて伸びる微小管が正の分裂シグナルを供給する．
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となるというモデルである（図 2B）．これらの 2 つのモデル

は，必ずしも排他的ではない．事実，細胞質分裂では，染色

体間の細胞表層が収縮環によって収縮するのに対し，染色体

の外側（両極付近）では，細胞が進展する現象が同時に起こっ

ている．つまり，染色体を挟んで内側の微小管は正の分裂シ

グナルを，外側は負の分裂シグナルを供給すると考えると，

実際の細胞質分裂とよく一致する．

Canman らは単極紡錘体細胞で細胞質分裂を誘導すると，

染色体を越えて安定化した微小管が伸び，その先端近傍に分

裂溝が誘導されることを見出した 2）．この結果から，染色体

が微小管に分裂溝を誘導する何らかの因子を供給するという

モデルが提唱された（図 2C）．おもしろいことに，この単極

紡錘体のモデルを 2 つ向き合わせると，図 2A と相同となり，

染色体間の微小管が細胞質分裂を正に制御することをうまく

説明できる．こうした，分裂装置のトポロジーによって分裂

面が決定される“分裂シグナルモデル”が，これまでに数多

く提唱されてきたが，分裂シグナルの分子的実体はなかなか

捉えることができなかった．

3. 低分子量 G タンパク質 Rho による分裂面決定・収縮

環形成制御

1990 年代はじめに，細胞骨格制御の分子スイッチとして

働く低分子量 G タンパク質 Rho が細胞質分裂に必須である

ことが示された 3）．しかし，Rho は，通常の固定・染色法で

は細胞質全体が染まり分裂溝に局在が認められない．myc，

HA，GFP などをタグとした融合タンパク質として発現して

も分裂溝に局在しない．蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）

でも分裂溝に Rho の活性化が認められないなど，Rho が収

縮環形成を直接制御していることを示す証拠はなかなか捉え

られなかった 4）．このため，Rho による収縮環形成制御は細

胞内のアクチンなどの細胞骨格制御を介した間接的なものと

する考えもあった．

Yonemura らは，トリクロロ酢酸（TCA）固定法を用いる

ことで Rho が分裂溝に局在することを示した 5）．筆者らは，

この TCA 固定法により，Rho が染色体の分離後，分裂溝形

成に先立って，細胞質から将来の分裂面である染色体間の細

胞表層に移行することを見出した（図 3，分裂後期）．さらに，

Rho 特異的阻害剤ボツリヌス毒素 C3 で Rho の活性化を抑え

ると，Rho の染色体間の細胞表層への局在化が失われて，ア

クチンとミオシンが集積せず，収縮環形成が阻害されること

も明らかになった 6,7）．Bement らは，活性型 Rho と結合する

Rho エフェクター分子 Rhotekin の Rho 結合部位と GFP の融

合タンパク質をプローブとして，活性型 Rho が，分裂溝形

成に先立って染色体間の細胞表層に分布することを示し

た 8）．これらの結果から，活性型 Rho が染色体間の細胞表層

に局在することが分裂面決定・収縮環形成に必須であること

が明らかになった．

4.　微小管上の Rho 調節因子による Rho 局在制御

活性型 Rho は将来の分裂面となる染色体間の細胞表層に

移行するが，その局在はどのように制御されているのだろう

か？GDPと結合した不活性型のRhoは，Rho活性化因子（Rho

GDP/GTP 交換因子，RhoGEF）によって，GDP が放出され，

GTP に置換されることで活性型の Rho となる．ショウジョ

ウバエでは，Pebble（Pbl）と呼ばれる RhoGEF が染色体間

の細胞表層に局在し収縮環形成に関与することが報告されて

いた 9）．しかし，前述のように，細胞質分裂中の Rho の局在

がはっきりしていなかったこともあって，Pbl が実際に Rho

を活性化し，その局在を制御しているかどうかは不明のまま

だった．哺乳動物のPblオルソログはECT2である．ECT2は，

分裂後期に，細胞質から染色体間の微小管，主に中央紡錘体

のオーバーラッピング域に移行する（図 4A）10）．筆者らは，

ECT2 に対する siRNA を HeLa 細胞にトランスフェクトして

ECT2 をノックダウンした．この結果，Rho の染色体間の細

胞表層への局在が失われ，分裂溝も形成されなかった

（図 4B）．ミオシン調節軽鎖 -GFP を発現する HeLa 細胞

（図 5A）で ECT2 をノックダウンし，ライブイメージング観

察を行ったところ，染色体間の細胞表層へのミオシンの集積

が抑えられて，収縮環形成が阻害された（図 5B）．こうした

ことから，微小管上の RhoGEF ECT2 が，Rho を活性化し，

活性型の Rho が，染色体間の細胞表層に集積することによ

り収縮環の形成を制御していることが明らかになった 6）．

中央紡錘体には，ECT2 だけでなく，Rho 不活性化因子（Rho

GTPase activating protein，RhoGAP）とされる MgcRacGAP

が局在している（図 4A）．MgcRacGAP は，分裂期キネシン

MKLP1（図 4A）とモル比で 2:2 の複合体（centralspindlin）

を形成し中央紡錘体の形成と娘細胞間切断に関わるとされて

いる 11）．ショウジョウバエでは centralspindlin は，Rho 不活

性化因子 RacGAP50C/Cyk4 およびキネシン Pavarotti/Zen-4

図 3　HeLa 細胞の分裂期における低分子量 G タンパク質 Rho
の局在．Rho は染色体分離直後に，細胞質から将来の分裂面と

なる染色体間の細胞表層に移行し，その位置に収縮環が形成さ

れる．
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で 構 成 さ れ て い る．Somers ら は，RacGAP50C/Cyk4 と

RhoGEF Pbl が直接結合することを見出し，微小管上の

centralspindlin が細胞表層の Pbl を介して Rho を活性化し，

収縮環形成を制御するというモデルを提唱した 12）．筆者らは，

HeLa 細胞で，MgcRacGAP または MKLP1 の RNAi を行うと，

RhoGEF ECT2 が中央紡錘体に局在できなくなるとともに，

Rho の染色体間の細胞表層への集積が失われ，収縮環形成も

阻害されることを見出した．さらに，免疫沈降実験や Two-

hybrid 法などの結果から，ECT2 は MgcRacGAP と結合する

ことで centralspindlin と中央紡錘体上で複合体を形成するこ

とも明らかになった 6）．

以上の結果は，染色体間の微小管が制御する正の分裂シグ

ナルモデル（図 2A）とよく一致する．相前後して，複数の

グループから同様の結果が報告され 7,13,14），分裂シグナルの

分 子 的 実 体 と し て，“ 微 小 管 → MKLP1・MgcRacGAP

（centralspindlin）→ ECT2（RhoGEF）→ Rho（活性型）→

収縮環形成”という Rho シグナル経路が働くことが確認さ

れた（図 4C）．

5.　分裂シグナルのライブイメージング

MKLP1・MgcRacGAP・ECT2 による Rho 活性化機構は正

の分裂シグナルの条件をよく満たしている．そこで，筆者ら

は，Rho シグナル分子と GFP の融合タンパク質を発現させ

ることで，分裂シグナルの動態を可視化することを試みた．

まず，キネシン MKLP1 と GFP の融合タンパク質（EGFP-

MKLP1）を LLC-PK1 細胞で安定的に発現する細胞株を樹立

した（LLC-PK1 はフラットな状態で分裂するので分裂装置

の観察が容易である）．さらに，この細胞に，mCherry-α-

tubulin の発現ベクターをトランスフェクトし，MKLP1 と微

小管の動態を同時に観察できる安定発現細胞株を樹立した．

蛍光顕微鏡下でライブイメージング観察を行ったところ，

MKLP1 は，分裂中期まで細胞質に局在するが，染色体分離

直後に染色体間の微小管（中央紡錘体および染色体間の星状

体微小管）に移行し，その後，中央紡錘体のオーバーラピン

グ域に集積した（図 6A）．これは，図 2A のモデルとよく一

致しており，EGFP-MKLP1 を指標とすることで，微小管が

供給する正の分裂シグナルを可視化できることが示された．

分裂後期には，動原体微小管，星状体微小管，中央紡錘体

など，多くの微小管構造が存在するのに，なぜ，MKLP1 は

染色体間の微小管（中央紡錘体と星状体微小管の一部）に特

異的に集積するのだろうか？中央紡錘体の微小管は，中央に

オーバーラップ域を持つので，これが MKLP1 の局在に重要

なのかもしれない．一方，微小管のオーバーラップ構造を取

りえない単極細胞でも，染色体を越えて伸びる微小管先端近

傍に分裂溝が誘導されることから（図 2C），オーバーラップ

図 4 Rho の局在は微小管上の ECT2（Rho 活性化因子），

MgcRacGAP（Rho 不活性化因子），MKLP1（分裂期キネシン）

により制御される．（A）分裂後期の ECT2，MgcRacGAP，
MKLP1 の 局 在．（B）Rho 活 性 化 因 子（RhoGEF）ECT2 の

RNAi による，Rho の染色体間の細胞表層への局在の阻害．（C）
Rho シグナルによる分裂面決定モデル．分裂後期に ECT2・
MgcRacGAP・MKLP1 からなる Rho 活性化因子複合体が染色

体間の微小管（中央微小管と星状体微小管の一部）に局在し，

Rho を活性化する．活性型 Rho は，染色体間の細胞表層に集

積し，Rho キナーゼ，Citron キナーゼ，mDia など Rho エフェ

クター分子を介してミオシンとアクチンを集積させて収縮環を

形成する．

図5 Rho活性化因子ECT2のRNAiによる収縮環形成阻害．（A）
コントロール RNAi．染色体分離後，ミオシン調節軽鎖（MRLC: 
MRLC-EGFP，緑色）が，染色体間の細胞表層に集積し，細胞

がくびれて 2 つの娘細胞が生じる．（B）ECT2 RNAi．染色体

は正常に分離するが，ミオシン調節軽鎖の集積が認められず，

細胞もくびれない．赤色（H2B: mCherry-Histone H2B）．数字

は分裂後期開始からの時間（分）．
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構造は MKLP1 の局在には必須でない可能性もある．そこで，

筆者らは単極細胞で分裂シグナルの動態を観察することを試

みた．EGFP-MKLP1 発現細胞をモナストロール（キネシン

Eg5 阻害剤）処理して星状体の分離を阻害し，単極細胞とし

た．しかし，このままでは，紡錘体チェックポイントの活性

化により細胞周期が進行しない．双極細胞では，分裂後期に

Cyclin B が分解されて Cdk1 の活性が低下する．この状態を

模倣するために，単極細胞に Cdk1 阻害剤を作用させてみた

ところ，紡錘体チェックポイントを乗り越えて細胞質分裂が

誘導され，分裂溝が形成されることがわかった．これを利用

して，単極細胞でライブイメージングを行った結果が図 6B
である．Cdk1 阻害剤処理により，染色体近傍で，MKLP1 は

染色体を越えて伸びる微小管と結合し，そのプラス端に集積

して，周囲の細胞表層に分裂溝が形成された．これは，

MKLP1 が，微小管のオーバーラッピング構造を認識してい

るのではなく，染色体を越えて伸びる微小管に何らかのメカ

ニズムで結合することを示している．図 2C のモデルでは，

染色体が微小管に分裂シグナルを供給すると仮定している

が，MKLP1 は微小管に結合する前は細胞質に局在している

ので，染色体に MKLP1 の微小管への結合を制御する因子が

存在することが推定された．候補のひとつとして考えられた

のは Aurora B キナーゼ（Aurora B）である．Aurora B は分

裂期キナーゼのひとつで染色体パッセンジャータンパク質と

も呼ばれ，分裂中期には染色体の動原体に局在する．そこで，

単極細胞で細胞質分裂を誘導する際に，Cdk1 阻害剤と同時

に Aurora キナーゼ阻害剤を作用させたところ，MKLP1 の微

小管への結合が失われるとともに，分裂溝の形成も抑えられ

た．Aurora B の RNAi でも，同様の結果が得られている．ま

た，正常の双極細胞でも，染色体分離直後に Aurora キナー

ゼ阻害剤処理を行うと，MKLP1 の染色体間の微小管への局

在が失われ，分裂溝の形成も阻害されることが観察された．

こうしたことから，Aurora B の活性が，MKLP1 の収縮環形

成を制御する微小管（双極細胞では染色体間，単極細胞では

染色体を越えて伸びる微小管）への結合を制御していること

が明らかになった．

6.　おわりに

長く謎であった微小管が制御する正の分裂シグナルの実体

として，Rho シグナルすなわち，細胞表層の活性型 Rho と

微小管上の Rho 調節因子複合体（MKLP1・MgcRacGAP・

ECT2）がその条件をよく満たすことが明らかになった．ま

た，MKLP1 などの Rho シグナル分子を指標とすることで，

分裂シグナルを可視化でき，このライブイメージング系を用

いて Aurora B が，MKLP1 の収縮環を誘導する微小管への局

在を制御していることも示された．MKLP1 は，Aurora B の

基質となることから，Aurora B によるリン酸化が MKLP1 の

微小管への結合を直接制御している可能性もある．今後，筆

者らの確立した分裂シグナルのライブイメージング系を用い

るとで，微小管がどのように分裂シグナルを細胞表層に伝え

るのか解明が進むことが期待される．

本研究の一部は科学研究費補助金を受けて行われた．
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図 6　分裂シグナルの可視化．MKLP1-EGFP（緑）および

mCherry-α-tubulin（赤）の融合タンパク質を安定的に発現する

LLC-PK1 細胞における細胞質分裂のライブイメージング．（A）
双極細胞では，MKLP1 は，分裂中期まで細胞質に局在するが，

染色体の分離（分裂後期の開始）とともに染色体間の微小管に

集積する．（B）単極細胞では，Cdk1 の不活化で分裂後期を誘

導すると，MKLP1 は，染色体近傍で染色体を越えて伸びる微

小管と結合し，微小管先端付近（矢印）に集積する．MKLP1
が集積した近傍の細胞表層がくびれ，分裂溝が形成される．数

字は分裂後期開始からの時間（分）．
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