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１． 研究のねらい 

生命としての条件のうちの自己複製能について、DNA 複製は既に試験管内(in vitro)再構成が

基本的なレベルで成功しているため、次の段階である「細胞」の複製を司る細胞分裂周期の構

成的理解は現在の重要課題の一つである。本研究では、細胞分裂周期を統制しているタンパク

質リン酸化のスイッチ的な変動メカニズム、具体的にはリン酸化酵素と脱リン酸化酵素を制御す

る機構の統合的解明を目指した。細胞分裂は、単細胞生物では生存環境に合わせた増殖戦略

に、多細胞生物では発生・分化や癌など医学的側面において基盤的知見となるため、生命の理

解という観点のみならず非常に重要なテーマである。 

 

細胞分裂周期において、DNA 複製などを行う間期と染色体分配のための分裂期はゲノム安

定性の観点から時間的に隔てられていなければならない。間期と分裂期の生化学的な差は、数

百種あるサイクリン依存性キナーゼ(CDK)基質のリン酸化レベルの違いであり、それが高い時に

のみ基質タンパク質の物理化学的性質が変化して核膜崩壊や染色体凝縮といった分裂期のイ

ベントを誘起している。このリン酸化の制御において、リン酸化／脱リン酸化酵素がどのように間

期と分裂期をスイッチ的に隔てるか（より具体的には、いかに閾値や履歴効果を生み出すか）を

構成的に理解することで、細胞分裂周期の中核的な仕組みの確かな理解を目指した。 

 

研究計画を立てるにあたって、リン酸化酵素に比べて脱リン酸化酵素の解析は一般に

かなり遅れていること、CDK 基質に対する脱リン酸化酵素 PP2AB55 が CDK によって間接的に活

性抑制されることを我々は見出していたことから、以下の４つの研究テーマを設定した。 

 

A. 簡便なリン酸化検出系の確立 

B. 分裂期キナーゼと対となる脱リン酸化酵素の同定 

C. 間期→分裂期進行時のスイッチ機構の生化学的再構成 

D. 分裂期→間期進行時のスイッチ機構の生化学的再構成 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究において、タンパク質リン酸化をいかに早く、簡便、かつ定量的に測定できるかがプ

ロジェクトの推進にとって最初に解決すべき技術的課題であった。そのため近年発展の著し

い光るタンパク質を利用したリン酸化検出光プローブ分子の開発に着手した。細胞内カルシ



 

ウムプローブとして利用されていたウミシイタケルシフェレースを利用したタンパク質性プロー

ブ分子（Saito et al., 2012, Nat. comm.）を CDK によるリン酸化で光強度が変化するよう改変を

加えたところ、リン酸化前後で光強度が２倍に増強するものを取得することができた（図１、最

終的には４倍まで向上）。この分子は脱リン酸化されるとリン酸化前の光強度に戻るという可

逆性も持ち合わせていた。これによってそれまで約２日かかっていたリン酸化の定量的解析

がおよそ３０分程度に短縮され、また発光測定器の導入によりデータ取得の自動化が可能と

なり、時間分解能も飛躍的に上昇したことなど、当初の目論見を上回る検出系が出来上がっ

た。 

 次に細胞分裂周期の間期→分裂期進行に関わると予想していた CDK、PP2A、および PP2A

抑制経路に関わるタンパク質を精製し、in vitro 再構成を試みた（図２）。ここでは CDK 以外の

因子の濃度は細胞内と同じ一定濃度とし、CDK のみ徐々に増量させるという通常の細胞の間

期で起こっている変化を模倣した。その結果、ある CDK 濃度を超えると急激な基質リン酸化レ

ベルの上昇が観察された。このことからこの再構成系が閾値を創り出せることを直接証明す

ることができた。さらにリン酸化酵素阻害剤スタウロスポリンを用いることで、この再構成系が

履歴効果を持つことを示すことにも成功した。 

 一連の再構成実験において、数理解析を同時に行うことは重要な推進力となる。適切なパ

ラメーター（反応定数や結合/解離定数）が決まればコンピューターシミュレーションにより実験

実施前に結果が予測でき、実験計画立案に非常に役立つからである。そこで細胞分裂周期

分野における数理解析のスペシャリストであるオックスフォード大（英国）の Bela Novak 博士と

の共同研究により、すべての実験結果を説明出来るパラメーターセットの取得に成功し、さら

に再構成した図２のタンパク質ネットワークが閾値を創り出せることも数理的に証明すること

ができた。 

 

（２）詳細 

テーマ A  「簡便なリン酸化検出実験系の確立」 

 前出の Saito et al., (2012) で報告され

たカルシウムプローブを出発点に、カル

シウム検出部位をリン酸化配列とリン酸

化ペプチド結合ドメイン(WW)で置換した

（図１）。これにより CDK にリン酸化され

ると発光強度が２倍になるものを取得し

た。そこからさらにリン酸化配列の長さと

アミノ酸配列を変えることにより、発光が

４倍となるプローブを取得している。ま

た、元々のプローブは精製条件下で半

減期２０分程度と、リン酸化動態を解析するのには不安定すぎたため、バッファ組成の検討や

ルシフェレース部分への変異導入により、半減期を約２００分に延長することに成功した。この

ように本テーマでは当初の目的を十分に達成できた。 

 



 

テーマ B 「分裂期キナーゼと対となる脱リン酸化酵素の同定」 

 本テーマのためには脱リン酸化酵素の生理的な活性が保たれており、かつ酵素活性の直

接測定が可能な実験系が必要である。アフリカツメガエル卵抽出液は抽出の過程で細胞内

因子がほぼ希釈されておらず、穏和な抽出方法のおかげで多くの酵素活性が生理的に保た

れている。さらに無細胞系であるため上記の要請を全て満たしている。そこでカエルゲノムに

あるおよそ４０種類（ヒトもほぼ同数）のセリン／スレオニン脱リン酸化酵素（触媒サブユニッ

ト）の cDNA クローニング、およびポリクローナル抗体を作成した。今後、卵抽出液からの抗体

を用いた特定タンパク質の除去とキナーゼ基質の脱リン酸化活性測定法を併用することで、

分裂期のリン酸化酵素と対になる脱リン酸化酵素を同定していく予定である。 

 

テーマ C 「間期→分裂期進行時のスイッチ機構の生化学的再構成」 

 間期から分裂期の進行時には、CDK 基質の急激なリン酸化レベルの上昇が見られる。この

現象の原因として考えられるのは、（１）CDK の急激な活性化 （２）PP2A の急激な不活性化 

の２つである。（１）に関しては既にスイッチとして機能することが示されていた。しかし（１）を阻

害した条件下でも卵抽出液において急激なリン酸化の上昇が見られたことから、（１）とは独

立に、（２）もスイッチである可能性があった。そこで図２の

経路にあるタンパク質８種を大腸菌と昆虫細胞を用いて

発現／精製し（図３）、それらを試験管内で混合することで

閾値現象を再現することに成功した（図４）。さらに双安定

性と履歴効果も確認されたことから、わずか８種のタンパ

ク質でスイッチを再構成することに成功したと言える。間

期→分裂期進行時には（１）（２）の二つのスイッチが互い

に相互作用することでより頑強な仕組みを作り上げてい

ることを論文報告した(論文発表４)。 

 

 

 

テーマ D 「分裂期→間期進行時のスイッチ機構の生化学的再構成」 

 分裂期→間期進行は、間期→分裂期進行の単純な逆反応ではなく、（脱）リン酸化反応に

加えてタンパク質のポリユビキチン化（APC/cyclosome E3 ligase）とタンパク質分解

（proteasome）をリン酸化とリンクさせつつ再構成する必要がある。両者は１０以上のサブユニ



 

ットからなる巨大タンパク質複合体として機能するため独自に組換えタンパク質精製法を確立

するのは難しい。幸い後者については市販品があるが、前者については市販品はなく、つい

最近になって組換え技術による複合体の精製手法が確立されたばかりである。テーマ C にお

いて分裂期進行が再構成できたことから、ようやく本テーマに取り組む準備が整ったので今後

精力的に推し進めていきたい。 

 

 

３． 今後の展開 

再構成したスイッチが示した不可逆的な性質は細胞内現象との齟齬であり、まだ未同定の

因子があることを再構成系が示してくれていたということである（幸か不幸かこの因子は 2015 年

にドイツのグループによって報告された）。今後もさらに細胞分裂周期の再構成を進めることによ

り推定を含まない確かな理解を積み上げるとともに、遺伝学等では探しきれていない重要因子

の同定も行っていきたい。長期的には他分野における重要なスイッチなどの非線形現象の再構

成的理解に挑戦したい。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究は細胞分裂周期の再構成という目標を掲げて開始した。海外からの帰国後、独立ラ

ボの立ち上げにあたり大型機器の購入や実験補助員の雇用が可能となり、また領域メンバー

との出会いからも刺激を受けることができた。期間前半はリン酸化検出系の確立（プローブ開

発と精製系の改良）に費やし、予想以上の便利な系を作り上げることができた。期間後半では

テーマ C でのスイッチ再構成に成功し、当該分野にとって画期的な技術的／概念的進展をも

たらせたと考えている。テーマB、Dについてはまだ新規知見は得られていないが、抗体シリー

ズ作成と再構成系の確立により準備は着実に進んでいる。 

本成果は細胞分裂周期分野にとどまらず、広範な生命現象の二者択一的な局面での意思

決定メカニズムの解明にも寄与すると考えている。また in vitro でスイッチを再構成できた先例

として、これまで変異体や数理モデルでの理解にとどまっていた多くの現象に対して、推定な

しに実証しようという試みが生まれるきっかけになると期待できる。 

 

（２）研究総括評価 

（研究総括） 

細胞分裂周期の再構成という挑戦的な課題に対して着実に成果を出している。再構成系の

CDK基質のリン酸化を定量的、かつリアルタイムに検出できる光プローブの開発と改良を行い、

リン酸化によって３倍に光量が増加するという実用的なプローブを完成させた。さらに in vitro 

系での発光量を安定させるためバッファー系の改良を行い、半減期を約10分から200分以上

に延長させ、間期→分裂期に見られる急激なCDK基質のリン酸化レベルの上昇を精製タンパ

ク質だけで部分的に再構成することに成功したことは、高く評価したい。本成果は、永井 健治

アドバイザーとの共著で、論文、Current Biology, (2016)として、着実に結実した。 
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