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課程博士学位論文 内容の要旨 

専攻・課程： 薬学専攻博士課程 

氏名 (英字名)： 柿花 采那 (Ayana Kakihana) 

学位論文題目： 熱ショックによる紡錘体チェックポイント活性化を介した細胞分裂停止と熱ショッ

クタンパク質Hsp105の関与 

序章 

生存環境下、生物は熱、紫外線、活性酸素種など、多くのストレスに曝されている。ストレスが細

胞に与える影響は多数報告されており、熱によるタンパク質変性や、紫外線、活性酸素種によるDNA

ダメージなどがある。代表的な環境ストレスの 1つである熱ショックは、タンパク質の熱変性を介し

た細胞形態、機能の異常のみならず、活性酸素種の産生を介したDNAダメージを惹起し、細胞周期

に影響する。また、熱ショックが中心体にダメージを与えると、紡錘体形成に異常が生じ、細胞分裂

の停止や染色体数異常を引き起こすことが報告されている。染色体数異常はがん細胞の代表的な特徴

であり、染色体の不均等分配を伴う細胞分裂異常により形成する。しかし、熱ショックが細胞分裂に

及ぼす影響は未解明の部分が多く、熱ショックによる染色体数異常の発生メカニズムは明らかになっ

ていない。そこで本研究は、細胞分裂期における熱ショック応答の解明を目指した。 

1章 熱ショックが細胞分裂に与える影響 

 細胞周期に対する熱ショックの影響を観察するために、子宮頸がん細胞HeLa S3細胞に 42°Cの熱

ショックを 30分間与えた。免疫染色法で、DNAと微小管の形態に基づき分裂期細胞の割合 (mitotic 

index) を計測したところ、熱ショック直後には有意ではないもののmitotic indexが減少し、その後37°C

で 3時間培養すると有意に増加した。この結果から、熱ショックが細胞分裂に影響を与えることが示

唆された。その影響を詳細に観察するために、可逆的Cdk1阻害剤RO-3306を用いて細胞をG2期に

停止させ、RO-3306 処理の最後 30 分間に 42°C の熱ショックを与えた。その後 RO-3306 を除去して

細胞分裂の進行をタイムラプスイメージングにより観察したところ、熱ショックによる中期での細胞

分裂停止が観察された。 

 全ての染色体に紡錘糸が正しく結合していないとき、紡錘体チェックポイント spindle assembly 

checkpoint (SAC) が活性化し、細胞分裂は中期で停止する。熱ショックによる細胞分裂停止に SAC

が関与しているか検討するため、SAC活性時に動原体上に局在するタンパク質BubR1を観察したと

ころ、熱ショックによりBubR1が動原体に局在量している細胞の割合が有意に増加した。セリン/ス

レオニン、チロシン残基を基質とするキナーゼ Mps1 は SAC の活性化に必須であり、Mps1 による

Knl1のリン酸化が熱ショックにより亢進した。また、Mps1阻害剤AZ3146を処理しSACの活性化を

抑制したところ、熱ショックによる細胞分裂停止の解除と BubR1 が動原体に局在している細胞の減

少が観察された。更に、SACに必須のタンパク質Mad2のノックダウンにより熱ショックによる細胞

分裂停止が解除された。以上より、熱ショックにより SAC が活性化することが明らかになった。更

に、熱ショックを与えた細胞において、紡錘体軸が水平でない、即ち紡錘体配向性異常を示す細胞が

有意に増加した。プロテアソーム阻害剤を添加して細胞分裂を中期に停止させても紡錘体配向性異常

は観察されなかったことから、中期停止が紡錘体配向性異常の原因ではなく、熱ショックにより紡錘

体配向性異常が生じた結果、SACが活性化し、細胞分裂が中期で停止したことが示唆された。 
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2章 Hsp105によるSAC制御 

 代表的な熱ショックタンパク質Hsp70が熱ショックから中心体を保護することが報告されている。

そこで、Hsp70阻害剤VER155008を処理した細胞に熱ショックを与え、細胞分裂進行を観察したが、

熱による細胞分裂停止に影響はなかった。一方、Hsp70スーパーファミリーの 1 つHsp105のノック

ダウンは、BubR1が動原体に局在している細胞の割合を有意に減少させるとともに、熱による細胞分

裂停止を一部解除した。熱ショックではなく微小管重合阻害剤ノコダゾールを処理しても SAC が活

性化し細胞分裂の進行が停止するが、Hsp105 のノックダウンはノコダゾールによる細胞分裂停止を

一部解除した。これらの結果は、熱ショックの有無に関わらず、Hsp105がSAC活性化に関与するこ

とを示唆している。SAC活性化には、Cdc20、BubR1、Mad2及びBub3で構成される、mitotic checkpoint 

complex (MCC)と呼ばれる複合体形成が必要である。抗Cdc20抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、

BubR1やMad2と同様にHsp105がCdc20と共沈し、Mps1阻害剤AZ3146を処理するとその共沈量が

減少した。一方、Hsp105 をノックダウンしても、Cdc20と結合するMad2 やBubR1量に変化はなか

った。また、Hsp105 ノックダウンにより、染色体分配異常の 1つ lagging chromosome が有意に増加

し、熱ショック時には更に増加したことも、SAC制御へのHsp105の関与を支持する。以上より、Hsp105

はMCC形成に影響はしないものの、Mps1依存的にCdc20と結合することでSAC制御に関与し、熱

ショックにより引き起こされる染色体分配異常から細胞を保護することが明らかになった。 

3章 パクリタキセル感受性に対するHsp105ノックダウンの影響 

 微小管脱重合阻害薬パクリタキセルは SAC を活性化させ、細胞分裂を停止させて細胞死を誘導す

る。Hsp105をノックダウンした細胞にパクリタキセルを 48時間処理すると、コントロール細胞の場

合と比較して IC50が上昇する傾向にあったことから、パクリタキセル感受性へのHsp105の関与が示

唆された。0.01 g/mLのパクリタキセルを 24時間処理し、パクリタキセル除去後 3日間培養すると、

コントロール細胞では細胞死により経時的に細胞数が減少したが、Hsp105 のノックダウンにより生

存細胞数が増加し、Mad2のノックダウンよりも生存細胞数の増加は顕著であった。0.01 g/mLのパ

クリタキセルを 24時間処理し、その後半 12時間をタイムラプスイメージングで観察したところ、コ

ントロール細胞ではほとんどの細胞が細胞分裂を停止し、その後フローサイトメトリーで細胞死を観

察したが、Hsp105 のノックダウンにより細胞分裂の終了が誘導された。これらの結果から、Hsp105

ノックダウンにより SAC に異常が生じ、細胞分裂を終了することで、パクリタキセルに対する感受

性を低下させたと考えられる。 

総括 

以上より、(1) 42°C の熱ショックを細胞に 30 分与えると、紡錘体配向性異常が生じた結果、SAC

が活性化し、細胞分裂が中期で停止すること、(2) 熱ショックを受けたまま細胞分裂が進行すると染

色体分配異常が生じること、 (3) SAC制御にHsp105が関与し、熱ショックによる染色体分配異常を

防ぐこと、(4) Hsp105のノックダウンがパクリタキセル抵抗性を獲得させること、が明らかとなった。

従って本研究は、細胞分裂期における熱ショック応答として SAC が活性化し、細胞分裂が停止する

ことを明らかにしただけでなく、その防御機構に関与する新たな分子としてHsp105を特定した。 

本研究は細胞分裂期における熱ショック応答の一端を解明したのみならず、がん化学療法への温熱

療法の併用の可能性とHsp105ノックダウンあるいは阻害と併用する抗がん剤の選択への知見を提供

し、がん化学療法の治療戦略においても有益なものである。  
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緒論 

生存環境下において、生物は熱、紫外線、活性酸素種 (ROS) など、多くのストレスに曝されてい

る。ストレスが細胞に与える影響は多数報告されており、熱によるタンパク質変性や、紫外線、放射

線などによるDNAダメージなどがある 1, 2, 3。代表的な環境ストレスの 1つである熱ショックは、外

界から受けるだけでなく、自己免疫疾患や感染時などに発熱としても惹起される。感染時の発熱は、

病原体の増殖を抑制するのみならず、白血球の貪食作用の賦活やT細胞の産生増加など、自身の免疫

の賦活にも重要である 4。しかし、温度や時間などの条件が強くなると、熱ショックは細胞に様々な

弊害を引き起こす。タンパク質の熱変性は代表的な障害であり、actin、vimentinの凝集、微小管の形

態異常 5, 6、中心体の機能的異常 7, 8などを介して細胞の形態変化を誘導するほか、小胞体やゴルジ体

の断片化 9など、細胞小器官の機能に影響を及ぼす。また、小胞体内に変性タンパク質が蓄積すると、

小胞体ストレス応答として、小胞体膜貫通型キナーゼであるPERKや IRE1のリン酸化、膜結合型転

写因子の発現が誘導され、変性タンパク質の分解やリフォールディングの促進、アポトーシスや細胞

周期停止が誘導される 10, 11, 12, 13。更に、熱ショックは活性酸素種の産生を介してDNAダメージを生じ、

細胞周期に影響を及ぼす 14。Chk2や p38のリン酸化 15、p53の発現を介したG1停止 16、Chk1のリン

酸化 17やCdk1の凝集 18を介したG2期での停止、複製フォークの停止を介した S期での停止 19など

が、細胞周期への熱ショックの影響として報告されている。細胞分裂に関しては、熱ショックにより

中心体がダメージを受けた結果、紡錘体形成に異常が生じて細胞分裂期が停止すること 8, 20, 21や、染

色体数に異常が生じること 7, 22が報告されている (図 1)。正しい染色体数を維持することは生命の維

持に不可欠であり、染色体数異常は細胞のがん化や、ダウン症に代表される染色体数異常による先天

性症候群の発生に関与する 23。染色体数異常が生じる代表的な原因は、染色体の不均等な分配を伴う

細胞分裂異常である 24。しかし、細胞分裂に及ぼす熱ショックの影響は未解明の部分が多く、熱ショ

ックによって染色体数異常が生じるメカニズムは明らかになっていない。 

 

 

 

 

 

 

図１ 熱ショックは細胞周期に

影響を及ぼす 

熱ショックは Chk2 や p38 のリ

ン酸化、p53 の発現、小胞体ス

トレスを介した G1 停止、Chk1

のリン酸化や Cdk1 の凝集を介

した G2 停止、複製フォークの

停止を介した S期での停止、中

心体へのダメージを介した細胞

分裂期停止などを引き起こす。 
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細胞に熱ショックを与えると熱ショック応答として、熱ショックタンパク質の発現が誘導される。

熱ショックタンパク質は、Hsp105 (またはHsp110)、Hsp90、Hsp70、低分子Hspなどのいくつかのフ

ァミリーに分類され、熱ショックによってフォールディングに異常が起きたタンパク質の凝集を抑制

し、タンパク質のリフォールディング、あるいは分解を行う 25。熱ショックタンパク質の中には熱シ

ョックの有無に関わらず恒常的に発現し、タンパク質のフォールディング制御などに関与する分子も

存在し (表１)、細胞周期制御への関与も報告されている。例えば、cyclin D1の発現はG1期からS期

への進行に必要であるが、Hsc70はCdk1によってリン酸化されることで cyclin D1の分解を促進し、

G1期からS期への進行を抑制的に制御している 26。また細胞分裂期において、Hsp70はPlk1によっ

てリン酸化され、紡錘体形成に関与すること 27、動原体と接続する微小管の安定性維持に関与するこ

と 28、Aurora Bのキナーゼ活性を制御する 29ことなどが報告されている。出芽酵母のHsp105/110ファ

ミリータンパク質である Sse1 は S 期においてキネシン 5 を制御することで紡錘体長を調節する 30。

また、脱リン酸化酵素Cdc25はCdkの脱リン酸化によりCdkを活性化するが、Hsp90はCdc25の分

解に関与しており、G1 期から S期への進行及び、G2期からM 期への進行を調節する 31ほか、細胞

分裂期において染色体分配の開始を阻害する機構、紡錘体チェックポイント spindle assembly 

checkpoint (SAC) の活性化に必須のキナーゼMps1のリン酸化による活性化 32や中心体の成熟と紡錘

体形成に必須のキナーゼPlk1の活性を制御する 33ことで、細胞分裂の進行を制御する。更に、Hsp27

ファミリーの 1 つ HspB8 は細胞分裂期において、アクチンの動態や紡錘体配向性、染色体分配の制

御に寄与する 34。このように、熱ショックタンパク質による細胞周期制御に関する報告は多数あるも

のの、細胞分裂期における熱ショック応答としての熱ショックタンパク質の役割に関しては、Hsp70

による中心体保護機能が報告されているのみである 8, 21。 

 

 

 

表１ 代表的な熱ショックタンパク質とその機能 

ファミリー 主なHsp 主な機能 

small Hsp Hsp27, HspB8 変性タンパク質の凝集抑制 

DnaK Hsp40 Hsp70の ATP 加水分解促進 

chaperonin Hsp60, Hsp10 ATP 依存的フォールディング 

Hsp70 Hsp70, Hsc70, GRP78 ATP依存的タンパク質フォールディング、変性タ

ンパク質の凝集抑制とリフォールディング 

Hsp90 Hsp90, GRP94 ステロイドホルモン受容体やキナーゼなどの制御 

Hsp105 (またはHsp110) Hsp105, Apg-1, Apg-2 変性タンパク質の凝集抑制、Hsp70のヌクレオチド

交換因子 
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細胞分裂は複製した染色体を 2つの娘細胞に分配する過程である。細胞分裂は主に染色体の挙動を

もとに、前期 (prophase)、前中期 (prometaphase)、中期 (metaphase)、後期 (anaphase)及び終期 (telophase)

に分けられる。また、細胞質の分離を細胞質分裂 (cytokinesis) という (図 2)。核膜崩壊と染色体の凝

縮開始は「前期」、凝縮した染色体が微小管により赤道面に移動するまでは「前中期」、染色体が赤道

面上に整列し、紡錘体が完成した細胞は「中期」に分類される。染色体の分配が「後期」の開始を意

味し、染色体が紡錘体極に到達するのが「終期」に分類される。最後に収縮環によって細胞質が 2つ

に分けられる細胞質分裂により細胞分裂が終了する。この娘細胞が次の細胞分裂を開始するまでの間

を「間期」と呼ぶ。このように、細胞の形態は細胞分裂を通して劇的に変化するが、娘細胞に遺伝情

報を正確に伝達するために、これらの変化の全てが多くの制御機構によって厳密に制御されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 細胞分裂は前期 (prophase)、前中期 (prometaphase)、中期 (metaphase)、後期 (anaphase)及び終

期 (telophase) に分けられる。また、細胞分裂が終了してから次の細胞分裂までの間を間期と呼ぶ。

核膜崩壊と染色体の凝縮開始を「前期」、凝縮した染色体が微小管により赤道面に移動するまでを

「前中期」、染色体が赤道面上に整列し、紡錘体が完成した細胞を「中期」に分類する。染色体の

分配が「後期」の開始を意味し、染色体が紡錘体極に到達するのが「終期」である。最後に収縮

環によって細胞質が 2つに分けられる細胞質分裂により細胞分裂が終了する。 

 

 

細胞分裂後期の開始を決定する重要な役割を担う制御機構の 1 つが SAC であり、全ての染色体に

紡錘糸が正しく結合するまで染色体分配が開始しないように、細胞分裂を停止させる。染色体分配の

開始には、E3ユビキチンリガーゼAPC/CCdc20 (anaphase promoting complex/cyclosome) の活性化が必要

である。APC/Cによって種々のタンパク質がユビキチン化され分解すると、細胞分裂後期の開始に必

要な制御が始まる。特に、APC/Cによって cyclin B1がユビキチン化され分解するとCdk1が不活性化

し、また securin の分解の結果 separaseが活性化すると、染色体同士を接着させている cohesinを分解

する 35, 36, 37 (図 3)。 
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図 3 細胞分裂後期進行にはAPC/CCdc20が活性化する必要である。APC/Cによって cyclin B1がユビ

キチン化され分解すると Cdk1 が不活性化し、また、securin の分解の結果 separase が活性化する

と染色体同士を接着させている cohesinを分解し、染色体が分離できるようになる。 

 

SACは、このAPC/CCdc20抑制を介して、染色体分配の開始 (後期の開始) を抑制している。SACで

中心的な役割を担うのが、Cdc20、Mad2、BubR1及びBub3の 4つのタンパク質から構成されるmitotic 

checkpoint complex (MCC)と呼ばれる複合体である。MCCの形成は動原体上で行われ、紡錘体チェッ

クポイントの活性化は、まずAurora BやMps1などのキナーゼが動原体上のチェックポイント関連タ

ンパク質をリン酸化することから始まる。例えば、セリン/スレオニンキナーゼAurora Bは 2つの動

原体間に局在し、Mps1の動原体局在と活性化を介してSACの活性化に関与する 38だけでなく、Ndc80

や Mis12 などの動原体上の微小管が結合する部位をリン酸化して動原体と微小管の接続を不安定化

することで、動原体と微小管が誤った接続をしたときに修正する機能を持つ 39, 40。また、セリン/スレ

オニン、チロシンの両アミノ酸残基をリン酸化する dual specificity キナーゼMps1は動原体上に局在

するKnl1のMet-Glu-Leu-Thr (MELT) 配列をリン酸化し、リン酸化されたKnl1はMCC形成の足場と

して機能する 41, 42。Knl1 がリン酸化されるとBub3-Bub1 複合体がKnl1 上へ動員され、MCC 構成分

子のBubR1-Bub3及びCdc20がこのBub1に結合する。また、Bub1に結合するMad1-Mad2複合体は、

もう1分子のMad2を活性化してCdc20-Mad2複合体の形成を誘導する (図4)。形成されたMCCは、

APC/CCdc20に結合してその機能を抑制し、securinや cyclin B1の分解を抑制して、染色体分配の開始を

阻害する 43 (図 5)。SAC に異常があると、全ての動原体に微小管が正しく結合していなくても

APC/CCdc20が抑制されず、染色体の分配が開始する。このような細胞は、動原体に微小管が結合して

いない染色体や誤った結合をした染色体が存在したまま細胞分裂が進行し、G1期へ進出するため、 
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図 4 セリン/スレオニン、チロシンの両アミノ酸

残基をリン酸化する dual specificity キナーゼ

Mps1 は動原体上に局在するKnl1 のMELT 配列

をリン酸化する。Knl1 がリン酸化されると

Bub3-Bub1 複合体が Knl1 上へ動員され、MCC

構成分子の BubR1-Bub3、Cdc20 はこの Bub1 に

結合する。また、Bub1 に結合する Mad1-Mad2

複合体は、もう 1 分子の Mad2 を活性化して

Cdc20-Mad2複合体の形成を誘導する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 動原体に微小管が正しく結合していない時、動原体上で MCC が形成され、この MCC は

APC/CCdc20と結合し、その機能を抑制する。 
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娘細胞は染色体数異常を持つ。よって、紡錘体チェックポイントの異常は、染色体数異常を引き起こ

す原因の 1つである。 

 上述のように、熱ショックによる染色体数異常の誘導メカニズムは明らかになっていない。しかし、

染色体数異常が生じる代表的な原因は、SAC の異常など染色体の不均等な分配を伴う細胞分裂異常

であることから、熱ショックにより細胞分裂異常が生じた結果、染色体数が異常になる可能性が示唆

される。また、熱ショックにさらされた分裂期細胞での熱ショックタンパク質の機能はHsp70の中心

体保護機能以外に報告されていないが、これ以外にも分裂期細胞を熱ショックから保護する機能を持

っている可能性がある。そこで本研究では、細胞分裂に及ぼす熱ショックの影響とそのときに機能す

る細胞分裂制御機構を明らかにすることで、細胞分裂期における熱ショック応答の意義の解明を目指

した。 
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第 1章 熱ショックが細胞分裂進行に与える影響 

 

1-1 序論 

 熱ショックはタンパク質の熱変性やDNAダメージを介して細胞周期に影響を及ぼす。細胞分裂期

においては、熱ショックが中心体ダメージを介して細胞分裂停止を引き起こすこと 8, 20, 21や、染色体

数に異常が生じること 7, 22が報告されている。細胞分裂の異常は染色体数異常を誘導するが、そのメ

カニズムは複数存在する。SAC に異常が生じると全ての染色体に紡錘糸が結合する前に染色体分配

が開始されるため、染色体分配異常を介した染色体数異常が生じる。cohesin は S 期で複製した染色

体を細胞分裂後期が開始するまで分かれないよう繋ぎ止めているが、cohesin に異常が生じた細胞で

は後期が開始する前に複製した 2本の染色体が分離してしまうため、娘細胞に染色体数異常が生じる。

紡錘体の両極から伸びた微小管が片方の動原体に結合する異常であるメロテリック結合が生じた場

合、1つの動原体が両極から引っ張られた結果染色体分配が出来なくなるため、染色体数異常が生じ

る。また、多極紡錘体や中心体分離の遅延もメロテリック結合を介した染色体数異常を引き起こしう

る。更に、細胞質分裂に異常が生じた場合には、細胞が 2つに分離しないため、4倍体の染色体を持

つG1期の細胞が生じる 23。このように染色体数異常を引き起こしうる細胞分裂の異常は複数存在す

るが、細胞分裂に及ぼす熱ショックの影響は未解明の部分が多く、熱ショックによって染色体数異常

が生じるメカニズムは明らかになっていない。熱ショックによる細胞分裂異常が染色体異常の発生に

関与する可能性を考え、1章では細胞分裂に及ぼす熱ショックの影響とその時に機能する細胞分裂制

御機構を明らかにすることで、熱ショックにより染色体数異常が生じるメカニズムの解明を目指した。 
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1-2 実験方法 

1-2-1 材料・機器 

1) 細胞 

細胞は子宮頸がん由来HeLa S3細胞 [独立行政法人 医薬基盤研究所 JCRB細胞バンク (大阪) より

購入]、不死化ヒト網膜色素上皮由来hTERT RPE-1細胞 [CRL-4000 (American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA) より購入] を使用した。 

 

2) 抗体 

以下に示す一次抗体をウエスタンブロット (WB) 及び免疫染色法 (IF) で使用した。 

・マウスモノクローナル抗BubR1抗体 (IF 400倍希釈, K0169-3, clone 8G1, 株式会社医学生物学研究所, 

名古屋) 

・マウスモノクローナル抗PERK抗体 (WB 1000倍希釈, sc-377400, clone B-5, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, USA) 

・マウスモノクローナル抗-tubulin抗体 (IF 400倍希釈, T6557, GTU-88, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

・ラットモノクローナル抗α-tubulin抗体 (IF 800倍希釈, MCA78G, clone YOL1/34, Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) 

・ヤギポリクローナル抗Lamin B1抗体 (WB 1000倍希釈, sc-6216, Santa Cruz Biotechnology) 

・CREST, ヒト抗セントロメア抗体 (IF 400倍希釈, HCT-0100, Immunovision, Springdale, AR, USA,)  

 

以下に示す二次抗体をウエスタンブロット及び免疫染色法で使用した。 

ウエスタンブロットで使用した抗体 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗マウスIgG抗体 (4000倍希釈, 715-035-151, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ヤギIgG抗体 (4000倍希釈, sc-2056, Santa Cruz Biotechnology) 

 

免疫染色で使用した抗体 

・Alexa Fluor 488標識ロバ抗マウスIgG抗体 (400倍希釈, A21202, Life Technology, Waltham, MA, USA) 

・Alexa Fluor 555標識ヤギ抗ラットIgG抗体 (800倍希釈, A21434, Life Technology) 

・FITC標識抗ヒトIgG抗体 (400倍希釈, 732549, Beckman Coulter, Miami, FL, USA) 

 

3) 試薬 

可逆的Cdk1阻害剤RO-3306 (217699, Merck-Millipore; S7747, Selleckchem, Houston, TX, USA) は7～9 

µMで20時間細胞に処理した。Mps1阻害剤AZ3146 (11170, Adooq Bioscience, Irvine, CA, USA) は2 µMで

使用した。プロテアソーム阻害剤MG-132 (10012628, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; 3175-v, ペ

プチド研究所, 大阪) は40 µM で使用した。上記の試薬は全てジメチルスルホキシドに溶解した。

Hoechst 33342 (Merck-Millipore, darmstadt, Germany) は1 µMで使用した。RNase (R4875-100G, 
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Sigma-Aldrich) は200 µg/ml、ヨウ化プロピジウム (164-16721, 富士フイルム和光純薬, 大阪) は50 

µg/mlで使用した。糖鎖修飾阻害剤ツニカマイシンは2 g/mLで使用した。上記の試薬は水に溶解した。 

 

4) siRNA 

MISSION siRNA Universal Negative Control (SIC-001, Sigma-Aldrich)及びMad2 siRNA (siMad2-1, 

Hs01_00042213, siMad2-2, Hs_00042212, Sigma-Aldrich) を使用した。 

 

5) 機器 

蛍光画像を取得するために40倍レンズ (NA, 0.75)、60倍油浸レンズ (NA, 1.42, Olympus, 東京) を搭

載した倒立型リサーチ顕微鏡、IX-83 (Olympus) を使用した。蛍光観察用の光学系は、Hoechst 33342 の

蛍光取得にU-FUNA cube (360–370 nm 励起波長, 420–460 nm 蛍光波長)、Alexa Fluor 488及びFITCの蛍

光取得にU-FBNA cube (470–495 nm 励起波長, 510–550 nm 蛍光波長)、並びにAlexa Fluor 555の蛍光取

得にU-FRFP cube (535–555 nm 励起波長, 570–625 nm 蛍光波長) を使用した。蛍光シグナルの過剰露

光を避けるために、ランプ出力及び露光時間を設定し、それぞれの実験で一定に保って観察した。電

気泳動槽はAE-6530M型 ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽 (AE-6530M, アトー株式会社, 東京) を使

用し、転写装置はミニ転写装置 (NA-1510, 日本エイドー株式会社, 東京) を使用した。ウエスタンブ

ロットにおける各種タンパク質の化学発光シグナルはimage analyzer ChemiDoc XRSplus (Bio-Rad) を

用いて検出した。フローサイトメーターはBD FACSCalibur (BD Biosciences) を使用した。ライブセル

イメージングはOperetta imaging system (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) を用いて観察した。熱ショッ

クを与えるために水浴 [ユニット恒温槽 サーモミンダーSDminiN (0068750-000, タイテック株式会

社, 埼玉)]を使用した。 

 

1-2-2 細胞培養、細胞周期同調及び熱ショック処理 

HeLa S3細胞は37°C、5% CO2の条件のインキュベーター内で、5% FBS、20 mM Hepes-NaOH (pH 7.4) 

(346-08235, 同仁化学研究所, 熊本)及び2 mM L(+)-glutamine (072-00523, 富士フイルム和光純薬) を添

加したDulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (05919, 日水製薬, 東京) を用いて培養した。hTERT 

RPE-1細胞は37°C、5% CO2の条件のインキュベーター内で、0.01 mg/mL hygromycin B及び10% FBSを

添加したDMEM/Ham’s F-12 (08460-95, ナカライテスク, 京都) を用いて培養した。 

HeLa S3細胞をG2/M境界で停止させ、その後細胞分裂期に細胞周期を同調するために、可逆的Cdk1

阻害剤、RO-3306を7～9 µM で細胞に20時間処理した。hTERT RPE-1細胞はRO-3306を7 µM で20時

間処理した。その後、予め37°Cに加温した、Ca2+ [CaCl2 (06731-05, ナカライテスク)]、Mg2+ [MgCl2 

(20909-42, ナカライテスク)] を添加したPBS [以下PBS(+)] で細胞を4回洗い、37°Cに加温した培地を

添加することで、RO-3306によるG2/M境界での停止を解除し、細胞分裂を開始させた。細胞を中期で

停止させる場合には、RO-3306除去30分後にプロテアソーム阻害剤MG-132を40 µM添加した。 

細胞培養ディッシュをパラフィルムで密封し、42°C (HeLa S3細胞) または41°C (hTERT RPE-1細胞) 

に加温した水槽中に30分間沈め、急速に熱ショックを与えた。コントロール細胞は、37°Cに加温した

水浴中に30分間沈めた。熱ショック処理後、ディッシュ内の培地を37°Cで温めた培地に置換し、37°C

のインキュベーター内でリカバリーを行った。 



17 

 

1-2-3 ノックダウン 

HeLa S3細胞を4 穴プレートまたは24 穴プレートに播種した翌日に以下の処理を行った。

Opti-MEM 20 LにLipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を1 L、Opti-MEM 20 Lに20 

pmol siRNAをそれぞれ添加し、室温で5分間静置した後2液を混合し、室温で30分静置することで、

siRNAとリポソームの複合体を形成させた。ディッシュ内の培地を37°Cで温めた培地 (400 L) に交

換し、その培地にLipofectamine 2000とsiRNAの混合液を添加することによりトランスフェクションし

た。24時間後にタンパク質の発現量をウエスタンブロットで確認した。ウエスタンブロットで解析し

た細胞溶解液は、ホスファターゼ阻害薬 (50 M NaF, 20 M β-glycerophosphate, 10 M Na3VO4) を添加

したSDS-sample bufferを用いて細胞を溶解し作成した。タンパク質はSDS-PAGEで分離し、

polyvinylidene difluoride membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA) に転写した。0.1% 

Tween-20及び5% BSA を添加したTris-buffered saline (TBS) でブロッキングした後、0.1% Tween-20及

び3% BSAを添加したTBSで希釈した1次抗体と二次抗体をそれぞれ反応させた。リプロービングは、

0.1% NaN3で西洋ワサビペルオキシダーゼを失活させた後行った。タンパク質はimage analyzer 

ChemiDoc XRSplusを用いて、Chemi-Lumi One L (07880-70, ナカライテスク) またはClarity (170-5061; 

Bio-Rad) を基質として検出した。   

 

1-2-4 フローサイトメトリーを用いた細胞周期解析 

 細胞をPBSで1回洗浄した後、37°Cで5分間トリプシンを処理し、細胞を回収した。回収した細胞は

-30°Cで70% EtOHを1時間処理し、固定した。200 µg/ml RNaseA 存在下、50 µg/mlヨウ化プロピジウ

ムを37°Cで30分間遮光下で反応させてDNAを染色した。サンプルは488 nmアルゴンレーザーを搭載

したフローサイトメーター (BD FACSCalibur, BD Biosciences) を用いて測定し、FSC/SSCドットプロ

ットから死細胞を除外して解析を行った。 

 

1-2-5 細胞分裂進行の観察 

 PBSに溶解した4%ホルムアルデヒドを20分間処理し細胞を固定した。固定した細胞は3% BSA 

(019-23293, Wako) と0.1% saponin (101552601, Sigma) を添加したPBSでインキュベートした後、3% 

BSAと0.1% saponinを添加したPBSに希釈した一次抗体と二次抗体をそれぞれ1時間ずつ反応させた。

DNAは3% BSAと0.1% saponinを添加したPBSに希釈した1 µM Hoechst 33342を20分間反応させ染色し

た。-tubulinとDNAを染色し、顕微鏡下で-tubulinの形とDNAの凝集を指標に、細胞分裂の進行を以

下のように評価した。前期; 核膜が崩壊し、染色体が凝集を開始する。 前中期; 染色体が赤道面に移

動開始すると共に紡錘体が形成される。中期; 染色体が赤道面に整列し、紡錘体が完成する。後期; 染

色体分配が開始する。終期; 染色体が紡錘体極に到達する。細胞質分裂期; 分裂溝が完成する。赤, 

DNA, 緑, -tubulin (図1) 
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図1 免疫染色法による分裂期細胞の染色像 

 

タイムラプスイメージングで観察を行う際には、RO-3306で同調した細胞に、RO-3306除去と同時

に0.1 M Hoechst 33342を添加した。Hoechst 33342添加から10分以内に37°C、5% CO2の条件のlive cell 

chamberに細胞を入れ、Operetta imaging system (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) を用いてタイムラプ

スイメージングを行った。タイムラプスイメージングでは、DNAの凝集と細胞形態変化を指標に、

細胞形態が丸くなると共に染色体凝集開始から染色体が赤道面に移動する時期を前期～前中期、赤道

面に染色体が整列する時期を中期、染色体分配開始から分裂溝形成が完了するまでを後期～終期と判

断し、細胞分裂の進行を評価した。上段, DNA, 下段, 明視野 (図2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2 タイムラプスイメージングによる分裂期細胞の観察像 

 

1-2-6  紡錘体チェックポイント [spindle assembly checkpoint (SAC)] 活性化の評価 

 細胞をRO-3306で同調し、RO-3306除去と同時にSACに必須のキナーゼMps1の阻害剤、AZ3146を2 

µMで細胞に添加した。より詳細に観察するために、細胞にsiContまたはsiMad2-1をトランスフェクシ

ョンすることでSAC活性化に必須のタンパク質Mad2をノックダウンし、4時間後にRO-3306を処理し

た。その後、1-2-5の方法で細胞分裂の進行を評価した。 

PBSに溶解した4%ホルムアルデヒドで細胞を7分間固定した後、PBSに溶解した0.2% Triton-X 100

で5分間抽出を行った。その後BubR1とCRESTを染色した。BubR1はSAC活性化時に動原体上に局在

するタンパク質であるため、動原体のマーカーであるCREST上へのBubR1の局在を指標に、SACの活

性化を評価した。 

 

1-2-7 紡錘体配向性の評価 

 RO-3306で同調した細胞に、RO-3306除去と同時に0.1 M Hoechst 33342を添加した。Hoechst 33342
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添加から10分以内に37°C、5% CO2の条件のlive cell chamberに細胞を入れ、Operetta imaging systemを用

いてタイムラプスイメージングを行った。DNA及び細胞の形を指標に評価した。DNAが一列に並ん

だ後にDNAが丸く広がったように観察されるものを紡錘体配向性異常を持つ細胞と判断した。 

 RO-3306で同調した細胞を、RO-3306の除去後30分間培養し、40 µM MG132を添加して60分間培養

した。4%ホルムアルデヒドと20%メタノールを添加したPBSにより室温で20分間固定した後、100%

メタノールにより-30°Cで5分間固定した。その後、-tubulin、-tubulin、DNAを染色し、顕微鏡でZ軸

方向に0.5 mずつレンズを移動させて細胞を撮影し、細胞の三次元観察を行った。 

 

1-2-8 小胞体ストレスの誘導及び評価 

 糖鎖修飾阻害剤ツニカマイシンを2 g/mLの濃度で 2または8時間処理し、小胞体ストレスを誘導し

た。ウエスタンブロットにより、細胞に小胞体ストレスが生じた時にリン酸化されるタンパク質、

PERKのリン酸化シフトを指標に、小胞体ストレスを評価した。ウエスタンブロットは1-2-3に記載

した方法と同様に行った。 

 細胞分裂進行に及ぼす小胞体ストレスの影響を評価するときには、RO-3306を20時間処理する最後

の2時間あるいは30分間に2 g/mLツニカマイシンを処理した。RO-3306を除去し、60分後に固定し観

察を行った。 

 

1-2-9  統計解析 

2群間を検定する時には、F検定で等分散であることを検定し、次に有意差があるかをスチューデン

トのt検定 (両側)で検定した。多群比較検定を行う時には、バートレット検定で等分散であることを

検定し、次にダネット検定またはTukey–Kramer検定で有意差を検定した。統計解析にはMicrosoft Excel 

(Microsoft, redmond, WA, USA) とR (version 3.4.3, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) 

を使用した。 
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1-3 実験結果 

1-3-1 細胞周期に及ぼす熱ショックの影響 

 細胞周期に及ぼす熱ショックの影響を観察するために、子宮頸がん由来HeLa S3細胞に42°Cの熱シ

ョックを30分間与え、フローサイトメトリーを用いてDNA量を観察した。細胞が持つDNAはS期で複

製され、細胞分裂期で2つに分配されるため、細胞分裂期後からS期開始までのG1期では2倍体 (2N)、

S期から細胞分裂開始までのG2期では4倍体 (4N) のDNAを持つ。よって、DNAヒストグラム上では、

2Nのピークと2Nのピークの約2倍の位置に4Nのピークが形成される。コントロール細胞において、

2Nと4Nの2つのピークを示す、典型的なヒストグラムが観察された (図1-1 A, 37°C)。一方、熱ショッ

クを与えていない細胞 (図1-1 A, 37°C) と比較して、42°Cの熱ショックを与えた細胞のDNA量に変化

は観察されなかった (図1-1 A, 42°C)。更に、熱ショックを30分間与えた後、37°Cで3時間培養した細

胞でも、DNA量の変化は観察されなかった (図1-1 A, 42°C+3h)。そこで次に、熱ショックを与えた細

胞の分裂期細胞の割合 (以下、mitotic index) を免疫染色で観察した。熱ショックを与えていない細胞

のmitotic indexは6.2%であった (図1-1 B, 37°C) のに対し、42°Cの熱ショックを30分間与えた直後の細

胞では4.7%であり (図1-1 B, 42°C)、有意ではないもののmitotic indexが減少する傾向にあった。また、

熱ショック後、37°Cで3時間培養した細胞のmitotic indexは9.0％であり、熱ショックを与えていない細

胞と比較してmitotic indexが有意に増加した (図1-1 B, 37°C 対 42°C+3h)。これらの結果より、42°Cの

熱ショックが細胞分裂期に影響を及ぼす可能性が示唆された。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 熱ショックは細胞分裂期に影響を及ぼす 

HeLa S3細胞を42°Cで30分培養し、その後37°Cで3時間培養した。その時のDNA量 (A) とmitotic 

index (B) を示す。(A) 70%エタノールで1時間固定した細胞をヨウ化プロピジウムで染色し、フロ

ーサイトメトリーでDNA量を定量した。それぞれのヒストグラムは10000個の細胞を示す。 (B) 分

裂期細胞は微小管の形態と染色体の整列から判断した。Mitotic indexは (分裂期細胞の個数) / (総細

胞数)×100で算出し、グラフは3回の実験 (n > 1000) の平均±標準偏差を示す。アスタリスクはダ

ネット検定から求めた有意差を示す (**p < 0.01, NS, not significant)。37°C 対 42°C, p = 0.104, 37°C 

対 37°C + 3 h, p = 0.00661。 FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 1より引用。 
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1-3-2 細胞分裂進行に及ぼす熱ショックの影響 

Cdk1は細胞分裂期の開始に必須のキナーゼであるため、RO-3306を処理した細胞はG2/M境界で停

止する。また、RO-3306は可逆的阻害剤であるため、RO-3306処理によりG2/M境界で停止した細胞は、

RO-3306を除去すると一斉に細胞分裂を開始し、ほぼ同じ速度で細胞分裂が進行する。よって、

RO-3306を使用すると、細胞分裂の速さや細胞分裂の様子を観察することができる。そこで本研究で

はRO-3306を使用した同調実験を用いて、細胞分裂に及ぼす熱ショックの影響を観察した。 

細胞にRO-3306を20時間処理して細胞周期をG2期で停止させ、RO-3306処理の最後の30分間に42°C

の熱ショックを与えた。その後RO-3306を除去し細胞分裂を開始させ、60分後に細胞を固定し観察し

た (図1-2 A)。熱ショックを与えていない細胞では、染色体分配を開始した後期以降の細胞が観察さ

れた一方で、熱ショックを与えた細胞ではほとんど認められなかった (図1-2 B)。そこで分裂期細胞

を、染色体分配開始前の細胞 (P/PM/M, 前期/前中期/中期)と染色体分配開始後の細胞 (A/T/Cyto, 後

期/終期/細胞質分裂期) の2群に分けて計測を行った。熱ショックを与えていない細胞では、染色体分

配開始前の細胞が約57%であったが (図1-2 C, 37°C, P/PM/M)、熱ショックを与えた細胞では染色体分

配開始前の細胞が97%に増加した (図1-2 C, 42°C, P/PM/M)。これらの結果より、熱ショックを与えた

細胞では、細胞分裂が染色体分配開始前で停止することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 熱ショックは細胞分裂の進行を遅延させる 

(A) 同調実験の流れを示す。 (B) 固定した細胞の-tubulinとDNAを染色した。その時の42°Cの熱

ショックを与えていない細胞 (上) と与えた細胞 (下) の写真を示す。DNAを赤、-tubulinを緑で

示す。a, 染色体分配開始後の細胞 b, 染色体分配開始前の細胞 (C) 細胞分裂後期開始前 (青, 

P/PM/M)と開始後 (赤, A/T/Cyto) の細胞の割合を示す。グラフは3回の実験 (n ≥ 199) の平均±標

準偏差を示した。アスタリスクはスチューデントのt検定から計算した有意差を示す (**p < 0.01)。

P/PM/M における37°C 対 42°C, p = 0.00316。 スケールバー, 20 µm。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 

1より引用。 
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熱ショックにより、細胞分裂が染色体分配開始前のどの段階で停止するのかをタイムラプスイメー

ジングを用いて観察するため、初めに、0.1 M Hoechst 33342自体が細胞分裂の進行に影響を与えるか

観察した。RO-3306を処理して細胞をG2/M境界に停止させ、RO-3306除去と同時に0.1 M Hoechst 

33342を添加してタイムラプスイメージングで細胞分裂の進行を観察した。細胞分裂開始から分裂溝

完成までの時間を計測したところ、0.1 M Hoechst 33342の有無に関わらず52分であり (図1-3)、 0.1 

M Hoechst 33342を添加しても細胞分裂の進行は影響を受けないことが分かった。この結果より、0.1 

M Hoechst 33342を添加し、DNAの形態変化を観察しながら正常な細胞分裂を観察することにした。 

HeLa S3細胞をRO-3306でG2/M境界に停止させ、最後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた。その後、

RO-3306除去と同時に0.1 M Hoechst 33342を添加し、タイムラプスイメージングで120分間観察した 

(図1-4 A)。核膜崩壊から染色体が一列に並ぶまでを前期/前中期 (P/PM)、染色体が一列に並んでいる

間を中期 (M)、染色体が2つに分かれ始めてから分裂溝が完成するまでを後期/終期 (A/T) に分類した。

個々の細胞の細胞分裂の時間を計測すると、熱ショックを与えていない細胞では、観察開始直後から

約20分後までが前期/前中期 [図1-4 B, 37°C, 緑 (P/PM)]、観察開始約20分後～約50分後にかけて中期 

[図1-4 B, 37°C, 赤 (M)]、観察開始約50分後～約70分後に後期/終期 [図1-4 B, 37°C, 青 (A/T)] の細胞

が観察され、ほとんどの細胞が細胞分裂を70分程度で終了した。観察開始からの細胞分裂各段階の割

合の時間推移において、前期/前中期の割合のピークは観察開始20分後 (図1-4 C, 37°C, 緑 [P/PM])、

中期のピークは約36分後 (図1-4 C, 37°C, 赤 [M]) 及び後期/終期のピークが約65分後に現れた (図1-4 

C, 37°C, 青 [A/T])。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3 0.1 M Hoechst 33342の添加は細胞分裂の進行に影

響を与えない 

HeLa S3細胞に9 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306を除

去と同時に0.1 M Hoechst 33342を添加していない細胞 

(None) と添加した細胞 (Hoechst) をタイムラプスイメージ

ングで観察した。観察した細胞の細胞分裂開始から分裂溝

完成までの時間の平均±標準偏差を示した (None, n = 20, 

Hoechst, n = 21)。NSはスチューデントのt検定から計算した

有意差がなかったことを示す (NS, not significant)。 
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図 1-4 熱ショックは細胞分裂を中期で停止させる 

(A) 同調実験の流れを示す。 (B) 観察した個々の細胞の前期/前中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, M)、

後期/終期 (青, A/T) のそれぞれの時間を示す。(37°C, n = 34, 42°C, n = 36) (C) 細胞分裂期各段階の

割合の時間推移を示す。細胞分裂期 (前期から終期 [黒破線, Mitotic cells])、前期/前中期 (緑, P/PM)、

中期 (赤, M)、後期/終期 (青, A/T)。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 2より引用。 
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一方、熱ショックを与えた細胞においては、前期/前中期の細胞は観察開始直後から20～30分後ま

で観察された (図1-4 B, 42°C, 緑 [P/PM]) が、大半の細胞において中期の時間が90分程度から観察終

了まで延長し (図1-4 B, 42°C, 赤 [M])、120分以内に後期/終期への進行が観察されたのは36個中11個

の細胞であった (図1-4 C, 42°C, 青 [A/T])。細胞分裂各段階の割合の時間推移において、前期/前中期

の割合のピークは観察開始25分後に現れ (図1-4 C, 42°C, 緑 [P/PM])、熱ショックを与えていない細胞

とほとんど変わらなかった。しかし中期の細胞はピークが現れた後の減少が非常に緩徐であり (図1-4 

C, 42°C, 赤 [M])、後期/終期のピークは観察されなかった (図1-4 C, 42°C, 青 [A/T])。以上の結果より、

前期及び前中期の時間は熱ショックの有無でほとんど変化がなかった一方で、中期の時間が大きく延

長することが分かった。この結果は、熱ショックが細胞分裂を中期で停止させることを示している。 

熱ショックによる細胞分裂停止が正常細胞でも生じるかを観察するために、不死化ヒト網膜色素上

皮 (hTERT RPE-1) 細胞にRO-3306を処理し、最後の30分間に41°Cまたは42°Cの熱ショックを与えた。

RO-3306除去60分後に細胞を固定し、細胞分裂の割合を計測したところ、熱ショックを与えていない

細胞と41°C の熱ショックを与えた細胞では細胞分裂期細胞の割合がそれぞれ26%及び22%であった

一方で、42°Cの熱を与えた細胞では3.5%であった (図1-5 A)。これは、42°Cの熱ショックを与えた細

胞ではほとんどの細胞が細胞分裂期に進行しなかったことを示している。熱ショックを与えていない

細胞と41°Cの熱ショックを与えた細胞の細胞分裂進行を計測したところ、熱ショックを与えていない

細胞では前期/前中期/中期 (P/PM/M) の細胞の割合が19%であった (図1-5 B, 37°C)。その一方で、熱

ショックを与えた細胞は38%に有意に増加した (図1-5 B, 42°C)。この結果は、hTERT RPE-1細胞にお

いても熱ショックが細胞分裂停止を引き起こすことを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 hTERT RPE-1細胞において熱ショックは細胞分裂の進行を遅延させる 

説明は次ページ 
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hTERT RPE-1細胞に7 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理の最後30分間に41°Cまたは42°C

の熱を与えた。コントロール細胞はRO-3306を処理している間37°Cで培養した。RO-3306を除去し

て60分間37°Cで培養した後、4%ホルムアルデヒドで固定した。固定した細胞の-tubulinとDNAを

染色した。Mitotic index (A) と細胞分裂後期開始前 (青, P/PM/M) と開始後 (赤, A/T/Cyto) の細胞

の割合 (B)を示す。グラフは3回の実験 (n > 200) の平均±標準偏差を示した。アスタリスクはス

チューデントのt検定から計算した有意差を示す (**p < 0.01)。P/PM/M における37°C 対 41°C, p = 

0.00171。FASEB J. 2019 (印刷中) Supplemental Figure 5より引用。 
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1-3-3 熱ショックによる紡錘体チェックポイント (SAC) 活性化の観察 

SACは全ての動原体に微小管が正しく結合するまで染色体分配が開始しないよう、細胞分裂を停止

させるチェックポイント機構であり、染色体を正確に２つに分配するために不可欠な細胞分裂制御機

構である43。熱ショックによる細胞分裂停止にSACの活性化が関与している可能性を検討するため、

RO-3306でG2/M境界に停止させ、熱ショックを与えた細胞に、SAC活性化に必須のキナーゼMps1の

阻害剤AZ3146をRO-3306除去と同時に添加し、タイムラプスイメージングで60分間観察した。その結

果、熱ショックを与えた細胞では91％が中期までで停止していた一方で、AZ3146を添加した細胞で

は68%が後期に進行した (図1-6 A, 左)。また、SACに必須のタンパク質Mad2をノックダウンした細

胞 (図1-6 B) に熱ショックを与えたところ、コントロール細胞では26％の細胞が後期に進行したが、

Mad2ノックダウン細胞では95%の細胞が有意に後期に進行した (図1-6 A, 右)。これらの結果は熱シ

ョックがSACの活性化を引き起こすことを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6 AZ3146処理あるいはMad2のノックダウンは熱ショックによる細胞分裂停止を解除する 

(A) HeLa S3細胞に7-8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理最後の30分間に42°Cの熱を与えた。コン

トロール細胞はRO-3306を処理している間37°Cで培養した。RO-3306を除去した後、0.1 M Hoechst 33342

を添加して60分間タイムラプスイメージングで観察した。左図, RO-3306除去と同時に2 M AZ3146または

DMSOを添加した。右図, Mad2ノックダウン細胞とコントロール細胞を使用した。siRNAをトランスフェ

クションした4時間後に7 M RO-3306を処理した。グラフはタイムラプスイメージング終了時点で細胞分

裂後期開始前 (青, P/PM/M) と開始後 (赤, A/T/Cyto) の細胞の割合を、3回の実験 (n > 30) の平均±標準

偏差で示す。アスタリスクはスチューデントのt検定から計算した有意差を示す (**p < 0.01, ***p < 0.001)。

42°C 対 42°C + AZ3146, p = 0.00828, 42°CにおけるsiCont 対 siMad2-1 in, p = 0.000650。 (B) siCont、

siMad2-1、siMad2-2をトランスフェクションして24時間後の全細胞溶解液を回収し、ウエスタンブロット

で解析した。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 3より引用。 
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SACが活性化する際には、BubR1が動原体に局在するため、熱ショックを与えてBubR1の動原体局

在を観察した。細胞にRO-3306を20時間処理して細胞周期をG2/M境界で停止させ、RO-3306処理の最

後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた。RO-3306を除去し細胞分裂を開始させた30分後にプロテア

ソーム阻害剤MG132を添加し、細胞分裂が後期に進行する際に必要なcyclin B1の分解を抑制すること

で、細胞を中期で停止させた。MG132を添加して60分後に細胞を固定し、BubR1が動原体に局在して

いる中期の細胞を計測した。熱ショックを与えていない細胞では、BubR1が動原体に局在している細

胞は33％であった (図1-7, 37°C)。一方、熱ショックを与えた細胞では、BubR1が動原体に局在してい

る細胞の割合は79%であった (図1-7, 42°C)。熱ショックを与えた細胞にSACに必須のキナーゼである

Mps1の阻害剤AZ3146を添加すると、BubR1が動原体に局在している細胞は14％まで減少した (図1-7, 

42°C+AZ3146)。以上の結果より熱ショックによってSACが活性化した結果、細胞分裂が中期で停止

したことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-7 熱ショックによりBubR1が動原体局在する細胞が増加する 

HeLa S3細胞に7-8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理最後の30分間に42°Cの熱を与えた。

コントロール細胞はRO-3306を処理している間37°Cで培養した。RO-3306を除去し30分間培養後、

40 µM MG132を添加して60分間培養した。固定した細胞のBubR1と動原体のマーカーである

CRESTを染色した。左, 42°Cの熱ショックを与えた細胞と与えていない細胞の写真 (赤, BubR1、

緑, CREST)。挿入している写真は動原体の拡大写真を示している。右, 動原体上にBubR1が局在し

た中期の細胞の割合。グラフは3回の実験 (n ≥ 200) の平均±標準偏差を示している。アスタリス

クはダネット検定を用いて計算した有意差を示す (***p < 0.001)。37°C 対 42°C, p = 0.000332, 

42°C 対 42°C + AZ3146, p = 4.8 × 10−5。スケールバー, 10 µm (拡大写真)、2.5 µm (挿入写真)。FASEB 

J. 2019 (印刷中) Figure 3より引用。 
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1-3-4 SAC活性化機構の検討 

熱ショックによりSACが活性化することが明らかになったので、その活性化機構について検討を行

った。熱ショックはタンパク質フォールディングの異常を引き起こし、タンパク質の高次構造に異常

を持つ変性タンパク質を生じさせ、小胞体ストレスを誘導する。細胞に小胞体ストレスが生じると、

小胞体においてPERKのリン酸化やATF6の発現などが誘導され、アポトーシスや分子シャペロンの転

写誘導など、様々な細胞応答が引き起こされる10。そこで、熱ショックが小胞体ストレスを介してSAC

を活性化する可能性について検討した。 

熱ショックが小胞体ストレスを誘導しているかを、小胞体ストレスのマーカーであるPERKのリン

酸化を指標に観察した。ポジティブコントロールとして、糖鎖修飾を阻害して小胞体ストレスを誘導

する薬剤ツニカマイシンを使用した。ツニカマイシンを細胞に処理すると、処理時間依存的にPERK

のリン酸化シフトが観察された (図1-8 A, TM)。しかし、熱ショックを与えた細胞では、明確なPERK

のリン酸化シフトは観察されなかった (図1-8 A, Heat shock)。この結果は、本研究で用いた熱ショッ

クの条件 (42°C、30分) は、小胞体ストレスを誘導するためには十分な条件でないことを示唆してい

る。次に、熱ショックとツニカマイシン誘導性の小胞体ストレスが細胞分裂に与える影響を比較する

ために、RO-3306でG2/M境界に停止させた細胞に熱ショックまたはツニカマイシン処理を行なった。

RO-3306除去60分後の細胞を観察したところ、mitotic indexは熱ショック、ツニカマイシン処理いずれ

においても減少した (図1-8 B)。細胞分裂進行については、熱ショックを与えた細胞のほとんどが中

期までで停止した (図1-8 C, heat shock)。一方で、ツニカマイシンを処理した細胞においても細胞分裂

は遅延したが、熱ショックを与えた細胞における細胞分裂の遅延よりもその影響は小さかった (図1-8 

C, TM, 0.5 h, 2 h)。これらの結果は、小胞体ストレスが誘導する細胞分裂の遅延は熱ショックより弱い

ことを示している。以上より、熱ショックは小胞体ストレス以外の経路を介して細胞分裂の遅延を誘

導していることが示唆される。 

熱ショックが微小管の重合に影響を与えることが報告されている44。そこで、熱ショックを与えた

細胞で微小管と動原体の接続に異常が生じた結果、SACが活性化した可能性について検討した。細胞

にRO-3306を20時間処理し、細胞周期をG2/M境界で停止させ、RO-3306処理の最後の30分間に42°Cの

熱ショックを与えた。その後RO-3306を除去し細胞分裂を開始させた30分後にプロテアソーム阻害剤

MG132を添加し、細胞を中期で停止させた。MG132を添加して60分後に細胞を固定し、hepatoma 

up-regulated protein (HURP) を染色した。Ranのグアニンヌクレオチド交換因子 (Ran-GEF)であるRCC 

1 (regulator of chromosome condensation 1) がクロマチンに結合しているため、染色体付近はRanGTP濃

度が高い45。 HURPはRanGTP依存的に微小管と相互作用する分子であり、RanGTP濃度が高い動原体

近くの微小管上に局在し、微小管と動原体の接続を安定化する機能を持つ46, 47。よって、HURPが局

在する微小管は動原体と結合する微小管であるため、HURPの蛍光強度を指標に微小管と動原体の接

続を観察することができる (図1-9, 左)。熱ショックを与えた細胞と与えていない細胞のHURP と

-tubulin の蛍光強度を計測し、-tubulinに対するHURPの蛍光強度の比を算出した。しかし、熱ショ

ックを与えていない細胞と与えた細胞の間で蛍光強度の比はほぼ同程度であった (図1-9, 右)。この

結果より、熱ショックは微小管と動原体の接続に影響を与えないことが示唆された。 

熱ショックが中心体の機能に影響を与えることが報告されている。中心体は主要な微小管形成中心

であり、細胞分裂期においては中心体から微小管が染色体や細胞膜に向かって伸長することで紡錘体 
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図 1-8 小胞体ストレスは細胞分裂の進行を遅延させるが、その影響は熱ショックよりも小さい 

(A) HeLa S3細胞に7-8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理の最後30分間に42°Cの熱を与え

た。RO-3306を除去していない細胞から全細胞溶解液を回収した (RO-3306)。同調していない細胞

に2 µg/ml ツニカマイシン (TM) を2または8時間処理し、全細胞溶解液を回収した (2 µg/ml TM)。

抗PERK抗体及び抗lamin B1抗体 (ローディングコントロール) を用いてウエスタンブロットによ

る解析を行った。 (B, C) HeLa S3細胞に7-8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理最後の30分

間に42°Cの熱ショック、あるいは最後の2時間または30分間に2 µg/ml ツニカマイシン (TM) を処

理した。RO-3306を除去し60分後に微小管の形態と染色体の整列を指標に、mitotic index (B) と細

胞分裂期の各段階の割合 (C) を計測した。Bは各群500個以上、Cは各群200個以上を計測し、後期

開始前 (青, P/PM/M) と開始後 (赤, A/T/Cyto) の割合を表示した。S.E., short exposure, L.E., long 

exposure。FASEB J. 2019 (印刷中) Supplemental Figure 1より引用。 
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図 1-9 熱ショックはHURPの蛍光強度に影響を与えない 

HeLa S3細胞に7-8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理の最後30分間に42°Cの熱を与えた。

コントロール細胞はRO-3306を処理している間37°Cで培養した。RO-3306を除去し30分間培養後、

40 µM MG132を添加して60分間培養した。固定した細胞のHURP (赤)、-tubulin (緑)及びDNA (青)

を染色した (左)。Image Jを用いて細胞全体のHURPと-tubulinの蛍光強度を定量し、-tubulinに対

するHURPの比を細胞ごとに算出した (右)。NSはスチューデントのt検定から計算した有意差がな

かったことを示す (NS, not significant)。37°C 対 42°C, p = 0.753。 
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を形成するため、中心体は紡錘体形成に不可欠である。そこで次に、熱ショックが中心体の機能に影

響を与えた結果、紡錘体形成に影響を与え、紡錘体チェックポイントを活性化する可能性を検討した。

RO-3306を処理しG2/M境界に停止させ、最後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた細胞を、RO-3306

除去と同時にタイムラプスイメージングを用いて観察した。熱ショックを与えていない細胞では、細

胞分裂開始10分後に染色体が一列に整列し、40分後に染色体分配が開始するまで一列に整列した状態

を維持していた (図1-10 A, 上)。一方で、熱ショックを与えた細胞においては、細胞分裂開始20分後

に染色体が整列したが、その後染色体が徐々に丸く広がっていく様子が観察され (図1-10 A, 下)、こ

のような細胞の割合を計測したところ、熱ショックを与えた細胞において有意に増加した (図1-10 B, 

42°C)。 

 

 

 

 

図 1-10 熱ショックにより紡錘体配向性異常を持つ細胞が増加する 

(A, B) HeLa S3細胞に8 µM RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理の最後30分間に42°Cの熱ショッ

クを与えた。RO-3306除去後、0.1 µM Hoechst 33342を添加して180分間タイムラプスイメージング

を行った。37°C＋MG132群は 0.1 µM Hoechst 33342と同時に40 µM MG132を添加している。(A) 明

視野とDNAの画像を示す。核膜崩壊を0分とし、分裂期細胞の経時的変化を示す。37°C: 細胞分裂

開始10分後に整列し、50分後に染色体分配が開始した。42°C: 細胞分裂開始20分後に整列し、100

分後から丸く広がり始めた。右の拡大写真は細胞分裂開始140分後の細胞を示す。 (B) 紡錘体配

向性異常を持つ中期の細胞を示している (n > 40)。アスタリスクとNSはダネット検定より求めた

有意差があったものとなかったものを示している (***p < 0.001)。37°C 対 42°C, p = 0.0000894, 

37°C 対 37°C + MG132, p = 0.447。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 3より引用。 
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 そこで免疫染色後、細胞分裂中期の細胞の紡錘体を三次元的に観察した (図1-11)。熱ショックを与

えていない細胞をX-Z方向で観察すると、中心体に局在するタンパク質-tubulin (矢印) の高さがほぼ

同じであり、紡錘体は培養ディッシュへの接地面に対して水平に形成されていることが観察された。

一方、熱ショックを与えた細胞をX-Z方向で観察すると、両極に位置する-tubulinの高さが異なってお

り、紡錘体が傾いて形成されていることが示唆された。これらの結果から、熱ショックを与えた細胞

では、紡錘体が傾いて形成される異常、紡錘体配向性異常が生じることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-11 熱ショックにより紡錘体配向性異常が生じる 

HeLa S3細胞に8 M RO-3306を20時間処理し、RO-3306処理の最後30分間に42°Cの熱を与えた。コントロ

ール細胞はRO-3306を処理している間37°Cで培養した。RO-3306を除去し30分間培養後、40 µM MG132を

添加して60分間培養した。固定した細胞の-tubulin (赤)、-tubulin (緑) 及びDNA (青) を染色し、Z軸方向

に0.5 mずつ撮影した (撮影間隔, 0.5 m; 撮影枚数: 37°C, 46枚, 42°C: 37枚)。白い矢頭は-tubulinの場所を

示す。 
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熱ショックそのものが紡錘体配向性異常を誘導するのか、熱ショックにより細胞分裂が中期で長時

間停止した結果、紡錘体配向性異常が生じるのかを明らかにするために、プロテアソーム阻害剤

MG132を細胞に処理し、細胞分裂を中期で長時間停止させたときの染色体をタイムラプスイメージン

グで観察した。しかし、MG132を添加し中期で長時間停止した細胞において紡錘体配向性異常は有意

に増加しなかった (図1-10 B, MG142)。この結果は、熱ショック時に観察された紡錘体配向性異常は、

熱ショックにより細胞分裂が中期で停止することが原因ではなく、熱ショックそのものが引き起こし

たことを示唆している。紡錘体配向性異常が細胞分裂進行の遅延を引き起こすことから、熱ショック

により紡錘体配向性異常が生じた結果、SACが活性化し、細胞分裂が中期で停止したと考えられる。 
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1-4考察 

 本章では、熱ショックが紡錘体配向性異常を引き起こした結果、紡錘体チェックポイントが活性化

し、細胞分裂が中期で停止することを見出した。更に、熱ショックによる細胞分裂停止は子宮頸がん

細胞HeLa S3細胞だけでなく、不死化ヒト網膜色素上皮細胞 hTERT RPE-1細胞で観察されたことか

ら、がん細胞と正常細胞のどちらにおいても、熱ショックが細胞分裂に異常を引き起こすストレスで

あることを示した。よって、熱ショックは正常細胞とがん細胞いずれにおいても細胞分裂に異常を引

き起こすストレスであることが示唆される。 

 熱ショックはタンパク質のフォールディング異常と凝集を介して、小胞体ストレスを誘導する 10。

ツニカマイシンを処理したとき小胞体ストレスマーカーである PERK のリン酸化シフトが明確に観

察されたが、ツニカマイシンにより誘導される細胞分裂の遅延の程度は弱かった。一方、本研究で用

いた条件 (42°C, 30分) ではPERKのリン酸化シフトが明確に観察できなかったが、細胞分裂は大き

く遅延した。本研究で用いた熱ショックでは十分な小胞体ストレスが誘導されなかった一方で、ツニ

カマイシン処理時よりも劇的な細胞分裂の遅延が生じることは、熱ショックによる細胞分裂の遅延に

小胞体ストレスが主たる経路ではないことを示唆している。 

 微小管はそのマイナス端を中心体に置き、中心体から伸長することで動原体に接続するなどの様々

な機能を果たすため、中心体は紡錘体形成と染色体分配において重要な機能を持つ細胞小器官である。

熱ショックが中心体にダメージを与えた結果、多極紡錘体の形成を引き起こし、細胞分裂を前中期で

停止させることがHutらやVertiiらによって報告されている 21, 48。また、Vidairらによって、G1期に

熱ショックを与えた細胞において、微小管形成中心が増加し、多極紡錘体が形成された結果、細胞分

裂前期から中期への進行が遅延することが報告されている 20。このように、熱ショックによって紡錘

体形成に異常が生じて細胞分裂が前期/前中期で停止する報告が複数あるにも関わらず、本研究にお

いては前期/前中期での停止は観察されなかった。この違いは、熱ショックの条件によるものである

と考えられる。Vidairらはチャイニーズハムスターの卵巣細胞CHO細胞に 45°Cの熱を 13-15分間与

えたときに多極紡錘体が形成することを報告しており 20、逆にVertii らは hTERT RPE-1細胞に 43°C

の熱ショックを90分与えた細胞で紡錘体が形成されないことを報告している 8。 また、HutらはOT70

ハムスター肺線維芽細胞に 45°C の熱ショックを 15 分間与えたときには紡錘体が形成されない一方

で、42°Cの熱ショックを 15分間与えると中心体機能に異常が生じるものの、紡錘体は形成されるこ

とを報告している 21。よって、細胞に強い熱ショックを与えたときには、多極紡錘体の形成や紡錘体

が形成されない異常が引き起こされるが、比較的弱い熱ショックでは紡錘体は形成されると考えられ

る。本研究で用いた、42°Cの熱ショックを30分間与える条件は比較的温和な熱ショックであるため、

前期/前中期での停止の原因は、多極紡錘体の形成や紡錘体が形成されないことではないと考えられ

る。 

 一方、本研究では、熱ショックが紡錘体配向性異常を引き起こした結果、紡錘体チェックポイント

を活性化したことを明らかにした。紡錘体配向性は、上皮組織など極性を持った組織の細胞分裂の際

に、基底膜側と頂側膜側を決定したり、発生時の細胞分裂において娘細胞の運命を決定するのに必要

であるため、細胞の正常な機能に非常に重要である。紡錘体配向性の決定には、星状体微小管が重要

な役割を担っている。星状体微小管は中心体から紡錘体極近くの細胞膜へ伸長し、結合している微小
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管である。星状体微小管が正しく紡錘体微小管近くの細胞膜と結合し、紡錘体両極側から適切に張力

がかかることで、紡錘体配向性は維持される。紡錘体配向性の決定には多くのタンパク質が関与し、

Gi、LGN、NuMA、myosin10、dyneinはその代表である 49, 50。細胞分裂期の間、Gi、LGN、NuMA

は紡錘体極に近い細胞膜上で複合体を形成し、dyneinを細胞膜上へと動員している。細胞膜に局在す

る dynein は星状体微小管と結合し、星状体微小管を細胞膜側へ引っ張ることで、紡錘体配向性を決

定するための張力が生まれる。Myosin10 は星状体微小管の制御を介して紡錘体配向性に寄与してい

る。このように、紡錘体配向性は多くのタンパク質によって星状体微小管が正しく維持されることが

必要である。微小管重合阻害剤ノコダゾールは微小管の伸長を阻害する。高濃度のノコダゾールを処

理すると、全ての微小管の伸長が阻害されるために、紡錘体の形成が抑制される。一方、低濃度のノ

コダゾールを細胞に処理した場合、紡錘体は形成されるものの、紡錘体配向性異常が生じる。このこ

とから、低濃度のノコダゾールは動原体と結合する微小管には影響を与えず、星状体微小管優先的に

破壊する 51, 52ため、星状体微小管は動原体微小管よりもダメージを受けやすいと考えられる。In Vitro

において熱ショックが温度依存的に微小管の重合を阻害することが報告されている 44。しかし、本研

究において動原体微小管と動原体の接続に異常は観察されなかったことから、動原体と接続する微小

管に影響を与えていないと考えられる。よって、本研究で用いた熱ストレスでは、低濃度のノコダゾ

ールを細胞に処理した時と同様に、動原体に接続する微小管に影響を与えずに、動原体と接続する微

小管よりダメージを受けやすい星状体微小管のみに異常を与えた結果、紡錘体配向性異常が生じた可

能性がある。また、Caenorhabditis elegansの胚において、熱ショックが細胞膜に局在する dyeninの局

在に異常を与えた結果、第一減数分裂が遅延するという報告 53や、細胞膜に局在する dynein/dynactin

を制御するタンパク質dynamitin/p50の局在が温和な熱ストレスによって消失するとの報告 21がある。

よって、熱ストレスが dynein など膜に局在する、星状体微小管制御に関与するタンパク質の機能や

局在に異常を与えた結果、紡錘体配向性異常が生じた可能性も考えられる。 

 HeLa S3細胞に 42°Cの熱ショックを 30分間与えても、細胞は細胞分裂期に進行したが、hTERT 

RPE-1 細胞に 42°C の熱ショックを与えるとほとんど全ての細胞がG2/M 境界で停止した。このこと

は、hTERT RPE-1細胞はHeLa S3細胞よりも熱感受性が高いことを示唆している。hTERT RPE-1細

胞とHeLa S3細胞の温度感受性の違いは、HeLa細胞で p53の分解が亢進していることと関係してい

る可能性がある。p53 は DNA 修復や細胞増殖停止、アポトーシスなどに関与する転写因子であり、

熱ショックによって p53量が増加することが報告されている。p53はCdk1、cyclin B1の転写を抑制

する 54, 55, 56, 57だけでなく、p21や 14-3-3σなどのCdk1を抑制的に制御するタンパク質の転写を亢進さ

せて 58, 59、細胞分裂の開始を抑制する。よって、p53の分解が亢進しているHeLa S3細胞よりも、p53

が正常に機能しているhTERT RPE-1細胞では熱ショックによるG2停止が起こりやすい可能性が考え

られる。p21 が発現しているヒト肝がん由来細胞HepG2 細胞に 42°C の熱ショックを 30 分間与える

と G2 期での停止が誘導されるが、p53 の変異及び p21 の欠損株であるヒト肝がん由来細胞 Huh7 細

胞に 42°C の熱ショックを 30 分間与えてもG2 期での停止が誘導されないこと 18は、G2 期での停止

において p53経路が関与する可能性をより支持する。 

 不死化正常細胞 hTERT RPE-1細胞においても、がん細胞であるHeLa S3細胞と同様に熱ショック

が細胞分裂停止を引き起こすことが示された。このことは、正常細胞においても、熱ショックが細胞

分裂に異常を引き起こすストレスであることを示唆している。細胞分裂の異常は染色体数異常を介し
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て細胞のがん化や発生異常を誘導し得るため、本研究は、熱ショックが細胞分裂異常を介した細胞の

異常を引き起こす可能性を示唆する。 
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1-5 小括 

本研究により、以下のことが明らかになった。 

・HeLa S3細胞にG2/M境界の細胞に 42°Cの熱ショックを 30分間与えると、細胞分裂が中期で停止

した。また、hTERT RPE-1細胞においても熱ショックによる細胞分裂停止が観察されたことから、

熱ショックによる細胞分裂停止は正常細胞、がん細胞間で保存されている熱ショック応答である。 

・中期での停止は紡錘体チェックポイントが活性化が誘導された結果、引き起こされた。 

・熱ショックを与えた細胞では、紡錘体配向性異常が生じることにより紡錘体チェックポイントの活

性化を誘導したと考えられる。 

  

以上より、熱ショックは紡錘体配向性異常を誘導するストレスであり、細胞は紡錘体チェックポイ

ントを活性化させることにより、熱ショックによる細胞分裂異常から細胞を保護することが示唆され

た。 

 

 

  



38 

 

第2章 Hsp105によるSAC制御 

 

2-1 序論 

熱ショック時に機能する代表的なタンパク質が熱ショックタンパク質である。熱ショックを与えた

細胞ではタンパク質変性が生じるが、熱ショックタンパク質はタンパク質の熱変性の抑制、熱変性し

たタンパク質の凝集抑制、熱変性したタンパク質のリフォールディングや分解の誘導を行うことで、

熱ショックから細胞を保護している25。熱ショックタンパク質はストレス時だけでなく、構成的にも

発現しており、その代表的な機能としてリボソームで合成されたタンパク質のフォールディングが知

られている。また、細胞分裂制御にも熱ショックタンパク質が関与している。Hsp70が動原体結合微

小管の制御に関与し、紡錘体形成に関与する28こと、Hsp90がMps1と結合してMps1のキナーゼ活性に

関与する32こと、分子量22 kDaの低分子Hspの１つ、HspB8はアクチン骨格の制御に関与し、正しい紡

錘体配向性の決定に必要である34ことなどが知られている。 

1章で明らかにしたように、熱ショックは紡錘体配向性異常を引き起こし、SACの活性化を介して

細胞分裂停止を引き起こす。熱ショックタンパク質は熱ショック時の細胞の保護に寄与するため、熱

ショックによるSAC活性化に熱ショックタンパク質が関与する可能性が考えられる。しかし、熱ショ

ック時の細胞分裂制御に関しては、Hsp70が熱ショックから中心体を保護し、正確な細胞分裂進行に

寄与することが報告されている21のみであり、熱ショックによるSAC活性化に熱ショックタンパク質

が関与するかは不明である。そこで本章では熱ショックによるSAC活性化への熱ショックタンパク質

の関与とその制御機構について検討を行った。 
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2-2 実験方法 

2-2-1 材料・機器 

1) 細胞 

細胞はHeLa S3細胞 (1章と同じ)、histone H2B-GFP 発現HeLa細胞 (熊本大学 佐谷 秀行先生より譲

渡6061)、HEK293 細胞 [Qbiogene (Carlsbad, CA, USA) より購入]、HCT116 細胞 (千葉大学 朝長 毅先

生より譲渡)、hTERT RPE-1細胞 (1章と同じ) を使用した。 

 

2) 抗体 

以下に示す一次抗体をウエスタンブロット (WB) 及び免疫染色法 (IF) で使用した。 

・マウスモノクローナル抗actin抗体 (WB 2000倍希釈, A3853, clone No. AC-40, Sigma-Aldrich) 

・マウスモノクローナル抗BubR1抗体 (1章と同じ)  

・マウスモノクローナル抗Cdc20抗体 (WB 2000倍希釈, sc-13162, clone E-7, Santa Cruz Biotechnology)  

・マウスモノクローナル抗Bub3抗体 (WB 1000倍希釈, sc-376506, clone E-7, Santa Cruz Biotechnology) 

・マウスモノクローナル抗FoxM1抗体 (WB 2000倍希釈, sc-376471, clone G-5, Santa Cruz Biotechnology) 

・マウスモノクローナル抗AIM-1抗体 (WB 1000倍希釈, 611082, clone 6/AIM-1, BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA)  

・ウサギモノクローナル抗phospho-Knl1抗体 (Thr943/Thr1155) (IF 400倍希釈, 40758S, clone D8D4N, 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 

・ウサギモノクローナル抗Phospho-Aurora A抗体 (Thr288)/Aurora B (Thr232)/Aurora C (Thr198) (WB 

1000倍希釈, 2914, clone D13A11, Cell Signaling Technology) 

・ウサギポリクローナル抗human Hsp105 抗体62 (IF 400倍希釈, WB 1000希釈) 

・ウサギポリクローナル抗Mad2抗体 (WB 7000倍希釈, A300-301A, Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, 

USA) 

・ウサギポリクローナル抗phospho-Histone H3 (Ser10) 抗体 (IF 400倍希釈, 9701S, Cell Signaling 

Technology)  

・ラットモノクローナル 抗α-tubulin抗体 (1章と同じ)  

・CREST、ヒト抗セントロメア抗体 (1章と同じ)  

・マウスIgGアイソタイプコントロール抗体 (免疫沈降実験のネガティブコントロールとして使用, 

sc-2025, Santa Cruz Biotechnology)  

 

以下に示す二次抗体をウエスタンブロット及び免疫染色法で使用した。 

ウエスタンブロットで使用した抗体 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗マウスIgG抗体 (2000倍希釈, 7076S, Cell Signaling 

Technology, Jackson ImmunoResearchの抗体は1章と同じ) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ニワトリ抗ラットIgG抗体 (2000倍希釈, sc-2964, Santa Cruz 

Biotechnology) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ラットIgG抗体 (4000倍希釈, 712-035-153, Jackson 
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ImmunoResearch) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体 (2000倍希釈, 7074, Cell Signaling Technology) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギIgG抗体 (4000倍希釈, 177-035-152, Jackson 

ImmunoResearch) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス軽鎖特異的IgG抗体 (4000倍希釈, 115-035-174, 

Jackson ImmunoResearch) 

・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ重鎖特異的IgG抗体 (4000倍希釈, 111-035-046, 

Jackson ImmunoResearch)  

免疫染色で使用した抗体 

・Alexa Fluor 488標識ロバ抗マウスIgG抗体 (1章と同じ) 

・Alexa Fluor 555標識ロバ抗マウスIgG抗体 (400-800倍希釈, A21202, A31570, Life Technology, Waltham, 

MA, USA) 

・Alexa Fluor 555標識ロバ抗ウサギIgG抗体 (400倍希釈, A31572, Life Technology) 

・Alexa Fluor 488標識ロバ抗ラットIgG抗体 (800倍希釈, A21208, Life Technology) 

・Alexa Fluor 555標識ヤギ抗ラットIgG抗体 (1章と同じ) 

・FITC標識抗ヒトIgG抗体 (1章と同じ) 

 

3) 試薬 

可逆的Cdk1阻害剤RO-3306 (217699, Merck-Millipore; S7747, Selleckchem, Houston, TX, USA) は7～9 

µMで20時間細胞に処理した。Mps1阻害剤AZ3146 (11170, Adooq Bioscience, Irvine, CA, USA) は2 µMで

使用した。プロテアソーム阻害剤MG-132 (10012628, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; 3175-v, ペ

プチド研究所) は40 µM で使用した。微小管重合阻害剤、ノコダゾール (146-08533, 富士フイルム和

光純薬株式会社, 大阪) は0.1 µg/mlで使用した。Hsp70阻害剤、VER-155008 (SML0271-5MG, 

Sigma-Aldrich) は5 µMで使用した。上記の試薬は全てジメチルスルホキシドに溶解した。Thymidine 

(T1895-10G, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) は4 mMで使用した。Hoechst 33342 (Merck-Millipore, 

darmstadt, Germany) は1 µMで使用した。上記の試薬は水に溶解した。 

 

4) siRNA 

 RISC-free control siRNA (siCont, Dharmacon, Chicago, IL, USA) 

Hsp105 siRNA (5'-GCAAAUCACUCAUGCAAACUU-3', Dharmacon) 

shHsp105–1 ( 5′-CCGGAGCAAATCACTCATGCAAACACTCGAGTGTTTGCATGAGTGATTTGCTTTTTTG–3′) 

shHsp105–2 ( 5′-CCGGAGCTTAAGTCTGTAGTCTTTACTCGAGTAAAGACTACAGACTTAAGCTTTTTTG–3′) 

MISSION siRNA Universal Negative Control (SIC-001, Sigma-Aldrich) 

Mad2 siRNA (siMad2-1, Hs01_00042213, siMad2-2, Hs_00042212, Sigma-Aldrich)  

 

5) 機器 

蛍光顕微鏡は1章と同じものを使用した。 

共焦点画像を取得するために63倍油浸レンズ (NA, 1.40) を搭載した共焦点レーザー顕微鏡 
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(LSM800, Carl Zeiss, Jena, Germany) を使用した。Hoechst 33342、FITC、Alexa Fluor 555をそれぞれ405、

488、561 nmの光で励起し、400–460、510–550、570–620 蛍光フィルターで蛍光を取得した。 

電気泳動槽、転写装置、ライブセルイメージング装置は1章と同じものを使用した。 

 

2-2-2 細胞培養、細胞周期同調及び熱ショック処理 

HeLa S3細胞、HCT116細胞、histone H2B-GFP発現HeLa細胞、HEK293細胞は37°C、5% CO2のイン

キュベーター内で、5% FBS、20 mM Hepes-NaOH (pH 7.4)、2 mM L(+)-glutamineを添加したDulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM) を用いて培養した。不死化ヒト網膜色素上皮 (hTERT RPE-1) 細胞

は37°C、5% CO2のインキュベーター内で、10% FBSを添加したDMEM/Ham’s F-12 (08460-95, ナカラ

イテスク, 京都) を用いて培養した。 

HeLa S3細胞をG2/M境界で停止させるために、7、8及び9 µMの可逆的Cdk1阻害剤、RO-3306を20

時間細胞に処理した。HCT116細胞は6 µMのRO-3306を20時間、hTERT RPE-1細胞は7 µMのRO-3306

を20時間処理した。その後、Ca2+、Mg2+を添加したPBS [以下、PBS(+)] を予め37°Cに加温し、細胞を

4回洗い、37°Cに加温した培地を添加することで、RO-3306によるG2/M境界での停止を解除し、細胞

分裂を再開させた。細胞を中期で停止させる場合には、RO-3306除去30分後にプロテアソーム阻害剤

MG-132を40 µM添加し、60分培養した。 

熱ショックは1章と同じ方法で行った。 

 

2-2-3 ノックダウン 

トランスフェクションは1-2-3と同様の方法で行った。Hsp105をノックダウンするために、RISC-free 

control siRNA (siCont, Dharmacon, Chicago, IL, USA) 、 Hsp105 siRNA 

(5'-GCAAAUCACUCAUGCAAACUU-3', Dharmacon) をHeLa S3とhTERT RPE-1細胞にそれぞれ50、20 

pmolトランスフェクションした。Mad2に対するsiRNAは1-2-3と同じものを使用した。 

 Hsp105ノックダウン細胞株、及びコントロール細胞株を樹立するために、HEK293細胞を3.5 cm径

ディッシュに200000個播種した。翌日、Opti-MEM 100 Lにレンチウイルスパッケージングプラスミ

ド [pCAG-HIVgp、pCMV-VSV-G-RSV-Rev (理化学研究所 三好 浩之先生より譲渡)] をそれぞれ1 g

と、pLKO-Hsp105-1, -2, -Cont63を1.5 g、Opti-MEM 100 LにLipofectamine 2000に2.5 L添加し、室温

で5分静置した。その後2液を混合し、室温で30分静置した。ディッシュに37°Cで温めたOpti-MEMを

800 L添加し、そこへLipofectamine 2000とプラスミドの混合液を添加し、トランスフェクションを行

った。トランスフェクション48時間後に、その培養上清をHeLa S3細胞またはHCT116細胞に添加した。

添加して48時間後から感染細胞を1 µg/ml puromycinでセレクションした。ウエスタンブロットでノッ

クダウンされていることを確認した。ウエスタンブロットは1-2-3と同様の方法で行った。 

  

2-2-4 細胞分裂進行の観察 

 1-2-5と同様の方法で観察した。 

 

2-2-5 SAC活性化の評価 

BubR1は1-2-6と同様の方法で観察した。 
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Mitotic indexと多核細胞を観察するために、細胞に0.1 g/mL ノコダゾールを16時間処理した。その

後、PBSで希釈した4% ホルムアルデヒドで20分間固定し、-tubulinとDNAを染色した。-tubulinと

DNAの形態を指標に細胞分裂期細胞の割合と多核細胞の割合を計測した。 

リン酸化Knl1を観察するために、2 mM PIPES (pH 6.8)、0.2% Triton X-100、10 mM EGTA、1 mM MgCl2

及び4% ホルムアルデヒドを添加したPBSを用いて20分間固定した。その後p-Knl1とCRESTを染色し、

CREST上に局在するp-Knl1の量を計測した。 

 

2-2-6 細胞増殖速度の評価 

24穴プレートにshCont細胞とshHsp105-2細胞をそれぞれ7×104個ずつ播種し、1-5日間培養した。細

胞を播種してから1、3及び5日目にBürker-Türk hemocytometerを使用して細胞数を計測した。 

 

2-2-7 免疫沈降法を用いたmitotic checkpoint complex (MCC) 形成の観察 

HeLa S3細胞をS期で停止させるために、細胞に25 mM thymidineを24時間処理した。その後、細胞

を37°Cに加温したPBSで4回洗浄し、37°Cに加温した培地を添加することで、S期停止を解除した。そ

の9時間後に0.1 µg/mlノコダゾールを細胞に添加し、4時間培養することで、細胞を細胞分裂期に停止

させた。Cyclin B1の分解を抑制するために、ノコダゾール処理の後半2時間にプロテアソーム阻害剤

MG132を40 M添加した。 

HeLa S3 shHsp105-2細胞がthymidineで同調できなかったため、HeLa S3 shCont及びshHsp105-2細胞に

0.1 µg/mlノコダゾールを8時間処理し、細胞分裂期に細胞を停止させた。Cyclin B1の分解を抑制する

ために、ノコダゾール処理の後半4時間にプロテアソーム阻害剤MG132を40 M添加した。 

 Mitotic-shake offにより回収した分裂期細胞にTriton lysis buffer [0.1% Triton X-100, 43 mM 

Hepes-NaOH (pH7.4), 2.6 mM EDTA-NaOH (pH7.4), 6.5% glycerol, 115 mM NaF, 20 mM 

β-glycerophosphate, 2 mM PMSF, 10 mM Na3VO4, 10 µg/ml aprotinin, 4 µg/ml pepstatin A, 10 µg/ml leupeptin

及び2.5 mM EGTA] を添加し、氷上で30分静置した。15000 rpmで30分間遠心した後、1 µgの一次抗体

と反応させたprotein G-sepharoseに細胞抽出液を添加し、4°Cで3時間インキュベートした。その後、プ

ロテアソーム阻害剤 (20 mM β-glycerophosphate, 10 mM Na3VO4及び10 mM Hepes-NaOH) を添加した

0.1% Triton lysis buffer を用いてprotein G-sepharose を洗い、ホスファターゼ阻害剤 (50 mM NaF, 20 

mM β-glycerophosphate, 10 mM Na3VO4及び10 mM Hepes-NaOH) を添加したSDS-sample bufferで溶解

した。 

 

2-2-8 Lagging chromosomeの観察 

 リン酸化histone H3を観察するために、PBSに溶解した4%ホルムアルデヒドで15分間固定した後、

100% MeOHを用いて-30°Cで10分間固定した。リン酸化histone H3を指標にlagging chromosomeを持つ

細胞の割合を計測した。 

 

2-2-9 統計解析 

1-2-9と同様の方法で行った。 
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2-3 実験結果 

2-3-1 SAC活性化に及ぼすHsp105ノックダウンの効果 

 Hsp70は細胞分裂期において中心体に局在し、熱ショックから中心体を保護することで、正常な細

胞分裂進行に寄与していることが報告されている21。そこで、熱ショックによるSAC活性化にHsp70

が関与しているか調べるため、RO-3306を処理した細胞にATP競合的Hsp70阻害剤VER-155008を4時間

処理し、RO-3306処理の最後の30分間に42°Cの熱ショックを与え、RO-3306除去90分後に固定し、細

胞分裂の進行を観察した。熱ショックを与えていない細胞では、RO-3306を除去して90分後には染色

体分配を開始した後の細胞の割合 [後期/終期/細胞質分裂期(A/T/Cyto)] の細胞の割合は50%であった

が (図2-2 B, shCont, 37°C)、熱ショックを与えた細胞では、染色体分配を開始した後の細胞の割合 

(A/T/Cyto) は24%であり、大半の細胞が染色体分配開始前で停止していた (図2-1, DMSO)。これは、

既述した (1-3-2項)、熱ショックが細胞分裂進行を停止させることと一致する。VER-155008処理細胞

に熱ショックを与えたとき、染色体分配を開始した細胞の割合 (A/T/Cyto) は22%であり、Hsp70阻害

による細胞分裂後期以降の細胞の増加はなかった (図2-1, VER155008)。これらの結果は、ここで用い

た熱ショック条件によるSAC活性化にHsp70は関与しないことを示唆している。一方で、VER-155008

処理細胞において、前期/前中期 (P/PM) の細胞の増加が観察された。この増加は、Hsp70は熱ショッ

クから中心体を保護しているとの知見に基づくと21、Hsp70を阻害することで中心体が熱ショックに

よるダメージを受けて正常に機能しなくなり、紡錘体形成異常が一部現れたためであると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 Hsp70の阻害は熱ショックによる細胞分裂停止を解除しない 

HeLa S3細胞に8 µM RO-3306を20時間処理した。その最後30分間に42°Cの熱ショックを与えた。5 

µM VER155008はRO-3306処理の最後4時間に処理した。RO-3306を除去した後90分間細胞を培養し、

固定した。VER155008処理群はRO-3306除去後も引き続きVER155008を添加した。微小管の形態

と染色体の整列を指標に、細胞分裂期の各段階を前期/前中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, M)、後期/終

期/細胞質分裂期 (青, A/T/Cyto) に分けて計測を行った。グラフは3回以上の実験 (n > 200) の平均

±標準偏差を示す。NSはスチューデントのt検定より算出した有意差がないことを示している。

DMSO 対 VER155008, p = 0.738。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 4より引用。 
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過去に、Hsp70スーパーファミリーの1つ、Hsp105が熱ショックから微小管を保護すること6や、出

芽酵母のHsp105/110ファミリータンパク質であるSse1がスピンドル長を制御すること30が報告されて

いる。これらの知見から、熱ショックを与えた分裂期細胞において、Hsp105が細胞分裂制御に関与し

ている可能性が考えられた。そこで2種類のshRNAを用いて、Hsp105をノックダウンしたHeLa S3細

胞株 (shHsp105-1及び-2) を樹立した (図2-2 A)。コントロール細胞 (shCont細胞) とshHsp105-2細胞に

RO-3306を処理してG2/M境界で停止させ、RO-3306処理最後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた。

RO-3306を除去して90分後に細胞を固定し観察した。shCont細胞において、熱ショックを与えていな

い細胞では後期以降の細胞 (A/T/Cyto) の割合が49%であった (図2-2 B, 左グラフ, shCont 37°C) が、

熱ショックを与えた細胞では中期の細胞 (M) の割合が65%まで蓄積し (図2-2 B, 左グラフ, shCont 

42°C)、熱ショックによる細胞分裂の停止が観察された。この結果は、前述した (1-3-2項)、熱ショッ

クが細胞分裂を停止させることと一致する。一方、shHsp105-2細胞に熱ショックを与えると、shCont

細胞と比較して、後期以降の細胞 (A/T/Cyto) の割合が有意に増加した (図2-2 B, 左グラフ, shHsp105, 

42°C)。shHsp105-1細胞においても同様に後期以降の細胞の増加が観察された (図2-2, 右グラフ)。こ

れらの結果は、熱ショックによる細胞分裂停止がHsp105ノックダウンにより減弱したことを示唆して

いる。 

 

 

図 2-2 Hsp105ノックダウンは熱ショックによる細胞分裂停止を減弱させる 

(A) shCont、shHsp105-1及びshHsp105-2細胞から全細胞抽出液を回収し、ウエスタンブロットで解析した。

抗Hsp105抗体、抗α-tubulin抗体 (ローディングコントロール) を反応させた。(B) HeLa S3 shCont、HeLa S3 

shHsp105-1及び-2細胞に9 µM RO-3306を20時間処理し、最後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた。

RO-3306除去後90分間培養し固定した。微小管の形態と染色体の整列を指標に、細胞分裂期を、前期/前

中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, M)、後期/終期/細胞質分裂期 (青, A/T/Cyto) に分類した。左グラフ, グラフは

3回以上の実験 (n ≥ 90) の平均±標準偏差を示している。アスタリスクはスチューデントのt検定より算

出した有意差を示している (*p < 0.05)。shCont (42°C) 対 shHsp105-2 (42°C), p = 0.0362。 右グラフ, 実験

の平均 (n > 200) を示している。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 4より引用。 

B

s
h

H
s

p
1

0
5

-2

s
h

H
s

p
1

0
5

-1

s
h

C
o

n
t

Hsp105

α-tubulin

0

80

shCont shHsp105-2

37°C 42°C37°C42°C

A

P
e
rc

e
n

ta
g

e
 o

f 
c
e

ll
s

*

40

P/PM M A/T/Cyto

P
e
rc

e
n

ta
g

e
 o

f 
c
e

ll
s

0

40

80

shCont shHsp105-1

P/PM M A/T/Cyto



45 

 

Hsp105ノックダウンが熱ショックによる細胞分裂停止に与える影響を更に詳細に観察するために、

熱ショック後のshCont細胞とshHsp105-2細胞の細胞分裂進行をタイムラプスイメージングを用いて観

察した。細胞にRO-3306を処理してG2/M境界で停止させ、RO-3306処理の最後の30分間に42°Cの熱シ

ョックを与えた。RO-3306除去と同時に0.1 M Hoechst 33342を添加し、タイムラプスイメージングに

よる観察を180分間行った。細胞分裂を前期/前中期 (P/PM)、中期 (M)及び後期/終期/細胞質分裂期 

(A/T/Cyto) に分けて計測したところ、前述した結果 (1-3-2項) と同様に、shCont細胞の多くが前期/前 

 

 

 

図 2-3 Hsp105ノックダウンは熱ショックによる細胞分裂中期での停止を解除する 

HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞に9 µM RO-3306を20時間処理し、最後の30分間に42°Cの熱ショッ

クを与えた。RO-3306を除去し、0.1 µM Hoechst 33342を添加してtime-lapse imagingを行った。Aは

図1-3と同様に、観察した個々の細胞 (37°C, n = 39, 42°C, n = 43) の細胞分裂の各段階の時間を示し

ている。Bは観察したそれぞれの時間における細胞分裂期 (前期から終期 [黒破線, Mitotic cells])、

前期/前中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, M)、後期/終期/細胞質分裂期 (青, A/T/Cyto) の割合を示してい

る。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 4より引用。 
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中期から中期へは進行するものの、中期で停止することが観察された (図2-3 A, shCont)。一方、shCont

細胞と比較して、より多くのshHsp105細胞が観察時間中に細胞分裂を終了した(図2-3A, shHsp105-2)。

細胞分裂各段階の割合の時間推移において、shCont細胞では、前期/前中期 (P/PM) のピークが観察開

始20分後付近に出現した後、中期 (M) が増加し、約60分から中期の細胞の割合は観察終了までほぼ

一定であった (図2-3 B, shCont)。shHsp105-2細胞では、前期/前中期 (P/PM) のピークはshCont細胞と

大きく変わらなかったが、中期 (M) の割合は観察開始後90分付近までは上昇するものの、その後減

少に転じた (図2-3 B, shHsp105-2)。これらの結果は、Hsp105が熱ショックによる細胞分裂停止を解除

することを示唆している。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-4 熱ショックによるBubR1の動原体局在量の増加はHsp105ノックダウンにより減少する 

HeLa S3 shCont、HeLa S3 shHsp105-2細胞に9 µM RO-3306を20時間処理し、最後の30分間に42°Cの熱ショ

ックを与えた。RO-3306除去後30分間培養した後、40 µM MG132を添加して60分間培養した。固定した

細胞のBubR1とCRESTを染色した。左, HeLa S3 shCont、HeLa S3 shHsp105-2細胞の写真 (赤,BubR1、

緑,CREST)。挿入している写真は動原体の拡大写真である。右, 動原体上にBubR1が局在している中期の

細胞の割合を示した。グラフは3回の実験 (n = 100) の平均±標準偏差を示している。アスタリスクはダ

ネット検定を用いて計算した有意差があることを示す (***p < 0.001)。shCont (37°C) 対 shCont (42°C), p < 

1.0 × 10−4, shCont (42°C) 対 shHsp105-2 (42°C), p = 0.000216, shCont (42°C) 対 shCont + AZ3146 (42°C), p < 

1.0 × 10−4。スケールバー, 10 µm (拡大写真)、2.5 µm (挿入写真)。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 5より引用。 
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1章で示したように、熱ショックによる細胞分裂停止にはSACの活性化が関与している。Hsp105ノ

ックダウンが熱ショックによる細胞分裂停止を一部解除したことから、Hsp105がSACの活性化に関与

している可能性が考えられた。そこで、SACの活性化時に動原体に局在するタンパク質、BubR1の動

原体局在を調べた (図2-4, 左)。上述した結果 (1-3-3) と同様、非熱ショック時と比較して、熱ショッ

クを与えた細胞ではBubR1が動原体に局在している細胞が有意に増加し (図2-4, 右, 42°C shCont)、

shHsp105-2細胞ではその増加が有意に減少した (図2-4, 右, 42°C shHsp105-2)。また、ポジティブコン

トロールとして、SACに必須のキナーゼであるMps1の阻害剤、AZ-3146を添加した細胞では、BubR1

が動原体に局在している細胞が非熱ショック時よりも減少した (図2-4, 右, 42°C shCont+AZ)。これら

の結果は、Hsp105がSAC活性化に関与していることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-5 Hsp105ノックダウンは非熱ショック時の細胞分裂進行を促進する 

histone H2B-GFPを発現させたHeLa細胞に、Hsp105を標的としたsiRNA (siHsp105) とコントロール

siRNA (siCont) をトランスフェクションし、タイムラプスイメージングで観察した。上, コントロ

ールsiRNAを導入した細胞とHsp105をノックダウンした細胞における、分裂期細胞のhistone 

H2B-GFP (緑) と明視野の経時的変化を示す。下, 細胞分裂開始から分裂溝形成完了までの時間を

計測した。グラフは平均±標準偏差を示している (siCont, n = 20, siHsp105, n = 20)。アスタリスク

はスチューデントのt検定を用いて算出した有意差を示している (***p < 0.001)。siCont 対 

siHsp105, p = 0.000356。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 6より引用。 
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熱ショックなどのストレスがない場合でも、全ての動原体に紡錘糸が正しく結合するまでSACは活

性化している。そこで、非熱ショック時のSAC活性化にHsp105が関与するかを検討した。非同調の条

件で細胞分裂期の観察を行うためには、タイムラプスイメージングを長時間行う必要がある。0.1 M 

Hoechst 33342を長時間細胞に処理しDNAを観察すると、細胞毒性が生じる可能性があるため、histone 

H2B-GFP発現HeLa細胞を用いた。コントロールsiRNAを導入した細胞では、細胞分裂開始18分後に染

色体が整列し、42分後に染色体分配が開始された (図2-5, 上, siCont)。Hsp105をノックダウンしても、

コントロールsiRNAを導入した細胞と同様に、細胞分裂開始18分後に染色体が一列に整列した。しか

し、染色体の分配は細胞分裂開始36分後に開始し、染色体分配開始のタイミングは、Hsp105をノック

ダウンした細胞の方がコントロール細胞よりも早かった (図2-5, 上, siHsp105)。細胞分裂開始から分

裂溝形成が完了するまでの時間を計測したところ、Hsp105ノックダウンにより有意に減少した (図

2-5, 下)。 

RO-3306を用いて同調し、RO-3306除去90分後の細胞を観察したところ、Hsp105ノックダウン (図

2-6 A) により、細胞質分裂期の細胞 (矢印) が多く観察された (図2-6 B, 左)。細胞分裂期を染色体分

配開始前 (P/PM/M) と開始後 (A/T/Cyto) に分けて定量したところ、コントロール細胞では、RO-3306

除去60分後に染色体分配開始後 (A/T/Cyto) の細胞が28%であった (図2-6 B, 右, siCont, 60 min) が、

Hsp105をノックダウンすると有意ではないものの37％に増加した (図2-6 B, 右, siHsp105, 60 min)。

RO-3306除去90分後にはコントロール細胞では染色体分配開始後 (A/T/Cyto) の細胞が46%であった 

(図2-6 B, 右, siCont, 90 min) が、Hsp105をノックダウンすると60%まで有意に増加し、コントロール

細胞よりも早く細胞分裂が進行した (図2-6 B, siHsp105, 90 min)。shHsp105-1細胞でも同様に、コント

ロール細胞と比較して細胞分裂が促進した (図2-6 C)。これらの結果から、Hsp105は非熱ショック時

の細胞分裂においても、細胞分裂進行に関与することが明らかになった。 
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図 2-6 RO-3306を用いた同調実験においてHsp105ノックダウンは非熱ショック時の細胞分裂進

行を促進する 

(A) siCont、siHsp105をトランスフェクションしたHeLa S3細胞の全細胞溶解液をウエスタンブロッ

トで解析した。抗Hsp105抗体、抗actin抗体 (ローディングコントロール) を用いた。 (B) siCont、

siHsp105をトランスフェクションしたHeLa S3細胞に9 µM RO-3306を20時間処理した。RO-3306除

去後90分間培養し、固定した。微小管の形態と染色体の整列を指標に、細胞分裂期の染色体分配

開始前 (青, P/PM/M) と染色体分配開始後 (赤, A/T/Cyto) の割合を計測した。グラフは3回以上の

実験の平均±標準偏差を示している。アスタリスクはスチューデントのt検定より算出した有意差

があることを示している (**p < 0.01)。siCont 対 siHsp105, p = 0.00308。白い矢印は細胞質分裂期

の細胞を示す。 (C) shCont、shHsp105-1細胞に8 µM RO-3306を20時間処理した。RO-3306除去後

90分間培養し、固定した。微小管の形態と染色体の整列を指標に、前期/前中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, 

M)、後期/終期/細胞質分裂期 (青, A/T/Cyto) の割合を計測した。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 5及

びSupplemental Figure 2より引用。 
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微小管重合阻害剤ノコダゾールを細胞に処理すると、微小管伸長が阻害されるために紡錘体が形成

できなくなるため、SACが活性化し、細胞は細胞分裂期で停止する。しかし、SACの機能に異常が生

じた細胞では、ノコダゾールを処理しても細胞分裂が停止せず、細胞は間期に進行するため、分裂期

細胞の割合が低下する。そして、SAC機能異常により間期に進行した細胞では多核を形成することが

知られている64, 65。そこで分裂期細胞の割合と多核細胞の割合を指標に、Hsp105がSAC活性化に関与

しているかを熱ショックを与えない条件下において観察した。ノコダゾールを処理して16時間後の細

胞分裂期細胞の割合を計測したところ、コントロール細胞 (shCont) のmitotic indexは68%であった 

(図2-7 A, 左, shCont, M-phase)。一方、Hsp105をノックダウンした細胞 (shHsp105-2) のmitotic indexは

43%であり、コントロール細胞と比較して有意に減少した (図2-7 A, shHsp105-2, M-phase)。多核細胞

を計測したところ、ノコダゾールを処理していないとき、shCont細胞とshHsp105-2細胞間で差はなか

った (図2-7 B, 左, none)。しかし、ノコダゾール処理16時間後の多核細胞を計測すると、shCont細胞

では4.2%であった (図2-7 B, 左, shHsp105-2) が、shHsp105-2細胞では8.1%まで有意に増加した (図2-7 

B, 左, shHsp105-2)。Hsp105ノックダウンにより細胞周期が遅延した結果、mitotic indexが減少した可

能性を検討するために、HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞を播種し、1、3及び5日後の細胞数を計測す

ることで、それぞれの細胞の細胞増殖速度を計測した。しかし、HeLa S3 shCont及びshHsp105-2細胞

間で細胞増殖速度に差はなかった (図2-8)。よって、Hsp105ノックダウン細胞で観察されたmitotic 

indexの減少は、細胞周期が遅延したためではなく、ノコダゾール存在下で細胞分裂が進行し、その

後細胞分裂が終了したためであることが分かった。一方、SACに必須のタンパク質、Mad2をノック

ダウンした時のmitotic indexを計測したところ、ノコダゾールを16時間処理した時のmitotic indexは、

コントロール細胞では50%であった (図2-7 A, 右, siCont) が、Mad2ノックダウン細胞でそれぞれ8.9% 

(図2-7 A, 右, siMad2-1)と23% (図2-7 A, 右, siMad2-2) に顕著に減少した。また、多核細胞の割合も、

コントロール細胞では8.6%であったが (図2-7 B, 右, siCont)、Mad2ノックダウン細胞では33% (図2-7 

B, 右, siMad2-1) または28% (図2-7 B, 右, siMad2-2) に有意に増加していた。これらの結果は、Mad2

ノックダウンによりSACの活性化がほぼ完全に消失したことを示している。Mad2ノックダウン時の

結果と比較すると、Hsp105ノックダウンではノコダゾール処理時の細胞分裂期細胞の割合の減少及び、

多核細胞の増加の程度は小さかったことから、Hsp105は非熱ショック時のSAC制御に関与するが、そ

の関与は部分的であることが示唆された。 
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図 2-7 Hsp105ノックダウンは非熱ショック時のSAC活性化に異常を引き起こす 

細胞に0.1 µg/ml ノコダゾールを16時間処理した。AとBはそれぞれmitotic indexと多核細胞の割合

を示している。左のグラフ, HeLa S3 shContまたはshHsp105-2細胞を使用した。右のグラフ, HeLa S3

細胞にsiContまたはsiMad2をトランスフェクションし、8時間後にノコダゾールを添加した。グラ

フは3回以上の実験の平均±標準偏差を示している (n > 500)。アスタリスクはTukey–Kramer検定

より算出した有意差を示している (*p < 0.05, ***p < 0.001)。A, shCont 対 shHsp105-2, p = 0.0120, 

siCont 対 siMad2-1, p = 8.63 × 10−6, siCont 対 siMad2-2, p = 9.20 × 10−5 B, shCont 対 shHsp105-2, p = 

0.0121, siCont 対 siMad2-1, p = 1.99 × 10−5, siCont 対 siMad2-2, p = 7.00 × 10−5。FASEB J. 2019 (印刷

中) Figure 6より引用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 Hsp105ノックダウンは細胞増殖に影響を与えない 

HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞を24穴プレートに7 × 104個ずつ播種し、1、3または5日後にBürker–

Türk血球計算盤を用いて細胞数を計測した。グラフは3 wellの平均±標準偏差を示している。

FASEB J. 2019 (印刷中) Supplemental Figure 4より引用。 
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他のがん種でもHsp105によるSAC制御が存在するかを検証するために、ヒト結腸腺がん細胞

HCT116細胞にウイルスベクター、shHsp105-1、2及びshContをインフェクションにより導入し、Hsp105

ノックダウン株およびコントロール株を作成した (図2-9 A)。この細胞をRO-3306を用いて細胞周期を

同調した。HeLa S3細胞は染色体数が70本程度と正常細胞よりもかなり多いが、HCT116細胞の染色体

数は正常細胞と同じ46本である。全ての動原体が微小管に正しく結合するまでの時間は染色体数に依

存するため、HCT116細胞の細胞分裂の進行は染色体数が多いHeLa S3細胞よりも速い66。そこでHeLa 

S3細胞ではRO-3306除去60あるいは90分後に観察したのに対して、HCT116細胞ではRO-3306除去45

分後に細胞を固定し細胞分裂進行の様子を観察した。shRNAをトランスフェクションしていない細胞

の細胞質分裂期 (Cyto) の割合 (図2-9 B, None) とshCont細胞の細胞質分裂期 (Cyto) の割合 (図2-10 

B, shCont) に差はなかったものの、Hsp105-1及び-2細胞のいずれにおいても細胞質分裂期 (Cyto) の割

合 (図2-9 B, shHsp105-1, -2) は有意に増加した。この結果から、HCT116細胞においてもHsp105がSAC

制御に関与することが明らかになった。 

Hsp105によるSAC制御が正常細胞でも存在するか観察した。siContあるいはsiHsp105を導入した

hTERT RPE-1細胞 (図2-10 A) にRO-3306を処理し、最後の30分間に41°Cの熱ショックを与えた。

RO-3306を除去して60分後に細胞を固定し観察したところ、コントロールでは前期/前中期/中期 

(P/M/M) の細胞が74%であった (図2-10 B, siCont) が、Hsp105ノックダウンにより60%に有意に減少

した (図2-10 B, siHsp105)。また、熱ショックを与えていない細胞をRO-3306除去40分後に固定し観察

した場合にも、Hsp105ノックダウンにより前期/前中期/中期 (P/M/M) の細胞の有意な減少が観察さ

れた (図2-10 C)。以上の結果より、不死化した正常細胞であるhTERT RPE-1細胞においてHsp105が

SAC制御に関与することが明らかとなり、Hsp105によるSAC制御は正常細胞とがん細胞間で保存され

ている機能であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-9 HCT116細胞においてHsp105のノックダウンは細胞分裂進行を促進する 

説明は次ページ 
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(A) HCT116 shCont、shHsp105-1、-2細胞の全細胞溶解液をウエスタンブロットで解析した。抗

Hsp105抗体、抗α-tubulin抗体 (ローディングコントロール) を用いた。 (B) HCT116 shCont、

shHsp105-1、-2細胞に6 µM RO-3306を20時間処理した。RO-3306除去後、細胞を45分間培養し、固

定した。固定した細胞はα-tubulinとDNAを染色し、微小管の形態と染色体の整列を指標に、細胞

分裂期の各段階の割合を、前期/前中期 (緑, P/PM)、中期 (赤, M)、後期/終期/細胞質分裂期 (青, 

A/T/Cyto) に分けて計測を行った。グラフは3回の実験の平均±標準偏差を示している (n > 200)。

アスタリスクはTukey–Kramer検定より算出した有意差を示している (**p < 0.01, ***p < 0.001)。ト

ランスフェクションしていないHCT116細胞 対 HCT116 shCont細胞, p = 0.977, HCT116 shCont細

胞 対 HCT116 shHsp105-1細胞, p = 0.00548, HCT116 shCont細胞 対 HCT116 shHsp105-2細胞, p = 

0.000844。FASEB J. 2019 (印刷中) Supplemental Figure 6より引用。 

 

 

 

 

 

図 2-10 hTERT RPE-1細胞においてHsp105のノックダウンは細胞分裂進行を促進する 

(A) hTERT RPE-1細胞にHsp105をターゲットとしたsiRNA (siHsp105) とコントロールsiRNA 

(siCont) をトランスフェクションし48時間培養した。siContとsiHsp105をトランスフェクションし

たhTERT RPE-1細胞の全細胞溶解液をウエスタンブロットで解析した。抗Hsp105抗体、抗α-tubulin

抗体 (ローディングコントロール) を用いた。 (B, C) siContとshHsp105-2をトランスフェクション

したhTERT RPE-1細胞に7 µM RO-3306を20時間処理し、Bは最後の30分間に41°Cの熱ショックを

与え、Cは熱ショックを与えなかった。RO-3306除去後、Bは60分、Cは40分間培養し、固定した。

固定した細胞のα-tubulinとDNAを染色し、微小管の形態と染色体の整列を指標に、細胞分裂期を

後期開始前 (青, P/PM/M) と後期開始後 (赤, A/T/Cyto) に分けて細胞の割合を計測した。グラフは

3回の実験の平均±標準偏差を示している。アスタリスクはスチューデントのt検定より算出した

有意差があることを示している (*p < 0.05, **p < 0.01)。B, P/PM/MにおけるsiCont 対 siHsp105, p = 

0.004869、C, P/PM/MにおけるsiCont 対 siHsp105, p = 0.0196。FASEB J. 2019 (印刷中) Supplemental 

Figure 5より引用。 

siCont siHsp105

P/PM/M A/T

0

90

80

70

60

50

40

30

20

10

P
e

rc
e

n
ta

g
e

 o
f 

c
e

ll
s

*

A B C

37°C

Hsp105

α-tubulin

none
si

C
ont

si
H
sp

10
5

siCont siHsp105

41°C

0

90

80

70

60

50

40

30

20

10

P
e

rc
e

n
ta

g
e

 o
f 

c
e

ll
s

**

P/PM/M A/T



54 

 

2-3-2 Hsp105によるSAC制御機構 

  Hsp105によるSAC制御機構について検討を行った。Hsp105はタンパク質フォールディングに関与

する67, 68ため、Hsp105がSAC制御キナーゼ及び、SAC関連タンパク質の発現やフォールディングに関

与することで、SAC活性化を制御する可能性がある。転写因子であるFoxM1はSAC制御キナーゼであ

るPlk1やAurora B転写を制御することでSAC制御に関与する69。また、FoxM1は熱ショック条件下にお

いて、熱ショックタンパク質の転写を誘導するheat shock factor 1の転写を誘導し、G2期からM期への

進行を制御する70。そこで、Hsp105のノックダウンがFoxM1の発現量及び、FoxM1によって制御され

るAurora Bの発現量とリン酸化に影響するかを調べた。しかし、Hsp105をノックダウンしても、FoxM1

とAurora Bの発現量、あるいはAurora Bのリン酸化量に変化はなかった (図2-11)。よって、Hsp105に

よるSACの制御はFoxM1を介さないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-11 Hsp105ノックダウンはSAC制御キナーゼとSAC関連タンパク質の発現に影響を与えない 

HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞の全細胞溶解液をウエスタンブロットで解析した。抗Hsp105抗体、

抗Fox M1抗体、抗Cdc20抗体、抗Mad2抗体、抗BubR1抗体、抗Bub3抗体、Aurora B抗体、リン酸

化Aurora ABC抗体及び抗α-tubulin抗体 (ローディングコントロール) を用いた。FASEB J. 2019 (印

刷中) Supplemental Figure 7より引用。 
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SACが活性化するときには、セリン/スレオニンおよびチロシン残基を基質とするキナーゼである

Mps1が動原体のKnl1をリン酸化することで、Knl1はチェックポイントタンパク質の複合体形成の足

場として機能する43。2-3-1及び-2項に示したように、Mps1阻害剤を細胞に処理した時と同様に、Hsp105

ノックダウンはSACの活性化異常を引き起こした。そこで、Hsp105がMps1によるリン酸化制御に関

与するか否かについて検討した。初めに、抗リン酸化Knl1 (p-Knl1) 抗体を用いて前中期 (PM)、中期 

(M) の細胞におけるp-Knl1の局在及びKnl1のリン酸化量を観察した。その結果、前中期及び中期に、

p-Knl-1の動原体への局在が観察された (図2-12)。中期の細胞において、中心体が強く染色されたが、

p-Knlが中心体に局在する報告はないため、抗体の非特異的な結合によるものであると考えられる。

前中期と中期を比較すると、中期の細胞の動原体のp-Knl1由来の蛍光強度は非常に弱く、中期の細胞

ではKnl1のリン酸化量の低下が示された。中期の細胞は微小管が正しく結合した動原体と、まだ結合

していない動原体が混在している状態である。よって、全ての動原体がまだ微小管と正しく結合して

いない前中期の細胞と比較すると、中期の細胞ではSACの活性が弱く、Knl1のリン酸化量が減少した

と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-12 前中期及び中期の細胞におけるリン酸化Knl1の観察 

HeLa S3細胞を固定し、p-Knl1 (赤) とCREST (緑) を染色した。前中期の細胞 (左)及び中期の細胞 

(右)を示している。 
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Hsp105がMps1によるKnl1のリン酸化に関与するかを調べるために、コントロール (shCont) 及び

Hsp105をノックダウンしたshHsp105-2細胞にRO-3306を20時間処理して細胞周期をG2/M境界で停止

させ、最後の30分間に42°Cの熱ショックを与えた。その後RO-3306を除去し細胞分裂を開始させた。

その30分後にプロテアソーム阻害剤MG132を添加し、細胞分裂が後期に進行する際に必要なcyclin B1

の分解を抑制することで、細胞を中期で停止させた。MG132を添加して60分後に細胞を固定し、p-Knl1

を染色した。shCont細胞に熱ショックを与えたとき、p-Knl1の動原体上への局在が観察され (図2-13, 

左, shCont)、Mps1阻害剤AZ3146により、動原体上のMps1によるKnl1の動原体上への局在は阻害され

た (図2-13, 左, shCont+AZ)。shHsp105-2細胞に熱ショックを与えたときには、p-Knl1が動原体上に局

在した (図2-12, 左, shHsp105-2)。p-Knl1が動原体上に局在している中期の細胞の割合を計測したとこ

ろ、熱ショックを与えていないshCont細胞では29%であった (図2-13, 右, 37°C, shCont) のに対し、

shCont細胞に熱ショックを与えると70%に増加した (図2-13, 右, 42°C, shCont)。熱ショックを与えた

shCont細胞にAZ3146を添加すると、p-Knl1が動原体上に局在する中期の細胞の割合は18%まで減少し

た (図2-12, 右, 42°C, shCont+AZ)。しかし、shHsp105-2細胞に熱ショックを与えたときには、p-Knl1

が動原体上に局在する中期の細胞の割合は68%であり (図2-13, 右, 42°C, shHsp105)、shCont細胞に熱

ショックを与えたときと比較して有意差はなかった。これらの結果は、Hsp105がMps1によるKnl1の

リン酸化に影響を与えないことを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-13 熱ショックはp-Knl1の動原体局在を増加させるが、Hsp105ノックダウンは熱ショックに

よるp-Knl1の動原体局在に影響を与えない 

説明は次ページ 
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HeLa S3 shCont、HeLa S3 shHsp105-2細胞に9 µM RO-3306を20時間処理し、最後の30分間に42°Cの

熱ショックを与えた。RO-3306除去後30分間培養した後、40 µM MG132を添加して60分間培養し

た。固定した細胞のp-Knl1 (赤) と動原体マーカーとしてCREST (緑) を染色した。左, それぞれの

細胞の共焦点画像を示している。右, 中期の細胞のうち、動原体上にp-Knlが局在している細胞の

割合を示している。アスタリスクとNSはそれぞれダネット検定で算出した有意差があることとな

いことを示している (***p < 0.001, NS, not significant)。37°C shCont 対 42°C shCont, p < 0.001, 42°C 

shCont 対 42°C shHsp105-2, p = 0.469, 42°C shCont 対 42°C shCont + AZ3146, p < 0.001. スケールバ

ー, 10 µm (拡大写真)、2.5 µm (挿入写真)。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 5より引用。 

 

 

 

 

SACが活性化するとき、動原体上でCdc20、Mad2、BubR1及びBub3がMCCを形成する。このMCC

がE3ユビキチンリガーゼであるAPC/Cを阻害し、cyclin B1などの分解を抑制することで、細胞分裂を

中期で停止させる43。Hsp105のSAC制御メカニズムを解明するために、Hsp105ノックダウン細胞を用

いて、Cdc20、Mad2、BubR1及びBub3の発現量を観察したが、変化はなかった (図2-11)。このことは、

Hsp105がMCC構成タンパク質の発現に関与していないことを示唆する。Hsp105がMCCに結合する可

能性を検討するために抗Cdc20抗体を用いて免疫沈降実験を行った。その結果、これまでに結合する

ことが報告されているMad2及びBubR1のCdc20との共沈が観察されると共に、Hsp105がCdc20と共沈

した (図2-14 A, Cdc20, AZ3146:－)。更に、Mps1阻害剤AZ3146を添加してMCCの形成を抑制したとこ

ろ、過去に報告されている通り、Cdc20と共沈するMad2及びBubR1量が減少すると共に、Cdc20と共

沈するHsp105量も減少した (図2-14 A, Cdc20, AZ3146:＋)。これらの結果は、Hsp105がMps1のキナー

ゼ活性依存的にCdc20と結合することを示している。次に、Hsp105がMCC形成に関与する可能性を検

討するためにHsp105ノックダウン細胞を用いて抗Cdc20抗体で免疫沈降実験を行った。その結果、抗

Cdc20抗体で沈降するCdc20、Mad2、BubR1の量が増加した (図2-14 B)。コントロール細胞とHsp105

をノックダウンした細胞間で、Cdc20に結合するMad2、BubR1量には差がなかった (図2-14 D, E) が、

抗Cdc20抗体に結合するCdc20量が有意に増加した (図2-14 C) ことから、Hsp105によりMCCの形成量

が増加した可能性がある。しかし、Hsp105ノックダウン時にはSACの活性化が抑制されることから、

この可能性は考えにくい。あるいは、Cdc20との結合において、Hsp105が抗Cdc20抗体と競合してい

る可能性も考えられる。使用した抗Cdc20抗体はCdc20のN末端領域 (1-175) を認識するため、Hsp105

がCdc20のN末端領域に結合する可能性がある。以上の結果より、少なくともHsp105ノックダウンは

MCC形成を抑制しないものの、Hsp105はMps1依存的にCdc20と結合してSAC制御に関与することが

示唆される。 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-14 Hsp105はMps1依存的にCdc20と結合する 

説明は次ページ 
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(A) HeLa S3細胞に4 mM thymidineを24時間処理後、thymidineを除去して9時間培養した。その後0.1 

µg/ml ノコダゾールを4時間処理し、後半の2時間に40 µM MG132と2 µM AZ3146を添加した。細

胞はmitotic-shake offにより回収し、Triton lysis bufferを用いて細胞を溶解した。この細胞抽出液を用

いて抗Cdc20抗体あるいは抗マウス IgG抗体により免疫沈降を行った。細胞抽出液 (5% input) と

免疫沈降物をウエスタンブロットで解析した。抗Cdc20抗体、抗Hsp105抗体、抗BubR1抗体、抗

Mad2抗体を用いた。 (B-E) HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞に0.1 µg/ml ノコダゾールを8時間処理

し、後半4時間に40 µM MG132を添加し培養した。細胞はmitotic-shake offにより回収し、Triton lysis 

bufferを用いて細胞を溶解した。この細胞抽出液を用いて抗Cdc20抗体あるいは抗マウス IgG抗体

により免疫沈降を行った。細胞抽出液 (5% input) と免疫沈降物をウエスタンブロットで解析した。

抗Cdc20抗体、抗Hsp105抗体、抗BubR1抗体、抗Mad2抗体を用いた。矢印はHsp105のバンドを示

している。S.E., short exposure, L.E., long exposure. 検出したバンドのシグナル強度を定量した (C-E)。

Cdc20の細胞抽出液のシグナル強度 (Cdc20 Input) に対する免疫沈降物のシグナル強度 (Cdc20 IP) 

の比をC に示した。免疫沈降物における、Cdc20のシグナル強度に対するMad2、BubR1のシグナ

ル強度の比をそれぞれD、Eに示した。アスタリスクはスチューデントのt検定より算出した有意差

を示している (*p < 0.05, NS, not significant)。Cdc20 IP/Cdc20 InputにおけるshCont 対 shHsp105-2, p 

= 0.03569, Mad2/Cdc20におけるshCont 対 shHsp105-2, p = 0.7213, BubR1/Cdc20におけるshCont 対 

shHsp105-2, p = 0.6369。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 5及びSupplemental Figure 7より引用。 
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2-3-3 lagging chromosome形成への影響 

 SACの活性化あるいは機能に異常が生じた細胞では、全ての動原体に紡錘糸が正しく結合する前に

染色体分配が開始するため、染色体分配異常が生じる。異常の１つにlagging chromosomeと呼ばれる

染色体の一部が分配されずに赤道面上に取り残される現象がある (図2-15, 左)。このlagging 

chromosomeを指標に染色体分配異常を評価した。非熱ショック時のshCont細胞では、lagging 

chromosomeを持つ細胞の割合は6.8%であった (図2-15, 右, 37°C, shCont)が、非熱ショック時の

shHsp105-2細胞では、14%まで有意に増加した (図2-15, 右, 37°C, shHsp105-2)。更に、Hsp105をノッ

クダウンしたshHsp105-2細胞に42°Cの熱ショックを与えた時、lagging chromosomeを持つ細胞の割合

は21%まで増加した (図2-15, 右, 42°C, shHsp105-2)。これらの結果は、Hsp105のノックダウンがSAC

の活性化あるいは機能異常を介して染色体分配異常を誘導するが、熱ショック時にはSAC異常がより

強く生じることを示唆している。また、コントロール細胞においては、熱ショックを与えていないと

きにlagging chromosomeを持つ細胞の割合が6.8%であった (図2-15, 右, 37°C, shCont)ことと比較して、

42°Cの熱ショックを与えるとそれは15%まで増加した (図2-15, 右, 42°C, shCont)。この結果は、熱シ

ョックは紡錘体配向性に異常を引き起こしてSACの活性化を誘導する一方で、lagging chromosomeを

増加させるような異常も誘導する可能性を示唆している。したがって、熱ショックは染色体分配異常

を引き起こすストレスであり、Hsp105はSAC制御を介して細胞を染色体異常から保護していることが

示唆された。 
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図 2-15 Hsp105ノックダウンはlagging chromosomeを増加させる 

HeLa S3 shCont及びshHsp105-2細胞に8 µM RO-3306を20時間処理し、最後の30分間に42°Cの

熱ショックを与えた。RO-3306を除去後37°Cで培養し、以下のように後期/終期の細胞が多い

時間で固定し、リン酸化histone H3を染色した。60分 (shCont、shHsp105-2, 37°C)、 90分 (shCont 

+ AZ, 42°C)、 120分 (shHsp105-2, 42°C)、180分 (shCont, 42°C) 右, 正常な分配をした染色体

と、lagging chromosomeが生じた染色体をもつ細胞分裂後期の細胞の写真を示す。左, 後期/

終期の細胞のうちlagging chromosomeを持つ細胞の数を計測し、その割合を示した。グラフは

3回の実験の平均±標準偏差を示す (n ≥ 149)。アスタリスクはTukey–Kramer検定より算出した

有意差を示す (*p < 0.05, **p < 0.01)。shCont (37°C) 対 shHsp105-2 (37°C), p = 0.0246, shCont 

(37°C) 対 shCont (42°C), p = 0.00552, shCont (42°C) 対 shHsp105-2 (42°C), p = 0.0421, shCont 

(42°C) 対 shCont + AZ3146 (42°C), p = 0.00342。 スケールバー, 10 µm。FASEB J. 2019 (印刷中) 

Figure 5より引用。 
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2-4 考察 

 本章では、熱ショックの有無に関わらず、Hsp105 が紡錘体チェックポイント制御に関与している

ことを明らかにした。 

 Hsp105には構成的に発現しているHsp105と、42°C加温でのみ発現するHsp105の 2つのアイソ

フォームが存在する 71。間期の細胞では、正常時、ストレス時共にHsp105は細胞質に存在し、Hsp105

は核に存在する 。本研究では 42°Cの熱ショックを30分与えた細胞におけるSAC活性化にHsp105

が関与することを見出した。本研究では 42°C の熱を与えた後に観察を行っているが、比較的短時間

の熱ショック直後に観察を行ったため Hsp105は発現誘導されておらず、SAC 制御に関与するのは

Hsp105であると考えられる。 

 転写因子であるFoxM1はPlk1、Aurora B、CENP-Fなどの転写を制御することで紡錘体チェックポ

イント制御に関与している 69。また、FoxM1は熱ショック条件下において、G2期からM期への進行

を制御するとともに、熱ショックタンパク質の転写を誘導するheat shock factor 1の転写を誘導する 70。

仮に Hsp105 が FoxM1 のフォールディング制御に関与しているならば、Hsp105 のノックダウンが

FoxM1 の機能に異常を誘導した結果、紡錘体チェックポイントの異常を誘導すると考えられる。し

かし、Hsp105をノックダウンしたとき、FoxM1の発現量と、FoxM1によって制御されるAurora Bの

発現量及びリン酸化量に変化はなかったことから、Hsp105 による紡錘体チェックポイント制御は

FoxM1を介していないと考えられる。また、Hsp105ノックダウンにより、Cdc20、Mad2、BubR1及

びBub3のMCC構成タンパク質の発現量に変化がなかったことから、Hsp105はMCC構成タンパク

質の発現にも関与していないと考えられる。 

 紡錘体チェックポイントが活性化するとき、セリン/スレオニン、チロシンキナーゼ Mps1 が Bub1

やKnl1をリン酸化する。次いで、これらのタンパク質を足場として、Cdc20、Mad2、BubR1及びBub3

などが動員されることで、MCC が形成される 43。熱ショックタンパク質の 1つHsp90 はMps1 のリ

ン酸化を制御することが報告されている 32。しかし、Hsp105 をノックダウンしても、リン酸化 Knl1

の動原体局在はコントロール細胞と比較して変化がなかったことは、Hsp105がMps1のキナーゼ活性

に影響しないことを示唆している。 

 抗Cdc20抗体を用いた免疫沈降実験により、Hsp105がMps1依存的にCdc20と結合することが分

かった。更に、Hsp105がMps1依存的に動原体に局在することも観察した。これらの結果は、Hsp105

が Mps1 の制御を受けて、動原体上で Cdc20 と相互作用することを示唆している。一方で、Hsp105

ノックダウンがCdc20とMad2及びBubR1との結合に影響を及ぼさなかったことは、Hsp105がMCC

形成を制御しないことを示唆している。一方、Hsp105 をノックダウンした細胞では抗 Cdc20 抗体の

Cdc20 との反応性が有意に上昇したことから、Cdc20 との結合において、Hsp105 が抗 Cdc20 抗体と

競合している可能性がある。抗Cdc20抗体はCdc20のN末端領域 (1-175アミノ酸) を認識するため、

Hsp105がCdc20のN末端領域に結合する可能性がある。1-175アミノ酸領域には、Mad2と結合する

Mad2-interacting motif (MIM) がある 73ほか、Bub1、Plk1 のリン酸化ドメインが含まれている 74。Yu

らは、APC/CCdc20の構成分子のCdc20がBub1及びPlk1によってリン酸されることで不活性化するこ

とを報告している。Bub1及びPlk1によってリン酸化されないCdc20変異体はMCC形成に影響せず

にAPC/Cの抑制ができなくなる 74。Hsp105をノックダウンした細胞でも同様に、MCC形成には影響
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がないものの、SAC活性化異常が引き起こされたことから、Hsp105がBub1及び Plk1によるCdc20

のリン酸化制御に関与している可能性も考えられる。 

 熱ショック条件下において、Hsp105 は Hsp70/Hsp40 のヌクレオチド交換因子として機能する 75た

め、Hsp105がヌクレオチド交換因子として、Hsp70/Hsp40の活性を増強して SAC制御に関与する可

能性が考えられる。しかし、Hsp70 阻害剤を用いた実験(2-3-1 項)により、その可能性は否定された。

また過去の報告において、非熱ショック条件において、Hsp70ノックダウンにより細胞分裂が遅延し、

その際に BubR1 が動原体に局在している細胞の増加を伴うことが報告されている。これらの知見よ

り、Hsp70は熱ショックの有無に関わらず、SAC制御に関与しないと考えられる。細胞分裂期におい

て、ATP-Mg の加水分解による Mg2+の増加が染色体凝集を促し、それに伴って細胞の ATP 量が減少

すること 76、そして、熱ショック時には細胞のATP量が急激に減少すること 25, 77, 78が報告されている。

これらのことから、細胞分裂期の細胞に熱ショックを与えると、細胞内 ATP 量がより減少すると考

えられる。Hsp105 は ATP 存在下より ADP 存在下においてタンパク質の凝集をより抑制するが、こ

れはHsp70/Hsp40では認められない 79。従って、熱ショックを与えた細胞分裂期細胞、即ちATP量が

より少なくなっている細胞においては、Hsp105 は Hsp70 よりも機能する可能性がある。よって、

Hsp105はHsp70とは独立して、SAC制御に関与している可能性が考えられる。 

 細胞に熱ショックを与えたとき、lagging chromosome の割合が熱ショックを与えていない Hsp105

をノックダウンした細胞と同程度まで増加した。微小管脱重合阻害剤パクリタキセルは細胞分裂停止

を引き起こし、細胞死を誘導する抗がん剤であるが、パクリタキセルを処理して細胞分裂期に停止さ

せた細胞に熱ショックを与えると、細胞分裂期での停止から逸脱して G1 期に進行する現象 mitotic 

slippageが引き起こされることが報告されている 80。これらのことから、熱ショックはSAC活性を減

弱させる可能性がある。最近になって、細胞のATPが枯渇するとAPC/C 依存的な cyclin B1の分解

が生じ、mitotic slippageが誘導されることが報告された 81。上述のように、熱ショックを与えた分裂

期細胞ではATP量がより低下すると考えられることから、熱ショックによるSAC活性の減弱は熱シ

ョックによる ATP 量の低下が原因である可能性が考えられる。熱ショック後に生じる lagging 

chromosomeの割合は、有意ではないものの細胞分裂停止が長い細胞ほど多い傾向にあった。これは、

細胞分裂期に止まる時間が長いほど細胞内ATP 量が低下し、SAC に異常が生じたことに起因する可

能性がある。また別の可能性として、Hsp105 は熱によってダメージを受けたタンパク質の凝集を抑

制する機能がある 79, 82ことから、熱ショックを与えた細胞ではHsp105 がタンパク質の凝集を抑制す

るために機能し、相対的に SAC 制御への寄与が低下した可能性がある。即ち、熱によってダメージ

を受けたタンパク質と結合するHsp105が増加し、Cdc20と相互作用するHsp105が減少した結果、熱

ショックがHsp105ノックダウンと同程度の lagging chromosomeを生じさせた可能性がある。 

 Hsp105 による SAC 制御が、がん細胞である HeLa S3 細胞及び HCT116 細胞と不死化正常細胞

hTERT RPE-1細胞において観察されたことから、Hsp105によるSAC制御は正常細胞、がん細胞間で

保存される機能であることが示唆される。SAC は正確な染色体分配に必須の機構であるため生物の

生存に必要であり、その破綻は細胞のがん化に関与する 83のみならず、発生異常を誘導する可能性が

ある。よって、Hsp105がSAC制御を介して正常な細胞の維持に寄与している可能性が考えられる。 
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2-5 小括 

本研究により、以下のことが明らかになった。 

・熱ショックによって誘導されるSAC活性化にHsp105が関与する。 

・熱ショックを与えていない細胞のSAC活性化にもHsp105が関与する。 

・Hsp105はMCC形成には寄与しないものの、Mps1依存的にCdc20と相互作用する。 

・Hsp105 をノックダウンした細胞では染色体分配異常が増加し、熱ショックを与えると更に増加し

た。 

・Hsp105によるSAC制御は子宮頸がん由来細胞HeLa S3細胞のみならず、大腸がん由来細胞HCT116

細胞及び正常細胞モデルとして用いた不死化ヒト網膜色素上皮細胞 hTERT RPE-1細胞でも認めら

れた。 

 

以上より、Hsp105 が Mps1 依存的に Cdc20 と相互作用することで SAC に関与しており、Hsp105

をノックダウンした細胞では SAC 異常を介して染色体分配異常が増加することを明らかにした。ま

た、Hsp105によるSAC制御は正常細胞、がん細胞間で保存されている機能であることが示唆された。 
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第 3章 パクリタキセル感受性に対するHsp105の寄与 

 

3-1 序論 

 Hsp105は大腸がん、胃がん、肝細胞がん、肺がんをはじめ、多くのがん細胞で高発現している 84, 85, 

86, 87。Hsp105は細胞のDNAの修復に寄与し、抗がん剤であるオキサリプラチンから細胞を保護する

機能を持つ 88ため、Hsp105のノックダウンはオキサリプラチンのみならず、5-FUやシスプラチンな

どの抗がん剤に対する感受性を増大させる 88, 89, 90。 

パクリタキセルは卵巣がん、非小細胞肺がん、乳がん、胃がんを始め、多くのがん種に適用を持つ

抗がん剤である。微小管脱重合阻害薬であるパクリタキセルは、紡錘体の形成を阻害し、SAC を活

性化させることで細胞を細胞分裂期で停止させ、長期に細胞分裂期に停止した細胞ではアポトーシス

が誘導される 91。そのため、パクリタキセルの殺細胞効果には、SAC が正しく機能する必要があり、

SAC 活性化に必須のタンパク質、Mad2 や BubR1 のノックダウンや発現低下はパクリタキセルの殺

細胞効果を低下させることが報告されている 92, 93。 

本研究において、Hsp105 が Cdc20 との相互作用を介して SAC 活性化に関与し、Hsp105 のノック

ダウンがSAC活性化に異常を引き起こすことを明らかにした。そこで、Hsp105が細胞のパクリタキ

セル感受性に関与する可能性が考えられるため、本章では、パクリタキセル感受性に及ぼす Hsp105

ノックダウンの効果とその機序について解析した。 
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3-2 実験方法 

3-2-1 材料・機器 

1) 細胞 

細胞はHeLa S3細胞 (1, 2章と同じ) を使用した。 

 

2) 試薬 

 パクリタキセルは富士フイルム和光純薬 (169-18611) より購入した。細胞増殖を観察するために

Cell Counting Kit-8 (株式会社 同仁化学研究所, 熊本) を使用した。RNase及びヨウ化プロピジウムは 1

章と同じものを使用した。 

 

3) shRNA 

2-2-1項 4)と同じものを使用した。 

 

4) 機器 

吸光度の測定は iMark マイクロプレートリーダー (168-1130JA, Bio-rad) を使用した。フローサイ

トメーターはBD Accuri C6 Plus (BD Biosciences) を使用した。タイムラプスイメージングはOperetta 

imaging systemを使用した。顕微鏡は 1及び 2章と同様のものを使用し、倍率は 10倍で撮影した。 

 

 

3-2-2 細胞培養、ノックダウン法およびパクリタキセル処理 

HeLa S3細胞は 1及び 2章と同様の条件で培養した。ノックダウンは 2-2-3項と同様の方法で行っ

た。パクリタキセルは 0.001–1 µg/mlの濃度で用い、細胞に 24または 48 h処理した。 

 

3-2-3 WST-8を用いた生存細胞の観察 

パクリタキセルによる細胞増殖抑制効果 IC50を算出するために、Cell Counting Kit-8 (Dojindo) を使

用した。細胞を 96穴プレートに 4000個播種し、0.001、0.01、0.1または 1 g/mL パクリタキセルを

48時間処理した。その後、2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-isulfophen-yl)-2H-tetrazolium, 

monosodium salt (WST-8) を各wellに 10 Lずつ入れ、37°Cで 2時間培養後に形成した水溶性のフォ

ルマザンを 450 nmの波長で検出した。 

パクリタキセル感受性を比較するために、0.01 g/mL パクリタキセルを処理し、24時間後にPBS

で 2 回洗浄後、薬剤不含DMEM に入れ替えて 3 日間培養した。その後、WST-8 を各well に 10 L

ずつ入れて 37°Cで培養し、2時間後に 450 nmの吸光度を測定した。 

 

3-2-4 フローサイトメトリーを用いた細胞周期解析 

HeLa S3 shCont 及び shHsp105-2 細胞に 0.01 g/mL パクリタキセルを 24 時間処理し、薬剤不含

DMEMに入れ替えて 3日間培養した。パクリタキセルを 24時間処理した直後の細胞と、DMEM に

入れ替えて 1、2及び 3日後の細胞をPBSで洗浄した後、37°Cで 5分間トリプシンを処理し、分裂期
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細胞と死細胞も含めて全ての細胞を回収した。回収した細胞は-30°Cの条件で 70% EtOHで 1時間固

定した。固定後、200 µg/ml RNaseA 存在下、50 µg/ml ヨウ化プロピジウムを 37°Cで 30分間、遮光

下で反応させてDNAを染色した。サンプルは488 nmレーザーを搭載したフローサイトメーター (BD 

Accuri C6 Plus, BD Biosciences) を用いて測定し、FSC/SSCドットプロットから死細胞を除外して解析

を行った。 

 

3-2-5 タイムラプスイメージングを用いたmitotic slippageの観察 

HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞を 24穴プレートに播種して 0.01 g/mL パクリタキセルを 24時間

処理した。パクリタキセル処理の後半 12時間に、37°C、5% CO2の条件の live cell chamberに細胞を

設置し、Operetta imaging system (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 用いてタイムラプスイメージングを

行った。 

 

3-2-6 統計解析 

1-2-9と同様の方法で行った。 
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3-3 実験結果 

3-3-1 Hsp105ノックダウンによるパクリタキセル感受性の低下 

微小管脱重合阻害剤パクリタキセルは紡錘体の形成を阻害し、SAC の活性化状態を持続させる。

その結果、細胞は細胞分裂期に長期に停止し、細胞死が誘導される。Hsp105がSACの活性化に関与

することから、Hsp105 が細胞のパクリタキセル感受性に関与する可能性を検討した。shCont 細胞と

shHsp105細胞に 0.001、0.01、0.1または 1 g/mLのパクリタキセルを 48時間処理したときの細胞生

存率を WST-8 を用いて評価した。パクリタキセルを 48 時間処理すると、shCont 細胞と比較して

shHsp105-2細胞の増殖に対するパクリタキセルの IC50が高い傾向にあり、細胞生存率の差はパクリタ

キセルの濃度が 0.01 g/mLのときに最大となった (図 3-1 A)。そこでパクリタキセル感受性に及ぼす

Hsp105ノックダウンの効果をより詳細に検討するため、shCont細胞と shHsp105-2細胞に 0.01 g/mL

のパクリタキセルを 24時間処理し、その後パクリタキセルを除去し 3日間培養した。shCont細胞で

は、パクリタキセル除去 3日後にほとんどの細胞が認められなかったのに対し、shHsp105-2細胞では

多くの細胞が存在した (図 3-1 B)。これをWST-8 を用いて定量的に評価したところ、shHsp105-2 細

胞の生存細胞が有意に多かった (図 3-1 C, 左)。siRNAを用いてHsp105をノックダウンし、同様の実

験を行った場合にも、Hsp105ノックダウン細胞で残存した生細胞が多かった (図 3-1 D)。これらの結

果より、Hsp105のノックダウンが細胞のパクリタキセル感受性を低下させることが明らかになった。 

 

3-3-2 Hsp105ノックダウンによるパクリタキセル感受性低下の機序 

 Hsp105 ノックダウンによるパクリタキセル感受性低下の機序について検討した。パクリタキセル

24時間処理の後半 12時間をタイムラプスイメージングで観察すると、shCont細胞は観察中ほとんど

の細胞が細胞分裂期で停止した一方で、shHsp105-2 細胞では多くの細胞が細胞分裂を終了した (図

3-2 B, C)。shCont細胞と shHsp105-2細胞に 0.01 g/mLのパクリタキセルを処理して 24時間後、パク

リタキセルを除いて 1、2 及び 3 日目の細胞の DNA 量をフローサイトメトリーで観察した。その結

果、shCont 細胞及び shHsp105-2 細胞共にパクリタキセル処理 24 時間後ではほとんどの細胞のDNA

が 4倍体 (4N) を示した。shCont細胞ではパクリタキセル除去 1日後には 2倍体 (2N) 及び 4Nのピ

ークが消失し、G1期よりも低いDNA含有量を示す細胞、即ち死細胞を示す sub-G1期の細胞が増加

する一方で、shHsp105-2細胞ではパクリタキセル除去後に 2N及び 4Nのピークが認められた (図 3-2 

A)。これらの結果は shCont 細胞はパクリタキセル除去後にほとんどの細胞が細胞死するが、

shHsp105-2 細胞はパクリタキセル除去後に一部の細胞が生存したことを示唆する。したがって、

Hsp105のノックダウンはSAC異常を介して、パクリタキセルによる細胞分裂停止を解除し、それに

よってパクリタキセル存在下において細胞周期が間期に進行したと考えられる。 

更に、SACに必須のタンパク質Mad2をノックダウンした細胞に 0.01 g/mLパクリタキセルを 24

時間処理し、その後パクリタキセルを除去し 3日間培養を行った。その結果、コントロール細胞と比

較して、Mad2ノックダウン細胞は有意に高い細胞生存率を示した (図 3-1 C, 右) が、その増加の程

度はHsp105をノックダウンした場合の方が大きかった。この結果はパクリタキセル感受性低下への

寄与はMad2よりHsp105がより大きいことを示している。 
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図 3-1 Hsp105のノックダウンはパクリタキセル感受性を低下させる 
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(A) 4 × 103個/well のHeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞を 96穴プレートに播種した。細胞は播種し

て 2日後からパクリタキセルを 48時間処理した。その後、形成した水溶性のフォルマザンを 450 

nmの波長で検出し、細胞生存を観察した。コントロール (パクリタキセルを入れていないサンプ

ル) の 3 回の平均の吸光度を 1 とし、コントロールに対する各処理群吸光度の比を求めた。グラ

フは3回以上の実験の平均±標準偏差を示している。 (B, C) HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞に0.01 

µg/ml パクリタキセルを 24時間処理し、その後パクリタキセルを除いて 3日間培養した。明視野

の画像をBに示す。パクリタキセルを除いて 3日間培養した細胞の細胞生存率を、形成した水溶

性のフォルマザンを 450 nmの波長で検出することで観察した。ポジティブコントロールとして、

siMad2-1、siContをトランスフェクションした細胞に 0.01 µg/mlを 24時間処理した。Cのグラフ

は 3 回の実験の平均±標準偏差を示している。アスタリスクはスチューデントの t 検定により算

出した有意差を示している (**p < 0.01)。 shCont (taxol) 対 shHsp105-2 (taxol), p = 0.00164, siCont 

(taxol) 対 siMad2-1 (taxol), p = 0.00153 (D) siCont、siHsp105をトランスフェクションしたHeLa S3

細胞に 0.01 µg/ml パクリタキセルを 24時間処理し、その後パクリタキセルを除いて 3日間培養し

た。明視野の画像を示した。 スケールバー, 100 µm。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 8より引用。 
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図 3-2 Hsp105のノックダウンはパクリタキセルによる細胞分裂停止を解除する 

(A) HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞に 0.01 µg/ml パクリタキセルを 24時間処理し、その後パク

リタキセルを除いて 3日間培養した時のDNA量を示す。それぞれのグラフは 20000個の細胞を解

析した結果を示している。 (B, C) HeLa S3 shCont、shHsp105-2細胞に 0.01 µg/ml パクリタキセル

を 24 時間処理し、後半 12 時間をタイムラプスイメージングで観察した。B は観察した個々の細

胞の細胞分裂期で停止した時間を示している (shCont, n = 62, shHsp1-5-2, n = 56)。Cは明視野の画

像を示している。矢印は細胞分裂期で停止した細胞 (shCont) と 2つに分裂した細胞 (shHsp105-2, 

上)、3つに分裂した細胞 (shHsp105-2, 下) を示している。FASEB J. 2019 (印刷中) Figure 8より引

用。 

  

12 18 24

Time (h)

sh
C

o
n

t

sh
H

sp
1
0
5
-2

B

C

sh
C

o
n

t
sh

H
sp

1
0
5
-2

0-10 60 120 180 240 300 420 480 540 600360 (min)

-10 500 2010 30 40 (min)

120-10 600 20 40 80 100 (min)

12 18 24

Time (h)

taxol (24 h)

Release from

taxol (days)
1

3

2

asynchronyzed

cells

shCont shHsp105-2

DNA content DNA content

A

C
e
ll 

n
u
m

b
e
r

(×
1
0

3
)

2

1

0

2N

4N

2N

4N



72 

 

3-4 考察 

微小管脱重合阻害剤パクリタキセルは細胞を細胞分裂期で停止させ、細胞死を誘導する。細胞分裂

期で活性化するキナーゼCdk1はアポトーシス誘導因子であるcaspase-9を抑制的にリン酸化すること

で、細胞分裂期中の細胞死を抑制する。しかし細胞分裂期に長期に停止すると、Cdk1に結合してCdk1

の活性化状態を維持する cyclin B1が徐々に分解され、Cdk1の活性が低下する。その結果、caspase-9

の抑制的リン酸化が低下するため、細胞分裂期で停止している時間依存的にアポトーシスが上昇する

94。同時に、Cdk1の活性化は細胞分裂停止に必須であるため、細胞分裂期に長時間停止した細胞では

cyclin B1の分解に伴い細胞分裂停止に必要なシグナルが徐々に低下する 95。即ち、長時間細胞分裂期

に停止している細胞では、細胞死のシグナルの上昇と細胞分裂停止に必要なシグナルの低下が同時に

生じる。細胞死のシグナルが閾値を超えると細胞分裂期中の細胞死が誘導されるが、細胞死のシグナ

ルが閾値以上に達する前に、Cdk1の活性が閾値以下に達すると、細胞は細胞分裂を終了する。Cyclin 

B1の分解が遅いヒト結腸がん細胞HT29細胞や別のヒト結腸がん細胞RKO細胞では細胞死のシグナ

ルが先に閾値を超えることが示されている 96。Cyclin B1の分解はAPC/Cによるユビキチン化が必要

であり、SACはAPC/Cの抑制を介して cyclin B1の分解を抑制している。Mad2やBubR1の発現量の

減少によって、パクリタキセル感受性の減弱が誘導される 92, 93ことから、パクリタキセルの殺細胞効

果にSACの活性化が必要であることが示唆される。 

本章において、Hsp105 のノックダウンがパクリタキセル感受性を低下させた。細胞にパクリタキ

セルを処理したとき、コントロール細胞では細胞分裂期に停止していた一方で、Hsp105 をノックダ

ウンした細胞では細胞分裂期が終了した。2 章で明らかにしたように、Hsp105 ノックダウンにより

SACに異常を引き起こしたことから、Hsp105をノックダウンした細胞では、SACの異常により早期

の cyclin B1 の分解が誘導され、細胞分裂が終了したため、パクリタキセル感受性が低下したことが

考えられる。 

Mad2をノックダウンした細胞にパクリタキセルを処理した時よりも、Hsp105をノックダウンした

細胞の方がパクリタキセル除去後に生存する細胞が多かった。染色体分配異常の程度が大きいと細胞

死が誘導され腫瘍形成が抑制されるが、染色体分配異常の程度が小さい場合には腫瘍形成を促進する

97。Mad2をノックダウンするとSACの活性化がほぼ完全に抑制されるため、パクリタキセル存在下

で間期に進行したMad2ノックダウン細胞では深刻な染色体数異常が誘導され、多くの細胞が細胞死

した。一方、Hsp105 ノックダウンによる SAC 活性化の抑制は部分的であるため、Mad2 ノックダウ

ン時と比較して、パクリタキセル存在下で間期に進行した細胞が持つ染色体数異常の程度が小さく、

染色体数異常による細胞死を引き起こしにくいと考えられる。その結果、パクリタキセル処理後に生

存した細胞が、Mad2 のノックダウンよりも Hsp105 ノックダウン細胞では多くなったことが示唆さ

れる。 
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3-5 小括 

本研究により、以下のことを明らかにした 

・Hsp105をノックダウンした細胞ではパクリタキセル処理後生存する細胞が増加し、Mad2ノックダ

ウン時よりも多かった。 

・パクリタキセルを処理すると、コントロール細胞ではほぼ全ての細胞が細胞分裂期で停止していた

が、Hsp105をノックダウンした細胞では間期に進行する細胞が認められた。 

 

よって、Hsp105 をノックダウンした細胞では、SAC 活性化異常によりパクリタキセル存在下にお

いて細胞分裂を終了するため、パクリタキセル感受性が低下したと考えられる。 
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総括 

本研究では、細胞分裂期における熱ショック応答と、そのときに機能する熱ショックタンパク質の

解明を目指した。 

1 章では、RO-3306 で G2/M 境界で停止させた細胞に 42°C の熱ショックを与えると、紡錘体配向

性異常により、SACが活性化した結果、細胞分裂が中期で停止することを示した。 

2章では、熱ショック及び非熱ショック時におけるSAC活性化に、Hsp105がHsp70を介さずに関

与することを明らかにした。Hsp105はMps1依存的にCdc20と相互作用することでSAC制御に関与

しており、Hsp105 をノックダウンすると SAC 異常を介して染色体分配異常が増加した。本研究は

Hsp105が細胞分裂制御に関与することを示した初めての知見である。 

3 章では、微小管脱重合阻害剤パクリタキセルは SAC を活性化させて細胞分裂を停止させ、細胞

死を誘導する抗がん剤であるが、Hsp105 をノックダウンした細胞にパクリタキセルを処理すると細

胞分裂期で停止せず間期に進行し、その後増殖する、即ちHsp105ノックダウンがパクリタキセル感

受性を低下させることを示した。 

以上より、熱ショックは細胞分裂に異常を生じさせ染色体分配異常を誘導するストレスであり、

Hsp105はSAC活性化に寄与することで熱ショックに起因する染色体分配異常から細胞を保護するこ

とを明らかにした。 

また本研究により、Hsp105によるSAC制御が正常細胞とがん細胞間で保存されていることが示唆

された。このことは、Hsp105がSAC制御を介して正常な細胞の維持に関与することを意味する。特

に発生初期はG1期が非常に短いため細胞周期が早く、細胞分裂が盛んである。マウスの発生初期に

おいて、Hsc70の発現量は一定であるにも関わらず、Hsp105は妊娠 9－11日目に一過性に高発現する

98ことは、Hsp105 が Hsp70 を介さない経路で発生に寄与している可能性を示している。発生初期に

おいて、Hsp105 は SAC 制御を介して正確な細胞分裂に寄与しているかもしれない。また、Hsp105

は種々のがん細胞で高発現している。がん細胞においてHsp105はアポトーシス抑制 99, 100、-カテニ

ン活性化 101、stat3 活性化 102などに関与し、がん細胞の生存及び増殖に関与していることが報告され

ている。一方、本研究において、Hsp105がSAC制御に関与していることを明らかにした。SACに必

須のタンパク質 Mad2 の過剰発現が SAC 異常による染色体分配異常の増加を介して細胞のがん化を

誘導することが報告されている 83ことから、がん細胞におけるHsp105の高発現はSAC異常を介して

細胞のがん化に寄与している可能性がある。 

がんの治療において、パクリタキセルと温熱療法の併用が細胞死を増加させることが報告されてい

る 80, 103, 104が、その機序は明らかになっていなかった。本研究の 1章より、熱ショックがパクリタキ

セルと同様に SAC を活性化することを明らかにした。このことから、パクリタキセルと温熱療法は

相加的にSACを活性化し、細胞死を増加させると考えられる。Hsp105は抗アポトーシス効果やDNA

修復経路に関与するため、Hsp105をノックダウンすると 5-FU、シスプラチン、オキサリプラチンの

感受性が増加することが報告されている 88, 89, 90。しかし、3章で明らかにしたように、細胞分裂期作

用薬パクリタキセルに関しては、Hsp105をノックダウンするとSACに異常が生じるため細胞死が減

少した。従って本研究により、Hsp105 をターゲットとしたがん治療と微小管作用薬との併用は適さ

ないことが示された。 
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以上より本研究は、細胞分裂期における熱ショック応答として SAC が活性化し、細胞分裂が停止

することを明らかにしただけでなく、その防御機構に関与する新たな分子としてHsp105を特定し、

更に細胞分裂期に作用する抗がん剤の感受性に寄与することを明らかにした。熱ショックを受けたま

ま細胞分裂が進行すると染色体分配異常が生じるため、細胞は SAC を活性化させて細胞分裂を停止

させるという、本研究で見出した分子機構は、染色体数異常という細胞のがん化や発生異常を引き起

こしうる病的な状態の形成を防ぐ熱ショック応答である。更にこの機構は、SAC の活性化がパクリ

タキセルなどの細胞分裂期に作用する抗がん剤の効果に必要であることから、パクリタキセルなどの

分裂期作用薬と熱ショックの併用効果を裏付けるものである。即ち本研究は細胞分裂期における熱シ

ョック応答の一端を解明したのみならず、温熱療法を併用する新たながん化学療法を提唱する上でも

有益である。また、本研究ではSAC活性化に関与する新規の分子としてHsp105を見出し、更にHsp105

のノックダウンがパクリタキセル感受性を低下させることを示した。Hsp105のノックダウンが 5-FU

やオキサリプラチンなど感受性を上昇させる報告がある一方で、パクリタキセルの感受性を低下させ

たことは、Hsp105 の阻害あるいはノックダウンをがん治療に応用した場合に細胞分裂期作用薬を併

用すべきでないことを示しており、本研究の知見はがん化学療法の治療戦略において有益なものであ

る。 
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