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概要  

中 心体 は細胞 分裂時に 染色 体を娘 細胞に等 分す るため に重要な 細胞 小器官 で

ある。乳がんにおいて、発がんの初期段階から中心体数の異常が見られ、乳が

んの発がんに重要と考えられている。 BRCA1 は家族性乳がんの原因遺伝子の一

つであり、その機能障害は中心体数の異常を生じることが報告されている。し

かし、BRCA1 による中心体数制御の分子機序は未解明である。本研究では、BRCA1

の中心体内部での局在部位を超解像顕微鏡によって詳細に解析し、BRCA1 およ

びその関連因子の微小局在部位を明らかにした。また、微小局在部位から相互

作用タンパク質を推測し、検証した結果、BRCA1 の中心体における新たな相互

作用タンパク質を同定できた。これらから、BRCA1 による中心体複製制御機構

の解明の糸口をつかむことができ、今後、その分子機構の解明を進めていくこ

とが望まれる。 

 

 

abstract 

The centrosome is a major microtubule organizing center and 

contributes to proper segregation of chromosomes  during mitosis. 

Centrosome amplification is found in many cancers and considered as 

a cause of carcinogenesis. BRCA1, one of the responsible genes for 

hereditary breast cancer syndrome, participates in the regulation of 

centrosome duplication. Consequently, BRCA1 dysfunction induces 
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centrosome amplification and carcinogenesis. Although, the mechanism 

is still unknown. In this study, we analyzed the precise localization 

of BRCA1 in centrosomes using super-resolution microscopy. In addition, 

we found two novel interaction partners of BRCA1 from the localizing 

pattern. In the following study, we will investigate how BR CA1 

regulates these interaction partners to conduct centrosome 

duplication. 

 

 

研究内容 

背景と目的  

中心体は細胞内の主たる微小管形成起点の一つである。細胞分裂時、中心体から微小管

が伸長し、紡錘体を形成する。したがって、正常な双極細胞分裂のためには、細胞分裂の

開始時に中心体が正確に 2 個存在しなければならない。細胞分裂後、娘細胞は母細胞から

中心体を１個ずつ受け継ぐ。これが次の細胞分裂までに一回複製され、２個の中心体を有

するようになる。正常な細胞分裂のため、細胞周期一回あたり、正確に一回だけ中心体が

複製されるよう、中心体複製は厳密に制御されている。  

がんではしばしば中心体数の異常増加（中心体増幅）が認められる。中心体増幅細胞で

は細胞分裂時に偽双極分裂や多極分裂などの異常細胞分裂が生じ、染色体の不均等分配が

生じる。これは、がんの Hall-mark とされる染色体不安定性、ひいては発がんの原因と考

えられている。しかし、がんにおいてなぜ、どのように中心体複製制御が障害されるのか

は十分に解明されていない。  

乳がんでは、中心体増幅が異形成や上皮内癌などの発がんの初期病変ですでに認められ、

発がんに重要な役割を果たすと考えられる。 BRCA1 は家族性乳がんの原因遺伝子として同

定されたがん抑制遺伝子であり、中心体制御にも関与することが報告されている。実際、

BRCA1 に変異を有する遺伝性乳がん症例では、中心体増幅を有する頻度が高く、染色体不

安定性も高度に認められる。このことから、我々は BRCA1 が関与するシグナル経路の異常

が、乳がんにおける中心体増幅の誘導に重要であると考え、その分子機序の解析を行って

きた。 

最近、我々は中心体制御に関与する BRCA1 の新規相互作用タンパク質として、 OLA1 1 ,  2
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と RACK1 3 を同定した。 BRCA1 の発現抑制は乳腺細胞特異的に中心体増幅を誘導することが

すでに報告されていたが、我々は OLA1 の発現抑制 1 や過剰発現 2、RACK1 の過剰発現 3 がい

ずれも、乳腺細胞特異的に中心体増幅を誘導することを見出した。また、 RACK1 が BRCA1

の中心体内での正常 な局在のために必要 であり、 BRCA1 もしくは RACK1 の変異によって

BRCA1/RACK1 相互作用に異常を来すと、BRCA1 の中心体局在の異常、および中心体複製障害

が生じることを明らかにした 3。これらから、BRCA1/RACK1 複合体が乳腺細胞における中心

体複製制御に重要であることが示唆されたが、その分子機構はいまだ不明であった。  

そこ で、本研 究では、 BRCA1/RACK1 複合体の 中心体複 製制御機構 の解析の ため、 BRCA1

および RACK1 の中心体内部での局在部位の詳細な解析を試みた。また、局在部位から推測

された相互作用タンパク質と BRCA1、および RACK1 の相互作用を解析し、BRCA1 による中心

体複製制御のシグナル経路の解明を試みた。  

 

結果  

中心体は、微小管などからなる筒状の中心小

体 と 、 そ れ を 取 り 巻 く 中 心 小 体 周 辺 基 質 (PCM)

か ら な る 。 従 来 の 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 で は

PCM はアモルファスなタンパク質の集塊とされ

ていたが、近年の超解像蛍光顕微鏡による解析によって、放射状に配置するペリセントリ

ンを骨格とし、種々のタンパク質からなる同心円状の層構造が存在することが明らかにな

った。そこで、我々は超解像顕微鏡の一つである構造化顕微鏡 (SIM)を用い、BRCA1 および

RACK1 が中心体内のどの部位に存在するかを解析した。  

まず、解析に必要な細胞株を作成した。３種類のタンパク質による多重蛍光免疫染色を

行うため、中心体を同定するマーカーの一つは蛍光タンパク質との融合タンパク質を発現

させてマーキングする必要があった。中心小体のマーカーとして頻用されるセントリンと

EGFP の融合タンパク質を一過性強制発現させたところ、中心小体のマーキングはできたが、

バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 が 高 く 、 超 解 像 顕 微 鏡 で の 観 察 に は 不 適 切 で あ っ た 。 そ こ で 、

CRISPR/Cas9 を 利 用 し て 、 内 在 性 セ ン ト リ ン 遺 伝 子 に EGFP を ノ ッ ク イ ン し 、 セ ン ト リ

ン ::EGFP 融合タンパク質を内在性プロモーター制御下に発現する細胞株を作成した。これ

によって、鮮明に中心小体がマーキングされた細胞を得ることができた （図１）。 

次に、本細胞株を用いて、中心小体の基部にある SAS6 および遠位部にあるセントリン
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をマーカーとして共染色したところ、 BRCA1 および RACK1 はいずれもセントリンより SAS6

の近傍に位置した。しかし、完全な共局在にはなっていなかった。そこで、 PCM の各層に

対応するマーカー (最内層：CEP192、中間層：CEP152、最外層： -tubulin)との共染色を行

ったところ、BRCA1 および RACK1 は PCM、とくに CEP152 の存在する中間層に局在する可能

性が示唆された（図２）。 

PCM 内層および中間層には複数の足場

タンパク質や中心体複製制御因子が局在

する。そこで、この部位に局在する足場

タ ン パ ク 質 A(未 発 表 デ ー タ の た め 、 仮

称 )、および中心体複製制御キナーゼであ

る PLK1 との相互作用を解析したところ、

足場タンパク質 A は BRCA1 と、PLK1 は BRCA1 と RACK1 の双方と相互作用した。また、RACK1

を過剰発現すると PLK1 の活性化が亢進し、BRCA1 の共発現によってこれが抑制されること

が明らかになった（図３）。一方、 RACK1 との結合能を失う BRCA1 変異体を共発現しても、

PLK1 の活性化を抑制できなかった。また、RACK1 の過剰発現による PLK1 の活性化の亢進は、

S 期における中心小体の乖離を引き起こしていた。中心小体乖離は、正常な細胞では M 期

に生じ、中心体複製の開始を許可するための機構であ

る。したがって、BRCA1/RACK1 制御系の破綻によって、

１回の細胞周期において複数回の中心体複製が生じる

ことが示された。  

 

今後の進展  

本研究によって、これまで未解明であった BRCA1 およびその関連タンパク質の中心体内

の微小局在部位が明らかになった。また、これを糸口 として BRCA1 および RACK1 の新たな

相互作用タンパク質を同定することができた。今後、これらの新規相互作用タンパク質の

制御機構や活性が、 BRCA1/RACK1 シグナル系の破綻によってどのように障害されるのか、

その結果いかにして中心体増幅が生じるかを解析していく予定である。また、これによっ

て乳がんの発がん初期に生じるシグナル経路の異常を明らかにし、薬物による発がん予防

のための新規作用標的分子の同定を目指したい。  
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