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研究成果の概要（和文）： 
ベンゾピレン代謝産物 B[a]PDE は、中心体過剰複製誘導を介した染色体不安定性誘導により、

肺がんに関わっていることを明らかにした。大腸がんにおいて、染色体分離に関わる hSgo1 遺

伝子の発現が低下しており、これにより、中心体過剰複製、染色体不安定性が見られることを

明らかにした。がん抑制遺伝子 p53 が転写活性非依存的中心体複製制御活性を有することを明

らかにした。がん抑制遺伝子 NORE1A の中心体制御能を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
B[a]PDE, the ultimate carcinogenic metabolite of benzo[a]pyrene,  contributes to 

neoplasia by inducing centrosome amplification and consequent chromosome destabilization 

as well as its mutagenic activity.  hSgo1 is down-regulated in colorectal cancers and 

hSgo1 down-regulation leads to centrosome amplification and chromosome instability in 

colorectal cancer cells.  The centrosomally localized p53 participates in the regulation 

of centrosome duplication in a manner independent of its transactivation function in 

addition to its transactivation-dependent regulation of centrosome duplication.  NORE1A 

has activity that suppresses the centrosome amplification induced by hydroxyurea and 

NORE1A mRNA down-regulation is one of the common gene abnormalities in non-small cell 

lung carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞における染色体不安定性の特徴と
して染色体異数性が挙げられる。染色体異数
性を引き起こす要因として細胞周期チェッ
クポイント制御の異常が指摘されてきたが、
最近では、中心体の制御機構の異常も注目さ
れている。中心体は、動物細胞において、直
交する２つの中心小体とその周りのアモル
ファスな蛋白質集合体である中心小体周辺
物質から構成され、微小管形成中心として機
能する。一つの細胞が分裂して２つになるの
と同じように、中心体も一細胞周期中に一度
だけ複製されるよう、その中心体サイクル
（複製->分離->微小管の形成・制御->分配->
複製）は、厳密に管理されている。この中心
体サイクルの制御機構が崩れ分裂期に３つ
以上の中心体が存在すると、通常の正確な二
極性紡錘体形成および染色体分配が行われ
ず、結果として染色体異数性が生じてしまう
場合がある。ところが、中心体サイクル制御
機構、およびがんにおいてどのような遺伝子
異常により中心体サイクル制御機構異常が
起きているか、また、その染色体不安定性へ
のつながりは、未だ十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
中心体サイクル制御機構をより詳細に解明
し、そのがんにおける異常を示し、その制御
機構異常の染色体不安定性へのつながりを
明らかにすることを目的とする。具体的には、
（１）p53, NORE1A を中心としたがん抑制遺
伝子の中心体サイクル制御能に関して、（２）
中心体におけるセパレースの基質同定に関
して、（３）消化管がんにおける体系的な変
異・発現異常解析に関して、研究を行うこと
にした。 
 
３．研究の方法 
(1)薬剤等の処理により中心体過剰複製を誘
導し、免疫蛍光染色法によりこれを同定する。
(2)免疫蛍光染色法、免疫電顕法、中心小体
染色法により、過剰複製する中心体の性質を
解析する。（3）中心体過剰複製の細胞周期と
の関連性を、FACS, Western blot 法, kinase 
アッセイ等で解析する。(4)中心体過剰複製
誘導細胞が分裂期に示す挙動を time lapse
イメージ解析により調べる。(5)染色体数を
染色体 FISH 法により計測する。また、異常
核を免疫蛍光染色法により調べる。(6)中心
体過剰複製に影響を与える候補遺伝子因子
を強制発現、siRNA 法によるノックダウン法
により検討する。(7)ヒトがん臨床検体にお
ける、中心体過剰複製、中心体・紡錘体に局

在する遺伝子の異常の有無を、免疫染色法、
変異同定法、定量的 PCR 法、Western blot 法
などにより検討する。（8）目的遺伝子に中心
体局在配列および TAP（tandem affinity 精
製）タグ配列を付加させて発現させた後、中
心体を抽出後、その結合蛋白質を TAP 法によ
り精製し、質量分析法により同定する。(9)
抽出中心体を kinase と反応させ、その反応
の前後での変化遺伝子を 2次元電気泳動、質
量分析法により同定する。(10)その他、一般
的な分子遺伝学の手法および、生物学的統計
解析法により、研究を進める。 
 
４．研究成果 
 主な研究成果として、下記の(1)-(6)を挙
げる。これらは、項目５に示すように、原著
論文として、査読のある雑誌に掲載された。
これらの論文に基づく学術賞受賞、論文引用、
に示されるように、本研究課題の国内外にお
ける評価は高い、と考えられる。 
 (1)ベンゾピレン代謝産物B[a]PDEは、喫煙
者肺がんにおいて、がん抑制遺伝子p53の体細
胞変異誘導の原因の一つと考えられている。
私達は、B[a]PDEの肺がんへの更なる関与の可
能性を考え、p53欠損肺がん細胞株H1299を用
いて、中心体数、染色体数への影響を検討し
た。H1299にB[a]PDEを処理すると、S期停止が
起こり、中心体過剰複製が誘導された。また
、トランスリージョンDNAポリメラーゼPOLK 
を過剰発現させると、B[a]PDE誘発中心体過剰
複製が抑制された。B[a]PDE処理後数日後に染
色体FISH解析を行うと、中心体過剰複製誘導
を介したと考えられる染色体不安定性誘導が
認められた。さらに、原発性肺がん検体での
解析で、p53が変異している場合に、B[a]PDE
蓄積と中心体過剰複製との間に関連性が認め
られた。以上のことから、B[a]PDEは、これま
で報告されている遺伝子突然変異誘導のみな
らず、中心体過剰複製誘導を介した染色体不
安定性誘導により、肺がんに関わっているこ
とが示唆された。(2)正確な染色体分離が行わ
れる上で重要な役割を果たす分子として同定
されたヒトシュゴシン(hSgo1)の大腸がんに
おける関与を検討し、次の結果を得た。①原
発性大腸がん患者の腫瘍部のhSgo1の発現は
mRNA および蛋白質レベルで低下していた。②
hSgo1のmRNA発現レベルの低い大腸がんは左
側大腸に局在し、染色体FISH解析での観察で
染色体数の変化に富んでいた。③大腸がん細
胞株HCT116におけるhSgo1の発現をsiRNA法で
低下させたところ、G2/M期停止、中心体過剰
複製、染色体不安定性が誘導された。以上の
ことは消化器がんにおけるhSgo1 の変化とそ



の関与についての初めての報告である。(3)
がん抑制遺伝子NORE1Aは、核細胞質シャトル
蛋白質であり、その一部は中心体に局在する
が、その中心体上NORE1Aの役割は解明されて
いなかった。そこで、中心体制御、染色体数
制御の点から、NORE1Aの機能解明を試みた。
p53欠損肺がん細胞株H1299に、DNA合成阻害剤
hydroxyurea(HU)を処理すると、３個以上の中
心体を有する細胞の割合が増加し、中心体過
剰複製が生じることが蛍光免疫染色法で示さ
れた。NORE1Aを外来性に発現させると、その
割合は部分的に抑制された。核外移行シグナ
ル(NES)変異体は、中心体に局在せず、また、
HU誘発中心体過剰複製の抑制活性を示さなか
った。FISH解析で染色体2番と16番の染色体数
を計測すると、HU処理によってみられる染色
体数異常を、野性型NORE1Aは部分的に抑制し
たが、NES変異型は抑制しなかった。これらの
ことから、NORE1Aは、HU誘発中心体過剰複製
の抑制活性、および、中心体過剰複製を介す
ると考えられるHU誘発染色体不安定性の抑制
活性を有することが示唆された。さらに、非
小細胞肺がんにおけるNORE1Aの発現を定量的
PCR法で調べたところ、細胞株で100%(12/12)
、原発性がん検体で49%(25/51)がmRNAレベル
での低発現を示し、NORE1A発現低下は非小細
胞肺がんにおける頻度の高い遺伝子異常の一
つであることが示唆された。(4)多くのがんで
の不活化が示されているp53は、これまでに、
p21によるCDK2/サイクリンEの活性調節を介
した転写活性依存的中心体複製制御活性は知
られていたが、転写活性非依存的な役割につ
いては、分かっていなかった。そこで、p53-/-
マウス胎児線維芽細胞に細胞周期停止薬剤ミ
モシンを投与した中心体過剰複製アッセイに
おいて、転写活性(+)中心体結合能(-)のp53
変異体、転写活性(-)中心体結合能(+)のp53
変異体、転写活性(-)中心体結合能(-)のp53
変異体,および野性型p53の発現プラスミドを
各々発現させ、中心体過剰複製をどの程度抑
制できるかについて検討した。そして、その
結果として、p53が転写活性非依存的中心体複
製制御活性を有するという知見を得た。(5)
中心体サイクルにおいて重要な役割を果たす
ヌクレオフォスミンが、K230,K263において
SUMO化されることを明らかにした。そして、
このヌクレオフォスミンのSUMO化が、ヌクレ
オフォスミンの細胞内局在、中心体複製、細
胞増殖能、細胞生存活性を制御していること
を明らかにした。(6)細胞分裂期の紡錘体上に
局在することが知られているEML4蛋白質が、
ヒト非小細胞肺がんにおいて、2.6%(2/77例)
の頻度で、チロシンキナーゼ活性を有するALK
と融合蛋白質を形成していることを明らかに
した。血液系腫瘍の一部で認められるNPM-, 
TPM3-, CLTC-, ATIC-, TFG-ALK融合遺伝子は
、77例の非小細胞肺がんには、認められなか

った。また、別の免疫染色法を利用したスク
リーニングにより、302例の非小細胞肺がん検
体から、10例の、EML4-ALK転写産物を有する
検体を明らかにした。そのうち、1例は、EML4
のエクソン14が、ALKのエクソン20の53番目の
塩基に、2塩基を介してつながる新規の型を有
していた。これらのことから、一部の非小細
胞肺がん発生へのEML4-ALKの関与が示唆され
、また、ALK融合蛋白質探索における免疫染色
法の有用性を示すことができた。 
 中心体上における結合蛋白質の同定に関
しては、種々の発現ベクター、高発現細胞株
を樹立したが、期間内に論文報告することが
できなかった。 
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