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研究成果の概要（和文）：遺伝性乳がん・卵巣がん症候群の原因遺伝子産物であるBRCA1は、BARD1と結合して
DNA修復に関与する。我々は、プロテオーム解析で新規BRCA1結合分子として、OLA1とRACK1を同定し、その機能
を解析した。その結果、これらの両分子が中心体に局在し、BRCA1、BARD1に直接結合し、中心体複製に重要な働
きをすることが明らかになった。RACK1は、BRCA1の中心体局在を制御することも明らかになった。また、これら
の分子の発現量の異常やがん由来の変異で中心体複製制御が異常になり、中心体数の異常を来すことが明らかに
なった。本研究により、BRCA1の新たなゲノム安定性維持機構が解明された。

研究成果の概要（英文）：BRCA1 is a tumor suppressor that is associated with hereditary breast and 
ovarian cancer. BRCA1 functions in DNA repair together with BARD1, a heterodimer partner of BRCA1. 
We identified BRCA1-interacting proteins, OLA1 and RACK1 and analyzed their function. OLA1 and RACK1
 directly bound to BRCA1, and BARD1, localized the centrosomes, and functioned in the regulation of 
the centrosome duplication. RACK1 was involved in centrosomal localization of BRCA1. Abnormal level 
of the expression of OLA1 or RACK1 caused dysregulation of centrosome duplication. Cancer-derived 
variants of BRCA1, BARD1, OLA1, and RACK1 abolished their interaction and function in centrosome 
duplication. These results elucidated the novel regulatory mechanism by BRCA1 to maintain genome 
stability. 

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
BRCA1のがん抑制能として、これまでは核内での機能である、DNA二本鎖切断修復能が注目されてきたが、本研究
により、BRCA1が中心体複製制御において重要な機能を果たし、その機能破綻が中心体数の異常を引き起こすこ
とが明らかになった。中心体は微小管形成中心として機能し、分裂期には紡錘体極となり、娘細胞への均等な染
色体分配を担う細胞内小器官で、ゲノム安定性に重要な機能を担っている。よって、中心体制御能もBRCA1の重
要ながん抑制能であると考えられた。本研究成果は遺伝性乳がんの遺伝子診断の病的意義の不明なバリアントの
病的意義の解明や、中心体を標的とした新しいがん治療法の開発に貢献できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

BRCA1(Breast Cancer 1) は、その変異により、遺伝性乳がん・卵巣がん症候群(HBOC)を
引き起こすがん抑制遺伝子で、近年は散発性乳がんサブタイプである難治性のトリプルネガテ
ィブ乳がんとの関わりも注目されている。BRCA1はBARD1とヘテロダイマーを形成し、DNA
修復、中心体制御、転写制御、クロマチンリモデリングなどに多様な機能に関与することが示
されてきた。これまで、BRCA1のがん抑制能として、特に核内での機能である、DNA二本鎖
切断修復経路における DNA 修復能が注目されてきたが、BRCA1 は中心体にも局在し、中心
体数の制御や中心体依存性の微小管伸長にも関わる。中心体は微小管形成中心として機能し、
分裂期には紡錘体極となり、娘細胞への均等な染色体分配を担う細胞内小器官で、ゲノム安定
性に重要な機能を担っている。 
我々は、BRCA1 のさらなる機能解析のため、BARD1 の結合分子をプロテオーム解析で探
索し、Obg-like ATPase 1 (OLA1)を同定し、その機能を解析してきた。その結果、OLA1は、
BARD1 に加えて、BRCA1、中心体の重要な構成要素である-tubulin と直接結合し、間期に
細胞質と中心体に、分裂期に紡錘体極に局在することが明らかになった。また、OLA1の発現
抑制により、中心体の過剰複製と断片化が生じて中心体数が増加し、中心体依存性の微小管形
成が亢進したことより、OLA1 が重要な中心体制御分子であることが明らかになった。また、
乳がん細胞株由来の OLA1 変異 E168Q、家族性乳がん由来の BRCA1 変異 I42V により、
BRCA1と OLA1の結合能が消失し、中心体数の制御が異常になり、中心体数が増加した。よ
って、OLA1が BRCA1と共に中心体の複製を制御することが、がん抑制能として重要である
ことが明らかになった(引用文献①)。 
また、プロテオーム解析により新規 OLA1結合分子として Receptor for activated C-kinase 

(RACK1)を同定した。これまでの解析により、RACK1が OLA1に加えて BRCA1に結合する
ことが分かり、中心体に局在し、中心体数の制御に関与することが示唆された。さらに、OLA1
の個体レベルでの機能を解析するため、Ola1 ヘテロノックアウトマウスを作成し、その表現
型を解析したところ、他臓器転移を伴う B細胞型リンパ腫が発生することが明らかになった。 
 
＜引用文献＞ 
① Matsuzawa A, Kanno S, Nakayama M, Mochiduki H, Wei L, Shimaoka T, Furukawa Y, 
Kato K, Shibata S, Yasui A, Ishioka C, and Chiba N. The BRCA1/BARD1-interacting 
protein OLA1 functions in centrosome regulation. Molecular Cell, 53(1) : 101-114, 2014 
 
２．研究の目的 
従来、BRCA1は、第 2のHBOC の原因遺伝子産物 BRCA2とともに、がん抑制機能にはそ
の DNA修復能が重要と考えられてきたが、我々が多数の家族性乳がん由来の BRCA1 変異体
の DNA修復能と中心体数の制御能を解析したところ、DNA修復能に異常はないが、中心体制
御能が異常な家族性乳がん由来の変異体が多数同定された。また、BRCA1 の生殖細胞系列変
異のある患者の乳がん組織では、変異のない散発性乳がんに比べて、中心体数が増加している
乳がんが多いことも報告され、中心体制御能も BRCA1の重要ながん抑制能であることが示唆
された。本研究では、OLA1と RACK1の BRCA1と協調した中心体制御能をさらに詳細に解
析し、これら BRCA1結合分子のゲノム安定性維持機構を解明する。また、OLA1 については
ノックアウトマウスを用いて、個体レベルでの OLA1の機能を解析し、その機能破綻による発
がんメカニズムを解明する。これらの解析により、がんの診断や治療法開発のための分子基盤
を築くことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) OLA1、RACK1、BRCA1、BARD1の細胞学的、生化学的解析 

OLA1、RACK1、BRCA1、BARD1 の欠失変異体や点変異体の発現ベクターを作製した。
点変異体は、site-directed mutagenesisにて作製した。免疫沈降は、HEK-293T細胞にこれ
らのベクターを導入し、Protein Gビーズを用いて行った。Pull-downアッセイは、大腸菌で
GST あるいは His タグを付加した精製タンパク質を調整し、グルタチオンビーズあるいは、
を用いて行った。 

OLA1、RACK1、BRCA1、BARD1の中心体局在や、発現抑制や強制発現の中心体への影
響は、抗 OLA1抗体、抗 RACK1抗体、抗 BRCA1抗体、抗 BARD1抗体、HAタグやMyc
タグを付加した発現ベクターを細胞に導入した際には、抗 HA抗体と抗-tubulin抗体で二重
免疫染色を行い、抗 HA抗体、抗Myc抗体で染色される細胞で、中心体への共局在や中心体
数を解析した。 
 
(2)OLA1ノックアウトマウスの解析 



OLA1のコンディショナルノックアウトマウスを作成し、全身で OLA1をノックアウトした
状態での影響を解析するため、全身で Creを発現する CAG-Creマウスと交配し、その影響を
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) OLA1と BARD1による中心体制御能の解析 
悪性腫瘍でOLA1が高発現していることが既
に報告されている(Sun et al. Mol. Can. Res. 
2010)。そこで、OLA1 を過剰発現させると、
発現抑制同様、中心小体の過剰複製が起き、中
心体数が増加した細胞の割合が増加した。これ
らのOLA1の発現量の異常による中心体数の増
加は、乳腺由来細胞に特異的に観察された。 

BRCA1 との結合能が消失し、中心体数の制
御能が異常になることが明らかになっている
OLA1 の E168Q 変異体では中心体数の増加し
た細胞の割合はわずかであった。よって、機能
正常の OLA1 の過剰発現では中心体が増加し、
機能が異常な変異体では中心体数の増加がわ
ずかになると仮定した。OLA1のリン酸化の候
補残基、アセチル化残基、ATPase 活性に重要
な ATP 結合残基の変異体の発現ベクターを作
成し、これらの OLA1変異体を過剰発現し、中心体数の増加について観察し、その中心体
制御能を解析した。その結果、リン酸化の候補残基の変異体 S36A、T124A、T325A、ア
セチル化残基の変異体 K242R、ATP結合残基の変異体 F127Aで、中心体数の増加した細
胞の割合が E168Q と同程度に低くなり、中心体制御能に異常があることが示唆された。
OLA1の 3’UTRを標的にした siRNAとともにこれらの変異体を導入し、内因性のBRCA1
を発現抑制して、これらの変異体の中心体制御能解析したところ、これらの変異体では中
心体数の増加を来し、中心体数の制御能が異常であることが示唆された。 
そこでこれらの変異体の BRCA1、BARD1、-tubulin との直接結合能と相互作用を解析
したところ、S36A、F127A、T325A変異体では、BARD1との直接結合能が消失し、BRCA1、
BARD1、-tubulinとの相互作用が著しく低下していた(図 1)。一方、BRCA1、BARD1と
の直接結合能には変化を認めなかった。よって、BARD1と OLA1の直接結合能が複合体
形成に重要であることが示唆された。 

BARD1の中心体制御能の重要性が示されたため、BARD1の発現抑制と過剰発現の中心
体への影響を検討したところ、OLA1同様に乳腺由来細胞で、中心体数が増加することが
明らかになった。加えて、乳がん由来の BARD1変異体、C645R、V695L、S761Nの OLA1
との相互作用を解析したところ、これらの 3つの変異体で相互作用が減弱し、V695LではOLA1
との直接結合能が消失し、中心体数の制御が異常になることが明らかになった(図 1)。 
また、リン酸化候補残基の S36、T124、T325 の疑似リン酸化変異体では、過剰発現に
よる中心体数の増加が野生型に近く認められ、中心体の数の制御能が回復していた。また、
BARD1 との結合能に重要な残基である S36、T325 残基の疑似リン酸化変異体では、
BARD1 との結合能も回復した。OLA1 の S36、T124、T325 残基のリン酸化が中心体制
御に重要であることが明らかになった。 
 
(2) RACK1の中心体制御能の解析 

OLA1 結合分子として同定された RACK1 は、
中心体、紡錘体極、ミッドボディに局在し、OLA1
に加えて BRCA1のN末端、BARD1の C末端、
-tubulin と直接結合することが明らかになった
(図 2)。 
家族性乳がん由来の BRCA1 変異体である

R133H、E143K変異体では RACK1との結合能
が減弱し、中心体局在が減少した(図 3)。さらに
RACK1 の発現抑制により、BRCA1 の中心体局
在がコントロールに比べて diffuseになり、異常



な局在パターンを示し、BRCA1の中心体局在に
RACK1が重要であることが示唆された。さらに
RACK1の発現抑制は、中心体の複製のタイミン
グあるいはスピードを遅延させ、中心体の複製を
抑制することも明らかになった。興味深いことに、
中心体の複製は、乳腺由来細胞では、他の組織由
来の細胞より中心体の複製のタイミングが早い
か、あるいはスピードが速くなっており、RACK1
の発現抑制による中心体複製の抑制は、乳腺由来
細胞でのみ観察された。 

RACK1は多くのがんで、高発現が報告されて
いるが、特に乳がんでは、高発現した細胞は高悪
性度で予後不良であることが報告されている
(Cao et al. Breast Cancer Res Treat, 2010)。
そこで、RACK1を過剰発現したところ、中心体
の過剰複製による中心体数の増加が、乳腺由来細
胞に特異的に見られた。よって、発現抑制の結果
と合わせ、RACK1が中心体複製に重要な働きを
することが明らかになった。 
また、RACK1 の多数のがん由来の変異体につ
いて BRCA1、OLA1、BARD1、-tubulinとの結
合能や、さらに OLA1同様、過剰発現による中心体数の増加が引き起こされるかどうかを検討
し、中心体制御能を解析したところ、RACK1の K280E変異体が、BRCA1との結合能が減弱
し、BRCA1の中心体局在を減弱させ、さらに強制発現による中心体数の増加も減弱した(図 3)。
以上より、RACK1 が BRCA1 の中心体局在を制御し、それによって、中心体複製を制御し、
その機能破綻が発がんに関与することが示唆された。 
 
(3) OLA1ノックアウトマウスの解析 

Ola1ホモノックアウトマウスは胎生致死で、胎生期も体長が小さく、発育異常が起きていた。
Ola1ヘテロノックアウトマウスは、野生型と同様の外観であったが、脾臓腫瘍が観察された。 
脾臓腫瘍は、病理組織学的解析の結果、濾胞構造や細胞の異型性から、①悪性リンパ腫、②
異型細胞の増殖、③髄外造血の亢進の 3群に分類された。悪性リンパ腫ではB細胞型であった。
HE 染色でそれぞれの細胞の形態を観察したところ、細胞分裂像が多く、中心体異常の結果と
考えられる異常な染色体分配が起きている分裂像が多く観察された。悪性リンパ腫組織、異型
細胞の増殖を認める組織、正常脾臓組織で中心体の増加した細胞を計数したところ、悪性リン
パ腫で明らかに中心体数が増加していることが明らかになった。また、腫瘍は雌マウスのみに
形成された。女性ホルモンが中心体数の制御に影響を与えるのではないかと考え、女性ホルモ
ン処理による影響を解析した。ヒト乳腺由来細胞で OLA1を発現抑制すると中心体数が増加す
るが、この現象への女性ホルモンの影響を観察したところ、エストロゲン処理が OLA1の中心
体複製制御に影響を及ぼすことが明らかになった。 
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