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研究成果の概要（和文）：紡錘体は有効ながん治療標的であるが、既存の抗がん剤は、間期細胞

の微小管機能阻害による副作用を生じる事が知られている。本研究課題では、紡錘体制御に関

わる因子のヒトがん組織での詳細な発現解析と in vitroおよび in vivoでの機能解析を行い、
その機能阻害により腫瘍発生が抑制される遺伝子として、TACC3 を含む複数の遺伝子を同定し

た。これらの遺伝子は、有望ながん治療標的分子であると考えられる。  

 
研究成果の概要（英文）：Although the mitotic spindle is an established target for the cancer 
chemotherapy, current anti-cancer drugs led to the serious side-effects caused by the 
disturbance of the microtubule functions in post-mitotic cells. In this study, by the 
extensive expression study as well as the functional analysis, we identified the genes 
that were highly expressed in human cancers and the tumor growth were suppressed when 
their functions were inhibited. Our analysis demonstrated that these genes were potential 
targets for the cancer chemotherapy 
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞の紡錘体は、有効ながん治療標的で
あり、現在、パクリタキセル、ビンブラスチ
ン、ビンクリスチン等の微小管阻害剤が臨床
応用されている。これらの薬剤は微小管に直
接結合し、その動的不安定性  (dynamic 
instability)を阻害する事により抗がん活
性を示す。しかし、これらの薬剤は、間期細
胞の微小管にも作用し、末梢神経障害等の副

作用を引き起こすため、新たながん治療分子
標的の同定が重要な課題となっている。 
微小管阻害剤ががん細胞の細胞分裂を特異
的に阻害するという事実は、がん細胞の紡錘
糸形成における動的不安定性が、正常細胞と
は異なる制御を受けている事を示唆してい
る。紡錘体の動的不安定性の制御には、モー
タータンパク質をはじめとする数多くの分
子が関わるが、近年のマイクロアレイを用い
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た発現解析等により、これらの分子群ががん
細胞において発現異常を生じている事が、相
次いで報告された。しかしながらその生理的
意義は分かっていないことから、このような
制御因子のがん細胞における機能を明らか
にする事は、それぞれの分子のがん治療の分
子標的としての妥当性を知る上で重要であ
る。 
Transforming acidic coiled-coil 3 (TACC3)
は、種を超えて保存されている紡錘体制御因
子 TACCファミリーに属し、ヒトでは多発性骨
髄腫の染色体ブレークポイント 4p16にマップ
され、かつ様々ながんで過剰発現するがん関
連遺伝子である。申請者は、TACC3コンディシ
ョナルノックアウトマウスの作製、解析を行
い、TACC3が細胞種依存的な機能を有しており、
発生過程においては、mesenchymal sclerotome
の増殖に必須の機能を果たしている事を示し
た(Yao et al. Cancer Sci. 98, 552 (2007))。 
これらの結果から、種を超えて保存されてい
る紡錘体制御因子が、哺乳動物個体では、が
ん組織特異的な機能を有している可能性が考
えられ、そのような分子は、新たながん治療
分子標的となる可能性があると考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、紡錘体制御に関わる遺伝子のが
ん組織での発現プロファイリングと in vitro
での遺伝子機能抑制実験により、がん細胞特
異的に紡錘体形成過程に関わる分子を同定し、
それぞれの紡錘体形成に関わる機能を明らか
にする事を目的とする。またノックアウトマ
ウスを作製し、個体発生過程や成体正常組織
での機能を明らかにするとともに、がんモデ
ルマウスとの交配により、自然発症腫瘍にお
ける機能を個体レベルで明らかにする事によ
り、がん治療分子標的としての妥当性と治療
対象となるがん種を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の 3 つの方法で、がん細胞
に選択的に機能する細胞分裂制御因子を同定
しその機能解析を行う。 
 
(1) ヒトがん発現解析データーベースを用い
た、紡錘体制御分子の個別遺伝子発現プロフ
ァイリング解析 
がん研究会ゲノムセンターではこれまでに多
くのヒトがん組織を用いた発現解析を行って
きた。がん組織で過剰発現している遺伝子は、
がん細胞の’addiction’となっている可能性
がある。そこで、紡錘体制御に関わる個々の
因子について発現量を詳細に検討することに
より、がん組織で発現亢進する遺伝子を抽出
する。すなわち、個別プロファイリングによ
り、網羅的な解析では見落とされていた遺伝
子の抽出を行う。 

(2)培養細胞を用いた in vitroでの機能解析 
発現プロファイリングにより抽出した紡錘体
制御因子についてのがん細胞における機能解
析を行う。具体的には、siRNAや shRNA発現に
より遺伝子ノックダウンを行い、生化学的解
析、免疫蛍光染色法や EGFP-tubulin発現細胞
を用いたタイムラプス顕微鏡により解析を行
なう。 
 
(3) ノックアウトマウスを用いた紡錘体形成
制御因子の個体レベルでの解析 
上記で得られたがん選択的細胞分裂制御因子
のがん組織特異的機能について、個体レベル
で解析する。具体的には、コンディショナル
ノックアウトマウスを作製し、個体レベルで
の機能解析を行なうとともに、がんモデルマ
ウスと交配することにより、がん組織での機
能解析を行い、がん治療分子標的としての妥
当性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトがん発現解析データーベースを用
いた、紡錘体制御分子の個別遺伝子発現プロ
ファイリング解析 

がん細胞に特異的な細胞分裂機構を同定する

ために、紡錘体や中心体等の制御に関わる141

個の遺伝子について、ヒトのがん組織におけ

る発現解析を行なった。乳がん、膵臓がん、

卵巣がん、大腸がんを含む7種のがんについて

、正常組織とがん組織との発現変動を調べた

結果、がん組織で二倍以上の発現亢進が見ら

れた遺伝子は、7種すべてのがん組織での亢進

が9個、6種のがんでの亢進が10個、5種のがん

での亢進が5個であった。これらの24個の中に

は8個のキネシンモーターと6個のチェックポ

イントタンパク質を含む動原体タンパク質が

含まれていた。 

同定された遺伝子の中には、TACC3が含まれ、
特に乳がんで 10.8 倍、卵巣がんで 6.7 倍と
いう高い発現亢進が明らかになった。さらに
ヒトリンパ腫の tissue microarray解析では、
調べたすべての Tリンパ腫および Bリンパ腫
で、高発現していた。 
 
(2)培養細胞を用いた in vitroでの機能解析 
上記で同定されたがん組織で過剰発現する遺
伝子について、ノックダウン実験を行った。 
TACC3 の細胞分裂における機能解析のために、
2 種類のヒトバーキットリンパ腫と 2 種の
T-ALL 細胞で shRNA の発現によるノックダウ
ンを行うと、細胞分裂の遅延の後、アポトー
シスを誘導した。興味深い事に、蛍光免疫染
色により紡錘体を観察したところ、多極紡錘
体が観察された (図１)。 



 

 

図 1. ヒトリンパ腫細胞における TACC3ノッ
クダウンによる多極紡錘体形成。ヒトリンパ
腫細胞に TACC3 を標的とする二種類の shRNA 
(sh1, sh2)を発現させ、細胞を固定後、標記
の抗体を用いて免疫染色を行なった。 
 
がん細胞パネルを用いた固形がん細胞でのノ
ックダウンでは、一部の卵巣がん細胞で同様
の多極紡錘体が観察された。TACC3をノックダ
ウンすると、約 60%の細胞で、リンパ腫細胞同
様の多極紡錘体が観察され、さらに 20%程度の
細胞で、二極の紡錘体にも関わらず、紡錘体
の形態が異常であり、かつ染色体が赤道面に
整列していない異常な分裂細胞が観察された
(図 2)。 

図 2. 卵巣がん細胞における TACC3ノックダ
ウンによる紡錘体形成異常。二種のヒト卵巣
がん細胞に control もしくは TACC3 に対する
siRNAのトランスフェクションを行い、細胞を
固定後、標記の抗体で免疫蛍光染色を行なっ
た。 
 
興味深い事に、TACC3の発現が低い正常細胞で
は、TACC3をノックダウンしても細胞分裂に顕
著な異常は観察されなかった（図 3）。これら
の結果は、TACC3が、一部のがん細胞選択的に、
中心体微小管の重合に必須の機能を果たして
おり、その阻害により、細胞増殖が著しく障
害される事を示している。 
 
TACC3 ノックダウンにより生じる多極紡錘体
がどのようにして作られるのかを検討するた
めに、EGFP-tubulin を発現する卵巣がん細胞
を作製し、タイムラプス顕微鏡による紡錘体
形成過程の観察を行った。その結果、TACC3
ノックダウン細胞では、中心体近傍の微小管
重合が選択的に阻害されるのに対し、染色体

近傍では、微小管重合が進行し、異所性に紡
錘体極が形成された (図 4)。 

図 3. TACC3遺伝子ノックダウンによるがん細
胞選択的細胞分裂停止。A. 二種のヒト卵巣が
ん細胞と三種のヒト正常細胞に control (C)
もしくは TACC3 (T)に対する shRNAを発現させ、
イムノブロットにより TACC3 タンパク質の減
少を確認した。B. 二種のヒト卵巣がん細胞と
三種のヒト正常細胞に control (黒線)もしく
は TACC3 (赤線)に対する shRNAを発現させ、
FACSにより細胞周期を解析した。 

 
図 4. TACC3 ノックダウンによる中心体微小
管 選 択 的 重 合 阻 害 。 EGFP-tubulin と
mCherry-CENPA を発現させた卵巣がん細胞に、
標記の siRNA のトランスフェクションを行な
い、細胞分裂期の紡錘体形成をタイムラプス
顕微鏡で観察した。 
 
さらに、ヒトがん組織における発現プロファ
イリングにより、がん組織で過剰発現してい
る遺伝子の中から、がん細胞の紡錘体形成に
必須の機能を果たしている 3 つの遺伝子をピ
ックアップした。これらの中には動源体に局
在し、キネトコア微小管の形成に必須の機能
を持つ遺伝子が含まれていた。 
 
 (3) ノックアウトマウスを用いた紡錘体形

 

 

 

 



 

 

成制御因子の個体レベルでの解析 
TACC3 の個体レベルでの機能解析を行なうた
めに、コンディショナルノックアウトマウス
を作製し、p53欠損マウスとの交配を行ない、
さらに deletorアリルとして ROSA26-CreERT2
アリルを導入した。得られたマウスは、MRI
を用いて経時的に腫瘍の発生を調べ、胸腺リ
ンパ腫を発生したマウスは、タモキシフェン
投与により、TACC3を欠損させた。その結果、
TACC3 を欠損しないコントロール群では、腫
瘍量が明らかに増加したのに対し、TACC3 を
欠損した腫瘍は退縮した。興味深い事に、
TACC3 を欠損した胸腺リンパ腫では、有意な
アポトーシスの誘導が観察されたのに対し、
正常胸腺では、顕著な異常は見られなかった。
これらの結果は、TACC3 ががん組織選択的に
必須の機能を有しており、がん治療の分子標
的となりうる事を示している。 

図 5.TACC3遺伝子破壊のよる胸腺リンパ腫の
退縮。A. 対象マウスでは、10日間で胸腺リ
ンパ腫が増大するが、タモキシフェン投与に
より Tacc3を欠損すると、腫瘍量が減少する。
B.胸腺リンパ腫では Tacc3タンパク質(赤)が
高発現しており、タモキシフェン投与により
Tacc3 を欠損させるとアポトーシス(緑)が誘
導される(上段)。しかし正常胸腺では、Tacc3
を欠損してもアポトーシスは誘導されない
(下段)。 
TACC3 以外の遺伝子については、3 つのノッ
クアウトマウスが樹立された。これらは、こ
れまでにノックアウトマウスの報告がない
遺伝子である。ヘテロ接合体同士の交配では、
2 遺伝子が胎生致死であったが、一つの遺伝
子は、ホモ接合体が生まれ、外見上の異常も
観察されず、また雄雌ともに妊性を有してい
た。これらの結果は、正常組織では、体細胞、
生殖細胞ともに必須の機能を有していない

事を示している。LacZを発現マーカーとして
挿入したアリルを作製し、発現解析を行なっ
たところ、成体では、精巣、気管、毛のうで
発現している事が明らかになった。(図 6) 

図 6 紡錘体制御遺伝子の正常組織における
発現。LacZ を導入したマウスを作製し、-
ガラクトシダーゼ染色を行なった。 
 
この遺伝子は、ヒト大腸がんでの過剰発現し
ていたことから、Apc 遺伝子変異マウスを用
いて解析を行なった。LacZを指標とした発現
解析では、正常消化管では、基底部の一部の
細胞で弱い発現が認められた。一方、腫瘍組
織においては、腫瘍全体に発現が観察され、
特に大腸腫瘍での発現細胞の割合が多かっ
た (図 7A)。 
そこで Apc変異マウスとの交配を行い、腫瘍
数を検討した所、この遺伝子が欠損すること
により、有意に腫瘍数が減少した(図 7B)。以
上の結果は、この遺伝子が消化管腫瘍の分子
治療標的として有望である可能性を示唆し
ている。 

 
図 7.遺伝子欠損による腫瘍抑制。A. Apc 変
異マウスの消化管腫瘍における遺伝子発現。
マーカーとして挿入された LacZ 遺伝子を-
ガラクトシダーゼー染色により検出した。B.
遺伝子欠損による腫瘍抑制効果。遺伝子欠損
マウス(KO)と正常マウス(WT)での Apc変異に
より生じる消化管腫瘍数を計測した。 
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