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研究成果の概要（和文）：家族性乳がん原因遺伝子BRCA1は、変異により乳がん、卵巣がんを引き起こすがん抑制遺伝
子である。我々は、BRCA1に結合する新規分子Obg-like ATPase 1 (OLA1)を同定し、その機能を解析したところ、OLA1
がBRCA1や中心体の主要な構成因子と直接結合し、中心体の複製を制御することを明らかにした。また、OLA1の乳がん
細胞株由来の変異体ではBRCA1との結合能が消失して中心体の制御能が障害され、BRCA1の家族性乳がん由来の点突然変
異で、OLA1との直接結合能が著しく低下し、中心体制御能に異常を来すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The breast and ovarian cancer specific tumor suppressor BRCA1 plays important 
roles in DNA repair and centrosome regulation. We identified Obg-like ATPase 1 (OLA1) that interacts with 
BRCA1. OLA1 directly bound to BRCA1 and a component of centrosome. OLA1 localized to centrosomes in 
interphase and to the spindle pole in mitotic phase, and its knockdown resulted centrosome amplification 
and the activation of microtubule aster formation. OLA1 with a mutation observed in breast cancer cell 
line failed to bind BRCA1 and rescue the OLA1 knockdown-induced centrosome amplification. BRCA1 variant 
found in familial breast cancer also abrogated the binding of BRCA1 to OLA1. These findings suggest that 
OLA1 plays an important role in centrosome regulation together with BRCA1.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： BRCA1　中心体
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１．研究開始当初の背景 
乳がんの患者数および死亡数は年々増加

傾向にある。遺伝性乳がん・卵巣がん症候群
の原因遺伝子である BRCA1の生殖細胞系列変
異による発症リスクは乳がんで約 80％、卵巣
がんで約 40％とされ、若年発症で、両側乳が
んや多臓器重複がんが多い。一方、散発性が
んでは BRCA1遺伝子の変異をほとんど認めな
いが、散発性乳がんの 30～40％、卵巣がんの
ほとんどで BRCA1 の発現量が減少し、また、
散発性がんの10-15％を占めるBasal-like乳
がんと言われる予後不良のサブグループの
遺伝子発現プロファイルが BRCA1変異による
家族性乳がんのものと酷似するとされ、
BRCA1 が散発性乳がんの発症にも関与するこ
とが示唆されている。 
BRCA1はBARD1とヘテロダイマーを形成し、

ユビキチン化能を示し、DNA 修復、中心体制
御、クロマチンリモデリング、転写制御など
の様々な機構に関与する。BRCA1 の腫瘍由来
の点突然変異で、BARD1 との結合能は阻害さ
れ、BARD1 は BRCA1 のがん抑制能を制御する
と考えられる。BRCA1 と BARD1 はそれぞれの
C 末端に、DNA 損傷後の細胞周期チェックポ
イントやDNA修復に関与するリン酸化タンパ
ク質と結合する BRCT ドメインを持つ。BRCA1
の BRCT ドメインに結合する分子は、既にい
くつか同定され、重要な働きをすることが示
されているが、BARD1 の BRCT ドメインに結合
する分子についてはほとんど報告がない。そ
こで、我々は BARD1 の BRCT ドメインと結合
する分子をプロテオミクス解析で探索し、
Obg-like ATPase 1 (OLA1)を同定した。 
本研究開始前までの我々の OLA1 の機能解

析により、以下のことが明らかになっていた。 
 
(1)OLA1 はその C末端で、BARD1 の BRCT ドメ

インに直接結合し、BRCA1 とも相互作用し
た。 

(2)OLA1 は間期で細胞質と中心体に局在し、
分裂期では、その C末端依存性に紡錘体極
に局在した。 

(3) siRNA による OLA1の発現抑制で中心体数
が増加した。 

(4)プロテオミクス解析でOLA1に相互作用す
る分子を同定した。その１つである
BRCA1/OLA1-interacting protein(BIP)が
OLA1 と同様に中心体に局在することを明
らかにした。 

 
２．研究の目的 
従来、BRCA1のがん抑制機能にはDNA修復能

が重要と考えられてきた。しかし、我々の研
究成果により、OLA1がBRCA1とともに中心体を
制御することが示唆された。また、興味深い
ことに乳がん細胞株でOLA1のhomozygousな遺
伝子変異が報告されており、この変異による
OLA1の機能に変化が認められ、OLA1もがん抑

制遺伝子である可能性が高いと考えられた。
そこで本研究では、OLA1の中心体制御の分子
機構とがん抑制機構を生化学的・細胞生物学
的にさらに詳細に解析し、加えてOLA1のノッ
クアウトマウスの作製と解析により、OLA1の
個体レベルでの機能と発がんメカニズムへの
関わりも解析した。さらに臨床検体を用いて
OLA1のがん抑制機構を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) OLA1、BIP、BRCA1、BARD1 の細胞学的、
生化学的解析 
OLA1、BIP、BRCA1、BARD1 の発現ベクター

を作製した。OLA1、BARD1、BRCA1 の変異体
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を用
いて行った。 
OLA1、BRCA1、BARD1 の中心体局在や、発

現抑制や強制発現の影響は、抗 OLA1 抗体、
抗 BRCA1 抗体、抗 BARD1 抗体、HA タグを付
加した発現ベクターをHs578T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のコンディショナルノックアウトマ
ウスの作製とその解析 
OLA1 分子は酵母から哺乳類まで保存され

ており、生命活動に必須で重要な働きをして
いることが想定される。また、BRCA1 や BARD1
の通常のノックアウトマウスは致死となる
ことが既に報告されている。加えて、OLA1
の中心体での重要な機能から、通常のノック
アウトマウスは致死となる可能性が高いと
考え、コンディショナルノックアウトマウス
を作成した。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。 

 
（3）家族性乳がんにおける OLA1遺伝子変異
の解析 

23例のBRCA1、BRCA2遺伝子変異のない遺伝
性乳がん・卵巣がん患者の白血球由来の
genomic DNA を 用 い て 、 OLA1 遺 伝 子 の
promoter領域、10個の exon領域並びに
flanking intron領域をPCRで増幅し、direct 
sequencing（Sanger法）を行った。 
 



４．研究成果 
（1）がん由来の変異による
OLA1/BRCA1/BARD1/-tubulin 複合体形成
と中心体への影響の解明。 
免疫沈降法とPull-downアッセイにより、

OLA1 が、BRCA1、BARD1、-tubulin と直接
結合することが明らかになり、図の A のよ
うな複合体を形成することが示唆された。
乳がん細胞由来の OLA1 の E168Q 変異体は
BRCA1 との結合能が消失し(図の B)、中心体
の数の制御能に異常を来たした。家族性乳
がん由来で DNA 修復能は正常だが、中心体
の数の制御能に異常を来すBRCA1の I42V変
異体は、OLA1 との結合能が著しく低下した
(図の C)。よって、がん由来の変異による複
合体形成の異常が中心体制御に異常を来す
と考えられた。 
乳がんで同定されている BARD1 の変異体

は、OLA1 との直接結合能が消失した。この
変異体の中心体への局在を免疫染色で解析
したところ、野生型に比べて中心体への局
在が著しく減少していた。また、野生型の
BARD1 を過剰発現すると中心体が増加した
が、この変異体では野生型に比べて中心体
の増加する細胞が減少し、中心体制御能に
異常があることが示唆された。 

 

 
 
（2）OLA1 の中心体制御の分子メカニズムの
解明。 
OLA1 が大腸がんや肺がんで高発現すると

いう報告があり、野生型の OLA1 を過剰発現
すると、BRCA1 依存性に中心体数が増加した。
しかし、中心体制御能に異常のある乳がん
細胞由来の E168Q 変異体ではその程度はわ
ずかであった。正常な OLA1 の過剰発現が中
心体増加を引き起こすことを利用して、リ
ン酸化の候補残基、アセチル化部位として
報告されている残基、OLA1 の ATPase 活性に
重要な ATP の結合残基の変異体を過剰発現
したところ、中心体数の増加が E168Q 変異
体と同程度に低下する変異体が同定された。 
 

（3）OLA1 の新規結合分子の機能解析。 
我々がプロテオミクス解析で新規OLA1結

合分子として同定したBIPは OLA1と同様に
中心体に局在し、OLA1、BRCA1 の N末端と直
接結合することが明らかになった。本分子
は乳がんで発現量が高いほど患者の生存率
が低いとされている。そのため、乳がん細
胞株で本分子を過剰発現したところ、中心
体数が増加した。BRCA1 の N末端領域の家族
性乳がん由来の多数の変異体との相互作用
について、免疫沈降法で解析したところ、
BIPとの相互作用がBRCA1の2つの変異体で
著しく低下していた。さらに、pull-down ア
ッセイによって直接結合についても解析し
たところ、直接結合も低下していた。興味
深いことに、これらの BRCA1 変異体は、中
心体への局在が野生型に比較して低下して
おり、本分子が BRCA1 の中心体局在に関与
することが示唆された。 
 
（4）Ola1ノックアウトマウスの表現型の解
析。 
OLA1のコンディショナルノックアウトマ

ウスを作製した。まず、全身で Cre を発現す
る CAG-Cre マウスと交配し、全身でのノック
アウトの影響を解析したところ、Ola1ホモ
ノックアウトマウスは胎生期、生後も体長が
小さく短命で、発育異常が起こることが明ら
かになった。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
で異型性のある細胞の増加が見られ、病理形
態学的に血球系の腫瘍であることが示唆さ
れた。 
 
（5）BRCA1、BRCA2 に変異のない家族性乳が
んの検体における OLA1遺伝子変異の解析。 
 OLA1 の遺伝子変異が家族性乳がんの原因
となるかどうかを検討するため、23 検体の
BRCA1、BRCA2 に変異のない家族性乳がんの
genomic DNA で OLA1遺伝子の変異の有無を解
析した。本解析では、OLA1遺伝子の変異は認
められなかった。 
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