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研究成果の概要（和文）：中心小体は真核生物において進化的に保存された細胞小器官であり、細胞分裂、染色
体分配制御に重要である。中心小体はカートホイール構造を基底部に有する構造体であり、細胞周期進行に伴い
段階的に形成されていくが、その分子基盤に関しては不明な点が多い。本研究では、ヒト培養細胞における中心
小体構築の初期過程の解析に焦点をおき、その分子機構の一端を明らかにした。中心小体のコピー数が一つに制
限される保証機構に関しても新たなモデルを提示した。さらに、中心体の成熟過程の分子機構に関しても新たな
知見を加えた。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of centrosome duplication have been a long-standing mystery 
in biology and represent an important open question in biology. Like the genetic material, 
centrosome duplication occurs once per cell cycle, such that the two resulting centrosomes assemble 
a bipolar spindle during mitosis, ensuring proper chromosome segregation. We established a molecular
 basis for the onset of centriole formation by demonstrating that direct association of STIL with 
Plk4 and subsequent STIL phosphorylation by Plk4 lead to centriolar loading of HsSAS-6 for 
centriolar cartwheel assembly in human cells. Furthermore, we demonstrated a “swift negative 
feedback” that the coordinated action of the three key factors can trigger the onset of 
procentriole formation and, concurrently, ensure formation of a single procentriole per parental 
centriole. We also demonstrated a  mechanism regulating the conversion from premature daughter 
centrioles to functional mother centrioles in human cells.

研究分野： 細胞生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	  
	 中心体の存在は一世紀以上前に既に発見
されており、その後電子顕微鏡の発達に伴
い、半世紀前には中心体内部にシリンダー
型の特徴的な構造体である中心小体が存在
していることが明らかにされた。中心小体
のおおまかな構造は種間を通じて進化的に
保存されており、中心体マトリックスを周
囲に集積させることで中心体を形成してい
る。近年、線虫初期胚、ショウジョウバエ
培養細胞などをモデルとし、RNAiを利用し
たゲノムワイドスクリーニングにより中心
小体複製に必須の因子群の同定が行われた。
特に先駆的な仕事として挙げられるのが
RNAi黎明期に行われた線虫初期胚をモデ
ルとしたスクリーニングである。Open 
Reading Frameと推定された遺伝子をRNAi
法により網羅的に発現抑制し、中心小体複
製の異常から細胞分裂に支障をきたす表現
系に注目し、その原因遺伝子の機能解析を
行われた。これらの中で、中心体に局在す
る蛋白質に特徴的なモチーフである
coiled-coilドメインを有するものをSpindle 
Assembly abnormal protein family (SAS 
family)と命名し、それらが中心小体複製に
必須であることを示した。この因子群は進
化上良く保存されており、他のモデル生物
を用いた同様のスクリーニングにおいても、
これらの相同体が中心小体複製に必須であ
ることが示されている。また、種々のモデ
ル系を用いて、SAS family以外にも中心小
体複製に関与する因子の同定が現在も精力
的に進められている。さらに、上記と相補
的なアプローチとして、マススペクトロメ
トリーを利用したプロテオーム解析も進め
られており、生化学的に単離した中心体の
構成因子が次々と同定されている。  
中心小体は幾つかの段階を経て構築される。
初期過程においては中心小体の基底部分で
あり、その 9回対称性を規定するカートホ
イール構造が構築され、その後伸長及び成
熟過程を経てその構築が完了する。各過程
は細胞周期に同調して進行するが、どのよ
うな分子間相互作用を介して中心小体が段
階的に構築されていくかは不明な点が多か
った。さらに、中心体構造が周囲に PCM
と呼ばれる不定形のマトリックス様構造を
形成し、微小管形成中心として機能する分
子機構に関しても不明な点が多いのが課題
であった。 
 
２．研究の目的 
 
中心小体は幾つかの段階を経て構築され

る。初期過程では、基底部分であるカート

ホイール構造が構築され、その後伸長及び

成熟過程を経てその構築が完了する。各過

程は細胞周期に同調して進行するが、どの

ような分子間相互作用を介して中心小体が

段階的に構築されるかは不明な点が多い。

我々は中心小体構築開始の分子機構を解明

することを目的とし、以下の研究課題を設

定した。 
❶ヒト中心小体構成因子群の網羅的フ

ェノーム・インタラクトーム解析  
近年、中心小体プロテオーム解析により

約 40の進化上保存されたヒト中心小体構
成因子群が同定された。しかし、これら因

子群の機能及び相互作用ネットワークなど

全貌に関しては明らかにされていない。本

研究では、ヒト培養細胞において、これら

因子群の網羅的 RNAiによるフェノーム解
析を遂行し、中心小体複製に必須の因子群

の同定及び各因子間の階層構造の記述を行

う。相補的なアプローチとして、これら因

子群のインタラクトーム解析を行い、どの

ような蛋白質複合体形成を介して中心小体

が段階的に構築されていくのかを解明する。

また、これら因子群の細胞内ダイナミクス

の解析を行う。 
❷AIDシステムを利用した中心小体構
成因子群の機能解析  
	 既知の中心小体複製に必須の因子、❶で
同定した新規因子群の体系的な機能解析を
行う手段として、AID Conditional Knockout
法を利用し、段階的な中心小体構築過程に
おける表現系を観察する。例えば、従来の
教科書的な記述では中心小体複製は G1 後
期-S期に開始するとされているが、開始点
と定義できるカートホイール構造形成が開
始する細胞周期上の時期は明らかにされて
いない。そこで、カートホイール構造形成
に必須の因子である SAS-6 を AID 法によ
りヒト培養細胞から細胞周期中の任意の時
期に一過的に発現抑制し、中心小体構築開
始の時期を特定する。約 15 分という迅速
な速度で標的蛋白質の分解や再発現が可能
なこの手法を用いることで、細胞周期上の
どの時点で中心小体複製の各段階が完了す
るのか、また各段階に必要な因子の同定を
行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
❶ヒト中心小体構成因子群の網羅的フ

ェノーム・インタラクトーム解析  
① 中心小体複製フェノーム解析 
ヒト培養細胞において、中心小体構成因

子群の網羅的 RNAiによるフェノーム解
析を遂行する。蛍光顕微鏡から得られた

像を画像処理することにより、蛍光ラベ

ル化した中心小体マーカーのシグナルを

数値化し、RNAiによる表現形を迅速かつ
定量的にモニターする。同様の方法によ

り、蛍光ラベル化した他の中心小体構成



因子を用いてスクリーニングを行うこと

も可能であり、 中心小体構築過程におけ
る各因子間の階層構造の詳細な記述を行

う。容易に semi-stable細胞株を作出可能
な pEBtetベクターを用いて、GFPを付
与した個々の中心小体構成蛋白質を発現

する U2OS細胞を作製する。これら因子
群は恒常的、または一過的に中心小体に

局在することが予想され、他因子に対す

る RNAi処理後の局在の有無により、因
子間の中心小体構築過程における階層性

が検討できる。また、これら因子群の細

胞周期に応じた細胞内ダイナミクスの観

察も行う。 
②中心小体インタラクトーム解析と中心

体構築初期における分子機構の解析 
	 ①で同定した、新規中心体構成因子がど

のような複合体形成を通じて、中心体形成

に寄与しているのか、インタラクトーム解

析を行う。特に、中心体形成初期における

分子機構に着目し、既知の因子も含めて関

与しうる分子間結合を生化学的、細胞生物

学的に解析し、その意義を明確にする。 
 
❷  AIDシステムを利用した中心小体構
成因子群の機能解析  
① HCT116 細胞を利用したジーンターゲ
ッティング及び AIDシステムの導入 
AIDシステムは、植物ホルモンのオーキシ
ンに応答して、特定のタンパク質である

AIDをSCF-TIRユビキチン化酵素複合体が
認識して分解する機構を動物細胞に導入す

ることで、約 15分という迅速な速度で AID
タグを付与した標的蛋白質の分解や再発現

が可能な画期的なシステムである。相同組

み換えが容易なヒト細胞株HCT116に対し
て、CRISPR-Cas9 システムを利用し、内
在の標的遺伝子に AID-tag を付与した
stable lineを作出する。最初に、カートホ
イール構造の構成因子である SAS-6 を対
象にして実験を行い、カートホイール構造

が細胞周期上いつ形成されるかを明確にす

る。操作の一例としては、中心小体複製が

行われるとされている G1-S 期の各ステー
ジにおいて選択的に SAS-6を分解させ、そ
れによるカートホイール構造および中心小

体形成への影響を、複数の中心小体分子マ

ーカーを用いた免疫染色による観察や、電

子顕微鏡観察による中心小体の構造学的観

察によって明らかにする。 
② 中心小体複製の各段階の細胞周期上の
時期の同定 
	 進化上中心小体複製に必須の既知の蛋

白質群、即ち、Cep192、Plk4、STIL、
Cep135、CPAPに関しても同様の解析を
行い、形成のどのステップに関与してい

るのかを解明する。これにより、細胞周

期の進行と中心小体複製の各段階との関

連性に関しても、より詳細な記述が可能

になる。さらに、❶で同定した中心小体

複製制御に関与する新規因子群に関して

も検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
1) 中心体形成初期の分子機構 
（Ohta et al. (2014), Gupta et al. (2017)) 
	 中心小体の複製はその基底部にあたるカ

ートホイール構造から始まる。これまで、

中心小体複製に必須の蛋白質である

HsSAS-6が自己会合することで、カートホ
イール構造の中心部分が構築されるモデル

を提唱してきた。しかし、in vitroの系では
HsSAS-6 単独では自己会合の効率が十分
ではないこと、同様に中心小体に初期過程

に必須の役割を果たす Plk4, Cep152, STIL
などが HsSAS-6 の中心小体局在に必須で
あることから、上流カスケードに位置する

因子群が相互作用することでカートホイー

ル構造が形成されやすい環境を整えている

可能性が考えられた。このプロセスを担う

分子機構を明らかにするために、Plk4, 
Cep152, STIL, HsSAS-6の物理的相互作用
を検討し、以下の知見を得た。これまでの

解析から、Plk4 が STIL と結合しリン酸化
することで、リン酸化された STIL が
HsSAS-6 と結合し複合体を形成すること
で中心小体構築が開始される分子機構を明

らかにした。さらに各因子の精製蛋白質を

用いることで、この過程を in vitro で再現
することに成功している。さらに、この過

程でカートホイール構造が構築され始める

のと同時に、Plk4の中心小体における局在
が 一 カ 所 に 限 局 さ れ る と い う

negative-feedback機構を見出した。このモ
デルによって、母中心小体の根本で新たに

複製される娘中心小体の数が一つに限定さ

れるメカニズムが説明しうると考えている。

すなわち、中心小体が新たに形成されるこ

とを感知すると同時に、他の中心小体がで

き な い よ う に 阻 止 す る と い う

negative-feedback 機構が中心小体の one 
on one rule を保障していると考える事が
可能である。この知見は、中心体複製研究

における大きなコンセプトを提示するもの

である。 
 
2) de novo中心体形成の分子機構 
（Shiratsuchi et al. (2015)) 
中心小体前駆体の形成過程に関与する因

子を同定する目的で、中心小体複製開始に

必須である因子HsSAS-6と STILの結合タ



ンパク質の同定を試みた。方法としては、

ヒト培養細胞である HeLa 及び 293T 細胞
から抽出した可溶性画分を出発材料とし、

HsSAS-6または STIL抗体を用いて各々の
タンパク質を含む複合体を免疫沈降法によ

り精製後、マススペクトロメトリー解析を

行った。その結果、HsSAS-6 または STIL
と細胞内で特異的に複合体を形成する可能

性があるタンパク質を 50 程度検出した。
これらの結合タンパク質候補群の機能解析

を行う目的で、ヒト培養細胞において各因

子に対する RNAi を用いた機能ゲノミクス
解析を行った。その結果、STIL免疫沈降画
分中に検出された RBM14 を RNAi により
発現抑制した細胞において、中心小体マー

カーである centrin の過剰形成が観察され
た。 

RBM14 の発現抑制により、centrin foci
の過剰形成が観察されたが、この構造体が

どの程度内在の中心小体に類似するのかを

検討する目的で、各種中心小体マーカーを

用いたヒト培養細胞における免疫染色、及

び電子顕微鏡観察による構造学的解析を行

った。これらの構造体は中心小体の

middle-distal endを認識するマーカーでは
染色されたが、中心小体構築の初期過程に

おいて形成され、基底部にあたるカートホ

イール構造のマーカーではほとんど染色さ

れなかった。これはまったく予想外の結果

であり、これまでは中心小体構築にはカー

トホイール構造が必須であるとされていた

定説を覆すものである。さらに、電子顕微

鏡によりこの中心小体様構造体を観察した

ところ、そのほとんどが中心小体３連微小

管を含む無定形の構造体であることを見出

した。構造的には中心小体前駆体とも考え

られるが、中心小体を取り囲む中心小体周

辺物質（PCM)を集積させており、またそ
の周囲には微小管が重合している様子も観

察されたことから、微小管形成中心として

の機能はある程度保持している事が推測さ

れた。 
次に、RBM14発現抑制により中心小体様
構造体が過剰に形成される分子メカニズム

を検討した。ヒト培養細胞 293T において
内在のRBM14とSTILが共沈することを確
認した。さらに、酵母ツーハイブリッド法

及び精製リコンビナントタンパク質を用い

た GST-pull-down assay により、RBM14
の C末端領域と STILの N末端領域が直接
結合することを見出した。さらに、中心小

体様構造がどのように形成されるのか、そ

のダイナミクスの詳細を観察することを目

的として GFP-centrin を発現している
HeLa細胞を RBM14 RNAi処理後に、長時
間蛍光ライブイメージングを行った。その

結果、驚くべきことに GFP-centrin で標識
される中心小体様構造体は細胞質中におい

て de novo合成により形成されることを見
出した。実際、RBM14の発現を RNAiによ
り抑制した細胞においては、細かい

GFP-centrin foci が細胞質中にて融合する
ことで凝集し、既存の中心小体に局在する

GFP-centrin foci と同程度の大きさに成長
することが観察された。これまで、新規の

中心小体は既存の中心小体の近傍で構築さ

れると考えられていたが、今回のケースに

おいては既存の中心小体から離れた細胞質

中にて de novo で中心小体様構造体が合
成されるという新たな現象を見出した。 
 
3) 娘-母中心小体変換の分子機構 
	 （Tsuchiya et al. (2016)) 
	 中心小体は進化的に保存されていること

から、中心小体を構成する因子や仕組みに

ついても保存されていることが推察される。

この考えに基づいてバイオインフォマティ

クスを駆使した解析により、これまでにハ

エの Ana1 が中心小体形成に重要であるこ
とが示唆されているが、その詳細の機能や

ヒトを含む脊椎動物でのホモログは知られ

ていないことを見出した。そこでまず、

Ana1 のアミノ酸配列から二次構造を予測
し、1つ 1つの二次構造情報をもとに Blast
によって解析し、他種に存在するホモログ

の候補を選定した。さらに、それらの相同

性を比較検討することで進化上非常に保存

された領域を見出した。この結果により、

Ana1 のヒトでのホモログは Cep295 であ
る可能性が強く示唆されたため、Cep295
の中心小体形成における機能に注目し解析

を行った。RNAi 法を用いて Cep295 をヒ
ト培養細胞内で発現抑制し、中心小体マー

カー分子の挙動を共焦点顕微鏡により観察

した。その結果、Cep295 を発現抑制した
細胞では、中心小体の数が著しく減少し、

単極紡錘体の形成が顕著であった。これら

の結果は Cep295が新規の中心小体形成必
須因子であることを示している。 
次に詳細な機能を理解するため、Cep295
の中心小体形成経路への影響を検討した。

Cep192はこれまで、中心小体形成経路の
最上流因子であり、微小管形成中心能の

獲得に必須であることが広く認められて

いる。Cep295 を発現抑制した細胞では、
Cep192 が娘中心小体に局在できず娘中
心小体の成熟過程が著しく阻害される様

子が観察された。加えて、この未熟な中

心小体は母中心小体としての性質、すな

わち微小管形成中心としての機能や新し

い娘中心小体を産み出す能力が完全に失

われていることがわかった。また超解像



顕微鏡を用いて中心小体の微細な構造を

観察すると、Cep295は中心小体形成の比
較的早い段階で Cep192 が局在するため
の足場のような構造体を形成している様

子が確認された。これらの結果は Cep295
が Cep192 の上流で作用していることを
強く示唆している。 
 
4) 超解像顕微鏡によるカートホイール
構造構成因子の局在解析 
（Yoshiba et al. submitted) 
ヒト培養細胞である U2OS 細胞におい
て内在の Plk4、STIL、HsSAS-6の細胞周
期依存的な細胞内局在、特に 娘中心小体
形成過程での詳細な局在を観察した。こ

の三因子は中心小体形成に必須の進化的

に保存された因子であり、各々単独の過

剰発現で娘中心小体を同時に複数形成で

きる限られた因子である。娘中心小体形

成過程の全てにおいて、この３因子は局

在を共にしていた。最初に、母中心小体

壁上に約 100 nm 幅のドット上に３因子
は共局在し、興味深いことに、細胞周期

が G1 期から S 期に進行すると、ドット
状から縦方向に伸長していく様子が観察

された。これまでの電子顕微鏡の観察な

どから、これはカートホイール構造が幾

つかの層として積み上げられ、娘中心小

体の基底部を形成する過程を現している

と推測される。Cep192が娘中心小体細胞
壁に局在する前から、上記の３因子の共

局在が観察されることから、かなり早期

の段階で３因子のアッセンブリーから、

秩序だったカートホイール構造の層形成

が完了していることが示唆される。着目

すべきは、Cep192がマークする娘中心小
体細胞壁の位置を考慮すると、３因子の

アッセンブリーが娘中心小体基底部から

約 100nmほど離れた場所から始まり、そ
の後縦方向に伸びていく点である。想定

外ではあるが、母中心小体壁近傍で一度

３因子は複合体を形成したのちに、カー

トホイール構造として取り込まれること

が推測される。次に、カートホイール構

造の役割を明確にすることを目的に、AID
（Auxin-inducible-degron）法を用いて、
内在 HsSAS-6 を短時間でタンパク分解
により除去できる HCT116 細胞株の作製
を行った。この細胞株においては、植物

ホルモンであるオーキシンを添加するこ

とにより、細胞質に存在する HsSAS-6は
30分程度、中心小体に局在する HsSAS-6
は 3-6 時間程度で分解することが確認さ
れた。G1 期から HsSAS-6 を分裂期にい
たるまで分解し続けると、予想どおり、

娘中心小体の形成は完全に阻害された。

一方、S 期中期に一過的にオーキシンを
添加した場合においては、娘中心小体は

形成され、次の細胞周期においても微小

管形成中心として機能した。これら一連

の結果は、カートホイール構造が娘中心

小体形成初期には重要であるが、形成途

中から前駆体の安定性には必要でないこ

とを示している。細胞周期の中心小体形

成過程におけるカートホイール構造の役

割を明確に示した初めての知見である。 
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