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研究成果の概要（和文）：本研究では、中心体複製における重要なプロセスである中心小体構築の分子機構に主
眼を置き、その初期過程において微小空間で働く分子の機能解析を行った。その結果、初期過程で構築される土
台構造であるカートホイールが形成される意義の一端を明らかにした。さらに中心小体周辺のマトリックス構造
が形成される為に必要な分子複合体の同定に成功し、その複合体によって分裂期におけるマトリックスの拡大と
中心小体間の結合が制御されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the molecular mechanisms of centriole 
formation, which is an important process in centrosome duplication, and analyzed the functions of 
molecules working in nanospace during the initial process. The results clarify the significance of 
the formation of the cartwheel, which is a foundation structure constructed in the initial process. 
In addition, we have identified a molecular complex that is required for the formation of the matrix
 structure around the centriole and for the binding between mother and daughter centrioles during 
mitosis. 

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新しいタンパク質分解システムを導入することで、中心小体の基底部であるカートホイール構造の
生理的な役割を包括的に明らかにした。また、中心小体と周囲のマトリックスの相互関係を明らかにすることが
できた。このような意味で本研究は方法論的にも新しい概念的にも当該分野に対する波及効果は高いものと期待
している。また、本研究で解析した因子は小頭症を含む遺伝子疾患の原因遺伝子としても知られていることか
ら、基礎生物学のみならず医学的にも重要な知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 中心体は動物細胞において進化上保存された自己複製する細胞小器官であり微小管形成
中心として機能する。中心体複製は細胞周期ごとに一度だけ起こるように厳密に制御され
ており、分裂期における二極化した紡錘体の形成、染色体分配、ゲノム安定性維持において
重要である。中心体はその核として機能する中心小体及びそれを取り囲む中心体マトリッ
クスから構成されている。また、中心小体は精子鞭毛や繊毛の形成を調節しており中心小体
が正常に機能しないと鞭毛や繊毛が形成されず、様々な疾病が起きることが報告されてい
る（ciliopathy、男性不妊症など）。中心小体は９回対称性を有した円筒状の特徴的な構造体
で、その自己複製機構は未解明な部分が多く、細胞生物学の最大の謎の一つとされている。
中心小体は幾つかの段階を経て構築される。初期過程では、基底部分であるカートホイール
構造が構築され、伸長及び成熟過程を経てその構築が完了する。中心小体形成は細胞周期に
同調して進行するが、段階な構築過程に介在する分子間相互作用に関しては不明な点が多
い。さらには、新しい中心小体の形成が、既存の中心小体の基底部付近に限定されるメカニ
ズム、構築された中心小体が中心体マトリックスである PCM をリクルートすることで機能
を獲得するメカニズムに関しても不明な点が多いのが当初の状況であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では細胞生物学、生化学、構造生物学的手法に立脚した複合的な戦略によりこれら
の課題にアプローチする。特に、中心小体構築の初期過程に着目し、娘中心小体が母中心小
体の根本で形成され始める分子メカニズムとは？一つの母中心小体に対して、形成される
娘中心小体を唯一に限定する仕組みとは？ PCM の形成はどのように起こるのか？などの
中心体複製研究における基本原理を解明することを目指した。本研究では分子機構を明ら
かにするとともに、中心小体構造構築の進化的保存性、高度な再現性を保障する基本原理の
解明に正面から取り組み、新しいコンセプトの創出を目指した。 
 
３．研究の方法 
 ヒト培養細胞をモデルとし、細胞周期進行に応じて、各中心小体構成因子が複合体を形成
しながら、中心小体、特に初期前駆体であるカートホイール構造を構築する様子を免疫染色・

超解像顕微鏡観察を用いて観察する。AID（Auxin-inducible-degron）システムによるタンパ
ク質分解系、Plk4 阻害剤、RNAi を併用し、構成因子間の階層性に関しても検討を加える。 
免疫染色、最新型超解像顕微鏡を用いて詳細に記述する。レファレンスとして、中心小体

の外郭、伸長の程度をモニターできる Cep192 抗体を用いる。各中心小体構成因子を特異的
に認識する抗体は既に用意済みであり、細胞周期を同調させたヒト培養細胞を用いて各ステ
ージにおける中心小体構成因子の微小空間における局在、量、因子間の距離を測定する。ま

た、PCM のサイズ、形状に関しても適切な抗体やラベリングを用いて同様に観察を行う。特
に、抗体で認識されるシグナルの量、形などはイメージプロセッシングにより定量化し、構
築過程における各因子の相関に関しても統計的に検討する。特に、 
1-1) 中心小体形成部位が一箇所に決定される局面での各因子の動態 
1-2) 中心小体形成初期・カートホイール構造の構築過程とその必要性 
1-3) 中心小体間の結合と分裂期における PCM の形成と拡大 
に関して集中的に観察を行い、各構築段階における各因子の詳細な局在をマッピングする
ことで、中心小体／中心体形成の分子モデル構築を行った。 
 
４．研究成果 
1. カートホイール構造の中心小体構築における役割の解明 
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。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 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（Yoshiba S. et al, 論文投稿準備中）。 
2. 進化的に保存された新規分子 Cep295 の同定 
 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ます。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

れていますが、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

を見出しました。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ました。

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まし

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いました。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

り観察しました。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した。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ます。 
3. Cep295 は中心小体形成経路の最上流で働き、娘から母中心小体の変換に必要 
 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まし

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ました。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

されました。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

りました。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ました。これらの結果はCep295がCep192の上流で作用していること

を強く示唆しています。  
4. Cep295-Cep192 間の結合が娘中心小体の成熟に必要 
 Cep295がCep192の娘中心小体への局在に必要であることから、Cep295-Cep192間の物

理的な相互作用を免疫沈降法によって検討しました。その結果、Cep295はCep192と結合

することがわかりました。様々な変異体を用いた解析からCep295-Cep192間の結合部位を

同定し、この結合がCep192の娘中心小体への局在に必要であり、かつ娘中心小体から母

中心小体の変換に必須であることが分かりました。 
5. 未熟な中心小体は消失す

る 
中心小体マーカーを恒常的に

発現させたヒト培養細胞と高

解像度のライブイメージング

を用いて、母として成熟でき

なかった中心小体がどのよう

な挙動を示すかを観察しまし

た。その結果、母中心小体と

して成熟できなかった中心小

体は時間が経過するとともに

消えてしまうことが分かりま

した。中心小体は数十種類の      図 1. 中心体形成における Cep295 機能のモデル図 
 



タンパク質が集まって構築されていると考えられていますが、たった一つの因子がかけて

しまうとバラバラになってしまう点はこの因子が中心小体の基盤として大変重要であるこ

とを示唆しています。以上のことからCep295の役割について下記のモデルのようにまと

めました。2-5の結果は国際誌であるNature Communicationsに掲載されました（Tsuchiya 
Y. et al (2016)）。 
6.  母-娘中心小体間の結合を制御するCep57-PCNT複合体の同定 
 細胞分裂に伴い、遺伝情報を運ぶ染⾊体(DNA)が複製されて倍加し、娘細胞に均等に
分配されることはよく知られています。このときに染⾊体を 2 ⽅向に引っ張っている
のが、微⼩管とよばれる繊維状の構造体であり、この微⼩管形成の中⼼として働くのが
中⼼体です。この中⼼体の数や機能に異常が⽣じると、染⾊体を適切に分配できず、ゲ
ノム不安定化に起因する癌などの疾患に繋がることが知られています。中⼼体の構造は
その核として機能する２つの⺟・娘中⼼⼩体とそれを取り囲む中⼼体マトリクス(PCM)
から構成されています。細胞分裂前に⺟中⼼⼩体から娘中⼼⼩体が複製されますが、形
成されたばかりの娘中⼼⼩体は細胞分裂の間、⺟中⼼⼩体に近接して存在します。しか
しながら、細胞分裂時における⺟・娘中⼼⼩体ペアの結合メカニズムについては未知な
部分が多く残っていました。本研究では、⺟・娘中⼼⼩体間の結合とゲノム安定性維持
に必須な中⼼体因⼦複合体(Cep57-PCNT 複合体)を発⾒しました。Cep57、PCNT はそ
れぞれ多彩異数性モザイク(MVA)症候群と MOPDⅡと呼ばれる難病の原因遺伝⼦とし
て知られていましたが、その発症メカニズムは⻑らく不明なままでした。Cep57-PCNT
複合体に異常が⽣じると、分裂期前期に⺟・娘中⼼⼩体が早期に分離してしまい、適切
な紡錘体が形成されないために、染⾊体分配異常が⾼頻度に誘発されることを明らかに
しました（図 2）。 
7.  MVAとMOPDⅡ変異が与える中心小体動態の表現型 
 さらに、Cep57、PCNT はそれぞれ多彩異数性モザイク(MVA)症候群と MOPDⅡと呼
ばれる難病の原因遺伝⼦として知られていましたが、両疾患の患者由来の細胞や遺伝⼦
変異体を⽤いた詳細な解析から、
⺟・娘中⼼⼩体間の結合異常が両
疾患の発症原因であることを明ら
かにしました。本研究成果は、MVA
症候群および、MOPDⅡの予防や
治療のみならず、中⼼体の異常に
起因する様々な病気の原因解明に
役⽴つことが期待されます。6-7 の

結 果 は 国 際 誌 で あ る Nature 
Communications に掲載されました

（Watanabe. et al (2019)）。 
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