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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目的は分裂期紡錘体の極として働く中心体の数に関わらず、細胞が二極
紡錘体を形成する原理を解明することである。そのために、中心体数を増減したヒト培養細胞をモデルとした、
CRISPR/Cas9ゲノムワイドスクリーニングを行った。その結果、中心体増加時に細胞死を誘導する可能性を持
つ、中心体局在因子12種類の同定に成功した。さらなる詳細解析の結果、ヒット因子の一つであるCEP76は分裂
期キナーゼであるPLK1の活性を適切に制御することで、正常な紡錘体配向を保証することが示唆された。今後は
CEP76により制御されるメカニズムが、中心体増加時の細胞分裂に対してどのように負に働くかを検討する。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is understanding the mechanism through which human
 cells can establish spindle bipolarity, regardless of the number of centrosomes. Therefore, we had 
performed CRISPR/Cas9 genome wide screening upon amplification or depletion of centrosomes in human 
cells. By the analysis, several centrosomal factors, which might induce cell death after centrosome 
amplification, have been identified. Further detailed analyses revealed that CEP76, one of the hit 
factors, regulates PLK1 activity to ensure proper spindle orientation. Further studies are required 
to examine the effect of CEP76 on cell division in the centrosome amplified cells.

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
細胞分裂時には、二つの中心体が極として機能することで二極性の紡錘体が形成される。一方で、がん細胞では
中心体の異常な増加が多くみられ、近年ではその分裂メカニズムは新たな抗がん剤の標的として研究されてい
る。本研究では中心体が増加したときに細胞死を誘導する可能性を持つ因子を同定し、さらにヒット因子の一つ
であるCEP76が分裂期においてPLK1活性や紡錘体配向を制御することを見出した。今後は中心体増加時にCEP76が
どのように負に働くかを解析することで、中心体が増加したがん細胞における分裂メカニズムの理解を深める。
そのため、本知見は直接抗がん薬の標的因子の情報を提供することに繋がる可能性がある。

※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 
細胞は、分裂時に、複製した

染色体を正確に娘細胞に分配す
る。染色体を二分するために分
裂期紡錘体は二極である必要が
ある。体細胞分裂においてはそ
の極に中心体が位置している
（図 1.左）。一方で卵母細胞の
減数分裂においては中心体が存
在しない（図 1.中）。また、乳
がん細胞では中心体の増加がみられる（図 1.右）。しかし、いずれの場合も、細胞は常に二極
の紡錘体を形成する。普遍的なシステムと条件特異的メカニズムの組み合わせにより、中心体
の数によらず紡錘体の二極性が保証されていると考えられるが、詳細な分子メカニズムは明ら
かではない。 
 

２．研究の目的 
細胞が、中心体の数に関わらず常に二極の紡錘体を形成するためのメカニズムを明らかにす

ることが本研究の目的である。具体的には、CRISPR/Cas9 スクリーニングを基軸として、中心
体の増減時に重要な働きを担う因子群の網羅的探索と機能解析を行う。これらのアプローチに
より、中心体が増減した際に機能する分子メカニズムを解析し、細胞が紡錘体の二極性を保証
するメカニズムの包括的な理解を目指す。 
 

３．研究の方法 
上記の問いにアプローチするために、中心体を増減した細胞における CRISPR/Cas9 スクリー

ニングによる関連因子の網羅的探索を行った。 
中心体複製は PLK4(Polo-like kinase 4)により制御されており、その発現量や機能を人為的

に調節することにより、細胞内の中心体数の増減を引き起こすことが可能である。本スクリー
ニングではまず、Cas9 を安定発現するヒト由来培養細胞 DLD-1 Tet-GFP-PLK4 において、ゲノ
ム上の全遺伝子に対して設計された sgRNA ライブラリーを導入し、一細胞につき一遺伝子をノ
ックアウトするよう条件を整え
た。その後、中心体数の増加
(PLK4 過剰発現)、または中心体
数の減少(PLK4 阻害剤処理)を誘
導し、各々の条件下において二
週間細胞を培養した。各処理群
から検出される sgRNA のリード
数を CRISPR/Cas9 スクリーニン
グ用解析ソフト MaGeCK で定量
的に解析後、サンプル間で統計
的有意差を示す遺伝子を抽出し
た（図 2、CRISPR/Cas9 スクリ
ーニングの概要）。 
 
４．研究成果 
(1)上記のスクリーニングの結果、中心体が増加したときの生育低下を回復する遺伝子破壊とし
て 48 遺伝子（グループ 1）、中心体が増加したときの生育を阻害する遺伝子破壊として 6遺伝
子（グループ 2）、中心体を減少させたとき
の生育低下を回復する遺伝子破壊として 13遺
伝子（グループ 3）、中心体を減少させたと
きの生育を阻害する遺伝子破壊として 4遺伝
子（グループ 4）を見出した（図 3）。得られ
たこれらの因子のうち、特にグループ 1に着
目し、個々の遺伝子の解析を行い、中心体複
製には直接作用しないが、中心体上に局在
し、中心体数増加時に細胞死を誘導する可能
性を持つ新規因子 12種類の同定に成功した。 
 
 



(2)得られた12因子に着目して、分裂期における詳細な機能の解析を行った。RNA干渉によりヒ
ット因子の発現を抑制して分裂期の詳細解析を行ったところ、ヒット因子のひとつであるCEP76
の発現抑制により、分裂期進行に重要なキナーゼであるPLK1の異常な凝集形成が生じることを
見出した。続いてCEP76とPLK1の関係性に焦点を当てた詳細解析を行い、CEP76-PLK1間の結合
や、CEP76の発現抑制がPLK1の活性化を介して紡錘体配向の異常を引き起こすことを明らかにし
た（図4）。これらのことから、細胞はCEP76を介したシステムによりPLK1の凝集形成を抑制し
てその活性を適切に制御することで、正常な紡錘体配向を保証することが示唆された。現在、
CEP76により制御されるPLK1動態と紡錘体
配向メカニズムが、中心体増加時の細胞
分裂に対してどのように負に働くかを検
討中である。CEP76を基軸とした解析によ
り、中心体増加時の紡錘体の詳細な理解
が可能であり、本研究により中心体が増
加したがんにおける分裂メカニズムの理
解が進むと予想される。 
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