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研究成果の概要（和文）：中心体は微小管形成中心として機能し、分裂期には紡錘体極として娘細胞への均等な
染色体分配を担う。我々は、遺伝性乳がん卵巣がん症候群の原因遺伝子産物であるBRCA1が、BRCA1結合分子
BARD1、OLA1、RACK1とともに、分裂期キナーゼであるAurora AやPLK1の中心体局在や活性を制御して、中心体の
複製機構とDNA損傷後の中心体数の増加において重要な働きをすることを明らかにした。また、これらの分子の
がん由来の変異や発現量の異常が中心体複製の異常を引き起こし、中心体数の増加を起こすことを示し、これら
の中心体複製機構の破綻が発がんに関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Centrosomes are the major microtubule nucleation centers in animal cells and
 are critical for forming a bipolar mitotic spindle. Defects in the mechanisms regulating centrosome
 number are associated with carcinogenesis and cancer progression. Pathogenic variants of BRCA1 
cause hereditary breast and ovarian cancer syndrome. We found that BRCA1 regulates the centrosome 
localization and the activities of the mitotic kinases, Aurora A and PLK1, and plays important roles
 in centrosome duplication and the centrosomes amplification induced by DNA damage with the 
BRCA1-binding proteins, BARD1, OLA1, and RACK1. We also showed that cancer-derived mutations and 
abnormal expression levels of these proteins cause abnormal centrosome duplication and centrosome 
amplification. 

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 中心体　がん関連分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、がん関連分子による中心体制御機構と中心体DNA損傷応答の制御機構が明らかになり、がんとDNA
損傷応答という観点から中心体の統合的な理解が進み、新たな中心体生物学の学問領域の基盤が創出されたと考
えられる。中心体の異常は染色体分配に異常を来たし、発がんの原因になる一方で、正常細胞にはないがんの特
徴で、がんの診断や治療の標的として有望である。今後さらにこれらの研究を継続・発展させていくことで、異
常な中心体をバイオマーカーにした、中心体を標的とした新しいがん治療法が開発されることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
中心体は間期には核の近傍に存在する細胞内小器官

で、分裂期には紡錘体極として娘細胞への均等な染色

体分配を担う(図 1)。中心体は 1 回の細胞周期に 1 度

複製され、その複製は分裂期キナーゼである Aurora A
や polo-like kinase 1 (PLK1)に厳密に制御されてい

る。中心体の数や構造の異常は染色体分配に異常を来

たし、発がんの原因になる。一方、中心体の異常は正常細胞にはない明らかながんの特徴で、が

んの診断や治療の標的として有望である。 
BRCA1(Breast Cancer 1)はその生殖細胞系列変異により遺伝性乳

がん・卵巣がん症候群を引き起こすがん抑制遺伝子で、難治性のトリプ

ルネガティブ乳がんや他の散発性がんにも関与する。従来、がん抑制能

として DNA 修復能が注目されてきたが、我々はプロテオーム解析で、

新規 BRCA1 結合分子 Obg-like ATPase 1 (OLA1)1）や Receptor for 

activated C kinase (RACK1)を同定し(図 2)、これらが BRCA1 と結合

分子 BARD1 とともに中心体複製を制御し、機能破綻が発がんに関与

することを明らかにしてきた。特に RACK1 は、BRCA1 の中心体局在に重要で、RACK1 のが

ん由来の変異である K280E 変異は、BRCA1 との結合能が減弱し、BRCA1 の中心体局在を減

弱させることが明らかにしていた。 
BRCA1 はユビキタスに存在する。変異や機能低下による DNA 修復能の異常は、組織特異性

を認めず、その変異がなぜ組織特異的な発がんを引き起こすのかは不明であった。しかし、我々

は、乳腺由来細胞では、中心体の複製が他の組織由来の細胞より中心体の複製のタイミングが早

いか、あるいはスピードが速くなって、亢進していることを明らかにし、乳腺由来細胞が BRCA1
関連分子の異常により中心体の異常が起きやすいことも示してきた。 
 近年、BRCA1、BRCA2 などの DNA 修復因子や CHK1、CHK2
などの細胞周期チェックポイント関連因子が、核内に加えて中心

体に局在し、また反対に、中心体構成因子である centrin、

pericentrin、Cep152 などが DNA 修復や細胞周期チェックポイン

トに関与することが明らかになり、DNA 損傷応答と中心体との関

わりが示唆されている。以前より DNA 損傷後に中心体数が増加することが示されており(図 3)、
BRCA1 が関与するという報告がある。しかし、その分子機構の詳細は不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、我々がこれまでに明らかにしてきた BRCA1 関連分子による中心体制御機構を

さらに詳細に解析した。また、DNA 損傷後の中心体数増加メカニズムにおける BRCA1 関連

分子の機能についても解析した。これらにより、中心体をがんと DNA 損傷応答という観点か

ら統合的に理解し、新たな中心体生物学の学問領域を創出し、中心体を標的とした新しいがん

治療法を開発する分子基盤を構築することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) BRCA1 関連分子と分裂期キナーゼの細胞学的、生化学的解析 
BRCA1、RACK1、OLA1、BARD1、Aurora A、PLK1 の欠失変異体や点変異体の発現ベク

ターを作製した。点変異体は、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

ーズあるいは、を用いて行った。 
BRCA1 関連分子と分裂期キナーゼの中心体局在や、発現抑制や強制発現の中心体への影響



は、それぞれの分子に対する抗体や HA などのタグに対する抗体と中心体のマーカーとなる抗

-tubulin 抗体で蛍光免疫染色を行って解析した。また、中心小体のマーカーとなる GFP-
centirin を発現する細胞株を樹立し、蛍光免疫染色を行って解析した。 
 
(2) 中心体での蛍光強度の定量解析 
サンプルを免疫蛍光染色し、各分子の中心体局在の定量的な解析のため、蛍光顕微鏡 BZ-X710 

(Keyence, Osaka, Japan) で観察し、写真を撮影した。中心体での各分子の蛍光強度を Image J  
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html) で計測して定量した。-tubulin、GFP-centrin の foci
を中心として測定範囲を指定後、指定範囲内の目的分子の抗体で染色された最大蛍光強度また

は、指定範囲内の目的分子の抗体で染色された輝度の総和を背景の輝度の総和で補正し、測定し

た。 
 

４．研究成果 

(1) RACK1 の中心体複製制御能とその機能破綻の発がん機構への関与 
Aurora A と PLK1 の分子間の結合を助ける足

場タンパク質として、Bora や CEP192 が知られ

ていたが、いずれも主に細胞周期の G2 期から M
期に働くとされていた。我々は、RACK1 の発現

抑制で S 期のリン酸化 PLK1 の中心体局在が減

少すること、RACK1 が Aurora A と PLK1 の足

場タンパク質として機能してこれらの結合を促

進することを示し、RACK1 が S 期の PLK1 の活

性化に機能して、中心小体の複製を促進すること

が明らかにした (図 4, 5)。 

また、RACK1 はがんでの高発現が報告されて

おり、我々は乳がん細胞で RACK1 を過剰発現す

ると中心小体が過剰複製すること

も明らかにしてきたが、本研究に

より、RACK1 の過剰発現が中心体

の PLK1 を活性化し、中心小体の

早期解離がおきることを明らかに

した。したがって、RACK1 の過剰

発現により、Aurora A/PLK1 相互

作用の足場としての活性の亢進し

て、発がんに寄与する可能性が示

された。 
また、がんで報告されている

RACK1 の変異の中に、RACK1 の

足場としての活性に異常をきたす

変異、T94A、T303M を同定した。

これらの変異により、PLK1 の活性

化が障害され、正常の中心体制御

能を失うことが明らかになり、こ

れらの機能も発がんに関与することが明らかになった。 
 

(2) Aurora A による OLA1 の制御機構 

OLA1 は細胞周期を通じ中心体に局在したが、G2 期に低下した。中心体で働く分裂期キナー
ゼとしての機能が知られている Aurora A が E3 活性を持ち、OLA1 をユビキチン化して、プロ
テアソームを介して分解に導くこと、G2 期の OLA1 の中心体局在を低下させることを明らかに
した。また、OLA1 の発現量が、G2 期の中心小体周辺物質の中心体局在量を制御することも明



らかにした。Aurora A は G2 期で中心体局在が上昇することから、Aurora A による OLA1 の
ユビキチン化は、中心体の成熟に機能する可能性が示唆された。 

 

(3) BARD1 isoform による中心体複製の制御機構 

がん由来の変異やがんで高発現するBARD1 isoformは、BRCA1との結合能が消失する一方、
OLA1 との結合能は増強した。また、BRCA1 と BARD1 が中心小体伸長因子の発現量をユビキ
チン化によって制御し、BARD1 isoform の過剰発現により、中心小体伸長因子を安定化して、
中心小体の過剰伸長がおき、中心体数の増加を引き起こすことを明らかにした。これらにより、
BRCA1 と BARD1 は、中心小体の適切な伸長を制御し、BARD1 isoform の過剰発現は、中心
体複製制御異常を介した中心体数の増加により、発がんに関与することが示唆された。 

 

(4) DNA 損傷後の中心体数が増加における BRCA1 の機能 

DNA 架橋剤であるシスプラチンによる DNA 損傷後に、
BRCA1 の中心体局在が増強し、BRCA1 依存性に Aurora A と
リン酸化 PLK1 の中心体局在が増強し、早期中心小体解離と中
心小体の過剰複製が起こることを明らかにした。シスプラチン
処理後の Aurora A の中心体局在の増強と中心体数の増加には、
BRCA1 の核外移行が重要で、DNA 損傷のセンサーとされる
ATM による BRCA1 のリン酸化も重要であることが明らかに
なった。以上より、BRCA1 が ATM にリン酸化されて核外に移行して中心体に局在し、DNA 損
傷後に BRCA1 依存性に Aurora A の中心体局在が増加し、Aurora A による PLK1 のリン酸化
を促進し、中心小体の早期解離と過剰複製を起こすことが示唆された (図 6)。 
さらに、OLA1 と RACK1 も DNA 損傷後の中心体数の増加に関与することが明らかになり、

BRCA1 関連分子が協調して機能する可能性が示唆された。 
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