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研究成果の概要（和文）： 中心体数の安定な維持は、染色体の正確な分配に必須であるが、放

射線はこの異常をもたらす。この機序を解明するために、DNA 損傷応答機構の中心体への関

与を検討した。その結果、相同組換え修復機能が低下する場合には、ATRから Chk1を介する

情報伝達経路が活性化されることが中心体数増加の原因となることが判明した。中心体数増加

はがんで高頻度に観察されるが、がん精巣抗原の一つである SYCE2が発現した場合には ATM

が関与することも明らかとなった。また、相同組換え修復機能の低下時には、中心体とは別の

経路で染色体の異数性が誘導されることも判明し、この状況では複数の経路が染色体の安定性

を制御していることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Maintenance of centrosome numbers is required for correct 
chromosome segregation, and radiation induces its aberrations. In order to understand 
their mechanisms, we investigated roles of the DNA damage response in maintenance of 
centrosome integrity. We found that activation of the signaling pathway mediated by ATR 
and Chk1 causes supernumerary centrosomes when homologous recombination repair is 
inhibited. Supernumerary centrosomes are frequently observed in cancer. We also found 
that activation of ATM is involved in centrosome aberrations when SYCE2, a cancer testis 
antigen, is expressed. Additionally, aneuploidy is induced by centrosome-independent 
mechanisms in cells defective in homologous recombination repair, indicating that 
multiple pathways are involved in regulation of chromosome integrity. 
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れるようになったが、それまで１世紀近くこ
の仮説は忘れ去られていた。ゲノム変異だけ
ではすべてのがんが説明できないことが明
らかになり、遺伝子の変異によらない量的異
常が注目されるようになったことがその大
きな理由である。その量的異常の一つとして
染色体の数的異常である異数体があり、異数
体の原因として中心体異常が注目されるよ
うになった。生命科学において中心体研究は
国際的に見て発展期にあり、中心体に存在す
る約 100種類の蛋白質が同定され、その一部
の異常で中心体の異常がおこることも証明
されている。 

このような生命科学における中心体研究
の発展期と比べて、放射線生物学における中
心体研究はまだ誕生期と言ってもよいくら
い未熟である。放射線により中心体の数的異
常がおこることは比較的よく知られている
が、その分子機構となるとほとんど未知と言
ってよい。一方、放射線影響研究においては、
依然としてなぜ放射線被ばくから長時間を
経過して晩発障害が発生するのかについて
確立した説がない。このような状況において、
本研究者はジーン・ターゲティングにより自
ら作製した相同組換え修復異常を有するヒ
ト細胞において中心体の数的異常と異数体
が増加することを観察し、その放射線影響に
おける生物学的意義に着目してきた。 

放射線影響研究における相同組換え修復
の意義は、複雑な放射線の生体に対する作用
の中で、最も重篤な DNA 損傷の一つを単純
化した形で相同組換え修復異常が誘発する
ことである。それゆえに、複雑な作用をその
まま解析したのではわからない現象も、その
一部を取り出した形で単純化した実験モデ
ルを作製することによって、初めて解明のヒ
ントが得られる可能性がある。このような理
由により、本研究者は放射線の晩発影響の機
構を解明するために相同組換え修復異常に
よる中心体異常の機構解明の着想に至った。
したがって、国内外の放射線影響研究におけ
る中心体研究はいまだに誕生期であり、本研
究はこの分野の発展に大きく寄与する可能
性を有していると考えられる。 
 
２． 研究の目的  

放射線は細胞分裂に必須である微小管を
制御する中心体の異常をもたらす。これによ
り細胞は死に至るか、あるいは染色体の数的
異常である異数体を形成する。前者は放射線
の急性障害の本態であり、後者は異常な染色
体情報を次世代細胞に伝播することによっ
て晩発障害の発現に寄与する可能性が想定
される。したがって、放射線による中心体異
常誘発の分子機構を解明することは、放射線
の人体影響の機構解明に大きく寄与するも
のである。しかしながら、生物学一般におい

て中心体の存在は古くから知られていたに
もかかわらず、その異常の意義については長
い期間忘れ去られていた。このような中心体
異常がにわかに注目されるようになったの
は、がんの発生が必ずしもゲノムの変異だけ
では説明がつかず、場合によっては遺伝子の
量的効果をもたらす異数体が原因となるが
んも存在することが提唱されてからである。
様々な原因によって異数体は生成されるが、
その一つに中心体の数的異常が想定されて
いる。このように、中心体生物学は今世紀に
入ってからの生命科学の一つのトピックス
であるが、放射線がどうように中心体の異常
をもたらすのかは解明されていない。そこで
本研究では、放射線による中心体異常の一部
を反映すると考えられる DNA 二重鎖切断に
よる中心体異常の分子機構を解析すること
によって、DNA 損傷から中心体異常に至る
情報伝達経路を明らかにすることを目的と
する。このような研究によって、放射線の急
性障害と晩発障害に共通する初期の分子機
構が解明されることが期待され、ひいてはこ
の成果は放射線の人体影響の診断や治療の
開発の基盤となることが期待される。 

 

３．研究の方法 

(1) 中心体異常 
 中心体に存在する蛋白質である-tubulin
に対する抗体を用いて、蛍光免疫によって、
中心体を可視化する。通常は、1つないしは
2つの中心体が存在するが、3つ以上存在す
る場合を異常とする。 
 
(2) DNA損傷応答経路の影響 
 DNA損傷のセンサーとしての役割を有する
ATMと ATRは、DNA損傷応答経路の最も上流
に存在する分子であるため、中心体異常が観
察された場合、DNA損傷応答経路の関与を検
討するために、ATMと ATRの各々の siRNAを
用いてノックダウン細胞を作製する。また、
ATM単独の作用を見る場合には、ATM阻害剤
である KU55933を 10Mの濃度で細胞に暴露
させる。これらの分子の影響が観察された場
合には、その下流に存在する Chk1と Chk2の
影響を検討するために、これらの阻害剤であ
る UCN-01を 100nMの濃度で細胞に暴露させ
る。 
 
(3) 染色体数的異常 
  染色体の特定の部位にハイブリダイズす
る蛍光プローブを用いた FISH法によって、
特定の染色体の 1細胞あたりの数を計数する。
正常では 2つの染色体が存在するが、2つ以
外の染色体数を有するものを異数体とする。 
 
４．研究成果 
(1) RAD51Cの中心体への影響  



 

 

放射線を代表とする DNA損傷の結果として
生じる中心体異常による染色体異常の機序
を解明するために、一つのモデルとして、自
発的にこのような異常を呈する RAD51C 変異
細胞を用いて解析を行なった。RAD51C変異細
胞では中心体数の増加と染色体の異数体の
増加が観察される。この異常が DNA損傷の存
在が直接的原因となって起こるのか否かを
理解するために、DNA 損傷のセンサーとして
の役割を果たす ATMと ATRの機能を RNA干渉
によって低下させて検討した。その結果、ATR
の機能低下時にのみ RAD51C 変異細胞で増加
した中心体異常が軽減した。その次に、ATR
のリン酸化の標的である Chk1と Chk2の関与
をこれらの阻害剤処理ならびに RNA干渉によ
って検討した。その結果、Chk1の抑制によっ
て中心体異常は軽減した。さらに、Chk1の中
心体機能への直接的な関与を調べるために、
二重免疫染色によって Chk1 と中心体の場所
的な関係を検討した。その結果、ハイドロキ
シウレアによる DNA 複製阻害時に Chk1 は中
心体と共局在する傾向があり、特に RAD51C
変異細胞ではその傾向が増強された。一方で、
同様に細胞周期の抑制に関与する Chk2 は、
このような動きをとらなかった。以上の結果
より、DNA 複製の異常に起因する DNA 損傷が
存在する場合には、ATR-Chk1の経路が活性化
し、活性化された Chk1 が中心体に移動する
ことによって、中心体数の増加がおこること
が示唆された。このように、相同組換えに重
要な役割を果たす RAD51C の機能が低下した
場合の中心体異常の生成に、DNA 損傷に応答
する情報伝達経路が寄与していることが明
らかとなった。 
  
(2) SYCE2の中心体への影響  
相同組換え修復においては RAD51を中心と

する分子群が重要な役割を担うことが知ら
れているが、中心体の異常による発がんの可
能性について考察する場合、RAD51 の周辺分
子の異常によるがんは BRCA1と BRCA2の変異
による遺伝性乳がんと卵巣がんのみが知ら
れているに過ぎない。DNA 損傷による中心体
の異常と発がんとの関連性を明らかにする
ために、体細胞ではがんのみに特異的に発現
する減数分裂期の分子の、DNA 損傷応答経路
と中心体への影響を検討した。 

SYCE2 は減数分裂期に形成される相同組換
えに重要なシナプトネマ複合体の構成分子
であるが、造血器腫瘍や乳がんなどで異所性
に発現することを我々は見出した。この
SYCE2 を正常上皮細胞に外来性に発現させた
ところ、放射線やシスプラチンに対する抵抗
性とともに中心体の数の増加が認められた。
また、染色体の異数性も SYCE2発現細胞にお
いて増加がみられた。一方、SYCE2 の発現に
よってDNA損傷のセンサーである ATMやH2AX

の活性が亢進することも判明した。 
中心体増加に対する DNA損傷応答経路の関

与を検討するために、ATM 阻害剤を添加した
ところ、増加していた中心体の数は低下した。
この結果は、がんで見られる遺伝子の発現異
常の中でも、SYCE2 が発現した場合には、内
因性の DNA 損傷が増加し、ATM を介する情報
伝達経路を活性化することによって中心体
の数の増加をもたらすことを示唆するもの
であり、これはがんの進展の一つの機序と考
えられる。 

 
(3)RAD52と RAD54Bによる染色体安定性維持 

RAD51 に依存する相同組換え修復分子の機
能低下によって中心体数が増加することを
明らかにしたために、この研究を拡大して、
同じ相同組換え修復に補助的な役割を果た
す RAD52 と RAD54B の機能低下による染色体
不安定性の誘導について検討した。その結果、
これらのノックアウト細胞において、染色体
の異数性の増加は確認されたが、中心体の関
与については明確な結論が得られなかった。
そこで、RAD54Bについては、結合する蛋白質
の解析を行い、細胞分裂の進行に重要な役割
を果たす APC/Cと複合体を形成することが判
明した。この結果より、相同組換え修復によ
る染色体不安定性の誘導においては、中心体
の関与の他に、細胞分裂の進行に影響を及ぼ
す機序が存在することが示唆された。 
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