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研究成果の概要（和文）：細胞小器官である中心小体は微小管形成中心と機能し、染色体分配、細胞分裂に重要な役割
を果たしている。本研究では、細胞内の中心小体の数を制御する新規因子RBM14を同定した。RBM14は中心小体の過剰な
形成を抑制することで、中心小体の数を適切に制御していることを見出した。RBM14は癌抑制遺伝子として報告されて
いることから、中心小体形成制御を通じてゲノム安定性維持に寄与していることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Formation of a new centriole adjacent to a pre-existing centriole occurs only 
once per cell cycle. Despite being crucial for genome integrity, the mechanisms controlling centriole 
biogenesis remain elusive. Here, we identify RBM14 as a novel suppressor of de novo assembly of 
centriolar protein complexes. Depletion of RBM14 in human cells induces ectopic formation of centriolar 
protein complexes through function of the STIL/CPAP complex. Moreover, we find that, upon RBM14 
depletion, a part of the ectopic centriolar protein complexes in turn assemble into structures more akin 
to centrioles, presumably by incorporating cartwheel components, and cause multipolar spindle formation. 
We further demonstrate that such structures assemble in the cytoplasm even in the presence of 
pre-existing centrioles. This study sheds light on the possibility that ectopic formation of aberrant 
structures related to centrioles may contribute to genome instability and tumorigenesis.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 中心小体　中心体　細胞分裂　染色体分配　細胞がん化　分裂期紡錘体

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 中心体は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おり、中心
小体の複製が中心体全体の複製を規定して
いる。近年、多種のモデル系におけるゲノム
ワイド RNAi スクリーニング、変異体を用い
た遺伝学的解析、生化学的に単離された中心
小体のプロテオーム解析などにより、国内外
において中心小体を構成する因子群の同定
が精力的に進められている。この分野におけ
る現在の傾向として、これら同定された因子
群の段階的な中心小体構築過程における機
能解析に主眼が置かれている事が挙げられ
る。 
 
(2) 中心小体構築の分子機構の解析は著しい
勢いで進んでいるが、中心小体過剰複製に介
在する分子機構の研究は驚くほど進んでい
ない。癌の初期過程に生じる中心小体の過剰
複製は染色体の不安定化を誘発し、癌の悪性
化に繋がる事が推測されており、実際に多く
のヒト癌細胞で中心小体の過剰複製が観察
されている。その原因の一つとして中心小体
複製のライセンス化制御の破綻による可能
性が指摘されているが、一度複製した中心小
体が一細胞周期において再び複製しないよ
うに制御する分子メカニズムに関してはほ
とんど明らかになっていない。さらには、新
たな中心小体形成が既存の母中心小体近傍
に限局されるメカニズムに関しても明らか
にされていない。 
 
２．研究の目的 
近年、機能ゲノミクスやプロテオミクスを
用いた網羅的解析により中心小体構築に必
須の因子群の全貌は明らかになりつつある。
一方、中心小体複製のライセンス化、すなわ
ち細胞周期ごとに一度だけ中心小体の複製
が起こる事を保証し、過剰な複製を抑制する
制御機構の実体は明らかにされていない。本
研究では、中心小体複製ライセンス化制御、
特に当研究室で同定された新規複製制御因
子である RBM14 の機能解析を中心に、その
分子機構を解明することを目的とした。さら
に、このプロセスに介在する因子群の同定、
それら因子群の細胞周期を通じた機能解析、
相互作用ネットワークの解析を行うことで、
新たに複製される中心小体のコピー数をモ
ニターし、新規中心小体形成を母中心小体近
傍に限局する分子基盤を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
中心小体複製ライセンス化制御における

RBM14 の機能解析をヒト培養細胞をモデル
系とし、細胞生物学-生化学的手法を主に用い
て行う。 
 
1) RBM14発現抑制により、細胞質内におい
て異所的に過剰複製された中心小体の構造

学的解析 
中心小体ライセンス化の破綻により過剰に
複製された中心小体の形成過程及びその構
造的特徴、機能を明確にする。すなわち、
RBM14 発現抑制により過剰に複製された中
心小体が内在のものと構造的にどの程度類
似しているかに関して、中心小体の段階的な
構築過程が判別可能な各種分子マーカーを
用いた免疫染色により明らかにする。さらに
は、tubulin抗体、核染色剤を用いて、分裂期
紡錘体形成及び染色体分配への影響に関し
ても観察する。また、相補的なアプローチと
して、電子顕微鏡を用いて詳細な構造を
~5nm程度の解像度で解析する 
 
2) RBM14-STIL 複合体形成の細胞周期上の
時期、細胞内局在の特定 

RBM14 は間期には核内パラスペックル構
造に局在し、分裂期には中心小体近傍に局在
することをこれまでに見出している。よって、
RBM14-STIL複合体は分裂期に中心小体近傍
にて形成されることが推測される。細胞周期
を同調したヒト培養細胞(U2OS 細胞)にて、
両者を認識する抗体を用いて免疫染色を行
い、超解像度顕微鏡システム（STED顕微鏡）
を利用して中心小体のどこでどの時期に共
局在するか、詳細を解析する。また、両蛋白
質を二種の異なる蛍光蛋白質（GFP と
mCherry)でラベルし、細胞内にて発現させて
ライブイメージングを行い、RBM14-STIL複
合体のダイナミクスに関しても検討する。 
 
3) RBM14複合体に結合しうる RNAの同定 

RBM14はRNA結合ドメインを有するタン
パク質であり、RBM14-STIL複合体に相互作
用する RNA を生化学、次世代シークエンシ
ングを用いて同定し、ヒト培養細胞における
中心小体形成への関与を検討する。 
 
４．研究成果 
1)中心小体複製制御因子のスクリーニング及
び RBM14の同定 
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（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2)RBM14 発現抑制により誘導される中心小
体様構造体の解析 

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（図 1）、
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。 
 
3)RBM14 は中心小体複製に必須の因子
STIL/CPAP複合体形成を阻害する 
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。RBM14は STIL抗体による免疫
沈降画分中に存在する因子としてマススペ
クトロメトロリーにより同定されたが、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。STIL の N 末端領域は中心小体複製に必
須の因子であるCPAPと結合することで複合
体を形成することから、RBM14が STILの N
末端領域での結合を介して STIL/CPAP 複合
体形成を阻害している可能性に関して検討
を行った。GFP-CPAPを doxycyclineにより
誘導可能なヒト U2OS細胞において RBM14
の C末端領域、または全長を過剰発現させる
と STIL/GFP-CPAP複合体形成は顕著に阻害
された。次に、RBM14 発現抑制により形成
された STIL/CPAP 複合体が中心小体様構造
体の形成に必要かどうかを検討する目的で、
RBM14-control、RBM14-STIL、RBM14-CPAP 
の組み合わせによる double RNAi実験を行っ
た。その結果、RBM14 発現抑制により誘導
される中心小体様構造体は STIL もしくは
CPAP RNAi を同時に行うことで顕著に抑制
された。この結果は、中心小体様構造体の形
成には STIL/CPAP 複合体の形成が必要であ
ることを示している。 
 
4) de novo合成経路による中心小体様構造体
形成 
これまでは、STILの過剰発現により多数の
娘中心小体が母中心小体近傍にロゼッタ状
に同時に形成されると報告されていたが、
RBM14 を発現抑制した際に出現する中心小
体様構造はこのような様相を呈していなか
った。そこで、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。また、
mCherry-Histone を用いた核の形態観察から
細胞周期上の大まかな時期をモニターする
ことにより、中心小体様構造体は G1 後期か
らS期にかけてその形成が促進されることを
明らかにした。 
 
5) 中心小体様構造は分裂期において染色体
分配エラーを誘発する 
これまでに RBM14 発現抑制により中心小
体様構造体が形成される分子メカニズムに
関して議論したが、次に、その結果分裂期紡



錘体形成や染色体分配にどのような影響が
生ずるか検討を行った。観察方法としては、
GFP-centrin 及び mCherry-Histone を発現さ
せた HeLa 細胞または U2OS 細胞を用いて、
中心小体／中心小体様構造と分裂期におけ
る染色体分配過程の観察を長時間蛍光ライ
ブイメージングにて行った。分裂期の細胞を
観察すると、RBM14 発現抑制により生じた
中心小体様構造体の多くは、細胞の対極に集
まり二極化した紡錘体を形成するが、その場
合でも紡錘体形成に異常が生じ、 lagging 
chromosomeなどが観察され、染色体分配時
の fidelity の低下が生じた（図 2）。さらに、
HsSAS-6 を含むカートホイール構造を取り
込んだと推測される中心小体様構造体がよ
り効率的に紡錘体形成中心として機能し、分
裂期における多極化した紡錘体形成に関与
することを見出した。実際、RBM14 発現抑
制により多極化した紡錘体形成の割合はコ
ントロールと比較して有為に増加するが、こ
の表現形はHsSAS-6 RNAi処理により抑制さ
れた。 

 
 
本研究により、新しい中心小体構築のメ
カニズムが提示された。すなわち、これま
では新たに形成される娘中心小体は必ず母
中心小体の近傍で生じると考えられていた
が、本研究では既存の中心小体存在下でも
de novo合成経路を介して新たな中心小体
様構造体が細胞質中に形成されることを示
した。これまでの知見では、既存の中心小
体を物理的に除去した場合のみ、中心小体
de novo合成が開始されるとされており、通
常は既存の中心小体が何らかの形でde 
novo合成を抑制していると考えられていた。
本研究の結果は、既存の中心小体が存在し
ていてもde novo合成が起こる事を示して
おり、また、これらの過剰な中心小体様構
造体がゲノムの不安定化を誘発する可能性
を提示している。実際、RBM14は腎臓がん
の原因遺伝子の一つとして報告されている
ことから、本研究で解析したような中心小
体様構造体が染色体不安定化を誘導し、細

胞がん化の引き金になる可能性が考えられ
る。本研究の結果により、中心小体de novo
合成経路の抑制機構を含む、中心小体複製
ライセンス化制御に関する分子基盤の基礎
的な情報が得られた。近年、中心小体の過
剰複製と細胞がん化の関与が増々指摘され
るようになってきており、中心小体複製の
素過程における知見は細胞がん化メカニズ
ムの解明にも寄与することが期待される。 
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