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緒 言 

 
細胞内小器官の1つである中心体は、細胞分裂期に双極性の紡錘体極として機能することにより染色体の均等分配に

本質的役割を担う［1～3］。中心体数の異常は染色体の不均等分配を惹起するため癌の悪性度を高める要因となること

が知られている。実際に多くの癌細胞ではDNA損傷などのストレス刺激によって容易に中心体の過剰複製が誘導され

ており、中心体数の異常が臨床的予後と相関することも報告されている。このため正常細胞ではPolo-like kinase 4を

介した中心体複製が細胞周期を通して 1 度だけ起こる様に厳密に制御されており、その結果中心体数はG1 期に 1 つ、

S期に複製されて2つになる様に保持されている［4，5］。仮に正常細胞が様々なストレス環境下に曝された場合でも

中心体複製を停止させることにより中心体数は保持されるが、その分子制御機構は不明であった。 
近年我々はストレス応答 MAPK と p53 経路が協調的に PLK4 を介した中心体複製を制御することにより、中心体

数と染色体安定性を保持することを見出した［6］。更に我々は中心体複製の開始においてPLK4の中心体局在とキナ

ーゼ活性が必要であることも明らかにしてきた。また世界的にも PLK4 を介した中心体複製開始機構に関して盛んに

研究が行われているが、PLK4が中心体輸送される分子機構に関しては未だ不明な点が多く残されている。そこで我々

はPLK4の中心体移行機構の解明を目指した。 
 また中心体数の異常増加は染色体の不安定性を高める要因となるため、中心体数の異常は癌の悪性度と正の相関関係

にあることが知られている。そこで本研究では異常増加した中心体を標的とする抗癌剤の開発も目指した。 
 

方 法 

 
1． 細胞培養 

HEK293A細胞およびU2OS細胞は、DMEM（1.0 g/L D-（＋）-Glucose）に10%牛血清を加えた培養液で細胞培

養を行った。 
2．免疫染色 
カバーガラス上に播種した細胞にプラスミドDNAを遺伝子導入試薬XtremeGene9によって一過的に遺伝子発現さ

せた後に、細胞を氷冷メタノールで固定した。細胞をPBSで洗浄して、更に0.1% Triton X-100入りPBSで5分間処

理して細胞に膜透過処理を加えた後に、1% BSA 入りPBS でブロッキング処理を加えた。次に 1 次抗体処理 3 時間、

2次抗体処理1時間行った後に、細胞が播種されたカバーガラスを封入剤FluorSave reagent （Calbiochem）を用い

てスライドガラスに封入した。調製したサンプルスライドを蛍光顕微鏡TiE （Nikon）を用いて観察した。 
1次抗体として、Myc-tagマウスモノクローナル抗体（9B11、Cell Signaling Technology （CST）、IgG2a）を1:8,000

希釈、γ-tubulinマウスモノクローナル抗体（GTU-88, Sigma, IgG1）を1：5,000希釈で使用した。また2次抗体と

して、Alexa488 マウス IgG1抗体（Invitrogen）、Alexa568マウス IgG2a抗体（Invitrogen）をそれぞれ1：1,000希

釈で使用した。核は4’,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）で染色した。 
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3．質量分析 
1×Flag-中心体移行領域を安定発現させた HEK293A 細胞から細胞可溶液を作製した。試験管内の細胞可溶液に

Flag抗体を加えて5時間混合した後にProtein Gビーズを加えて1時間更に混合反応させた。次にFlagペプチドを試

験管に加えて1×Flag-中心体移行領域および同領域に特異的に結合する分子を液層に抽出した。抽出された1xFlag-中
心体移行領域および同領域に特異的に結合する分子にTrypsin処理を加えて蛋白質をペプチド消化した。断片化された

ペプチドをNano-LC-Q-MS／MS によって検出した全データをMascot 解析にかけてPLK4 の中心体移行領域に結合

した分子を特定した。 
4．siRNAを用いたgene silencing 
各標的分子に対する siRNA を設計した。siRNA をLipofectamine RNAiMAX （Invitrogen）を用いて細胞に導入

して72時間後に実験に使用した。 
 

結果および考察 

 

1．PLK4の中心体移行メカニズムの解明 
先ずPLK4 の中心体移行に関わる領域を特定するために、PLK4 の系統的欠損変異体をpcDNA4Myc の下流に導入

したコンストラクトを作製した。次に各変異体をU2OS細胞に遺伝子導入した後に細胞を固定してMyc抗体と中心体

マーカー γ-tubulin抗体を用いた蛍光免疫染色によって各変異体の中心体移行性を検証した。その結果PLK4 の中心

体移行領域を特定した。 
次に PLK4 の中心体移行領域に特異的に結合する分子を同定することを試みた。先ず中心体移行領域を安定発現さ

せた細胞株を樹立した。この中心体移行領域の安定発現細胞株から細胞可溶液を作製した後、免疫沈降によって中心体

移行領域および同領域に特異的に結合した分子を精製した。次に中心体移行領域に結合した分子を試験管内でトリプシ

ン消化してペプチドに断面化した後に、ペプチドをイオン化して質量分析機によって検出した。得られた質量分析デー

タをMascot解析にかけて、中心体移行領域に特異的に結合した分子を同定した。 
この中心体移行領域の結合分子を特異的に認識する siRNA を U2OS 細胞に導入して PLK4 の中心体移行量の変化

を蛍光免疫染色データを基にした画像解析によって定量したところ、PLK4の中心体輸送が大きく阻害されるものを見

出すことができた。更にこの新規中心体移行領域結合分子を介して制御される PLK4 の中心体輸送機構も詳細に解明

することができた。 
2． 中心体を標的とした抗癌剤開発 
通常、細胞に中心体複製ミスなどにより異常数の中心体が存在すると多極性紡錘体形成に伴う細胞分裂が起こり娘細

胞に必要な数の染色体が分配されないため、多くの娘細胞で細胞死を招くことが知られている［7］。一方多くの中心

体数の異常を持つ癌細胞では異常増加した中心体をひとまとめにして見かけ上2極の紡錘体を形成するため、次世代の

娘細胞は生存する［7，8］。またこの時、染色体の輸送遅延が頻発するため、染色体の異数性、欠失、転座などの遺伝

子変異が起こりやすくなり癌の悪性度が高まる。 
このように中心体数の異常と癌の悪性度には正の相関関係が見られるため、中心体を標的とした新たな抗癌剤が癌治

療に有用であると考えられた。現在創薬スクリーニングを行っておりその内容に関しては守秘義務があるため詳細は割

愛させて頂くが、これまでに新たな抗癌剤の候補分子を幾つか同定することに成功した。今後も得られたシード化合物

を基に側鎖を改変するなどして副作用（毒性）の低く制癌作用の高い新規抗癌剤を見出す予定である。 
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図1．染色体の均等分配を担う中心体は、PLK4を介した複製により中心体数が厳密に制御される 

a) 中心体は、S期にPLK4を介した複製により2つになる。倍加した中心体は細胞分裂期において

双極性の紡錘体極として機能することにより染色体の均等分配を担う。 
b) PLK4の中心体移行領域を特定。Myc-PLK4をU2OS細胞に一過的に発現させた後、細胞を固定

してからMyc抗体（赤）、中心体マーカー γ-tubulin抗体（緑）で免疫染色を行った。また核は

DAPI（青）で染色した。スケールバーは20μmで、矢頭は中心体の位置を示す。 
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