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緒緒  言言  

 
多くの真核生物においては、進化的に保存された細胞小器官である中心小体が、微小管形成中心として主要な役割を

果たしている。しかし、驚くべきことに、ヒトがん細胞から中心小体を物理的に除去しても、分裂期紡錘体が形成され

細胞分裂が進行することが、最近の知見により明らかにされている。すなわち、中心小体に依存しない微小管形成中心

の存在が示唆されている。現在までに、中心小体に依存しない紡錘体形成機構は、中心小体を持たない植物細胞や卵子

における解析に留まっており、ヒトがん細胞における詳細は明らかにされていない。我々はこれまでの解析から、   

中心小体消失時のがん細胞において、通常は中心小体を取り囲むことで中心体を構成する中心体マトリックスが、  

中心小体非依存的に集合することで微小管形成中心として機能することを見出している［1］。そこで、この分子基盤

の詳細を明らかにし、中心小体依存的・非依存的な微小管形成中心の構築機構、双方の共通点と差異に関して検討を  

行った。両経路を同時に阻害することで、分裂期紡錘体の形成が完全に抑制されることが推測される。微小管を直接  

標的とした既存の抗がん剤と比較して、細胞分裂に特異性が高く、副作用の少ない抗がん剤の創生を将来的には    

目指している。 
 

方方  法法  

 
11..  中中心心体体にに依依存存ししなないい微微小小管管形形成成中中心心のの構構築築機機構構のの解解明明  
中心小体に必須の因子である Plk4［2～4］に対する特異的阻害剤を用いて、細胞内に中心小体非依存的な微小管  

形成中心を誘導し、分裂期紡錘体を形成させる。その後、中心体マトリックスに局在する因子群の網羅的ノックダウン

を siRNAまたは、CRISPR-Cas9 sgRNAライブラリーを用いて行い、中心小体非依存的紡錘体の形成に必須な因子を

探索する。それら必須因子の分裂期における動態、紡錘体の極への集積パターンをタイムラプス顕微鏡観察により、  

また集積後の微細構造を超解像度顕微鏡により解析する。 
22..  中中心心体体依依存存的的・・非非依依存存的的微微小小管管形形成成中中心心、、両両方方のの経経路路にに共共通通すするる重重要要因因子子のの同同定定とと分分子子機機構構のの解解明明  
通常は、中心小体の周囲に中心体マトリックスがリクルートされることで、微小管重合活性を有する機能的な中心体

が形成される。中心体非依存的な紡錘体形成の場合は、中心体マトリックス構成因子の一部が紡錘体極に集合すること

で紡錘体を構築することが、これまでの我々の解析から見出されている。そこで、中心体依存的・非依存的、双方の   

微小管形成中心の構築過程に共通する因子群、その分子機構に関して解析を行う。具体的には、上記1で見出した中心

体非依存的な経路に必要な因子が、中心小体に依存する通常の経路にも必要であるかどうかの検討を行う。その後、  

同定した因子の分子機能や分子間結合に重要なドメインに関して、免疫沈降法や精製たんぱく質を用いた生化学解析、

分子変異体を用いた細胞生物学的解析等により統合的に検討を加え、微小管形成中心に必須の分子機構、構造的基盤を

理解し、薬剤スクリーニングの対象とする因子、ドメイン構造の絞り込みを行う。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

 
哺乳類の体細胞では、微小管形成中心として働く中心体の働きにより効率よく二極性を有した紡錘体が形成される。

一方で、卵母細胞における減数分裂時には中心体に依存しない紡錘体形成機構により染色体の分配が為される。    

これまで、マウスの卵母細胞やアフリカツメガエルの卵抽出物、線虫やショウジョウバエの卵母細胞を用いた研究が 

行われてきた。一方で、その使用の難しさからヒト卵母細胞の解析はあまり進んでいない。さらに興味深いことに   

中心体を除去してもヒトがん細胞は二極化紡錘体を形成して分裂を続けることが示されている。このことは卵母細胞と

体細胞において、共通する非中心体性紡錘体形成メカニズムの存在を示唆している。しかしながら、特にヒトがん細胞

における非中心体性紡錘体の二極性成立機構は明らかになっておらず、その理解は紡錘体の基礎マシナリーの理解のみ

ならず、染色体分配エラーにより引き起こされる疾患の理解にも繋がると考えられる。本研究においては、ヒトの細胞

における、中心体に依存しない紡錘体二極性派生メカニズムの理解を目指して詳細な解析を行った。 
11．．PPLLKK44キキナナーーゼゼ阻阻害害剤剤にによよるる中中心心体体のの人人為為的的除除去去、、非非中中心心体体性性紡紡錘錘体体のの形形成成誘誘導導、、おおよよびびAASSCCのの発発見見  
中心体を除去するために、中心体の倍化を制御する PLK4 キナーゼの特異的な阻害剤 centrinone を複数の     

ヒトがん細胞（A549、DU145、GI-1、HCT116、HeLa、MCF7、PANC1、SKOV3、U2OS）に処理して、数日間       

培養した。様々な紡錘体や中心体の構成因子を観察した結果、中心体を除去したヒトがん細胞では、分裂期の初期に、

紡錘体極の因子である NuMA が凝集体（Acentrosomal spindle core（ASC）と命名）を形成することを見出した   

（図1）。 
 

 
図1．ヒトがん細胞における中心体非依存的な紡錘体形成機構 

HeLa細胞における紡錘体形成。中心体が二つの場合と中心体をPlk4阻害剤により除去した場合。 
免疫染色はNuMA、微小管、DNAそれぞれを可視化できるように行った（スケールバー：5μm）。 
 

22．．AASSCC形形成成ににおおけけるるNNuuMMAAのの機機能能解解析析にに関関ししてて  
FRAP法により、NuMAの性質を解析したところ、中心体を含む紡錘体極上のNuMAと比較して、ASC内のNuMA

はより安定であることが明らかになった。続いてASCの形成機構や紡錘体二極性派生へのASCの寄与を調べるため、

Auxin-Inducible Degron（AID）法により、NuMAを効率的に分解し紡錘体形態を観察した（図2）。NuMAを分解し

た非中心体性細胞においては単極の紡錘体が形成されたことから、ASC は非中心体性紡錘体の二極性成立において 

重要であることが示唆された。 
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図2．NuMA/ASCによる紡錘体二極性派生 
HeLa細胞における紡錘体形成。中心体をPlk4阻害剤により除去した場合。 
AIDシステムによりNuMAを分解した場合（下）、コントロール（上）。 
免疫染色はNuMA、微小管、中心体、DNAそれぞれを可視化できるように行った。 
（スケールバー：5μm）。 

 

33．．NNuuMMAAのの自自己己集集合合ととAASSCC形形成成機機構構にに関関ししてて  
NuMAが自己集合することが、細胞膜近傍における微小管制御において重要であることが報告されている。そこで、

内在の NuMA の自己集合活性を低下させた変異型に置き換えて、ASC 形成を観察した。その結果、NuMA の     

自己集合活性がASCの形成に重要であることが示唆された。 
44．．EEgg55にによよるるAASSCC二二極極性性派派生生のの促促進進とと二二極極化化紡紡錘錘体体形形成成  

ASC の形成後に、Eg5 モーター活性により ASC 内から二極性が派生し、安定なキネトコア－微小管結合により、 

二極の分離が促進されることを見出した。以上の結果から、細胞はNuMAの自己集合活性を介して形成されるASCに

より紡錘体の二極性を派生させることで、中心体に依存せずに染色体を分配することが可能であることが示唆された。 
これまでに、旺盛ながん細胞の増殖を抑制するための有効な化学療法としてtubulinの阻害薬が用いられてきた。  

しかしながらこれらの薬剤は神経突起内の微小管に影響を及ぼすことで末梢神経痛等の副作用を示すことが問題  

として知られていた。一方で、本研究は既存の微小管ネットワークに全く作用しない、分裂期の微小管形成中心を阻害

するという、これまでにない抗がん剤標的を設定している。最新の細胞生物学、細胞遺伝学などをベースにした    

基礎生物学な手法を駆使し、効果的な抗がん作用点を浮き彫りにしながら、独創的な視点に立脚した創薬研究を   

目指した。中心体はこれまで分裂期紡錘体形成に機能することから、分裂期に特異的に作用する抗がん剤のターゲット

として注目されてきた。しかし、最近の PLK4 キナーゼ阻害剤の開発、及びそのヒトがん細胞における抗がん活性の

解析から、多くのヒトがん細胞においては中心体を除去するだけでは細胞分裂を抑制できないことが明らかにされた。

本研究では、それと相補的に働く中心体非依存的な紡錘体の形成機構の一旦を明らかにした。今後は、中心体と    

非中心体経路、両方を阻害する作用点をより明確にしていくことで、有効な抗がん活性を持つ分裂期特異的な阻害剤の

設計が可能になると期待している。 
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