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研究要旨： 中皮腫細胞の増殖抑制を目指す目的で、新たな細胞増殖・分化制御の仕

組みを明らかにし、その阻害あるいは誘導による効果を検討してきた。なかでも一

次線毛形成と細胞周期進行が共に中心体を核としつつも逆相関して起こることは長

年分子機構が不明であったが、分担者らの報告はその仕組みを示し、全く新しい細

胞増殖・分化制御機構を提示した。すなわち、正常二倍体細胞では一次線毛形成の

誘導がトリコプレイン蛋白質あるいはオーロラ A 分裂期キナーゼの機能抑制（RNA

干渉法）により起こることを見出した。しかもこの線毛は細胞増殖休止も導いた。

これをがん細胞に応用したところ、がん細胞でのオーロラ A の機能抑制は一次線毛

形成を誘導せず、むしろ分裂障害によりがん特異的な傷害を導くことを見出した。

このオーロラ A 抑制による効果の差は、多くのがん細胞には一次線毛形成能が無い

という細胞特性の差に注目して証明されたものであり、合理的ながん細胞特異的傷

害の仕組みの新発見といえる。また、中心体情報を元に選出した遺伝子のノックダ

ウンスクリーニングにより、同様の蛋白質、すなわち増殖条件下でも一次線毛形成

と細胞周期休止を導く蛋白質を新たに１０個ほど見出した。同時に、この結果を追

試するための正常中皮のモデル細胞として、hTERT で不死化した正常中皮細胞

LP9/TERT-1 に一次線毛形成能があり、この実験目的に適することを確認した。今後

これを対照に、このがん細胞特異的傷害作用の中皮腫細胞での有効性を検討する。

同時に複数見出した正常細胞で類似の作用を示す蛋白質についても解析を進める。 

 

A. 研究目的 

分担者らは中皮腫細胞の増殖抑制を目指

す目的で、新たな細胞増殖・分化制御の仕組

みを明らかにし、その阻害あるいは誘導によ

る効果を検討してきた。特に、長年分子機構

が不明であった正常二倍体細胞における一

次線毛形成と細胞周期進行の逆相関に注目

してきた。この逆相関は、共に中心体を核と

する現象ではあるが、一次線毛が細胞膜上に

形成されるのに対し、細胞周期進行が細胞内

での紡錘体形成を必要とする要求性の差か

ら生じる。分担者らは、トリコプレイン蛋白

質およびオーロラＡ分裂期キナーゼの中心

体局在がこの逆相関のスイッチとなる可能

性を見出したため、詳細な解析による証明と

そのがん細胞傷害への応用を試みた。また正

常中皮のモデルとなる細胞を一次線毛形成

能に注目して検索した。 



 

 

B. 研究方法 

基本的な細胞生物学の手法を用いたが、特記

事項を以下に記した。 

1．中心体での蛋白質局在解析 

それぞれに特異的な抗体を作成し、マーカ

ー分子と共に組織染色、細胞染色を行いその

局在を高解像度顕微鏡（デルタビジョン）に

より確認した。また、分画を調整しそのイム

ノブロットを行うことで生化学的にも局在

を検討した。一次線毛形成は血清飢餓により

誘導した。 

2．分子間結合実験 

イーストハイブリッド法、免疫沈降法、リ

コンビナント精製蛋白質による in vitro 結

合実験を適宜行った。 

3．オーロラ Aキナーゼアッセイ 

HeLa 細胞を用い、トリコプレインとオーロ

ラ A の共発現によるオーロラ A リン酸化

（pT288）の変化を検討した。また in vitro

のキナーゼ活性変化はトリコプレインとオ

ーロラ-A のリコンビナント精製蛋白質を混

合し、ヒストン H3 を基質にすることで検討

した。 

4．トリコプレイン・オーロラ A の中心体機

能の解析 

RNA 干渉法による機能抑制実験、すなわち

ノックダウンを RPE1 細胞（hTERT 不死化網膜

色素上皮細胞、正常二倍体）あるいは HeLa

細胞（子宮頸癌細胞）に対して行い、その発

現を減弱させた。その状態において免疫染色

により解析必要な分子の検討をした。トリコ

プレイン機能欠失による一次線毛形成につ

いては主に RPE1 細胞で検討した。表現型の

確認のためには適宜遺伝子を再導入しレス

キューを試みた。 

5．細胞周期制御機構の検討 

RPE1 細胞では一次線毛形成と細胞周期休

止は同時に起こることが知られている。そこ

で一次線毛の細胞周期への直接影響の有無

をみるために、一次線毛を生じない系を

IFT20 蛋白質のノックダウンにより追加確立

した。これにトリコプレインあるいはオーロ

ラ Aの siRNA を組み合わせ、各種細胞周期マ

ーカーの変化を検討した。同様の実験を HeLa

細胞でも行った。 

6．トリコプレイン変異体解析 

分子内ドメイン解析のため、トリコプレイ

ンの断片を蛋白質および発現ベクターとし

て作製し、上述の実験系で適宜使用した。 

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験に関しては愛知県が

んセンター遺伝子組み換え実験等安全委員

会の承認を得て行った。 

 

C. 研究結果 

1．一次線毛形成と細胞周期進行が逆相関す

る仕組みの解析と応用 

1-1 トリコプレイン・オーロラ A キナーゼ

による一次線毛形成抑制機能 

一次線毛形成との関連については以下の

ような結果を得た。血清飢餓による増殖停止

で一次線毛が形成されると RPE1 細胞ではト

リコプレインの母中心小体での局在が減弱

した。同状態でトリコプレインを強制発現す

ると、一次線毛形成が抑えられた。そこで増

殖状態でトリコプレインノックダウンを行

ったところ、一次線毛形成が見られた。同時

に細胞周期の休止を認めた。この時オーロラ



 

Aキナーゼの活性化の指標であるT288のリン

酸化は免疫染色およびイムノブロットで減

弱した。この一次線毛形成はオーロラ-A ノッ

クダウンでも見られた。さらに、トリコプレ

インとオーロラ A キナーゼの直接結合を in 

vitro で確認し、in vitro キナーゼアッセイ

ではトリコプレインがオーロラAキナーゼを

直接活性化することが明らかになった。トリ

コプレインの分子内解析としては、オーロラ

A キナーゼ活性化かつ中心体局在・機能に必

要な最小単位が、1-130 アミノ酸残基である

ことを確認した。特に 52 番目のアラニンと

54番目のトリプトファンがオーロラAキナー

ゼの活性化に重要であった。以上のことから、

中心体でトリコプレインがオーロラAキナー

ゼを活性化すると一次線毛形成が抑制され

ると考えられる。 

 

1-2 一次線毛形成抑制と細胞周期制御との

関与 

細胞周期進行中は一次線毛形成が抑えら

れることは知られているが、そのメカニズム

は今まで不明であった。トリコプレイン機能

抑制は細胞周期の休止を起こしたが、一次線

毛を除去した系ではそれが見られなくなっ

た。このことは増殖マーカーすなわち Cyclin 

Aの発現、 BrdUの取り込み、FACSでのS, G2/M

期の存在により確認した。つまり、トリコプ

レインは一次線毛形成を抑制することで円

滑な G1 期細胞周期進行に寄与していると考

えられる。まとめると、この成果の特徴はオ

ーロラ A 分裂期キナーゼの活性化が実は G1

期の中心体でトリコプレインによって起こ

るということと、もう一つは正常二倍体細胞

でこの系を抑制すると一次線毛が形成され

細胞周期進行が止まるという新発見にある。 

 

1-3 オーロラ A キナーゼ阻害によるがん細

胞特異的傷害 

がん細胞は一次線毛形成能を失っていると

いうことが知られている。同時にオーロラ A

分裂期キナーゼはがん細胞で要求性の高い

酵素でもある。そこで、がん細胞である HeLa

細胞でオーロラAをノックダウンしたところ、

正常二倍体細胞のような一次線毛形成も細

胞周期休止も起こらず、分裂障害により死滅

した。 

 

2．類似機能蛋白質の検索 

中心体情報を元に選出した遺伝子のノッ

クダウンスクリーニングを RPE1 細胞で行う

ことにより、同様の蛋白質、すなわち増殖条

件下でも一次線毛形成と細胞周期休止を導

く蛋白質を新たに１０個ほど見出した。 

 

3．正常中皮モデル細胞の検索 

悪性中皮腫の細胞株は研究代表者らにより

確立されていたが、対照株として一次線毛形

成能を持つ正常中皮を入手する必要があっ

た。そこで論文報告を元に、遺伝子変異の無

い正常中皮細胞として、LP9/TERT1 細胞を見

出した。これは通常培養ではほとんど一次線

毛を生じ長いが、血清飢餓下に置いたところ

過半数の細胞に一次線毛を形成することが

できた。 

 

D. 考察 

トリコプレイン・オーロラ A の中心体機能

の解析により、一次線毛形成抑制による細胞

周期制御仕組みが新たに示せた。G1 期におけ



 

る一次線毛形成の負の制御がオーロラAを介

していることは、この報告も含め近年注目を

増やしている。特に今回がん細胞に一次線毛

形成能が無いことに着目し、オーロラ A阻害

によるがん細胞特異的傷害効果を狙った試

みは画期的と言える。同時に、生体内での線

毛制御はより複雑であることが想定される

が、類似機能蛋白質の同定によりその補強が

可能となった。また、一次線毛形成の誘導可

能な正常中皮のモデル細胞を得たことで、オ

ーロラA阻害効果の中皮での応用検討が可能

になった。 

 

E. 結論 

一次線毛形成能の差によるオーロラ A 阻害

のがん細胞特異的傷害効果を中皮で検討す

る準備が整った。また、類似機能蛋白質の同

定により標的分子の幅が広がった。 
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