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1．要旨

［目的］中心体は、微小管のオーガナイジングセンターとして機能し、間期では細胞の形態、運動、

接着、極性を制御し、分裂期では紡錘体を形成して染色体の分離に関わっている。さらに、中心

体は細胞周期を制御しているが、これらの中心体による制御機構は十分に解明されていない。私

は微小管と共乱する蛋白質群の質量分析による解析を進める過程で、分子マスが約70kDと

100kDと推定される2っの新しい中心体蛋白質を見出した。両蛋白質の性状を明らかにし、中心

体による細胞機能の制御機構を解析することを目的とした。

［方法］新しい中心体蛋白質の遺伝子をクローニングし、種々の培養細胞にこれらの遺伝子をトラ

ンスフェクションさせて、免疫染色を行った。また、新しい中心体蛋白質に対するポリクローナル抗

体を作製し、ウエスタンプロットや免疫染色を行った。CHO細胞をノコダゾール処理して微小管を

脱重合させた後、ショ糖密度勾配遠心法で中心体を精製した。さらに、small interfbring RNA

を用いて蛋白質の発現をノックダウンした。細胞をPropidium Iodide染色して、フローサイトメト

リーを用いて細胞周期の解析を行った。細胞周期はMitotic shake・offによって同調させた。

【結果］微小管と共沈する蛋白質群の質量分析による解析を進める過程で、670アミノ酸と721ア

ミノ酸からなるそれぞれ分子マスが約70kDと100kDと推定される蛋白質を見出した。前者をp70

と仮称し、後者をCentleinと命名した。両蛋白質とも、コイルド・コイル構造を持ち、既知の分子と

相同性を示さなかった。ウエスタンプロットで組織分布を解析すると、両蛋白質ともに組織普遍的

に発現していた。両蛋白質をEnhanced Green Fluorescent Proteinとの融合蛋白質として培

養細胞に発現させると、それぞれ中心体に局在した。また、それぞれのポリクローナル抗体で局

在を解析すると、ともに間期と分裂期を通じて中心体に局在した。CHO細胞からノコダゾール処

理後に中心体を精製すると、いずれの蛋白質も中心体蛋白質γ・チュブリンと同じフラクションに

回収された。網膜色素上皮hTERT・RPE 1細胞のp70をノックダウンさせると、分裂指数は低下し

たが、BrdU取り込みは変化しなかった。 p 53が不活化されているHe：La細胞においてp70をノック

ダウンさせた場合も、同様の結果を得た。hTERT・RPE 1細胞と且e：La細胞をノコダゾール処理し

てM期で停止させ、フローサイトメトリーで細胞周期を解析すると、いずれの細胞も4nの染色体を

持つ細胞が増加した。細胞周期を同期させたHeLa細胞を用いてCentleinの局在を解析した。

G1期ではCentleinは中心体蛋白質ODF2と局在が一致し、γ・チュブリンよりも限局した局在を

示した。G11S期では、 CentleinはODF2とγ・チュブリンの局在と一致した。

【考察lp70は、ノックダウンさせるとp53非依存的にG21Mチェックポイントが活性化されることが示

唆された。これまで多くの中心体蛋白質はノックダウンさせるとG1チェックポイントが活性化される

と言われている。したがってp70はこれまでの中心体蛋白質と異なった機能を有すると考えられる。
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ODF2はG1期では母中心小体に局在し、 G11S期では母娘いずれの中心小体にも局在すること

が知られている。CentleinはODF2と同じく細胞周期に依存した局在の変化を示すことが示唆さ

れた。Centleinは中心小体の複製や線毛の形成など母中心小体に関連した機i能に関わってい

ることが考えられる。

［結論］p70とCentleinは間期と分裂期を通じて中心体に局在する蛋白質であり、中心体への局

在は微小管非依存的であることが明らかになった。p70のノックダウンはp53非依存的にG21M

チェックポイントを活性化させることが示唆された。Centleinは、 G 1期に母中心小体に局在してお

り、G1！S期では母娘中心小体に局在していることが示唆された。
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①関連論文および、参考論文

   1．Makino， K．， Umeda， Kl．， Uezu， A．，｝丑ragami， Y．， Sakamoto， T．， Ihn，旺，

     and Nakanishi，． H．

      Identi丘cation and characterizatioll of the novel centrosomal protein centlein
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   1．Sakalnoto， T．， Uezu， A．， Kawauchi， S．， K：uramoto， T．， Makino， K， Umeda， K，

     Araki， N．， Baba， H．， and Nakanishi，且．

      Mass spectrometric analysis of microtubule・cosedimented proteins from rat

     brain
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5．研究の背景と目的

 中心体の主な機能は、多くの動物細胞において微小管形成中心となることである（Fig．1A）

［1・3］。間期では細胞の形態、運動、接着、極性を制御し、分裂期では紡錘体を形成し、染色体の

分離、細胞質分裂を制御する。多くのヒト悪性腫瘍は、正常に機能しない紡錘体の形成や遺伝子

不安定性への関与などの中心体の異常を有するのが特徴である。

 中心体はpericentriolar materialで覆われた2っ1組の円柱形をした中心小体から構成され

ている（Fig．1A）。1回細胞周期が回る間に各中心小体が複製され娘中心小体が生じる（：Fig．1B）。

G1期では細胞の持つ中心小体は1組である。 G1期からS期に進展する際に中心小体の複製が

始まる。S期からG2期にかけて、新しい娘中心小体は伸長し、本来の大きさになる。そしてG2！M

期で2組の中心小体が分離し、複製が完了する［1，3］。2っの中心小体のうち、母中心小体の方が

自身の複製や線毛の形成などに関与すると言われている。

A

B

       Mic「。tubules＼

℃こ
γ一Tubulin

  艦農

愚な・＼

   Ce汽trioles      Pericentriolar

（Mother and Daughter）   Materia1

Distal

Appendagδ＼
        の
Subdistal／
Appendage

M◎ther
Centriole 墨

ll概 1nterconnectingFiber

一叢響野ゴ醐 DaughterCentriole

巨コ［＝…コ［＝＝コ繍＿

卜 師 募、弘
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Fig．1中心体と中心小体の

構造

（A）左：間期での中心体の

位置、右：中心体の構造。

Pericentriolar materialと

それで覆われた1組の
中心小体から構成される。

Material中にγ・チュブリン

があり、それを核として微小

管が重合されている。

（B）中心小体の構造と細胞

周期との関係。Distal

appendageとsubdistal

appendageを持つ母中心小

体、それらを持たない娘中心

小体がinterconllecting

fiberで連結されて組になっ

ている。1回細胞周期が回る

間に中心小体が複製される。

a：母中心小体。b：娘中心小

体。M期までに成熟して新し

い母中心小体となる。c：aから

複製された娘中心小体。d：b

から複製された娘中心小体。



 そして中心体は細胞周期を制御する機能も持つ。細胞周期の過程にはG1チェックポイント、

G21Mチェックポイント、紡錘体チェックポイントがある（Fig．2）。 G1チェックポイントはp53依存的

に機能し、G21Mチェックポイントはp53依存的、非依存的いずれでも機i能する。ベリセントリン2を

はじめとする多くの中心体蛋白については、ノックダウンさせるとp53依存的にG1チェックポイント

が活性化されることが知られている［4］。

  P53
Dependent
Most Centrosomal

  Protoin＄

 （Poricentrin2

  0tc．）

  α   録
Checkp。i・t蹉
         鼎1，e

Sphase

               P縮、e

＿＿臨鰹
  P53
Dependent

G2／M Checkpoint

    P53
  ndependent

Fig．2細胞周期とチェックポイント

 G1チェックポイント、 G21Mチェックポイント、紡錘体チェックポイントがある。 G1チェックポイント

はp53依存的に機能し、 G2！Mチェックポイントはp53依存的、非依存的いずれでも機能する。

 私は微小管と共沈する蛋白質群の質量分析による解析を進める過程で、分子マスが約70kDと

100kDと推定される2っの新しい中心体蛋白質を見出した。両蛋白質の性状を明らかにし、中心

体による細胞機能の制御機構を解析することを目的とした。
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6．実験方法

6・1．微小管の作製

 チュブリンはブタの脳より、3回の温度依存重合・脱重合サイクル［5］と且P：LC （Amersham

Pharmacia Biotech）を用いたDEAE・セファロースカラムクロマトグラフィー［6］によって精製した。

精製されたチュブリン4mg／mlを、 polymerization buffbr（80 mM PIPESINaOH：， pH：6．8，

1mM MgC12，1mM EGTA，1mM GTP，10％グリセロール）［7，8］で37℃、20分インキュ

ベートして微小管を重合した後、タキソールを最終濃度15μMになるまで加えた。

6・2．ラット脳組織の蛋白質の回収

 全過程は0・4℃で行われた。20匹のラット脳を100mlバッファA（50 mM H：epes1NaOH：， pH

7．5，2mM EDTA，5mM EGTA，1mM DTT，50 mM NaF，1mM Na3VO4，0．1％Triton

X・100，1mM PMSF，10μglml leupeptin，1μglml pepstatin A）でホモジナイズし、

100，000gで1時間、遠心分離した。上清と沈殿をそれぞれ可溶分画と不溶分画とした。

 不溶分画を1MNaClを含む20 m1バッファAを加えてゆっくり子牛しながらホモジナイズしたの

ち、4℃、100，000gで1時間遠心分離した。得られた上清を120 mlのバッファAで希釈してから

4℃、100，000gで1時間遠心分離した。最終的に100 mM NaClになるようにバッファAで希釈し、

4℃、100，000gで1時間、遠心分離して得られた上清を抽出分画とした。

6・3．微小管と共吊する蛋白質の回収とBio Assist Qカラムクロマトグラフィー

 全過程は0・4℃で行われた。可溶分画と抽出分画（Fig．30ri）にそれぞれ4 mM MgCl，，

1mM GTP，20μMタキソールを加え、精製した微小管と3時間インキュベートした。サンプルを、

且EMバッファ（50 mM H：epes1NaOH：， p且7．5，1mM EGTA，1mM MgC12，50 mM NaF，

1mM Na3VO4，1mM GTP，20μMタキソール）に10％スクロースを加えたものに重層し、

100，000gで30分間、遠心分離した。沈殿（Fig．3 P1）を且EMバッファーで洗浄した後、20 ml

のHEMバッファー（501nM NaClを含む）で再懸濁し、100，000 gで30分間遠心分離した。得

られた沈殿（：Fig．3 P2）を且EMバッファーで洗浄した後に、20 mlのH：EMバッファー（0．5 M

NaCl，1mM ATPを含む）でホモジナイズし、100，000 gで30分間遠心分離して上清を得た

（Fig．3 S3）。

 可溶分画と抽出分画のS3（それぞれ10 mg蛋白）をそれぞれchlorofbrmlmethanollwater

法［9］で遠心し、蛋白を精製した。サンプルを5mlのバッファB（40 mM Tris！H：Cl， pH：8．0，

1mM EDTA，1mM DTT，0．6％CH：APS， and 4 M尿素）に溶解し、 TSI（BioAssist Qカラ

ム（東ソー、4．6mm×5cm）に添加した。カラムは前もって20 m1のバッファBで平衡化していた。

溶出ははじめに連続した12．5mlのバッファBのNaC1の直線勾配（0・0．25 M）、次に6．25 mlの

バッファBのNaClの直線勾配（0．25・0．5 M）、最後に6．25 mlの1 M NaClを含むバッファBで

・10・



行った。0．5mlの各分画を回収した。

A
  Ori

撫物纏
Sl    Pl

      Wash

       UltraCentrifUgatiOn

  S2    P2
         1ncubation w置h
           NaCl＋ATP

          UItraCentr蒔UgatiOn

    S3    P3

：Fig．3微小管共沈蛋白質の準備

ω微小三共沈法の手順。

B
  （kD）

  200＿

  117－
  97一一

  66一

45一

Soluble什action

  び倉φ参ψ旧く沖

    Extract fレac釦on
（kD）

200－

117＿
 97＿

66＿

45一

げ・合φかψ夢ψ

噸咽Tubulin

（圃Tubulh

（B）SDS・PAGE電気泳動サンプルの蛋白染色。ラット脳の可溶分画及び抽出分画（Ori）を微

小管とインキュベートし超遠心した。得られた上清をS1、沈殿をP1とした。 P1をホモジナイズして

超遠心し、得られた上清をS2、沈殿をP2とした。 P2をNaClとATPで処理して超遠心し、得られた

上清をS3、沈殿をP3とした。各分画のサンプルをSDS・PAGE電気泳動（10％ポリアクリルアミド

ゲル）したのちゲルをクマシーブリリアントブルー染色した。

6・4．p70及びCentleinの遺伝子クローニング

p70の遺伝子は、5’・GAA TTC ATG GAG GAG TTC CGG CGC TCC TAC・3’と5’・GTC

GAC TCA TTT AGG GGG ATC CAA GGC TCT C・3’の2っのオリゴヌクレオチド（前者に

は5’側にEcoR1、後者には3’側にSa11の制限酵素配列が付加されている）を用いて、マウス脳

cDNAをテンプレートにしてPCRを行い、 pT7・Blue vectorに組み込んだ。 pT7 Blue・p70のシー

クエンス解析を行い、塩基配列を決定した後、制限酵素EcoR1、 Sa11を用いてp70遺伝子を切り

出してpMXII・myc vector【10］1こ組み込み、pMXII・myc・p70を作製した。同様に

pCMV・myc【11】、 pEGFPCl vector（Clontech）に組み込みpCMV・myc・p70と

pEGFPC1・p70を作製した。

Centleinの遺伝子は、5’・GAA TTC ATG AAT CTT CAA GAT GAA TTG GAT G・3’と

5’・GTC GAC TCA TTT AAT GTC TTT CAT GAC TGT G・3’の2っのオリゴヌクレオチドプ

ライマー（前者には5’側にEcoR1、後者には3’側にSa11の制限酵素配列が付加されている）を用
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いて、ラット脳cDNAをテンプレートにしてPCRを行い、pT7・Blue vectorに組み込んだ。 pT7

Blue・Centleinのシークエンス解析を行い、塩基配列を決定した後、制限酵素であるEcoR1、

Sa11を用いてCentlein遺伝子を切り出し、pCMV・myc vectorに組み込んで

pCMV・myc・Centleinを作製した。同様にpMXII・myc、 pEGFPCl vectorにもCentleinを組み

込んで、pMXIImyc・Centlei11、 pEG：FPC1－Centleinを作製した。

6・5．細胞培養とトランスフェクション

 COS7細胞と且e：La細胞は、37℃条件下で10％：FCSを含むDMEMで培養した。

hTERT・RPE 1細胞は、37℃条件下で10％FCSと100 μ91mlハイグロマイシンBを含むDMEM

で培養した。且eLa細胞でのp70とCentleinの一過性発現を検討する際には、 TransIT・：LT1

（Mirus Bio）を用いて添付文書に従いトランスフェクションさせた。 cos7細胞でのp70と

Centleinの一過性発現を検討する際には、：Lipofbctamine2000を用いて添付文書に従いトラン

スフェクションさせた。COS7細胞にpCMV・myc・p70またはpCMV・myc・Centleinをトランスフェ

クションさせた後、細胞をPBSで2回洗浄した後、 SDSサンプルバッファ（4％ SDS，26 mM

Tris1H：Cl pH 6．8，6．6％グリセリド，5％2・mercaptoethanol）を加えてSDS化した。

6・6．ノザンプロット

 p70のcDNA668・1306bpをプローブとしてランダムプライマー法により、［α・32P】dCTPを用いて

プローブをラベルした。各臓器から得られたtotal RNAが転写されたRNA blot membrane

（Clontech， Polo Alto， CA）を42℃で20時間反応させた。2×SSCと0．05％SDSを含む溶液を

20分ごとに交換しながら室温で60分間、さらに0．1×SSCと0．1％SDSを含む溶液を40分ごとに交

i引しながら50℃で80分間洗い、オートラジオグラフィーを行った。

6・7．抗体の作製

 抗p70抗体は、393・523アミノ酸のフラグメントを認識する抗体を作った。5’・GGA ATT CTA

ACC AAG CAG GAG CTG ATC AA・3’と5’・GTC GAC TCA GCA GGT GCC CTG AGC

CTC GT・3’の2っのプライマー（前者5’側にはEcoR1、後者3’側にはSa11の制限酵素配列が付

加されている）を用いて、pT7・p70をテンプレートにしてPCRを行い、 pT7・Blue vectorに組み込

んだ。同様に抗Centlein抗体は、 Centlein172・322アミノ酸のフラグメントを認識する抗体を作成

した。5’・GAA TTC TAC CAA CAG ACA AAG CTA AAT CTG AG・3’と5’・GTC GAC

TCA AAG GGC ACT GTG TAA GTT CTT CTG・3’の2っのプライマー（前者には5’側に

EcoR1、後者には3’側にSa11の制限酵素配列が付加されている）を用いて、 pT7－Centleinをテ

ンプレートにしてPCRを行い、 pT7・Blue vectorに組み込んだ。

 いずれのプラスミドもシークエンス解析を行い塩基配列確認の後、制限酵素EcoR1、 Sa11を用

いて遺伝子を切り出してpGEX・K：G vector［12］に組み込み、それぞれのGST融合リコンビナント
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蛋白質を獲得してグルタチオンセファロースビーズで精製し、ウサギに免疫を行った。

6・8．免疫染色

 カバースリップ上で培養した細胞を100％MeOH －20℃5分で固定後、ブロッキングを

1％BSA／PBSに室温下60分、または4℃で一晩行った。1次抗体は、私が作製したウサギ抗p70

ポリクローナル抗体（1：1000）、ウサギ抗Centlein抗体（1：1000）、マウス抗Mycモノクローナル

抗体（9E 10）（American Type Culture Collection）、マウス抗γ・チュブリンモノクローナル抗

体（Sigma・Aldrich）、ウサギ抗EGFPポリクローナル抗体（MB：L Co．）を用いた。また、大阪大

学の月田早智子教授のご厚意により、ラット抗OD：F2モノクローナル抗体の供与を受けた。二次

抗体は、Alexa：Fluor 488，594， and 647（Invitrogen）を用いた。染色像は、 BX・51正立型蛍

光顕微鏡（オリンパス）またはF：LUOVIEW FV500共焦点顕微鏡（オリンパス）で観察した。

6・9．ショ糖密度勾配遠心法

 中心体をCHO細胞から精製した【13，14】。細胞を10 μglm1ノコダゾール（Sigma）と

5 μg／mlサイトカラシンD （Sigma）に37℃で2時間反応させた。細胞をPBS、1110PBS＋8％

（wlv）スクロース、8％（wlv）スクロースで洗浄し、 lysis buffbr（1 mM且EPESINaOH， p旺7．5，

0．5％Triton X・100，0．5 mM MgC12，0．1％2・mercaptoethanol，1mM PMSF， and

10μglml leupeptin）と反応させた。ライセートを回収し、体積の1150の50×PE（500 mM

PIPESINaOH， P：H：7．2，50 mM EDTA， and 5％2・mercaptoethanol）を加えてから、サンプ

ルを1，5009で5分遠心した。上清を20％：Ficoll in PE＋0．1％Triton X・100に上層し、

25，000gで15分間遠心した。境界面を回収しPE＋0．1％Triton X・100で希釈した後、112，000 g

で1時問ショ糖密度勾配遠心を行った。ショ糖の濃度勾配は5ml 70％（wlv）、3ml 50％（wlv）、

3ml 40％（wlv）で、バッファは10 mM PIPESINaO且， p且7．2，0．1％Triton X・100， and

O．1％2・mercaptoethanolを用いた。遠心後、0．5μ1ずつ順にサンプルを回収した。

6・10．p70のRNA干渉

 ステルスニ重鎖RNAはInvitrogenより購入した。 p70をコードするmRNAを標的として、

B：LOCK・iT RNAi Designer（Invitrogen）を用いて、5’・CCU CGA CUU GAU GGA GAC

UAU UGA U・3’とデザインした。ベリセントリン2のRNA干渉にStealth Select RNAi（01igo

ID：HSS107667）（Invitrogen）を用いた。コントロールとしてルシフェラーゼに対するsiRNA

（5℃Gu AcG cGG AAu Acu ucG AAA uGu c・3’）を用いた。siRNAは

：Lipofbctamine2000を用いて、以下の用量で添付文書に従いトランスフェクションした。且e1」a細

胞：35mm dish内に2 mlの培地中で培養されている1×105の細胞に対し、

Lipofbctamine20002μ1、 siRNA 100 pmolを使用した。 hTERT・RPE 1細胞：6 cm dish内に

5mlの培地中で培養されている2×105の細胞に対し、：Lipofbctamine200020 μ1、 siRNA
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400pmolを使用した。ただしベリセントリン2をノックダウンする場合は、10 cm dish内に15 m1の

培地中で培養されている6×105の細胞に対し、Lipofbctamine200060μ1、 siRNA 1200 pmo1

を使用した。24時間後に2回目のトランスフェクションを行った。その24時間後に細胞をまき直し、

72時間培養後、各実験を進めた。

6・11．BrdU取り込み率と分裂指数測定

 Brduの取り込みは、 siRNAをトランスフェクションした細胞を10μMBrduを含む培地で培養

し、BrdUラベリング＆ディテクションキット1（Roche Diagnostics）を用いて、添付文書に従い実

験した。BrdUを含む培地下での培養時間は、 HeL、a細胞は2時間、hTERT・RPE細胞は16時間

とした。BX－51正立型蛍光顕微鏡（オリンパス）を用いて約500個の細胞のBrdU陽性細胞を数

えて算出した。BrdUラベリング＆ディテクションキット1処理中に、125 ng／ml DAPIを用いて30

分間核回した。BrdU陽性細胞計測時に同時に約500個の細胞から有糸分裂中の細胞を数え、

分裂指数を算出した。

6・12．フローサイトメトリー

 siRNAをトランスフェクションした細胞を5 μg！mlのノコダゾール（Sigma）および0．1％

DMSOを含む培地に、且eLa細胞は12時間、hTERT・RPE1細胞は18時間培養した。且e：La細

胞はトリプシン処理し、PBSで洗浄しエタノールで固定した。2回PBSで洗い、室温で100μg／ml

のRNase Aに30分間反応させた後、25μglmlのPI（Molecular Probes）で30分間核晒した。

hTERT・RPE1細胞はトリプシン処理し、 PBSで洗浄しエタノールで固定した。室温でPBSに15

分間浸透して再水和させ、最後に15分間PI染色液（20μg／ml PI，100 mM Tris pH：7．4，

150mM NaCl，1mM CaC12，0．5 mM MgCh，0．1％Nonidet P・40）で核染した。フローサイ

トメトリーはBD FACSCaliburフローサイトメーター（BD Biosciences）とCellQuest software

（BD Biosciences）を用いた。

6・13．その他

 蛋白濃度は、BSAの濃度を基準に決定した【15】。 SDS・PAGEは文献の通りに行った［16】。細

胞周期を同期化するmitotic shake・off法は以下のように行った［17］。：He：La細胞を10 cm dish

に培養した。培地を37℃にあらかじめ温めた約2mlの培地と交換し、 dishを両側から用手的に振

回して分裂期の細胞を遊離させた。それをカバースリップ入りの35mm dishにまき直した。
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7．実験結果

7・1．新しい中心体蛋白質の同定

 ラット脳組織から微小管結合蛋白質や微小管をベースとした構造のコンポーネントを網羅的に

同定するために、ラット脳組織から微小管と共沈する蛋白質群を収集し、質量分析によってプロテ

オミクス解析を行った。まず、ラットの脳組織をホモジナイズし、超遠心によって上清（可溶分画）

と沈殿からの抽出物（抽出分画）を得た。両分画をブタの脳組織より精製・調製した微小管とイン

キュベーションしたのち、超遠心を行った。得られた沈殿が微小管とその共沈蛋白質群である。共

沈した分子を微小管より遊離させたサンプルをBioAssist Qカラムクロマトグラフィーによって分画

した（6・3．参照）。各フラクションをSDS・PAGEの後に蛋白染色し、可溶分画からは505個、不溶

分画からは732個、合計1237個のバンドを切り出した。ゲル内にトリプシンを浸潤させペプチド化

したサンプルをApplied Biosystems 4700 Proteomics Analyzerで分析した結果、最終的に

391個の蛋白質が同定され、その中の42種類は新規蛋白質であった（Fig．4A）。

 新規蛋白質の遺伝子のうちLRRC45とHypothetical proteinに焦点を絞って解析を行った

（Fig．4B）。

A
uncharacterized
42

 MT
oyセ。＄keletal

 57

B

Name
Access●ゆn N◎．    SiZle

（Swiss Pmt） （amino aoids）

d粒er＄e㎞ゼon
and／or Iocaliza舗on

   83
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Fig．4同定された蛋白

（A）391蛋白質の機能別内訳。

（B）新規蛋白質のAccession No．と構成アミノ酸数。
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7・2．p70の性状解析

7・2・1．p70の遺伝子クローニング

 新規の蛋白質LRRC45の遺伝子をHe：La細胞から作成したcDNAをテンプレートとしてPCRに

よりクローニングした。：LRRC45は670個のアミノ酸から構成され、分子マスは約70kDaであるため、

p70と仮称した（：Fig．5A）。またcoiled－coil domainと複数の1eucine－rich repeat domainを持ち、既

知の分子との相同性を示さなかった（Fig．5B）。

   A

    l HEEFRRSYSR LCRESGAEPQ EAV工QQLHQL PRGRLDLATQ  40
   41 SI．TVETCRAL GKLIPRETLC TELVLSDCh旺． SEEGATLLIR  80
   81 GLC△NTVLRF LDLKGNNLRA AGAEALGKI工 QQNKSIQSIT 120
   121 LE叩NSLGT甲D DAFATFCGGL AANGALQRID LRNNQISHKG 160
   161 AEELALALKG NTTLQQLDLR 冊NNVGLLGGR ALHNCLPSNR 200
   201 TL胃RLDLAGN N I PGDVLRAV EQAMGHSQDR LTTFQENQAR 240
   241 THVLSKEVQH LREEKSKQFI． DL闇ETIDKQR EEHAKSSRAS 280
   281 AARVGQLQEA LNERHSIINA LKAKLQHTEA ALALSEQKAQ 320
   321 DLGELLATAE QEQLSLSQRQ AKELKLEQQE AAERESKLIR 360
   361 DLSAANEKNL LLQNQVDELE RKFRCQQEQL FQTRQEHTSH 400

   401 SAEI』くHRAIQ AEERLD凹EKR RCRQSLEDSE SLRIKEVEHH 440
   441 TRHLEESEKA HQERVQRLEA ARLSLEEELS RVKAAALSER 480
   481 GQAEEELIKA KSQARLEEQQ RLAHLEDKIR LLAQARDEAQ 520
   521 GACLQQKQVV AEAQTRVSQL GLQVEGLRRR LEELQQELSL 560

   561 KDQERVAEVS RVRVELQEQN GRLQAELムAQ EALREKAAへL 600
   601 ERQLKV置ASD HREALLDRES ENASLREKm LREAEIARIR 640
   641 DEEAQRASFL QNAVLAYVQA SPVRTLSPPK           670

Fig．5 p70のアミノ酸配列とco丑ed・coil構造

ωp70のアミノ酸配列。

B

1                  670

   膨leucine－rich repeat domain

   ■coiled－coil domain

（B）p70の構造。数字はアミノ酸番号を示す。

7・2・2．p70の分子マス

 COS7細胞にMycタグを付加したp70遺伝子（Myc・p70）をトランスフェクションさせた。細胞の

ライセートをSDS化し、抗Myc抗体でウエスタンプロットしたところ、分子マスが約70kDの蛋白質

が検出された。抗p70抗体でもウエスタンプロットしたところ、 Myc・p70をトランスフェクションさせた

cos7細胞、 Mockのcos7細胞いずれにおいても同等の分子マスの蛋白質を検出した（Fig．6）。

このことから内因性p70は約70kDの分子マスをもち、クローニングされたcDNAは全長をコードし

ていることが明らかになった。

IB

（kD）

175一

83一

62一

47．5一

Myc P70
Fig．6 p70の分子マス。 Mycタグを付加したp 70の遺伝子を

COS7細胞にトランスフェクションさせ、そのSDS化したライ

セートを10％ポリアクリルアミドゲルに泳動してウエスタンプ

ロットを行った。
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7・2・3．p70の組織分布

 p70がどの臓器に発現しているかを調べた。ノザンプロット解析を行い、 mRNAレベルでp70の

発現を検討したところ、臓器全般、特に上皮組織である肝臓や腎臓に強い発現を認めた

（Fig．7A）。ウェスタンプロット解析において蛋白質レベルでp70の発現を検討したところ、同様に

種々の組織に分布していた。これらの結果から、p70は広く分布する蛋白質であることが明らかに

なった（：Fig．7B）。

A（kb）

  9．5－

44
総

1．35－

0．24一

B（kD）

  83一

62一

47．5一

            ヒ寒
       璽御
輪回r一騨r残  欄繭翻騰1

       灘蟹磯鐙鐙  灘欝（諺（艇塗ゲ

Fig．7 p70の組織分布

（A）ノザンプロット。32Pでラベルしたp 70のDNAプローブでハイブリダイゼーションを行なった。

（B）ウエスタンプロット。各組織のホモジネートを12％ポリアクリルアミドゲルに泳動し、抗p70抗体

でウエスタンプロットを行った。

7・2－4．p70の細胞内局在

 p70の細胞内での局在を調べるため、EGFPタグを付加したp70遺伝子をH：e：La細胞に外来性

に発現させた。抗EGFP抗体と中心体蛋白質であるγ・チュブリンの抗体を用いて免疫染色したと

ころ、p70とγ・チュブリンが共局在していた（Fig．8A）。さらに抗p70抗体と抗γ・チュブリン抗体を

用いて免疫染色したところ、内因性p70もγ・チュブリンと緯錦在した（Fig．8B）。これらの結果から、

p70は中心体蛋白質であり、間期には中心体に局在することが明らかになった。

AEGFP－P70    γ一Tubulln    Merge      Fig・8 P70の細胞内局在

Bp70 γ一Tubulh Merge

（A）EG：FP・p70の1｛eLa

細胞における細胞内局

在。緑：抗EG：FP抗体、

赤：抗γ・チュブリン抗体。

（B）内在性p70の且e：La細

胞における局在。緑：抗

p70抗体、赤：抗γ・チュ

ブリン抗体。

右上挿入図：点線部拡大

スケールバー：10μm

固定：100％メタノール
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7・2・5．p70の生化学的解析

 p70と中心体の関係を生化学的に検討した。ノコダゾール処理し微小管を脱重合したC且0細

胞から中心体をショ糖濃度勾配遠心分離法で精製した。各フラクションに回収された蛋白を

SDS・PAGE（10％ポリアクリルアミドゲル）を用いて泳動し、抗p 70抗体と抗γ・チュブリン抗体で

ウエスタンプロットした。p70とγ・チュブリンの濃度ピークが一致した。このことから、 p70は中心体

に局在し、その局在は微小管非依存的であることが明らかになった（Fig．9）。

P70

γ一Tubulin

Fraction No．

    Density Gradient of Sucrose

70％＜←一一一一一一一一一一一一一→レ40％

 24681012141618202224

：Fig．9 P70の局在の生

化学的検討。

 p70とγ・チュブリンと同

じ分画（No．8～20）に回

収された。

7・2・6．P70の細胞分裂期における細胞内局在

p70の細胞分裂期での局在を検討した。 He：La細胞を抗p70抗体、抗α・チュブリン抗体及び

TOTO・3を用いて三重染色し、共焦点顕微鏡で観察した。 p70は分裂各回においても中心体に

局在していた（Fig．10）。

         ！，！シ／ひを

P70

α一Tubulin

Merge

Fig．10 H：eLa細胞における細胞分裂期のp70の局在

緑：抗p70抗体、赤：抗α一チュブリン抗体、青：核

固定：100％メタノール

7・2・7．p70 RNA干渉の細胞増殖に対する影響

 p70は間期、分裂期を通じて中心体に局在していることが明らかになった。一方、中心体に局
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在する蛋白質をノックダウンあるいはノックアウトさせると多くが細胞周期に影響を及ぼすと報告さ

れているので、p70も細胞周期に関与しているのではないかと考えた。そこでRNA干渉法を用い

てHe：La細胞のp70をノックダウンさせ、細胞周期への影響を調べた。細胞のライセートを抗p70抗

体でウエスタンプロットすると、コントロールのsiRNAではp 70のバンドが検出されたのに対し、 p 70

のsiRNAではp70の発現が著明に抑制された（：Fig．11A）。またp70をノックダウンさせると、コント

ロールと比べて細胞数が著明に抑制された（Fig．11B）。これらのことから、 p 70のノックダウンは細

胞周期に影響をおよぼすことが示唆された。

A
Westem Blot晒ng

B（F。1出）

30

・7・ m≡コ⑳
・¶㎞1・ d≡】

Co市d p70

siRNA

10

0

Contro匪     p70

5iRNA

Fig．11 p70 RNAiの細胞増殖に対する影響

 He五a細胞にルシフェラーゼ（コントロー

ル）またはp70に対するsiRNAをトランスフェ

クションさせた。

（A）両細胞のライセートをSDS・PAGE （10％

アクリルアミドゲル）し、抗p70抗体、抗α・チュ

ブリン抗体でウエスタンプロットした。

（B）siRNAトランスフェクションから96時間後

の細胞数を、トランスフェクション前の細胞数

と増殖率で比較した。代表的実験結果を掲載。

7・2・8．p70 RNA干渉の細胞周期に対する影響

 一般に用いられているHe■a細胞はp53が不活化されている。中心体に局在する蛋白質セント

リンやベリセントリン2をノックダウンさせるとp53依存的にG1チェックポイントが活性化されることが

知られており、HeLa細胞でこれらの中心体蛋白質をノックダウンさせてもG1チェックポイントが活

性化されない。そこでp53の活性が正常であるhTERT・RPE1細胞も用いて、 p 70のノックダウンの

細胞周期に対する影響を検討した。まず分裂指数を調べたところ、且eLa細胞とhTERT・RPE1

細胞でもp70をノックダウンさせると分裂指数が低下した（Fig．12A）。したがってp70をノックダウン

させるとp53非依存的に細胞周期のチェックポイントが活性化されることが示唆された。次にp70の

ノックダウンがBrdUの取り込みに影響するかを調べた。 HeL、a細胞とhTERT・RPE1細胞のp70を

ノックダウンさせてからBrdUと一定時間反応させ、その取り込み率を測定した。どちらの細胞も、

p70をノックダウンさせてもBrduの取り込み率はコントロールと同等だった（Fig．12B）。 Brduはs

期で取り込まれることから、p70をノックダウンさせても細胞周期はG1からS期へ移行することが明

らかになった。つまり、G1チェックポイントは活性化されず、 G21Mチェックポイントのみが活性化さ

れることが示唆された。
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：Fig．12 p70 RNA干渉法の細胞周期に対する影響

 hTERT・RPE1細胞とHe：La細胞にルシフェラーゼ（コントロール）又はp70に対するsiRNAをト

ランスフェクションさせた。ω細胞の分裂指数。（B）細胞のBrdU取り込み率。3回の実験の平均

値を掲載。分裂指数は両細胞ともt検定にて有意差を認めた。

 最後に、p70をノックダウンさせ細胞周期の影響をフローサイトメトリーを用いて検討した。細胞

をルシフェラーゼ（コントロール）、ベリセントリン2、p70のsiRNAでノックダウンした後ノコダゾール

処理して細胞周期をM期で停止させ、フローサイトメトリーを行った。hTERT・RPE1細胞につい

て、コントロールではノコダゾール処理すると細胞周期がM期で停止するため、染色体2nの細胞

の割合が減り、4nの細胞が増えた（Fig．13）。逆に、中心体蛋白質の1つであるベリセントリン2を

ノックダウンさせると、G1チェックポイントが活性化されて細胞周期が停止するため、ノコダゾール

処理の有無に拘わらずコントロールよりも染色体2nの細胞が増え、4nの細胞が減った。 P70をノッ

クダウンさせると、コントロールと同様に染色体が4nの細胞が増えるパターンとなった。これらのこ

とから、p70をノックダウンさせると、 G21Mチェックポイントが活性化されることが示唆された。 He五a

細胞では、コントロールはhTERT・RPE 1細胞と同じパターンを示した。しかし、ベリセントリン2を

ノックダウンさせるとhTERT・RPE 1細胞と異なるパターンを示した。これはHe：La細胞はp53が不

活化されているのでG1チェックポイントが活性化されなかったからであると考えられる。 p70をノッ

クダウンさせるとhTERT・RPE1細胞と同様のパターンを示した。以上のことから、 p 70をノックダウ

ンさせると、G1チェックポイントではなく、G2∠Mチェックポイントが活性化されることが示唆された。
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hTERT－RPE1（p53 Active） HeLa（P531nactive）

siRNA  Control Pe「ic穿nt「in  p70

N。c（一）誓

    o

42％

 38％

2鵠n

57％

8％

↑↑
2n 4n

37％

 35％

↑↑
2n 4n

Control pe「ic穿nt「in  p70

52％

17％

53％

14％

↑  ↑    ↑  ↑
2n  4n     2n  4n

51％

27％

↑ ↑
2n 4n

N。c（＋）誓

    o 28％

46％

2言工n

54％

 18％

塩義

33％44％

2篇n・

4％

62％

塩轟

7％

55％

7％

50％

鑑轟 鑑孟

Fig．13 p 70 RNAi細胞のフローサイトメトリー解析。

 hTERT・RPE 1細胞、且e：La細胞のベリセントリン2、 p 70をノックダウンさせた場合と、コントロー

ルでの細胞周期の変化を、核をPI染色して検討した。上はノコダゾール処理をしていない細胞、

下はノコダゾール処理しM期で細胞周期が停止されている細胞。横軸は染色体量、縦軸は細胞

数を表す。
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7・3．Centleinの性状解析

7・3・1．Centleinの遺伝子クローニング

 質量分析で同定した新しい分子のうち、Swiss Prot上Accession No． QgNxGoであるヒトの

蛋白質と相同性を持つ且ypothetical proteinに注目した。ラットにおいてこれに相当する遺伝子

を調べたところ、：Ensemb1上Accession No． RGD 1308101上に見出した。この遺伝子情報に基

づいてその遺伝子をラット脳cDNAをテンプレートとしてPCRによってクローニングした。後述する

ように中心体に局在することが判明したのでCentlein （璽rosomal prot塑）と命名した。

Centleinは721個のアミノ酸からなり、分子マスは82，717であった（Fig．14A）（GenBank

accession number， AB369315）。 Cen．tleinは複数のコイルド・コイル構造を持つことが予想され、

既知の分子との相同性を示さなかった（：Fig．14B）。

A
1 轟【乱QDELD£L KIY㍊丁月〕KT7 1QELKRC刮A£ KRεEQL巨RH｝｛ 40

41 εDAGV葦く韮くSTP εK苫鷺KAISE｛議 TLεKVIεLBR RLKSFEKぎSR  80

81 KLKεESKKL菱｛ K8｝認）罫LlくSHL Q｝韮YQE韮）S嚢S薮 GKELEKLLRV I20

121 SSSVεeDKSE LQTKVT《LE疑 EVTTL薮RQVA KAKALRDε｝眠 160

161 EyV鞭ε症KEH CPTD髭AKSE轟餐ATTDV飛AQ貿C韮〕CKτTTTKVK 200
201 FK飴KKKCSy GR｝｛蓋｛TVL難｛S IKy藷董SHV麩醜 SKDGI眠DMS£ 240

241 GSSDSETqTF QNLGTVIVET SQ誓1衆碧！露漢D ｛｝醤OlくETDQTε 280

28互 DSR《Qq症VQτ 冨SC［三DLKAPQ 江TKK罰TFQXK SGSもQK甑HS 320

321 ALPA1ミV藍R8K CKTKPAQKSS SNTILLR琶RI VSL｛華QQ醤SLL 360

361 QXARKAAESS 査K£FK聡AN£K LLHQQQISDH RFΩTSR（きTIK 400
401 LTLDLAELRK EK田）LLKKVE SSSDITSL盛E £》SR正轟｛APQI 440 ．

4壌1 QVT了しGPS釈S TDL霧三KQL（垂C KしKNATNELT KQSSSV療3LK 480
481 LELLAIくDl）H～｛KA頚恥琶K鵡S織l ERDIT鋪KRH【、 IEDUくFRQKI 520

521 ｝壱S琶S篤£SF菰E 湖LGτLE鼠KDL K玉INLLISKL斡 DTETAMみQIK 560

561 S《ASEQL｛｝G且、 ALQS銃QV韮．EG TQKKLLLANE KIε駐F『IVFVQ 600

601 ALマ銭ELQSDA 撒雪R建QV寂EL RQTQKSR韮｛AC KTST目K趨QTL 640

641 AASIL糞ISRS DLEεIL｝｛TC韮） 1∋M翁叢εKτK熱） AE｝ζDKD膵MLY 680

681 1QKLLQGQLP FAS㌢LL霧AVL GKIKEXKKLT 聡GYFTVMKDI 720
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        ■c◎iled－coil domaln

：Fig．14 Centleinのアミノ酸配列とcoiled・coil構造

（A）Centleinのアミノ酸配列。

（B）Centleinのcoiled・coil構造。縦軸はProbability of coiled・coil structure、横軸はアミノ酸

番号を示す。

7・3・2．Centleinの分子マス

 COS7細胞にMycタグを付加したCentlein遺伝子をトランスフェクションさせた。細胞のライ

セートをSDS化し、抗Myc抗体でウエスタンプロットしたところ、分子マスが約100kDの蛋白質が

検出された。抗Centlein抗体でもウエスタンプロットしたところ、 Myc・Centleinをトランスフェクショ

ンさせたCOS7細胞でも、MockのCOS7細胞いずれにおいても同等の分子マスの蛋白質を検出

した。このことから内因性Centleinは約100kDの分子マスをもち、クローニングされたcDNAは全

長をコードしていることが明らかになった（：Fig．15）。

・22・



IB

（kD） Myc  Centlein

175一

83一

62一

47．5一

ポポ
ぜ  ぜ

Fig．15 Centleinの分子マス。 Mycタグを付加したp70の遺伝子を

COS7細胞にトランスフェクションさせ、そのうイセートをSDS・PAGE

（10％ポリアクリルアミドゲル）してウエスタンプロットした。

7・3・3．Centleinの組織分布

 Centleinがどの臓器に発現しているかを調べた。ウェスタンプロット解析において蛋白質レベ

ルのCentleinの組織分布を検討したところ、調べた全ての組織に分布していた（Fig．16A）。また、

各種培養細胞のライセートを用いてウエスタンプロット解析を行ったが、調べた細胞全てに発現し

ていた（：Fig．16B）。これらの結果から、 Centleinは広く分布する蛋白質であることが明らかになっ

た。

  A               B

  （kD）                        （kD）
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83－

62一

47．5一

、r｝r陶脚脚闘r一げ一げ一「
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83一
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噺噸嘲髄7ノ，

   “鎚蔓》（翁鱗鎌畝ず     “

Fig．16 Centleinの組織分布

（A）組織ホモジネートサンプルに対するウエスタンプロット。抗Centlein抗体を用いた。

（B）培養細胞ライセートに対するウエスタンプロット。抗Centlein抗体を用いた。

診銭繊紗詞滋駕％誹

7・3・4．Centleinの細胞内局在

 Centleinの細胞内での局在を調べるため、 EGFPタグをつけたCentlein遺伝子をCOS7細胞

に外来性に発現させた。抗EGFP抗体と中心体蛋白質であるγ・チュブリンの抗体を用いて免疫

染色したところCentleinとγ・チュブリンが二丁在していた（Fig．17）。このことから、 p70は中心体

蛋白質であることが明らかになった。
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EGFP－Centlein  γ一Tubulin Merge ：Fig．17 EG：FP・Centleinの

細胞内局在

緑：抗EGFP抗体、赤：抗γ・チュ

ブリン抗体

囹■右下挿入図・点繍拡大

固定：100％メタノール

スケールバー：10μm

7・3－5．Centleinの生化学的解析

 Centleinと中心体の関係を生化学的に検討した。ノコダゾール処理し微小管を脱重合した

CHO細胞から中心体をショ糖濃度勾配遠心分離法で精製した。各フラクションに回収された蛋白

をSDS・PAGE（10％ポリアクリルアミドゲル）を用いて泳動し、抗Centlein抗体と抗γ・チュブリン

抗体でウエスタンプロットした。Centleinとγ・チュブリンの濃度ピークが一致した。このことから、

Centlein中心体に局在し、その局在は微小管非依存的であることが明らかになった（：Fig．18）。

          Density Gr級dient of Sucrose     ：Fig．18 Centleinの局在の生化

      70％←一一一一一一一一一一一一レ40％
                           学的検討。

 Centleln

γ一Tubulin

Fraction No．

雑 ・鱗」鋤噂膨櫛雛鍵一
2  4 6  8 10 1214 16 18 20 22 24

 Centleinとγ・チュブリンが同

じ分画（No．12～18）に回収さ

れた。

7・3・6．Centleinの分裂期での細胞内局在

Centleinの細胞分裂期の局在を検討した。：日eLa細胞を抗Centlein抗体と抗α・チュブリン抗

体を用いて二重染色し、蛍光顕微鏡で観察した。その結果Centleinは間期、分裂期を通じて中

心体に局在していることが明らかになった（Fig．19）。

 lnterphase Prophase Metaphase Anaphase Telophase Fig・19細胞分裂中のCentlein

’忘                        の局在3
＄                        緑：抗Centlein抗体、赤：抗α・
o
                           チュブリン抗体
憂
3                  一、，、      矢頭：中心体

帽．        固定・…％メタノール
                           スケールバー：10μm
聾

圭

・24・



7・3・7．細胞周期に依存したCentleinの中心体内での局在

 中心体蛋白質ODF2やnineinは、中心体での局在が細胞周期に依存して変化すると言われ

いる［17，18］。OD：F2とnineinは母中心小体に局在し、 G1／S期では母娘中心小体両者に同じよう

に分布する。Centleinも同じく中心体内での局在が細胞周期に依存して変化するか検討した。細

胞をMitotic shack・offによってM期で同調させた。細胞をまき直した後4時間培養し（細胞の

大部分はG1期）、抗Centlein抗体、抗ODF2抗体［19］、抗γ・チュブリン抗体で三重染色し、共焦

点顕微鏡で観察した。G1期では、 Centleinの局在はODF2と一致したが、γ・チュブリンより限局

した局在を示した（Fig．20）。細胞がG11S期の中心小体が複製される前においてCentleinは

ODF・2陽性、γ・チュブリン陽性の母と娘の中心小体に局在した。これらの結果から、 Centleinは

G1期に母中心小体に局在し、 G1！S期に進むにしたがって母と娘の中心小体両方に分布すること

が示唆された。

G1

G1／S

Centleln  ODF2 γ一Tubulin Merge Fig．20 CentleinのG1からS期にかけて

のHe：La細胞中心体での局在。

緑：抗Centlein抗体、赤：抗OD：F2抗体、

青：抗γ・チュブリン抗体。

固定：100％メタノール

スケールバー：5μm
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8．考察（文献的考察を含む）

 本研究は、本来新しい微小管結合蛋白質と微小管をベースにした構造のコンポーネントを同

定するために、ラット脳組織から微小管と共沈する蛋白質を網羅的に質量分析によって解析した。

結果として新しい分子42種を含む391種の蛋白質を同定した。それらは11の機能（微小管骨格、

他の細胞骨格、中心体、シャペロン、ゴルジ小体、ミトコンドリア、核酸、リボソーム、核、細胞内輸

送、その他）に分類され、そのなかに私が性状解析した新しい中心体蛋白質p70とCentleinが

あった。

 新規に同定したp70およびCentleinは、共にcoiled・coil構造を有していた。中心体は多くの

coiled・coil構造を持つ蛋白質で構成されており［20］、これは蛋白質の複合体を構成しやすいよう

にするためと考えられている。また、両蛋白質とも細胞周期を通じて微小管非依存的に中心体に

局在していた。p70とCentleinは微小管と共虚してくる蛋白質として同定されたが、直接に微小管

と結合するかは不明のままである。両蛋白質とも脳の不溶細分／抽出画面から回収された蛋白質

であり、リコンビナント蛋白質も難溶性を示し、微小管と直接結合するかを実験することが出来な

かった。この難溶性はcoiled・coil構造に由来するものと考えられる。いずれにせよp70とCentlein

が中心体に局在するメカニズム、微小管結合活性の有無は今後の重要な研究課題である。

 p70をノックダウンさせた細胞ではp53非依存的にG2！Mチェックポイントが活1生化されて細胞周

期が停止することが示唆された。これまで中心体蛋白質をノックダウンさせるとG1チェックポイント

が活性化されるという報告が多い。例えばベリセントリン2は、ノックダウンさせるとp53が活性化さ

れ、核内に蓄積する［4】。チェックポイントではサイタリンファミリーとサイタリン依存性キナーゼ

（CDK）が中心的役割を果たしており、G1チェックポイントではp53によってサイタリンDとCD：K4の

複合体の活性化が阻害される。一方、G2！MチェックポイントではサイタリンBとCDK1の複合体の

活性化が阻害されるが、p53依存的な機i構と非依存的な機構がある［21，22］。 p70のノックダウンは

p53非依存的にG21Mチェックポイントの活性化へ何らかの作用をすると考えられる（Fig．21）。
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Fig．21 p 70と細胞周期
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 今後はp70をノックダウンさせると本当にG2！Mチェックポイントが活性化されるのかをより詳細に

確認する必要がある。G21M期でのサイタリンAとBの発現量やCDK：1のリン酸化の程度を測定す

ることでG2！Mチェックポイントの活性化を確認していく予定である。

 CentleinはG1期に母中心小体に局在することが示唆された。母と娘の中心小体の違いは、母

中心小体には電顕的にdistal appendage、 subdistal appendageと呼ばれる構造が存在するこ

とである。したがってCentleinはこのappendageに局在するかもしれない。 Appendageに局在す

る蛋白質としてはこれまで11inein［18］、ε・チュブリン［23】、 centriolin［24】、 CEP110［25］が報告

されている。ninein、ε・チュブリン、 centriolin、 CEP110をRNA干渉や中和抗体でノックダウン

させると、細胞周期や微小管形成中心の活性に影響を及ぼすことが報告されている［4，23・25］。

一方ODF2をノックダウンさせると一次線毛の形成が抑制されることが報告されている［19］。このよ

うに母中心小体は中心小体の複製、線毛の形成、微小管の形成に重要な役割を担っている。

Centleinも母中心小体に関連したこのような機i能に関わっていると考えられる（Fig．22）。
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：Fig．22 Appendageに局在する中心体蛋

白質（上）と母中心小体の機能（下）。
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9．結語

 p70とCentleinは、種々の組織に広く分布する蛋白質であり、間期と分裂期を通じて中心体に

局在すること、かっ中心体への局在は微小管非依存的であることが明らかになった。p70はp53

非依存的にG21Mチェックポイントに関与することが示唆された。 Centleinは、 G1期に母中心小

体に局在しており、中心小体の複製や一次線毛の形成など母中心小体に関わる機能に関与して

いるかもしれない。

・28・
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