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バイオサイエンス研究科 博⼠論⽂要旨 
 

所属 
（主指導教員） 

分⼦情報薬理学研究室 （伊東広 教授） 

⽒名 堀部修平 提出 平成 29 年 12 ⽉ 12 ⽇ 

題⽬ 
Ric-8A による中⼼体形成制御機構の解析 

要旨 
●研究背景 
 ヘテロ三量体 GTP 結合タンパク質 (G タンパク質)は αサブユニット(Gα)と βγサブユニ
ット(Gβγ)から構成され、細胞膜受容体である G タンパク質共役受容体(G protein-coupled 
receptor: GPCR)と共役し、細胞外の情報を細胞内へ伝達する分⼦スイッチとして機能する。
⼀⽅、GPCR ⾮依存的な G タンパク質活性化因⼦として Ric-8 (resistance to inhibitors of 
cholinesterase-8)が同定され、細胞外リガンドによる制御とは異なる、G タンパク質シグナル
の新たな活性制御機構が提唱されている。Ric-8 は Gαの GDP-GTP 交換因⼦(GEF)として Gα
を活性化することや、シャペロン活性、ユビキチン化阻害活性により Gαの安定化に寄与す
ることが報告されている。哺乳類には Ric-8A と Ric-8B の⼆つのホモログが存在し異なるＧ
αを標的とするが、哺乳動物細胞において Ric-8 がどのような⽣命現象に関与するかについ
ては不明な点が多く残されている。 
 中⼼体は中⼼⼩体と周辺物質(Pericentriolar material: PCM)によって構成され、間期におい
て微⼩管形成中⼼(Microtubule Organizing Center: MTOC)として働き、分裂期において紡錘体
形成を担う。これまでに三量体 G タンパク質が中⼼体形成に関与する報告は無いが、本研
究において G タンパク質調節因⼦ Ric-8A が三量体 G タンパク質シグナルを介して中⼼体
形成を制御する可能性を⾒出した。 
●研究結果 
① Ric-8A 発現抑制及びノックアウトにより引き起こされる中⼼⼩体様構造体の形成 
 ヒト⾻⾁腫由来 U2OS 細胞に Ric-8A を標的とする siRNA を導⼊し、Ric-8A 発現抑制時
の中⼼⼩体タンパク質の様⼦を免疫染⾊法で評価した。その結果、Ric-8A 発現抑制により
中⼼⼩体タンパク質(CP110、Centrin、Talpid3)及び中⼼体タンパク質(γ-tubulin)のドット数が
増加する⼀⽅、⼀部の中⼼⼩体タンパク質(C-Nap1、SAS-6)のドット数は増加しなかった。
この結果は CRISPR/Cas9 を⽤いて作成した Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞においても確認
された。これらの結果から、Ric-8A の発現抑制は中⼼⼩体⾃⾝を増加させないが、中⼼⼩
体に類似した構造体(以下、中⼼⼩体様構造体: Centriole-Like Structure (CLS))の形成を引き起
こすことが⽰唆された。 
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② Ric-8A 下流シグナルの解析 
 Ric-8A の標的タンパク質の１つである Gαi はアデニル酸シクラーゼを抑制して
cAMP 量の低下を引き起こし、結果として PKA (Protein kinase A)の活性を低下させ
る。前記の表現型において Ric-8A の下流で Gαi 並びに PKA が関与するかを検討す
るため、Gαi 特異的阻害剤である百⽇咳毒素を処理したところ、CLS が観察された。
その際、百⽇咳毒素と同時に PKA 阻害剤を処理すると CLS 形成がキャンセルされた。
さらに Ric-8A 発現抑制と Gαi もしくは PKA の過剰発現を同時に⾏った結果、Ric-8A
発現抑制で誘導された CLS 形成に対し、Gαi 過剰発現は抑制効果を⽰した。⼀⽅、
PKA 過剰発現と Ric-8A 発現抑制を同時に⾏った細胞では、それぞれの単独処理細胞
と⽐べて相加的な増加を⽰さなかった。これらの結果から、Ric-8A→Gαi→PKA とい
うシグナル経路が CLS 形成に関与することが⽰唆された。 
③ 中⼼⼩体様構造体(CLS)の解析 
 Ric-8A 発現抑制によって CLS が形成された要因として、中⼼体へのタンパク質輸
送を担う Centriolar satellites (CS)と呼ばれる構造体に着⽬した。Ric-8A ノックアウト
細胞において CS タンパク質 PCM-1 の局在を免疫染⾊法で検討した結果、Ric-8A ノ
ックアウト細胞では PCM-1 の異常凝集が観察され、その凝集に中⼼⼩体タンパク質
Centrin が共局在している様⼦が確認された。これらの結果から、Ric-8A 発現抑制細
胞では CS の動態異常が起こり、結果として CLS が形成される可能性が⽰唆された。
⼀⽅、⼀部の CLS は PCM1 と共局在せず、g-Tubulin と共局在することも⾒出された。
g-Tubulin は中⼼体の構成タンパク質で MTOC 活性に寄与することから、Ric-8A 発現
抑制細胞で形成される CLS の⼀部は MTOC 活性を持つ可能性が⽰唆された。 
④ 細胞分裂への影響解析 
 Ric-8A 発現抑制細胞で形成される CLS が MTOC 活性を有するかを検討するため
に、微⼩管再合成アッセイを⾏った。Ric-8A ノックアウト細胞の微⼩管ネットワー
クを破壊後、CLS を基点に微⼩管の再合成が起きている様⼦を確認した。この結果
から、CLS は MTOC 活性を持つことが分かった。次に、CLS が細胞分裂に影響する
かを調べるために、Ric-8A ノックアウト細胞における紡錘体形成を観察した。その
結果、Ric-8A ノックアウトにより異形紡錘体である pseudo bipolar 紡錘体や多極性紡
錘体を形成する細胞が増加することが分かった。  
●総括 
 本研究結果から、Ric-8A の発現抑制は中⼼⼩体様構造体(CLS)の形成を引き起こす
こと、その⼀部は微⼩管形成中⼼(MTOC)活性を持つこと、CLS の MTOC 活性は紡
錘体形成異常を引き起こすことが分かった。従って Ric-8A は MTOC 形成制御を介し
て正常な細胞分裂の維持に重要な役割を担っていると考えられる。今後は
Ric-8A→Gαi→PKA の下流で CLS 形成に寄与する因⼦の同定が必要である。 
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第 1章 序論 
 

1.1 ヘテロ三量体 GTP結合タンパク質 

	 ヘテロ三量体 GTP 結合タンパク質 (以下、G タンパク質)は細胞外の情報を細胞内

へと伝達するスイッチ様の役割を担うシグナル伝達タンパク質の一つである。三量体

Gタンパク質は αサブユニット(Gα)と βγサブユニット(Gβγ)にて構成され、細胞膜内

側にて膜受容体であるGタンパク質共役受容体(G protein-coupled receptor: GPCR)と共

役している。ホルモンや神経伝達物質などのリガンドが GPCR に結合することで

GPCRが構造変化を起こし、共役する Gαに結合した GDPを GTPに交換する反応を

促す。交換反応により Gタンパク質と受容体の相互作用並びに Gα-GTP、Gβγ間の相

互作用が減弱することで解離を引き起こす。解離した Gα-GTPと Gβγはそれぞれ独立

または協調的に下流エフェクタータンパク質を活性化し、シグナルをさらに下流に伝

達する(図 1 A)。その後、Gαサブユニット自身の持つ GTP加水分解活性により Gαに

結合した GTP を GDP に加水分解し、再び Gβγ 並びに受容体と結合することで G タ

ンパク質シグナルは増幅される(Kaziro Y. et al., 1991)。 

	 Gタンパク質の多様なシグナル伝達経路は Gαの多様性に起因する。Gαは機能や構

造から Gαs、Gαi、Gαq、Gα12 の４種類のサブファミリーで構成される。Gαs はアデ

ニル酸シクラーゼを下流エフェクタータンパク質とし、細胞内 cAMP濃度を増加させ

る機能を有する。それに対し、Gαi はアデニル酸シクラーゼに抑制的に働き、cAMP

シグナルを阻害する。Gαqはホスホリパーゼ Cを活性化し、イノシトール 1, 4, 5-三リ

ン酸とジアシルグリセロールの産生を促す。Gα12 は RhoGEF を制御し、アクチン骨

格の再編成などを誘導することが知られている。さらに Gαは組織特異的な発現様式

を示すものも存在し、多様なエフェクターとの組み合わせにより特徴的なシグナル伝

達経路を構築している(堀部修平, 伊東広, 2015; Blumer, J. and Lanier, S., 2013)。 

 

 
1.2 受容体⾮依存的な G タンパク質活性化因⼦ Ric-8 

 RIC-8 (Resistance to inhibitors of cholinesterase-8)は線⾍の遺伝学的解析によりアセチ
ルコリンエステラーゼ阻害剤に対して耐性を⽰す変異体の原因遺伝⼦の⼀つとして
同定された、G タンパク質シグナル制御因⼦である(Miller, K. G., et al., 1996)。線⾍に
おける研究により、Gαqシグナルを制御することで神経伝達物質の放出を制御するこ
と、さらに GPR-1/2 (線⾍の Gαi オルソログ)に対し GEF として機能し、胎⽣期に起こ
る⾮対称細胞分裂の配向を制御することが報告された (Miller, K. G., and Rand, J. B., 

2000)。 

 脊椎動物は Ric-8A 及び Ric-8B の 2 種類のホモログを持ち、45%のアミノ酸相同性を
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⽰す。Ric-8A 及び Ric-8B は Gαサブファミリーに対する特異性に違いが⾒られ、Ric-8A

は Gαi、Gαq 及び Gα12 と、Ric-8B は Gαs 及び Gαq と結合する。さらに in vitro にお
いて Ric-8A が Gαi、Gαq 及び Gα12 に対する GEF 活性を有すること、Gαq のシグナ
ルを増強する機能を有することが明らかとなった(Tall, G.G., et al. 2003; Nishimura, A. 

et al. 2006)。それに対し、Ric-8B は Gαs 及び Gαolf に対する GEF 活性を有することが
報告されている(Von Daneecker, L.E., et al., 2005; Chan, P., et al., 2011)。さらに、Ric-8A

は Gαi 及び Gαq、Ric-8B は Gαs と結合することで Gαのユビキチン化を抑制しプロテ
アソームによる分解を抑制することが⽰されている(Chishiki, K., et al., 2013; Nagai, Y., 

et al., 2010; Jenie, R. I., et al., 2013)。これに加え、Ric-8A 及び Ric-8B はターゲット G

タンパク質の発現量増加や局在に影響を与えることからシャペロン活性を有し、G タ
ンパク質の膜局在化や安定性を向上に寄与するとも考えられている(Gabay, M., et al ., 

2011; Chan, P., et al., 2013)。このように、Ric-8 は Gαに対する様々な機能を有し、G

タンパク質シグナルを増強する役割を担うと考えられている(図 1 B)。 

 線⾍やショウジョウバエの胎⽣初期において Ric-8 が⾮対称細胞分裂に必須である
こと、さらに Ric-8A のノックアウトマウスは胎⽣致死を⽰すことから、Ric-8A も哺
乳類胎⽣期において機能を担うことが考えられる(Afshar, K., et al., 2004; David, N. B., 

et al., 2005; Wang, H., et al., 2005; Tonissoo, T., et al., 2010)。Ric-8A は Gαi と複合体を形
成することで細胞分裂時の紡錘体牽引⼒を制御する役割を担うことが⽰された (Cho, 

H., and Kehrl, J., 2008; Woodard,G., et al., 2010; Boularan, C., et al., 2014)。M 期の紡錘体
極延⻑線上にある細胞膜において GTP-Gαi は LGN/NuMA/ダイニン複合体と結合し、
ダイニンの活性により紡錘体の牽引⼒を発⽣させる。Ric-8A は M 期における Gαi の
活性化を促し、紡錘体極の延⻑線上に Gαi 及び LGN/NuMA/ダイニン複合体をリクル
ートする機能を有する。よって Ric-8A 発現抑制や Gαi の阻害は紡錘体牽引⼒の低下
を起こし、有⽷分裂の失敗や遅延を惹起すると考えられている。 

 

 
1.3 中⼼体 

 中⼼体は微⼩管形成中⼼(Microtubule Organizing Center: MTOC)として機能する細胞
⼩器官である。中⼼体は垂直に配向した 2 つの中⼼⼩体とそれを取り囲む周辺タンパ
ク質群 (Pericentriolar Material: PCM)によって中⼼体を構成している(図 2 A)。中⼼⼩体
はトリプレットのチューブリン 9 本が対称に配向したシリンダー様の構造を持ち、線
⾍から哺乳類に⾄るまで幅広く保存されている。中⼼体の主な機能は細胞周期 M 期
での紡錘体形成による染⾊体分配である。G1 期の細胞は 2 つの中⼼⼩体を持ち、S

期から G2 期にかけて複製→成熟を経て 4 つの中⼼⼩体へと複製される。M 期におけ
る核膜崩壊後、2 対の中⼼⼩体はそれぞれ両極へ配向し、MTOC 活性により紡錘体を
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形成し染⾊体を分配する。細胞質分裂後、1 細胞は 2 つの中⼼⼩体を有し再び細胞周
期が進⾏する(図 2 B)。その他の中⼼⼩体の機能として繊⽑形成が挙げられる。細胞
周期 G0 期において中⼼⼩体は細胞膜近傍に移動し、微⼩管を伸⻑させることで細胞
外に突出した繊⽑を形成することが知られる。繊⽑の⼀つである⼀次繊⽑には様々な
シグナル伝達因⼦が集積し、Wnt シグナルや Hedgehog シグナルの⾜場として機能し
ていることが報告されている(Eggenschwiler J.T., et al. 2007)。これらのことから、中⼼
⼩体は胎⽣期のおける細胞分裂から成体期におけるシグナル伝達を制御する重要な
細胞内⼩器官であると考えられる。 

 
1.4 中⼼⼩体複製過程 

 中⼼⼩体の複製は細胞周期と密接に関連し、細胞周期ごとに⼀度だけ複製される
(Strnad, P. and Gonczy, P., 2008)。G1/S 期において Cyclin-E /CDK2 複合体は DNA 合成
を制御すると共に、中⼼⼩体複製開始を制御することが知られる(Hanashiro, K., et al., 

2008)。中⼼⼩体複製に関与する Cyclin-E /CDK2 の基質は CP110 などが知られている
が(Chen, Z., et al., 2002)、詳細なメカニズムは不明なままである。CDK2 の活性化後、
PLK4 (Polo Like Kinase 4)の活性化が誘導される。PLK4 は中⼼⼩体複製必須因⼦とし
て線⾍からヒトまで広く保存された中⼼⼩体キナーゼの⼀種である。PLK4 の基質の
⼀つとして知られる SAS-6 (Spindle ASsembly abnormal protein-6)は中⼼⼩体の複製基
点となる Cart wheel 構造の主⾻格である。Cart wheel 構造とは SAS-6 のコイルドコイ
ルドメインで結合したホモ⼆量体が N 末端同⼠で結合し、9 回対称性構造物を形成し
た中⼼⼩体基底部である(Kitagawa, D., et al., 2011)。PLK4 は中⼼⼩体への SAS-6 リク
ルートを制御し Cart wheel 構造の形成を開始させる(Ohta, M., et al., 2014)。このような
中⼼⼩体複製開始を担う PLK4 や SAS-6 などの中⼼⼩体必須因⼦を過剰発現させると
中⼼⼩体の過剰複製が誘導されることが知られている(Kleylein-Sohn, J., et al., 2007; 

Strnad, P., et al., 2007)。 

 中⼼⼩体複製開始起点である Cart wheel 構造が形成されると中⼼⼩体は伸⻑・成熟
の過程を経るが(Strnad, P. and Gonczy, P., 2008)、その過程では中⼼⼩体タンパク質が輸
送されている。輸送には中⼼体に繋がった微⼩管ネットワークを通じて Centriolar 

satellites (CS)と呼ばれる構造物が担う (Dammermann, A. and Merdes, A., 2002)。CS は
70 nm-100 nm の球状の electron dense material であり、中⼼体の周りでダイニンの活性
により常に動いている(Kubo, A., et al., 1999)。CS 構成因⼦の⼀つである PCM-1 

(PeriCentriolar Material-1)は CS の⾜場を形成しているタンパク質であり、PCM-1 発現
抑制などによって誘導される CS の不安定化は中⼼⼩体の複製停⽌や繊⽑形成不全な
どの症状を引き起こす(Kodani, A., et al., 2015; Kim, J., et al., 2008)。CS は様々なタンパ
ク質を輸送しており、CS の異常による中⼼体への輸送失敗は⼩頭症(Microcephaly)な
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どの原因となることが知られる(Barbelanne, M. and Tsang, W., 2014)。⼩頭症は胎⽣期に
おける神経幹細胞の細胞分裂異常により脳発達が未成熟になることが原因であると
されており、CS が中⼼体機能の⼀端を担い、⽣理機能を維持するために重要な構造
物であることが推測される。 

 このように、中⼼⼩体は S 期から M 期にかけて複製基点の形成(Cart wheel 構造)、
伸⻑・成熟、CS によるタンパク質輸送などにより制御され、中⼼⼩体数を厳密に維
持している。 

 

 
1.5 中⼼⼩体数異常と細胞分裂 

 厳密に維持されている中⼼⼩体複製過程に何らかの原因により異常を来した場合、
中⼼⼩体の数や構造に異常が起きる。例えば、細胞周期が乱れ S 期が伸⻑した場合、
中⼼⼩体が 1 度ではなく複数回の複製が起き、異常な数の中⼼⼩体を形成する、①中
心小体の再複製が起こる。これは特に細胞周期制御タンパク質の異常などが要因とな
る(Wong, C. and Stearns, T., 2003)。次に S 期初期に起こる中⼼⼩体複製開始段階の異常
では、異常な数の Cart wheel 構造の形成により中⼼⼩体が⼀度に 3 つ以上形成される、
②過剰複製が挙げられる。これは Cart wheel 構造の主⾻格である SAS-6 や複製開始を
制御する PLK4 の過剰な発現や活性が原因の⼀つとして知られる(Kleylein-Sohn, J., et 

al., 2007; Strnad, P., et al., 2007)。そして中⼼⼩体複製過程中に絶えず起こっている中⼼
体へのタンパク質輸送に異常を来した、③タンパク質輸送異常で数や構造の異常が起
こる。この表現型は輸送を担う CS タンパク質の⽋失や PCM 構成タンパク質の⽋損
による微⼩管ネットワークの破綻などが要因として報告されており(Madarampalli, B., 

et al., 2015; Hori, A., et al., 2015)、中⼼⼩体タンパク質の凝集体や中⼼⼩体の断⽚化を
誘導する。その他に、細胞分裂時の異常である細胞質分裂の失敗は中⼼⼩体の蓄積を
起こし、これもまた中⼼⼩体が過剰な数⾒られる原因の⼀つである。このような場合、
過剰複製・再複製・細胞分裂失敗では中⼼⼩体の異常増加が、タンパク質輸送異常は
中⼼⼩体タンパク質の凝集物形成が起こる。 

 過剰に形成された中⼼⼩体が MTOC 活性を有していた場合、細胞分裂の錯乱を引
き起こす。通常、2 つの中⼼⼩体が 1 つの紡錘体極として機能し、双極に位置した紡
錘体極が双極性紡錘体を形成することで正常な細胞分裂を⾏う。しかしながら過剰な
中⼼⼩体が形成された場合、紡錘体極が 3 つ以上になり多極性の紡錘体(Multi-polar 

spindle)を形成することが度々起こる。さらに、⼀⾒、双極性紡錘体であるが、⽚側の
紡錘体極に 4 つ以上の中⼼⼩体が集積した Pseudo-bipolar 紡錘体といった表現型も観
察される。多極性紡錘体は染⾊体の正常な分配が⾏われず、分裂後に細胞死もしくは
ゲノム不安定な状態を維持して⽣き残る。Pseudo-bipolar 紡錘体は紡錘体の左右の牽
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引⼒に差が⽣じてしまい、均等な染⾊体分配が失われることでゲノム不安定な状態を
誘導する(Ganem, N., et al., 2009)。それぞれの異常紡錘体においてゲノム不安定な状態
を誘導し、これがガン化の原因となることが知られる(Levine, M., et al., 2017)。現に、
がん組織では 1 つの細胞に 5 つ以上の中⼼⼩体が確認される事が多い。このように、
中⼼⼩体の複製過程の厳密な制御機構は中⼼⼩体の正常な数を維持することにより
細胞の恒常性維持やガン化の抑制に重要な役割を有している。 

 

 
1.6 Ric-8A、Gαi、PKA と中⼼体の関係性 

 これまでに Ric-8A が中⼼体に関係する数少ない知⾒として、Ric-8A が細胞質のみ
ならず中⼼体においても局在すること、さらに Ric-8A の下流 Gα の⼀つである Gαi

の過剰発現を⾏うと中⼼体付近に局在することが報告されている(Woodard, G., et al., 

2010; Cho, H and Kehrl, H., 2007)。Gαi が制御する cAMP によって活性化する PKA 

(protein kinase A)に関しては AKAP9 (A-kinase anchoring protein 9; 別名 AKAP350, 

AKAP450, CG-Nap, Yotiao)や中⼼体タンパク質 Pericentrin (別名 Kendrin)と結合し、中
⼼体に局在することが知られる(Takahashi, M., et al., 1999, Diviani, D., et al., 2000)。PKA

は調節サブユニット(R)と触媒サブユニット(C)のそれぞれ 2 つずつが会合した四量体
構造をとり、調節サブユニットに cAMP が結合すると触媒サブユニットが解離し、触
媒サブユニットが基質をリン酸化する。PKA は調節サブユニットを介して AKAP タ
ンパク質と結合し、局在が制御されている(Wong, W., and Scott, J., 2004)。AKAP9 は中
⼼⼩体の proximal 側及びゴルジ体に局在し、PKA の局在制御のみならず⾜場タンパ
ク質として中⼼体タンパク質(Cep170 や Cep68)の局在を制御する(Takahashi, M., et al., 

1999; Kolobova, E., et al., 2017)。さらに、AKAP9 は中⼼⼩体複製への関与が知られ
(Keryer, G., 2003)、AKAP9 の過剰発現は Cyclin-E / CDK2 複合体の過剰なリクルート
を起こし中⼼体が異常に増加することや(Nishimura, T., et al., 2004)、ヒト肝癌由来
HepG2 細胞において AKAP9 発現抑制で DNA 合成が⽌まることにより中⼼体複製が
抑制されることが報告されている(Mattaloni., et al., 2013)。さらに AKAP9 には PDE4D3

と呼ばれるホスホジエステラーゼが結合し中⼼体における cAMP 量を調節すること
(Terrin, A., et al., 2012)、PKA が中⼼⼩体タンパク質である Centrin を M 期にリン酸化
することが報告されている(Lutz, W., et al., 2002)。このように、中⼼体における PKA や
AKAP9 の関与は幾つか報告があるのに対し、Ric-8A 及び Gαi に関しては知⾒が少な
く、Ric-8A シグナルが中⼼体形成に関与するか不明である。 
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1.7 本研究の⽬的 

 これまでに Ric-8A 及び Ric-8B の担う細胞機能に関しては知⾒が殆ど無い。このこ
とから、本研究では哺乳類 Ric-8A 及び Ric-8B が持つ未解明の細胞機能の解明を⽬指
した。その結果、Ric-8A 発現抑制時に異常な数の中⼼⼩体タンパク質が⾒られ、さら
に異常な細胞分裂が増えることを⾒出した。この結果から、Ric-8A が制御する細胞分
裂は紡錘体の牽引⼒調節のみならず、複数の制御機構を持つことが⽰唆された。  



 12 

 
図 1 三量体 G タンパク質シグナルと Ric-8 の機能 
A) 三量体 G タンパク質シグナル模式図。Ric-8 は細胞質に存在する GPCR ⾮依存的な G タン
パク質活性化因⼦である。(GEF: GDP-GTP exchange factor) 
B) 哺乳類 Ric-8 の機能とターゲット Gα を⽰す。脊椎動物は Ric-8A 及び Ric-8B という 2 つ
のホモログを持ち、Gα に対する特異性が異なる。 
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図 2 中心体模式図及び中心小体複製過程 
A) 中心体の模式図。中心体は 2つの中心小体とその周りを取り囲む PCMによって構成され
ている。中心小体の主骨格はトリプレットチューブリンである。PCMには微小管ネットワー
クが連結しており、Centriolar satellitesによってタンパク質輸送が行われている。 
B) 細胞周期中における中心小体複製過程を示す。G1期の 2つの中心小体は S期に入ると複
製を開始し、G2 期にかけて成熟が起こることで新たな中心小体を完成し、M 期において紡
錘体極として働き、細胞分裂とともに再分配されるサイクル様式をとる。  
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第 2章	 材料と方法 

 

2.1 細胞培養 

	 ヒト骨肉腫由来U2OS細胞、ヒト子宮頸がん由来HeLa細胞及びヒト胎児腎臓由来

HEK293T細胞は10％ウシ胎児血清、100 µg/mlストレプトマイシン及び100 U/mlペニシ

リンを含むDoublecco’s modified eagle’s medium (DMEM: nacalai tesque #0848-16)中で、
37 ℃, 5% CO2の条件下で培養した。ヒト結腸がん由来Caco-2細胞は20%ウシ胎児血清、

100 µg/mlストレプトマイシン及び100 U/mlペニシリンを含むModified Eagle’s Medium 
(MEM; nacalai tesque #21443-15)中で、37 °C, 5 % CO2の条件下で培養した。 

 

 

2.2 試薬及び抗体 

	 細胞への処理薬剤と抗体について以下に記述する。 

処理薬剤 メーカー Cat. No. 

百日咳毒素 (pertussis toxin: PTX) Calbiochem 51656069 

Dibutyryl-cAMP (dbcAMP) Sigma Aldrich D0627 

KT5720 Calbiochem 420320 

Thymidine Sigma Aldrich T1895 

Bromodeoxyuridine (BrdU) Roche 10280879001 

Static Abcam ab120952 

抗体  Cat. No. 

Anti-Ric-8A rabbit monoclonal 

antibody 

Abcam ab97808 

Anti-Gαi 2 rabbit polyclonal antibody 愛媛県心身障害者コロニー 

発達障害研究所 

浅野富子先生より譲渡 

 

Anti-Gαi 1/2 rabbit polyclonal antibody 愛媛県心身障害者コロニー 

発達障害研究所 

浅野富子先生より譲渡 

 

Anti-Gαs rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-383 

Anti-Gαq/11 rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-393 

Anti-Gα12 rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-409 

Anti-Gα13 rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-410 
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Anti-Gβ rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-378 

Anti-CP110 rabbit polyclonal antibody New York大学 

Brian David Dynlacht教授 

より譲渡  

(Chen, Z., et al., 2002) 

 

Anti-CP110 rabbit polyclonal antibody Bethyl A301-343A 

Anti-Centrin mouse monoclonal 

antibody 

Millipore 04-1624 

Anti-Talpid3 rabbit polyclonal antibody New York大学 

Brian David Dynlacht教授 

より譲渡 

(Kobayashi, T., et al., 2014) 

 

Anti-γ-tubulin mouse monoclonal 

antibody 

Abcam Ab-11316 

Anti-γ-tubulin goat polyclonal antibody 

(C-20) 

Santa Cruz Biotechnology sc-7396 

Anti-Cep164 goat polyclonal antibody	

(N-14) 

Santa Cruz Biotechnology sc-240226 

Anti-Glutamylated tubulin mouse 

monoclonal antibody (GT335) 

Adipogen AG-2013-0020 

Anti-C-nap1 rabbit polyclonal antibody Protein tech 14998-1-AP 

Anti-PCM-1 rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-67204 

Anti-HsSAS6 mouse monoclonal 

antibody 

Santa Cruz Biotechnology sc-81431 

Anti-PLK4 mouse monoclonal 

antibody (6H5) 

Merck Millipore MABC544 

Anti-SPAG5 rabbit polyclonal antibody Protein tech 14726-1-AP 

Anti-BrdU mouse polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-32323 

Anti-FLAG mouse monoclonal 

antibody (M2) 

Sigma Aldrich F1804 

Anti-FLAG rabbit monoclonal antibody Sigma Aldrich F7425 

Anti-Myc mouse monoclonal antibody 

(9E10) 

Santa Cruz Biotechnology sc-40Ac 

Anti-c-Myc rabbit polyclonal antibody Santa Cruz Biotechnology sc-789 
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Anti-β-actin mouse monoclonal 

antibody 

Santa Cruz Biotechnology sc-47778 

 

 

2.3 プラスミドとsiRNA 

・pCMV5-Flag-SPAG5 

	 ヒト骨肉腫由来U2OS細胞からSepasol-RNA 1 Super G (Nacalai Tesque #09379)を用い

てRNAを抽出後、SuperScript IIIとOligo(dT)20を用いて逆転写反応を行い、cDNAを作

成した。cDNAを鋳型として以下に示すプライマーを用いて、１段階目に5’UTRから

3’UTR領域、2段階目に翻訳領域をPCR反応にて増幅させた。その後、pCMV5-Flagベ

クターに挿入した。 

 

SPAG5 nested PCR 

	 FW: 5’-CTCGACTTGGTCTGAGACGTGA-3’ 

	 RV: 5’-GGGTAAGGGGGTATTGCAGGTAA-3’ 

 

SPAG5 2nd PCR (下線部は制限酵素サイトを付加したことを示す) 

	 FW: 5’-TTGTCGACATGTGGCGAGTGAAAAAACTGAGC-3’ (SalI付加) 

	 RV: 5’-TTCCCGGGTTAGCTCAGAAATTCCAGCAATCCC-3’ (SmaI付加) 

 

・pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) hRic-8A 

当研究室の仲山が下記のオリゴDNAを用いて作成(下線部は制限酵素サイトを付加し

たことを示す)。pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)はAddgene社から購入した(Ran, F., et al., 

2013)。 

	 FW: 5’-CACCGACGGCTTCTGCAACCGCCCG-3’ 

	 RV: 5’-AAACCGGGCGGTTGCAGAAGCCGTC-3’ 

	 Target sequence: 5’-CCCCGGGCGGTTGCAGAAGCCGT-3’ 

	 	 (hRic-8A coding region 7-29bpの配列) 

 
・pCMV5-Flag-mRic-8A, pCMV5-Myc-Ric-8A (Mouse) 

マウス脳由来 cDNA を鋳型とし Nishimura, A., et al., 2006 にて作成。 
 
 

・pCMV5-myc-PKA C-subunit WT (Rat) 
浦野⼤輔, 博⼠論⽂, (2008)にて作成 
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・pCMV5-Gαi2 WT, pCMV5-Gαi2 QL,  pCMV5-Flag-Gαi2 WT, pCMV5-Flag-Gαi2 QL 

(Human) 
当研究室にて保有。 

 
・pCMV5-myc-PKA C-subunit K73R (KD; Rat) 

当研究室にて保有。 

 

・sihRic8A 

#1: GUGUCUGGAUGUUCUCCUC、Dharmacon、BBISJ-002621 

#2: GCUUGUCCGCCUCAUGACA、Dharmacon、BBISJ-002623 

 

・sihAKAP9 

AACUUUGAAGUUAACUAUCAA、Sigma 

 

 

2.4 タンパク質過剰発現系並びに遺伝子発現抑制実験 

・HEK293T細胞への遺伝子導入 

	 HEK293T細胞を10 cmディッシュに1.6 x 105 cells播種し、翌日ポリエチレンイミン

MAX (PEI MAX、Polysciences #24765)を用いてPEI法により遺伝子導入を行った。プラ

スミドDNA溶液に対しPEI溶液を5倍量加え、ボルテックス後20分室温でインキュベー

トしたのち、細胞培地に全量滴下し、24時間培養後に培地交換を行った。細胞回収は

遺伝子導入から48時間後行った。 

 

・U2OS、Caco-2細胞へのトランスフェクション 

	 タンパク質過剰発現系ではLipofectamine 2000 (Invitrogen #11668)、遺伝子発現抑制

系ではLipofectamine RNAiMAX (Invitrogen #13778)を用いたリポフェクション法によ

り遺伝子導入を行った。特に記述が無い場合、遺伝子導入から6時間後に培地交換を

行い、更に42時間培養し細胞を回収した。過剰発現プラスミドとsiRNAを同時に導入

する際にはLipofectamine 2000を用いた。 

 

 

 

2.5 Ric-8A ノックアウト細胞の作成 

	 6well plate に U2OS 細胞を 1.5 x 105cells で播種し、1 日培養した。その後、
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pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) hRic-8Aプラスミドを Lipofectamine 2000で遺伝子導入

し、6時間後に培地交換、その後 42時間後に Trypsin/EDTAにて剥離させ 0.05% BSA, 

2 µg/ml PI (Propidium Iodide)/PBS溶液にて再懸濁し細胞懸濁液とした。フローサイト

メトリー (FACS Aria special order、Becton Dickinson)を用いて細胞懸濁液中の GFP陽性

細胞を 96 well plateに 1 cell / wellでソーティングし、約 2週間培養した。生存した細胞

を適宜スケールアップし、Ric-8A ノックアウト（KO）細胞候補株とした。細胞株の一

部は Cell lysis bufferを用いて細胞抽出液を調製後、Ric-8Aタンパク質量を anti-Ric-8A

抗体を用いたウェスタンブロットにより確認した。Ric-8A の発現が見られなかった細

胞株のゲノム変異を検討するために、Quick Extract DNA Extract solution (epicentre)を用

いてゲノム DNA を抽出し、抽出した DNA を鋳型として以下に示すプライマーと

Ex-taq polymerase (Takara #RR001A)を用いて 2度 PCR反応を行いゲノム上の Ric-8A 

KO target領域を増幅させた。その後シークエンサーを用いて増幅した PCR産物の塩

基配列を解読した。 

 

Ric-8A genome nested PCR (1st PCR) 

	 FW: 5’-ATCGGTTCTGTGGAGCTCGAG-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 980-1000) 

	 RV: 5’- TCAGAACGGATGGCAGGGTC-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 1641-1660) 

 

Ric-8A genome direct PCR (2nd PCR) 

	 FW: 5’-GGCTGAGATCGTTTCCTGTTGG-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 1035-1056) 

	 RV: 5’-CAACACTGCATCCCAGACCTG-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 1561-1581) 

 

Ric-8A direct sequencing 

	 FW: 5’- TCGGTTCAGAGCGACTCAGC-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 1101-1120) 

	 RV: 5’- CCTACGCTTGCTGACACAGC-3’ (chromosome 11 GRCh38. P7 1519-1538) 

 

 

2.6 Western blotting 

	 遠心分離により回収した細胞にCell lysis buffer (50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 150 

mM NaCl,  5 mM EDTA, 0.5%(v/v) NP-40, 10% (w/v) Glycerol, 1 mM DTT, 2 µg/ml 

Leupeptin, 0.5 mM PMSF)にて懸濁し、on iceで30分インキュベート後、15000 rpm, 4 ℃, 

15分間遠心分離し上清を回収した。CBB G-250溶液  (5倍濃縮、Nacalai tesque 

#29449-15)を用いたBradford法により上清のタンパク質量を測定し任意の濃度に希釈

後、sample buffer (5x)を加え95 ℃で5分間インキュベートしサンプルとした。アクリル

アミドゲルを用いた SDS-PAGEにより分離し、その後 polyvinylidene difluoride 



 19 

membrane (PVDF膜: Millipore #IPVH00010)に転写した。転写したメンブレンをBlocking 

buffer (4% (W/V) skim milk / PBS-T )中で30分振盪しブロッキング後、Blocking bufferで

希釈した一次抗体を用いて室温2時間静置し一次抗体反応を行った。その後メンブレ

ンをPBS-T (137 mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1.5 mM KH2PO4,	 0.5% (W/V) Tween-20)で洗

浄し、Blocking bufferで希釈したHRP標識二次抗体を用いて室温1時間静置し二次抗体

反応を行った。再びメンブレンをPBS-Tで洗浄後、Chemi-Lumi One (Nacalai tesque 

#07880-70)もしくはChemi-Lumi One Ultra (Nacaral tesque #11644-40)を用いて化学発光

を検出した。 

 

WBで用いた一次抗体及び希釈率 

Anti-Ric-8A rabbit monoclonal antibody: 1/1000 

Anti-Gαi 2 rabbit polyclonal antibody: 1/500 

Anti-Gαi 1/2 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-Gαs rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-Gαq/11 rabbit polyclonal antibody: 1/500 

Anti-Gα12 rabbit polyclonal antibody: 1/500 

Anti-Gα13 rabbit polyclonal antibody: 1/500 

Anti-Gβ rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-PCM-1 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-HsSAS6 mouse monoclonal antibody: 1/1000 

Anti-PLK4 mouse monoclonal antibody (6H5): 1/1000 

Anti-SPAG5 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-FLAG mouse M2 monoclonal antibody: 1/2000 

Anti-FLAG rabbit monoclonal antibody : 1/1000 

Anti-Myc mouse monoclonal antibody (9E10): 1/1000 

Anti-c-Myc rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-β-actin mouse monoclonal antibody: 1/2000 

 

二次抗体及び希釈率 

Anti-Mouse-IgG, HRP-Linked F (ab’) 2 Fragment (GE Healthcare #NA-9310): 1/5000 

Anti-Rabbit-IgG, HRP-Linked F (ab’) 2 Fragment (GE Healthcare #NA-9340): 1/5000 

 

 

2.7 免疫沈降実験 

	 HEK293T細胞に発現プラスミドを導入し48時間後、遠心分離により細胞を回収し
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Cell lysis bufferにて懸濁後on iceにて30分間インキュベートした。その後15000 rpm、4℃、

15分間遠心分離し上清を回収した。得られた上清にAnti-FLAG M2 affinity Gel (Sigma 

Aldrich #A2220)を添加し4℃にて3時間緩やかに混和することで反応させた。その後、

Cell lysis bufferにて6回洗浄を行い、Sample bufferを添加し95 ℃で5分間インキュベー

トすることで沈降物を溶出させ、このサンプルをwestern blot法により解析した。 

 

 

2.8 免疫染色 

	 細胞が接着したカバーガラスをPBSで１度洗浄後、適したfixation solutionを添加し

各条件でインキュベートすることで細胞を固定した。PBSを用いて2度洗浄後、膜透

過処理のために0.2% triton x-100 / PBSを添加し室温で10分間インキュベートした。再

びPBSで2度洗浄後、Blocking solution (5% BSA / PBS)を添加し室温で30分間静置しブ

ロッキングを行った。次にBlocking solutionで希釈した一次抗体溶液を用いて室温で3

時間の一次抗体反応を行った。PBSで10分間ごとに3回PBSで洗浄し、蛍光物質で標識

された二次抗体とDNA染色のためのHoechst 33324 (Nacarai tesque # 04929-82)を

Blocking solutionで希釈したものを用いて暗所室温で1時間の二次抗体反応を行った。

PBSで洗浄後、Mountant, PermaFlour (Thermo scientific #TA-030-FM)を用いて包埋した。

その後蛍光顕微鏡Axio Observer (Carl Zeiss)を用いて蛍光を観察した。 

Fixation solution、固定条件 

・4％ Paraformaldehyde(PFA) / PBS、室温10分間 

・-30℃ 100 % MeOH、on ice 5分間 

・3.7% formalin、室温10分間 

 

免疫染色で用いた一次抗体及び希釈率 

Anti-Ric-8A rabbit monoclonal antibody: 1/1000 

Anti-Gαi 2 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-CP110 rabbit polyclonal antibody (Chen, Z., et al. 2002): 1/1000 

Anti-CP110 rabbit polyclonal antibody (Bethyl #A301-343A): 1/500 

Anti-Centrin mouse monoclonal antibody: 1/1000 

Anti-Talpid3 rabbit monoclonal antibody: 1/1000 

Anti-γ-tubulin mouse monoclonal antibody (abcam #27074): 1/500 

Anti-γ-tubulin goat polyclonal antibody (C-20) (Santa Cruz Biotechnology #sc-7396): 1/500 

Anti-Cep164 goat polyclonal antibody: 1/200 

Anti-Glutamylated tubulin mouse monoclonal antibody (GT335): 1/1000 

Anti-C-Nap1 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 
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Anti-PCM-1 rabbit polyclonal antibody: 1/1000 

Anti-HsSAS6 mouse monoclonal antibody: 1/500 

Anti-PLK4 mouse monoclonal antibody (6H5): 1/100 

Anti-SPAG5 rabbit polyclonal antibody: 1/500 

Anti-BrdU mouse polyclonal antibody: 1/1000 

 

二次抗体及び希釈率 

Alexa 488-labeled goat anti-mouse IgG (Molecular Probe #A11029): 1/3000 

Alexa 488-labeled doncky anti-mouse IgG (Molecular Probe #A21202): 1/3000 

Alexa 488-labeled goat anti-rabbit IgG (Molecular Probe #A11034): 1/3000 

Alexa 488-labeled doncky anti-goat IgG (Molecular Probe #A11055): 1/3000 

Alexa 594-labeled goat anti-mouse IgG (Molecular Probe #A11032): 1/3000 

Alexa 594-labeled goat anti-rabbit IgG (Molecular Probe #A11012): 1/3000 

Alexa 594-labeled doncky anti-rabbit IgG (Molecular Probe #A21207): 1/3000 

Alexa 594-labeled doncky anti-goat IgG (Molecular Probe #A11058): 1/3000 

Alexa 350-labeled doncky anti-mouse IgG (Molecular Probe #A10035): 1/3000 

 

2.9 qPCR 

	 細胞からSepasol-RNA 1 Super G (Nacalai Tesque #09379)を用いてRNAを抽出後(製品

のprotocol準拠)、ReverTraAce qPCR RT kit (Toyobo #FSQ-101)を用いて逆転写反応を行

った(製品のprotocol準拠)。500 ngのRNAを鋳型としcDNAを作成した。得られたcDNA

にTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo #QPS-201)と以下に示すプライマーを添

加し、Lightcycler 96 (Roche)にてPCR反応及び定量を行った。 

hAKAP9 

	 FW: 5’- GAGAGTGAGAAACCAAGCCAAG -3’ 

	 RV: 5’- TACTGCTGAGCTCCACTTGC -3’ 

 

hGAPDH 

	 FW: 5’- GGCTGAGAACGGGAAGCTTG -3’ 
	 RV: 5’- ACTCCACGACGTACTCAGCG -3’ 
 

2.10 BrdUを用いたDNA合成解析 

	 細胞をカバーガラスに接着させ、回収1時間前にBrdUを終濃度10 µMで添加し、1時

間培養することでBrdUを細胞に取り込ませた。PBSで洗浄し、4% PFA / PBSを添加し

室温10分間静置することで固定した。PBSで洗浄後、0.2% triton x-100 / PBSを添加し
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室温10分間静置し膜透過処理を行った。洗浄後、核を露出させるために4 M HClを添

加し室温10分間インキュベートした。PBSで3度洗浄後、Blocking bufferにてブロッキ

ングを行い、Anti-BrdU抗体を用いた免疫染色を行いサンプルとした。サンプルを蛍

光顕微鏡にて観察し、Hoechstの数に対するBrdU陽性細胞の割合を算出し、細胞周期S

期の細胞の割合とした。 

 

 

2.11 フローサイトメトリーを用いた細胞周期解析 

	 細胞をtrypsin / EDTA溶液により剥離させ遠心分離により回収し、PBSで1度洗浄し

た。PBSで懸濁後、ボルテックスをしながら-30 ℃ 100% EtOHを終濃度70%になるよ

うに滴下し、on iceで30分間静置して細胞を固定した。PBSで2度洗浄後、再びPBSで

懸濁しRNaseを終濃度100 µg/mlになるように添加し37℃で20分間インキュベートす

ることでRNAを分解した。遠心分離し上清を除去後、PBSで再懸濁しPIを終濃度5 

µg/mlになるよう添加しon iceで20分間インキュベートした。その後0.1％ BSA / PBSを

加え希釈し、フローサイトメトリー(FACS Calibar、Becton Dickinson)を用いてPIの蛍

光強度分布を測定した。得られたデータは解析ソフトウェアFlowjo (FLOWJO, LLC)

を用いて細胞周期を算出した。 

 

2.12 Double thymidine block法によるG1/S期での細胞周期同調 

	 培養細胞に終濃度2 mMになるようにThymidine溶液を培地に添加し、16時間培養し

た。その後培地を除去しPBSで2度洗浄後、8時間培養した。再度終濃度2 mMになるよ

うにThymidine溶液を培地に添加し、16時間培養した。培地を除去しPBSで2度洗浄後、

培地を添加した細胞をG1/S期に同調した細胞として各実験に用いた。 

 

2.13 微小管再合成アッセイ 

	 培養細胞を回収前に氷上で1時間インキュベーションし、細胞内の微小管構造を破

壊した。その後、再び37 ℃にてインキュベーションを行うことで微小管伸長を促し、

任意のタイミングで回収、固定後に免疫染色し観察した。 
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第 3章 結果 
 

	 これまでに Ric-8A は Gαi、Gαq 及び Gα13 に対する GEF 活性を有すること、Gαi

及び Gαq に対しユビキチン化を抑制及びシャペロン活性を持つことなどが明らかと

され(Tall, G.G., et al. 2003; Chishiki, K., et al., 2013; Gabay, M., et al., 2011)、分子レベル

の機能は解明されつつある。しかし、Ric-8A の制御する生理機能の報告は数少なく、

生理機能の解明には更なる表現系の探索と制御機構の解明が重要である。そのためま

ず Ric-8A 発現抑制による表現系の確立（3.1 章）、次に下流 Gα シグナルの解析（3.2

章）、増加した構造物の解析（3.3章）、及びMTOC活性への影響解析（3.4章）、そし

て原因となる下流因子の検討（3.5章）を行い、Ric-8Aが制御する生理機能の分子機

構の解明を目指した。 

 

 

3.1 Ric-8A発現抑制及びノックアウトにより引き起こされる中心小体様構造体の形成 

3.1.1 背景 

	 先に述べた通り、Ric-8Aの制御する生理機能を明らかにするため、培養細胞を複数

種用いた Ric-8A発現抑制実験と、CRISPR/Cas9システムを利用し樹立した Ric-8Aノ

ックアウト細胞を用い、表現系の解析を行うことで Ric-8A が持つ細胞機能について

探索を行った。 

 

 

3.1.2 siRNAを用いた Ric-8A発現抑制による表現型の確立 

	 ヒト Ric-8Aに対する siRNAを用いてヒト骨肉腫 U2OS細胞及びヒト結腸がん由来

Caco-2細胞の Ric-8A発現抑制を行い(図 3 A)、免疫染色法によって細胞の様子を観察

した。その結果、Ric-8Aを発現抑制したそれぞれの細胞種において中心小体マーカー

(CP110、Centrin、Talpid3)の異常な数(4<)が観察された(図 3 B, C)。この結果から、Ric-8A

発現抑制は中心小体の数に影響する可能性が示唆された。 

 

 

3.1.3 Ric-8A発現抑制における増加した中心小体の構造推察 

	 Ric-8A発現抑制で見られた中心小体タンパク質の異常増加において、正常な構造の

中心小体が増加しているのか、中心小体タンパク質の凝集体が増加しているのかを検

討するために、中心小体における詳細な局在が知られる中心小体タンパク質の増加を

確認した。中心小体の Distal側に局在する CP110、Centrin、Talpid3、Proximal側に局

在する C-Nap1、主骨格であるグルタミル化チューブリン、母中心小体特異的な構造
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物であるDistal appengdageの構成タンパク質であるCep164、中心小体を取り囲むPCM

に局在する γ-チューブリンをマーカーとして用いた(図 4 A 参照)。その結果、Distal

側マーカーである CP110、Centrin、Talpid3、PCM マーカーである γ-tubulin の異常増

加が有意に認められたが、proximal 端のマーカーである C-Nap1 と主骨格マーカーで

あるグルタミル化チューブリン、さらに Distal appendageタンパク質 Cep164の有意な

増加は認められなかった(図 4 F)。このことから、Ric-8A の発現抑制は正常な構造か

らなる中心小体ではなく、いくつかの中心小体タンパク質の凝集物の形成を誘導した

可能性が示唆された。以後、この凝集物を中心小体様構造体(Centriole-like structure: 

CLS)と呼称する。しかしながら発現抑制では大きな差が見られなかったことからノッ

クアウト細胞を作成し、解析することとした。 

 

 

3.1.4 Ric-8Aノックアウト細胞を用いた中心小体様構造体の検討 

	 siRNAを用いたRic-8A発現抑制によるCLSの増加が本当にRic-8A発現抑制に起因

するのか検討するため、CRISPR/Cas9システムを用いて染色体の Ric-8A翻訳領域に

変異を導入し、Ric-8Aノックアウト U2OS細胞を樹立した（図 5 A, B）。その結果、	

1塩基欠失(図 6 A, #1)と 1塩基挿入(図 5 A, #2)の 2種類の異なる変異を持つ細胞を得

ることができ、正常な翻訳産物が合成されていないことを確認した。次に Ric-8Aノ

ックアウトが CLS形成を引き起こすのか検討するために、3.1.3と同様に局在が既知

の中心小体タンパク質である CP110、Centrin、C-Nap1及び中心体タンパク質 γ-tubulin

に加え、中心小体複製基点にある SAS-6に対する抗体を用いた免疫染色を行った(図 5 

C-E)。その結果、2種類の Ric-8Aノックアウト細胞のいずれにおいても CP110及び

Centrin、γ-tubulinの異常増加が高頻度に観察されたのに対し、C-Nap1と SAS-6の異

常増加は見られなかった(図 5 F)。よって Ric-8Aノックアウトにおいても CLS形成を

惹起することが示された。 

	 次にRic-8Aノックアウト細胞において増加したCLSが本当にRic-8Aの遺伝子変異

依存的な表現形なのか検討するために、Ric-8Aノックアウト細胞に Flag-Ric-8Aを過

剰発現し CLS形成がレスキューされるのか確認した(図 5 G, H)。その結果、Ric-8A過

剰発現による CLS形成のレスキュー効果が見られたことから、Ric-8Aノックアウト

による発現消失が CLS形成の原因であることが明らかとなった。 

 

	 これらの結果から、Ric-8Aは中心体形成過程において何らかの制御機構を介して働

いており、発現低下は CLS形成を惹起すること、また正確な中心体形成に重要であ

ることが示唆された。  
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図 3 siRNAを用いた Ric-8A発現抑制による表現型の確立 
A) hRic-8Aに対する siRNA (siRic-8A #1)を導入した U2OS及び Caco-2細胞を用いて Ric-8A発
現抑制効率をウェスタンブロットにて確認した。Luciferaseに対する siRNA (siLuc)をコントロ
ールとした。 
B) siRNAを導入した U2OSを用いて中心小体マーカーである CP110と Centrinに対する抗体
を用いて免疫染色を行った(図左、Green: CP110、Red: Centrin、Blue: Hoechst、scale bar=5 µm)。
CP110、Centrin共にシグナルが 4つより多い細胞の割合を 300個の細胞の観察により算出し、
3回の実験の平均値と標準誤差を示す(図右、n=3、*p<0.05、標準誤差)。 
C) siRNA を導入した Caco-2 を用いて中心小体マーカーである Talid3 と細胞膜マーカーとし
て β-カテニンに対する抗体を用いて免疫染色を行った(図左、Green: Talpid3、Red: β-catenin、
Blue: Hoechst、scale bar=5 µm)。Talpid3シグナルが 4つより多い細胞の割合を 100個の細胞の
観察から算出した(図右、n=3、**p<0.01、標準誤差)。 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

CP110 Centrin
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

	
�

siLuc siRic-8A
CP110
(中心小体)

Cetnrin
(中心小体)

Merge
(+Hoechst)

siLuc

siRic-8A

Scale bar = 5μm

Ric-8A

β-actin

* *

(4<) (4<)

siLuc

siRic-8A

Talpid3
(中心小体)

0

5

10

15

20

25

Talpids

�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

(%
)

siLuc siRic-8A
β-catenin
(細胞膜)

Merge
(+Hoechst)

U2OSB

A

Caco-2C

U2OS Caco-2

Ric-8A

β-actin

Talpid3

**

(4<)



 26 

 

 

 

図 4の説明は次ページに記述 
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図 4 Ric-8A発現抑制による中心体タンパク質の異常増加検討 
A) 中心小体の模式図と各中心小体タンパク質の局在部位。 
B-E) Ric-8A 発現抑制 U2OS 細胞における各中心小体タンパク質抗体での免疫染色像。Scale 
bar=5 µm。 
F) B-Eの免疫染色サンプルにおいて 300個の細胞の内、異常な数のシグナルが観察された割
合の定量結果 (n=4-5、*p<0.05、標準誤差)。これまでの知見から CP110、Talpid3、Centrin は
4つより多く、γ-tubulin、C-Nap1、Glutamylated tubulin、Cep164は 2つより多い場合に異常で
あると判断した。 
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図 5の説明は次ページに記載。  

Ric-8A sequence (exon1)
WT  CCATGGAGCCCCG-GGCGGTTGCAGAAGCGTGG
#1  CCATGGAGCCCCG--GCGGTTGCAGAAGCGTGG
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図 5 Ric-8Aノックアウト(KO)における中心小体への影響 
A) CRISPR/Cas9とヒト Ric-8Aに対する gRNAを U2OSに導入し#1及び#2細胞を樹立しゲノ
ム DNA を抽出後、ターゲット領域の配列を解析した。赤枠は WT と共通部分であり、PAM
配列と gRNAを示している。 
B) Ric-8A KO細胞における Ric-8A発現量をウェスタンブロットにて解析した。 
C, D, E) U2OS細胞とRic-8A KO細胞における中心小体及び中心体局在タンパク質に対する抗
体を用いて免疫染色を行った(scale bar=5 µm)。各タンパク質の局在位置は図 4 A参照。 
F) U2OS WTと Ric-8A KO細胞における異常な数の中心小体及び中心体タンパク質を持つ細
胞の割合を 200個の細胞観察から算出した(n=3-4、***p<0.001、標準誤差)。 
G, H) Ric-8A過剰発現による CLS形成レスキュー実験。Ric-8Aノックアウト細胞#1に遺伝子
導入後、96時間後に細胞を回収し、Gタンパク質等の発現量を確認した(G)。またその時の過
剰な Centrinを持つ細胞を免疫染色により定量した(H) (n=3, ***p<0.001, **p<0.01, 標準誤差)。 
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3.2 Ric-8A下流シグナルの解析 

3.2.1 背景 

	 Ric-8Aは Gタンパク質制御因子であることから、Ric-8Aの発現量低下による中心

小体様構造体(CLS)の形成は Ric-8Aが制御する Gαシグナルに異常を来すことが原因

であると考えられる。Ric-8AはGαi、Gαq及びGα13に対するGEF活性を有すること、

Gαi及びGαqに対しユビキチン化を抑制及びシャペロン活性を持つことなどが明らか

とされている(Tall, G.G., et al. 2003; Chishiki, K., et al., 2013; Gabay, M., et al., 2011)。こ

れまでに中心体付近の cAMPが減少していることや PKAが中心体に局在しキナーゼ

活性を持つ知見から(Terrin, A., et al., 2012; Lutz, W., et al., 2002)、Ric-8Aの下流におい

ても cAMP シグナルが関与する可能性が考えられた。このことから、Ric-8A のター

ゲット因子であり cAMPを制御する Gαiに着目し、Ric-8A発現抑制による CLSの形

成原因が Gαiシグナルの異常であるのか検証を試みた。 

 

 

3.2.2 異常 Gαiシグナルの CLS形成への関与検討 

	 Gαi はアデニル酸シクラーゼに抑制的に働き、cAMP レベルを下げることで cAMP

によって活性化される PKA の活性を減弱させる。本項では Gαi シグナルが中心小体

様構造体形成に関与するのか検討するために、Gαiシグナルに阻害的に働く百日咳毒

素 (Pertussis toxin: PTX)及び dybutylyl cAMP (dbcAMP)を用いた。百日咳毒素は Gαiの

C末端から 4番目のシステイン残基を ADPリボシル化し GPCRとの相互作用を欠失

させる Gαi特異的阻害剤である。さらに近年、百日咳毒素は Gαiと Ric-8Aの相互作

用も減弱させることが報告されている (Chishiki, K., et al., 2017)。dbcAMPは膜透過性

cAMPアナログであり、細胞内 cAMP量を著しく増加させる薬剤であり、Gαiシグナ

ル不活化によるアデニル酸シクラーゼの抑制が減弱し、過剰な cAMP量が産生された

環境を模倣するために用いた(図 6 A参照)。ヒト子宮頸がん HeLa細胞と U2OS細胞

に百日咳毒素 (終濃度 400 ng/ml)もしくは dbcAMP (終濃度 1 mM)を添加し、24時間後

に中心小体マーカー(CP110)にて染色し、異常な数の CP110 (4<)を持つ細胞の割合を

算出した(図 6 B)。その結果。HeLa細胞及び U2OS細胞それぞれにおいて百日咳毒素

及び dbcAMP 処理により CP110 の異常増加の割合が増加した。この結果から、

Gαi→cAMPシグナルの異常は中心体形成に影響することが明らかとなった。 

 

 

3.2.3 PKAシグナルの CLS形成への関与検討 

	 百日咳毒素及び dbcAMP処理によるGαiシグナル異常の模倣は中心小体マーカーで

ある CP110の異常増加を誘導した(図 6 B)。この時、増加した cAMP量によって異常
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に活性化した PKAが CLS形成の原因であるのか検討するために、PKA阻害剤である

KT5720 を用いた。百日咳毒素の処理により誘導された中心小体様構造体の形成が

KT5720によってキャンセルされるのか検討するために、U2OS細胞に百日咳毒素 (終

濃度 400 ng/ml)と KT5720 (終濃度 5 µM)の両方を添加し、抗 CP110抗体を用いて免疫

染色し異常に増加したCP110 (4<)を持つ細胞の割合を定量した(図 7 A, B)。その結果、

百日咳毒素処理により誘導された異常な数のCP110がKT5720の添加によりキャンセ

ルされることが確認された。この結果から、Gαi→cAMP→PKA のシグナル経路の異

常が CLSの形成に関与していることが示された。 

	 さらに、Flag-Gαi2 WTもしくは myc-PKA WTを pEGFPと共に U2OS細胞に過剰発

現させ、GFP陽性細胞における異常増加した CP110の割合を定量した(図 7 C)。その

結果、Gαi2の過剰発現では mockよりも減少傾向にあり、PKA過剰発現では mockよ

り増加傾向が見られた。この結果は百日咳毒素と KT5720の結果とよく一致すること

から、Gαiシグナルが正常な中心体形成に重要な役割を果たしてしていることが更に

示された。 

 

 

3.2.4 中心体数制御における Ric-8A、Gαi、PKAの順位の解析 

	 これまでに Ric-8A、Gαi、PKAが中心小体の数に影響する結果を得た。しかしなが

ら、これまでの表現型において本当に Ric-8A→Gαi→cAMP→PKA の順序だったシグ

ナル経路が関与しているのかは定かではない。このことから、シグナル経路の順列を

解明するため、Ric-8Aの発現抑制時において Gαiもしくは PKAの過剰発現が中心小

体数に与える影響について検証を試みた。U2OS細胞に siRic-8AとGαi2 WT（野生型）

もしくは QL(恒常活性化変異体、Q205L)、PKA WTを pEGFPと共に発現させ、GFP

陽性細胞における異常な数の CP110の割合を定量した(図 8)。その結果、Ric-8A発現

抑制によって増加した異常な数の CP110は Gαiの過剰発現によって顕著に抑制され、

PKAの過剰発現では相加的な増加が見られなかった。この結果は Ric-8Aの下流とし

て Gαiが存在するが故に CLS形成のレスキューが成立し、Ric-8Aと PKAは同経路で

あるが故に相加的な増加が見られなかったと考えられる。これにより、

Ric-8A→Gαi→cAMP→PKA というシグナル順列が中心体形成に影響していることが

示唆された。 

 

 

3.2.5 Gαiの細胞内局在の検討 

	 これまでに過剰発現した Gαi2は中心体にも局在することが報告されている。(Cho, 

H., et al., 2007)。このことから、Gαiは細胞膜のみならず内在的に中心体に局在する可
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能性が考えられた。さらに、Ric-8Aは中心体に局在する報告もあることから(Woodard, 

G., et al., 2010)、次に内在性 Gαi及び Ric-8Aの細胞内局在を検討した。Caco-2細胞を

抗 Gαi2抗体と抗 Centrin抗体にて免疫染色を行ったところ、内在性の Gαi2は Centrin

と共局在していることが確認された(図 9)。これにより、Gαiは中心小体付近に局在す

ることで中心体形成を制御する可能性が考えられた。同様に、Ric-8Aの局在を検討し

たが、特異的なシグナルを得ることができなかった。 

 

 

3.2.6 Ric-8Aノックアウト細胞における各種 Gタンパク質の解析 

	 Ric-8A発現量低下によるCLS形成はRic-8Aの持つGαに対するGEF活性、安定化、

シャペロン活性のどの機能欠失が原因であるのか不明である。本項では Ric-8Aの Gα

に対する安定化消失が原因であるのか検討するために、Ric-8Aノックアウト U2OS

細胞における各種Gαタンパク質の発現量をウェスタンブロットにて解析した(図 5 G, 

10 A)。その結果、Ric-8Aノックアウト細胞では Gαq/11及び Gα12と Gα13のタンパ

ク質量が顕著に減少していた。一方で、cAMPシグナルを調節する Gαsと Gαiの発現

量にはあまり影響しなかった。この結果から、CLS形成は Ric-8A発現抑制によって

起こる Gαiに対する安定化機構破綻が原因ではなく、GEF活性の減弱もしくはシャペ

ロン活性減弱による局在変化が原因である可能性が考えられる。 

	 次に Ric-8Aノックアウトによる CLS形成は Gαiの活性低下が原因であるのか検討

を行うため、Ric-8Aノックアウト細胞に Gαiを過剰発現するレスキュー実験を試みた

(図 10 B, C)。その結果、Gαi2恒常活性化変異体である QL変異体の過剰発現において

Centrinの異常増加が顕著に抑制された。このことから、CLS形成は Ric-8A発現抑制

により Gαiシグナルが減弱し引き起こる現象であることが示唆された。 

 

 

3.2.7 中心体における PKAの異常活性の影響検討 

	 Ric-8A→Gαi→PKAシグナルの異常が CLS形成を惹起することから、PKAの過剰

な活性が CLS形成に影響する可能性が考えられる。PKAは中心体において AKAP9

依存的に中心体に局在する報告から、CLS形成は中心体に局在する PKAの過剰な活

性が原因であるのか検討するために、AKAP9の発現抑制を行い PKAを中心体に局在

出来ないようにすることで Ric-8Aノックアウトによる CLS形成がレスキューされる

のか検討した(図 11)。その結果、AKAP9発現抑制により Centrin及び γ-tubulinの異常

増加が抑制されることを確認した(図 11 B)。この結果から、Ric-8A発現抑制による

CLS形成は中心体に局在する PKAの過剰な活性が原因であることが示唆された。 
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	 これらの結果から、中心体付近における Ric-8A→Gαi→PKAというシグナル経路の

異常が CLS形成の原因である可能性が示唆された。  
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図 6 Gαi シグナルの中⼼⼩体数への影響 
A) Gαi シグナル経路。百⽇咳毒素 (PTX)と dbcAMP はそれぞれ Gαi の活性化阻害もしくは
細胞内 cAMP 量の増加に作⽤し、Gαi シグナルの減弱を引き起こす。 
B) PTX もしくは dbcAMP を処理した HeLa 細胞及び U2OS 細胞における異常な数の CP110 
(4<)を持つ細胞を 300 個の細胞観察により定量した(n=3、*p<0.05、**p<0.01、標準誤差)。
PTX 及び dbcAMP が溶けている buffer を Control とした(PTX: phosphate buffer; dbcAMP: 
PBS)。 
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図 7 PKA シグナルの中⼼⼩体マーカー数への影響 
A) Gαi シグナル経路と各種阻害剤の作⽤段階。KT5720 は PKA のキナーゼ活性を抑制する。 
B) KT5720 を⽤いたキャンセル実験の定量結果。PTX によるアデニル酸シクラーゼの活性上
昇→cAMP 量増加→PKA 活性過剰の状態の U2OS 細胞に KT5720 を作⽤させると CP110 の
過剰増加がキャンセルされた。Control は PTX 及び KT5720 の溶媒である phosphate buffer
と DMSO を加えたサンプルであり、300 個の細胞を観察し定量した(n=3、*p<0.05、標準誤
差)。 
C) U2OS 細胞に Flag-Gαi2 WT もしくは myc-PKA 触媒サブユニット WT (PKA)と共に
pEGFP のプラスミドを導⼊し、GFP 陽性細胞における CP110 の過剰増加の割合を 200 個の
細胞観察により定量した。(n=2、標準誤差) 
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図 8 Ric-8A、Gαi、PKAのシグナル順序の解明 
	 U2OS 細胞に siLuc もしくは siRic-8A と Flag-Gαi2 WT か QL(恒常活性化変異体)もしくは
myc-PKA 触媒サブユニット WT (PKA)と pEGFPを同時に導入し、タンパク質量確認(A)及び
GFP陽性細胞における異常な数の CP110の割合を 200個の細胞観察により定量した(B)。(n=2) 
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図 9 内在性 Gαi2 の局在検討 
 Caco-2 細胞を抗 Gαi2 抗体と抗 Centrin 抗体を⽤いて免疫染⾊を⾏った。(Green: Gαi2、
Red: Centrin、Blue: Hoechst、scale bar=5 µm) 
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図 10 Ric-8A ノックアウトによる G タンパク質への影響解析 
A) Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞における各種 G タンパク質サブユニットの発現量をウェ
スタンブロットにて解析した。 
B, C) Gαi 過剰発現による CLS 形成レスキュー実験。Ric-8A ノックアウト細胞#1 に各種プラ
スミド及び pEGFP プラスミドを遺伝⼦導⼊後、48 時間に回収しタンパク質量(B)及び免疫染
⾊により Centrin の数を確認した(C)。100 個の GFP 陽性細胞の観察により定量した(n=3、 
**p<0.01、標準誤差)。 
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図 11 AKAP9発現抑制の中心体数への影響解析 
A) AKAP9に対する siRNAを用いた発現抑制確認。細胞から RNAを抽出し hAKAP9に特異
的なプライマーを用いて qPCRにてｍRNAレベルを解析した。(n=3, ***p<0.001)) 
B) AKAP9発現抑制による CLS形成への影響解析。AKAP9の siRNAをWT及び Ric-8Aノッ
クアウト細胞に導入し、Centrin及び γ-tubulinに対する抗体を用いて免疫染色を行った。100
個の細胞観察により定量した(n=3、***p<0.001、標準誤差) 
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3.3 中心小体様構造体 (CLS)の解析 

3.3.1 背景 

	 これまでに Ric-8A→Gαi→cAMP→PKAのシグナル経路の異常が CLS形成に関与す

ることが示された。本研究で見出した中心小体タンパク質の異常増加は①再複製、②

過剰複製、③中心小体タンパク質輸送異常のいずれかの現象を見ていると考えられる

(図 12参照)。各現象の原因は①細胞周期の乱れによる S期伸長、②PLK4や SAS-6な

どの過剰な発現や活性化、③中心体と微小管の結合異常などである。 

	 ③に関しては中心小体複製過程というよりタンパク質輸送が原因であり、増加した

中心小体らしき構造体はタンパク質凝集物であることが多く、完全な中心小体の構造

を保っていないことが多い。3.1.1 において、Ric-8A 発現抑制により増加したのは中

心小体タンパク質が幾つか欠損した CLS であると推察したことから、Ric-8A の発現

抑制は中心小体複製過程中に起こるタンパク質輸送に影響を与えている可能性が考

えられる。本項では①②③それぞれの場合における可能性を検証し、Ric-8Aが中心小

体複製過程のどの過程を制御しているのか検討を行った。 

 

 

3.3.2 Ric-8A発現抑制による細胞周期への影響の検討 (①の検証) 

	 Ric-8A発現抑制による細胞周期への影響を検討するために、Ric-8A発現抑制Caco-2

細胞を PI染色し、フローサイトメトリーを用いて細胞周期を算出した(図 13 A)。その

結果、Ric-8A発現抑制は細胞周期全体においてほぼ影響を与えていないことが明らか

となった。 

	 次に S期の長さを検討するために、BrdU法を用いて Ric-8A発現抑制細胞における

DNA合成を行っている細胞の割合を算出した(図 13 B)。その結果、Ric-8A発現抑制

は DNA合成細胞の割合に影響していなかった。 

これらの結果から、Ric-8A の発現量低下は細胞周期に影響を与えず、Ric-8A 発現

抑制による CLS形成の原因は、①S期伸長による中心小体複製回数異常ではないこと

が示唆された。 

 

 

3.3.3 Ric-8A発現抑制による中心小体過剰複製検討 (②の検証) 

	 SAS-6や PLK4が中心小体の根元に過剰集積すること、もしくは過剰なタンパク質

発現が起きた際に中心小体の過剰複製が観察される。Ric-8A 発現量低下が SAS-6 や

PLK4の局在や発現量に影響を与え中心小体の過剰複製が起きた結果、CLSの形成が

誘導されたのか検討した。Ric-8A発現抑制 U2OS細胞及び Ric-8Aノックアウト U2OS

細胞を抗 SAS-6抗体もしくは抗 PLK4抗体と抗 CP110抗体を用いて免疫染色を行い、
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CP110が過剰に増加した細胞において SAS-6又は PLK4の局在または数が変化してい

るのか観察した(図 14 A, B, C)。その結果、CP110の異常増加を起こした細胞において

も SAS-6及び PLK4それぞれのタンパク質はWTと同様に 2ドットで確認され、異常

な局在や異常蓄積はほとんど観察されなかった。 

	 次にRic-8A発現抑制がSAS-6及びPLK4の発現量に影響するのか検討するために、

Ric-8AノックアウトU2OS細胞において SAS-6及び PLK4の発現量をウェスタンブロ

ットにより検討した(図 14 D)。その結果、Ric-8Aノックアウトは SAS-6及び PLK4の

発現量に影響与えていないことが明らかとなった。 

これらの結果から、Ric-8A発現抑制による CLS形成は SAS-6及び PLK4の異常に

よる②中心小体過剰複製が要因ではないことが示唆された。ただ更なる検討として

Ric-8A発現量低下がPLK4のキナーゼ活性に影響するのか検討する必要が考えられる。 

 

 

3.3.4 Ric-8A発現量低下による Centriolar satellites (CS)への影響検討 (③の検証) 

	 Ric-8A発現量低下がCSによる中心小体タンパク質輸送に影響するのか検討するた

めに、Ric-8Aノックダウン細胞もしくはノックアウト細胞における CSの局在を確認

した。CS タンパク質である PCM-1 を CS マーカーとし、中心小体マーカーとして

Centrinを用いた(図 15 A, B)。Ric-8Aを発現抑制した細胞では PCM-1の異常な集積が

観察され、さらに PCM-1が Centrinのドットと共局在している様子が確認された。こ

の表現型は Ric-8A ノックアウト細胞においてより顕著に見られた(図 15 B)。次に

Ric-8A ノックアウト細胞における PCM-1 のタンパク質量を確認したところ、Ric-8A

ノックアウトによって PCM-1の発現量に変化は見られなかった(図 15 C)。 

	 次に、CLSがタンパク質輸送異常による中心小体タンパク質の凝集物であるのか検

討するために、ノコダゾールを用いた検討を行った。CS は微小管ネットワークに沿

って輸送されていることから、微小管重合阻害剤であるノコダゾールを用いて微小管

構造を破壊するとそれに伴い CS及びその積み荷タンパク質も消失することが知られ

ている。このことから、Ric-8Aノックアウト細胞にノコダゾール処理を行い、異常増

加したCentrin (中心小体マーカー)及び γ-tubulin (中心体マーカー)の数が減少するのか

観察を行った(図 16 A, B)。その結果、Ric-8Aノックアウトにより異常増加した Centrin

はノコダゾール処理により消失したのに対し(図 16 A)、異常な数の γ-tubulinは減少が

見られなかった(図 16 B)。さらに Ric-8Aノックアウト細胞を Centrin、γ-tubulin、PCM-1

に対する抗体を用いて免疫共染色を行ったところ、異常増加した Centrinは PCM-1と

共局在するのに対し、γ-tubulinは PCM-1と共局在しないことが観察された(図 16 C)。

Centrin は γ-tubulin と共局在しているものも見られることから、Ric-8A 発現抑制は二

種類の CLS、すなわち CLS (γ-tubulin +)および CLS (γ-tubulin -)の形成を起こしている
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ことが示唆された。 

 次に CLS (γ-tubulin +)は微小管構造を有しているのか検討するために、氷上１時間イ

ンキュベートすることで微小管ネットワークを破壊し、アセチル化チューブリンに対

する抗体を用いて免疫染色を行った(図 16 D)。その結果、ノコダゾール非感受性であ

る CLS (γ-tubulin +)はアセチル化された微小管構造を有していることが示唆された。 

 

 

	 これらの結果から、Ric-8A 発現量低下は PCM-1 の発現量非依存的に CS の異常な

集積を起こし、それにより中心小体タンパク質が輸送されず集積し CLS が形成され

た可能性が想定される。さらに一部の CLSは γ-tubulinを含むことから、Ric-8A発現

抑制は二種類の CLS形成を惹起する可能性が考えられる(図 17)。 
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図 12 中⼼⼩体の異常増加における 3 つの要因と過程 
 中⼼⼩体タンパク質が異常増加した際に考えられる要因を 3 つ⽰している。 
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図 13 Ric-8A 発現抑制による細胞周期への影響解析 
A) siRNA を導⼊した Caco-2 細胞を PI で染⾊し、フローサイトメトリーを⽤いて細胞周期を
検討した結果を⽰している。 
B) siRNA を導⼊した U2OS 細胞の細胞周期を BrdU 法にて解析した。BrdU 陽性細胞 / 全細
胞の数値を 200 個の細胞観察から算出し、S 期の割合として算出した。(n=3) 
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図 14 Ric-8A 発現抑制の中⼼⼩体形成タンパク質への影響の検討 
A, B) siRNA を⽤いて Ric-8A 発現抑制を⾏った U2OS 細胞を抗 PLK4 抗体もしくは抗 SAS-6
抗体と抗 CP110 抗体を⽤いて免疫染⾊を⾏った。PLK4 と SAS-6 は 2 つのドットが正常な数
である。(Green: PLK4(A), SAS-6(B)、Red: CP110、Blue: Hoechst、scale bar=5 µm) 
C) Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞における抗 SAS-6 抗体と抗 CP110 抗体を⽤いて免疫染⾊
を⾏った。Ric-8A KO 細胞#1#2 については図 6 A 参照。(Green: SAS-6、Red: CP110、Blue: Hoechst、
scale bar=5 µm) 
D) Ric-8A ノックアウト細胞における PLK4 及び SAS-6 の発現量をウェスタンブロットにより
確認した。 
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図 15 Ric-8A の発現量低下における PCM-1 の局在及び発現量への影響 
A, B) Ric-8A 発現抑制 U2OS 細胞(A)もしくは Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞における抗
PCM-1 抗体を⽤いた免疫染⾊像。(Green: PCM-1、Red: Centrin、Blue: Hoechst、scale bar=5 µm) 
C) Ric-8A ノックアウト細胞における PCM-1 の発現量をウェスタンブロットによって解析し
た。 
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図 16 の説明は次ページに記載。 
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図 16 CLSの原因及び構造の解析 
A, B) ノコダゾール処理による Centrinドットと γ-tubulinドットに対する影響解析。ノコダゾ
ールを 1 µMで細胞を 3時間処理し、Centrin (A)もしくは γ-tubulin (B)に対する抗体で染色し、
100個の細胞観察により定量した。(n=3, ***p<0.001、標準誤差) 
C) Centrin (Blue)、γ-tubulin (Green)、PCM-1 (Red)に対する抗体を用いた免疫染色像。(scale bar= 
5 µm)。 
D) CLSが微小管構造を有するのか検討するための免疫染色。氷上で 1時間インキュベート後、
アセチル化チューブリン (Green)、γ-tubulin (Red)に対する抗体を用いて染色を行った。(scale 
bar= 5 µm) 
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図 17 予想される CLS構成物及び特徴 
	 現段階までに予想される 2種類の CLSの特徴。3.1.3及び 3.1.4から両 CLSには中心小
体の proximal端及び Distal appendageは存在しないと考えられる。 
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3.4 MTOC活性への影響解析 

3.4.1 背景 

	 これまでに Ric-8A発現抑制により形成された CLSの一部には γ-tubulinを有してい

るものが存在することが明らかとなった。γ-tubulinは微小管伸長の基点として役割を

担うことから、MTOC活性を制御する重要な因子の一つである。このことから、Ric-8A

発現抑制により誘導された CLS (γ-tubulin +)はMTOC活性を持ち、細胞分裂に悪影響

を与える可能性が想定される。よって本項では Ric-8A発現抑制及び Gαi シグナル異

常が細胞分裂及びMTOC活性に与える影響に焦点を当て解析を試みた。 

 

3.4.2 中心小体複製時における Gαiシグナル異常による細胞分裂への影響解析 

	 細胞周期間期の中心小体複製過程における Gαi シグナルは M 期の細胞分裂に影響

するのか検討するために、細胞周期依存的な薬剤処理を行った。Caco-2細胞を Double 

thymidine block 法により中心小体複製が開始される G1/S 期に細胞周期を同調し、M

期に至るまでの 9時間全て、前半のみ、後半のみの 3パターンに分けて薬剤処理を行

った(図 18 A参照)。その後、多極性紡錘体の形成率を定量した(図 18 B, C)。その結果、

百日咳毒素並びに dbcAMPそれぞれにおいて、S期→M期(9時間)と S期→G2期 (前

半)の薬剤処理よって多極性紡錘体形成率が有意に増加した。このことから、本研究

で見出されたGαiシグナル異常による中心小体タンパク質の増加はM期におけるGαi

の機能を阻害した結果ではなく、間期における中心小体複製過程に影響した結果であ

ること、さらに間期における Gαiシグナルは細胞分裂においても影響し得ることが示

唆された。 

 

3.4.3 CLSのMTOC活性の検討 

	 Ric-8A 発現抑制により形成される CLS は MTOC 活性を有し M 期において細胞分

裂に影響するのか検討を試みた。Ric-8A発現抑制 U2OS細胞及び Caco-2細胞、Ric-8A

ノックアウト細胞を紡錘体マーカー(アセチル化チューブリン)と中心小体マーカー

(CP110もしくは Talpid3)にて免疫共染色を行った(図 19 A, B, C左)。紡錘体を形成し

ている細胞における Pseudo-bopolar紡錘体、多極性紡錘体(Multi polar)の割合を算出し

た結果、U2OS、Caco-2細胞それぞれにおいて Ric-8Aの発現抑制により Pseudo-bipolar

紡錘体及び多極性紡錘体の割合が増加する傾向が見られた(図 19 A, B, C右)。この結

果から、Ric-8A 発現抑制によって形成される CLS は異常紡錘体の形成を起こし、細

胞分裂異常を引き起こすことが示唆された。 

	  CLS (γ-tubulin +)が間期においてもMTOC活性を有しているのか検討するために、

微小管再合成アッセイを行った。氷上にてインキュベートし微小管ネットワークを破

壊後、37 ℃にて微小管を伸長させた結果、Ric-8A ノックアウトにより増加した
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γ-tubulinの各々から微小管構造が伸長している様子が確認された(図 20 A)。次に、M

期における紡錘体形成能を検討するため、STAT3の阻害剤である statticを用いた。中

心体が異常増加した細胞では通常、増加した中心体を 2 極に集合させ Pseudo bipolar

紡錘体を形成する「中心体のクラスタリング」という保守機構が働くことが知られる。

近年、中心体のクラスタリングは STAT3が担っており、阻害剤である statticの処理に

よりクラスタリング能力を弱めることで pseudo bipolar 紡錘体を多極性紡錘体に誘導

することができると報告された(Morris, E., et al., 2017)。このことから、Ric-8A発現抑

制により増加した pseudo bipolar 紡錘体が stattic 処理により多極性紡錘体に誘導され

るのか、すなわち CLSが紡錘体極として紡錘体を形成可能なのかを検討した(図 20 B)。

Ric-8Aノックアウト細胞に statticを処理すると異常紡錘体の合計の割合は変化しない

のに関わらず、pseudo bipolarの割合が減少し多極性紡錘体の割合が増加することが確

認された。これらの結果から、Ric-8A発現抑制により形成される CLS (γ-tubulin +)は

MTOC 活性を有し、細胞分裂に影響を与えることが明らかとなった。このことから、

Ric-8A は細胞分裂の制御を介し細胞の生育維持に必要な機能を持つことが示唆され

た。 
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図 18 細胞周期依存的な PTX もしくは dbcAMP 処理による細胞分裂への影響解析 
A) 細胞周期依存的な薬剤処理模式図。Double-thymidine block 法を⽤いて S 期初期に細胞を同
調し、S-M 期にかけての 9 時間、S-G2 期もしくは S 期にかけての前半 4.5 時間もしくは 3 時
間、G2-M 期にかけての後半 4.5 時間もしくは 3 時間にかけて薬剤処理を⾏った。 
B, C) A に⽰す時間軸にて Caco-2 細胞に PTX もしくは dbcAMP を処理し、M 期において回収、
アセチル化チューブリンと Talpid3 に対する抗体を⽤いて免疫染⾊を⾏い、多極性紡錘体の割
合を 100 個の分裂細胞を観察することで定量した。B は PTX 処理、C は dbcAMP 処理による
定量結果を⽰す。(n=2-3、*p<0.05、**p<0.01、標準誤差) 
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図 19 Ric-8A発現抑制による細胞分裂への影響検討 
A, B, C) CP110もしくは Talpid3及び Acetylated-tubulinの抗体を用いた免疫染色像と定量結果
(A: U2OS, B: Caco-2, C: Ric-8Aノックアウト U2OS)。矢頭は中心小体を示す。異常な紡錘体は
Pseudo bipolar紡錘体と Multi polar紡錘体の表現型の割合を定量した。(n=2-3, **p<0.01, scale 
bar=10 µm) 
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図 20 CLSのMTOC活性の解析 
A) 微小管再合成アッセイ。Ric-8Aノックアウト細胞を氷上で 1時間処理した後、37 ℃で微
小管を 5分間伸長させた。α-tubulin及び γ-tubulinに対する抗体を用いて免疫染色を行った。 
B) statticによる CLSの MTOC活性検討。Ric-8Aノックアウト細胞を DMSOもしくは stattic
を 3 µMで 4時間処理し、固定後に CP110とアセチル化チューブリンに対する抗体を用いて
免疫染色した。pseudo bipolar紡錘体および多極性紡錘体の割合を 100個の分裂細胞の観察に
より定量した。(n=3、*p<0.05、***p<0.001、標準誤差) 
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3.5 下流因子の検討 

3.5.1 背景 

	 これまでの解析から Ric-8A→Gαi→cAMP→PKA のシグナル経路の異常が中心体へ

のタンパク質輸送の異常を誘導し CLS 形成に関与する可能性が示唆された。しかし

ながら、Ric-8A シグナルの下流で中心小体へのタンパク質輸送を直接制御する PKA

以下の下流因子が未だ不明である。タンパク質相互作用データベースである BioGrid 

(https://thebiogrid.org/)にて Ric-8A と相互作用するタンパク質を検討したところ、

SPAG5 (SPerm-Associated Antigen 5; 別名 Astrin)と呼ばれるタンパク質が Ric-8Aと相

互作用する可能性が見られた(Huttlin EL., et al., 2014, 論文としては未発表)。SPAG5

は M 期において紡錘体とキネトコアに局在し、セパレース活性を制御することで染

色体の整列や分配を正常に維持する機能を持つ CS局在タンパク質である(Chung, H., 

et al., 2016)。間期において SPAG5は CSに局在し、中心小体タンパク質の輸送を担う

CDK5RAP2 の安定性並びに局在を制御することで中心体複製を維持する機能を有す

ると考えられている(Kodani, A., et al., 2015)。SPAG5の発現抑制はセパレース活性の異

常を誘導し中心小体の解離による多極性紡錘体の形成や M 期進行の停止が起き、細

胞死が誘導されるという報告がある(Chung, H., et al., 2016)。SPAG5はM期において

CDK1や PLK1によるリン酸化を受けるが、間期におけるリン酸化制御並びに PKAに

よるリン酸化の報告例はない。本項では PKA の候補基質として SPAG5 に着目し、

Ric-8A ノックアウト細胞における SPAG5 の局在の検討、Ric-8A もしくは PKA と

SPAG5のタンパク質相互作用を解析し Ric-8Aの下流因子であるかどうか検討した。 

 

 

3.5.2 Ric-8Aノックアウトによる SPAG5の局在並びに発現量の検討 

	 Ric-8A発現抑制が SPAG5の局在並びにタンパク質発現量を変化させるのか検討を

試みた。まず Ric-8A ノックアウト細胞にて SPAG5 と Centrin に対する抗体を用いて

免疫染色を行い、Centrin異常増加細胞における SPAG5の局在を検討した。その結果、

コントロール U2OS細胞と比較して SPAG5の異常な集積が確認され、さらに Centrin

と共局在している様子が確認された(図 21 A)。次に Ric-8A ノックアウト細胞におい

て SPAG5の発現量をウェスタンブロットにて検証した結果、Ric-8Aノックアウトは

SPAG5の発現量に影響を与えないことが明らかとなった(図 21 B)。これらの結果から、

Ric-8A発現量低下は SPAG5の発現量には影響しないが、凝集を引き起こすことが明

らかとなった。この結果はCSタンパク質である PCM-1の挙動と同様の傾向である(図

15 B)。 
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3.5.3 Ric-8A及び PKAと SPAG5相互作用の検討 

	 データベース上で示された Ric-8Aと SPAG5の相互作用、並びに SPAG5が PKAと

相互作用するかの二点を検討するために２者を共発現させ免疫沈降実験を行った。

HEK293T細胞に Flag-SPAG5と myc-Ric-8Aもしくは myc-PKA WTを同時に過剰発現

させ、Flagタグを利用した免疫沈降実験を行い、抗 mycタグ抗体を用いたウェスタン

ブロットにより SPAG5 と Ric-8A もしくは PKA との相互作用を検討した(図 22)。そ

の結果、SPAG5 と Ric-8A の相互作用が観察された。SPAG5 と PKA の相互作用に関

しては、抗 Flag抗体での Flag-SPAG5を発現させていない細胞抽出液からもMyc-PKA

の沈降が見られたが、Flag-SPAG5を発現させた細胞抽出液ではより多くのMyc-PKA

の沈降が認められた。さらに興味深いことに PKA過剰発現時において SPAG5のバン

ドパターンが変化し 48kDaあたりにバンドが確認された。さらに 135-180kDa付近の

バンドが低分子量側へシフトしている様子から、SPAG5 タンパク質の断片化が PKA

の過剰発現で起きている可能性が示唆された。 

	 次に、このバンドシフトが PKA のキナーゼ活性に依存した結果なのか調べるため

に、PKA不活性化変異体(kinase dead: KD、K73R)を用いた実験を行った。先の実験に

PKA 不活性化変異体を追加し、Flag タグで免疫沈降後、ウェスタンブロットにて共

沈降並びに SPAG5のバンドシフトを確認した(図 23)。その結果、SPAG5と Ric-8Aの

共沈降、並びにPKA WTの過剰発現によるSPAG5のバンドシフトが再び確認された。

一方、SPAG5と PKA不活性化変異体の共発現では SPAG5のバンドシフトは確認され

ず、さらに SPAG5と PKA不活性化変異体の共沈降が確認された。PKA不活性化変異

体はキナーゼ活性を持たないが基質との結合能は保持していることから、SPAG5 は

PKAの基質である可能性が示唆された。しかしながら、本研究においては中心体形成

における Ric-8Aと SPAG5の関係性は不明瞭な部分が多く残っており、更なる詳細な

解析が必要である。 
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図 21 Ric-8A ノックアウトによる SPAG5 の局在および発現量への影響解析 
A) Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞における抗 SPAG5 抗体を⽤いた免疫染⾊像。(Green: SPAG5、
Red: Centrin、Blue: Hoechst、scale bar=5 µm) 
B) Ric-8A ノックアウト U2OS 細胞における SPAG5 の発現量をウェスタンブロットによって
検討した。 
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図 22 Ric-8A もしくは PKA と SPAG5 間の相互作⽤の検討 
HEK293T 細胞に Myc-Ric-8A、Myc-PKA C-subunit WT (Myc-PKA)、Flag-SPAG5 を組み合わせ
て導⼊し、細胞抽出液を⽤いて Flag タグ免疫沈降実験を⾏った。その後ウェスタンブロット
にて Flag、Myc、β-アクチンに対する抗体を⽤いて検出した。(図左: Input、図右: 免疫沈降サ
ンプル) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

input

Flag
(short)

Flag
(long)

Myc

β-actin

Myc-Ric-8A
Myc-PKA

Flag-SPAG5

-
-
-

+
-
-

-
+
-

-
-
+

+
-
+

-
+
+

Myc-Ric-8A
Myc-PKA

Flag-SPAG5

-
-
-

+
-
-

-
+
-

-
-
+

+
-
+

-
+
+

-
-
-

+
-
-

-
+
-

-
-
+

+
-
+

-
+
+

IP
IP: IgG IP: Flag

Flag

Myc

IB
:

-63

-48

-180
-135
-100

-48
-63

-180
-135
-100

-180
-135
-100

-48

-63

-75

-48

-63

Ric-8A:   60kDa
PKA:   38kDa

SPAG5: 134kDa



 59 

図 23 Ric-8A と SPAG5 間の相互作⽤確認及び PKA 活性の SPAG5 断⽚化への影響検討 
HEK293T 細胞に myc-Ric-8A、Myc-PKA C-subunit WT (WT)および K73R 変異体(KD)、
Flag-SPAG5 を組み合わせて導⼊し、細胞抽出液を⽤いて Flag タグ免疫沈降実験を⾏った。そ
の後 Flag、Myc、Ric-8A、β-アクチンに対する抗体を⽤いて検出した。(図左: Input、図右: 免
疫沈降サンプル) 
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第 4章 考察 
 

4.1 Ric-8A発現抑制による中心小体様構造体(CLS)の形成 

	 これまで不明瞭であった Ric-8A の制御する生理機能の解明を目指し表現型の探索

を行った結果、Ric-8Aは中心小体の数や質を制御することで細胞分裂を正常に保つ機

能を有する可能性が示唆された。3.1.2及び 3.1.5において siRNAもしくはノックアウ

トという 2 種類の方法にて Ric-8A の発現抑制を行い、それぞれ中心小体タンパク質

の異常増加が観察されたことから(図 3 B, C、図 5 D)、Ric-8Aは中心体形成に何らか

の機能を有する可能性が考えられる。しかし Ric-8A ノックアウト細胞における中心

小体タンパク質の異常増加は Ric-8A が発現していないのに関わらず 20%程度に留ま

っている。これは 3.2で示した通り、下流因子が Gαiであり、セカンドメッセンジャ

ーである cAMPを介したシグナル経路であることに起因すると考えられる。cAMP調

節機構は増加を促すGαsシグナルやcAMPを分解するホスホジエステラーゼなど多岐

にわたっていることから、Ric-8A ノックアウト細胞であるとしても他の cAMP 制御

機構により CLS形成の割合が 20%程度に留まっている可能性が考えられる。 

	 さらに 3.1.3にて Ric-8A発現抑制によって中心小体様構造体 (CLS)の形成が想定さ

れ(図 4 F)、さらにノコダゾールを用いた検討から CLSにはノコダゾール感受性と非

感受性の二種類存在していることが考えられた(図 17)。この 2種類の CLSの大きな違

いは γ-tubulinを持つか否かである(図 16 C)。Ric-8Aノックアウトにより中心体タンパ

ク質が異常増加する割合は Distal 側(CP110 や Centrin)では 20%以上であるのに対し、

PCM (γ-tubulin)では 10%程度に留まっている(図 5 F)。この差は Ric-8A 発現抑制が

Distal 側タンパク質に深く影響する表現型であるのに対し、γ-tubulin に対しては直接

的に影響していない可能性が考えられる。これらのことから、Ric-8A発現抑制による

2種類の CLS形成には原因が 2つ以上ある、もしくは γ-tubulinを持たない CLSが何

らかの要因により γ-tubulinを獲得したことが想定される(図 17)。 

 

4.2 中心体形成に関与する Gタンパク質シグナルの検討 
 本研究から、Ric-8A→Gαi→cAMP→PKA のシグナル経路が中⼼体形成に関与する新
たな機構が⾒出された(図 24)。三量体 G タンパク質は細胞膜にて GPCR の制御により
機能することが知られるが、中⼼⼩体は細胞質に存在することから、Gαi シグナルも
しくは下流因⼦が中⼼体付近で働く可能性が想定される。3.2.6 から、内在性 Gαi2 は
中⼼⼩体に局在していること、それに加え中⼼体付近の cAMP 量は細胞質全体の
cAMP 量よりも低い状態に保たれている報告から(Terrin, A., et al., 2012)、中⼼⼩体に
局在する Gαi は cAMP ホスホジエテラーゼの⼀つである PDE4D3 による cAMP 分解
と協調して cAMP 量減弱に作⽤している可能性が考えられる。しかしながら、Gαi が
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抑制するアデニル酸シクラーゼ (Adenylate Cyclase: AC)は AC type1, 3, 5, 6, 8, 9 の全て
膜貫通型 AC であり、中⼼体に局在するとは⾔い難い。⽔溶性 AC (sAC)は中⼼⼩体に
局在しているが(Zippin, L., 2002)、Gαi は sAC を抑制し得ないことから中⼼体 Gαi が
中⼼体近辺 cAMP 減少に影響する可能性は考えづらい。しかし近年、AC type3 (AC3)

が中⼼体に局在する可能性が⽰された(Hua, K. and Feriland, R., 2017)。このことから、
中⼼⼩体における Gαi が AC3 を制御することで cAMP 量を制御する可能性が考えら
れるため、今後 AC3 の局在や活性化レベルに関して検討が必要である。PKA に関し
ては 3.2.8 から、AKAP9 を介して中⼼体に局在する PKA の過剰な活性が CLS 形成原
因であることが明らかとなった。さらに Ric-8A の既知の機能である紡錘体牽引⼒の
制御において cAMP 及び PKA の関与は報告されていないことから(Woodard, G., et al., 

2010)、本研究で⾒出した中⼼体形成に関する Ric-8A の機能は M 期における紡錘体牽
引⼒調節とは別の新規機構であると考えられる。 

	 Ric-8Aノックアウトは cAMP量を制御する Gαs及び Gαiのタンパク質量に大きく

影響しないことから(図 10 A)、Ric-8A発現抑制による CLS形成にはGαiに対するGEF

活性の減弱もしくはシャペロン活性減弱による局在変化が原因であると考えられる。

しかしながら、恒常活性化変異体である Gαi2 QL変異体により CLS形成がレスキュ

ーされたことから、Gαi活性化因子としての Ric-8Aが発現抑制された結果、Gαi活性

が減弱し CLS形成が起きた可能性が有力であると考えられる。 

	 Ric-8A ノックアウト細胞における Gαs 及び Gαi 発現量に変化が見られなかったの

に対し、Ric-8Aがユビキチン化を抑制する Gαq/11や Gα12、Gα13は劇的にタンパク

質量が減少していた(図 10 A)。よって本研究で確認される CLS形成において Gαq/11

及び Gα12サブファミリー発現量減少が原因である可能性が残されている。このこと

から、今後各種 Gαタンパク質の発現抑制によって CLSが形成されるのか更なる検討

が必要である。 

 

 

4.3 中心小体様構造体(CLS)の形成原因 

	 中心体タンパク質の過剰複製の原因として①再複製、②過剰複製、③中心小体タン

パク質輸送の障害の 3点の可能性を 3.3にて検証した。 

	 まず①について、3.3.1にて Ric-8Aの発現抑制は細胞周期に影響を与えないことが

明らかとなったが(図 13)、中心小体複製の発端は cyclin-E / CDK2複合体によるリン酸

化であることから、Ric-8Aノックアウト細胞における CDK2及び cyclin-Eの発現量並

びにキナーゼ活性を測定し、①に対する詳細な検証が今後必要である。 

	 次に②について、Ric-8Aの発現抑制は PLK4及び SAS-6の局在及び発現量に影響を

与えなかったことから(図 14)、Ric-8Aによる中心小体タンパク質の異常増加は過剰複
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製が原因ではない可能性が示唆された。今後さらにこの仮説を検証するためには

Ric-8A発現抑制がPLK4のキナーゼ活性に影響するのかを検討する必要があると考え

られる。 

	 次に③について、Ric-8A発現量低下は PCM-1の異常な凝集を起こし(図 15)、PCM-1

の凝集と異常増加した Centrinが共局在している様子から、Ric-8A発現抑制による CS

凝集が積み荷の凝集を起こしている可能性が予想される。中心小体複製過程では

proximal側から Distal側の中心小体タンパク質が積み重なる様に伸長、成熟の過程を

経ることから、タンパク質輸送異常が起こると Distal側の中心小体タンパク質が凝集

し構造物を形成することが考えられる。PCM と微小管ネットワークとのアンカリン

グを担う ATF5 と呼ばれるタンパク質がある。ATF5 発現抑制は中心小体と微小管の

結合が外れ、中心体付近において中心小体タンパク質の凝集物が形成される

(Madarampalli, B., et al., 2015)。Ric-8A発現抑制による CLSには Cart wheel構造の主骨

格である SAS-6及び proximal端のタンパク質 C-Nap1が含まれておらず(図 6 F)、主に

Distal側のタンパク質が異常に増加している。このことから、CLSは中心小体複製初

期における Cart wheel形成異常による産物ではなく、中心小体複製と並行して起こる

タンパク質輸送の異常が原因である可能性が考えられる。 

	 3.3.4から Ric-8A発現抑制は CLS (γ-tubulin +) 及び CLS (γ-tubulin -)の二種類の CLS

が形成されたが、形成原因の一つとして G2/M期における中心小体セパレーションの

異常が可能性として挙げられる。セパレーションとは複製された中心小体が M 期に

て紡錘体として両極に局在するために解離する過程を指す。この過程には PKA が

Centrinの 170番目のセリンをリン酸化することが関与しており、間期における過剰な

Centrinリン酸化は早期のセパレーションを起こすことが報告されている(Lutz, W., et 

al., 2001)。このことから、CLS (γ-tubulin +)は Centrinの過剰なリン酸化による異常な

セパレーションが原因である可能性が考えられる。しかしながら、少なくとも CLS 

(γ-tubulin -)は CSと共局在することやノコダゾール感受性構造物であることから微小

管上にあることが想定され、セパレーション異常ではなくタンパク質輸送異常が原因

であると予想される。このことから、Ric-8Aシグナルには Centrinを含む複数の下流

因子が存在する可能性が考えられる。 

 

 

4.4 MTOC活性への影響 

	 3.4.2において Ric-8Aを発現抑制した際に異型紡錘体の形成率が増加することから、

CLSは MTOC活性を有しており、Ric-8A発現抑制により増加した CLS に MTOC活

性に影響する γ-tubulin が含まれていることに起因すると考えられる(図 19)。さらに

CLSは間期においてもMTOC活性を持つこと(図 20 A)、stattic処理により多極性紡錘
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体が増加したことから(図 20 B)、CLSは紡錘体を形成できる能力を有していることが

明らかとなった。これらの結果は CLS (γ-tubulin +)が細胞分裂に影響することを示し

ている。このことから、Ric-8Aは紡錘体牽引力調節のみならず、中心体形成を制御す

ることで細胞分裂を維持し、生育維持に重要な役割を持つ可能性が考えられる。 

 

4.5 下流因子の探索 

	 PKA は非常に広範囲のタンパク質をリン酸化し制御することが知られていること

から、中心体においても PKA によってリン酸化を受けたタンパク質が中心体形成を

制御する可能性が想定された。Ric-8Aが制御する中心体形成制御を詳細に解明するた

めには中心体における PKAの基質の同定が重要である。PKAのリン酸化コンセンサ

ス配列は-RRXpSX-もしくは-RXXpSX-である。本研究で着目した SPAG5は PKAのコ

ンセンサス配列を 3箇所 (pS: 831a.a., 871a.a., 954a.a.)含む CSタンパク質であり、発現

抑制すると中心小体の輸送に異常を起こすことが報告されるているタンパク質であ

る(Kodani, A., et al., 2015)。このことから、Ric-8A発現抑制による PKAの異常なキナ

ーゼ活性が SPAG5 のリン酸化レベルに影響し、中心小体様構造体の形成を促した可

能性が想定される。現に、Ric-8Aノックアウト細胞において SPAG5の発現量に大き

な変化は見られないのに対し、SPAG5の凝集が見られた(図 21)。さらに SPAG5と PKA

の共発現により SPAG5バンドパターンが大きく変化することや、PKA不活性化変異

体との共沈降などの結果から、PKAの基質である可能性がある (図 22-23)。免疫沈降

実験において、PKA WTと SPAG5のはっきりとした共沈降が確認できなかった理由

として、PKAは基質のリン酸化後に結合が外れるために基質との結合時間が短いこと

が原因であることが考えられる。これは AKAP9の足場タンパク質としての機能が影

響している可能性がある。AKAP タンパク質は PKA 及び基質と結合することで基質

のリン酸化を促す足場タンパク質としての機能を有する。このことから、SPAG5、PKA、

AKAP9 を過剰発現した状態で免疫沈降を行うことで SPAG5 と PKA の結合が強く見

えるようになる可能性が考えられる。 

	 免疫沈降実験から見出されたものの一つは PKAキナーゼ活性依存的に SPAG5を示

す Flagタグのバンドパターンが変化したことである(図 23)。PKA WTの過剰発現を行

うと SPAG5の 135-180kDa付近のバンドが 40kDa程度低分子量側へシフトし、尚且つ

48kDaあたりにバンド現れること、SPAG5の N末端に Flagタグを付加しているのに

も関わらず、48kDaと 135kDaのあたり二箇所にバンドが確認された。もし PKAキナ

ーゼ活性によって SPAG5 の断片化が起きている場合、Flag タグで検出すると低分子

量もしくは高分子量のどちらかのみが検出されると考えられるため、実際に何が起き

ている結果であるのか現状は不明である。今後は Ric-8A ノックアウト細胞における

SPAG5のリン酸化レベル変化や SPAG5疑似リン酸化変異体及び非リン酸化変異体を



 64 

作製し中心小体様構造体形成のレスキュー実験により、中心体形成過程におけるタン

パク質輸送制御機構として Ric-8A→Gαi→cAMP→PKA→SPAG5 というシグナル伝達

経路が関与しているのか検証することが必要である。 

	 今後検討すべき基質候補として Centrinが挙げられる。PKAによる Centrinのリン酸

化はすでに報告されているが(Lutz, W., et al ., 2001)、Ric-8Aの下流でも PKAが Centrin

のリン酸化に関与しているのかは明らかではない。このことから、Ric-8Aノックアウ

ト細胞にてCetnrinのリン酸化レベルの検討及びCentrin疑似リン酸化変異体及び非リ

ン酸化変異体を用いたレスキュー実験を行い、Centrin のリン酸化が CLS 形成に関与

するのか検討が必要である。 

	  

	 本研究から、Ric-8A は Gαi の活性を制御することにより cAMP の減弱を起こし、

中心体における PKA の活性を制御することで CS を介した中心体形成を制御する

Ric-8Aの新規機構が示唆された。本研究によりこれまでのAKAP9の経路とは異なる、

中心体形成制御における上流の経路及び Gαシグナルの関与を明らかにした。さらに、

Ric-8A はこれまでの知見である M 期における紡錘体の牽引力の制御のみならず

(Woodard, G., et al., 2010)、間期での中心体形成制御により正常な細胞分裂を維持する

ことから、Ric-8Aは細胞分裂に関する生体維持に必要な機能を複数持つことが示され

た。この結果は Ric-8A ノックアウトマウスが胎生致死を示す結果により支持される

(Tonissoo, T., et al., 2010)。今後は下流因子候補である SPAG5の更なる検討もしくは候

補分子の新規同定により詳細な機構を明らかにする必要があると考えられる。  
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図 24 モデル図 
	 本研究から、Ric-8Aは Gαiを介したシグナルにより中心体における PKAの活性を制御し、
下流タンパク質 Xの過剰なリン酸化を防ぐことで中心体形成を正常に保つ機構により正常な
細胞分裂を維持するモデルが想定される。 
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の皆様のおかげで楽しい研究⽣活を送ることができ研究に打ち込むことが出来まし
た。熱く御礼申し上げます。 
 
 最後に、本論⽂執筆には 5 年間の⻑い研究⽣活において様々な⽅⾯から⽀えてくれ
た家族の⼒なしには遂⾏できませんでした。⻑きに渡りご援助並びに応援してくださ
り、両親並びに家族の皆様に⼼から感謝申し上げます。 


