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要旨  

［背景および目的］ 
わが国では乳癌の発症頻度は上昇しており、約 20 人に１人の女性が乳がん

に罹患するといわれている。乳癌症例のほとんどは孤発性のものであるが、全

体の約５－１０%において同一家系内に高頻度で発生するもの、いわゆる家族

性乳癌(遺伝性乳癌)があるとされている。家族性乳癌の原因遺伝子として、連

鎖解析を利用したポジショナルクローニング法によって 1994 年に BRCA1
（17q21）が、次いで 1995 年に BRCA2（13q12-13）がそれぞれ単離された。

BRCA2 は主に核に局在し、Rad51、DSS1 など相互作用することで DNA の損

傷・修復機構において重要な役割を担っているとされている。また、BRCA2
遺伝子は腫瘍抑制遺伝子としても知られており、これに変異が起こることによ

り、家族性の乳癌、卵巣癌の発症がみられることが知られている。 
 先行研究では、BRCA2 が中心体構成蛋白質である-tubulin と相互作用し、

核外移行シグナル、中心体移行シグナルをもち、細胞周期の S 期からＭ期前期

においては中心体にも局在することが報告されている。 
しかしながら、中心体における BRCA2 の機能は現在まで十分明らかにされ

ていない。私は BRCA2 の新しい機能を解析し、発癌にどのように関与するの

かを解明することを目的とし、研究を行うこととした。 
 本研究ではBRCA2と相互作用する蛋白質として、新たにplectinを同定した。



plectinはplakinファミリーに属する骨格系架橋蛋白質であり、微小管、アクチ

ンの他、ビメンチン、サイトケラチン、デスミンなどの中間径フィラメントと

相互作用し、細胞や組織の構造維持や、機能調節において重要な役割を果たし

ているとされている。BRCA2は中心体に局在し、中心体を構成している

-tubulinと相互作用する。一方、plectinは細胞質において細胞骨格蛋白質や核

膜蛋白質とも相互作用し、これらを架橋する。これらの知見に加え、今回の検

討によりBRCA2とplectinがそれぞれ内在性の蛋白質レベルで相互作用するこ

とが明らかとなった。私はBRCA2-plectin複合体が、中心体を核膜に連結させ

る役割を果たし、中心体の局在制御に関与しているのではないか、との仮説を

立てた。さらに、BRCA2-plectin複合体によって中心体の局在が核近傍の適切

な部位に制御されることが、細胞分裂においても重要な意味を持つ可能性が示

唆された。そこで、本研究は、BRCA2の中心体における新たな機能として、

BRCA2-plecitn複合体の中心体局在に関する役割を明らかにすることを目的と

した。 
［方法および結果］ 
 HeLa S3 細胞を回収し、作製した細胞溶解液を 15-30%(w/v)のグリセロール

に重層し、グリセロール密度勾配法によって分画した。一部の内在性 BRCA2
は、本来検出される分画より分子量の大きい分画からも検出され、BRCA2 に

相互作用している蛋白質との複合体が形成されている可能性が示唆された。そ

れぞれのフラクションを SDS-PAGE で展開し、銀染色を行ったところ、分子

量の大きい分画に他分画には観察されない特徴的なバンドがみられた。これら

の特徴的なバンドをゲルから切り出し、トリプシン消化した試料はナノフロー

液体クロマトグラフィーによって分離された。続いて MALDI TOF/TOF 質量分

析法による解析、MASCOT ver.2.0 データベース検索を行い、複合体中に plectin
が存在する事が判明した。plectin と BRCA2 の結合は免疫共沈降法によって検

討し、HeLa 細胞および MCF7 細胞において両者の相互作用が確認された。 
 plectin は CDK1 によってリン酸化され、その蛋白質架橋作用が失われる事が

知られている。中心体が BRCA2 と plectin を介して核の近傍に局在すると仮定

すると、リン酸化による plectin の架橋作用の喪失の結果、中心体の核からの

解離が観察されると考えられた。そこで、HeLa 細胞から核、中心体、plectin
の形態を保持した分画を作成し、活性化 CDK1/cycB を添加し plectin をリン酸

化させた。免疫染色の結果、CDK1 による plectin のリン酸化によって核と中心

体の距離の増大傾向が統計学的有為差をもって観察された。 
 plectin の C 末端側には 6 つの繰り返し配列(PLEC M1-M6)があり、ankyrin 様

の繰り返し配列を持っている。ankyrin repeat 配列は様々な蛋白質相互作用に関

与する事が知られており、これらの領域が BRCA2 との相互作用にも関与して

いると考え、PLEC M1 領域(2738-3021 a.a.)および PLEC M-C 領域(4150-4503 
a.a.)に着目し、検討した。pull down assay の結果、GST-PLEC M1 および

GST-PLEC M-C は BRCA2 と相互作用することが明らかになった。また、in vitro
において GST-PLEC M1 が FLAG-BRCA2 と plectin の相互作用を阻害すること

を明らかにした。 
 HeLa 細胞内で PLEC M1 を過剰発現させ、ウェスタンブロットで解析したと



ころ、in vivo においても PLEC M1 は plectin と競合し、内在性の相互作用が阻

害される事が明らかとなった。そこで、PLEC M1 による BRCA2-plectin 相互

作用の阻害が中心体局在に影響を与えるかを検討するため、PLEC M1 を導入

した HeLa 細胞について間接蛍光抗体法による免疫染色を行った。その結果、

中心体の核膜からの解離が観察されるとともに、微小核の形成頻度の上昇がみ

られた。 
siRNA を用いた、BRCA2、plectin の発現抑制の検討では、各々の蛋白質を

発現抑制することによって中心体局在の変化が観察された。また、同時に核の

形態異常も高頻度に観察された。 
［考察］ 

遺伝性乳癌、卵巣癌の原因の一つとされているBRCA2 蛋白質と新たに相互

作用する蛋白質としてplectinを見出した。plectinは筋ジストロフィーを伴う表

皮水疱症の原因遺伝子として知られているが、近年膵管上皮腺癌、肝細胞癌に

おいては高発現、あるいは低発現など特徴的な所見が相次いで報告され、腫瘍

発生に影響を与える可能性も示唆されている。 
plectin は高度に保存された 6 つの繰返し配列（PLEC Module1-6）をその C

末端に持ち、これらのモジュールは様々な蛋白質の相互作用に関与するとされ

ている ankyrin repeat の二次構造に非常に相同性が高いことが知られている。

そこで M1 領域(PLEC M1; 2738-3021 a.a.)および、M6 全域と中間径フィラメン

ト結合領域を含む C 末端側領域(PLEC M-C; 4150-4503 a.a.)に着目し、検討を行

った。その結果 PLEC M1 および PLEC M-C について BRCA2 との相互作用が

明らかとなった。それぞれのモジュールは他と高い相同性を持つために、これ

らすべての領域が BRCA2 との相互作用に関与する可能性も示唆された。どの

ように BRCA2 が６つのモジュールと相互作用するかについては今後の課題と

したい。BRCA2 との相互作用に関与する PLEC M1 領域を細胞内で過剰発現さ

せることによって内在性 BRCA2 と内在性 plectin の相互作用が阻害され、中心

体の局在が核周囲の領域から離れる現象が明らかになった。これらの結果から、

中心体は plectin-BRCA2 の相互作用を介して核周囲の領域に局在している可能

性が示唆された。 
現在のところ、中心体は細胞皮質に存在するダイニンが、中心体から生成さ

れている微小管を引っ張ることによって細胞のほぼ中心に局在することが出

来ると考えられている。しかしながら、この機構だけでは細胞膜を破壊し核分

画を調製した際、どうして中心体が核分画に含まれるのか疑問が残る。 
中心体のポジショニングに関しては、線虫では ZYG-12 が、中心体と核膜を

繋ぎとめていることが報告されており、ZYG-12 遺伝子の変異によって、間期

における中心体の核への結合は乱され、中心体の局在異常を来し、genome 
instability が引き起こされる事が報告されている。ヒトの表皮線維芽細胞にお

いては、emerin と微小管が中心体のポジショニングに必要であるとする報告も

ある。今回、BRCA2 と plectin の相互作用が明らかになり、この相互作用の中

心体局在への関与が示唆されたため、我々は BRCA2 と plectin の相互作用もま

た中心体と核をつなぐ一つの機構を担っていると推察し、BRCA2-plectin の相



互作用を介して中心体が核膜に近接して存在するモデルを提案した。 
 近年、ショウジョウバエにおいて、中心体の機能異常および余剰中心体を持

つ細胞を同種の腹腔内に移植すると腹腔内に腫瘍が発生することが報告され

ている。さらに、中心体の増幅は乳癌等において早期から観察される事象であ

り、増幅した中心体の大きさ、数はゲノム不安定性と相関しているとする報告

もある。しかしながら、これまで中心体の位置の異常が細胞に与える影響につ

いてはほとんど知られていない。今回、PLEC M1 を一過性に過剰発現させた

細胞において核の形態異常や分裂異常が有意に多く観察された。この際、中心

体複製異常は観察されなかったことから、BRCA2 と plectin の相互作用の阻害

によって引き起こされた中心体局在の変化が、観察された核の形態異常や分裂

異常の原因である可能性が示唆された。これらの知見や実験結果より、中心体

の核膜からの解離はゲノム不安定性を来たし、その結果、発癌にも影響を与え

ているのではないかという可能性が示唆された。 
 以上より、中心体における BRCA2 の新しい機能として、BRCA2-plectin 複

合体は中心体局在の制御を通して、中心体周囲の微小環境の形成と核の複製

（核の形態学的異常や核分裂異常）に関与することが示唆された。また、その

異常は染色体不安定性を増加させ、さらには乳癌などの発癌過程に関与するで

あろうと考えられた。 
［結論］  
１、 BRCA2 と相互作用する新規蛋白質として plectin が同定された。 
２、 BRCA2 と plectin の結合には少なくとも PLEC M1 領域および    

PLEC M-C 領域が関与している。  
３、 in vitro あ る い は in vivo に お い て 、 PLEC M1 に よ っ て

BRCA2-plectin の相互作用は阻害される。また、その結果、in vivo
においては中心体の局在が変化し、核縁からの距離が相対的に長

い細胞が高頻度に観察された。  
４、 細胞内での PLEC M1 強制発現や siRNA による BRCA2 あるいは

plectin の発現抑制によって、中心体の局在変化や、核の形態異常

の頻度が増加した。  
５、 これらの結果より、BRCA2-plectin の相互作用は中心体局在の制御に

おいて重要な役割を果たしていることが明らかにされ、中心体局在の変化

がゲノム不安定性を引き起こし、発癌にも影響を及ぼしている可能性が示

唆された。 
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