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勝脱癌細胞株からの中心体分離

-p53 mutationと中心体過剰複製について一
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Centrosome hyperamp1ification occurs frequently in human cancers， and is the major contributing 
factor for chromosoma1 instability and aneup1oidy. We examined centrosome hyperamp1ification in 

b1adder cancer cell 1ines. Samp1es were incubated with antibodies to the centrosome protein y-

tubu1in. The cell1ine (RT-4)， which has a wi1d開 typep53 status， showed a well-regu1ated centrosome 

rep1ication cycle. On the other hand， centroSQme hyperamp1ification was observed in HT幽 1197and 

HT-13r cancer cells by discontinuous sucrose gradient fractionation. We used sucrose gradient 

fractions enriched for centrosomes by the immunob1ot ana1ysis for the presence of y-tubu1in， a m勾or

component of centrosomes. The fractions were then immunob1otted with anti-nucleophosmin/B23 

(NPM) antibody. NPM is a primarγtarget of CDKユcyclinE in the initiation of centrosome 

dup1ication. The profi1e of NPM closely paralleled that of γ-tubu1in， suggesting the association of 
NPM with the centrosome. 

Identification of the mechanism underlying the rep1ication of the centrosome shou1d 1ead to the 

understanding of the mechanism of chromosoma1 instabi1ity in b1adder cancer， and enab1e us to 
develop cancer therapeutics targeted to centrosome rep1ication. 

(Acta Urol. Jpn. 49: 69-74， 2003) 
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緒田

中心体 (centrosome)は，動物細胞では直交する l

対の中心小体 (centrio1e)とその周囲を取り巻くタン

パク質 (pericentria1materia1s)で形成されており，

細胞周期を通じてさまざまな細胞現象に関与している

ことが知られている lサ) 例えば，間期中に中心体は

微小管形成の核 (Microtubu1eorganizing center， 

MTOC)として細胞質微小管を配向し，細胞内小器

官の特異的局在に関与し細胞の極性を確立する役割を

果たしている lサ) また，中心体は有糸分裂の際，紡

錘体極 (spind1epo1es)となり，染色体の均等な分割

に必要不可欠なイベントである 2極性の確立，紡錘体

糸の形成，赤道面位置の決定を司る lサ) それぞれの

娘細胞は親細胞から lつの中心体しか受け取らないた

め，中心体は有糸分裂前に複製されなければならな

い.動物体細胞では，中心体の複製は細胞周期の Gl

後期から Gl/S転移期に中心小体の分離，複製によっ

て始まる.中心小体の複製は， 2つの中心小体が数

μmほど離れ，各中心小体基部付近から直角に娘中心

小体が伸長し， G2期までに完了する.中心体の複製

は細胞周期中 l度だけでなければならないため，

中心体複製は DNA複製などその他の細胞周期と同

調して起こる必要がある.この制御機構に異常が起こ

れば癌細胞特有の染色体数の異常が観察されることと

なる←7)

今回，跨脱癌細胞株を用いて，中心体の超遠心分

離8)を試みた.勝脱癌細胞株から中心体を分離するこ

とにより，中心体複製周期をコントロールするとされ

るタンパク質 nucleophosmin/B23(NPM)ト 11) の中

心体への局在についても検討した.

対象と方法

培養細胞株



70 泌尿紀要 49巻 2号 2003年

ヒト勝脱癌細胞株 (RT-4，HT-1197， HT-1376) 

を用いた.いずれの細胞も ATCC(American type 

culture collection)から購入した.細胞株は10%fetal 

bovine serum (FBS)， penicillin (100 U/mI)， 

streptomycin (IOO μg/mI)を含んだ MEM培地で5

% CO2下で培養した.

RT・4は移行上皮癌 GI，乳頭状腫蕩から樹立され

た細胞株である 12) HT-1197， HT-1376は移行上皮

癌 G3，いずれも筋層浸潤のある進行癌から樹立され

た細胞株である 13) Cooperら14)は腸脱癌細胞株の

p53 mutationについて報告しており，それによれば，

RT-4は p53wild type， HT・1197，HT-1376は p53

mutant typeの細胞株である.

免疫染色

スライドグラス上の培養細胞を 2回 PBSで洗浄

し， 10%ホルマリンで20分間固定した. 1 % N巳40

in PBSで5分間処理し， 10%正常羊血清を 1時間室

温 antl・7・tubulinrabbit polycional antibody (Uni-

versity of Cincinatti， Prof. Fukasawaより供与)4.6) 

を1時間 3rcで反応させた.γーチムープリンは中心

体に存在するタンパク質で，微小管形成の核として細

胞質微小管を配向する 15) 2次抗体は FITC-coniu-

gated goat anti-rabbit IgG antibody (Boehringer 

Mannheim)を用いて 1時間室温で反応させた.それ

ぞれの反応後に TBSで 3田洗浄し，核染色は 4にdi幽

amidino 2-phenylindole (DAPI)を用いた.

それぞれの細胞毎の中心体数を計測し，中心体過剰

複製について判定した. n=1は中心体の複製してい

ない細胞， n=2は中心体複製の起こった細胞 n注3

は中心体を 3つ以上もつ中心体過剰複製を示す細胞と

判定した4)

中，(.、体の超遠，心分離

Moudjou M と BornensM の方法的に準じて，密

度勾配をつけたショ糖の混合溶液を作製し，超遠心分

離により癌細胞株から中心体を分離した.まず，勝脱

癌細胞株を 1時間サイトカラシン D，ノコダゾールで

処理し， トリプシン (EDTA不合)処理により回収

した.次に，細胞膜をバッファー(ImM  HEPES， 

pH72， 0.5% NP・40， 0.5 mM  MgCI2， 0.1 % s-
mercaptoethanol， protease inhibitors; leupeptin， 

pepstatin， aprotinin， PMSF)で高張処理し裸核化

し， 60%ショ糖液を 500μl試験管に入れ，細胞溶液

を重層し， 9，000回転30分間遠心， 1，500μ1を残し，

上清を捨て vortexした.下方より 70%，50%， 40% 

のショ糖の層をつくり，中心体を含む分商を重層し，

18，000回転 1時間遠心分離した.チューブに穴を開け

下方より溶液を 100-200μlずつ分画回収した.

Anti-y-tubulin rabit polycional antibod/.6
) を用し当

た westernblotで中心体を含む分画を確認した.

Immunoblot analysis 

サンプルは samplebuffer [2% SDS， 10% glyc-

erol， 60mM Tris (pH6. 8) ， 5 % s-mercapto・

ethanol， 0.01 % bromphenol blue]を加え 95
0

Cで5

分間処理し SDS-pageでタンパク質を分離した.分

離されたタンパク質は Immobilon(Millipore)シー

トにトランスファーした.シートは， まず5% (W/ 

V) dry milk in Tris-buffered saline+0.05% Tween 

20 (TBS-T)で l時間室温，それから l次抗体;anti-

Y司 tubulin rabit polycional antibody4.6) ， anti-

nucleophosmin/B23 (NPM) mouse monocional 

antibody9.IO) を 40Cで12時間反応させた. TBふT

で洗浄した後， horseradish peroxidase-co町ugated

goat anti-rabbit IgGまたは anti-mouseIgGをl時

間室温で反応させた.再度 TBS-Tで洗浄し， ECL 

chemil uminescence (Amersham)システムを用いて

写真を撮影した.

免疫沈降法

中心体を含む分画に， IP Iysis buffer (50 m M  Tris 

HCl， 150 mM  NaCl， 0.5% NP・40，50 mM  N aF) 

を加えた. 4
0

Cで vortexを5分ごとに30分くり返し，

遠心上清を回収した(タンパク濃度の測定). Protein 

A または proteinG beadsを添加し非特異的結合を

除去した.つぎに 1次抗体を添加し 4
0

Cで4時間撹

枠，その後 proteinA (polycional用)または pro-

tein G beads (monoclonal用)を加え， 40Cで 1時

間撹排した.ビーズの遠心洗浄を 8回繰り返し，サン

プルバッファーを加え 5分間煮沸し SDS-PAGE，ウ

エスタンブロットを行った.

結 果

l 勝脱癌細胞株における中心体過剰複製について

今回用いた細胞株の中心体複製について検討した.

Fig. 1に抗 yチューブリン抗体を用いた免疫染色像

を示す.中心体を 3個以上もつ細胞の比率は， RT・4

では 1%， HT-1197は25%，HT帽 1376では43%で

あった.すなわち， RT・4は中心体の複製周期が保た

れている細胞株であり， HT・1197，HT曲 1376は中心

体過剰複製を認める細胞株であった.

2.勝脱癌細胞株からの中心体の分離

培養細胞株より中心体を分離することができた.

Fig.2に密度勾配をつけたショ糖溶液により分薗され

た RT-4の中心体分画(銀染色)を示す 中心体は

ショ糖の濃度が60-50%のショ糖溶液中に分離でき

た.他の 2つの培養細胞 (HT・1197，HT-1376)にお

いても同様に分離できた.どの分画に中心体を含むか

は，抗 yチュープリン抗体を用いた westernblotに

より同定した.

次に，分離された中心体をスライドグラスに張り付
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Staining of y-tubulin in bladder cancer celllines during interphase 
and mitosis. Cells were immunostained with anti-y-tubulin anti-
body. Antibody-antigen complexes were detected with FITC-
conjugated antibody to rabbit IgG. Cells were also stained with 
DAPI for visualization of DNA. Original magnification， X600. 
A， RT・4:interphase; B， RT-4: metaphase; C， RT・4:anaphase; 
D，HT・1197:interphase， centrosome hyperamplification; E， HT・
1197: metaphase， centrosome hyperamplification; F， HT-1376: a 
lot of centrosomes in the prometaphase cell. 

Fig. 1. 
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Centrosome isolation from cultured bladder cancer. A， The con-
centration of sucrose fraction. B， SDS-page， Silver staining (RT-4). 
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Fig. 2. 

ク質のうち， NPMについて検討した. NPMは，中

心体複製をスケジムールどおりに開始させ，また中心

体と DNA複製を同調させるチェアクポイントにお

いて重要な役割を担うタンパク質である9.10)

Western blotを用い抗 yチ 4 ープリン抗体で同定

した中心体分画と同じレーンに NPMが存在するか

どうかを検討した (Fig.4). 中心体過剰複製を認めな

い RT・4では抗 γチュープリン抗体で同定した中心

体分画と同じレーンに NPMを認めた.中心体過剰

け，抗 yチュープリン抗体で染色をおこなった (Fig.

3) .中心体は円形のドットとして観察され，遠心分離

後も無傷と思われ小器官として分離できた. RT・4は

中心体の複製が正常に行われている細胞株であり中心

体は l個または 2個のドットとして観察された. HT-

1197， HT-1376は中心体過剰複製を示す細胞株であ

り3個以上の中心体も観察できた.

3. 中心体分画に存在するタンパク質の検討

中心体複製周期をコントロールするとされるタンパ
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A 

B 

Fig. 3. An example of immunofluoresence 
staining of centrosomes. Cells were 
immunostained with anti-y-tubulin 
antibody. Antibody-antigen complexes 
were detected with the FITC-cojugated 
antibody to rabbit IgG. Original 
magnification， X600. A， RT-4; B， 
HT-1376. 

RT-4 

複製を認める細胞株 HT-1376でも，中心体を認めた

分画とほぼ同じレーンに NPMを認めた.図には示

さないが HT-1197でも同様であった. RT・4と HT-

1376で中心体が分画されたレーンが異なっているが，

これはそれぞれの分画した溶液量が異なるという技術

的な問題であり，いずれの勝脱癌細胞株においても

ショ糖濃度が約60-50%の fractionに中心体は存在

した.

つぎに RT-4と HT-1l97で免疫沈降法により y

チューブリンと NPMの局在を確認した (Fig.5). 

抗 yチュープリン抗体で免疫沈降した検体を west-

ern blotで抗 NPM抗体を用いて確認した.また，

抗 NPM抗体で免疫沈降した検体を westernblotで

抗 yチュープリン抗体を用いて確認した.RT-4と

HT-1197ともに yチュープリンと NPMの局在が一

致した.

考 察

生化学的な分析のためには細胞の構造をこわさなけ

ればならないが，種々の細胞成分の機能まではそこな

わない穏やかな分離技術が工夫されてきた.細胞はい

ろいろな方法で壊すことができるが，破砕処理を注意

深く行えば，核，ミトコンドリア，ゴルジ体，リソ

ソームなどの小器官はほとんど無傷のまま残せる.こ

うして，細胞から膜に固まれ，大きさ，電荷，密度の

異なる粒子が混在する濃厚なスープ(ホモジェネー

ト)がえられる.破砕操作をする際の溶媒を注意深く

さえ選べば各粒子の生化学的性質は元とほとんど同じ

状態に保てる.超遠心法による細胞の分画において

は，細胞のホモジーネートの速度を上げながら繰り返

し遠心して，構成成分を分画する.一般に細胞成分が

Fractions 234  5 678  

1" -tubulin 
[ 一 旬 L5 J一一7

NPM 

HT-1376 
Fractlons 2 3 4 5 678  

1" -tubulin 

「 一一 E 
NPM …ω つl

Fig. 4. Western blot: We examined centrosomes enriched sucrose gra-
dient fractions by immunoblot analysis to ~etect the presence of y-
tubulin， a major component of centrosomes. The fractions were 
then immunoblotted with nucleophosmin/B23 (NPM) antibody. 
NPM and y-tubulin were found in many of the same gradient 
fractions. 
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IP anti-γ-tubulin IP anti-NPM 

Western anti-NPM Western anti-γ-tubulin 

Fig. 5. Co・immunoprecipitationof NPM and y-tubulin proteins. Immu-
noblot analysis of the immunoprecipitates showed that NPM was 
present in protein complex immunoprecipitated by anti-γ-tubulin 
antibody. Similarly， we detected y-tubulin in the protein com-
plex immunoprecipitated by anti-NPM antibody. 

小さい程，沈降させるのに大きな遠心力を要する 16)

中心体の分離に関しては， Moudjou M and Bornens 

M の方法的が用いられている.今回，この中心体分

離法を用いて腸脱癌の中心体を分離することができ

た. Fig.2bに示した銀染色の各分画においてタンパ

ク質の多くの bandを認めるが， Moudjou M and 

Bornens M の原法においても同様に多くの bandを

認めている.中心小体の周囲を取り巻いて多数のタン

パク質が存在しており卜3) それぞれのタンパク質の

中心体複製周期における役割の解明が待たれる 17)

最近中心体の複製周期について，いくつかの重要な

報告があるが 17) その中でも p53pathway (p53-

Waf1-CDK2/Cyclin E-nucleophosmin)が注目を集め

ている4，6.9.10)

p53の転写機能のおもなターゲットの lつである

Waf1は CDKinhibitorのファミリーのひとつで

CDK21サイクリン Eの活性をコントロールしている

ことが知られている.中心体複製周期において

CDK21サイクリン Eのリン酸化のターゲットが nu-

c1eophosmin (NPM) IB23であることが最近明らかに

なった9.10) NPMは複製前の中心体に局在するが，

CDK21サイクリン Eによるリン酸化により中心体の

結合能を失い中心体から遊離する. NPMの機能のひ

とつとしてシャペロニング(タンパク質凝集抑制能)

が知られているが， NPMの遊離は中心体の構造変化

をもたらし複製開始を促すと考えられている9.10) 正

常細胞では，サイクリン Eの発現は Gl後期におこ

り，CDK21サイクリン Eの活性は S期の移行 (DNA

複製開始)に必要である.それゆえ，CDK21サイク

リン Eの Gl後期における特異的発現が中心体複製と

DNA複製との同調を確立するとされている. p53を

上流とする CDK21サイクリン Eの Gl後期における

特異的活性は，中心体複製をスケジムールどおりに開

始させ，また中心体と DNA複製を同調させる

チェックポイントとなる事象である 18ワ 1) 今回の実

験では，抗 yチュープリン抗体を用いたウエスタン

プロティングで中心体が含まれている分画同定し，中

心体を含む分画に NPMが含まれていることを確認

した. NPMは正常細胞では複製前の中心体に存在し

ているが9.10) 今回勝脱癌培養細胞株の中心体にも存

在することが明らかになった.正常細胞以外で中心体

への NPMの局在を証明した報告は現在まで

Zetasepinaら11)の HeLa細胞の M期の中心体に

NPMが存在するという報告のみである. NPMが腸

脱癌の中心体に局在したことは p53を上流とし

NPMを下流とする中心体複製経路が正常動物細胞だ

けではなく，ヒトの癌の中心体復製にも重要であるこ

とを示唆するものと考える.また， p53が wildtype 

の勝脱癌細胞株において中心体複製が保たれており，

p53が mutantの跨脱癌細胞株で中心体過剰複製が生

じていたことも注目に値する. Carrollら22)は p53の

経路に異常を認める頭頭部癌において中心体過剰複製

が生じていたと報告している. また， Weberら23)も

p53の変異と中心体過剰複製との関連について脳腫蕩

において報告している.われわれは P5臼3pathway 

(句p5臼3

癌の中心心、体複製に関与しており， p53の経路の機能不

全が中心体過剰複製に関わっている可能性があると考

えている.今後は， p53 pathwayと中心体過剰複製

について検討していく必要があると考える.

結 呈玉
岡田

中心体は，細胞の動的中心 (dynamiccentre)とい

う考えに基づいて約100年前を Boveriによって名づ

けられた24) このような古い歴史を持つ中心体であ

るが，中心体複製の分子レベルでの解析ははじまった
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ばかりであり，不明な点が多い. p53， Waf1などが

どのように中心体複製周期と DNA複製周期を調節

しているのか，どのように腸脱癌の中心体過剰複製が

生じるのかを明らかにすることは，腸脱癌の染色体不

安定性 (chromosomalinstability)の発現機構を解明

する上でも重要であると考える.

本研究は文部省科学研究費基盤研究C(50y26)の研究補

助を受けて実施した.
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