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はじめに

p53遺伝子は、約半数のヒト腫

瘍で異常を認めるがん抑制遺伝

子の代表格であり、様々なストレ

スを感知し、細胞増殖停止、細胞

死、細胞老化等の防御反応を惹起

することで、発がんの抑制に働く

主要な〝ゲートキーパー”である。

p53は放射線、化学物質などによ

るゲノム障害ストレスや、発癌遺

伝子の活性化による発癌ストレ

スによって活性化される他、最近核小体を起点として活性化される核小体ストレス応答に関

与することが明らかになってきた。核小体ストレス応答は、ActinomycinD, フルオロウラ

シル（5FU）、ミコフェノール酸（MPA）等の薬剤によるリボソーム構築障害や栄養飢餓、接触

抑制によって起動し、RPL5,RPL11, RPL23, RPS7等の特定のリボソーム蛋白質が核小体か

ら放出され、これが核小体外の核質領域にあるMDM2と結合し、p53を分解するMDM2の機能

抑制することで、p53の安定化による細胞増殖抑制を引き起こす（図１）。

私達はこれまでに、RPL11を核小体に留めることで核小体ストレス応答を抑制する新規分

子PICT1を見出し、PICT1遺伝子の欠損はRPL11を核小体から放出させ、核小体ストレスを

起すこと、その結果p53の増加による細胞増殖抑制を起こし、ES細胞の生育や個体の形成を

不能とすることを示した。また、この機構はヒト腫瘍においても重要であり、PICT1の発現
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低下による核小体ストレス応答は、腫瘍細胞の増殖やマウスの腫瘍化進展を著しく抑制する

こと、PICT1の発現が低下したヒト腫瘍患者の予後は良好になることを見出した。これらの

結果から、核小体ストレス応答は発がんの抑制や生体の恒常性維持に極めて重要であると考

えられた。

これらのことから、核小体ストレス応答がいつ、どこで、どの程度、起こっているのかを

明らかにすることは、このストレス応答が制御する生理現象やその破綻によって生じる癌の

発生機序を理解するうえで鍵となる極めて重要な課題と考えられた。また核小体ストレス応

答はp53を増加させ腫瘍化進展を抑制することから、核小体ストレスを誘導する薬剤はこれ

までにない抗腫瘍薬となると予想された。そこで私達は今回、核小体ストレス応答を簡便に、

かつ特異的に検出できる可視化レポーターシステムの構築を行い、創薬の基盤となる研究を

行った。
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結　果

１）核小体ストレス応答を検出する蛍光プ

ローブの設計

核小体ストレス応答にはMDM2とリボソ

ーム蛋白質との結合という特異的な分子

変化が存在するので、これら分子の結合

を検出することができれば、核小体スト

レス応答のレポーターシステムとなると

考えられた。そこで、まず蛋白質分子間

結合を蛍光エネルギー共鳴移動の原理で

検出するFRETシステムの構築を行った。

しかしながら一過性の発現によるFRET効

率に比べ、安定発現株のFRETプローブの

発現量は低く、高いFRETシグナルが得る

ことができなかった。このことから、よ

り高効率に核小体ストレス応答を検出で

きる新たなレポーターシステムを再構築

する必要が考えられた。

そこで次に、Fluoppiを検出原理とする

核小体ストレス応答を検出するレポータ

ーシステムの構築を試みた。リボソーム

蛋白質に蛍光蛋白質であるAzamiGreenを、

MDM2にオリゴマー形成配列であるAsh配
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列を付加した蛋白質を発現させたところ、通常状態では、両者は結合せず、リボソーム蛋白

質が局在する核小体や細胞質に、蛍光蛋白質が拡散し弱い蛍光を認めたが、ActinomycinD

の添加により核小体ストレスを付与すると、両分子が結合することで、多量体を形成し、蛍

光蛋白質の集積により多数の蛍光輝点が観察された（図２，３）。

２）核小体ストレス応答への特異性の検討

RNAポリメラーゼI によるrRNA合成を阻

害するActnimycinDに加え、リボヌクレオチ

ドアナログとして作用する5FU、リボヌクレ

オチドプールの枯渇を起こすMPAはいずれも

rRNAの合成や成熟過程を阻害することで核

小体ストレス応答を誘導する。そこで、5FU, 

MPAによって核小体ストレスを誘導し、プロ

ーブの反応性を検討した。その結果、DMSO

添加によっては蛍光輝点の形成はみられない

が、5FUとMPA添加によってActnimycinDと

同様に蛍光輝点の形成を認めた（図４）。この

結果から、本研究で作製したFluoppiプロー

ブは核小体ストレス応答に特異性をもって検出できると考えられた。

３）蛍光輝点の定量化の検討

蛍光輝点は、セルイメージアナライザーを用いて定量化可能であることから、核小体スト

レス応答によって起こる蛍光輝点の定量化の設定を行った。この結果、ActinomycinDの濃

度や処理時間に応じて、蛍光輝点の定量値が増加することを認め、核小体ストレス応答の強

さに応じた定量化測定が行えるものと考えられた（図５）。さらに、このシステムでは、定

量値の正確性や感度を表す、Z’factor>0.5, S/B>6, CV<0.15を再現性よく示し（図６）、

大規模な化合物のスクリーニングに適応可能な精度、感度ともに優れたレポーターシステム

であると考えられた。

ActD10nM
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４）化合物ライブラリーのス

クリーニング

文部科学省新学術領域研

究『がん研究分野の特性等

を踏まえた支援活動』化学

療法基盤支援活動班より、

既存の抗がん薬や阻害薬を

含む400種の化合物を供与

いただいた。上記のFluoppi

導入細胞へ10μM, 500nM, 

20nMの化合物を添加し、蛍

光輝点を定量したところ、陽性対照であるActinomycinDのほかに、Doxorubicin （DOXO）、

Aclarubicin（ACM）等の19種の薬剤で有意なシグナルの増加を認めた（図７）。DOXOやACMは、

核小体ストレス応答との関連の報告はないが、RNA合成を阻害することから、rRNA合成が作

られずリボソーム構築を傷害し、核小体ストレス応答が誘導されたものと考えられた。この

ように核小体ストレス応答に関与する少数の化合物が選択されたことから、本システムは非

特異的な検出が少なく、精度が高い化合物の探索システムと考えられた。また、これまで核

小体ストレスとの関連の知られていない薬剤も複数得られたことから、新規な核小体ストレ

スを誘導する抗ガン剤として使用できることが考えられた。

考　察

以上の検討結果から、本研究で設計したFluoppiを検出原理とした蛍光プローブについて

基礎検討を行い、本プローブが核小体ストレス応答を可視化計測できること、核小体ストレ

スに対して特異的であること、感度、精度ともに優れた定量化計測が可能であることを明ら

かにした。また、小規模な化合物ライブラリーのスクリーニングによって、これまで核小体

ストレス応答への作用が知られていない化合物が複数得られたことから、薬理作用をさらに

詳細に検討することで、新たな抗がん治療薬の開発につながる可能性もある。

今回作製したプローブは生体内で核小体ストレス応答を可視化できることから、いつ、ど

こで、どれくらい核小体ストレス応答が起こっているかという作動機構を明らかにすること

で、核小体ストレス応答の生体での役割の解明につながることが期待される。本プローブが

近い将来、多くの研究者に活用され、このようなストレス応答を基軸とした生命科学、医学、

創薬研究に大いに貢献できることを切に望む。
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要　約

近年、核小体を起点としてp53を活性化する核小体ストレス応答機構の存在が明らかにな

り、p53経路を制御する新たな機構として注目されている。我々はこれまでに、核小体スト

レス応答を制御する新規分子PICT1を同定し、核小体ストレス応答が生体の恒常性維持や腫

瘍化進展の抑制に極めて重要である可能性を見出している。そこで新たに、Fluoppiシステ

ムを用いて、核小体ストレス応答を検出できる蛍光可視化レポーターシステムの構築を試み

た。検討の結果、このシステムが核小体ストレス応答を特異的に、高感度、高精度に定量的

に検出できることを示した。さらに、小規模化合物ライブラリーを用いた検討から、既知の

核小体ストレスを誘導する薬剤のほかに、これまで核小体ストレス応答への関与が知られて

いない複数の薬剤が核小体ストレス応答を誘導することが示唆されたことから、新規作用機

序をもつ抗がん剤として開発できる可能性も考えられた。今後は本研究の成果を更に発展さ

せ、核小体ストレス応答を誘導する新規抗がん剤のより広範な探索や、核小体ストレス応答

が示す新たな生理機能の解明を行い、がん化学療法やストレス応答分野に新展開をもたらす

よう、研究に励みたいと考えている。

最後に、本研究を遂行するにあたり、大和証券ヘルス財団より調査研究助成を賜りました

ことを深く感謝いたします。貴財団の益々のご発展を祈念いたします。
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