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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん転移促進因子Merm1によるリボソーム制御の転移促進への関与と転
移抑制の標的としての可能性を示すことを目指した。細胞増殖への寄与や発現制御により、Merm1ノックアウト
細胞や変異体を用いた解析は困難であった。一方、Merm1ノックダウンによって、核小体因子の流出を伴う核小
体形態変化とpre-rRNAの増加を見出した。また、Merm1抑制で多くの抗がん剤感受性は変化しなかったが、rRNA
転写阻害剤感受性に変化が認められた。相互作用因子の解析からMerm1制御候補因子群を同定した。Merm1および
その制御因子の核小体での機能が、がん抑制標的として有効かは更なる検討が必要である

研究成果の概要（英文）：　Merm1 is a tumor metastasis-promoting factor identified from in vivo 
screening. Merm1 has a role in ribosome biogenesis in a nucleolus. This research aims to clarify the
 relation between its functions in a nucleolus and in metastasis. We found Merm1-knockdown induced 
flowing out of nucleolar factors, changing nucleolar morphology, and pre-rRNA accumulation. We tried
 to express nucleolar-dominant or nuclear-exclusive Merm1 for analysis, however, we could not get 
the proper leveled expression of Merm1, possibly by the restricted regulation. To increase the 
knowledge about the Merm1 regulation, we searched and identified Merm1-interactants. Especially, a 
component of the stable Merm1-complex and ubiquitinylation enzymes were possible regulators of 
Merm1. Merm1 suppression exhibited the change in the sensitivity to rRNA transcription inhibitors, 
but not in that to anti-tumor drugs. Further analyses are required to suggest the nucleolar function
 of Merm1 as targets for tumor suppression.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
核小体は、核内小器官で、主な機能はリボ

ソーム生合成の場である。核小体 rDNA から
RNA polymerase I (Pol I)  に よ っ て
pre-rRNA が転写され、rRNA へとプロセッシ
ングされる。リボソームタンパク質（RP）が
rRNA にアッセンブルし、リボソームサブユニ
ットを形成し、細胞質へ運ばれ、タンパク質
の合成に働く。従来から、正常細胞に比べて
がん細胞の核小体は大きく、数が多いことが
知られ、がんの悪性度の指標の一つとして用
いられている。これは、増殖が活発ながん細
胞ではタンパク質合成に必要なリボソーム
生合成が亢進していることと関連している。
がん遺伝子の高発現、がん抑制遺伝子の不活
化が Pol I の恒常的な活性化につながること
がリボソーム亢進の一因として知られるが、
加えて rRNA や RP の翻訳後修飾がリボソー
ムの構成と機能を制御する重要な機構であ
ることが示唆されている。がん細胞における
リボソーム亢進はがん化の結果というより、
より積極的にがんの悪性化に関連している
ともいわれる。したがって、がん治療の標的
として注目されるが、リボソーム制御の異常
ががんの悪性化、特に転移にどのようにして
関連しているのかは、ほぼ明らかにされてい
ない。 
Merm1(Metastasis-related 

methyltransferase 1)/WBSCR22 は、本研究代
表者の所属する研究室にて、マウスがん転移
モデルを使ったスクリーニングにより同定
された新規がん転移促進因子であ る
（Nakazawa Y. et al., Cancer Res, 2011）。
特徴的なアミノ酸配列として、S-アデノシル
メチオニン（SAM）依存的なメチル基転移酵
素（MTase）ドメインと核移行シグナルが含
まれている。SAM 結合モチーフの変異体（MD 
mutant）には、転移促進活性が認められない
ことから、MTase ドメインは Merm1 の転移促
進機能に重要であると考えられる。しかし、
Merm1 の MTase の基質は不明で、どのように
転移を促進しているかも疑問が残されてい
る。近年、Merm1 が出芽酵母 Bud23 の機能的
ホモログであることが示唆された（Õunap K. 
et al. PLoS One 2013）。Bud23 が rRNA のメ
チル化を介して rRNA のプロセッシングを促
進することが報告されていたこと(White J 
et al. MCB 2008) 、また本研究代表者もそ
れまでの解析結果から、Merm1 による核小体
制御に着目していたことから、核小体におけ
るMerm1の機能と転移制御の関係に着目した
本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

がん転移促進因子として同定された
Merm1 のがん転移における分子機構を解

析し、Merm1 を標的とした新規転移抑制法
に繋がる経路を示すことを目的とした。 
まず、Merm1 の核小体における機能およ

び Merm１を中心とした標的因子を明らか
にするため、Merm1 の相互作用因子の同定
と解析、それらのリボソーム生合成や核
小体形態への影響の解析を行うこととし
た。またメチル化の基質として核小体に
おける rRNA の可能性について検討し、結
果が得られた場合にメチル化によるリボ
ソーム制御の結果として、タンパク質翻
訳の精度と量の変化を解析することとし
た。これらにより、がん転移における
Merm1 によるメチル化の意義に迫ること
を目指した。また最近、臨床試験が進め
られているがん細胞の核小体ストレス応
答を利用した治療薬の効果に対する
Merm1 の影響も解析することで、治療標的
としての応用を意識した成果を得ること
も目指した。 

 
３．研究の方法 
Merm1 の核小体での機能が転移を含むがん

の悪性化にどのように関与するのかについ
て、rRNA のメチル化を介したリボソーム制御
の可能性を中心に解析する。また、核小体制
御に関与する Merm1、およびその相互作用因
子群の標的としての可能性を検討する。さら
に、それらの核小体ストレス応答への影響を
明らかにする。具体的には以下の研究計画に
沿って進めた。 
(1) Merm1 による転移制御に関与し、転移抑

制の標的となり得る因子の探索と解析。
Merm1と相互作用する因子群のLC/MSによ
る同定と解析を行い、Merm1 の機能やタン
パク質レベルに影響する因子の同定を行
う。 

(2) Merm1および(1)で得られた因子の核小体
局在およびリボソーム制御へ関与とがん
転移促進機構の解析。rRNA のある核小体
で機能することが転移に関与するのか、
Merm1 核小体局在および非局在変異体や
ノックアウト細胞を作製して核小体・リボ
ソーム生合成への影響とマウス転移モデ
ルで転移への影響を評価する。 

(3) Merm1 のメチル化活性と rRNAのメチル化
との関係の解析。(1)の変異体や Merm1 ノ
ックダウンにより rRNA メチル化レベルに
変化があるかを調べる。 

(4) Merm1 による rRNAメチル化によるリボソ
ーム機能への影響の解析。(2)で影響が検
出できたら、レポーターアッセイによる翻
訳精度の解析、タンパク質レベルの変化の
網羅的解析を行う。それにより、Merm1 を
介した転移促進に関与する因子群を抽出
し、解析する。 

(5) Merm1 阻害による核小体ストレス応答を
利用したリボソーム合成阻害剤への感受
性への影響の解析。Merm1 ノックアウト、



およびノックダウンによるリボソーム合
成阻害剤への感受性の変化を検討する。 

 
４．研究成果 

(1) Merm1 による転移制御に関与し、転移
抑制の標的となり得る因子の探索と解析。 
Merm1 相互作用因子の LC/MS 解析から、最

も量の多い結合因子として Bud23 による
rRNA へのメチル化に必要なアダプターとし
て知られる Trm112 のヒトホモログ TRMT112
を同定した。さらに、TRMT112 ノックダウン
によりMerm1のタンパク質レベルが顕著に減
少した。逆に Merm1 ノックダウンにより
TRMT112 のレベルも減少したことから、結合
により互いに安定的な機能的複合体を形成
していると考えられた。他のグループから同
様の報告が同時期になされた（Õunap K et al. 
PLoS One 2015）。また重要なことに、Merm1
高発現細胞ではMerm1と結合するTRMT112の
量が多くなっていることが判明し、乳がんや
メラノーマで悪性度と相関するMerm1の発現
レベルに重要な制御因子とも予想される。
Merm1 のメチル化活性と両者の結合レベルと
の関係を検討したが、メチル化能と TRMT112
結合活性は関係しないことが示唆された。他
にも、リボソーム生合成に関与する核小体因
子やユビキチン化修飾に関わる酵素群が
Merm1 の相互作用因子として同定に成功した。
これらの因子がMerm1を標的とした場合のが
ん転移抑制法または診断マーカーとして重
要である可能性がある。 
Merm1 の核小体局在およびリボソーム制御

へ関与とがん転移促進機構の解析。 
(2) 核 小 体 局 在 シ グ ナ ル (Rev1-NoLS; 

Karni-Schmidt O et al. J Cell Sci 2008）
付加型 Merm1-AcGFP 発現細胞、核に移行しな
い NLS欠損型 Merm1-AcGFP 発現細胞の作製を
行った。Merm1 低発現細胞株、高発現細胞株
のどちらでも発現を試みたが、顕微鏡下での
観察から蛍光シグナルから弱く発現レベル
が低い細胞しか得られなかった。野生型
Merm1-AcGFP 発現細胞でも発現が低かったの
で、変異が原因ではなく、Merm1 のタンパク
質レベルが厳密に制御される機構の存在が
示唆された。(3)の Merm1 相互作用因子の解
析から、Merm1 のタンパク質安定性に重要な
因子 TRMT112 を同定したので、共発現による
発現レベルの向上を期待したが、Merm1 変異
体の細胞内局在を確認できるほど十分なレ
ベルの発現細胞を得ることはできなかった。
一方、プロテアソーム阻害剤 MG132 処理によ
り、Merm1 タンパク質の増加が検出された。
ユビキチン-プロテアソーム系を介した分解
制御が積極的にMerm1のタンパク質レベルに
寄与していることが明らかになった。ユビキ
チン化され得る部位の変異体の発現により
発現レベルの問題を解消できる可能性があ
る。Merm1 解析ツールとして有用な Merm1 の

ノックアウト細胞の作製をCRISPR-Cas9シス
テムを用いて行った。ベクター導入細胞のう
ち半分の効率（15/31）でヘテロなノックア
ウト細胞と考えられるクローンが取得でき
たが、ホモのノックアウト細胞はほぼ取れな
かった（1/31）ことから、Merm1 が細胞の生
存増殖に必須の因子であることが示唆され
た。そこで、Merm1 の酵母 ortholog Bud23 の
機能同様 rRNA 制御への寄与を検討した。
Merm1をsiRNAによってノックダウンし、rRNA
転写への影響を real-time RT-PCR により検
討した。転写直後の pre-rRNA を検出する
primer を用いて解析したところ、Merm1 ノッ
クダウンによって pre-rRNA 量の増加が検出
された。一方、CRISPR-Cas9 システムで Merm1
をノックアウトした細胞ではpre-RNA量の大
きな変化は認められなかった。 
(3) (4) Merm1 のメチル化活性と rRNA のメ

チル化との関係と Merm1 による rRNA メチル
化によるリボソーム機能への影響。 
Bud23 のメチル化の標的である rRNA の

G1575 のヒト rRNA の相同部位と予想された
G1639 についてメチル化への影響を検討した。
低濃度の dNTP 存在下での逆転写反応と PCR
を利用したメチル化レベルの解析から、
Merm1ノックダウンによるrRNAのG1639を含
む領域のメチル化レベルに減少が認められ
た。一方で、Merm1 ノックアウト細胞では顕
著なメチル化レベルの変化は認められなか
った。この結果は、本研究遂行とほぼ同時期
に別のグループからも異なる手法を用いて
示された（Haag S et al. RNA 2015）。また、
Merm1は 18S rRNA のほぼ最終段階のプロセッ
シングを介して 40S リボソーム生合成に関
与することも知られるが、この機能は Merm1
のメチル化能に依存しないことが示され、そ
の制御機構は未だ明確ではない。本解析から、
rRNA 転写もしくは初期の pre-rRNA 制御に
Merm1 が関与することも示唆され、さらなる
rRNA のプロセッシングネットワークとがん
悪性化における破綻の理解が必要である。in 
vivo 転移モデルで転移との関連を解析した
かったが、Merm1 ノックダウンにより増殖へ
の抑制傾向が表れてしまうため難しいと判
断した。 
 (5)核小体ストレス応答を利用したリボ

ソーム合成阻害剤への感受性へのMerm1阻害
による影響の解析。Merm1 のノックダウンで
いくつかの核小体因子が核小体外へ流出し、
細胞あたり複数個あった核小体が 1, 2 個と
少数になるという興味深い結果を得ている。
(1)で明らかにした相互作用因子 TRMT112 の
ノックダウンでも同様の影響を観察した。核
小体はリボソーム生合成という主機能に加
え、様々な因子の足場として働き、DNA 損傷
や rRNA 転写阻害といった核小体ストレスに
応じて崩壊し、核小体因子の放出を誘導する
ことが知られている。そのうちのいくつかの
核小体因子は核質で、p53 の安定化に働き、



アポトーシスを引き起こすことが明らかに
されている（Hein N et al. Trends in Mol Med 
2013）。核小体崩壊を誘導できる rRNA 転写阻
害剤は治療薬として有望視されており、Pol I
阻害剤 CX-5461 は臨床試験に入っている
（Drygin D et al. Cancer Res 2011）。そこ
で、Merm1 ノックアウトによって Pol I 阻害
剤 CX-5461 および Actinomycin D への感受性
に影響するかを検討した。ノックアウト細胞
はクローンごとに感受性の変化はまちまち
で、他の一般的な抗がん剤であるシスプラチ
ン、パクリタキセル、マイトマイシン C、ア
ドリアマイシン、イリノテカンへの感受性に
大きな変化がなかったことと異なる結果を
得た。ノックアウト細胞取得時の長期培養に
より、de novo の経路が活性化し、Pol I 阻
害剤への感受性の多様性に繋がった可能性
が考えられたので、Merm1 の siRNA による一
過性のノックダウンによる効果についても
解析する必要がある。 
(6)その他。がん化に強く関与する Myc の細
胞増殖促進効果はリボソーム生合成の亢進
作用が重要とされる。Myc 過剰発現によって
核小体のサイズが増加することも知られる
が、がん転移促進に関与する TGF-beta シグ
ナルも核小体のサイズに影響し、リボソーム
制御に関わることが示唆されている。今回、
がん細胞依存的に活性化した血小板から
TGF-beta が放出され、それによってがん細胞
の上皮-間葉系転換（EMT）と浸潤活性の促進
が起こることを明らかにした。in vivo の血
行性転移モデルでも TGF-beta 阻害またはが
ん細胞の血小板活性化を標的とした阻害に
より転移抑制効果が示されたことから、これ
らの経路の転移促進への寄与が示された。
TGF-beta によるがん転移促進における核小
体やリボソーム制御の寄与やEMTとリボソー
ム制御の関係も注目される。 
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