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研究成果の概要（和文）：ほとんど全ての生物が有するリボソームによる細胞リプログラミング機能を解明し、
細胞の多能性獲得に関する新たなコンセプトの創出を目的とした。リボソームはエンドサイトーシスとトリプシ
ン処理の相乗作用により、細胞内に取り込まれることが明らかになった。リボソームタンパク質の中には細胞塊
形成の活性を持つものが見つかっており、今後さらなる解析を進める。ヒト癌細胞でさえ大腸菌由来リボソーム
を取り込むと、細胞塊を形成し、その増殖が完全に抑えられることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We tried to elucidate the molecular mechanism of cellular reprogramming by 
ribosome. We found that ribosome was incorporated into cells by endocytosis and trypsin treatment. 
We also found that one of ribosome proteins have a cell cluster formation activity. When we added 
ribosome into the human cancer cell after trypsin treatment, some human cancer cells formed cell 
cluster and stopped their cell proliferation.  

研究分野： 生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正常細胞にリボソームを取り込ませると、細胞塊を形成し、増殖が停止する。ヒト癌細胞（肺癌、乳癌、大腸
癌、肝臓癌）でさえ大腸菌由来リボソームを取り込むと、細胞塊を形成し、その増殖が完全に抑えられることを
シャーレ内で見出している。今後は、正常細胞を用いた研究で得られた実験結果を、ヒト癌細胞にも応用するこ
とにより、ヒト癌細胞の細胞周期制御機構や細胞増殖停止機構を明らかに出来、将来の安全・安心な抗がん剤の
開発に発展する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 約５億年前に誕生したヒドラ（腔腸動物）は、エサを消化する「腸」を作り出し、進化した腸
は、捕食動物のあらゆる臓器の原始であると考えられる。その捕食・消化吸収に欠かせない共
生細菌である乳酸菌は、ヒト腸管の主要な善玉菌であり、糖を分解して乳酸を生成する細菌類
の総称である。乳酸菌は、「現代医療のトップランナーとして未知なる可能性を持っている」
と言われているが、学術としての乳酸菌と腸管細胞の相互作用の実態はほとんど調べられてい
なかった。 
原核生物は、細胞小器官をもっておらず、DNA を保持する核すらなく、リボソームで満たされ

た簡単な構造をもち、不要なものをそぎ落とした生命の姿を見せてくれる。今世紀の初頭に、
Steiz らによりリボソームがペプチド転移反応を触媒するリボサイムであることが証明され、
自己複製能を有する RNA の出現とその進化が生命の誕生をもたらしたとする「RNA ワールド仮
説」は広く支持されている。  
申請者のグループは、ヒト皮膚細胞が乳酸菌を取り込むことにより細胞塊を形成し、多能性を 

獲得することを世界で初めて報告した（Ohta et al., PLOS ONE 2012）。バクテリアが細胞に
感染し、宿主細胞の遺伝子発現に影響を与えるという発見は全く独創的なものであったにもか
かわらず、私たちの結果を信じる研究者はほとんどいなかった。2013 年に入り、末梢神経系の
シュワン細胞がハンセン病の原因であるライ菌に感染することにより、シュワン細胞が幹細胞
に分化転換するという論文（Masaki et al., Cell 2013）が発表された。現在では、申請者ら
の研究がブレイクスルーとなり、１）バクテリアが細胞に感染すること、２）取り込まれたバ
クテリアは宿主細胞をリプログラムし、その遺伝子発現に影響を与え、多能性を付与すること
が認識されている。最近、申請者らは乳酸菌由来のリプログラミング因子の分子実体がリボソ
ームであることを見出した（Ito et al., Sci Rep, 2018）。今振り返ってみると、「ヒト皮膚
細胞が生きた乳酸菌を取り込むと細胞塊を形成する」という現象は、乳酸菌体内に充満するリ
ボソームに起因する結果であったと考えれば得心がいく。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下のメカニズムを明らかにすることにより、触媒活性を有するリボソームのリ
プログラミング機能ドメインを同定し、細胞の多能性獲得に関する新たなコンセプトの創出を
目的とする。(1)リボソームの細胞内への取り込み、(2)外来リボソームのオートファジーから
の攻撃回避、(3)細胞周期停止機構の解析、(4)多能性獲得時における発現およびエピジェネテ
ィクス解析、(5)リボソーム内のリプログラミングドメインの同定。(6)ヒト癌細胞にリボソー
ムやリプログラミングドメインを取り込ませ、その細胞動態を観察し、細胞増殖停止機構を解
明する。 
 
３．研究の方法 
平成２８年度の計画  
私たちが独自に確立した実験方法は、とても簡便な方法であり、細胞塊形成活性の判定を容易
に判定できる。  
(1)「リボソームの細胞内への取り込み機構」 
リボソームは、細胞外部から添加しても細胞内に取り込まれることは無いと考えられてきた。
私たちは、トリプシン処理後の細胞に乳酸菌やリボソームが取り込まれることを発見しており、
そのメカニズムとしてエンドサイトーシスが考えられる。また、トリプシン処理により添加物
の取り込みが増強するという報告もあり（Serdiuk et al., 2014）、エンドサイトーシス阻害
剤とトリプシン処理の組み合わせにより細胞塊形成実験を行った。  
(2)「外来リボソームのオートファジーからの攻撃回避機構」 
細胞内部に取り込まれたリボソームは、培養２週間後も検出されることから、プロテアソーム
やオートファジーの攻撃を回避したと考えられる。細胞周期の進行にはオートファジーが関与
することや(Matsui et al., 2013)、オートファジー膜が小胞体とミトコンドリアと接触部で精
製されることから(Hamasaki et al., 2013)、リボソームが翻訳を行う場である小胞体において、 
導入したリボソームが作用しオートファジーを阻害する可能性がある。そこで、オートファジ
ー膜マーカーLC3 抗体による蛍光抗体染色を細胞塊状態のまま細胞内の空間的位置を定量追跡
できるイメージングサイトメーターを用いて行い、オートファジー因子 Atg の発現を qPCR 法
により解析し、オートファジーの発生と進行を調べる。 
(3)「細胞周期停止機構の解析」 
リボソームによるリプログラミングには細胞増殖の停止が伴うことから、細胞周期を核染色法
（PI）による FACS 解析や Fucci 発現マウス細胞のライブイメージングによる細胞周期状態の
解析を行う。さらに、Cyclin D 等の細胞周期マーカーの免疫染色法及び qPCR 解析を行い、細
胞周期の変遷を解析する。また、申請者らは超解像顕微鏡を用いて、大腸菌由来 His-tagged リ
ボソームを導入して作製された細胞塊を観察したところ、核内部において大腸菌リボソームを
検出した。リボソームタンパク質の中には、核タンパク質 MDM2 と結合して p53 を核内に係留
することにより、細胞周期の進行を阻害しているものもある (Zhang et al.,2003)。そこで、



ヒト皮膚細胞に導入した大腸菌由来 His-tagged リボソームの結合パートナーを免疫沈降法で
探索し、細胞内での機能位置と遺伝子発現制御を解明する。 
 
平成２９年度以降の計画  
(4)「多能性獲得時における発現およびエピジェネティクス解析」 
申請者らは、リボソームを取り込ませて作製した多能性細胞塊の解析を 14 日後に行ってきた。
14 日目後の細胞塊では、抗 OCT4 抗体を用いた免疫染色法によりモザイク状に陽性細胞が検出
され、Bisulfite sequence 解析によってもクローン毎の脱メチル化レベルが多様であることか
ら、細胞塊中の各々の細胞はヘテロな状態にあることが判明している。そこで、OCT4-GFP マウ
スまたは NANOG-GFP マウス由来の MEF 細胞にリボソームを取り込ませ、FACS により OCT4 ま
たは NANOG 誘導細胞のソーティングを行い、qPCR 発現解析及び Bisulfite sequence 解析に
よって細胞塊の中のヘテロな状態を分析し、多能性を獲得した細胞集団の選択を行う。選択さ
れた細胞については、ChIP-seq 法によるクロマチン構造の解析、PBAT 法による全ゲノムバイ
サルファイトシーケンス解析、並びに全ゲノム再編成解析（Hi-C）を行い、リボソームによる
多能性獲得時におけるエピゲノムの全貌を解明する。 
(5)「リボソーム内のリプログラミングドメインの同定」 
トップダウン実験として、精製した大腸菌リボソームの大サブユニット、小サブユニット、並
びに rRNA を用いて細胞塊形成実験を行い、細胞塊形成能が各々のサブユニットに存在するの
か、またはリボソーム複合体としての構造が必要であるのかを明らかにする。  
ボトムアップ実験として、大腸菌リボソームを構成する個別のタンパク質による細胞塊形成能
を調べる。個々のリボソームタンパク質の発現ベクターは、ナショナルバイオリソースプロジ
ェクト（遺伝学研究所）より入手し、タンパク質の精製を行っている。予備的な実験では、こ
れらのタンパク質の中に細胞塊形成の活性を持つものが見つかっており、今後さらなる解析を
進める。 
(6)「リボソームとリプログラミングドメインの癌細胞への影響」  
ヒト癌細胞でさえ大腸菌由来リボソームを取り込むと、細胞塊を形成し、その増殖が完全に抑
えられる。形成された細胞塊を特殊な細胞分化液で培養することにより、がん細胞がリボソー
ムを取り込むことにより形質転換が誘導されるか検討する。上記研究プロジェクトで得られた
実験結果を癌細胞にも応用することにより、その細胞周期制御機構や細胞増殖停止機構を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
【平成２８年度】 
(1)リボソームが取り込まれる分子メカニズム 
細胞内にリボソームが取り込まれる際には、トリプシンのような酵素処理が必要か検討した。
蛍光ビーズ（直径 50 nm）を培養中の細胞に添加しても、細胞内への取り込みはほとんど観察
されないが、トリプシン処理後の細胞に蛍光ビーズを加えると細胞内への取り込みが劇的に増
加した。次に、6種類のエンドサイトーシス阻害剤 filipin (FP)、genistein (GS)、 
cytochalasinB(CC)、bafilomysinA1(BM)、concanamysinA (CM)、5-(N-ethyl-N-isopropyl) - 
amiloride (EA)を購入し、細胞毒性を示さない濃度レベルで準備し、リボソームと混ぜ、96 well 
に加えた。ヒト皮膚細胞を酵素処理し、細胞数（2 x 104）を数え、96 well に添加し、数日後
に細胞塊の数を調べ、その効果を検討した。6種類のエンドサイトーシス阻害剤の存在下では、
細胞塊形成が約 50%阻害された。濃度を上げていくと細胞塊形成率はさらに減少するが、同時
に細胞死も多く観察されることから、細胞死が観察されない濃度で実験を行った。 
(2)我々のグループで用いてきた細胞塊形成実験の条件に従って、ニワトリ幹細胞を用いて細胞
塊形成を行ったが、上手く細胞塊が形成されなかったことから、詳細なプロトコールの条件決
めを行う。 
【平成２９年度】 
① Human Dermal Fibroblasts （HDF）にリボソームを取り込ませて作製した細胞塊の、多能

性獲得時における発現解析及びエピジェネティクス解析を行った。 qPCR 発現解析及び
Bisulfite sequence 解析によって細胞塊の中のヘテロな状態を分析し、多能性を獲得した
細胞集団の均一性を調べたところ、細胞塊を形成する細胞は Heterogenous な細胞集団から
構成されていることが明らかになった。この結果は、Oct4 や Nanog などの多能性マーカー
を認識する抗体染色法やシングルセルでの qPCR 解析でも再現されている（Ito et al., 
Scientific Reports, 2018）。 

② リボソーム内のリプログラミングドメインの同定。精製した大腸菌リボソームの大・小サ
ブユニット、並びに rRNA を用いて細胞塊形成実験を行い、細胞塊形成能が各々のサブユ
ニットに存在するのか、またはリボソーム複合体としての構造が必要であるのかを明らか
にすることを試みた。まず、リボソームを熱処理すると細胞塊形性能が消失した。また、
精製した rRNA では、細胞塊形成効果がないことが明らかになった。 

③ リボソームによるニワトリ細胞初期化法の確立を試みた。京都大学・高橋淑子教授との共
同研究により、ニワトリ胚尾部に存在する幹細胞様の細胞を単離し、 His タグラベルされ



たリボソームを取り込ませる計画であったが、幹細胞様細胞の培養が上手くいかなかった。
今後は、幹細胞様細胞での細胞培養を確立する必要がある。 

【平成３０年度】 
トップダウン実験として、精製した大腸菌リボソームの大サブユニット、小サブユニット、並
びにリボソーム RNA を用いて細胞塊形成実験を行い、細胞塊形成能が各々のサブユニットに存
在するのか、リボソーム RNA でだけで形成するのか、またはリボソーム複合体としての構造が
必要であるのかを明らかにする。 
ボトムアップ実験として、大腸菌リボソームを構成する個別のタンパク質とリボソーム RNA の
組み合わせによる細胞塊形成能を調べる。個々のリボソームタンパク質の発現ベクターは、ナ
ショナルバイオリソースプロジェクト（遺伝学研究所）より入手済みである。個々のタンパク
質は His タグが付与されていることから、 His タグカラムを用いてタンパク精製を行った。予
備的な実験では、これらのタンパク質の中に細胞塊形成の活性を持つものが見つかっており、
今後さらなる解析を進める。 
「リボソームとリプログラミングドメインの癌細胞への影響」 
我々は、ヒト癌細胞（肺癌、乳癌、大腸癌、肝臓癌、）でさえ大腸菌由来リボソームを取り込
むと、細胞塊を形成し、その増殖が完全に抑えられることをシャーレ内で見出した（未発表デ
ータ）。さらに、癌細胞にリボソームを取り込ませ、免疫不全マウスの皮下に細胞移植を行い、
数週間後に腫瘍の直径や体積を計り、生体内における腫瘍形成抑止力を検討している。現時点
では、リボソームによる癌細胞の増殖抑制は観察されていないが、移植前にリボソームを癌細
胞に取り込ませ、腫瘍形成時にも数カ所にリボソームを投与することにより、その効果を検討
している。今後は、正常細胞を用いた研究で得られた実験結果をヒト癌細胞にも応用すること
により、その細胞周期制御機構や細胞増殖停止機構を明らかにする。 
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