
明治薬科大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８４

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

リボソームRNA前駆体のプロセシング制御と核小体ストレス応答をつなぐ分子機構

Molecular mechanism linking pre-rRNA processing and nucleolar stress response

６０２８１１６９研究者番号：

長浜　正巳（Nagahama, Masami）

研究期間：

１８Ｋ０６６４０

年 月 日現在  ３   ６ ２３

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：リボソームの生合成過程において、rRNA前駆体のプロセシングに寄与するRNAヘリカ
ーゼMTR4を基質RNAへとリクルートするためのアダプターとしてNop53が酵母で見出された。ヒトにおいては、核
小体ストレス応答を介して細胞増殖を制御するPICT1が、Nop53の相同分子であると考えられた。本研究では、
PICT1がリボソーム生合成およびがん抑制因子p53の制御の両者に関与し、これらの過程を機能的に結びつけてい
る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In yeast cells, Nop53 functions as an adaptor for recruiting RNA helicase 
MTR4 to its appropriate RNA substrate during ribosome biogenesis. In human cells, PICT1 seems to be 
a functionally homologous protein for Nop53.　In this study, we demonstrated that PICT1 is involved 
in both the pre-rRNA processing and regulating tumor suppressor p53, thereby linking ribosome 
biogenesis to cell growth regulation.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、リボソーム構築の過程においてrRNAプロセシングの異常を監視し、核小体ストレス応答により細胞増
殖が制御される機構について、NVL2、MTR4-ExosomeおよびPICT1の機能を明らかにしたものである。PICT1は、が
ん抑制因子p53を安定化し、細胞増殖およびアポトーシスを制御する。また、臨床分野では、様々ながんの予後
規定因子として注目されている。したがって、この研究成果は、新たな抗がん剤を開発するための学術基盤とし
て重要である。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核細胞におけるリボソーム生合成では、核小体で生成した前駆体 RNA を中心に、多数の
リボソームタンパク質と生合成補助因子が、会合および脱会合を経て、リボソーム前駆体の段階
的成熟が進行する。 
 
(2)  AAA ファミリーに属するシャペロン様 ATPase である NVL2 は、RNA ヘリカーゼ MTR4 および
エキソヌクレアーゼ Exosome よりなる複合体との結合を介してリボソーム前駆体と相互作用し、
エネルギー依存的に分子複合体の構造変換および rRNA 前駆体のプロセシングに関与すると考え
られている。 
 
(3) 高等真核生物のリボソーム構築は、細胞増殖やアポトーシスなど細胞機能の制御と密接な
関係にある。リボソーム構築に異常をきたした細胞では、核小体ストレス応答が誘導され、がん
抑制因子 p53 の増加を介し、細胞増殖が抑制される。しかし、その分子機構については不明な点
が多く残されている。 
 
(4) 近年、酵母において、MTR4-Exosome 複合体をリボソーム前駆体粒子へと適切にリクルート
するためのアダプターNop53 が同定された。興味深いことに、Nop53 のヒトにおける相同分子は
PICT1 とよばれる核小体タンパク質であり、核小体ストレス応答を制御し、がん予後の規定因子
としても知られる分子であった。このことより、ヒト細胞では、MTR4-Exosome 複合体と PICT1 の
相互作用により、リボソームの構築プロセスと核小体ストレス応答の制御が機能的にリンクし
ている可能性が考えられた。  
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、リボソームの構築過程において rRNA プロセシングの異常を監視し、核小体ス
トレス応答を介して細胞増殖を制御するための経路に関して、NVL2、MTR4-Exosome および PICT1
の相互作用が果たす役割を解明することを目的とする。また、これを通して、新たな抗がん剤の
開発につながる学術基盤を創出することを目指す。 
 
(2) 上記の目的を達成するための具体的な手段として、がん制御因子である PICT1 と rRNA 前駆
体のプロセシング装置である MTR4-Exosome の相互作用における機序を解明する。 
 
(3) PICT1 がリボソーム生合成においてどのように機能しているかを明らかにする。また、MTR4-
Exosome と PICT1 の相互作用が核小体ストレス応答の制御においてどのように機能しているか
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト細胞において、MTR4-Exosome 複合体と PICT1 との相互作用を検証し、それらの結合様
式や調節メカニズムを明らかにするために共免疫沈降実験を行い、MTR4-Exosome、PICT1 および
NVL2 の結合について検討した。その際に、siRNA を用いて MTR4 および Exosome の各サブユニッ
トをノックダウンし、PICT1 との相互作用に重要な構成因子について検討を行った。 また、MTR4-
Exosome と PICT1 との相互作用が、NVL2 の ATP 加水分解と共役して制御されるかを検討した。
そのために、ATP の加水分解能を欠損した変異型 NVL2(E365Q/E682Q)を用い、ドキシサイクリン
依存的な発現誘導のもとで、相互作用の変化を検討した。 
 
(2) PICT1 の rRNA プロセシングにおよぼす影響について検討を行った。PICT1 をノックダウン
した細胞において、rRNA 前駆体のプロセシング段階に及ぼす影響を詳細に調べるために、rRNA
前駆体のスペーサー領域 (5ʹETS, ITS1, ITS2, 3ʹETS) に対応するプローブを用い、プロセシ
ング中間体の蓄積または減少を、ノーザンブロッティングにより検討した。 また、ショ糖密度
勾配遠心法により、リボソームの 40S および 60S 各サブユニットの形成に及ぼす影響を検討し
た。 
 
(3) 核小体においてリボソームの構築に異常が生じると、リボソームタンパク質が核質に遊離
され、MDM2(p53 の分解経路で働くユビキチンリガーゼ)と結合しその活性を阻害する。その結果、 
p53 が安定化され、細胞周期の進行が抑制される。核小体ストレス応答とよばれるこのプロセス
において、PICT1 は負の制御機能を有し、がんの悪性化とも関連している。しかし、そのメカニ
ズムには不明な点が多い。そこで本研究では、NVL2 および MTR4-Exosome が、PICT1 とともに核
小体ストレス応答の制御に機能するかを検討した。これらの因子をノックダウンした細胞にお
いて、p53 およびその下流因子である p21 の量的な変化をウェスタンブロッティングにより検討
した。  



 
４．研究成果 
(1) 高等真核生物におけるリボソーム構築の異常は、核小体ストレス応答を誘導し、p53 経路を
経て細胞増殖の抑制へと至る。しかし、これらの過程を結ぶ分子機構については、不明な点が多
く残されている。我々はこれまでの研究において、シャペロン様 AAA-ATPase NVL2 の制御下にお
いて、MTR4-Exosome 複合体(RNA ヘリカーゼとエキソヌクレアーゼよりなる)が、rRNA 前駆体の
プロセシングに機能することを明らかにしてきた。この複合体を基質 RNA へとリクルートする
アダプターとして、酵母では Nop53 が見出された。またヒト細胞では、核小体ストレス応答を
制御するがん制御因子 PICT1 がこれに対応する分子であると考えられた。本研究では、MTR4- 
Exosome 複合体と PICT1 の相互作用に着目し、rRNA プロセシングの異常と核小体ストレス応答
を結ぶ品質管理機構について、これらの因子が果たす役割の解明を試みた。まず、MTR4-Exosome
複合体、PICT1 および NVL2 の分子間相互作用を解析するために、ヒト細胞を用いて、各因子を
ノックダウウンし、共免疫沈降により各分子間の結合を解析した。その結果、PICT1 は MTR4 と
の結合を介して RRP6 を含む核エキソソームと結合していることが示された。また、酵母 Nop53
において Mtr4 との結合に重要なアミノ酸配列(AIM 配列)が PICT1 でも保存されていることか
ら、これらに変異を導入し、MTR4 との結合を解析した。その結果、PICT1 の場合においても、
AIM 配列が MTR4 との結合に重要な役割を果たしていることが示された。 
 
(2) リボソーム生合成における PICT1 の機能について解析を行った。siRNA により PICT1 をノッ
クダウンした細胞を用いて、ショ糖密度勾配遠心法により、リボソームサブユニット形成への影
響を検討した。その結果、60S リボソームの特異的減少が確認された。また、ノーザンブロット
法により rRNA 前駆体のプロセシングへの影響を検討した結果、60S リボソームの形成過程で生
じる 32S および 12S 中間体に異常な蓄積が認められた。これらの結果から、PICT1 は 60S リボソ
ームの形成過程に必要な rRNA 前駆体のプロセシングにおいて、複数の段階で機能している可能
性が考えられた。 
 
(3) NVL2、PICT1 および MTR4-Exosome 複合体を構成する各因子を、siRNA を用いてノックダウン
し、核小体ストレス応答への影響を検討した。p53 の機能が正常な U2OS および HCT116 細胞を用
い、ウエスタンブロッティングによる解析を行った。その結果、PICT1 のノックダウンにより p53
およびその下流因子である p21 の増加が認められた。興味深いことに、MTR4 のノックダウンに
おいても同様の影響が見られたものの、Exosome の触媒サブユニットである DIS3 および RRP6 の
ノッ クダウンではそのような効果が認められなかった。このことから、核小体ストレス応答の
誘導機構においては、MTR4 と PICT1 の相互作用が重要と考えられるが、rRNA 前駆体のプロセシ
ングを担うヌクレアーゼ活性自体は、これには直接関与していないことが示された。  
 
(4) これらの成果を通して、高等真核生物のリボソーム生合成過程において、rRNA 前駆体のプ
ロセシングと核小体ストレス応答とを関連づける分子機構として、PICT1 と MTR4-Exosome の相
互作用が重要な役割を果たす可能性が示された。 
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