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研究成果の概要（和文）：  

 Drosophila nucleostemin 1(dNS1)の細胞死制御機構への制御方法が p53 非依存的であることを明ら

かにし、脊椎動物の Nucleostemin による制御方法とキイロショウジョウバエとでは細胞内シグナル伝達

経路に大きな違いがあることを明らかにした。dNS1 と相互作用する因子の同定に成功し、また、直接

結合し、dNS1 の活性を制御する低分子化合物の探索にも成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 In this study, I made clear that an intracellular signal-transducing pathway of dNS1 

to cell death was independent from p53 and there was big difference in intracellular 

mechanism between vertebrate and Drosophila.  I succeeded in the isolation of interactive 

factors to dNS1 and the screening for small molecular compounds that directly modulate 

the activity of dNS1.  
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１．研究開始当初の背景 

 申請者が新たに樹立した dns1 機能の欠

失変異株は全て致死であり、 dns1 が正常

な発生に必須であることを明らかにした。

dNS1 タンパク質はNucleostemin(NS) ファ

ミリータンパク質に属し、核移行シグナル

とGTP 結合ドメインを含み、抗体を用いた

免疫組織染色により、普遍的に核小体に局

在するタンパク質であることを観察した。

しかし、脊椎動物のNS は幹細胞のみに発現

し、分化誘導後に発現が消失するのに対し、

dNS1 は全ての組織、全ての細胞に普遍的に

発現し、両者の発現パターンが大きく異な

っている。脊椎動物では、幹細胞における

NS の機能抑制では、p53 依存的な

apoptosis により細胞死が生じるのに対し、

dns1のホモ接合体変異細胞集団を個体組織

内で形成させると、細胞死により速やかに

除去されることを明らかにしてきたが、こ

の機構がp53非依存的である幾つかの実験

結果を得ていたが、決定的確証を得るまで

に至っていなかった。 

 
 
２．研究の目的 

 申請者はキイロショウジョウバエの複眼

および翅の発生に異常の生じる変異株を樹

立し、その原因遺伝子をDrosophila 

nucleostemin 1 (dns1)と同定・命名し、そ

の機能解析を行っている。Nucleosteminフ

ァミリーに属するdNS1は個体内での局在お

よび細胞内シグナル伝達経路に脊椎動物と

大きな違いが観察され、dNS1とNS では機能

に大きな差のあることが示唆された。本研

究では機能の差を決定的に証明すること、

およびdns1 機能欠失による未知細胞死機

構に関与する因子の同定を行うことを目的

としている。そしてNucleosteminファミリ

ーにおいて多くの生物ではp53非依存的な

制御機構により制御が行われていることを

提唱することを目的としている。 

 
 
３．研究の方法 

1)遺伝学的手法による証明 

 dns1機能欠失細胞の細胞死がp53依存的

であるかの決定的証明のため、p53変異と

dns1変異との2重変異系統を樹立する。どち

らの変異も3番染色体右腕に位置するため、

組織内でホモ変異細胞を解析可能なFRT82B染

色体と相同組み換えによりFRT82B dns1 p53

系統を樹立する。p53依存的な細胞死であれ

ばp53欠失により細胞死が起こらなくなり、

2重変異細胞は生存可能となる。一方、p53

非依存的であれば、2重変異細胞は致死とな

り、組織から排除される。この差を利用し

てdns1による細胞死のp53依存性を決定す

る。 

 

2) dns1 抑制細胞株の樹立 

 個体組織ではまさに細胞死が進行してい

る状況の観察がとらえられない。細胞死が

進行している状況の観察を行う目的で、キ

イロショウジョウバエ培養細胞(S2 細胞)

でdns1 遺伝子をコンディショナルに抑制

可能な株を樹立する。S2 細胞では

Metallothionein (Mt)プロモーターにより、

培地に銅イオンを添加することにより、銅

イオンの濃度依存的に下流遺伝子の誘導が

可能である。Mt プロモーター下流にdns1 

の断片500bp を回帰文(IR)形式で組み込み、

RNAi法によりdns1を抑制可能なプラスミド

を構築し、遺伝子導入後、選択培地中にて

stable transformant を樹立する。銅イオ

ン添加時に誘導される細胞死を観察する。 

 



 

 

3)相互作用因子の同定 

 平行してdNS1 タンパク質と複合体を形

成する相互作用因子の同定を試みる。既に

dNS1 特異的抗体を用いて免疫沈降により

共沈するタンパク質の同定を試みたが、非

特異的に共沈するタンパク質が多く、同定

まで行うことが出来なかった。本研究では

FLAGタグをNS1に融合させ、キイロショウジ

ョウバエ幼虫個体内で過剰発現させ、より

特異性の高い抗FLAG抗体を用いて免疫沈降

を行い、非特異的なタンパク質の混入を低

減させ、MALDI-TOF 質量分析装置により相

互作用因子の同定を行い、相互作用解析に

より細胞死機構の解析を検討する。 

 

4) ケミカルゲノミクスを用いる手法 

 dNS1 のGTPase活性を指標としてアッセ

イ系を構築し、dNS1の機能を制御可能な低

分子化合物の探索を行い、探索した低分子

化合物をケミカルプローブとして、標的タ

ンパク質の機能解析を行う。 

 
 
４．研究成果 

 dns1とp53の2重変異をホモ接合体で持つ

細胞がdns1変異の細胞と同様に細胞死を行

う事を確認し、 dns1変異による細胞死が

p53非依存的であることを確定させた。この

ことは少なくともキイロショウジョウバエ

のdNS1と脊椎動物のNSによる生存維持機構

とが異なることを明確に示している。本研

究により予定していたdns1 抑制細胞株の

樹立に関してはS2細胞のstable 

transformant 樹立の困難さにより大変難

航した。細胞密度の低下による生存能力の

低下を克服するために寒天培地の導入を行

い、また培養上清の改良により極めて難し

いS2細胞によるstable transformantの樹立

を行う事に成功した。今後この細胞を用い

てdNS1の機能解析を継続する予定である。

一方、相互作用因子の同定を行う事に成功

し、多くのリボソーム関連タンパク質との

相互作用が観察されると共に、興味深い相

互作用因子を2種類同定した。哺乳類NSでも

幾つかの相互作用因子が報告されているが、

新たに同定したタンパク質との相互作用は

未だ報告が無く、キイロショウジョウバエ

特異的な相互作用因子と考えられる。これ

ら2種のタンパク質は脊椎動物と異なる

dNS1の生存維持機構に関与することが推定

でき、今後詳細な解析を継続する予定であ

る。ケミカルゲノミクスを用いた手法では

dNS1のGTPase活性を指標としたアッセイ系

の構築に成功し、dNS1に結合する低分子化

合物の探索により6種類の候補化合物の抽

出に成功した。また、それらのうち、2種類

においてdNS1のGTPase活性を変化させる活

性を観察した。 
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