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研究成果の概要（和文）：低栄養や DNA 傷害、低酸素・活性酸素暴露等に際し、細胞は速やかにリボソーム合成を停
止し、そして 核小体構造は崩壊する。この現象は「核小体ストレス」と呼ばれ注目されている。本研究は核小体を単
離し、rRNA 転写を無細胞系で解析するアッセイ系および核小体崩壊を解析するアッ セイ系の構築を行い、その安定化
に向け改良を行ってきた。さらに、核小体に局在する低分子量G蛋白質RabL10およびRalL11は核小体ストレスに関与し
ている可能性が有り、その結合候補蛋白質を同定し、核小体ストレスへの影響を解析中である。

研究成果の概要（英文）：When cells meet stress such as nutrient deficiency, DNA damage, low oxygen 
condition or reactive oxygen species, they rapidly quit ribosomal biogenesiss and break the structure of 
nucleolus. This phenomenon is noted as the ‘nucleolar stresss’. The aim of this study is to elucidate 
the moleculer mechanism of the nucleolar stresss. We have tried to established a stable assay systems to 
evaluate it; a cell-free rRNA transcription assay with isolated nucleoli and a cell-free nucleolus 
break-down assay. We investigated the function of nucleolus-associated small GTPases rabL10 and RabL11, 
possible regulators for the nucleolar stress. We have identified their possible effector proteins and 
analyzed about the involvement.

研究分野： biochemistry, cell biology
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１．研究開始当初の背景: 真核細胞のリ
ボソームは、28S、5.8S、5S リボソーム
RNA (rRNA)と 46種類の蛋白質からなる
大サブユニットと、18S rRNAと 32種の
蛋白質よりなる小サブユニットから構成
される。28S、5.8S、18S rRNAは一つの
転写単位に由来し、核小体で RNAポリメ
ラーゼ I によって一本鎖として転写され
たあと snoRNP によって切断される。遺
伝子重複によって増幅された rDNA はヒ
トでは約 400 あり、5 本の染色体に分か
れて存在する。リボソーム蛋白質は細胞
質で合成されて核小体に運ばれ、核小体
で rRNA サブユニットとともにリボソー
ムとして組み立てられる。このように核
小体はリボソーム合成工場である。さて、
増殖細胞では転写の 50%は rRNA合成に
費やされ、さらに完成したリボソームは
エネルギーを使って蛋白質を合成する。
このようにリボソームの合成は細胞のエ
ネルギー消費に直結する。そのため低栄
養や DNA 傷害、転写阻害、活性酸素暴
露、低酸素等のストレスにさらされると
細胞は速やかにリボソーム合成を停止し、
核小体構造は崩壊する。この現象は「核
小体ストレス」と呼ばれ注目されている。
最近、核小体ストレスの下流で、何らか
の機序で放出されたリボソーム蛋白質が、
p53 と複合体を形成して抑制的に作用し
ている Mdm2 と複合体を形成して、p53
を活性化することで細胞周期の停止をき
たすことが報告されている（X Zhang et al, 
Oncogene, 2012、Mahata et al, Oncogene, 
2012）。しかしながら、本分野の研究は端
緒についたばかりであり、細胞ストレス
がどのようにして核小体ストレスを誘導
するのかという上流のメカニズムはほと

んど解明されていない。申請者は長く、

細胞内シグナリングのスイッチとして機
能する低分子量GTP結合蛋白質の研究を
進めてきた。核小体に局在して癌抑制的
に働く RasL10A（Elam et al, Cancer Res. 
2005, 65:3117-25）に着目して解析したと
ころ、核小体ストレスに関与することを
示唆する結果を得た。RasL10A の核小体
ストレスへの関与が想定された。そこで、
できるだけ完全な形で、そして機能を残
して核小体を単離できれば、in vitroの解
析系として核小体ストレスに関して多く
を解明できると考えて本研究を着想した。 
 

１． ２．研究の目的: 本研究ではまず核小体
を単離し、rRNA 転写を無細胞系で解析
するアッセイ系および核小体崩壊を解析
するアッセイ系を構築し、それらを用い
て核小体ストレスの分子メカニズムを解
明することを目的とする。さらに、低分
子量 GTP結合蛋白質 RasL10等からのア
プローチも用いて、研究目的を達成する。 

２． 細胞の生存に不利な条件かにおいて、核
小体ストレスは、オートファジーと車の
両輪をなし、細胞の生存のためのエネル
ギーを確保するシステムで有る。そのた
め、がん細胞等の生存・成長に重要な働
きをしていることが想定される。小胞体
ストレスの分子メカニズムを解明するこ
とにより、がん細胞の制御に関する有用
な情報を得ることも目的とする。このよ
うなアプローチは世界的にも報告がなく、
チャレンジングであるが、成功により本
分野を画期的に前進させるものとなろう。  
 
３．研究の方法: 本研究では以下のように
計画し、研究を進めた。 
 単離核小体を用いたrRNA転写アッセ
イおよび核小体崩壊アッセイを確立し、
そのアッセイを用いて、低栄養や 低酸素、
DNA傷害、酸化ストレス、転写阻害の導
く核小体ストレス(rRNA転写停止および
核小体崩壊)の分子メカニズムを解明する。
さらに、核小体に局在し、核小体ストレ
スを担う可能性のある RasL10および
RasL11の結合 蛋白質を同定し、前述のア
ッセイを用いて核小体ストレスにおける
それらの役割を明らかにする。そして、in 
vitroの解析で明らかになった分子に関し
ては、培養細胞でsiRNA等を用いて遺伝
子発現を抑制し、核小体ストレス 刺激を
加えて解析する。もし、ノックダウンに
よって核小体ストレスが誘導されなくな



れば、細胞レベルでの証明となる。さら
にその遺伝子KOマウスを作成し、個体
レベルで解析する。このようにして、核
小体ストレスの分子メカニズムを明らか
にする。具体的には以下の実験を進める。 
1.核小体の無細胞機能アッセイ系の確立 
と核小体ストレス誘導因子の同定: 
(1) 核小体の単離、 
(2) 核小体崩壊アッセイと核小体崩壊を
誘導する因子の 同定、 
(3) 単離核小体を用いたrRNA転写アッセ
イの確立とrRNA転写を抑制する因子の
同定 
(4) 核小体の構造・ 機能維持に必須な核
小体蛋白質の同定、 
(5) 核小体ストレス誘導因子の細胞レベ
ル・個体レベルでの解析。 
2. 核小体に局在するGTP結合蛋白質
RasL10A、RasL11の機能解明  
 
４．研究成果: 
１．核小体の無細胞機能アッセイ系の確
立  と核小体ストレス誘導因子の同定 : 
S-HeLa細胞を浮遊培養し、大量の細胞を
調整し、核を単離し、超音波破砕によっ
て、各抽出液を調整し、密度勾配遠心法
によって核小体を単離した。その核小体
を用いてrRNA 転写を無細胞系で解析す
るアッセイ系を構築し、現在、改良中で
ある。また、単離核小体崩壊アッセイ系
を構築し、種々の条件により、形態学的
に核膜の崩壊を評価したが、有意に変化
をもたらす因子は見いだせなかった。現
在、本核小体崩壊アッセイ系の構築をさ
らに精度を上げるべく改良中である。 
 
2. 核小体に局在するGTP結合蛋白質
RasL10A、RasL11の機能解明：低分子量
GTP結合蛋白質は、哺乳類では約150種の
分子が同定されており、細胞内ではシグ
ナルのスイッチとして働いている。即ち、
GTPが結合した活性型とGDPが結合した
不活性型であり、両者で蛋白質のコンフ
ォメーションが異なる。活性型のみがエ
フェクター蛋白質と相互作用でき、シグ
ナルを下流に伝える。さて、核小体には、
RasL10およびRasL11の２つの低分子量
G蛋白質が局在し、核小体ストレスに関与
している可能性が示唆されている。本研
究では、そのエフェクター蛋白質の同定
を目指し、研究を進めた。まず、大腸菌

を用いて遺伝子組み換えRasL10および
RasL11を作成した。また、GTPあるいは
GDPに固定化される可能性のある変異体
を作成した。そして、それらのGTP結合
型およびGDP結合型を作成し、ビーズに
固相化し、HeLa細胞の細胞抽出液や核抽
出液を用いてアフィニティカラム法によ
ってその結合蛋白質の同定を行った。こ
の方法によってRasL10およびRasL11そ
れぞれ、２−３の結合蛋白質を同定した。
しかし、それらのGTP結合型依存性はは
っきりしなかった。このような蛋白質の
場合でも生物学的に重要な働きをしてい
ることもあり、その機能の解析中である。
また、現在、明らかにGTP結合型RasL10
およびRasL11に結合するエフェクター
蛋白質を同定すべく、条件の改良を行っ
ている。 
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