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研究成果の概要（和文）：核小体はリボソーム合成を担う場であるとともにリボソーム合成を監視する場でもあ
る。リボソーム合成の異常は核小体ストレスと呼ばれる細胞応答を引き起こし、p53活性化を介した細胞周期の
停止や細胞死誘導へとつながる。本研究では、(1) 核小体タンパク質PICT1とその安定化因子Xとの結合がリボソ
ームRNA前駆体によって制御されていること、(2) 核小体ストレスに曝されリボソームRNA前駆体が減少すると
PICT1-Xの解離が起ること、(3) その結果PICT1の分解からp53活性化につながる一連の応答が引き起こされるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The nucleolus is a site for ribosome biogenesis and surveillance center for 
this process. Impaired ribosome biogenesis, which is detected in the nucleolus, induces nucleolar 
stress response, eventually leading to p53 activation, followed by cell cycle arrest and/or 
apoptotic cell death. In this study, we found that (1) a particular region of pre-rRNA regulates the
 binding of nucleolar protein PICT1 and its stabilizer X; (2) nucleolar stress decreased the amount 
of pre-rRNA to induce dissociation of PICT1-X complex; (3) the dissociated PICT1 became unstable and
 degraded then triggered the signal that led to p53 activation. 

研究分野： 生化学・分子腫瘍学

キーワード： 核小体ストレス　PICT1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、これまでほとんど解明されていなかった核小体ストレス応答の分子機構、特にストレスを検知
する分子の同定に大きく近づいたと思われる。核小体ストレスはp53を活性化して細胞増殖の停止や細胞死誘導
を引き起こす内在性の経路として近年注目されており、本研究によって同定された分子群を標的とした創薬、中
でも抗がん薬の開発への応用が期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 自然環境中で活動する個体・細胞は様々なストレスに曝されており、これらのストレスに対す
る様々な反応をおこすことによってその恒常性を維持している。真核細胞核内の小器官である
核小体は古典的にはリボソーム生合成を担う場として認
識されてきたが、近年ではストレス検知の場としての役
割が大きく注目されている。核小体が検知するストレス
は、主にリボソーム生合成の異常（リボソーム RNA（rRNA）
転写や rRNA プロセッシングなどの異常）によって惹起さ
れるものであり、核小体ストレスあるいはリボソームス
トレスと呼ばれる。細胞が核小体ストレスを検知した場
合、L11 や L5、S7 といったリボソームタンパク質群が核
小体から核質へと移行し、これらが核質にある E3リガー
ゼ MDM2 を阻害することで p53 活性化が誘導される。我々
はこれまでの研究の中で、核小体ストレス応答において
中心的な役割を担うリボソームタンパク質 L11 の動態が
PICT1 によって制御されていることを見出した（Nat Med 
17, 944）。PICT1 は L11 を核小体に繋ぎ留めて核質への流
出を抑えているが、核小体ストレスに曝された場合には、PICT1 自身がプロテアソームによって
分解されて消失してしまう（JBC 289, 20802）。その結果、L11 が核質へと移行し MDM2 の阻害を
介して p53 を活性化する（図 1）。この PICT1 の分解は核小体ストレス応答において重要なプロ
セスであり、私達はこれまでに、(1) PICT1 は極めて不安
定な天然変性タンパク質であること、(2) 細胞内には
PICT1に結合してPICT1の安定化に寄与する安定化因子X
が存在すること、(3) PICT1 と X の結合は核小体ストレス
に応答して解離すること、を見出している（図 2）。しか
しながら細胞がどのようにして核小体ストレスを感知
し、PICT1-X にシグナルを伝えているのかは未だ不明であ
る。また、PICT1 は大腸癌等の予後を決定する因子である
ことから（Nat Med 17, 944）、PICT1 下流の L11 を介した
p53 制御が癌の進展等に関わっていることが予想される
が、核小体ストレス経路の異常と癌発症との連関性は不
明である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、(1) 核小体ストレス応答の分子機構を明らかにするため、PICT1 を起点としてス
トレス感知を担う分子（ストレスセンサー分子）の同定を行い、さらに、(2) 核小体ストレスの
生理的意義、特に核小体ストレスによる癌制御を明らかにするため、PICT1 安定化因子 Xの遺伝
子改変マウスを作成する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) rRNA 前駆体の解析 
 U2OS 細胞にアクチノマイシン D（ActD）を 5 nM になるように添加し、0、2、4、8、12 時間後
に細胞から RNA を調製した。RNA 調製には RNAiso を用いた。各 RNA から cDNA を合成した後、
5’ETS、3’ETS、ITS1、ITS2、18S、28S 領域を標的とするプライマーを用いて qPCR を行い、そ
れぞれの量の変化を解析した。B2M に対する qPCR も同時に行い、内部標準とした。 
 
(2) 細胞内での PICT1-X 結合の解析 
 Myc タグを付加した PICT1 を安定発現する U2OS 細胞に ActD を 5 nM になるように添加し、0、
2、4、8、12 時間後に細胞からライセートを調製した。抗 Myc 抗体による免疫沈降を行い、Myc-
PICT1 に結合している Xをウェスタンブロットによって検出し、PICT1-X 結合を評価した。 
 
(3) PICT1、X、p53 発現量の解析 
 U2OS 細胞にアクチノマイシン D（ActD）を 5 nM になるように添加し、0、2、4、8、12 時間後
に細胞からライセートを調製し、ウェスタンブロットによって PICT1、X、p53 の発現量を評価し
た。内部標準には GAPDH あるいは Actin を用いた。同様の処理をした細胞から RNA を調製し、
cDNA を合成した後、qPCR を行い、PICT1、Xの転写量には変化がないことを確認した。 
 
(4) RNA-IP 
 Myc タグを付加した PICT1 を安定発現する U2OS 細胞に ActD を 5 nM になるように添加し、0、
2、4、8、12 時間後に細胞からライセートを調製した。抗 Myc 抗体による免疫沈降を行い、Myc-



PICT1 に結合している RNA を抽出した後、cDNA 合成を行い、qPCR によって PICT1 に結合した RNA
量を解析した。qPCR のプライマーには 47S rRNA 前駆体の様々な領域を検出するものを用いた。 
 
(5) リコンビナント PICT1 タンパク質の調製 
 ヒト PICT1 のコード領域を pET-28a に組み込んだプラスミド DNA を用いて大腸菌 Rosetta-
gami2(DE3)株を形質転換し、常法に従って IPTG による発現誘導を行った。His タグが付加され
た PICT1 タンパク質は Ni-NTA ビーズを用いて 8 M 尿素存在下でアフィニティー精製を行った
後、G-50 ゲルろ過カラムを用いたリフォールディングを行うことで調製した。 
 
(6) リコンビナント Xタンパク質の調製 
 ヒト X のコード領域を pMAL-cRI に組み込んだプラスミド DNA を用いて大腸菌 BL21 株を形質
転換し、常法に従って IPTG による発現誘導を行った。MBP タグが付加された X タンパク質は
Amylose レジンを用いたアフィニティー精製を行い調製した。 
 
(7) RNA の合成 
 目的とする rRNA をコードする rDNA 領域を、5’末端に T7配列を付加して PCR にて増幅した。
精製した PCR 産物を鋳型として RNA 合成を行った。RNA 合成には MEGAScript(T7)を用いた。 
 
(8) in vitro PICT1-X 結合アッセイ 
 MBP-X タンパク質を固定した Amylose レジンに His-PICT1 タンパク質を加え、合成した RNA を
添加した後、4℃で 12時間インキュベートした。遠心によってレジンを回収したのち、レジンを
バッファーで洗浄し、レジン上に残った MBP-X および PICT1 タンパク質をウェスタンブロット
により評価した。 
 
(9) X 遺伝子改変マウスの作成 
 X 遺伝子への loxP 配列の導入（エクソン 1-2 間のイントロン領域およびエクソン 5-6 間のイ
ントロン領域）は CRISPR/Cas9 法を用いて行った。マウスの維持、生育、交配は常法に従って行
った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 核小体スト
レス応答の分子
機構の解明 
 成熟したリボ
ソームは 28S、
18S、5.8S、5S の
4 種の rRNA を構
成因子として有
する。このうち
28S、18S、5.8S の
3 種は RNA ポリメ
ラーゼ I（PolI）
によって転写さ
れる 47S rRNA 前
駆体がプロセッ
シングを受ける
ことで生成され
る。PolIの阻害が核小体ストレスを強力に
誘導することから、本研究ではまず PolI
阻害による 47S rRNA 前駆体の減少と核小
体ストレス応答の経時変化を比較検討し
た（図 3）。PolI 阻害剤としてアクチノマ
イシン D（ActD）を用いたところ、ActD 処
理後約 4-8 時間で rRNA 前駆体はほとんど
消失し（図 3A）、8-12 時間で PICT1-X 結合
の解離が起り（図 3B）、12時間後に p53 応
答が起ることを見出した（図 3B）。この結
果は rRNA 前駆体の消失が PICT1-X 結合の
解離を促していることを示唆している。一
方、RNA 結合を予測するプログラムでの解
析の結果、PICT1 が RNA 結合能を有してい
る可能性が示された（図 4）。そこで RNA-



IP によって PICT1 と rRNA 前駆体との結合を検証したところ、PICT1 は rRNA 前駆体の特定の領
域と結合することが明らかとなり、また ActD 処理による rRNA 前駆体の減少に伴って、その結合
も減少することが示された。次に大腸菌の発現系を用いてリコンビナント PICT1 タンパク質お
よび Xタンパク質を調製し、in vitro での PICT1-X 結合に対する RNA 分子の影響を解析した。
その結果、前述の RNA 分子の存在下では PICT1-X 結合が促進されることを新たに見出した。これ
らの結果から、(1) PICT1－X 結合はある種の RNA 分子との結合によって維持されていること、
(2) 核小体ストレス下ではこの RNA 量が減少することで PICT1－X 結合の解離がおこること、(3) 
X の解離によって PICT1 が不安定化し、その後の p53 活性化につながることが強く示唆された。 
 
(2) PICT1 安定化因子遺伝子改変マウスの作成 
 X 遺伝子のエクソン 1-2 間のイントロン領域およびエクソン 5-6 間のイントロン領域に loxP
配列を挿入した flox マウスを作出した。Rosa26:CreERT2 マウスとの交配により Cre-ERT2 
Xflox/floxマウスを作成し、タモキシフェン投与によって X 遺伝子の欠損（エクソン 2-5 の欠損）
を誘導し、X 阻害による in vivo での核小体ストレスの生理的意義や癌制御の解析を可能とし
た。 
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