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研究成果の概要： 

Vault は、細胞内で一番大きなリボ核蛋白体であるが、その生理機能は現在まで不明である。

今回の研究で、大腸癌細胞に高浸透圧ストレスを加えると、MVP の発現が亢進すること、MVP

が発現した細胞は、高浸透圧に対して耐性になることを見出した。 

MVP の発現は、腎臓や腸管などの恒常的に浸透圧変化の大きい組織において認められている。

腎臓の腎髄質細胞は、高濃度の NaCl にさらされ、500mM 以上の塩濃度になることもある。高い

塩濃度はアポトーシスを誘導するが、細胞は vault の発現を亢進することにより、高浸透圧に

よって誘導されるアポトーシスを回避している可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 

1. 20年ほど前、ラットのvaultがcoated vesi-

cleに結合した細胞質オルガネラとして単離さ

れた。その電子顕微鏡による解析から、形態が

ゴシック様式の大聖堂のアーチ型に似ている

ためvault(アーチ型天井)と名付けられた。8角

形をした樽状の中心部があり、その両端からキ

ャップ状構造物が突出している(Figures 1   

and 2)（Suprenant, KA, Biochemistry, 41:  
14447-14454, 2002）。 

Vaultは中空になっており、その中に70S

大腸菌リボゾームを数個取り込めるほど

大きく、今日まで報告されている中で最大

のリボ核蛋白体を形成している。 

Vaultは、その70%以上を占める100kDaの 

major vault protein （MVP）のほかに、 

240kDa (p240)、193kDa(p193)の蛋白質と1

種類のvault RNA (vRNA)から構成されて

いる。 

p240はテロメラーゼの構成分子と考えら
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れているTEP1と同一であることが最近示され

た。TEP1は vRNAと特異的に結合できるが、精

製したvaultにはテロメラーゼ活性が検出され

ていない。p240は、vRNAの安定化とvault粒子

への結合に関与していると考えられており、  

vaultのキャップの先端部分に vRNAとともに

位置している。p193はpoly(ADP-ribose)     

polymerase(PARP)の触媒領域と 28%の相同性

を示す～350アミノ酸の領域を有し、自己とMVP

をポリADP-リボシル化する。p193はPARP酵素フ

ァミリーの新しい一員であり、VPARPと命名さ

れた。我々は、MVPのみを大腸菌（vaultを有し

ていない）に発現させるとvaultの様の構造物

が形成されることを見出し、MVPがvaultの特徴

的な形態に関与していることを示した（Zheng 

CL, et al., Biochem Biophys Res Commun, 3
26: 100-107, 2005）. 

MVPのノックアウトマウスが作製されたが、

明らかな病態は観察されず、vaultが細胞内で

一番大きなリボ核蛋白体であるにもかかわら

ず、その生理機能は現在まで不明である     

（Mossink, MH et al.,Cancer Res, 62: 7298
-7304, 2002）。 

一方、P-糖蛋白質を発現していない多剤耐性

ヒト肺癌細胞株に110kDaの蛋白質が発現して

いることがわかり、この蛋白質はLRPと名付け

られた  (Scheper, RJ et al., Cancer Res, 
53: 1475-1479, 1993)。 

LRPの遺伝子座位は16p13.2で、同じ染色体に

存在する MRP1遺伝子の近傍にある。LRPはABC

トランスポーターではないが、核膜や細胞質内

小胞に局在しているため膜輸送に関与してい

ることが予想された。LRPは多剤耐性に関与し

ていると考えられているが、LRPcDNAをトラン

スフェクトした細胞は多剤耐性にはならなか

った。 

LRPはラットのvaultの MVPと88%のアミノ酸

相同性を有していることなどから、ヒトの MVP

であることがわかった。LRP/MVPだけでは多剤

耐性形質を賦与するのに不十分であり、vault

粒子の数の増加が耐性の獲得に必要であるこ

とが推測された。 

 

２．研究の目的 

我々は、LRP/MVPの抗癌剤耐性への関与について

研究を行ってきた (Kitazono et al., J Natl 
Cancer Inst, 91: 1647-1653, 1999; Ohno et 
al.,  Blood, 98: 1160-1165, 2001)。この過程

で、DNA傷害性抗癌剤が、LRP/MVPの発現を誘導

することを見出し (Shimamoto et al, Oncol  
Rep, 15: 645-652,  2006)。この結果から、  

vaultの生理的機能が、様々なストレスが、細胞

に加わった時に細胞を防御することにあるので

ないかと考え始めた。DNA傷害薬剤、UV、高

浸透圧などの様々なストレスを細胞に負荷

するとMVPの発現が亢進した。これらのスト

レスによるMVP発現亢進のメカニズム、その

際に、vaultを発現した細胞がそれらのスト

レスに対し耐性になるのかを調べ、耐性獲

得の機構を明らかにする。 

３．研究の方法 

(1)高浸透圧ストレスによりMVPの発現が亢

進するメカニズムおよびMVPが亢進した細

胞は、このストレスに耐性になるのかを解

析する。 

①培地にsucroseまたNaClを加えることに

よりSW620細胞に高浸透圧ストレスを加え、

MVPの発現誘導が、加えた化合物に関係なく

浸透圧依存性に、時間依存性に増加するか

をイムノブロット法で調べる。また、高浸

透圧により、MVPの細胞内局在が変化するか

を免疫組織化学染色法で観察する。 

②高浸透圧によるMVPの発現の亢進が転写

の活性化によるのかを調べるためreal time 

PCRでMVPmRNA量を測定する。また、MVPのプ

ロモーターをルシフェラーゼ遺伝子の5’

上流に挿入したベクターをSW620細胞にト

ランスフェクトし、デュアル-ルシフェラー

ゼレポーターアッセイを正常浸透圧下、高

浸透圧下で行い、高浸透圧ストレスがMVPプ
ロモーター活性を亢進させるかを解析する。 

③高浸透圧がMVPプロモーター活性を上昇

させた場合には、様々な欠損部位や変異を

有するMVPプロモーターを作製して上記レ

ポーターアッセイを行うことにより、どの

領域がMVPプロモーターの発現に重要で、ど

の部位が高浸透ストレスに必要かを明らか

にする。高浸透圧ストレス下でのMVPプロモ

ーター活性上昇に必要なプロモーター領域

に結合する蛋白質をゲルシフトアッセイに

より探索する。また、クロマチン免疫沈降

（ChIP）法により、高浸透圧下の細胞内で

これらの蛋白質のMVPプロモーターへの結

合が増加するかを調べる。 

④SW620細胞のMVP遺伝子をRNA干渉(shRNA)

によりノックダウン(KD)する。  

wt細胞とMVP-KD細胞を高浸透圧ストレス下

に置いた時のMVPの発現の差異を確認し、高

浸透圧下でMVPが発現する細胞としない細

胞で、ストレスに対する感受性の差がある

かを、MTTアッセイやコロニフォーメーショ

ンアッセイで生存細胞を測定し、フローサ

イトメーターでアポトーシス細胞の比率や

アネキシンVの発現を測定することにより

明らかにする。 

（２）高浸透圧ストレスがどのような情報



 

 

伝達経路でMVP発現を上昇させ、MVPの発現上昇が

どのようなメカニズムで細胞をストレスに対し

て耐性にしていくのかを分子レベルで解明する。 

①高浸透圧ストレスの情報伝達経路としては、

P38MAPKを介した経路が知られている。P38MAPK

の阻害剤であるSB203580でP38MAPKの活性を阻害

した細胞をストレス下においた時、MVPの発現の

亢進が生じなくなるか調べる。 

②アポトーシスを抑制する経路としては、

PI3K-Aktの経路がよく知られている。また、MVP

がPTENと結合し、核に輸送されることが報告され

ている。そこで、MVP遺伝子をノックダウンした

細胞とwt細胞に高浸透圧ストレスをかけた時に、

Aktの活性化に差異があるのかを調べる。 

③wt細胞の方がストレス下でのAkt活性化が高い

時、どのようなメカニズムで高浸透圧ストレスが

Aktを活性化するのか、その時、どのような情報

伝達経路のステップでMVPまたはvaultが関与し

ているのかを明らかにする。具体的には、 

1)wt細胞とMVP-KD細胞でPTENの細胞内分布に変

化が見られるかを共焦点レーザー顕微鏡

（FLUOVIEW FV500、オリンパス光学工業KK）で調

べる。 

2)EGF、IGFでPI3K-Akt経路を活性化させたとき、

wt細胞とMVP-KD細胞での情報伝達量とスピード

の差異を下流の遺伝子の発現の量と時間の差異

により解析する。また、細胞の増殖速度や抗癌

剤を作用させた時のアポトーシス細胞の比率を

測定し両細胞で比較する。 

４．研究成果 
我々はMVPのノックアウトマウスが明らかな病

態を示さなかったことから、通常とは異なるスト
レス環境下でvaultが必要とされているのではな
いかと考えて、様々なストレスを細胞に加えMVP発
現を調べることにより、DNAを傷害する薬剤やUVが
MVPの発現を亢進すること、高浸透圧がMVP発現を
誘導することをいち早く見出した。今回の研究で
は、高浸透圧ストレス下でのMVPの発現亢進のメカ
ニズム、MVP発現亢進が細胞をストレスから防御す
るのではないかと考えて、その分子機序を調べた
。培地にsucroseまたはNaClを添加してヒト大腸癌
SW620細胞に高浸透圧ストレスを加えると、加えた
化合物に関係なく浸透圧依存性に、時間依存性に
MVP mRNA、 MVP蛋白質が増加した。高浸透圧によ
りMVPプロモーターの活性が上昇した。P38MAPKの
特異的な阻害剤SB203580で細胞を処理すると、高
浸透圧によるMVPの誘導が阻止された。このことは
高浸透圧ストレスによるMVPの発現亢進がp38を介
して行われていることを示唆している。高浸透下
でのMVPの役割を明らかにするためにSW620細胞の
MVP遺伝子をRNA干渉(shRNA)によりノックダウン
(KD)すると、細胞は高浸透圧に対してより感受性
になり、アポトーシスが亢進した。さらにMVP遺伝
子をノックダウンすることにより、高浸透圧によ
るリン酸化Aktの増加が妨げられることを見出し

た。vault/MVPがPI3K/Akt経路を活性化
することにより、高浸透圧刺激によって
誘導されるアポトーシスから細胞を防
御することが示唆された。 
MVP の発現は、腎臓や腸管などの恒常
的に浸透圧変化の大きい組織におい
て認められている。腎臓の腎髄質細胞
は、高濃度の NaCl にさらされ、500mM
以上の塩濃度になることもある。高い
塩濃度はアポトーシスを誘導するが、
細胞は vault の発現を亢進することに
より、高浸透圧によって誘導されるア
ポトーシスを回避している可能性が
ある。 
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