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研究成果の概要（和文）：ガン細胞が無制限かつ迅速に増殖できるのは、細胞が必要とするエネルギーと物質の6～8割
も使うリボソーム生合成を効率化しているからである。ガン細胞でだけリボソーム生合成を効率化する因子を見つけ、
その働きを抑えられれば、ガン細胞の増殖だけを抑えられるはずである。本研究は、LYARがそのような因子であるとの
知見を基に、LYARの働きを阻害する化合物のスクリーニング法の開発を試みた。LYARがリボソーム生合成を促進する分
子機構を解析した結果、当初想定していたBRD4ではなく、別のタンパク質への直接結合が必要であることが明らかにな
った。その結果を基に新たなガン治療薬のスクリーニング系の構築が可能になった。

研究成果の概要（英文）：The cancer cells can grow indefinitely and quickly by increasing the efficiency 
of ribosome biogenesis that use the 60-80% of the energy and substances for which the cells are required. 
By inhibiting the action of a factor that increases the efficiency of the ribosome biogenesis in cancer 
cells, it is expected to suppress the proliferation of cancer cells. This study, based on the finding 
that LYAR is a such factor, has attempted to develop methods of screening for compounds that inhibit the 
action of LYAR. By analyzing the molecular mechanisms by which LYAR promote ribosome biogenesis, we 
identified a new factor that bind to LYAR without any co-factor between them. Unexpectedly, BRD4 was not 
the one that bind to directly to LYAR. It has become possible to develop a screening system of a new 
cancer treatment drugs based on the results.

研究分野： 複合新領域

キーワード： ケミカルバイオロジー　プロテオミクス　医薬品探査　がん
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１．研究開始当初の背景 
ガンは、国内の死因順位第１位で全死亡者の
30％を超え、心疾患と脳血管疾患を合わせた
死因割合よりも多い。ガン細胞の増殖や浸潤、
転移に関わる分子を標的としその分子を阻
害する分子標的薬の近年の進歩には目覚ま
しいものがある。しかし、それらの進歩にも
かかわらず、現時点では、必ずしもガンによ
る死亡者数の上昇を抑制するまでには至ら
ず、根本的かつより効果的な治療法の開発が
急務となっている。最近、ガン細胞に特異的
とされる染色体上のエピジェネティクな化
学修飾を認識するブロモドメイン（BD）を持
つタンパク質が分子標的薬のターゲットと
して注目されている（Nature 2010, 
doi:10.1038/nature09504）。BD を持つタン
パク質は、ゲノム上の構造的に開かれた特定
のクロマチン領域に存在するヒストンのリ
ジンの-N アセチル基を認識して結合し、そ
の領域にコードされる遺伝子の転写を促進
する。ヒトの場合、57 種類の BD を持つタン
パク質が知られているが、その中でも BET フ
ァミリーに属する 4種類のタンパク質
（BRD1-4）は、ゲノム上の特定の遺伝子に結
合し、その領域に様々な他の転写因子をリク
ルートすることで転写を促進する働きを持
つ。この中の 1つ、BRD4 は転写伸張因子複合
体（P-TEFb）を RNA ポリメラーゼ II による
転写部位にリクルートして転写速度を速め
る。この BRD4 をターゲットとし、BRD4 のア
セチル化ヒストンへの結合を阻害する低分
子化合物 JQ1 が、急性白血病細胞と扁平上皮
ガンに対する有効な分子標的薬になるとし
て脚光を浴びている（Nature 2011, 
doi:10.1038/nature10334）。JQ1 はエピジェ
ネティックな化学修飾をターゲットとした
最初の有効性の高い分子標的薬と言えるも
のとしても注目度が高い。しかし、BRD4 がタ
ーゲットとするアセチル化ヒストンは、ガン
細胞に限らず様々な正常な細胞でも存在し
ており、これに作用する JQ1 は必ずしもガン
細胞への特異性が高いとは考えられない。し
たがって、よりガン細胞への特異性が高い薬
剤の開発が必要とされている。本研究は、JQ1
とは異なる作用機序を持ち、大腸ガン、白血
病などの腫瘍細胞へのより特異性の高い効
果を示す新規分子標的薬の開発が可能にな
ることが期待される。 
 
２．研究の目的 
ガン細胞が増殖するためには、増殖に必要な
タンパク質を合成する必要があるが、そのた
めにはタンパク質を合成するリボソームを
大量に必要とする。リボソーム合成には細胞
が必要とする物質とエネルギーの 6〜8 割を
費やすために、ガン細胞が増殖するためには、
リボソームを効率的に合成し続けることが
ガン細胞で有り続けるために必要不可欠な
ことである。どのようにガン細胞はリボソー
ムを効率的に合成しているのか？これは、ガ

ン化にはガン細胞になることが先か、リボソ
ームを効率的に合成する機構を獲得するこ
とが先かが議論の対象になるほどの極めて
根本的な問題である。本研究は、大腸ガンや
白血病など非常に多くの種類の腫瘍細胞で
発現が向上し、その増殖を促進する LYAR タ
ンパク質がブロモドメインタンパク質 BRD4
を rDNA 上にリクルートし rRNA の転写を加速
するとの申請者らの発見に基づいて、LYAR に
よる BRD4 の rDNA 上へのリクルート機構の解
明とその機構を阻害する化合物のスクリー
ニング法の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
LYAR を釣り餌（bait）にして免疫沈降される
タンパク質として BRD4 をプロテオミクスの
手法を用いた結果から同定し、LYAR は BRD4
を rDNA 上にリクルートしていることを示し
ていた。しかし、LYAR は他のタンパク質を介
在して BRD4 をリクルートしている可能性を
否定できていなかった。そこで、この点の検
証と LYAR と BRD4 の相互作用を阻害する化合
物のスクリーニング系の構築が同時に可能
な酵母ツーハイブリッドの実験系の構築を
行い、次に哺乳類細胞のツーハイブリッドの
実験系を構築し LYAR に BRD4 が直接結合する
かどうか調べるという手順をとった。また、
翻訳後修飾が相互作用に必要な場合の可能
性を考慮し、LYAR の翻訳後修飾を質量分析に
より解析し、LYAR の BRD4 結合ドメイン内の
転写後修飾部位に変異を導入した変異体を
作製し、結合の有無も調べた。同時に、BRD4
以外のタンパク質が LYAR と直接結合してい
る可能性を検討するためにファーウエスタ
ン法を実施した。上記の方法で直接結合する
候補タンパク質を絞り込み、それらの組換え
タンパク質を作製・精製し、LYAR あるいはそ
のドメイン変異体の組換え精製タンパク質
と混合することで直接結合の有無を検討し
た。そして、大腸菌で合成し単離した LYAR
と直接結合を確認したタンパク質を用いた
in vitro相互作用実験系を構築することを試
みた。さらに、LYAR との直接結合を同定した
因子のお互いの最小結合領域を特定し、その
ポリペプチドを用いてより単純かつ簡便な
スクリーニング方法の構築も試みた。LYAR の
リボソーム生合成における関わりの解析に
ついては、LYAR の過剰発現あるいはノックダ
ウン下における rRNA へのトリチウム標識ウ
リジンの取り込み量の測定、パルスチェイス
法及び northern blot 法による rRNA 前駆体
の検出・定量、ショ糖密度勾配超遠心分離法
によるリボソーム及びその前駆体の分離と
western blot 法及び northern blot 法による
解析、クロマチン免疫沈降法による rDNA 上
への各種タンパク質の結合解析、エピトープ
タグ法及び免疫沈降法による結合タンパク
質の単離、細胞免疫染色法によるタンパク質
の細胞局在の解析、高速液体クロマトグラフ
ィー質量分析法-マスコット検索法によるタ
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