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研究成果の概要（和文）：GRWD1はDNA複製だけでなく、細胞周期を統合的に制御していると考えられる新規ヒス
トンシャペロンである。このGRWD1の結合候補因子として、核小体因子RPL11を同定した。RPL11は、低用量アク
チノマイシンD処理や低栄養状態時に核小体が崩壊すると核へ放出され、ユビキチンリガーゼMDM2の酸性ドメイ
ン近傍に結合することでその機能を抑制し、腫瘍抑制因子p53の安定化を誘導することが知られている。解析の
結果、GRWD1はRPL11とMDM2の結合を競合的に阻害し、核小体ストレス時のp53誘導に抑制的に働き、その結果、
発がんに関与することを発見した。

研究成果の概要（英文）：GRWD1 is a novel histone chaperone that promotes MCM loading and may 
integrate regulations of cell cycle progression. We identified ribosomal protein RPL11 as a putative
 GRWD1 binding factor. Under nucleolar stress induced by treatment with low levels of actinomycin D 
or nutrient deprivation, RPL11 binds to and inhibits the MDM2 ubiquitin ligase, thereby promoting 
p53 stability. We found that GRWD1 inhibits RPL11-MDM2 interaction, abrogates RPL11-mediated p53 
stabilization, and promotes tumorigenesis.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 複製は生命現象の根幹であり、母細
胞から娘細胞へ染色体 DNA が過不足なく受
け継がれるために、一回の細胞周期に完全か
つ一度だけ染色体が複製されるように厳密
に制御されている。複製開始の際、複製開始
因子 ORC がまず DNA に結合し、その後、
CDC6と Cdt1と共同して、DNAヘリカーゼ
MCM2-7複合体を DNAに呼び込む。この結
果生じた DNA-タンパク質複合体を複製前複
合体 (pre-replication complex: pre-RC)と呼
び、この pre-RC が細胞周期に一度だけ形成
されることが DNA 複製開始制御に必須のス
テップである。その破綻は、異常な DNA 複
製を経て遺伝子変異の蓄積、そして発がんに
繋がる。これまでに申請者らは、Cdt1 制御
機構の多くを解明し、それらが複製開始制御
において中心的な役割を担うことを突き止
めた。 
 この Cdt1 の新規結合蛋白質として申請者
ら が 同 定 し た 因 子 が GRWD1 
(glutamate-rich WD40 repeat containing 1) 
である。GRWD1は酵母からヒトまで保存さ
れている。GRWD1の機能は、リボソーム生
合成に関与していることが知られている以
外、解析は進んでおらず、詳細な機能は不明
であった。 
 最近の申請者らによる検討の結果、以下の
ことが明らかとなった。①GRWD1はクロマ
チン結合性タンパク質である。②GRWD1は
Cdt1 依存性、細胞周期特異的に複製開始領
域に結合する。また、クロマチン免疫沈降と
次世代シーケンシングを組み合わせた
ChIP-seq解析から、ゲノムワイドにGRWD1
は pre-RC と共局在することも示された。③
GRWD1は複製開始領域でのMCMローディ
ングを促進する。④GRWD1はヒストン結合
能を持ち、ヒストンシャペロン活性を示す。
さらに、⑤FAIRE (formaldehyde-assisted 
isolation of regulatory elements)-seq解析に
より、GRWD1は複製開始領域のクロマチン
構造の openness を実際に制御していること
が示された。以上から、GRWD1 は Cdt1 依
存性に複製開始点に結合し、ヌクレオソーム
構造を制御することにより効率の良い MCM
ローディングを促進しているとのモデルが
考えられる。これらと一致して、⑥GRWD1
はがん細胞株で過剰発現している。 
 
２．研究の目的 
 GRWD1はヒストンシャペロンであること
から、pre-RC 形成だけでなく、転写制御に
関与する可能性が高いと考えられる。実際に、
ChIP-seq および FAIRE-seq 解析の結果、
GRWD1は複製開始領域だけでなくゲノムワ
イドにクロマチン構造を制御していること
が示唆された。そこで、GRWD1の機能と制
御の包括的な理解を目的とし、その結合タン
パク質を網羅的に同定し、特に重要性が示唆
されるものについてその意義を深く解析す

ることにより、GRWD1による増殖制御ネッ
トワークの解明を目指した。FLAGタグ付き
GRWD1 発現ベクターを HEK293 細胞に導
入し、細胞抽出液を作成して抗 FLAG抗体に
よる免疫精製標品を得た後にマススペクト
ロメトリーに (MS) よって解析した。 
 その結果、結合が既知のものも含め、興味
深い因子が複数同定された。それらの中で、
当初は転写因子 Pura に焦点を絞って解析を
進めていた。Pura (purine-rich element 
binding protein A) は、PDGF-A遺伝子の転
写活性化因子である (Zhang et al. Gene 348, 
25, 2005)。その一方で、p53 標的プロモータ
ーにおいて転写抑制的に働くことが知られ
ている (Kim et al. J. Biol. Chem. 283, 9113, 
2008)。そこで、Puraを中心に他の関連因子
も解析し、GRWD1による p53制御の可能性
を明らかにすることを目的とし、研究を開始
した。 
 
３．研究の方法 
まず GRWD1 と MS によって同定された
GRWD1結合タンパク質との結合様式を調べ
たのち、結合の意義の解明を試みた。具体的
には下記の方法をとった。 
 
(1) GRWD1と各因子との結合様式は、免疫
沈降法や組換えタンパク質を用いたプ
ルダウンアッセイによって調べた。また、
GRWD1の欠損変異体を作成し、各因子
との結合領域を同定した。 

(2) GRWD1 の過剰発現やサイレンシング
によって、細胞増殖や細胞周期進行に関
わる因子のタンパク質量などに影響が
あるかを検討した。 

 
上記の解析を進めたところ、GRWD1は代表
的ながん抑制因子 p53を抑制し、細胞増殖促
進的に働くことが明らかとなってきた。この
分子機構を詳細に調べるため、GRWD1結合
因子として同定され、さらに p53抑制に関与
することが知られている RPL11 に着目し、
以下の解析を進めた。 
 
(3) GRWD1 過剰発現時あるいはサイレン
シング時にRPL11タンパク質量が変化
するかを調べた。 

(4) RPL11 はユビキチンリガーゼ MDM2
に結合し、その活性を抑制することで、
p53を誘導し、核小体ストレスを引き起
こすがん抑制因子だと考えられている。
そこで GRWD1の有無による p53活性
およびMDM2ユビキチンリガーゼ活性
への影響を調べるため、p53活性化を誘
導する薬剤の処理を行い、p53 や p53
標的因子のタンパク質量などを調べた。 

(5) GRWD1 のがん遺伝子活性を検討する
ため、Rbを抑制するHPV E7および活
性型 Ras と共にヒト正常線維芽細胞に
発現させた。がん化能は、足場非依存性



増殖能とヌードマウスでの腫瘍形成能
を獲得するか否かで検討した。 

(6) GRWD1 過剰発現と予後の関連を調べ
るため、がん患者登録データの解析を行
った。 

(7) p53 転写活性化能への GRWD1 の影響
を調べるため、p53応答性エレメントを
持ったレポータープラスミドを用いた
ルシフェラーゼアッセイを行った。 

(8) GRWD1 が p53 応答性プロモーターに
結合するかを調べるため、ChIP-qPCR
法を行った。 

 
４．研究成果 
(1) GRWD1 は p53 結合依存的に p53 応答性プ
ロモーターにリクルートされ、p53 の転写活
性化能を抑制している可能性がある 
 以下に示すように GRWD1 が p53 と結合
し、その結果、p53の転写活性化能を抑制し
ている可能性を見出した。①GRWD1は p53
と in vivo で結合する。②siRNA によって
GRWD1を発現抑制した後、ブレオマイシン
処理によって DNA に損傷を与えた。その結
果、GRWD1発現抑制細胞では、コントロー
ルと比較して p53標的因子の一つである p21
の発現量の上昇がタンパク質レベルおよび
mRNAレベルで観察された。③p21遺伝子の
プロモーター領域を組み込んだレポーター
プラスミドを用いたルシフェラーゼアッセ
イにより、GRWD1が p53による転写活性化
に抑制的に作用することが示唆された。④
ChIP-qPCR法により、GRWD1が p53応答
性プロモーターに結合していること、この結
合は p53依存的であることが示唆された。今
後は、GRWD1と p53が直接結合するかを調
べると共に、GRWD1が p53応答性プロモー
ター上でどのようにp53転写活性化能を抑制
しているのかを ChIP-qPCR法などによって
解析していきたい。 
 
(2) GRWD1 は RPL11-MDM2 経路を介して p53
を抑制し、発がんを促進する 
 加えて、以下のことも明らかとなった。①
GRWD1 の過剰発現は p53 を不安定化する。
逆に、GRWD1のサイレンシングは、アクチ
ノマイシン D 処理による核小体ストレスや
ブレオマイシン処理によって生じた二本鎖
切断による p53 活性化を促進する。②
GRWD1 は RPL11 と直接結合する。この結
合により、GRWD1は RPL11によるMDM2
抑制を競合的に阻害し、結果として p53誘導
に対して抑制的に作用する。③正常細胞への
GRWD1、HPV16 E7および活性型 Rasの導
入により、造腫瘍能を獲得する。④この
GRWD1の造腫瘍性は、RPL11との結合に依
存している。以上から、GRWD1は新たなが
ん促進因子として機能しており、その活性に
は RPL11 との結合が重要であることが明ら
かとなった。⑤p53が野生型のグリオーマ患
者において、GRWD1の過剰発現は予後不良

と強い相関がある。一方、変異 p53を持つ同
患者では、そのような相関は認められない。
このことから、GRWD1高発現は予後不良の
診断指標となることも示唆された。 
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