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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞は非致死的ではあるものの常なる環境変化を経験しつつ、episodicに起こる
強い低酸素・低栄養状態や抗がん治療などの致死的なストレスに曝されている。本研究は、がん組織が環境変化
による弱いストレスが獲得耐性を介して治療抵抗性などの強いストレスに対する耐性を誘導している可能性を検
討するものである。我々は、分裂酵母において獲得耐性誘導に必要な遺伝子として同定したRACK1が、哺乳類細
胞において引き続いて負荷した強いストレス負荷後のバルクな翻訳反応の再開を早める効果をもち、このことが
獲得耐性誘導に必要であることを明らかにした。今後、このRACK1経路を介した新規がん治療薬の開発が期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：Tumor cells experience everlasting microenvironmental changes, including 
hypoxia, low nutrients and high tissue pressure. We hypothesize that such low-dose stresses render 
tumors resistant to lethal stresses, including anti-cancer treatments, via the acquired tolerance 
(AT). We suppose that the mechanism comprise the heart of drug resistance acquired by tumors. 
However, the molecular mechanism of AT remains unknown. Previously we reported that the cpc2 gene is
 required to induce AT in fission yeast. In this study, we first have demonstrated that RACK1, the 
mammalian cpc2 homologue, is also required for AT. Further detailed analyses have elucidated that 
RACK1 contributes to AT through restarting general protein translation earlier after lethal stresses
 than in the absence of the primming low-dose stress. These results suggest that the RACK1 pathway 
is a candidate target to develop novel anti-cancer therapies.

研究分野：がん生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医学領域において心臓や脳における先行する軽微な虚血が後続する重篤な虚血による梗塞を軽減させることが長
らく知られており（コンディショニング）、虚血性疾患の治療に応用されてきたが、その分子基盤は不明なまま
であった。本研究は、この生体反応を獲得耐性として理解し、その発現に必要な蛋白質を同定した上で、悪性腫
瘍の治療に役立てようとするものであり独創性が高い。これまでのがん治療はがん細胞殺細胞効果を介するもの
がほとんどであり正常細胞に対する毒性を免れることが難しかった。本研究が完成すれば、がん組織はなぜ宿主
や治療による腫瘍抑制作用に抵抗し、患者を死に至らせるのかを理解する重要な視点が得られると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
がんのドライバー変異産物を特異的に阻害する分子標的療法は個々の患者に最適の治療をす
る合理性と高い奏功性をもたらしたが、依然として再発が多い。これは、がん細胞は遺伝的不
安定性を特徴とするために、当初阻害した標的とは異なる標的遺伝子に変異を獲得することで
治療を無効にするためと考えられる。 
 
２．研究の目的 
分子標的療法はいわばミクロの治療であるが、がん細胞に共通して備わるシステムの特徴を
利用したマクロな治療を組み合わせることでより多くの症例で治癒が可能な新しい治療法とな
る可能性を追求する。個体の発生とともに発達した正常組織はさまざまな個体ホメオスターシ
スによって常に環境が一定に保たれているが、がん細胞はその恩恵を受けず、常に細胞内・細胞
外微小環境の変動を受けている。このような定常的におこる環境変化はがん細胞にとって弱い
ストレスとして感知・応答されると考えられ、その応答機構を阻害することでがん細胞の生存を
危うくすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）研究方法 
弱いストレスへの細胞応答として、１）獲得耐性と、２）我々が独自に見出した弱いストレス
特異的な細胞応答、を研究の柱とし、最終的にそれぞれを阻害する薬剤の開発に資する基礎的知
見を得る。二つの柱共に、先ず、分裂酵母を用いた順遺伝学的スクリーニングでこれらの現象に
必要な遺伝子を同定する。次に、それらの遺伝子の哺乳類ホモログが同様な役割を果たすことを
確認し、誘導性遺伝子ノックアウトマウスを作成する。分担研究者の若林雄一博士（千葉県がん
センター研究所）によって皮膚発がん実験を行い、当該経路の失活が腫瘍細胞の生存・増殖・悪
性化の遮断につながるかを明らかにする。抗腫瘍作用を示した場合には、当該経路を阻害するた
めに適した分子標的を同定し、薬剤スクリーニングの道筋をつける。 
 
（２）研究を遂行する上で生じた問題点及びその解決方法 
上記二つの柱のうち、「獲得耐性」については当初目標通りの研究成果を得ることができたが、
「弱いストレス特異的な細胞応答」については、計画通りの進展を得ることはできなかった。 
いずれの柱においても、分裂酵母のランダム変異株ライブラリーから順遺伝学的に検討して
いる表現型を示さない変異体を取得、NGS等によって変異遺伝子を取得後、同定された遺伝子
機能を先ず分裂酵母で詳しく解析し、次に同様の生物学的意義を哺乳類細胞でも有するかを検
討してきた。これらの解析のためには、分裂酵母における遺伝子破壊株作成などの遺伝学的技術
が重要な役割を果たすが、「弱いストレス特異的な細胞応答」は、栄養要求性など用いる分裂酵
母株の遺伝学的バックグラウンドに影響を受けやすいことが明らかになった。この問題を回避
するために、解析においては同一の遺伝子バックグラウンドをもつ細胞を基本に、栄養要求性を
用いない Crispr-Cas9 変異導入法や抗生剤耐性遺伝子を用いて解析を行ってきたが、本研究の
期間内には十分な成果を得ることはできなかった。 
一方、研究期間中に、新型コロナウイルス感染症が流行し研究実施機関の研究活動指針によっ
て研究活動に制限が生じたこと、並びに研究協力者の事情、さらには想定外の学問的進展があっ
たことによって、研究が計画より遅延し、R1, R2, R3および R4年度実施予定分に必要な経費を
それぞれ次年度に繰り越して使用し、計画通りの実験を行った。 

 
（３）当初に予定していた研究経費の使用計画を変更して行った研究計画・研究方法 
R2, R3年度に計画していたゲノム解析委託費を含めたオミックス解析をそれぞれ次年度に変
更して実施した。当初想定していなかった RACK1 遺伝子に関する新知見をさらに深めるため
に R5年度に引き続いて研究を実施した。 

 
（４）中間評価で受けた指導事項に対する対応状況 
該当なし 
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４．研究成果 
（１）本研究課題による研究成果 
●柱１ 獲得耐性 
① 哺乳類 RACK1の獲得耐性における役割（担当：石川） 
RACK1はリボソームによる蛋白質翻訳制御に関わり、軽微なストレスは同一 mRNA分子を
翻訳している複数のリボソームの翻訳速度の低下、さらにはリボソーム同士の衝突を引き起こ
すことが知られている（リボソームストレス）。そこで、リボソームストレスが RACK1依存的
獲得耐性経路の主要な因子である可能性があり、これを直接的に検討するために、ヒト正常線維
芽細胞および HeLa 腫瘍細胞株に priming として熱ストレスの代わりにリボソームのペプチジ
ル基転移活性を阻害するアニソマイシン（以下、ANS）を用い、lethalストレスとしては 47°C、
35分の熱ストレスを与えたところ、500 ng/ml ANS, 2時間の priming処理が致死的熱ストレス
に対する獲得耐性を誘導することを明らかにした。 
哺乳類細胞が 40°C以上の熱ストレスを受けると、ほとんどの mRNA翻訳反応が停止する。
これは熱ストレスによって多用されるシャペロン蛋白質が更なる翻訳産物によって枯渇される
ことを防ぐ適応反応と考えられている。熱ストレス解除後、しばらくすると細胞は翻訳反応を再
開する。我々は、47°C、35分熱ストレス負荷後のバルクな翻訳反応の再開が 500 ng/ml ANS、
2 時間のプライミング処理によって有意に早まることを明らかにした。さらに、ANS 前処理群
の早期の翻訳再開を翻訳阻害剤で処理することで遅延させると獲得耐性として見られたANS非
処理群に比べた高い細胞生存率が認められなくなることから、熱処理後のバルクな翻訳反応の
再開がANS処理による獲得耐性に必要であることを明らかにした（論文準備中）。ヒストンH3.3
シャペロン HIRA による弱い熱ストレスによって誘導される獲得耐性は、熱ショックタンパク
質の転写レベルでの発現促進が必要であることを報告した。本研究は、哺乳類細胞では獲得耐性
誘導に、遺伝子転写および翻訳の二つの生物学的に基本的な階層における制御が重要であるこ
とを示しており、新規抗がん治療法を設計する上で興味深い。 
 
② 哺乳類 RACK1 ノックアウトマウスを用いた発がん実験（担当：若林） 
RACK1flox/floxマウスは、石川と八尾良司博士（がん研究所）との共同研究によって既に作出さ
れていた。若林は、このマウスと上皮細胞特異的に発現するケラチン 14（K14）プロモーター
下で Cre-ER を発現する K14CreERマウスを掛け合わせ、マウス皮膚にタノキシフェン（tmx）
を塗布することで RACK1 欠損を誘導できる RACK1flox/flox K14CreER マウスを作成し
DMPA/TPA による皮膚発がん実験を行った。その結果、RACK1 はパピローマの成立と悪性腫
瘍へのプログレッションに重要な役割を果たしていることが明らかになった。この点において
RACK1 が果たす役割と同経路上の蛋白質リン酸化酵素のような druggable な因子を同定する
ことで、新規抗がん剤の開発の標的を与える可能性がある。 
 
●柱２ 弱いストレス特異的反応 
弱い熱ストレス特異的感受性を示す変異株を同定するための遺伝学的スクリーニングに
よって得られた変異株については、戻し交配により単一遺伝子変異によることが明らかと
なった。そこで、戻し交配で得られた四分子（胞子）に由来する複数の F1コロニーの表現
型を確認して F1変異株を同定し、それらから得たゲノム DNAを混じたサンプルと親細胞
F0 由来ゲノム DNA サンプルを別々に次世代シーケンサーによって解読し、飯田哲史博士
（東大・定量研）が開発したオンラインソフトウェアMUDI (Mutation discovery, Genes & 
Cells, 19: 517-527, 2014)を用いて責任遺伝子候補を決定した。これまでに複数の候補責任
遺伝子が同定されたが、それらが本当に弱い熱ストレス応答に関与するか否かは、上記「研
究を遂行する上で生じた問題点」で記載した理由によっていまだ結論を得ていない。 
 
（２）当初に予見していなかった新たな展開等によって得られた研究成果  
上述の通り、500 ng/ml ANS、2時間のプライミング処理は引き続いて負荷した 47°C、35分
熱ストレスによる生存率低下を回復させることができ、それは熱ストレス後の早期にバルクな
蛋白質翻訳反応が開始されることによることを示した。翻訳再開された蛋白質のうち、特に獲得
耐性に重要なものがあるのかどうかを明らかにする目的で、翻訳再開されたばかりの新規ペプ
チド鎖をピューロマイシンで標識後、これを精製して質量分析によって蛋白質を同定した。その
結果、獲得耐性誘導に関わると考えられる複数の蛋白質候補を得ることができ、今後、その機能
を詳細に検討したい。 
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