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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の mRNA 核外輸送機構は出芽酵母と異なり輸送される

mRNA に選択性があることが明らかになった。この mRNA 輸送に関わる分子 GANP を乳腺

特異的に欠損させると高率な肺転移を伴う乳癌を発症した。さらに GANP の発現が低下すると

DNA 損傷応答が誘導され、乳腺構築に高度な障害を認めた。この乳腺構築異常は遺伝性乳癌

の原因遺伝子 Brca1 欠損マウスで見られる表現系と類似しており、非遺伝性散発性乳癌発症に

関して GANP 発現異常が関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Mammalian cells, unlike Saccharomyces cerevisiae, have the 
mechanism of selective mRNA export. GANP is involved in mRNA export in mammalian 
cells, and mammary-specific ganp-deficient mice developed mammary gland tumors with 
lung metastases. Moreover, decreased expression of GANP induced DNA-damage 
responses leading to the impaired formation of mammary glands. As this abnormality is 
similar to that observed in Brca1-deficient mice, GANP expression might be associated 
with the suppression of sporadic breast cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）p53 mRNA の核外輸送 
 哺乳細胞において、p53 は転写因子として
細胞周期停止、アポトーシス、DNA 修復など
に関わる多くの遺伝子群（Gadd45、Bcl-2、
PUMA、p21、mdm2 など）の誘導に関わる。ヒ
トの癌では、p53 の機能障害は、遺伝子変異
のみならず、様々な発現調節異常によって起

こる。p53 タンパクの合成や安定性に加えて、
p53 遺伝子の発現、スプライシング、mRNA 輸
送における安定性に異常がおこることが原
因とされている。p53 遺伝子発現から mRNA
の核外輸送を行い、細胞質内で p53 タンパク
合成に至る過程は、発癌と密接に関連する重
要事項であるが、いまだその詳細は明らかで
ない。わずかに p53 mRNA の 3’-UTR に HuR
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が結合し、様々な immediate early response 
遺伝子（c-fos、c-myc など）の調節に働くこ
とが明らかにされているのみである。HuR は
細胞質−核間を移動していて、p53 mRNA の核
外輸送に関わる可能性があるものの、その詳
細は明らかにされていない。 
（2）哺乳動物における mRNA 核外輸送 
 近年、出芽酵母における mRNA の核外輸送
に関して、THO/TREX 複合体が中心的役割を果
たしていて、それに加えて Sac3 が Thp1 と結
合して mRNA 核外輸送に関与することが報告
されている。Sac3/Thp1 複合体と THO/TREX 複
合体との関連や、輸送する mRNA の選択性、
その標的遺伝子への機能等様々な問題が残
されている。哺乳動物における mRNA の核外
輸送に関する機能複合体の研究が十分に展
開されているとはいえない。 
（3）p53 mRNA 選択的核外輸送経路 
 これまでに胚中心 B 細胞関連分子として
GANP を同定し、この核内分子アミノ末端側に
RNA プライマーゼドメインを，またカルボキ
シル末端側に DNA 複製に必須の分子群 MCM と
の結合領域を、さらに中央部分に出芽酵母の
Sac3 相同領域を有することを見出した。この
分子の欠損マウスは胎生致死であるが、その
主因は mRNA の選択的な輸送障害であり、そ
の結果 DNAの過剰な組み換えが生じることが
原因であると考えている。さらに C57BL/6 背
景ヘテロ欠損マウスの生育は正常だったが、
高齢雌マウスの約30%でaneuploidyを伴う乳
癌を自然発症した。 
 この腫瘍発症の分子機構を探索する目的
でマウス胎仔線維芽細胞株（MEF）を樹立し、
正常 MEF と ganp ヘテロ欠損 MEF で発現に違
いがある分子を種々解析した。その結果、
ganpヘテロ欠損MEFではp53タンパクの発現
が著明に減少していた。さらにこの原因を調
べたところ、ganp ヘテロ欠損 MEF では p53 
mRNA の核外輸送が障害されて、核内に p53 
mRNA が蓄積していることが判明した。このこ
とは GANP が出芽酵母 Sac3 同様、mRNA 核外輸
送に関与することを示しており、GANP 欠損が
p53 タンパクの発現低下を誘導し、乳癌発症
に至る可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
（1）p53 mRNA 核外輸送機構の確定に関して
は、ganp siRNAを用いたノックダウンにより、
p53 mRNAの核外輸送が障害されていることが
判明している。p53 mRNA がどのようにして
GANP の標的になっているのか、mRNA のどの
部分を認識して mRNA 核外輸送を行うのか、
p53 ゲノム遺伝子に対して標的としているの
か、その転写 bubble に対してアクセスして
いるのかを解析する。GANP によって類似の
mRNA 核外輸送が行われている分子を探索し、
その選択性と mRNA 輸送の輸送における機能

を in situ RNA hybridization（ISH）とリア
ルタイム RT-PCR 法によって検証する。細胞
質と核内における該当する mRNA の存在を正
確に検証することによって、その機能を確定
することが出来る。 
（2）ヒトの癌細胞で mRNA 輸送異常が原因と
なる細胞変化を引き起こすかの確定に関し
ては、GANP と p53 の発現が激減しているヒト
細胞株をスクリーニングしてその細胞を用
いて、p53 リボプローブによる ISH を行い、
p53 mRNA の細胞内局在を解析する。p53 経路
の下流の分子群の機能解析を行い、実際に
p53 の発現低下が発癌に至る程度の異常を発
生しているのかを検討する。 
（3）哺乳動物で mRNA 輸送異常が発癌の原因
となることの検証に関しては、ganp ヘテロ欠
損 MEF 細胞が造腫瘍性を有するかをコロニー
アッセイ、NOD-SCID マウスへの移植実験で検
証する。また乳腺特異的 GANP 欠損マウスの
作成で、mRNA 輸送異常が発癌に関わるか、確
定する。 
（4）p53 選択的 mRNA の核外輸送に関わる分
子コンプレックスに関しては、出芽酵母では
mRNA核外輸送の機構はSac3/Thp1複合体が関
与することが証明されている。果たしてヒト、
マウスのほ乳動物では相同分子が mRNA の核
外輸送の主要分子群であるのか、異なった要
素の機能分子が関与するのか、そして輸送す
る mRNA の選択性を規定しているのはどのよ
うな分子構造と機能に基づいているのかを
明らかにするため、p53 mRNA/GANP 結合コン
プレックスの構造をプロテオミクス解析す
る。相同分子に関してはマウス Thp1 を同定
している。この分子の欠損マウスを作成して
その機能関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）乳腺特異的 GANP 欠損マウスの作成 
乳癌発症マウスモデルとして確定した GANP
へテロ欠損マウスの成果をさらに細胞分化
系譜の異なる細胞、組織、期間での発癌を検
証することが重要である。Wap-Cre マウスと
ganp-floxed マウスとの交配により乳腺特異
的 GANP 欠損マウスを作成して、発癌に至る
経過を観察し、発癌関連因子の検証を行う。
Wap-Cre-ganpfl/fl マウスの樹立後、それらの
マウスを妊娠させて Wapプロモーターを作動
させて乳腺特異的に GANP を欠損させる。マ
ウス発癌実験で長期観察を行い、乳癌発症の
経過追跡調査を完成させる。 
（2）GANP による p53 mRNA 核外輸送制御の解
析 
ganp ヘテロ欠損 MEF を用いた解析で、正常
MEF と比較して p53 タンパクの発現が激減し
ていること、このメカニズムとして p53 mRNA
核外輸送が障害されていることを示す。これ
らの細胞株は SV40 で不死化していて p53 が



恒常的に発現している。また他の細胞株を用
いて X線照射後に p53 のタンパクを誘導して
解析する。ganp ノックダウンを行い、p53 タ
ンパク発現の異常の有無を解析する。ganp ヘ
テロ欠損 MEF で p53 の発現が抑制されている
ことを確定する。p53 ホモ欠損 MEF と同様の
細胞異常が起こっているかを X線照射やノコ
ダゾール処理後の異常、コロニー形成能、免
疫不全マウスへの移植による造腫瘍性など
で検討する。 
（3）Immediate early response 遺伝子とし
ての GANP の機能解析 
細胞に X 線照射などの genotoxic stress を
与えると 12-24 時間後に p53 タンパクが誘導
されてくる。GANP が p53 mRNA の核外輸送に
おける主要責任分子である可能性が高い。そ
の場合は immediate early response 遺伝子
の発現に先立って GANP 分子が細胞内で準備
されている必要があると予想される。ストレ
ス直後に ganp mRNA の誘導が起こるかどうか
を様々な細胞を用いて確認する。その精度を
リアルタイム RT-PCR で確定する。新規の
immediate early response 遺伝子と位置づけ、
その遺伝子誘導経路を解析する。Ganp mRNA
の転写制御領域でストレス誘導領域の検討
を行う。 
（4）GANP による mRNA 核外輸送メカニズムの
解析 
 出芽酵母では Sac3 が Thp1 と結合してヘテ
ロ二量体を形成し、mRNA の核外輸送に関わる
ことが明らかにされている。Thp1 のマウスホ
モログは実際に GANP と結合し、両者は核内
に局在することを見いだしている。Thp1 欠損
成熟 B細胞を用いて脾臓、リンパ節でその数
が激減しているか、Thp1 ノックダウンの解析
で Thp1 は細胞の生存維持に重要であるかを
確認する。また Thp1 欠損マウスの表現系と
GANP 欠損マウスのそれと同一かどうかを検
証する。生体内で GANP と Thp1 が常に 1:1 で
結合しているかどうかを調べる。Thp1 ノック
ダウン細胞を用いて p53分子の発現が低下す
るかを調べる。Thp1 が GANP 同様 p53 mRNA の
核外輸送に関わっている場合は、GANP 単独、
Thp1単独、GANP/Thp1複合体のそれぞれがp53 
mRNAと結合するかをRIPアッセイ等によって
解析する。直接結合している場合は、GANP も
しくは Thp1 の種々の欠失変異体で同様の解
析を行い、その結合ドメインを決定する。 
 
４．研究成果 
（1）Wap-Cre マウスと ganp-floxed マウスを
交配し、C57BL/6 背景乳腺特異的 GANP 欠損マ
ウス（wap-cre-ganpfl/fl マウス）を作成し、
乳癌の自然発症が見られるかを観察した。50
週齢を過ぎると約 36%のマウスで見られるこ
と、発症したマウスの約 80％で肺転移を起こ
すことを確定した。GANP の発現低下が乳癌発

症の原因となりうることをマウスモデルで
初めて示した。マウス乳癌検体から複数の細
胞株を樹立し、染色体解析を行うと染色体切
断を高頻度に認め、染色体が高度に不安定に
な っ て い る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に
wap-cre-ganpfl/fl マウスにおける乳腺組織の
異常の有無を検討した。出産後 2週間の乳腺
組織を摘出し、組織学的解析を行ったところ、
wap-cre-ganpfl/fl マウスの乳腺組織は野生型
マウスに比べて管腔形成が障害され乳汁分
泌も低下していることが判明した。この組織
異常は乳腺特異的 Brca1欠損マウスの乳腺組
織と類似しており、GANP も Brca1 同様乳腺組
織発達に重要な分子であることが示唆され
た。 
（2）ganp ヘテロ欠損 MEF を用いた解析で、
p53 mRNA核外輸送が障害されていることを示
したが、この MEF は SV40 で不死化され恒常
的に p53 が発現している系のため、この現象
が普遍性を持つのかを明確にする必要があ
った。ヒト細胞株を用いて GANP を siRNA で
ノックダウンすると逆に p53 タンパク量が増
加し、DNA 損傷応答が誘導されていた。この
差異は解析した多くの細胞株で見られた。な
おヒト HeLa 細胞を用いた解析から GANP は
Shugoshin-1 mRNAの核外輸送に関与すること
を明らかにし、哺乳細胞における mRNA 核外
輸送に選択性があることを初めて示した。ま
た GANP が分裂時の染色体分配に重要な機能
を果たすことも明らかにした。 
（3）GANP が p53 mRNA の核外輸送における主
要 責 任 分 子 で あ る 可 能 性 を 仮 定 し 、
immediate early response 遺伝子の発現に
先立って GANP 分子が細胞内で準備されてい
る必要があると予想した。しかし、放射線、
紫外線照射など種々のストレスを与えても
GANPのmRNA誘導は早期には見られなかった。 
（4）出芽酵母では Sac3 が Thp1 と結合して
ヘテロ二量体を形成し、mRNA の核外輸送に関
わることが明らかにされているため、Thp1 の
マウスホモログ Pcid2 を同定した。遺伝子導
入実験では細胞内で GANP と結合し、両者は
核内に局在することを見いだしている。しか
し、Pcid2 に対する良い抗体が入手できてい
ないため、実際に細胞内で複合体を形成して
いるかは確定できていない。哺乳動物での
Pcid2 の詳細な機能を明らかにするためにコ
ンディショナル Pcid2ノックアウトマウスを
樹立し、B 細胞特異的 Pcid2 ノックアウトマ
ウスの解析を行った。このマウスでは成熟 B
細胞数が激減し、Pcid2 が B 細胞の生存維持
に必須であることが示された。この分子機構
を明らかにするために、HeLa 細胞で Pcid2 ノ
ックダウンを行ったところ、M 期チェックポ
イント分子 MAD2 の発現低下を認め、この低
下は MAD2 mRNA の核外輸送が障害されていた。
GanpあるいはPcid2ノックアウトマウスの表



現型が異なること、遺伝子ノックダウンによ
り輸送に関わる mRNA が異なることより、哺
乳動物における mRNA 核外輸送には選択的機
構が働いていることが示唆された。出芽酵母
においては Sac3-Thp1-Sem1 は複合体を形成
し、どの分子の発現が低下しても高度に mRNA
核外輸送が障害される。一方、哺乳動物の相
同分子 GANP-Pcid2-DSS1は複合体を形成する
ことが報告されているが、各々の遺伝子ノッ
クダウンでは核外輸送が障害される遺伝子
に選択性があることをマイクロアレイ解析
により示した。哺乳動物においてこれらの分
子がどのように mRNA 核外輸送に関与するの
かを解明することが、遺伝子転写に共役した
DNA 傷害の意義を理解する上で重要となる。 
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