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研究成果の概要（和文）：細胞分裂後に核小体が再構築されるが、その意義は不明である。近年、核小体の異常
により、癌抑制因子p53依存的に細胞増殖を停止させ、核小体の機能を維持する核小体ストレス応答機構が明ら
かになった。我々は新たにレポーターシステムを構築し、細胞分裂阻害剤が核小体ストレス応答を誘導すること
を見出した。細胞分裂の阻害は、p53を増加させ、核小体ストレス応答に依存性に癌細胞の増殖を抑制した。以
上から核小体ストレス応答が、分裂後の核小体の再構築の有無によって、分裂異常細胞を除去する新たな分裂監
視機構と考えらた。また本レポーターシステムにより、核小体ストレス応答を利用したがん治療薬の開発も期待
できる。

研究成果の概要（英文）：The nucleolus is disorganized at mitosis and reassembled at the beginning of
 interphase. Nucleolar stress response is a maintenance mechanism for nucleolar homeostasis to 
induce TP53 dependent growth inhibition during the nucleolar abnormality. However physiological 
relevance between mitotic nucleolar disassembly/assembly and nucleolar stress response is unknown. 
We developed a fluorescent reporter system and found mitotic inhibitors as a novel nucleolar stress 
inducer by chemical screening. Mitotic abnormality by inhibitors of mitosis increased p53 protein 
and inhibited cancerous cell growth on Nucleolar stress response dependent manner. Taken together, 
our results provide Nucleolar stress response as a novel mitotic surveillance mechanism depend on 
nucleolar reassembly. These results also suggested that our reporter system might enable to 
identified novel cancer therapeutics utilizing the nucleolar stress.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
がん抑制因子 p53 の活性化はゲノム障
害やがん遺伝子の過剰発現時に起こり、
細胞増殖抑制・老化を導き、がんの発症
を防御する機構に加えて、近年核小体を
起点として p53 が活性化される核小体ス
トレス応答機構によって制御されること
が報告された。この核小体ストレス応答
は、リボソーム構築障害による蛋白質合
成異常と細胞増殖のバランスを調節する
機構であり、ActinomycinD 等の薬剤によ
るリボソーム RNA 量の不足時や、栄養飢
餓時、細胞接触抑制時等に作動し、RPL5, 
RPL11 等のリボソーム蛋白質が、核小体
から放出され、これらが核小体外の領域
において p53 ユビキチンリガーゼである
MDM2 と結合し、MDM2 の活性を抑制する。
この機構によって、p53 が安定化して細
胞増殖が抑制される。申請者は、核小体
ストレス応答を制御する新規分子 PICT1
を同定し、PICT1 が生理機能や腫瘍化進
展を制御することを見いだした(Suzuki, 
Kawahara et al. Cancer Sci 103, 2012; 
Uchi, Kawahara et al. Br J Cancer. 109, 
2013; Maehama, Kawahara et al. J Biol 
Chem,) 。このことから核小体ストレス応
答に適切に応答することが、生体の恒常
性維持や疾患の抑制に極めて重要と考え
られた。そこで申請者は、蛍光エネルギ
ー共鳴移動(FRET)を用いた核小体ストレ
ス応答の可視化レポーターシステムを作
製した。 

 
２．研究の目的 
核小体ストレス応答は、p53 経路を制御
する新たな仕組みとして最近注目されて
いる。我々はこれまでに、核小体ストレ
ス応答が生体の恒常性維持や腫瘍化進展
抑制に極めて重要であることを見出した
（Kawahara et al. Nature Med 17, 2011）。
しかしながら、生体でこのストレス応答
がいつ、どこで、どの程度活性化される
か？、ストレスを感知する機構は？、こ
の応答はがんの発症のどの過程を防御す
るのか？等は不明である。本研究では申
請者が独自に確立しつつある核小体スト
レス応答の可視化レポーターシステムを
利用し、この応答のダイナミクスを検出
することで、(1)生体が核小体ストレスに
適切に応答する仕組みの解明、(2)この応
答が発癌を防御する役割の解明、(3)核小
体ストレスを標的とした新規抗がん剤開

発を目指す。 
３．研究の方法 
Fluoppi 法を検出原理とする核小体スト
レス応答の蛍光レポーターシステムを導入
したヒトグリオーマ U251 細胞を作製し、蛍
光輝点シグナルはセルイメージアナライザ
ーによって計測した。次に、ActinomycinD、
ミコフェンール酸、BMH21 等の既知の核小体
ストレス応答を誘導する薬剤を添加し、蛍
光レポーター活性の特異性や、定量性の精
度、感度を検討した。さらに、約 400 種の
既知の酵素や生化学反応に対する阻害剤の
ライブラリー（文部科学省・新学術領域研
究『がん研究分野の特性等を踏まえた支援
活動』化学療法基盤支援活動班より供与）
を添加し、細胞イメージアナライザーによ
って蛍光輝点を定量化することで、核小体
ストレス応答性を変化させる阻害剤を探索
した。細胞周期 M 期の停止を誘導する複数
の化合物をヒット化合物として得たことか
ら、蛍光レポーターシステム導入細胞へ M
期停止を誘導する Aurora kinase 阻害剤、
CDC2 阻害剤、微小管重合阻害剤を添加後、
ウェスタンブロットによって p53 発現量や
MTT アッセイに細胞増殖性の変化を検討し
た。 
 
４．研究成果 
①核小体ストレス応答を検出する蛍光プロ
ーブの設計 
核小体ストレス応答にはMDM2とリボソー
ム蛋白質との結合という特異的な分子変化
が存在するので、これら分子の結合を検出
することができれば、核小体ストレス応答
のレポーターシステムとなると考えられた。
そこで、まず蛋白質分子間結合を蛍光エネ
ルギー共鳴移動の原理で検出するFRETシス
テムの構築を行った。しかしながら一過性
の発現による FRET 効率に比べ、安定発現株
の FRET プローブの発現量は低く、高い FRET
シグナルが得ることができなかった。この
ことから、より高効率に核小体ストレス応
答を検出できる新たなレポーターシステム
を再構築する必要が考えられた。 
 そこで次に、Fluoppi を検出原理とする核
小体ストレス応答を検出するレポーターシ
ステムの構築を試みた。リボソーム蛋白質
に蛍光蛋白質である MontiRed を、MDM2 にオ
リゴマー形成配列である Ash 配列を付加し
た蛋白質を発現させたところ、通常状態で
は、両者は結合せず、リボソーム蛋白質が
局在する核小体や細胞質に、蛍光蛋白質が



拡散し弱い蛍光を認めたが、ActinomycinD
の添加により核小体ストレスを付与すると、
両分子が結合することで、多量体を形成し、
蛍光蛋白質の集積により多数の蛍光輝点が
観察された（図１）。 

 
②既知の阻害剤ライブラリーによる核小体
ストレス応答が関与する新たなシグナル経
路の探索 
核小体ストレス応答のレポーターシステ
ムを用いて、約 400 種の既知の酵素等の阻
害剤をスクリーニングした。ActinomycinD
等の作用既知の核小体ストレス応答を誘導
する化合物に加えて、cdc2、Aurora kinase
阻害剤等をヒット化合物として得た（図２）。
cdc2、Aurora kinase 阻害剤は、いずれも細
胞周期のＭ期の停止を誘導する。Ｍ期の進
行に伴い、核小体が消失/再構築されること
が古くから知られているが、これまで核小
体ストレス応答とＭ期の関連性は報告がな
い。核小体ストレス応答はＭ期の核小体の
ダイナミックな変容から制御を受ける新た
な機構と考えられた。 

 
③細胞分裂期における核小体ストレス応答
の役割の検討 
正常な p53 を発現するヒト骨肉腫細胞株
U2OS 細胞へＭ期停止を誘導する薬剤である
CDC2 阻害剤、Aurora kinase 阻害剤を添加し、
ウェスタンブロット法を用いて生化学的な
検討を行った。その結果、溶媒のみを添加し
た陰性コントロールに比べ、CDC2 阻害剤、

Aurora kinase 阻害剤を添加した細胞では陽
性コントロールである DNA 損傷を与える
Gemcitabineや、ActinomycinDと同程度のp53
タンパク質量が著しい増加を認めた（図３
Ａ）。さらに、これらの M 期停止薬剤を添加
した細胞では DNA 損傷マーカーであるγ
-H2AX 蛋白質の有意な発現はみられなかった
（図３Ａ）。このように、細胞周期Ｍ期の停
止は DNA損傷によらない p53の増加を来すこ
とが判明した。 
 次に、細胞周期Ｍ期に停止させる薬剤によ
る癌細胞の増殖を抑制する機構をさらに検
討した。U2OS 細胞へ CDC2 阻害剤、Aurora 
kinase 阻害剤を添加し、細胞増殖を MTT 法に
より測定したところ、これらの阻害剤は癌細
胞の増殖を抑制する事、そこに核小体ストレ
ス応答を誘導する必須の因子であるRPL11を
あらかじめ siRNA で発現抑制すると、阻害剤
でみられた癌細胞の増殖抑制が部分的に抑
えられることを見出した（図３Ｂ）。これら
の結果から、細胞周期Ｍ期の停止は核小体ス
トレス応答を誘導し、部分的にこのストレス
応答依存性に癌細胞増殖を抑制する事が示
された。 
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図１． Fluoppi法により核小体ストレス応答の蛍光レポーターシステムの構築
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