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１．はじめに 目的 
  ゲノムDNA障害(DNAストレス)やがん遺伝子の過剰発現(発がんストレス)時に、p53が活性化

され、細胞増殖停止・細胞死・老化を導き、がんの発症を防御する機構は、これまでによく研

究されてきた。近年これらに加えて核小体を起点としてp53が活性化される、核小体ストレス機

構の存在が報告された。この核小体ストレス応答は、たんぱく質合成と細胞増殖のバランスを

制 御 す る 機 構 で あ る と考えられており、薬剤 (ActinomycinD, 5-flourouracil(5FU), 

Mycophenolic acid(MPA))によるリボソームRNAの不足時や、リボソームたんぱく質(RP)の異常

時、血清除去、細胞接触抑制(Contact Inhibition)時等に作動する。核小体ストレスが起こる

と、リボソームたんぱく質L5(RPL5)、L11(RPL11)等のRPが核小体外の核質領域において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現

象が、核小体ストレス応答である。 

我々はRPを核小体に留めることで核小体ストレス応答を抑制する新規分子PICT1を見出し、

PICT1が個体の初期発生や胸腺T細胞の形成に必須であること、PICT1の発現低下は腫瘍進展を抑

制すること等を明らかにした。このように、PICT1が制御する核小体ストレス応答が生体の恒常

性維持や発がんの抑制を調節する主要なストレス応答機構と考えられた。 

このことから、いつ、どこで、どの程度、核小体ストレス応答が起こっているのかを明ら

かにすることは、これらの生理現象やその破綻によって生じる癌をはじめとする種々の疾患の

発生機序を理解するうえで鍵となる極めて重要な課題である。また核小体ストレス応答はDNA障

害なしにp53増加により腫瘍の進展を抑制することから、核小体ストレスを誘導する薬剤は新規

作用機序をもつ抗腫瘍薬となると考えられる。 

本研究では核小体ストレス応答が作動する機序の解明やこのストレス応答を標的とした抗

がん治療薬探索を進めるため、核小体ストレス応答を特異的に検出できる可視化レポーターシ

ステムの構築を行った。 

 

２．３．方法、結果 研究成果 
１） 核小体ストレス応答を検出する FRET プローブ作製と最適化の検討 

 蛍光共鳴エネルギー移動（FRET)は、励起状態にあるドナー分子から、近接するアクセプ

ター分子へエネルギーが遷移し、特異な蛍光を発するもので、細胞内の分子間相互作用の検出に

広く用いられている。この FRET を利用して、核小体ストレス応答に特徴的である MDM2 と RPL5

等のリボソームたんぱく質との結合を検出できれば、生体内でこのストレス応答を可視化計測で

きると考えられる。FRET の計測には蛍光タンパク

質である CFPと YFPが一定の方向性で近接するこ

とが重要であるため、まず遺伝子工学的な手法を

用いて、異なる部位で YFP や CFP を融合させた

MDM2及び RPL5の発現ベクターを構築した（図１）。

作製したベクタープラスミド をリポフェクショ

ン法等で細胞に遺伝子導入し、蛍光プローブ(タ

ンパク質)を発現させた。蛍光プローブの発現は

蛍光顕微鏡で確認した。４つの融合位置の異なる

FRETプローブを導入した COS細胞に、ActinomyciD

を添加し核小体ストレス応答を誘導したところ、

２種類の組み合わせで FRET に基づく蛍光シグナ

ルが生起することが分かった(図２)。これらのうち、RPL5 の N 末端 RPL5，MDM2 の C 末端に、YFP
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や CFP を融合したプローブが、最も強い FRET シグナルを生じた（図２）。そこで、以降の検討

では、上記の蛍光プローブの組み合わせを用いること

にした。 

 

２）核小体ストレス応答への特異性の検討 

RNA ポリメラーゼ I による rRNA 合成を阻害する

ActnimycinD に加え、リボヌクレオチドアナログとし

て作用する 5-flourouracil(5FU)、リボヌクレオチド

プールの枯渇を起こすミコフェノール酸(MPA)はいず

れも rRNA 合成阻害によって核小体ストレス応答を誘

導する。そこで、5FU, MPA によって核小体ストレスを

誘導し、プローブの反応性を検討した。その結果、DMSO

添加によってはFRETシグナルの変化はみられないが、

5FU と MPA 添加によって ActnimycinD と同程度の強い

FRET シグナルを計測した（図３）。この結果から、本

研究で作製した FRET プローブは核小体ストレス応答

に特異性をもって検出できると考えられた。 

 

３）汎用性の検討 

  本プローブが様々な細胞株に適応可能であるかを

検討した。今回作製した FRET プローブを、COS 細胞に

加えて、ヒト子宮頸がん細胞株 Hela 細胞や、ヒト肺腺

癌細胞株である H1299 細胞に導入しシグナルを計測し

たところ、これらの細胞株すべてにおいて、核小体ス

トレス時、強い FRET シグナルを認めた（図４）。 

 

４．考察 まとめ 
以上の検討結果から、本研究で設計した蛍光プロ

ーブについて基礎検討を行い，本プローブが核小体ス

トレス応答を可視化計測できること、核小体ストレス

に対して特異的であること、種々の培養細胞に適応可

能であることを明らかにした。この FRET プローブを活

用し、いつ、どこで、どれくらい核小体ストレス応答

が起こっているかという作動機構を明らかにすることで、核小体ストレス応答の生体での役割の

解明につながることが期待される。また核小体ストレス応答は p53 経路を活性化することでがん

細胞の増殖や腫瘍化進展を抑制することから、本可視化レポーターシステムを用いて核小体スト

レス応答を誘導する抗がん剤を探索することも可能となる。本プローブが近い将来、多くの研究

者に活用され、このようなストレス応答を基軸とした生命科学、医学、創薬研究に大いに貢献で

きることを切に望む。 
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図３ 核小体ストレス薬剤への特異性の検証
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図４ 種々のヒトがん細胞株で計測可能
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