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（様式８－２）  

リボソームタンパク質 RPS19 によるがん抑制機構の解明および 
GRWD1 による p53 転写活性化能の制御機構の解明 

 
  （分野名）医薬細胞⽣化学分野 （学籍番号）3PS20003W （⽒名）藤⼭ 拓⼰ 

 
第 1 章. リボソームタンパク質 RPS19 によるがん抑制機構の解明 
【序論】 

リボソームタンパク質遺伝⼦の⽋失などによるリボソーム⽣合成の異常はリボソーム病と呼ばれ
る⼀連の疾患群を引き起こす。その⼀部は⾼い発がん性を伴うことが報告されており、代表的疾患
としてダイアモンドブラックファン貧⾎(DBA)が挙げられる。DBA は先天性の造⾎不全症であり、
主な症状は⾻髄前駆細胞数の減少に伴う⼤球性貧⾎であるが、⽩⾎病や⼤腸がん、⾻⾁腫など様々
ながんを併発するリスクが⾼い疾患である。DBA 患者において変異や⽋失が認められる DBA 関連
遺伝⼦として多くのリボソームタンパク質遺伝⼦が報告されており、その中で最も⾼頻度に変異が
⾒られる遺伝⼦が RPS19 遺伝⼦である。しかしながら、RPS19 の機能と DBA の⾼い発がん性と
の機能的関連はこれまで全く不明であり、RPS19 のがん抑制活性の有無を実験的に⽰した報告も存
在しない。そこで本研究は、RPS19 のがん抑制活性の有無を明らかにし、その分⼦機構を解明する
ことを⽬的とした。 

 
【⽅法】 
・ヒト培養細胞を⽤いた軟寒天コロニー形成試験 
 ヒト正常線維芽細胞 HFF2/T 細胞に 16 型ヒトパピローマウィルス E7 および活性型 KRASG12V

を導⼊した HFF2/T/E7/KRAS 細胞あるいは⼤腸がん細胞株 HCT116 細胞に RPS19 野⽣型および
変異体を安定発現させた細胞を⽤いて、軟寒天培地中でのコロニー形成能を調べた。数週間培養し
た後に、形成されたコロニーの数とサイズを解析した。 
・ヌードマウスを⽤いた造腫瘍性試験 
 HFF2/T/E7/KRAS 細胞にレトロウィルスを⽤いて RPS19 を標的とする shRNA を導⼊して、安
定的に RPS19 を発現抑制した細胞を樹⽴した。それらの細胞をヌードマウスの右肩に⽪下注射し、
形成される腫瘍のサイズを測定した。 
・質量分析法による RPS19 結合タンパク質の網羅的同定 
 FLAG タグ融合型 RPS19 を発現させた HCT116 細胞から可溶性画分を回収し、抗 FLAG 抗体付
きビーズを⽤いて免疫沈降を⾏い、共沈降物を質量分析によって網羅的に同定した。 
・免疫沈降法によるタンパク質相互作⽤解析 
 HCT116 細胞に FLAG タグ融合型の RPS19、RPS17、RPS7、RPL11 あるいは HA タグ融合型
SET を発現させ、抗 FLAG 抗体を⽤いて免疫沈降を⾏った。沈降物と input に対してイムノブロ
ッティングを⾏うことで、タンパク質間相互作⽤を解析した。 
・siRNA を⽤いた発現抑制と核⼩体ストレス応答の解析 
 HFF2/T/E7/KRAS 細胞に siRNA を導⼊し、各種リボソームタンパク質を発現抑制した。その後、



 

低⽤量(5nM)のアクチノマイシン D(ActD)処理を⾏うことで、核⼩体ストレスを与え、12 時間後に
全細胞抽出液を回収し、イムノブロッティングあるいは RT-qPCR によって p53 および p53 標的遺
伝⼦である p21 の発現量を解析した。 
・Luciferase assay による p21 プロモーター活性の測定 
 種々の発現ベクターおよび p21 プロモーター配列を含むルシフェラーゼレポーターベクターを導
⼊した HCT116 p53 knockout 細胞の全細胞抽出液を回収し、ルシフェラーゼシグナルを測定する
ことで、p53 により誘導される p21 プロモーター活性を評価した。 
・クロマチン免疫沈降法(ChIP)による SET および RPS19 のクロマチン結合調査 

3×FLAG タグ融合型 RPS19 および SET を発現させた HCT116 細胞の抽出液に対し、抗 FLAG
抗体を⽤いて免疫沈降を⾏い、結合した DNA を精製し、qPCR によって RPS19 および SET の p21
プロモーター領域への結合量を調べた。 
 
【結果】 
・RPS19 はヒト細胞においてがん抑制活性を⽰す 

先⾏研究において、 siRNA により RPS19 を発現抑制し
た HFF2/T/E7/KRAS 細胞を⽤いた軟寒天コロニー形成試
験が⾏われた。その結果、RPS19 の発現抑制により軟寒天
培地中での巨⼤コロニーの形成が認められた(データは⽰
していない)。したがって、RPS19 がヒト正常細胞において
がん抑制活性を有する可能性が初めて⽰唆された。そこで、
同細胞に RPS19 に対する shRNA を導⼊して安定的に発
現抑制した細胞を樹⽴し、ヌードマウスにおける造腫瘍性
試験を⾏った。その結果、RPS19 安定発現抑制細胞を⽤い
た場合はコントロール細胞と⽐較して有意な腫瘍サイズの
増⼤が認められた (図 1)。以上から、RPS19 がヒト細胞に
おいてがん抑制的に機能することが強く⽰唆された。 

 
・RPS19 は p53 標的遺伝⼦ p21 の発現を制御する 

RPS19 に よ る が ん 抑 制 機 構 解 明 の た め 、
HFF2/T/E7/KRAS 細胞に各種 RP を発現抑制する siRNA
を導⼊し、その後アクチノマイシン D 処理を⾏うことで細
胞に核⼩体ストレスを与え、p53 および p21 の誘導量を調
査した。その結果、RPL11 を発現抑制すると核⼩体ストレ
スによる p53 誘導が減弱されるのに対し、RPS19 および
RPL26 の発現抑制は p53 誘導を増強した。⼀⽅で、RPL26
の発現抑制とは異なり、RPS19 の発現抑制では p21 の誘導
は増強されなかった(図 2A)。また、p21 の mRNA の誘導
においても同様の傾向が認められた(図 2B)。このことから、
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図 1. RPS19 はヒト細胞において
がん抑制活性を⽰す 
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図 2. RPS19 は p21 の発現を
mRNAレベルで制御する 

*; p < 0.05 (Student’s t-test)



 

RPS19 は p21 の発現を mRNA レベルで制御している可能
性が⽰唆された。p21 の mRNA の誘導においても同様の傾
向が認められた。このことから、RPS19 は p21 の発現を
mRNA レベルで制御している可能性が⽰唆された。 
 
・質量分析法による RPS19 新規結合因⼦ SET の同定 

新 規 が ん 抑 制 機 構 の 解 明 に 向 け 、 質 量 分 析 法 に よ り
RPS19 結合因⼦の網羅的探索を⾏った結果、p53 標的遺伝
⼦の転写を抑制する SET というがん遺伝⼦を同定し、これ
が他のリボソームタンパク質と⽐較して RPS19 特異的に結
合することを⾒出した(図 3A)。さらなる相互作⽤解析の結
果、RPS19 の R101、R102 のアミノ酸残基の変異により、
RPS19 と SET との結合が特異的に減弱することが明らか
となった(図 3B,C)。 
 
・RPS19 は SET との結合を介してがん抑制活性を発揮す
る可能性がある 

siRNA 耐性を付与した FLAG タグ融合型 RPS19 野⽣型
と RPS19 RA 変異体を安定発現させた HFF2/T/E7/KRAS
細胞に、RPS19 に対する siRNA を処理した上で軟寒天コ
ロニー形成試験を⾏った。その結果、RPS19-FLAG を安定
発現させていない細胞では、RPS19 の発現抑制によって巨
⼤コロニーが形成したが、RPS19-FLAG の安定発現によっ
て巨⼤コロニーの形成は抑えられた(図 4)。⼀⽅で、RPS19-
FLAG RA 変異体の安定発現は巨⼤コロニーの形成を抑え
なかった(図 4)。また、RPS19-FLAG あるいは RPS19-FLAG 
RA 変異体を安定発現させた HCT116 細胞を⽤いて軟寒天
コロニー形成試験を⾏った結果、野⽣型は巨⼤コロニーの
形成を抑えた⼀⽅で、RA 変異体は巨⼤コロニーの形成をむ
しろ促進した(データは⽰していない)。以上の結果から、
RPS19 のがん抑制活性において SET との結合が重要であ
ることが⽰唆された。 

 
・SET は p53 による転写活性化を抑制し、RPS19 はその SET の機能を阻害する 

SET は p53 による p53 標的遺伝⼦の転写活性化を抑制する報告があったため、p53 による転写
活性化に SET および RPS19 が及ぼす影響を Luciferase assay によって調査した。その結果、p53
によって活性化したシグナルは、以前の報告と⼀致して、SET の過剰発現によって 6 割ほどまで抑
制された。そして、RPS19 の共発現によって SET による抑制は⼗分に打ち消された(図 5A)。⼀⽅、
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図 3. RPS19 新規結合タンパク質
SET と RPS19 野⽣型および変異
体との結合 
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図 4. RPS19 野⽣型は巨⼤コロニ
ーの形成を抑制し、RPS19 RA変
異体は巨⼤コロニーの形成を抑制
しない 

***; p < 0.005 (Tukey-Kramer)



 

RPS19 RA 変異体は野⽣型と⽐較して SET による抑制を阻害する効果が減弱していた(図 5A)。以
上のことから、RPS19 は少なくとも部分的には SET との結合を介して SET による p53 転写抑制
を阻害し、p53 標的遺伝⼦の転写をポジティブに制御していることが⽰唆された。また、ChIP 法に
よって p21 プロモーター領域への SET および RPS19 の結合を調べた結果、当該領域に SET およ
び RPS19 が結合することが⽰唆された(図 5B)。以上の結果から、RPS19 は p21 プロモーター領域
で SET を阻害し、p53 による転写活性化をポジティブに制御している可能性が考えられる。 
 
【考察】 
 本研究の結果、RPS19 がヒト細胞においてがん抑制活
性を⽰すことが明らかとなった。さらに、そのがん抑制機
構の 1 つとして、RPS19 はがん遺伝⼦ SET と相互作⽤
し、SET による p53 転写抑制能を阻害している可能性が
⽰唆された。さらに、SET との結合が減弱した RPS19 
R101、R102 アミノ酸残基の変異体は野⽣型と⽐較して、
がん抑制活性を失っていた。このことから、RPS19 のがん
抑制活性における R101、R102 アミノ酸残基の重要性と
SET との相互作⽤の重要性が⽰された。本研究は DBA の
最も重要な原因遺伝⼦である RPS19 を新規がん抑制性リ
ボソームタンパク質として特徴付け、DBA の⾼い発がん
性を説明できる新たなリボソームタンパク質のがん抑制
機構を明らかにしたものと考えられる。 
 
 
第 2 章. GRWD1 による p53 転写活性化能の制御機構の解明 
 本学位論⽂の 2 章では、当研究室でがん遺伝⼦として特徴付けられてきた核⼩体タンパク質
GRWD1(Glutamate-rich WD repeat containing 1)による p53 制御機構を解析した。その結果、
GRWD1 が p53 と直接結合することで p53 標的遺伝⼦のプロモーター上にリクルートされ、当該領
域のクロマチンのオープネスを抑制することで、p53 転写活性化能を抑制することを明らかにした。
本研究結果は Journal of Biochemistry 誌にて論⽂発表している(発表論⽂ 1)。 
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