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緒言 

近年，我が国における乳癌の罹患患者数の増加は顕著であり，この疾患

は 2000 年以降，女性が最も罹患する癌となっている [1]。また，乳癌は原

発巣の治療後も 20-30%では転移・再発を認めるため，根治が困難であり，

転移・再発のリスクを少なくする治療法が広く研究されている [2,3]。 

癌細胞は正常細胞と比較し，様々な特徴を有している。大きな特徴とし

て，いびつな細胞形態やアポトーシスの回避，細胞の浸潤に伴う遠隔組織

への転移，異常な細胞増殖が挙げられる [4]。癌の浸潤転移や細胞増殖は

非常に複雑な生物学的過程を経ることから，その分子機構の解明は重要で

ある。細胞増殖が行われる際，タンパク質合成は必須の過程であり，タン

パク質を合成するためにはリボソーム生合成が重要である [5]。従って，

タンパク質合成とリボソーム生合成の関係を分子生物学的に理解するこ

とは，癌抑制に有効な手段であると考えられるが，その分子機構は十分に

分かっていない。 

Mammalian target of rapamycin (mTOR) は様々な生命現象やシグナル伝

達に関わっている phosphatidylinositol 3-kinase-related protein kinase (PIKK) 

familyの一分子である [6]。PIKK familyには他に ATM (ataxia telangiectasia 

mutated)，ATR (ATM- and Rad3-related)，DNA-dependent protein kinase 

catalytic subunit (DNA-PKcs)，suppressor with morphological effect on genitalia 

1 (SMG-1)，および TRRAP (trandformatin/transcription domain-associated 

protein) が含まれている [7]。mTOR は「mTOR 複合体 1」と「mTOR複合

体 2」の 2 つの複合体を構成する [8]。mTOR 複合体 1 は，mTOR，mLST8 

(GβL) および mTOR の制御因子である Raptorから構成されている。mTOR

複合体 2 は，mTOR 複合体 1 と同様に mTOR および mLST8 (GβL) を含ん
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でいるが，Raptor は含まれておらず，その代わりに rapamycin の標的因子

である Rictor が含まれている。mTOR 複合体 1は S6 kinase (S6K) のリン

酸化に関与し，細胞の成長やタンパク質合成に関与する [9]。これに対し，

mTOR複合体 2はAktのリン酸化に関与し，細胞死の調節を行っている [9]。 

Tel2 (telomere maintenance 2) は，DNA 複製チェックポイントや細胞増殖，

寿命などに関与しており，真核生物に広く保存されたタンパク質である 

[10]。近年，Tel2 が哺乳動物の PIKK family に結合し，その安定化に必須

の因子であることが報告された [11]。また，Tel2 は R2TP 複合体と協調し

て，mTOR を含む PIKK familyの安定化に関わっている [6,12]。 

R2TP 複合体は，系統的解析，プロテオーム解析，遺伝子解析により酵

母から同定されたタンパク質複合体で [13]，Hsp90 のマルチサブユニット

に Rvb1，Rvb2 (ヒトではそれぞれ Pontin および Reptin)，Tah1 (ヒトでは

RPAP3) そして Pih (ヒトでは PIH1D1) が結合することにより構成されて

いる [13-16]。また，R2TP 複合体に結合するタンパク質に Monad があり，

その R2TP 複合体との相互作用は癌細胞のアポトーシスを制御している 

[17-23]。 

R2TP 複合体の構成成分である PIH1D1 は，rRNA 遺伝子の発現に関与す

る因子であり [24]，不安定なタンパク質として知られている [15,16,22]。

また，PIH1D1 は Tel2 との結合領域を有していることから [6]，PIH1D1

は R2TP 複合体の主要な制御因子である可能性が示唆されている [25]。ま

た，PIH1D1 は骨肉腫細胞株である U2OS 細胞においてアポトーシスを抑

制し，細胞を生存させる働きがあることが報告されている [20] 

PIH1D1 以外の R2TP 複合体の構成成分である Pontin および Reptin は，

多くの生物で高度に保存された AAA+ATPase である [26]。Pontin および
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Reptinは，肝細胞癌や結腸癌，膀胱癌，悪性黒色腫などの癌細胞において

高発現していることから，癌治療の有効な標的として考えられている 

[27-31]。以上の知見から，PIH1D1 は癌の転移，再発に何らかの影響を与

えていると考えられるが，PIH1D1 の癌細胞における役割に関しては未だ

不明な点が多く残されている。 

癌治療における有効な手段として，異常な細胞増殖の抑制が挙げられる 

[32]。細胞増殖が行われる際，タンパク質合成は必須の過程である。また，

mTOR複合体 1 は rRNA の転写およびプロセシング，タンパク質の合成な

ど，リボソーム内で行われる様々な機能を調節している  [33]。RNA 

polymerase (Pol) I は rRNAの前駆体である 47S rRNA を 18S，5.8Sおよび

28S rRNA に翻訳する。Mayer らは，mTOR-S6K 経路が tripartile 

motif-containing protein-24を活性化し，Pol I と pre-rRNA との結合を促進す

ることにより rRNA の発現を促進することを報告した [34]。一方で，

mTOR-S6K 経路の活性化は，selectivity factor 1 (SL1) の rDNA 遺伝子プロ

モーター領域への結合を促進し，Pol I を活性化させることにより，rRNA

の発現を調節することが報告されている [35]。また近年，PIH1D1 が rRNA

の転写に関わっていることが報告された [24]。 

以上を背景に，本研究では PIH1D1 が mTOR を介した rRNA 転写に関わ

っている可能性について着目し，mTOR の調節における PIH1D1 の働きを

明らかにすることを目的に実験を行った。 
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材料と方法 

 

薬剤および抗体 

Rapamycin は Calbiochem (553210，La Jolla，CA) より購入した。 

抗 PIH1D1 抗体 (C-9) は Santa Cruz Biotechnology (sc-390810，Dallas，

USA) より購入した。抗 mTOR 抗体 (2972S)，抗 GβL 抗体 (3227S)，抗

Raptor 抗体 (24C12) (2280S)，抗 Rictor 抗体 (D16H9) (2140S)，抗 p70 S6 

kinase (S6K) 抗体(9202S)，抗 Phospho-S6K (Thr389) 抗体 (9205S)，抗 Akt

抗体  (9272S) および抗 Phospho-Akt (Ser473) 抗体  (9271S) は Cell 

Signaling Technology (Danvers ， USA) より購入した。抗 GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 抗体は Chemicon (MAB374，

Temecula，CA) より購入した。抗 Tel2 抗体は Rockefeller 大学の Dr. T. de 

Lange および Dr. H. Takai より譲渡して頂いた。抗 Flag (M2) 抗体は Sigma 

Aldrich (F3040，St. Louis，MO) より購入した。 

 

細胞培養 

1) 乳癌細胞株 

乳癌細胞株 (MDA-MB-231，SKBr，BT549，MDA-MB-231，T47 および

MCF-7) は American Type Culture Collection (Manassas，USA) より購入した。

培養は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM: 1.0 g/l Glucose，L-グル

タミン，ピルビン酸含有，Sigma Aldrich，D6046) に 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS：ジャパン・バイオシーラム，広島) および抗生物質 (100 μg/ml 

streptomycin， 100 units/ml penicillin， 250 ng/ml amphotericin B， Life 

Technologies，15240-06，California，USA) を添加した培地を用いて 37℃，
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5%CO2気層下で行った。 

 

2) HEK293 細胞 

HEK293 細胞は DMEM (Sigma Aldrich) に 10% FBS (ジャパン・バイオシ

ーラム) および抗生物質 (100 μg/ml streptomycin，100 units/ml penicillin，

250 ng/ml amphotericin B，Life Technologies) を添加した培地を用いて37℃，

5%CO2気層下で培養した。 

 

3) 正常ヒト乳腺上皮細胞 

正常ヒト乳腺上皮細胞 (HMEC: Normal Human Mammary Epithelial cells) 

は Lonza (CC-2551，Walkersville，USA) より購入し，乳腺上皮細胞基本培

地  (Lonza，CC-3151) および乳腺上皮細胞添加因子セット  (Lonza，

CC-4136) を用いて 37℃，5%CO2気層下で培養した。 

 

遺伝子導入 

HEK293 細胞を 60 mmの細胞培養皿 (Iwaki，13-002-004，千葉) に播種

し 24時間培養した。Flag-mTOR vector (東京大学 Dr. N. Mizushima より供

与) [36] を，Lipofectamin 2000 (Life Technologies，12566014) を用いて

HEK293 細胞に導入した。遺伝子導入 4 時間後に通常の細胞培養液に交換

し，48時間培養を続けた。 

 

タンパク質抽出 

培養後の細胞を細胞溶解バッファー (0.3% CHAPS，120 mM NaCl，5 mM 

EDTA，10% glycerol および 20 mM Tris，pH7.4) に protease inhibitor cocktail 
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(Roche，05892791001,Basel，Switzerland) を添加し，細胞を溶解した。

10,000×g で 20 分間遠心分離し，上清のみを集めタンパク質抽出液を作製

した。得られたタンパク質抽出液中の総タンパク質濃度はクマーシーブル

ーを使用したブラッドフォード法 [37] により定量した。 

 

SDS-PAGE 

総タンパク質にサンプル溶液 [0.25 mol/l Tris-HCl (pH 6.8)，8% (w/v) 

SDS，40% (w/v) Glycerol，0.02% (w/v) BPB，20% (v/v) 2-Mercaptoethanol] を

加え，95℃で 5分間熱処理を行った。7.5～12%のポリアクリルアミドゲル

にタンパク質溶液を填入したの後，20 mA の電流を加えることによりタン

パク質を泳動した [18]。 

 

Western Blotting 

SDS-PAGE により分離したタンパク質を，100 V の電圧を 1 時間加える

ことにより Polyvinylidene Difluoride Membrane (PVDF；Millipore，Billerica，

USA) に転写した。一次抗体と反応させた後，化学発光法 (ECLおよびECL 

plus，Amersham，UK) により検出した [38]。 

 

免疫沈降法 

免疫沈降法を通法に従って行った [39]。前述のタンパク質抽出法に従い

タンパク質抽出液を作製した。各タンパク質抽出液の試料についてタンパ

ク質濃度を揃え，目的のタンパク質の抗体もしくは mouse (sc-2025) およ

び rabbit (sc-2027) の normal IgG (Santa Cruz Biotechnology) によりコート

された A/G アガロースビーズ (Pierce，20421，Rockford，USA) を加え，4℃
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で 6時間撹拌し反応させた。反応後，200×g で 2分間遠心分離して上清を

取り除き，上記の細胞溶解バッファーで 3回洗浄した後，ラムリー溶液を

加えて 95℃，5分間熱処理を行ない，アガロースビーズに結合しているタ

ンパク質を分離した。タンパク質の検出には前述の SDS-PAGE および

Western blotting を用いた。 

 

siRNA による遺伝子のノックダウン 

Tel2 および PIH1D1 の siRNA は Qiagen (Hilden，Germany) より購入し

た。それぞれのターゲット配列を以下に示す。 

5′-CAGGGCACGGGCTCTCAGAAA-3′ (Tel2-siRNA 1) 

5′-CCTACGACGTAGCTGTCAATT-3′ (Tel2-siRNA 2) 

5′-CCCGCTGCAGATCAACTCTCA-3′ (PIH1D1-siRNA) 

これら siRNA を，Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies，13778150) 

および Opti-Mem Reduced-Serum Medium (Life technologies，31985) と混合

し，室温にて 20 分間反応させ，DNA-リポソーム複合体を形成後に細胞を

含む培養液に添加し，37℃ 5%CO2気層下にて培養した。コントロールと

して，AllStars Negative Control siRNA (Qiagen，SI03650318) を用いた [18]。 

 

テトラサイクリン調節性 PIH1D1高発現株の樹立 

レンチウイルスベクターを用いて定常発現株の作製を行った。PIH1D1

遺伝子をエントリーベクターである pENTR/D TOPO に導入した後，

Gateway system (Invitrogen) を 用 い て 発 現 ベ ク タ ー で あ る

pLenti6.3/V5-DEST に組み込み，PIH1D1 遺伝子を含有するレンチウイルス

ベクターを作製した。作製したベクターおよび pLenti3.3/TR を ViraPower 
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packaging mix (Invitrogen) を用いて 293FT 細胞に導入し，目的の遺伝子が

含まれるレンチウイルスを作製した。MCF-7細胞に作製した pLenti3.3/TR

を含むウイルスを感染させ，geneticin (pLenti3.3/TR)により薬剤選択をした

後， pLenti6.3/V5-DEST を含むウイルスに感染させ，blasticidin を用いた

薬剤選択により定常発現株の作製を行った [40]。  

 

Pre-rRNAに対する定量性 RT-PCR 法 

定量性 RT-PCR (RT-qPCR) を通法に従って行った [39]。cDNA の増幅に

はMurayama らの報告 [41] に従い以下のプライマーを用いた。 

pre-rRNA 

Forward: 5’-GAACGG TGGTGTGTCGTTC-3’ 

Reverse： 5’-GCGTCTCGTCTCGTCTCACT-3’ 

βアクチン 

Forward： 5’-ATCGTCCACCGCAAATGCTTCTA-3’ 

Reverse: 5’-AGCCATGCCAATCTCATCTTGTT-3’ 

検出した結果は，ABI PRISM 7900ソフトウェア (Applied Biosystems) を

用いて，pre-rRNA の遺伝子発現量を β アクチンで補正した Normalized 

Quantityを比較解析した。 

 

統計解析 

実験結果は平均値±標準偏差で表し，各試料間群における有意差検定を，

一元配置分散分析 (ANOVA) 後に Tukey法を用いて行った。分析ソフトに

は Graph Pad Instat (Graph pad Software inc，San Diego，USA) を用いて，有

意水準は α=0.05 に設定した。 
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結果 

 

乳癌細胞株における PIH1D1の発現 

各ヒト乳癌細胞株における PIH1D1 の発現量を，Western blotting 法によ

り検討した結果，すべて (6 株) のヒト乳癌細胞株において PIH1D1 の発

現を認めた。特に，MDA-MB-231，SKBr，MDA-MB-231，T47 および MCF-7

では PIH1D1 の高い発現を認めた。これに対してヒト正常乳腺上皮細胞 

(HMEC) およびヒト乳癌細胞株の一つであるBT549ではPIH1D1の発現量

は低かった (Fig. 1)。 

 

乳癌細胞株における RPAP3 の発現 

R2TP 複合体の構成成分である RPAP3 の発現量を，Western blotting 法に

より検討した結果，ヒト乳癌細胞株およびヒト正常乳腺上皮細胞において，

RPAP3 の発現量に有意な差を認めなかった (Fig. 1)。 

 

細胞溶解バッファーの決定 

mTOR は Raptor および Rictor と複合体を形成している [8]。これらの複

合体は 1% Triton X-100 を含有する細胞溶解バッファーを用いると細胞溶

解バッファー中で容易に解離されるが，0.3% CHAPS を含有する細胞溶解

バッファーであれば解離されないことが報告されている [42]。 

免疫沈降法に使用する細胞溶解バッファーを決定する目的で，HEK293

細胞に Flag-mTOR vector を遺伝子導入後，CHAPS あるいは Triton X-100

含有の細胞溶解バッファーを用いてタンパク質を抽出し，PIH1D1 と

mTOR の結合を検出した。その結果，CHAPS 含有の細胞溶解バッファー
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を用いた群では PIH1D1 と mTORの結合が確認されたが，Triton X-100 含

有の細胞溶解バッファーを用いた群では結合が確認されなかった (Fig. 2)。

以上の結果から，以下の実験では CHAPS 含有の細胞溶解バッファーを用

いた。 

 

PIH1D1の mTOR 複合体への結合 

乳癌細胞株である MCF-7 内における PIH1D1 と mTOR の結合を免疫沈

降法により検討した結果，PIH1D1 と mTORは内因性に結合していること

が明らかとなった (Fig. 3A)。 

mTOR は，Raptor を含む mTOR 複合体 1 と Rictor を含む mTOR 複合体

2 を構成している [8]。MCF-7 細胞内において PIH1D1 がこれら複合体の

どちらか，もしくは両方と結合するかを検討する目的で，抗 PIH1D1 抗体

を用いた免疫沈降を行った後に，抗 Raptor 抗体および抗 Rictor 抗体を用

いたWestern Blotting解析を行った。その結果，PIH1D1はRaptorに結合し，

Rictorに結合しないことが確認された (Fig.3B)。また，抗 Raptor 抗体およ

び抗 Rictor 抗体を用いて免疫沈降を行った後，抗 PIH1D1 抗体および抗

mTOR 抗体を用いて Weseten Blotting 解析を行ったところ，同様の結果が

得られた (Fig. 3C)。 

 

Tel2と mTOR 複合体との結合 

PIH1D1 は RT2P 複合体の構成成分であるが，RT2P 複合体は Tel2 と結

合することにより mTOR を活性化させる [6]。また，Tel2 は mTOR 複合体

1および mTOR 複合体 2の両方と結合する [11]。 
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乳癌細胞株において Tel2 が mTOR 複合体と結合するかを確認する目的

で，MCF-7細胞を用いて Tel2 と mTOR 複合体の結合を抗 Raptor 抗体およ

び抗 Rictor 抗体を用いて免疫沈降を行った後に，抗 Tel2 抗体用いた

Weseten Blotting 解析を行った。その結果，Tel2 は乳癌細胞株においても

Raptorおよび Rictor の両方と結合することが示された (Fig. 4)。 

 

PIH1D1の mTOR 複合体に対する作用 

mTOR複合体 1 は S6K のリン酸化に関与し，mTOR 複合体 2 は AKT の

リン酸化に関与している [8]。PIH1D1 がこれら mTOR 複合体の機能に関

与しているかを検討する目的で，PIH1D1 の Small interfering RNA (siRNA) 

を用いた遺伝子のノックダウン実験を行った。 

設計した siRNA が乳癌細胞株に作用するかを確認する目的で，MCF-7

細胞にPIH1D1の siRNAを導入し，抗PIH1D1抗体を用いたWestern Blotting

解析により PIH1D1の発現量を検討した。その結果，siRNAの作用により，

MCF-7 細胞内の PIH1D1 の発現量は検出限界以下まで抑制された (Fig. 5)。

しかしながら，PIH1D1 の siRNA は，mTORの発現量には影響を及ぼさな

かった (Fig. 5)。また，PIH1D1 の抑制に伴い，S6K のリン酸化は S6K の

総量に影響せずに抑制された (Fig. 5)。 

PIH1D1 の抑制による mTOR 複合体 2 への作用を確認する目的で，

MCF-7 細胞の AKT のリン酸化を検討した結果，PIH1D1 の発現抑制によ

る AKT のリン酸化への関与は認めなかった (Fig. 5)。これらの結果から，

PIH1D1 は mTOR 複合体 2の活性化には重要でないことが示唆された。 

 

Tel2の mTOR 複合体に対する作用 
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Tel2 は S6K および Akt の両方のリン酸化に関与している [11]。乳癌細

胞において Tel2 が mTOR 複合体の機能に関与しているかを検討する目的

で，Tel2 の siRNA を用いた遺伝子のノックダウン実験を行った。その結

果，乳癌細胞においても Tel2 は S6K および Akt の両方のリン酸化に関与

していることが示された (Fig. 6)。また，Tel2 の発現抑制により mTOR の

発現量は低下した (Fig. 6)。 

 

PIH1D1遺伝子ノックダウンによる mTOR 活性抑制のレスキュー実験 

siRNA が PIH1D1 以外の部位に作用し，S6K のリン酸化に関与している

可能性を否定する目的で，PIH1D1 遺伝子ノックダウンによる mTOR 活性

抑制のレスキュー実験を行った。はじめに，MCF-7 細胞を用いてテトラサ

イクリン調節性 PIH1D1 高発現株を作製した (Fig. 7A)。 

この PIH1D1 高発現株に siRNA を添加した結果，PIH1D1 の発現は抑制

され，それに伴い S6K のリン酸化も抑制された (Fig. 7B)。ドキシサイク

リンの添加により PIH1D1 の発現は回復し，それに伴い S6K のリン酸化も

回復した (Fig. 7B)。 

 

PIH1D1による mTOR 複合体 1活性化のメカニズム 

PIH1D1 遺伝子をノックダウンした MCF-7 細胞内における mTOR 複合

体の状態を免疫沈降法により検討した。PIH1D1 遺伝子のノックダウンに

より MCF-7 における GβL および Raptor の発現量は変化しなかった (Fig. 

8A)。しかしながら，抗 Raptor 抗体を用いた免疫沈降の結果，GβL の量は

有意に減少した (Fig. 8B)。それに対し，抗 Rictor 抗体を用いた免疫沈降

の結果，GβL の量は変化がなかった (Fig. 8C)。これらの結果から，PIH1D1
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の発現が抑制された細胞における mTOR 複合体の部分的な解離は，mTOR

複合体 2 ではなく，mTOR複合体 1 において起こっていることが示唆され

た (Fig. 8D)。 

 

PIH1D1の発現抑制が rRNAの転写に及ぼす影響 

乳癌細胞株において PIH1D1が rRNAの転写に及ぼす影響を検討する目

的で，MCF-7の pre-rRNA を RT-qPCR を用いて検出した。はじめに，siRNA

により PIH1D1 遺伝子の発現を抑制した場合に，pre-rRNA 量が減少するか

否かを検討した。その結果，PIH1D1 遺伝子の発現抑制により pre-rRNA 量

は有意に減少した (Fig. 9)。このことから PIH1D1 が rRNA 転写調節に関

与していることが確認された。次に mTOR の阻害薬である Rapamycin (20 

nM) を添加し，pre-rRNA 量が減少するか否かを検討した。Rapamycin の

添加により，コントロール siRNA群で pre-rRNA量は著明に減少した (Fig. 

9)。このことから，mTORの抑制が rRNA 転写調節に関与していることが

確認された。最後に Rapamycin により mTOR を抑制したうえで，siRNA

により PIH1D1 遺伝子の発現を抑制した。その結果，コントロール siRNA

群および PIH1D1 siRNA 群の間に有意差を認めなかった (Fig. 9)。このこ

とから，PIH1D1 は mTOR依存的に rRNA の転写を調節することが示され

た。 
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考察 

タンパク質合成の異常な活性化や細胞増殖は，腫瘍形成の重要な因子と

なる [4]。一般的な正常細胞と比較して，腫瘍細胞は形態や核が大きくな

っている [4]。これらの腫瘍細胞の表現型は，腫瘍細胞内においてリボソ

ーム生合成が促進していることを示唆している [43,44]。mTOR 複合体 1

のシグナル伝達物質は多くの癌因子や癌抑制因子を含んでおり，癌におい

て重要な働きを有している [8]。また，種々の癌細胞では mTOR 複合体 1

が活性化されている [45]。mTOR 複合体 1はリボソーム生合成におけるタ

ンパク質合成および rRNA 合成の両方に関与している [33-35]。これらの

報告から，mTOR複合体1を介したリボソーム生合成の制御機構の解明は，

腫瘍形成を制御する技術に繋がることが期待される。 

本研究において，乳癌細胞には不安定なタンパク質である PIH1D1 [16] 

が高発現していることが示された (Fig. 1)。PIH1D1 は，R2TP 複合体の構

成成分である RPAP3 によって安定化されていることが報告されている 

[22]。しかしながら，乳癌細胞において RPAP3 の高発現は認めなかった 

(Fig. 1)。これらのことから，乳癌細胞において RPAP3 以外にも PIH1D1

を安定化させる因子が存在している可能性が示唆される。また，本研究で

は乳癌細胞 (MCF-7細胞株) を用いて PIH1D1がmTORと結合することを

明らかにした。このことから，乳癌細胞では PIH1D1 は mTOR に対して何

らかの作用を有していることが示唆される。本研究では乳癌細胞株に着目

して実験を進めたが，mTOR 複合体 1 は乳癌以外の種々の癌にも高発現し

ていることから [45]，口腔に発生する主要な癌である扁平上皮癌において

も mTOR 複合体 1 が高発現している可能性がある。今後，口腔の扁平上
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皮癌におけるmTOR複合体 1および PIH1D1の発現を検討していくことは

歯学研究の観点からも興味深い。 

mTORを含む PIKK familyは，Tel2 と R2TP 複合体が協調することによ

り安定化されているが [6,12]，その詳細なメカニズムは明らかになってい

ない。そこで，PIH1D1が mTOR 複合体 1 あるいは mTOR 複合体 2のどち

らに，もしくは両方に結合しているか否かを検討した。抗 Raptor 抗体を

用いた免疫沈降の結果，PIH1D1 は検出されたが，抗 Rictor 抗体を用いた

場合には PIH1D1 は検出されなかった。また，抗 PIH1D1 抗体を用いた免

疫沈降では，Raptor および mTOR は検出されたものの，Rictor は検出され

なかった。これらの結果から，乳癌細胞では PIH1D1 は mTOR 複合体 1

のみと結合していることが示唆された。また，本実験で Tel2 は Raptor お

よび Rictor と結合した (Fig. 4)。HeLa 細胞および HEK293T 細胞でも同様

の報告があることから [11]，乳癌細胞株を含む細胞株において Tel2 は

mTOR 複合体 1 および mTOR 複合体 2 の両方に結合していることが示唆

される。 

本実験において，PIH1D1 は mTOR 複合体 1 を活性化させたものの，

mTOR 複合体 2 には影響を与えなかった。mTOR 複合体 2 は mTOR 複合

体 1 による負のフィードバックを受けていることが報告されている [8]。

rapamycin を用いて乳癌細胞内の mTOR 複合体 1 の発現を抑制した結果，

過去の報告と同様に [8] Aktの発現は促進した (data not shown)。これらの

ことから，PIH1D1 による mTOR複合体 1 への作用は mTOR 複合体 2への

負のフィードバックを打ち消していることが示唆される。興味深いことに，

近年 Fernandez らによって骨髄腫細胞を用いた同様の現象が報告されてお

り [46]，今後の詳細なメカニズムの解明が期待される。 
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PIH1D1遺伝子のノックダウンによりmTORの総量に影響せずmTOR複

合体 1の活性が有意に低下した (Fig. 5)。遺伝子ノックダウンの実験に使

用した siRNA が PIH1D1 以外の部位に作用し，S6K のリン酸化に関与して

いる可能性を否定する目的で，テトラサイクリン調節性 PIH1D1 高発現株

を作製した。この細胞では通常，テトラサイクリンリプレッサーが作用し

ているため，PIH1D1 遺伝子の発現は通常の MCF-7細胞と変わらない。一

方，テトラサイクリン系抗生物質の一種であるドキシサイクリンを添加す

ることにより，テトラサイクリンリプレッサーの働きが阻害され PIH1D1

遺伝子が高発現する。siRNA により一旦抑制された PIH1D1 遺伝子の発現

は，ドキシサイクリンの添加により PIH1D1 遺伝子が強制発現され，siRNA

の作用を打ち消すことが可能となる。本研究では，実際に siRNA の作用

によりドキシサイクリンを添加していない細胞では PIH1D1遺伝子の発現

は検出限界以下まで抑制されており，それに伴う S6K のリン酸化も抑制

された (Fig. 7B)。しかしながら，ドキシサイクリンによる PIH1D1 遺伝子

の強制発現により siRNA による PIH1D1 遺伝子の抑制は打ち消され，それ

に伴う S6K のリン酸化も回復した (Fig. 7B)。このことから siRNA による

PIH1D1遺伝子の抑制が S6Kのリン酸化を抑制していることが確認された。

この知見に加え，Tel2-R2TP 複合体が mTOR の安定化を行っていること 

[6,12]，乳癌細胞においても Tel2 が mTOR を安定化させていることから 

(Fig. 6)，乳癌細胞において PIH1D1 が mTOR の安定化以外のメカニズムを

介して mTOR 複合体 1の活性を制御している可能性が示唆された。MCF-7

細胞内で PIH1D1 遺伝子の発現を抑制することにより，mTOR 複合体 1の

部分的な解離が生じたことから (Fig. 8) ，PIH1D1 は mTOR 複合体の複合
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体形成を制御することにより，mTOR 複合体 1の活性を制御していると考

えられる。 

mTORは少なくとも 2つの経路でリボソーム生合成を調節している。そ

のうちの 1 つがリボソームタンパク質の mRNA 発現量を促進する経路で

あり，もう 1 つが rRNA 合成を促進する経路である。PIH1 が rRNA 遺伝

子を促進していること [24]，および mTOR 複合体 1 がリボソーム生合成

やタンパク質合成において主要な役割を担っていること [9] に加えて，本

研究においてPIH1D1の発現抑制によりS6Kのリン酸化が有意に抑制され

たことから，PIH1D1 は rRNA の転写を制御している可能性に着目した。 

実際に，MCF-7 細胞における pre-rRNA の発現量は，PIH1D1 によって

mTOR依存的に制御されていることが示された (Fig. 9)。しかしながら，

乳癌細胞において PIH1D1のmTOR調節機構は PIH1D1が直接的に mTOR

複合体 1 に作用する経路に加えて，PIH1D1 を含む R2TP 複合体が Tel2 と

協調して mTOR 複合体に作用する経路が存在する可能性が考えられる 

(Fig .5，6) 。しかしながら，本実験系 (Fig. 9) では，Tel2 を介した mTOR

による rRNA転写調節の可能性は考慮されていない。mTOR依存的な rRNA

の転写調節に関して，PIH1D1 の直接的な作用，もしくは Tel2-R2TP 複合

体を介した作用のどちらがより重要であるかを明らかにするためには更

なる検討が必要である。 

Zhaiらは nucleolar remodeling complex (NoRC) のサイレンシングに注目

し，NoRC による rRNA 遺伝子サイレンシングの抑制を解除する因子とし

て PIH1D1 を発見した [24]。本研究により，pre-rRNA の転写は mTOR に

より促進されることが示されたため，PIH1D1 による pre-rRNA の転写は

mTOR依存的であると考えられる (Fig. 10)。Proud らは，mTORは核小体
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に存在し，pre-rRNA のプロセシングは mTOR 依存的であることを報告し

た [47]。PIH1D1 および Pontin は核小体に存在する [48,49]。一方で Houry

らは，R2TP 複合体が直接的に pre-rRNA のプロセシングを促進することを

報告している [16]。 

Kimらは Cancer Genome Atlasのデータセットを用いたメタ分析を行い，

R2TP複合体のmRNA量が正常細胞と比較して乳癌細胞で有意に高いこと

を報告した [50]。彼らは R2TP 複合体の高発現が mTOR 複合体 1 のシグ

ナルや代謝を活性化し，腫瘍の細胞増殖に重要であることを示唆している。

mTOR複合体 1 はリボソーム生合成や代謝に重要であるだけでなく，細胞

死にも関わっている [9]。Choi らは MVF-7 細胞において S6K の阻害が，

糖の欠乏に伴う細胞死を惹起することを報告した [51]。本実験において，

MCF-7 細胞における PIH1D1 遺伝子のノックダウンは，細胞の生存を制御

する Akt に影響を与えず (Fig. 5)，細胞生存率にも影響を与えなかった 

(data not shown)。これらの結果から，乳癌細胞では PIH1D1 は細胞生存機

構を制御する主要な因子ではないことが考えられる。今後，R2TP 複合体

および PIH1D1 の細胞生存機構における役割について，更なる検討が必要

と考える。 

本研究の結果，および近年報告されている Tel2-R2TP 複合体の mTOR

複合体 1 に対する役割，つまり Pontin や Reptin が Tel2 の活性を制御し，

mTORに働きかけること [52-54] を考慮すると，mTOR複合体 1は PIH1D1

の直接的な標的因子であると考えられる。mTOR複合体は，癌治療におい

て効果的な標的因子であり [8]，R2TP複合体を阻害することによる mTOR

の抑制が，抗癌作用をおよぼすことが報告されている [23]。しかしながら，

R2TP 複合体の構成成分には正常細胞に含まれている因子もあるため，
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R2TP 複合体そのものを標的とした治療法では副作用が大きくなってしま

う可能性がある。PIH1D1 は正常細胞での発現が低いため (Fig .1)，PIH1D1

を選択的に阻害し，mTOR複合体 1 の作用であるリボソーム生合成を抑制

することにより，副作用の少ない治療技術が可能になるかもしれない 

(Fig. 11)。今後の研究の進展が，PIH1D1 と mTOR 複合体 1 の関係をより

明らかにし，新たな乳癌の治療技術の開発に繋がることが期待される。 
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Fig. 1： ヒト乳癌細胞株における PIH1D1および RPAP3の発現 

ヒト正常乳腺上皮細胞（HMEC）およびヒト乳癌細胞株（MDA-MB-231，SKBr，

BT549，MDA-MB-231，T47およびMCF-7）におけるPIH1D1およびRPAP3の発

現を，Western blotting法により検出した。各試料の内部標準にはGAPDHを用

いた（Normal：ヒト正常乳腺上皮細胞，Cancer：ヒト乳癌細胞株）。 
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Fig. 2: 細胞溶解バッファーの決定 

HEK293 細胞に空 vector もしくは Flag-mTOR vector を遺伝子導入した。導

入後 48時間で細胞を 0.3% CHAPSもしくは 1% Triton X-100含有の細胞溶

解バッファーを用いて溶解した。抗 Flag 抗体を用いて免疫沈降した後，

抗 PIH1D1 抗体，抗 Raptor 抗体および抗 Flag 抗体を用いて Western blotting

を行った。 
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Fig. 3: 乳癌細胞株における PIH1D1と mTOR の結合 

MCF-7 細胞を 0.3%CHAPS 含有の細胞溶解バッファーを用いて溶解した。 

(A，B) 抗 PIH1D1 抗体および normal mouse IgG を用いて免疫沈降を行っ

た後，(A) 抗 PIH1D1 抗体および抗 mTOR 抗体，もしくは (B) 抗 Raptor

抗体および抗 Rictor 抗体を用いて Western blotting を行った。 

(C) 抗 Raptor 抗体，抗 Rictor 抗体および normal rabbit IgG を用いて免疫沈

降を行った後，抗Raptor抗体，抗Rictor抗体，抗mTOR抗体および抗PIH1D1

抗体を用いて Western blotting を行った。 
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Fig. 4: 乳癌細胞株における Tel2 と mTOR 複合体の結合 

MCF-7 細胞を 0.3%CHAPS 含有の細胞溶解バッファーを用いて溶解した。

抗 Raptor 抗体，抗 Rictor 抗体および normal rabbit IgG を用いて免疫沈降を

行った後，抗 Tel2 抗体を用いて Western blotting を行った。 
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Fig. 5: 乳癌細胞内における PIH1D1遺伝子に対する siRNA が PIH1D1の

発現に及ぼす影響 

MCF-7 細胞に PIH1D1 の siRNA を血清非存在下で 48 時間作用させた後，

2時間血清による刺激を加えた。刺激後に mTOR 複合体 1 (mTORC1) の活

性を示す S6K および mTOR 複合体 2 (mTORC2) の活性を示す Akt のリン

酸化を Western blotting 法により検討した。 
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Fig. 6: 乳癌細胞内における Tel2 遺伝子に対する siRNA が mTOR 複合体

の活性に及ぼす影響 

MCF-7 細胞に Tel2 の siRNA を血清非存在下で 48 時間作用させたのち 2

時間血清による刺激を加えた。刺激後に mTOR 複合体 1 (mTORC1) の活

性を示す S6K および mTOR 複合体 2 (mTORC2) の活性を示す Akt のリン

酸化を Western blotting 法により検討した。 
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Fig. 7: PIH1D1 遺伝子ノックダウンによる mTOR 活性抑制のレスキュー

実験 

(A) テトラサイクリン調節性 PIH1D1 高発現株の模式図。 

(B) テトラサイクリン調節性 PIH1D1 高発現株に PIH1D1 遺伝子に対する

siRNAを血清 (Serum) 非存在下，ドキシサイクリン (DOX) 存在・非存在

下で 48時間作用させたのち 2時間血清による刺激を加えた。刺激後に S6K

のリン酸化を Western blotting 法により検討した。 
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Fig. 8: 乳癌細胞における PIH1D1遺伝子のノックダウンがmTOR複合体

の構成に及ぼす影響 

MCF-7 細胞に PIH1D1 の siRNA を導入した 48時間後の (A) Raptor，Rictor

およびGβLの発現量 (B) mTOR複合体1の構成 (GβLとRaptorの結合) (C) 

mTOR複合体 2の構成 (GβLと Rictorの結合) をWestern blotting法により

検討した。図中の IgG は抗 GβL 抗体の非特異的な結合を示す。(D) PIH1D1

遺伝子をノックダウンした MCF-7 細胞における mTOR 複合体の模式図。 
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Fig. 9: PIH1D1 の発現抑制が rRNAの転写に及ぼす影響 

MCF-7細胞にRapamycin (Rapa，20 nM) 存在，非存在下で PIH1D1の siRNA

を導入した。導入 48時間後の pre-rRNA量を RT-qPCRを用いて測定した。

データは β-actin の mRNA 量に従って補正した。グラフの値は平均値およ

び標準偏差を示す (n=4)，*:P<0.01 vs. control (Rapa 非存在下) (ANOVA: 

Tukey test) 
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Fig. 10: 乳癌細胞における PIH1D1の作用 

本研究および過去の報告から PIH1D1はリボソーム生合成の様々なステッ

プに関与している可能性が示唆される。 

(I) mTOR 複合体 1の活性化 (本実験結果より) 

(II) rRNA の転写 [24] 

(III) rRNA のプロセシング [16] 
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Fig. 11: 今後の展望 

PIH1D1 を選択的に阻害し，mTOR 複合体 1 の作用であるリボソーム生合

成を抑制することにより，乳癌細胞の細胞増殖を特異的に抑制する技術の

開発が期待される。 


