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序章 

 

本研究の目的 

本研究は、核小体構造・機能制御の分子基盤を解明することを目的とする。核小体はリ

ボソーム生合成を担う真核生物特有の核内構造体である。核小体の内部には rRNA の鋳型

となる rRNA 遺伝子が密集しており、そこから rRNA の転写、rRNA 前駆体のプロセッシ

ング、最終的にはリボソームタンパク質のアセンブリーが行われ、成熟したリボソームサ

ブユニットが核外へ運ばれ、機能的なリボソームが形成される。細胞の増殖はリボソーム

生合成の活性と密接に関連しており、過剰な活性化は細胞のがん化に繋がると考えられる。

また、核小体は外界のさまざまな刺激に応答して、その機能が抑制されること (Boulon et 

al., 2010) が明らかとなってきており、細胞が外界の環境変化に応じてエネルギー浪費を抑

えていると見られる。また、細胞内で起きているすべての転写のうち、約 50％を rRNAの

転写が占めており (Moss and Stefanovsky, 2002) 、核小体の機能抑制はエネルギーを節約す

る上で効率の良い仕組みであると考えられる。 

リボソーム生合成の分子機構については、rRNA転写、rRNAプロセッシングなど、個々

の過程の研究は非常に良く進んでいる。その一方で、rRNA 転写からプロセッシング、プ

ロセッシングからリボソームアセンブリーというように、各過程の関わり合い、つまり 3

つの過程がどのような分子機構で協調的に行われているかは不明な点が多い。その中で、

rRNAプロセッシングに関わる因子が rRNA転写の亢進に寄与しているという報告 (Fath et 

al., 2000) があるが、その分子機構は不明である。リボソーム生合成を包括的に理解する上

で、核小体の構造制御機構を知ることは重要である。なぜなら、リボソーム生合成の活性

は、核小体構造の成熟度を反映しているからである。つまり、リボソーム生合成が停止す

る分裂期では核小体構造は崩壊し、リボソーム生合成の活性が回復する G1期初期に、核小

体構造は再形成する。従って、リボソーム生合成の活性は、核小体構造によって制御され

ている可能性がある。 

G1 期初期には、 rRNA プロセッシング因子などの RNA-タンパク質複合体 

(ribonucleoprotein, RNP) が核質中の複数の焦点 prenucleolar body (PNB) に集合する。そし

て、RNPが PNBから rRNA遺伝子を含む特定の染色体領域 nucleolar organizer region (NOR) 

に集合することで、成熟した核小体構造が形成される。しかしながら、RNP が NOR に集

合する分子機構は明らかになっていない。また、分裂期において核小体構造が崩壊する分
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子機構も明らかになっていない。本研究の最終目標は、核小体構造を制御する因子を同定

し、それによる核小体構造制御の分子基盤を明らかにすることである。核小体構造制御の

分子基盤が明らかになれば、リボソーム生合成の制御が可能となり、がんなどの疾病治療

技術の開発に貢献できるだろう。 

 

 

核小体研究の歴史 

核小体は 1830 年代に初めてその存在が確認された。細胞周期を通じた核小体の構造変

化の様子が初めて報告されたのは 1898年の Montgomeryによるもので、核小体が分裂期で

崩壊し、間期に再形成されることが報告された (Montgomery, 1898) 。その後、Heitzおよ

び McClintock によって、核小体が特定の染色体領域に形成されることが明らかにされた 

(Heiz, 1931; McClintock, 1934) 。1960 年代になって、核小体の単離方法が確立されると 

(Vincent, 1953; Maggio et al., 1963; Busch et al., 1963) 、核小体研究は単離核小体を用いた

rRNA転写や rRNAプロセッシングの解析が主流となった。一例を挙げると、rRNAに相補

的な配列を持つ U3 snoRNAが同定され (Calvet and Pederson, 1981) 、さらにその機能が 45S 

rRNA前駆体の最初の切断に関与することが明らかとなった (Kass et al., 1990) 。また、ヒ

ト培養細胞から高純度な核小体が単離されたこと (Soeiro and Basile, 1973) で、核小体に含

まれるタンパク質も明らかとなってきた (Mamrack et al., 1979; Ochs et al., 1985) 。1990年

代になると、核小体研究は nucleophosmin/B23、nucleolin/C23、そして fibrillarinなどの個々

の核小体タンパク質に焦点が当てられ、それらの細胞周期を通じた挙動を蛍光免疫染色法

や、GFPなどの蛍光タンパク質を融合した融合タンパク質を発現させた生細胞を用いたリ

アルタイムイメージ解析で追跡する研究が主流となった。特に、2000 年から 2002 年にか

けては、FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching: 蛍光退色後回復測定) 解析や

FLIP (Fluorescence Loss in Photobleaching: 光退色による蛍光消失) 解析を用いた論文が多

数報告された。 

核小体が初めて単離されて半世紀あまり、核小体研究はヒト子宮頸がん細胞 HeLa 細胞

から単離した核小体のプロテオミクスにより、核小体構成因子の全容解明に迫った 

(Andersen et al., 2002; Scherl et al., 2002; Andersen et al., 2005) 。現在までに同定されてい

る核小体タンパク質の数は 4700 種以上にのぼる  (Nucleolar Proteome Database 

[http://www.lamondlab.com/NOPdb3.0/]; Ahmad et al., 2009) 。同定された核小体タンパク質
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を見てみると、リボソーム構成因子、RNA結合因子、rRNAプロセッシング因子、そして

シャペロン因子などのリボソーム生合成に関わる因子が含まれるほか、細胞周期関連因子、

DNA 修復因子、そして mRNA スプライシング因子といったリボソーム生合成以外の機構

に関わる因子も同定された。また、機能未知な因子も多く同定され、核小体の多機能性が

示唆されている (Andersen et al., 2005) 。 

 

 

核小体の構造と機能 

核小体は間期で観察できる核内構造体である (図 1) 。ヒトの核小体を電子顕微鏡で観察

すると、その構造は電子密度の違いにより 3つの領域に分けられる。中心には最も電子密

度の低い fibirillar center (FC) が存在し、その周辺には電子密度が最も高い dense fibrillar 

component (DFC) が存在する。そして、電子密度が 2番目に高い granular component (GC) 

が FCや DFCを取り囲むように存在している。核小体の主な機能は、リボソーム生合成で

ある。リボソーム生合成の反応段階は以下の通りである (図 2) 。まず、リボソームの中核

となる rRNA を合成するため、rRNA 遺伝子から rRNA 前駆体が転写され (rRNA 転写) 、

次に成熟した rRNAを生成するため、rRNA前駆体の化学修飾と切断が行われる (rRNAプ

ロセッシング) 。最後に、成熟した rRNAにリボソームタンパク質が結合し、40Sリボソー

ムサブユニットと 60Sリボソームサブユニットが形成される (リボソームアセンブリー) 。

最終的には、2 つのリボソームサブユニットが細胞質へと運ばれ、成熟したリボソームが

形成される。 

 

1. Fibrillar Center 

FC 領域には rRNA 遺伝子がタンデムに連なっている染色体領域 NOR が位置している 

(図 3) 。ヒトの rRNA遺伝子は、43 kbpを 1ユニットとし、13 kbpの転写領域と 30 kbpの

遺伝子間領域からなり、NOR上に約 80回のリピート配列を構成している。NORはヒトで

は 5本の染色体に分かれており、第 13染色体、第 14染色体、第 15染色体、第 21染色体、

そして第 22 染色体の短腕型染色体の短腕部に存在する。NOR にコードされている rRNA

遺伝子はすべての rRNA 遺伝子が常に転写されている訳ではなく、その大半は不活化され

ている (Santoro and Grummt, 2001) 。 
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1-1. Nucleolar organizer region 

NORは 1931年に Heitzによってその存在が報告され、1934年に McClintockによって提

唱された (Heiz, 1931; McClintock, 1934) 。Heitzは、カタツムリの眼のような形をしている

付随体とよばれる染色体領域にある二次狭窄 (secondary constriction) 上に核小体が形成さ

れると報告したが、その後、McClintockによって、二次狭窄近くの酢酸カーミン染色で染

色される染色体領域こそが核小体形成に必要な領域であることを示し、その領域を

nucleolar organizing body と定義した。これが、今日の NOR (nucleolar organizer region) に

相当する。1980年代になり、蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法 (fluorescence in situ 

hybridization 法、FISH 法) が開発されると、核小体タンパク質と NORを同時に検出し、そ

れらの細胞周期を通じた挙動や rRNA 転写の活性化と核小体タンパク質の局在変化が研究

された。その中で Rousselらは、蛍光抗体法と組み合わせた FISH法 (Immuno-FISH法) を

用いて、分裂期において、RNA polymerase I (Pol I) 、Upstream bining factor (UBF) 、TATA-

box binding protein (TBP) などの selectivity factor 1 (SL1) 複合体といった rRNA転写に関わ

る因子群が NOR上で共局在していることを報告した (Roussel et al., 1996) 。さらに、分裂

期においても UBF や Pol I が局在する NOR は、間期になると rRNA 転写活性を有する一

方で、それらが局在していない NOR は、間期になっても rRNA 転写活性を示さないこと

も明らかとなった。このことは、UBF などの Pol I 転写装置の NOR への結合量が、rRNA

遺伝子の転写活性を規定していることを示唆した (Roussel et al., 1996) 。事実、UBFの発

現量の低下が、rRNA遺伝子のクロマチン ribosomal gene chromatin (r-chromatin) へのヒス

トン H1の集合を促し、転写抑制を誘導することが報告されている (Sanij et al., 2008) 。一

方で、マウス細胞に導入したヒト NORがマウス核小体に取り込まれ、かつマウス UBFは

ヒト NOR上に局在することも報告されている (Sullivan et al., 2001) 。つまり、転写が不活

化されている rRNA 遺伝子 (この場合、マウス細胞に導入されたヒト rRNA 遺伝子のこと

を指す。) 上にも UBFは存在することを示唆しており、少なくとも UBFの結合量だけでは

rRNA 遺伝子の転写活性は説明できないことを示唆している。同様の表現型は、低濃度の

actinomycin Dを用いて rRNA転写を特異的に阻害した際にも認められ、UBFなどの Pol I

転写装置は、転写が抑制されている rRNA 遺伝子上にも局在することが明らかとなってい

る (Jordan et al., 1996) 。 

分裂期における NOR の細胞内での立体構造については、Heliot らや Hernandez-Verdun

らのグループによって報告されている。それらによると、分裂期の NORは、染色体の二次
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狭窄を三日月状に取り囲むようにして配置しており、UBF などの Pol I 転写装置の一部は

ヌクレオソーム構造が解けてループアウトしている領域に結合している  (Heliot et al., 

1997; Gebrane-Younes et al., 1997) 。一方、間期における NORの立体構造については core-

helix モデルが提唱されている (Denissov et al., 2011) 。その報告によると、1 ユニットの

rRNA 遺伝子のプロモーター領域とターミネーター領域が一つの SL1 複合体によって繋ぎ

止められており、これが coreとなって転写領域がらせん状に取り囲むように配置されてい

る。 

 

1-2. rRNA転写 

Pol I、SL1複合体、RRN3、そして UBFを含む Pol I転写装置の細胞内局在は主に FC領

域であるが、rRNA転写が行われる場所については、FC領域であるという説 (Cheutin et al., 

2002; Malinsky et al., 2002) と DFC領域であるという説 (Biggiogera et al., 2001; Cmarko et 

al., 2000; Koberna et al., 2002) 、あるいは FC領域と DFC領域の境界であるという説 (Raska 

et al., 1995) があり、決着はついていない。これらの結論の違いは、試料の処理方法やタン

パク質や RNAの検出方法によって生じることが要因の一つと考えられており、より intact

な rRNA転写を検出するためには今後の技術改良が求められる (Raska, 2003) 。 

 

1-2-1. 転写開始複合体 (図 4A) 

rRNA 転写の分子機構については、酵母から哺乳動物まで大まかな転写装置は類似して

いる。rRNA転写の第一段階は転写開始複合体 (pre-initiation complex [PIC]) の形成である。

Pol I は PIC の中で最も大きな複合体で、10 個のサブユニットと 4 つの関連因子から構成

されている。UBFや SL1複合体は rRNA遺伝子プロモーター領域に結合し (Bell et al., 1988) 、

Pol Iは RRN3 (TIF-IA) を介してプロモーター領域に結合する (Miller et al., 2001) 。UBFは

2 量体を形成する転写因子で、HMG ボックスと呼ばれる DNA 結合領域を有しており、N

末端側 3 つの HMG box が DNA と結合し、enhanceosome と呼ばれる転写活性化に必要な

DNAのループ構造を形成する (Stefanovsky et al., 2001) 。UBFは C末端側には酸性領域を

有し、この領域を介して SL1複合体と結合する (Kwon and Green, 1994; Beckmann et al., 

1995; Lin et al., 2006) 。また、UBFは Pol I結合因子 PAF53 (Pol I関連因子) を介して、Pol 

Iにも結合する (Hanada et al., 1996) 。UBFは、enhanceosomeの形成のほか、Pol Iのプロモ

ーター領域からの離脱や転写伸長を促す (Panov et al., 2006; Stefanovsky et al., 2006a) 。そ
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して、UBFの発現量が転写活性の高い rRNA遺伝子の数を決めていることが報告されてい

る (Sanij et al., 2008) 。生物種間のプロモーターの特異性を決めているのが SL1複合体で

ある。SL1複合体は、TBPのほか、5つの TBP-associated factors (TAFIs) から構成されてい

る (Comai et al., 1992; Zomerdijk et al., 1994; Heix et al., 1997; Denissov et al., 2007; Gorski 

et al., 2007) 。RRN3は、Pol Iを SL1複合体に繋ぎとめている因子で、リン酸化などの修飾

を受けて転写活性を調節している (Moorefield et al., 2000; Bodem et al., 2000) 。 

 

1-2-2. 転写活性の調節 

rRNA転写の活性は、増殖刺激、細胞周期、栄養状態、そしてストレスによって調節され

ている。細胞が増殖刺激を受けると、extracellular signal-regulated kinase (ERK) や ribosomal 

S6 kinase (RSK) などが UBF、SL1複合体、そして RRN3をリン酸化し、転写活性を増加さ

せる (Stefanovsky et al., 2001; Stefanovsky et al., 2006a; Stefanovsky et al., 2006b; Zhao et al., 

2003) 。 

rRNA転写は分裂期で抑制されており、G1期に次第に活性を上昇させ、S期や G2期で最

大活性を持つ (Weisenberger and Scheer, 1995; Kuhn et al., 1998; Klein and Grummt, 1999) 。

分裂期になると、SL1複合体の TAFI110は Cyclin B/Cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) によ

ってリン酸化され、UBFとの結合が解除され Pol Iは解離する (Heix et al., 1998; Kuhn et al., 

1998) 。また、分裂期では TAFI110以外に UBFや rRNAプロセッシング因子などもリン酸

化修飾を受けることが報告されており、これらが rRNA 転写の抑制に寄与していると考え

られる (Dephoure et al., 2008; Olsen et al., 2010) 。G1期では、TAFI110の脱リン酸化、そし

て Cyclin D1/CDK4 や Cyclin E or A/CDK2 による UBF のリン酸化によって転写活性が上

昇する (Voit et al., 1999; Voit and Grummt, 2001) 。FRAP解析によって、Pol Iや RRN3と

いった転写装置の移動速度は G1期や G0期よりも S 期の方が小さかったことから、PIC は

転写活性に依存して rRNA 遺伝子プロモーター領域に形成されることが示唆されている 

(Gorski et al., 2008) 。一方、UBFは S期においても移動速度の変化がなかったことから、

UBFは常にプロモーター領域に結合していると考えられる (Gorski et al., 2008) 。また、G0

期では、Rb や p130 が UBF に結合することで UBF の rRNA 遺伝子プロモーター領域への

結合を阻害している (Ciarmatori et al., 2001) 。 

rRNA転写は栄養状態によっても影響を受ける。低栄養状態下では、細胞内の ATP濃度

が低下し AMP濃度が上昇する。すると、AMP-activated protein kinase (AMPK) が活性化し、
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RRN3がリン酸化 (Ser635) されることで Pol Iの解離を誘導し、転写活性は低下する (Hoppe 

et al., 2009) 。一方、栄養状態が改善されると、RRN3 は ERK や RSK によって Ser649 と

Ser633 のリン酸化修飾を受け、さらに mTOR リン酸化経路によって Ser199 の低リン酸化

状態を維持することで転写活性を回復させる (Zhao et al., 2003; Mayer et al., 2004) 。 

rRNA 転写は外界のストレスにも敏感に反応し、抑制される。これは、c-jun N-terminal 

protein kinase 2 (JNK2) を介したシグナル経路によって制御されている。ストレスによって

活性化した JNK2 は RRN3 の Ser200 をリン酸化する。このことで、Pol Iや SL1 複合体の

結合が解除され、さらに RRN3の局在が核小体から核質へ移動し、結果的に PICの形成が

抑制される (Mayer et al., 2005) 。核小体のストレス応答で、特に重要なのが p53による制

御である。定常状態では、p53は mouse double minute 2 (MDM2) によって分解経路に回さ

れているが、ストレス下では、核小体構造が崩壊し、リボソーム生合成が抑制される。す

ると、翻訳されたリボソームタンパク質が蓄積し、リボソームタンパク質 RPL5 や RPL11

がMDM2に結合することでMDM2を抑制し、結果として p53の蓄積を促進する (Fumagalli 

et al., 2012) 。このことが、p53 によるアポトーシスを誘導すると考えられている。また、

p53は SL1複合体に結合し、PICの形成を抑制することも報告されている (Zhai and Comai, 

2000) 。 

 

1-2-3. rRNA転写とがん化 

rRNA 転写活性の亢進は、がん化の一因である。がん原遺伝子産物やがん抑制遺伝子産

物が Pol I転写装置に直接働きかけ、rRNA転写の調節を行っている。たとえば、がん原遺

伝子産物 c-Mycは、少なくとも以下の 3つの機構で rRNA転写を亢進している。すなわち、

1) rRNA 遺伝子に結合し、ヒストンタンパク質のアセチル化を誘導し、クロマチン構造を

緩ませる (Arabi et al, 2005; Grandori et al., 2005) 、2) SL1複合体に結合し、PICの形成を促

す (Grandori et al., 2005) 、そして 3) UBF、RRN3、そして Pol Iサブユニット遺伝子の転写

を促し、転写装置の材料を増加させる (Poortinga et al., 2004; Poortinga et al., 2011) 。また、

先ほど紹介した、Rbや p130による UBFの不活化、あるいは p53による rRNA転写抑制・

アポトーシス誘導も、これらが破綻することががん化の一因なると考えられている。 
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2. Dense Fibrillar Component 

DFC 領域は FC 領域の周辺に形成され、電子密度の最も高い領域である。ここでは、主

に、small nucleolar RNP (snoRNP) による rRNA前駆体の化学修飾と切断 (rRNAプロセッ

シング) が行われている。 

 

2-1. rRNAプロセッシング (図 4B) 

rRNA 前駆体の化学修飾には、box C/D snoRNP による 2’-O-メチル化と box H/ACA 

snoRNP による偽ウリジン化があり、その修飾場所は、ヒト rRNA 前駆体では約 200 ヶ所

存在する。これらの化学修飾によって、RNA同士の結合性が変化し、rRNA前駆体の立体

構造の形成に寄与していると考えられている。また、リボソームの mRNAとの結合部位付

近が化学修飾されることから、リボソームのタンパク質合成活性にも寄与していると考え

られている (Decatur and Fournierr, 2002) 。Box C/D snoRNPは、box C/D snoRNAとそれに

結合する 4 つの RNA 結合タンパク質 15.5K、NOP56、NOP58、そしてメチル基転移酵素

fibrillarin (FBL) から構成されている。Box H/ACA snoRNPは、box H/ACA snoRNAとそれ

に結合する 4つの RNA結合タンパク質 GAR1、NHP2、NOP10、そして偽ウリジン合成酵

素 dyskerin (DKC1/NAP57) から構成されている (Reichow et al., 2007) 。一方、rRNA前駆

体の切断には、box C/D snoRNPsでは 4つ (U3、U8、U14、そして U22) 、そして box H/ACA 

snoRNPsでは 3つ (E1と E2、そして E3) が関わっていることが明らかとなっている (Li et 

al., 1990; Beltrame and Tollervey, 1992; Peculis and Steitz, 1993; Tycowski et al., 1994; Mishra 

and Eliceiri, 1997) 。中でも、U3 snoRNPは rRNA前駆体の切断の中心的な役割を果たし、

5’-ETS領域や 18S rRNAの 5’側と 3’側の 3ヶ所を切断するために必要である (Dutca et al., 

2011) 。さらに、出芽酵母において、U3 snoRNAはさまざまなプロセッシング因子を rRNA

前駆体に集合させるにも重要であり、small ribosomal subunit (SSU) processome と呼ばれる

2.2 MDaにもなる巨大な複合体を形成する (Dragon et al., 2002; Grandi et al., 2002) 。 

 

2-2. rRNA転写と rRNAプロセッシングをリンクする因子 

「緒言」でも述べたが、リボソーム生合成の各過程がどのような分子機構で協調的に行

われているかはよくわかっていない。Pol I転写装置の一つ UBFは、rRNA遺伝子プロモー

ター領域だけでなく、転写領域や遺伝子間領域にも結合すること (O'Sullivan et al., 2002; 

Mais et al., 2005) 、転写伸長反応を促進すること (Stefanovsky et al., 2006a) が明らかとなっ
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ている。また、iFRAP (inverse FRAP) 解析により、rRNA転写に従事している Pol Iの割合

は 7-10%で、90%以上の Pol Iは転写に従事せず、流動性が高い状態であることが報告され

ている (Dundr et al., 2002) 。さらに、TAFI110 (SL1複合体) 、RRN3、そして RPA43 (Pol I

関連因子) は、転写非依存的に UBFと結合することが示唆されている (Mais et al., 2005) 。

これらの報告から、Pol I 転写装置は UBF に依存して rRNA 遺伝子上に存在しており、転

写に従事していない Pol I転写装置は、rRNA遺伝子の遺伝子間領域に一時保管されている

可能性が示唆されている。出芽酵母において、U3 snoRNPなどから形成される複合体 SSU 

processomeには、多数の U Three Protein (UTP) と呼ばれる U3 snoRNA結合因子が含まれ

ている。それらの中で、rRNA転写活性を正に制御している UTP (Transcriptional or t-UTP) 

がいくつか同定されている (Gallagher et al., 2004) 。このことから、t-UTPsは、rRNAプロ

セッシングだけでなく、rRNA転写も制御すること示唆された。そして、ヒトにおいて、t-

UTPs は Pol I 転写装置と同じように、転写非依存的に UBF と結合することが示唆されて

いる (Prieto and McStay, 2007) 。rRNA転写と rRNAプロセッシングの両方に関与している

因子は他にもある。TCOF1とNopp140は、構造が非常に良く似ているタンパク質で、TCOF1

は、rRNA転写と 2-O’-メチル化を正に制御していること (Valdez et al., 2004; Gonzales et 

al., 2005) 、Nopp140は Pol I、box C/D snoRNP、そして box H/ACA snoRNPのいずれとも

結合する分子シャペロンであること (Meier and Blobel, 1990; Meier and Blobel, 1994; Bellini 

and Gall, 1999; Chen, et al., 1999; Yang et al., 2000) が明らかとなっており、いずれのタン

パク質も t-UTPsと同様に、rRNA転写と rRNAプロセッシングをリンクする因子であるこ

とが示唆されている。 

 

3. Granular Component 

GC領域は、核小体構造の最も外側に位置している。ここでは、主にリボソームタンパク

質のアセンブリーが行われる。GC領域には、FBLが局在していないことから、rRNAプロ

セッシングは GC領域では行われないことが示唆されている。一方で、nucleophosmin (B23) 

や nucleolin (NCL) は、GC領域に豊富に存在している (Spector et al., 1984) 。 

B23 は当研究室で同定されたタンパク質の一つである。アデノウイルスのクロマチンを

使った DNA 複製の系を利用し、リン酸化タンパク質 B23 が同定された (Okuwaki et al., 

2001) 。B23 は C 末端を介して RNA に結合するタンパク質で、rRNA 前駆体の ITS2 領域

の切断活性があることが知られている (Dumbar et al., 1989; Chang and Olson, 1990; Savkur 
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and Olson, 1998) 。NCL は B23 と同様に RNA 結合領域を有するリン酸化タンパク質で、

FBL と同様に、rRNA 前駆体の 5’-ETS 領域に結合し、最初のプロセッシングに関与する 

(Ginisty et al., 1998) 。また、NCLは多くのリボソームタンパク質と結合すること (Bouvet 

et al., 1998) や、リボソームタンパク質と rRNAを繋ぎとめるアダプターとしても機能する

こと (Borer et al., 1989) から、リボソームタンパク質のシャペロンとしても機能すると考

えられている。 

GC領域では、リボソームを構成する 40Sと 60Sリボソームサブユニットがそれぞれ別々

に形成される。18S rRNAは 40Sリボソームサブユニットに、5.8S、28S、そして核ゲノム

由来の 5S rRNAが 60Sリボソームサブユニットにそれぞれ含まれる。出芽酵母において、

リボソームタンパク質のアセンブリーには、シャペロンタンパク質、ヘリカーゼ、ATP分

解酵素、GTP分解酵素などが必要で、2つのサブユニットは輸送因子 CRM1によって細胞

質へと運ばれ、成熟したリボソームが形成される (Johnson et al., 2002) 。 

 

 

細胞周期を通じた核小体の構造変化 (図 6) 

1. 間期 

核小体は間期に明瞭に観察され分裂期では消失するように、細胞周期を通じてダイナミ

ックな構造変化をする (図 5) 。核小体の大きさは細胞の種類によって異なる。成熟したリ

ンパ球では 0.5 μm以下であったり、分化した細胞やがん細胞では 3-9 μmであったりする。

核小体は核内に 1-6 個存在しているが、細胞が間期に進入して 1-2 時間後には核小体同士

が融合するのでその数は規定されていない。間期において、核小体構造を維持できる原因

はいくつか報告されている。一つは rRNA転写であり、rRNA転写阻害剤 actinomycin Dで

rRNA 転写を阻害すると、DFC 領域や GC 領域が核小体周辺にキャップ様構造を形成する

核小体分離 (nucleolar segregation) が生じる (Scheer et al., 1975) 。また、カゼインキナーゼ 

(CK2) 阻害剤 5,6-dichloro-1-ribo-furanosylbenzimidazole (DRB) や CDK 阻害剤 roscovitine

によって CK2あるいは CDKによるタンパク質のリン酸化が阻害されると、核小体がネッ

クレス状に崩壊する (Sirri et al., 2002; Louvet et al., 2006) 。このことから、核小体の構造は

CK2や CDKによるタンパク質のリン酸化によっても維持されていると考えられている。 
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2. 分裂期前期 

核小体構造は分裂期に進むと崩壊する。分裂期前期では Cyclin B/CDK1の発現量が急速

に増加し、Pol I転写装置や B23や NCLを含む rRNAプロセッシング因子はリン酸化修飾

を受ける (Belenguer et al., 1990; Peter et al., 1990a; Heix et al., 1998; Dephoure et al., 2008; 

Olsen et al., 2010) 。核膜構成因子 Laminの Cyclin B/CDK1によるリン酸化が、核膜崩壊の

原因であること (Peter et al., 1990b) 、B23の Cycylin B/CDK1によるリン酸化が、B23の核

小体からの解離の一因であること (Okuwaki et al., 2002) から、分裂期における核小体タン

パク質のリン酸化が、核小体構造の崩壊の一因であることが示唆される。生細胞の経時的

観察によって、核小体が崩壊する順序は、RPA39 (Pol I サブユニット) が核小体から解離

し、次いで核膜が崩壊する。その後、FBL、B23 の順番で核小体から解離していくことが

明らかになっている (Leung et al., 2004) 。また、UBF (Chan et al., 1990; Roussel et al., 1993; 

Zatsepina et al., 1993; Roussel et al., 1996) 、SL1複合体 (TAFI110と TBP) (Jordan et al., 1996; 

Roussel et al., 1996; Heix et al., 1998) 、そして Pol Iサブユニット (Scheer and Rose, 1984; 

Roussel et al., 1996; Leung et al., 2004) は、分裂期中も NORに局在していることが報告さ

れている。一方、FBL、B23、そして NCLといった RNPは、分裂期では細胞質中に拡散し

ている (Dundr et al., 2000) が、一部は染色体上に残っている。染色体上に RNPが残ってい

る意義については明らかになっていないが、凝縮した染色体を維持するため、RNPが 2つ

の娘細胞へ等しく分配されるためであることが推測されている  (Hernandez-Verdun and 

Roussel, 2003) 。 

 

3. 分裂期後期 

分裂期後期では、FBLや B23などの RNPは、細胞質中に nucleolar-drived foci (NDF) と

呼ばれる焦点を形成する。NDFには rRNA前駆体やU3 snoRNAなどが含まれている (Dundr 

et al., 1997; Dundr and Olson, 1998) 。 

 

4. 分裂期終期 

後期から終期にかけて、Cyclin B/CDK1の発現量は低下し、タンパク質の脱リン酸化が

進む。Pol I転写装置は再び活性を回復させ、rRNA転写が再開する。核膜が形成され始め

ると、NDFから RNPが解離し、核内の染色体上に prenucleolar body (PNB) と呼ばれる焦

点が形成される (Savino et al., 2001) 。PNBは染色体が脱凝縮すると同時に、染色体と共に
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移動し、PNBが互いにあるいは NORに近接すると、RNPを橋渡ししている様子が観察さ

れている (Dundr et al., 2000; Savino et al., 2001) 。 

 

5. G1期初期 

G1期初期になると、rRNAプロセッシング因子が PNBから NORに移動し始める。励起

波長の異なる蛍光タンパク質を組み合わせることで複数の PNB 構成因子の経時的な挙動

が観察されている。それによると、終期の開始から 1、2分で FBLと B23が共局在してい

る PNB が観察され、それらが PNB から NOR へ移動するタイミングは、FBL の方が B23

より早かった。また、B23と同じく後期 rRNAプロセッシング因子である Nop52は B23と

同じような挙動を示したことから、後期 rRNAプロセッシング因子は複合体として PNBか

ら NORへと移動することが示唆された (Angelier et al., 2005) 。PNBから RNPが解離する

機構については、PNB における rRNA 前駆体のプロセッシングと協調している。つまり、

PNBに含まれている rRNA前駆体をプロセッシングし終わった RNPから段階的に NORへ

と移動することが示唆されている (Carron et al., 2012) 。 

 

このように、PNBが形成されると、そこから RNPが NOR上へと集合し核小体が形成さ

れる。しかし、RNPは何をターゲットにして NORへと集合できるのか、RNPと NORには

どのような相互作用があるのか、その分子機構は全く不明である。 

 

 

本研究の進め方 

本研究は、核小体構造・機能制御の分子基盤を解明することを目的とする。第一章では、

リボソーム生合成に関わる代表的な 7つの因子 (以下、核小体タンパク質) と、核小体形成

の基点となる NOR に焦点を当て、核小体構造制御の分子プロセスの解明を試みた。用い

た核小体タンパク質は、rRNA転写を担う RPA194 (Pol I サブユニット) と転写因子 UBF、

rRNAプロセッシングを担う DKC1、FBL、および Nopp140、そしてリボソームアセンブリ

ーのほかリボソーム生合成に広く関与する B23 と NCL の計 7 種類を選んだ。最初に、細

胞周期を通じた核小体構造の変化を、タンパク質間相互作用で追跡できるかを検討するた

めに、B23とヒストン H3の相互作用を免疫沈降法にて検討した。その結果、B23とヒスト

ン H3 の結合は間期で増加し、分裂期で著しく減少することが明らかとなった。そこで、
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B23を含む 7つの核小体タンパク質と NORの結合をクロマチン免疫沈降法にて検討した。

その結果、用いたすべての核小体タンパク質は間期において NOR と結合し、分裂期では

NORから解離することが明らかとなった。このことから、細胞周期を通じた核小体の構造

変化が B23 などの核小体タンパク質と NOR の結合によって制御されていることが示唆さ

れた。さらに、DKC1、FBL、そして Nopp140 といった rRNA プロセッシングに関与する

因子が、間期において、特に rRNA 遺伝子の転写領域に多く結合したことから、rRNA の

転写とそれに続くプロセッシングが協調的であることが示唆された。次に、分裂期から間

期にかけて再開する rRNA 転写と核小体の再形成の関係性を検討するために、rRNA 転写

の再開を阻害した状態で核小体タンパク質と NOR の結合をクロマチン免疫沈降により検

討した。その結果、7つの核小体タンパク質と NORの結合は、rRNA転写の再開には依存

しないことが明らかとなった。一方で、rRNA 転写の再開を阻害すると、成熟した核小体

構造は形成されなかったことから、核小体構造の再形成は、rRNA 転写の再開前と再開後

の 2段階で行われることが示唆された。つまり、rRNA転写の再開前 (第 1段階) に核小体

タンパク質と NORの結合が完了し、その後の rRNA転写の再開 (第 2段階) によって成熟

した核小体構造が形成されることが示唆された。次に、核小体タンパク質と NOR の結合

を制御している因子を明らかにするために、候補として挙がった転写因子 UBF に着目し

た。UBFをノックダウンし、7つの核小体タンパク質と NORの結合をクロマチン免疫沈降

により検討した。その結果、NCL以外の用いたすべての核小体タンパク質は、UBF依存的

に NORに結合することが明らかとなった。一方、NOR以外の染色体領域に UBFを局在さ

せ、6つの核小体タンパク質の局在を間接蛍光抗体法により検討したところ、RPA194以外

の核小体タンパク質は異所性の UBFとは共局在しなかった。このことから、DKC1、FBL、

そして B23 といった RNP が NOR と結合するには UBF だけでは十分ではなく、UBF に次

ぐ第二の因子も必要であることが示唆された。最後に、核小体構造の崩壊の分子機構を明

らかにするため、核小体崩壊の一因と考えられている核小体タンパク質の分裂期特異的な

リン酸化修飾の有無を検討した。その結果、UBFは分裂期特異的なリン酸化体を有するこ

とが明らかとなった。 

第二章では、核小体構造を制御する因子を新たに探索し、候補として挙がった Nopp140

について、その機能解析を行った。HeLa細胞から核小体を単離し、塩酸抽出によって溶出

された画分から、液体クロマトグラフィー質量分析により、r-chromatinに結合する UBFや

B23 などを含むタンパク質を複数同定した。その中から、r-chromatin および snoRNP と結
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合することが報告されていた Nopp140に着目した。Nopp140が核小体の構造と機能に与え

る影響を検討するために、Nopp140をノックダウンし、間接蛍光抗体法および透過型電子

顕微鏡による核小体構造の変化を検討した。その結果、Nopp140がノックダウンされた細

胞の中で核小体構造が変化した細胞が認められた。さらに、rRNA 転写活性および細胞増

殖への影響を検討した。その結果、Nopp140 は rRNA転写活性および細胞増殖活性を正に

制御する可能性が示唆された。 
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第一章 

転写因子 UBF による核小体構造制御機構 

 

1-1. 緒言 

本研究の目的は、核小体構造・機能制御の分子基盤を明らかにすることである。核小体

の構造は、間期では明瞭に観察されるが分裂期では確認できない。このことから、核小体

の構造は細胞周期を通じて制御されていることが示唆されるが、その実態は明らかではな

い。また、核小体の構造を維持するために、どのような相互作用が必要かも明らかではな

い。本章では、まず、間期において B23とヒストン H3の結合が検出されたことから、B23

などの rRNAプロセッシングに関わる RNP (以下、rRNAプロセッシング因子) と NORを

構成する r-chromatinの結合の有無を検討した。その上で、分裂期から間期にかけて起こる

核小体の再形成に焦点を当てた。細胞分裂後に再開する rRNA 転写を阻害すると成熟した

核小体構造が形成されないことから、核小体の再形成には rRNA 転写の再開が必要である

ことが示唆されている。しかし、rRNA転写の再開を阻害しても一部の FBLや NCLは NOR

に集合したことから、rRNA の再開に依存しない rRNA プロセッシング因子の集合も示唆

された (Ochs et al., 1985; Dousset et al., 2000) 。一方、核小体の構造制御に重要な候補因子

として転写因子 UBF がある。UBF は rRNA 遺伝子の転写領域だけでなく遺伝子間領域の

r-chromatinにも結合しており (O'Sullivan et al., 2002; Mais et al., 2005) 、Pol I 転写装置や、

t-UTPs などの rRNA 転写と rRNA プロセッシングをリンクする因子を NOR に集合させる

のに重要であることが明らかとなっている (Prieto and McStay, 2007) 。しかしながら、rRNA

転写の再開や UBF が、核小体の再形成にどのような分子機構で寄与しているかは不明で

ある。また、核小体の崩壊については、B23 のように、Cyclin B/CDK1 による rRNA プロ

セッシング因子のリン酸化修飾が関わっている可能性が示唆されているが (Okuwaki et al., 

2002) 、その全容は明らかにされていない。 

本章では、rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合は、核小体が観察されている

間期でのみ認められ、核小体が消失する分裂期では、その結合は解消されていることが明

らかとなった。つまり、核小体の構造が、rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合

によって制御されていることが示唆された。さらに、この結合は rRNA 転写の再開に依存

しないことが明らかとなり、rRNAプロセッシング因子は、rRNA転写が再開する前に NOR

に集合し r-chromatinと結合することが示唆された。一方、rRNAプロセッシング因子と r-
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chromatin の結合に、UBF が必要だが十分ではないことが明らかとなり、UBF に加えて別

の因子が重要であることが示唆された。また、UBFと rRNAプロセッシング因子が分裂期

特異的なリン酸化修飾を受けており、このリン酸化修飾は、rRNA 転写の再開を阻害して

も解除されることが明らかとなった。このことから、rRNA プロセッシング因子と r-

chromatinの結合に、分裂期特異的なリン酸化修飾が重要である可能性が示唆された。  
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1-2. 材料と方法 

販売元の記載のない試薬は Nacalai Tesque製のものを使用した。試薬を溶解するための

超純水は、Milli-Q SP純水製造装置 (Millipore) で、18.0 MΩ以上のものを用いた。 

 

1-2-1. 細胞培養、遺伝子または siRNAの導入、安定発現細胞株の確立、細胞同調 

ヒト子宮頸がん細胞 HeLa細胞およびヒト骨肉腫細胞 U-2 OS細胞は 10% (v/v) 非働化ウ

シ胎児血清を含む Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) で培養した。U2OS 2-6-3細胞

は同じ培地に 50 μg/mL hygromycin B (Invivogen) を加えたものを使用した。細胞がコンフ

ルエントの 80-90%になったら継代操作を行った。古い培地を除去したのち、適当量 (100 

mm dishの場合は 2 mL) の phosphate-buffered saline buffer (PBS) で細胞を洗浄した。PBS

を除去し、適当量の 0.05% (w/v) trypsin/0.53 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

を細胞全体に行き渡らせた。37°Cの 5% CO2インキュベーター内に 5分間処理した。Trypsin

が効いていること (細胞が丸くなる) を確認したら、ディッシュに軽い衝撃を与えて細胞を

ディッシュの底から剥がした。適当量の血清入り培地を加え (trypsinの失活) 、実験目的に

合わせて適当量の細胞を継代した。 

プラスミド DNA の遺伝子導入には GeneJuice (Novagen) を、small interfering RNA 

(siRNA) の導入には Lipofectamine RNAi MAX (Invitrogen) を、それぞれ取扱説明書の方法

に従って使用した。Negative control としての si RNA には Stealth RNAi siRNA Negative 

Control Med GC Stealth RNAi negative-control duplex を、UBF siRNAには UBTF-HSS111143

を、そして RRN3 siRNA には RRN3-HSS123162 (いずれも Invitrogen) をそれぞれ使用し

た。 

GFPが融合した UBF1を安定発現する HeLa細胞を作成するため、pEGFP-N1-UBF1ベク

ターを HeLa細胞に導入し、G418で選択培養し確立した。 

細胞を G2/M 期に同調する方法は以下の通りに行った。細胞を 2 mM thymidine (Sigma)

を含む培地で 24時間培養し、thymidineを含まない培地で 3時間培養した後に、0.5 μg/mL 

nocodazole (Sigma) を含む培地で 12 時間培養した。G2/M 期で停止している細胞をディッ

シュに物理的衝撃を与えて回収した。 

 

1-2-2. 抗体 

本章で使用した抗体は以下の通りである。 
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マウスモノクローナル抗体 : β-actin (C4, Santa Cruz Biotechnology), cyclin B1 (GNS1, 

Santa Cruz Biotechnology), digoxigenin (1.71.256, Roche), GFP (GF200, Nacalai Tesque), 

nucleolin (NCL) (D-6, Santa Cruz Biotechnology), nucleophosmin (B23) (FC-61991, Invitrogen; 

SPM207, Santa Cruz Biotechnology), RPA194 (C-1, Santa Cruz Biotechnology), FLAG (M2, 

Sigma) 

ウサギポリクローナル抗体 : dyskerin (DKC1) (H-300, Santa Cruz Biotechnology), 

fibrillarin (FBL) (H-140, Santa Cruz Biotechnology), histone H3 (ab1791, Abcam), Nopp140 

(H-80, Santa Cruz Biotechnology), phospho-histone H3 (Ser10) (Millipore), RRN3 (ab112052, 

Abcam), UBF (H-300, Santa Cruz Biotechnology) 

 

1-2-3. 免疫沈降 

細胞を Lysis buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.9], 0.2 mM EDTA, 100 mM NaCl, and 0.1% [v/v] 

Triton X-100) に懸濁し、超音波処理し細胞溶解液を調製した。この溶解液に anti-FLAG M2 

affinity gel (Sigma) を加え、4°Cで 3時間攪拌した。ビーズを Lysis bufferで洗浄し、SDS 

sample buffer (62.5 mM Tris-HCl [pH 6.8], 10% [v/v] glycerol, 145 mM β-mercaptoethanol, and 

2.5% [w/v] sodium dodecyl sulfate [SDS]) を加え、95°Cで 5分間処理した。なお、G2/M期

に同調した細胞を用いる場合は、脱リン酸化酵素阻害剤 (10 mM β-glycerophosphate, 1 mM 

NaF, and 1 mM Na3VO4) を Lysis buffer に加えた。 

 

1-2-4. SDS-polyaclylamidegel electrophoresis (SDS-PAGE) 

泳動装置は Bio-Rad 製もしくは日本エイドー製のものを使用した。Resolving gel 

(X%T/3.3%C* acrylamide/bis, 375 mM Tris-HCl [pH 8.8], 0.1% [v/v] SDS, 0.05% [v/v] 

ammonium persulfate [APS], and 0.08% [v/v] tetramethylethylenediamine [TEMED]) を固め

た後に、Stacking gel (5%T/3.3%C* acrylamide/bis, 125 mM Tris-HCl [pH 6.8], 0.1% [v/v] SDS, 

0.05% [v/v] APS, and 0.08% [v/v] TEMED) を上層しゲルを調製した。泳動バッファー (0.025 

M Tris, 0.192 M glycine, and 0.1% [v/v] SDS) を満たしたゲルに SDS sample buffer で処理し

たサンプルをロードし、120-150 V (定電圧) で泳動した。Acrylamide/bis 溶液は 30%T/3.3%C

をストック溶液とし、目的に応じて総モノマー濃度を調節した。 

Phos-tag SDS-PAGEは ”Phos-tag PAGEガイドブック第 3版” (Wako) に従って行った。

Resolving gel (6%T/3.3%C* acrylamide/bis, 375 mM Tris-HCl [pH 8.8], 0.1% [v/v] SDS, 25 
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μM Phos-tag solution [Wako], 50 μM MnCl2, 0.05% [v/v] APS, and 0.08% [v/v] TEMED) を固

めた後に、Stacking gel を上層しゲルを調製した。泳動条件は通常の SDS-PAGE と同様と

した。 

* %T: 総モノマー濃度 (総液量に対するアクリルアミドとビスの総重量の和の割合) 

%C: 架橋度 (アクリルアミドとビスの総重量の和に対するビスの総重量の割合) 

 

1-2-5. Western blotting 

転写装置は Bio-Rad製のものを用いた。SDS-PAGE後のゲルを転写バッファー (0.025 M 

Tris, 0.192 M glycine, and 15% [v/v] methanol) で室温で数分間洗浄した。洗浄したゲルを

PVDFメンブレン (Immobilon, Millipore) の上に置き、濾紙、スポンジの順で挟みカセット

にセットした。45 V で 30分間、続けて 90 V で 60分間電圧をかけ、タンパク質をメンブ

レンに転写した。転写後のメンブレンを 5% (w/v) fat-free milk (森永) と 0.1% (v/v) Tween-

20を含む Tris-buffered saline buffer (TBST) で室温で数分間振盪した (Blocking) 。次に目的

の一次抗体を 5% (w/v) fat-free milk/TBSTに希釈した溶液でメンブレンを処理し (4°Cで一

晩) 、TBSTで振盪洗浄した。次に horseradish peroxidase (HRP) 標識された 2次抗体 (GE 

Healthcare) を TBST で希釈した溶液でメンブレンを処理し (室温で 30 分間) 、TBST で振

盪洗浄した。以上の方法で処理したメンブレンを Chemi-Lumi One L で発光させ、撮影装

置 Light Capture II (Atto) を使用して撮影した。Phos-tag SDS-PAGEで展開したゲルの場合

は、ゲルに含まれている Mn2+が転写効率を低下させるため、転写前に 10 mM EDTAを含

む転写バッファーにゲルを浸し、室温での 10 分間振盪処理を 2 回行ってから転写を行っ

た (Mn2+の除去) 。 

 

1-2-6. クロマチン免疫沈降 

2-4 × 106個の HeLa細胞を 1% (v/v) formaldehydeを含む培地に懸濁し、37°Cで 10分間

処理した (固定) 。1.5 M glycineを加え (終濃度 150 mM) 、4°Cで 5分間攪拌した (架橋反

応の停止) 。固定した細胞を PBSで洗浄したのち、300 μLの SDS lysis buffer (50 mM Tris-

HCl [pH 7.9], 10 mM EDTA, and 1% [v/v] SDS) に懸濁し、氷上で 5分間静置した。懸濁液

を超音波処理し、染色体 DNAを 200-500 bpに断片化した。この溶解液を 10倍に希釈する

ため、2.7 mLの ChIP dilution buffer (16.7 mM Tris-HCl [pH 7.9], 1.2 mM EDTA, 167 mM 

NaCl, 1.1% [v/v] Triton X-100, and 0.01% [v/v] SDS) を加え、1サンプルに使用する溶解液
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の 10% (v/v) 分を Inputとした。目的の抗体を加え (終濃度 6 ng/μL) 、4°Cで一晩攪拌した。

Negative controlは、normal mouse IgG と normal rabbit  IgG (いずれも Sigma) (それぞれ終

濃度 3 ng/μL) を加えたサンプルとした。15 μLの 25% (v/v) slurry Protein A Sepharose (GE 

Healthcare) を加え、4°Cで 30分間攪拌した。上清を捨て、Low salt wash buffer (20 mM Tris-

HCl [pH 7.9], 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% [v/v] Triton X-100, and 0.1% [v/v] SDS) 、High 

salt wash buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.9], 2 mM EDTA, 500 mM NaCl, 1% [v/v] Triton X-

100, and 0.1% [v/v] SDS) 、LiCl wash buffer (10 mM Tris-HCl [pH 7.9], 1 mM EDTA, 0.25 M 

LiCl, 1% (v/v) deoxycholic acid sodium salt, and 1% [v/v] Nonidet P-40) の順にそれぞれ 4°C

で 5 分間攪拌し洗浄した。最後に Tris-EDTA buffer (TE) で 2 回洗浄を行った。ビーズを

400 μLの Elution buffer (100 mM NaHCO3, 1% [v/v] SDS, and 10 mM dithiothreitol [DTT]) に

懸濁し、室温で 15 分間振盪した。上清を回収し、16 μL の 5 M NaCl を加え (終濃度 200 

mM) 、65°Cで 5時間処理した (脱架橋) 。この際、Input (ChIP dilution buffer で 400 μLに

メスアップしたもの) にも 16 μLの 5 M NaClを加え同様に処理した。25 μLの Proteinase K

溶液 (640 mM Tris-HCl [pH 6.5], 160 mM EDTA, and 0.8 mg/mL proteinase K) を加え、42°C

で 1時間処理した。Phenol/Chloroform抽出後、1 μLの 20 mg/mL glycogenを加えて Ethanol

沈殿を行い、沈降した DNAを 50 μLの 10 mM Tris-HCl (pH 7.9) に溶解した。 

得られた DNA溶液を用いて、ヒト rRNA遺伝子 (GenBank accession U13369) の特異的

な領域を定量 PCRにて定量した。定量 PCRには FastStart Universal Master (ROX) (Roche) 

を使用し、Applied Biosystems 7500 Fast リアルタイム PCRシステム (Life Technologies) に

て定量した。使用したプライマーセットは表 1に記載した。 

 

表 1 PCRプライマーセット 

領域 (nucleotide positions) Forward primer Reverse primer 

1 (42960-11) 5’-tttcgctccgagtcggc-3’ 5’-agcgtgtcagcatataacccg-3’ 

2 (6626-6676) 5’-ctcttagcggtggatcactcg-3’ 5’-gctagctgcgttcttcatcga-3’ 

3 (12412-12442) 5’-agcgttggattgttcaccca-3’ 5’-cggtctaaacccagctcacg-3’ 

4 (15816-15923) 5’-acacacacacaccccgtagt-3’ 5’-gaaatggggcttcgatacat-3’ 

5 (21673-21773) 5’-cagtggctcacgtctgtcat-3’ 5’-cgcctgactccatttcgtat-3’ 

6 (30857-30907) 5’-ggcctaagcctgctgagaact-3’ 5’-aagcatggtcccgaggatc-3’ 

7 (36109-36160) 5’-atctctcctctacgcgcgg-3’ 5’-acgtgtgtcccgagctcc-3’ 

8 (41087-41136) 5’-acgtttctgtacgcttatatgcaaa-3’ 5’-aatgcagagatacacgttgtcg-3’ 
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1-2-7. 間接蛍光抗体法、蛍光 in situハイブリダイゼーション 

間接蛍光抗体法は以下の通りに行った。直径 15 mmのカバースリップ (Matsunami) 上に

接着させた細胞を 1 または 3% (w/v) paraformaldehyde/PBS に浸し室温で 5-10 分間処理し 

(固定) 、0.5% (v/v) Triton X-100/cytoskeleton buffer (10 mM PIPES-KOH [pH 7.0], 100 mM 

NaCl, 3 mM MgCl2, and 300 mM sucrose) に浸し室温で 10分間処理した (透過) 。次に目的

の一次抗体を 0.1% (w/v) fat-free milk と 0.1% (v/v) Tween-20を含む PBS (PBST) で希釈し

全体積を 20 μLとし、細胞が接着している面を上にしたカバースリップ上にスポットし、

ラップで覆い、室温で 1時間振盪した。次に蛍光色素標識された 2次抗体 (Alexa Fluor 488 

or 568 goat anti-mouse IgG antibody, Alexa Fluor 488 or 568 goat anti-rabbit IgG antibody, 

Invitrogen) を 0.1% (w/v) fat-free milk/PBST で希釈し全体積を 20 μLとし、室温で 30分間

振盪した。TO-PRO-3 iodide (Invitrogen) を PBSTで希釈し終濃度 5 μMとしたものを用い

て、室温で 10分間振盪して DNAを染色した。 

蛍光 in situハイブリダイゼーション法 (FISH 法) は ”DIG Application Manual” (Roche) に

従って行った。DNAを検出するための FISH法は以下の通りに行った。カバースリップに

接着させた細胞を 75% (v/v) methanol/25% (v/v) acetic acid に浸し-30°Cで 15分間処理した 

(固定・透過) 。カバースリップを 0.5 μg/mL proteinase K と 2 mM CaCl2を含む TBSに浸し

室温で 5分間処理した。75、90、そして 100% ethanolの順にそれぞれ室温で 5分間処理し

た (脱水) 。2 μgの COT human DNA (Roche) 、2 μgの yeast tRNA (Roche) 、そして 20 ng

の digoxigenin でラベルされたヒト rRNA 遺伝子 DNA プローブを含む 10 μL の probe 

solution (50% [v/v] formamide, 2× saline-sodium citrate buffer [SSC], and 10% [v/v] dextran 

sulfate) をスポットし、細胞が接着している面を下にしたカバースリップを被せ、水浴器に

て 80°Cで 5分間処理した (熱変性) 。その後、37°Cで一晩処理した。digoxigenin で標識さ

れたヒト rRNA 遺伝子 DNA プローブは BAC clone library (RP11-164K15) を鋳型とし、

digoxigenin-11-dUTP (Roche) を用いて nick translation 法にて調製した。カバースリップを

0.1% (v/v) Tween-20を含む 2× SSC (SSCT) で 42°Cで 5分間振盪し洗浄した。この操作を

3 回行った。抗 digoxigenin 抗体 (1.71.256, Roche) を希釈した 0.1% (w/v) fat-free milk/4× 

SSCTをスポットし、室温で 1時間振盪した。次に蛍光色素標識された 2次抗体 (Alexa Fluor 

568 goat anti-mouse IgG antibody, Invitrogen) を希釈した 0.1% (w/v) fat-free milk/4× SSCT

をスポットし、室温で 30分間振盪した。DNAは TO-PRO-3 iodideで染色した。RNAを検

出ための FISH 法は以下の通りに行った。カバースリップ上に接着させた細胞を 3% (w/v) 



22 

 

paraformaldehyde/PBS に浸し室温で 10 分間処理し、0.5% (v/v) Triton X-100/cytoskeleton 

bufferに浸し室温で 10分間処理した。75、90、そして 100% ethanolの順にそれぞれ室温で

5分間処理した。5 μgの yeast tRNA、そして 100 ngの biotinでラベルされたヒト rRNA遺

伝子 5’-ETS、ITS1、ITS2、そして 28S rRNAあるいはヒト U3 snoRNA遺伝子配列をから

成る RNAプローブを含む 10 μLの probe solutionをスポットし、細胞が接着している面を

下にしたカバースリップを被せ 37°Cで一晩処理した。biotinで標識されたヒト rRNA遺伝

子 RNAプローブは以下の通りに調製した。T3または T7 RNA polymeraseプロモーターを

結合させた 5’-ETS (GenBank accession U13369; nucleotide positions 929 to 1445) 、ITS1 

(nucleotide positions 6450 to 6500) 、ITS2 (nucleotide positions 6879 to 7027) 、28S rRNA 

(nucleotide positions 9984 to 10246) 、そして U3 snoRNA (GenBank accession X14945; 

nucleotide positions 1 to 217) を PCR法にて増幅した。それらを鋳型に biotin-16-UTP (Roche) 

と T3 (Roche) または T7 RNA polymerase (Toyobo) を用いて biotinで標識されたヒト rRNA

遺伝子 RNAプローブを調製した。カバースリップを 2× SSCT で洗浄後、蛍光色素標識さ

れた streptavidin (Alexa Fluor 568-conjugated streptavidin, Invitrogen) を希釈した 0.1% (w/v) 

fat-free milk/4× SSCTをスポットし、室温で 30分間振盪した。DNAは TO-PRO-3 iodideで

染色した。 

すべての画像は共焦点レーザスキャン顕微鏡 (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss) を用いて撮影し

た。画像処理にはソフトウェア ZEN 2009 (Carl Zeiss) を使用した。 

 

1-2-8. プラスミド DNAの構築 

pEGFP-C1-LacI-UBF1ベクターを構築するために、pET-Duetベクター (Novagen) から lac 

repressor (LacI) を PCR法にて増幅し、pEGFP-C1ベクター (Clontech) の BglII/SalIサイト

に連結させた。human UBF1 cDNAは pEGFP-C1 ベクターの KpnI/XbaI サイトに連結させ

た。組み込んだ遺伝子の塩基配列は、BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied 

Biosystems) を使用し、Applied Biosystems 3130xl ジェネティックアナライザ  (Life 

Technologies) にて変異がないことを確認した。 
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1-3. 結果 

1-3-1. rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合は、間期で検出され、分裂期で解消

される。 

核小体構造が間期で維持され、分裂期で崩壊する分子機構を解明するために、核小体タ

ンパク質と NORの相互作用に着目した。核小体の中心核である NORと相互作用できる核

小体タンパク質として候補となるのが、リボソーム生合成に関わる因子である。そこで、

rRNA転写、rRNAプロセッシング、そしてリボソームアセンブリーに関わる代表的な 7つ

の核小体タンパク質に焦点を当てた。rRNA転写そして r-chromatinの構造制御に関わる因

子 (UBFと Pol Iサブユニット RPA194) 、rRNA転写と rRNAプロセッシングをリンクする

因子 (Nopp140) 、rRNA修飾因子 (DKC1と FBL) 、そしてリボソームアセンブリーのほか、

rRNA転写や rRNAプロセッシングにも関わる因子 (B23と NCL) である。これまでの研究

から、FBL、B23、そして NCL がヒストン H3 と結合することが明らかとなっており、間

期で検出された B23 とヒストン H3 の結合が G2/M 期に同調した細胞では減少し、同調を

解除すると分裂期の細胞が減少するとともにその結合が回復することが明らかとなった 

(図 7; 上島州平, 2007) 。この結果から、B23をはじめとする核小体タンパク質と r-chromatin

の結合は、分裂期では減少し間期にかけて回復することが示唆された。非同調の HeLa 細

胞およびG2/M期に同調したHeLa細胞を用いてクロマチン免疫沈降を行った。細胞をG2/M

期に同調すると (図 8A) 、リン酸化型 B23 が検出されたことから、細胞が G2/M 期に同調

されたことを確認した (図 8B) 。クロマチン免疫沈降は上述の 7つのタンパク質に対する

抗体を用いて行った (図 8C) 。非同調細胞において、UBFは rRNA遺伝子のプロモーター

領域に多く結合していたが、転写領域および遺伝子間領域にも結合した。この結果は、こ

れまでの報告と一致する (O'Sallivan et al., 2002; Zentner et al., 2011) 。RPA194はプロモー

ター領域や転写領域に多く結合したことから、非同調の細胞では rRNA 転写活性が高いこ

とが示唆された。Nopp140、DKC1、そして FBLは転写領域に多く結合した。一方、B23や

NCLは、これまでの報告と同様に rRNA遺伝子の全域に結合した (Murano et al., 2008; Cong 

et al., 2012) 。G2/M期同調細胞において、UBFは r-chromatinとの結合が検出されたが、そ

の結合量は非同調細胞と比較して約半分に減少した。対照的に、RPA194は r-chromatinと

の結合が解消された。この結果は、これまでの報告と同様に、一部の Pol Iサブユニットが

前中期に NORから解離することと一致する (Chen et al., 2004; Leung et al., 2004) 。Nopp140、

DKC1、そして FBLと r-chromatinの結合もまた減少した。B23や NCLと r-chromatinの結
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合も減少し、B23の結果はこれまでの報告と一致した (Hisaoka et al., 2010) 。以上の結果よ

り、Pol I や rRNA プロセッシング因子は、分裂期では r-chromatin から解離することが明

らかとなった。さらに、Nopp140、DKC1、そして FBL が rRNA 転写活性の高い転写領域

に多く結合したことから、rRNAプロセッシングに関連する因子が、rRNA転写に依存して

r-chromatinに結合することが示唆された。 

 

1-3-2. rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合には、G1期初期における rRNA転写

の再開が必要ではない。 

rRNAプロセッシング因子である FBLや Nop52が、分裂期から間期にかけて NOR (と思

われる場所) に集合する様子が生細胞で観察されており (Dundr et al., 2000; Savino et al., 

2001) 、そして rRNA転写は分裂期の終期に再開すること (Roussel et al, 1996) が明らかと

なっている。先の結果から、rRNAプロセッシングに特に関連する因子 (Nopp140、DKC1、

そして FBL) は rRNA遺伝子の転写領域に多く結合した (図 8D) 。従って、分裂期から間期

にかけて rRNA プロセッシング因子が NOR へ再集合するには、分裂後の rRNA 転写の再

開が必要であることが示唆された。rRNA 転写の再開を阻害させた際の間接蛍光抗体法に

よる解析はこれまでにも報告されている。それによると、rRNA転写の再開を阻害すると、

成熟した核小体構造は形成されないものの、FBL や NCL は、UBF が局在している場所に

局在することが明らかとなっている (Dousset et al., 2000) 。この時、UBFが局在している

場所には、GC 領域と DFC 領域が分離したような小さな核小体 (segregated mini-nucleoli; 

ミニ核小体) が形成されることが電子顕微鏡撮影により観察されている。さらに、NCLは

ミニ核小体以外の焦点にも局在し、PNB を形成していることが示唆された。そこで次に、

rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合における rRNA転写の再開の必要性につい

て検討した。分裂後の rRNA転写の再開を阻害するために、以下の方法で細胞を処理した。

図 8Aと同様に細胞を G2/M期に同調した。G2/M期同調を解除する 1時間前から 0.05 μg/mL 

actinomycin D (Act D) 存在下で培養し、解除後も同濃度の Act D存在下で 3時間培養した。

この処理によって、同調されたすべての細胞は rRNA転写の再開が阻害され、G1期初期で

停止する (Dousset et al., 2000) 。Act Dは低濃度下では Pol Iによる転写のみを阻害する低

分子阻害剤である。そして、Act D存在下で G2/M期同調を解除して 3時間後の NORおよ

び核小体タンパク質の細胞内局在を FISH法および間接蛍光抗体法にて検出した (図 9A) 。

UBFは NOR (rRNA 遺伝子) と共局在し、RPA194は UBFと共局在した。このことから、
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分裂期に r-chromatinから解離していた Pol Iは、rRNA転写の再開を阻害しても NORに再

集合し、r-chromatinと再結合することが示唆された。Nopp140、DKC1、そして FBLは Act 

D存在下でもミニ核小体に集合し、UBFと部分的に共局在した。一方、B23と NCLはミニ

核小体だけでなく、PNBにも局在したが、UBFとは共局在しなかった。そして、ミニ核小

体や PNBには、5’-ETS、ITS1、ITS2、そして 28S rRNAの配列を含む rRNA前駆体 (rRNA

も存在するかもしれない) と U3 snoRNAも局在した (図 9Bと C) 。ただし、rRNA前駆体

は UBFとは共局在せず、B23と大部分が共局在したことから、rRNAプロセッシング因子

とは共局在しないことが示唆された。一方で、U3 snoRNAもミニ核小体に局在したが、B23

よりも rRNA プロセッシング因子が存在する領域に局在することが示唆された。以上の結

果より、rRNA転写の再開を阻害しても、核小体の FC、DFC、そして GC領域の構造は形

成されることが示唆された。また、rRNA 転写の再開を阻害しても、B23 や NCL は rRNA

前駆体と、rRNAプロセッシング因子 (FBL) は U3 snoRNAとそれぞれ RNPを形成し、GC

や DFC領域をそれぞれ形成することが示唆された。また、Act D存在下では rRNAの新規

合成は行われないため、rRNA転写の再開を阻害した G1期初期の細胞に見られる rRNA前

駆体は、前の細胞周期の間期に合成されたものが分裂期中も残っているものと考えられた。 

次に、rRNA 転写の再開を阻害した際に細胞内局在で観察されたミニ核小体が、核小体

タンパク質と r-chromatinの結合の回復を反映しているかと検討するために、クロマチン免

疫沈降を行った (図 9D) 。UBFと r-chromatinの結合は Act D非存在下と比較して変化が認

められなかった。一方、RPA194と r-chromatinの結合は Act D非存在下ではプロモーター

領域や転写領域で回復したが、Act D 存在下ではプロモーター領域に蓄積が認められ、転

写領域では減少した。Nopp140、DKC1、そして FBLと r-chromatinの結合は、UBFと同様

に、Act D存在下でも r-chromatinとの結合は回復した。さらに、B23と NCLは、Act D存

在下でその一部が PNB に局在したことから r-chromatin との結合の減少が予想されたが、

予想に反し、Act D 非存在下と比較して変化が認められなかった。以上の結果より、UBF

や rRNA プロセッシング因子は、分裂後の rRNA 転写の再開より前に NOR に集合し、r-

chromatinと結合することが示唆された。一方で、成熟した核小体構造を形成するためには

rRNA転写の再開は必要であることも明らかとなった。 
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1-3-3. rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合における、転写因子 UBFの役割 

先の結果より、rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合を制御している因子の実

態は rRNA 転写ではないことが示唆された (図 9D) 。そこで、他の候補因子として rRNA

転写の特異的転写因子であるUBFに着目した。Maisらは、pseudo-NORsと呼ばれるXenopus 

rRNA 遺伝子の一部を内在性の NOR とは異なる染色体領域に組み込んだヒト線維肉腫細

胞 HT1080 細胞株を作成し、内在性の UBF が pseudo-NORs に結合することを見出した 

(Mais et al., 2005) 。さらに同研究グループは、Pol Iサブユニットや Nopp140、TCOF1、そ

して t-UTPs が UBF 依存的に pseudo-NOR に集合することを明らかにした (Prieto and 

McStay, 2007) 。加えて、我々の研究グループによって、B23が UBF依存的に r-chromatin

と結合することが明らかとなった (Hisaoka et al., 2010) 。以上の報告より、UBFが rRNA

プロセッシング因子の NOR への集合に関与することが示唆された。次の実験では、UBF

だけでなく、同じく Pol I 転写装置の一部である RRN3 による rRNA プロセッシング因子

の NORへの集合についても検討した。RRN3は SL1複合体を介して Pol Iを rRNA遺伝子

のプロモーター領域に結合させるのに必要であることが in vitro の実験から明らかとなっ

ている (Miller et al., 2001) 。HeLa細胞に UBFあるいは RRN3 siRNAを導入し、クロマチ

ン免疫沈降を行った。先の実験で用いた rRNA プロセッシング因子は、rRNA 遺伝子のプ

ロモーター領域から転写領域にかけて多く結合しているので、r-chromatinとの結合はこれ

らの領域のみ (図 8C、領域 1-3) を検討した。UBFあるいは RRN3 siRNAを導入して 72時

間後の UBFおよび RRN3の発現量は、それぞれ減少していることが確認された。一方で、

β-actin や B23 の発現量は、UBF あるいは RRN3 siRNA の影響を受けないことが確認され

た (図 10A) 。また、UBFと r-chromatinの結合は UBF siRNA導入下では減少したが、RRN3 

siRNA 導入下では影響を受けないことも確認された (図 10B) 。RPA194 は UBF あるいは

RRN3をノックダウンしたいずれの場合でも r-chromatinとの結合が減少した。この結果か

ら、細胞内において、Pol I の rRNA 遺伝子のプロモーター領域への結合は UBF や RRN3

を介して行われることが示唆された。一方、Nopp140、DKC1、そして FBLと r-chromatin

の結合は、UBFをノックダウンした細胞では、大きく減少することが明らかとなった。こ

れらの減少は RRN3をノックダウンした場合でも rRNA遺伝子のプロモーター領域でわず

かに認められたが、その程度は UBFをノックダウンした場合よりも小さかった。B23と r-

chromatin の結合は、これまでの報告と同様に、UBF をノックダウンすると減少したが 

(Hisaoka et al., 2010) 、RRN3 をノックダウンしても変化しなかった。一方、NCL と r-
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chromatin の結合は、UBF あるいは RRN3 をノックダウンしたいずれの場合でも変化しな

かった。このことは、NCLは他の RNPとは異なる機構で r-chromatin と結合することを示

唆している。以上の結果より、UBFは rRNAプロセッシング因子 (Nopp140、DKC1、そし

て FBL) を NORに集合させるために必要であり、RRN3にはその活性はないことが明らか

となった。このことは、UBFが rRNA転写を活性化させる転写因子としての機能とは別の

機能に由来することが示唆された。 

 

1-3-4. UBFは、rRNAプロセッシング因子が r-chromatinに結合するためには十分ではない。 

先の結果より、rRNAプロセッシング因子は、rRNA転写が行われていない NORに集合

するが (図 9) 、UBFの存在しない NORには集合しないことが明らかとなった (図 10) 。で

は rRNA転写が行われなく、かつ UBFの存在する場所には rRNAプロセッシング因子は集

合するかという疑問が残った。つまり、UBF は rRNA プロセッシング因子が NOR へ集合

するための十分条件を満たすかという疑問である。先に紹介した Prieto と McStay の報告

では、U3 snoRNA や DKC1、U3-55K といった snoRNP は、pseudo-NORs には集合しなか

った (Prieto and McStay, 2007) 。このことを別の実験系で確かめるために、Lacオペレータ

ー (LacO) 配列が内在性の NOR とは異なる染色体領域 (第 1 番目染色体短腕部) に組み込

まれた U-2 OS細胞株 (U2OS 2-6-3細胞) (Janicki et al., 2004) を用いて、この細胞に Lacリ

プレッサー (LacI) が融合した UBFを導入することで、rRNA転写が行われない染色体領域

に UBF を局在させた。GFP と LacI が融合した UBF1 を U2OS 2-6-3 細胞に導入し、42 時

間後に間接蛍光抗体法にて GFP-LacI-UBF1 と核小体タンパク質の細胞内局在を検出した 

(図 11) 。GFP-LacI-UBF1は核小体と LacOサイトに局在した。RPA194と Nopp140は LacO

サイトに局在した。一方で、DKC1、FBL、B23、そして NCLは LacOサイトには局在しな

かった。これらの結果から、これまでの報告と同様に (Prieto and McStay, 2007) 、UBFは

rRNA プロセッシング因子が NOR へ集合するための十分条件を満たさないことが示唆さ

れた。 
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1-3-5. rRNA前駆体は、rRNAプロセッシング因子が NORへ集合するための UBFに次ぐ因

子となる可能性がある。 

これまでの結果をまとめると、1) rRNAプロセッシング因子は、rRNA転写が再開する前

に NORに集合するが、2) この集合には UBF が NORに局在していることが必要であり、

3) そのためには UBFだけでは不十分である、ことが示唆された。このことから、rRNAプ

ロセッシング因子が NORに集合するためには、UBFに加えて別の因子が NORに局在して

いることが必要だと推測した。そこで、候補となる因子には以下の 3 点の性質が必要であ

ると考えた。それは、1) rRNA プロセッシング因子と相互作用すること、2) rRNA 転写の

再開には依存せず、NOR に局在していること、そして 3) pseudo-NORs などの異所局在性

の UBFとは共局在しないこと、である。これらの条件をすべて満たす因子として rRNA特

に rRNA 前駆体を想定した。この理由としては、rRNA 前駆体がミニ核小体に局在してい

たこと (図 9) 、pseudo-NORsには転写活性がないこと (Mais et al., 2005) 、そして U2OS 2-

6-3細胞の LacOサイトでは転写誘導はされていない (テトラサイクリンで転写誘導できる

コンストラクトである [Janicki et al., 2004] 。) こと (図 11) が挙げられた。そこで、次の実

験では、分裂期から間期にかけての rRNA前駆体の細胞内局在を追跡した。GFPが融合し

た UBF1 を安定発現する HeLa 細胞を用いて、前期および終期における UBF1-GFP および

rRNA 前駆体の細胞内局在を FISH 法にて検出した (図 12) 。前期において UBF1-GFP は、

凝縮した染色体上の蛍光強度の高い焦点で示された NOR だけでなく、染色体周辺部にも

局在することが明らかとなった。このことは、図 8 において、一部の UBF は分裂期では

NORから解離していることに一致した。また、rRNA前駆体は、前期では染色体周辺部の

UBF1-GFP と共局在し、NOR での局在は検出されなかったが、終期では、NOR に局在し

た。ここで検出された rRNA前駆体は、分裂後に産生された転写産物である可能性がある。

しかし、rRNA 転写の再開を阻害した際の G1期初期において、rRNA 前駆体はミニ核小体

に局在した (図 9Bと C) 。これらの結果より、分裂期に持ち越された rRNA前駆体は、分

裂期前期には NOR から解離し、rRNA 転写の再開より前に少なくとも一部が NOR に再集

合することが示唆された。 
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1-3-6. rRNA プロセッシング因子と r-chromatin の結合の脱着には、分裂期における rRNA

プロセッシング因子のリン酸化修飾が重要である可能性がある。 

分裂期を特徴付けているものは Cyclin B/CDK1の活性化である (Fisher et al., 2012) 。核

小体は分裂期で消失するが、この原因は明らかとなっていない。核小体に豊富に存在する

タンパク質の一つである B23 は、分裂期において Cyclin B/CDK1 によってリン酸化され、

それにより RNA結合活性が低下する (Peter et al., 1990a; Okuwaki et al., 2002) 。そして、

この RNA結合活性の低下が、B23を核小体から解離させる (Hisaoka et al., 2010) 。これら

の報告から、核小体タンパク質の中には、核酸との結合に依存して核小体に局在している

ものがあることが示唆された。図 8 と図 12 より、分裂期において一部の UBF は NOR か

ら解離し、染色体周辺部に局在することが示唆された。そこで、細胞周期を通じた UBFの

リン酸化状態を検討した。UBF1-GFP を安定発現する HeLa 細胞を図 9 と同様に Act D 非

存在下あるいは存在下で G2/M期に同調し、同調を解除して 0、3、6、9、そして 12時間後

にそれぞれ細胞を回収した。コントロールとして、Act D 処理をしていない非同調の同細

胞を用いた。非同調細胞 (図 13、レーン 1と 12) 、Act D処理をしなかった細胞 (図 13、レ

ーン 2-6と 13-17) と Act D処理をした細胞 (図 13、レーン 7-11と 18-22) から細胞溶解液

を調製した。細胞溶解液を Mn2+-Phos-tag SDS-PAGE または通常の SDS-PAGE で展開後、

UBFおよび rRNAプロセッシング因子を検出した。Phos-tag SDS-PAGEでは、リン酸化型

のタンパク質は非リン酸化型に比べ移動度が小さくなる。Cyclin B1の発現量は分裂期で高

いことから、G2/M期同調細胞は Act D処理の有無に関わらず、同調を解除して 3時間後以

降は間期であることが確認された。UBFおよび UBF1-GFPは分裂期特異的なリン酸化型が

存在することが明らかとなった (図 13、レーン 2と 7、黒矢印) 。さらに、G1期特異的なリ

ン酸化型 UBF も検出され、時間の経過につれて非同調細胞で検出されたバンドに集約し

ていく様子が観察された (図 13、レーン 1、3-6、そして 8-11) 。Nopp140および FBLは分

裂期特異的に単一のリン酸化型が検出された (図 13、レーン 2と 7、黒矢印) 。また、B23

および NCLは分裂期特異的に複数のリン酸化型が検出された (図 13、レーン 13と 18、黒

矢印) 。一方、DKC1では分裂期特異的なリン酸化型は検出されなかった。以上の結果より、

UBF や、DKC1を除く rRNAプロセッシング因子は分裂期特異的なリン酸化修飾を受ける

ことが明らかとなり、この修飾が分裂期における r-chromatinからの解離に関与している可

能性が示唆された。 
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1-4. 考察 

1-4-1. rRNAプロセッシング因子が r-chromatinに結合することの生物学的意義 

本研究の 1つ目の発見は、rRNAプロセッシング因子 (Nopp140、DKC1、そして FBL) が

転写活性のある転写領域の r-chromatinに結合したことである (図 8) 。box H/ACA snoRNP

と box C/D snoRNPの両方が、初期転写産物に空間的にアクセスしやすい r-chromatinに結

合することは、機能の点から合理的である。データとして示したのは DKC1と FBLのみだ

が、他の snoRNPに関しても r-chromatinと結合することが示唆されている (データ示さず) 。

また、snoRNPが転写活性のある転写領域に多く結合したことは、rRNA前駆体のプロセッ

シングが転写と協調的であることを強く示唆している。このことは、出芽酵母において、

U3 snoRNPや t-UTPsを含む SSU processomeが rRNA転写と rRNAプロセッシングをリン

クしていることからも信憑性がある (Gallagher et al., 2004) 。一方、Nopp140 も snoRNP 

(DKC1と FBL) と同じように r-chromatinと結合したことも興味深い。なぜなら、Nopp140

は box H/ACA snoRNP と box C/D snoRNPの両方の分子シャペロンであること (Meier and 

Blobel, 1994; Yang et al., 2000) 、Pol Iと結合すること (Chen et al., 1999) 、そして U3 snoRNP

の成熟に関与すること (Watkins et al., 2004) が示唆されているからである。それゆえ、

Nopp140 は rRNA 転写と rRNA プロセッシングの足場 (scaffold) として機能することが示

唆される。また、B23 や NCL が r-chromatin と結合したが、これはリボソームアセンブリ

ー因子としてよりは、 r-chromatin の構造制御因子として機能している可能性がある 

(Hisaoka et al., 2010; Cong et al., 2012) 。 

 

1-4-2. rRNAプロセッシング因子が分裂期に r-chromatinから解離し、G1期初期に再集合す

る分子機構 

本研究の 2つ目の発見は、間期で r-chromatin に結合していた rRNAプロセッシング因子

が、分裂期で r-chromatinから解離したことである (図 8) 。このことは、分裂期での核小体

構造の崩壊を引き起こす原因と考えられる。さらに、FBL、Nopp140、B23、そして NCLが

分裂期特異的にリン酸化されたことが明らかとなった (図 13) 。このことは、B23 の場合 

(結果 1-3-6) と同様に、分裂期特異的なリン酸化が r-chromatinからの解離の原因の一つで

ある可能性がある。NCLについては、B23と同様に Cyclin B/CDK1によってリン酸化され

ることが報告されており、NCLに含まれる RNA結合領域が NCLの核小体局在に必要なこ

とも明らかとなっている (Belenguer et al., 1990; Peter et al., 1990a; Creancier et al., 1993) 。
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しかし、NCLの Cyclin B/CDK1によるリン酸化部位に変異を導入し、リン酸化されない変

異体を細胞に発現させても、その細胞内局在は野生型と変化がなかったという報告 

(Dimario, 2004) があるように、Cyclin B/CDK1によるリン酸化が NCLの核小体からの解離

に寄与するかは不明である。また、Nopp140も分裂期特異的なリン酸化修飾を受けること

が報告されているが、その機能についてはまったく明らかではない (Pai et al., 1995) 。同様

に、分裂期同調細胞を用いた網羅的な質量分析により、DKC1や FBLも分裂期にリン酸化

されることが示唆されているが、その実態は明らかではない (Dephoure et al., 2008; Olsen 

et al., 2010) 。分裂期における rRNAプロセッシング因子のリン酸化と核小体構造の崩壊と

の因果関係については、今後の課題とする。 

一方、rRNAプロセッシング因子 (Nopp140、DKC1、そして FBL) が分裂期に r-chromatin

から解離することは、分裂期において rRNA 転写や rRNA プロセッシングが停止すること

からも合理的である。さらに、それらの因子が rRNA転写の再開を阻害しても G1期初期に

r-chromatinと再び結合したこと (図 9) から、rRNAプロセッシング因子が r-chromatinと結

合するための駆動力は、rRNA 転写による rRNA 前駆体の新規合成ではないことが示唆さ

れる。また、出芽酵母において、精製した Pol Iに細胞溶解液から分画した rRNAプロセッ

シング活性を有する画分を加えると、rRNA転写活性が上昇することが in vitroの実験から

明らかとなっていること (Fath et al., 2000) から、rRNA転写の再開より前に rRNAプロセ

ッシング因子が r-chromatinに結合することがその後の rRNA転写の再開や rRNAプロセッ

シングの開始に重要である可能性を示唆している。 

本研究の 3つ目の発見は、rRNAプロセッシング因子が r-chromatinと結合するには UBF

が必要であることである (図 10) 。このことが、単純に rRNA転写に依存しているからであ

るという可能性は、RRN3をノックダウンした結果により否定された。つまり、UBFまた

は RRN3のいずれをノックダウンした場合でも、RPA194と r-chromatin の結合は減少した

からである。UBF が rRNA プロセッシング因子と r-chromatin の結合を正に制御している

という結果は、UBFが転写因子としてだけでなく、核小体構造の制御をも担っていること

を示唆している (後述) 。さらに、LacO-LacIシステムを利用して UBFを NOR以外の染色

体領域に局在させても、rRNAプロセッシング因子と異所性 UBFの共局在は認められなか

ったこと (図 11) から、rRNAプロセッシング因子を NORに呼び込むには、UBFに加えて

第 2の因子が必要であることも示唆された。この第 2の因子が、Nopp140などの rRNA転

写と rRNA プロセッシングをリンクする因子であるという可能性は否定された (図 11) 。
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一方、分裂期に持ち越された rRNA前駆体は、前期には NORに局在しなかったが、染色体

周辺部において UBF と共局在し (図 12) 、rRNA転写の再開を阻害しても、ミニ核小体に

局在した (図 9Bと C) 。分裂期前期では、r-chromatinから解離した UBFと分裂期に持ち越

された rRNA前駆体は、染色体周辺部に局在し、rRNA転写が再開する前に NORに集合す

る可能性が示唆される。このことから、分裂期に持ち越された rRNA前駆体が UBFに次ぐ

第 2の因子と推測される。つまり、UBFと rRNA前駆体の両方が r-chromatinに存在するこ

とが、rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合に必要であると推測される。この推

測は、5’-ETS 領域を含む rRNA 遺伝子配列を組み込んだプラスミド DNA を HeLa 細胞に

顕微注入すると、外因性の rRNA前駆体依存的に FBLや U3 snoRNAがプラスミド DNA上

に集合したことからも支持される (Kopp et al., 2007) 。 

 

1-4-3. rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合における UBFの機能 

本研究の 4 つ目の発見は、NCL を除く rRNA プロセッシング因子は、UBF 依存的に r-

chromatinと結合したこと (図 10) である。その一方で、異所性の UBFには rRNAプロセッ

シング因子を集合させる機能はなかった (図 11) 。このことは、rRNAプロセッシング因子

が UBFとのタンパク質間相互作用によって NORに集合するわけではないということを示

唆している。UBF は、rRNA 遺伝子のプロモーター領域付近が最も結合量が多いが、遺伝

子の全域に渡っても分布している (O'Sullivan et al., 2002; Mais et al., 2005) 。プロモーター

領域付近の UBF は転写開始複合体の形成には寄与していると考えられるが、UBF には他

の機能があることが示唆されている。つまり、enhanceosomeと呼ばれる転写活性に必要な

DNAのループ構造を形成する機能 (Bazett-Jones et al., 1994) や染色体を脱凝縮させる機能 

(Chen et al., 2004) 、そしてヘテロクロマチン構造を誘導するヒストン H1をクロマチンか

ら解離させる機能 (Kermekchiev et al., 1997) が報告されている。さらに、UBFの発現量が

転写活性のある r-chromatin の量を規定していることも明らかとなっている (Sanij et al., 

2008) 。これらの報告から、UBF は r-chromatin に結合することで r-chromatin をオープン

な状態に保ち、rRNAプロセッシング因子が r-chromatinにアクセスしやすくしていると考

えられる。分裂期においても、UBF は NOR に残っていることから、転写が行われていな

い分裂期においても UBF の結合している r-chromatin はオープンな構造を保っていると考

えられる。しかしながら、UBFによるオープンなクロマチン構造だけでは rRNAプロセッ
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シング因子を呼び込むには不十分であり (図 11; Chen et al., 2004) 、UBFに次ぐ第 2の因子

が必要であることは明らかである。 

また、本研究により、UBFが分裂期特異的なリン酸化修飾を受けることが明らかとなっ

た。この意義については、まだ解析を始めていないが、分裂期に一部の UBFが r-chromatin

から解離したことに関係があるかもしれない。UBF のリン酸化修飾については、Cyclin 

D/CDK4 (G1期) や Cyclin E or A/CDK2 (G1/S期あるいは S期) によるリン酸化の機能は、

転写開始複合体の形成や Pol Iの活性化に寄与していることが報告されている (Voit et al., 

1999; Voit and Grummt, 2001) が、Cyclin B/CDK1 (分裂期) によるリン酸化の機能はまった

く報告されていない。分裂期における UBF のリン酸化と rRNA プロセッシング因子の r-

chromatinからの解離との因果関係については、これから明らかにする予定である。 

 

1-4-4. G1期初期における 2段階の核小体形成機構 (図 14) 

本研究の 5 つ目の発見は、rRNA 転写の再開を阻害すると成熟した核小体構造は形成さ

れないにもかかわらず、この時の rRNA プロセッシング因子と r-chromatin の結合量は、

rRNA 転写の再開を阻害しなかった場合と変化がなかったことである。このことから、G1

期初期における核小体形成機構は、2段階に分けて行われることが示唆された。Doussetら

は、Act D で処理した分裂期の細胞は、ミニ核小体と PNB が存在する状態で G1期初期に

停止することを見出し、rRNA プロセッシング因子は rRNA 転写の再開には依存せずに

NORに集合することを提唱した (Dousset et al., 2000) 。彼らが検討した核小体 RNPは FBL

と NCLのみだったが、本研究ではそれらに加えて、DKC1、Nopp140、そして B23も検討

し、DKC1 と Nopp140 は FBLと同様にミニ核小体のみに、B23 は NCL と同様にミニ核小

体と PNBに局在することが明らかとなった。これが、核小体形成の第一段階と言える。つ

まり、核小体形成の第一段階は、rRNA 転写の再開より前に完了することが示唆された。

一方、rRNA プロセッシング因子の分裂期特異的なリン酸化が示唆され、かつこれらのリ

ン酸化修飾は rRNA 転写の開始を阻害しても解除されたこと (図 13) から、分裂期におい

て rRNAプロセッシング因子が r-chromatinから解離する原因の一つとして、rRNAプロセ

ッシング因子のリン酸化修飾が挙げられた。一方、Sirri らは、分裂期細胞を CDK 阻害剤

roscovitineで処理することで、rRNA転写は回復するが、rRNAプロセッシングは回復せず、

核小体構造は再形成されないことを見出した (Sirri et al., 2000) 。さらに、分裂期同調した

細胞を roscovitine 存在下で同調を解除したところ、細胞は G1 期初期で停止し、成熟した
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核小体構造は形成されなかった (Sirri et al., 2002) 。このことから、核小体構造が再形成さ

れるためには、G1期における CDKの活性化も必要であることが示唆される。 

B23 や NCLはミニ核小体と PNBの両方に局在し、rRNA前駆体はミニ核小体と PNBの

両方の B23 と共局在した (図 9A-C) 。そして、r-chromatinと結合する B23 や NCLの量は

ミニ核小体と成熟した核小体とではほとんど差がなかった (図 9D) 。これらの結果から、

B23 や NCL には r-chromatin に結合するものと、そうでないものの少なくとも 2 種類が存

在することが示唆される。これは、クロマチン構造を制御するもの (Hisaoka et al., 2010; 

Cong et al., 2012) が前者で、リボソームアセンブリーや後期 rRNAプロセッシングに関わ

るものが後者であるという可能性が考えられる。また、PNBに残っている rRNA前駆体は、

その後プロセッシングを受けると思われる (Carron et al., 2012) 。そして rRNA転写が再開

し、大量の rRNA前駆体が新規に合成されると、PNBに残っていた B23や NCLも NORに

集合し、GC領域を形成すると考えられる。これが、核小体形成の第二段階と言える。この

ようにして、分裂期から間期にかけて起こる核小体の再形成は、rRNA 転写の再開前の第

一段階と、再開後の第二段階に分けて行われることが強く示唆される。 
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第二章 

核小体クロマチン構成因子 Nopp140 の機能解析 

 

2-1. 緒言 

現在までに、核小体には 4700 種以上のタンパク質が含まれていることがプロテオーム

解析により明らかとなっている (Ahmad et al., 2009) 。しかし、その大半は核小体での機能

が解析されていない。第一章では、核小体構造が、rRNA プロセッシング因子と転写因子

UBFによって制御されることを議論した。本章では、核小体構造を制御する因子を新たに

同定し、その機能を明らかにすることを目的とした。核小体構造を制御する因子を定義す

るにあたり、以下の 2点を設定した。すなわち、1) NORを特異的に認識し、r-chromatinと

相互作用すること、そして 2) rRNA プロセッシング因子を NOR に集合させるため rRNA

プロセッシング因子と相互作用すること、である。そこで、r-chromatin と結合する核小体

タンパク質を同定するため、HeLa細胞から単離した核小体を塩酸抽出し、抽出されたタン

パク質を、液体クロマトグラフィー質量分析を用いて同定した。そして、比較的高い塩酸

濃度で抽出された核小体タンパク質を複数同定した。その中から分子シャペロンとして知

られる Nopp140が同定された。 

Nopp140は、出芽酵母からヒトに至るまで進化的に広く保存されたタンパク質である (図

17A) 。最初に発見されたのはアフリカツメガエル Nopp140 (xNopp140) で、核小体に豊富

に存在するタンパク質として同定された (Schmidt-Zachmann, et al., 1984) 。その後、細胞

質と核を往復する因子としてラット Nopp140が同定され (Meier and Blobel, 1990) 、その塩

基配列に類似している遺伝子としてヒト Nopp140 は同定された (Nomura et al., 1994) 。

Nopp140の機能に関する研究は、出芽酵母における Nopp140のオルソログ Srp40の欠損体

を用いたことに始まる。Srp40に関する主な報告は、Srp40欠損体は野生型に比べ細胞増殖

速度は遅くはなるが、致死的ではないこと (Meier, 1996) 、box C/D snoRNAの安定性には

影響ないが、box H/ACA snoRNAの安定性を減少させること (Yang et al., 2000) がある。一

方、ヒト Nopp140 については、核小体のほかに、核内構造体 Cajal ボディにも局在するこ

とが明らかになっており (図 17B; Isaac et al., 1998) 、例えば U3 snoRNPの核質 (おそらく

Cajal ボディ) から核小体へのアセンブリーに関与していることが示唆された (Watkins et 

al., 2004) など、Cajal ボディと核小体を往復することで snoRNP の成熟に関わることが示
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唆されている。しかしながら、Nopp140に関しては相互作用解析が中心で、その機能の実

態はよくわかっていない。 

本章において同定された Nopp140を、上述の核小体構造を制御する因子を定義に当ては

めてみたところ、Nopp140 は、in vivo かつ in vitro において r-chromatin と結合すること 

(Tsai et al., 2008) 、Pol Iと結合すること (Chen, et al., 1999) 、そして box H/ACA snoRNP

や box C/D snoRNPと結合すること (Meier and Blobel, 1994; Yang et al., 2000) が報告され

ている。さらに、Tsaiらの報告によると、Nopp140は自身の中心領域を介して self-interaction

することに加え、N末端側と C末端側の領域に α-satellite DNAと rRNA gene DNAがそれ

ぞれ結合することが in vitroの実験から明らかになった (Tsai et al., 2008) 。α-satellite DNA

は NOR の近傍に位置していることから、Nopp140 は核小体と核を繋ぎとめる ”かすがい” 

のような機能を担っているではと予想された。従って、Nopp140は核小体構造を制御する

因子である可能性が生じた。 

本章では、Nopp140の核小体における機能の解明に取り組んだ。Nopp140をノックダウ

ンすると、約 25%の細胞の核小体構造が変化したものの、残りの細胞の核小体構造に明瞭

な変化は見られなかった。また、Nopp140 における snoRNP との結合領域を特定し、核小

体において Nopp140-Pol I-snoRNP の三者複合体が形成されることを見出した。さらに、

Nopp140 をノックダウンした細胞は細胞増殖能が低下し、rRNA 転写活性が低下した。ま

た、Cajalボディのマーカータンパク質 coilinの焦点が顕著に減少した。 
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2-2. 材料と方法 

第一章と重複する材料と方法は省略した。 

 

2-2-1. 細胞培養、siRNAの導入、安定発現細胞株の確立 

ヒト胎児腎臓細胞 293T 細胞は 10% (v/v) 非働化ウシ胎児血清を含む Dulbecco modified 

Eagle medium (DMEM) で培養した。 

siRNA の導入について、Nopp140 siRNA には Stealth RNA NOLC1-HSS113666 または

NOLC1-HSS190057 (Invitrogen) をそれぞれ使用した。 

GFP あるいは FLAG が融合した Nopp140 を安定発現する HeLa 細胞を作成するため、

pEGFP-C1-FLAG-Nopp140ベクターあるいは pcDNA3.1-FLAG-Nopp140ベクターをそれぞ

れ HeLa細胞に導入し、G418で選択培養し確立した。 

 

2-2-2. 核小体の単離 

核小体の単離方法は、Lamond 研究室のプロトコール (http://www.lamondlab.com/) を参

考にした。0.5-1 × 108個の HeLa細胞を PBSで洗浄後、1 mLの低張溶液 (10 mM HEPES-

NaOH [pH 7.9], 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, and 0.5 mM DTT) に懸濁し、氷上で 15分間静

置した。遠心し上清を除き、400 μLの低張溶液に懸濁し、Dounce tissue grinder (Wheaton) 

を用いて 10回ホモジナイズした (細胞膜の破砕) 。遠心後の上清を回収し、これを細胞質

画分とした。沈降物を 3 mLの S1 solution (0.25 M sucrose and 10 mM MgCl2) に懸濁し、そ

れを 3 mLの S2 solution (0.35 M sucrose and 0.5 mM MgCl2) に重層した。4°Cで 5分間遠心 

(1430 × g) し上清を除き、沈降物 (核画分) を 1 mLの S2 solutionに懸濁した。これを超音

波処理し、核小体を露出させた。超音波処理後の懸濁液を 1 mLの S3 solution (0.88 M sucrose 

and 0.5 mM MgCl2) に重層し、4°Cで 20分間遠心 (3000 × g) した。遠心後の上清を回収し、

これを核質画分とした。得られた沈降物を核小体画分とした。 

 

2-2-3. 塩酸抽出 

HeLa細胞から単離した核小体を、0、0.25、0.5、そして 1 N HClを含む S2 solutionに懸

濁し、4°C で一晩攪拌した。4°Cで 20分間遠心 (21500 × g) し、上清を回収した。0.25、

0.5、そして 1 N HClを加えて抽出した上清には、中和するためにそれぞれ 300、600、そし

て 1000 mM Tris-HCl (pH 9.6) を上清の体積の等量を加え、pHを 7-8にした。塩酸を加え
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ていないサンプル (0 N HCl) には 300 mM Tris-HCl (pH 7.9) を上清の体積の等量を加えた。

中和したサンプルに SDS sample buffer を加え、95°Cで 5分間処理した。 

 

2-2-4. 抗体 

本章で新たに使用した抗体は以下の通りである。 

マウスモノクローナル抗体 : BrdU (BU-33, Sigma), Coilin (COIL) (Pdelta, Abcam), 

NAP1L1 (2609C3a, Santa Cruz Biotechnology),  

 

2-2-5. CBB染色、銀染色 

CBB 染色は以下の通りに行った。SDS-PAGE 後のゲルを CBB solution (0.25% [w/v] 

coomassie brilliant blue [CBB], 40% [v/v] methanol, and 7% [v/v] acetic acid) に浸し、室温で

30 分間振盪した (CBB 染色) 。ゲルを超純粋で数回洗浄した後に、脱染溶液  (30% [v/v] 

methanol and 10% [v/v] acetic acid) に浸し、染色像が得られるまで室温で振盪した (脱染) 。 

銀染色は以下の通りに行った。SDS-PAGE後のゲルを 50% (v/v) methanolに浸し、室温

で 5分間振盪した (固定) 。この操作を 2回行った。ゲルを 5% (v/v) methanolに浸し、室温

で 5分間振盪した後、32 μM DTTに浸し、室温で 15分間振盪した (還元) 。ゲルを 6 mM 

AgNO3に浸し、室温で 15分間振盪した (銀染色) 。ゲルを超純水で数回洗浄した後に、還

元溶液 (0.3 M Na2CO3 and 0.02% [v/v] formaldehyde) に浸し、染色像が得られるまで室温で

振盪した (還元) 。約 1 gのクエン酸一水和物を加えて、室温で 30分以上振盪した (現像の

停止) 。 

 

2-2-6. 液体クロマトグラフィー質量分析 (LC-MS/MS) 

解析するタンパク質をトリプシン消化するために以下の操作を行った。サンプルを SDS-

PAGE で展開後、銀染色を行った。得られた染色像から解析対象のバンドを切り出した。

切り出したゲルをチューブに回収し、100 μLの 30 mM K3[Fe(CN)6]を加えた後に、100 μL

の 100 mM Na2S2O3を加え、銀染色の色が消えるまで室温で攪拌した。ゲルを超純粋で洗

浄後、10 mM DTTを含んだ 100 μLの 100 mM NH4HCO3に懸濁し 56°Cで 1時間処理した。

上清を除き、55 mM iodoacetoamide を含んだ 100 μLの 100 mM NH4HCO3に懸濁し、遮光

して室温で 45分間処理した。上清を除き、200 μLの 50% (v/v) methanol/10% (v/v) acetic 

acidに懸濁し上清を除いた。200 μLの 100 mM NH4HCO3に懸濁し上清を除いた。200 μL
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の CH3CN に懸濁し上清を除いた。遠心濃縮器でゲルが白く乾燥するまで処理した。約 10 

μLの 20 ng/μL Sequenceing grade modified trypsin (Promega) を加え、氷上で 30分間静置し

た。20 μLの 50 mM NH4HCO3を加え、37°Cで一晩処理した。150 μLの 50% (v/v) CH3CN/0.1% 

(v/v) trichloroacetic acid (TCA) を加え、Bioruptor (コスモ・バイオ) にて 15分間超音波処理

した。上清を回収し、150 μLの 75% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) TCAを加え、15分間超音波処

理した。先ほど回収した上清と合わせ、体積が約 30 μLになるまで遠心濃縮器で乾燥させ

た。 

次に、サンプルを精製するために以下の操作を行った。Cチップ T300 (AMR) を 1.5 mL

チューブの蓋に差し込み、10 μLの 80% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) tetrahydrofuran (TFA) を C

チップにロードした。遠心した後に、10 μLの 4% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) TFAを Cチップ

にロードした。遠心した後に、サンプルを Cチップにロードした。遠心した後に、10 μLの

4% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) TFAを Cチップにロードした。この Cチップを TPX製 1.5 mL

チューブ (ハイテック) にセットし、10 μLの 80% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) TFAを Cチップ

にロードし遠心した。この操作を 2回行った。遠心濃縮器で完全に乾燥させた後に、サン

プルを 20 μLの 2% (v/v) CH3CN/0.1% (v/v) TFAに溶解した。 

LC-MS/MS解析は、以下の 3台の装置オートサンプラーPAL (CTC Analysis) 、液体クロ

マトグラフ Paradigm MS4 (Michrom) 、そして質量分析計 Finnigan LXQ (ThermoFisher 

Scientific) を用いて行った。液体クロマトグラフに用いたカラムは、Magic C18AQ 3μ 200Å 

Columns 100μ 150 mm (Michrom) を用いた。解析には Mascot Server (Matrix Science) の

MS/MS Ion Searchを使用した。検索条件は表 2に示した。 

 

表 2 Mascot Server MS/MS Ion Searchの検索条件 

Database SwissProt MS/MS tolerance 1 Da 

Taxonomy Homo sapiens Peptide charge 1+, 2+, and 3+ 

Enzyme Trypsin Monoisotopic/Average Monoisotopic 

Allowed up to 2 Instrument ESI-TRAP 

Fixed modifications Carbamidomethyl Error tolerant off 

Variable modifications Oxidation Decoy off 

Quantitation None Report top AUTO 

Peptide tolerance 2 Da   
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2-2-7. 透過型電子顕微鏡 

U-2 OS細胞を PBSで洗浄後、2.5% (v/v) glutaraldehydeおよび 1% (w/v) osmium tetroxide

で二重固定後、洗浄してエタノール系列にて脱水し、methyl oxirane に置換後、エポキシ

樹脂で重合包埋した。得られた樹脂ブロックからウルトラミクロトーム Ultracut E 

(Reichert-Jung) を使用して超薄切片を採取し、それに酢酸ウラン・クエン酸鉛 (Reynolds法) 

の二重染色を施し透過型電子顕微鏡 JEM-1400 (日本電子) で観察した。 

 

2-2-8. 免疫沈降 

第一章 1-2-3.と同じ方法で免疫沈降し洗浄したビーズを、0.3 mg/mL FLAG peptide 

(Sigma) を含む Lysis buffer に懸濁し、氷上で 30 分間静置した後に上清を回収した。SDS 

sample bufferを加え、95°Cで 5分間処理した。再度、免疫沈降を行う場合は、溶出したサ

ンプルに抗体を加えて、同様に処理した。 

 

2-2-9. 細胞増殖測定 

35 mm dishから 0.05% (w/v) Trypsin/0.53 mM EDTAを用いて細胞を回収した。細胞を

500 μLの培地に懸濁し、そのうち 10 μLを 10 μLの 2× trypan blue solution (Sigma) と混合

し、Countess cell counting chamber slides (Invitrogen) にロードし、Countess automated cell 

counter (Invitrogen) を用いて細胞数を計測した。 

 

2-2-10. 5-fluorouracil incorporation 

HeLa細胞をカバースリップ上に接着させた。培地を交換し、3 mM 5-fluorouracil (5-FU) 

(Sigma) 存 在 下 で 30 分 間 培 養 し た 。 カ バ ー ス リ ッ プ を 回 収 し 、 1% (w/v) 

paraformaldehyde/PBS で固定し、一次抗体に抗 BrdU 抗体を用いた。他の手順は 1-2-7. 間

接蛍光抗体法に従った。 

 

2-2-11. プラスミド DNAの構築 

pcDNA3.1-FLAG-Nopp140 ベクターを構築するために、 human Nopp140 cDNA を

pcDNA3.1-FLAG ベクター  (筑波大学医学医療系  竹内薫  准教授からの分与 ) の

BamHI/EcoRIサイトに連結させた。pEGFP-C1-FLAG-Nopp140ベクターを構築するために、

pcDNA3.1-FLAG-Nopp140 ベクターを鋳型に、表 3 に示したプライマーセットを用いて
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PCR にて増幅し、pEGFP-C1 (Clontech) ベクターの BglII/EcoRI サイトに連結させた。

Nopp140欠損変異体を組み込んだプラスミド DNA (表 3) は、pcDNA3.1-FLAG-Nopp140ベ

クターを鋳型に、表 3 に示したプライマーセットを用いて PCR にて増幅し、pcDNA3.1-

FLAG ベクター の BamHI サ イト  (Nopp140N203) ま たは BamHI/EcoRI サイ ト 

(Nopp140M204-382、Nopp140M383-587、そしてNopp140C383) に連結させた。Nopp140N203

は 1番目から 203番目までのアミノ酸、Nopp140M204-382は、204番目から 382番目まで

のアミノ酸、Nopp140M383-587 は、383 番目から 587 番目までのアミノ酸、そして

Nopp140C383は 383番目から 699番目までのアミノ酸からそれぞれ構成されている。 

 

表 3 FLAG-Nopp140および Nopp140欠損変異体 (下線部は Nopp140の塩基配列)  

名称 Forward primer Reverse primer 

FLAG-Nopp140 5’-agcagatctgccgccaccatggactacaaggacgatga-3’ 5’-agggaattcactcgctgtcaaacttaa-3’ 

Nopp140N203 5’-aggggatccatggcggacgccggcattcg-3’ 5’-aaaagatctctaagctggtttgggaggggctt-3’ 

Nopp140M204-382 5’-aggggatcccgagcagcacctaaaatagc-3’ 5’-agggaattctaaccagctggcttagaaggag-3’ 

Nopp140M383-587 
5’-aaggatccaccaccaagaattcttcaaa-3’ 

5’-agggaattctacttccgcttctttaatgaac-3’ 

Nopp140C383 5’-agggaattcactcgctgtcaaacttaa-3’ 
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2-3. 結果 

2-3-1. 核小体構造を制御する新たな候補因子として Nopp140に着目した。 

核内において、核小体が形成される場所は NOR である。従って、NOR を特異的に認識

することのできる核小体タンパク質は、核小体形成のための中核を担っている可能性があ

る。NORを特異的に認識する、つまり rRNA遺伝子を構成する DNAもしくは r-chromatin

と結合するタンパク質は、ヒストンタンパク質のように極性アミノ酸領域を有していたり、

DNA結合モチーフを有していたりすると推測した。そこで、核小体に含まれる極性の高い

タンパク質を抽出するために、核小体タンパク質の塩酸抽出を行った。まず、HeLa細胞か

ら核および核小体を単離し (図 15) 、得られた核小体を、0、0.25、0.5、そして 1 N HClで

処理し、上清画分に溶出されるタンパク質を SDS-PAGE で展開後、銀染色にて検出した 

(図 16A) 。塩酸濃度に依存して、溶出されるタンパク質は 3本のバンドに収束した (図 16A、

レーン 1、3、5、7およびレーン 2、4、6、8) 。そして、1N HClで抽出した核小体のサン

プルで検出された 3 つのバンド (図 16A、バンド 1、2、そして 3) に含まれるタンパク質

を、液体クロマトグラフィー質量分析を用いて同定した。各バンドから同定されたタンパ

ク質のうち、スコアが最も高いものから上位 5つを図 16Bに示した。同定されたタンパク

質のいくつかを、Western blottingにて検出した (図 16C) 。Western blottingにて検出され

たタンパク質のうち、塩酸濃度依存的に抽出されたタンパク質は Nopp140 のみであった。

一方、NCL は 0.25 N HCl で抽出した時が最も溶出効率が良いことが明らかとなった。一

方、UBFや B23は塩酸濃度に依存せず溶出したことが明らかとなった。ヒストン H3はコ

ントロールとして検出した。以上の結果より、Nopp140は NCL、UBF、そして B23と同様

に、rRNA遺伝子 DNAまたは r-chromatinと結合するタンパク質であることが示唆された。

また、Nopp140が r-chromatinと結合することはクロマチン免疫沈降の結果からも明らかと

なった (図 8) 。 

 

2-3-2. Nopp140は、核小体の構造維持には必須ではない。 

核小体構造における Nopp140 の機能を明らかにするために、Nopp140 をノックダウン

し、核小体タンパク質の細胞内局在および核小体構造の変化を検討した。U-2 OS 細胞に

Nopp140 siRNAを導入し、間接蛍光抗体法および透過型電子顕微鏡撮影を行った。Nopp140

をノックダウンすると、核小体 FC領域や DFC領域に局在する DKC1や RPA194が、核小

体内でドット状に局在する細胞が確認された (図 18A) 。一方で、核小体 GC領域に局在す
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る B23の核小体内局在は変化した細胞はほとんど確認されなかった (図 18B) 。また、核の

形態が崩れた細胞がいくつか認められた。DKC1 の局在が核小体内でドット状の局在を示

した細胞を、nucleolar-disrupted cells と定義し、その個数を計測した。その結果、HeLa細

胞および U-2 OS細胞において、いずれも Nopp140をノックダウンすると、約 25%の細胞

の核小体構造が変化することが明らかとなった。その一方で、残りの約 75%の細胞には、

DKC1の局在変化はほとんど認められなかった (図 18C) 。また、その時の Nopp140 siRNA

を導入した細胞の Nopp140 の発現量は減少していた (図 18D) 。Nopp140 をノックダウン

した際の核小体の FC構造や DFC構造を透過型電子顕微鏡にて観察した (図 18E) 。Control 

siRNA を導入した細胞では、FC 構造や DFC 構造が明瞭に確認された (図 18E、パネル 1-

4) 。一方、Nopp140 siRNAを導入した細胞では、FC構造や DFC構造がはっきりしないも

のが複数確認された (図 18E、パネル 5-8) 。さらに、核膜が核内部に入り組んだような核

の形態異常がここでも認められた。以上の結果より、Nopp140は必須ではないものの、核

小体、あるいは核の構造形成・維持に何らかの役割を担っていることが示唆された。 

 

2-3-3. Nopp140は、Pol Iおよび snoRNPsと核小体において三者複合体を形成する。 

Nopp140 は Pol I と snoRNPs (DKC1 や FBL) と結合することが報告されている (Meier 

and Blobel, 1994; Yang et al., 2000; Chen, et al., 1999) 。このことから、Nopp140が核小体に

おいて、rRNA転写と rRNAプロセッシングの足場として機能していることが推定された。

つまり、Nopp140 は、rRNA 転写後に rRNA プロセッシングが効率良く続くために、それ

ぞれの因子を空間的に近傍に繋ぎ留めていると推測した。そこでまず、Nopp140における

snoRNP との結合領域を特定し、核小体において、Nopp140-Pol I-snoRNP の三者複合体が

存在するかを検討した (図 19) 。FLAGが融合した Nopp140野性型および Nopp140欠損変

異体 (Nopp140N203、Nopp140M204-382、Nopp140M383-587、そして Nopp140C383) を 293T

細胞に導入し、抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行った (図 19A) 。沈降された FLAG-Nopp140

タンパク質は、ほぼ等量であることが CBB染色によって確認された。その結果、RPA194

は Nopp140M204-382と結合した (Chen, et al., 1999) 。また、DKC1と FBLは、Nopp140M383-

587ではなく Nopp140C383と強く結合した。この結果から、Nopp140は C末端領域を介し

て DKC1や FBLと結合することが示唆された (図 19B) 。以上の結果から、Nopp140は、1

分子内で Pol Iと snoRNPそれぞれと異なる領域で結合する可能性が示唆された。つまり、

Nopp140 は Pol I と snoRNP から成る三者複合体を形成することが推定された。そこで、
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FLAGが融合した Nopp140を安定発現する HeLa細胞から核小体を単離し、抗 FLAG抗体

で FLAG-Nopp140 を免疫沈降後、抗 RPA194 抗体で FLAG-Nopp140 複合体に含まれる

RPA194を免疫沈降した (図 19C) 。その結果、沈降した複合体から DKC1および FBLが検

出された。以上の結果より、Nopp140は、核小体において、Pol Iおよび snoRNPと三者複

合体を形成することが明らかとなった。つまり、Nopp140 は rRNA 転写と rRNA プロセッ

シングの足場として機能する可能性が示唆された。 

 

2-3-4. Nopp140は、細胞増殖に重要である。 

先の結果より、Nopp140 は rRNA 転写と rRNA プロセッシングの両方に重要である可能

性が示唆された。このことから、Nopp140は細胞増殖に重要であることが推測された。そ

こで次に、Nopp140 の細胞増殖への影響を検討した。出芽酵母において、Srp40 欠損株は

細胞増殖能が低下したことが明らかとなっている (Meier, 1996) 。HeLa細胞、および U-2 

OS細胞に Nopp140 siRNAを導入し、24時間後に細胞を回収し、2 × 104個 (HeLa細胞) ま

たは 1.5 × 104個 (U-2 OS細胞) の細胞をディッシュに撒いた。そして、導入 72および 96

時間後の細胞数を計測した (図 20A) 。Nopp140をノックダウンした細胞は、コントロール

に比べ、約 50%以下に増殖率が低下することが明らかとなった。Nopp140 mRNAの異なる

配列を認識する siRNA (Nopp140 siRNA #1 と#2) および異なる組織由来の細胞株 (HeLa細

胞と U-2 OS細胞) で同様の結果が得られたことから、Nopp140が細胞増殖を正に制御する

のは siRNAの配列非特異的な効果および組織特異的な効果ではないことが示唆された。次

に、Nopp140の rRNA転写活性に対する影響を見るために、5-fluorouracil incorporation法

を検討した。U-2 OS細胞に Nopp140 siRNAを導入し、72時間後に 5-fluorouracil (5-FU) で

新規合成された RNA を標識した。Control siRNA を導入した細胞では 5-FU の取り込みが

検出されたが、Nopp140 siRNAを導入した細胞では 5-FUの取り込みが減少した (図 20B) 。

このことから、Nopp140をノックダウンすると rRNA転写活性が低下することが示唆され

た。 

 

2-3-5. Nopp140は、Cajal ボディの形成に必要である可能性がある。 

Nopp140は、核小体だけでなく Cajalボディにも局在する (図 17B) 。また、Nopp140は

Cajal ボディのマーカータンパク質である coilin と結合することが明らかとなっている 

(Isaac et al., 1998) 。Cajalボディでは snRNAや snoRNAの成熟化が行われていると考えら
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れている (Nizami et al., 2010) 。iFRAP (inverse FRAP) 解析により、Nopp140の Cajalボデ

ィからの解離速度は、GAR1 (box H/ACA snoRNP) や FBL (box C/D snoRNP) のそれとほぼ

同じだったことから、Nopp140は snoRNPs が Cajalボディから核小体へ移動する際にシャ

ペロンとして機能していることが示唆されている (Dundr et al., 2004) 。そこで、Nopp140

をノックダウンした際の Cajal ボディへの影響についても検討した。U-2 OS 細胞に

Nopp140 siRNA を導入し、間接蛍光抗体法を用いて Cajal ボディの観察を行った (図 21A

と B) 。Control siRNAを導入した細胞では、coilinの焦点 (Cajalボディ) が認められたが、

Nopp140 siRNA を導入した細胞では、coilin の焦点は著しく減少した。さらに、DKC1 は

control siRNAを導入した細胞では核小体と Cajalボディに局在したが、Nopp140 siRNAを

導入した細胞では Cajal ボディへの局在はほとんど見られなかった。1細胞あたりの coilin

の焦点の数を計測した結果、Nopp140 siRNAを導入した細胞ではその数がコントロールに

比べて約 20%に減少することが明らかとなった (図 21C) 。以上の結果より、Nopp140 は

Cajalボディの形成に必要であることが示唆された。 
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2-4. 考察 

2-4-1. 核小体構造における Nopp140の機能 

Nopp140 をノックダウンすると、siRNA 導入 72 時間後では DKC1 の局在が変化した細

胞が約 25%に認められ、核小体 FC構造や DFC構造がはっきりしない細胞が複数認められ

た (図 18) 。核小体は、DNA損傷や温度変化などの外界のストレスに反応し、収縮したり

キャップ様の構造を形成する (Boulon et al., 2010) 。Nopp140をノックダウンした際に認め

られた核小体の構造変化も、細胞に何らかのストレスが加わったことによる結果かもしれ

ない。核小体構造への影響が見られた細胞と見られなかった細胞があった点については、

Nopp140の発現量の差によるものかもしれない。そこで今後は、shRNAの安定発現細胞株

を樹立し、Nopp140の発現量を一定に調節した細胞集団を用いて解析する。それらの中で、

核小体構造に変化がある細胞集団を用いて解析を進める。 

 

2-4-2. snoRNPsの分子シャペロンとしての Nopp140の機能 

Nopp140と DKC1や FBLといった snoRNPsは、核小体のほかに Cajalボディにも局在し

た。Nopp140をノックダウンすると、coilinの焦点が顕著に減少し、Cajalボディに局在す

る DKC1がほとんど見られなかった (図 21) 。核小体-Cajalボディ間の box H/ACA snoRNP

の移動が抑制されると、box H/ACA snoRNPの成熟に影響が出ると推測される。それゆえ、

box H/ACA snoRNPの機能である rRNA前駆体の偽ウリジン化に影響が出る可能性が示唆

される。偽ウリジン化の機能については、未だ不明な点は多く、rRNA の安定な立体構造

の維持に重要であるという説 (Ofengand, 2002) や、リボソームにおいて mRNA に対する

tRNAの結合に重要であるという報告 (Jack et al., 2011) がある。従って、偽ウリジン化活

性の低下による表現型は、タンパク質合成活性の低下として表れる可能性があるので、今

後の検討課題である。 

 

2-4-3. Nopp140依存的な細胞増殖能の低下 

Nopp140 をノックダウンしたことによる細胞増殖能の低下は、rRNA 転写活性の低下に

よることが示唆される。ショウジョウバエでは、Nopp140のノックダウンによる発生異常

が報告されている (Cui and DiMario, 2007) 。一方、ヒトでは Nopp140 と構造が似ている

TCOF1 (図 17A) が、UBFと結合し rRNA転写活性を活性化させること (Valdez et al., 2004) 、

そして box C/D snoRNPと結合し rRNA前駆体のメチル化を活性化させること (Gonzales et 
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al., 2005) が報告されている。また、TCOF1は顎顔面形態異常を引き起こすトリーチャー・

コリンズ症候群の原因遺伝子であり、頭蓋顎顔面の発生に関わっていると考えられている 

(Trainor et al., 2009) 。ショウジョウバエでは TCOF1のオルソログは見つかっていないこ

とから、Nopp140と TCOF1の機能は生物種間で一部重複していると考えられる。この 2つ

の因子を同時にノックダウンすることで、より顕著な細胞増殖能の低下が見られるかもし

れない。また、Nopp140は UBFとの相互作用は小さいことが免疫沈降法によって示唆され

ており (データ示さず) 、TCOF1 とは異なる分子機構で rRNA 転写活性を正に制御してい

る可能性がある。今後は、Nopp140 が Pol I と snoRNPs の三者複合体を形成することに着

目して、rRNA転写活性の低下について検討する。Pol Iに結合するが snoRNPsには結合し

ない Nopp140 欠損変異体、あるいはその逆の変異体を用いて、rRNA 転写と rRNA プロセ

ッシングの関係性について検討する。この実験から、Nopp140による rRNA転写の活性化

には snoRNPによる rRNAプロセッシング活性が重要かどうかが明らかになるだろう。 

 

2-4-4. Cajalボディ構造における Nopp140の機能 

Nopp140をノックダウンすると Coilinの焦点が減少したこと (図 21) は、Cajalボディ構

造が崩壊している可能性を示唆している。Cajalボディでは、snoRNPの成熟化が行われる

ことが示唆されているため、この構造体が崩壊することで snoRNP の機能に影響が及ぶ可

能性がある。従って、今後は、snoRNP の成熟化を追跡し、snoRNP の機能すなわち 2’-O-

メチル化や偽ウリジン化をへの影響を中心に解析する。また、Nopp140が核小体と Cajalボ

ディを往復するシャペロンであると予想された。しかし、Nopp140 が核小体と Cajal ボデ

ィを往復できる分子機構は不明である。そこで、着目しているのが CK2による Nopp140の

リン酸化である (Li et al., 1997) 。奇しくも、snoRNPs、rRNA遺伝子 DNA、そして coilin

と Nopp140 が結合する領域はすべて C 末端領域に集約されている (図 20B; Isaac et al., 

1998; Tsai et al., 2008) 。この領域が CK2によってリン酸化されるかは明らかにされていな

いため、まずはこの点を明らかにした上で、Nopp140 の核小体と Cajal ボディを移動する

分子機構を明らかにする。 

  



48 

 

総括と展望 

 

本研究の主な結果は以下の 5点である。 

 

1. 間期において、rRNAプロセッシング因子は r-chromatinと結合し、分裂期ではこの結合

が解消される。 

2. 間期において、rRNAプロセッシング因子は rRNA遺伝子の転写領域に特に多く結合す

る。 

3. 核小体構造の再形成は、rRNA転写の再開前の第一段階と、その後の第二段階に分かれ

る。第一段階で rRNA プロセッシング因子と r-chromatin の結合が完了し、第二段階で

は成熟した核小体構造が形成されると考えられる。 

4. rRNAプロセッシング因子と r-chromatin の結合は UBF 依存的だが、UBF だけでは不十

分である。 

5. Nopp140は、核小体の構造維持には必須ではないが、rRNA転写および細胞増殖には必

要であること、そして Cajalボディの形成にも必要である可能性がある。 

 

本研究により、細胞周期を通じて崩壊と再形成を繰り返す核小体の構造が、rRNA プロ

セッシング因子と r-chromatinとの結合の脱着で説明できる可能性が示唆された。核小体構

造に関するこれまでの研究は、核小体タンパク質の細胞内局在の変化で追跡することが一

般的で、タンパク質間の相互作用という観点で核小体構造制御の解明に挑んだ報告はほと

んどない。また、rRNAプロセッシングに関連する因子が r-chromatinに結合したこと、加

えて転写活性の高い rRNA 遺伝子の転写領域に特に多く結合したことは、rRNA 転写と

rRNA プロセッシングが協調して反応することを支持する強力な証拠である。そして、分

裂後に再開する rRNA 転写が核小体構造の再形成に必須であるという過去の観察によって

得られた知見 (Dousset et al., 2000) は、本研究によって生化学的に裏付けられた。その一方

で、rRNA転写の再開より前に rRNAプロセッシング因子と r-chromatinの結合は回復して

いたという結果は、核小体形成機構に新たな知見を加えたことになる。つまり、顕微鏡下

では不完全に見られる核小体構造だが、核小体構造の中心部 (r-chromatin) でのタンパク質

間の相互作用は元に戻っていた。しかし、ここで新たに浮上した疑問は、rRNA の再開前
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に rRNA プロセッシング因子はどのような分子機構で r-chromatin と結合するかというこ

とだ。 

UBF に次ぐ第 2 の因子を明らかにするため、今後は in vitro と細胞を使った解析の両面

からアプローチする。In vitroの解析では、rRNAプロセッシング因子が rRNA遺伝子 DNA

に結合することを再現し、それが rRNA 転写の有無で変化するか検討する。現時点までの

結果から、rRNA 転写が起きない条件下では、rRNA プロセッシング因子は rRNA 遺伝子

DNA に結合しないことが示唆されている。また、細胞を使った解析では、U2OS 2-6-3 細

胞 (Janicki et al., 2004) に倣って、転写誘導できる rRNA遺伝子のコンストラクトを細胞に

組み込み、転写の有無で rRNAプロセッシング因子が集合するか検討する。 

rRNAプロセッシング因子が r-chromatinに結合するためには、UBFが必要であることが

明らかとなった。今後は、分裂期特異的な UBF のリン酸化の機能を解析する予定である。

分裂期において、r-chromatin から解離する UBFとそうでない UBF が存在したが、それが

分裂期特異的なリン酸化修飾によるものなのか検討する。予想としては、分裂期特異的な

リン酸化修飾によって、UBFと r-chromatinの結合力が減少すると考えられる。この点につ

いて、予想されるリン酸化部位の点変異体を用いて解析する。 

Nopp140 については、これまでの結果からは具体的な機能が不明である。今後は、

Nopp140 が rRNA プロセッシングに与える影響を検討するとともに、rRNA 転写における

Nopp140の作用点を明らかにする予定である。また、Cajal bodyの形成に Nopp140が重要

なはたらきを持つことが示唆された。今後は、Nopp140が Cajal bodyの形成と機能に与え

る影響を検討する予定である。 

細胞核には、核小体や Cajalボディのほかにも、核スペックル、パラスペックル、そして

PMLボディなどの核内構造体が知られている (Dundr and Misteli, 2010) 。これらの構造体

もその構造制御機構が不明なものがあるものの、「特定のタンパク質から成る集合体」と

いう意味では、核小体と同じ機構でそれらの構造が制御されているのかもしれない。核小

体の構造制御機構が明らかになれば、こうした他の核内構造体の構造制御機構の解明にも

役立つと考える。核内構造体が特定のタンパク質の集合体を形成するのは、より効率よく

機能するため (たとえばリボソーム生合成) だと考えられる。従って、構造制御機構を解明

することは、その構造体の機能を解明することに繋がり、その機能を制御できることに繋

がるだろう。核小体構造・機能制御の分子基盤の解明により、核小体だけでなく、他の核
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内構造体の機能を制御できるようになり、がんなどの疾病治療技術の開発に貢献できるこ

とを将来の展望とする。 
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図1 核小体の構造

(A)ヒト骨肉腫細胞U-2 OS細胞の微分干渉像。 (B-D) パネルBは、パネルAにおける核小体タンパク質の細胞内局在を表

している。核小体の構造は、電子顕微鏡下では電子密度の違いから、最も内側に存在しUBFなどの転写装置が局在する

fibrillar center (FC) 、FCの外側に位置しfibrillarinなどのrRNAプロセッシング因子が局在するdense fibrillar component

(DFC) 、そして最も外側に位置しB23などのリボソームタンパク質のアセンブリーに関わる因子が局在するgranular

component (GC) の3領域に分けられる。パネルCはU-2 OS細胞の核小体を透過型電子顕微鏡で撮影した写真。パネルD

は、パネルCを表した模式図。
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図2 リボソーム生合成

核小体の主機能であるリボソーム生合成の過程を表した模式図。rRNA転写はFCで行われ (諸説あり) 、47S rRNA前駆

体が産生される (rRNA転写) 。その後、DFCにおいて47S rRNA前駆体はsnoRNPsなどによって修飾・切断を受けて、

18S、5.8S、そして28S rRNAとなる (rRNAプロセッシング) 。そして、rRNAはリボソームタンパク質と結合し、18S

rRNAは40Sリボソームサブユニットに、5.8S、28S、そして核質で産生された5S rRNAは60Sリボソームサブユニット

に取り込まれる (リボソームアセンブリー) 。最後に、40Sと60Sリボソームサブユニットは細胞質に輸送され、リボ

ソームが完成する。

Ribosome Biogenesis
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(A)中期染色体を表した模式図。ヒトでは、5つの染色体 (第13、14、15、21、そして22番目染色体) の短腕部 (p) の

secondary constrictionにnucleolar organizer region (NOR) が存在する。 (B) ヒトrRNA遺伝子は43 kbpを1ユニットとし、

転写領域と遺伝子間領域 (intergenic spacer, IGS) から構成されている。転写領域は、最終産物である3つのrRNA (18S、

5.8S、そして28S) とrRNAプロセッシングで取り除かれる4つの配列 (5’-ETS [external transcribed sequence] 、ITS1

[internal transcribed sequence] 、ITS2、そして3’-ETS) から構成されている。NORは、約80コピーの縦列に連続してい

るrRNA遺伝子から構成されている。転写が行われているrRNA遺伝子はループアウトし核小体内部に局在している。一

方、転写が行われていないrRNA遺伝子はヘテロクロマチン構造をとっている。核小体のDNAを染色すると核小体周辺

が濃く染色されるのは、ヘテロクロマチン構造をとったrRNA遺伝子群が局在しているからと考えられている。
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図4 転写開始複合体の形成とrRNAプロセッシングの過程

(A) 転写開始複合体を表したモデル図。転写開始複合体は、rRNA遺伝子のupstream control element (UCE) 領域から

core promoter (CORE) 領域にかけて形成される。転写開始複合体の主な構成因子は、UBF、SL1複合体、RRN3、そし

てPol Iである。細い黒い矢印は結合関係を表している。赤で示したものはrRNA転写を活性化するシグナル、そして青

で示したものはrRNA転写を抑制するシグナルを示している。ERK, extracellular signal-regulated kinase; mTOR,

mammalian target rapamycin; CK2, casein kinase 2; CDK, cyclin-dependent kinase; PTEN, phosphatase and tensin

homolog; RSK, ribosomal S6 kinase; JNK, c-JUN N-terminal kinase; AMPK, AMP-activated protein kinase; RNA

polymerase I-associated factors: PAF53, RRN3。 (B) rRNAプロセッシングの過程。ヒトrRNA遺伝子から転写された

47S rRNA前駆体は、small nucleolar RNP (snoRNP) による2’-O-メチル化や偽ウリジン化といった化学修飾を受けて、

U3 snoRNPなどによって切断され、成熟した18S、5.8S、そして28S rRNAが完成する。
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図5 細胞周期を通じた核小体構造の変化

核小体は細胞周期を通じてダイナミックに構造変化する。蛍光タンパク質GFP (green fluorescence protein) が融合した

核小体タンパク質B23が発現しているヒト子宮頸がん細胞HeLa細胞を用いて、各細胞周期のB23の局在を示した。核小

体は間期において明瞭に観察できるが、分裂期では拡散し確認できない。分裂期後期から終期にかけて、B23などの

RNA-タンパク質複合体 (RNP) はprenucleolar body (PNB) と呼ばれる焦点を形成する。その後、 RNPがPNBからNOR

へ移動し、核小体が形成される。DNAは青色で示している。



Nucleolar Dynamics (2)

図6 細胞周期を通じた核小体の崩壊と再形成

細胞周期を通じた核小体の崩壊と再形成の様子を表した模式図。 (1) 間期ではrRNA遺伝子からrRNA前駆体 (pre-rRNA)

が転写され、snoRNPなどによってrRNAプロセッシングが行われ、リボソームアセンブリーが行われる。 (2) 前期にな

ると、Cyclin B/CDK1が活性化し、Pol I転写装置をはじめ、多くの核小体RNPがリン酸化修飾を受ける。さらに、多く

の核小体タンパク質は、核小体外へ拡散する。この時、プロセッシング途中のrRNA前駆体も核小体RNPと一緒に核小

体外へ拡散する。また、染色体の凝縮が起こり、核膜が崩壊する。Pol I転写装置の一部はNOR上に残る。 (3) 中期では、

核小体RNPは細胞質中に拡散しているものと染色体上に局在しているものが存在する。 (4) 後期では、一部の核小体

RNPは集合し、nucleolar-derived foci (NDF) が形成される。この頃になると、 Cyclin B/CDK1の活性は低下し、核小体

タンパク質の脱リン酸化が起こる。 (5) 終期初期になるとNDFは消失し、染色体上にはprenucleolar body (PNB) が形成

される。NORが集合しFCを形成し、rRNA転写が再開する。 (6) 終期後半になると、核膜が再生し、染色体の脱凝縮が

起こる。PNBは消失し、初期rRNAプロセッシング因子に続いて後期rRNAプロセッシング因子がNORに集合し、成熟し

た核小体構造が再形成される。
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図7 分裂期から間期にかけての核小体RNP B23とHistone H3の結合の経時的変化

(A) 分裂期同調を解除した後の細胞周期の経時的変化。 FLAG-B23.1を安定発現しているHeLa細胞をG2/M期に同調し、

分裂期の細胞のみを回収した。回収した細胞をnocodazole非存在下の培地に撒くことで細胞周期を再開させ、0、15、

30、45、60、120、そして240分後に細胞を一部回収した。細胞のDNAをDAPIで染色し、その染色体の形態を基に各段

階の細胞周期の割合を計測した。 (B)分裂期から間期にかけてのB23とHistone H3の結合。同調を解除して、0 (レーン3

と13) 、30 (レーン4と14) 、45 (レーン5と15) 、60 (レーン6と16) 、120 (レーン7と17) 、そして240 (レーン8と18) 分

後に細胞を回収し、細胞溶解液を調製し、抗FLAG抗体で免疫沈降 (IP) を行った。Inputとしての細胞溶解液 (レーン1-

8) および沈降産物 (レーン9-18) をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応する抗体を用いてWestern blottingを

行った。コントロールとして非同調のFLAG-B23.1発現HeLa細胞 (レーン2、10、そして12) およびHeLa細胞 (レーン1、

9、そして11)を用いた。



図8 間期および分裂期における核小体タンパク質とr-chromatinの結合

(A) 分裂期同調の方法。HeLa細胞 をG1/S期に同調した。細胞をG1/S期から解除して3時間後に0.5 μg/mL nocodazole存

在下でさらに12時間培養しG2/M期に同調した。 (B) 分裂期特異的なリン酸化型B23の検出。G2/M期同調後の細胞溶解液

を用いてWestern blottingにてB23を検出した。 (C) クロマチン免疫沈降法後のPCRに用いたプライマーセットの場所。

プライマーセットはヒトrRNA遺伝子プロモーター領域 (領域1) 、転写領域 (領域2と3) 、そして遺伝子間領域 (領域4-8)

に対応する。 (D) 核小体タンパク質とr-chromatinの結合。非同調あるいはG2/M期同調したHeLa細胞と、上記の核小体

タンパク質に対応する抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行った。コントロールとしてウサギとマウスのnormal IgGを

用いた。沈降産物からDNAを抽出後、パネルCに示したプライマーセットを用いて定量PCRを行った。白四角と白三角

は非同調細胞を、黒四角と黒三角はG2/M期同調した細胞をそれぞれ表している。x軸は1ユニットのrRNA遺伝子の場所

を、y軸は沈降したDNA量をInput DNA量 (10%) で割った値をそれぞれ表している。実験は独立して2回行った。エラー

バーはそのうち1回の実験における3サンプルの値から算出した標準偏差値を表している。

A

24 h 3 h 12 h

Thymidine Nocodazole B

1 2

Phospho-B23
B23

IB: B23

A
s
y
n
.

M

C

4 76 85321

Coding region Intergenic region

(bp)1 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

18S 5.8S 28S

□ Asynchronous

■ Mitosis

△ Asynchronous (Normal IgG)

▲ Mitosis (Normal IgG)
D

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0 20000 40000

C
h
IP

e
d
 D

N
A

/I
n
p
u
t

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 20000 40000

UBF

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0 20000 40000

RPA194

0

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

0 20000 40000

DKC1

0

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

0 20000 40000

FBRL

0

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

0 20000 40000

B23

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0 20000 40000

Nopp140

(bp)

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0 20000 40000

NCL

120831_chip_mb, 130820_chip_mb



120801_if_mb_actd, 120809_if_mb_actd, 120811_dnafish_mb_actd, 130130_rnafish_mb_actd, 130402_rnafish_mb_actd_prerrna

M
e
rg

e
rRNA gene FBLRPA194

U
B

F
Nopp140 DKC1

D
N

A
B23 NCLA

B CITS2

U
B

F

ITS1

M
e
rg

e

28S5’ ETS 5’ ETS U3 snoRNA
B

2
3

M
e
rg

e
U

B
F



120927_chip_mb_actd

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0 20000 40000

DKC1

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0 20000 40000

FBL

□ Act D (-)

■ Act D (+)

△ Act D (-) (Normal IgG)

▲ Act D (+) (Normal IgG)

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0 20000 40000

Nopp140

D

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 20000 40000

UBF

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0 20000 40000

RPA194

C
h
IP

e
d
 D

N
A

/I
n
p
u
t

(bp)

0

0.003

0.006

0.009

0.012

0.015

0 20000 40000

NCL

0

0.002

0.004

0.006

0.008

0.01

0 20000 40000

B23

図9 分裂期から間期にかけて起こるrRNA転写の再開を阻害した際の核小体タンパク質とr-chromatinの結合

(A) rRNA転写の再開を阻害した際のrRNA遺伝子および核小体タンパク質の細胞内局在。分裂期後のrRNA転写の再開を

阻害するために、以下の方法で細胞を処理した。図6Aと同様にU-2 OS細胞をG2/M期に同調した。G2/M期から解除する

1時間前に0.05 μg/mL actinomycin D (Act D) 存在下で培養し、解除後も同濃度のAct D存在下で3時間培養した。rRNA遺

伝子は蛍光 in situ ハイブリダイゼーション (fluorescence in situ hybridization、FISH) 法にて検出した。核小体タンパク

質は間接蛍光抗体法にて検出した。 DNAはTO-PRO-3 iodideで検出した (灰色) 。MergeパネルはrRNA遺伝子または核

小体タンパク質 (緑色)とUBF (赤色)の局在を表している。スケールは10 μm。 (BとC) rRNA転写の再開を阻害した際の

rRNA前駆体またはU3 snoRNAの細胞内局在。パネルAと同じ処理を施したU-2 OS細胞を用いて、それぞれのrRNA遺伝

子領域またはU3 snoRNA遺伝子領域に対応したプローブを用いてrRNA前駆体またはU3 snoRNA (緑色) をFISH法にて

検出した。最上部のパネルの四角で囲った部分を、その下のパネルに拡大した。DNAはTO-PRO-3 iodideで検出した (青

色; パネルBのみ) 。MergeパネルはrRNA前駆体またはU3 snoRNA (緑色) 、UBF (赤色) 、そしてB23 (青色; パネルCの

み) の局在を表している。 Arrowとarrow-headは、segregated nucleoliとPNBをそれぞれ表している。スケールは10 μm。

(D) rRNA転写の再開を阻害した際の核小体タンパク質とr-chromatinの結合。パネルAと同じ処理を施したHeLa細胞 (Act

D 処理をした細胞としなかった細胞) を用いて、上記の核小体タンパク質に対応する抗体を用いてクロマチン免疫沈降

を行った。コントロールとしてウサギとマウスのnormal IgGを用いた。沈降産物からDNAを抽出後、図8Cに示したプラ

イマーセット (領域1、2、3、5、そして7) を用いてPCRを行った。白四角と白三角はAct D処理をしなかった細胞を、

黒四角と黒三角はAct D処理をした細胞をそれぞれ表している。 x軸は1ユニットのrRNA遺伝子の場所を、y軸は沈降し

たDNA量をInput DNA量 (10%) で割った値をそれぞれ表している。実験は独立して2回行った。エラーバーはそのうち1

回の実験における3サンプルの値から算出した標準偏差値を表している。
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図10 転写因子UBFまたは転写開始因子RRN3をノックダウンした際の核小体タンパク質とr-chromatinの結合

(A) UBFおよびRRN3の発現量。Control (レーン1) 、UBF (レーン2) 、またはRRN3 siRNA (レーン3) をHeLa細胞に導入

し、72時間後に細胞溶解液を調製した。細胞溶解液をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応する抗体を用いて

Western blottingを行った。 (B) UBFまたはRRN3をノックダウンした際の核小体タンパク質とr-chromatinの結合。

Control (黒四角) 、UBF (灰色四角) 、またはRRN3 siRNA (斜線四角) をHeLa細胞に導入し、72時間後に上記の核小体タ

ンパク質に対応する抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行った。コントロールとしてウサギとマウスのnormal IgGを用

いた。沈降産物からDNAを抽出後、図8Cに示したプライマーセット (領域1、2、そして3) を用いてPCRを行った。x軸

はPCRで検出したrRNA遺伝子の領域を、y軸は沈降したDNA量をInput DNA量 (10%) で割った値をそれぞれ表している。

実験は独立して2回行った。エラーバーはそのうち1回の実験における3サンプルの値から算出した標準偏差値を表して

いる。



E
G

F
P

-L
a
c
 I
-U

B
F

1
M

e
rg

e
RPA194 DKC1 FBL B23 NCLNopp140

130406_if_laci

図11 NOR以外の染色体上に強制的に局在させたUBFと核小体タンパク質の細胞内局在

GFPとlac repressor (LacI) が融合したUBF1を、lac operator (LacO) 配列が第1番目染色体に組み込まれたU-2 OS細胞

(U2OS 2-6-3細胞) に導入し、42時間後に核小体タンパク質を間接蛍光抗体法にて検出した。 MergeパネルはGFP-LacI-

UBF1 (緑色) と核小体タンパク質 (赤色) の局在を表している。ArrowはGFP-LacI-UBF1が局在している場所 (LacO配列

の場所)を指している。スケールは10 μm。
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図12 分裂期細胞におけるUBFとrRNA前駆体の細胞内局在

(A) GFPが融合したUBF1を安定発現しているHeLa細胞を用いて、前期または終期におけるUBF1-GFP (緑色) とそれぞ

れのrRNA遺伝子領域に対応したプローブを用いてrRNA前駆体(赤色) をFISH法にて検出した。 DNAはTO-PRO-3 iodide

で検出した (青色) 。スケールは10 μm。 (B) パネルAの四角で囲った部分を拡大したもの。Merge1パネルはUBF1-GFP、

rRNA前駆体、そしてDNAを、Merge2パネルはUBF1-GFPとrRNA前駆体の局在をそれぞれ表している。ArrowはUBF1-

GFPとrRNA前駆体の共局在をそれぞれ指している。
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図13 分裂期から間期にかけて起こるrRNA転写の再開を阻害した際の核小体タンパク質のリン酸化修飾

rRNA転写の再開を阻害した際の核小体タンパク質の検出。UBF1-GFPを安定発現しているHeLa細胞を図9と同じ処理

を施しG2/M期に同調し、分裂期の細胞のみを回収した。回収した細胞をnocodazole非存在下の培地に撒くことで細胞周

期を再開させ、0、3、6、9、そして12時間後に細胞を回収した。非同調細胞 (レーン1と12) 、Act D処理をしなかった

細胞 (レーン2-6と13-17) とAct D処理をした細胞 (レーン7-11と18-22) から細胞溶解液を調製した。細胞溶解液をMn2+-

Phos-tag SDS-PAGEまたはnormal SDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応する抗体を用いてWestern blottingを

行った。 黒矢印は分裂期特異的なリン酸化型を指している。 Act D処理をした細胞の0時間において、NCLが検出され

なかったのは手技的な誤差である (レーン18) 。各レーンに展開した細胞溶解液の量は2.5 ×104個分の細胞数に相当す

る。
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図14 UBFによる核小体の崩壊と再形成の制御（仮説モデル）

核小体の崩壊と再形成の様子を表した仮説モデルの模式図。 (1) 間期では活性化されたrRNA遺伝子からrRNA前駆体が

転写され、rRNAプロセッシングおよびリボソームアセンブリーが行われる。核小体RNPにはr-chromatinに結合してい

るものと、DFCやGCに局在しているものが存在する。 (2) 分裂期になると、UBFや核小体RNPはCyclin B/CDK1により

リン酸化され、r-chromatinから解離する。一方で、UBFの一部はr-chromatinと結合している。UBFがr-chromatinに結合

することで、その領域はopenな構造を維持することができる。 (3) 分裂期終期になりUBFや核小体RNPのリン酸化が解

除されると、UBFはNORに集合し、核小体RNPの一部はPNBを形成し、一部はUBFによって保たれているopenなr-

chromatinと再び結合する (一次集合) 。PNBでは分裂期に持ち越したrRNA前駆体のプロセッシングが起こる (Carron et

al., 2012) 。このとき、rRNA転写はまだ再開していない。 (4) rRNA転写が再開しrRNA前駆体が新規合成されると、

PNBに残っている核小体RNPがrRNA前駆体に集合し (二次集合) 、やがて3層から成る成熟した核小体構造が再形成さ

れる。
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図15 核小体の単離

(A) 核小体の単離手順。まず、HeLa細胞を低調処理しホモジナイズした後に、遠心分離で異なる濃度のショ糖溶液を通

過させ核を単離した。次に、MgCl2を含むショ糖溶液中で超音波処理し核小体を露出させた。最後に、遠心分離で異な

る濃度のショ糖溶液を通過させ核小体を単離した。 (B) 単離した核小体。GFPが融合したB23.1を安定発現している

HeLa細胞から核小体を単離し、最終産物を蛍光顕微鏡下で観察した。上と下のパネルはそれぞれ、明視野とGFP-B23.1

の局在を表している。単離された核小体が緑色に光っている。スケールは100 μm。 (C) HeLa細胞から単離した核小体

の溶解液をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応する抗体を用いてWestern blottingを行った。 Total画分

(レーン1) は低調処理する前の画分を、cytoplasm画分 (レーン2) は核単離後の上清画分を、nucleoplasm画分 (レーン3)

は核小体単離後の上清画分を、そしてnucleolus画分 (レーン4) は最終沈降画分をそれぞれ用いた。各レーンに展開した

溶解液の量は5 μgのタンパク質量に相当する。NAP1L1は細胞質画分のマーカータンパク質。
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図16 単離した核小体から塩酸抽出された核小体タンパク質の同定

(A) HeLa細胞から単離した核 (レーン1、3、5、そして7) または核小体 (レーン2、4、6、そして8) を、0 (レーン1と2) 、

0.25 (レーン3と4) 、0.5 (レーン5と6) 、そして1 N HCl (レーン7と8) で処理し、その上清画分をSDS-PAGEで展開後、

銀染色を行った。レーン8において検出された3つのバンドを切り出し、質量分析 (LC-MS/MS) を行い候補となったタン

パク質名を右側に示している。左側の数値は分子量マーカー。 (B) パネルAの質量分析の結果。パネルAレーン8で検出

された3つのバンドから抽出・同定されたタンパク質のうち、スコアが最も高いものから上位5つを示している。 (C) パ

ネルAの質量分析で同定された核小体タンパク質の検出。HeLa細胞から単離した核小体を、 0 (レーン1) 、0.25 (レーン

2) 、0.5 (レーン3) 、そして1 N HCl (レーン4) で処理し、その上清画分をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対

応する抗体を用いてWestern blottingを行った。

A C

B Protein names Mass (Da) Score

1 Histone H4 11360 157

Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 (Nopp140) 73560 118

Nucleolin (NCL) 76625 49

60S ribosomal protein L23 14970 44

Teneurin-3 305093 42

2 Histone H4 11360 87

Histone H3.1 15509 85

Nucleophosmin (B23) 32726 66

Nucleolin (NCL) 76625 62

UBF1 89692 56

3 Nucleophosmin (B23) 32726 98

Cell growth-regulating nucleolar protein (LYAR) 44044 77

DEK 42933 75

Filaggrin-2 249296 63

Brain acid soluble protein 1 22680 56
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M.O.J Olson (ed.), The Nucleolus, Protein Reviews 15, Fig. 11.1 (modified)
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図17 生物間で高度に保存されている分子シャペロンNopp140

(A) Nopp140、TCOF1、そしてNucleolinのドメイン構造を表した模式図。上から順に、酵母Srp40 (Meier, 1996) 、ショ

ウジョウバエDmNopp140-True (Waggener and DiMario, 2002) 、アフリカツメガエルxNopp140 (Cairns and McStay,

1995) 、ラットrNopp140 (Meier and Blobel, 1992) 、ヒトNopp140 (Nomura et al., 1994) 、ヒトTCOF1 (So et al.,

2004) 、そしてヒトNucleolin (Srivastava et al., 1989) をそれぞれ表している。オレンジ色はNopp140タンパク質で保存

されているN末端領域を、赤色は酸性領域を、青色は塩基性領域を、緑色はNopp140タンパク質で保存されているC末

端領域を、灰色 (ヒトNucleolinのみ) は4つのRNA結合領域を、そして黒色 (ヒトNucleolinのみ) はRGG領域をそれぞれ

表している。 (B) ヒトNopp140の細胞内局在。GFPが融合したヒトNopp140を安定発現しているHeLa細胞を用いて、核

小体タンパク質を間接蛍光抗体法にて検出した。MergeパネルはGFP-Nopp140 (緑色)、snoRNP DKC1 (赤色)、そして

Pol IサブユニットRPA194 (青色) の局在をそれぞれ表している。Arrowは核小体を、arrowheadはCajalボディをそれぞ

れ指している。円形の白線は核膜を表してる。スケールは5 μm。

111116_if_egfp-flag-nolc1
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図18 Nopp140をノックダウンした細胞における核小体構造の変化

ControlまたはNopp140 siRNAをHeLa細胞またはU-2 OS細胞に導入67-72時間後に間接蛍光抗体法および透過型電子顕

微鏡写真撮影を行った。 (A, B) DKC1およびRPA194の細胞内局在。MergeパネルはDKC1 (緑色) およびRPA194 (赤色)

の局在をそれぞれ表している。ArrowはDKC1やRPA194の核小体内局在が変化しているものを指している (A) 。

Nopp140およびB23の細胞内局在。MergeパネルはNopp140 (緑色) およびB23 (赤色) の局在をそれぞれ表している (B) 。

細胞はU-2 OS細胞。 DNAはTO-PRO-3 iodideにて検出した (灰色) 。スケールは10 μm。(C) HeLa細胞およびU-2 OS細

胞における、核小体構造が変化した細胞の割合。核小体構造が変化した細胞 (パネルAの*) の数を120-130個計測した。

(D) Nopp140をノックダウンした細胞のNopp140の発現量。 Control (レーン1と3) 、またはNopp140 siRNA (レーン2と

4)を細胞に導入し、67時間後に細胞溶解液を調製した。細胞溶解液をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応す

る抗体を用いてWestern blottingを行った。
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(図18 Nopp140をノックダウンした細胞における核小体構造の変化)

(E) Nopp140をノックダウンした細胞の核および核小体の透過型電子顕微鏡写真。Glutaraldehydeおよびosmium

tetroxideで固定したサンプルを、酢酸ウラン・クエン酸鉛で二重染色した。パネル内の数値箇所を拡大したものを右側

のパネルに示した。各パネルのスケールをそれぞれの下部に示した。
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図19 Nopp140とRNA polymerase IおよびsnoRNPの結合解析

(A) Nopp140におけるPol IおよびsnoRNPとの結合領域。FLAG (レーン1と7) 、FLAGが融合したNopp140野性型 (レー

ン2と8) および欠損変異体Nopp140N203 (レーン3と9) 、 Nopp140M204-382 (レーン4と10) 、 Nopp140M383-587

(レーン5と11) 、そしてNopp140C383 (レーン6と12) を293T細胞に導入し、60時間後に細胞を回収した。細胞溶解液を

調製し、抗FLAG抗体で免疫沈降を行った。 Inputとしての細胞溶解液 (レーン1-6)および沈降産物 (レーン7-12)をSDS-

PAGEで展開後、CBB染色または上記のタンパク質に対応する抗体を用いてWestern blottingを行った。下のパネルの左

側の数値は分子量マーカー。Arrow-headは沈降産物に含まれるFLAG-Nopp140タンパク質を指している。 (B) Nopp140

におけるPol IおよびsnoRNPとの結合領域を表した模式図。赤色は酸性領域を、青色は塩基性領域をそれぞれ表してい

る。用いたNopp140欠損変異体を黒い棒で示している。RPA194、DKC1、そしてFBLと結合するNopp140の領域を示し

ている。 (C) 核小体におけるNopp140とPol IおよびsnoRNPの結合様式。FLAGが融合したNopp140を安定発現している

HeLa細胞から単離した核小体から溶解液を調製し、抗FLAG抗体で免疫沈降を行った (レーン2と3) 。沈降産物をFLAG

ペプチドで溶出し、抗RPA194抗体で2回目の免疫沈降を行った (レーン4と5) 。 Inputとしての細胞溶解液 (レーン1) お

よび沈降産物 (レーン2-5) をSDS-PAGEで展開後、上記のタンパク質に対応する抗体を用いてWestern blottingを行った。

コントロールとして、1回目の免疫沈降ではFLAGペプチドを加えたもの (レーン2) を、2回目の免疫沈降ではマウスの

normal IgGを加えたもの (レーン4) をそれぞれ用いた。免疫沈降の結果から、下のパネルでは、Nopp140、Pol I

(RPA194)、そしてsnoRNPs (DKC1とFBL)が核小体において三者複合体を形成していることを模式図で表している。

Nopp140
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図20 Nopp140をノックダウンした細胞の細胞増殖および5-FUの取り込み活性

(A) Nopp140をノックダウンした細胞の細胞増殖活性。 Control (青線) またはNopp140 siRNA (赤線) をHeLa細胞または

U-2 OS細胞に導入し、24時間後に細胞を回収した。そして、2 × 104個の細胞をディッシュに撒き直し、導入72時間お

よび96時間後に細胞数を計測した。Nopp140 siRNAは異なる配列の2種類を使用した。#1は、Stealth RNA NOLC1-

HSS190057 (実線)を、そして#2は、Stealth RNA NOLC1-HSS113666 (破線)を用いた結果を表している。(B) Nopp140

をノックダウンした細胞の5-fluorouracil (5-FU) の取り込み活性。 ControlまたはNopp140 siRNAをU-2 OS細胞に導入72

時間後に、3 mM 5-FUを含む培地で30分間培養した。その後、5-FUおよびNop140を、抗BrdU抗体および抗Nopp140抗

体をそれぞれ用いて間接蛍光抗体法にて検出した。 Mergeパネルは5-FU (緑色) およびNopp140 (赤色) の局在をそれぞれ

表している。 DNAはTO-PRO-3 iodideにて検出した (灰色)。スケールは10 μm。
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図21 Nopp140をノックダウンした細胞のCajalボディマーカータンパク質Coilinの局在変化

ControlまたはNopp140 siRNAをU-2 OS細胞に導入69時間後に間接蛍光抗体法を行った。 (A, B) Nopp140およびCoilin

(COIL) の細胞内局在。MergeパネルはNopp140 (緑色) およびCOIL (赤色) の局在をそれぞれ表している。ArrowはCoilin

の焦点 (Cajalボディ) を指している (A) 。DKC1およびCOILの細胞内局在。MergeパネルはDKC1 (緑色) およびCOIL (赤

色) の局在をそれぞれ表している (B) 。DNAはTO-PRO-3 iodideにて検出した (灰色) 。スケールは10 μm。(C) 全細胞

(100-120細胞) における1細胞核あたりのCajalボディの数の割合。凡例は1細胞核あたりのCajalボディの数を表している。

グラフの右側には、ControlまたはNopp140 siRNAを導入した際の、1細胞核あたりのCajalボディの数の平均値を表して

いる。
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