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1. 研究目的
　複製、転写、修復、組換えなどのゲノム機能の発現と調節機構の解析は、は

だかの DNA を用いた酵素機構の研究を土台に始まった。ところが、ゲノム機

能を発現する場所は細胞核内であり、それぞれのゲノム領域は、その機能特性

を維持し発現できる状態のクロマチン構造を形成している。従って、この研究

領域はクロマチン状態での解析へと発展してきた。さらに、クロマチンは核内

で均質な状態で存在するのではなく、束ねられて各種の機能構造（核内ドメイ

ン）を形成して収納されている。この認識に基づき、機構解析を核内構造を意

識したものへと進化させる必要がある。本研究では、光学顕微鏡を用いて観察

することができる核内ドメインの一つであり、リボソーム合成の場である核小

体を研究対象とする。核小体は、細胞が分裂する過程で崩壊し、分裂後再集合
する。また、受精直後の初期発生過程において、核小体は存在せず、発生が進

み遺伝子の転写が始まるにつれて形成されることが知られている。しかし、こ

のような細胞の分裂や初期発生過程における核小体形成の分子メカニズムの詳

細は全く不明である。本研究の最終目的は、核小体の崩壊と形成プロセスを明
らかにし、得られた構築原理を基盤に核小体の構造と機能を試験管内で再構成
することである。

2. 平成 18年度の研究計画（500字程度）
　培養細胞及びゼブラフィッシュ初期胚を用いて、核小体の形成機構を解明す

る。核小体は、リボソーム RNA（rRNA）遺伝子を含む染色体領域（nucleolar

organizer region、NOR）の周辺に rRNA の合成と成熟に関わる因子が集合する

ことで形成される。分裂細胞においては、核小体の構造は細胞分裂とともに崩

壊し、G1期初期に再形成される。G1期初期にｒRNA の成熟に関わる因子群は

NOR に集合する前に PNB（prenucleolar body）と呼ばれる構造体に集合する。

本研究では、PNB を構成する因子が NOR と相互作用するメカニズムを明らか

にする。特に、核小体が崩壊する G2 期から M 期、および再構築される M 期

から G1 期にかけての相互作用に焦点をあてる。また、受精直後の初期胚にお



いては核小体の構造は形成されておらず、発生が進むにつれて核小体の構造が

形成される。発生過程における核小体形成のメカニズムを、ゼブラフィッシュ

の初期胚をモデル材料として検討する。培養細胞と同様に PNB構成因子と NOR

との相互作用の機構に関して研究を進める。さらに、培養細胞や個体を用いた

解析では、核小体形成の分子機構を解明するには不十分であるとの認識から、

上述の研究から得られた成果をもとに、試験管内における核小体再構成を目指

す。

3. 平成 18年度の研究成果（1000-2000字程度）
　PNB 構成因子と NOR との相互作用を生化学的な手法を用いて検討した。は

じめに PNB 構成因子である fibrillarin、nucleolin、B23、および幾つかのリボソ

ームタンパク質を、エピトープタグを付加した形で細胞に導入し、抗タグ抗体

を用いて免疫沈降を行った。その結果、いずれのタンパク質も NOR の構成因

子である UBF やヒストンと相互作用することが明らかになった。クロマチン

免疫沈降法を用いて、PNB 構成因子が相互作用する NOR の領域を検討した結

果、PNB構成因子は rRNA遺伝子のほぼ全体に分散して相互作用していた。PNB

構成因子と NORとの相互作用には rRNA遺伝子の転写は必要ではないが、PNB

構成因子の RNA-タンパク質複合体形成が必須であった。核小体構造が崩壊す

る分裂期には、RNA-タンパク質複合体が崩壊し、NOR との相互作用も著しく

低下することが観察された。したがって、核小体の構造を維持するためには、

PNB 構成因子が RNA-タンパク質複合体を形成し、NOR と相互作用することが

重要であると考えられる。NORと相互作用する RNA-タンパク質複合体には 28S

rRNA や 5.8S rRNA といった成熟した rRNA やリボソームタンパク質が含まれ

ることから、非リボソームタンパク質を含むリボソーム前駆体が核小体形成に

重要な役割を担っている可能性がある。

また、細胞分裂後、核小体が形成される過程を同様の方法で検討した。核小

体の構造が崩壊する細胞分裂初期から約 1 時間の間に、染色体の分配と核膜形

成、PNB 構成因子と NOR との相互作用の回復が見られた。免疫染色法を用い

て解析すると、PNB構成因子と NORとの相互作用が回復する時間においても、

核小体に集合していない PNB が見られた。このことは、PNB 構成因子の核小

体への集合過程が多段階であることを示唆している。分裂期に同調した細胞を、

rRNA 合成阻害剤存在下で細胞周期を再開させると、PNB 構成因子と NOR と

の相互作用は rRNA 合成に依存せずに回復したが、PNB は細胞周期が進行して

も完全に核小体に集合することはなかった。これらの結果より、細胞分裂後の



核小体形成過程は、①PNB において PNB 構成因子が RNP 複合体を形成するこ

と、②形成された RNP 複合体が rRNA の合成非依存的に NOR と直接相互作用

すること、③rRNAの合成再開に依存して NOR に集合すること、といった少な

くとも 3段階に分けられる。今後は PNB構成因子が相互作用する RNAの実体、

NOR と相互作用する PNB 構成因子の実体、NOR 側で PNB 構成因子をリクル

ートする因子の実体を明らかにしていく。

ゼブラフィッシュの初期胚を用いて、初期発生過程における核小体構造形成

過程を解析している。PNB構成因子を GFPタグ付きで発現できるような mRNA

としてマイクロインジェクションし、核小体形成のタイミングを解析している。

受精直後の受精卵に mRNA をインジェクションすると、約 2 時間後に GFP 融

合タンパク質の発現が観察された。今後、GFP 融合タンパク質を用いたタイム

ラプス解析と同時に、受精卵の免疫染色を行うことによって、核小体が形成さ

れるタイミングを明らかにする予定である。また、上述の培養細胞を用いた解

析と同様に生化学的な手法を取り入れて、初期発生過程の核小体形成機構の解

明を目指す。

4. 目的と成果の要約（100-200字程度．年報原稿用）
　本研究の目的は、核内ドメインの一つである核小体の崩壊と形成プロセスを

明らかにすることである。核小体形成過程は、PNB 構成因子が RNP 複合体を

形成し、形成された RNP 複合体が rRNA の合成非依存的に NOR と直接相互作

用し、ついで rRNAの合成に依存して NORに集合する、といった少なくとも 3

段階に分けることのできることを示した。

5. 研究成果の概要（英文）「4.の目的と成果の要約」の 1/8 程度の分量を目安に
作成して下さい。大変短い文章となるかと思いますが、何卒御協力お願いいた

します。

    The aim of this study is to clarify the molecular mechanism of assembly and

disassembly of the nucleolus.  We have found that the formation of the nucleolus is a

stepwise process including the association of PNB components with RNAs, the rRNA

synthesis-independent interaction of PNB-RNA complexes with NOR, and the rRNA

synthesis-dependent formation of PNB-RNA-NOR complexes.
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