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略語  

 

3 'ETS   3 '-ex t e rna l  t r ans c r ibed  sp ace r  

5 'ETS   5 '-ex t e ran l  t r ans c r ibed  sp ace r  

AAA   ATPase  as soc i a t ed  wi th  va r ious  ce l l u l a r  a c t iv i t i e s  

DFC   dense  f ib r i l l a r  co mponen t  

DMEM Dulbecco’s  mod i f i ed  E ag le ’s  med ium  

Dox   doxycy c l ine  

DTT   d i th io th re i to l   

FC   f i b r i l l a r  cen t e r  

GC   granu l a r  compon en t   

HEPES  4- (2 -h ydroxy e thy l ) -1 -p ipe raz inee than esu l fon ic  ac id  

ITS1   i n t e rna l  t r ans c r ib ed  space r  1  

ITS2   i n t e rna l  t r ans c r ib ed  space r  2   

NP-40   Nonide t  P -40  

NVL2   Nuclear  VCP - l ik e  p ro t e in  2  

PAGE   Polyacry l amide  g e l  e l e c t ropho res i s  

PBS   phospha te  bu ffe r ed  sa l ine  

PSE   pre r ibosome s eq uen t i a l  ex t rac t ion  

PMSF   pheny lmethy l su l f ony l  f l uo r ide  

PSM   pep t ide - spec t rum  match  

PVDF   po lyv iny l idene  d i f luo r ide  

SDS   sod ium dodecy l  s u l fa t e  

TBS -T   Tr i s -buffe r ed  s a l ine  con t a in ing  Tw een  20  

WT   wi ld  type  
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序論  

 

真核生物のリボソームは、約 80 種類のタンパク質と 4 種類の rRNA (18S、

5.8S、28S、5S)から構成される巨大な RNA-タンパク質複合体であり、生命活

動にとって最も基本的なタンパク質合成を担う装置として機能している ( 1 )。

ヒトを含む高等真核生物のリボソームでは、3 種類の rRNA（5.8S 、28S 、5S）

と 48 種類のリボソームタンパク質から構成される 60S 大サブユニット、お

よび 18S rRNA と 33 種類のリボソームタンパク質から構成される 40S 小サ

ブユニットがそれぞれ独立に形成された後、それらが会合して 80S リボソー

ムが形成され、細胞質においてタンパク質の翻訳を担う (Fig.1)。リボソーム

の生合成は、細胞の増殖や機能制御とも密接に関連している。近年では、リボ

ソームの立体構造や生合成機構に関しても様々な知見が示されつつある。し

かし、ヒトを含めた高等真核生物におけるリボソームの生合成機構について

は、十分な理解に至っていない。  

動物細胞におけるリボソーム生合成は、主に核小体で進行し、RNA ポリメ

ラーゼ I により長鎖の前駆体 rRNA（47S pre-rRNA）の転写により開始される。

47S pre-rRNA は、28S、18S および 5.8S rRNA の配列を含む領域と、それらの

両端および中間に存在する 4 か所のスペーサー領域（5'-ETS、ITS1、ITS2、3'-

ETS）から構成される。その後、47S pre-rRNA はエンドヌクレアーゼやエキソ

ヌクレアーゼによる多段階のプロセシングを経て、成熟型の 18S、5.8S、およ

び 28S rRNA が形成される ( 2 , 3 )。rRNA 前駆体のプロセシング経路では、外部

転写スペーサー領域（5'-ETS および 3'-ETS）と内部転写スペーサー領域（ITS1

および ITS2）が一連の切断とトリミングを受ける。このプロセシングにおけ

る主要な経路では、90S リボソーム前駆体粒子に含まれる 47S pre-rRNA が、

32S 中間体 rRNA および 30S 中間体 rRNA へと分割され、それぞれ 60S リボ



5 

 

ソーム前駆体粒子および  40S リボソーム前駆体粒子を構成する RNA となる。

その後、60S リボソーム前駆体粒子においては、32S 中間体 rRNA から 28S お

よび 5.8S rRNA がプロセシングにより形成される。また、40S リボソーム前駆

体粒子においては、30S 中間体 rRNA から 18S rRNA が形成される。さらにこ

れらとは独立して、5S rRNA が RNA ポリメラーゼ III によって転写された後

に、60S リボソーム前駆体粒子へと組み込まれる。これらのリボソーム前駆体

粒子は、核小体から核質を経て最終的には細胞質へと移動しながら成熟リボ

ソームへと変換される。また、リボソーム前駆体粒子が核小体から核質へと

移行していく過程では、多数の snoRNA およびリボソーム生合成タンパク質

（トランス作用因子）との秩序立った相互作用が必要になる。この成熟過程

には、様々な RNA 修飾酵素、RNA ヘリカーゼ、ATPase、GTPase やヌクレアー

ゼ等、エネルギー依存性のリモデリング因子を含む 200 種類以上のリボソー

ム生合成因子が関与している ( 4 )。これらの生合成補助タンパク質の機能につ

いては、酵母を対象とした研究において詳細な知見が得られてきた。しかし、

リボソーム生合成と関連した多細胞生物特有の生体調節機構や疾患機序の理

解にとって重要なヒト細胞においては、未だ研究がほとんど手付かずの状態

で残されている ( 1 )。 

真核細胞のリボソーム生合成過程において、rRNA 前駆体のプロセシングに

主要な役割を果たすリボヌクレアーゼ複合体として、RNA エキソソームが存

在する。RNA エキソソームは、補助因子として機能する様々な RNA 結合タ

ンパク質とともに複合体を形成し、基質 RNA の 3'末端の分解またはプロセシ

ングを担い、細胞内 RNA の品質管理や制御に関与している。RNA エキソソー

ムは核と細胞質においてそれぞれ機能し、9 個の非触媒サブユニットから構

成されるコアエキソソームと、これらに選択的に結合する複数の触媒サブユ

ニットから構成される。核質および細胞質においては、DIS3 (RRP44)が触媒サ
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ブユニットとして機能している。一方、核小体においては、触媒サブユニット

として RRP6 が機能し、さらに補助因子として RNA ヘリカーゼである MTR4

と相互作用することにより、MTR4-エキソソーム複合体を形成し、rRNA 前駆

体のプロセシングに加え、snRNA や snoRNA など様々な核内 RNA の形成や

分解に機能している ( 5 - 7 )。また、rRNA 前駆体プロセシングの後期段階では、

MTR4とアダプター因子 PICT1とが結合することによって、MTR4-エキソソー

ム複合体が 5.8S rRNA 前駆体の 3'末端へとリクルートされ、5.8S rRNA の最

終形成が促される ( 8 - 1 1 )。 

細胞内において分子複合体の構造や機能の制御に重要な役割を果たすシャ

ペロン様分子として、AAA (ATPase associated with diverse cellular activity)ファ

ミリータンパク質が存在する。Nuclear VCP-like protein 2（NVL2）は核小体に

局在するシャペロン様 ATPase であり、AAA ファミリーII 型に属する ( 1 2 )。II

型 AAA-ATPaseは、N末端ドメインおよび分子間で保存性の高い二つの ATPase

ドメイン（D1および D2）の 3つの構造ドメインによって特徴づけられる ( 1 3 , 1 4 )。

NVL2 は、II 型 AAA-ATPase として最も解析の進んだ VCP/p97 と極めて高い

アミノ酸配列相同性を示すが、それらの一般的な機能は様々な細胞内プロセ

スにおいて高分子複合体に作用しエネルギー依存性の解離反応へと導くこと

と考えられている ( 1 5 )。分子シャペロンとして機能する NVL2 は、核内で RNA

エキソソームおよびMTR4ヘリカーゼを含む RNAプロセシング複合体MTR4-

エキソソームと相互作用し、この複合体から ATP 加水分解依存的にリボソー

ム生合成因子 WD repeat-containing protein 74（WDR74）を脱会合させ、60S リ

ボソーム形成を促進する ( 5 , 1 6 - 1 8 )。WDR74 は 60S リボソーム形成の必須因子

として知られている他、WDR74 のノックダウンにより、がん抑制タンパク質

である p53 の細胞内蓄積を通して細胞増殖が抑制されることも報告されてい

る ( 1 9 )。分子内に存在する 2 か所の ATPase ドメインにおいて、ATP の加水分
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解に必須の保存アミノ酸配列をともに置換したドミナントネガティブ変異型

NVL2 (E365Q/E682Q) は、MTR4-エキソソーム複合体からの WDR74 の脱会合

を阻害することにより、リボソーム生合成を抑制できると考えられているが、

その制御メカニズムやリボソーム生合成の抑制に至る分子機序は未だ解明さ

れていない ( 1 8 )。そこで、本研究では、リボソーム生合成経路における MTR4-

エキソソーム複合体の機能制御において、NVL2 が果たす分子機能を詳細に

明らかにするために、ATP 加水分解能が欠損した NVL2 と選択的な相互作用

を示すタンパク質群を探索し、それらのリボソーム生合成における機能解明

を試みることとした。  
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実験材料および方法  

 

1 .  細胞培養およびトランスフェクション  

ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞またはヒト結腸がん由来 HCT116

細胞は、 10％ウシ胎児血清、および 0 .5%ペニシリン -ストレプトマ

イシン混合液（ Wako）を添加した DM EM（ Dulbecco’s  Mo di f i ed  Eag l e ’s  

Med ium、Wako）を用いて、 5% C O 2 存在下、 37℃で培養した。  

ド キ シ サ イ ク リ ン  (Dox)  誘 導 に よ る  FLAG-6xHis  タ グ 付 き  

NVL2 ( WT または  E365 Q/E682Q 変異体 )  の安定発現細胞株を 作

製するために、 PC R で増幅した cDN A を pcDNA5/FRT/ TO（ Th ermo 

F i sher  Sc i en t i f i c） に 挿 入 し 、 p cD NA5/FRT/TO -N VL 2（ WT ま た は

E365Q/E682 Q） -F LAG-6 His を作製した。 Flp - In  T-RE x-293  細胞に  

pcDNA 5/FRT/TO -N VL2(WT または E 365Q/E682Q ) -FLA G-6His  およ

び  pOG44  (T herm o F i sher  Sc i en t i f i c )  を同時にトランスフェクショ

ンし、 100  μ g /mL ハイグロマイシン  B  (Wako)、  15  μ g /ml ブラスト

サイジン S  (フナコシ )、200  μ g /ml  G418  (Wak o)、10％ウシ胎児血清、

お よ び 0 .5 %ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合 液 を 添 加 し た

DMEM を 用 い て 培 養 し た 。 St rep - t ag  I I  タ グ （ - s t r） 付 加  NVL2 

(E365Q/E682 Q 変 異 体 )  の  Do x  誘 導 発 現 が 可 能 な  F lp - In  T-REx-

293  細胞は、先行研究で作製したものを用いた ( 1 8 )。  

プラスミド D NA の一過性発現では、培地 1  ml に対し、PEI -MAX  

3 .6  µ l、 op t i -MEM 200  µ l、およびプラスミド DN A（ 1 . 3  µg）を混合

し、血清および抗生物質を含まない DMEM に添加し、その後 48 時

間培養した。  

s iRNA のトランスフェクションにはリポフェクション法を用い、
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培地 1ml に対し、s iLen tFec t 試薬（ BI O-RAD）4  µ l、op t i - MEM （ The rmo 

F i sher  Sc i en t i f i c）2 00  µ l、および s iRNA（終濃度 20  nM）を混合し、

血清および抗生物質を含まない DM EM に添加した。添加後 24 時間

で、再度同様にトランスフェクションを行い（培地は新しく交換し

た）、さらに 3 時間後に 1  μg /ml  Do x を添加し、その後 48 時間培養

した。ノックダウン実験に使用した s iRNA の配列は以下の通りで

ある。  

s iWDR74:  5 ' -G GG AUUCUCAG AGUC UGGCAU GACA - 3 '  

s iRPF1:  5 ' -ACACUUAAU GUUCACGC GGUG GAAA -3 '  

s iMAK16:  5 ' - GGA GAGACU GAA ACA AGAU ACGUA U -3 '  

s iRRP1:  5 ' -GCUGG GAAG AAAG ACAG AUCGAG GA -3 '  

s iMTR4:  5 ' -GGG A AUUA ACAUGCCA GCUAGA ACU -3 '  

 

2 .  抗体  

ウエスタンブロッティング用いた 1 次抗体および 2 次抗体は、

Tab le .  1A および  Tab le .  1B  にそれぞれ示した。  

 

3 .  免疫沈降およびウエスタンブロッティング  

Φ100mm ディッシュで培養した細胞を、 1  ml  Lys i s  bu ffe r（ 50  mM  

Tr i s -HCl  pH 7 .4、1 50  mM NaCl、5  mM MgCl 2、2  mM EDTA、0 .5 % NP -

40、10% グリセロール、2  mM ATP、1 0  μ g /ml  ロイペプチン、7  μ g /ml  

ペプスタチン、 5 . 3  μ g /ml  アプロチニン、 15  μg /ml  ベスタチン、 50  

μg /ml  E64、 1  mM PMSF）を用いて 1 .5  ml チューブに回収した。こ

れらのチューブを 4℃で 20 分間転倒混和し、 Bior up to r  UCD -300  

(COSMO BIO)を用いて 20 秒間のソニケーションを 5 回  （強度：
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Middle、インターバル 30 秒間）行い、  その後、4°C、14 ,000  rpm で

30 分間遠心分離した。得られた上清のタンパク質量を揃え、 坑

FLAG 抗体固定化ビーズ  (Wako )  を 20  µ l（ 50%スラリー）添加し、

4℃で 2 時間転倒混和した。その後、上清のタンパク質の一部を Inpu t

とした。次に、ビーズを Wash  buffe r  (50  mM Tr i s - HCl  pH 7 .4、 150  

mM NaCl、5  mM MgCl 2、2  mM EDTA、10% グリセロール、0 .05% NP -

40、2  mM ATP、1  mM PMSF)で 4 回洗浄した。ビーズに Sample  buff e r

を添加し、電気泳動用のサンプルとした。  

タ ン パ ク 質 の 分 離 は 、 SDS ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

（ SDS -po lyac ry l am ide  ge l  e l e c t roph or es i s ,  SDS -PA GE)  により行った。

泳動サンプルには 2×Sample  buffe r を添加し、 95 ℃で 3 分間加熱処

理した。 SDS -PAG E 用の分離ゲルは、アクリルアミド濃度を 11 .5%

で 調 整 し た 。 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 マ ー カ ー と し て WIDE -VIEW 

pres t a in ed  P ro te in  S i ze  Mark er  I I I（Wako）を用い、電気泳動後のタ

ンパク質を Polyv i ny l idene  f luo r id e  ( PVDF)  膜に転写した。転写後、

0 .3%スキムミルク /Tr i s -buff e r ed  sa l in e  con ta in ing  Tw een  20  (TBS -T;  

20  mM Tr i s -HCl  pH7 .6、 137  mM NaCl、 0 .5% Tw een  2 0)を用いてブ

ロッキングを 1 時間行った。続いて 1 次抗体と室温で 1 時間反応さ

せた後洗浄し、HR P 標識 2 次抗体とさらに 1 時間反応させた。その

後、Ez Wes tLumi（ ATTO）または Imm unoS ta r  Long  D etec t ion（Wako）

と反応させ、化学発光検出用 CCD カメラ Fus ionSL4 を用い、タン

パク質のバンドを検出した。  

 

 

 



11 

 

4 .  液体クロマトグラフィータンデム質量分析（ LC - MS/MS）および

データ解析  

NVL2 (WT ま た は  E365Q/E682Q) - FLAG-6xHis  を 発 現 誘 導 可 能

な Flp - In  T-REx -2 93 細胞  (Φ 150 mm ディッシュ  4  枚で培養 )を  0 .1  

μg /mL Dox  で 24 時間処理後、 3mL の回収バッファー（ 50  mM Tr i s -

HCl  pH7 .4、 150  m M NaCl、 0 .5  % IG EPAL CA -630、 5  mM MgCl 2  、 2 

mM ATP、 2  mM ED TA、 10  μg /mL ロイペプチン、 1  μg / mL ペプスタ

チン、1  μg /mL アプロチニンおよび 1  mM PMSF）で回収し、氷上で

10 分間静置した。その後、4°C、20 ,0 00×g で 30 分間遠心分離した。

上清を細胞抽出物として回集し、 12  mg のタンパク質を含む細胞抽

出液を 20  μL の抗  FLAG M2 ビーズ  (S igma-Ald r i ch )  とともに  4℃

で 2 時間転倒混和した。次に、ビーズを  1  mL の回収バッファーで

5 回洗浄し、 30  μ L の溶出バッファー  (50  mM Tr i s - H Cl  pH7 .4、 150  

mM NaCl、 0 .5  % I GEPA L CA -630、 2  mM EDTA、および  0 .5  μg /mL 

FLAG ペプチド、Sigma-Aldr i ch )を加え氷上で 10 分間静置した。溶

出液から、Ul t r a f r ee -MC GV カラム  ( Merck  Mi l l i po r e )  を使用してア

フィニティービーズを除去し、 N VL 2-FLAG 結合タンパク質を回収

した。  

NVL2-FLA G 結合タンパク質を、10 % アクリルアミドゲルを用い

た SDS -PAGE により分離し、コロイド CBB 染色キット  (TEFCO)  を

用いて各サンプルのバンドを染色した。次に、ゲルのバンド領域全

体 を 分 割 し て 切 り 出 し 、 DTT 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド お よ び

Tryps in /Lys -C  Mix  (P romega )  を用いてゲル内消化を行った。得られ

た ペ プ チ ド を 、 Q Ex ac t ive  O rb i t r ap  ハ イ ブ リ ッ ド 質 量 分 析 計  

(The rmo F i sher  Sc i en t i f i c )  を用いた LC-MS/MS により分析した ( 2 0 )。
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LC-MS/MS 分析により得られたタンデム MS データは、 Pro t eome 

Di scove re r  (Ve r  3 .0、The rmo F i sher  Sc i en t i f i c )  を使用して  Masco t  互

換形式に変換した。  MASCOT v.2 .3 .02（Mat r ix  Sc i en ce  KK）を使用

して、 UniPro t  Hu man プロテオームデータベース（ pro teome ID：

UP000005640、 t ax on  ID： 9606）に対して検索を行った。検索パラ

メータは、カルバミドメチルシステインの固定修飾、N 末端のアセ

チル化、 Gln- >  pyr o -Glu（ N 末端グルタミン）および酸化メチオニ

ンの可変修飾、最大 3 回の切断ミス、ペプチド質量許容誤差 ±25  ppm、

および MS/MS 許容誤差 ±0 .8  Da に設定した。ペプチド同定基準は、

ベンダー定義（ P <  0 .05、Mat r ix  Sc i ence  K K）に基づいた ( 2 0 )。さら

に、候補とみなされたタンパク質の評価には、以下の基準を適用し

た。 ( i )  ペプチド候補が 2 つ未満のタンパク質は候補から除外。( i i )  

3 回の独立した実験のうち 1 回でも検出されなかったタンパク質は

候補から除外。 ( i i i )  3 回の独立した実験で平均ペプチドスペクトル

一致数 (PSM)が 4 未満のタンパク質は候補から除外。( i v )コントロー

ル細胞（ Dox 未処理）で検出されたタンパク質は、N VL2 （WT ま

たは  E365Q/E682 Q）発現細胞で  PS M 数が  2  倍以上増加しない限

り、候補から除外。各タンパク質の平均  PSM 数は、 NVL2( WT)  と  

NVL2(E 365Q/E682 Q)  間で比較を実施した。  

 

5 .  ショ糖密度勾配遠心を用いたリボソーム分画  

Φ60 mm ディッシュに培養した Flp - In  T-REx -293 細胞からリボ

ソームを抽出するため、終濃度 1 00  μ g /ml  のシクロヘキシミドを添

加しインキュベーターで 10 分間培養した。ディッシュを PBS で洗

浄後、回収 bu ff e r  500  µ l  [20  mM Tr i s -HCl  pH 7 .4、 130  mM KCl、 10 
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mM MgCl2、 2 .5  mM DTT、 0 .5 % NP - 40、 0 .5% デオキシコール酸ナ

トリウム、 10  μg /ml  シクロヘキシミド、 200  mg/ml  ヘパリン、 40  

U/ml  RNase  inh ib i to r  (Naca l a i  Tesque ) ]で回収し、氷上で 15 分間静置

した。 12 ,000  rpm で 10 分間遠心分離し、その上清をサンプルとし

た。スクロース液（ 10%または 4 0%スクロース、 10  m M Tr i s -HCl  pH  

7 .4、 60  mM  KCl、 10  mM MgCl2、 1  mM DTT）を作製し、グラジエ

ントマスター  (B I OCOMP)を用いてショ糖密度勾配 (1 0%-40%で 1 本

あたり約 12  ml )を作製し、抽出した上清画分を重曹して 36 ,000  rpm、

4℃で 3 時間超遠心 ( swing  ro to r  P40ST、日立 )を行い、リボソームの

各サブユニットを分離した。遠心後のグラジエント溶液を Tr iax  

F low Cel l  (BIOCO MP)を用いて吸収波長 260  nm で測定し、リボソー

ムサブユニットの性状を調べた。  

 

6 .  RNA の抽出およびノーザンブロッティング  

Φ60 mm ディッシュに培養した H eL a 細胞を PBS で洗浄した後、

500  μ l のセパゾール (Naca l a i  Tesque )により回収した。サンプルにク

ロロホルム 200  μ l を加え、ボルテックスミキサーでよく混和し、氷

浴で 3 分静置後 4 ℃ 14 ,000  rpm で 1 5 分間遠心分離を行った。上清

を新しい 1 .5  ml チューブに移してクロロホルム 200  μ l を加え、ボ

ルテックスミキサーでよく混和した。その後 4℃ 14 , 00 0  rpm で 2 分

間遠心分離した。上清を新しい 1 .5 ml  チューブに移し、 2 ‐プロパ

ノール 500  μ l を加え、ボルテックスミキサーでよく混和し、氷浴で

10 分間静置した。その後 4℃ 14 ,0 00  rpm で 10 分間遠心分離した。

チューブの底に沈殿した RNA を残して上清をデカントで除去した。

その後冷 70%エタノール 500  μ l を加えリンスした後、 4℃ 14 ,000  
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rpm で 5 分間遠心分離した。チューブに沈殿した RN A を残してデ

カントで上清を除去し、 TE b uffe r  （ Tr i s -HCl ,  pH 8 .0  1  mM、 EDTA 

0 .1  mM）を加えタッピングおよびボルテックスにより  RNA を溶解

した。抽出した  R NA は 0 .75%変性アガロースゲルで泳動分離した。

泳動後のゲルを R Nase  f r ee  の  Mi l l i  Q  水で洗浄し、キャピラリー

法を用いて  RNA をナイロンメンブランに転写した。転写したメン

ブラン上の  RNA を  UV 照射（ UV cross - l i nk er  CX -2 0 00）によりク

ロスリンクし、  E xpres sHy b  Hyb r id i za t ion  So lu t ion（ Takara  B io）を

用いて 30  分間プレハイブリダイゼーションを行った。オリゴヌク

レオチドプローブは Bioprobe  3 '- Ol igonuc leo t id e  Lab e l ing  k i t（ Enzo  

L i fe  Sc i en ces）を用いてビオチン標識した。Express Hyb  Hybr id i za t ion  

So lu t ion とプローブを混和した液とメンブランをメンブランのサイ

ズに合わせてカットしたハイブリ・バックに封入し、 42℃で  2  時

間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、

メンブランを Was h  So lu t ion  3（ 2×SSC,  0 .1%SDS）で室温にて 30 分

間、Wash  So lu t ion  2（ 0 .1×SSC,  0 .1% SDS）で 42℃ 30 分間 ×2 回洗浄

した。その後、 Ch emi luminescen t  Nu c le i c  A c id  D etec t io n  Modu le  Ki t

（ Thermo F i she r  Sc i en t i f i c） を使用し、b lock ing  buffe r（キットに添

付）で室温、 15  分間ブロッキングし、 St rep tav id in -H RP（ 300 倍希

釈、キットに添付）を添加して  15  分間室温で反応させた。さらに、

Wash  bu ffe r（キットに添付）で室温、5  分間  ×4  回洗浄し、Subs t ra t e  

Equ i l i b ra t ion  buffe r（キットに添付）で  5  分間メンブランを振とう

後、検出試薬（ Lu mino l /Enhancer  So lu t ion と Stab le  Per ox ide  So lu t ion

を等量混合（キットに添付）・添加し  5  分間静置して反応させた。

シグナルの検出は化学発光検出用 C CD カメラ Fus ion  SL4 を用いて
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行った。 rRNA 前駆体の検出に用いたプローブの配列は以下の通り

である。  

ITS1 :  5 '-AACGCG CTAGGTACCTG G ACGG -3 ' 

ITS2 :  5 '-ACGCCGC CGGGTCTGCGCTTA -3 ' 

 

7 .  細胞分画（ PSE 法）  

細胞分画（ PSE 法）は、 Nei to らのプロトコールを参考に一部変

更を加えて行った ( 2 1 )。具体的には SN1 バッファーの組成を 0 .05％

NP-40 から 0 .01％ NP-40 に変更した。Φ100  mm ディッシュに培養し

た Flp - In  T-REx-29 3 細胞を PBS で洗浄後、プロテアーゼ阻害剤を含

む  SN1  バッファー（ 20  mM HEPES -NaOH p H 7 .5、 130  mM KCl、

10  mM MgCl 2、 0 .01% NP - 40、 40  U/m l  RNase  inh ib i to r およびプロテ

アーゼ阻害剤  [免疫沈降法の buffe r 組成を参照 ]）を 5 00  μ l 加えて

よく懸濁し、 4 ℃ 、 3 ,800  rpm で 3 分間遠心分離した。上清を SN1

画分として分取し、残った沈殿物を SN1 バッファーで洗浄後、SN2

バッファー（ 10  m M HEPES -NaO H p H 7 .5、10  mM NaCl、5  mM MgCl 2、

0 .1% NP -40、 0 .5  m g/ml  hepar in、 40  U /ml  RNase  inh ib i to r およびプロ

トアーゼ阻害剤） 300  μ l で再懸濁し、 100  U DNas e1 を加え、室温で

10 分間静置し、その後、 4℃、 11 ,5 00  rpm で 10 分間遠心分離した。

上清を SN 2 画分として分取し、残った沈殿物を SN 3 バッファー

（ 20  mM HEPES -N aOH pH 7 .5、200  m M NaCl、4  mM ED TA、0 .1 % NP -

40、 0 .04% デオキシリコール酸ナトリウム、 4  mM imidazo le、 0 .1  

mg/ml  hepar in、 1  mM DTT およびプロテアーゼ阻害剤） 400μ l で再

懸濁し、室温で 2 0 分間インキュベートした。その後、 4℃、 11 ,500  

rpm で 10 分間遠心分離し、上清を SN3 画分とした。  
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実験結果  

 

1 .  ATP 加水分解欠損変異型 NVL2 に特異的な新規結合タンパク質

群の同定  

先行研究において、 ATP 加水分解能を欠損したドミナントネガ

ティブ変異体 NV L 2(E365Q/E68 2Q)を細胞内に発現させると、MTR4-

エキソソーム複合体に WDR74 が蓄積され、その後、初期段階の

rRNA 前駆体プロセシングと 60S リボソーム生合成が阻害されるこ

とが明らかにされている ( 5 , 2 2 )。本研究では、リボソーム生合成過程

において NVL2 が MTR4-エキソソーム複合体から WD R74 を解離さ

せることにより、 rRNA 前駆体のプロセシングが制御されるメカニ

ズ ム を 解 明 す る た め に 、 野 生 型 NVL 2 と 比 較 し て 変 異 型

NVL2(E 365Q/E682 Q)と優位に相互作用するタンパク質を網羅的に

探索することを試みた。まず最初に、FLAG タグ付加 NVL2（WT ま

たは E365Q/E682 Q）をベイトとして共免疫沈降を行い、相互作用タ

ンパク質を LC -MS /MS で分析した。NVL2 との相互作用が知られて

いる MTR4 や RNA エキソソームのサブユニット群は、野生型およ

び E365Q/E682 Q 変異型の NV L2 と同程度の相互作用を示した（ Fig .  

3A）。さらに、リボソーム生合成因子を含む複数のタンパク質群で

は、 ATP 加水分解能欠損型 NV L2(E 365Q/E682Q )とより強い結合を

示した（ Fig .  3B、 Tab le .  2）。それらの中で、核小体タンパク質 RPF1、

MAK16、 RRP1 および過去の研究で同定された WDR7 4 が、変異型

NVL2 に対して特に強い結合を示した（ Fig .  3C）。 WDR74、 RPF1、

MAK16 および RR P1 は真核生物で広く保存されており、それらの

酵母ホモログである Nsa1、Rpf1、M ak16 および R rp1 は、リボソー
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ム前駆体粒子の構成因子の一部として、 Nsa1 モジュールと呼ばれ

る複合体を形成し、60S リボソーム生合成の初期段階に関与するこ

とが報告されている ( 2 3 )。しかし、酵母 Nsa1 モジュールがリボソー

ム生合成において果たす機能や制御に関する知見はほとんど得ら

れていない。本研究では、ヒト細胞において WDR74、RPF1、MAK16

および RRP1 の 4 つのタンパク質が Nsa1 モジュール様の複合体を

形成してリボソーム生合成に機能しているのではないかと予想し、

これらにより形成される複合体を WDR74 モジュールと呼ぶことに

し、そのリボソーム生合成における機能を解明することとした。ま

ず、これらのタンパク質群と変異型 NVL2 との相互作用を確認する

ため、FLAG タグ付加 NVL2 (野生型または E365Q/ E 682Q 変異型 )を

ベイトとして H EK 293 細胞に一過的に発現させ、共免疫沈降による

結合解析を行った（ Fig .  3D）。その結果、エキソソーム構成因子で

ある RRP6 および RRP４は、変異型と野生型で N VL2 との結合に変

化は見られなかったのに対して、WD R74、RPF1、MAK16 および RRP1

は、いずれも ATP ase 欠損型 N VL2 のみと明確な相互作用を示すこ

とが確認された。  

 

2 .  WDR74 モジュールと MTR4-RNA エキソソームの結合解析  

NVL2(E 365Q/E682 Q)発現誘導に際して、RPF1、MAK16、RRP1 が

WDR74 と同様に MTR4-エキソソーム複合体中に蓄積される可能性

について検証するために、変異型 N VL2 の発現下または非発現下

（ Dox 処理）において FLAG タグ付加 MTR4 を HEK29 3 細胞に安定

発現させ、共免疫沈降を行った（ Fig .  4A）。その結果、WDR74、RPF1、

MAK16 および RR P1 は、いずれも変異型 NVL2 発現によって FLAG-
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MTR4 との結合増加を示した。次に、WDR74-FLA G をベイトとして

共免疫沈降を行った場合には、 N VL 2 の活性状態に関わらず RPF1、

MAK16 および RRP1 は WDR74 -FLA G と同様に結合を示した（ Fig .  

4B）。この結果から、NVL2  の ATPas e 活性を介した  WD R74  、RPF1、

MAK16、および  RRP1  の  MTR4 との相互作用制御とは対照的に、

WDR74 モジュールの構成因子の間の相互作用は NV L 2 活性による

制御を受けないことが示された。次に、 WDR74 モジュールを構成

するそれぞれのタンパク質が、MTR4 との相互作用において果たす

機能について検討を行うために、 WDR74 モジュールを構成する各

タンパク質を s iRNA を用いてノックダウンし、他の WDR74 モ

ジュール構成因子と FLAG-MTR4 との結合を解析した (F ig .5 )。その

結果、WDR74、 R PF1 および MAK1 6 をそれぞれノックダウンした

場合には、他のモジュール構成タンパク質と MTR4 との結合も大き

く減少を示した。一方、 RRP1 をノックダウンした場合には、その

影響は微弱であった。これらの結果から、 WDR74 モジュールを構

成するそれぞれのタンパク質は、モジュール全体が M TR4 と結合す

るために必要であるが、 RRP1 は他の因子と比べてその寄与が小さ

いと考えられた。  

 

3 .  リボソームサブユニット形成における WDR74 モジュールの機能  

先行研究において、 pre - rRNA プロセシングの初期段階において

WDR74 が機能し、 45S  p re - rR NA が  ITS1 の s i t e  2 で切断される過

程に関与することにより、60S リボソームの形成に寄与することが

示されている ( 2 2 )。RPF1、MAK16 および RRP1 も同様にリボソーム

生合成において機能しているかを調べるために、s iRN A を用いて各
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タンパク質をノックダウンし、ショ糖勾配遠心法により各リボソー

ムサブユニットを分離し、60S および 40S リボソームサブユニット

を示す 吸光 度の ピーク 比（ 6 0S /40S）を指 標と した 解析を 行っ た

(F ig .6 )。その結果、コントロールの未処理細胞（ 60S /40S=1 .83）と

比較して、N VL2（ E365Q /  E682Q）変異体の発現下（ 60 S /40S=0 .77）

および WDR74 のノックダウン（ 60 S /40S=0 .83）によって、60S リボ

ソームサブユニットの著しい減少が観察された ( 2 2 )  。また、 RPF1、

MAK16 および RR P1 をノックダウンした場合においても（ RPF1：

60S /40S=1 .05、MA K16： 60S /40S=0 .9 4、 RRP1： 60S /40S=1 .50）同様

に減少傾向が見られた。この結果から、RPF1、MAK16 および RRP1

も、WDR74 と同様に 60S リボソームの生合成に寄与することが示

された。しかし、R RP1 のノックダウンによるリボソームサブユニッ

トの減少は、他の因子のノックダウンと比較すると軽微であった。

この結果は、 RRP1 をノックダウンした際に MTR4 と他のモジュー

ル構成因子への影響が軽微であったことと相関を示すものであっ

た (F ig .5 )。  

 

4 .  rRNA 前駆体プロセシングにおける WDR74 モジュールの機能  

ヒト細胞のリボソームの生合成では、リボソーム前駆体粒子の成

熟にともなって、 rRNA 前駆体のプロセシングが進行する。最初に

核小体において RNA ポリメラーゼⅠにより 47S  rRN A 前駆体が転

写された後、様々な rRNA 中間体の形成を経て最終的に 18S、 5 .8S

および 28S  rRNA へと成熟する。この rRNA プロセシング過程にお

いて、MTR4-エキソソームは複数の段階で 3 '末端から RNA のトリ

ミングに関与することが知られている (F ig .7 )。WDR74 モジュール
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の構成因子がいずれも 60S リボソームの形成に関与することから、

これらのタンパク質は rRNA 前駆体のプロセシングにおいて同様に

機能することが予想された。そこで次に、 WDR74 モジュールの各

構成因子が rRNA 前駆体のプロセシング経路に及ぼす影響を解析し

た。H eLa 細胞において、WDR74 モジュールの各構成タンパク質を

ノックダウンし、 rRNA 前駆体のプロセシング過程における主要な

中間体 RNA を、 I TS1 または ITS2 配列に対するオリゴヌクレオチ

ド プ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 し た

(F ig .8 )。その結果、WDR74 モジュールの各構成タンパク質をノック

ダウンした細胞では、いずれにおいても 30S  、21S および 12S 中間

体  RNA が減少するとともに、正常な細胞ではほとんど観察されな

い 36S 中間体 RN A の蓄積が確認された。通常、ヒト細胞の rRN A

前駆体プロセシング経路では、 I TS1 領域の s i t e  ２が優先的に切断

されることにより rRNA 前駆体の成熟が進行する（ Fig .7、右の経

路）。一方、プロセシング異常により s i t e  2 での切断が抑制された

場合、隣接する s i t e  E での代替的切断が生じ、 36S 中間体 RNA が

生成することが知られている (F ig .7、左の経路 ) ( 2 0 , 2 4 )。 WDR74 モ

ジュールの構成タンパク質が枯渇したことにより、 IT S1 における

s i t e  2 での切断が阻害され、代わりに s i t e  E での切断が亢進したと

考えられる。以上の結果より、WDR 74、RPF1、MAK1 6 および RRP1

は、 60S リボソーム生合成過程の r RNA 前駆体プロセシング経路に

おいて、複合体として共通の機能段階に寄与しているものと考えら

れた。  
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5 .  NVL2 による WDR 74 モジュールの核内分布の制御  

核小体は、rRNA 前駆体の転写の場である f i b r i l l a r  c en te r（ FC）を

中心に、その周囲を初期段階の rRN A プロセシングが行われる dens e  

f ib r i l l a r  componen t（ DFC）と後期段階の rRNA プロセシングやリボ

ソーム前駆体粒子リモデリングが行われる gran u la r  co mponen t（ GC）

が取り囲む 3 層構造から構成される。リボソーム前駆体粒子が、こ

の 3 つの領域の間を成熟にともなって移動することによってリボ

ソーム生合成が進行する ( 2 5 )。先行研究では、NV L2(E36 5Q/E682Q)変

異体を細胞内で発現させることによって、 WDR74 が難溶性の核小

体画分から可溶性の高い核小体 /核質画分へと移行することが示さ

れている ( 2 2 )。そこで、WDR74 モジュールを構成する RPF1、MAK16、

RRP1 および WDR 74 の核内分布が変異型 NV L2 の発現により影響

を受けるかを検証することとした。そのために、 Ni e t o らが開発し

たプレリボソームの異なる成熟段階を単離する新たな細胞分画法

（ PSE 法）を部分的に改変して用いた ( 2 1 )。本手法では、細胞質成分

を含む SN1 画分、核質および GC 辺縁部を含む SN 2 画分、GC 内部、

DFC および FC を含む SN3 画分を分取し、それぞれの画分をウエス

タンブロッティングにより解析した（ Fig .9  A）。その結果、WDR74

モジュール構成タンパク質は主に核小体の中心部を含む SN3 画分

に分布が見られるが、変異型 NVL2 の発現下では、核小体の周辺部

を含む SN2 画分へと分布の変化を示した（ Fig .9  B）。一方、このよ

うな核内分布の変化は DFC に局在する核小体マーカーであるフィ

ブリラリンにおいては観察されなかった。この結果から、リボソー

ム前駆体の成熟にともなって核小体の中心から外周部まで移動し

た WDR74 モジュールの構成因子は、 NVL2 の ATP 加水分解活と共
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役して DFC まで送り返されることが示唆された。  

 

6 .  NVL2 による WDR74 および PICT1 と MTR4-エキソソームとの相

互作用制御  

MTR4-エキソソーム複合体は、 rR N A プロセシング経路の後期段

階において rRN A 中間体の 3 '末端をトリミングし、成熟 rRNA の形

成に必須のヌクレアーゼ複合体として機能している ( 1 0 )  。核小体に

局在するリボソーム生合成因子 PIC T1 は、MTR4 -エキソソーム複合

体を 12S 中間体 RNA の 3 '末端へとリクルートするためのアダプ

ターとして機能し、5 .8S  rRNA の成熟化に寄与する ( 1 1 )。また、臨床

研究においては、PICT1 はがん進展因子として様々ながん種の予後

マーカーとして注目されている ( 2 6 - 2 8 )。そこで、PICT1 と MTR4 の結

合が、変異体 NVL 2（ E365Q /  E682Q）の発現によりどのような影響

を受けるかを検討した。Dox 処理により NVL2（ E365 Q /  E682Q）変

異体を発現誘導し、トランスフェクションにより発現させた FLAG-

MTR4 をベイトとして共免疫沈降法およびウエスタンブロッティン

グを行った（ Fig .1 0  A）。その結果、 FLAG-MTR4 は、 Dox 処理の時

間に依存して WD R74 との結合増加を示す一方で、 PI CT1 との結合

は減少傾向を示した。しかし、FLA G -MTR4 と RNA エキソソームの

サブユニットである RRP6 および RRP4 との結合には影響が見られ

なかった。また、 FLAG-PICT1 をベイトとして同様の共免疫沈降を

行なった場合にも、NVL2(E365 Q/E68 2Q)変異体の発現誘導によって、

FLAG-PICT1 と MT R4-エキソソーム複合体との相互作用が減少を示

した（ Fig .10  B）。以上の結果より、NVL2 の ATP 加水分解活性を介

して MTR4 から WDR74 モジュールタンパク質が解離されることが、
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PICT1 を介して M TR4-エキソソーム複合体を 5 .8S  rR NA 前駆体へ

とリクルートするための前段階として不可欠であることが示唆さ

れた。  

 

7 .  核小体ストレス応答における WDR7 4 モジュールの機能  

リボソーム生合成の破綻は核小体ストレス応答を誘導し、核小体

から放出されたリボソームタンパク質（ RPL5、 RPL11、 RPL23 等）

が、がん抑制因子 p53 を標的とするユビキチンリガーゼ MDM2 と

結合することによりその酵素活性を阻害する。その結果、核内では

p53 が蓄積し、細胞増殖の停止やアポトーシスが引き起こされる  ( 8 )。

この核小体ストレス応答経路はがん治療創薬の新たなターゲット

として期待されており、核小体における rRNA 前駆体の転写を阻害

する CX-5461 や BMH-21 といった新規薬剤が開発され臨床試験が

現在進行中である ( 2 9 - 3 1 )。一方、核小体における rRN A 前駆体プロセ

シングやリボソーム前駆体粒子の成熟に寄与する  WD R74 もまた、

MDM2-p53 経路の制御を介してがんの進展に寄与することが報告

されている ( 3 2 )。そこで次に、WDR 74 モジュール構成因子のノック

ダウンが核小体ストレス応答に及ぼす影響を解析することとした。

この実験には、 p5 3 遺伝子に変異を有さない HCT 116 細胞を用い、

p53 およびその下流因子 p21 の蓄積量をウエスタンブロッティング

により解析した（ Fig .11  A）。その結果、コントロール細胞と比較し

て、WDR74、MA K 16 および RRP1 をノックダウンした細胞では p53

および p2 1 の蓄積が確認された。ここで興味深いことに、 RPF1 を

ノックダウンした細胞では p53 の蓄積が認められないにもかかわ

らず、p21 の誘導が観察された。この結果から、WDR 74 モジュール
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のノックダウンにより rRNA 前駆体のプロセシング経路が破綻し、

核小体ストレス応答が誘導されると考えられた。また、 WDR7 4、

MAK16 および RR P1 が p53 依存的経路を介した核小体ストレス応

答に関与する一方、 RPF1 は p53 非依存的な経路を介して核小体ス

トレス応答に関与している可能性が示された（ Fig .11  B）。WDR74、

MAK16 および RR P1 においても、 p 53 依存性経路に加え、 p53 非依

存性経路を介した核小体ストレス応答調節の仕組みが存在してい

る可能性も考えられる。多くのがん細胞では p53 遺伝子に変異が見

られるため、 RPF1 を始めとして WDR74 モジュールを構成するタ

ンパク質群は、 p5 3 非依存的な核小体ストレス応答経路を標的とし

た創薬ターゲットの候補になりうるのではないかと期待される。  
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考察  

 

真核生物におけるリボソーム生合成は、 rRNA 前駆体と数百種類

におよぶ生合成補助因子群（トランス因子）が会合および脱会合を

繰り返し、エネルギー依存的に制御を受けている ( 3 3 )。 AAA ファミ

リーに属する ATP ase  NVL2 は、 AT P 加水分解により得られるエネ

ル ギ ー を 用 い て 、 MTR4-エ キ ソ ソ ー ム 複 合 体 か ら そ の 構 成 因 子

WDR74 を脱会合させる。W D リピートファミリーに属する WDR74

は、分子内に WD リピートが 6 回繰り返される配列を持つ。WD リ

ピートドメインは、トリプトファン（ W）－アスパラギン酸（ D）

のジペプチド配列を含む約 40~60 アミノ酸残基からなり、これが分

子内で繰り返されることによって、タンパク質同士が相互作用する

ための足場が形成され、分子複合体の集合制御など、タンパク質相

互作用を中心とした多彩な細胞機能に関与する ( 3 4 )。本研究では、

LC-MS/MS プロテオミクススクリーニングにより、NV L2 の ATP 加

水分解活性に依存した NVL2 結合タンパク質として、これまでに同

定された WDR74 に加え、新たな核小体タンパク質（ R PF1、MAK16、

RRP1）を同定した（ Fig .3）。これら４つのタンパク質が pre -60S リ

ボソーム粒子の成熟プロセスに機能すると予想し、この複合体を

WDR74 モジュールと名付けた。WD R74 モジュールを構成するタン

パク質群  （WDR7 4、RPF1、MAK16 および  RRP1）は、酵母におい

てもホモログが存在し、それらは N sa1  モジュール  ( Nsa1、 Rpf1、

Mak1 および  R rp 1 より成る )と呼ばれる複合体を形成している。

Nsa1 モジュールはリボソーム前駆体粒子と結合し、それらの相互

作用は NVL 2 のホモログである Rix 7 の ATP 加水分解能によって制
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御されているが、 rRNA 前駆体のプロセシングにおける分子機序は

不明である ( 3 5 , 3 6 )。また、Ns a1 と Rix 7 の構造はそれぞれＸ線構造解

析とクライオ電子顕微鏡構造解析により解明されているが、それら

の分子によるプレリボソーム複合体からのエネルギー依存的な解

離メカニズムは明らかにされていない ( 3 7 , 3 8 )。  

本研究では、ヒト細胞において WD R74 、 RPF1、MAK16 および

RRP1 が複合体を形成し、NVL 2 の機能に依存して M TR4-エキソソー

ム複合体と相互作用することを明らかにした（ Fig .4）。 WDR74 モ

ジュールの各構成因子をノックダウンする実験により、 WDR7 4、

RPF1 および MAK16 は、いずれも他のモジュール構成タンパク質

が MTR4 と結合するために必要であり、各因子はモジュール全体の

MTR4 との結合安定性に寄与しあっていると考えられた（ Fig .5）。

一方、RRP1 のノックダウンでは、他のコンポーネントと MTR4 と

の相互作用に大きな影響が見られなかった。このことから、RRP1 は

WDR74 モジュールの形成とその N VL2 との結合にとって必須では

ない可能性が考えられた。近年、ヒト細胞においてもクライオ電子

顕微鏡を用いて、リボソーム前躯体粒子の各成熟段階における分子

構造の解析が行われている（ Fig .12）。その中で明らかにされた 60S

リ ボ ソ ー ム 前 駆 体 粒 子 の 分 子 構 造 で は 、 WDR74、 RPF1 お よ び

MAK16 が互いに近接した位置に配置されている一方で、RRP1 はや

や離れた位置に配置されており、本研究の観察結果を裏付けるもの

となっている ( 3 9 )。このような WDR7 4 モジュール構成タンパク質の

構造的配置が、リボソーム前駆体粒子の成熟メカニズムにおいて果

たす役割を解明することは、リボソーム生合成機構の全容解明に

とって、今後の重要な研究課題と考えられる。  
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ショ糖密度勾配遠心を用いたリボソームサブユニットの解析に

より、WDR74 モジュール構成因子のノックダウンでは、NVL2 変異

体を発現させた場合と同様に、60S リボソームの顕著な減少が認め

られた（ Fig .6）。リボソーム生合成の過程では、リボソームサブユ

ニットに組み込まれる rRNA 前駆体のプロセシングが並行して進行

するため、WDR7 4 モジュールの各構成タンパク質が rRNA 前駆体

のプロセシングにおいて果たす役割を、ノーザンブロッティングに

より解析した（ Fig .8）。WDR74 モジュール構成タンパク質をそれぞ

れノックダウンすると、 ITS1 領域における s i t e  2 の切断が阻害さ

れ、代わりに s i t e  E での切断が促進され、 36S 中間体 RNA の蓄積

が観察された。 30 S、 21S および 12S 中間体 RNA の減少は、それら

が 36S 中間体 RN A よりもプロセシング経路の下流において形成さ

れるために引き起こされたと考えられる。一方で、M TR4 のノック

ダウンでは、12S 中間体 RNA の蓄積が認められた（ Fig .8）。ここで、

rRNA 前駆体プロセシング経路の異なる段階において機能している

WDR74 モジュールと MTR4-エキソソームが NVL2 による制御下で

複合体を形成する理由として、 rR N A 前駆体プロセシングを制御す

る以下のようなメカニズムの存在が示唆された。即ち、 NVL2 の

ATPase 活性により MTR4-エキソソーム複合体から WDR74 モジュー

ルが脱会合されると、遊離した WD R74 モジュールがプロセシング

経路の上流へと送り返されて機能するというリサイクリングモデ

ルが考えられた。細胞分画実験の結果から、変異型 N VL2 を発現さ

せた場合には、WDR74 モジュールの構成タンパク質は、核小体中

心部に近い DFC 領域から核小体の周辺部に位置する GC 領域へと

分布を変化させることが 示された（ Fig .9  B）。しかし、 RRP1 と
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MAK16 の一部は NVL2 による制御を受けずに GC 領域に局在する

ため、WDR74 と RPF1 のみが恒常的にリサイクルされると考えら

れた（ Fig .9  A）。 N VL2 の機能欠損下では、WDR74 モジュールのリ

サイクリングシステムが破綻するため、 WDR74 モジュールがリボ

ソーム前駆体粒子および M TR4-エキソソーム複合体と結合したま

ま核小体の外周部に濃縮していくと考えられた。さらに、この状態

では MTR4 に PIC T1 が結合できなくなるため、MTR4 -エキソソーム

複合体による 12S  中間体 RNA の 3 '末端プロセシングが阻害される

と考えられた（ Fi g .10  A）。以上の結果より、WDR7 4 モジュールを

足場とすることにより、 NVL2 が初期リボソーム前駆体粒子に組み

込まれ、 rRNA 前駆体の初期プロセシングと後期プロセシングを時

系列的に制御する役割を担うことが予想された。  

WDR74 は多くのがん細胞で高レベルに発現しており、WDR74 に

見られるがん特異的変異とがん予後不良との相関が報告されてい

る ( 4 0 )。本研究では、 p53 に変異を有さない HCT 116 細胞を用いて、

WDR74 モジュールの構成因子をそれぞれノックダウンし、リボ

ソーム生合成の破綻にともなう核小体ストレス応答の誘導を観察

した（ Fig .11  A）。興味深いことに、RPF1 のノックダウンでは、p53

の増加を伴わない p21 の蓄積が確認された。このことから、WDR74

モジュールの構成タンパク質が p5 3 非依存的な核小体ストレス応

答のメカニズムに関与していることが示唆された。この仮説を証明

するためには、 p5 3 が不活化されている HeLa 細胞や p53 をノック

アウトさせた細胞株を用いた実験が必要である。今後、 rRNA の転

写を阻害する Pol  I  阻害剤のみならず、 rRNA 前駆体のプロセシン

グ経路を標的としたがん治療薬の開発が進むことが期待される。  
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本研究を通して、WDR74、RPF1、M AK16 および RRP 1 から構成さ

れる WDR74 モジュールが rRNA 前駆体プロセシングの初期段階で

ITS1  s i t e2 の切断に寄与することが示された。WDR74 モジュールを

rRNA 前駆体プロセシングの初期段階に継続的に供給し続けるため

には、これらのタンパク質を後期のリボソーム前駆体粒子および

MTR4-エキソソーム複合体から効果的に解離させ、プロセシングの

初期段階へとリサイクリングさせる必要がある。 NVL 2 の機能不全

によりこのリサイクリングシステムが破壊されると、 ITS1 配列の

異常な切断が起こる。さらに、プロセシングの後期段階において

MTR4-エキソソーム複合体に WDR7 4 モジュールが異常に蓄積する

と、複合体と PICT 1 の結合が阻害されると考えられる。このような

考えに基づき、N V L2 が ATPas e 活性によって初期および後期 rRNA

前駆体プロセシングを時空間的に制御するリサイクリングモデル

の提案へと至った（ Fig .13）。酵母のリボソーム生合成過程において

も、 AAA -ATPas e  R ix7 による Nsa1 のリサイクリング機構の存在が

示唆されているが、その制御メカニズムには MTR4 が関与しないと

考えられ、本研究で示されたヒト細胞で見られるメカニズムよりも

単純なものと想像される ( 3 5 , 3 6 )。本研究を通して提起された仮説を

証明するためには、 rRNA 前駆体プロセシング経路の最終段階を再

構成する i n  v i t ro の実験系などを構築し、より詳細な解析を実施す

る必要があり、今後の重要な課題と考えられる。  
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Fig.1 ヒト細胞におけるリボソーム生合成の流れ 

核小体内で形成された 90S リボソーム前駆体粒子は、60S リボソーム前駆体粒子およ

び 40S リボソーム前駆体粒子へと分割される。それらはさらに、核小体から核質を経て

細胞質まで移行する過程で独立に成熟していく。その間に前駆体粒子の中では、 RNA 

ポリメラーゼ I により転写された 47S rRNA 前駆体がプロセシングを受け、成熟型の

28S、18Sおよび 5.8S rRNA が形成される。またこの間に、RNA ポリメラーゼ III によ

り転写された 5S rRNA が、60S リボソーム前駆体粒子の中に取り込まれる。細胞質で

はさらに最終段階の成熟が進み、60S および 40Sのリボソームサブユニットが完成する

と、それらは会合して翻訳に機能する 80Sリボソームの形成に至る。 
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Fig.2 NVL2は MTR4-エキソソームとWDR74の相互作用を制御する 

NVL2 は ATP の加水分解により得られるエネルギーに依存して、MTR4-エキソソーム

複合体からWDR74の脱会合を促す。RNA エキソソームは、9個のサブユニットからな

るリング状コアに触媒サブユニットが結合して機能する 5'- 3'エキソヌクレアーゼ複合

体である。核小体では、触媒サブユニットとして RRP6 が機能する。また、RNAエキソ

ソームの働きを補助する因子として、RNA ヘリカーゼである MTR4 が協調的に機能す

る。リボソーム生合成因子である WDR74 は、NVL2 のシャペロン活性を介して、この

複合体から脱会合される。 
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Fig.3 NVL2の ATPase活性により制御される新たなリボソーム生合成因子の同定 

A,B,C) FLAGタグを付加した野生型 NVL2または ATP 加水分解能を欠損させた変異型

NVL2 をベイトとして共免疫沈降を行い、共沈したタンパク質を LC-MS/MS を用いたプ

ロテオミクス解析に供した。WTおよび EQはそれぞれ野生型NVL2および変型異NVL2

（E365Q/E682Q）を表す。各プロット図において、(A)では、MTR4-エキソソーム構成因

子を赤のドットで表示した。(B)では、野生型 NVL2 に対して変異型 NVL2 とより強い

結合を示すタンパク質を赤のドットで表示した。 (C)では、野生型 NVL2 に対して変異

型 NVL2とより結合を示すタンパク質の結合レベルを赤および青のドットで表示した。 

D) NVL2-FLAG(野生型または E365Q/E682Q 変異型)発現プラスミドをトランスフェク

ションし、NVL2-FLAGをベイトとして抗 FLAG抗体ビーズを用いた共免疫沈降を行い、

ウエスタンブロッティングにより沈降タンパク質を検出した。変異型 NVL2 の発現下

でのみ、WDR74モジュールを構成するタンパク質群と NVL2 が結合を示した。 



41 

 

 

 

 

 

Fig.4 FLAG-MTR4とWDR74モジュールの結合解析 

A） FLAG-MTR4 と NVL2-Strep (野生型または E365Q/E682Q 変異型) を発現した

HEK293 細胞から、抗 FLAG 抗体ビーズを用いた共免疫沈降を行い、FLAG-MTR4 結合

タンパク質を分離し、ウエスタンブロッティングにて検出を行った。変異型 NVL2の発

現下でのみ、WDR74モジュールを構成するタンパク質群とMTR4が結合を示した。 

 B) FLAG-WDR74 をベイトとして共免疫沈降を行い、ウエスタンブロッティングによ

り解析を行った。WDR74-FLAG と RPF1、MAK16および RRP1 の結合は、変異型 NVL2 

(E365Q/E682Q)の発現による影響を受けなかった。 
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Fig.5 WDR74 モジュール構成因子のノックダウンによる FLAG-MTR4 と WDR74 モ

ジュールの結合解析 

FLAG-MTR4と NVL2-Strep (E365Q/E682Q変異体、Dox処理により誘導可能) を発現

した HEK293 細胞において、WDR74 モジュール構成因子のノックダウンを行い、Dox

処理による NVL2変異体の発現誘導を行った。抗 FLAG抗体ビーズを用いた共免疫沈降

により、MTR4 結合タンパク質を分離し、ウエスタンブロッティングによる検出を行っ

た。WDR74、RPF1、MAK16のノックダウンにより、MTR4と他のモジュール構成因子

との結合減少が見られた。 
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Fig.6 リボソームサブユニットの形成における WDR74モジュールの機能解析 

WDR74 モジュールの構成タンパク質をそれぞれノックダウンした HEK293 細胞および

NVL2 (E365Q/E682Q)変異体を発現させた HEK293 細胞の抽出液を用い、ショ糖密度勾配

遠心によりリボソームサブユニットを分離し、RNA に由来する吸光度を測定した。WDR74

モジュール構成タンパク質のノックダウンにより、60Sおよび 40S リボソームを示す吸光

度のピークの比率に影響が見られた。 



44 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 ヒト細胞における rRNA前駆体のプロセシング経路 

RNAポリメラーゼⅠの転写産物である 47S rRNA前駆体 は、様々な修飾酵素により数

百ヶ所の部位特異的な修飾を受ける。また、エンドヌクレアーゼやエキソヌクレアーゼ

によるプロセシングを受け、最終的に 28S、18Sおよび 5.8S の 3 種類の成熟 rRNA へ

と変換される。 
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Fig.8 rRNA前駆体プロセシングにおける WDR74モジュールの機能解析 

WDR74 モジュール構成タンパク質をノックダウンした HeLa 細胞からトータル RNA

を抽出し、ノーザンブロッティングを行った。 ITS1 に特異的なプローブを用いた場合、

各モジュール構成タンパク質のノックダウンにより 36S 中間体 RNA の蓄積が見られ、

30S、21Sおよび 12S 中間体 RNA は減少が見られた。 
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Fig.9 NVL2(E365Q/E682Q)変異体の発現によるWDR74モジュールの核内分布への影響 

A）プレリボソーム粒子の初期および後期成熟中間体を含む細胞画分を分離するための

プレリボソーム逐次抽出（PSE）法の概要図。 

B）NVL2 (E365Q/E682Q)変異体を Dox 処理により発現させた HEK293 細胞を用い、PSE

法により SN1、SN2、SN3の画分を順次抽出した。それぞれの画分に抽出されたタンパク

質をウエスタンブロッティングにより検出した。また、独立した 3回の実験を行い、各バ

ンドの強度を定量し、SN2/SN3比が Dox 処理の有無により変化する割合をグラフ化した。

エラーバーは標準偏差を表している。 
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Fig.10 FLAG-MTR4 と PICT1 の相互作用における NVL2(E365Q/E682Q)変異体発現の

影響 

A) HEK293 細胞に FLAG-MTR4 発現プラスミドをトランスフェクションした後、

NVL2(E365Q/E682Q)発現を誘導するために 24h または 48h の Dox 処理を行った。FLAG-

MTR4 をベイトとして抗 FLAG 抗体ビーズを用いた共免疫沈降を行い、MTR4 結合タンパ

ク質を分離してウエスタンブロッティングによる検出を行った。NVL2(E365Q/E682Q)変

異体発現下では、WDR74の結合増加に伴って、PICT1 の結合減少が見られた。 

B) FLAG-PICT1 をベイトとして共免疫沈降を行い、ウエスタンブロッティングによる検

出を行った。NVL2(E365Q/E682Q)変異体の発現誘導時間の変化にともなって、PICT1 と

MTR4 の結合に減少が見られた。 



48 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.11 WDR74モジュール構成因子のノックダウンによる核小体ストレス応答の誘導 

A) HCT116 細胞を用いて、WDR74 モジュールの構成因子をそれぞれノックダウンし、

核小体ストレス応答により誘導される p53および p21の増加をウエスタンブロッティン

グにより検出した。 

B) WDR74 モジュール構成タンパクのノックダウンによる、p53依存性および非依存性

の核小体ストレス応答経路に関するモデル。 
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Fig.12 pre-60S リボソーム前駆体粒子の分子構造から見た WDR74 モジュール構成因子の

立体配置 

クライオ電子顕微鏡により明らかにされたヒト細胞における pre-60S 粒子の分子構造(39)。 
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Fig.13 リボソーム生合成過程において NVL2 が介在する ITS1 初期切断部位への WDR74

モジュールタンパク質のリサイクリングに関するモデル 

NVL2 の ATP 加水分解活性により WDR74 モジュールが MTR4 から解離した後、PICT1

がMTR4-エキソソーム複合体と結合可能になる。これによって、12S中間体RNAへとMTR4-

エキソソーム複合体がリクルートされると、5.8S rRNAの 3'末端成熟が進行する。NVL2の

ATP 加水分解活性が阻害された場合には、このメカニズムが破綻し、ITS1 切断および 12S 

rRNAプロセシングが阻害される。 
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