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研究成果の概要（和文）：　核小体はrRNAの合成などリボソーム形成に重要な場であり、細胞分裂の度に崩壊と
再形成を繰り返すが、核小体の数や大きさがいかに制御されるのかには不明な点が多い。本研究では、研究代表
者らが発見しマウス初期胚で核小体の数と大きさに関わる核小体タンパク質Neproの機能を明らかにすべく機能
ドメインと結合因子の解析を行った。その結果、研究代表者らが見出したQVEQCと疎水性、核移行シグナル、
DDIDDIFの４つのドメインが互いに協調的に働くことがNeproの機能に必須であることが明らかになった。また、
NeproとNuceleophosminは核小体内で特定部位に局在することが示された。

研究成果の概要（英文）：The nucleolus, in which rRNA is transcribed and processed, and ribosomal 
subunits are formed in eukaryotic cells, disassembles and reassembles every cell division. The 
number and size of the nucleolus are typical of cell types, but the mechanism to control them is 
largely unknown. We found that Nepro, which is necessary for the maintenance of early neural stem 
cells in the neocortex, is also crucial for the size and number of the nucleolus in preimplantation 
embryos. We have also found that Nepro is localized in a specific part of the nucleolus, and its 
QVEQC, hydrophobic and DDIDDIF domains, and nuclear localization signal are necessary for the 
function of Nepro.
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１．研究開始当初の背景 
 核小体は、ゲノム上に約 20kb のリボソー
ム RNA(rRNA)遺伝子と転写制御領域のセット
があれば、作られることが明らかとなった
（Grob et al., Genes Dev (2014)）。しかし、
このセットがゲノムには多数あるにもかか
わらず、多くの場合、核小体は１つの核に数
個のみである。また、がん細胞などの増殖が
盛んな細胞では一般に核小体の領域が広い
が、核小体の数と大きさを制御する仕組みは
全く不明である。さらに、最近、核小体のタ
ンパク質は、パーキンソン病やアルツハイマ
ー病などの神経変性疾患にも関与すること
が示唆されており（Trends Cell Biol 23, 
168-174 (2013)）、本研究により核小体内で
のタンパク質間相互作用が明らかとなれば、
がんやリボソーム病のみならず多くの疾患
解明にも道を開き、医学全般へ大きな貢献と
なることが期待される。 
 受精卵では多数の核小体前駆体が形成さ
れた後、分裂とともに崩壊・再形成を繰り返
しながら数が減り、桑実胚で成熟型の核小体
になる。 
 研究代表者らは、神経幹細胞の維持に必須
な遺伝子として Nepro を発見した（Muroyama 
& Saito, Development 136, 3889-3893 
(2009)）。Nepro タンパク質は既知のモチーフ
を持たないユニークなタンパク質であり、核
小体に局在していた。また、研究代表者らが
作製したノックアウトマウスの解析により、
Nepro-/-胚は胚盤胞になる直前でリボソーム
形成に異常を来し致死になることが明らか
になった（Hashimoto et al., Development 
Growth Differentiation 57, 529-538(2015)）。
さらに詳細な解析により、Nepro-/-マウスの発
生過程の4細胞期から桑実胚の細胞において
は、核小体前駆体や核小体の大きさが小さく
数も増大し、これまでに知られていない現象
が観察された。 
 
２．研究の目的 
 核小体は rRNA の合成などリボソーム形成
に重要な場であり、細胞分裂の度に崩壊と再
形成を繰り返す。さらに、p53 経路を活性化
するストレス応答に関与することも明らか
になってきた。しかし、核小体の数や大きさ
がいかに制御され、どの様に機能と結びつく
のかには不明な点が多い。研究代表者らは、
自身で発見したユニークなタンパク質の
Nepro が核小体に局在し、Nepro をノックア
ウトしたマウス胚では、核小体の数と大きさ
が異常になり、アポトーシスを起こすことを
見出した。そこで、研究代表者らの独自のリ
ソースと実験系を活用し、数十年来の謎であ
る核小体の形成を新たな視点で解析し細胞
微細形態の研究に新境地を拓くことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者らが開発した微小マウス胚へ

の電気穿孔法（Saito, Nature Protocols 3, 
1552-1558 (2006)）と遺伝子発現誘導系（Sato 
et al., J. Neuroscience Methods 214, 
170-176 (2013)）を用い、研究代表者らが発
見した核小体の数と大きさに影響を与える
Nepro を軸に、核小体の数と大きさを制御す
る分子機構を細胞と個体のレベルで解析す
る。具体的には、ユニークな因子の Nepro の
機能ドメインの解析とともに、Nepro と相互
作用する核小体の因子を同定する。具体的に
は、主に下記の研究を中心に実施する。 
 
(1)発生過程で核小体の数と大きさを制御す
る Nepro の機能ドメインの解析 
 特定の領域を欠損したNepro変異体のcDNA
を研究代表者らが開発した微小マウス胚へ
の in vivo 電気穿孔法で遺伝子導入し、Nepro
の機能に必要な部位を明らかにする。 
 
(2)Nepro と相互作用する候補因子の同定 
 HAタグを付けたNeproをマウス胚へ研究代
表者らの方法で導入・発現後、細胞抽出液か
ら HA タグに対する特異抗体を用い、Nepro と
結合する候補因子を生化学的手法で同定す
る。さらに、得られた候補因子と Nepro タン
パク質の局在を共焦点顕微鏡を用いて詳細
に解析する。 
 
４．研究成果 
(1)発生過程で核小体の数と大きさを制御す
る Nepro の機能ドメインの解析 
 Nepro の様々な領域を欠損した変異体の
cDNAを研究代表者らの in vivo 電気穿孔法を
用い微小マウス胚へ遺伝子導入後、本来の
Nepro と同じレベルで神経細胞への分化を抑
制するかどうかで機能解析を実施した。その
結果、Nepro の配列中に研究代表者らが見出
した QVEQC ドメインと疎水性ドメイン、核移
行シグナル、DDIDDIF ドメインの４つのドメ
インの１つでも欠損すると、Nepro 本来の機
能が低減することが示され、これらの４つの
ドメインが協調的に働くことがNeproの機能
に重要であることが明らかとなった。 
 さらに、Nepro は、胚盤胞形成直前のマウ
ス初期胚の細胞では p53 経路を抑制するが、
大脳皮質形成期の初期神経幹細胞ではp53経
路を抑制しないことが示され、Nepro の分子
機能が初期胚と大脳皮質形成期の初期神経
幹細胞で異なることが明らかとなった。 
 
(2)Nepro と相互作用する候補因子の同定 
 研究代表者らが大腸菌で発現させた Nepro
タンパク質を抗原としてウサギで作製した
抗Neproポリクローナル抗体を用い共焦点顕
微鏡で詳細に解析した結果、Nepro タンパク
質は、核小体全体に散在するわけではなく核
小体の特定の部位に明瞭に局在することが
明らかとなった。 
 さらに HA タグを付けた Nepro を、研究代
表者らの遺伝子導入・発現法でマウス胚で強



制発現させると、本来の Nepro と同様に、核
小体の特定部位に局在するとともに、神経細
胞への分化を強力に抑制することが示され、
HAタグを付けたNeproが有用な実験材料であ
ることが示された。そこで、HA タグを付けた
Nepro をマウス胚で強制発現させた後、細胞
の抽出液から HA タグに対する特異抗体を用
い精製すると、HA タグを付けた Nepro を発現
させた時に特異的に複数のタンパク質が得
られた。 
 さらに、Nepro と結合する候補タンパク質
のNuceleophosmin (B23)の局在を共焦点顕微
鏡 を 用 い 詳 細 に 解 析 し た 結 果 、
Nuceleophosmin は、核小体内で Nepro の近接
領域に局在することが明らかとなった。 
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