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研究成果の概要（和文）：リボソーム合成工場である核小体には、大量のリボソームRNA（rRNA）を供給するた
めにrRNA遺伝子（rDNA）が局在する。次世代シークエンサーを使った遺伝性疾患ゲノム解析により、rRNAの転写
の担うRNAポリメラーゼIや転写因子UBFの変異がいくつかの異なる希少疾患の原因変異として同定されているき
ているが、その発症メカニズムはわかっていない。本研究では、神経疾患の原因変異がタンパク質を不安定化さ
せ機能喪失型であること、頭蓋顔面骨形成不全症の原因変異は機能獲得型であり細胞内相分離を介して積極的に
転写の抑制に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The nucleolus is a nuclear body with multiphase liquid droplets for 
ribosomal RNA (rRNA) transcription. How rRNA transcription is regulated in the droplets remains 
unclear. Here, using single-molecule tracking of RNA polymerase I (Pol I) and upstream binding 
factor (UBF), we reveal suppression of transcription with phase separation. For transcription, 
active Pol I formed small clusters/condensates that constrained rDNA chromatin in the nucleolus 
fibrillar center (FC). Treatment with a transcription inhibitor induced Pol I to dissociate from 
rDNA chromatin and to move like a liquid within the nucleolar cap that transformed from the FC.  
Expression of a Pol I mutant associated with a craniofacial disorder inhibited transcription by 
competing with wild-type Pol I clusters and transforming the FC into the nucleolar cap. The cap 
droplet excluded an initiation factor, ensuring robust silencing. Our findings suggest a mechanism 
of rRNA transcription suppression via phase separation.

研究分野：分子生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床的な所見を有しながら通常の医療の中で診断に至ることが困難な病気が多くあり、原因もわからず、治療方
法も見つからないままになっている。本研究では、次世代シークエンサーを使った遺伝性疾患ゲノム解析により
同定された、タンパク質翻訳装置であるリボソーム合成に関わる因子の変異を解析した。その結果、油と水が分
離する原理、いわゆる液―液相分離がリボソームの異常に起因するヒト遺伝性疾患の原因となることを明らかに
した。今後このような細胞の異常や関連疾患の理解が進むことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
リボソーム合成工場である核小体には、大量のリボソーム RNA（rRNA）を供給するため
に rRNA 遺伝子（rDNA）が局在する。転写因子 UBF が rDNA 領域全体に結合しユニーク
なクロマチン構造を形成することで RNA ポリメラーゼ I（Pol I）による連続かつ高速な転
写が可能となる。興味深いことに、次世代シークエンサーを使った遺伝性疾患ゲノム解析により、
転写因子UBFが神経疾患の責任遺伝子として同定されており、変異型UBFによって rRNA
の転写が亢進するハイパーアクティブ状態になっていることがわかってきている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経変性疾患の原因として同定された変異型 UBF が rRNA の転写を亢進さ
せハイパーアクティブ状態へと引き上げるクロマチンの構造変換の仕組みを明らかにする
ことを目的としている。また、神経変性疾患の原因となる新たな RNA ポリメラーゼ I の変
異や頭蓋顔面骨形成不全の原因となる変異の解析を行い、希少疾患発症のメカニズムの理
解を深めることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）変異型 UBF により引き起こされる rDNA クロマチンの構造変換を明らかにするた
めに、細胞内で分子の１個１個を観察できる超解像蛍光顕微鏡を用いて正常型 UBF と変異型
UBF の動きを一分子レベルで観察した。 
 
（２）神経疾患の患者から新たに同定された RNA ポリメラーゼ I のサブユニット上のヘテ
ロ接合型変異（二種類）について、それらが機能欠損型か機能獲得型かを横浜市立大学松本
直通先生と共同で行った。 
 
（３）同じ RNA ポリメラーゼ I サブユニット上の変異で神経疾患ではなく頭蓋顔面顔面骨
形成不全を引き起こす変異が核小体の機能にどのような影響を与えるのか明らかにするた
めに、超解像顕微鏡を用いて生きている細胞内で正常型と変異型 Pol I の動きを一分子レベ
ルで観察した。 
 
 
４．研究成果 
（１）超解像顕微鏡を用いて生きている細
胞内で正常型 UBF と変異型 UBF の動き
を一分子レベルで計測したところ、期待に
反して、変異の挿入によりその動きに大き
な変化は見られなかった（図１）。また変異
型 UBF を一過的に発現させても、rRNA の
転写量に変化がなかった。このことから
HeLa 細胞などを用いた培養細胞系では患
者由来の細胞で見られるような変異型
UBF によってクロマチン構造が変換し、
rRNA の転写が亢進することを再現するこ
とは難しいと結論づけた。 
 
 
 
（２）神経疾患の原因変異が同定された Pol I の第２サブユニット POLR1B 遺伝子をクロー
ニングし、部位特異的変異を挿入後、培養細胞で発現させたところ、二種類の変異型のタン
パク質の核小体への局在と細胞内での安定な発現は確認できなかった（図２A＆B）。このこ
とから変異型タンパク質は細胞内において不安定であり、両アリルともに機能喪失性（Loss 
Of Function）変異であることが明らかとなった。また、マウス ES 細胞においてゲノム編
集技術を用いて片側アリルを欠損させることで、ヘテロ接合性変異型の細胞を作製し（図２
C、クローン 2）、神経前駆細胞に分化後リボソーム合成に与える影響について調べた。
POLR1B+/− 細胞株ではコントロールの親株と比べて rRNA の転写レベルが 60%ほどに低
下していることがわかった（図２D、クローン２）。したがって、新たに解析した神経疾患
の原因変異は rRNA の転写をハイパーアクティブ状態にするものではなく、むしろ転写の
活性を低下させるもので、その結果神経疾患を引き起こすことが示唆される。 
 
 

 

図１：正常型 UBF と変異型 UBF の一分子レベルの動き。

(A) 0.5 秒間での動き、(B)5 秒間での動き。ともに差はない。 



 

 

 
 

 
（３）細胞の核内には核小体に代表されるような膜のない構造体が存在する。最近、それらの多
くが液-液相分離を介して形成され、液滴様構造体（ドロプレット）であることが細胞生物学の
ホットトピックとなっている。我々はこれまで転写が行われている通常状態では Pol I は rDNA
クロマチン上でクラスター形成し、rDNA を拘束している一方、阻害剤により Pol I の転写が阻
害されると、Pol I が rDNA からはずれ、自由拡散運動となり（図３A、黄緑色の点）、核小体内
に流動性の高い巨大な液滴（キャップ）となってたまっていることを見出していた。今回、ヒト
遺伝性疾患の原因となる変異型 Pol I を発現させることでも超解像顕微鏡を用いて同様の分子が
自由拡散した液滴が出現していることを見つけた（図３A、赤点）。興味深いことに、この変異型
Pol I は正常型のクラスター形成を阻害し、液滴から転写開始因子を選択的に排除することで、
転写の安定的阻害に寄与すると考えられた（図３B）。以上、細胞内相分離がリボソームの異常
に起因するヒト遺伝性疾患の原因となることから、このような細胞の異常や関連疾患の理解が
進むことが期待される（図３C）。 

図２：(A)POLR1B の細胞内局在。（B）ウェスタン

ブロットによる POLR1B タンパク質の発現レベル。

（C）ゲノム編集技術によって片側アリルを欠損し

た２つのクローンの POLR1B タンパク質の発現レ

ベル。(D)定量的 PCR による rRNA の転写量。片側

アリルが欠損すると POLR1B のタンパク質の発現

レベルが下がると同時に rRNA の転写量も下がる

（クローン２）。 

 

 

 

 

図３：(A)正常型 Pol I、転写阻害した後の正常

型 Pol I、変異型 Pol I の一分子レベルの動き。

(B) 変異型 Pol I（緑）と Pol I の転写因子

（TAFIA、赤）の細胞内局在。転写因子が変異

型 Pol I から分離されている。（C）ヒト遺伝性

疾患の原因となる変異した RNA ポリメラーゼ

I を発現させると、阻害剤を投与した時と同様

に液滴である核小体のなかに新たな液滴が作ら

れる（中央）。その際、転写に必要なタンパク質

（紫色のボール）が液滴から追いだされる（中

央）。そのため液滴内に残る rRNA 遺伝子と正

常な RNA ポリメラーゼ I による転写は起きな

い。このように生じるリボソーム合成過程の異

常が頭蓋骨や顔の骨の形成不良を引き起こすと

考えられる。 
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