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研究成果の概要：RNA polymerase I (Pol I)と rDNA転写因子（Rrn3p）は対数増殖期には核
小体に局在しているが、定常期には Pol Iと rDNA転写因子は細胞質に移動して rDNAの転写
を低める。また酸化ストレス存在下では転写因子 Rrn3が速やかに分解することにより rDNA
転写が停止する。従ってRrn3pの核小体内への局在が Pol Iの活性化に必要である。このRrn3p
は N末側と C末側で相互作用するが、Rrn3pの N末端はリボソームタンパク S0Aと S0Bと
も相互作用してその活性を調節している可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
 すべての真核細胞には３種類の RNA 

polymerase がある。RNA polymerase I (Pol I)

はリボソーム rDNA を転写し、35S リボソーム

RNA(35S rRNA)前駆体（それらは 18S rRNA, 

5.8S rRNA, 25S rRNA にプロセスされリボソ

ームタンパクと会合し、5S rRNA もリボソー

ム形成に加わりタンパク合成に必要なリボ

ソームを構成する）を作り、RNA polymerase 

II(Pol II)はタンパクをコードする遺伝子

（リボソームタンパク遺伝子を含む）を転写

して mRNA を作り、RNA polymerase III (Pol 

III)は tRNA や 5S リボソーム RNA のような低

分子 RNA を作る。細胞はこれらの RNA の転写

量を相互に調節してそのリボソーム量を調

整し、タンパク合成を調節した恒常性を維持
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している。増殖のよい細胞では 35S rRNA 転

写量は RNA 全転写量の 60%を占め、Pol II の

全転写の中で、リボソームタンパク遺伝子の

転写は約 50%を占めるので計算上リボソーム

タンパク遺伝子は全 RNA 中 20%を占め、結果

リボソームの合成には細胞全 RNA の 80%以上

が消費される。細胞はこれらの別々の RNA 

polymerase により転写される RNA 量をエネ

ルギー節約の必要性から調節して ATPを節約

して必要十分量のリボソームを合成する機

構を持っている（Pol III で転写される

5SrRNA の転写量も Pol I, Pol II の転写量に

協調して調節されている）。このPol I, Pol II, 

Pol III の活性調節機構の分子基盤を研究す

るには、細胞環境に増殖飽和状態、栄養不良

状態、酸化等のストレスを加えて、この協調

機構の変動に伴い挙動が変化する（転写量、

翻訳量、細胞内局在性、タンパク修飾状態等）

関連分子を明らかにし、その調整機構を解析

すればよい。上記ストレスが細胞にかかると

Pol I, Pol II, Pol III は共通のストレスセ

ンサーを介して各々の転写量を調節してリ

ボソーム合成を調節し、タンパク合成を調整

する。現在この共通のストレスセンサーは

TOR(Targetof Rapamycin)キナーゼであり、

TOR キナーゼが Pol I, Pol II, Pol III の調

節タンパク群をリン酸化することにより RNA

合成の調節が行われるというとする仮説が

最も有力である。しかし Laferte et 

al.,(Genes 6 Dev.20:2030, 2006))は出芽酵

母において RPA43-RRN3 融合遺伝子を発現さ

せると、Rapamycin によるリボソームタンパ

ク遺伝子の転写阻害と rDNA 転写阻害の協調

性が破綻している事を明らかにし、

Rapamycin の第一標的は Pol I の Rrn3p によ

る活性化阻害（Rrn3p が Pol I に結合するの

が調節される）であり、リボソームタンパク

遺伝子転写阻害は rRNA の転写量減少が未知

のセンサーに検出され、リボソームタンパク

遺伝子転写が阻害されるという２次的な現

象であるという仮説を提案した。 

 

２．研究の目的 
 我々は以前に分裂酵母においてRrn3pのPol 

I への結合が Pol I の活性化をもたらす、そ

の結合には RPA21(RPA43 の分裂酵母ホモロ

グ)が必要で Ker1p がその結合を促進するこ

と を 報 告 し た （ Imazawa et al., 

JBC.280.11467）。本研究では Rrn3p の Pol I

への結合による活性化で rDNA 遺伝子の転写

促進がおき、リボソームタンパク遺伝子の転

写が活性化されることで Pol I と Pol II の

活性の協調性が維持され、リボソーム合成が

調節され、最終的に細胞のタンパク合成の恒

常性が維持されている可能性について出芽

酵母なみの分子遺伝解析ができ、かつヒト細

胞により近い分裂酵母で明らかにする。 

 

３．研究の方法 
(1)分裂酵母の Rrn3p が出芽酵母 rrn3 変異を

相補するか否かを調べるために分裂酵母

rrn3 遺伝子を出芽酵母発現ベクターにつな

ぎ ADH1pで発現できるプラスミドを構築した。

出芽酵母 rrn3 変異株は我々の保存株より

416-5A(rrn3-416)を用いた。(2) Rrn3p の Pol 

I への結合を Ker1p が促進すること、RPA21

が Rrn3p の標的であることを調べるために

rrn3-ker1-tdimer2, 及び 

rrn3-rpa21-tdimer2 融合遺伝子を構築した。

ker1欠失株は我々の保存株YI28-5Bを用いた。

(3)Pol I サブユニット RpA190,Ker1p, rDNA

転写因子 Rrn3pの各遺伝子に赤色蛍光タンパ

ク遺伝子 DsRed(tdimer2 遺伝子)を融合した

遺伝子を構築し、KanMX6 マーカー（G418 耐

性）を用いて酵母染色体の本来の位置（本来

のプロモーターで融合遺伝子を発現させる

ため）に置換法で分裂酵母野生株JY742 (ade6, 



 

 

leu1, ura4)に形質転換した。核小体のマー

カーとして核小体局在タンパク fibrillarin

の遺伝子 fib1 に緑色蛍光を発現する GFP 遺

伝子を融合せしめ上述の形質転換体に導入

した。これらの二重蛍光標識株に細胞増殖ス

トレス（増殖定常期、栄養源飢餓、酸化スト

レス等）を加え、核小体局在性の変化を調べ

た。 (4)Pol I の活性化を担うのは Rrn3p で

ある。Rrn3p にどのようなタンパクが相互作

用して Rrn3p の Pol I 結合性に影響を与える

かを調べるために Rrn3p を bait にして酵母

two-hybrid法でRrn3pに相互作用するタンパ

クを同定した。そのために pAS2-1 の GAL4BD

に Rrn3p の全長を融合させて、two-hybrid 法

レポーター株出芽酵母 Y190 に導入した。導

入株に分裂酵母の全 cDNA を GAL4AD に融合せ

しめた pGAL4AD 分裂酵母 cDNA バンクを prey

として形質転換して、3-AT(amino triazole) 

耐性形質転換株を選択した。選択された 3-AT

耐性株より GAL4AD-cDNA を回収し、単離され

た cDNA の配列を決め、相互作用する遺伝子

を同定した。 

 
４．研究成果 

(1)分裂酵母(S. pombe)の Rrn3p が出芽酵母

(S. cerevisiae)rrn3 変異を相補する。出芽

酵母の rrn3-416 変異株（35SrDNA 遺伝子が

GAL7 promoter で転写されるため、ガラクト

ース培地で増殖できるが、グルコース培地で

は増殖できない）にADH1pでS. pombe のrrn3

を発現できるようにした plasmid (pKI105)

を導入したところ、S. pombe rrn3 導入株は

グルコース培地で増殖できた。従って分裂酵

母 Rrn3pの機能は酵母種を超えて保存されて

いる事が明らかになった(図１)。 

 

図１. S. pombe rrn3 は S. cerevsiae rrn3

変異を相補する。 

 

(2)Ker1p は Pol I サブユニット RPA21(RPA43 

ホモログ)を介して Rrn3p の Pol I への結合 

を促進する。我々は以前に ker1 欠失変異が 

rrn3 または rpa21 の過剰発現で抑制される 

事を見いだした。本論文ではさらに 

rrn3-ker1-tdimer2 及び 

rrn3-rpa21-tdimer2 融合遺伝子を構築し、

ker1 欠失株 YI28-5B の rrn3 遺伝子座に置換

挿入して、ker1 欠失株の温度感受性増殖が抑

制されるか否を調べた。つまり rrn3 結合型

Pol I を構築してそれが ker1 非依存的に機能 

するかを調べた。その結果 

rrn3-ker1-tdimer2 は強く 

rrn3-rpa21-tdimer2 は中間程度に温度感受 

性を抑制した（図２）。この事でKer1pはRrn3p

と RPA21の相互作用を促進している仮説が支

持された。 

 

図 ２ .rrn3-ker1-tdimer2 融 合 遺 伝 子 と 

rrn3-rpa21-tdimer2 融合遺伝子は ker1 欠失

変異株の温度感受性増殖を抑制する。 

 

(3) 対数増殖期と定常期で RPA190, Ker1p, 

Rrn3p の核小体局在性を明らかにするために

分裂酵母 RNAポリメラーゼ I(Pol I)サブユニ

ット RPA190, Ker1p, リボソーム DNA(rDNA)

転写因子 Rrn3p の各々と DsRed（赤色蛍光タ



 

 

ンパク）との融合遺伝子を構築し、染色体の

本来の遺伝子の位置にそれぞれ置換挿入し

た。核小体のマーカーとして fibrillarin に

GFP を融合せしめた遺伝子(fib1-GFP)を構築

し上記の株に形質転換した。これらの二重形

質転換株（核小体は緑色蛍光、RPA190, Ker1p, 

Rrn3p は赤色蛍光を発する）を最小培地で増

殖せしめ、対数増殖期（A600 が約 0.3-06）

と定常期（A600 が約 3.0 以上）にサンプルを

分離し、核を Hoechst33342 で染色し、

Fib1-GFP （ 核 小 体 マ ー カ ー ） と 各

RPA190-DsRed, Ker1p-DsRed, Rrn3p-DsRed の

局在性について生細胞を蛍光顕微鏡で観察

することにより調べた。その結果対数増殖期

には RPA190, Ker1p(それぞれが Pol I サブユ

ニット)、Rrn3p(rDNA 転写因子)は核小体に局

在しているが、定常期にはそれぞれは細胞質

に塊状で多数分散していることが示された

（図３）。この事から定常期になり rDNA 転写

が減衰するのは特異的なサブユニットが核

小体から離脱するためではなく、むしろPol I

全体が核小体から離脱する事が転写減衰の

原因であることを明らかにした。 

 

図３.Rrn3p, Ker1p と RPA190 は対数増殖期は

核小体に局在するが、定常期には細胞質に移

動する。 

 

(4)rDNA 転写が核小体構造の維持に必要であ

る。温度感受性 rpa190 変異(nuc1)を用いた

研究から Pol I サブユニット RPA190 は核小

体構造の維持に構造的に必須であると信じ

られているが rDNA 転写は必要ないと考えら

れている。 ker1 失失株に rrn3-DsRed, 

fib1-GFP をもつ plasmid を形質転換し、rDNA

転写の停止する非許容温度で核小体構造を

蛍光で調べると核小体が核より離脱してい

ることが示され、核小体構造の維持にはPol I

サブユニットよりも rDNA 転写が必要である

ことが示された。許容温度では Ker1p 非存在

下で核小体構造は維持されていて、Rrn3p も

核小体に局在していた（図４）。 

 

図４.rDNA 転写が核小体構造の維持に必要で

ある。 

 

(5)酸化ストレスが環境中（培地）に加わる

と Rrn3p は分解する。酸化ストレスとして過

酸化水素によるストレス(4mM H2O2))を細胞に

加えると少数の RPA190、Ker1pは核に残るが、

大多数は細胞質に分散し、Rrn3p は核より消

失した。酸化ストレスは Pol I より Rrn3p 自

体が主要な標的である事を示した。 

 

(6)Rrn3p の 全 長 を bait に し て 酵 母

two-hybrid法でRrn3pと相互作用するタンパ

クを同定した。Rrn3p と相互作用するのは

Rrn3p の C 末（393-599 amino acid）とリボ

ソームタンパク S0A と S0B であった（図４）。

さらにRrn3pの欠失解析から Rrn3pの N末側

(1-431 amino acid)が Rrn3p の C 末端側

（393-599 amino acid）と相互作用すること、

Rrn3p の N 末端側(1-236 amino acid)はリボ



 

 

ソームタンパク S0A と S0B と相互作用するこ

とを明らかにした。欠失変異の解析では

Rrn3p の C 末側の相作用必須領域は 393-549 

amino acid の領域であり、C末端そのものは

不必要であった。一方 Rrn3p の N 末端側から

431 amino acid までの領域は N末端側として

必要である。また N末側にはリボソームタン

パク S0A または S0B が結合するので、Rrn3p

の N末端側と Rrn3p の C末端側の相互作用が

リボソームタンパク S0A と S0B で調節されて

いる事が示唆された。つまり rDNA 転写因子

が翻訳機構から何等かのシグナルを受ける

機構があると予想できる。 

 

図５.Rrn3p は Rrn3p の C末端、リボソームタ
ンパク S0A, S0B と相互作用する。 
 

 

7)出芽酵母の Rrn3p が rDNA 転写開始後、転 

写身長反応に移るときに Pol I から離脱する 

のに Pol I サブユニット RPA49 と RPA34 が必 

要であることを P. Thuriaux（France）との 

共同研究で明らかにした（文献１） 
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