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研究成果の概要（和文）：  高等生物では、遺伝情報の継承と発現を担うDNAは染色体として折り畳まれてお
り、細胞分裂の際にそのすべての情報が娘細胞に伝承される。有性生殖細胞の減数分裂において、テロメアブー
ケという染色体の集合体の形成開始にリボソーム生合成因子Rrs1、Ebp2が必須因子として関与している。
 本研究では、リボソーム生合成因子Rrs1、Rpf2 (Rrs1のパートナー)、Ebp2、Brx1 (Ebp2のパートナー)とテロ
メアアンカータンパク質Mps3の相互作用の詳細を解析し、Rrs1-Rpfが介入したEbp2とMps3の核内ドメインとが結
合することによって染色体テロメアの集合が開始されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In eukaryotic organisms, the DNA responsible for the inheritance and 
expression of genetic information is folded as chromosomes. All information on chromosomes should be
 passed on to daughter cells from a parent cell during cell division. It has been found that the 
ribosome biogenesis factors Rrs1 and Ebp2 are involved as essential factors in the initiation of the
 telomere bouquet formation (chromosomal assembly) during the early phase of meiotic cell division.
  In this study, we analyzed the details of the interactions between the ribosomal biosynthesis 
factors Rrs1, Rpf2 (partner of Rrs1), Ebp2, Brx1 (partner of Ebp2) and the telomere anchor protein 
Mps3. Taken the results together, we understood that Ebp2 binds to the N-terminal domain (nuclear 
domain) of Mps3 through the Rrs1-Rpf complex and then initiates the formation of the telomere 
bouquet.

研究分野： 構造生物化学関連

キーワード： テロメアブーケ形成　減数分裂　リボソーム生合成因子　Ebp2　Rrs1　染色体　構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  リボソームと染色体は、それぞれ全く異なる２つの研究分野として、長い研究の歴史を持つ。本研究で得られ
た成果は、時間的・空間的に全く異なる２つの生命現象であるリボソームの生合成と染色体形成の接点を解明す
ることに繋がり、それによって生命進化の理解が一段と進むものと期待される。　
  また、ヒトを含む哺乳動物テロメアブーケの形成に異常が生じると、染色体の分配異常に起因する不妊症に繋
がることから、テロメアブーケ形成の分子機構の解明は、医薬分野の研究に対する基盤情報となりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

遺伝情報の継承と発現を担う DNA は、高等生物においては、染色体として折り畳まれ

ており、細胞核に収納されている。染色体は高度に制御されたメカニズムによって多様な

生命活動のプロセスと密接に関わっており、細胞分裂の際には、そのすべての情報が娘細

胞に伝承される。有性生殖では、父母からの２セットの染色体（相同染色体）のそれぞれ

が複製され、次いで、二回連続して行う減数分裂によって生殖細胞が形成される（図１）。

この減数第１分裂において、減数分裂の準備段階にある細胞が相同染色体を対合させるた

めには、染色体末端（テロメア）

が、運搬蛋白質によって核膜上

の 1 箇所に集められたテロメア

クラスター（テロメアブーケ）

を形成しなければならない[1]。

医学的には、ヒトを含む哺乳動

物テロメアブーケの形成に異常

が生じると、染色体の分配異常

に起因する不妊症に繋がること

から、新たな不妊治療のターゲットとして注目を集めている。しかし、その形成機構に関

する分子論的な研究は、やっと端緒に就いたばかりである。第１分裂前期の染色体は、核

膜上に存在するテロメアアンカー蛋白質 Mps3 の核内ドメイン（Mps3NTD）と相互作用す

ることによって、核膜につなぎ止められている。最近の研究によれば、その相互作用部位

に蛋白質 Ebp2 と Rrs1 が結合すると、Mps3 が活性化されて、テロメアブーケの集合箇所

へと運搬が開始され、その結果、集合箇所にテロメアブーケが形成される[2]（図２上）。こ

の相同染色体が集合する仕組みは、染色体間コミュニケーションの第一歩と考えられる。 

興味深いことに、 Rrs1 と Ebp2 は、リボソームの生合成因子として同定された因子で、

核内でリボソームの前駆体 90S に結合し、リボソームの成熟に関わることが知られている

（図２下）。Ebp2 はパートナーBrx1 と一緒にリボソーム蛋白質 L36 とともに 35S pre-rRNA

図１．減数分裂とテロメアブーケ形成 

 

図２．リボソーム生合成因子のマルチ機能 



の処理に関与する[3]。また、Rrs1 は、もう一つの成熟因子 Rpf2 と結合し、5SrRNA を 90S

へ運搬することで 60S の成熟に関わる。rRNA 構造の形成や安定化に関わるこれらの因子

が時間的、空間的に全く異なる生命現象である減数分裂の第１分裂において、膜上にアン

カーされた染色体の運搬開始のスイッチとなることは、Rrs1、Rpf2、Ebp2 が生命基幹を支

えるマルチ機能を持つ基本因子として存在していることを示唆している。２つの生命基本

現象に関与するこれらの因子は、どのようにしてマルチ機能を発揮しているのか、特に、

染色体集合開始をどのように制御しているのか、生合成因子としての働きと共通する分子

機構はあるか、なぜ同じ蛋白質が異なる生命現象に使われるようになったのか、本研究で

は、これらの「問い」に答えるために、生命の誕生初期に生まれた、これら古代の蛋白質

による染色体テロメアの集合開始機構を解析する。 

 

２．研究の目的 

リボソームを合成するための生合成因子は、生命を維持するための必須の因子である。

私たちは、リボソームの前駆体 90S の成熟に関わる生合成因子 Rrs1 と Rpf2 の複合体のＸ

線構造解析を行い、それらが強固な結合をしていることを示した[4,5]。一方、近年、Rrs1

がもう一つの生合成因子である Ebp2 とともに、有性生殖細胞の減数分裂においてテロメ

アブーケと呼ばれる染色体の集合体の形成に必須の因子であることが報告された。これら

の事実をもとに、我々は、Rpf2 もこの過程に関与すると推測して予備実験を行い、その可

能性が高いことを示した。これら３つの因子は、さらに、Ebp2 のパートナーBrx1 を加え

て、核膜に局在するテロメアアンカー蛋白質 Mps3 に結合して、染色体集合開始の制御を

していると考えられる。本研究では、リボソーム生合成因子とテロメアアンカー蛋白質

Mps3 との相互作用の詳細を解析し、これらの因子による染色体テロメアの集合開始の制

御機構を解明する。 
 
 
３．研究の方法 

リボソーム生合成因子 Rrs1、Rpf2 、Ebp2 の相互作用によってテロメアブーケ形成開始を

制御する機構を明らかにするため、まず、大腸菌発現系を用いて、Mps3(NTD)、Ebp2 のパ

ートナーBrx1 を加えた各リボソーム生合成因子、およびその変異体の大量調製を行った。

そして、得られたサンプルを用いてサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）や、Native-page、

ビアコア（Biacore）を使った表面プラズモン共鳴（SPR）などにより、タンパク質間の相

互作用の詳細を解析した。また、 Mass Photometer 法を利用して４者複合体

Rrs1-Rpf2-Ebp2-Mps3(NTD)の形成も明らかにし、小角 X 線散乱 SEC-SAXS を利用して溶液

中の会合体の解析も行い、結合モデルを得た。さらに、構造情報の無い Mps3(NTD)につい

ては、核剤を用いて結晶化を試みた。 
 

 

４．研究成果 

研究対象のサンプルの調製について 

本研究の目的を達成するためには、サンプルの in vitro での大量調製が必須である。研究

では、まず大腸菌発現系を用いて、リボソーム生合成因子 Rrs1、Rrs1(NTD)-Rpf2、 

Rrs1(NTD)-Rpf2(NTD)、Rrs1-Rpf2(NTD)、Rrs1-Rpf2、Ebp2、および核膜に局在するテロメ



アアンカー蛋白質 Mps3 の核内ドメイン（N 末端ドメイン）Mps3(NTD)について、相互作

用および構造解析研究が可能になる程の大量調製に成功した。さらに、Ebp2 のパートナー

Brx1 がテロメアの集合開始の制御に関与するかどうかを調べるため、Brx1 の大量調製も試

みたが、発現量と可溶化に問題があり、精製に難航した。発現ホスト変更や、可溶化タグ

など、いくつかの発現コンストラクトを構築し、最終的に Ebp2-Brx1 の共発現による大量

調製に成功した。 

 

各因子間の相互作用について 

予備実験によって、Ebp2 が直接では無く、Rrs1-Rpf2 を介して Mps3NTD と結合する

ことが示唆されたことに基づいて、その相互作用の詳細を解析した。まず、Rrs1、Rrs1 変

異体を用いて、Ebp2 との相互作用を調べたところ、Rrs1 の N 末端欠損変異体 Rrs1(CTD)

とEbp2と結合することが分かった（図３左）。次に、Rrs1(NTD)-Rpf2(NTD)、Rrs1-Rpf2(NTD)、

Rrs1-Rpf2 と Mps3（NTD）との相互作用を解析した結果、Rrs1(NTD)-Rpf2(NTD)が

Mps3(NTD)と結合することが分かった（図３右）。精製に用いたサイズ排除クロマトグラフ

ィー（SEC）を利用して（Rrs1-Rpf2-Mps3(NTD)複合体の形成も確認でき、Rrs1-Rpf2 と

Mps3(NTD)が強く結合していることも示唆された。 

 

Rrs1-Rpf2、Ebp2、および Mps3(NTD)の４者複合体形成について、Native-page では、

４者複合体と思われるバンドと Rrs1-Rpf-Mps3(NTD)３者複合体のバンドが図４に示して

いるようにほぼ同じ位置にあるため、さらに４者複合体形成を検証する必要がある。ここ

で、サンプルのコンストラクトを再構築し、Ni アフィニティーカラムを利用して、３者複

合体 Rrs1-Rpf-Mps3(NTD)を精製した。そして、４者の結合を調べたが、図４右のように、

４者複合体のバンドに曖昧さがあった。それをはっきり証明するため、ライフサイエンス

ソリューションズ株式会社の志波公平氏の協力をいただき、MP(Mass Photometer) 法を用

いて（RefeynOneMP）３者と４者のサンプルを測定し、それぞれ理論値の+10％程度の 109、

149kDa の分子量の見積を得た(図５)。Ebp2 のパートナーBrx1 について、Native-page を用

いた相互作用の解析をした結果、Brx1 は Ebp2 と Rrs1-Rpf2 および Ebp2 と Mps3(NTD)の相

互作用に影響を加えないことが示唆された。 

また、リボソーム生合成因子、Rrs1、Rrs1-Rpf2、Ebp2、とテロメアアンカータンパク質

 

図３. Native-page による Rrs1,Rpf2, Mps3(NTD)の相互作用解析 



Mps3(NTD)の相互作用を定量的に解析するため、ビアコアを用いた SPR 解析も試みた。

Epb2 を固定した SPR の相互作用解析によって、Ebp2 と Rrs1-Rpf2 の結合の強さとして、

Kd = 9.02 mM を見積もることができた。 

 

 

構造解析について 

Mps3(NTD)については、核剤 Co-cage-1 を用いて初期結晶を得たが、構造解析のために

は結晶化条件のさらなる最適化が必要である。Rrs1-Rpf2、Ebp2、Mps3(NTD)４者複合体に

ついては、SEC-SAXS 測定を行い、複合体のモデルを得た。 
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図４. ３者(左)、４者（右）複合体の相互作用の Native-page 
 

 
図５. ３者と４者複合体の MP 測定 
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