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研究成果の概要（和文）：核小体タンパク質ヌクレオフォスミンは C末端領域を介してリボソー

ムタンパク質 RPL22と結合していた。この結合は直接的ではなく、RNAを介したものであった。

また、ヌクレオフォスミンの C末端領域のリン酸化は、細胞内局在および RPL22との結合のい

ずれにも影響を与えなかった。しかし、フレームシフト変異型ヌクレオフォスミンは RPL22と

結合することができなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：Nucleolar protein nucleophosmin was associated with ribosomal 
protein RPL22 through its C-terminal region. This association was not direct but mediated 
by RNA. Both cellular localization nor association with RPL22 were influenced by 
phosphorylation on C-terminal region of nucleophosmin. However, mutant nucleophosmin 
found in AML patients, did not associate with RPL22. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）ヌクレオフォスミン 1（NPM1）は全て
の組織に豊富に発現するリン酸化タンパク
質である。N 末端領域を介して 5 量体を形成
し、主に核小体、核質、そして一部は中心体
に局在している。その機能は多岐にわたり、
リボソーム RNAの生合成、p53や ARFなどの
癌抑制遺伝子の制御、染色体の安定性の維持
などを通して、細胞の生存あるいは恒常性の
維持に必須な役割を果たしている。NPM1 の
ノックアウトマウスが胎生致死であること
も、その重要性を裏付けている。多くの癌に
おいて NPM1 の過剰発現、変異、遺伝子転座
が報告されている。また、NPM1のヘテロ欠損
マウスが中心体の異常な複製による染色体
の不安定性を示すことから、NPM1の量的・質

的異常が腫瘍の発生・進行に深く関与するこ
とが指摘されている。 
 
（２）このような中で急性骨髄性白血病
（AML）における NPM1の変異はきわめて特徴
的である。すなわち NPM1遺伝子の第 12エク
ソンに存在する終止コドン近傍に、4 塩基の
挿入にともなうフレームシフト変異を生じ、
NPM1タンパク質の C末端の 7アミノ酸が別の
11 アミノ酸に置換される。その結果、NPM1
の C末端に存在する核小体移行シグナルが消
失し、新たに核外移行シグナルが出現するた
め、フレームシフト型 NPM1 は細胞質に局在
する。このような NPM1 のフレームシフト変
異は AML患者で高頻度(約 30％)に認められる
一方で、現在までに固形癌を含む他の悪性腫
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瘍では一例も見つかっていない。また、この
種の変異が AMLでのみ引き起こされるメカニ
ズムは今もって不明である。しかし NPM1 の
フレームシフト変異の有無が、AML の病態と
強い相関があることから、NPM1の細胞内局在
の変化が AMLの発生および予後に深く関与し
ていると考えられている。 
 
２．研究の目的 
（１）我々はこれまでに分裂期キナーゼ オ
ーロラ（Aurora）が、NPM1 の S293 をリン酸
化することを見出した。AML に特徴的なフレ
ームシフト変異の結果、NPM1 の Aurora によ
るリン酸化部位は例外なく消失していた。 
 
（２）AMLにおける NPM1のフレームシフト変
異が NPM1 タンパク質にもたらす変化は、こ
れまで核小体移行シグナルの消失と核外移
行シグナルの出現のみであると考えられて
いた。我々はさらに「Auroraによるリン酸化
部位 S293 の消失」という変化をここに見出
した。このことは、フレームシフト型 NPM1
には分裂期における S293 のリン酸化を介し
た制御機構が存在しないことを意味してお
り、AML の病態に分裂期異常という新たな要
因が存在することを強く示唆するものであ
る。 
よって、本研究は Auroraによる NPM1のリン
酸化の生理的意義を明らかにし、この制御機
構が破綻している AMLの治療戦略を練る上で
の分子基盤の構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）まず、野生型および S293 に対する点

変異型 NPM1 の安定発現細胞株を樹立した。

Auroraによる NPM1の S293のリン酸化は、検

討したすべての細胞株において認められた

ため、広く一般的な現象であるといえる。し

たがって、このリン酸化の生理的意義を検討

するにあたっては、同調培養をはじめとした

細胞周期研究に広く用いられている HeLa 細

胞を使用した。変異体としては非リン酸化型

NPM1（S293A）および 2 種類のリン酸化模倣

型 NPM1（S293D および S293E）を使用した。

まず、野生型および変異型 NPM1 遺伝子を発

現ベクターに組み込んだ。このベクターには

マルチクローニングサイトの 5’側にすでに

FHG（FLAG-His-EmGFP）遺伝子が組み込まれ

ている。EmGFPは、EGFP遺伝子にさらなる変

異を導入し、1 分子あたりの蛍光強度を約 2

倍に高めたものである。この結果発現された

FHG -NPMタンパク質は、内在性 NPMとの区別

が可能であるばかりでなく、細胞内における

動態をリアルタイムで可視化することもで

きる。さらに、異なる標識タグの存在により、

アフィニティ精製あるいは免疫沈降をおこ

なう際の抗体の選択肢が増え、たとえ heavy 

chain に近い分子量をもつ結合タンパク質で

あっても検出抗体の種を変更することでバ

ックグラウンドを制御することが可能とな

る。安定発現株は、EmGFP の蛍光を指標とし

たセルソーティングにより樹立した。これに

より少量の細胞から、1 日でポジティブ細胞

を効率良く得ることができた。 

 

（２）目的タンパク質のリン酸化の意義を検

討する上では、非リン酸化型変異体を導入し

その効果を調べることが最も簡便な方法で

ある。しかし NPM1 に関しては、内在性 NPM

１のタンパク質量がきわめて豊富であるこ

と、また NPM１は N 末端領域を介して五量体

を形成するなどの理由から、たとえ変異型

NPM１遺伝子を導入しても、豊富に存在する

内在性 NPM１との五量体形成により、変異型

NPM の表現型がマスクされて検出できない可

能性が考えられた。この問題を克服するため、

1）において樹立した各種 NPM1の安定発現株

に、NPM1または NPM1,2遺伝子の 3’UTRに対

してデザインした siRNAを導入することとし

た。変異型 NPM 遺伝子は 3’UTR を持たない

ため siRNAの標的とはならず、内在性 NPMの

みがノックダウンされる。この結果観察され

る変異型 NPM1 の挙動は、純粋な変異型 NPM1

の表現型を反映したものであると予想され

た。観察は、EmGFP の蛍光を指標に共焦点レ

ーザー顕微鏡をもちいたタイムラプス観察

により検討した。 

 

（３）NPM1 の C 末端領域のみを FHG 融合タ

ンパク質として発現する安定発現株を樹立

した。この細胞株から調整した抽出液を、抗

FLAG 抗体カラムに通した。用いた抗 FLAG 抗

体は、所属研究室において作製されたもので

あり、市販の抗 FLAG 抗体に比べて特異性は

もちろん、高い力価を有するものである。ま

た、溶出には独自に設計した FLAG ペプチド

を用いた。精製純度をさらに高めるため、次

に溶出液を Ni-ATA ビーズに通し、溶出液と

して変性剤である塩酸グアニジンを用いた。

溶出液中のタンパク質はトリクロロ酢酸を

用いて沈殿させ、塩酸グアニジンを除去した

後、マススペクトルにより結合タンパク質の

網羅的な解析・同定をおこなった。 

 

（４）３）において同定した NPM1 の C 末端

領域に対する結合タンパク質の遺伝子クロ

ーニングをおこない、このタンパク質と野生

型およびフレームシフト型 NPM1 との結合を



 

 

免疫沈降により確認し、このタンパク質をノ

ックダウンした際の NPM1 の細胞内局在への

影響を検討した。次に、その結合が直接的か

間接的か、NPM1 の S293 のリン酸化により解

離するか、および双方の結合領域を、大腸菌

より精製したタンパク質を用いて詳細に検

討し、生化学的な解析をおこなった。 

 
４．研究成果 

（１）安定発現細胞株の樹立は予定通り完了

した。FHG -NPM1と内在性NPM1の発現レベルを

ウェスタンブロットにより比較したところ、

FHG -NPM1の発現レベルは内在性NPM1の10分

の1程度であった。また、抗GFP抗体を用いて

免疫沈降をおこない、NPM1オリゴマーに含ま

れる外来性FHG -NPM1と内在性NPM1の存在量

を検討した。その結果、すべての細胞株にお

いて、NPM1オリゴマーには外来性FHG -NPM1

よりも内在性NPM1の方が多く含まれているこ

とが判明した。このような背景を有する各細

胞株においてFHG -NPM1の細胞内局在をEmGFP

の蛍光を指標に検討したところ、いずれも核

小体に強く局在した。しかし、ここで観察し

ている外来性FHG -NPM1には、それ以上に多く

の内在性NPM1が結合していることを考えると、

多くの内在性NPM1の結合により変異体の効果

がマスクされている可能性を否定できなかっ

た。このため、当初の予定通り内在性NPM1を

ノックダウンすることで問題の回避を試みた。 

 

（２）細胞内におけるNPM1の量はきわめて豊

富であり、その豊富さがNPM1の正常な機能に

必要であると考えられている。実際、siRNA

により細胞内のNPM1レベルが半分に低下する

と、細胞の増殖は著しく低下する。（１）の

結果を受けて、内在性NPM1の影響を受けない

条件、すなわち内在性NPM1のみをノックダウ

ンした状況下において、NPM1のS293のリン酸

化と細胞内局在との関係を検討することとし

た。NPM1遺伝子のsiRNA として、3'UTRを標的

とした市販品を用い、内在性NPM1のノックダ

ウンをおこなった。しかし、内在性NPM1のタ

ンパク質レベルの低下が認められる時期にお

いて、すべての細胞株が著しくダメージを受

け、FHG-NPM1の細胞内局在を観察することが

困難だった。これはFHG-NPM1のタンパク質レ

ベルが想定よりも低かったため、siRNAによる

内在性NPM1のノックダウン効果をFHG-NPM1が

量的に相補できないことに起因すると考えら

れた。このため、リン酸化と局在の関係を検

討するには異なるアプローチを取らざるを得

なかった。そこでふたつの方法で検討するこ

とにした。ひとつはNPM1タンパク質のN末端に

存在するオリゴマー形成領域を欠損したNPM1

遺伝子を使用することである。この方法は内

在性NPM1とのオリゴマーの形成を回避できる

ため、導入したNPM1遺伝子のみの細胞内局在

を検討できる半面、オリゴマー形成領域を欠

損したことによる影響を受けることが考えら

れた。実際、オリゴマー形成領域を欠損した

FHG-NPM1は、全長FHG-NPM1と比べても核質に

局在する割合が上昇していることが蛍光観察

において認められた。しかし、核小体への局

在も十分に検出可能なレベルであった。この

条件におけるS293の非リン酸化型およびリン

酸化模倣型変異体の細胞内局在を検討したと

ころ、いずれもオリゴマー形成領域を欠損し

た野生型と同じ局在を示した。 

もうひとつの方法として、大腸菌より精製し

た組み換え型全長 NPM1 を用いた。野生型お

よびリン酸化部位に対する変異体を、それぞ

れ試験管内において蛍光標識して再度精製

した。蛍光標識した全長の NPM1 タンパク質

を直接培養細胞に注入した。その結果、蛍光

標識した NPM1 は、いずれも導入 5 分後には

ほとんどが核小体に集積するのが認められ

た。以上の結果より、NPM1 の S293 は、核小

体移行シグナルのきわめて近傍に位置する

ものの、そのリン酸化は NPM1 の核小体への

局在に対して影響を及ぼさないことが明ら

かとなった。 

近年、NMR による NPM1 の C 末端領域の構造

が解析され、NPM1の C末端領域は 3つのヘリ

ックス構造をとることが明らかとなった。こ

の際に、核小体移行シグナルを構成するアミ

ノ酸配列は 3つのヘリックス構造の位置関係

を保つ役割を担っていた。このことから、

NPM1 の S293 のリン酸化は、C 末端領域が形

成する 3つのヘリックス構造に対して影響を

及ぼさないことが考えられた。 

 

（２）FHG-NPM1のC末端領域に対する結合タン

パク質を質量分析により解析した。その結果、

60Ｓの構成因子であるリボソームタンパク質

RPL22を同定した。NPM1/RPL22複合体は培養細

胞においても認められ、細胞周期間期の核内

でrRNAを介して形成されることが明らかとな

った。また細胞分裂期では、活性化したCDK1

によりNPM1がリン酸化されてrRNAとの結合能

を失うため、結果的にNPM1/RPL22複合体が解

離することが明らかとなった。RPL22の細胞内

局在は、NPM1のノックダウンによる影響を受

けなかった。同様に、NPM1の細胞内局在もま

た、RPL22のノックダウンによる影響を受けな

かった。分裂期におけるNPM1のRNA結合能制御

には、オーロラによるリン酸化は関与しなか



 

 

った。これまでの研究成果と考え合わせると、

分裂期におけるNPM1のS293のリン酸化はNPM1

の核小体への局在とRNA結合能のいずれにも

関与しないことが明らかとなった。 

 

急性骨髄性白血病患者の約3割に認められる

変異型NPM1（NPM1c）は、核小体移行シグナル

が消失し、新たに核外移行シグナルを獲得し 

ているため、細胞質に局在する。試験管内に

おける再構成実験から、NPM1cはRNA結合能を

完全に失っており、培養細胞を用いた実験に 

おいても間期でのNPM1/RPL22複合体を形成し

なかった。この結果から、NPM1cがRPL22と複

合体を形成できないのは、NPM1cが細胞質に局 

在することに加えて、本質的に RNA結合能を

失っていることが原因と考えられた。 
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