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研究成果の概要（和文）：　真核細胞のリボソーム生合成において機能するシャペロン様AAA ATPase NVL2は、RNAヘリ
カーゼDOB1との相互作用を介してリボソーム前駆体に作用し、分子複合体の構造変換に寄与する。本研究では、NVL2の
作用標的となるDOB1、エキソソーム、およびその他の相互作用因子からなるrRNA代謝複合体について解析を行った。
　その結果、DOB1の他に、ポリAポリメラーゼPAPD5およびRNA結合タンパク質ZCCHC7を含む複合体(TRAMP様複合体)の存
在を動物細胞において確認した。さらにこの複合体が、rRNA前駆体を含む核内RNAの3’末端ポリアデニル化において機
能している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： A chaperone-like AAA-ATPase NVL2 acts on a pre-ribosomal particle during 
ribosome biogenesis in eukaryotic cells through interaction with an RNA helicase DOB1, and it 
participates in a remodeling of the molecular complex. In this study, we have analyzed an rRNA metabolic 
complex consisting of DOB1, RNA exosome, and other associating factors, which could be a possible target 
of NVL2.
 As a result, presence of TRAMP-like complex consisting of DOB1, a poly(A) polymerase PAPD5, and an 
RNA-binding protein ZCCHC7 was confirmed in mammalian cells. Furthermore, we have shown a possibility 
that this complex is functions in the 3’-polyadenylation of nuclear RNAs including the rRNA precursors.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核細胞におけるリボソーム生合成で
は、核小体で生成した前駆体 RNA を中心に、
多数のリボソームタンパク質と生合成補助
因子が、会合および脱会合を経て、リボソー
ム前駆体の段階的成熟が進行する。 
 
(2) AAA ファミリーに属するシャペロン様
ATPase である NVL2 は、RNA ヘリカーゼ DOB1
との結合を介してリボソーム前駆体と相互
作用し、エネルギー依存的に分子複合体の構
造変換に関与すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、NVL2 が作用する rRNA 代謝
複合体の構成成分を明らかにし、それらのリ
ボソーム生合成における機能を解明する。 
 
(2) NVL2がこれらの複合体の構造および機能
を制御する分子機序を明らかにする。 
 
(3) これらを通じて、リボソーム生合成過程
の RNA 代謝において、分子シャペロンが果た
す新たな役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) DOB1 を構成因子とするヒト TRAMP様複合
体の同定を行う。酵母 TRAMP 複合体は、基質
RNA の 3’末端をポリアデニル化し、エキソ
ソームによる分解へと導く複合体であり、ポ
リ(A)ポリメラーゼ Trf4/5、RNA 結合タンパ
ク質 Air1/2、および RNA ヘリカーゼ Mtr4 
(Dob1)から構成される。しかし高等動物細胞
においては、これまでに Mtr4 (Dob1)に対応
する分子としてヒト DOB1 (MTR4)の存在が知
られているのみで、他のサブユニットの存在
については明らかにされていない。データベ
ースサーチの結果から、酵母 Trf4/5 および
Air1/2 と限られた領域においてわずかな相
同性を有するヒト cDNA として、ZCCHC7 およ
び PAPD5 の存在が示された。これらはヒト
TRAMP 様複合体サブユニットの候補と考えら
れる。そこで、これらの cDNA を単離し、細
胞内で発現させることにより相互作用解析
を行った。 
 
(2) DOB1、PAPD5 および ZCCHC7 の cDNA を培
養細胞内で過剰発現させ、細胞内 RNA のポリ
アデニル化およびそれらRNAの細胞内局在に
ついて、蛍光 in situハイブリダイゼーショ
ン(FISH)法による解析解析を行う。この解析
法を用いて、TRAMP 様複合体サブユニットお
よび NVL2 の機能について、過剰発現および
ノックダウンによる影響に関する検討を行
った。 
 
(3) オリゴ dT 配列を有するオリゴヌクレオ
チドをプライマーに用いた逆転写PCR法によ
り、ポリアデニル化を受けた rRNA 前駆体に
由来する転写産物を増幅検出し、定量を行う。

この解析を用いて、TRAMP 様複合体サブユニ
ットおよび NVL2 の機能について、過剰発現
およびノックダウンによる影響に関して検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 真核細胞リボソームの生合成では、前駆
体RNAを中心に多数のリボソームタンパク質
と生合成補助因子が会合および脱会合を行
い、リボソーム前駆粒子が段階的に成熟する。
この過程で、AAA ファミリーに属するシャペ
ロン様 ATPase である NVL2 が RNA ヘリカーゼ
DOB1 と相互作用し、リボソーム前駆粒子のエ
ネルギー依存的構造変換に寄与すると考え
られる。本研究では、NVL2 との相互作用が予
想されたヒトTRAMP様複合体の同定をまず行
った。酵母 TRAMP 複合体はポリ(A)ポリメラ
ーゼ Trf4/5、RNA 結合タンパク質 Air1/2、お
よび RNA ヘリカーゼ Mtr4 (Dob1)から構成さ
れ、基質 RNA の 3’末端をポリアデニル化し
てエキソソームによる分解へと導く。高等真
核細胞では、Mtr4 (Dob1)に対応する分子と
してヒト DOB1 (MTR4)の存在が示されたが、
他のサブユニットの存在は明かされていな
かった。そこで、データベースサーチにおい
て Trf4/5 および Air1/2 と微弱な相同性を示
したヒトタンパク質 ZCCHC7 および PAPD5 に
ついて、それらの性質を調べた。その結果、
ヒト培養細胞において ZCCHC7 および PAPD5
は、DOB1, エキソソーム, および NVL2 と相
互作用することが共免疫沈降実験から示さ
れた。従って、これらのタンパク質は、ヒト
におけるTRAMP様複合体のサブユニットとし
て働くと考えられた。また siRNA によるノッ
クダウン実験の結果、ヒト TRAMP 様複合体の
形成には、核エキソソームの触媒サブユニッ
トである PM/Scl-100 (RRP6)との相互作用が
重要であることが示された。これは、酵母の
TRAMP 複合体では見られない特徴である。 
 
(2) 上記により明らかにされた、DOB1 を構成
因子に含むヒトTRAMP様複合体とエキソソー
ム複合体の分子間相互作用について、NVL2 に
よる制御に関する検討を行った。NVL2 は、分
子内に 2 ヶ所の ATP 結合ドメインを有する
ATPase である。各ドメインには、ATP の結合
に必要な Walker A モチーフ、および加水分
解に必要な Walker B もチーフが存在し、こ
れらに変異を導入することにより、ATPase サ
イクルの特定段階をブロックしたドミナン
トネガティブ変異体を作成することができ
る。そこで、これらの変異体をテトラサイク
リンにより発現誘導可能な細胞株を樹立し
た。これらの細胞で、TRAMP 様複合体および
エキソソーム複合体のサブユニットを FLAG
タグ付加タンパク質として発現させ、共免疫
沈降により他の複合体構成成分との相互作
用における影響について検討した。しかし、
これらの解析を通して、細胞内における複合
体の挙動に、NVL2 変異体の発現による影響を



認めることはできなかった。 
 
(3) さらに、グリセロール密度勾配遠心によ
り細胞抽出液を分画し、両複合体の沈降密度
から、それらの相互作用について検討した。
しかし、この実験においても複合体の挙動に、
NVL2 変異体の発現による影響を認めること
はできなかった。これらの結果は、NVL2 が
TRAMP 様複合体およびエキソソーム複合体と
これらに結合する未知の因子との相互作用
を制御している可能性を示唆している。 
 
(4) ヒト TRAMP 様複合体の rRNA 代謝におけ
る役割を解析するため、dTオリゴヌクレオチ
ドをプライマーとするRT-PCR法により3’末
端がポリアデニル化された rRNA 前駆体を特
異的に増幅し検出するアッセイを実施した。
その結果、低濃度のアクチノマイシン添加に
よって生じる異常なrRNA前駆体断片が3’ポ
リアデニル化を受けた。さらに、この反応に
PAPD5 および ZCCHC7 が必要であること、さら
にその分解に DOB1 が必要であることが確認
された。これらの研究を通して、NVL2 が相互
作用するこれらの複合体が、リボソーム生合
成過程におけるrRNA前駆体のポリ(A)化およ
び分解/プロセシングに関与することが明ら
かにされた。 
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