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研究成果の概要（和文）：核小体の形態異常は、遺伝病（リボソーム病）を引き起こす要因となることが知られ
ている。本研究では、核小体クロマチン内に新たに同定した因子が局在する凝集構造体に着目し、そこに含まれ
る因子群を一分子顕微鏡で観察した。その結果、RNAポリメラーゼIがブラウン運動しながらも、ある一定の範囲
でまとまる様子が観察されたことから、凝集構造体は液滴様の塊であることが判明した。さらに、リボソーム病
の原因であるRNAポリメラーゼの変異アレルを異所的に発現させることで、液滴様凝集構造体を再構築すること
ができた。このことから、本研究で着目した凝集構造体の液滴様性質が、遺伝疾患の一因になっている可能性が
考えられる。

研究成果の概要（英文）：The RNA polymerase I (Pol I) transcription machinery in the nucleoli is an 
integral component for ribosome biogenesis, the defect of which is related to human genetic 
disorders called ribosomopathies.  While the structural integrity and mapping of the molecules have 
previously been revealed, it remains unclear about the dynamics of the molecules reflecting the 
physical property in vivo. We establish the single-molecule imaging system of Pol I in living cells.
 Our particle tracking analysis find that the transcription machineries embed in the transcription 
factories are immobile for efficient transcription. After inducing a new nucleolar silencer,TopBP1, 
Pol Is are released from the factories, and moves more rapidly by Brownian motion around nucleolar 
periphery. We propose that the defect of immobility of Pol I anchored to the transcription factory 
induces the droplet-like self-assembly of Pol I, thereby causing the perturbation of ribosome 
biogenesis in the human genetic disorder.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
核小体内のリボソーム RNA 遺伝子（rRNA）のク
ロマチン構造は、二種類あると考えられている。
一つ目は転写が活性化されているオープンクロ
マチンで、二つ目は転写が抑制されているサイ
レントなクロマチンである。既知の転写抑制は、
DNA のシトシンのメチル化によるものが知られて
いる。本研究では、核小体クロマチンのプロテオ
ミクス法によって同定したプロモーター結合因子
の一つ TopBP1 に着目したところ、集団中の２割
程度の細胞で、TopBP1 が核小体内でフォーサ
イを形成し、オープンクロマチンの一部が凝集し
た、大きな構造体が観察された。そこでは転写
が停止しており、核小体内のオープンクロマチン
が、全て転写されているというこれまでの理解と
は異なっていた。本研究で着目しているサイレン
トなオープンクロマチンは、DNA のメチル化もな
く、通常のヌクレオソーム構造をとらない、新たな
第 三 の ク ロ マ チ ン であることが推定されてい
た。 
 
 
２．研究の目的 
（１）静的クロマチンの凝集構造体の実態の解明
と再構成 
細胞集団中の一部にのみ観察された核小体内
の凝集構造体の実態を明らかにする。具体的に
は、①凝集構造体を構成する因子の網羅的同
定、②凝集構造体の物理的性質、③凝集構造
体の再構築を目指した。 
 
（２）凝集構造体が関与する高次生命現象の探
索 
本研究で着目した凝集構造体がどのような高次
の生命現象に関わるのかを明らかにすることを
目的とした。特に転写が抑制されるという性質に
着目し、以下に示す二点について検証した。 
①ヒト細胞のプロジェリア様老化現象との関係 
②ヒト遺伝病、トリーチャーコリンズ症候群との関
係（研究目的（１）の③と密接に関与） 
 
 
３．研究の方法 
（１）サイレントなオープンクロマチンの人為的な
誘導系の確立 
凝集構造体の実態を調べるためには、細胞内
にまれに出現する凝集構造体を人為的に召喚
し、その出現頻度を上昇させる必要がある。そこ
で各解析に応じた細胞株において TopBP1 のテ
トラサイクリン誘導発現系の作製を試みた。 
 
①凝集構造体の構成因子を同定するために代
表者自身が留学先で確立した核小体クロマチン
のプロテオミクスを用いる。その凝集構造体の誘
導前後での核小体クロマチンの構成因子を比
較するために、の核小体クロマチン精製用の細
胞株、MEL(マウス赤白血病)細胞において、
TopBP1 の発現誘導系をレンチウイルスベクター
を用いて導入した。 
 

②凝集構造体内の物理的性質を知る為に、核
小体内分子の動きを一分子顕微鏡で観察する
系を確立する。ゲノムにコードされた RNA ポリメ
ラーゼや核小体クロマチンタンパク UBF にゲノ
ム編集技術を用いて、一分子イメージング用の
タグ HaloTag を融合する。さらに、それら一分子
観察用の付着細胞に TopBP1 の発現誘導系を
同じくゲノム編集技術を用いて、ゲノム内の「安
全な」領域である AAVS1 遺伝子を標的として導
入した。 
 
③ 凝集構造体の構成成分やその分子の振る
舞いからキーファクターを推定し、それを発現誘
導することで再構築する。 
具体的には、下記の（２）②に示す方法と同じで、
変異型 RNA ポリメラーゼ I の条件的に発現させ
た。 
 
（ ２ ） 凝 集 構 造 体 の 一 つ の マ ー カ ー で あ る
TopBP1 の核小体への局在やその出現頻度を
①ヒトプロジェリア様の老化細胞や②ヒト遺伝病、
トリーチャーコリンズ症候群の疾患変異を挿入し
た細胞で免疫染色法を用いて調べる。 
 
①ヒトのプロジェリア様の老化は、千葉大学松浦
教授の協力のもと、スプライシング欠損のラミン
A を任意に誘導するできる細胞株を用いて、調
べた。 
②トリーチャーコリンズ症候群の患者で検出され
た変異、すなわち RNA ポリメラーゼの活性部位
近傍の変異を挿入した遺伝子アレルを任意に
誘導するできる細胞株を用いて、調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）①核小体クロマチン精製用の細胞株 MEL
細胞に GFP-TopBP1 のテトラサイクリン誘導発
現系の導入を試みたが、薬剤耐性のコロニーは
生 え て くる も の の 、ど の ク ロ ー ン に お い て も
TopBP1 誘導条件においても GFP のシグナルが
検出されるものは皆無であった。そのため、凝集
構造体の構成因子の網羅的同定は断念した。 
 
②ゲノム編集技術を用いて、核小体内の分子
（RNA ポリメラーゼ I、UBF、転写開始因子等）に
HaloTag タグを融合し、安定に発現する細胞を
作製することに成功した。この細胞株を一分子
顕微鏡によって観察することにより、各タンパク
質の一分子レベルの動きを追跡できるようにな
った。この一分子イメージング用の細胞株に、ゲ
ノム編集技術を用いて TopBP1 を一過的に強制
発現させ、人為的に凝集構造体を誘導する系を
作製した。 凝集構造体内の分子の動きを一分
子レベルで観察したところ、 転写している領域
に比べて、分子の動きが大きく上がっていた（図
１）。 
次に転写ファクトリーの存在の有無を 検討する
ために、転写装置の密集具合を測定したところ、
凝集構造体内では RNA ポリメラーゼが疎（バラ
バラ）になっていた。このことから、凝集構造体内



では転写ファクトリーという留め金がなくなった結
果、RNAポリメラーゼやクロマチンがより大きなブ
ラウン運動をしていると考えられた。 

 
③次に、RNA ポリメラーゼ I のサブユニットの一
つに変異を挿入し、強制発現させたところ、核小
体の淵に転写装置が集まった塊、TopBP1 の強
制発現によってできる凝集構造体と同じ類のも
のが観察された（図２）。実際、この塊の中では、
転写が起こっておらず、rRNA 遺伝子や TopBP1
が集まり、分子が激しく動き回っていた。 
 
（２）①スプライシングに異常がおきたラミン A を
強制発現することで、ヒト細胞においてプロジェリ
ア 様 老 化 を 誘 導 で き る 細 胞 株 に お い て 、
TopBP1 の核小体への局在を調べた。結果、
TopBP1 の核小体への局在に有意な上昇は観

察されなかった。 
 
②（１）③で転写装置のサブユニットに挿入した
変異は、ヒト遺伝病の一つ下顎顔面異骨症（トリ
ーチャーコリンズ症候群の一種）の優性原因因
子として知られているものであり、変異型 RNA ポ
リメラーゼ I を発現させ、凝集構造体の再構築す
る試みの際、それが遺伝病患者由来の変異アレ
ルであった。本研究で着目した凝集構造体は、
ヒトの発生過程で rRNAの合成を阻害し、遺伝疾
患の引き起こす一因になっている可能性が考え
られる。 
 
 
＜まとめ＞ 
本研究によって、TopBP1 によってマークされた
静的クロマチンの正体は、転写に従事していな
い RNA ポリメラーゼ I の塊に取り込まれたもので
あることがわかった。転写していない RNA ポリメ
ラーゼ I 分子は、絶えず動きながら自己集合しま
とまる、所謂液滴を形成する性質を保有してい
た。そして、TopBP1 は、RNA ポリメラーゼ I の液
滴化のスイッチとして働く分子の一つであること
が判明した（図３）。さらに、RNA ポリメラーゼ I の
凝集構造体は、ヒト遺伝病、トリーチャー•コリンズ
症候群の発症の一因となっていることが示唆さ
れた。トリーチャー•コリンズ症候群の中には、原
因遺伝子がわかっていない症例も全体の 10%ほ
どあり、TopBP1 の発現量のバランスがその一因
となっている可能性が考えられる。 
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