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研究成果の概要：細胞の核、細胞質、細胞表面に存在するシャトルタンパク質ヌクレオリンは

細胞膜に存在する何らかの足場タンパク質に結合して細胞表面に存在することが示唆された。

また、細胞内においても多種類の機能性タンパク質と結合して多様な生理的役割を果たしてい

ることが実験に基づき示唆された。さらに、細胞表面ヌクレオリンの新しい機能として、マク

ロファージ表面では変性タンパク質や変性リポタンパク質を結合し取込むスカベンジャーレセ

プターの機能があることが示唆された。また、脳ミクログリアの表面ではマクロファージ同様、

アポトーシス初期の細胞を除去するレセプターとしての機能があることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 筆者らはアポトーシス初期の細胞を認識
し貪食除去するマクロファージ表面のレセ
プタータンパク質としてヌクレオリンを同
定した。ヌクレオリンは、核、細胞質、ある
種の細胞の表面に存在する多機能性シャト
ルタンパク質であり、各種の細胞外のリガン
ドタンパク質のレセプターとして、また、あ
る種のウイルスやバクテリアの感染レセプ
ターとしても知られている。しかしながら、
ヌクレオリンの細胞表面での存在様式や動

態、各種リガンドとの結合の実態はほとんど
知られていなかった。さらに、未知のリガン
ドがまだ多く存在することも予想された。 
 
２．研究の目的 
（1）ヌクレオリンは膜貫通ドメインを持た
ないにもかかわらず細胞外の各種リガンド
を細胞内に取込む機能を有しており、細胞膜
にはヌクレオリンの足場となるタンパク質
が存在すると予想された。この足場タンパク
質を見つけることを第一の目的とした。 
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（2）また、マクロファージ表面ヌクレオリ
ンの新たな機能を見いだすことを第二の目
的とした。ヌクレオリンは核酸などの陰性荷
電を帯びた粒子に結合する傾向があること
をふまえ、陰性荷電粒子のレセプターとして
知られるスカベンジャーレセプターの活性
を有するかどうか検討することとした。 
 
（3）さらに、脳ミクログリアについて、マ
クロファージと同様、細胞表面にヌクレオリ
ンが発現しているかどうか、また、それにア
ポトーシス細胞除去機能があるかどうか検
討した。 
 
３．研究の方法 
（1）の研究において、マクロファージ細胞
表面に対するヌクレオリンの結合性、および、
（2）の研究において、各種スカベンジャー
レセプターリガンドに対するヌクレオリン
の結合性を直接的に調べ、また、それらが結
合する場合、ヌクレオリンのどの部位で結合
するのかも検討するため、ヒトヌクレオリン
の下記のような部分配列に対応する各種リ
コンビナントタンパク質（rNUC284, rNUC305, 
rNUC446, rNUC627, rNUCR1-4, rNUCR1-2, 
rNUCR3-4）を大腸菌にて作成し、精製した。 
 

 
 マクロファージの前駆細胞である単球と
しては、培養ヒト単球系細胞である THP-1 を
用い、また、これを PMA で刺激してマクロフ
ァージに分化させた THP-1 マクロファージ、
および常在性のマウス腹腔マクロファージ、
チオグリコレートで誘導したマウス腹腔マ
クロファージなどを用いた。 
 また、細胞膜におけるヌクレオリンの足場
タンパク質を全く別の手法で見つける目的
で、Yeast two-hybrid 法によりヌクレオリ
ン結合タンパク質を網羅的に探索した。１）
full length ヌクレオリン(full length NUC；
1-710AA)、２）ヌクレオリンの RNA binding 
domain (RBD)1-4 領域 (NUC R1-4；308-647AA)、
３）ヌクレオリンの RBD3-4 領域 (NUC R3-4；

487-647AA)の 3 種類のヌクレオリン cDNA を
bait ベクターに組み込み、GAL4 DNA-BD－ヌ
クレオリン融合タンパク質（bait タンパク
質）として発現させた。スクリーニング対象
には、human bone marrow cDNA ライブラリー
を用い、これら 3種のヌクレオリンタンパク
質に結合するタンパク質の探索を行った。 
 
（2）の研究において、マクロファージは、
THP-1 マクロファージ、および常在性のマウ
ス腹腔マクロファージを用いた。スカベンジ
ャーレセプターのリガンドとして、各種のポ
リアニオン類、高度に maleyl 化した牛血清
アルブミン（maleyl BSA）、無水酢酸で高度
にアセチル化した BSA（acetyl LDL）等を作
製して用いた。これらのスカベンジャーレセ
プターリガンドとヌクレオリンの結合性の
有無は、マクロファージなどの細胞を用いる
場合は、細胞に対するこれらのリガンドの結
合がヌクレオリンに対する抗体で阻害され
るかどうかで判定し、無細胞系で調べる場合
は、Surface Plasmon Resonance（SPR）によ
り直接結合性を測定した。 
 
（3）の研究では、脳ミクログリアとしてマ
ウスの不死化ミクログリア cell line を用い、
このミクログリアによるアポトーシス細胞
の認識除去実験では、小胞体ストレスにより
アポトーシスを誘導した Jurkat 細胞（T細胞
系培養細胞株）を用いた。 
 
４．研究成果 
研究（1）の成果 
 高濃度 NaCl 処理により細胞表面ヌクレオ
リンを除去した THP-1 Mφと、etoposide 処
理によりアポトーシスを誘導した Jurkat 細
胞との細胞結合実験を行った。その結果、細
胞表面ヌクレオリンを除去した THP-1 Mφで
は、アポトーシス Jurkat細胞との結合数は、
細胞表面ヌクレオリンを除去していない
THP-1 Mφと比べ、有意に減少した。また、
細胞表面ヌクレオリンを除去した後、
KQKVEGTE 配列を含む rNUC284 を結合させた
THP-1 Mφは、細胞表面ヌクレオリン除去
THP-1 Mφに比べ、アポトーシス Jurkat 細胞
が多く結合した。以上の結果より、Mφがア
ポトーシス細胞を認識・除去する際にはヌク
レオリン (KQKVEGTE 配列)が必要と考えられ
た。 
 ヌクレオリンが RBD以降のどの配列を介し
て Mφ細胞表面に結合しているのかを詳しく
検討するため、THP-1 Mφ、TG-Mφ細胞表面
への各種 rNUC(rNUC284、rNUC305、rNUC446、
rNUC627、rNUCR1-4、rNUCR1-2、rNUCR3-4)の
結合性を FCM法で調べた。その結果、rNUCR1-2、
rNUC627 以外の RBD3-4 を含む rNUC で充分な
結合性が得られた。従って、ヌクレオリンは

用いたリコンビナントヌクレオリン (rNUC) の配列

RBD： RNA-Binding-Domain  GAR： Glycine-Arginine Rich domain

rNUC 284

284 710
KQKVEGTE GARThio V5＋His

rNUC 305
710305
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V5＋HisThiorNUC R1-4

305
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486
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487
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647
rNUC R3-4

RBD1 RBD2 RBD3 RBD4

RBD1 RBD2 RBD3 RBD4

RBD3 RBD4

RBD1 RBD2 RBD3 RBD4

RBD1 RBD2

RBD3 RBD4



Mφ細胞表面に 487 から 647 番目までの
RBD3-4 領域を介して結合している可能性が
高いと考えられた。 
 アポトーシス細胞の認識にはヌクレオリ
ン(特に KQKVEGTE 配列)が重要であることが
確認され、また Mφ細胞表面にはヌクレオリ
ンの RBD3-4 付近の配列を介して結合してい
ることが明らかとなった。さらに、この
RBD3-4付近を介した結合様式は Mφに分化し
た細胞に共通のものである可能性が示唆さ
れた。以上より、ヌクレオリンは Mφとアポ
トーシス細胞を架橋する bridging molecule
として機能していると考えられた (下図)。 
 

 
 上記の手法で、細胞表面ヌクレオリンが何
らかの細胞膜タンパク質に結合しているこ
とが示唆されたが、そのタンパク質が何であ
るかは特定できなかった。 
 そこで、ヌクレオリンの足場タンパク質を
ヌクレオリンと結合する全細胞タンパク質
の中から見つけ出す目的で、Yeast 
two-hybrid 法によりヌクレオリン結合タン
パク質を網羅的に探索した。その結果、細胞
膜近傍に存在すると考えられている 3種のタ
ンパク質がヌクレオリンと結合することが
判明した。しかし、これらのタンパク質が細
胞表面側に存在しているかどうかは不明で
あり、結論づけるためには更なる検討が必要
と思われるが、この手法でいずれは足場タン
パク質が特定できるものと期待される。 
 
研究（2）の成果 
 rNUC284 を SPR 測定用センサーチップに固
定化し、これに対する各種ポリアニオン、化
学修飾タンパク質、化学修飾 LDL の結合性を
SPR 法により定量的に測定した。その結果、
fucoidan、polyinosinic acid (poly I)、
polycytidylic acid (poly C)、maleyl BSA、
AcLDL で結合が濃度依存的に認められた。
poly inosinic acid-polycytidylic acid 
(poly I/C)、AGE-BSA、酸化 BSA、BSA、LDL
には結合性は見られなかった。このことから、
ヌクレオリンは SR に類似したリガンド特異
性を有することが明らかになった。さらに、
ヌクレオリンが SR と同様に、変性タンパク

質や変性 LDLへの結合やエンドサイトーシス
に関与しているかどうか調べるため、蛍光標
識した maleyl BSA、蛍光標識した DiI-AcLDL
を作製し、ヒト培養単球、マウス腹腔 Mφに
よる結合および取り込みに対する anti-rNUC
抗体による阻害効果を検討した。その結果、
蛍光標識 maleyl BSA と蛍光標識 AcLDL はヒ
ト培養単球やマウス腹腔 Mφに結合し取り込
まれ、この結合と取り込みは anti-rNUC 抗体
により部分的に阻害された。マウス腹腔 Mφ
によるこれらの結合・取り込みは anti-rNUC
抗体により部分的に減少した。従って、単
球・Mφの細胞表面ヌクレオリンは SR 活性を
有し、変性タンパク質や変性 LDL の結合・取
り込みにも関与していることが示唆された。
また、各種ポリアニオン、maleyl BSA、AcLDL
の認識にヌクレオリンのどの部位が関与す
るかを、rNUC305、rNUC627、rNUCR1-4 を用い
て SPR 法により検討した結果、ヌクレオリン
とポリアニオン、化学修飾タンパク質および
化学修飾 LDLの結合には、RNA binding domain 
(RBD 領域）が必要であることが示唆された。
また、ヌクレオリンのアポトーシス細胞認識
には KQKVEGTE 配列が必要であるが、この配
列を欠くリコンビナント体でもリガンド結
合性には変化がなかったことから、ヌクレオ
リンのアポトーシス細胞認識部位と SR 活性
部位は異なると考えられた。 
 
研究（3）の成果 
 神経変性疾患におけるアポトーシスの要
因として小胞体ストレスが注目されている。
小胞体には多種多様な分子シャペロンやフ
ォールディング酵素が存在し、新生タンパク
質の高次構造形成に関わっているが、新生タ
ンパク質が高次構造形成に失敗し、小胞体内
に蓄積するとそれが「小胞体ストレス」とな
ってアポトーシスが引き起こされる。本研究
では、小胞体ストレスによるアポトーシス誘
導の場合にも、ミクログリアがヌクレオリン
を介してアポトーシス細胞を認識除去する
かどうか検討した。 
 小胞体ストレス誘導剤である
thapsigargin を用いて Jurkat 細胞にアポト
ーシスを誘導したところ、時間、濃度依存的
に caspase3 の活性が上昇した。マウス由来
の培養ミクログリア細胞を用いて
thapsigargin で 2 h、20 h 処理した Jurkat
細胞と結合実験を行うと高い結合性を示し
た。ミクログリアとこれらのアポトーシス
Jurkat 細胞との結合は、1) anti-CD43 抗体
で Jurkat 細胞を予め処理した場合、2) ポリ
ラクトサミン含有オリゴ糖鎖を共存させた
場合、3) anti-rNUC 抗体でミクログリア細胞
を処理した場合、阻害された。また、
thapsigargin 20 h処理したJurkat細胞では、
phosphatidylserine (PS)の露出はわずかに
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Membrane
protein
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487
647
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起こるものの、PS 結合性タンパク質 annexin 
V によって、結合は阻害されなかった。また、
thapsigargin 処理 20 h 以降で PSの露出が増
えはじめる頃にはネクローシスも増えはじ
めて速やかにネクローシスに移行してしま
うことが判明した。以上のことから、
thapsigargin により誘導されたアポトーシ
ス Jurkat 細胞では PS の露出期間が短く、ミ
クログリア細胞による認識除去では、Jurkat
細胞表面 CD43 のシアリルポリラクトサミン
型糖鎖が ligand となり、ミクログリア細胞
表面ヌクレオリンが receptor として働く糖
鎖認識が主たる認識機構であろうと考えら
れた。 
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