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研究成果の概要（和文）：M期進行に関与する因子として同定した核小体因子NOL11の機能解析を行った。NOL11
は核小体因子WDR43, Cirhinと複合体を形成しRNA依存的にM期染色体周辺に局在した。NOL11をKDしたところ、M
期染色体の赤道面上での整列異常などのM期染色体の形態や動態異常、cdc2キナーゼ活性の抑制によるM期進行の
遅延が観察された。一方、NOL11 KDは間期細胞において、rRNA転写の抑制と核小体崩壊を引き起こした。他の方
法でrRNA転写を阻害し核小体崩壊を誘導した際にも、Cdc2活性抑制によるM期開始の遅延が観察され、間期にお
ける核小体構造の維持とM期の進行との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of NOL11 that were identified as the factor that 
were involved in mitosis from large scale siRNA screening. NOL11 formed complex with WDR43 and 
Cirhin, and associated with periphery of mitotic chromosomes. We found that NOL11　KD caused mitotic
 defects such as aberrant mitotic chromosome alignment and a delay in mitotic progression. Delay in 
mitotic progression was induced by inhibition of cdc2 kinase due to increased inhibitory 
phosphorylation of cdc2 kinase at Tyr15. In addition to the mitotic phenotype, NOL11 KD reduced rRNA
 transcription and caused nucleolar disruption during interphase. Interestingly, delay in mitotic 
progression was also observed when nucleolar disruption during interphase was induced by other 
methods. Furthermore, the defects was ameliorated when nucleolar disruption during interphase was 
suppressed. Thus, nucleolar integrity during interphase is required for proper mitotic progression.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞分裂期（M期）は、複製された染色体

DNA を娘細胞に均等に分配する過程で、M
期の正常な進行は、親細胞から娘細胞への遺
伝情報の維持に必須である。種々のM期キナ
ーゼや、M期染色体の骨格を形成するタンパ
ク質の機能解析が進み、M期進行の分子メカ
ニズムは急速にわかりつつある。一方、核内
構造体の一つである核小体が M 期染色体動
態制御に関与することが注目を集めている。 
核小体は、数百コピー反復したリボソーム

RNA（rRNA）遺伝子（rDNA）領域を含み、
従来はrRNAの転写とリボソーム合成の場と
して考えられてきた。しかし、近年の研究か
ら、核小体がリボソームの生合成の場として
機能するだけではなく、細胞周期の制御、ス
トレス応答、分化、老化、ウイルス感染の制
御など多くの重要な生命現象に関与するこ
とが知られつつある。 
研究代表者らは、核小体がストレスセンサ
ーとして機能することを見出した（Kuroda 
et al., EMBO J., 2011）。細胞が DNA傷害等
のストレスを受けると、rRNAの転写が抑制
され、核小体内の rRNA量が減少する。する
と核小体は崩壊して、rRNAを足場に核小体
に局在していたいくつかの核小体因子は核
質に移行する。研究代表者らはそれらの核小
体因子の一つである MYBBP1A が、癌抑制
因子 p53に結合し、その転写活性を促進する
ことにより、細胞周期停止やアポトーシスを
誘導することを見出した。この結果は、rRNA
が核小体において MYBBP1A の「足場」と
して機能し、その局在と活性を制御する働き
があることを示している。 
一方で、高等真核生物ではストレス条件以
外でも、細胞周期が M 期に進行すると cdc2
キナーゼなどのリン酸化によりrRNAの転写
が急激に抑制され、核小体も崩壊、消失する。
その際に核小体因子は細胞全体に拡散する
が、凝縮を始めたM期染色体の周囲(PR）に
は一部の核小体因子やrRNAが結合している
ことが報告されている。この挙動から、これ
らの核小体因子がM期進行やM期染色体動
態制御に関与することが示唆される。しかし
ながら、それらの核小体因子が PRにどのよ
うにして集積し、M期においてどのような役
割を担っているか、詳細は明らかではない。 
研究代表者らは、ツメガエル卵抽出液を用
いた解析から、RNA が正常な染色体動態に
重要な役割を担っていることを見出した。ま
た、申請者は、約 700種類の核小体タンパク
質に対する siRNAライブラリーを作製して、
M 期進行に必須なタンパク質をスクリーニ
ングした。その結果、機能未知な因子

Nucleolar protein 11 (NOL11)を同定した。
NOL11 の M 期における挙動を解析し、
NOL11 が M 期染色体周辺に局在すること、
さらにその局在が RNA に依存することを見
出した。NOL11 の機能を解析するために、
NOL11 をノックダウン（KD）したところ、
細胞がM期で停止し、それらの細胞では姉妹
染色分体間の接着がそこなわれた。さらに、
NOL11以外にも約 60種類の核小体タンパク
質がM期に関与することを見出した。 
 
２．研究の目的 
上記の研究当初の背景と申請者の実験結
果から、研究代表者は rRNAが、核小体タン
パク質を M 期染色体に結合させる足場とし
ての機能を持つことを予測した。この仮説に
基づき、核小体の RNA及びタンパク質のM
期における機能を解析し、M期染色体動態制
御における核小体 RNA-タンパク質ネットワ
ークを明らかにすることを本研究の目的と
する。 
具体的には、以下の四項目を明らかにする
ことを目的とした。 
（１）核小体 RNAの役割の解析 
rRNA をはじめとする核小体 RNA がどのよ
うなメカニズムで M 期染色体に結合するか
を明らかにする。また、M期染色体上の RNA
が、M期染色体の構造や動態の制御にどのよ
うな役割を持つかを解明する。 
 
（２）NOL11によるM期染色体動態制御 
核小体タンパク質NOL11がM期の進行やM
期染色体構造・動態をどのように制御にする
かを明らかにする。また、その分子メカニズ
ムを解明する。また、NOL11が RNAを介し
て M 期染色体へ局在する分子機構を明らか
にする。 
 
（３）M 期染色体動態に関わる核小体因子の
同定と機能解析 
M 期染色体動態に関わる核小体因子を網羅
的に同定・機能解析し、M期染色体動態制御
に関与する核小体 RNA-タンパク質ネットワ
ークを解明する。 
 
（４）核小体 RNA-タンパク質ネットワーク
の制御 
ストレス等に応答したrRNAの転写量の変化
に応じて、核小体 RNA-タンパク質ネットワ
ークがどのように制御され、M期染色体動態
にどのような影響が生じるかを解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）核小体 RNAの役割の解析 



核小体 RNAがM期染色体の構造や動態制御
にどのような役割を担っているか、以下の二
つのシステムで解析する。 
① ツメガエル卵抽出の系を用いた解析 
 ツメガエル卵抽出液に RNase A を添加し
RNAを分解し、染色体動態のどの過程に変化
が生じるかを解析する。 
② ヒト培養細胞を用いた解析 
 M期染色体を調製し、RNase Aにより RNA
を除去し、M期染色体の構造や染色体結合タ
ンパク質に変化が生じるかを観察する。rRNA
を特異的に除去した際の影響を調べるため
に、RNA Pol I阻害剤存在下で培養した HeLa
細胞から M 期染色体を調製し染色体構造や
結合タンパク質を解析する。また、生理的な
条件で実験を行うためにヒト培養から RNA
を除去し、染色体動態や構造を解析する。 
 
（２）NOL11によるM期染色体動態制御 
 siRNA を用いて NOL11 を KD したところ
M 期に細胞が蓄積することを見出している。
そこで、細胞同調と FACS解析を組み合わせ
ることにより、NOL11 KDが細胞周期にどの
ような影響を与えるかを精査する。 

NOL11 KD の M 期染色体構造や動態に与
える影響を精査する。また、Aurora Bの動原
体への局在異常が観察された。しかし、
NOL11 と Aurora B の直接的な相互作用は確
認できなかった。そこで、Aurora Bの局在に
影響を与える、Haspin キナーゼ、Bub1 キナ
ーゼ、PP1ホスファターゼ、Cohesinに着目し、
それらが NOL11 と相互作用するか、NOL11 
KD によって活性や局在に変化が生じるかを
解析し、Aurora B局在異常の原因を明らかに
する。 

 
（３）M 期染色体動態に関わる核小体因子の
同定と機能解析 
 NOL11 と複合体を形成しているタンパク
質の同定を行う。NOL11複合体の構成因子は、
FLAG-HAタグ付きNOL11安定発現細胞株を
M期に同調して細胞抽出液を調製し、NOL11
複合体をタンデムアフィニティー精製し、質
量分析することにより決定する。さらに、そ
れらの機能を解析する。 
約 700種類の核小体タンパク質の siRNAラ
イブラリーを用いた網羅的解析から、M期進
行に関与する候補として、約 60 種類のタン
パク質を同定した。これらの因子を精査、再
評価する。また、これらの因子と核小体 RNA
との関連を解析する。 
 
（４）核小体 RNA-タンパク質ネットワーク
の制御 

 申請者の研究室の先行研究から、間期核内
において、細胞のエネルギー状態や DNA 傷
害等の細胞内外の環境が、rRNA の転写量の
制御を介して核小体結合タンパク質の局在
と機能を規定することが見出されている。M
期においても同様の制御が起こる可能性が
考えられる。そこで、エネルギー状態の変化
や DNA 傷害などの細胞内外の環境変化やス
トレスにより、M 期進行や M 期染色体の動
態・構造に影響が出るかを解明する。 
 
４．研究成果 
（１）核小体 RNAの役割の解析 
 ツメガエルの M期卵抽出液に RNase Aを
加えて RNA を除去し、複製させたあとの M
期染色体形態を観察したところ、赤道面上で
の染色体の整列に異常を生じた。 
 また、HeLa細胞の M期染色体スプレッド
を調整し RNase A処理により RNAを除去し
たところ、染色体が脆弱な構造になり、染色
体表面から繊維状の構造が伸びるのが観察
された。次に、蛍光抗体染色法により染色体
上に存在するタンパク質を観察したところ、
RNase A処理により、ヌクレオホスミン、ヌ
クレオリン、MYBBP1Aといった染色体周辺
（PR）に局在するタンパク質、コンデンシン
I や KIF4a などの染色体骨格タンパク質が染
色体から脱離し、Aurora Bなどのタンパク質
のセントロメア局在も消失した。また、RNA 
Pol I 阻害剤であるアクチノマイシン D 処理
により rRNA転写を抑制した細胞からM期染
色体スプレッドを調整した際には、PR 結合
タンパク質のシグナルは減弱したが、染色体
骨格タンパク質の局在には変化は観察され
なかった。この結果から、rRNAは PRへの核
小体因子の局在に寄与することが示され、染
色体骨格タンパク質の局在は他の種類の
RNAが関与することが示唆された。 
 
（２）NOL11によるM期染色体動態制御 

NOL11 KDをしたHeLa細胞をG1期に同調
し、同調解除後の細胞周期の進行を FACS解
析により調べたところ、G1 期、S 期、G2 期
の進行には影響は生じなかったが、M期の進
行が遅延することを見出した。M期進行の遅
延の原因は cdc2 キナーゼの活性抑制であっ
た。また、cyclin B量には変化は生じず、Wee1
キナーゼの蓄積による cdc2 の抑制的リン酸
化の増大が cdc2 キナーゼ活性抑制の原因で
あった。 
 また、NOL11 KDをしてM期染色体を観察
したところ、M期染色体の細胞赤道面上への
整列や姉妹染色体分体間の接着に異常が生
ずることを見出した。また、NOL11 KDによ



り Aurora Bのセントロメア局在が阻害され、
その原因はヒストンH3のT4残基のリン酸化
異常によるものであった。 
 
（３）M 期染色体動態に関わる核小体因子の
同定と機能解析 
 FLAG-HAタグ付きNOL11安定発現細胞株
から NOL11 複合体を精製したところ、核小
体因子WDR43, CirhinがNOL11と安定な複合
体を形成することを見出した。WDR43, Cirhin
をKDした際にもNOL11 KDと同様な表現型
が観察された。また、Cirhin サブユニットが
RNA結合活性を持つこと、Cirhinサブユニッ
トに変異を導入し RNA 結合活性を低下させ
ると、NOL11 複合体の M 期染色体結合が低
下することから、NOL11複合体が Cirhinサブ
ユニットを介して M 期染色体に結合するこ
とが示唆された。 
 また、核小体因子の siRNAを用いた網羅的
な解析から、約 60種の因子がM期に影響を
与えることを見出しており、そのうち 16 種
類がリボソーマルタンパク質、17種類がスプ
ライシング因子であった。機能のよくわから
ない因子を精査したところ、ESF1, DNTTIP2
が核小体に局在して M 期進行に影響を与え
ることを見出した。 
 
（４）核小体 RNA-タンパク質ネットワーク
の制御 
 近年の報告から、NOL11が rRNA転写及び
プロセシングに関与することが報告されて
いる。NOL11 KDにより、間期における rRNA
転写が低下して核小体が崩壊することを見
出した。また、TIFIAや UBFなどの rRNA転
写因子を KDして核小体崩壊が誘導された際
にも、Wee1 量が増加し、cdc2 活性低下と M
期の遅延が引き起こされた。また、Act Dを
用いて rRNA転写を抑制し核小体ストレスを
引き起こした際にも、同様の表現型が観察さ
れた。興味深いことに、これらの条件下で
RPL11 を KD すると核小体崩壊が抑制され、
M期の表現型も軽減された。以上の結果から、
間期における核小体構造の維持と cdc2 キナ
ーゼの活性化及び M 期進行には密接に関連
することが示された。 
 一方で、M期染色体の細胞赤道面上での整
列異常などの一部の NOL11 KDの表現型は、
他の転写因子のKDやPol I阻害剤添加により
間期核小体崩壊を引き起こした際には観察
されなかった。この結果から、これらのM期
染色体動態の制御には NOL11 が直接関与す
ることが示唆された。 
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