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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞増殖制御機構を明らかにすることを目的として、核小体天然変性タン
パク質NPM1の機能解明に取り組んだ。NPM1は主に核小体に局在し、リボソーム生合成の制御にかかわることが明
らかになっているが、その分子機構は明らかになっていない。また、核質においてもNPM1は重要な役割を担って
いることが示唆されているが、標的となる遺伝子やその機能は明らかになっていない。本研究では、NPM1が核小
体構造を形成する分子機構と、核質において転写因子と協調的に炎症、免疫、がん化にかかわる遺伝子発現調節
にかかわることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the function of the intrinsically disordered 
protein, NPM1. NPM1 is mainly localized to the nucleoli and regulates the ribosome biogenesis, 
although its detailed function and the mechanism undelaying this function was unclear. In addition, 
NPM1 has been suggested to play a crucial role in the gene expression program in growing cells. 
However, it has been currently not known how NPM1 is involved in the regulation of the gene 
expression. In this study, we clarified the molecular mechanism by which NPM1 maintains the 
nucleolar structure. Furthermore, we demonstrated that NPM1 regulates the expression of the genes 
critical for immune response, inflammatory response, and oncogenesis. 

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

我々は、遺伝子発現制御機構を解明す

ることを目的として研究を進めている。

そのモデル材料としてアデノウイルスを

用い、アデノウイルスの増殖にかかわる

宿主因子 NPM1 を同定し、その非感染細胞

における役割を明らかにすべく研究を進

めてきた。NPM1 はヒストンシャペロン活

性、RNA/DNA 結合活性を有し、主に核小体

に局在するタンパク質である。我々は、

NPM1 の N 末端の多量体形成ドメインと C

末端の RNA 結合ドメインに挟まれた中央

の領域は天然変性領域であり、この領域

がその機能制御に重要な役割を担うこと

を明らかにしてきた。NPM1 の発現は増殖

細胞で非常に高く、胃がん、大腸がん、

前立腺がん、卵巣がんなど、多くの固形

がんでの発現上昇が認められる。膀胱が

んや乳がんにおいては、NPM1 の発現量が

がんの悪性度と相関することが報告され

ている。また、幹細胞において NPM1 は高

発現しており、幹細胞の未分化性の維持

にも重要な役割を担っていることが示唆

されている。さらに、NPM1 の変異は造血

器腫瘍で多く見出されており、中でも

NPM1 の RNA/DNA 結合領域の変異が、急性

骨髄性白血病の約 35％の患者に見つかっ

ている。これらの背景から、NPM1 は細胞

増殖を正に制御することが示唆されるが、

NPM1 のどのような機能が細胞増殖を促進

するのかはほとんど明らかになっていな

い。 

NPM1 は核小体においてリボソーム生合

成にかかわる機能を有するが、その分子

機構の詳細は明らかになっていない。ま

た、核質において様々な転写因子と直接

相互作用し、その活性を制御することが

報告されている。p53、c-myc、NF kappa B 

（NFｋB）、YY1 など、細胞のがん化と直

接関係する転写因子との相互作用も見出

されている。以上の背景から、NPM1 は核

小体と核質において、特定の遺伝子発現

を制御することで細胞増殖を正に制御す

ることが想定される。これらの背景から

NPM1 の機能を理解することは、細胞増殖

制御機構を理解することにつながる。ま

た、NPM1 の機能抑制は細胞の増殖抑制に

つながることが期待され、分子標的薬開

発の良いターゲットとなる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

上述の背景より、本研究では細胞増殖促

進・がん化の分子機構の解明を目的として、

天然変性タンパク質 NPM1 による遺伝子発

現制御機構解明をめざし研究を行った。 
 
３．研究の方法 

本研究では、NPM1 の細胞増殖制御における

機能を明らかにすることを目的として、NPM1

の核小体における機能、核質における機能の

二つに着目して研究を進めた。細胞は HeLa

細胞、U2OS 細胞、293T 細胞、乳がん細胞株、

NPM1 ノックアウト MEF 細胞などを用いた。試

験管内実験系では、タンパク質を大腸菌で発

現し、His タグあるいは GST タグを用いて高

純度に精製した。また、大腸菌で発現が難し

いタンパク質については、293T 細胞で発現し

Flag タグを用いたアフィニティー精製を行

い、実験に利用した。転写因子 NFkB の標的

遺伝子への結合解析は ChIP アッセイを利用

し、遺伝子発現解析には RT-PCR を用いた。

また、網羅的なトランスクリプトーム解析は

マイクロアレイを用いた。 

 

４．研究成果 

(1) NPM1 による核小体構造制御機構の解明 

NPM1 は核小体に局在する。核小体はリボソー

ム生合成の場で、これまでの我々の解析から、

NPM1 はヒストンシャペロンとしてリボソー

ムRNA遺伝子領域のクロマチン構造を変化さ

せその発現調節にかかわることを明らかに



してきた。NPM1 のノックダウン細胞を光学顕

微鏡で観察すると、コントロール細胞に比べ

て明らかに核小体の構造が変化することが

明らかとなった。本研究では、NPM1 のどのよ

うな機能が核小体の構造形成にかかわるの

かを明らかにすることを目的として研究を

進めた。NPM1 をノックダウンすることによっ

て、リボソームサブユニット前駆体の一部が

核質全体に拡散し、リボソーム前駆体の局在

変化が核小体の構造変化につながっている

ことを見出した。NPM1 は一部のリボソーム前

駆体と直接相互作用し、それらを核小体に係

留する機能を持つことが明らかになった。核

小体の構造形成はリボソーム生合成の調節

に重要な役割を果たしており、NPM1 はリボソ

ーム前駆体を核小体にとどめることによっ

て、リボソーム生合成の効率を制御している

ことが示唆される。 

 

(2) NPM1 による NFkB 依存的な転写制御機構 

NPM1 はこれまでに様々な転写因子と相互作

用することが報告されているが、遺伝子発現

における NPM1 の役割は明らかになっていな

い。そこで、NPM1 が NFkB と相互作用するこ

とに着目して研究を進めた。NFkB は炎症や免

疫応答にかかわる重要な転写因子である。

NPM1 が NFkB と直接結合することを、精製タ

ンパク質を用いて明らかにした。NPM1は NFkB

の Rel タンパク質すべてと、p50 サブユニッ

トとの結合することを明らかにした。NFkB の

NPM1 結合領域を検討した結果、NPM1 は DNA

結合領域と結合することが明らかになった。

そこで、NFkB の DNA 結合活性に NPM1 が与え

る影響を検討した結果、NPM1 は NFkB のシャ

ペロンとして機能し、NFkB の DNA 結合活性を

促進することが明らかになった。NPM1 をノッ

クダウンした細胞においては、NFkB の標的遺

伝子への結合が減少し、その発現が減少する

ことを見出した。NFkB の標的遺伝子発現にお

ける NPM1 の影響を網羅的に解析するため、

マイクロアレイを用いたトランスクリプト

ーム解析を行った。その結果、TNFによって

発現が上昇する NFkB 標的遺伝子の多くが

NPM1 の制御下にあることを見出した。しかし

ながらすべての NFkB 標的遺伝子を制御する

わけではなく、NFkB が結合する配列によって、

NPM1 の影響が変わることが明らかになった。

NFkB は炎症応答、がん細胞の浸潤において重

要な役割を担っていることから、炎症応答、

がん化への NPM1 の役割を解析した。その結

果、NPM1 が炎症応答や細胞の浸潤にかかわる

遺伝子の発現を調節していることが明らか

になった。NPM1 の制御する遺伝子の網羅的な

解析から、免疫応答にかかわることも示唆さ

れており、NPM1 の核質における機能解明に向

け、これらの遺伝子発現における NPM1 の役

割についても検討を進めている。 

 

(3) NPM1 の細胞内活性化状態検出法の構築 

NPM1 は上述の通り、リボソーム生合成、核小

体構造形成、炎症や細胞がん化に重要な役割

を担うことが明らかになってきた。NPM1 の機

能抑制が細胞のがん化や過剰な炎症応答抑

制につながることから、NPM1 は抗炎症剤、抗

がん剤の標的となる。そこで、NPM1 の活性化

状態を簡便に測定する手法の開発を試みた。

NPM1 は多量体として機能し、多量体形成は細

胞内で制御されることが示唆されていた。そ

こで、NPM1 の多量体形成を簡便に検出する手

法を開発することとした。検出法として

Split Synthetic Renilla Luciferase 

protein fragment-assisted 

complementation bioluminescence activity 

(SRL-PFAC)を利用した。Renilla Luciferase

（RL）を N末端（N-RL）と C末端（C-RL）で

独立に発現させ、二つのペプチドが近接した

ときにのみ Luciferase の発光が検出できる

システムで、単独で二つを発現しただけでは

発光は検出できない。Luciferase N 末端、C

末端を NPM1 に融合し、二種類の融合タンパ



ク質の発現ベクターを作成した。 

 

N-RL と C-RL を融合タンパク質なしで発現し

た場合には、発光はほとんど検出されず、

NPM1がN-RLとC-RLに融合したものを同時に

発現したときにのみ明らかな発光が検出さ

れた。したがって、NPM1 が多量体を形成する

ことによって、N-RL と C-RL が近接したもの

と考えられる。この系は、細胞周期や細胞の

栄養状態における NPM1 の多量体形成状態を

検出することができ、薬剤スクリーニング系

に利用できるのではないかと考えている。 
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