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要旨

　　哺乳動物の細胞核には、多くの機能的サブコンパートメントが存在している。そのサブコンパ

ートメントの一つであるPML-NBs（promyelocytic leukemia-nuclear bodies）は、主としてPMLタン
パクにより構成された構造体である。この PML-NBsは様々なタンパクが一時的に、または恒常的
に局在化することで細胞周期や転写、アポトーシス、細胞老化などの様々な細胞プロセスを制御す

ることが知られている。PML-NBs に局在化しているタンパクの一つである MORC3 (microchidia
family CW-type zinc finger 3) は、N末端側にGHL-ATPase domain、CW domain、C末端側にCoiled-coil
domainと複数のSUMO（small ubiquitin-like modifier）化サイトを有している。我々は、Pmlノック
アウトマウスから調製したMEFs（mouse embryonic fibroblasts）の核内で、MORC3がPml-NBs非依
存的にドメイン構造を形成していることを見いだした。本研究では、この MORC3-NDs（MORC3-
nuclear domains）形成の分子機構と、PML-NBsとの相互作用の分子機構の解明を目的としている。
　MORC3 の各ドメインの核内局在における役割を検討するため、それぞれのドメイン変異体を作
製し、それらの核内局在を免疫染色法により確認した。MORC3-WT（wild type）は核内でドット状
の局在を示したのに対し、GHL-ATPase domain変異体E35A、Coiled-coil domain欠損変異体ΔCC、CW
domain変異体W419Aは核内で拡散していた。さらに詳細な局在の解析を行うため、それぞれの変
異体を発現させた細胞を、細胞質及び核質中のフリーなタンパクを抽出する CSK buffer、DNA 結
合タンパクを抽出するHigh-salt buffer、コアヒストンなどを抽出するDNase bufferで処理し、免疫
染色法およびwestern-blottingによりそれぞれの局在を確認した。その結果、MORC3-NDsは核マト
リックスに結合した構造体であり、ATPase domain依存的にND構造の形成および解離・拡散を行
い、核全体の核マトリックスに結合することが明らかになった。さらに、この構造体は DNase 処
理により破壊され、核全体の核マトリックスに局在化することが明らかになった。このことは

MORC3-NDs形成にはDNAもしくはヒストンが必要であることを示唆している。
　次にMORC3-NDsの形成と、ATPの結合と加水分解の関係について検討するため ATPと非分解
性ATPアナログAMP-PNPを用いた in situ MORC3-ND拡散アッセイを行った。MORC3-NDsはATP
存在下では核外へ溶出されたのに対し、AMP-PNP存在下では核内で保持されていた。この結果は、
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MORC3はATPの結合と加水分解というサイクルによって、ND構造の形成、ND構造から
の解離・拡散、核マトリックスへの結合という局在変化が制御されていることを示してい

る。

　GHL-ATPase ファミリータンパクは N 末端側に ATPase domain、C 末端側に Coiled-coil
domain を有する共通した構造をもち、Coiled-coil domain を介して二量体を形成している。
我々はMORC3の二量体形成について検討するため、WTと各変異体とを共発現させ、免疫
染色法と免疫沈降法によって相互作用を確認した。その結果、MORC3はCoiled-coil domain
を介して恒常的に二量体を形成し、ATPの結合によってATPase domain同士が相互作用する
ことが明らかになった。

　PML-NBsにタンパクが局在化するには直接的および、SUMOと SIM（SUMO interacting
motif）による間接的な相互作用がある。Yeast two hybrid system スクリーニングにより、
MORC3がSUMO化修飾を受けることが明らかとなっていたため、我々はMORC3のSUMO
化が PMLとの相互作用に重要なのではないかと考え、全 SUMO化サイトの同定を行った。
MORC3のSUMO化サイト候補のリジン残基に点変異を導入し、western-blottingによりその
影響を確認した。その結果、MORC3の597、650、651、740、794番目のリシン残基がSUMO
化サイトであることを明らかにした。次に、この SUMO化されたMORC3が PMLの SIM
と相互作用していると予想し、MORC3のSUMO化変異体とPML IのSIM変異体を用いて
免疫染色と免疫沈降法により相互作用の検討を行った。その結果、MORC3 と PML I は
SUMO-SIM 相互作用によって共局在しており、それぞれに変異を加えることによって、互
いに独立した構造体を形成することが明らかになった。

　MORC3とPML Iが互いにどのように構造体を形成し、どのようなタイミングで共局在を
行うかを明らかにするため、mEGFP-MORC3とmCherry-PML Iを作製し、HeLa細胞へ共発
現させ、ATP枯渇処理後それぞれのタンパクの挙動を観察した。その結果、MORC3は単独
でND形成した後に PML-NBと相互作用する場合と、PML-NBに直接集積してND形成す
る場合が存在することが明らかとなった。

　以上の結果から、MORC3は拡散状態からATP依存的にND形成と解離・拡散を行い、SUMO
化依存的にPML-NBsと会合する非常にダイナミックな挙動をもつタンパクであることが明
らかとなった。さらにMORC3-NDはDNAもしくはヒストンと結合している可能性が非常
に高く、Morc3ノックアウトマウスにおいてMcsfrの発現レベルの低下によるマクロファー
ジ分化異常が確認されている（赤澤ら未発表データ）。これらのことから、MORC3-ND は
そのダイナミックな挙動により、転写調節を行っていると考えられ、今後の重要な研究課

題であると考えている。
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１．序論

　真核細胞はその細胞質内に小胞体やゴルジ体、リソソームなどの脂質二分子膜によって隔

てられた様々な細胞内小器官を内包しており、それらは整然と配置されている。それらの器

官は特定の機能に特化しており、協調的に機能することによって、細胞の恒常的な活動や、

内因性、外因性のストレスなどに迅速に対応することが出来る。これらの細胞内小器官の中

で、最も大きな構造体が核であり、近年、この核内にも細胞質同様に機能的なドメイン構造

が多数存在していることが明らかにされた。核内ドメインは細胞内小器官とは異なり、脂質

二分子膜で覆われた構造をとっていない。それらの代表的なものとしてユークロマチンやヘ

テロクロマチンを含む染色体領域やカハールボディ、核小体、promyelocytic leukaemia-nuclear
bodies（PML-NBs）などがよく知られている (Handwerger and Gall, 2006; Lamond and
Earnshaw, 1998)。これらの核内ドメインは細胞内小器官と同様、転写や DNA 修復、スト
レス応答などに効率的に応答するため、規則正しく配置されている。しかし、これらの核内

ドメインがどのように形成され、他のタンパクがそのドメインへどのようにしてリクルート

されるか、その詳細はほとんど明らかにされていない。現在、ヌクレオステミンが核質-核小
体間を自身の GTPase 活性依存的にシャトリングすることで、細胞周期の進行を調節してい
ることが報告されているのみである (Tsai and McKay, 2005)。
　PMLはPML-NBを形成する主構成成分であり、acute promyelocytic leukaemia（APL）の原
因遺伝子として同定された (de The et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al.,
1991)。APL細胞は t（15；17）相互転座によるPMLと retinoic acid receptor-alpha（RARA）
の融合タンパク PML-RARA を発現しており、この融合タンパクがガン化の病因タンパクで
ある。APL治療薬でとして知られている all trans-retinoic acid（ATRA）や arsenic trioxide（ATO）
はこのPML-RARAを標的としている (Degos and Wang, 2001; Zhang et al., 2001)。
PML-NBs は、PML タンパクを足場として、多数の他のタンパクが会合している高次のタン
パク集合体である。それらのタンパクは、恒常的に会合しているもの、外部刺激などによっ

て一時的に会合するものなど様々であり、その結果、PML-NBsはDNA損傷応答や転写、ア
ポトーシス、細胞老化などのような多くの細胞プロセスの調節を行うことが出来る

(Bernardi and Pandolfi, 2007)。PMLはRBCC（一つのRing domain、二つのB-boxと一つ
のCoiled-coilドメイン）モチーフを有する tripartite motif (TRIM) familyに属するタンパクであ
り、small ubiquitin-like modifier (SUMO) family (SUMO1, SUMO2, SUMO3) によって修飾され
るサイトを 3 カ所（K65、K160、K490）有している。さらに、SUMO と非共有結合的相互
作用を行うSUMO interacting motif (SIM) を有している。SIMはコアとなる疎水性アミノ酸領
域［(V/I/L)-X-(V/I/L)-(V/I/L)］(V, valine; I, isoleucine; L, leucine; X, any aminoacids) および、その
N末端側もしくはC末端側に酸性アミノ酸もしくはリシン残基からなる領域によって構成さ
れている (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007; Minty et al., 2000; Shen et al., 2006)。
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SUMO化は標的タンパクのΨKXE/Dモチーフ配列（Ψ, 疎水性アミノ酸; K, リシン; X, any
aminoacids; E, グルタミン酸; D, アスパラギン酸）のリシン残基の側鎖のイプシロン位のアミ
ノ基に共有結合することで達成される。PMLのSUMO化は、自身のSIMとの相互作用や、
DaxxなどのようなSIMを有する他のタンパクがPML-NBへリクルートされるために必須で
ある。また、PMLの SIMも、自身との相互作用だけでなく、SP100などのような SUMO化
されるタンパクのリクルートにも関与している。これらの相互作用によって適切なPML-NB
構造を形成することが出来る (Bernardi and Pandolfi, 2007; Lin et al., 2006; Zhong et al.,
2000)。
　NXP2としても知られるMORC3 (Microchidia family CW-type zinc finger 3) はMORC family
タンパクの一つであり、それらは共通して 3つの保存されたドメインを含んでいる。N末端
側にGHL (Gyrase B, Hsp90, MutL) -ATPase domain (Dutta and Inouye, 2000)、中間に4つの
システインと2つのトリプトファンからなるCW-type zinc finger domain (CW domain)　(Perry
and Zhao, 2003)、C末端側にCoiled-coil domainを有する核内タンパクである (Inoue et al.,
1999; Kimura et al., 2002)。これまでに、我々はMORC3がATPase活性依存的PML-NBs
へ局在化すること、p53をPML-NBsへリクルートし、p53の転写活性を活性化することで、
ヒトやマウスの正常線維細胞に細胞老化を誘導することを明らかにした (Takahashi et al.,
2007)。
　GHL-ATPase familyに属するタンパクは多様な機能を有しているが、基本構造とATP依存
的な構造変化は非常に高度に保存されている。それらはN末端側にATPase domainを、C末
端側にホモダイマー形成に必要なCoiled-coil domainを有している (Dutta and Inouye, 2000;
Sacho et al., 2008; Shiau et al., 2006)。GHL-ATPaseタンパクはATPaseサイクル（ATPの
結合から加水分解・解離）依存的に、ATP-freeの“オープン”構造と、ATPの結合した状態
“クローズド”構造を繰り返している。クローズド構造は、ホモダイマー中のATPase domain
に ATP が結合することで分子内相互作用を行っている。結合した ATP は加水分解され、ホ
モダイマーはオープン構造に変化し、ADPが解離する (Richter and Buchner, 2006; Sacho
et al., 2008)。このように、GHL-ATPase familyタンパクはC末端側のCoiled-coil domainを介
した恒常的な二量化をヒンジとして、N末端側のATPase domainがATP加水分解サイクル依
存的に開閉するクランプ構造として機能している。そして、このATPase domainの開閉部分
の根元に位置するmiddle domainが機能的な多様性を有しており、例えば、Hsp90ではクライ
アントタンパクとの結合ドメインであり (Richter and Buchner, 2006)、Gyrase Bなどのタ
イプ II DNAトポイソメラーゼではチロシン特異的なDNA切断の活性ドメインとなっている
(Baird et al., 1999)。GHL-ATPase familyに属するMORC3では、このmiddle domain部分に
CW domainが存在している。このCW domainはPlant Homeo Domain (PHD) と構造的に相同
であり、この PHD はメチル化されたヒストン H3 に結合するモジュールとして同定された
(Iyer et al., 2008)。また、CW domainは DNAに結合することが予測されていることから
(Perry and Zhao, 2003)、CW domainはDNAやヒストンコード、もしくはヌクレオソーム
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へリクルートされる他のタンパクへの結合に関与していると予想される (Iyer et al., 2008)。
　本研究は、我々が発見したPML非依存的に形成されるMORC3-nuclear domains (NDs) が、
ATPサイクル依存的なND構造の形成および拡散の詳細な分子機構と、MORC3のSUMO化
を介したPML-NBsとの会合についての詳細な機構の解明を目的としている。
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２．材料と方法

2-1 プラスミドの作製

　pME-FLAG-MORC3w (wild type)-I-P (Internal ribosomal entry site-puromycin resistance gene)や
pME-FLAG-MORC3-E35A-I-Pは以前に報告したものと同様の物を使用した (Takahashi et al.,
2007)。pME-HA-PML IVw I-PはpLNCX-HA-PML IVwからPML IVフラグメントをSal Iと
Not Iで切り出し、pME-HA-I-Pベクターと pME-HAへクローニングして作製した。pLNCX-
HA-PML Iw と pLNCX-HA-PML I-3KRは国立がんセンター研究所の北林一生博士より提供
していただいた (Nguyen et al., 2005)。pME-HA-PML I w-I-Pは、pLNCX-HA-PML Iwと
pME-HA-PML IVw- I-PをMlu IとNot Iでスワッピングし作製した。pME-HA-PML I-3KR I-P
はpLNCX-HA-PML I-3KRとpME-HA-PML IV-I-PをSfi IとNot Iでスワッピングし作製した。
PML IのSIMの556-VVVI-559をAAASへ置換したPML I-AS変異体は、以前に述べられた
とおり (Shen et al., 2006)、変異を含むプライマーを用いたPCR法によって変異を導入、
増幅した。増幅した PML I-ASフラグメントは pME-HA-I-Pベクターへクローニングした。
SUMO1とSUMO2はPCR法により増幅し、pME-HAベクターへクローニングした。MORC3
のCoiled-coil domain欠損変異体（ΔCC, C末端領域の 350アミノ酸の欠損）とSUMO1-ΔGG
変異体（C末端側の6アミノ酸の欠損）は、PCR法により増幅した変異を含むフラグメント
をそれぞれ pME-FLAGベクターと pME-FLAG-I-Pベクター、pME-HAベクターにクローニ
ングした。MORC3のSUMO化サイト変異体はサイト中のリシンをアルギニンへ、CW-type zinc
finger domainの変異体であるMORC3-W419A変異体は保存されたトリプトファンをアラニン
へ、QuikChange  site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA)により置換し、pME-
FLAG-I-Pベクターへクローニングした。 Monomeric EGFPを融合したmEGFP-MORC3発現
ベクターは、pME-EGFP-MORC3-I-PにS206Kの点変異を導入し作製した (Zacharias et al.,
2002) 。pME-Cherry-PML IベクターはDr. Tsienより譲っていただいたmCherryの cDNAを
ストップコドンの代わりにSal Iサイトを導入し、pME-HA-PML IのHAタグと置き換えるこ
とで作製した。

2-2 細胞培養とレトロウイルスを用いた感染実験

　HeLa細胞とmouse embryonic fibroblast s (MEFs) はDMEM (Sigma, St. Louis, MO) 中で、
CHO-K1細胞はHam’s F12（Signma）中で 37℃、5% CO2濃度条件下で培養した。全ての培

養液は10% fetal bovine serum (FBS)と100U/ml Penicillin、100mg/ml Streptmysinを加えた。HeLa
細胞とCHO-K1細胞へのトランスフェクションにはFugene6 (Roche, Indianapolis, IN) を用い、
実験条件は添付文書に従った。遺伝子導入された HeLa 細胞のセレクションは 1mg/ml
Puromysin で 2 日間行い、次いで特定の実験に使用した。レトロウイルスベクターである
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pLNCX2-FLAG-MORC3-I-P (Takahashi et al., 2007)とpLP/VSVGは、パッケージング細胞
であるPlat GP (東京大学北村博士より提供) にFugene6を用いてトランスフェクションし、
その培養上清を用いて特定の細胞への感染実験を行った。

2-3 siRNA
　UBE2I siRNA（siGENOME　SMARTpool M-004910-00-0005, Thermo Fisher Sientific）と control
siRNA（siCONTROL Non-Targeting siRNA#3, Thermo Fisher Scientific）は Lipofectamine2000
（Invitrogen）を用いてHeLa細胞へ導入し、24h後、FLAG-MORC3とHA－PML I発現ベク
ターを cotrasfectionした。2日後、細胞は anti-FLAG antibody、anti-HA antibodyを用いて染色
した。

2-4 ノックアウトマウス

　Pmlノックアウトマウス（129/Sv-PmltmlPpp）はThe National Cancer Institute (Mouse  Models
ofHuman Cancer Consortium ) Mouse Repositoryより提供してもらった (Wang et al., 1998)。
本研究で行ったすべての動物実験は大阪府立成人病センター研究所の施設の指針に基づいて

行った。Pml+/+と-/-のMEFsは、PML+/-マウスを交配し、リッターメイトの14.5日胚からそ
れぞれ調製した。

2-5 抗体

　本研究で使用した抗体は、mouse monoclonal anti-FLAG M2 (Sigma)、rabbit polyclonal anti-HA
(MBL, Woburn, MA)、mouse monoclonal anti-PML (PG-M3 ; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA)、rabbit polyclonal anti-PML (H-238 ; Santa Cruz)、goat polyclonal anti-mouse PML (E-15 ; Santa
Cruz) 、rabbit polyclonal anti-human UBE2I/UBC9 (ab33044, Abcam, Cambridge, MA)、mouse
monoclonal anti-γ-tubulin (GTU-88, Sigma)であった。また、anti-MORC3 antibodyは以前に述べ
られたmouse monoclonal antibody (17sA9 ; MBL, Nagoa, Japan) を使用した (Takahashi et al.,
2007)。
　Anti-SUMO1 rabbit polyclonal antiserumは、pET16-His-SUMO1-dc4を導入したRosetta DE3
(Novagene, Madison, WI) からC末端の 4アミノ酸を欠損したHistidineタグ融合SUMO1-dc4
タンパクを精製して作製した。

2-6 ウエスタンブロッティング

　SDS-PAGE ゲル中のタンパクを Hybond-P (GE Healthcare) 膜、もしくは Immobilon-P
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(Millipore, Bedford, MA) 膜へ転写し、特定の一次抗体とperoxidaseを結合した二次抗体 (anti-
mouse IgGと anti-rabbit IgG, MBL) と反応させ、ECLもしくはECL-Plus (GE Healthcare) で可
視化した。

2-7 免疫染色と共焦点顕微鏡

　免疫染色実験は以前に述べられた方法 (Takahashi et al., 2007; Watanabe et al., 1996)に
従って行った。Lab-Tek II Chanber Slides (Nalge Nunc) 中で培養した細胞を4％PFA/PBSで固
定し、透過処理後、特定の一次抗体と、Alexa Fluoro-488、Alexa Fluoro-594、Alexa Fluoro-648
を結合した二次抗体 (Invitrogen, Carlsbed, CA) と反応させた。抗体で singleもしくは double
stainingした細胞の共焦点画像は、Radiance 2000 laser-scanning system (Bio-Rad, Richmond, CA)
を接続したBX51 microscope (Olympus, Melville) を用いて、60倍の油浸対物レンズで撮影し
た。抗体で triple staining した細胞は Confocal Laser Scanning Biological Microscope FV10i
(Olympus, Melville) を用いて、60倍の油浸対物レンズで撮影した。全ての共焦点画像中のス
ケールバーは5µmとした。

2-8 免疫沈降法

　細胞はhigh salt extraction buffer [50Mm Tris-HCl, pH 7.5, 5mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40,
300mM NaCl, 150mM KCl, 1mM dithiothreitol, Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
(Complete Mini, EDTA free, Roche, Indiana, IN), 20mM N-ethylmaleimide] で溶解し、遠心によっ
てデブリを除去した。上清を3倍量のNo-Salt buffer [50Mm Tris-HCl, pH 7.5, 5mM EDTA, 0.5%
Nonidet P-40, 1mM dithiothreitol, Complete Protease Inhibitor, 20mM N-ethylmaleimide] で希釈し、
anti-FLAG-M2 affinity agarose gel (Sigma) を加えインキュベートした。免疫沈降させたタンパ
クは1 x buffer [50Mm Tris-HCl, pH 7.5, 5mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 100mM NaCl, 100mM KCl,
1mM dithiothreitol, 20mM N-ethylmaleimide] でウォッシュし、ウエスタンブロッティングによ
って検出した。SUMO化されたMORC3の検出には、RIPA buffer [10mM Tris-Hcl, pH 7.4, 1mM
EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecylsulfate, 150mM NaCl,
Complete Protease Inhibitor, 20mM N-ethylmaleimide] で可溶化し、anti-FLAG-M2 affinity agarose
gelを加えインキュベートした。免疫沈降したタンパクは anti-SUMO antiserumと anti-FLAG
antibodyを用いて可視化した。

2-9 核マトリックス結合アッセイ

　核マトリックス結合アッセイは以前に述べられた手順に従って行った (David L. Spector,
1998; Kimura et al., 2002)。FLAG-MORC3 WT（wild type）もしくはFLAG-MORC3変異体
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を発現させた HeLa 細胞を段階的にバッファー処理し、目的タンパクの局在を免疫染色によ
って確認した。始めに、細胞をCytoskeltal (CSK) buffer [10mM PIPES, pH 6.8, 300mM sucrose,
100mM NaCl, 3mM MgCl2, 1mM EGTA, 0.6% TritonX-100, Complete Mini Tablets, 2mM vanadyl
riboside complex (VRC)] で4℃、3分間処理した。次いで、High salt buffer (250mM ammonium
sulfate を含むCSK buffer) で4℃、4分間処理した。最後に、DNaseI buffer [250U/ml RNase-free
DNase I (Takara Bio, Otsu, Japan)] もしくはRNase buffer [VRCを抜いたCSK bufferへ250U/ml
RNase-free DNase Iと2mg/ml RNase A (Wako Chemicals, Richmond, VA)] で37℃、40分間処理
した。Buffer処理後の細胞は4％ parahormaldehydeで60分間固定し、抗FLAG抗体を用いた
免疫染色により解析した。また、それぞれの bufferで抽出されたタンパクは抗FLAG抗体を
用いたウエスタンブロッティングによって解析した。

2-10 ATP枯渇アッセイ
　ATP枯渇アッセイは以前に記載された手順に従った (Platani et al., 2002)。FLAG-MORC3
WT（wild type）もしくはFLAG-MORC3変異体を発現させたHeLa細胞を10mM sodium azide
(Wako chemicals) と50mM 2-deoxyglucose (Sigma) を含むglucose-free DMEM中で30分間培養
し固定した。固定後のサンプルは抗FLAG抗体などによって染色した。

2-11 In situ MORC3-ND拡散アッセイ
　MORC3-ND 拡散アッセイは以前に述べられた方法に基づいて行った (Kimura et al.,
2006; Saitoh et al., 2006)。FLAG-MORC3 WTを導入したHeLa細胞を、50mg/ml digitonin
を含むRun-on buffer [10mM Hepes-KOH, pH7.3, 100mM potassium asetate, 1mM MgCl2, 1mM
dithiothreitol, Complete Mini Tablets] を用いて、5分間、氷上で semi-permeabilizeした。透過処
理後の細胞は、Run-on bufferでリンスし未添加、10mM ATP (Sigma) もしくは、10mM AMP-
PNP (Adenyl-imidodiphosphate, Roche) を含むRun-on buffer中で37℃、30分間インキュベート
した。インキュベート後の細胞は、固定後、抗FLAG抗体を用いた免疫染色によって解析し
た。

2-12 ATP-depletionタンパク動態解析
　35mmガラス底ディッシュ（Ashahi Glass, Tokyo, Japan）中のCHO-K1細胞に９：１の比率
でmEGFP-MORC3とmCherry-PML Iを Fugene6を用いて導入した。24h後、細胞中の ATP
を枯渇させるため、10mM sodium azideを含む glucose-free培養液中で 37℃、3h培養した。
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ATP-recoveryのため通常の培養液に置き換え、10min毎にHigh quality cooled CCDカメラシス
テム（Keyence, Osaka, Japan）と0.75 NA 40x Plan Fluor objective（Nikon）を接続した蛍光倒立
顕微鏡Eclipse TE300（Nikon, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。
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３．結果

3-1　MORC3はPML非依存的方法によって核内ドメイン構造を形成する
　我々は以前に、PML-RARAの発現によってPML-NBs構造が破壊されたAPL細胞や、PML
をノックダウンした SaOS-2細胞においてMORC3-NDsの形成が抑制されることを報告した
(Takahashi et al., 2007)。しかし、我々はPml+/+MEFsと同様に、Pml-/-MEFsにおいてMorc3-
NDsが形成されていることを発見した (Fig. 1A)。それらのMEFs にヒトのMORC3 である
FLAG-MORC3 WT を過剰発現させた場合においても核内でドメイン構造を形成していた
(Fig. 1B)。MEFsにおいて、全Morc3-NDsの内5%がPml依存的に形成されており、Pml非依
存的NDを有する細胞は全体の8%であった（Fig. 1AとD）。興味深いことに、マウスの骨髄
細胞において、全Morc3-NDsの内 69%が Pml非依存的に形成されており、Pml非依存的な
NDを有する細胞は全体の78%を占めていた (Fig. 1CとD)。Pml非依存的NDを有するマウ
ス骨髄細胞の内、35%は Pml-NBs 依存的 NDs と共存していた。さらに、マウス脾臓細胞や
CD11b陽性細胞においても同様の結果が得られた（Fig. 2AとB）。これらの結果は、MORC3
は PML 非依存的に ND 構造を形成することが出来ることを示唆しており、MORC3-NDsは
①MORC3がND構造を形成する、②MORC3がPMLと相互作用を行うという二段階のステ
ップを経てPML-NBsと共局在していると考えられる。
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3-2　MORC3のドメイン変異体は核内で異常な局在を示す
　上記で示したMORC3の二段階局在化機構の内、まず、①どのようにしてMORC3が ND
構造を形成するのか、について解析するため、我々はATPase domainに変異をもつ変異体E35A
やCoiled-coil domainを欠損した変異体ΔCC、さらにこれら二つの変異を同時に有する変異体
EΔCCを作製し、発現ベクターに組み込んだ (Fig. 3A)。次に、これらの変異体をHeLa細胞
へ導入し、その局在を確認した (Fig. 3B)。MORC3 WTは核内でND構造を形成し、PML-NBs
と共局在しているのに対して、E35A、ΔCC、EΔCCの全ての変異体は核内全体に拡散してお
り、PML-NBsはドット状の局在のままであった。
　さらに、これら変異体の核内局在について詳細に解析するため、我々はそれぞれの変異体

を導入したHeLa細胞を段階的に様々なバッファーで処理、抽出を行い、免疫染色 (Fig. 3B)
とウエスタンブロッティング (Fig. 3C)によって解析した。MORC3 WT の ND 構造は 0.5%
TritonX-100を含むCSK bufferや、250mM ammoniumsulfateを含むHigh salt buffer処理では保
持されたが、DNase I buffer処理により崩壊し、核内全体へ広がっていた (Fig. 3B)。このとき
の PML-NBsの局在は依然としてドット状のままであった。また、RNase Aを含む bufferで
処理した場合、完全に抽出されていた (data not shown)。これらの結果から、MORC3-NDsは
DNA もしくはヌクレオソームと結合することで特定の構造を形成しており、DNaseI 処理に
よってその構造が崩壊し、核全体に拡散し、核マトリックスに結合することを示唆している。

　また、ΔCC変異体はCSK buffer処理によって核外に流出し、抽出された (Fig. 3BとC)。ΔCC
と比較して、E35A変異体はそのほとんどがDNase I bufferで抽出されず、核マトリックスに
結合していた (Fig. 2BとC)。EΔCC変異体は、E35Aと同様の局在パターンを示し、核マト
リックスに結合していた (Fig. 3BとC)。従って、E35Aの変異をもつATPase domainの変異
体は、Coiled-coil domainの存在の有無に関わりなく、核マトリックスに結合する。
　MORC3-NDsが DNase I処理によって崩壊することから、我々はMORC3が DNAもしく
はヌクレオソームに結合するドメインをもっていると予想した。他の GHL-ATPaseタンパク
は機能的なmiddle domainを有している。Hsp90はクライアントタンパクとの結合ドメインを
(Richter and Buchner, 2006)、Gyrase Bなどのタイプ II DNAトポイソメラーゼはDNA切
断ドメインを有している (Baird et al., 1999)。我々はCW domainがMORC3のmiddle domain
として、DNAもしくはヌクレオソームとの結合に関与していると考え、CW domain中の419
番目のトリプトファンをアラニンに置換した変異体、W419A 変異体を作製し、詳細な局在
を確認した。W419A変異体はATPase domainやCoiled-coil domainが正常であるにも係わら
ず、ほぼ核内で拡散しており、PML-NBsと会合している部分以外、CSK bufferによって抽出
された (Fig. 3B)。その抽出のパターンはΔCCとほぼ同じであった (Fig. 3C)。
　我々は以前に、MORC3-NDsが細胞内のATPの枯渇によって核内全体に拡散することを示
した (Takahashi et al., 2007)。このATPの枯渇によって拡散したMORC3が核マトリック
スに結合しているか否か検討するため、FLAG-MORC3 WT を発現させた HeLa 細胞を ATP
枯渇条件下でインキュベートし、CSK buffer処理を行い、局在を確認した (Fig. 3D)。その結
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果、FLAG-MORC3 WTはE35A変異体と同様に、CSK bufferでの流出が抑制されていた。こ
れはATP-freeな状態のMORC3は核全体に拡散し、核マトリックスへ結合することを示して
いる。

　他のGHL-ATPaseタンパクに保存されているmotif I 中のグルタミン酸残基を、E35A変異
体と同様に、アラニンへ置換した場合、ATPの加水分解活性のみが欠損し、ATPの結合へは
ほとんど影響がないことが報告されている (Ban et al., 1999; Ban and Yang, 1998; Tran
and Liskay, 2000)。しかしながら、ATP枯渇条件下でのMORC3-E35A変異体は核全体に拡
散し、核マトリックスに結合したままであった (Fig. 3D)。さらに、我々はATPase domainの
motif IIとmotif IIIの保存されているアスパラギン酸残基、グリシン残基をそれぞれアスパラ
ギンとアラニンに置換した変異体 D67Nと G101Aを作製した。他の GHL-ATPaseタンパク
の解析結果から、これらのアミノ酸残基はともにATPの結合に関与していることが明らかに
されている (Panaretou et al., 1998; Tran and Liskay, 2000)。D67NとG101A変異体の細
胞内局在を確認した結果、D67N変異体は核内でND構造を形成し、G101Aは核内全体に拡
散していた (Fig. 4A)。また、これらの変異体を発現した細胞を ATP 枯渇条件下でインキュ
ベートした結果、D67N変異体はWTより早い段階で拡散が開始し、G101A変異体は元の拡
散した局在のまま変化はなかった。従って、MORC3の ND構造の形成にとって、ATPの結
合は必須であると考えられる。

　また、我々はW419A変異体を発現させた細胞をATP枯渇条件下でインキュベートし、CSK
buffer処理した。その結果、W419A変異体は、WT同様に核マトリックスへ結合していた (Fig.
4B)。
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3-3　MORC3はATPの結合によってNDsを形成し、加水分解することによって核内全体へ
拡散する

　前項でMORC3のND構造形成にとってATPの結合が必須であることが明らかにした。さ
らに、我々はMORC3-ND形成とATPase活性の関係について検討するため、ATPもしくは、
非分解性ATPアナログであるAMP-PNPを用いた in situ MORC3-ND拡散アッセイを行った。
FLAG-MORC3 WTを発現させたHeLa細胞をATPもしくはAMP-PNPを含むバッファー中
にインキュベートし、抗 FLAG 抗体 を用いた免疫染色によって MORC3-ND 形成について
確認した (Fig. 5A)。その結果、コントロールおよび ATP を含むバッファー処理した細胞で
は、MORC3-NDs は完全に核外へ溶出してしまったのに対し、AMP-PNP を含むバッファー
で処理した細胞では MORC3-NDs は保持されていた。興味深いことに、DNaseI を含むバッ
ファー処理によるMORC3-NDsの拡散も、AMP-PNP存在下では抑制された (Fig. 5B)。これ
らの結果は、MORC3のND構造形成にとってATPの結合が必須であり、ATPが加水分解さ
れることによってND構造から解離することを示している。
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3-4 　MORC3はCoiled-coil domainとATPase domainを介してホモダイマー形成を行う
　GHL-ATPase familyに属するほとんどのタンパクは、C末端側に存在するCoiled-coil domain
が恒常的にホモダイマーを形成するために機能し、N末端側のATPase domainがATPの結合
依存的にホモダイマー内で相互作用を行う (Dutta and Inouye, 2000; Richter and Buchner,
2006)。我々は MORC3 がホモダイマーを形成しているか検討するため、HeLa 細胞に
FLAG-MORC3 WTおよび変異体 (Fig. 6A, green)とHA-MORC3 WT (Fig. 6A, red)を共発現させ、
免疫染色 (Fig. 6A)および免疫沈降法 (Fig. 6B)によって相互作用の検討を行った。FLAG-
MORC3 WTとHA-MORC3 WTは共に共局在し、ND構造を形成していたが（Fig. 6A; 一段
目）、FLAG-E35A変異体とHA-MORC3 WTは共に核全体に拡散していた (Fig. 6A; 二段目)。
以前に我々は FLAG-MORC3 WTとHA-MORC3 WTが非常に高効率に共沈することを報告
した (Takahashi et al., 2007)。FLAG-ΔCC変異体はHA-MORC3 WTと共発現させること
で、ND 構造を形成し、共局在していた (Fig. 6A; 三段目)。この結果は、MORC3 のホモダ
イマー形成において、Coiled-coil domain以外にも相互作用を行っていることを示唆している。
そこで、我々は他の GHL-ATPaseタンパクと同様に、MORC3も ATPase domain間で相互作
用を行っているのではないかと予想し、HeLa細胞にFLAG-EΔCC変異体とHA-MORC3 WT
を共発現させ、局在を確認した (Fig. 6A; 四段目)。HA-MORC3 WTはND構造を形成してい
たのに対して、FLAG-EΔCC 変異体は核内で拡散しており、互いに排他的な局在を示した。
さらに、この免疫沈降法を用いて FLAG-EΔCC変異体とHA-MORC3 WTの相互作用を検討
した結果、MORC3同士の相互作用はCoiled-coil domainの欠損だけでは完全に消失していな
かったが、さらにATPase domainの変異を加えることによって完全に消失することが明らか
となった (Fig. 6B)。以上の結果から、MORC3 のホモダイマー形成には、他の GHL-ATPase
タンパクと同様に、Coiled-coil domain の相互作用だけでなく ATP の結合依存的な ATPase
domain間の相互作用が必要であることが明らかになった。
　CW domainの変異体であるW419A変異体では、ΔCC変異体の場合と同様に、MORC3 WT
依存的なND構造の形成が確認された (Fig. 6A; 五段目)。Fig. 3および Fig. 5の結果から、
W419A変異体はDNAもしくはヌクレオソームへの結合能が欠損しているため、フリーな状
態で核質中に存在していると考えられる。
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3-5　MORC3は 5カ所のSUMO化サイトを有する
　PML-NBs に局在化するタンパクの多くは SUMO による修飾を受ける (Bernardi and
Pandolfi, 2007)。そして、プロテオミクス解析の結果から、MORC3 も SUMO 化修飾を受
けることが報告されている (Zhao et al., 2004)。我々も SUMO1 と SUMO E2-conjugating
enzymeであるUBE2I/UBC9をクローニングしており、それらを用いたyeast two-hybrid system
スクリーニングによって、MORC3 が SUMO 化修飾を受けることを明らかにしていた
(Takahashi et al., 2007)。まず、我々は実際にMORC3がSUMO化修飾を受けるかどうか確
認するため、FLAG-MORC3とHA-SUMO1を共発現させたHeLa細胞を用いて、抗FLAG 抗
体によるウエスタンブロッティングを行った。その結果、3本のSUMO化されたMORC3で
あると考えられるバンドが検出された (Fig. 7B)。このSUMO化されたMORC3のバンドは、
FLAG-MORC3とHA-SUMO1を共発現させたHeLa細胞から調製した lysateを抗FLAG抗体
で免疫沈降法し、抗HA抗体を用いたウェスタンブロッティングでも確認することが出来た
（Fig. 8）。このMORC3のSUMO化サイトを特定するため、その候補となる5つの典型的な
SUMO化モチーフ（ΨKXE/D）中のリシンをそれぞれアルギニンに置換した変異体（K139R、
K650R、K740R、K794R、K855R）を作製し（Fig. 7A）、ウエスタンブロッティングによりSUMO
化への影響を確認した (Fig. 7B)。その結果K650R、K740R変異体でSUMO化バンドの減少
が確認された。しかし、この二つの変異（K650R、K740R）を含む 2KR 変異体は、依然と
してSUMO化のバンドが存在していた (Fig. 7C)。次に、我々はこの2KR変異体に、さらに
他のSUMO化サイトの候補の変異を加えた3KR（K650R、K740R、K794R）、4KR（K650R、
K651R、K740R、K794R）、5KR（K597R、K650R、K651R、K740R、K794R）変異体を作製
し、SUMO化のバンドへの影響を確認した (Fig. 7C)。SUMO化修飾されたMORC3のバン
ドが 5KR変異体で完全に消失したことから、MORC3は 597、650、651、740、794番目のリ
シンが SUMO化サイトであることが明らかとなった。3KR変異体と、それに 651番目のリ
シンに変異を加えた 4KR 変異体とを比較した場合、SUMO 化のバンドの減少はほとんどみ
られていない（Fig. 7C）。ただし、651番目のリシンは650番目のリシンと隣接して存在して
いることから、650番目のリシンに変異を導入した事によって、二次的にSUMO化サイトと
なった可能性が挙げられる。

　哺乳類細胞において、多くのタンパクが SUMO1による修飾と同様に SUMO2や SUMO3
による修飾を受ける (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007)。我々は、FLAG-MORC3と
HA-SUMO3を導入したHeLa細胞において、MORC3が SUMO3によって修飾されることを
見いだした (Fig. 8)。
　また、MORC3が実際に SUMO化されているか検討するため、我々は SUMO familyの内
でSUMO1のみを認識する、抗SUMO1抗血清を作製した (Fig. 8)。FLAG-MORC3 WTを発
現させたHeLa細胞を抗 FLAG抗体で免疫沈降し、抗 SUMO1抗血清を用いてウエスタンブ
ロッティングを行った結果、FLAG-MORC3 WT は内在性の SUMO1によって修飾されるこ
とが分かった。興味深いことに、この5KR変異体は、WTに比べてより小さく、より多数の
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NDを形成する傾向があった（Fig. 7E）。このことは、MORC3のSUMO化がドメインの成熟
に関与している可能性を示唆している。
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3-6　MORC3はSUMO-SIM相互作用を介してPML Iと結合する
　SUMO化されたタンパクは、他のSUMO-interacting motif (SIM)を有するタンパクと非共有
結合的相互作用を行う(Minty et al., 2000)。PMLは一つのSIM（556-559aa）と3カ所のSUMO
化サイト（K65、K160、K490）を有し (Kamitani et al., 1998)（Fig. 9A）、PML自身やSUMO
化されるSp100、SIMを有するDaxxなどのタンパクとSUMO-SIM相互作用を行う(Bernardi
and Pandolfi, 2007; Shen et al., 2006)。我々はSUMO化されたMORC3がPMLのSIMと
相互作用することによって共局在しているのではないかと予想し、PML の SIM 変異体であ
るPML I-AS変異体を作製し (Fig. 9AとB)、MORC3 WTと5KR変異体およびPML I WTと
PML I-AS変異体との間の相互作用について免疫染色と免疫沈降法で確認した (Fig. 10AとB)。
MORC3 WTとPML I WTは完全に共局在するのに対して（Fig. 10A; 一段目）、5KR変異体
とPML I WT （Fig. 10A; 二段目）、MORC3 WTとPML I-AS変異体 (Fig. 10A; 三段目)はそ
れぞれ独立したND構造を形成していた。また、MORC3 WTとPML I WTは免疫沈降法に
より共沈し、強く相互作用しているのに対して、5KR変異体とPML I WT、MORC3 WTとPML
I-AS変異体は相互作用が減少しており、5KR変異体とPML I-AS変異体では完全に消失して
いた (Fig. 10B)。原因は不明であるが、5KR変異体と PML I-AS変異体は共局在しているの
が観察されたが（Fig. 10A; 四段目）、免疫沈降では相互作用は検出できなかった（Fig. 10B）。
また、PML Iと同様に、SIMを有するPMLスプライシングバイリアントであるPML IIIもし
くは IVとMORC3との局在を確認した結果、PML IIIおよび IVとMORC3の部分的な共局
在と、PML非依存的MORC3-NDs、MORC3非依存的PML-NBsが観察された（Fig. 11A）。
　我々は核内で拡散した局在を示すE35A変異体を用いて、MORC3と PML I間の相互作用
と、PML IとPML-NBs間の相互作用の強さを比較した。E35A変異体発現下では内在性のPML
および、高発現させたPML III、PML IV (PMLのスプライシングバリアント) はNB構造を
形成していた (Fig. 2BとFig. 11B) (Takahashi et al., 2007)。しかし、E35A変異体とPML I WT
を発現させた場合では、共に核内で拡散していた (Fig. 10C; 一段目)。このE35A変異体によ
るPML I WTの拡散は、E-5KR変異体とPML I WTを共発現させた細胞（Fig. 9C; 二段目）、
E35A変異体とPML I-ASを共発現させた細胞（Fig. 10C; 三段目）、E-5KR変異体とPML I-AS
を共発現させた細胞（Fig. 10C; 四段目）では起こっておらず、全てPML Iはドット状の局在
を示していた。MORC3と PML Iの結合が SUMO-SIM相互作用を介しているかどうか検討
するため、SUMO特異的イソペプチダーゼ阻害剤であるN-ethylmaleimide (NEM)を加えずに
免疫沈降法を行った (Fig. 10D)。NEM非存在下では、MORC3とPML Iの共沈は確認できな
かった。さらに、UBE2I siRNAを用いてSUMO化を抑制し、MORC3-PML I間の相互作用に
SUMO化が必須であるか確認した。UBE2Iのタンパクの発現が高効率で抑制された結果（Fig.
10E）、SUMO化されたMORC3が減少した（Fig. 10F）。UBE2Iノックダウン細胞では、PML
I非依存的なMORC3のND形成が増加していた（Fig. 10G）。これらの結果は、MORC3とPML
Iの相互作用にとって、MORC3のSUMO化とPML IのSIMが重要であることを示唆してい
る。
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　また、PML IのSUMO化がMORC3とPML Iの相互作用に影響を与えるかどうかを検討
するため、PML Iの SUMO化変異体である PML I-3KR変異体を作製し、FLAG-MORC3と
の相互作用について免疫染色 (Fig. 11C)と免疫沈降法で確認した (Fig. 11D)。核内でPML I-
3KR変異体はFLAG-MORC3とドット状に共局在しており、免疫沈降においても共沈してき
た。従って、PML IのSUMO化はMORC3-PML I間の相互作用に寄与していないと考えられ
る。さらに、PML-NBsと会合していないMORC3が SUMO化されているかどうか確認する
ため、マウスの骨髄細胞を抗MORC3抗体、抗PML抗体、抗SUMO1抗体で共染色した (Fig.
10H)。ほとんどの SUMO1 は単独の Morc3-NDs とは共局在しておらず、Pml-NBs と共局在
していた。
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3-6　MORC3-NDの核内ダイナミクス
　最後に、生細胞中でのMORC3-NDsのダイナミクスを解析するため、ATP枯渇処理によっ
て拡散させたMORC3を、ATP-リカバリーによりND構造の再形成を誘導し、その過程を観
察した。以前に報告したように、EGFP-MORC3によって形成されたND構造は、FLAG-MORC3
のものに比べ非常に固く、ATP枯渇処理によって拡散しない (Takahashi et al., 2007)。我々
は monomeric EGFP タグした MORC3 発現ベクターを作製した。HeLa 細胞では、mEGFP-
MORC3は10mM sodium azideを添加したglucose-free培養液中で拡散することはなかった。
しかしながら、我々はmEGFP-MORC3とmCherry-PML Iを共発現させたCHO細胞では、3
時間10mM sodium azideを添加したglucose-free培養液中で培養することで拡散することを確
認した。そこで、mEGFP-MORC3とmCherry-PML Iを共発現させた細胞をATP枯渇処理し、
mEGFP-MORC3 の拡散を確認後、通常の培養液に戻し MORC3-ND の再形成を観察した。
MORC3 の拡散しているほとんどの細胞で、MORC3-NDs は PML-NBs に徐々に集積するこ
とで再形成していた（Fig. 12）。PML-NBs非存在領域に形成されたMORC3-NDは経時的に
シグナル強度を増大し、40分後にはPML-NBと融合した（Fig. 12）。
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４．考察

4-1　二段階によるMORC3のPML-NBs局在化メカニズム
　本研究では、Pml-/-MEFsやマウス骨髄細胞においてMORC3が PML非依存的にND構造
を形成している事象から、この PML非依存的なMORC3-NDs形成の分子機構について詳細
に解析を行った。以前に我々は、MORC3の PML-NBsへの局在化に自身のATPase活性が関
与しているということを報告した (Takahashi et al., 2007)。今回、我々はこのMORC3とPML
の共局在プロセスにおいて、厳密な2つの段階を経ることで達成されることを明らかにした。
それは①MORC3が ATP依存的に ND構造を形成すること、②MORC3-NDsが PML-NBsと
会合することの2つである (Fig. 13)。MORC3のATPase domainにATPが結合することでND
構造は形成され、結合したATPの加水分解によってND構造から解離し、核内全体に拡散す
る。MORC3-NDsがPML-NBsに会合は、MORC3がSUMO1による修飾を受け、PML IのSIM
を介して相互作用することによって調節されている。少なくともマウスの骨髄細胞において、

Morc3-NDs は、Pml-NBs と共局在していない限り Sumo1 との共局在はほとんど起こってい
なかった。このことは、MORC3の SUMO化が PMLとの会合にとって重要であることを示
唆している。さらに、mEGFP-MORC3とmCherry-PML Iを共発現した細胞において、我々は
MORC3-NDs と PML-NBs との共局在が二つのステップを経ていることを明らかにした。ま
ず始めに、mEGFP-MORC3は核内の PML非存在領域にサイズと明るさを徐々に増加させな
がらND構造を形成する。次いで、形成されたMORC3-NDとPML-NBが融合する。しかし
ながら、MORC3 は PML 非依存的な MORC3-ND の形成は非常に少なく、そのほとんどは
PML-NBsへ集積することで形成されている（Fig. 13）。ほとんどのMORC3は PML-NBsに
局在化しているが、SUMO化修飾を受けているものはごく僅かである（Fig. 7D）。我々は、
非常に少数のSUMO化修飾を受けたMORC3が、MORC3-NDsと PML-NBsの相互作用に関
与していると予想している。
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4-2　他のGHL-ATPaseタンパクと同様に、MORC3は“モレキュラークランプ”として機
能し、核ドメインを形成する

　我々は、MORC3がC末端側のCoiled-coil domainを介した恒常的な相互作用と、N末端側
のATPase domainへのATPの結合依存的な相互作用により、MORC3-MORC3間相互作用を
行っていることを示した (Fig. 13)。ATP-free条件下でのMORC3は、Coiled-coil domainを介
して二量化し、“オープン”構造をとっており、核内で拡散、核マトリックスに結合してい

る。そこへATPが結合することにより、N末端側のATPase domainを介した二量化が誘発さ
れることで“クローズド”構造をとり、ND構造を形成する。そして、結合しているATPが
加水分解され、ATPase domainから解離、再び“オープン”構造をとることにより ND構造
から核マトリックスへと移動する。我々の実験結果は、このMORC3の移動がいくつかの段
階を経て達成されるものであることを示唆している。In situ MORC3-ND拡散アッセイにおい
て、コントロールであるCSK bufferやATPを添加したCSK bufferではMORC3は流出して
しまったこと (Fig. 5A)や、CW domainやCoiled-coil domain変異体がCSK bufferによって流
出してしまうということ (Fig. 3B)から、MORC3はATPの加水分解によりND構造から解離
した後、一度核質中でどの構造にも結合していない完全にフリーな状態を経てから、核マト

リックスへ結合していると予想される (Fig. 13)。
　我々は、現在の所MORC3のATPase活性やATPの結合活性について直接的な測定を行う
事が出来ていないが、ATP 非分解性アナログである ATP-PNPによってMORC3の拡散が抑
制され、ATPでは抑制することが出来ないことを明らかにしている (Fig. 5A)。従って、この
結果はMORC3がATPase活性とATP結合活性の両方を持っていることを示していると考え
られる。
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4-3　E35A変異体とD67A変異体はATPase活性ではなくATP結合活性が欠損している
　バクテリアおよび酵母のGHL-ATPaseタンパクの結晶構造解析によって、ATPase活性とATP
結合活性に重要なアミノ酸残基が明らかにされている (Dutta and Inouye, 2000; Sacho et
al., 2008; Shiau et al., 2006)。GHL-ATPase doaminのモチーフ Iに保存されているグルタミ
ン酸残基は、ATPのγ−リン酸基のリン酸エステル結合を加水分解する際の水分子による求核
攻撃の活性化に関与しており、ATPase domainの活性中心であることが明らかとなっている。
他の全ての GHL-ATPaseタンパクでは、この保存されたグルタミン酸残基に点変異を加えア
ラニンへ変異させることによって、結合活性は影響せず、ATPase 活性のみが阻害される
(Panaretou et al., 1998; Tran and Liskay, 2000)。他にもモチーフ IIに保存されているアス
パラギン酸 (Panaretou et al., 1998)やモチーフ IIIに保存されているグリシン (Tran and
Liskay, 2000)は、それぞれアデニンのN6-アミンとATPのα-およびγ-リン酸基と相互作用す
る。これらの変異体（Dを N、Gを Aに置換）は ATPの結合活性が阻害される。本研究で
我々はこれらの保存されたアミノ酸残基について 3 つの変異体（E35A、D79N、G101A）を
作製し、機能解析を行った。他のGHL-ATPase familyタンパクとは異なり、MORC3-E35A変
異体は ATPase 活性ではなく、ATP 結合活性が阻害されていると考えられる。その理由とし
て、第一には E35A変異体が示す拡散した局在は、ATPの結合活性が阻害されている変異体
である G101A変異体や ATP枯渇条件下でのMORC3-WTの局在と非常に酷似していること
（Fig. 3D と Fig. 4A）。第二には ATP 非分解性アナログである AMP-PNP 存在下では、
MORC3-WTはRun-on buffer処理やDNaseI処理による拡散が阻害されること（Fig. 5）。さら
に、他のGHL-ATPase familyタンパクと同様であるならば、保存されているアスパラギン酸
残基の変異体は ATP 結合活性が阻害されているはずであるが (Panaretou et al., 1998)、
MORC3-D67N変異体は ND構造を形成ており、ATP枯渇条件下においてWTより早く拡散
した（Fig. 4A）。E35AとD67Nの二つの変異をもつ変異体では、核全体に拡散した局在を示
した (Fig. 4C)。これらの結果は、D67N変異体が弱いATP結合活性を有していること、E35A
および G101A変異体が ATP結合活性をほぼ完全に欠損していることを示している。我々は
MORC3のATPase活性やATP結合活性を直接測定してはいないが、MORC3のATPase domain
はATPの加水分解と結合における必須のアミノ酸残基の機能が、他のGHL-ATPase familyタ
ンパクと僅かに異なっている可能性があると予想している。今後、MORC3 の結晶構造解析
が行われることによって、ATPase活性や結合活性に重要なアミノ酸残基が明らかとなってい
くと考えられる。
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4-4　MORC3のSUMO化はPMLとの結合に重要である
　我々はMORC3のCoiled-coil domain中に5カ所のSUMO1によって修飾されるサイトが存
在することを明らかにした (Fig. 7BとC)。そして、SUMO化の変異体である5KR変異体は
PML Iとの相互作用が著しく抑制される (Fig. 10AとC)。さらに、MORC3とPML Iとの間
の相互作用は、脱SUMO化酵素（イソペプチダーゼ）の阻害剤であるNEMの非存在下で完
全に消失し (Fig. 10D)、UBE2Iノックダウン条件下ではMORC3-NDsと PML-NBsがそれぞ
れ独立して形成されていた（Fig. 10G）。従って、MORC3のSUMO化がPML Iとの相互作用
にとって必須であると考えられる。しかし、PML IのSIM変異体では、MORC3との相互作
用は部分的にしか抑制されていなかった（Fig. 10AとB）。その理由として、Fig. 10Aでは、
MORC3と PML I-AS は互いに独立した構造体を形成しながらも、隣接した位置に存在して
いると言うことから、PML Iは SIMに加えて、他の SIMをもつタンパクと相互作用し、そ
のタンパクとSUMO化されたMORC3とが相互作用している可能性が考えられる。
　以前に我々は、E35A変異体を発現している細胞内で、内在性のPMLがNBを形成してい
ることを報告した (Takahashi et al., 2007)。しかし、今回の研究でE35A変異体と共にPML
Iを発現させた場合、PML IはNB構造を形成せず、核全体に拡散することが明らかになった
(Fig. 10C)。同様の実験を他のオルタネイティブスプライシングバリアントであるPML III　や
IVで行った場合、E35A変異体の発現に関係なく、どちらのバリアントも核内でNB構造を
形成していた (Fig. 11B)。この結果は、E35A変異体を発現させた細胞内で内在性PMLが、
NB 構造を形成していた理由として、PML I 以外のバリアントによって形成されたものであ
る可能性を示唆している（Fig. 3B）。また、PML IIIと IVは、PML Iと同様にSIMを有して
はいるが、C 末端側のエキソン 9 をもっていない。このことから、PML I のエキソン 9 に
SUMO-SIM 相互作用を補助、増強し得るようなサイトが存在し、それによって PML I は他
のスプライシングバリアントに比べ、SUMO化されたMORC3と強く相互作用することが可
能なのではないかと考えられる。
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4-5　MORC3はCW domainを介してDNAもしくはヌクレオソームに結合している
　CW domain は 4 つのシステイン残基と 2 つのトリプトファン残基から構成される
mononuclear zinc-fingerであり、脊椎動物から高等植物まで非常に良く保存されている (Perry
and Zhao, 2003)。CW domainはPHD domainと構造的に相同であり、PHD domainはメチル
化されたヒストンH3に結合する。それに加えて、CW domain を有するファミリーのいくつ
かは、メチル化された DNA や SNF (sucrose non-fermenting) 2 helicase、SET (Su(var)3-9,
Enhancer-of-zeste, Trithorax)、PWWP  (Pro-Trp-Trp-PRO) domain、MBDs (methyl-binding domains)
のようなクロマチンと相互作用する他のドメインを有している。従って、CW domainはヒス
トンコードやヌクレオソームもしくはDNA自体との結合に関与していると予想される (Iyer
et al., 2008; Perry and Zhao, 2003)。しかし、現在までCW domainの機能についてはほと
んど明らかにされていない。今回の研究で、我々はMORC3の ND構造の形成が DNA依存
的であり、DNase I処理によってMORC3-NDsは崩壊してしまうことを明らかにした (Fig. 2B)。
この結果は、MORC3がND構造を形成する際に、DNAもしくはDNA結合タンパクとの相
互作用が必要であることを示唆している。CW domainの変異体であるW419A変異体はATPase
domainとCoiled-coil domainが正常であり、“クローズド”構造を形成することが出来ると予
想される。しかし、実際にはこの変異体は核内で拡散しており、そのほとんどがCSK buffer
処理によって溶出してしまう (Fig. 2BとC)。僅かにPML-NBsへの局在化も認められるが、
それは内在性MORC3との相互作用を介したものだと予想され、ほとんどは核質中にフリー
な状態で存在していると考えられる（Fig. 2C）。さらに、W419A変異体はATP枯渇条件下で
核マトリックスに結合することからATPase domainは正常に機能していると考えられる (Fig.
4B)。従って、W419A変異体はATP結合状態、言い換えると“クローズド”構造を形成して
いるにも関わらず、ND 構造を形成することが出来ない変異体である。以上の結果は、CW
domainはMORC3がDNAもしくはヌクレオソームに結合するためのmiddle domainとして
機能していることを示唆している。興味深いことに、DNaseI 処理による MORC3-NDs の拡
散は、AMP-PNP 存在下では阻害された (Fig.5B)。このことは、ATP の結合した“クローズ
ド”構造のMORC3が DNAやヌクレアソームと同時に、核マトリックスもしくは核マトリ
ックス結合タンパクとも相互作用していることを示唆している。
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4-6　MORC3-ND形成の機能
　MORC3-NDsは細胞の種類などによってその大きさや数は様々である。MEFs の MORC3-
NDsは小さく、数も少ないが、一方でヒトやマウスの造血系細胞では数は少ないが、非常に
大きなND構造を形成している（Fig. 1AとC、Fig. 2A）。MEFsでは形成されたMORC3-NDs
の内、PML-NBsと局在が異なるものは5.45%であったのに対し、マウスの骨髄細胞では68.75%
であった（Fig. 1D）。WTと比較して、5KR変異体は多数の小さなND構造を形成する（Fig. 7E）。
MORC3 WTはPML Iと完全に局在が一致し、スプライシングバリアントであるPML IIIや IV
は部分的に一致していた (Fig. 11A)。これらの結果から、PML-非依存的なMORC3-NDsの数
とサイズは、MORC3の SUMO化の状態と PMLのスプライシングバリアントの発現パター
ンによって調節されており、それらは細胞の分化やストレス応答、細胞周期の調節に関与し

ていると予想される。

　我々は、Morc3 ノックアウトマウスを既に作製しており、このマウスは出産された直後、
もしくはその一両日中に死んでしまう。現在の所、MORC3 ノックアウトマウスの死因につ
いてほとんど知見を得られていない (Takahashi et al., 2007)。今後、MORC3-NDの機能を
理解するにあたって、このMORC3ノックアウトマウスの解析が有効であると考えている。
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６．略号一覧

PML; promyelocytic leukaemia
PML-NBs; PML-nuclear domains
APL; acute promyelocytic leukaemia
RARA; retinoic acid receptor-alpha
ATRA; all trans-retinoic acid
ATO; arsenic trioxide
SUMO; small ubiquitin-like modifier
PHD; Plant Homeo Domain
MORC3; Microchidia family CW-type zinc finger 3
GHL -ATPase domain; (Gyrase B, Hsp90, MutL)-ATPase domain
MORC3- NDs; MORC3-nuclear domains
WT; wild type
MEF; mouse embryonic fibroblast
SIM; SUMO interacting motif
NEM; N-ethylmaleimide
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