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研究成果の概要（和文）： 

ヒトなどの高等な生物の染色体で最もメジャーな転移因子の一種 LINE（非 LTR 型レトロトラ

ンスポゾン）の転移機構を、特定の位置にのみ転移する因子（部位特異的 LINE）を用いて詳

細に調べた。その結果、「LINE の蛋白質の翻訳がどのように制御されるのか」、「LINE の蛋白

質と mRNA の複合体がどのように組み立てられるのか」、「その複合体がどのようにして核内

の標的に近づくのか」という LINE に特有な未知の機構を解明した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have studied molecular mechanisms of retrotransposition of non-LTR retrotransposon, 

so called LINE, which is the most major elements in chromosomes of higher organisms 

such as human, using target specific LINEs. In this project, we have succeeded in clarifying 

the mechanisms of how the translation of LINE proteins is regulated, how 

ribonucleoprotein (RNP) complex of proteins and mRNA of LINEs are constructed, and how 

the complex approach to the target sequences in chromosomes, which are novel 

mechanisms peculiar to LINE. 
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１．研究開始当初の背景 

各種生物のゲノムプロジェクトの進行に

従い、ゲノムは従来考えられていたよりもは

るかにダイナミックで、多数の転移因子によ

って侵食されている事実が明らかとなりつ

つある。例えば、ヒトゲノムの約 20％をしめ

るL1は、非LTR型レトロトランスポゾン（以

下 LINE と呼ぶ）と呼ばれる転移因子に属す

るが、ある種の筋ジストロフィー症やガンの

原因となる一方、進化的にはトランスダクシ
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ョンやエクソンシャフリングによって新た

な遺伝子創出の原動力となったと考えられ

る。LINE はほぼすべての真核細胞に存在し、

さらに転移因子の中でも最も活動的である

にも関わらず、完全長因子の同定が困難であ

ったことなどから、その転移メカニズムはよ

くわかっていない。特にレトロウィルスに似

た LTR 型レトロトランスポゾンが細胞質で

逆転写するのに対し、LINE は核内の標的

DNA 上で逆転写（Target Primed Reverse 

Transcription, TPRT と呼ぶ）を起こすとい

う際立った違いがあり、LINE に特有な

TPRT のメカニズム解明に向けて世界中の研

究者がしのぎを削っている。我々は、ヒトの

L1 とほぼ同じ構造を持ちながら、昆虫のテ

ロメア反復配列にだけ転移する LINE

（SART 及び TRAS）を発見し、さらに細胞

内でこれらの因子をテロメアに転移させ効

率的に検出する系を完成させた。この in vivo 

転移系を用いて、これまで解析の困難だった

LINE の転移に必須な領域をほぼ枚挙するこ

とが可能になった。また、リボソーム DNA

特異的に転移する R1,R2の in vivo 転移系の

構築も確立し、４つの異なるゲノム上の標的

に転移するこれらの LINE を用いて、部位特

異的転移メカニズムを探ることが可能とな

り、LINE の転移機構の詳細に迫ることがで

きる。 

 

２．研究の目的 

本申請では、枚挙した機能未知の転移必須

領域がどのような機能を果たしているかを

完全に解明し、LINE の TPRT メカニズムの

全体像を明確にすることを目指した。さらに、

L1 など多くの LINE がゲノム上にランダム

に転移するのに対し、ほぼ同様の構造を持つ

SART や R1 がなぜ特定のゲノム配列だけに

転移できるのかを解明することを研究の目

的とした。これらの目的を達成するために以

下のことを明らかにしようと考えた。 

（１）ORF1 内部にある 4 箇所の転移必須領

域の機能を解明する。 

（２）ORF1Ｃ末にある 3 個の Zn フィンガ

ーの想定機能（RNA 結合・核酸シャペロン

機能）を解明する。 

（３）5’UTR領域の多数のAUG配列が翻訳開

始制御に働くメカニズムを解明する。 

（４）TPRT開始時に mRNAの3’UTR領域と相

互作用するタンパク質領域を同定する。 

（５）in vitro転移システムの完成と

Ribonucleoprotein（RNP）複合体構造を解

明する。 

これらの構造や機能の解明は、「LINEの

翻訳、RNP構造の形成、核移行と標的DNAへ

のアクセス、TPRTの開始」というLINE特有

な未知の機構の解明につながる。 

 

３．研究の方法 

（１）レトロトランスポゾンRNP構造ユニッ

トの同定： 

LINEの転移ユニットがどのような複合体ユ

ニットで成り立っているかこれまで詳細は

わかっていない。そこで、バキュロウィル

スに組み込んだHisタグ付きLINEを精製し、

そのRNPのORF1, ORF2, mRNAなどの構成比を

調べて、LINEのRNP形成過程の全体像を把握

する。 

（２）ORF1内部にあるテロメア結合ドメイ

ンの解析： 

テロメア特異的SART1の中央部に存在する

テロメア移行シグナルの詳細を調べるため

に、領域内に変異、欠失を入れた変異LINE

を作成し、GFPと融合させたコンストラクト

の細胞内での局在性を確認する。 

（３）ORF1内部にあるORF1-ORF1,ORF1-ORF2

相互作用領域の解析： 

ORF1のタンパク質相互作用（ORF1-ORF1と

ORF1-ORF2）領域に変異を入れたHisタグ付

タンパク質を精製し、相互作用の検定を行

って機能ドメインを確定する。 

（４）ORF1内部にある3ｘZnフィンガーの解

析： 

ほぼすべてのLINEのORF1に存在する3個の

ZnフィンガーがmRNAと相互作用するのかを

調べるために、Znフィンガー変異コンスト

ラクトからRNPを調製し、RNAの有無を検定

する。 

（５）3’UTR mRNAと相互作用するORF内部領

域の同定： 

転移に必須な3’UTR領域に対して、ORF内部

のどの領域が相互作用しているかを変異体

解析、ゲルシフト解析、in vitro転移/TPRT

解析により同定する。 

（６）5’UTR領域のAUG配列が翻訳開始制御

に働くメカニズム： 

LINEは宿主への影響を少なくするため翻訳

を抑制しているが、5’UTRに多数のAUG開始

コドンが存在し翻訳に影響を与えていると

予想され、SART1の5’UTRのAUGに変異を入れ

てルシフェラーゼ発現比較やノーザンハイ

ブリダイゼーション法で、LINEの翻訳開始

制御機構を解明する。 

（７）他の部位特異的LINEの転移機構の比

較： 

テロメア特異的LINEのSART1以外の複数の

部位特異的LINEの転移システムを構築し、



 

 

個々のLINEのドメイン構造と機能を明らか

にする。これらのLINEの部位特異性決定の

メカニズム、さらにはヒトL1の転移機構と

比較し、部位特異的転移機構の全体像を明

確にする。 

 

４．研究成果 

（１）レトロトランスポゾン RNP 構造ユニッ

トの同定： 

LINE の転移には ORF1p、ORF2p、自らの mRNA

の３者が転移ユニットを構築すると推測さ

れてきたが、ORF2p の発現が難しいなどの理

由から、これまでその実体はほとんど分かっ

ていなかった。そこで、タンパク質産生能力

の高いバキュロウイルスを用いて、ORF1（His 

or HA タグ付加）、ORF2（HA タグ付加）、mRNA

を細胞内で発現させ細胞内で複合体を再構

成する実験を行った。His-ORF1 のみを発現し、

His タグを用いて精製し密度勾配遠心法でそ

の大きさを検定したところ、多量体を形成し

ていることが確認できた。分子量から 7－10

量体以上の複合体を形成していると推測さ

れる。LINE では、ORF2 蛋白質、LINE・mRNA

に対してORF1蛋白質が7－10個結合してRNP

が形成されることが明らかとなった。 

（２）ORF1 内部にあるテロメア結合ドメイン

の解析： 

SART1 は RNP 複合体をつくることが示された

が、ORF1p は ORF2p より格段に翻訳量が多い

ことから複合体の表面を構成するのは ORF1p

と考えられ、それが酵素活性を有する ORF2p

と鋳型となる mRNA をテロメアまで誘導する

可能性がある。この仮説を検証するため、ゲ

ル シ フ ト ア ッ セ イ 法 を 用 い て 精 製

SART1ORF1p とテロメア反復配列との結合実

験を行った結果、SART1ORF1p は二本鎖のテロ

メア反復配列に強力に結合することが分か

った。また、competitor として過剰に非テロ

メア反復配列、テロメア反復配列を加えたと

ころ、テロメア反復配列を入れた場合のみ結

合の阻害が確認された。以上の結果から、

SART1 ORF1p はカイコテロメア反復配列に

特異的に結合することが示された。ORF1p の

テロメア反復配列結合活性は、SART1 RNP 複

合体が広大なゲノム領域から転移部位であ

るテロメアをターゲティングするのに重要

な役割を果たしているト考えられる。 

さらに、HAタグを付けたORF1-HAを作成し、

HA 抗体による免疫抗体染色を行うと、ORF1p

は核内でドット状の局在パターンを示した。

このシグナルがテロメアと共局在した割合

は 23.3 %で、SART1 の ORF1 の一部はテロメ

アへ積極的に移行する可能性が示唆された。

ORF1 のドット形成に関与するドメインを探

索する目的で、ORF1 の欠損タンパク質を作成

し、Sf9 細胞での局在を解析した結果、ORF1

の 353a.aより C末端側を欠損した場合には、

大部分の細胞において核内におけるドット

状のシグナルが検出されたが、ORF1の 318a.a

より N末端側を欠損した場合には核内におけ

るドットパターンが消失、全ての細胞で核内

における一様のシグナルが検出された。この

事から、ORF1 の核内のドット状局在に関与す

る 領 域 は 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に 富 ん だ

318-353a.a である事が強く示唆された。 

（３）ORF1 内部にある ORF1-ORF1, ORF1-ORF2

相互作用領域の解析： 

相互作用の検定を行って機能ドメインを同

定した結果、テロメア特異的LINE・SART1

のORF1タンパク質同士の多量体化には

ORF1C末の555-567a.a.が必須であった。次

に、ORF1（Hisタグ）とORF2+3’UTRを共発

現させ、Hisタグで精製し、各タンパク質

を抗タグ抗体で、SART1 RNAをRT-PCRで検

出したところ、SART1 ORF1p、ORF2p、RNA

は結合してRibonucleoprotein（RNP）複合

体を形成していることが明らかとなった。

このRNP複合体を、dNTP存在下でカイコテ

ロメア反復配列を含むターゲットプラス

ミドと反応させると、In vitroでの転移が

確認された。ORF1pとORF2p間の相互作用に

はORF1p同士の多量体化に必須な領域を含

む285-567a.a.が必要であった。SART1ORF

タンパク質の結合に必須な555-567a.a.の

二次構造は、レトロウイルスのカプシド多

量体化ドメインであるMajor Homology 

Region（MHR）と類似していたため、同様

の機構で結合している可能性がある。 

（４・５）ORF1内部にある3ｘZnフィンガー

構造の解析及び）3’UTR mRNAと相互作用す

るORF内部領域の同定： 

SART1 ORF タンパク質のどこが SART1 

3’UTRのRNAを認識するのかを確かめるため

に、まず ORF2 の介在無しで ORF1 タンパク質

が 3’UTRの RNAと結合するのかを確かめた。

His タグを付加した SART1 ORF1 のタンパク質

と、SART1 3’UTR を融合した GFP の RNA もし

くは GFP のみの RNA を、バキュロウィルスを

用いて Sf9 細胞内で共発現させ、ORF1 タンパ

ク質を His タグにより精製し、タンパク質中

の RNA を抽出して RT-PCR を行い、ORF1 タン

パク質が RNA と結合しているかを確認した。

その結果、ORF1 タンパク質から GFP のみの

RNA は検出されなかったが、GFP と SART1 

3’UTR が融合した RNA は検出され、SART1 

ORF1 タンパク質は ORF2 タンパク質の介在無



 

 

しで SART1 3’UTR の RNA と結合することが

解った。次に、SART1 ORF1 zinc フィンガー

が 3’UTR の RNA を認識しているのかを確か

めるために、zinc フィンガードメインの各

モチーフに変異を入れた SART1 ORF1 タンパ

ク質を用いた結果、zinc フィンガーとして

の機能を失わせる変異を入れた SART1 ORF1

タンパク質からは SART1 3’UTR の RNA が検

出されなかった。この結果からSART1 ORF1 の

zinc フィンガードメインが SART1 3’UTR の

RNA を認識している事が示された。 

 ORF1 の zinc フィンガードメインが SART1 

3’UTR に実際に結合するのかを調べるため

に、ゲルシフトアッセイを行った。His-タグ

付きの ORF1 タンパク質は 3’UTR の 73-279

の RNA に結合し、さらに His 抗体でスーパー

シフトが見られたが、zinc フィンガーに変

異を入れた ORF1 タンパク質では結合もスー

パーシフトも見られなかった。さらに同時に

His 抗体で Western blot を行うと ORF1 タン

パク質はウェルに近い場所に局在し、巨大な

タンパク質複合体となっていることが示さ

れた。ORF1 zinc フィンガー変異体も巨大タ

ンパク質複合体は形成するが、その中に RNA

を取り込まないのは興味深い。さらに 3’UTR

の他の領域の RNA との結合を調べたところ、

ORF1 の zinc フィンガードメインは 3’UTR

内のいくつかのStem-loop構造を認識するこ

とが示唆された。これらの結果は、LINE の

RNP 形成に関しては現段階では最も詳細な構

造としくみを明らかにしたもので、今後は

LINE 全般に拡張できるかどうかに興味が持

たれる。 

（６）5’UTR 領域の AUG 配列が翻訳開始制御

に働くメカニズム： 

SART1-5’UTR のどの領域が発現抑制に影

響するのかを調べるため、様々な長さの

5’UTR 領域を Luciferase 遺伝子につないだ

プラスミドを作製し発現を解析した結果、コ

ントロールに対して、SART1-5’UTR 全長では

0.0155%しか発現せず、強く発現が抑制され

た。SART1-5’UTR の 1～798bp には強い発現

抑制領域が存在し、さらに上流 60bp の配列

を組み込んだコンストラクトで 0.108%と強

い発現抑制が見られた。この 60bp は GC 含量

が 86.7%であり、RNA が強い二次構造をとる

と予想され、この構造が発現抑制に関わって

いると可能性がある。翻訳抑制のみの影響を

調べた結果、コントロールに比べ 5’UTR 全

長をつないだRNAでは0.882%しか活性がなか

った。このことから SART1-5’UTR が翻訳抑

制に関わっていることが明らかとなった。ま

た、上流 60bp の配列をつないだ RNA でも

5.26%しか活性がなく、この領域には uAUG 以

外の翻訳抑制領域が存在することが明らか

になった。 

5’UTR に uAUG が存在すると、リボソーム

が本来の ORF の開始コドンを認識する前に

uAUG を先に誤って認識し、翻訳効率が下がる

と考えられている。そこで SART1-5’UTR の

661～879bp の下流 5 つの uAUG を ACG に変異

させたコンストラクトでは約 90 倍発現抑制

が解除されたことから下流 5 つの uAUG が強

く発現抑制に関わっている。一方、uAUGⅠ～

Ⅶの下流には in-frame でストップコドンが

存在しているため 5’UTR 内に短い ORF 

(upstream ORF)が生じる。この存在が発現抑

制に関わっているのではないかと考え、レポ

ーターと同じ frame を持つ uAUGⅥ・ORF のス

トップコドンに変異を入れたコンストラク

トで発現量を調べたところ 11.5%と極めて大

きな発現抑制の解除が見られた。これより

5’UTR 内の upstream ORF の翻訳が発現抑制

に強く関わることが示唆された。 

LINE 全般で 5’UTR には SART1 と同様な特

徴が見られることから、このような発現抑制

は一般的な機構である可能性が高い。また、

upstreamORF や転写抑制の影響を明確に示し

たものは本研究がはじめてであり、LINE の転

移制御機構に新たな知見を与えるものと考

えられる。 

（７）他の部位特異的 LINE の転移機構の比

較： 

18SrDNA に特異的に転移するR7（ハマダラ

カ由来）をバキュロウィルスに組み込み、Sf9

細胞に導入して標的配列を持つプラスミド

への転移を調べた結果、R7の 3’末端の配列

を (A)8 から(A)20 に変更したところ正確に標

的配列に挿入された。この結果は、R7に近縁

だが 28SrDNA に特異的に転移する R1 と比較

的類似しており、これらの因子の 3’末端構

造が転移の正確性に大きな影響を及ぼして

いることが示された。R1 や R7 は構造的には

ヒトの L1 と比較的似ていることから、転移

の際に末端構造が重要であることは、LINE 全

般にとって共通した仕組みである可能性が

高い。 

一方、ORF が一つしかない 28SrDNA 特異的

LINE・R2 とそれに近縁な 18SrDNA 特異的な

LINE の転移メカニズムを調べたところ、両者

の N 末側に存在する 3 つの Zinc フィンガー

構造(特に 3番目のもの)が標的配列への結合

に関与していることが、変異解析とゲルシフ

ト解析から明らかになった。 

テロメア配列特異的 LINE については、ト

リボリウムの TCAGG 特異的 LINE・SARTTc1と、



 

 

カイコのTTAGG特異的LINE・SARTBm1の間で、

DNA 切断酵素ドメインを交換したところ、標

的特異性の交換に成功した。この結果より、

この 2 種の LINE の標的配列特異性の違いに

はDNA切断酵素ドメインが関与していること

が明らかになった。SARTTc1 と同じく TCAGG

に挿入する LINE と、SARTBm1 と同じく TTAGG

に挿入する LINE の間で、DNA 切断酵素ドメイ

ンの配列を比較した結果、TCAGG グループで

保存されているアミノ酸、TTAGG グループで

保存されているアミノ酸が存在することが

判明している。これらのアミノ酸の一部は

DNA 結合表面に存在し、TCAGG と TTAGG の違

いを認識するために関与していることが考

えられる。 
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