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研究成果の概要：多細胞生物における内在性 ncRNA の合成や局在を決定する分子メカニズムの

解明、制御機構の理解を目指し、またこれらについての新たなシステムの発見を期待して、線

虫（Caenorhabditis elegans）の新規 ncRNA の転写や局在を解析した。 
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１．研究開始当初の背景 

研究開始当初、RNA 干渉の発見や、それに
つづく miRNA の同定、それらが関与する生命
現象の多様性や、マウス cDNA 解析による膨
大なアンチセンス RNAの存在が明らかとなり、
ncRNA の重要性が俄にクローズアップされて
きていた。siRNA、miRNA の合成に関与する因
子の同定や合成メカニズムの解析が進む一
方で、他の新規 ncRNA の機能や生合成経路に
関しては依然不明の点が多く残されており、
国内外を問わず ncRNAに関する多くの研究が
miRNA、siRNA を対象としたものであった。申
請 者 は 本 研 究 開 始 以 前 に 線 虫
（Caenorhabditis elegans）の新規 ncRNA 候

補を数十種類得ていた。これらの中には
miRNA や siRNA、mRNA-like ncRNA には属さな
いと予想されたものも多く含まれており、申
請者はそれらの機能や構造の解明に取り組
んできた。 
 
 
２．研究の目的 
細胞内には予想外に多種多様な ncRNAが存

在し，様々な生命現象に関わっていることを
示す例が次々と発見されてきている。生命の
全体像を把握するためには、DNA やタンパク
質だけに注目していたのでは不十分であり、
ncRNA についてもその機能は勿論のこと、生



体内での合成から分解に至るまでの挙動に
ついて理解を深めることが必須である。 

本研究課題では、複雑な遺伝子ネットワー
クの中で ncRNA が如何に合成され、機能する
場にたどり着くかという問題を明らかにす
ることを目的とした。特に、既知 RNA ファミ
リーには属さないことが予想された新しい
タイプの機能性 ncRNA（いずれも 50-500 nt）
を解析の対象に加えることで、新たな RNA 合
成メカニズムの発見や、RNA 合成制御システ
ムの解明へとつなぐことを目指した。 
 

 
３．研究の方法 

線虫には 50-500 nt の大きさをもつ ncRNA
が約 100 種類存在する。これらの約半数は機
能未知であり、その生合成経路も定かではな
い。本研究開始当初は CeR-2 RNA もその一つ
であったが、最近の申請者らの研究により、
これが rRNA のプロセッシングに関連した働
きをもつことがわかってきた。本研究課題は、
広く ncRNAの生合成経路について解析を進め
ることを目的としたものであるが、具体的に
研究を進めるにあたって、CeR-2 RNA 遺伝子
（cer-2a）を中心に据えた。その理由は、
CeR-2 RNA コード領域上流に進化的に保存さ
れた配列（cer2CE）が存在すること、cer2CE
に類似した配列は他の RNA遺伝子上流にも存
在すること、これらの RNA の中には組織特異
的な発現を示すものや、CeR-2 RNA とは異な
る細胞内局在を示すものがあることがわか
っており、CeR-2 RNA の転写や局在を決定す
る機構を解明することにより、他の RNA の生
合成経路やその制御についても大きなヒン
トを得られると考えたからである。用いた方
法は下記（１）～（３）である。 
 
（１）cer2CE と既知プロモーターとの配列比
較 

cer2CE を既知の線虫プロモーター配列、と
くにコードする領域から同様の距離に位置
するようなプロモーターの配列と比較した。 
 
（２）免疫沈降法による RNA キャップ構造の
同定 

αTMG 抗体を用いて、線虫の RNA 抽出液に
対して免疫沈降実験を行った。対照実験とし
て、U3 snoRNA（ポジティブコントロール）、
U6 snRNA（ネガティブコントロール）を用い
た。 
（神戸大学、藤原俊伸准教授との共同研究） 
 
（３）cer2CE を用いたゲルシフトアッセイ 
 cer2CEを含むDNA断片を放射性同位体で標
識し、線虫の細胞抽出液を用いてゲルシフト
アッセイを行った。また、反応液に標識して
いない DNA 断片を加えることにより、競合実

験を行い、cer-2a 上流のどの領域にトランス
に働く因子が結合しているか調べた。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）cer2CE と PSE の配列比較 
 近縁種ゲノムに保存されていた上流配列
cer2CE は、U1、U2、U4、U5 snRNA、SL RNA
の 各 遺 伝 子 上 流 に あ る 近 位 配 列 要 素
（proximal sequence element, PSE）と類似
していることがわかった。このことから、
CeR-2 RNA はこれらの RNA と同じ、もしくは
類似したメカニズムで、RNA ポリメラーゼ II
により転写されるものと予想された。 
 

 

 
（２）免疫沈降法による RNA キャップ構造の
同定 
U1, U2, U4, U5 snRNA および SL RNA はい

ずれも 5’末端に 2, 2, 7-トリメチル Gキャ
ップ（TMG）構造をもつ。転写とキャップの
付加は深く関連しており、5’末端の構造を
調べることで、着目している RNA がどの RNA

(A) 

(B) 

 

PSE 共通配列 

5’-A/CGCGNAAACCNCNAAA—TGTCGGTACAC-3’ 

 

図１．CeR-2 RNA 遺伝子（cer-2a）周辺の
遺伝子構成． 
(A) cer-2a 上流およびには cer-2a と同じ
方向に転写されるタンパク質遺伝子
T26A8.4 が存在する。Cer2CE は赤い四角で
示した領域．CeR-2 RNA コード領域の 5’
末端から cer2CE までは約 40bp． 
(B) cer2CE と PSE 共通配列の比較． 
上の４つの配列は、それぞれ C. elegans 
cer-2a とそのパラログ cer-2b、近縁種 C. 
briggsae のオーソログの上流配列を並べ
たものである。赤い四角で囲んだ配列が
cer2CE．下に PSE 共通配列を示した．PSE
共通配列は J. Thomas et al. (1990)を参
考にした． 



ポリメラーゼによって転写されるか推定で
きる。そこで、αTMG 抗体を用いて免疫沈降
実験を行い、沈殿に CeR-2 RNA が含まれるか
否かノザンハイブリダイゼーションにより
調べた。この結果、CeR-2 の 5’末端には TMG
キャップが付加していることが強く示唆さ

れた。 
 
（３）cer2CE を用いたゲルシフトアッセイ 

cer2CE を含む 167bp の DNA 断片 cer2CE-a
（CeR-2 RNA コード領域の 5’末端を+1 とし
て、-142～+25 の領域）を放射性同位体で標
識し、線虫の細胞抽出物もしくは核抽出物を
用いてゲルシフトアッセイを行った。この結
果、２本のシフトしたバンド（cer2CE-I、
cer2CE-II）が検出された。次に、cer2CE-a
の部分配列を持つ DNA 断片（放射性同位体に
よる標識はしていない）を用いた競合実験を
行った。この結果、CeR-2 RNA コード領域上
流-142～-113 の DNA 断片（30bp）を反応に加
えることによって cer2CE-I が、cer2CE に相
当する-67～-42 の DNA 断片（26bp）を反応に
加えることによって cer2CE-IIが薄くなった。
これらは、それぞれの領域に配列特異的に結
合する因子が存在することを示唆している。 

ヒトの U1、U2、U4、U5 snRNA 遺伝子上流
にも PSEが存在し、プロモーターとして働く。
ここに５つのサブユニット（SNAP190、SNAP50、
SNAP45、SNAP43、SNAP19）からなる転写因子
SNAPcが結合してRNAポリメラーゼIIによる
転写が始まる。ヒト U snRNA 遺伝子の場合、
上流約 200 bp の位置に、もう一つ別の保存
された配列、遠位配列要素（distal sequence 
element, DSE）が存在する。ここに Oct-1 が
結合し、PSE に結合した SNAPc に作用して、
転写が活性化される。 

上記ゲルシフトアッセイの結果から、
cer2CEにもヒトSNAPcの線虫ホモログが結合

し、RNA ポリメラーゼ II による転写が開始さ
れることが考えられた。そこで、ヒト SNAPc
を構成する５つのサブユニットのアミノ酸
配列をもとに、線虫ゲノムに対してホモロジ
ー検索を行った。SNAP190 および SNAP50 に対
しては、それぞれ F32H2.1、F18A11.6 が類似
した配列をもつものとして同定された。
SNAP45 に対しては ZK84.1 が、SNAP43 に対し
ては C06A8.2 と F08F3.9 の２つが、候補とし
てあがったが、配列の類似性は前者２つに比
べると低かった。SNAP19 に類似した配列をも
つタンパク質は検出されなかった。 

 
図２．αTMG抗体を用いた免疫沈降実験．
αTMG抗体を用いて線虫RNAに対して免
疫沈降実験を行い、CeR-2 RNA をノザン
ブロッティングにより検出した．I, 実
験に用いた RNA の一部; S, 上精; P, 沈
殿． 

ヒト DSE に相当する保存配列は、CeR-2 RNA
遺伝子上流、あるいは線虫 U snRNA 遺伝子や
SL RNA遺伝子には今のところ見つかっていな
い。しかし、本研究で得られたゲルシフトア
ッセイの結果は、cer2CE の上流にも配列特異
的に結合する因子が存在することを示唆し
た。このトランス因子の同定は今後の課題と
して残された。これがヒト DSE に結合する
Oct-1 と類似したタンパク質であるか否か、
そして、cer2-a の転写に機能するか否か、ま
た、SNAPc 相当の複合体が SNAP19 ホモログを
欠いていたとしても PSE に形成され、ヒト U 
snRNA 遺伝子の転写と同様なメカニズムをも
って、線虫でも CeR-2 RNA や U snRNA、SL RNA
の転写に機能するか否か等々、今後明らかに
すべき新たな課題が多く出てきた。 
 
（４）cer2CE と類似した配列を上流に持つ機
能未知低分子 ncRNA 遺伝子の発現 
線虫には cer2CE と類似した上流配列をも

つ機能未知の ncRNA が数種類存在する。これ
らの発現をホールマウント in situ ハイブリ
ダイゼーションにより解析したところ、組織
特異的な発現を示すものが２種類検出され
た。そこで、それぞれの上流約 1 kbp の DNA
断片を放射性同位体で標識して、線虫細胞抽
出液を用いてゲルシフトアッセイを行った。
その結果、シフトしたバンドが検出され、や
はりトランスに働く因子の存在が示唆され
た。dI-dC を用いた競合実験ではシフトした
バンドに影響がなかったのに対し、標識して
いないそれぞれの DNA断片を競合剤として反
応液に加えた場合は，シフトしたバンドに変
化が見られた。このことは，トランスに働く
因子が配列特異的にそれぞれの RNA遺伝子上
流配列に結合している可能性を示唆してい
る。細胞抽出液を DEAEカラムで分画した後、
それぞれの画分を用いてゲルシフトアッセ
イを行ったところ、特定の画分に結合因子が
含まれていることがわかった。  
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