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研究成果の概要（和文）：分裂酵母を用い、新たに 5,316個（累計 6,520個）のランダムな RNA
を可視化して観察し、細胞内で特異的な局在を示す RNA を探索した。その結果、核内にドッ
ト状に局在する RNA候補を 25個、DNA領域特異的に局在する RNA候補を 5個、核小体領
域特異的に局在する RNA候補を 9個、新たに取得した。DNA領域に局在する RNAのうち２
つについて調べたところ、それぞれ異なる局在化配列を有することが明らかとなった。またこ

れらの RNA配列が、遺伝子発現に影響を与える可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In screening of new 5,316 RNAs (6,520 in total), we found 39 
candidate RNAs showing subcellular localization.  25 RNAs showed localization as dots 
in the nucleus, and 5 RNAs and 9 RNAs were localized in the DNA region and in the nucleolus 
region of the nucleus, respectively.  Analysis of 2 RNAs localized in the DNA region 
revealed that RNA sequences required for the localization were different between the two 
RNAs.  We obtained data suggesting that the RNA sequences of the two RNAs have ability 
to regulate gene expression.   
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内に核を持つ真核細胞では、mRNA は核

内の DNA から転写された後、細胞質に運ばれ

て蛋白質へと翻訳される。しかし、mRNA の中

には、細胞質に運ばれた後すぐに翻訳される

のではなく、さらに細胞内の特定の場所に輸

送された後に翻訳されるものがある（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

         図 1. RNA の局在化 
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このように、RNA が、細胞内に一様に存在す 

るのではなく、細胞内の特定の場所に局在化

する現象を「RNA の局在化」と言う。 

 RNA の局在化により、細胞内では情報の偏

りが生じ、細胞の極性形成や分化が誘導され

る。ヒトから酵母に至る様々な生物において、

多数の局在化 RNA が発見されており、これら

が細胞の極性形成や分化に必要不可欠であ

ることが知られている。 

 しかしながら、局在化 RNA について、これ

までに網羅的な解析は行われていない。我々

は、出芽酵母を用いて、世界で初めて細胞内

局在化 RNA を網羅的に探索するプロジェクト

を進めてきた。RNA を可視化することで、現

在までに 10,400 個の RNA の細胞内局在を観

察し、新規局在化 RNA を多数発見した。この

結果から、我々の局在化 RNA 探索法が実際に

有効であることが明らかとなった。これまで

に non-coding RNA を含むすべての局在化 RNA

についての網羅的な探索を行なっているグ

ループは我々以外にはなく、未だに多数の局

在化 RNA が発見されずにいる。RNA はゲノム

上の様々な部位から転写されるため、ゲノム

プロジェクト終了後も細胞内で発現してい

る RNA の全貌は不明である。本研究では、独

自のゲノムライブラリーを用いることで、

non-coding RNA を含め、未知の局在化 RNA を

網羅的に探索することを試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新たに分裂酵母を用いて「細

胞内のすべての RNA の局在を見る」ことを目

指した。RNA を可視化し、細胞内の特定の場

所に局在化する RNA をできる限り網羅的に探

索した。網羅的スクリーニングによって局在

化 RNA を多数発見し、局在場所および局在化

配列により局在化 RNA の分類を行なうことを

目指した。同時に、各々の局在化 RNA につい

て局在化機構やその生理的意義を解明して

いくことで、局在化 RNA の全貌解明に貢献で

きると考えた。 

 RNA 動態研究のためのモデル生物として、

分裂酵母は出芽酵母に比べ、いくつかの点で

優れている。出芽酵母では全遺伝子の 5%だけ

がイントロンを持つのに対し、分裂酵母では

43%の遺伝子がイントロンを持ち、98%以上の

遺伝子がイントロンを持つヒトなどの高等

生物により近いと考えられる。また、多くの

高等生物に共通する短鎖 RNA による RNA 干渉

（RNAi）システムの構成因子も、出芽酵母に

は存在しないが、分裂酵母には保存されてい

る。従って、本研究により、蛋白質をコード

しない non-coding RNA を含め、出芽酵母で

は決して得る事のできない新規な局在化 RNA

を発見できる可能性が高いと予想した。 

 出芽酵母を用いてミトコンドリアなどの

細胞内小器官を分画し、そこに含まれる mRNA

を網羅的に調べるという手法は海外の複数

のグループによって行なわれている（Marc, 

et al., EMBO rep. 3, 159-164, 2002、Shepard 

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 

11429-11434, 2003）。細胞分画とマイクロア

レイを組み合わせたこれらの手法は mRNA の

みをターゲットとしており、その他の RNA を

見落としているばかりでなく、分画可能な既

知の細胞内ドメインについてしか解析でき

ないという限界がある。本研究は、すべての

RNA の局在を生きた細胞内で可視化できる点

が特徴であり、RNA によって構成される未知

の細胞内ドメインが存在する場合にも、それ

を発見することが可能である。本研究が、新

規な細胞内ドメインの発見につながれば、そ

の生物学的意義は測り知れないと考えた。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、分裂酵母を用い、ひとつひと

つの RNA の局在を顕微鏡下で観察する方法を

採用した。分裂酵母の利点として、(1)遺伝

学的解析が容易である、(2)ゲノムサイズが

小さく、網羅的解析に適している、といった

点が挙げられる。したがって、効率的なスク

リーニングが行なえること、および個々の局

在化 RNA の解析をスムーズに行なえることか

らも、分裂酵母を研究対象として選定した。 

 蛋白質をコードする mRNA だけでなく、ゲ

ノム上の様々な場所から転写される未知の

non-coding RNA の検出をも視野に入れ、ラン

ダムなゲノム断片にタグを付加したプラス

ミドライブラリーを構築した。このライブラ

リーを用いてタグ付き RNA を細胞内で強制発

現させると同時に、タグ結合蛋白質と蛍光蛋

白質との融合蛋白質を発現させると、発現さ



せた RNA に融合蛋白質が結合し、RNA の局在

場所に蛍光が観察できる（図 2）。この方法を

用いて、本研究開始前に、我々はすでに 1,204

個の RNA を観察し、non-coding RNA を含む多

数の新規局在化 RNA 候補を取得していた。 

 

 
   図 2. スクリーニング方法 

 
 本研究では、上記の方法により、毎年、

新たに RNA の局在を観察し、局在化 RNA の

同定を行った。また、DNA 領域に局在する２

つの局在化 RNA について、局在化に必要な

配列および局在化機構、局在化の意義につ

いて調べた。 

 
４．研究成果 

 分裂酵母を用い、新たに5,316個（累計6,5

20個）のランダムなRNAを可視化して観察し、

細胞内で特異的な局在を示すRNAを探索した。

その結果、核内にドット状に局在するRNA候

補を25個、DNA領域特異的に局在するRNA候補

を5個、核小体領域特異的に局在するRNA候補

を9個、新たに取得した。 

 これらのうち、DNA領域に局在するF958とB

1199について局在化配列の解析を行なった。

その結果、F958クローンに含まれていた配列

のうち、タンパク質をコードしない175塩基

のnon-coding領域に局在化に必要な配列が

存在することが明らかになった。F958と同じ

くDNA領域に局在するB1199では、局在領域が

26塩基であったが、F958の場合は、175塩基

をさらに断片化すると、局在が極端に弱まる

ことがわかった。したがって、これら２つの

クローンは、異なる局在化配列を持つことが

示唆された。 

 次に、これらのRNA配列が遺伝子発現に影

響を与える可能性について、調べた。まず、

F958の局在化に必要な175塩基のnon-coding

領域が、spo9+遺伝子の3’UTRに含まれること
を突き止めた。spo9+ mRNAには、3’UTRの長い
ものと短いものが１種類ずつ存在し、F958の

局在化配列は、このうち3’UTRの長いspo9+ mR
NAのみに含まれることがわかった。また、減

数分裂の進行に伴って、3’UTRの長いspo9+ mR
NAの発現が誘導されることから、局在化配列

がspo9+の発現に対して、何らかの制御を行な

う可能性が示唆された。 B1199については、

B1199の局在配列をゲノム上から欠失させた、

B1199局在領域欠失株を作成したところ、野

生型株と比べて通常の細胞増殖には影響が

ないことがわかった。また、B1199のゲノム

上の前後の遺伝子のmRNAのレベルの発現量

にも、B1199局在領域の欠失による変化は見

られなかった。しかし、B1199の局在化配列

を含む370塩基の領域をβ-ガラクトシダー

ゼ遺伝子の下流に挿入すると、β-ガラクト

シダーゼ蛋白質の発現量が増加したことか

ら、この領域が遺伝子発現を制御する能力を

持つことが示唆された。 
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