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研究成果の概要（和文）：RNA顆粒制御因子の過剰発現に伴う『分裂酵母の細胞死』というシンプルな表現型を
利用した、RNA顆粒の形成や崩壊といったダイナミクスに影響を与える遺伝子群・化合物群のスクリーニング系
を立ち上げ実施した。その結果、分裂酵母のCキナーゼであるPck2が、高温ストレスにおいて自身のキナーゼ活
性依存的にストレス顆粒に隔離されることを明らかにした。また、本スクリーニング系によって、ストレス顆粒
の形成を促進・抑制する可能性がある化合物を取得した。本化合物によってストレス顆粒を初めとしたRNA顆粒
の形成を制御することで、RNA顆粒の異常な形成が関わる疾患の新たな治療戦略になる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：I launched and conducted a screening system using a fission yeast cell death
 phenotype associated with the overexpression of RNA granule regulators to isolate genes and 
compounds that affect the dynamics of RNA granule formation and disassembly. As a result, the 
fission yeast C kinase Pck2 is sequestrated into stress granules in a kinase activity-dependent 
manner under heat shock conditions. Furthermore, through this screening system, compounds that have 
the potential to promote or suppress stress granule formation were identified. Regulating the 
formation of RNA granules, including stress granules, with these compounds may provide a novel 
therapeutic strategy for diseases associated with abnormal RNA granule formation.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレス顆粒（SG）やP-bodyといったRNA顆粒は、液-液相分離（LLPS）を介して局所かつ時期特異的にRNA代謝
や翻訳調節、さらにはシグナル伝達制御を行う場であり、がんや神経変性疾患の発症と密接に関わる。特に、異
常なRNA顆粒形成と深く関連するALSやアルツハイマー病といった難治性神経変性疾患については、根本的な治療
法がないのが現状である。本研究を推進することにより、RNA顆粒ダイナミクスを標的とした革新的な作用機序
をもつ「がんや神経変性疾患の治療薬開発」に貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ストレス顆粒（Stress granule：SG）や Processing body（P-body）といった RNA顆粒は、
真核生物に形成される膜構造を持たない凝集体である。このような RNA 顆粒は、RNA プロセ
シングや RNA代謝・保護、そして翻訳調節の場として機能することが示唆されている。さらに、
RNA顆粒は膜構造を持たない細胞内凝集体であることから、「液-液相分離（LLPS：Liquid-liquid 
phase separation）（図 1）」いう概念においても脚光を浴びている。また近年、RNA 顆粒が抗
がん剤抵抗性獲得や様々な難治性疾患に関与することが報告されている。特に、筋萎縮性側索硬
化症（ALS）やアルツハイマー病、ハンチントン病といった神経変性疾患において、異常な RNA
顆粒が観察されており、RNA顆粒と疾患との関連が数多く報告されている（Savas et al., J Biol 
Chem 2010; Liao et al., Cell 2019; Ukmar-Godec et al., Nat Commun 2019）（図 1）。従って、
RNA顆粒の「ダイナミクス/動的変化」を調節することは、がんや神経変性疾患などの疾病治療
法の確立に大きく貢献できる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、RNA顆粒のダイナミクスを特異的に制御する因子と調節化合物を探索し、
その制御メカニズムを解明することである。また本研究は、RNA顆粒の新たな制御メカニズム
を提案すると同時に、各種難治性疾患への応用の可能性について評価することを最終目標とす
る。本研究目的を達成するために、以下の 3ステップにより研究を推進する。 
ステップ 1：分裂酵母を用いた遺伝学的（細胞死回復）スクリーニング（図２） 
ステップ 2：オールインワン蛍光顕微鏡を用いた RNA顆粒ダイナミクス評価（図３） 
ステップ 3：RNA顆粒ダイナミクスの制御メカニズム解明 
ステップ 1では、RNA顆粒のダイナミクスを制御する「内在因子と化合物」を分裂酵母の強力
な遺伝学を駆使することでハイスループットに探索する。ステップ 1 により得られた因子およ
び化合物について、ステップ 2で RNA顆粒のダイナミクスに与える影響を厳密に評価する。以
上により得られた RNA顆粒ダイナミクスの制御因子および化合物について、ステップ 3ではそ
の制御メカニズムの解明へと踏み込む。 

 
３．研究の方法 
(1) ステップ 1：分裂酵母を用いた「細胞死スクリーニング」 

RNA顆粒制御因子の過剰発現に伴う『分裂酵母の細胞死』という表現型を利用した。研究代
表者が所属する研究室が保有している分裂酵母の全ての非必須遺伝子のノックアウト細胞コレ
クション（KOome）や、分裂酵母の全ての ORF（open reading frame）を YFP-FLAGベクタ
ーに組み込んだ ORFeome、さらには研究室オリジナルの化合物ライブラリに加え、シグナル伝



達経路やオートファジーのような LLPS と関連が深い特定の機構にフォーカスしたカスタマイ
ズ化合物ライブラリ（セレック社）を購入し、本スクリーニングに投入した。これらの網羅的ツ
ールを駆使することにより、分裂酵母における RNA顆粒の制御因子を網羅的にスクリーニング
した。 
  
(2) ステップ 2：オールインワン蛍光顕微鏡を用いた RNA顆粒ダイナミクス評価 
ステップ 1において取得された制御因子群や調節化合物群が、RNA顆粒ダイナミクスの「形
成・融合・崩壊」のどの段階を標的としているのかについて、本ステップにて厳密に定量評価し
た。また、分裂酵母の RNA 顆粒の構成・制御因子はヒトにも高度に保存されている。そこで、
ステップ 1 において取得された制御因子群のヒトホモログや調節化合物群について、ヒト培養
細胞系においても評価した。 
 
(3) ステップ 3： RNA顆粒の制御因子と調節化合物群による RNA顆粒形成の制御機構解明 
ステップ 1とステップ 2によって得られた RNA顆粒の制御因子群や調節化合物群について、

RNA 顆粒形成を制御するメカニズムを、遺伝子ノックダウンや次世代シーケンシング（NGS）
などを用いた「分子生物学的・生化学的手法」により解析した。研究代表者はこれまでに RNA
顆粒が RNA結合タンパク質やシグナル伝達分子によって制御されることを見出している。従っ
て、本スクリーニング（ステップ 1）においても同様の分子、あるいはその調節化合物が取得さ
れる可能性が高いと考えられる。そのような新規 RNA顆粒制御因子の制御機構や標的分子を明
らかにすることにより、RNA顆粒形成の詳細なメカニズムの解明を目指した。 
 
４．研究成果 

RNA顆粒制御因子の過剰発現に伴う『分裂酵母の細胞死』というシンプルな表現型を利用し
た、RNA顆粒の形成や崩壊といったダイナミクスに影響を与える遺伝子群・化合物群のスクリ
ーニング系を立ち上げ実施した。その結果、分裂酵母の C キナーゼである Pck2 が、45℃とい
う高温ストレスにおいて自身のキナーゼ活性依存的にストレス顆粒に隔離されることを明らか
にした（Journal of Cell Science, 2020）。この機構は、Cキナーゼの下流に位置するMAPキナ
ーゼの熱ストレスによる過剰な活性化を防ぐメカニズムであると予想される。さらに、本スクリ
ーニング系によって、ストレス顆粒の形成を促進・抑制する可能性がある化合物を取得した。ス
トレス顆粒形成を促進する化合物の一種は、高濃度で分裂酵母を処理することで酸化ストレス
を誘導するという特徴を有することが明らかになった。興味深いことに、同じ化合物について低
濃度で分裂酵母を処理することで、熱ストレスなどの環境ストレスに応答したストレス顆粒の
形成が抑制された。従って、細胞に対して持続的に弱い酸化ストレス負荷をかけることにより、
その後に引き続く環境ストレスに適応し、ストレス顆粒の形成が阻害される可能性が考えられ
る。RNA顆粒の構成因子や制御因子の多くは、分裂酵母からヒトに至るまで高度に保存されて
いるため、本化合物によるストレス顆粒形成の制御メカニズムは、分裂酵母のみならずヒトを含
む高等哺乳生物も保存されている可能性が高い。本研究によって明らかとなった C キナーゼの
ストレス顆粒移行メカニズムや、ストレス顆粒の形成を制御する化合物を応用することで、RNA
顆粒の異常な形成が関わる疾患の新たな治療戦略になる可能性がある。 
また、ナノポア direct-RNAシーケンスを用いることで、分裂酵母の RNA顆粒の構成因子で
ある RNA結合タンパク質 Nrd1や Rnc1に結合する mRNA群の網羅的同定を試みた。ナノポ
ア direct RNAシーケンスは超ロングリードを直接解析できるため、一般的なショートリードの
NGS解析では得ることが難しい情報が得られる。本研究により非ストレス条件下においてNrd1
や Rnc1に結合するmRNA群について解析を行ったところ、それぞれの結合mRNAの分布は、
分裂酵母に発現している全mRNA分布とは異なり、特徴的なmRNA長や poly(A)長分布を示す
という結果が得られた。今回同定された mRNA 群が、Nrd1 や Rnc1 と共にストレス顆粒に取
り込まれているのか、あるいはストレス顆粒には異なるmRNA群が取り込まれているのかにつ
いて検証することで、タンパク質-RNA複合体としての RNA顆粒形成の詳細なメカニズムを追
求できると考えられる。 
一方、分裂酵母のストレス顆粒の構成因子であり RNA 結合タンパク質 PUF（Pumilio and 

FBF）ファミリーに属する Puf3および Puf4が、イノシトールリン脂質代謝のキーファクター
である PI4P5キナーゼシグナルを制御することを見出した。Puf3や Puf4は環境ストレス条件
下においてはストレス顆粒に局在するが、非ストレス時においては細胞質に局在し、RNA結合
能依存的に PI4P5 キナーゼの翻訳レベルを引き上げることを明らかにした（Biological and 
Pharmaceutical Bulletin, 2023）。 
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