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研究成果の概要（和文）： RNA 干渉機構は外来性の遺伝因子以外にゲノムにコードされた

RNA 分子にも作用する。分裂酵母ではその作用が標的遺伝子座のヘテロクロマチン構造形成

に寄与している。本研究では、ヘテロクロマチン形成につながる分裂酵母 RNA 干渉機構の標

的化反応に初期的な RNA スプライシング機構が関与していることを明らかにした。RNA 干渉

機構は細胞核内におけるヘテロクロマチンの高次構造構築に寄与し、核内の空間的制御におけ

る作用を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： In addition to a cellular defense mechanism against the foreign 
genetic elements, the RNA interference machinery is involved in the control of RNA 
molecules derived from the internal genome. It contributes to the heterochromatin 
assembly of target RNA-generating loci in fission yeast. In this research, we revealed that 
RNA splicing pathway is partly involved in the targeting of RNA interference machinery to 
the cognate RNAs. We further showed the relationship between RNA interference 
machinery and spatiotemporal regulation of heterochromatin higher order structure within 
the nucleus. 
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１．研究開始当初の背景 

RNA 干渉（RNAi）はそもそも、細胞にと
って外来性の遺伝因子を排除するために発
達してきた防御機構であり、その機能は主に

細胞質において発揮されると考えられてい
た。しかしながら近年になって、RNAi は細
胞核においても重要な機能を果たしている
ことが提唱されはじめてきた。例えば分裂酵
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母では、ヘテロクロマチン構造の形成と維持
に RNAi機構が不可欠であることが明らかに
されている。すなわち、生来ヘテロクロマチ
ン構造をとるセントロメアなどの反復 DNA
領域からノンコーディング RNA 転写が起こ
り、さらにその RNA は RNAi 機構の標的と
なって、『Dicer』酵素により siRNA へと処
理される。さらにそのような siRNA 産物が
装填された RNAi エフェクター複合体
『RITS』は、ノンコーデイング RNA の発現
元であるヘテロクロマチン領域クロマチン
に直接結合し、新規のクロマチン転写 RNA
分子への RNAi 機構の標的化と、そのゲノム
領域のヘテロクロマチン化を積極的に推し
進める、というフィードバックループの形成
が、RNAi 機構の核内でのひとつのシナリオ
として考えられている。 

しかしながら、反復配列由来ノンコーディ
ング RNA がいかなる要因で RNAi 機構から
標的として認識されるのか、いまだ十分な理
解は得られていない。さらには、RNAi 機構
とヘテロクロマチン形成機構の間のフィー
ドバックループの引き金となるような、始原
的な小分子 RNA 産生メカニズムに関しては、
その存在は示唆されているものの、分子的な
理解は全く進んでいない。また、RNAi 機構
とヘテロクロマチン形成機構のフィードバ
ックループを考慮すると、内在性 RNA に対
して RNAi機構が曖昧に反応し標的として捕
捉してしまった場合に、それが永続的なヘテ
ロクロマチン形成と RNA の転写抑制を無節
操に引き起こす危険性が高く存在し、そのよ
うな危険性を排除するために、RNAi 機構に
よる標的 RNA 認識は厳密に制御されている
ものと考えられるが、その分子機構も十分に
は理解されていない。これらが本研究の開始
当初の分野の背景理解の現状であった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまず、RNAi 機構の標的となる

内在性 RNA を他の RNA 分子と区別するメ
カニズムを明らかにすることを目指した。そ
の機構解明は同時に、RNAi 機構とヘテロク
ロマチン形成機構の間のフィードバックル
ープの引き金となる始原的な小分子 RNA 産
生メカニズムを解明することにもつながり、
本研究でその両者を目的とした。私たちはこ
れまでに、『SIRE』という RNAi を特異的に
誘引する配列を一部のノンコーディング
RNA に見出し、それが初期的な小分子 RNA
の供給に機能する可能性を示してきた。一度
細胞内に siRNA が生じると、その配列相同
性を媒介にRNAiはSIREを欠く相同なRNA
にも作用し始め、やがて定常的な siRNA 産
生に達する。本研究ではこの過程の分子反応
をヘテロクロマチン形成と関連づけながら
明らかにしていくことにした。 

また、分裂酵母 RNAi 機構の変異は全ヘテ
ロクロマチン領域を不能にするわけではな
く、個別のヘテロクロマチン維持機構を有す
るテロメア領域などではヘテロクロマチン
が正常に形成されるが、それらの領域間の核
内高次構築は異常になっていることが知ら
れている。私たちはこれまでに、そのような
RNAi に依存したヘテロクロマチンの核内高
次構築が染色体再編の運命決定に大きく影
響していることを明らかにしてきた。本研究
では、RNAi 機構が siRNA 産生を通じてヘテ
ロクロマチン高次構築を核内に作り上げる
メカニズムについても解析し、siRNA の機能
特性を細胞核構造に関連づけながら染色体
機能に果たす役割を解明することも目的と
した。これにより、RNAi 機構が核内で転写
抑制に働く意義についての理解が進むこと
が期待された。 

 
３．研究の方法 
 (1) セントロメア由来の内在性 siRNA や
小分子 RNA、さらにはその前駆体 RNA 分子
の、野生株および RNAi 機構変異株、あるい
はヘテロクロマチン変異株における細胞内
存在量について解析を行った。これまでに私
たちは siRNA およびその前駆体 RNA、ある
いは前駆体 RNA の転写を行うプロモーター
活性についてマッピングを行っている。生来
のセントロメア反復配列を対象とした解析
アプローチを本研究ではさらに発展させ、
RNAi 機構による標的化がどのような特徴を
もって行われているかについて解析を行っ
た。 
 (2) 異所的な siRNA 誘導アッセイを用い
て、SIRE および関連セントロメア配列要素
のシス配列解析を行った。ヘテロクロマチン
変異株での特徴解析から、SIRE の配列中に
は他の配列要素にはない siRNA 誘導能力が
示唆されたため、その能力の要因を配列変異
導入によって探索した。 
 (3) SIRE に特異的な小分子 RNA 誘導能力
を付与するトランス作用因子について、遺伝
子変異株を活用しながら機能解析を行った。
作用因子は多様な細胞機能を果たしており、
細胞増殖に必須である。従って、実験には温
度感受性変異株を用い、条件的致死培養下に
おいて SIRE 依存的な異所的小分子 RNA 誘
導と内在性のセントロメア反復配列由来
siRNA 産生のそれぞれが受ける影響を解析
した。 
 (4) RNAi 機構が細胞核内のヘテロクロマ
チン高次構造形成に与える影響について解
析した。テロメア領域のヘテロクロマチンは
RNAi 機構以外に Taz1 経路によってそのク
ロマチン構造が確立・維持されているため、
RNAi 変異株においても崩壊することはない。
しかしながら、RNAi 機構が失活するとテロ



メア領域シグナル数が細胞核内で増加し、ヘ
テロクロマチン構造同士が集合して作り上
げられる高次構造が崩壊していることが示
唆されている。しかしながらその詳細は十分
には理解されていない。本研究では生細胞顕
微鏡観察によって RNAi機構変異株における
テロメアヘテロクロマチンが示す動態を解
析し、その細胞周期進行との関連について検
証した。 
 
４．研究成果 
 (1) セントロメア由来内在性小分子 RNA
の特徴解析 
 各種 RNAi 変異株（∆ago1、∆dcr1、∆rdp1）
およびヘテロクロマチン変異株（∆swi6、
∆clr4）において存在する小分子 RNA のノザ
ンブロットによる特徴付けを行った。2009
年度末に RNAi変異株において priRNAと名
付けられた小分子 RNA が存在することが
Cell 誌に報告されたが（Halic and Moazed 
(2010)）、セントロメアの部分領域をプローブ
として用いた連続的なノザンブロットでは、
セントロメアのいかなる領域においても小
分子 RNA は検出されなかった。一方、∆swi6
変異株では、野生株の siRNA とは分布の異
なる、限局したセントロメア反復配列領域か
ら 22-25 塩基の小分子 RNA の生成が検出さ
れた。しかしながら、同様のヘテロクロマチ
ン変異であっても∆clr4 株ではそのような小
分子 RNA の存在は認められなかった。∆swi6
変異株で特異的に見られるそのような RNA
を swisRNA と名付け、さらに解析を進めた。 

図１．swisRNA の検出 
 

解析の結果、swisRNA はセントロメア反復
配列にある SIRE 配列の 5’上流側から集中的
に生成されていることを見出した。swisRNA
の生成にはヘテロクロマチンは必須ではな
いが、RNAi 機構が機能していることが必要
であり、さらに Clr4 タンパク質の機能も必
要であることが示された。 
 (2) 異所的な siRNA 誘導アッセイを用い
た SIRE シス配列解析 
 SIRE と swisRNA の関係を解析するため
に、異所的な siRNA 誘導アッセイを SIRE
配列やその逆鎖配列などを用いて行った。そ
の結果、SIRE 方向の転写に特異的に∆swi6

変異株でも転写産物に由来する小分子 RNA
が生成された。そのような swisRNA を生み
出す要因として、SIRE 配列中に見出された
RNA スプライシングコンセンサスのブラン
チ部位と 3’スプライス部位の配列に着目した。
それらの配列に変異を導入すると、SIRE に
よる swisRNA の異所的な生成が不能となっ
た。この結果を受けて、SIRE 配列中のスプ
ライシングコンセンサス配列が本当にスプ
ライシングを担う能力があるかどうかを確
認した。そのために既知のイントロンと
SIRE との融合クローンを作成し、解析を行
った。その結果、スプライシング能力と
swisRNA の誘導能力の間には相関があるこ
とを見出した。sab14 遺伝子由来の既知の効
率よいイントロンのブランチ部位と 3’スプラ
イス部位の配列を SIRE のそれと置換したク
ローンも作成し、やはりスプライシング能力
と swisRNA の誘導能力の間に相関があるこ
とを見出した。しかしながら、SIRE の上流
に 5’スプライス部位の配列を導入し、完全な
イントロン配列にすると、SIRE としての
swisRNA 誘導能力はむしろ低下した。スプ
ライシング反応を担う因子群の一部が SIRE
に結合し、そのままスプライシング反応を推
し進めることなく停留することがその 5’上流
側の swisRNA への変換を促しているものと
考えられる（図２）。 

図２．swisRNA 産生のモデル 
 

 (3) SIRE に特異的な小分子 RNA 誘導能力
を付与するトランス作用因子の解析 
 まずは SIRE による swisRNA 誘導がどの
RNAi 機構因子に依存しているかを解析した。
その結果、 swisRNA は各種 RNAi 変異
（∆ago1、∆dcr1、∆rdp1）で異所的生成が失
われることが判明した。Dicer および RNA
依存性 RNA ポリメラーゼの欠損に加え、
Ago1タンパク質も SIREの 5’上流側 RNAの
swisRNA変換に必要であることを考えると、
Ago1タンパク質を含むRITS複合体はDicer
や RNA 依存性 RNA ポリメラーゼが標的
RNA に作用するのを誘起する上流因子とし
て機能していると考えられる（図２）。また、
セントロメア由来内在性小分子 RNA と同様



に SIRE による異所的な swisRNA 誘導には
Clr4 タンパク質の機能が必須であった。セン
トロメア由来の swisRNA はやはり SIRE を
含むノンコーディング RNA 転写産物が
swisRNA に変換されたものであると考えら
れる。SIRE は RNA スプライシング反応の
部分複合体によって swisRNA 誘導を導いて
いるものと考えられるが、実際に prp2 や
ods3 など RNAスプライシングコンセンサス
のブランチ部位と 3’スプライス部位の認識に
関わる因子の変異株では、SIRE 依存的な
swisRNA 誘導が見られなくなった（図２）。
興味深いことに、swisRNA 誘導は RNA スプ
ライシングの次段階の中心複合体である
U2snRNP の構成因子の変異によっても
SIRE による swisRNA 誘導は不能となった。
イントロンの初期認識のみならず、その後の
スプライシング経路の欠損もまた RNAi機構
への標的 RNA の受け渡しに関与していると
考えられる。 
 (4) RNAi 機構が細胞核内のヘテロクロマ
チン高次構造形成に与える影響の解析 
 Swi6タンパク質をGFP融合によって可視
化し、野生株および各種 RNAi 変異（∆ago1、
∆dcr1、∆rdp1）での細胞核内局在の細胞周期
を通じた変動を解析した。その結果、これま
でに提唱されていた RNAi変異によるヘテロ
クロマチン集合高次構造体の崩壊は顕著で
はないことが判明した。多くの RNAi 変異細
胞では野生株と同様の Swi6 タンパク質局在
を示した（図３参照）。しかしながら、それ
らは主に細胞周期 G2 期の細胞における局在
観察の結果であり、Swi6 タンパク質の細胞
周期を通じた細胞核内局在の変動を生細胞
顕微鏡観察によって解析した結果、RNAi 変
異の全ての株においてその局在パターンは
顕著に変化することを明らかにした（図３）。 

図３．Swi6 タンパク質の局在変動 
 

また、Taz1 タンパク質を GFP 融合によって
生細胞で可視化し、蛍光顕微鏡観察によって
テロメアヘテロクロマチン領域の細胞内局
在変化についても解析した。細胞核の外形も
核膜孔複合体因子の mCherry 融合によって
同時に可視化し、生細胞観察に用いた。その
結果、テロメアヘテロクロマチンの細胞核内
局在は細胞周期を通じて変動することを見
出した。これまでの解析で、ヘテロクロマチ

ン変異に加えて RNAi変異でもセントロメア
欠如染色体に起こる染色体再編成の運命決
定は異なることが明らかとなっている。本研
究によって明らかとなった、RNAi 機構依存
的なヘテロクロマチン高次構造形成の細胞
周期特異的な制御は、染色体再編成もまた、
細胞周期に依存して発生することを意味す
る。今後、その可能性について十分に検討し
ていく必要があるものと考える。 
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