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研究成果の概要（和文）： 

テロメレース触媒活性サブユニットであるテロメレース逆転写酵素（TERT）の新規結合パート

ナーを同定しその新規複合体の機能および生理学的意義を検討することを目的として「幹細胞

の機能維持に重要なテロメレース逆転写酵素と結合する新規 RNAの同定と解析」を研究テーマ

とした。本研究課題の研究過程でテロメレース逆転写酵素に結合する新規 RNAとして TERCと類

縁の small nucleolar RNA (snoRNA)に分類される RNase mitochondrial RNA processing 

endoribonuclease (RMRP)を同定した。さらに、TERT-RMRPにより保証される RNA依存性 RNAポ

リメレース活性により RMRPは長い 2本鎖 RNAへと合成されさらに Dicerにより短い 2本鎖 RNA

に変換され siRNAとして機能することを報告した(Nature 2009, Maida et al.)。 

研究成果の概要（英文）： 

Constitutive expression of telomerase in human cells prevents the onset of senescence 

and crisis by maintaining telomere homeostasis. However, accumulating evidence suggests 

that the human telomerase catalytic subunit (hTERT) contributes to cell physiology 

independent of its ability to elongate telomeres. Here we show that hTERT interacts with 

the RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease (RMRP), a gene that 

is mutated in the inherited pleiotropic syndrome Cartilage-Hair Hypoplasia. hTERT and 

RMRP form a distinct ribonucleoprotein complex that exhibits RNA dependent RNA polymerase 

(RdRP) activity and produces double-stranded RNAs that can be processed into small 

interfering RNA in a Dicer-dependent manner. These observations identify a mammalian RdRP 

composed of hTERT in complex with RMRP (Nature 2009, Maida et al.). 
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１．研究開始当初の背景 

研究開始当初、テロメレースのテロメア構造

維持以外の新規機能の報告がなされており、

テロメレースの触媒活性サブユニット（TER

T）が、テロメア構造維持以外の生理的役割

を介して、幹細胞の機能維持に重要な役割を

有することを強く示唆する報告が相次いで

いた。このような背景を考えると、幹細胞の

機能維持におけるTERT発現の意義は、これま

でに同定されてきたテロメレース複合体と

は異なる機能構造体により維持されている

ことが強く示唆されていた。つまり、安定な

複合体を形成する既知のRNAであるTERC以外

の結合パートナーとともにTERTが複合体を

形成し、従来知られてきたテロメア構造維持

以外の新規機能を発揮すると考えられてい

た。 

 

２．研究の目的 

研究開始当初、テロメレース逆転写酵素に結

合する新規 RNAとして同定されていた、RNase 

mitochondrial RNA processing 

endoribonuclease (RMRP)の機能および生理

学的意義を検討することを目的として研究

を開始した。 

 

３．研究の方法と４．研究成果 

TAP（tandem affinity peptide）purification

により TAP-hTERT を過剰発現させた HeLa-S3

細胞から hTERT結合 RNAを回収し解析したと

ころ、hTERTと結合する新規 RNAとして RMRP

（ RNA component of mitochondrial RNA 

processing endoribonuclease）を同定した。

また、内在性に発現する hTERTの免疫沈降に

より、HeLa細胞および 293T細胞内での hTERT

と RMRP との物理的相互作用を確認した。ま

ず、hTERT と RMRP による RdRP 活性の有無に

関して以下の検討を行った。hTERT と RMRP、

或いは hTERTと hTERCを用いて in vitro UTP 

incorporation assay を行ったところ、

hTERT-RMRP 特異的に 32P-UTP を取り込んだ長

短２本のバンドが認められ、hTERT-RMRP複合

体による新規 RNA鎖の合成が示唆された。な

お、hTERT のポリメラーゼ活性に必要な２価

金属結合モチーフに変異を入れたドミナン

トネガティブ型 hTERT では 32P-UTP の取り込

みは認められなかった。UTP incorporation 

assayで認められる長いバンドはRMRPの約２

倍（約 530 塩基）の長さを有し、１本鎖 RNA

の特異的切断によって約 267 塩基に集積し、

且つ、２本鎖 RNAの特異的切断では消失する

ことが分かった。これらの結果は、この約 530

塩基の RNAが、約 267塩基で折り返す長いヘ

アピン構造を有することを示唆している。さ

らに UTP incorporation assay産物に対する

Northern blottingにより、このRNAには RMRP

のセンス配列並びにアンチセンス配列がと

もに含まれることが示唆された。以上の結果

は hTERT-RMRP 複合体による約 530 塩基の産

物が、RMRPを鋳型として hTERTのポリメラー

ゼ活性により RMRP（センス鎖）3’端からの

back-priming により相補鎖が合成されたヘ

アピン型の RNA産物であることを示すもので

あった。一方、UTP incorporation assay に

見られる短い約 267 塩基の産物は２本鎖 RNA

を特異的に切断する RNase IIIに耐性であっ

たことから、すでに報告のある hTERT の

terminal transferase活性産物であることが

考えられた。 

 hTERT が in vitro で RdRP 活性を示すこと

が証明されたが、細胞内でも同様に RdRP と

して機能することが立証されれば哺乳類で

の能動的な内在性 siRNA合成経路の存在を示

す重要な根拠となる。そこで培養細胞から抽

出 し た total RNA を 用 い て 、 UTP 

incorporation assay で認められる約 530 塩



基のヘアピン型 RNA（センス＋アンチセンス

型 RMRP）と同様の RNAを Northern blotting

により検索したところ、hTERTと RMRPをとも

に発現する HeLa細胞、293T細胞および MCF7

細胞内にセンス＋アンチセンス型 RMRP の存

在が確認された。また、細胞内における RMRP

アンチセンス鎖の発現は hTERT依存性であり、

細 胞 内 で も hTERT が RdRP と し て

back-priming による RMRP の相補鎖合成に関

与していることが示唆された。 

 センス＋アンチセンス型 RMRP の細胞内で

の機能を考える上で、我々は興味深い現象を

見出した。RMRP の過剰発現を試みたところ、

hTERT を発現している細胞株では、導入した

ウイルス由来の RMRP の細胞内過剰発現が確

認されるにも関わらず RMRP の総量が減尐し

たのである。一方で、hTERT を過剰発現させ

ると内在性の RMRP 発現量は減尐し、逆に

hTERTの発現を抑制するとRMRP発現量は増加

した。これらの現象は、hTERT依存性に RMRP

の発現量を転写後に抑制する機構が細胞内

に存在することを示唆するものと考えられ

た。モデル生物の検討で RNA依存性 RNAポリ

メラーゼは siRNAの合成に重要な役割を担う

ことが知られていたことより、われわれは

hTERT により合成されたセンス＋アンチセン

ス型 RMRP は Dicer による切断を受けて RNA

サイレンシングに関与している可能性があ

ると考え、RMRPに特異的な短い RNAの有無を

Northern blotting により検討した。種々の

プローブを用いた検討の結果、hTERT を発現

する細胞株において、RMRPの 21塩基から 40

塩基の部位に設定したプローブによりセン

ス鎖・アンチセンス鎖がともに検出される 22

塩基のRNAの存在が確認された。これらのRNA

は 5’-monophosphateおよび 2’,3’-hydroxyl 

group の構造を有し、Dicer 依存性に合成さ

れることから、Dicer による能動的切断産物

であると考えられた。さらに AGOタンパクの

免疫沈降により、この短い RNAが hAGO2に取

り込まれていることが示唆された。以上より、

hTERT が RdRP 活性によってヘアピン型の長

い２本鎖 RNAを合成し、長い２本鎖 RNAから

Dicer による切断を受けて形成された内在性

siRNA を介して遺伝子の転写後抑制に関与す

る、という新しいモデルを報告した。 
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