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研究成果の概要（和文）：ヒトやマウスのゲノムからは大量のタンパク質をコードしないノンコーディングRNAが転写
されている。それらの多くは、クロマチン制御因子と複合体を形成し、エピジェネティックな遺伝子発現を制御してい
るのではないかと考えられている。本研究ではX染色体の不活性化を制御するノンコーディングRNAであるXistの染色体
局在を制御する核マトリクスタンパク質、hnRNP Uに注目した機能解析を行い、hnRNP UがXist以外のノンコーディング
RNAによるエピゲノム制御にも関わっていること、hnRNP Uをノックダウンした細胞では複数の相同染色体特異的な遺伝
子発現が影響を受けることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the human and mouse, vast majority of the genome is transcribed into RNAs, prod
ucing a huge number of non protein-coding RNAs. These noncoding RNAs associate with chromatin-modifying co
mplexes, and are assumed to regulate epigenetic gene expression. In this study, we have performed function
al analysis of a nuclear matrix protein hnRNP U that regulate chromosomal localization of Xist, a renowned
 noncoding RNA involved in the X chromosome inactivation. We found that hnRNP U also regulates the chromos
omal localization and function of noncoding RNAs such as Kcnq1ot1 and Airn, and the allele-specific expres
sion of the imprinted loci were impaired upon depletion of hnRNP U. We also performed genome-wide gene exp
ression analysis of the hnRNP U depleted cells, and found that multiple allele-specific expression were al
so disturbed. We found a novel noncoding RNA expressed from the allele-specific locus, and its transcripts
 were also associated with the chromosome in a mono-allelic manner.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトやマウスのゲノムからはタンパク質
をコードしないノンコーディング RNA が大
量に転写されている。それらの機能は長らく
不明であったが、クロマチン制御因子と複合
体を形成し、エピジェネティックな遺伝子発
現制御に関わっているのではないかという
考え方が、最近になって提唱されるようにな
ってきた。たとえば、代表的なエピジェネテ
ィックな遺伝子発現制御の例として、哺乳類
のメス個体で見られる X 染色体の不活性化
があげられる。これは、2本ある X染色体の
うちの 1本が完全に不活性化され、X染色体
を 1本しか持たないオス個体と遺伝子発現量
を同じにする機構であるが、この染色体レベ
ルでの遺伝子発現を制御しているのが、Xist
と呼ばれるノンコーディング RNA である。
Xistは将来不活性化される片方のX染色体か
ら発現し、その染色体全体を覆い尽くす。続
いてクロマチン制御因子であるポリコーム
群複合体等が呼び込まれ、最終的にゲノム
DNA までメチル化された不活性化 X 染色体
が出来上がる。このように、X染色体の形成
に応じて進行する現象については詳細な研
究がなされているが、実際に、どのようにし
てノンコーディング RNA とクロマチン制御
因子の複合体が染色体へと呼び込まれるの
か、そもそもどのようにして Xistが染色体全
体を覆い尽くすことが出来るのか、そのメカ
ニズムについては良く分かっていなかった。
我々の研究室では、Xistの染色体局在を制御
するような因子をスクリーニングし、核マト
リクスタンパク質である hnRNP U を同定し
た。hnRNP U をノックダウンした細胞では、
Xistは染色体に局在する事が出来ず、核質全
体に拡散する。また、その際 X染色体上への
不活性型クロマチン修飾の濃縮も消失し、X
染色体の不活性化も起きない。hnRNP Uはそ
の分子内にRNA結合ドメインとDNA結合ド
メインの両方を持っており、そのどちらかが
欠けてもXistの染色体局在を制御する事が出
来ない。これらの観察事実は、hnRNP U が
Xist と染色体 DNA の両方に結合し、両者を
「のり」の様に結びつけていることを示して
いる。 
 このように、hnRNP Uが Xistの染色体局在
およびその機能のために必須である事は明
らかにされたものの、hnRNP Uによるクロマ
チン制御は Xist特異的な現象なのか、それと
もその他のクロマチン修飾関連のノンコー
ディング RNAも hnRNP Uによって制御され
ているのか、その点に関しては謎として残さ
れていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、hnRNP Uが Xist以外の
ロマチン修飾制御に関わるノンコーディン
グ RNA の染色体局在や機能を制御している
かどうか明らかにするとともに、その作用機
序を解明する事を目ざした。 

３．研究の方法 
 Airと Kcnq1ot1はゲノム刷りこみを受けて
いる遺伝子座から発現しているノンコーデ
ィング RNA で、それぞれ Igf2r および
Kcnq1ot1 遺伝子とオーバーラップする形で
アンチセンス鎖から転写している。これらの
転写産物は、転写部位近傍のクロマチンと相
互作用し、近隣に存在する遺伝子の相同遺伝
子特異的な遺伝子発現を制御している。すな
わち、これらのノンコーディング RNA が発
現している染色体からは近隣の遺伝子は発
現しておらず、もう片方の相同遺伝子からの
み発現している（このような、相同染色体の
うち一方の染色体からのみ遺伝子が転写さ
れていることを、アリル特異的な遺伝子発現
と呼ぶ）。そこで、これらのゲノム刷り込み
を制御するノンコーディング RNA の局在を
蛍光 in situ ハイブリダイゼ—ションによって
可視化し、hnRNP Uを RNAi法を用いてノッ
クダウンしたときに、その局在に変化が見ら
れるかどうかを調べた。また、その際、近隣
の遺伝子のアリル特異的な遺伝子発現に変
化が見られるかどうかを調べた。この、アリ
ル特異的な遺伝子発現の解析には、MSM お
よび CBAマウスの F1ハイブリッド個体から
作製された ES 細胞を用いた。これら二つの
近交系マウスのゲノムを比較すると頻繁に
一塩基多型が見られるので、RT-PCR の産物
をダイレクトシークエンシングすることで、
転写産物がどちらの染色体に由来するのか
を調べることが出来る。また、より定量的な
解析を行うために、遺伝子多型を検出出来る
プライマーを用いて定量的逆転写 qPCRも行
った。さらに、ゲノムワイドでアリル特異的
な遺伝子発現の変化を調べるために、hnRNP 
Uをノックダウンした細胞、およびコントロ
ールの細胞から得られた RNA を次世代シー
クエンサーを用いて解析し、ゲノムにマッピ
ングした後に、アリル間で発現量に変化が見
られる遺伝子への影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 上述の通り、Airn や Kcnq1ot1 といったゲ
ノム刷り込みを制御するノンコーディング
RNAは、転写部位付近に局在して周辺の遺伝
子発現を抑えていると考えられている。実際、
in situ ハイブリダイゼーションによって
Kncq1ot1の局在を確認したところ、これまで
の報告通り、細胞あたり 1個のドット状のシ
グナルが観察された。興味深い事に、hnRNP U
をノックダウンすると、このドット状のシグ
ナルは縮小し、核質に細かい点状のシグナル
が観察されるようになった。（図１）。また、
同様の実験を Air に関しても行ったところ、
同じく hnRNP U の発現が低下した細胞にお
いて、シグナルが核質に散らばる様子を観察
することが出来た（図１）。これらの結果は、
ゲノム刷りこみを制御するノンコーディン
グ RNAの染色体局在が一般的に hnRNP Uに
よって制御されていることを示唆していた。 



図１ hnRNP U をノックダウンした細胞に
おける Airおよび Kcnq1ot1の発現。コントロ
ールの細胞では細胞あたり一個のドット状
のシグナルが観察されるが、hnRNP Uをノッ
クダウンしたような細胞では核質に細かい
点状のシグナルが多数観察される。 
 
次に、Kcnq1ot1の近傍にある遺伝子のアリル
特異的な遺伝子発現に変化が見られるかど
うかを、逆転写 PCRで得られた産物をシーク
エンスする事で調べた（図２）。興味深い事
に、Slc22a18、Phlda2、Cdkn1c などの遺伝子
は、コントロールの細胞では母方ゲノムのみ
が発現していたが、hnRNP Uをノックダウン
すると、父方ゲノムも一部転写されるように
なることが分かった（図２）。このようなア
リル特異的な遺伝子発現の変化は、定量的
RT-PCR によっても確認することが出来た
（図３）。 
 

図２ アリル特異的な遺伝子発現の変化。
MSM と CBA の F1 ハイブリット由来の ES
細胞を用いて実験を行っている。アリル特異
的な遺伝子発現が起きている場合、1 塩基多
型（縦の影かけ）の片方のみの配列が観察さ
れる。hnRNP Uをノックダウンすると、それ
までみられなかった父方染色体に由来する
配列のシグナルが上昇している。 
 
 
 

図３ hnRNP U をノックダウンした細胞に
おける Kncq1ot1 遺伝子近傍の遺伝子のアリ
ル特異的な発現の変化。通常は父方の染色体
からの転写産物は 5%程度を占めるにしめな
いが、hnRNP Uをノックダウンするとその割
合が倍増する。 
 
さらに、hnRNP Uによって遺伝子のアリル特
異的な発現に変化が見られるかをゲノムワ
イドに解析するために、コントロール、もし
くは hnRNP U をノックダウンした細胞から
RNAを回収し、次世代シークエンサーを用い
て RNAseq解析を行った。まず、得られたリ
ードをマウスゲノムにマッピングし、マップ
されるリードの数が増える遺伝子と減る遺
伝子の数（これらは即ちそれぞれの遺伝子の
発現量に相当する）をカウントすると、X染
色体においては、リードが減少する遺伝子の
割合が他の染色体に比べて顕著に高いこと
が分かった。この結果は、hnRNP Uが X染色
体の不活性化に関わっているという以前の
我々の結果を強く支持するものであった。次
に、1 塩基置換を解析したところ、複数の遺
伝子において、アリル特異的な遺伝子の発現
に変化が見られることが明らかとなった。こ
れらの結果は、hnRNP Uが広く一般的に、ア
リル特異的な遺伝子発現制御に関わるノン
コーディング RNA の染色体局在やその機能
を制御している事を示していた。 
 我々が見出したアリル特異的な発現をす
る遺伝子の中には、既知のゲノム刷り込み領
域以外の領域にあるものがあった。これらは、
新規の刷り込み遺伝子であると考えられる。
興味深い事に、その新規刷り込み遺伝子の
100 kb以上上流の領域から、タンパク質をコ
ードしない新規ノンコーディング RNA が転
写されていることも分かった。これらの観察
事実は、この新規ゲノム刷り込みが、Air や
Kcnq1ot1と同様にノンコーディング RNAに
よって制御されている可能性を示唆してい
た。そこで、この可能性を検証するために、
その新規ノンコーディング RNA の局在を in 
situ ハイブリダイゼーションによって確認し
た。予想通り、このノンコーディング RNA
は、2 本ある相同染色体の片方からしか発現
しておらず、1 細胞あたり１個のドット状の
シグナルを観察することが出来た。今後、
hnRNP U をノックダウンしたときにこの転
写産物の染色体局在が変化するか、また、こ
のノンコーディング RNA の機能を阻害した



ときにその遺伝子座付近のアリル特異的な
遺伝子発現が変化するかどうかを調べる事
が重要な課題となる。 
 
 以上、我々の研究によって、核マトリクス
タンパク質 hnRNP Uは、アリル特異的な遺伝
子発現を制御するノンコーディング RNA の
染色体局在や機能を幅広く制御しているこ
とが明らかとなった（図４）。 
図４ 核マトリクスタンパク質 hnRNP U を
介したクロマチン修飾関連ノンコーディン
グ RNA の作動モデル。これらのノンコーデ
ィング RNAは、hnRNP Uと相互作用するモ
ジュールと、PRC2 などのクロマチン修飾酵
素群と相互作用するモジュールを持ってい
る。hnRNP Uは自身の RNA結合ドメインと
DNA 結合ドメインを介してクロマチン修飾
関連ノンコーディングRNAを染色体DNAに
繋留させていると考えられる。 
 
また、当初の計画に加え、不溶性の核マトリ
クスに分画され、大量に核内に蓄積すること
が知られている Neat1、Malat1 といったノン
コーディング RNA のノックアウトマウスの
表現型解析も行った。その結果、これらのノ
ンコーディング RNA は必須の遺伝子ではな
く、通常の飼育環境下においては特に目立っ
た表現型を示さないことが分かった。また、
レトロトランスポゾンに高い相同性を示す
齧歯類特異的なノンコーディング RNA であ
る 4.5SH RNAの機能解析を行い、この配列と
相補的な配列を持つmRNAは4.5SHと分子間
２本鎖 RNA を形成し、核内繋留を介して遺
伝子発現を制御している事も分かった。 
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