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研究成果の概要（和文）：グルコース飢餓ストレス応答性の長鎖非コードRNA(lncRNA)とアンチセンスRNA
(asRNA)の役割や動態を解析した。その結果、対になって合成されるlncRNAとasRNAの間に相反的な発現制御があ
ること、asRNAの発現制御にはヒストンH3K4のメチル化を介したクロマチン制御が関わること、asRNAが細胞質内
でリボソームと結合し、ナンセンス仲介分解系で分解されること、lncRNAの抑制・脱抑制にlncRNAとTup型転写
抑制因子の相互作用を介した制御が存在すること、マウス膵β細胞にも遺伝子上流から合成され、遺伝子発現上
昇と共役するlncRNA転写が複数見られることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the role and dynamics of glucose-starved stress responsive long 
noncoding RNA (lncRNA) and antisense RNA (asRNA). We found the reciprocal expression control between
 lncRNA and asRNA synthesized in pairs and the histone H3K4 methylation-dependent control of asRNA 
expression. We observed transportation of asRNA to the cytoplasm and degradation of asRNA by 
nonsense-mediated degradation system. We also demonstrated that gene regulation is locally 
controlled by interaction between nascent lncRNA and Tup-type transcriptional repressor. In 
addition, we identified some lncRNAs associated with the downstream gene activation in mouse 
pancreatic β-cells.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ゲノムワイドの転写物解析により、タンパ
ク質に翻訳されないゲノム DNA 領域（非コ
ード領域）から多数の非翻訳性 RNA(ノンコ
ーディング RNA 、ncRNA)が合成されている
ことが示された。これらの非翻訳性 RNA の
多くが遺伝子発現制御に関わることが明ら
かにされている。 
 ncRNA のうち、200 ヌクレオチドを超える
長さを持ち、polyA テールやキャップ構造を
有する mRNA 型 ncRNA は、長鎖非コード
RNA(lncRNA, long noncoding RNA)と呼ばれ
ている。これらの中には、哺乳類の不活性 X
染色体の成立に関わる XIST RNA や、がん
の悪性化に関与する HOTAIR など、エピゲノ
ム修飾に積極的に関与する RNA 分子のが含
まれている。これらの lncRNA は、遺伝子発
現制御に重要な役割を果たす。 
一部の lncRNA 指定領域では、XIST RNA
と TSIX RNA のように、逆鎖側の転写が見
られ、センス鎖とアンチセンス鎖の転写が相
反的に制御されている。研究開始当時は、同
様なセンス・アンチセンス転写物の相反的制
御が見られるストレス応答遺伝子座が、酵母
などの生物で見出されはじめていた。 
 当研究室では、グルコース飢餓時の分裂酵
母において、糖新生遺伝子 fbp1+の領域におい
て、グルコース飢餓時に lncRNA の一種
(mlonRNA, metabolic stress induced lncRNA)
が、遺伝子上流域からカスケード的 に 発 現
誘導されることを見出した (Hirota et al., 
Nature 2008)。fbp1+遺伝子の２kb 上流から開
始される転写により、段階的に転写開始点近
傍のクロマチン構造の再編成が誘発される
ことが明らかになった。 
 また、fbp1+遺伝子の mlonRNA 指定領域の
逆鎖(アンチセンス鎖)から、グルコース豊富
時にアンチセンス RNA(asRNA)が転写されて
おり、これがグルコース飢餓時に消失するこ
とがわかっていた。 
  
２．研究の目的 
本研究では、代謝 ストレス応答性 lncRNA 
(mlonRNA)、およびそれに付随するアンチセ
ンス RNA (asRNA)の機能を、 分裂酵母や哺
乳類細胞を用いて解析する。特に、クロマチ
ン修飾・転写因子との相互作用、mlonRNA と 
asRNA の相反的作用、哺乳類肝細胞や膵細胞
における代謝変化における機能、細胞外小胞
(エキ ソソーム)を介した細胞間情報伝達へ
の関与などについて、分子レベルで明らか
にしていく。具体的には、下記の項目のよう
な目標を設定する。 
1) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA による遺伝子
発現・エピゲノム修飾制御機構の解明 
2) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA の細胞質にお
ける役割・翻訳共役型分解機構の実体解明 
3) 哺乳類肝細胞・膵細胞の mlonRNA 様
lncRNA の同定・視覚化、およびその機能の
解析  

4) マウス膵細胞由来エキソソームにおける
lncRNA の存在とその役割の検証 
 
３．研究の方法 
1) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA による遺伝子
発現・エピゲノム修飾制御機構の解明 
 分裂酵母用プラスミドベクターに fbp1 遺
伝子座近傍の配列を配置し、誘導的な nmt1+

プロモーターを mlonRNA または asRNA 
上流 に配置し、チアミンの有無でこれら 
lncRNA の発現を制御する実験系を構築する。
lncRNA/asRNA の誘導発現時に fbp1+ mRNA 
の転写にどのような影響が生じるかを検証
する。 
 また、センス鎖 mlonRNA に結合するクロ
マチン因子を RNA 免疫沈降法などを用いて
明らかにする。さらに、その分子の遺伝子制
御における役割を明らかにする。 
 
2) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA の細胞質にお
ける役割・翻訳共役型分解機構の実体解明 
 これまでの研究で、mlonRNA の一部が細胞
質に移行する可能性が示唆されていた。そこ
で、mlonRNA の細胞内局在を１分子 RNA 
FISH を用いて明らかにする。また、グルコー
ス飢餓過程の分裂酵母から超遠心によりポ
リソームやモノソーム画分を調整し、これら
に asRNA が含まれるかをノザン解析で解析
する。さらに、asRNA 上の短い読み枠(sORF, 
short ORF)の分布やそれらへのリボソームへ
の結合をリボソームプロファイリング法で
検証する。また、ナンセンス仲介分解系
(NMD)など種々の RNA 分解系変異体を用い
て、asRNA 分解経路を明らかにする。 
 
3) 哺乳類肝細胞・膵細胞の mlonRNA 様
lncRNA の同定・視覚化、およびその機能の
解析 
 グルコース飢餓条件にあるマウス肝細胞
や膵 β 細胞 MIN6 などを用いて、ストランド
特異的 RNA-seq 実験を行い、発現誘導される
遺伝子を特定する。これらの内、上流転写物
がある遺伝子座を選別し、ノザン解析や 5’ 
RACEで転写物が lncRNA型のRNAであるか
否かを検証する。これら RNA 群についてジ
ーンオントロジー解析やクラスタリング解
析などを行い、共通する特徴などを明らかに
していく。 
 
4) マウス膵細胞由来エキソソームにおける
lncRNA の存在とその役割の検証 
MIN6 を高グルコース条件に暴露し、インス
リン分泌に伴うエキソサイト—シスを誘発
し、培養上清中に放出されるエキソソームを
単離する。エキソソームの単離条件を確立後、 
癌化と関連のある代表的な lncRNA が存在
するか RT-PCR を用いて検証を行う。 
 
４．研究成果 
1) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA による遺伝子



発現・エピゲノム修飾制御機構の解明 
 これまでにヒストンアセチル化酵素(HAT) 
Gcn5 の変異体で、fbp1+遺伝子上流域の H3K9
のアセチル化レベルがほぼ基底レベルにま
で低下すること、gcn5 変異体では、fbp1+遺伝
子上流域のクロマチン変化や fbp1+遺伝子の
転写活性化が大きく阻害されることが示さ
れている。これらの結果から、同領域のヒス
トン H3K9 アセチル化のほとんどが、Gcn5 
HAT によるものであることが明らかになっ
ていた。 
 さらに、fbp1+遺伝子上流域に配列特異的に
結合する CREB/ATF 転写因子 Atf1 の欠損株
や、fbp1+遺伝子上流域の Atf1 結合配列の変
異体を用いて、Gcn5 HAT が Atf1 を介して呼
び込まれることが確認されている。 
 興味深いことに、非コード RNA 転写をフ
ェナントロリン処理などで阻害したり、fbp1+

遺伝子上流域の転写開始点を別の配列に置
き換えたりして mlonRNA のカスケード転写
を阻止すると、Atf1 の結合が抑制されること
がわかった。 
 以上の結果から、Atf1 の fbp1+遺伝子上流
域への結合と mlonRNA 転写の間に、相互促
進作用があることが明らかになった。 
また、fbp1+遺伝子の活性化を抑制する

Groucho/Tup ファミリー共転写抑制因子
Tup11 と Tup12 が、相互補完的に mlonRNA
と相互作用していること、さらに、mlonRNA
の作用によりその機能が抑制される可能性
が示唆された。つまり、mlonRNA 転写がおこ
ると、その近傍で Tup タンパク質に結合し、
それらの転写抑制機能が減弱することで、よ
り一層の転写活性化が起きることが明らか
になった(Takemata et al., NAR 2016)。 
 同様の制御機構(転写依存性 Atf 結合、Tup
依存性転写抑制)を有する遺伝子について、変
異体と ChIP-seq 実験などを用いて探索を行
ったところ、グルコース輸送タンパク質
(GLUT など)、複数のストレス遺伝子でほぼ
同じメカニズムの遺伝子調節が行われてい
ることを明らかにした(Takemata et al., NAR 
2016)。 
fbp1+asRNA の転写制御における役割を調べ
たところ、asRNA の過剰発現誘導でセンス鎖
mlonRNA/mRNA 転写の抑制が認められた。
これにより、アンチセンス鎖の RNA 転写が
センス鎖側の転写を抑制することが実験的
に示された。 

asRNA はグルコース飢餓時に速やかに消
失するが、これは分解系の活性化によるもの
ではなく、asRNA の転写自体がグルコース飢
餓に応じて減少することによることが示さ
れた。その制御に関しては、3’部位の欠失を
行っても野生型同様の転写が見られたこと
から、特定のシス作用配列が利用されている
可能性が低いことがわかった。そこで、fbp1+

上流域と下流域のクロマチン構造や H3K4 ト
リメチル化レベルを調べたところ、アンチセ
ンス鎖転写が活発なグルコース豊富時には、

3’側に H3K4 トリメチル化が濃縮し、グルコ
ース飢餓時には逆側の 5’側に H3K4 トリメチ
ル化が濃縮することが明らかになった。さら
に、分裂酵母の H3K4 トリメチル化を担う
Set1 の遺伝子破壊株では、fbp1+ asRNA の発
現量が低下したほか、mlonRNA/mRNA 転写
のキネティクス変化が認められた。以上から、
asRNA の転写と mlonRNA 転写が、局所的な
ヒストン修飾変化を介して、3’側から 5’へと
スイッチングされる機構が示唆された。 
  
2) 分裂酵母 mlonRNA/asRNA の細胞質にお
ける役割・翻訳共役型分解機構の実体解明 
 一分子 RNA FISH を用いて mlonRNA と
asRNA の細胞内局在を調べたところ、両者と
も核内と細胞質における局在が検出された。
リボソーム分画後にこれらの RNA がポリソ
ーム画分に検出されたことからも裏付けが
得られた。 
 asRNA の安定性制御であるが、mlonRNA
とは異なり、NMD 経路で分解が促進される
ことが明らかになった。既存のリボソームプ
ロファイリングデータを用いて、mlonRNA/ 
asRNA のリボゾーム結合位置を明らかにし
た。いずれのケースでも、sORF にリボソー
ムが停留することが、分解のきっかけに重要
な役割を果たしていることが明らかになっ
た(Miki et al., Genes to Cells, 2016)。 
 
3) 哺乳類肝細胞・膵細胞の mlonRNA 様
lncRNA の同定・視覚化、およびその機能の
解析 
マウスの膵臓 β 細胞培養株 MIN6 や、肝細胞
をグルコース飢餓条件にさらし、細胞から
RNA を調整して、ストランド特異的な
RNA-seq やタイリングアレイ解析、定量的
RT-PCR、ノザン解析などを実施した。その結
果、MIN6 細胞でグルコース飢餓に応答して
発現誘導する遺伝子群を特定した。これらの
中には分裂酵母 mlonRNA と非常に類似性の
高い RNA が複数あることがわかった。 
 それらのジーン・オントロジー解析を行っ
た結果、小胞体ストレスやアポトーシスシグ
ナルに関わる一群の遺伝子が抽出された。こ
の結果は、激しいグルコース能動変動に伴い、
膵 β 細胞がアポトーシスを起こす可能性を示
唆する。実際にアポトーシスマーカーの出現
を確認したところ、グルコース飢餓後一定の
時間が経過した時点でアポトーシスが起き
ていることが示された。現在この成果につい
ては論文を作成中である。 
 
4) マウス膵細胞由来エキソソームにおける
lncRNA の存在とその役割の検証 
マウス MIN6 細胞を高グルコース条件で培養
し、エキソソーム画分を調整し、RNA を抽
出した。MIN6 内在性の lncRNA としては
HOXD 遺伝子の抑制にトランスに関わる 
HOTAIR lncRNA などに焦点を当てて検出を
行った。その結果、エキソソーム様の小胞内



に多数の RNA 分子を見出したが、lncRNA の
存在量は少なく、同定には至らなかった。そ
のため、本実験項目に関してはそれ以降の解
析を中止した。 
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