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研究成果の概要（和文）：染色体の娘細胞への正確な分離は、生命の維持継承において極めて重要である。染色
体分離にはセントロメア領域のヘテロクロマチン化が必須である。分裂酵母では、セントロメアから転写される
非翻訳性RNA (ncRNA)がRNA干渉機構を介してセントロメアヘテロクロマチン形成を行う。本研究では、染色体構
築及び分離におけるセントロメアncRNAの機能を、分裂酵母変異株とヒト培養細胞のそれぞれを用いて分子レベ
ルで解析し、染色体動態におけるncRNAの普遍的な役割と、それぞれの生物種特異的に進化した機構の一部を解
明することに成功した。本研究の成果は、新たな抗がん剤開発等に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Accurate segregation of chromosomes to daughter cells is crucial for the 
maintenance and inheritance of life. Formation of heterochromatin at the centromere region is 
essential for accurate chromosome segregation. In fission yeast, non-coding RNAs (ncRNAs) 
transcribed from centromeres are involved in centromeric heterochromatinization via RNA interference
 mechanism. In this study, we analyzed the functions of centromeric ncRNAs in chromosome 
organization and segregation at the molecular level using fission yeast mutants and cultured human 
cells, and revealed the universal roles of ncRNAs in chromosomal dynamics and their diversity that 
have evolved in each species. The results of this study are expected to be useful for the 
development of novel anticancer drugs etc.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ノンコーディングＲＮＡ　セントロメア　ヘテロクロマチン形成　染色体分離　分裂酵母　ヒト培養細
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、分裂酵母とヒト培養細胞の双方を解析に用いて、得られた結果をお互いにフィード
バックしながら相互補完的に進めたことで、生物種間で保存された普遍的な制御システムと、生物多様性をもた
らす種特異的な機構を明らかにし、「RNA染色体学」とも呼ぶべき新たな分野を切り拓き、生命の基本原理に迫
ることができた点にある。今後更に研究を展開することによって、セントロメアncRNAの機能と作動原理の進化
的意義を含めた解明により、細胞分化、癌化、更には、生命の進化に関する新たな知見が得られ、その応用研究
として新たな作用機構の抗がん剤開発等が期待される。

※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 
 細胞の分裂期において、染色体を正確かつ安定に分配することは、生命を連続的に維持継承

していく上で極めて重要である。染色体分配の異常は、アポトーシスによる細胞死や、がん、

ダウン症候群などの疾患をもたらす。染色体セント

ロメアは、キネトコア（動原体）構造が形成される

特異的 DNA 領域で、分裂装置の微小管（紡錘糸）

が結合し、染色体の運動と正確な分配制御に必須な

クロマチン領域である（図 1）。分裂酵母やヒトの

セントロメア領域の DNA は、繰り返し配列で構成

され、転写が不活性な凝縮したヘテロクロマチン構

造を形成している。そのヘテロクロマチン構造の形

成が、染色体セントロメア上への動原体構築に必要

不可欠である。 
 興味深いことに、近年、分裂酵母において、RNAi
干渉(RNA interference; RNAi) 機構がセントロメアヘ

テロクロマチン形成に重要な役割を果たしていることが明らかになった (引用論文 1 など)。即

ち、セントロメア領域から転写された non-coding RNA (dg, dh ncRNA)が RDRC により二本鎖化

された後 Dicer によって 21〜25 ヌクレオチド程度の siRNA にプロセスされ、RITS (RNA 
induced transcriptional silencing) 複合体に取り込まれる。次に、siRNA の相補性を利用してセン

トロメア領域に RITS 複合体が結合することで、周辺部位を含めてヒストン H3K9 ジメチル化

を引き起こし、セントロメア領域のヘテロクロマ

チン形成が行われる（図１）。しかしながら、

RNAi 非依存的なヘテロクロマチン形成の初期誘

導（イニシエーション）の仕組みや、RNAi によ

るヘテロクロマチン構造の維持機構（イスターブ

リッシュメント）には未だ不明な点が多い。ま

た、ncRNA による同様なセントロメア制御システ

ムが、酵母からヒトまで生物種間において保存さ

れているかについても、充分な解析がなされてい

ないのが研究開始時の現状であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、染色体構築及び分離における ncRNA の機能を、分裂酵母とヒト培養細胞のそれ

ぞれを用いて解析し、染色体動態におけるセントロメア ncRNA の普遍的な役割と、各生物種

特異的に進化したシステムを解明することを目的とした。 
 我々は、現在までに、分裂酵母のスプライシング変異 prp (pre-mRNA processing) 13及び
prp14 が、セントロメアにおける RNAi仲介ヘテロクロマチン形成を強く阻害し、これら変異

の原因遺伝子産物が直接的にヘテロクロマチン形成に関与することを明らかにした(2,3)。興味

深いことに、免疫共沈解析により、Prp14p と ncRNA の二本鎖化複合体 RDRC が直接結合する

ことを見いだし、また、セントロメア ncRNA内に典型的なイントロンが存在することを明ら

かにした(2)。これらのことから、ncRNA イントロンを認識したスプライシング因子群がイント

ロン上に複合体を形成し、それを足場に二本鎖化複合体 RDRC が誘引されるモデルを提唱し

（図 2）、ncRNA イントロンが RNAi によるヘテロクロマチン化促進エレメントとして機能す

ること、また RNAi システムによるヘテロクロマチン形成維持機構だけでなく、RNAi を介さ

ずに siRNA を産生しヘテロクロマチン形成を開始する機構（イニシエーション）にも ncRNA
イントロンが関与する可能性を示唆した(3)。本研究では、分裂酵母セントロメア ncRNA イン

トロンの作動エレメント仮説を実証し、その分子機構を詳細に明らかにする。 



 また、ncRNA とスプライシング因子を基盤としたセントロメアの機能制御が、ヒトなど高等

真核細胞においても存在するか未だ明確にされていない。我々は、分裂酵母スプライシング因

子 Prp14p のヒト相同因子 DHX38 と数種のスプライシング因子を HeLa 細胞にて RNAiノック

ダウンしたところ、染色体分離阻害が起こり、異常な葡萄房状の核が形成されることを予備実

験で見いだし、その他の様々な解析結果から、ヒトにおいてもセントロメア ncRNA及び
DHX38 などの一部スプライシング因子が染色体分配制御に必須である可能性を提唱するに至っ

た。 
 本研究では、酵母とヒト培養細胞の双方をモデル生物に用いて、セントロメア ncRNA とそ

の相互作用因子の機能解析を実施し、ncRNA によるセンロトメア形成及び染色体構築と分離の

制御システムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 セントロメア ncRNA によるクロマチン構築と動態制御機構（ヘテロクロマチン形成及び染

色体分離機構）を解明するため、分裂酵母とヒト細胞のそれぞれにおいてセントロメア ncRNA
機能解析を実施した。分裂酵母においては、ncRNA イントロンのヘテロクロマチン形成におけ

る役割や ncRNA/ヘテロクロマチン形成に関与する新たな因子について、分子生物学的手法と

変異株を用いた遺伝学的手法を駆使して詳細に解析した。ヒト培養細胞においては、酵母細胞

と同様に、染色体セントロメア領域から転写合成される satellite I ncRNA について、結合因子の

網羅的同定を行うと共に、個々の因子の機能解析をノックダウンや過剰発現によって解析し、

ncRNA を介したセントロメア機能の制御システムが生物種を超えてヒトにも存在するか比較検

証した。 
 
４．研究成果 
【分裂酵母を用いた解析】 
（1）分裂酵母のdg ncRNAイントロンによるヘテロクロマチン形成活性化機構を解明するため、

dg イントロンとユークロマチン領域の遺伝子 gcd10 のイントロンを部分的に入れ替えたキメラ

イントロンを数種類作成し、dg イントロンの 5’側領域 46 塩基がヘテロクロマチン形成活性化

に重要であることを明らかにした。更に、その領域に結合する可能性のある機能未知 RNA 結合

タンパク質 SPAC30D11.14c を同定した。この遺伝子の欠失変異株はセントロメアヘテロクロマ

チン形成に異常を示したことから、ヘテロクロマチン形成機構に関与する新規因子である可能

性が示唆された。 
（2） mRNA核外輸送変異株 ptr8 がセントロメアヘテロクロマチン形成異常を示すことを新たに

発見した。そこで、原因遺伝子の産物 Ptr8p のセントロメアヘテロクロマチン形成機構におけ

る機能を解明するため、遺伝子ライブラリーを用いた ptr8 マルチコピーサプレッサーのスクリ

ーニングを行い、Sec5p、Hta1p、Htb1p など複数の因子の過剰発現により ptr8変異によるセン

トロメアヘテロクロマチン形成異常が抑圧されることを明らかにした。更に、Sec5p と Ptr8p が

転写因子 Cbf11p を介して相互作用する可能性を見いだし、Ptr8p のセントロメアヘテロクロマ

チン形成機構への関与モデルを提唱した。 
  また、ptr8変異株におけるセントロメア ncRNA の細胞内動態を解析する一分子 RNA蛍光
in situ hybridization (FISH)法を構築し、通常はセントロメア領域に蓄積するセントロメア ncRNA
が ptr8変異株では細胞質への移行していることを明らかにした。Ptr8 が RNAi によるヘテロク

ロマチン形成に必要な ncRNA をセントロメア領域へ係留する機能を担っている可能性が示さ

れた。そこでその分子機構について RIP法等を用いて解析し、Ptr8p がセントロメア ncRNA に

結合することで染色体上に保持している可能性を明らかにした。また様々なヘテロクロマチン

形成変異株を用いた一分子 FISH 解析により、セントロメア ncRNA が細胞質へと輸送される過

程で siRNA へとプロセスされている可能性を明らかにした。ptr8-1変異株では、酵母からヒト

まで高度に保存されているアミノ酸配列 DTxEMxYS の 225番目のトレオニンがイソロイシン

に変異しており、この領域が ncRNA との結合活性を担う新たな機能ドメインである可能性が

示された。 



 また、本研究で新たに分離した ptr8-1変異のサプレッサー変異株 17株について ChIP 解析等

を進め、セントロメア ncRNA の siRNA へのプロセッシング活性やヘテロクロマチン因子のセ

ントロメア結合活性を回復させる 3株を選別し、現在変異遺伝子の更なる解析を進めている。 
 なお、in vitro siRNA産生系の構築については、分裂酵母抽出液に含まれる RNA 分解酵素活

性が極めて高いことが阻害要因となって、再現性のある in vitro siRNA産生系を研究期間内に構

築できなかった。今後本研究で得られたデータを元に、細胞核を精製して核抽出液を調製する

など、新たな手法を取り入れて実験を進めていく予定である。 
 
【ヒト細胞を用いた解析】  
(3) セントロメア ncRNA の機能を解明するた

め、分裂間期と M 期同調細胞のそれぞれから

調製した抽出液と、sat I ncRNA に結合する相

補的 antisense オリゴヌクレオチドを結合した

ビーズを用いてセントロメア ncRNA 複合体を

分離し、質量分析により複合体構成因子を網

羅的に同定した（図 3）。これら同定した構成

因子のうち、RBMX、YB-1、DHX38、IMP-3
の機能解析を進めた。 
 まず、RBMX については、この因子をノッ

クダウンすると染色体分離異常に起因する典

型的な葡萄状房核が生じることが示された。

解析の結果、この因子が M 期特異的にセント

ロメア ncRNA に結合し染色体分離に重要な役

割を担っていること、更には、セントロメア ncRNA が RBMX タンパク質量の維持に重要であ

ることを発見し論文として発表した。以上の結果から、ヒトセントロメア ncRNA が RNP 複合

体を形成し、染色体分離をコントロールしている可能性が示唆された。 
 YB-1 は多機能な RNA 結合タンパク質として知られていた。解析を進めた結果、YB-1 が

satellite I ncRNA と結合すること、リン酸化 YB-1 が中心体への局在化を介して染色体分離制御

に重要な役割を担っていること、間期においては、YB-1 のリン酸化亢進が核の形態形成異常、

即ち核の分葉化を引き起こす Key factor として

機能することなどを明らかにした（図 4）。YB-
1 はリン酸化される因子であったことから、102
番目セリン等のリン酸化部位を活性化型（アス

バラギン酸置換）もしくは不活性化型（アラニ

ン置換）に変化させた変異体を多数作成し発現

解析を行った。その結果、YB-1 の 102番目のセ

リン残基がリン酸化されることが、染色体分離

制御のみならず細胞核の分葉化形成のトリッガ

ーとなることを明らかにした。更に、YB-1遺伝
子のドメイン発現解析を進め、RNA 結合モチー

フを含む Cold shock domain が染色体分離及び核

形態の機能維持に重要であることが示された。YB-1 の核形態形成における機能は染色体の核内

動態とも関連が深く、今後の解析結果に大変興味が持たれる。 
 分裂酵母 Prp14p のヒト相同因子である DHX38 についても解析を進め、DHX38 は間期でのみ

セントロメア ncRNA と結合していることが示された。更に、この因子のノックダウンにより

異常な染色体分離が引き起こされることなどを明らかにし、間期での正常なセントロメア

ncRNP 複合体形成が M 期における染色体分離制御に重要であることが示された。これらの結

果から、スプライシング因子 Prp14/DHX38 を介したセントロメア機能の制御機構が生物種を超

えて一部保存されていることが明らかとなった。 
 



（4）我々は、セントロメアsatellite I ncRNAをDNA/RNA antisenseオリゴヌクレオチド(sat I 

ASO)でノックダウンすると、HeLa 細胞やU2OS細胞などの悪性度の高い培養がん細胞の増殖

が強く抑制されることを明らかにしている(4)。Satellite I ncRNAをノックダウンするとM期で多

くの細胞が染色体分離に破綻を生じ、死滅していく。この結果は、sat I ASOがセントロメア

satellite I ncRNAを標的とする新規な核酸抗癌剤として活用できることを示唆する。そこで、本

研究では、satellite I RNAに対するASO配列の至適化を行い、更に複数のASOを用いたヒトがん

培養細胞の増殖抑制効果など、種々のがん培養細胞におけるsatellite I ncRNA ノックダウン分解

の至適条件を確立した。担癌マウスを用いた抗腫瘍効果の in vivo 検証実験も企画したが、

ASOの合成費用が基盤（B）当初予算計画以上にかかることが判明し、新たな研究費を獲得し

て実施するまで当面延期することとした。sat I ASOはセントロメアncRNAを標的とした全く新

たな作用機構の抗がん剤シーズとして、今後の開発が大きく期待できる成果が得られた。 
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