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研究成果の概要（和文）：本研究では、生細胞内においてテロメアRNA（telomere repeat-containing RNA: TERRA）の
1分子可視化蛍光プローブを開発し、TERRAの機能解明を行なった。全反射蛍光顕微鏡を用いてTERRAとテロメアの生細
胞内分布を解析し、テロメアから1～2μm離れた領域にTERRAが集積することを明らかにした。さらに、hnRNPA1とTERRA
、テロメアの同時観察を行い、hnRNPA1とTERRAがこの領域内で共局在を示すことを発見した。以上より、テロメア上の
hnRNPA1をTERRAが捕捉し、hnRNPA1のテロメア調節能を制御していることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：I developed a probe to visualize single-molecule dynamics of telomere 
repeat-containing RNA (TERRA) in living cells to reveal mechanism of TERRA function in telomere 
maintenance. I performed single molecule imaging of TERRA and telomere in living U2OS cells using the 
present probe. Analysis of spatial distribution of TERRA and telomere revealed that TERRA intensively 
localize in a region 1-2 μm apart from a telomere. Next I performed simultaneous single molecule 
observation of TERRA, telomere, and hnRNPA1 which is a telomere-related protein. The results of this 
observation showed that TERRA and hnRNPA1 frequently colocalize to each other in the telomere-surrounding 
region. On the basis of these results, I propose a novel mechanistic model of TERRA, in which TERRA in 
the telomere-surrounding region traps hnRNPA1 and control the function of hnRNPA1 to maintain telomere 
length.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 

これまでの生命科学、特に生化学や分子
生物学の分野では、タンパク質が主たる研究
対象であった。様々な生命現象に関わるタン
パク質が同定され、それらタンパク質の構造、
生化学的機能、およびバイオイメージングに
よる細胞内局在や動態の解析を通じて、生命
現象の作動原理が解明されてきた。各種生命
現象を実現するタンパク質の作動機構につ
いて一定の理解が得られた今、RNAは生命科
学研究の次のターゲットの一つとして有力
な候補である。RNAは、古くは主に遺伝子情
報の単純な仲介者と思われてきた。しかし実
際は、mRNA 以外に多数の非翻訳性 RNA が
存在しており、様々な生理機能に携わってい
ることがわかってきた。さらに、遺伝情報の
仲介者である mRNA も様々なシグナルに応
答して特徴的な細胞内局在を示すことが明
らかとなっており、その動態の生理的意義に
興味が集まっている。 

これらRNAの作動機構や動態を解析し、
生理的意義を理解するためには、目的 RNA
の細胞内における時空間情報を得る必要が
ある。細胞内分子の時空間情報を得る最良の
手法は生細胞イメージング、すなわち、生き
たままの細胞中で観察対象の分子を選択的
に可視化追跡することが必要である。しかし
これまでのRNA研究では、生化学的手法や、
固定細胞イメージングによる研究が中心で、
RNA の生細胞イメージング研究はほとんど
成されていない。その理由は明白で、研究目
的とする RNA を生細胞内で選択的に標識・
可視化する手法が確立していないからであ
る。この現状が RNA 研究の進展にとって、
大きな足かせになっていた。 

申請者らのグループは最近、革新的な生
細胞内 RNA 可視化プローブを開発した（図
１）。このプローブは RNA 結合タンパク質
Pumilio と蛍光タンパク質から成る。目的
RNA の配列に合わせて、Pumilio は、テーラ
ーメイドに変異導入を行うことで、任意の
RNA 配列に選択的に結合させられるという
特長を有している。そこで、プローブの
Pumilio部分に、目的 RNAと選択的に結合す
るように変位を導入する。そのプローブを細
胞内に発現させ、蛍光顕微鏡で観察すること
で目的RNAの可視化観察が可能になる。2007
年に小澤（現在申請者が所属する研究室の主
宰者）らは、このプローブを用いてミトコン
ドリアに局在する NADH 脱水素酵素の
mRNA を生細胞内で可視化することに成功
した。申請者はこの原理を応用して、生細胞
中の βアクチン mRNAの可視化に成功した。
申請者が得た特筆すべき成果は、細胞外部か

らの刺激に応答して起こる βアクチンmRNA
の細胞内局在変化の可視化解析に成功した
こと、および βアクチン mRNAがモータータ
ンパク質に輸送される動態の 1分子追跡を実
現したことである。さらにこのプローブは発
現ベクターを導入することで、細胞内で容易
に産生させられ、目的 mRNAに結合しても、
その翻訳を阻害しないなどの長所がある。
（「研究業績」発表論文１，２）。この技術は
Nature Methods誌でも紹介され、広く注目を
集めるところとなった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者らが開発してきた、
Pumilioを利用した RNA可視化技術をさらに
発展・展開し、生細胞 RNA 研究の革新的基
盤技術を確立することを目指している。その
ために、より高度な生細胞内 RNA 可視化解
析を成功させ、この RNA 可視化技術の汎用
性・発展性を証明する。 

 本研究では RNA 可視化プローブをさらに
改良して、テロメア RNA 可視化プローブを
構築する。テロメア RNAは、2007年に発見
された非翻訳性 RNAである。染色体 DNA末
端のテロメア領域は細胞の寿命や老化、不死
化に関わると考えられており、生物学、基礎
医学などの重要なターゲットである。テロメ
アRNAはテロメアDNAに集合するタンパク
質群と協同的に働くことで、テロメア DNA
の伸長、分解、複製に関わっていると考えら
れている。 

テロメア RNA の作動機序として、動態
の異なる２つのモデルが提唱されている。１
つはテロメア DNA と関連タンパク質群から
なる複合体（テロメア複合体）の安定性を高
める足場として機能しているという静的な
モデル（scaffoldモデル）、もう一つはテロメ
ア DNA へのタンパク質輸送の仲立ちをする
という動的なモデル（decoyモデル）である。
しかし、いずれのモデルで機能しているか、
あるいは複数のモデルが使い分けられてい
るのか、はっきりした答えは得られていない。
この課題に答えを出すために、本研究ではテ
ロメア RNA の可視化プローブを構築し、生
細胞内１分子イメージングを行う。特に、テ
ロメア複合体に含まれるタンパク質との同
時１分子観察を行う。その結果から、テロメ
ア RNAの動態を評価し、テロメア RNAの作
動機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 



  本研究では、まずテロメア RNA（TERRA）
を生細胞内で選択的に標識する蛍光プロー
ブを開発した。本プローブは二分割型蛍光タ
ンパク質とRNA認識ドメインからなるタンパ
ク質ベースのプローブである。RNA 認識ドメ
インとして、RNA 結合タンパク質 Pumilio1 の
RNA 認識ドメイン PUM-HD を採用した。PUM-HD
に変異を導入して、TERRA の繰り返し配列と
選択的に結合するように改変した。 

  開発したプローブを生細胞内に導入し、
全反射蛍光顕微鏡を用いて TERRA の 1分子イ
メージングを行なった。TERRA はテロメアと
関連して作動していることが予測されるた
め、TERRA に加えてテロメア可視化プローブ
も生細胞内に導入し、TERRA とテロメアの生
細胞内 1分子同時可視化を行なった。得られ
た可視化観察結果について、TERRA とテロメ
アの空間的な相関や、局所密度について解析
を行なった。 

  続いて、TERRA、テロメアに加えて、テ
ロメア関連タンパク質であるhnRNPA1のプロ
ーブも細胞に導入し、TERRA, テロメア、
hnRNPA1 の生細胞内 3 色同時 1 分子イメージ
ングを行なった。この観察結果についても、
テロメアを中心とした空間分布の解析や、局
所密度についての解析を行なった。 

 

４．研究成果 

  まず本研究で開発したプローブの性能
について、ゲルシフトアッセイで評価を行な
った。その結果、本プローブは目的 RNA 配列
に対して解離定数 100 nM の親和性で選択的
に結合することが明らかとなった。この親和
性は、生細胞内で目的 RNA を標識するのに十
分である。また、細胞内において TERRA を in 
situ hybridization 法により染色し、プロー
ブとの局在を同時観察した。その結果、本プ
ローブはTERRAと共局在していることが確か
められた。以上の結果から、本プローブは
TERRA に対して十分な親和性を有し、細胞内
のTERRAを蛍光標識する性能を有しているこ
とが確かめられた。 

続いて、TERRA とテロメアの 2 色同時蛍
光観察をおこなった。その結果、テロメアは
ほぼ静止している蛍光輝点として観察され
たのに対し、TERRA を示す蛍光輝点は拡散運
動を示すものと静止するものの両方が存在
した。また、TERRA はテロメア上のみならず、
テロメアから１～２㎛程度離れた領域にも
集中して存在することが明らかとなった。ま
た、この領域においては他の領域よりも静止
しているTERRAの割合が大きいことが明らか

となった。 

次に TERRA、テロメア、hnRNPA1 の 3 色
同時蛍光観察を行なった。その結果、TERRA
と異なり、hnRNPA1 はテロメアからの距離に
依存せず均一に分布していた。しかし、TERRA
と hnRNPA1 の共局在については、TERRA が集
中している領域でより頻繁に起こることが
明らかとなった。なお、シミュレーションに
より産生した均一分布な点とTERRAにおいて
は共局在においてそこまで顕著な領域依存
性は観られなかったため、TERRA と hnRNPA1
とがテロメアから離れた領域で共局在する
ことはhnRNPA1特有の性質であることが示さ
れた。また、この領域において共局在する
TERRA は大多数が静止しているものであった
のに対し、hnRNPA1 が拡散運動を示しており、
TERRA と共局在することで運動を停止するこ
とが観察された。また、TERRA が周辺領域に
集中しているテロメアでは、テロメア上の
nRNPA1 存在量が減少していることが明らか
となった。 

以上の結果から、申請者はこれまでに無
かった新たなTERRA機能発現モデルを構築し
た。定常状態においては、hnRNPA1 はテロメ
ア上に多く存在する平衡状態にある。そのテ
ロメア周辺に TERRA が集中すると、hnRNPA1
はテロメアから解離した後TERRAにトラップ
され、テロメア上に戻れなくなる。その結果、
hnRNPA1 のテロメア上の存在量が減少し、テ
ロメア状態が変化することでテロメア長調
節機能に変化が生じる。このモデルは、テロ
メア機能調節がテロメア上に存在する複合
体のみならずその周辺部に存在する分子に
よって制御されるという非常に新規なもの
であり、生細胞内における RNA とタンパク質
の動態を1分子追跡により可視化することで
実現したものである。 
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