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研究成果の概要（和文）：SINEUPsは、アンチセンス非コードRNAであり、そこに含まれるレトロトランスポゾン
遺伝子のSINEが、標的mRNAの翻訳機能を促進UPすることから名付けられた。
本研究ではこれまで未知であったSINEUPsの作用機序を解明するために、翻訳機能促進を有する20個のSINE RNA
を選択し、配列や2次構造を比較した。その結果、10塩基程度の比較的短い配列や構造に類似点があることを見
出した。さらに標的mRNAの翻訳機能向上に携わっている蛋白質 HNRNPKおよびPTBP1の同定を行い、それらが
SINEUPの核細胞質間輸送およびSINEUPs・標的mRNAsの共局在に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：SINEUPs　are antisense long noncoding RNAs contain retrotransposon SINE that
 UP regulate translation of target mRNAs. 
In order to understand the mechanisms of action on SINEUPs, I selected 20 kinds of SINE RNAs and 
compere the sequences and secondary structures. As a result, I found that there are around 10 
nucleotides similarities in the sequences and structures. Furthermore, I identified the proteins 
HNRNPK and PTBP1 that are involved in upregulating the translational function of target mRNAs and 
clarified that they are involved in nucleocytoplasmic transport of SINEUPs and colocalization of 
SINEUPs and target mRNAs.

研究分野： 細胞分子生物学

キーワード： SINEの作用機序の特定　SINEと相互作用している蛋白質の同定　SINEの核細胞質輸送経路の特定

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、SINEが生細胞内でSINEUPsの機能因子として働く際の作用機序を一部解明することができた。古代
の外来生物から残留したガラクタ遺伝子だと認識されてきたレトロトランスポゾンが、哺乳類生物内で高度に保
存された翻訳に関わる因子と複合体を形成し、蛋白質合成を向上しているという発見は、未知の翻訳機能のさら
なる全容を明らかにするための重要な手がかりになると考える。
SINEUPsは、蛋白質が正常の量発現しないことが原因で発症する希少疾患やハプロ不全型病の治療を目指した開
発が進められている。そのため、本研究から得られた結果は、今後の基礎研究のみならず、応用研究の礎になる
成果であると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年まで、レトロトンスポゾン遺伝子は、ウィルスから宿主遺伝子に寄生された「機能を持たな
い、または機能を失ったガラクタ遺伝子」だと思われていた。しかし、我々の研究グループは、
パーキンソン発症原因遺伝子である、ＰＡＲＫ５のアンチセンスロングノンコーディングＲＮ
Ａ（ＡＳ-ｌｎｃＲＮＡ）内のレトロトランスポゾンＳＩＮＥが、ＰＡＲＫ５の蛋白質合成を促
進するということを、２０１２年に発見した［１］。そのＡＳ-ｌｎｃＲＮＡはストレス時に発現
することが確認され、宿主が自らのゲノム内でレトロトランスポゾンを発現させ、ストレス応答
として機能させているという、新たな知見につながった。その後の研究の過程において、そのス
トレス応答はＰＡＲＫ５のＡＳ-ｌｎｃＲＮＡに限ったことではなく、他のＡＳ-ｌｎｃＲＮＡ
でも行われていることが確認された。ＳＩＮＥが標的ｍＲＮＡの蛋白質合成をＵＰすることか
ら、そのＡＳ-ｌｎｃＲＮＡをＳＩＮＥＵＰｓと名付けた。 
我々は、合成したｍＲＮＡや他の内在ｍＲＮＡ蛋白質に対してもＳＩＮＥＵＰはその翻訳を促
進するかという疑問を持ち、アンチセンス領域をいくつかのｍＲＮＡに対してデザインし、その
効果を調べた。その結果、ヒト細胞、ハムスター細胞、ハエ細胞、メダカの胚の実験系で、ＳＩ
ＮＥＵＰはターゲットｍＲＮＡの蛋白質翻訳を促進した［２、３］。その結果を受け、引き続き、
多くのターゲットに対してアンチセンス配列をデザインし、ＳＩＮＥＵＰを遺伝子治療や抗体
産生の効率化のツールとした研究をおこなっている［４］。 
以上の研究から、ＳＩＮＥＵＰが様々な蛋白質の翻訳を促進するという現象は明らかになって
いるが、“ＳＩＮＥＵＰがどのようにターゲット遺伝子の蛋白質翻訳を促進するのか”という大
きな問いは、まだ明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、下記２つを目的とし、問いに対する答えを明らかにした。 
目的１「ＳＩＮＥＵＰが蛋白質翻訳を促進するために必要な、ＳＩＮＥの重要部位の特定」 
目的２「ＳＩＮＥＵＰと一緒に翻訳に関わっている因子の特定」 
 
 
３．研究の方法 
目的１の方法として、まずＳＩＮＥデータベース（http://sines.eimb.ru/）から、シロイヌナ
ズナ、キャベツ、サーモン、馬、げっ歯類、ヒトから発見されたＳＩＮＥ配列を２０個選定した。
ＳＩＮＥは①ｔＲＮＡを起源に持つもの。②７ＳＬＲＮＡを起源に持つもの。と、大きく２つの
進化的起源に分類され、ＡＳ-ＰＡＲＫ５に含まれるＳＩＮＥＢ２は①に相当する。データベー
スにはどちらの起源かが明記されているため、今回はＳＩＮＥＢ２と同じ①のｔＲＮＡ由来の
ものに絞って選定した。選定したＳＩＮＥをＳＩＮＥＵＰの機能領域に、アンチセンスをＧＦＰ
に対してデザインした結合領域に組み換え、それらをヒト胎児腎細胞（ＨＥＫ-２９３Ｔ）に導
入した。検出方法は、以前当研究室で開発した高スループット解析方法を応用した。さらに、翻
訳促進に必要な重要部位の特定を、相同性をもつ配列の比較や、ＲＮＡの２次構造の比較を公開
されているバイオインフォマティクスの手法を用いて行った。 
 
目的２の方法として、目的１で得たＳＩＮＥＵＰに結合する蛋白質をヒト細胞（ＨＥＫ-２９３
Ｔ）で同定した。結合する蛋白質の同定方法は、既存の方法を応用し、ＳＩＮＥＵＰに特化した
方法に改良を加えた。まず、ＳＩＮＥＵＰと蛋白質の結合をＵＶでクロスリンクし、細胞核、細
胞質をスクロースで分けた。次に、ＳＩＮＥＵＰをビオチン化したタイリングプローブに結合さ
せ、ストレプトアビジンで捕えた。最後に結合蛋白質（ＲＢＰ）のみを抽出し、理化学研究所脳
科学総合研究センターが提供している、質量分析（ＭＡＳＳ ｓｐｅｃ）解析サービスを用い、
結合蛋白質の同定を行った。その後、ＳＩＮＥＵＰと蛋白質が実際に結合しているかを、結合蛋
白質に対する特異抗体にて免疫沈降を行い、結合するＲＮＡがＳＩＮＥＵＰかを解析した。同定
したＳＩＮＥＵＰ結合蛋白質が翻訳促進機能にかかわっているかを調べるため、同定した蛋白
質の遺伝子に対するｓｈＲＮＡをデザインし、ＳＩＮＥＵＰの効果を比較した。最終的に、同定
した結合蛋白質が、マウスとヒトでどのくらい保存されているかを比較した。 
 
 
４．研究成果 
（１）目的 1 では、シロイヌナズナ（ＳＢ４およびｐＳＩＮＥ１)、キャベツ（ＳＢ１およびＳ
Ｂ８）、サーモン（Ｓｍａ ＩおよびＨｐａ Ｉ）、馬（ＥＲＥ-２）、げっ歯類（Ｂ２）、ヒト（Ｔ
ｈｅｒ-１およびＩＤ）から発見されたＳＩＮＥのセンス鎖とアンチセンス鎖の２０個をＳＩＮ
ＥＵＰ-ＧＦＰの機能領域に組み換え、以前に報告した高スループットな測定方法[5]を用い、Ｓ
ＩＮＥＢ２と比較した結果、Ｓｍａ Ｉ、ＳＢ４、Ｂ２、ＥＲＥ-２およびＴｈｅｒ-１がＳＩＮ
Ｅ Ｂ２よりもＥＧＦＰの発現を顕著に促進した（図１）。そこで、これらのＳＩＮＥの配列を、
他のＳＩＮＥと比較した結果、ＳＩＮＥＵＰの効果とＳＩＮＥの全長配列の間に相関性を見出
せなかった（図２）。さらに全長の２次構造予測にも相関性がみられなかった。これらの結果か
ら、ＳＩＮＥの全長配列がＳＩＮＥＵＰの機能に関与しているのではなく、ＳＩＮＥに相互作用



する他の因子がＳＩＮＥ
の短い配列や別の特徴（例
えば短いＲＮＡ構造）を認
識し、標的ｍＲＮＡの翻訳
を向上しているという仮
説を証明するために、当初
計画通り、結合因子の特定
を行った。 
 
（２）目的２の結果とし
て、ＳＩＮＥＵＰに結合す
る蛋白質をＭＡＳＳ ｓｐ
ｅｃで解析し、機能に関係
する因子を細胞内でノッ
クダウン（ＫＤ）し、ＳＩ
ＮＥＵＰｓの効果に影響
を与えるかを解析した。Ｐ
ＴＢＰ１とＨＮＲＮＰＫ
の２つのノックダウン細
胞では、ＳＩＮＥＵＰ-Ｇ
ＦＰの効果が、ネガティブコ
ントロール（ＳＣＲ）まで減
少した（図３）［６］。また、
ＫＤの細胞では、ＳＩＮＥＵ
Ｐが核内で発現する量が上
昇し、核から細胞質に移動す
る量が減少した（図４）［６］。
ＳＩＮＥを削除した変異体
でも同様な結果がみられた
ため、これらの結果から、Ｓ
ＩＮＥＵＰが、ＰＴＢＰ１と
ＨＮＲＮＰＫの両方に結合
することで、ＳＩＮＥＵＰの
局在を決定し、標的ｍＲＮＡ
の翻訳を向上しているとい
う作用機序の一部が明らか
になった。さらに、ＳＩＮＥ
ＵＰ、標的ｍＲＮＡ、ＰＴＢ
Ｐ１およびＨＮＲＮＰＫが
翻訳の機能に関与している因子と相互作用しているかをポリゾーム解析法で確認したところ、
そのすべてがポリゾームのフラクションに共沈した［６］。 
 
ＰＴＢＰ１は以前から細胞局在に関与する蛋白質だということが知られており、ヒト、マウスで
共通に発現している。さらにリボゾームに結合して、通常の翻訳ではなくＩＲＥＳの翻訳に関与
することが知られている。また、ＨＮＲＮＰＫは以前から核内でＲＮＡのスプライシングを担っ
ていること、細胞局在に関与する蛋白質であるということが知られている。こちらもヒト、マウ
スで共通に発現していることが知られている。本研究では、それらの既知の蛋白質が、ヒトの細
胞内でｍＲＮＡのみならずマウス由来の非コード長鎖ＲＮＡに結合し、細胞内移動を担ってい
るという新しい知見を生み出した。さらには、その結合はＲＮＡの全長配列を認識しているので
はなく、その中でも短い配列（１０塩基以下）を認識していることが解明された。 
今後は、これらの知見を基に、短い配列で形成されているＳＩＮＥの立体構造を解明し、複合体
との結合を構造解析することが求められる。また、リボソームとの結合や他の翻訳因子との結合
の解明も同様に求められる。 
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図１．ＳＩＮＥの解析結果 

ＧＦＰ ｆｏｌｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎはＧＦＰの蛍光を全細

胞数で積分した強度で算出した。ｎ数=３～５、inv はアンチセ

ンス鎖を示す。 

図２．SINE 配列類似性の系統樹 



 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．ＳＩＮＥＵＰ結合蛋白質ＰＴＢＰ1 およびＨＮＲＮＰＫのノックダウン解析 
ＰＴＢＰ1（Ａ１）およびＨＮＲＮＰＫ（Ｂ１）をノックダウンした際の、ＥＧＦＰ発現量

をウエスタンブロット法で解析した。（Ａ２）（Ｂ２）ＥＧＦＰ発現量を定量的に比較した

結果。Ｃ１およびＣ２はｓｉＲＮＡ コントロールを示す。ＳＣＲ: 結合領域欠損変異体、

ΔＳＢ2 はＳＩＮＥＢ2 欠損変異体、ΔＡｌｕはＡｌｕ欠損変異体を示す。**ｐ ＜ ０．０

１、*ｐ ＜ ０．０５はスチューデントのｔ検定により算出した。ｎｓは有意でないことを

示す。平均値は３回以上の実験から算出した（Toki et al., 2019, bioRxiv より出展）。 

図４．ＰＴＢＰ１とＨＮＲＰＫをノックダウンしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞における、 

ＳＩＮＥＵＰ ＲＮＡとＥＧＦＰｍＲＮＡの局在 

（Ｄ）ＲＮＡ ＦＩＳＨ測定結果。 バーは５ µｍを示す。（Ｅ）ＥＧＦＰ ｍＲＮＡ 
とＳＩＮＥＵＰ ＲＮＡの細胞質内における共局在割合の定量測定結果。（Ｆ）ＳＩＮ
ＥＵＰ ＲＮＡが細胞核内に保持された割合。**ｐ ＜ ０．０１: スチューデントのｔ

検定により算出した。平均値 は１０個以上の細胞から算出した（Toki et al., 2019, 
bioRxivより出展）。 
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