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研究成果の概要（和文）：哺乳類の細胞核内に存在する機能不明のオーファン(o-)snoRNA の機

能を明らかにするために、化学修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた核内 RNA のノ

ックダウン法を至適化し、多数の o-snoRNA の機能破壊に成功した。RNA ポリメラーゼ I レ

ポーター遺伝子を用いて、o-snoRNA が RNA メチル化能を持ち、上記ノックダウンによって

その活性が消失する事を証明した。o-snoRNA のノックダウンによる遺伝子発現変化を

RNA-seq によって解析し、変動する標的候補を複数発見した。核内構造体 Cajal 体を細胞分画

によって精製し、そこに含まれる RNA 種を RNA-seq 解析で同定し、新しい RNA 種を発見し

た。 
 
研究成果の概要（英文）：To explore the function of orphan snoRNAs that are localized in 
mammalian cell nucleus, we succeeded in optimization of nuclear RNA knockdown using 
chemically-modified antisense oligonucleotides. The site-specific RNA methylation activity 
of o-snoRNP was demonstrated using RNA polymerase I-driven reporter construct. The 
putative targets of o-snoRNAs were identified from the data of RNA-seq analysis using the 
RNA samples prepared from o-snoRNA-depleted cells. The novel RNA species were 
identified from the RNA-seq data of the purified nuclear Cajal body. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトのゲノム上には、約 22,000 個のタン

パク質遺伝子しか存在しておらず、その数は

ショウジョウバエや線虫のそれと大きくか

わらない。ヒトにおける様々な複雑な生理現

象は、転写された前駆体 mRNA の選択的ス

プライシングや RNA 編集などの RNA レベ

ルの制御による多様性の獲得が重要である

と考えられている。一方で、ヒトを含む哺乳

類のゲノムからは、多彩な non-coding RNA
が転写されており、これらがタンパク質遺伝

子の発現過程に作用して微妙な発現調整を

行うのではないかという考えも浮上してい

る。本研究では、哺乳類細胞の核内の
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non-coding RNA が、タンパク質遺伝子発現

の多様性獲得過程で果たす役割を明らかに

するために、non-coding RNA の１つのカテ

ゴリーである核小体低分子 RNA(snoRNA) 
に注目する。snoRNA は、もともと rRNA や

snRNA の転写後修飾を司る RNA 群として

の機能が確立されていたが、近年 rRNA にも

snRNA にも作用しないターゲット未知の

snoRNA（オーファン snoRNA、o-snoRNA）

が 100 種類以上見つかってきている。このう

ち唯一ターゲットが予測されているHBII-52 
o-snoRNA は、脳で特異的に発現し、セロト

ニン受容体5HT-2c mRNAの選択的スプライ

シングと RNA 編集の制御に関わっているこ

とが示唆されている。さらにこの HBII-52 
snoRNA は、遺伝性疾患 Prader-Willi 症候群

(PWS)の発症に関わっていることも示唆され

ている。こうした例から o-snoRNA は、様々

な mRNA に作用し、タンパク質の多様性獲

得過程の制御因子として機能している可能

性が浮上してきた。一方、snoRNA と類似し

た構造を持ちながら、核小体ではなく Cajal
体という別の核内構造体に特異的に局在化

する scaRNA が見出され、核内における低分

子 RNA の機能は、空間的な局在部位によっ

ても規定されうることが明らかになってき

た。本研究では、これら核内低分子 RNA の

新しい機能と核内挙動を解明することを目

指した。 
 
２．研究の目的 
(1) snoRNA の機能解析は、これまで有効な

解析法がなかったことから、世界的にも進ん

でいなかった。申請者らが最近開発した核内

RNA ノックダウン系を駆使する事により、

o-snoRNA を細胞内で機能破壊して、それに

よって引き起こされる変化を解析すること

が可能になった。そこで本研究では、ヒトの

o-snoRNA のターゲット特定と作用機構の解

明を行う。 
(2) リボソーム RNA に対して作用する

snoRNA と違って o-snoRNA は、核内のどの

部位で標的と会合し機能するのかを明らか

にする。また Cajal 体に局在する scaRNA が

発見されたことから、Cajal 体に局在化する

新規な RNA の探索を執り行い、新しい核内

RNA 機能の発見を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)化学修飾アンチセンスキメラオリゴヌク

レオチド(ASO)を細胞核内に導入することに

よって、核内に局在する o-snoRNA を効率良

く分解した。 

(2)o-snoRNA の活性は、人工的 RNA ポリメラ

ーゼ I 駆動性のレポーター遺伝子を用いて、

細胞内で o-snoRNA が特異的な 2’-O-メチル

化活性があることを検出することにより行

った。 

(3)U97 snoRNA, HBII295 snoRNA それぞれを

2 種類の ASO によってノックダウンした細胞

から RNA を調整し、コントロール細胞由来の

RNA と共に、イルミナ GAII による RNA-seq 解

析を行った。それぞれの reads をヒトゲノム

上に反映させ、snoRNA のノックダウンによっ

て、read 数が変動する遺伝子領域をリスト化

し、上記のリストの中でスコアの高い遺伝子

を qRT-PCR によって検証した。 

(4) snoRNA と mRNA との相互作用及びヌクレ

オチド修飾の可能性を模索するために、人工

的な Luc 遺伝子の 3’UTR またはイントロン

に snoRNA 標的配列を組み込んだ遺伝子を作

成し、o-snoRNA と共に細胞内に導入して、Luc

活性の変化を調べた。 

(5) 核内構造体の Cajal 体を HeLa 細胞から

細胞分画によって精製し、そこに含まれる

RNA を単離し、イルミナ GAII によって

RNA-seq を行った。同時に核内全 RNA の

RNA-seq も行い、Cajal 体画分に濃縮される

RNA 種を探索した。 

 

４．研究成果 

(1)実施者の研究開発によって実用化しつつ

あった哺乳類培養細胞での細胞核内 RNA ノッ

クダウン法のさらなる至適化を行った。ノッ

クダウンに用いる化学修飾アンチセンスオ

リゴヌクレオチドの至適条件検討、特異性検

討、効果持続時間の測定等を行い至適条件を

決定した。さらにこの方法を用いたヒトオー

ファン snoRNA(boxC/D 型、boxH/ACA 型)の特

異的なノックダウンを試み、新たに 20 種類

のオーファン snoRNA の効率良いノックダウ

図1. 20種類以上の核内RNAのノックダ

ウン 



 

 

ンに成功した。またヒト、マウスの様々な培

養細胞でノックダウンを実施し、計 20 種類

以上の細胞種で、本法が有効であることを証

明した（図 1）。 

 

(2)ノックダウン標的のオーファン snoRNA 

HBII295 の標的配列を組み込んだ RNA ポリメ

ラーゼ Iによって転写されるレポーター遺伝

子を用いて、オーファン snoRNA に部位特異

的な 2’-O-メチル化活性があることを証明し、

ノックダウンによってその活性が失われる

ことを証明した（図 2）。これによって、この

方法がオーファン snoRNA の機能解析法とし

て確立できた。本方法は、現在国内外の複数

の研究室で有効な方法として利用されてい

る。 

 

(3) ASO 特異的な効果を除外するため、1 週

類のオーファン snoRNA 中の複数の配列を標

的としたASOでノックダウンできるo-snoRNA

として、HBII295 と U97 を選別した。HeLa 細

胞を用いて、これらの 2 種類のオーファン

snoRNAをそれぞれ２種類のASOでノックダウ

ンした細胞を調整した。その細胞由来のトー

タル RNAとコントロール細胞由来のトータル

RNA を用いて、イルミナ GAII 次世代シーケン

サーによる RNA-seq を実施し、ノックダウン

細胞で特異的に発現変化している遺伝子の

同定を試みた。産総研 CBRC グループとの共

同研究によって、各リードをヒトゲノム上に

マップし、様々な条件によって絞り込まれた

発現変動遺伝子のリストを作製した。次に得

られた候補をリアルタイム PCRによって確認

する作業を行った。その結果、変化傾向を示

す遺伝子を見出したが、その変化は期待より

も僅かなものであり、確実な o-snoRNA の標

的の同定には至っていない。現在、僅かに変

動する標的候補についてを検証するために、

snoRNA と標的 mRNA 間相互作用を検出する実

験系の開発を行っている。 

 

(4) 核小体に局在している snoRNA が、核質

で合成される mRNA を標的とすることが、実

際に細胞内で可能かどうかを検討した。Luc

レポーター遺伝子の 3’UTR やイントロンブ

ランチ部位領域にオーファン snoRNA の標的

配列を組み込んだ発現プラスミドを構築し、

共導入したオーファン snoRNA がレポーター

遺伝子の発現に影響を及ぼすかどうかを検

討した。しかしながら人工遺伝子の系では発

現変動は見られなかった。このことはオーフ

ァンsnoRNAが、mRNAを標的にするためには、

mRNA 側にも snoRNA と会合するための何らか

の特殊なメカニズムを利用している可能性

が考えられる。その可能性として、RNA の細

胞内局在場所が重要な役割を果たしている

可能性が浮上した。そこでオーファン snoRNA

を細胞分画と RNA-FISH によって細胞内局在

を検討したところ、通常の snoRNA と同様に

核小体に特異的に局在していることが明ら

かになった。このことから標的となる mRNA

も核小体に局在している可能性が高いこと

が推測され、人工的に構築したレポーター遺

伝子では核小体に局在できなかった可能性

が高いと考えられた。 

 

(5) snoRNA 様の scaRNA が局在することが知

られている核内 Cajal体を細胞分画によって

精製し、そこに局在する RNA 種の解析を次世

代シーケンサーを用いて行った。その結果、

複数の snoRNA ホスト遺伝子の前駆体 RNA 断

片が濃縮していることを見出した。この事は

snoRNA 生合成が Cajal 体に局在して、これま

で明らかでなかった前駆体 RNAの合成と共役

して行われていることを示唆している。

Cajal体に局在するsnoRNAホスト遺伝子転写

物を詳細にマップしたところ、転写開始点か

ら数百塩基長のイントロンを含む前駆体 RNA

断片が Cajal 体画分に濃縮されることを見出

した。また細胞内にトランスフェクションし

たその RNA 断片が Cajal 体に局在できること

を FISH法によって検出した。この他に、Cajal

体画分に含まれる RNA を精査した結果、新た

に、繰り返し構造をもつ奇妙な遺伝子座由来

の RNA が Cajal 体画分に高度に濃縮されるこ

とを見出した。現在これらの転写物の詳細な

性状解析を行っている。 
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図 2. O-snoRNA のメチル化活性の証明。A. レポー

ターコンストラクト図、B. o-snoRNA のノックダウ

ンによるメチル化能の消失を示す。 
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