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研究成果の概要（和文）：Aluレトロトランスポゾンの転移は多くの疾患原因となることが知られているが、そ
の転移メカニズム・制御因子はよくわかっていない。本研究ではAlu転移制御因子を探索し、これを解明するこ
と主な目的とした。そこでAlu制御因子を探索する遺伝学スクリーニングへと発展させるために、Alu転移を蛍光
蛋白質EGFPによって可視化する手法の開発に取り組み、新たなAlu転移測定手法を確立した。既に実施している
L1 ORF2蛋白質複合体の解析結果に加え、Alu-EGFPレポーターを用いてその制御因子を探索するための遺伝学的
スクリーニングを実施する準備が整った。

研究成果の概要（英文）：Human Alu retrotransposon is a non-coding mobile genetic element and can 
mobilize through the genome using L1 reverse transcriptase; however, the mechanisms and regulators 
of this genome editing process are poorly understood. To apply the Alu retrotransposition reporter 
system to a wider range of cell lines for future research and to perform a genetic screening to 
identify its regulators, we developed a method to visualize Alu retrotransposition using EGFP, a 
fluorescent protein, and succeeded in measuring Alu retrotransposition by this fluorescent protein 
with FACS analysis. In addition to the lists already obtained for the L1 ORF2 complex by mass 
spectrometry, which may include potential Alu regulators, we are now ready to conduct a genetic 
screening using an Alu-EGFP reporter to search for its regulators.

研究分野： 分子遺伝学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Aluは、少なく見積もっても20人に1人の割合で新規の転移を引き起こし、場合によっては疾患原因となる遺伝子
変異を伴う。しかし現生人類でも転移を繰り返すAluの転移機構は殆どわかっておらず、その制御因子を同定・
解析することは、我々のゲノムの成り立ちや、発生過程および環境変動によって変化するゲノムの性質を知る上
で極めて重要である。新たに開発したAlu-EGFPレポーターはソーティング技術への応用のみならず、生体内にも
導入することも可能であるため、将来、Aluが引き起こすゲノム不安定化を軽減する手法や、転移を人為的に制
御する技術の開発にも貢献できるだろう。

※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 
 現生人類でもゲノム上を移動する DNA 配列であるレトロトランスポゾンは、大きくわけて自
律型と非自立型の２種類が存在する。前者は Long INterspersed Element-1（LINE-1 または L1）と
よばれる配列で、逆転写酵素 ORF2 をコードしており、これが転移を実行する触媒酵素となる。
一方で非自律型レトロトランスポゾンの代表である Alu 配列は、翻訳途中のポリペプチド鎖を
小胞体に輸送する Signal Recognition Particle（SRP）を構成する 7SL RNA から進化した non-coding
配列であり、転移するためには L1 の逆転写酵素を利用するしか方法がない。通常、L1 や Alu な
どのレトロトランスポゾンは転写抑制されているが、生殖細胞、初期発生や腫瘍細胞、あるいは
種々のストレス刺激により転写が活性化され、変異や欠失、遺伝子破壊、染色体欠失や転座など
ゲノム不安定化を引き起こすが知られている。これまでは、エピジェネティック修飾のように、
転移を未然に防ぐ宿主防御機構に焦点が当てられてきたが、ひとたび転写された Alu RNA およ
び L1 の逆転写酵素と相互作用する宿主制御因子の役割は見逃されてきた。 
 これまでに L1 と Alu の転移制御メカニズムが異なるのではないかと推測されているが、これ
は決して突拍子もない仮説ではない。L1 は、RNA ポリメラーゼ II によって転写される翻訳型
の mRNA であるが、Alu はリボソームやトランスファーRNA といった小分子非翻訳型 RNA の
転写を行う RNA ポリメラーゼ III によって転写されるため、その RNA 代謝経路が異なることが
予想される。Alu 転移を紐解く唯一の手がかりはL1 の逆転写酵素ORF2 と結合することである。
その転移プロセスおよび変化し続けるゲノムの本質の理解にむけて、申請者が L1 の研究で積み
重ねた ORF2 の生化学的解析手法に加え、遺伝学的スクリーニングを加えることで、Alu の振る
舞いを解明する新たな手がかりが得られると本研究の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
 L1 は自身の mRNA を自身がコードする逆転写酵素 ORF2 によって cDNA に変換し、ゲノム上
を転移する。一方、上述したようにヒトゲノムの約 11%を占める Alu は non-coding 配列のため
自身だけでは転移できないが、L1 の ORF2 を利用することで転移する、つまり L1 に寄生するレ
トロトランスポゾンである。新規の Alu 転移は、遺伝子破壊、染色体欠失や転座などゲノム不安
定化を誘導し、様々な疾患原因になることも報告されているが、その転移プロセスはよく分かっ
ていない。そこで本研究は、申請者が L1 転移機構の研究で確立した生化学的なアプローチと、
CRISPR システムを用いた遺伝学的なスクリーニングを組み合わせることによって、Alu の転移
制御因子を探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 L1は、自身の逆転写酵素ORF2によって転移する自律型レトロトランスポゾンだが、non-coding
配列の Alu は、この ORF2 を利用して転移する。しかし実際は、これらの配列は“宿主”である細
胞内の様々な因子を利用することで転移・増幅する寄生因子である。L1 も Alu も ORF2 を用い
る点では共通だが、宿主による Alu の制御機構は L1 と大きく異なると予想されている。そこで、
Alu の転移プロセスを明らかにするために、A. ORF2 を利用した生化学的なアプローチと、B. 
CRISPR システムを利用したゲノムワイドな遺伝学的スクリーニングによって、Alu 制御因子を
同定する。 
A. Alu-ORF2 複合体のプロテオミクス解析 
Alu RNA と FLAG タグを付加した ORF2 を共発現するプラスミドを構築し、Alu が ORF2-FLAG
依存的に転移すること、および ORF2-FLAG が Alu RNA に結合することを確認した。そこで Alu 
RNA-ORF2-FLAG 複合体を標的細胞株から単離・精製し、HA 株に特有の複合体構成因子を質量
分析によって同定する。 
B. CRISPR ノックアウトライブラリーを用いたゲノムワイドな遺伝学的スクリーニング 
 Alu 転移頻度の変化を指標として、遺伝学的なスクリーニングを実施する。CRISPR ライブラ
リーを用いて全遺伝子ノックアウト細胞群を作成し、さらに転移レポーターを用いて Alu が転
移した細胞のみ選択する。しかし、Alu の転移をモニターするレポーターは、薬剤耐性遺伝子し
か存在しないため、スクリーニングのスケールに供する Alu 転移細胞を薬剤選択からコロニー
形成を経て回収するのは困難をともなう。そこで FACS によるソーティング技術によって、短時
間に効率よく Alu 転移細胞を回収する技術を開発する。その後、遺伝子ノックアウトライブラリ
ーを導入することによって、Alu 転移細胞を大量に回収し、その細胞集団で濃縮または希釈され
るガイド RNA 配列を次世代シーケンサーによって網羅的に解析し、転移頻度の変化につながる
候補遺伝子を探索する。 
 
４．研究成果 
 上記で記述したように、Alu の転移をモニターするレポーターは、薬剤耐性遺伝子ただ 1 種類
しか存在しない。このためコロニー形成能の低い細胞株や既に遺伝子改変により薬剤耐性とな
っている細胞株については Alu の転移を観察することができない。何よりスクリーニングのス



ケールに供する Alu 転移細胞を薬剤選択からコロニー形成を経て回収するのは困難をともなう。
そこで Alu の転移アッセイをより多くの細胞株または個体にも適用し、かつその制御因子を広
範に探索するための遺伝学スクリーニングへと発展させるために、これを蛍光蛋白質 EGFP に
よって可視化する手法の開発に取り組んだ。新規に作成した Alu の転移可視化コンストラクト
を細胞に導入したところ、既に報告されている薬剤耐性遺伝子で測定された Alu の転移頻度と、
EGFP で可視化した場合で、ほぼ同等の転移頻度が観察された。さらに EGFP 陽性細胞を FACS
ソーティングによって回収しゲノムを調べたところ、実際にこの Alu 転移レポーターがゲノム
上に挿入されていることが確認された。この挿入パターンは従来 Alu が転移した場合の特徴を
反映するものであった。すなわち薬剤耐性ではなく蛍光蛋白質によって Alu の転移を測定する
実験系が新たに確立された。さらに SRP 構成因子をノックダウンした細胞を用いて Alu 転移頻
度を測定したところ、この新規 Alu 転移アッセイ系を記述した論文を国際誌に投稿する準備を
進めている。このように本研究の目標の一つである遺伝学的スクリーニングにむけた準備が整
ってきたが、なお転移効率を改善する余地が残されている可能性も浮上してきた。また遺伝学的
スクリーニングに用いる細胞株として Cas9 を恒常的に発現するクローン株を単離するとともに、
L1 ORF2 蛋白質複合体の質量分析解析を一通り実施し、Alu 制御因子の候補を取得した。遺伝学
的スクリーニングには到達していないものの、Alu 制御因子の同定にむけて着実に進展している。
今後既に得られた質量分析による L1 ORF2 蛋白質複合体の解析結果に加え、改良した Alu-EGFP
レポーターを用いてその制御因子を探索するためのスクリーニングに取り組む予定である。 
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