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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が初めて見いだした、線虫の染色体動態制御と生殖細胞形成に必須
なダイサー関連ヘリカーゼ DRH-3、およびDRH-3と相互作用する新規Tudorドメインタンパク質E1の分子機能解明を目指
した。両遺伝子の変異体作成（計10種類）を行い、野生型と各種変異型のHisおよびGSTタグ融合タンパク質を調製し、
生化学的解析を進めた。精製タンパク質を用いたプルダウン法により、野生型DRH-3とE1が結合することを初めて実証
した。さらに遺伝学的解析により、DRH-3とE1が同じ経路で機能することを、細胞生物学的解析により、DRH-3とE1が細
胞核内に局在する可能性をそれぞれ示した。

研究成果の概要（英文）：This study has aimed to clarify the molecular function of two RNAi factors DRH-3 (
Dicer Related Helicase-3) and E1 (a novel protein with two Tudor domains) that I originally found to be in
dispensable for germ-line formation in C. elegans. In this study, I generated the DNA constructs for expre
ssion of 10 mutated proteins and successfully prepared His- and GST-tagged-native and some of mutated vers
ions of DRH-3 and E1 proteins using the E. coli protein expression system, and showed the physical interac
tion between DRH-3 and E1 by pull-down method with differently tagged-native proteins. In addition, geneti
c and cytological observations on both genes have suggested that DRH-3 and E1 proteins act in the same pat
hway of RNAi in nucleus. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 DNA を複製・維持する際の染色体分配は、
遺伝情報を安定に娘細胞へ伝える上で非常
に重要な過程である。染色体不分離等の異常
によりゲノムの不安定化を生じ、不稔や癌な
どの遺伝病発症リスクが上昇することが良
く知られており、染色体動態制御は細胞増殖
や生殖細胞形成において重要な機能を果た
している。 
 研究代表者は、核酸やクロマチンの動的制
御に中核的な働きを担うヘリカーゼファミ
リーに着目し、代表的な真核生物である出芽
酵母(S. cerevisiae)と線虫(C. elegans)を
モデルに網羅的に遺伝子機能抑制表現型解
析 や 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 っ て き た
（Shiratori et al., Yeast, 1999, Eki et al., 
DNA Res., 2007）。特に多細胞生物である線
虫のヘリカーゼファミリーについてはRNA干
渉(RNAi)を利用して、紫外線照射や X線照射
に対して高感受性を示す遺伝子のスクリー
ニングを行った。その結果、候補遺伝子の中
にこれまでに報告のない新規なRNAヘリカー
ゼをコードする遺伝子 drh-3（当時は D1 と命
名）を初めて発見した(Eki et al., DNA Res., 
2007)。 
 平成 17,18 年度、drh-3 遺伝子の生理機能
を明らかにすることを目的に、基盤研究（C）
「新規 RNA ヘリカーゼ D1 の研究を通じた高
等真核生物のゲノム安定性維持機構の解明」
を実施し、(1)drh-3遺伝子は生殖細胞の染色
体分離に必要であること、(2)生殖細胞の形
成過程に必須であること、(3)損傷チェック
ポイント機構や寿命への影響はないことな
どを見出し、論文発表した（Nakamura et al., 
Genes Cells, 2007）。同時期に、RNAi 関連因
子のプロテオーム解析を行っていたMelloら
のグループから、DRH-3 が RNAi に関与すると
の報告(Duchaine et al., Cell, 2006)がな
され、DRH-3 が RNAi を介して染色体の動的制
御に重要な機能を果たしていることが判明
した。遺伝子産物である DRH-3 は、高等真核
生 物 に 保 存 さ れ て い る Dicer Related 
Helicase (DRH)ファミリーに属することも明
らかになった。 
 RNAi 研究の進展に伴い、分裂酵母などで、
ヘテロクロマチン形成を介した RNAi 経路に
よる染色体制御について報告されたが、線虫
など高等動物における分子機構については
不明な点が多く、drh-3 遺伝子と遺伝子産物
(DRH-3)の機能解明を目的として、平成 20 年
度〜22 年度に基盤研究(C)「高等生物染色体
の動態制御に必須な新規RNA干渉分子複合体
の解析」を実施した。その結果、(1) DRH-3
と相互作用する候補タンパク質として、機能
未知の E1 を初めて同定し、(2) drh-3遺伝子
発現プロフィール解析により同遺伝子が生
殖細胞形成と密接に関連することを明らか
にした。以上の研究成果に基づき、独自に発
見した DRH-3 と E1 との相互作用を手がかり
として、RNAi による染色体動態制御を分子レ

ベルで解明するための研究を推進してきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、最終的に高等真核生物におけ
るRNA干渉による染色体動態制御機構の解明
を目指して、独自に発見した線虫のダイサー
関連ヘリカーゼ DRH-3、および DRH-3 と相互
作用することが示唆された、2 箇所の Tudor
ドメインを持つ新規タンパク質 E1 に関する
研究を行った。具体的には、(1) 変異型を含
めた DRH-3 と E1 タンパク質の調製と生化学
的性状解析、(2) DRH-3 と E1 との相互作用お
よび相互作用ドメインの同定、(3) E1 タンパ
ク質のTudorドメインを介したメチル化ヒス
トンへの結合性の検証、および E1 機能抑制
表現型の遺伝学的解析、(4) DRH-3 と E1 の
GFP タグ融合タンパク質の異種細胞内局在解
析、(5) DRH-1 タンパク質の調製と解析（追
加項目）、以上の項目を中心に研究を実施す
ることで、DRH-3 と E1 タンパク質の分子機能
を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究で実施した研究項目と方法の概要
を以下に示した。 
 
(1) 変異型を含めた DRH-3 と E1タンパク質

の調製と生化学的解析 
 野生型 DRH-3 および E1 タンパク質の調製
のため、Gateway 法に準拠した cDNA クローニ
ング(TOPO クローニング)と発現コンストラ
クトの調製を行った。精製用タグとして、N
末融合型のポリヒスチジン(His)タグとグル
タチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)タグ
を用いた。変異型 DRH-3 として、ATPase 触媒
予想残基を含む 5 種類のアラニン置換変異
（C1007A/C1010A など）および RNAi 欠損表現
型を示す線虫変異体から同定された3種類の
点変異（G802E など）をコードする変異型遺
伝子を合成 DNAによる PCR法により作製した。
E1 タンパク質については、2箇所の Tudor ド
メインの機能解析のため、それぞれのドメイ
ンを欠失させた 2 種類の変異遺伝子を合成
DNA とインバース PCR を利用した方法により
作製した。これらの野生型および欠失変異型
遺伝子を LR 反応により発現ベクター（His タ
グ融合タンパク質の場合は pET300、GST 融合
タンパク質の場合は pDEST15）に導入し発現
コンストラクトを構築した。これらを大腸菌
Rosetta2 株に導入、IPTG による発現誘導を
行い、菌体破砕と抽出液調製を経て、産物の
可溶性を評価した後、可溶化した場合は各ア
フィニティカラムにてタンパク質の精製を
行った。 
 
(2) DRH-3 と E1 タンパク質との相互作用と

相互作用ドメインの同定 
 上記のように調製した His タグ融合 DRH-3
と GST タグ融合 E1 タンパク質とを用いて、
プルダウン法による相互作用の解析を行っ



た。ニッケル固定化ビーズで沈降させたタン
パク質に対して、SDS-PAGE を行い、パーオキ
シダーゼ標識抗GSTタグ抗体を用いた検出を
行った。逆にグルタチオンセファロースビー
ズによる沈降と酵素標識抗Hisタグ抗体によ
る実験も行った。あわせて、DRH-3 との相互
作用の有無を再検証するため、複数の線虫
RNAi 関連タンパク質を用いた酵母 two 
hybrid 法による実験も実施した。 
 
(3) E1 タンパク質の機能解析 
 Feeding RNAi による線虫 E1 機能抑制表現
型の解析を行った。胎性致死など drh-3遺伝
子機能解析と同様の指標について検証した。
項目(1)で、メチル基結合に関与する可能性
のある Tudor ドメインの欠失変異型 E1 を調
製するなど、タグ融合 E1 タンパク質とメチ
ル化ヒストンとのプルダウン実験の準備を
行った。 
 
(4) DRH-3 と E1 タンパク質のヒト細胞内局

在解析 
 Gateway LR 反応により、真核生物用 GFP 融
合タンパク質発現ベクターpcDNA-DEST53 に
drh-3およびE1 cDNAを導入し、GFP融合DRH-3
と E1 タンパク質発現コンストラクトを作製
し、ヒト 293T 細胞にトランスフェクション
後、72 時間目の GFP 発現を蛍光顕微鏡にて観
察した。 
 
(5) DRH-1 タンパク質の調製と解析 
 研究計画の変更に伴い追加した項目であ
る。新たに DRH-3 のパラログである DRH-1 の
発現・調製を実施した。drh-1 cDNA を PCR に
よりクローニングした後の詳細は、項目(1)
の DRH-3 タンパク質調製に準じて行った。 
 
４．研究成果 
 本研究で得られた成果を項目ごとに記載
した。 
 
（1） 変異型を含めたDRH-3と E1タンパク

質の調製と生化学的解析 
 野生型の Hisタグ融合および GSTタグ融合
DRH-3 タンパク質の精製を完了した。野生型
E1 タンパク質についても両タグ融合タンパ
ク質の発現・精製に成功した（図１）。8種類
の変異型 drh-3 遺伝子および 2 種類の Tudor
ドメイン欠失変異型 E1遺伝子の作製を行い、
それぞれの Hisタグと GSTタグ融合発現コン
ストラクトを作製したが、欠失変異型 E1 と 1
種類の変異型 DRH-3（図１）を除き、野生型
タンパク質と同様の条件では、大部分が発現
後に不溶化してしまうことが判明した。これ
らについては、培養・発現条件を詳細に検討
中であり、一部は調製可能とのデータを得て
いる。 DRH-3 の生化学的解析については現
在、野生型タンパク質を用いて核酸依存性
ATPase 活性について詳細な解析を行ってい
る。今後、変異型 DRH-3 の調製が進み次第、

体系的な解析を進める（E1の生化学的解析に
ついては項目(3)に記載）。 
 
（2） DRH-3 と E1 タンパク質との相互作用

と相互作用ドメインの同定 
 野生型 DRH-3 と E1 タンパク質との相互作
用をプルダウン法にて確認した。図１で調製
した GST タグ融合 DRH-3 と His タグ融合 E1
を用いたプルダウン実験を行った結果、GST
融合野生型 DRH-3 および点変異型 DRH-3 を含
む反応液のグルタチオンセファロース結合
画分に His タグ融合 E1 タンパク質を検出し
たが、GST のみを含む負対照の反応液では検
出されず、DRH-3 と E1 との結合が示された。
現在、欠失変異型 E1 を用いて、両者の相互
作用に２つのTudorドメインが関与するか検
証を進めている。 

（3） E1 タンパク質の機能解析 
 E1 遺伝子機能抑制線虫の表現型解析の結
果、drh-3 遺伝子機能抑制個体と類似した胎
性致死などの表現型が観察され、両遺伝子が
同一経路にて機能することが示唆された。E1
タンパク質のメチル化ヒストン結合実験に
ついては、野生型と欠失変異型 E1 が調製で
きたので、メチル化ヒストン標品を入手し、
プルダウン実験を開始した。 
 
（4） DRH-3 と E1 タンパク質のヒト細胞内

局在解析 
 GFP融合DRH-3とE1タンパク質をヒト293T
細胞内で一過性発現させた結果、72 時間後に
GFP 蛍光シグナルが細胞全体に観察されたの
に対して、GFP 融合 DRH-3 と GFP 融合 E1 は核
内に局在することが判明した（ヘキスト
333423 による DNA 染色と対比）。異種細胞に

His-
E1
    
    

 

 
図１ タグ融合 DRH-3 と E1 の精製標品 
 各タグ融合タンパク質の 10% SDS-PAGE ゲ
ルを CBB 染色した結果を示す。DRH-3wt、
DRH-3mut はそれぞれ野生型、点変異型 DRH-3
を示す。 



よる結果ではあるが、両者が核内でクロマチ
ンサイレンシングに関与する可能性も考え
られることから、今後、変異型タンパク質を
用いるなどして結果を詳細に検証する必要
がある。 
 
（5） DRH-1 タンパク質の調製 
 研究計画に新たに追加した項目である。線
虫 DRH-3 のパラログであり、抗ウイルス応答
に関与することが示唆されているDRH-1タン
パク質を調製し、DRH-3 と分子機能について 
生化学的に比較検討することを目指した。
DRH-3 と同様の手法により、クローニングと
発現コンストラクトの作製を行い、DRH-1 タ
ンパク質の調製を目指したが、DRH-3 とは異
なり、His タグ、GST タグともに発現タンパ
ク質が不溶化したため、DRH-1 の精製はでき
なかった。現在、別種の発現ベクターによる
調製を試みている。 
 
 以上の結果より、目的とした野生型 DRH-3
と野生型および変異型 E1 タンパク質の調製
を完了し、両者の相互作用を初めて実証した。
変異型DRH-3タンパク質の調製が予定より遅
れたことから、生化学的解析や詳細な相互作
用ドメインの同定は現在進行中である。本研
究におけるタンパク質間相互作用解析と E1
機能抑制表現型解析の結果から、両者が同じ
分子経路で機能すること、さらに DRH-3 と E1
の異種細胞発現解析の結果から、両タンパク
質が核内で働く可能性がそれぞれ示された。
なお、新たに DRH-1 タンパク質の調製などを
追加するなど、タンパク質解析に重点を絞っ
た研究計画の一部変更を行い、当初計画に盛
り込んだ試験管内 RNAi 反応系の解析は実施
しなかった。 
 DRH-3 については、近年、米国グループに
より、野生型 DRH-3 の ATPase 活性が報告
（Matranga and Pyle, J. Biol. Chem., 2010）
されているが、変異型タンパク質を用いた
DRH-3 の詳細な機能ドメインについては解明
されていない。また、DRH-3 の分子複合体と
その機能については、遺伝学的解析からのモ
デル（ダイサーや RNA 依存性 RNA ポリメラー
ゼとの仮想的複合体）は提唱されているもの
の、依然その実体は不明なままであり、本研
究で DRH-3 と E1 との相互作用を明らかにで
きたことは DRH-3 複合体の構造・機能の解明
に貢献すると考えられる。現時点で、変異型
DRH-3およびE1タンパク質の生化学的解析に
ついては国内外で報告はなく、今後、本研究
をさらに推進することにより、高等真核生物
における RNAi 分子機構に関して新たな知見
が得られるものと期待される。 
 DRH-3 は、高等真核生物に保存されている
DRH ファミリーに属するタンパク質である。
哺乳類には DRH-1 と DRH-3 のパラログとして
各種ウイルス感染防御に働く RIG-I, MDA5 な
どが存在することから、本研究は高等真核生
物の DRH ファミリーの機能と構造の理解、お

よびそれらを標的とした創薬研究につなが
ることが期待される。 
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