
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

ＬＩＮＥの機能的ユニットの構築と移行の分子機構

Molecular mechanism of the formation and transfer of functional unit of LINE

４０１８３９３３研究者番号：

藤原　晴彦（Fujiwara, Haruhiko）

東京大学・新領域創成科学研究科・教授

研究期間：

２４３７０００１

平成 年 月 日現在２８   ５ １２

円    14,000,000

研究成果の概要（和文）：LINE(別名non-LTR型レトロトランスポゾン)はほとんどの真核細胞に存在し、最も活動的な
転移因子にも関わらず、その特有な転移過程の多くは解明されていない。本研究では、ヒトL1のLINEのタンパク質ORF1
pとORF2pの翻訳制御機構を解析した。さらに、ORF1p, ORF2p複合体が細胞内でどのように形成され、核内の核小体に移
行するかを、rDNA特異的LINE・R1, R2, R7などを用いて解明した。さらに、どのようにして標的DNAと相互作用をして
標的を切断するのか、また切断された箇所に自らのmRNAを結合させ、正確な場所から逆転写させるかを、R7を用いて解
明した。

研究成果の概要（英文）：Non-LTR retrotransposon, so called Long Interspersed Nuclear Elements (LINE), is 
moved actively in most eukaryotic cells, but many processes involved in its transposition is largely 
unknown. In this study, we analyzed the regulation mechanisms of translation of open reading frame 1 
protein (ORF1p) and open reading frame 2 protein (ORF2p) using human L1 element. In addition, we here 
revealed how ORF1p and ORF2p form the functional ribonucleoprotein (RNP) complex, and moves into the 
nucleoli, using rDNA specific LINE (R elements), R1, R2 and R7. Furthermore, we have clarified molecular 
mechanisms underlying how the LINE unit interacts and digests the target sequence correctly, and how the 
LINE mRNA binds to the target site, and reverse transcribe occurs from the correct site, using the R7 
element.
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１．研究開始当初の背景 
LINE（別名 non-LTR型レトロトランスポゾ
ン）はほとんどの真核細胞に存在し、最も活
動的な転移因子にも関わらず、核内で標的配
列を切断して逆転写する（Target Primed 
Reverse Transcription、TPRTと呼ぶ）、他の転
移因子には見られない特有な転移様式をと
ることも一因となり、その転移メカニズムの
全貌は解明されていない。大半の LINE には
通常2個のORFがコードされ、LINEのmRNA
が転写・翻訳された後に、細胞質で ORF1, 
ORF2タンパク質（ORF1p, ORF2p）と mRNA
がリボ核タンパク質(RNP)複合体を形成する。
この RNP複合体が核内へ移行し、ORF2中の
エンドヌクレアーゼドメイン(EN)と逆転写
酵素ドメイン(RT)が標的DNA上でTPRTを実
行する。現在、LINE の転移に関しては、ど
のような（に）LINEの RNP複合体が形成さ
れるのか、RNPはどのようにして核内を移行
して標的 DNAへアクセスするのか、RNPは
どのようにして TPRTを実行するのかの 3点
が大きな謎として残されていた（下図参照）。 

 
２．研究の目的 
LINEの mRNAは転写・翻訳されると、コー
ドした ORF1p, ORF2p とリボ核タンパク質
(RNP)複合体を形成し、核内の標的サイトへ
移行し、標的 DNA上で逆転写される。LINE
の RNPの形成、核内移行、標的との相互作用
の詳細はいずれも不明である。一方、我々は
これまでに染色体上の特定の標的配列へ転
移する標的特異的 LINEを複数同定し、in vivo
と in vitroの転移アッセイ系を構築した。そこ
で、この解析系を用いて、LINE・RNP の形
成過程、核内移行、標的 DNA との相互作用
に関わる LINE 内部の機能的な構造を解明し、
LINEの転移機構の全貌を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト L1の RNP形成過程： 
ヒト細胞内で転移する LINE・L1 において
RNP複合体のORF1, ORF2タンパク質がどの
ように制御されているのかを、想定される制
御領域に変異をいれたコンストラクトを作
成した後に、細胞に形質転換してタンパク質
量を測定するとともに、薬剤選択を利用して
転移効率を算定した。 
 

(2)LINE の 5’UTR リボザイムの機能：
28SrDNA 特異的 LINE・R2Ol の 5’UTR 内部
にあるリボザイムの機能を調べるために、活
性部位に変異を入れたコンストラクトを作
成し、リボソームからの共転写がおこらなく
した場合にどのような影響が見られるかを、
ゼブラフィッシュ胚を用いて解析した。 
 
(3)標的特異的 LINE・R7の転移機構： 
18SrDNA特異的 LINE・R7が標的特異的に転
移するメカニズムを調べるために、昆虫細胞
sf9 細胞でのバキュロウィルスによる in vivo
転移システムを用いて、3’末端の polyA の機
能、標的配列近傍に変異を入れた場合の転移
への影響を解析した。 
 
(4)細胞内での LINEユニットの挙動： 
rDNA特異的 LINE（R因子）が細胞内でどの
ように挙動して標的部位である核小体にア
クセスするかを調べるために、R1, R7, R2な
どの各タンパク質をタグで標識し、sf9 細胞
での動態を免疫組織化学により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト L1の RNP形成過程： 
L1 の ORF1p と ORF2p の間にある Intergenic 
Region（IG）が ORF2pの翻訳を抑制する一方
で、ORF2p の翻訳に必要な領域も IG に含ま
れていることが判明した。また、LINE の 2
個の ORF は通常オーバーラップしているこ
とが多いが、L1では 2個の ORFは分離して
存在するため、Nonsense-mediated mRNA 
decay (NMD)の対象となることが予想された。
しかし、解析の結果 L1は NMDの影響を受け
ておらず、NMD を回避する仕組みを持って
いる可能性が示唆された。 
 
(2)LINEの 5’UTRリボザイムの機能： 
R2Ol の転移機構を調べる過程で、5’UTR 内
部にあるリボザイム活性が R2Ol の上流 28b
で 28SrRNA からの共転写産物を切断するこ
とが確認された。このリボザイム活性を失活
させると R2Ol の転移活性が低下し、このと
き切断されない上流の 28SrRNA 配列が長く
なるほど転移活性の低下が顕著になること
が示された。転移活性が低下した原因は、
RNA の安定性や翻訳効率の低下によるもの
ではなく、LINEの RNP形成が適切に行われ
ないことによる可能性が示唆された。このこ
とは 5’UTR が適切な長さであることが RNP
の形成に重要であることを示したはじめて
の報告である。 
 
(3)標的特異的 LINE・R7の転移機構： 
18SrDNA に特異的に転移する R7 は
Anopheles蚊から同定された。R7は 28SrDNA
特異的 LINEの R1、テロメア特異的 LINEの
SART1に近縁な R1クレードに属する因子で
あるが、その転移機構について詳細はこれま
で示されていなかった。R1クレード因子間で、



どのように標的配列が変遷したのか、そのメ
カニズムを探るために、各種変異コンストラ
クトを作成し、Sf9 細胞での転移効率や転移
の正確性を解析した。 
 
① R7の標的サイト付近の塩基配列はSf9細
胞と本来の宿主である Anophelesでは 3塩基
ことなるが、前者には正確に転移しないこと
が判明した。詳細な解析の結果、R7が転移サ
イトに正確に転移するためには、標的とする
部位の 15塩基の TSD(Target Site Duplication)
が Anopheles タイプでなければならないこと
が判明した。このことは、Anopheles中の R7
が進化的に転移効率を最適化する戦略をと
ってきたことを示唆する。 
 
② 一方、R7の下流にある polyAの長さをゲ
ノム中の R7 の平均値よりも短くすると逆転
写が正確に起こらないが、長くすると逆転写
が正確に起こるようになった。この結果は、
正確な逆転写が起こるには、R7mRNA の 3’
末端の polyAの長さがある程度長いことが必
要であることを示す。他の R1 クレード因子
の 28SrDNA特異的R1には polyAが存在しな
いことから、同じクレードの因子でも転移機
構を多様化させている可能性が示された。 
 
(4)細胞内での LINEユニットの挙動： 
R7とR1のRNPの Sf9細胞内での動態を調べ
たところ、いずれにおいても ORF1pは主に細
胞質に存在するのに対し、ORF2pは一部のシ
グナルが核内にドット状に局在していた。一
方、ORF1p と ORF2p の両者を共発現させる
といずれの因子においても核の辺縁部に共
局在のシグナルが観察された。さらに ORF2p
のシグナルを核小体マーカーの Fibrilarin の
位置と比較すると両者は一部共局在するこ
とが示された（下図参照：Nichuguti et al (2015) 
Mol. Cell. Biol, in pressを一部改変。上段が R7、
下段が R1。矢印部分に ORF2pと Fibrilarinが
共局在しているシグナルが見られる）。 

以上の結果は、R1や R7においては、ORF2p
が核内への移行を主導していることを示唆
する。 
一方、28SrDNA 特異的に転移する R2Bm の
ORFp についても同様に核小体での局在が観
察された。これらの結果は rDNAに特異的に
転移する因子（R因子）では細胞内での移行

過程に共通性が見られ、標的である rDNAが
存在する核小体に一旦アクセスし、そこでそ
れぞれの因子の標的部位を認識、切断、転移
を起こす可能性が示唆される。 
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