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研究成果の概要（和文）：mRNAの非翻訳領域のレトロトランスポゾン挿入配列の機能を調べるために、レトロトランス
ポゾンSINE B1と高い相同性を持つ核内ノンコーディングRNA、4.5SHに注目した解析を行った。SINE B1がアンチセンス
方向に挿入された転写産物は4.5SHと核内で二本鎖RNA構造を形成し、核内に繋留されていた。4.5SHをノックダウンす
ると、アンチセンス挿入SINE B1を持つ転写産物の核内繋留が解除された。また、4.5SHを介した核内繋留には二本鎖RN
A結合蛋白質であるNF110が必要であった。これらの結果から、分子間二本鎖RNA構造形成による新規遺伝子発現制御機
構を明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate functions of retrotransposon sequences inserted in the untranslated 
region of mRNAs, we performed a series of analyses on an abundant nuclear noncoding RNA called 4.5SH, 
which is highly homologous to retrotransposon SINE B1. 4.5SH formed double-stranded RNA duplex with mRNAs 
containing antisense insertions of SINE B1, which were retained in the nucleus. The nuclear-retained 
mRNAs with antisense SINE B1 insertions were released into cytoplasm upon knockdown of 4.5SH. The nuclear 
retention via 4.5SH was regulated by a double-stranded RNA binding protein called NF110. These results 
revealed a novel mechanism that controls sub-cellular localization of mRNAs through the intra-molecular 
formation of the double stranded RNA structures.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 高等真核生物のゲノムにはレトロトラン
スポゾンに代表される転移因子由来の反復
配列が多数挿入されており、ヒトやマウスで
はその割合はゲノムの実に 3割を占める。こ
のようなレトロトランスポゾンの挿入はゲ
ノム上でランダムに見られるのではなく遺
伝子近傍に集中する傾向にあり、多くの 
mRNA の非翻訳領域(UTR)には何らかのレト
ロトランスポゾンが挿入されている事が知
られている(Faulkner et al., Nature Genet 41, 
2009)。これまで一般的に、レトロトランスポ
ゾンの配列はゲノムの「破壊者」が進化の過
程で飛び回った痕跡に過ぎない、と考えられ
てきたが、最近になって、mRNA の 3' UTR
に挿入されたレトロトランスポゾン配列が
積極的に遺伝子発現の調節に関わっている
のではないかという考え方も提唱されるよ
うになってきた。例えば、3' UTRに複数のレ
トロトランスポゾン配列が逆位に挿入され
た 場 合 、 そ の 領 域 は 分 子 内 二 本 鎖
RNA(dsRNA)構造を形成する。この構造は
dsRNA を基質とするアデノシン脱アミノ酵
素の働きによって高度にイノシン化され、ホ
ストの mRNA産物はイノシン化 RNAが集積
する核内構造体、パラスペックルに繋留され
ることでその発現が負に制御されることが
知られている(Prasanth et al., Cell 123, 2005)。
また、mRNAの 3' UTRに挿入されたレトロ
トランスポゾン配列の一部がノンコーディ
ング RNA である 1/2-Stau と特定の二次構造
を形成し、その構造が RNA 結合タンパク質
である Staufen によって認識され不安定化さ
れるという例もごく最近になって報告され
ている(Gong and Maquat, Nature 470, 2011)。た
だしこれらの機構で制御される mRNA は全
体のごく一部に過ぎず、レトロトランスポゾ
ン配列を持つその他大部分の mRNA の局在
や代謝が特別の制御を受けているのかどう
か、依然として不明な点が多かった。 
 
 
２．研究の目的 
 われわれはこれまで、Xistを初めとする核
内ノンコーディング RNA に注目し、その生
理機能の解析や作用機序の解明を試みてき
た（Sone et al., J Cell Sci 120, 2007; Hasegawa et 
al., Dev Cell 19, 2010; Nakagawa et al., J Cell 
Biol 193, 2011)。それら一連の研究の過程で、
4.5SH短鎖散在反復配列（SINE）型レトロト
ランスポゾンB1がUTRに挿入された転写産
物が、SINE-B1に高い相同性を持ち核内に大
量に存在する 4.5S RNAH(4.5SH)によって核
内繋留されている可能性を見出した（図１）。
これらの予備的な結果は、SINE 型レトロト
ランスポゾンの挿入がホストの遺伝子の
mRNA の局在や代謝の制御に積極的に関わ
っていることを示唆している。本研究は、こ
の仮説を生化学的・分子生物学的な手法でさ
らに検証してゆくことを目指した。 

３．研究の方法 
（1）4.5SHとアンチセンス挿入 SINE B1が二
本鎖 RNA構造を形成していることの検証 
 一般に、核内で形成された二本鎖 RNA 構
造はアデノシンデアミナーゼ（ADAR）と呼
ばれる酵素に認識され、アデニンが脱アミノ
化されてイノシンに変換される。イノシンは
逆転写反応時にグアニンとして認識される
ため、塩基配列を決定した時にアデニンがグ
アニンに置換されていれば、A to I editingを
受けていることになり、核内で二本鎖 RNA
構造を形成していたことが予想される。そこ
で、4.5SH が、アンチセンス方向に挿入され
た SINE B1と実際に二本鎖 RNA構造を形成
していることを調べるために、SINE B1がセ
ンスもしくはアンチセンス方向に挿入され
たレポーター遺伝子を安定に発現する細胞
を作製し、SINE B1挿入配列が A to Iの RNA 
editingを受けているかどうか調べた。  
 
（2）4.5SHと二本鎖を形成している内在の転
写産物の探索 
 4.5SH のターゲットの転写産物は、4.5SH
ノックダウン時に核内繋留が解除されるた
め細胞質での存在量が増加することが予想
される。そこで、4.5SH をノックダウンした
細胞およびコントロールの細胞質分画から
RNAを回収し、マイクロアレイを用いて遺伝
子発現解析を行った。得られた候補遺伝子に
関して、細胞質分画と核分画における挙動の
変化を qPCRで確認した。また、それらの転
写産物が実際に 4.5SHと複合体を形成してい
ることを確認するために、total RNA から
4.5SH を精製し、候補遺伝子の転写産物が共
精製されてくるかどうかを調べた。 
 
（3）4.5SHと複合体を形成するタンパク質の
同定 
 4.5SHとアンチセンス挿入 SINE B1は単独
で核内繋留されているわけではなく、その複
合体を認識するなんらかのタンパク質が存
在しているのではないかと考えた。そのタン
パク質を同定するために、二本鎖 RNA 結合
蛋白質ドメインを持つ 24 種類のタンパク質

図１ 4.5SHの作用機序のモデル 
3' UTRに SINE B1がアンチセンス方向に
挿入された mRNA は相補的な配列を持つ
4.5SH と二本鎖 RNA 構造を形成して核内
に繋留されている。4.5SH が存在しない状
態ではそれらは細胞質へと運ばれる。 



をノックダウンし、細胞質において 4.5SH標
的遺伝子が増加するものを探索した。また、
同定されたタンパク質に対する抗体を用い
てクロスリンク免疫沈降を行い、それらが実
際に 4.5SHおよびアンチセンス挿入 SINE B1
と複合体を形成しているかどうか検証した。
さらに得られた候補遺伝子に関して
CRISPR-Cas9を用いてノックアウトマウスの
作製を試みた。 
 
 
４．研究成果 
  
（1）4.5SHはアンチセンス挿入 SINE B1と核
内で二本鎖 RNA構造を形成している。 
 4.5SHもしくは SINE B1がセンス、アンチ
センス方向に挿入されたレポーター遺伝子
について、挿入配列の A to I editingの有無を
調べたところ、4.5SH がアンチセンス方向に
挿入されたもので顕著な editing がみられた。
また、SINE B1がアンチセンスに挿入された
ものに関しても、頻度は少ないものの editing
が観察された。また、これらの editing は
ADAR をノックダウンした細胞では全く見
られなかった。これらの結果は、4.5SH が内
在性のアンチセンス挿入SINE B1と核内で二
本鎖 RNA 構造を形成していることを強く示
唆していた。一方、センス挿入 SINE B1配列
においては、editingはほとんど観察されなか
った。SINE B1の挿入は数多くの mRNAにみ
られることから、理論上は、それら mRNAに
挿入されたセンス、およびアンチセンス挿入
SINE B2 配列同士が二本鎖 RNA 構造を形成
することも可能性としては考えられる。しか
し、センス挿入 SINE B1で editingがみられな
かったことから、mRNA分子間でのセンスー
アンチセンス相互作用はほどんど起きてい
ないことも予想された。 
 
（2）4.5SHは Npatや Gastl3などのアンチセ
ンス挿入 SINE B1を持つ mRNAの核内繋留
を制御している。 
 4.5SH ノックダウン細胞の細胞質で発現量
が増加した遺伝子は全部で 586種類あったが、
そのうち、アンチセンス挿入 SINE B1を持つ
遺伝子は 70 種類と、約 12%程度であった。
アンチセンス挿入SINE B1を持たないmRNA
がなぜ 4.5sh ノックダウンにより発現変化し
たのかを調べるために、その細胞内局在を調
べたところ、核分画、細胞質分画、ともに発
現が上昇していた。一方、アンチセンス SINE 
B1が挿入された候補遺伝子の転写産物は、核
分画で減少し細胞質分画で上昇している傾
向にあった。これらの結果は、アンチセンス
SINE B1が挿入された内在遺伝子の転写産物
の核内繋留が 4.5SHのノックダウンによって
解除され、その二次的な影響によって多数の
遺伝子の発現それ自体が変化していること
を示していた。 
 これらの解析によって同定された 4.5SHの

ターゲットとなる内在遺伝子には Npat や
Gastl3 などがあった。興味深いことに、total 
RNAから 4.5SHを精製すると、これらの遺伝
子の mRNA も共精製されてくることが分か
った。この結果は、Npatや Gastl3が 4.5SHに
よって核内繋留されていることを強く示唆
していた。 
 
（3）NF110 は 4.5SH とアンチセンス挿入
SINE B1複合体を認識し、それらを核内に繋
留させている。 
 マウスゲノムには二本鎖 RNA 結合ドメイ
ンを持つタンパク質が計 24 種類存在する。
それらをひとつづつノックダウンした結果、
NF110と呼ばれるタンパク質をノックダウン
すると、4.5SH をノックダウンした時と同様
にアンチセンス挿入SINE B1の核内繋留が解
除されることが分かった。また、NF110に対
する抗体を用いてクロスリンク免疫沈降実
験を行った結果、4.5SH, Npat, Gastl3ともに共
沈降されてくることが分かった。また、NF110
には選択的スプライシングの結果作られる
NF90 というアイソフォームも存在するが、
NF110 をノックダウンした時の効果は NF90
によってレスキューすることはできなかっ
た。NF110には プリオン様ドメインという、
グルタミン、セリン、チロシンなどの非電荷
極性アミノ酸に富むドメインがC末端側に存
在するが、このドメインを NF90は持たない。
また、NF90 は主として核小体に存在するの
に対し、NF110は核質全体に存在することも
分かった。NF110の生理機能を確かめるため
に、CRISPR-Cas9のシステムを用いて、プリ
オン様ドメインにナンセンス変異を導入し
たマウスの作製を試み、2 系統のノックイン
ヘテロマウスを得ることができた。 
 
これら一連の研究により、レトロトランスポ
ゾン挿入配列を介した mRNA の新規核内繋
留機構を明らかにすることができた。 
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