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１, 研究のねらい 

高等真核細胞で発現している「mRNA 型ノンコーディング RNA」（以下、現在主に使われてい

る名称である「長鎖ノンコーディング RNA」を用いる）のなかには、転写産物が細胞質に運ばれ

ず核内に蓄積するという非常にユニークな性質を示すものがいくつか知られている。本研究で

は、これら核内長鎖ノンコーディング RNA という新しいカテゴリーの分子群に注目し、その生理

的な機能を明らかにすることで、これまでに知られていなかったような新規の核内プロセスを

解明することを目指した。 

 

２, 研究成果 

研究を開始した当初、核内長鎖ノンコーディング RNA の生理機能については、Xist などエピ

ジェネティックな発現制御にかかわる一部の遺伝子を除けば、ほとんど分かっていなかった。

そこで、核内長鎖ノンコーディング RNA の中でも特に発現量の多い Gomafu、Malat1、MENε/β

の三種類の核内ノンコーディング RNA に注目し、それらのノックアウトマウスを作製してその表

現型を解析することにした。 

（１）新規核内構造体を形成する Gomafu の機能解析 

 Gomafu は神経系において細胞タイプ特異的に発現する遺伝子をスクリーニングする過程

で同定された全長約 9 kb の長鎖ノンコーディング RNA で、発生期から成体まで神経系で強い

発現が見られ、その転写産物は核内で新規構造体を形成している（Sone et al., J Cell Sci 120, 

2007）。Gomafu の生理機能を明らかにするためにノックアウトマウスを作製したところ、発生過

程に異常は見られず、生殖能力もあることが分かった。しかしながら、Gomafu は発生期のみ

ならず成体の神経系でも強い発現が見られることから、神経系の機能に何らかの異常が見ら

れることが期待された。そこで各種行動実験を行ったところ、基礎活動量が増加するという表

現型が観察された。また、これらの表現型は、覚醒剤の連続投与により顕著に増強されること

が分かった（論文投稿準備中）。 

次に、Gomafu の分子機能を明らかにするため、Gomafu と特異的に結合する蛋白質を同定

することを試みた。まず、異なる種間の Gomafu で高度に保存されている配列があるかどうか

を調べるために、ニワトリの Gomafu 遺伝子を同定することにした。ニワトリのゲノムデーターベ

ースを BLAST 検索したところ、マウスおよびヒトの Gomafu と相同配列を持つ遺伝子は見つか

らなかった。一方、EST データーベースを検索したところ、ニワトリ 15 番染色体のシンテニー領

域が活発に転写されていることが明らかになった。この遺伝子は主に神経系で発現しており、

転写産物が核内に局在していたことから、ニワトリの Gomafu であると考えた。ニワトリの

Gomafu とマウスの Gomafu の配列を比較したところ、通常の BLAST アルゴリズムでは相同配

列は見つからなかったものの、より短い保存配列を抽出することのできる MIME アルゴリズム

を用いたところ、UACUAAC という７塩基の配列がタンデムに存在することが分かった。次に、
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このタンデム繰り返し配列に結合する蛋白質をアフィニティー精製によって同定したところ、イ

ントロンのブランチ部位結合タンパク質であるSF1が特異的に結合することが分かった。さらに、

SF1 が Gomafu に結合するかどうかを CLIP 法を用いて調べたところ、実際に細胞内で SF1 と

Gomafu が結合していることが明らかとなった。UACUAAC は出芽酵母イントロンの保存ブラン

チ部位配列として知られており、SF1 に対して高アフィニティーで結合する。一方、マウスを含

む脊椎動物においてはブランチ部位の配列は保存されておらず、SF1 に対してより低いアフィ

ニティーでしか結合しないことが報告されている。これらの事実は、Gomafu が SF1 と競合的に

結合し、内在イントロンのスプライシング反応を阻害している可能性を示している。この仮説を

検証するために、in vitro スプライシング反応系に Gomafu のリピート配列を含む RNA 断片を

加えたところ、弱いブランチ部位配列を持つ IgM の pre-mRNA のスプライシング反応速度が低

下することが分かった。一方、アデノウイルス MINX 第一イントロンのように強いブランチ部位

配列を持つ pre-mRNA のスプライシングは影響を受けなかった。これらのことから、Gomafu は

SF1 と競合的に結合することで、弱いブランチ部位配列を持つイントロンのスプライシング反応

を阻害することが予想された（Tsuiji et al., Genes Cells 16, 2011）。 

続いて、Gomafu が形成している複合体の構成因子をさらに明らかにするため、高発現量の

RNA 結合タンパク質に対してデザインしたカスタム siRNA ライブラリーを作製し、特定の遺伝

子をノックダウンしたときにGomafuの存在量や局在が変化するかどうかを調べた。その結果、

Celf3 と呼ばれるスプライシング因子をノックダウンすると Gomafu が不安定化すること、また、

Celf3 は Gomafu と直接結合していることなどが分かった（投稿準備中）。また、このライブラリ

ーを用いて、Xist の染色体局在化因子を同定することを試みた。Xist は、哺乳類のメス個体に

おいて２本あるうちの片方の X 染色体から発現し、染色体全体を覆い尽くし、クロマチン修飾

酵素を呼び込むことで染色体レベルでの不活性化を制御している。しかしながら、どのように

してこの長鎖ノンコーディングRNAがX染色体上に結合するのか、そのメカニズムは長年の謎

であった。そこで、上記の siRNA ライブラリーを用いて Xist の局在を変化させる遺伝子をスクリ

ーニングしたところ、核マトリクス蛋白質として知られていた hnRNP U をノックダウンすると、

Xist が染色体から解離することが分かった。また、Xist の染色体上への局在には hnRNP U が

持つ RNA 結合ドメインと DNA 結合ドメインの両方が必要なこと、hnRNP U をノックダウンした

細胞では不活性化 X 染色体の形成に異常が起きることなどが分かった（Hasegawa et al., Dev 

Cell 19, 2010）。 

（２）核内構造体パラスペックルを形成する長鎖ノンコーディング RNA、MENε/βの機能解析 

高等真核生物の核内には核小体をはじめとする核内構造体が多数存在しており、特異的

な核内プロセスを制御している。パラスペックルは比較的最近になって同定された核内ボディ

であり、長鎖ノンコーディング RNA である MENε/βがその骨格として機能している。生体内にお

けるパラスペックルの機能を明らかにするために MENε/βのノックアウトマウスを作製したとこ

ろ、意外なことに通常の飼育条件下では表現型を示さないことが明らかとなった。また、

MENε/βの発現解析により、従来ユビキタスな構造体と思われていたパラスペックルが、生体

内ではごく一部の細胞でしか形成されていないことも明らかとなった。これらの結果から、パラ

スペックルは特殊な条件下でのみ機能する核内構造体であることが予想された（Nakagawa et 

al., J Cell Biol 193, 2011）。 
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（３）核スペックルに局在する長鎖ノンコーディング RNA、Malat1 の機能解析 

Malat1 はスプライシング因子の貯蔵庫と考えられている核スペックルに局在する長鎖ノンコ

ーディング RNA で、SR ファミリー蛋白質の核スペックル局在を制御するほか、ガン細胞の増殖

や血清応答、神経細胞のシナプス形成など多様な現象に関わっていることが培養細胞を用い

た研究によって明らかにされている。そこで、Malat1 の生体内における機能を明らかにするた

めにノックアウトマウスを作製したところ、意外なことに、これまで培養細胞を用いて報告され

ていたような表現型は全く観察されず、核スペックルの構成分子の局在にも異常は見られな

かった。一方、ノックアウトマウス由来の繊維芽細胞および消化管の一部の細胞において、パ

ラスペックルの骨格因子である MENε/βの発現が減少し、パラスペックルの数や大きさが減少

することが明らかになった。これらのことから、Malat1 は、MENε/β同様、通常の環境下では必

須ではないが、一部のガン細胞など特定の細胞でのみ機能する遺伝子であることが予想され

た（論文投稿中）。 

 

３, 今後の展開 

 本研究の主な成果として、以下の二つがあげられる。一つは、エピジェネティックな発現制御

に関わる長鎖ノンコーディング RNA が染色体と相互作用するための分子基盤が明らかになっ

たことであり、もう一つは核内長鎖ノンコーディング RNA が動物の行動などの高次生命現象を

制御していることが明らかとなったことである。そのそれぞれについて、今後、以下のような展

開が期待される。 

 

１）エピジェネティックな発現制御に関わる長鎖ノンコーディング RNA の作用機序の解明 

 哺乳類においては、Ｘｉｓｔ以外にも、染色体上に局在してクロマチン修飾の状態を変化させる

長鎖ノンコーディング RNA が複数知られており、それらの多くはインプリンティングを初めとす

るエピジェネティックな遺伝子発現制御に関わっている。hnRNP U はそれらの長鎖ノンコーディ

ング RNA の染色体上への局在も制御しているという予備的な結果が得られており、hnRNP U

が形成する複合体の機能解析を進める事によって、エピジェネティックな発現制御に関わる長

鎖ノンコーディング RNA の作用機序が明らかになることが期待される。エピジェネティックな発

現制御に関わる長鎖ノンコーディング RNA の中には特定のガン細胞で発現が大きく変化する

ものも知られており、発ガンに至る新しい分子メカニズムが解明されることも期待される。 

２）長鎖ノンコーディング RNA と精神疾患の関連の解明 

  本研究によって、新規核内長鎖ノンコーディング RNA である Gomafu を欠損するマウスにお

いて、基礎活動量が増加し、さらに覚醒剤の連続投与に対する感受性が著しく更新することが

明らかとなった。これらの発見は、Gomafu の異常が多動性障害などの精神疾患の原因となっ

ていることを示唆しており、各種精神疾患の患者における Gomafu の発現や変異を調べること

が今後重要となってくると思われる。これまで、精神疾患研究のほとんどは蛋白質の異常に注

目したものであったが、Gomafu を含めた長鎖ノンコーディング RNA に注目した研究を推進す

ることによって、あらたな分子病態が明らかとなることが期待される。 

 

４, 自己評価  

新規核内長鎖ノンコーディング RNA が全く新しい分子プロセスを制御しているのではないか
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ということを期待して研究を進めてきたが、結果として分かったのは、それらがスプライシング

の制御や核内構造体の形成制御など、大きなカテゴリーとしては既知の分子プロセスを制御

しているということであった。その点に関しては、目標は達成できなかったといえる。しかしなが

ら、研究の副産物ながら、これまで長年の謎とされてきたエピジェネティックな発現制御に関わ

る Xist の染色体上への局在を制御するメカニズムが明らかとなったことは、大きな成果である

と言える。また、培養細胞を用いた実験で必須遺伝子と考えられてきた Malat1 と MENε/βのノ

ックアウトマウスが、通常の飼育環境下で全く異常を示さなかったという結果も、関連研究分

野の研究者からは大きな驚きを持って迎えられた。今後は、どのような環境下で長鎖ノンコー

ディング RNA が必要となるのか、それを明らかにする事が重要になると思われるが、そのよう

な研究の方向性を示すことが出来たという点で、重要な貢献が出来たと考えている。 

 

５, 研究総括の見解 

本研究では、核内に蓄積する長鎖ノンコーディング RNA に着目し、その生理機能の解明と

新規の核内プロセスの解明を目指した。発現量の多い Gomafu, Malat1, MENε/βに注目し、ノッ

クアウトマウスを作製し、表現形を解析したところ、Gomafu については、基礎活動量が増加す

ることが観察されたが、Malat1 および MENε/βについては、何も観察されなかった。後者につ

いては、特定の細胞でのみ機能する遺伝子であることが予想されるが、どのような環境下で

必要となるのかを明らかにすることが重要である。Gomafu についての解析はさらに進み、特

異的結合タンパク質は、イントロンのブランチ部位結合タンパク質である SF1 であることを明ら

かにした。また、Gomafu が形成している複合体の構成因子として、スプライシング因子 Celf3

を同定した。同様の方法を用いて、Xist の染色体上への局在には hnRNP U が持つ RNA 結合

ドメインと DNA 結合ドメインの両方が必要なことを示した。非常に苦労した研究課題であった

が、長年の謎であったエピジェネティックな発現制御に関わる Xist の染色体上への局在を制

御するメカニズムを明らかにしたことは、評価出来る。 
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