
 

  



＜研究・調査実施状況＞ 

 ヒトゲノムには反復配列が多数存在し、特にレトロトランスポゾン遺伝子は逆転写酵素により、

進化的にそのコピー数を増加させてきた。Alu は約 300塩基長の短鎖のレトロトランスポゾン遺伝

子であり、自身のプロモーターから 300塩基長の RNA「Single Alu RNA」が転写される。また、コ

ード領域、 イントロン、UTR (Untranslated region) 領域にも存在しており、mRNAのプロモーター

から Alu配列を有する RNA が転写される「Alu 配列挿入型 mRNA」。さらに、２つの Alu 配列が近

傍に存在すると、二本鎖を形成し、非常に安定な stem loop構造を形成し、mRNAの翻訳や分解に機

能すると考えられてきた。しかし、Alu RNA の存在意義、機能については未だに不明な点が多く残

されている。近年、Single Alu RNAが RNaseIII活性を有する DICER により分解されること、また、

この分解機構の破綻により、 眼病である加齢黄斑変性（AMD）が引き起こされることが報告され

たが、その病態の分子機構については詳細な解析がなされていなかった（Kaneko et al. 2011. Nature 

471: 325）。最終報告では派遣先で取り組んだ、主に Alu が関与する RNA 制御機構について遂行状

況を報告する。 

 

①  DICERによる Alu RNAの分解機構 

 派遣先研究室では ADAR1(Adenosine deaminases acting on RNA 1)が DICER と複合体を形成し、 

DICER による miRNA 前駆体の切断を亢進して、成熟型 miRNA による遺伝子発現抑制を促進す

ることを明らかにしてきた。そこで、ADAR1 の DICER による Alu RNA分解に対する影響を調べ

るため、DICER 単体及び DICER/ADAR1 複合体のリコンビナントタンパクを精製し、In vitroでの

RNA分解実験をおこなったところ、DICER単体においては Single Alu RNAは切断されず、二本鎖

を形成した Alu RNAをわずかに切断した。一方、DICER/ADAR1複合体においても Single Alu RNA

の分解は認められなかったが、二本鎖 Alu RNA を効率よく切断した。DICER による切断産物が

21~23 塩基長であり、成熟型 miRNA や siRNA と同じ長さであったことから、次に細胞内において

DICER と ADAR1 が二本鎖 Alu RNA の分解に寄与しているかどうかを調べるため、DICER 欠損細

胞及び ADAR1 ノックダウン細胞の網羅的小分子 RNA シークエンスデータの解析をおこなった。

すると、コントロール細胞では Alu 配列を有する小分子 RNAはセンス、アンチセンス共に、21~23

塩基長にピークが認められたが、DICER 欠損細胞及び ADAR1 ノックダウン細胞においては配列

数の減少が認められた。 

さらに、ルシフェラーゼの下流（3’UTR領域）に Alu 配列を２つ挿入したプラスミドを作製し、

細胞内における二本鎖 Alu RNA と ADAR1、DICER の関係を調べたところ、ADAR1 もしくは

DICER を過剰に発現している細胞では二本鎖 Alu RNA を有するルシフェラーゼの発現が抑制さ

れることがわかった。 

以上の結果から、DICER単体は Single Alu RNAを切断せず、DICER/ADAR1 複合体が二本鎖を

形成した Alu RNA の分解に寄与していることが明らかとなった (図１)。 

 

②  Alu RNA由来の小分子 RNAの機能 

 次に、DICER/ADAR1複合体により産生される Alu 由来の小分子 RNA が、細胞内において RNA

サイレンシングに機能する AGO2 に取り込まれているかどうかを調べた。培養細胞に FLAG タグ

融合 AGO2 を強制発現した細胞から AGO2 を精製し、含まれる RNA を網羅的にシークエンスし

たデータを解析したところ、microRNA と比べると少ない量ではあるが、いくつかの Alu 由来の小

分子 RNA が AGO2に取り込まれていた。そこで、特に AGO2に取り込まれた配列数の多い、Alu

由来の小分子 RNA を人工合成し、培養細胞に導入して、そのターゲット遺伝子と生物学的機能に

ついて解析した。成熟型 microRNA や siRNAは AGO2に取り込まれ、相補的な配列の mRNA の分

解や、翻訳抑制に機能することから、センス鎖の Alu 小分子 RNA であればアンチセンス鎖の Alu

配列を、アンチセンス鎖の Alu 小分子 RNA であればセンス鎖の Alu 配列を有する mRNA に作用

することが予想された。そこで、センス及びアンチセンス鎖の Alu 小分子 RNAを導入した細胞に

おける、3’UTR に Alu 配列を有する遺伝子のタンパク発現を、ウエスタンブロット法を用いて解

析した。アンチセンス Alu 小分子 RNA は 3’UTR にセンス鎖の Alu 配列を有する遺伝子のタンパ

ク量には影響しなかったが、センス Alu小分子 RNA の導入はアンチセンス鎖の Alu配列を有する

遺伝子（CDCP1など）の発現抑制を引き起こした。 

 CDCP1 は細胞膜貫通タンパクであり、近年、ERK1/2 経路、FAK 経路及び AKT 経路を介して、

ガン細胞の増殖、細胞死、上皮間葉転換に寄与するタンパクとして報告されていることから、子宮

頸がん細胞株である HeLa 細胞を使用して Alu小分子 RNA導入の表現型解析をおこなった。セン

ス Alu 小分子 RNA を導入すると、アポトーシスマーカーである Cleaved PARP の増加、及び

Caspase3/7 の活性上昇が認められた。また、HeLa 細胞においては CDCP1 を単独でノックダウン

すると、アポトーシスが生じたことから、センス Alu 小分子 RNA の導入によるアポトーシスは



CDCP1 の発現低下に起因することが示唆された。 

以上の結果から、センス鎖の Alu 小分子 RNA が多量に存在すると、CDCP1 などの mRNA の

3’UTR にアンチセンス鎖の Alu を有する遺伝子の発現が抑制され、HeLa 細胞においてはアポト

ーシスが誘導されることが明らかとなった (図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③  紫外線照射ストレスに対する ADAR1の機能解析 

 これまでに AMD 発症の危険因子として、紫外線が報告されていることから、紫外線ストレス時

における ADAR1 の機能を調べた。ADAR1 は DICER との複合体形成による microRNA 産生の亢

進だけでなく、二本鎖 RNA に結合し、RNA のアデノシンをイノシンに編集する酵素でもある。

ADAR1 遺伝子座からは転写開始部位及び翻訳開始部位の異なる ADAR1p110 と ADAR1p150 の２

つのタンパクが産生され、ADAR1p110 は恒常的に発現しているのに対し、ADAR1p150 はインタ

ーフェロン刺激時にその発現が誘導される。多くの細胞で ADAR1p110 は核内に存在しているが、

紫外線刺激により細胞質に局在移動することがわかった。そこで、ADAR1p110の局在制御機構に

ついて調べるため、紫外線刺激により活性化されるMAP キナーゼ経路についての検証をおこなっ

た。まず、MAP キナーゼキナーゼである MKK1、MKK6、JNKK の活性型変異体を細胞に強制発

現させたところ、MKK6 の強制発現により ADAR1p110 の細胞質への移行が観察された。また、

ADAR1p110 の細胞質移行は p38 の阻害剤の添加、もしくはその下流のキナーゼである MSK1 と

MSK2 を同時にノックダウンすると阻害されたことから、MKK6-p38-MSK1&2 経路により制御さ

れていることが明らかとなった。 

 次に、ADAR1p110がリン酸化されているかどうかを調べるため、電気泳動時にリン酸化により

タンパクの移動度が変化する Phos-tag ゲル、及び質量分析法による解析をおこなったところ、

ADAR1p110 は MSK1&2 によりリン酸化されており、そのリン酸化部位は ADAR1p110 の C 末端

側に位置する二本鎖 RNA結合ドメイン 3の近傍に存在するセリン、スレオニンのあわせて 5残基

であることがわかった。そこで、ADAR1p110リン酸化模倣変異体を作製し、核外輸送タンパクと

の結合能の変化を調べたところ、非リン酸化変異体と比べ、XPO5との結合量が著しく増加してい

た。また、ADAR1p110 リン酸化模倣変異体を細胞に強制発現させると、非刺激状態においても細

胞質に局在した。以上の結果から、ADAR1p110 は紫外線刺激により、活性化された MKK6-p38-

MSK1&2 経路によってリン酸化を受けることにより、XPO5 との結合能が上昇し、細胞質に輸送

されることが明らかとなった。 

 MAP キナーゼ経路は細胞の生死を制御する機構であり、紫外線などのストレスに応答すること

から、ADAR1p110 のアポトーシスへの関与を調べた。ADAR1 をノックダウンした細胞に紫外線

照射をおこなうと、コントロールと比べ約５倍のアポトーシスが引き起こされた。また、内在性の

図１ DICER/ADAR1複合体による Alu小分子 RNAの産生と遺伝子発現抑制 



ADAR1のみをノックダウンした細胞にプラスミドトランスフェクションにより ADAR1p110を強

制発現させ、レスキュー実験をおこなったところ、野生型だけでなく、RNA 編集活性を有さない

ADAR1p110 によってもアポトーシスの抑制が認められたことから、ADAR1p110は RNA編集非依

存的に抗アポトーシス作用を示すことが明らかとなった。 

 次に、ADAR1 が細胞質においてどのような機構でアポトーシスを抑制するのか調べるため、紫

外線照射した ADAR1 ノックダウン細胞の mRNA を、次世代シークエンサーを用いて網羅的に解

析した。その結果、3’UTR に Alu 配列などによる二本鎖構造を有する抗アポトーシス遺伝子の発

現が有意に低下していた。一方、近年、細胞質に存在する二本鎖結合タンパクである STAU1（Staufen 

1）の結合 RNA の網羅的解析結果が報告されており、ADAR1 の RNA結合部位と重複しているこ

とがわかった。STAU1 は細胞質において、UPF1 と複合体を形成し、結合した mRNA の分解を誘

導することから、ADAR1p110が細胞質において STAU1依存的 mRNA分解機構と拮抗するのでは

ないかと考えられた。そこで、ADAR1 に加え STAU1を同時にノックダウンすると、ADAR1単独

ノックダウンによって引き起こされた 3’UTR に二本鎖構造を有する mRNA の分解とアポトーシ

スの誘導が抑制された。さらに、STAU1 と 3’UTR に二本鎖構造を有する mRNA との結合に対す

る ADAR1 の影響を調べるため、HA タグ融合 STAU1 を強制発現した細胞から免疫沈降法を用い

て STAU1 結合 RNA を精製し、qRT-PCR 法により定量解析をおこなった。その結果 ADAR1 をノ

ックダウンした細胞においては、STAU1に結合する二本鎖構造を有する mRNA の量が増加してお

り、ADAR1 が mRNA の二本鎖領域に排他的に結合して、STAU1 による二本鎖 RNA の認識を阻

害することが明らかとなった。 

 本研究を進めるにあたり ADAR1のリン酸化による DICER との結合への影響、RNA 切断活性の

変化について解析をおこなったが、有意な変化は認められなかった。 

 以上の結果から、紫外線の照射によって MKK6 がリン酸化され、下流の p38がリン酸化される。

そして、核へと移行したリン酸化 p38 は MSK1 および MSK2 をリン酸化し、続いて ADAR1p110

のリン酸化が引き起こされる。次に、リン酸化により ADAR1p110の XPO5複合体との結合能が上

昇し細胞質へと輸送される。細胞質において ADAR1p110は mRNAの 3’UTR の二本鎖領域と結合

し、STAU1 に依存的な mRNA の分解機構を阻害する。ADAR1 は紫外線照射時に抗アポトーシス

に寄与する遺伝子のmRNAを保護することによって抗アポトーシス作用を示すことが明らかとな

った（図２）。 

 

 今後、「DICER/ADAR1 複合体による二本鎖 Alu RNA の分解機構」および「ADAR1 と STAU1 に

よる RNA 制御機構」と AMDの原因となる網膜色素上皮細胞の変性・脱落との関係について研究を

展開していく予定である。 

 

 

 

 

 

  

図２ 紫外線の照射による ADAR1p110の局在の変化とmRNAの保護機構 
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