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 一 般 的 に D N A の 遺 伝 情 報 は R N A へ の 転 写 を 経 て タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 。

細 胞 内 で 不 可 欠 な 機 能 を 発 揮 す る 分 子 は 酵 素 な ど タ ン パ ク 質 が 大 部 分 で あ る が 、

転 写 さ れ た R N A 情 報 が タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る も の は わ ず か 数 %に 過 ぎ な い 。タ

ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ な い R N A は ノ ン コ ー デ ィ ン グ R N A ( n c R N A )  と 呼 ば れ る 。

2 0 0 塩 基 長 以 下 の 短 鎖 n c R N A に は 、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 に 必 須 の 機 能 を 担 う 運 搬

R N A ( t R N A )  な ど が あ り 、 古 く か ら 研 究 さ れ 機 能 が 明 ら か に な っ て い る も の が 多

い 。 他 方 、 長 鎖 n c R N A に つ い て の 機 能 解 明 は 遅 れ て い る 現 状 が あ る 。 し か し 近

年 、 長 鎖 n c R N A の な か に は 遺 伝 子 発 現 を 制 御 し た り 、 あ る い は 特 定 の ス ト レ ス

環 境 下 で 発 現 し た り と い う 報 告 例 が 相 次 ぎ 、 細 胞 活 動 に お い て 重 要 な 働 き を 担 う

長 鎖 n c R N A が 多 く 存 在 し う る と の 認 識 が 深 ま っ て き た 。 し た が っ て 、 こ の よ う

な 機 能 性 長 鎖 n c R N A を さ ら に 発 見 し 、 そ の 機 能 を 解 明 す る こ と は 、 こ れ ま で 主

に タ ン パ ク 質 に よ っ て の み 理 解 さ れ て き た 細 胞 内 現 象 の 本 来 の 姿 を 描 く 上 で 必 須

で あ る 。 申 請 者 が 所 属 す る 研 究 室 で は 、 新 た な 機 能 性 長 鎖 n c R N A を 発 見 す る た

め に 、分 裂 酵 母 S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e  が 有 す る 長 鎖 n c R N A の 塩 基 配 列 と 、

予 測 さ れ る 二 次 構 造 の 進 化 的 保 存 性 の 両 方 に 着 目 し た i n  s i l i c o  /  i n  v i v o ス ク リ

ー ニ ン グ が お こ な わ れ た 。 本 研 究 で は そ の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 抽 出 さ れ た 長 鎖

n c R N A （ n c 1 6 6 9）に 着 目 し 、こ れ が 分 裂 酵 母 の 性 分 化 に 果 た す 機 能 を 追 究 し た 。  

 第 1 章 で は 、 本 研 究 の 内 容 を 理 解 す る 上 で 必 要 な 背 景 、 お よ び 本 研 究 に 先 立 ち

実 施 さ れ 、本 研 究 の 基 盤 と な っ た n c R N A の i n  s i l i c o  /  i n  v i v o ス ク リ ー ニ ン グ に

つ い て 記 載 し た 。n c R N A 分 子 内 の 相 補 的 塩 基 対 に よ り 形 成 さ れ る 二 次 構 造 は 、細

胞 内 で の 機 能 に 重 要 な 影 響 を 及 ぼ す 。 重 要 な 働 き を 担 う 機 能 性 遺 伝 子 は 異 な る 生

物 種 間 で の 塩 基 配 列 お よ び 構 造 の 保 存 性 が 高 い と い え る 。 し た が っ て 、 塩 基 配 列

と 二 次 構 造 が 進 化 的 に 保 存 さ れ て い る 長 鎖 n c R N A を 分 裂 酵 母 S .  p o m b e お よ び そ

の 近 縁 種 の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス を 利 用 し て 探 索 ・ 抽 出 す

れ ば 、 生 理 的 機 能 を 持 つ 長 鎖 n c R N A の 発 見 に 至 る 可 能 性 が あ る 。  

実 際 の i n  s i l i c o ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、塩 基 配 列 と 二 次 構 造 の 両 方 が 進 化

的 に 保 存 さ れ て い る と 判 定 さ れ た 領 域 を C o n s e r v e d  S e c o n d a r y - s t r u c t u r e  M o t i f  

( C S M )  と 名 付 け た 。 S .  p o m b e の 全 n c R N A 1 , 8 5 7 遺 伝 子 の う ち 、 C S M を 有 す る

n c R N A は 1 5 1 遺 伝 子 で あ っ た 。こ れ ら の 中 か ら 、機 能 性 長 鎖 n c R N A の 候 補 と し

て 絞 り 込 ま れ た 1 4 遺 伝 子 に つ い て 、 そ れ ぞ れ の ノ ッ ク ア ウ ト 株 を 作 製 し 、 各 種

薬 剤 に よ る ス ト レ ス 環 境 下 な ど 、 多 様 な 培 養 条 件 下 で の 表 現 型 を 観 察 し た （ i n  
v i v o ス ク リ ー ニ ン グ ）。そ の 結 果 、 n c 1 6 6 9 の ノ ッ ク ア ウ ト 株 は 性 分 化 が 亢 進 す る

表 現 型 を 示 し た 。S .  p o m b e の 野 生 型 株 は 窒 素 源 を 含 む 培 地 で は 性 分 化 を 行 わ な い

が 、n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 で は 、性 分 化 の 第 一 段 階 で あ る 細 胞 ど う し の 接 合 が 亢

進 す る 表 現 型 が み ら れ た 。  

次 に 、分 裂 酵 母 の 性 分 化 を 制 御 す る マ ス タ ー 転 写 因 子 S t e 11 に 関 す る 知 見 に つ

い て 説 明 し た 。 分 裂 酵 母 は 窒 素 源 を 含 む 培 地 で は 無 性 生 殖 （ 栄 養 増 殖 )  を 繰 り 返
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す が 、 窒 素 源 が 枯 渇 す る と 性 分 化 す な わ ち 有 性 生 殖 （ 接 合 、 減 数 分 裂 お よ び 胞 子

形 成 ）を 開 始 す る 。分 裂 酵 母 が 性 分 化 を 開 始 す る 際 、窒 素 源 飢 餓 に 応 答 し て s t e 11
遺 伝 子 の 発 現 が 上 昇 す る 。転 写 因 子 S t e 11 は 性 分 化 の マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー で

あ り 、 性 分 化 を 遂 行 す る た め に 必 須 の 因 子 を 多 数 発 現 誘 導 す る 。 こ れ に 対 し て 、

窒 素 源 が 豊 富 な 環 境 下 で は 性 分 化 を 開 始 し な い よ う に 、 S t e 11 の 発 現 は 抑 制 さ れ

る 必 要 が あ る 。窒 素 源 存 在 下 に お い て は c A M P / P K A シ グ ナ ル 経 路 、T O R（ T O R C 1）

シ グ ナ ル 経 路 、 P a t 1 キ ナ ー ゼ 、長 鎖 n c R N A r s e 1 等 に よ り 、 s t e 11  m R N A あ る い

は S t e 11 タ ン パ ク 質 は 負 に 制 御 さ れ る 。  
 第 2 章 で は 、 本 研 究 で 使 用 し た 大 腸 菌 株 と 分 裂 酵 母 株 、試 薬 や 培 地 の 組 成 、 実

験 手 法 に つ い て 記 載 し た 。  

 第 3 章 で は 、 n c 1 6 6 9  R N A の 解 析 結 果 に つ い て 記 載 し た 。 ま ず 、 n c 1 6 6 9  R N A

に つ い て 説 明 し た 。 n c 1 6 6 9 は 2 番 染 色 体 か ら 転 写 さ れ る 約 2 , 2 0 0 塩 基 の 長 鎖

n c R N A で あ り 、そ の 3 '末 端 側 に 11 7 塩 基 長 の 保 存 さ れ た C S M 領 域 を 有 す る 。ま

た 、 n c 1 6 6 9 に は 他 に 2 つ の R N A 遺 伝 子 が オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る 。 5 '末 端 側 の

相 補 鎖 か ら は 長 鎖 n c R N A n c 1 6 7 0 が 、C S M 領 域 を 含 む 相 補 鎖 か ら は t R N A _ G l u 0 8
が 発 現 す る 。 第 1 節 で は 、 n c 1 6 6 9  R N A が s t e 11 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 に 必 要 で あ る

こ と を 示 し た 。 n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 は 接 合 亢 進 を 示 す こ と か ら 、 n c 1 6 6 9  R N A

は 栄 養 存 在 下 で s t e 11 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 窒

素 源 を 含 む 培 地 に お け る s t e 11 の 発 現 量 を 測 定 し た と こ ろ 、 野 生 型 と 比 較 し て

n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 で は 2 ~ 3 倍 程 度 上 昇 し て い た 。ま た 、野 生 型 の n c 1 6 6 9 の

発 現 量 は 、窒 素 源 非 存 在 下 で は 存 在 下 に 比 べ て 1 / 1 0 程 度 ま で 減 少 し た 。以 上 の 結

果 か ら 、 n c 1 6 6 9  R N A は 窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て s t e 11 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 を

介 し て 性 分 化 の 開 始 を 阻 止 す る が 、 窒 素 源 飢 餓 下 で は n c 1 6 6 9 の 発 現 量 が 減 少 す

る こ と で s t e 11 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 分 子 機 構 が 想 起 さ れ た 。 第 2 節 で は 、

n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 が 示 し た 接 合 亢 進 の 原 因 が 、 n c 1 6 6 9 の 相 補 鎖 か ら 発 現 す

る 他 の ２ つ の R N A 遺 伝 子 を 同 時 ノ ッ ク ア ウ ト し た こ と に よ る も の で は な い こ と

を 示 し た 。 n c 1 6 6 9 の 相 補 鎖 か ら は n c 1 6 7 0 と t R N A _ G l u 0 8 が 転 写 さ れ る た め 、

n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 で は 3 つ の n c R N A が 同 時 に 欠 失 さ れ て い る 。し た が っ て 、

n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 の 接 合 亢 進 の 表 現 型 は 、n c 1 6 7 0 あ る い は t R N A _ G l u 0 8 の

欠 失 に 起 因 す る 可 能 性 が 排 除 で き な い 。そ こ で 、n c 1 6 6 9 ノ ッ ク ア ウ ト 株 に お い て 、

こ れ ら の R N A 遺 伝 子 を 異 所 的 に 発 現 さ せ た 場 合 に 接 合 亢 進 の 表 現 型 を 相 補 で き

る か を 検 証 し た 。 そ の 結 果 、 接 合 亢 進 は n c 1 6 7 0 や t R N A _ G l u 0 8 が 欠 失 し た こ と

が 原 因 で は な く 、 n c 1 6 6 9 の 欠 失 が 原 因 で あ る こ と を 実 証 し た 。  

 二 次 構 造 を 予 測 し た 結 果 、n c 1 6 6 9  R N A の C S M 領 域 は t R N A 様 の ク ロ ー バ ー 型

の 二 次 構 造 を 形 成 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 本 研 究 の 基 盤 と な っ た ス ク リ ー ニ ン グ

で は 、 保 存 さ れ た 二 次 構 造 が n c R N A の 機 能 に 重 要 で あ る と 想 定 し て い た た め 、

第 ３ 節 で は n c 1 6 6 9  R N A の 配 列 の な か で も 構 造 保 存 性 の 高 い C S M 領 域 の 二 次 構
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造 が 機 能 ド メ イ ン で あ る 可 能 性 に つ い て 検 証 し た 。 第 2 節 同 様 、 n c 1 6 6 9 ノ ッ ク

ア ウ ト 株 で C S M 領 域 を 除 い た 部 分 的 な n c 1 6 6 9  R N A を 異 所 的 に 発 現 さ せ た が 、

接 合 亢 進 を 相 補 し な か っ た 。 し た が っ て 、 n c 1 6 6 9  R N A が 接 合 亢 進 を 抑 制 す る た

め に は C S M 領 域 が 必 須 だ と 結 論 づ け た 。 C S M 領 域 の 二 次 構 造 の 重 要 性 を さ ら に

検 証 す る た め 、内 在 性 の n c 1 6 6 9 の C S M 領 域 が 示 す 塩 基 配 列 を ラ ン ダ ム に シ ャ ッ

フ ル し て 並 び 替 え た C S M - s h f 1 配 列 を 作 成 し た 。 C S M - s h f 1 配 列 は オ リ ジ ナ ル の

C S M 領 域 と は 異 な り t R N A 様 の 二 次 構 造 を 形 成 で き な い 。細 胞 内 の n c 1 6 6 9  R N A

の C S M 配 列 を C S M - s h f 1 配 列 に 置 換 し た 変 異 体（ n c 1 6 6 9 - s h f 1 変 異 体 ）も ま た 接

合 亢 進 を 示 し た 。 こ の 時 、 s t e 11 の 発 現 が 野 生 型 と 比 較 し て 2 倍 程 度 上 昇 し て い

た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て s t e 11 の 発 現 を 抑 制 す る た め に

は 、 二 次 構 造 を 形 成 す る C S M 領 域 が 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  

 第 4 章 で は 、こ れ ま で の 知 見 を 踏 ま え な が ら 本 研 究 の 実 験 結 果 に つ い て 考 察 し

た 。 第 1 節 で は 、 本 研 究 の 基 盤 と な っ た i n  s i l i c o  /  i n  v i v o ス ク リ ー ニ ン グ に つ

い て 評 価 し た 。第 2 節 で は 、窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て n c 1 6 6 9  R N A が s t e 11 の

発 現 を 抑 制 す る メ カ ニ ズ ム に つ い て 考 察 し た 。 s t e 11、 n c 1 6 6 9 は 同 一 染 色 体 上 の

比 較 的 近 傍 に 位 置 す る こ と か ら 、 n c 1 6 6 9  R N A は s t e 11 の 発 現 を シ ス に 抑 制 す る

可 能 性 が あ る 。ま た 、n c 1 6 6 9  R N A と c A M P / P K A シ グ ナ ル 経 路 等 、既 知 の 経 路 と

の 関 係 に つ い て 考 察 し た 。  

 本 研 究 で は 、長 鎖 n c R N A n c 1 6 6 9 が 窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て s t e 11 の 転 写 を

抑 制 し 、 性 分 化 の 開 始 を 阻 止 す る こ と を 示 し た 。 こ の 機 能 を 発 揮 す る に は 二 次 構

造 を 形 成 す る C S M 領 域 が 必 須 で あ る 。 こ の よ う に 本 研 究 は 、 多 層 的 に 制 御 さ れ

て い る s t e 11 の 発 現 に 、 近 縁 種 に て 塩 基 配 列 と 二 次 構 造 が 保 存 さ れ て い る 長 鎖

n c R N A n c 1 6 6 9 が 関 与 す る こ と を 示 し 、 分 裂 酵 母 の 性 分 化 の 分 子 機 構 の 解 明 に 貢

献 し た 。加 え て 、本 研 究 の 基 盤 と な っ た i n  s i l i c o  /  i n  v i v o ス ク リ ー ニ ン グ が 、実

際 に 機 能 性 長 鎖 n c R N A を 発 見 す る た め に 有 用 で あ る こ と を 証 明 し た 。  
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