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研究成果の概要（和文）：NEAT1 lncRNAは、パラスペックルと呼ばれる核内構造体の形成に必須の役割を持つ。
このNEAT1はRNA抽出に一般的に汎用されるAGPC試薬に溶解しにくいことを見出していた。私たちはこの性質を難
溶性と名付けた。この難溶なRNAは熱処理により可溶化することを見出した。また、このNEAT1の性質には、
NEAT1の中央領域の配列及びそこに結合するFUSなどのRNA結合タンパク質が特異的に寄与していることが明らか
となった。さらに、RNA-seqを用いて、網羅的に難溶性RNAを探索したところ、パラスペックルのように核内構造
体を形成するRNAを複数同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：NEAT1 architectural RNA (arcRNA) is an essential core of the nuclear body 
called paraspeckle. We have recently found that a subset of RNAs are hard to be extracted by the 
AGPC reagent. We termed this feature “semi-extractable”. Heating with shaking can make 
semi-extractable RNAs soluble. We investigated what RNA sequences and binding proteins generate this
 semi-extractable feature by using NEAT1 lncRNA as a model. Then we identified the middle domain of 
the NEAT1 is required for its semi-extractability and RNA binding proteins such as FUS, which binds 
to the middle domain of the NEAT1. By utilizing this semi-extractable feature in RNA-seq, we have 
identified the tens of semi-extractable RNAs in cell lines. Some of them form nuclear bodies like 
the paraspeckles, suggesting the utility of this method to identify new arcRNAs.

研究分野： 分子生物学、生化学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)当研究室では、核内構造体パラスペックル
の骨格として必須の役割を持つ NEAT1 long 
noncoding RNA（lncRNA）を集中的に解析
している。本研究は、この NEAT1 lncRNA
を解析する中で最近見出した、NEAT1 
lncRNA を始めとする、ある一群の RNA が
RNA抽出に一般的に使用されるAGPC（Acid 
Guanidinium thiocyanate Phenol 
Chloroform extraction）試薬（市販品として
は TRIzol などが挙げられる）に対して溶解
しにくいという発見を起点としている。この
ような性質を私たちは“難溶性”と呼び、こ
のような性質を持つ RNA を“難溶性 RNA”
と名付けた。しかし、この発見の端緒となっ
た NEAT1 lncRNA は強い難溶性を示すもの
の、この性質を付与するメカニズムは不明で
あった。 
 
(2) この溶解しにくい難溶性 RNA を可溶化
する方法として、注射針に 100 回程度通すこ
とで可溶化できることを見出している。しか
し、この操作は非常に煩雑であり、多数のサ
ンプルを同時に扱うことや少量のサンプル
を扱うには不向きな方法であったことから、
この抽出方法の改良が求められた。さらに、
どのような RNA がこのような性質を保持す
るのか、共通した機能があるのかなどについ
ては不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) RNA の難溶性という性質がいかにして獲
得されるのかについて、どのような RNA の
配列・結合タンパク質によるものであるか、
つまり、“難溶性を規定するエレメント”を
明らかにすることを目指した。 
 
(2) これまでの難溶性 RNA を抽出する方法
は、注射針に 100 回も通すという非常に煩雑
な方法であった。そのため、多検体の処理や
微量のサンプルの処理などには不向きであ
った。そこで、この手法の簡便化及び汎用化
を目指した。 
 
(3) この難溶性 RNA の生理機能について明
らかにするため、難溶性を持つ RNA の網羅
的な探索とその RNA の共通性を探索した。
また、この解析は、難溶性という指標のバイ
オマーカーとしての有用性についての可能
性を調べることにも繋がると考えた。さらに、
難溶性の発見から、難溶性を持つ RNA の量
がこれまで過小評価されてきた可能性も浮
上してきたことから、この解析により、これ
までの次世代 RNA シークエンスなどの解析
において、難溶性はどれほどの RNA の発現
量に影響があるかについて、一定の答えを得
ることにもなると考えた。 
 
３．研究の方法 
(1) 難溶性を解析するモデルとして、非常に

強い難溶性を示す NEAT1 lncRNA を選択し、
その難溶性を生じるメカニズムの解明を進
めた。特に、どのような RNA の配列が重要
であるかに焦点を当てて解析を進めた。この
際、実験系として、ヒト一倍体細胞株 HAP1
を使用して、CRISPR/Cas9 システムを用い
ることで、ゲノム上に１コピー存在する
NEAT1 の欠失等を導入する系を使用した。
NEAT1 は 23kb もある非常に長い lncRNA
であるが、全長に渡り、様々な長さの欠失を
導入することで、網羅的に難溶性に関わる領
域の探索を行った。 
 
(2) これまで、主に当研究室が同定してきた
パラスペックルタンパク質のうち、どのタン
パク質が NEAT1 の難溶性に影響を与えるか
について解析した。この際、上述のヒト一倍
体細胞株HAP1を用いたCRISPR/Cas9シス
テムにより、ノックアウト細胞株を樹立し、
解析を進めた。さらに、ここで同定されたタ
ンパク質と難溶性に重要な RNA 領域との相
互作用についても解析を行うことで、難溶性
を規定するエレメントを同定した。 
 
(3) 抽出方法の改良という点については、
種々の方法（熱処理、震盪、超音波処理など）
を試した。この際、バイオアナライザーを用
いて、RNA が分解されていないことについ
ても検討を行い、最適な方法を探索した。 
 
(4) これまでに、次世代 RNA シークエンス
を用いて、従来の抽出方法と難溶性 RNA の
改善抽出方法で精製した RNA を比較し、網
羅的に、HeLa 細胞株における難溶性 RNA
を同定してきた。これにより、それはどうい
った RNA なのか、また、それらには何か共
通性があるのかについても検討を行った。
NEAT1 lncRNA が著しい難溶性を示すこと
から、一つの可能性として、難溶性 RNA は、
細胞内構造体に含まれる RNA の可能性が考
えられたため、その可能性について、
RNA-FISH 法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト一倍体細胞株 HAP1 を用いて、
NEAT1 の解析を行うにあたり、まず HAP1
細胞における難溶性を確認した。qPCR 法を
用いて確認を行ったところ、これまでの解析
に使用していた HeLa細胞で見られたのと同
様に、約 10-20 倍程度の強い難溶性が観察で
きたことから、HAP1 細胞は NEAT1 の難溶
性の解析に適していると判断した（図１）。
そこで、この HAP1 細胞株を用いて、NEAT1
の 様 々 な 領 域 を欠 失 さ せ た 変 異 体 を
CRISPR/Cas9 システムを用いて樹立した。
重要な領域を網羅的に同定するために、これ
までに、150 種類以上の変異細胞株を樹立し
た。その中で、特に NEAT1 の中央領域を大
きく欠失した変異株（middle）では、パラ
スペックルの形成に異常を示し、パラスペッ



クルが会合できず、NEAT1 のシグナルが核
質に散在した。この構造の異常は、超解像度
顕微鏡や電子顕微鏡を用いた解析によって
も観察され、パラスペックルの秩序を持った
構造が壊れていることが明らかとなった。そ
こで、この変異株を使用し、NEAT1 の難溶
性を確認したところ、難溶性が大きく低下し
ていた（図１）。 

また、比較として、NEAT1 の別の領域を大
きく欠失した変異体（パラスペックルの形成
は正常）では、中央領域の欠失の場合に比べ
ると、難溶性の低下は緩やかであった。中央
の領域がより特異的に難溶性に影響を与え
ることが明らかとなった。 
 
(2) 可溶化しない NEAT1 が抽出の過程でど
こに存在しているかを探索した結果、中間層
に存在していたことから、非常に強い変性状
態にあるにもかかわらず、タンパク質と複合
体を形成していることが強く示唆された。そ
こで、NEAT1 上のどこの RNA 領域が必要か
という解析に加えて、パラスペックルタンパ
ク質のうち、どのタンパク質が NEAT1 の難
溶性に寄与するかを探索した。主要なパラス
ペックルタンパク質、約 20 種類について、
HAP1 細胞株を用いて、ノックアウト細胞株
を樹立し、それらの細胞株における NEAT1
の難溶性を測定した。すると、RNA 結合タ
ンパク質FUSのノックアウト細胞において、
NEAT1 の難溶性が有意に低下することが明
らかとなった。また、これまでの解析から、
FUS は、パラスペックルの会合に必須の役割
を持つことがわかっており、この機能におい
て、プリオン様ドメインが必須であることも
明らかとなっている（Hennig et al., JCB 
2015）。そこで、プリオン様ドメインを欠失
した FUS を発現することで難溶性の変化を
観察したが、プリオン様ドメインが難溶性を
付与する上で重要であることが明らかとな
った（Chujo et al., EMBO J. 2017）。また、
FUS に加えて、パラスペックルの形成に必須
の役割を持つ NONO のノックアウト細胞に
おいても NEAT1 は顕著に難溶性が低下する
ことが明らかとなってきた。また、残りのノ
ックアウト細胞株では、顕著な難溶性の低下
は認められなかったことから、FUS 及び
NONO が特異的に NEAT1 の難溶性に寄与
していることが示唆された。また、FUS 及び
NONOは数多くのRNAと結合することが知
られているため、これらが単に結合している

だけで、難溶性が生まれるのであれば、非常
に多くの RNA が難溶性になるはずである。
しかし、私たちの RNA シークエンス解析か
ら、それほど多くの RNA が難溶性ではない
ことを考えると、複数の因子が関わることで
難溶性を生んでいることが考えられる。一つ
の可能性として、FUS と NONO が協働する
ことで、難溶性を生んでいる可能性が考えら
れる。また、これら二つの因子以外も関与す
ることで難溶性を生んでいる可能性が考え
られた。 
 また、middle 株においては、FUS 及び
NONO の局在が低下していた。これと合致す
るように、この RNA 結合タンパク質と RNA
との結合部位を同定する CLIP 法を用いた解
析結果から、これら二つのタンパク質が強く
この中央の領域に結合することも明らかと
なった。これらの結果から、middle 株での
NEAT1 の難溶性が低下には、FUS 及び
NONO が寄与していることが示唆された。 
 FUS はプリオン様ドメインを介して、難溶
性を生んでいることが明らかとなったが、も
う一つの難溶性因子である NONO は X 線結
晶構造解析から、Coiled coil ドメインを介し
て、ポリマーを形成すること、加えてプリオ
ン様ドメインを有することが明らかになっ
ていることから、今後、これらのドメインの
重要性を明らかすることで、難溶性の実態が
さらに理解できるようになるものと期待で
きる。 
 
(3) 抽出方法の改良という点については、
種々の方法を試みた結果、55℃で 10〜20 分
程度保温しつつ、震盪する方法（Thermo 
mixer [Thermo Scientific], 1000 rpm）が
RNA の分解を最小限に抑えつつ、NEAT1 を
従来の注射針を通す方法と同程度の効率で
可溶化できることが明らかとなった（Chujo 
et al., EMBO J. 2017）。この方法であれば、
多検体のサンプルや微量のサンプルでも簡
便に抽出を行うことが可能である。 
 
(4) NEAT1 以外にも、A-body と呼ばれる核
内構造体の骨格として機能する IGS lncRNA
も難溶性を示すことがわかってきたことか
ら、構造体を形成する RNA が溶解しにくい
のではないかという可能性が浮上した。そこ
で、次世代 RNA シークエンスによる網羅的
な探索で見出した難溶性 RNA のうちの発現
量の高いものの局在を解析したところ、核内
で顆粒状の構造として観察された。また複数
の細胞株で、網羅的な難溶性 RNA の探索を
行った結果、細胞によって異なる RNA が難
溶性を示すことも明らかとなった。これらの
結果から、構造体を形成するという特性を持
つ RNA を探索する手段としての難溶性の有
用性が強く示唆された（Chujo et al. EMBO 
J. 2017）。 
 次世代 RNA シークエンス解析では、数倍
程度の影響を認めるものは多数あったもの

 
図１ NEAT1 中央領域欠失株（middle）における難溶
性の低下（NEAT1 の可溶化） 



の、NEAT1 以外に１０倍を超えるような、
大きな影響を受けるものは見つからなかっ
たが、特定の細胞や条件、さらにはヒト以外
の別の生物種においては、大きな影響を認め
るものも存在する可能性もあることから、そ
の際には、改善された抽出方法は有効である
と考えられる。 
 
さらに、現在 HAP1 細胞株などの種々の細胞
株や条件における難溶性 RNA の探索も進
行・計画しており、この中から共通性や探索
することで、さらなる構造体の骨格として機
能するarcRNAの同定につながることが期待
できる。また、RNA 配列とそのパートナー
タンパク質の同定により、arcRNA により誘
導される構造体の形成機構について詳細な
分子機構の理解につながると期待できる。 
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