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研究成果の概要（和文）：申請者が独自に発見したMALAT１ノンコーディングRNAを含有する熱ストレス応答性の
新規核内構造体の機能を解明するために、新規構造体の構成因子をとしてMALAT1結合タンパク質を同定すること
を目的とした。2016年は、MALAT1結合タンパク質群を網羅的に同定するための手法の確立を行った。2017年は上
記手法を用いて、熱処理した細胞におけるMALAT1結合タンパク質群の解析をした結果、70種のタンパク質を同定
した。これらには転写因子やスプライシング制御因子が多く含まれていたことから、熱応答性の新規構造体は転
写やスプライシングなどの制御に関与する可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Previously I found that localization of MALAT1 long noncoding RNA was 
altered and formed novel nuclear bodies in heat shock condition. In this project, I tried to 
identify the MALAT1-binding proteins as components of heat-inducible MALAT1 containing nuclear 
bodies. I initially fixed the experimental condition of affinity purification of MALAT1 RNA: 
proteins complexes. I identified the 70 kinds of proteins as MALAT1-binding proteins in heat shock 
condition. Because MALAT1-binding proteins contain the transcription factors and the splicing 
factors, the heat-inducible MALAT1-containing nuclear bodies may regulate transcription or splicing 
in heat shock response.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

ゲノム情報解析手法の発展により、ヒトゲ
ノムから多種大量のノンコーディング
RNA(タンパク質のアミノ酸一時配列情報を
コードしない RNA の総称)が転写されている
ことが明らかとなった。特に、核内長鎖ノン
コーディング RNA が近年注目されている。
申請者は、DNA 損傷ストレスに応答して誘導
される長鎖ノンコーディング RNA を世界に
先駆けて研究し、報告した(Mizutani R. et al., 

PLoS One (2012)）。この結果は、ストレス応
答において長鎖ノンコーディング RNA が重
要な役割を持つことを示唆する結果であっ
た。 

上記成果を元に、申請者は細胞ストレスに
応答する長鎖ノンコーディング RNA の機能
を系統的に解析した。その結果、申請者は以
下の予備的データを得た。 

(1) 通常は核スペックルという核内構造体に
局在している MALAT1 ノンコーディン
グ RNA が、熱ショック後に核スペックル
から離脱し、核スペックルとは異なる核
内顆粒体に局在化した。 

(2) 様々な核内構造体のマーカータンパク質
に対する抗体を用いた免疫染色実験を行
った結果、熱ショック時に見られた
MALAT1 局在化顆粒体は、既知の核内構
造体とは一致しなかった。 

(3) MALAT1 ノックアウト細胞では熱ショッ
ク後の遺伝子発現の異常が見られた。 

熱ショック後の細胞増殖を測定した結果、
MALAT1 ノックアウト細胞では熱ショック
後の細胞増殖が有意に低下した。上記の結果
は、熱ショック時に MALAT1 を含有する新規
の核内構造体が形成されることを示唆して
いる。さらに、この新規核内構造体が熱ショ
ック応答遺伝子発現を制御し、細胞生存に重
要な役割を果たすことも示唆された（図１）。 

しかしながら、MALAT1 含有新規核内構造体
は申請者が独自に見出した新しい構造体で
あることから、その構成因子は全く不明であ
り、熱ストレス応答における生理機能もよく分
かっていないという状況であった。 
 

 

２．研究の目的 

本研究では申請者が独自に見出した、
MALAT1 を含有する新規核内構造体の構成
因子（タンパク質群）を同定し、新規構造体
の機能を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

核内構造体の主な構成因子は RNA とタンパ
ク質である。そこで新規核内構造体の構成因
子を同定するために、MALAT1 と相互作用す
るタンパク質群の解析を試みた（図２）。 

 

(1) MALAT1 配列に対するビオチン化アンチ
センスオリゴ DNA を細胞可溶化液と反
応させることでアンチセンスオリゴ
DNA と MALAT1 とをハイブリダイズさ
せる。 

(2) 次に、ストレプトアビジンビーズを用い
てビオチン化アンチセンスオリゴ DNA

を回収することで MALAT1 を回収する。
このとき、MALAT1 結合タンパク質も同
時精製させると期待される。 

(3) 上記実験で得られたタンパク質を質量分
析計で同定する。 

また、上記で得られたタンパク質群をノック
ダウンし、熱ストレス時の MALAT1 の局在変
化に影響に与えるか否かの検証を行った。 

 

 



４．研究成果 
始めに、MALAT1

結合タンパク質の
同定スキームの確
立を試みた。MALAT1

に対するアンチセン
スオリゴを設計し、
RT-qPCR に よ り
MALAT1 RNAの回収
率の評価を行った。
その結果、MALAT1 

RNA を特異的に回収
できていることを確
認した(図３)。この
プローブを用いて、
熱処理、または未処理の HeLa S3 細胞から
MALAT1 RNA: タンパク質複合体のアフィ
ニティー精製を行った。回収されたタンパク
質を質量分析解析に供し、網羅的に解析した
（図４）。 

その結果、73 種のタンパク質が熱処理された
細胞における MALAT1 結合タンパク質群と
して同定された。同定されたタンパク質には
転写因子、スプライシング制御因子が多く含
まれていた。 

得られたタンパク質について siRNA を設計
しノックダウン実験を行った。MALAT1 結合
タンパク質をそれぞれノックダウンし、熱ス
トレス時の MALAT1 の局在を RNA-FISH 法
と免疫蛍光染色法により観察した。その結果、
コントロール siRNA をトランスフェクショ
ンした細胞では熱ストレスによる MALAT1

の局在変化が見られたのに対し、一部の
MALAT1 結合タンパク質をノックダウンし
た細胞では熱ストレス時の MALAT1 の局在
変化が見られなかった（図５）。 

以上の結果より、MALAT1は熱ストレス時に転
写因子やスプライシング制御因子と相互作
用することが示唆された。また、これらの因

子

の中には MALAT1 の熱ストレス時の局在変
化に重要なタンパク質が含まれていること
が明らかになった。このことから、熱に応答
して形成される MALAT1 含有新規核内構造体
は転写制御やスプライシング制御に関与す
る可能性が考えられる。 
得られた研究成果については、国内の生物系
学術学会では最大規模である Conbio 2017 で
口頭発表ならびにポスター発表の演題とし
て採択され、報告した。 
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