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研究成果の概要（和文）：ゲノムから多量に産生される長鎖ノンコーディングRNA（lncRNA）のうち一群のもの
は、細胞内構造体の必須の骨格となるというユニークな機能を有する。このようなlncRNAの機能がどのように発
揮されるかについてNEAT1 lncRNAとそれにより形成される核内構造体パラスペックルをモデルとして解析を行な
った。その結果、NEAT1の安定性やアイソフォームの変換さらには相分離の誘導に必要な領域の同定に成功し
た。特に、相分離の誘導のためには、NEAT1の中央のRNA 領域とそこに結合するRNA結合タンパク質が必須の役割
を果たすことで、パラスペックルが形成されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Among long noncoding RNAs (lncRNAs) transcribed from vast majority of 
mammalian genomes, a class of them plays an essential role in construction of nuclear bodies. We 
analyzed paraspeckle nuclear body constructed by NEAT1 lncRNA as a model to investigate how the 
lncRNAs dictate their functions. We identified that several NEAT1 RNA domains determine NEAT1 
stability, isoform switching, and paraspeckle formation through phase separation. Especially, the 
middle domain of NEAT1 has an essential role in the formation of phase-separated paraspeckle by 
interacting with partner RNA-binding proteins.

研究分野： 分子生物学、生化学、細胞生物学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、癌関連ノンコーディングRNAであるNEAT1が核内構造体パラスペックルを作り上げるために必要な
RNA領域の同定に成功した。具体的には、複数の機能ドメインが固有の機能を発揮することで構造体が作られる
ことが明らかとなった。本研究成果は、癌を始めとする種々の疾患との関連が明らかになっているNEAT1の疾患
における機能を詳細に理解する上で重要である。さらに今後、ノンコーディングRNA機能の体系的な理解に大き
く寄与することや応用技術の開発などに繋がることが期待できる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 細胞は、分子をあるべき場所に区画化する機構を有しており、生命活動に根源的な役割を果た
す。このような区画化は細胞膜によって隔てられた細胞内小器官だけではなく、細胞膜を持たな
い細胞内構造体によっても行われる。これまでに、多様な細胞内構造体が存在することが明らか
になっている。近年、これらの構造体の形成の原動力として、相分離機構が注目を集めており、
構造体が液滴、ハイドロゲル、アミロイドなどの状態で存在し、周りの環境から相分離している
ことが明らかになりつつある。また、この過程には凝集しやすくアミノ酸配列に偏りがある low 
complexity domain（LCD）を持つタンパク質が関与していることがわかっている。また、この細
胞内相分離機構を理解することは、基礎科学的な側面だけではなく、医学的観点においても重要
である。例えば、相転移のバランスが崩れは、構造体を過度に安定化させ、異常凝集体の形成を
誘発することで、神経変性疾患の原因となることが強く示唆されている。 
	 細胞内構造体には、RNAを必須の骨格として形成
されるものが存在する。このように構造体の必須の
骨格となるような RNAは、様々な生物種においても
見つかっており、RNAが持つ普遍的な機能であると
考えられる。そこで私たちは、このような RNA を
architectural RNA（arcRNA)と名付け、集中的に解析を
進めている (Chujo, Yamazaki, & Hirose, BBA 2016)。
本研究では、特にその代表的なものである NEAT1長
鎖ノンコーディング RNA（lncRNA）とそれにより構
築される核内構造体パラスペックルに焦点を当てて
解析を進めている（図 1）。パラスペックルは核スペ
ックルと呼ばれる核内構造体の近傍に形成される構
造体として同定された。パラスペックルは、直径 360 
nmにもなる巨大な構造体である（図 1）（Souquere et 
al., MBoC 2010）。NEAT1には２つのアイソフォームが存在し（図 2）、選択的 3’末端プロセシン
グによって産生が制御されていることが明らかになっている（Naganuma et al., EMBO J 2012）。
長いアイソフォーム（22.7 kb）は NEAT1_2と呼ばれ、パラスペックルの形成には必須である一
方、短いアイソフォームである NEAT1_1（3.7 kb）はパラスペックルの形成に必須ではない
（Naganuma et al., EMBO J 2012）。この NEAT1_2の 3’末端は、ポリ A鎖ではなく、Triple helix
（TH）構造という特有の構造により分解から保護されていると考えられている。また、電子顕
微鏡を用いた解析から、NEAT1_2はパラスペックル内部で折り畳まれており、かつ NEAT1_2の
5’側と 3’側はパラスペックルの表面に位置しており、中央の領域は内部に位置するという特有の
空間的配置をとることが明らかになっている。（Souquere et al., MBoC 2010）。また、この NEAT1_2
の配置と同様にパラスペックル構成タンパク質も特有の配置を示し、コア・シェル構造を持つこ
とが提唱されている（West et al., JCB 2016）。パラスペックルは NEAT1の転写に伴って、40種類
以上もの構成タンパク質が集まり形成され（図 1）（Naganuma et al., EMBO J 2012）、これらのう
ち 8種類の構成タンパク質はパラスペックルの形成に必須の役割を持つ。このうち、DBHSファ
ミリーと呼ばれるタンパク質（NONO・SFPQ・PSPC1）は強固にヘテロあるいはホモダイマーを
形成し、パラスペックルの形成に重要な役割を持つことがわかっている。さらにパラスペックル
の形成に必須のタンパク質のうち、FUSと RBM14という LCDを有するタンパク質の液滴・ハ
イドロゲルを形成する能力がパラスペックルの形成に必須であることが明らかになっている
（Hennig et al., JCB 2015）。パラスペックルの分子機能としては、特定のタンパク質や RNAを内
部に繋留する分子スポンジとして機能し、遺伝子発現を制御することが明らかになっている。ま
た、生理的な重要性も明らかになっており、NEAT1 ノックアウトマウスを用いた解析から、妊
娠の確立や乳腺の発達に重要であることが明らかになっている。また癌、ウイルス感染、神経変
性疾患などの疾患において重要な役割を持つことも明らかになっている。 
	 このように生体において重要な役割を担う NEAT1 であ
るが、その RNA配列の重要性は全く明らかになっていなか
った。そこで、私たちは CRISPR/Cas9 システムとヒト一
倍体細胞株HAP1を用いて、効率的にNEAT1の特定の領
域を欠失させる実験系を構築し、パラスペックルの構築お
よび機能に重要な NEAT1 領域の探索を行った。多数の変
異体を作成し解析を進めたところ、特定の領域にはパラス
ペックルの形成において重要な領域が含まれていることが
明らかになってきていた。この中で、NEAT1_2の中央領域
を大きく欠失した変異体（Dmiddle）では、パラスペックル
の形成に異常をきたし、大きく集積したパラスペックルの
構造を形成することができない（図 2）。この結果から、こ
の領域はパラスペックルのアセンブリーに必須であり、こ
の領域にはパラスペックルの形成において、重要な役割を持つタンパク質が結合し、その機能を
支えている可能性が示唆された。	
 

 
図 1  NEAT1によるパラスペックルの構築過程 
NEAT1 lncRNA（~23kb）に LCDを含むタンパク質 
が核となり、40種以上のタンパク質が集まり、パラ 
スペックルが形成させる。（下、写真）点線で囲った 
核内に輝点としてパラスペックルが観察される。 

 

 
図 2  NEAT1 の中央領域はパラスペックル
のアセンブリーに必要である 
NEAT1の中央領域を欠失したDmiddle株で
は、パラスペックルのシグナル（マゼンタ）

が集約することができない。 



２．研究の目的 
	 上述のように、arcRNAによる構造体の形成は、生物が有する普遍的な分子機構であるものの、
その構造体形成の詳細な分子メカニズムは明らかではない。そこで本研究では、NEAT1 lncRNA
を arcRNA のモデルとして、NEAT1 の機能ドメインとそこに結合するパートナータンパク質に
より、どのように構造体が構築され、またその性質を規定されているかを明らかにすることを目
的に解析を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト一倍体細胞株 HAP1細胞における NEAT1部分欠失株・MS2ノックイン株の樹立 
	 HAP1細胞において、NEAT1部分欠失株を樹立するため、CRISPR/Cas9システムを用いて、２
つの single-guide RNA（sgRNA）を用いて NEAT1の欠失を行った。またMS2配列をノックイン
するためには、ドナーとなるプラスミドとその MS2 配列の両端を切断できる sgRNA と挿入し
たいゲノム領域を切断する sgRNAを発現するベクターを同時に細胞へ導入した。RNAの発現量
は、RT-qPCRにより定量し、RNAの安定性は BRIC kit（MBL）により評価した。 
(2)パラスペックルの観察 
	 パラスペックルの観察には、NEAT1に対するプローブ（RNAプローブあるいは single molecular 
FISH プローブ[Stellaris FISH プローブ]）を用いた RNA-FISH とパラスペックルの構成因子に対
する抗体を用いた免疫染色を用いた。共焦点顕微鏡を用いた解析や、微細なパラスペックル構造
の観察には、超解像度顕微鏡・電子顕微鏡を用いた解析を進めた。超解像度顕微鏡による解析で
は、北海道大学薬学研究院の中川真一博士のご助力をいただいた。また、電子顕微鏡による解析
は、フランス CNRSの Gerard Pierron博士との共同研究により行った。 
(3) MS2システムを用いた人為的タンパク質繋留実験によるパートナータンパク質の同定 
	 上述の(1)の方法で、樹立した細胞株を用いて、見出した表現型に関して、変異 NEAT1にMS2
ステムループ配列を挿入した細胞株を樹立し、そこにMS2配列に強く結合するMS2コートタン
パク質を融合した候補タンパク質を発現するベクターを導入し、RNA-FISHや免疫染色により表
現型が相補されているかを評価した。 
(4) NEAT1と相互作用するタンパク質の同定 
	 In vitro RNAプルダウン法では、NEAT1の部分断片をクローニングし、試験管内でビオチン化
した RNAとして合成し、HeLa細胞の核抽出物と混合した。一晩、混合後、洗浄を行い、結合し
ているタンパク質を溶出バッファーで溶出し、SDS-PAGEを行い、CBB染色や WBにより解析
を行った。PAR-CLIP解析は、Archa H. Fox博士との共同研究で行った。従来法に従い、NONO
あるいは SFPQに対する特異的な抗体を用いて実験を行った。 
	
４．研究成果	
(1) NEAT1の機能 RNAドメインの同定 
	 NEAT1の発現やパラスペックルの形成に必要な NEAT1領域を明らかにするため、ヒト一倍体
細胞株 HAP1 を用いて、NEAT1 の様々な領域を欠失させ（1-2 kb 毎に欠失を導入してスキャニ
ングする、大きな欠失を導入する、複数箇所を欠失させるなど）、その際の NEAT1の発現量やパ
ラスペックルの形成を観察した。その結果、いくつかの領域が機能的に重要であることがわかっ
てきた。NEAT1_1 および NEAT1_2 で共通する 5’側の 1 kb の領域を欠失させた変異株では、
NEAT1_2 の発現量がほぼなくなっており、パラスペックルも消失していた。この原因を探るた
め、NEAT1_2の RNAの安定性を確認したところ、その安定性が有意に減少していたことから、
この領域は少なくとも NEAT1 の安定性に重要であることが明らかになった（図 3）。また、
NEAT1_2の 3’末端に存在する TH構造を欠失した変異体でもNEAT1_2の発現がほぼ失われてお
り、パラスペックルも消失していた（図 3）。この変異体でも NEAT1_2の安定性が劇的に減少し
ていた。この結果は以前報告されていた TH構造による RNAの安定化機能と一致する。 
	 さらに変異体の中には、NEAT1_2の発現量が劇的に減少し、パラスペックルが消失する一方、
NEAT1_1 の発現量が亢進しているものも存在していた。このような表現型を示した変異体は、
NEAT1の 2.1-2.8 kbあるいは 4-5 kbの領域を欠失したものであった。この結果は、これらの領域
が NEAT1_1 の 3’末端でのポリアデニル化を抑制し、NEAT1_2 の産生を促進する役割を持って
いる可能性が示唆された。そこで、NEAT1_1のポリ A付加シグナルに依存しているかを調べる
ため、これらの変異株でポリ A付加シグナルを欠失させたところ、NEAT1_2の発現量は野生株
と同程度に回復した。この結果は、NEAT1の 2.1-2.8 kbあるいは 4-5 kbの領域は NEAT1_1の発
現を抑制し、NEAT1_2の発現を促進しているというモデルを強く支持する（図 3）。この領域に
結合し、制御に関わる因子の同定は今後の重要な課題であるが、興味深いことに、2-2.8 kbの領
域には G が連続する配列が複数含まれていた。そのため、このような配列を認識するタンパク
質がこの制御に関わっている可能性があるのではないかと考えられた。 
 
(2)パラスペックルのアセンブリーに関わる NEAT1 RNAドメインの解析 
	 上述のように、NEAT1_2の中央領域を大きく欠失した（約 8.6 kbの欠失）Dmiddle変異株で
は、パラスペックルが正常にアセンブリーできず、核質に散在するようになった。この変異体を
超解像度顕微鏡と電子顕微鏡を用いて解析したところ、パラスペックルのサイズは顕著に小さ
くなっており、さらに NEAT1_2特有の規則的な配置もできなくなっていた。これらの結果から、



NEAT1_2の中央領域はパラスペックルのアセンブリーに必要であることが明らかになった。 
	 ここまでの結果から、NEAT1_2 の中央領域がパラスペックルのアセンブリーに必要であるこ
とがわかったが、次にパラスペックルのアセンブリーに十分な領域を探索した。種々の NEAT1
変異細胞株を樹立し、Dmiddle 株で欠失していた中央領域と NEAT1_2 の 5’と 3’側の領域を有
する変異株では、野生株に近いパラスペックルが形成されることを見出した。そこで、この変異
NEAT1を mini-NEAT1と名付けた。この mini-NEAT1により形成されるパラスペックル（mini-
PS）は、野生型のパラスペックルより小さいものの、構造体を形成している様子が、超解像度顕
微鏡や電子顕微鏡を用いた解析でも明らかになった。一方で、少し異なる点もあり、野生型では
NEAT1_2 の 3’末端はパラスペックルの表面にあるのに対して、mini-PS では内部に存在してい
た。さらに、この mini-PSにおいては、NONOなどのタンパク質は正常にリクルートされていた
一方、SFPQタンパク質のリクルートが大きく減弱していた。 
	 ここまでの解析により、NEAT1_2 の中央領域がパラスペックルのアセンブリーにおいて十分
な機能を果たすことが明らかになってきたが、次にこの領域の中から、重要な領域の絞り込みを
進めた。Dmiddle株および mini-NEAT1株をベースとして、複数の変異細胞株を樹立し、パラス
ペックルの形成を共焦点顕微鏡・超解像度顕微鏡を用いて解析を進めた。その結果、この中央領
域にはパラスペックルのアセンブリーにおいて重複する機能を持つ複数のドメイン（NEAT1_2
の 10-12 kb、12-13 kb、15.4-16.6 kbの領域など）が存在することが明らかになった（図 3）。 
	
(3)パラスペックルのアセンブリー・相分離の分子メカニズムの解析	
	 同定してきていたパラスペックル形成に重要な領域がどのように働くかを明らかにするため、
これらの領域に結合するタンパク質を in vitro RNA プルダウンアッセイにより解析した。する
と、これらの領域には NONO や SFPQ タンパク質が強く結合していることが明らかになった。
さらに、NONOや SFPQに対する PAR-CLIP解析を行ったところ、これらの結果と一致するよう
に、in vitro RNAプルダウンで強い結合が認められた領域への結合が観察された。NONOや SFPQ
タンパク質はパラスペックルの形成に必須であり、これらのタンパク質をノックダウンすると
NEAT1_2の発現量が低下し、パラスペックルが消失する（Naganuma et al., EMBO J 2012）。上述
のように、mini-PSでは SFPQのリクルートは減弱していた一方で、NONOがリクルートされて
いたことから、NONO がパラスペックルの形成におけるキーファクターであると考えられた。
そこで、NONOがパラスペックルのアセンブリーにおいて、重要であるかを確認するため、NONO
ノックアウト細胞を樹立し解析を行ったところ、NEAT1_2が十分量あっても、NONOがなけれ
ばパラスペックルが正常に構築できないことが明らかとなり、パラスペックルのアセンブリー
における NONOの必須性が示された。 
	 パラスペックルは相分離構造体であるかという点に関して、支持する実験結果はこれまでに
いくつか報告されている。パラスペックルの構成因子がダイナミックに出入りしていること、パ
ラスペックルに含まれる構成タンパク質の多くが LCDあるいはプリオン様ドメインを有し、そ
のうち FUS や RBM14 といったタンパク質の相分離する性質がパラスペックルの形成に必須で
あることなどが挙げられる。さらに、これらの解析に加えて、弱い疎水性相互作用を阻害すると
考えられている 1,6-ヘキサンジオールを処理する実験を行った。その結果、パラスペックルが消
失することが明らかになった。これまでの報告と合わせて、パラスペックルは相分離構造体であ
ることが強く示唆される。また、この 1,6-ヘキサンジオールを用いた解析で興味深い現象が観察
された。この処理により、パラスペックル構成タンパク質は完全に消失した一方で、NEAT1 自
体の凝集によるシグナルは一部残存していた。この結果は、パラスペックルを構築する上で、
RNA-RNA間の相互作用が重要である可能性を示唆している。さらに、上記の RNAプルダウン
実験の際にも興味深い現象を見出した。NEAT1のパラスペックルの形成に必要な RNA断片は、
ビーズの凝集を誘導するという現象を見出した。さらにこれは、別のRNAの場合には見られず、
また NONO/SFPQ を核抽出液中から除去した際にも減弱した。つまり、NEAT1 の RNA 断片が
NONO/SFPQといったタンパク質を介して、高次の凝集を形成させる性質を有することを示して
おり、この力がパラスペックルの相分離の原動力になっている可能性が強く示唆された。 
	 ここまでの解析から、NEAT1の機能ドメインを
介して NONO や SFPQ がパラスペックルのアセ
ンブリーに重要な役割を持つことが示唆された。
そこで、この結合が細胞内で重要であるかを検証
するため、MS2システムのより人為的にパラスペ
ックルタンパク質を繋留することで、パラスペッ
クルの形成ができない変異 NEAT1 でもパラスペ
ックルが形成されるようになるかを検討した。
NONO、SFPQ、FUS、RBM14といったタンパク質
について繋留実験を試みたところ、NONO、SFPQ、
FUSを繋留した際には、パラスペックルの形成が
誘発された。一方、RBM14を繋留させても構造体の形成は認められなかった。先の NONO/SFPQ
を除去し行ったRNAプルダウンの解析から、FUSのリクルートが少なくとも一部はNONO/SFPQ
に依存している結果を得ていたことから、FUS が NONO/SFPQ の下流でパラスペックルの形成
において重要な役割を果たす可能性が示唆された。上述のように NONO が重要な働きをするこ

 
図 3  NEAT1の機能ドメインとパラスペックル形成機構 



とがわかっていることから、NONO に関して、いくつか変異体を作成して、NONO のどのタン
パク質ドメインがこのパラスペックルの形成に重要であるかを解析した。その結果、NONO が
ホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成するためにドメインが重要であることが明らかに
なった。つまり、DBHS ファミリーのタンパク質同士（特に NONO が中核的な働きを果たすこ
とが示唆される）のオリゴマー化が必須の役割を持つことを示していた。これらの結果と上記の
結果（１、２）と合わせて、相分離に必要な NEAT1機能ドメインとその相互作用タンパク質を
含む、パラスペックル形成の新たなモデルを提唱し、昨年論文として報告した（図 3）（Yamazaki 
et al., Mol Cell 2018）。 
 
(4)パラスペックルと核スペックルの独立性に関わる分子メカニズムの解析 
	 上記の解析においても使用していた mini-NEAT1 に関して解析を進めている中で予想外な結
果を得た。パラスペックルは通常、核スペックルと呼ばれるスプライシング因子などが集積する
核内相分離構造体の近傍に形成される。しかし、この mini-PSは、核スペックルの内部に存在し
ていることが共焦点顕微鏡、超解像度顕微鏡、電子顕微鏡を用いた解析から明らかになった。そ
のため、この表現型を解析することで相分離した構造体同士が独立して存在するために必要な
機構が明らかになると考え解析を進めた。この独立分離に関わるタンパク質を上述の MS2を用
いた人為的繋留実験などにより同定しつつあり、今後これがどのように作用しているかを明ら
かにすることが今後重要であると考えられる。 
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