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研究成果の概要（和文）：生体におけるRNA結合タンパクの機能同定には, 細胞内のいつ, どこで, どの遺伝子
RNAの, どの塩基に結合しているか？といった時空間情報の取得が欠かせない。しかし、既存の大規模シークエ
ン解析法は、大量のinput試料と難易度の極めて高い実験技術を必須とし、新たな解析法の開発が求められてい
る。本研究課題では、現在標準的に利用されているCLIP法を大幅に改変し、100倍超の高感度化と実験難易度の
簡素化にを達成したtRIP法を実現した。tRIP法は、RNA-蛋白結合のみならず、RNA修飾部位の検出にも応用可能
で、極めて高い汎用性を示した。

研究成果の概要（英文）：We developed the tRIP method (targeted RNA immunoprecipitation), which 
enables identification of the protein-RNA interaction sites to a similar level of accuracy as 
CLIP-seq, but requires only thousands of cells. tRIP requires only 2 days to generate a cDNA library
 with a single RNA purification step. tRIP adopts exonuclease treatment, and abrogates tedious 
SDS-PAGE and membrane transfer that are essential in CLIP methodology. High sensitivity of tRIP 
allows us to perform serial immunoprecipitation to identify the protein-protein-RNA interaction 
sites starting from a subnuclear fraction.tRIP provides new insights into the regulatory mechanism 
of co-transcriptional RNA processing by RNA processing factors.

研究分野： 転写制御

キーワード： RNA結合タンパク　RNA修飾　RNA代謝　CLIP　tRIP

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来困難であった微量検体からのRNA-蛋白結合やRNA修飾部位の解析手法の開発に成功した。従来法を大幅に上
回る感度を有しながらも、手技は簡単になっており、今後、RNA-蛋白結合部位解析の標準手法となることが期待
される。本手法を利用すれば、従来、少量しか入手できないために解析困難であった、初代継代培養細胞や患者
検体内でのRNA代謝様式を解明できることとなり、RNA代謝の生理的意義解明や病態解明の大幅な進歩につながる
ことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

RNA－タンパク相互作用は、転写や翻訳をはじめ、スプライシング、RNA 輸送など、生命活動

に必須な RNA 代謝現象の制御基盤であり、その相互作用部位を知ることは、RNA－タンパク相互

作用の機能解明に必要不可欠である。タンパクの RNA 結合部位解析には、ChIP-seq の RNA 版で

ある CLIP-seq 解析が現在の標準手法であるが、 (1) 高度な技術を要するため成功率が低い 

(2) 多量の検体（107個以上の細胞）が必要、といった大きな欠点があり、より簡便かつ効率的

な新手法の開発が待ち望まれていた。 

 

２．研究の目的 

研究代表者は、CLIP法で最も非効率かつ煩雑なSDS-

PAGE/membrane transferによるRNA－タンパク複合体

の精製ステップを単純な酵素処理に置き換えること

で、CLIP 法と同等の特異度を保持しながら、CLIP 法

の 100 倍以上の感度で RNA－タンパク複合体を検出す

る tRIP 法 (targeted RNA ImmunoPrecipitation）の

開発中である(図 1)。本研究課題では、この飛躍的に

効率化した tRIP 法を駆使して、今まで解析困難であ

った、細胞内機能性分画をはじめとする少量検体を用

いてグローバル RBP 結合部位検出を行い、その解析法

の確立と、RNA-タンパク相互作用の細胞特異性や動態

の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 少量検体からの RNA－タンパク相互作用検出 

今まで解析困難であった低発現 RNA 結合タンパク

（RNA binding protein, RBP）や少量細胞量の tRIP

解析法の確立を行う。 

 

(2) 機能性分画からの RNA－タンパク相互作用検出法の確立 

多くの RBP が、複数の機能性複合体中で働いているが、それぞれの複合体特異的な RNA－タン

パク相互作用の詳細は、解明され

ていない。図２に示すように、連続

免疫沈降を用いた tRIP 解析によ

り、機能性分画特異的な RBP 標的

RNA 部位の検出法を確立する。 

 

(3) 複数サンプルからの同時 RNA－タンパク相互作用検出、およびその比較解析法の確立 

tRIP 法の高効率性を利用し、ノックダウン群と control 群など、従来困難であった複数条件

細胞の同時比較解析法を確立する。 



４．研究成果 

(1) 微量試料を用いた tRIP-seq 解析法の確立。m6A RNA 修飾部位の検出への応用 

本研究課題の推進中に、tRIP 法は, UV-crosslink した RNA－タンパク複合体解析に加え、m6A

などの RNA 修飾の検出に応用できることを見出した。RNA 修飾特異抗体を用いた RIP-seq にビー

ズ上でのエクソヌクレアーゼ処理を加えただけの、シンプルなプロトコールで実行可能である。

この m6A-tRIP で、どれほどの微量試料からどの程度の解析が行えるのか、検討を行った。80 万

個の C2C12 細胞を使用した RIP-seq と tRIP-seq の比較（図 3a）したところ、 グローバルに同

様なリード分布が得ら

れることが明らかとな

った。１塩基レベルに拡

大して見ていくと（図

3b）、tRIP-seq ではリー

ド が m6A モ チ ー フ

GCA/GGCA 上に集積する

のに対し, RIP-seqでは

広くなだらかに分布し

ていた。これは、tRIP 法

の要である酵素処理の

効果であり、大幅なバッ

クグラウンド低減と高解像度化を達成した。 

次に、細胞数を減らして m6A-tRIP 施行をした。リード数は使用細胞数に応じて減少してしま

うが、メタ解析を行うと、4千細胞でも既報の通り m6A 修飾が転写終結点と転写開始点付近に集

積するなど、リード分布パターンが保持されていた（図 4a）。また, m6A モチーフも 4千細胞か

ら著明に検出され（図 4b）、微量検体から RNA 修飾を実用的に検出できることを確認した。total 

RNA なら 10 ng の order から解析可能であり、現存手技の中で最高レベルの高感度となる。本成

果 の 詳 細 を 、 科 学 雑 誌 ”EMBO reports” ① お よ び ” 細 胞 ” ② に 発 表 し た 。

 

(2) 機能性分画からの RNA－タンパク相互作用検出法の確立 

ALS 原因 RBP である FUS は、pol2 転写複合体, スプライソソームなど様々な機能性分画に局

在するが、局所での FUS 機能の詳細は不明である。連続免疫沈降を用いた tRIP 法により、その



解明を図った。具体的には、

神経芽細胞株 N2A を UV-

crosslink 後、まず、各分画

の主体となるコンポーネン

ト (RNAP II, U1 snRNP) に

対する抗体で免疫沈降を行

った。続いて、共沈された RNA

－タンパク複合体に対して、

さらに抗 FUS 抗体による

tRIP 解析を行い、pol2 転写

複合体に、U1スプライス複合

体それぞれに特異的な FUS 標的 RNA 部位の検出を行った。図 5 に示すように、pol2 転写複合体

内では、FUS が転写終結点周囲に集中結合する（図、黒三角）が、U1複合体では、この集中が無

かった。その詳細を”EMBO reports”誌①に報告した。 

(3) 複数サンプルからの同時 RNA－タンパク相互作用検出法の確立 

上述の FUS 機能解析で、FUS ノックダウン細胞やアンチセンスオリゴを使用した U1 depletion

細胞を用いて、tRIP 解析を行った。control 細胞との比較により、FUS-U1 snRNP からなる複合

体が、転写終結制御の本体であることを見出し、明らかとなった FUS-U1 による転写制御様式

を”EMBO reports”誌①で発表した。 

さらに、tRIP 法の駆使により、従来の CLIP 法では解析困難であった RNA 結合蛋白 SRSF3 の新

規機能を発見し、その成果を”EMBO journal”誌に発表した③。SRSF3 のスプライシング標的エ

クソンは、大半が転写関連遺伝子の構成的エクソンであり(選択的でない)、エクソン長が長く

（数百塩基程度、通常 120 塩基）、アミノ酸 P,S に富んだ天然変性領域（IDR）をコードするとい

う他に類を見ない特徴を持っていた。これらのアミノ酸の偏りは、その塩基配列の偏りにつなが

り、これらエクソンは C 塩基に富んでいる。SRSF3 は C-rich 配列が標的配列であるため、これ

らエクソンに強く結合することが出来、その結果、これらエクソンのスプライシングを保証する

作用を持つに至った。進化学的解析で、こうした長いエクソン（C塩基に富み、PS に富んだ IDR

をコードする）が、脊椎動物以降に出現し、ヒトでは長いエクソンの大半が、この特徴を持って

いることを明らかにした。SRSF3 は、脊椎動物の高度な転写制御機構の獲得源となったゲノム機

構の発展に必須の分子と考えられた。 
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