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研究成果の概要（和文）：　熱ストレス下で、霊長類ゲノム特異的サテライト領域から転写されるHSATIII 
lncRNAは、核内で特異的なRNA結合蛋白質を集積し、nuclear stress body（nSB)と呼ばれる巨大な核内構造体を
形成するarchitectural RNAである。本課題研究において、nSBが熱ストレス条件下で形成された後、熱ストレス
回復過程で経時的に構成因子の種類や修飾を変化させていくこと、さらにその動的特性によって、熱ストレス回
復初期に機序の異なる2つのスプライシング制御機構の足場となって、400種以上に及ぶmRNAの発現を制御してい
ることを見出し、それらの成果を二報の論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：HSATIII lncRNAs are primate-specific transcripts mostly consisting of GGAAU 
repeat. HSATIII lncRNAs are transcribed under thermal stress conditions and stably remain in the 
nucleus, where they recruit specific RNA-binding proteins (RBPs) to assemble massive membraneless 
subnuclear structures called nuclear stress bodies (nSBs). Recently, we reported that nSBs repress 
splicing of hundreds of specific pre-mRNAs during thermal stress recovery through the dual control 
mechanisms: “reaction crucibles” for CLK1-dependent re-phosphorylation of SRSF9 and “molecular 
sponges” for sequestration of m6A-related factors.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 熱ストレス応答　長鎖非コードRNA　スプライシング　非膜性構造体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核内ストレス体は熱ストレス下の細胞核内で形成される霊長類特異的な構造体であるが、その分子機能は30年近
くにわたってほとんど解明されていなかった。本研究課題において、核内ストレス体が熱ストレス回復期の遺伝
子発現を2つの異なる分子機構の足場となることで制御していることを見出した。この結果は、霊長類特異的な
細胞ストレス応答機構の解明に寄与すると考えられる。また、核内ストレス体の足場となる分子は単純な繰り返
し配列で構成された長鎖非コードRNAであり、そのRNAが複数の分子機能の共通の足場になりうることを示した点
で、学術的にも示唆に富んだ興味深い成果と考えられる。

※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 

 

核内ストレス体(nuclear stress body, 以下 nSB)は、1980 年代に発見された、熱ストレス下の
細胞核に現れる霊長類特異的な非膜性核内構造体であり、SR 蛋白質や HNRNP などの特異的
な RNA 結合蛋白質に富む。2000 年代に入り、ペリセントロメア領域の Satellite III 反復配列
からヒートショック特異的に転写される HSATIII 長鎖非コード RNA（lncRNA）が nSB の必
須な足場であることが明らかになった(文献 1)。以上より nSB は熱ストレス下において RNA プ
ロセシングを制御する霊長類特異的な機能があることが予測されるが、その実際の構成や機能
は殆どが不明のままであった。近年、我々は nSB の構成蛋白質、および、制御下にある遺伝子
の網羅的な探索を行い、それらの解析の結果、nSB は環境依存的、経時的にその構成を変化さ
せることで、核内 RNA のプロセシングや修飾を調節し、様々なストレス応答機構を制御してい
る可能性を見出した。 

 

（文献 1）Sandqvist A and Sistonen L. J Cell Biol, 164: 15-17, 2004. 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究課題は、nSB の構成変動に着目し、その機構、および、その機構を介した核内 RNA の
プロセシング、核外輸送、塩基修飾、安定性の制御機構を解析することで、nSB によるストレス
応答機構、ひいては霊長類特異的なストレス応答機構を解明することを目的にしている。 

 

３．研究の方法 

 
 nSB に含まれるタンパク質の網羅的な解析、および制御下にある遺伝子の解析から、nSB によ
る遺伝子発現制御機構として、後述の 2 種類の仮説を設定し、検証を行った。第一のモデルは、
熱ストレスによって脱リン酸化した SR タンパク質群（特にその一つである SRSF9）が nSB に集
積し、ストレス回復期に SRSF9 をリン酸化する酵素である CLK1 をリクルートすることで、速や
かに再リン酸化し、リン酸化 SRSF9 がスプライシング制御を行うというモデルである。第二の機
構は、HSATIII lncRNA 自身が主に熱ストレス回復期に m6A 修飾を受けることで、他の RNA の m6A
修飾を競合的に阻害し、それらの m6A 修飾依存的なスプライシングを制御するというものであ
る。まず、これらの仮説の基盤となる分子メカニズムを検証するために、nSB 内でのタンパク質
の種類の変動や、RNA やタンパク質の修飾およびその変化を ChIRP (Chromatin Isolation by 
RNA Purification)法による解析や、ChIRP 法とタンパク質リン酸化等の生化学的解析、タンパ
ク質や RNA の質量分析などを組み合わせた解析を行った。また、細胞染色により、上記の機構に
関連するタンパク質の熱ストレス回復期特異的な nSB へのリクルートや、その結果としての核
質からの減少について解析した。 

SRSF9 および、m6A 修飾関連タンパク質のノックダウン細胞でトランスクリプトーム解析を行
い、nSB の制御下にあるトランスクリプトームの情報と照合することで、二つの機構の各々によ
る制御標的 RNA を同定・分類した。また、実験的な検証のために、2 つの機構を担うタンパク質
それぞれのノックダウンによる nSB 標的 RNA のスプライシング変化の解析、新生鎖 RNA のスプ
ライシング解析を行った。 
また、非霊長類細胞にヒト 9 倍染色体を組み込んだ細胞を用いて、HSATIII lncRNA を強制的

に発現させた非霊長類細胞で、熱ストレス回復期のスプライシング変動パターンの解析を行い、
非霊長類細胞遺伝子由来の RNA 前駆体のスプライシングを解析し、その変動パターンがヒト型
の挙動に近づく実例を発見した。 
 
４．研究成果 
 
本研究課題の中で、まず、nSB がストレス回復期に 400 種類以上に及ぶ mRNA のスプライシン

グを主に抑制的に制御していること、また、その分子機序の一端として、nSB が SR 蛋白質の再
リン酸化を促進する場として働くことを明らかにした。具体的には、スプライシング制御に関わ
る RNA 結合タンパク質ファミリーである SR タンパク質は熱ストレス下で脱リン酸化することが
知られており、また、熱ストレス下では nSB に集積する。ストレス回復期にそれらを基質とする
リン酸化酵素 CLK1 が nSB にリクルートされ、SR タンパク質群を効率的に再リン酸化すること
で、スプライシングが制御されるというものである。一方で、この機構だけでは、nSB によるス
プライシング制御の全容を説明できないため、別の分子機構の存在が示唆された。 
その機構の解明に向け、まず私達は、RNA の m6A 修飾関連蛋白質が nSB に集積しており、HSATIII



 

 

自身が m6A 修飾を受けていることを見出した。更に、前述の nSB 標的 mRNA の一部は、通常状態
の細胞では、m6A 修飾によってスプライシングを促進されていた。そこで、HSATIII が m6A 因子
群の標的となり、それらを核質から nSB に隔離することで、他の mRNA の m6A 修飾依存的なスプ
ライシングを抑制している可能性を検証した。検証の結果、熱ストレス後の核質では、m6A 因子
は nSB 領域の大きさに比例して減少していた。加えて、HSATIII をノックダウンし nSB の形成を
阻害すると、m6A 因子の核質での量は回復し、更には、上記の nSB 標的 mRNA の m6A 修飾とそれに
伴うスプライシングが促進された。二つの機構は、基本的にそれぞれ独立した標的 RNA のスプラ
イシングを制御しているが、一部の標的 RNA は両方の機構で二重に制御されていることも明ら
かになった。 
以上より、HSATIII は単純なリピート RNA でありながら、SR 蛋白質の再リン酸化を促進する
“reaction crucible”（るつぼ）の特性と、m6A 因子を隔離する“molecular sponge”（分子スポ
ンジ）の特性を併せ持ち、nSB はこの両方の機構を併用してストレス回復期のスプライシングを
効率的に制御することが分かった（下図）。また、HSATIII lncRNA が熱ストレス回復期における
ヒト特有のスプライシング変動パターンを規定していることを見出した。 
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