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研究成果の概要（和文）：核内には膜構造がないにも関わらず、ユークロマチン、ヘテロクロマチン、核小体、
Cajal body、specklesといった領域で核内は区画化されている。最近、これらの非膜構造体が液―液相分離によ
る“液滴”によって形成されることが明らかとなってきた。本研究では、抗体を用いたIn situビオチン化法に
よるマルチオミクス解析によって、非膜核内構造体の１つCajal bodyの構成因子を網羅的に同定する。そして、
Cajal bodyの形成機構とその破綻がAmyotrophic lateral sclerosis（ALS）などを含む神経変性疾患の発症機構
にどのように関わるのについて明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Despite the absence of membrane structures in the nucleus, the nucleus is 
compartmentalized into the regions such as euchromatin, heterochromatin, nucleoli, Cajal bodies, and
 speckles. Recently, it has been clear that these membraneless structures are formed by "liquid 
droplets" through liquid-liquid phase separation. In this study, we comprehensively identified the 
components of Cajal bodies by multi-omics analysis using an antibody-based in situ biotinylation 
method. We attempted to clarify the mechanism of Cajal body formation and how its disruption is 
involved in the pathogenesis of neurodegenerative diseases including amyotrophic lateral sclerosis.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 核内凝集体　液ー液相分離　液滴　Cajal body　神経変性疾患

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってCajal bodyの形成機構とその破綻によるALSなどの神経変性疾患の発症機構との関連が明らかに
なれば、難治性の神経変性疾患の発症機構の解明に繋がることが期待できる。さらに、Cajal bodyの機能を正常
化させることが、神経変性疾患の治療のポイントとなる可能性も考えられる。

※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 
核内には膜構造がないにも関わらず、ユークロマチン、ヘテロクロマチン、核小体、Cajal body、
speckles といった領域で核内は区画化されている。最近、これらの非膜構造体が液―液相分離
による“液滴”によって形成されることが明らかとなっている。特に、遺伝子発現制御において
は、転写制御因子や non-coding RNA などが遺伝子領域と共に、疎水性相互作用やファン・デ
ル・ワールス相互作用などを介して液滴を形成し、複数の遺伝子発現を統合的に制御することが
わかってきた。また、液滴を形成するタンパク質は、天然変性領域（IDR: Intrinsic Disordered 
Region）を多く含むことが知られている。 
 私は、これまでに遺伝子発現やスプライシングで重要な役割を果たす非膜構造体 Cajal body
の機能解析を行ってきた。Cajal body においては、転写制御因子の MED26 を含むメディエー
ター複合体が Little elongation complex（LEC）を遺伝子領域にリクルートし、mRNA にポリ
A を含まない遺伝子群（small nuclear RNA 遺伝子、複製依存性ヒストン遺伝子）の転写開始か
ら伸長、終結まで統合的に制御することを明らかとした【Takahashi H, et al. Cell, 146(1), 92-
104, 2011】【Takahashi H, et al. Nat Commun 6, 5941, 2015】【Takahashi H, et al. Nat 
Commun, 11(1), 1063, 2020】。 
 
 
２．研究の目的 
非膜核内構造体 Cajal body がどのような因子によって構成されるのかについて、その詳細は明
らかとなっていない。そこで、私はCajal bodyを構成する全ての因子（タンパク質、ゲノムDNA、
non-coding RNA）を網羅的に同定する手法として、抗体を用いた in situ ビオチン化法による
マルチオミクス解析法を確立した。 
興味深いことに、Cajal body には多くの RNA 結合タンパク質に加えて、TAF15 や TDP-43

などの筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis: ALS）関連因子が含まれることが明
らかとなった。ALS においては、TDP-43 の変異型タンパク質が凝集体（ストレスボディー）を
形成することが神経細胞死を引き起こす要因となる。そこで本研究では、Cajal body 構成因子
をさらに網羅的に解明し、ALS 関連因子を含む Cajal body 構成因子の Cajal body の形成や機
能における役割を明らかにすることで、ALS 発症メカニズムを解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）in situ ビオチン化法によって、Cajal body の全ての構成因子（タンパク質、ゲノム DNA、
non-coding RNA）を網羅的に同定する。 
Coilin（Cajal body のマーカー）の抗
体を用いて、周辺の（半径 20 nm 以
内）タンパク質を in situ でビオチン
化する（図 1 参照）。細胞をホルムア
ルデヒドで固定する。1 次抗体、さら
に、それを認識する 2 次抗体（HRP：
Horse Radish Peroxidase 付き）を用
いて、細胞の免疫染色を行う。過酸化
水素と Biotin-tyramide を添加する
ことによって、2 次抗体存在下に周辺
タンパク質をビオチン化する。その
後、細胞を溶解し、アビジンビーズを
用いてビオチン化タンパク質のみを
精製する。質量分析計を用いてビオチ
ン化タンパク質を網羅的に同定する。さらに、ビオチン化タンパク質と共精製される non-coding 
RNA やゲノム DNA もシークエンス解析によって網羅的に同定する。 
（2）Cajal body 構成因子の Cajal body の形成や機能における役割を解明する。 
Cajal body 構成因子として同定された ALS 関連タンパク質やその他の因子、non-coding RNA
を神経細胞でノックダウンし、Cajal body 形成への影響、Cajal body で転写制御される遺伝子
群の発現への影響、ゲノムワイドなスプライシングへの影響を解明する。 
 
 
４．研究成果 
本研究によって、Cajal body の構成タンパク質として、多くの RNA 結合タンパク質に加えて、
ALS 関連タンパク質も同定された。さらに、Cajal body に含まれるゲノム DNA 領域や non-
coding RNA も網羅的に同定され、Cajal body の形成機構の一端が明らかとなってきた。興味深
いことに、Cajal body 構成タンパク質として神経変性疾患に関与するタンパク質群が多数同定



された。これらの研究成果に関して、現在、論文投稿中である。今後、Cajal body の機能破綻と
その神経変性疾患発症メカニズムとの関連を解明することが重要である。 
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