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研究成果の概要（和文）：細胞核内で確固としたlncRNA機能を持つHSATIII RNAが、温度変化の時系列に沿って
細胞質に局在変化し、mRNAに機能転換する過程を解析した。RNA核外輸送については、時間経過に伴ってHSATIII
 RNA結合タンパク質が再構築され、核外輸送因子ALY/REFが結合することを見出した。この再構築はHSATIIIの
「るつぼ」や「スポンジ」機能によって促進されることが示唆された。次に、翻訳産物のHSATIIIポリペプチド
の相互作用因子としてストレス顆粒因子やシャペロンを検出した。さらに翻訳産物がこれらの相互作用因子と共
に細胞先端部分のアクチン重合部位に共局在することを確認した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the process by which HSATIII RNAs, which possess definitive 
lncRNA functions within the cell nucleus, relocate to the cytoplasm and convert its function to mRNA
 in response to thermal stress and recovery. Regarding the nuclear export of HSATIII RNA, we found 
that HSATIII RNA-binding proteins are remodeled and eventually the nuclear export factor ALY/REF 
binds to HSATIII RNA. This reassembly is promoted by the 'crucible' or 'sponge' functions of 
HSATIII. Next, stress granule factors and chaperones were detected as interactors of the HSATIII 
translation products. Furthermore, we confirmed that the translation products co-localize with these
 interactors at actin polymerization sites at the cell periphery.

研究分野：分子生物学

キーワード： long noncoding RNA　mRNA　核外輸送　サテライトDNA　相分離
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、核から細胞質へのRNAの局在変化機構について、相分離構造体でのRNA機能が結合因子の再構築
を促し、結果的に核外輸送因子を呼び込んでRNAを細胞質に輸送させるという流れが明らかになった。一方で、
細胞質での翻訳産物の相互作用因子と細胞内局在が明らかになったことによって、機能転換したmRNAが機能的な
ポリペプチドを産生していることが示唆された。これによって、lncRNAからmRNAへの機能変換の全体像を把握
し、前例のないRNAの複雑な一生を明らかにする道筋を整備できた。今後、このポリペプチド機能の解明によっ
て、ストレス応答や関係する疾患の新たな機構解明につながる可能性が期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムが産生している数万種類もの lncRNA は、塩基配列を基に情報学的に分類されたも
のである。最近その中に短いペプチドをコードする mRNA が混在していることが示され、各
RNA の素性決定の難しさが再認識された。そんな中で申請者は、細胞核内での確固とした
lncRNA 機能を持つ HSATIII RNA が、温度変化の時系列に沿って核から細胞質に局在を変化
し、ペプチドを産生するmRNAに機能転換する現象を見出した（図1）。本研究では、この lncRNA
からmRNAへの機能転換機構とその意義の解明を目指す。申請者は、これまでに巨大な相分離
構造体の骨格として働く Architectural lncRNAを発見し、その作用機構の研究を展開してきた。
熱ストレスで発現誘導されるHSATIII lncRNAは、核内ストレス体（nSB）という相分離構造
体の骨格として構造構築を先導し、ストレス除去後の回復初期に 500種類ものmRNAの温度依
存的スプライシングを制御している。この確固とした lncRNA 機能に加えて、ストレス回復の
時間経過に沿って、当初核内の nSB に限局していた HSATIII が細胞質に移行して周縁部に別
の RNA顆粒を形成することを見出した。それに伴って、HSATIIIは翻訳され、ユニークなリピ
ート配列ペプチドを産生することが明らかになった。つまりHSATIIIは、温度変化の時系列に
沿って、核内 lncRNAから細胞質mRNAへと劇的な機能転換を果たすことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この核内 lncRNAから細胞質mRNAへの機能転換の要となる HSATIII RNAの核
から細胞質への局在変化の分子機構を明らかにし、それが温度変化と時間経過によってどのよ
うに制御されているかを明らかにする。さらに周縁部で RNP 顆粒を形成している HSATIII が
どのように翻訳され、また翻訳産物ペプチドがどのような機能を果たしているかを明らかにす
る。こうした RNAの機能転換機構の理解を通して、細胞内 RNAの素性決定法を再構築するこ
とに挑戦する。 
 
３．研究の方法 
3-1. HSATIII lncRNAの核から細胞質への局在変化機構の解析 
HSATIII lncRNAは、熱ストレス(42℃)に応答して発現し、まず核内に nSBを形成する。その
後、ストレス除去後の回復初期（1時間）には、nSBは特異的キナーゼを取り込んで構成因子の
リン酸化を促進し、温度依存的スプライシングを制御する。さらに回復 4 時間後になると、
HSATIIIは細胞質の周縁部に別の RNP顆粒を形成する。そこで、本研究では回復期 1〜4時間
に HSATIIIが核から細胞質に移行する機構を明らかにする。この機構は、HSATIII RNP複合
体のリモデリングによると考えられる。そこで、申請者が同定したHSATIIIの核内での相互作
用因子（SAFB）と細胞質での相互作用因子（PURA）に注目して、それらの因子が入れ替わる
機構を解析する。さらに温度と時間経過が及ぼす影響を解明する。 
 
3-2. HSATIII RNAの翻訳機構と翻訳産物の機能解析 
細胞質に移行した HSATIII は、RNP 顆粒として微小管上を周縁部に向けて輸送される。この
時、細胞を微小管重合阻害剤で処理すると周縁部への RNP 顆粒の蓄積が阻害される。そこでこ
の周縁部への輸送が HSATIII の翻訳に必要かどうかを、HSATIII 翻訳産物ペプチドに対する
抗体（作成済）を用いて、局在と共役した翻訳機構を解析する。さらに翻訳産物のユニークなリ
ピート配列ペプチドの機能について、神経芽腫細胞突起をモデル系にして過剰発現による細胞
形態変化などを解析し、HSATIII が翻訳される意義を解明する。 
 
４．研究成果 
霊長類細胞の核内で確固とした lncRNA機能を持つ HSATIII RNAが、温度変化の時系列に沿
って核から細胞質に局在を変化させ、mRNA に機能転換するという実施者のオリジナルな発見
について、その過程の詳細な解析を実施した。 
 
4-1. HSATIII RNAの翻訳に関する多面的検証 
これまでに HSATIIIが熱ストレス回復後期になると核から細胞質に移行して HERALDと命名
した RNA顆粒を合成すること、それに伴って翻訳される可能性が示された。さらにストレス回
復期の時間経過と共に、細胞質のHSATIII構造体の数が増加し、それに伴って翻訳産物が検出
されるようになることを観察した。本研究では、まずこれまでに作成していたHSATIIIポリペ
プチドに対する抗体を用いて、HSATIII ポリペプチドがストレス回復後期に特異的に合成され
ることを再確認した。さらに回復期にてシクロヘキシミドによる翻訳阻害によってその合成が
損なわれること、さらに HSATIII の KD でによっても合成が損なわれることを明らかにした。



さらに東京大学医科学
研究の稲田利文教授と
の共同で熱ストレス回
復後期の細胞からポリ
ソーム画分を調整し、
その画分に HSATIII 
RNA が検出されるこ
とを RT-PCRによって
検出した。これらの結
果から、熱ストレス回
復後期に細胞質に輸送
された HSATIII RNA
が翻訳されてリピート
アミノ酸配列からなる
ポリペプチドを合成して
いることが確固たるデー
タとして示すことができ
た。 
 
4-2. HSATIII RNAの核外輸送機構 
核内で nSBを形成しているHSATIII RNAが細胞質に輸送されて別の構造体を形成され、さら
に翻訳されるまでの過程で、この RNAに結合するタンパク質の多くが入れ替わる RNP再構築
が起こることが分かった。HSATIIIは nSBで SAFB, SRSFなど数多くのタンパク質と結合し
ているが、熱ストレス回復期の時間経過に沿って、一部のRNAの結合タンパク質が PURA, PUB
のような別の RNA結合タンパク質に入れ替わる。特に回復期の時間経過に伴って核内ストレス
体(nSB)に核外輸送因子のアダプターである ALY/REFが局在するようになることを見出した。
ALY/REFの HSATIIIへの結合は、nSB
の主要構成因子の SAFBによって阻害さ
れており、SAFB のノックダウンによっ
て ALY/REF の結合が著しく増大するこ
とを見出した。さらに興味深いことに、
nSBの核内機能である SRSFのリン酸化
の「るつぼ」や RNAのm6A化リーダー
因子の「スポンジ」の機能を阻害剤を用い
て阻害すると、HSATIIIの核外輸送が著
しく阻害されることも明らかになった。
このことから回復期初期のnSB機能によ
ってHSATIIIの RNPリモデリングが誘
発され、その結果 ALY/REF の結合が促
進されて、HSATIII の一部が細胞質に輸
送される可能性が示された。 
 
4-3. HSATIIIポリペプチドの機能解析 
HSATIII 翻訳産物の機能を明らかにすることを目的に、このポリペプチドに関する基盤情報を
収集した。まず核と細胞質への細胞分画によって、多くのHSATIIIポリペプチドは核と細胞質
の両方に局在しており、核への存在量が多いことを明らか にした。さらに人工的にデザインし
HSATIII ポリペプチドを発現するプラスミドに Flag タグをつけたものを細胞内で発現させた
ところ、こちらも主に核内と細胞質の辺縁部に局在することを確認した。次にHSATIIIペプチ
ドの免疫沈降と質量 分析によって、相互作用因子として多くの RNA 結合タンパク質を同定し
た。国立がんセンター研究所の足達俊吾博士と
の共同で HSATIII ポリペプチドの相互作用因
子を免疫共沈降や TURBO-ID 法によって検出
したところ、ストレス顆粒 RNA 結合タンパク
質やシャペロンが検出さ れた。さらに、プラス
ミド由来の HSATIII リピートペプチドの翻訳
産物の細胞内局在を検出したところ、細胞先端
部分や核内に局在することが確認された。特 
に、細胞先端部分のアクチン骨格重合部位で強
く検出され、相互作用因子の RNA 結合タンパ
ク質ともにそこで RNP 複合体を形成している
ことが示された。これらの基盤情報をもとに、
今後 HSATIII の翻訳の意義を解明するための足
がかかりができた。  
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図 1. HSATIII RNAの翻訳の多面的検証 
左：ウェスタンブロットによる HSATIII ポリペプチドの検出、CHX（上）と
HSATIII KD（下）の効果を示す。右：ポリソーム画分におけるHSATIII RNA
の検出 
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