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研究成果の概要（和文）：非コードRNAを骨格にして形成される核内構造体の構成タンパク質の役割を多面的に
研究した。まず新たにSWI/SNF複合体が構造体形成に必須なこと、その際に既知のクロマチン再構築活性とは異
なる新規複合体会合機能を果たしていることを見出した。次に構造体形成に必須なRNA結合タンパク質のプリオ
ン様ドメイン（PLD）が、構造体会合に必要であることを見出した。このPLDは試験管内でヒドロゲル構造を形成
する性質を持つことから、この性質が構造体構築を司る機構であることが示唆された。またPLDタンパク質との
相互作用によって構造体骨格の非コードRNAが、難抽出性を示すことが明らかになり、その抽出法を確立した。

研究成果の概要（英文）：The roles of the protein factors that compose lncRNA-dependent nuclear 
bodies were intensively and pleiotropically studied. First, the SWI/SNF complexes were identified as
 novel essential factors for nuclear body formation with their novel assembly activity distinct from
 the characterized chromatin remodeling activity. Second, the prion-like domain (PLD) of RNA binding
 proteins that are essential for nuclear body formation was shown to be required for nuclear body 
formation. It was also detected that the PLD can form the hydrogel structure in vitro, suggesting 
this feature to form hydrogel underlies the mechanism of the structural roles of these proteins in 
nuclear body assembly. Finally, we discovered unusual semi-extractable feature of the nuclear body 
forming lncRNAs. It was shown that the PLD of RNA-binding proteins are responsible for the 
semi-extractable feature of this class of lncRNAs. We also developed the new method to efficiently 
extract these RNAs from the cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
21世紀に入り、哺乳類ゲノムから多数の機能
未知の lncRNA が産生されていることが明ら
かにされた。実施者は、核内構造体のパラス
ペックルに特異的に局在する NEAT1 lncRNA
が、パラスペックル構造構築に直接関わる
「アーキテクチュラル RNA」として機能する
ことを明らかにした。続いて実施者は、40種
類ものパラスペックル構成蛋白質を同定し、
網羅的な機能阻害実験によって、NEAT1_2 
lncRNA と７種類のパラスペックル蛋白質が、
パラスペックル構造形成に必須なことを明
らかにした。これらの必須因子の役割を詳し
く調べると、NEAT1_2 lncRNAをサブ RNP複
合体として安定に蓄積されるプロセスと、蓄
積後に巨大パラスペックル構造を組み立て
るプロセスが、独立に必要なことが明らかに
なった。一方で実施者は、パラスペックルの
分子機能として、NEAT1が蛋白質をパラスペ
ックル内に係留することによって、その蛋白
質の転写制御機能を不活性化させることを
明らかにした。 
 
２．研究の目的 
核内構造体パラスペックルは、長鎖ノンコー
ディング RNA(lncRNA)の NEAT1を骨格とし
て、40種類以上のタンパク質と共に構築され
る巨大なリボ核タンパク質（RNP）複合体で
ある。本申請では、リボソームの 1500 倍も
の体積をもち、lncRNA を骨格としたユニー
クな構造体であるパラスペックル構造にお
いて、種々のタンパク質因子がどのような役
割を果たしているかを中心に解析を行う。そ
のためにパラスペックルの形成過程におけ
るキーとなるパラスペックル構成因子の分
子間相互作用を解析し、どのような機序で構
造構築が進行していくのかを解明する。さら
に、構築されたパラスペックルは、「分子ス
ポンジ」として構成タンパク質の構造体内へ
の係留を介して遺伝子発現を制御している
ので、パラスペックルの構成因子の脱着機構
も併せて解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 
パラスペックルとその構成因子に関する研
究は、基本的に HeLa 細胞を用いた。一方
CRISPR-Cas9による遺伝子改変実験には、ヒ
トハプロイド培養細胞の HAP1 を用いた。
SWI/SNF複合体の解析には、この複合体の発
現が著しく低下している SW13細胞株を用い
た。 
(2) 遺伝子機能の阻害実験 
標的遺伝子の機能阻害には、siRNA による
RNAi 法、アンチセンス核酸の核内導入によ
る方法、さらには CRISPR-Cas9によるゲノム
編集法により行った。 
(3) 分子間相互作用実験 
タンパク質間相互作用は、特異的抗体を用い
た免疫共沈降により複合体を回収し、ウェス

タンブロッティングによって、共沈降タンパ
ク質を検出した。一方、RNA-タンパク質相互
作用の検出は、UV 架橋後の免疫沈降によっ
てRNA-タンパク質複合体を回収し、qRT-PCR
によって共沈降 RNAを検出した。 
(4) 核内構造体の観察 
パラスペックルをはじめとした核内構造体
は、その構成因子の RNA-FISHや免疫染色に
よって検出することによって観察した。通常
の観察は、共焦点レーザー顕微鏡によって行
なったが、微細構造の解析は、フランス CNRS
の Pierron 博士との共同研究による電子顕微
鏡観察、理研・中川博士との共同研究による
超解像顕微鏡による観察を行なった。 
(5) その他の基本的な分子生物学、生化学的
手法は、一般的な手法を用いて行なった。 
 
４．研究成果 
(1) パラスペックル構造体の形成に必須なタ
ンパク質因子の中で、NEAT1 サブ RNP 複合
体同士を複数集約してパラスペックルの巨
大構造形成に導くアセンブリーステップに
働くタンパク質（カテゴリー1B タンパク質）
について、それまでに同定していた RNA 結
合タンパク質とは全く異なる因子として、
SWI/SNF クロマチン再構築複合体がカテゴ
リー1B 機能を有することを明らかにした。
SWI/SNF複合体が含む 2種類の活性サブユニ
ット（BRG1と BRM）は、機能的にリダンダ
ンダントであるにも関わらず、この因子の
ATPase 活性中心への変異導入実験によって、
よく知られている ATP 依存的なクロマチン
リモデリング活性は、パラスペックル形成に
は必須ではないことが明らかになった。そし
て SWI/SNF 複合体と既知のパラスペックル
構成因子との分子間相互作用実験から、
SWI/SNF複合体は、むしろ NEAT1サブ RNP
内の構成因子同士の相互作用を促進し、パラ
スペックル構造体を組み立てるハブとして
の役割があることが示唆された。また興味深
いことに、SWI/SNF複合体は、パラスペック
ルと同様に lncRNA を骨格として形成される
核内ストレス体の会合にも同様な機能を介
して関与していることが明らかになった。こ
の成果は、PNAS 誌の論文の一部として発表
した。 
 

 
(2) パラスペックルを構成しているタンパク
質のほとんどは、RNA結合ドメインを有して
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図 1. SWI/SNF複合体による lncRNA依存的
核内構造体会合機能 
 



いるが、この他にアミノ酸組成が著しく偏っ
た特徴的なドメイン（low complexity domain, 
またプリオン様ドメイン, PLD）を有しており、
近年この PLD がタンパク質の水溶液中の相
転移を誘発することが報告され、注目を集め
ている。パラスペックル形成に必須な７種類
のタンパク質の中の 6種類は、PLDを有する
RNA結合タンパク質であった。そこでこれた
の PLD がパラスペックル構造形成に必要で
あるかどうかを、ノックダウン細胞への PLD
欠失変異体へのレスキュー実験によって調
べてみると、PLDを欠いた二つの必須パラス
ペックルタンパク質（FUS、RBM14）は、パ
ラスペックル形成活性を持たないことが明
らかになった。これによって、PLDがパラス
ペックル形成に必須なタンパク質ドメイン
であることが明らかになった。これらの PLD
ドメインは、試験管内でのヒドロゲルを形成
し、この過程は上述の液体相転移と関連があ
ることが示されている。そこで西オーストラ
リア大との国際共同研究によって、FUS、

RBM14 が試験管内でヒドロゲル状構造を形
成することが明らかになった（図 2）。この成
果は、J Cell Biol誌の論文の一部として発表
した。 
 
(3) パラスペックルの構造骨格として機能す
る NEAT1 lncRNAが、通常の RNA抽出操作
に対して著しい難抽出性を示すことを明ら
かにし、この性質は注射針に抽出液を通すな
どのシェアリング力を加えることによって
抽出できることを発見した。さらに、この難
抽出性を司る原因が、上記 PLDタンパク質と
NEAT1 との複雑な相互作用ネットワークに
よることを明らかにするために、パラスペッ
クルを構成する複数の PLDタンパク質の KO
細胞株を作製し、その中から FUSというRNA
結合性 PLD タンパク質が、NEAT1 の難溶性
に関わることを見出した。さらに FUS KO細
胞へのレスキュー実験によって、PLDを欠い
た FUS ではレスキューができないことが明
らかになり、FUS の PLD が難溶性を決定す
ることが明らかになった。さらに FUSの結合
領域である NEAT1 領域を欠失させた変異
NEAT1 は難溶性が著しく弱まることが明ら
かになった。これによって、FUS と NEAT1
の RNA-タンパク質相互作用の重要性が示さ
れた。また、この難溶性は、パラスペックル
構造体の構造構築を支える性質であること

も明らかになった。次に、NEAT1の難溶性を
考慮して、パラスペックル構成因子の定量解
析を実施し、１つのパラスペックルには約 50
分子の NEAT1 が含まれることが明らかにな
った。また 1 分子の NEAT1 に結合する各プ
リオン様タンパク質の定量解析を行うため
の CLIP-se データを収集した。また共同研究
によって電子顕微鏡と超解像顕微鏡を用い
て、各構成因子のパラスペックル内のおおま
かな存在領域を明らかにした。この成果は、
EMBO Journal誌、J Cell Biol誌の一部として
発表した。 
 

 

(4) 転写阻害剤 DRBを添加した際に、パラス
ペックルタンパク質が速やかにパラスペッ
クルから解離する過程を詳細なタイムコー
スをとって追跡した。また CLIP 解析によっ
て、実際に NEAT1 lncRNA-タンパク質相互作
用が薬剤添加後速やかに解消されているこ
とを確認した。また上記薬剤を培地中から除
くと、NEAT1の転写の再開に伴って、パラス
ペックル構造が再構築される過程をタイム
コースによって追跡した。さらに NEAT1 か
らのタンパク質の着脱が、NEAT1の難溶性と
強く相関していることが明らかになった。こ
の成果は、EMBO Journal誌の一部として発表
した。 
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図 3. NEAT1 arcRNAの難溶性の発見 
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