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研究成果の概要（和文）：ヒト特異的NBPF ncRNAは核内構造体に局在し、ヒト特異的リピートクラスターのイントロン
領域に由来する。まずスプライシング阻害剤を用いて、NBPF ncRNAが前駆体RNAからスプライシングで切り出されたイ
ントロンに由来することが明らかにした。次にNBPF ncRNAを核内RNAノックダウン法で機能阻害し、次世代シーケンサ
ーのRNA-seq解析を実施したところ、近傍のNOTCH2NLの発現を活性化していることが明らかになった。またNBPF ncRNA
がRNA抽出過程で、著しい難溶性を示すことを発見し、それが核内構造体RNAであるNEAT1と共通の性質であることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：The human-specific NBPF ncRNA, which is localized in nuclear bodies, is derived 
from the intronic regions of the human specific NBPF repeat cluster. By the experiment using a splicing 
inhibitor, we showed that NBPF ncRNAs are the excised introns which were created upon splicing of the 
precursor transcripts. Next generation RNA sequencing of the RNAs prepared from the cells in which NBPF 
ncRNA was specifically knocked down revealed that the expression of NOTCH2NL gene which is located 
adjacent to the NBPF cluster is activated by NBPF ncRNA. We also discovered that NBPF ncRNA exhibits 
semi-extractable feature in the process of the standard RNA preparation method, which is common to that 
of NEAT1 ncRNA localized in another nuclear body.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 21世紀に入って、その存在が明らかにさ
れた新しい制御因子である長鎖ノンコーデ
ィング RNA (lncRNA)は、近縁種間でさえ、
しばしば保存されていないことから、種特異
的な形質発現を司る可能性がある。特にゲノ
ム上のシンテニー領域に対応する転写物が
存在していないこともしばしばである。こう
した種特異的な lncRNA が、クロマチン上で
の遺伝子発現に影響を与え、その結果遺伝子
発現ネットワークの種間の差異を作り出す
原動力になっている可能性がある。 
(2) 哺乳類細胞の核内には、さまざまな顆粒
状の核内構造体が存在し、様々なクロマチン
座位と相互作用することによって、特異的な
遺伝子群の発現制御の足場として機能して
いることが示されている。近年実施者らのグ
ループによって、核内構造体には lncRNA が
骨格となって形成されるものがあることが
明らかになった。lncRNA が骨格になってど
のように巨大な構造体が形成されるのかに
ついては、限られた lncRNA の研究に留まっ
ており、複数の lncRNA に適用できる一般則
の確立が望まれていた。そのために類似機能
を有する新しい lncRNA の探索が必要となっ
ていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、遺伝子発現制御のハブとし
て機能する核内構造体を構成する霊長類特
異的 lncRNA の機能を解明することによって、
「lncRNA による種特異的形質獲得」という
仮説を支持する発現制御機構を分子レベル
で検証する。そのために、脳サイズと相関す
ることが報告されている霊長類特異的ゲノ
ム増幅領域由来の NBPF lncRNA によるエピ
ジェネティックな遺伝子発現の活性化機構
を解明し、そこから導かれる種特異的な形質
獲得モデルを構築する。 
(2) NBPF lncRNAのような種特異的な核内構
造体は、特異的なクロマチン制御、RNAプロ
セシング制御に関わると考えられ、その標的
となる遺伝子こそが種特異性を規定する要
因となっていることが予想される。核内構造
体を形成することの指標として、lncRNA が
通常の方法では細胞から抽出されにくい性
質（難溶性）を示すことが明らかになったの
で、その性質を指標に類似機能をもつ
lncRNAを探索できるかどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) lncRNAによる種特異的形質発現を規定す
る分子機構を、NBPF lncRNAを例に解明する。
第一に、NBPF lncRNAの生合成機構を明らか
にするために、ノーザンブロット解析によっ
て転写物全長を検出し、オーバーラップする
タンパク質遺伝子の発現を阻害剤で処理し
た際の影響を解析する。また近傍のエクソン
とイントロンのプローブと NBPF lncRNA の
プローブを用いて RNA-FISHを実施し、シグ

ナルの重なり具合を検出した。 
(2)パブリックに公開されているエンコード
プロジェクトのエピゲノム関連情報による
と、NBPF 遺伝子座位は、高度にリピートし
た領域で、各リピート領域にヒストン H3K4
モノメチル化修飾のピークが検出されてい
る。こうしたことから、NBPF 領域によって
形成される核内構造体は、エンハンサーとし
て標的遺伝子の活性化に寄与していること
が考えられる。そこで NBPF lncRNA の機能
阻害によって、エンハンサー機能が失われる
かどうかを解析するために、NBPF lncRNAを
実施者らが以前開発した化学修飾アンチセ
ンス核酸による核内RNAノックダウン法で、
特異的に分解できる条件を確定する。 
(3) NBPF lncRNAによるエンハンサー機能が、
どのように標的遺伝子の発現を活性化して
いるのかについてを明らかにするために、
NBPF ノックダウン細胞とコントロール細胞
から RNA を抽出し、次世代シーケンサーの
RNA sequencing (RNA-seq)解析によって、
NBPF のノックダウンによって発現変動する
遺伝子を明らかにする。 
(4) NBPF lncRNAの細胞からの抽出過程で、
通常の RNA 抽出法では半分程度しか抽出さ
れていないことが明らかになり、物理的な処
理を加える新しい抽出法によってほぼ 100%
抽出できることが明らかになった。この新し
い抽出法を至適化し、他の難溶性 RNA を同
定するために、通常な RNA 抽出法と難溶性
RNA抽出のための改良法の２種類の RNA抽
出法によって、HeLa細胞から RNAサンプル
を調整する。 
 
４．研究成果 
(1) NBPF lncRNAの生合成経路の解析 
ゲノム上にマップされる NBPF lncRNA は、
２つのエクソンとその間のイントロンの繰
返し構造の中のイントロンに相当する領域
に存在している。そこで、NBPF lncRNAが独

図１. NBPF lncRNAはスプライシングに
よって切り出されたイントロンである。 



自に転写され、周囲の遺伝子発現とは独立に
合成されるのか、あるいは周囲の遺伝子前駆
体 RNA の一部として転写され、スプライシ
ングによって切り出されるのか、について検
証した。そのためにスプライシング反応の阻
害剤である Spliceostatin Aを細胞に投与した。
その結果投与後 50分後にはNBPF lncRNAは
ほぼ消失することが明らかになった（図 1）。
ノーザンブロット解析で検出された NBPF 
lncRNA のサイズは約 700 nt であり、また
RACE解析などにより、NBPF lncRNAの末端
はイントロンの両末端に一致することが示
された。これによって、NBPF lncRNAは、前
駆体 RNA のスプライシングによって切り出
されたイントロンに相当し、それが核内構造
体を形成していることが示された。つぎに
NBPF lncRNAの局在を調べた結果、この 
lncRNA は隣接するエクソンとイントロンの
プローブで検出される核内シグナルとオー
バーラップした核内ドットシグナルが検出
された。このことは、NBPF lncRNAが自身の
ゲノム座位に留まって存在していることが
示唆された。 
 
(2) NBPF lncRNAの機能阻害条件の検討 
上記(1)において NBPF lncRNAが、切り出さ
れたイントロンにもかかわらず分解されず
に自身のクロマチン座位近傍に蓄積してい
ることが示された。この NBPF遺伝子のイン
トロン領域は、ヒストン H3 K4モノメチル化
修飾のピークが見られるために、このイント
ロン領域がエンハンサーの役割を果たして
いる可能性が考えられた。そこで NBPF 
lncRNA の機能阻害を行い、その効果を解析
することにした。RNA産物の一過的な機能阻
害には通常 RNAi が使われるが、NBPF 
lncRNA は核内に存在しているため、細胞質
mRNAを標的とした RNAiでは分解しずらい
ことが推測された。そこで実施者が以前開発
した化学修飾によって安定化させたアンチ
センス核酸を細胞核内に導入することによ
って、内在性の RNase H によって標的 RNA
を特異的に分解する系（Ideue et al., RNA 
2009）を利用した。様々な条件を試行後、
NBPF lncRNA を効率よくかつ特異的にノッ
クダウンできる２種類のアンチセンス核酸
を選別することに成功した。 
 
(3) 次世代シーケンス解析による NBPF 
lncRNAの標的遺伝子の解析 
上記(2)において選別したアンチセンス核酸
を用いて K562 細胞においてノックダウンを
実施し、２種類のアンチセンス核酸それぞれ
によるノックダウン細胞、GFPアンチセンス
核酸によるネガティブコントロールサンプ
ル、効果が確認されている NEAT1 lncRNAの
アンチセンス核酸によるノックダウンサン
プルの４つの RNA サンプルを調整した。そ
してこれらを用いて、次世代シーケンサー
（Illumina HiSeq、東京大学先端研の油谷教授

との共同研究）によって、RNA sequencing解
析を実施した。次いでデータ解析において、
1. コントロールと NBPF ノックダウンの間
で FPKM値が 1.62倍以上または 0.62倍以下 
(log2(fold change) が 0.6以上または-0.6以下)
に変化したもの、2.コントロールまたはNBPF
ノックダウンの FPKM値が 1以上であるもの
を選別した。 その結果、28種類の変動遺伝
子を抽出することができた。それらの発現変
動を qRT-PCRで検証したところ、NBPF遺伝
子クラスター近傍の NOTCH2NL 遺伝子の発
現が著しく低下することが明らかになった。
よってNBPF lncRNAは近傍のNOTCH2NL遺
伝子の活性化に寄与していることが示され
た（図 2）。NOTCH2Lは興味深いことに霊長
類で特異的に認められる遺伝子である。
NOTCH2NLは、NBPF座位の近傍にあるため、
そこからのリードスルー転写物がアンチセ
ンス核酸によって分解されている可能性が
あった。しかし他の近傍の遺伝子は全く影響
を受けずに NOTCH2NL のみの発現が減少す
ることから、この効果は NBPF lncRNA を介
した効果であると考えることができる。ノッ
クダウンの一方で、当初期待されたようなグ
ローバルな遺伝子発現プロファイルの著し
い変化は認められなかった。よって少なくと
も K562細胞において、NBPF lncRNAが自身
のクロマチン座位と核内構造体を介して多

数の遺伝子の活性化を担っている直接的な
機能をもつ訳ではないことが明らかになっ
た。 
(4) 難溶性を指標とした核内構造体 lncRNA
の探索法の検討 
NBPF lncRNA は、通常の Trizol 液を用いた
RNA 抽出法では半分程度しか抽出できない
ことが明らかになった。そこで Trizol液に懸
濁した細胞溶解液に物理刺激を加えると
100%抽出できることが明らかになった。この
「難溶性」という性質は、NBPF lncRNAが核
内構造体の骨格になっていることに起因す

図 2. NBPF lncRNAは、NOTCH2NL遺
伝子の発現活性化を担っている。
qRT-PCR によって NOTCH2NL mRNA
量を測定。 



ると考えられる。そこで別の核内構造体であ
るパラスペックルの骨格 NEAT1 lncRNA と
NBPF lncRNAの共通性を調べたところ、いず
れの lncRNAも通常のRNA抽出試薬では著し
い難溶性を示した。この難溶性は、これらの
lncRNA が核内でタンパク質と共に不溶性の
凝集体を形成していることに起因する可能
性がある。実際に、核内構造体形成に関わる
FUS という RNA 結合タンパク質が難溶性の
獲得に必要であり、FUSはプリオン様ドメイ
ンを介してヒドロゲル様の凝集体を形成し、
このドメインが構造体形成に必須なことを
西オーストラリア大との共同研究で明らか
にした（Hennig et al., J Cell Biol 2015）。こう
した難溶性は、核内で構造体を形成している
lncRNA の共通した特徴である可能性があり、
今後新しい構造構築 lncRNA の探索のために
有効な特徴である可能性が浮上した。 
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