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研究成果の概要（和文）：近年、非コードRNA（lncRNA）が様々な生理現象に関与していることが明らかにされ
てきた。過去の知見から中心体-分裂期紡錘体の形成に関与するlncRNAの存在は実験的に示唆されていたが、そ
の同定には至っていなかった。本研究では、中心体-分裂期紡錘体系に局在するlncRNAを生化学的手法と次世代
シークエンスを融合することで網羅的に同定することを試みた。結果として、分裂期紡錘体形成に関与する
lncRNAを一つと中心小体先端部の形成に関与するlncRNAを一つ同定することに成功した。現在は、lncRNAが中心
体機能をどのように制御することで紡錘体形成に関与しているか解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, the formation of bipolar spindles is crucial for 
accurate segregation of chromosomes in mitosis, and therefore it must be strictly regulated for the 
maintenance of genome integrity. Long non-coding RNAs (lncRNAs) have been recently revealed to 
function in a wide range of biological phenomena including cell proliferation and tumorigenesis. 
Interestingly, the existence of spindle-bound RNAs and their importance in mitosis have been 
previously predicted in human. However, the lncRNAs that function in specific mitotic processes 
remain to be identified to date. In this study, we identified two uncharacterized human lncRNAs as 
novel regulators of mitotic spindle formation and centriole formation, using a combination of 
next-generation sequencing, bioinformatics and biochemistry.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 中心小体は自己複製する特性から、独自
の核酸を保有する可能性に関して精力的に
検証されてきたが、これまでに中心体に局
在する RNA の存在に関して示唆する知見
はあるものの、特定するまでには至ってい
ない。一方、近年の網羅的な RNAi を利用
したフェノーム解析やプロテオーム解析で
は、中心体構造や機能に関与する RNA 結
合蛋白質の存在が示されている。実際に、
我々はヒト培養細胞において、RNA結合蛋
白質が中心体複製のライセンス化に必要で
あることを報告している（Shiratsuchi et al., 
EMBO J. (2015)）。さらに、中心小体の構
成因子に特異的に相互作用する非翻訳型
RNA (non-coding RNA, ncRNA) が中心体
形成、分裂期紡錘体形成に関与することを
既に見出している（予備実験・未発表デー
タ）。しかし、中心体に特異的に存在する
RNAを網羅的に同定し、それらの機能を体
系的に理解するような研究は未だ皆無であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
 中心体は真核細胞において進化上保存さ
れた細胞小器官であり、微小管形成中心と
して機能する。中心体の複製は細胞周期ご
とに一度だけ起こるように厳密に制御され
ており、分裂期紡錘体の形成に重要である。
中心体は生命の根元的な特性である“自己
複製能”を有することから、独自の核酸を保
有する可能性に関して 1970-80年代に盛ん
に研究が行われた。DNAの存在に関しては
完全に否定されているが、中心体に局在す
る機能的な RNA の存在は過去の知見から
示唆されている。近年、非翻訳型 RNA の
細胞内構造体形成への関与が注目されてお
り、中心体構造の構成因子として機能する
可能性も考えられる。しかし、未だ中心体
に特異的に存在する RNA の実証や、その
機能を論じる報告は一切されておらず、体
系的に理解されていないのが現状である。
本研究では、ヒト中心体に局在する機能的
な非翻訳型 RNA を次世代シークエンス技
術と機能ゲノミクスを融合することで網羅
的に同定し、中心体の構造、機能への役割
を明確にすることで当該分野に新たな概念
を提示することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、ヒト培養細胞から中心体を
生化学的に精製し、その中心体精製画分か
ら RNA を抽出し、次世代シークエンスを
用いた RNA-seq により配列を同定し、ヒ
トゲノムへのマッピングを行う。統計的に
有為に中心体画分で濃縮されている非翻訳
型 RNAを選別する。次に、RNAiを用いて

発現抑制することで、ヒト培養細胞におけ
る中心体形成、分裂期紡錘体形成への関与
を検討する。 
1. ヒト培養細胞から中心体の生化学的精
製法の確立及び RNAの抽出 
ヒト培養細胞である HeLa 細胞、
HEK293T 細胞から中心体画分を生化
学的に粗精製する方法に関しては、既
に当研究室で確立している。主には、
ショ糖密度勾配液を利用した超遠心に
より、中心体を含んだ細胞質画分から
の精製を行う。Westernblot 法により、
濃縮度や精製度をモニターする。また、
RNA精製後のサンプルに関しても精製
度や濃度の測定を行う。 

2. 次世代シークエンシングによる RNA
配列の同定及びヒトゲノムへのマッピ
ンング 
次世代シークエンサーHiseq2000 を利
用し、サンプル中のmRNA及び ncRNA
を網羅的且つ定量的にシークエンスす
る。検出した配列をヒトゲノム上にマ
ッピングする。 

3. 統計学上有為差のある（中心体特異的
な）ncRNA群の同定とサンプル間比較
の情報解析  
全ヒトゲノ領域を 100bpごとに区切り、
リード数でネガティブコントロールと
比較して 2 倍以上、4 倍以上の値を示
すゲノム領域を選別する。また、リー
ド数が極端に少ない領域に関しては、
候補領域から除外する。このアルゴリ
ズムに関しては既に作成済みである。
また、サンプル種間（異なる培養細胞、
異なる実験条件、異なる実験）で比較
した場合、共通して中心体画分に見出
されるものに関しても選別し検証する。 

4. GO term、遺伝子発現表現型、過去の
文献などの関連情報と照らし合わせ、
予想される ncRNA の機能の分類を行
う。 
データベース上転写されており、
ncRNA として登録されているかどう
か、過去の解析から明らかにされてい
る機能、発現パターンなどを考慮し、
分類を行い、優先順位をつける。 

5. 候補 ncRNA のヒト培養細胞内におけ
る発現を semi-quantitative RT-PCRに
より確認する。 

6. 各 ncRNA に対する効果的な siRNA の
設計とヒト培養細胞におけるフェノー
ム解析（中心体機能、構造への影響を
観察） 
-これまでの予備実験から mRNA と比
較して ncRNAは siRNAの効果が低く、
効果的な発現抑制を得るには平均 5 箇
所程度、異なる部位をターゲットとし



た siRNAを設計する必要がある。 
-ヒト培養細胞における siRNA の効果
を semi-quantitative RT-PCRにより確
認する。 
-効果が確認された siRNA を使用して、
中心小体形成（マーカー、Centrin抗体）、
中心体形成（マーカー、γ-tubulin抗体）、
微小管形成（tubulin 抗体）などを指標
に、 HeLa 細胞、U2OS 細胞において
表現型の確認を行う。また、興味深い
表現型が確認された ncRNA に関して
は哺乳類発現型ベクターを介して強発
現させ、同様の解析を行う。さらに、
CRISPR-Cas9 法を用いて、ncRNA の
promoter領域を両アレル欠損したヒト
RPE-1 細胞を作出し、表現型のさらな
る確認を行う。設計した siRNAの全て
で効果的な発現抑制が得られない
ncRNAに関しても、この方法を用いて
表現型の解析を行う。 

 
４．研究成果 
 
	
 ヒト培養細胞から生化学的に中心体を粗
精製し、その分画に含まれるRNAを抽出し
た。具体的には、HeLa細胞及び293T細胞を
使用し、ショ糖密度勾配超遠心法により、
中心体を含んだ細胞質画分からRNAを抽出
した。このRNAの配列情報を、次世代シー
クエンスにより網羅的に読み、ヒトゲノム
上にマッピングすることで同定した。さら
に、サンプル間のリード数比較を統計的に
行い、有為差のある、中心体画分特異的に
検出されたRNAを約50同定した。そのほと
んどがこれまで解析されていない機能未知
の非コード長鎖RNA（lncRNA）であった。
lncRNA配列は進化速度が通常のコード
RNAと比較して非常に速いことから、他生
物種における一次配列上の保存性に関して
は多くの場合が不明であった。 
	
 次に、中心体構成因子の免疫沈降分画も
しくは中心体粗精製分画に特異的に濃縮さ
れたlncRNA群のフェノーム解析をsiRNA法
を用いて行い、細胞分裂期に機能する新規
の lncRNA二つを同定することに成功した
。両方とも機能未知の lncRNAであるが、
片方はRNAiを介した発現抑制により、分
裂期紡錘体の形成異常を示す極めて興味深
い表現型を示した。中心小体及びそれを取
り囲むPCMマトリックスの形成においては
、顕著な異常は見られなかったが、紡錘体
を形成する微小管の濃度が著しく低下し、
その結果染色体分配エラーが観察された。
この結果は、中心体の微小管形成活性が部
分的に失われている可能性を示唆するもの
である。特筆すべきは、この表現型は細胞
特異性を有することである。これまでの解
析から、どのヒトがん化細胞でもある頻度
で表現型は観察されるものの、U2OS細胞

やPANC1細胞など表現型が顕著な細胞種
が存在することが確認された。細胞分裂と
いう極めて基礎的なプロセスにおいて、こ
のように多様な表現型が観察される例はタ
ンパク質ではあまりなく、この lncRNAが
組織特異的な機能を有することが予測され
た。一方、CRISPR-Cas9法による gene 
knockoutを試みたが、現在までのところ得
られていない。原因としては、この新規
lncRNAが細胞増殖に必須であることが考
えられた。現在はこの表現型の詳細な解析
、分子機構に関するデータ取得を進めてい
る。一方、もう一つの lncRNAはその発現
抑制により、中心小体の先端部分の構造が
一部欠損するという、極めて特異的な表現
型を示した。中心小体複製や中心体の機能
に直接的な影響は見られないものの、繊毛
形成への関与が推測されることから、現在
その可能性を実験的に検証している段階で
ある。以上のように、挑戦的な本研究課題
において、二つの中心体-紡錘体系の制御
に関与する機能未知の新規 lncRNAを見出
したことは、当該分野において非常にイン
パクトのある研究成果に繋がることが期待
される。双方とも示す表現型は明快なので、
今後は介在する具体的な分子機構を明確に
した上で、早期の論文掲載を目指す。 
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