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研究成果の概要（和文）：細胞内相分離を誘発して非膜オルガネラ(MLO)の骨格として機能するlncRNAの作用機
構について多面的な解析を実施し、lncRNAの機能ドメイン毎に結合するタンパク質セットによって、ミセル化と
いう相分離過程をへて、シェル-コアの二層からなる内部構造を持つMLOが形成されることを物理理論と細胞生物
学実験から明らかにした。さらに、外層シェルのタンパク質構成によって周囲の別のMLOからの独立性が規定さ
れることを明らかし、それが２種類のRNA結合因子の競合で決定されることを明らかにした。以上のことから、
機能的なMLOの構造と存在様式が骨格lncRNA配列にプログラムされていることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：We conducted a multifaceted analysis of the mechanism of action of lncRNAs, 
which induce intracellular phase separation and function as the skeleton of membrane-less organelles
 (MLOs). Through physical theory and cell biology experiments, we revealed that MLOs with a 
dual-layered internal structure, consisting of a core and shell, are formed via a phase separation 
process called micellization, in which sets of protein complexes that bind to specific functional 
domains of the lncRNA are involved. We also showed that the protein composition of the outer shell 
determines the independence of MLOs from other surrounding MLOs, which is likely determined by 
competition between two types of RNA binding factors. These findings demonstrate that the structural
 and functional characteristics of MLOs are programmed into the architectural lncRNA sequence.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： RNA　超分子複合体　核構造・機能　細胞小器官　タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、近年注目を集めている細胞内の相分離研究の中で、特に非コードRNAが先導する相分離機構に注
目して、そのRNA内の責任領域と相互作用因子を同定し、その過程を物理理論に基づいたミセル化モデルとして
提唱した。この成果は、当該分野の基盤的な研究指標となる成果である。さらに相分離体を会合するだけでな
く、周囲の構造体から独立して存在するための分子機構を明らかにできた点も、今後の相分離体の作動機構を明
らかにしていく上での基盤的知見となりうる。本成果は、RNAを相分離体の骨格に利用する利点に関する示唆を
与えるものでもあり、RNA分子の新たな基盤的機能という視点でも重要な知見といえる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

21 世紀に入って実施されたポストゲノム解析によって、哺乳類ゲノムから数万種類にも及ぶ数
の長鎖非コード RNA(lncRNA)が産生されることが明らかにされた。その後、これらの lncRNA は
様々な生理機能を担っていることが徐々に明らかになってきた。しかし、その機能を規定してい
る分子機構にまで踏み込まれた例は未だ限られており、さらにこうした機能を規定している
lncRNA 配列のルール（RNA 暗号）は未知のままである。実施者は、これまでに細胞内の非膜性
構造体の骨格として働く lncRNA を発見しアーキテクチュラル RNA (arcRNA)と命名した。さら
に arcRNA の作用機構として、RNA 配列に親和性のある複数の天然変性タンパク質を選択的に
集約して局所的に細胞内相分離を誘発し、巨大な非膜性構造体を形成していることを明らかに
してきた。非膜性構造体のモデルとして用いているパラスペックルは、NEAT1_2 という arcRNA
を骨格として形成されるが、パラスペックルは単なるランダムな凝集体ではなく、内部にシェル
とコア insRNA の二層構造を成し、決まった直径の球状形態を持っている。そして NEAT1_2 
arcRNA の配列には、このような内部構造や大きさを規定する情報も含まれていることが明らか
になってきた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、arcRNA による細胞内で観察されるシェル-コア層構造を持ったパラスペックルの複
数の形質を構築するための分子機構を詳細に解明することを目的する。機能的なパラスペック
ルとは、一定長の直径を持つパラスペックル構造を会合して組み立てる機構、シェル-コアから
なる二層の内部構造、さらには核内に存在する他の非膜構造体から分離して存在するための機
構など、それぞれの機構を駆動する arcRNA 配列中に備わった RNA 暗号を解読することを目的
とする。こうした構造骨格となる arcRNA のドメインに対応した構造体形成機構は、NEAT1_2 だ
けでなく、類似機能を有している lncRNA がヒトゲノムから産生されている可能性を検証し、
arcRNA をより一般性のある lncRNA カテゴリーとして確立させることを目標にして実施者グル
ープがこれまでに発見した arcRNA が共通して有している難抽出性というユニークな性質を利
用した独自のゲノムワイド探索法で同定した新規 arcRNA 群の機能解析を通して RNA 暗号の一
般性を明らかにし、ゲノムの大部分を占める非コード領域の機能発現を規定するゲノム情報基
盤を確立する。 
 
３．研究の方法 

ゲノム編集による NEAT1 arcRNA の作動エレメントの同定 
CRISPR-Cas9 によるゲノム編集による NEAT1 arcRNA の変異体を多数作成した。効率良い変異
体作成を進めるために、2 つのガイド RNA と Cas9 ヌクレアーゼを一体化した発現ベクターを、
ヒトのハプロイド細胞株 HAP1 に導入して、目的とする変異体を選別した。変異体の表現型解析
は、超解像顕微鏡、電子顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行なった。 
 
核内構造体形成の必須因子の同定 
データベース上のタンパク質間相互作用情報を基に、既知のパラスペックル必須因子との相互
作用因子を選別し、RNAi による機能解析を通して、新規のパラスペックル形成関連因子を同定
した。 
 
パラスペックル形成における液体相分離の検討 
パラスペックルタンパク質とその変異体の組換タンパク質を精製し、in vitro で様々なタンパク
質濃度、バッファー条件、温度などにおける相分離状況を顕微鏡下で観察した。一方、同様の変
異体の in vivo におけるパラスペックル形成能を顕微鏡観察によって評価した。 
 
パラスペックル因子の機能検証 
CRISPR-Cas9 によって変異体 NEAT1 上に MS2 ファージ由来 RNA タグ配列を付加した細胞株を
樹立した。そこに MS2 コートタンパク質を様々なパラスペックルタンパク質に融合したタンパ
ク質を発現させてテザリングし、それによるパラスペックルの表現型変化を超解像顕微鏡で観
察した。In vitro における液相分離実験には、T7RNA ポリメラーゼで転写したビオチン化 RNA
断片を磁気ビーズに結合し、そのビーズを細胞核抽出液と混合し、その際にビーズが凝集する様
子を顕微鏡下で観察した。 
 
新規 arcRNA の探索 
蛍光タンパク質付加ヒト完全長 cDNA ライブラリーを用いて、核内 foci に局在するタンパク質
をコードする cDNA を選別し、さらにその核内 foci が RNase 処理によって消失するかどうかを
顕微鏡で観察してスクリーニングした。一方、難溶性 RNA の探索には、Triol 試薬に溶かした細



胞溶解液を注射針に通したサンプルと通さない通常のサンプルを用意し、それぞれから抽出し
た RNA を用いて、RNA-seq 解析を行なった。その結果、注射針を通した際に著しく抽出量が増
大した RNA を難溶性 RNA として arcRNA の候補とした。その後各候補の局在を蛍光 in situ ハ
イブリダイゼーションによって決定した。 
 
４．研究成果 

内部構造を持った非膜構造体パラスペックルの構築モデルの提唱 
本研究では、NEAT1 arcRNA を骨格にして相分離形成されるパラスペックルという相分離構造体
をモデルにして、arcRNA による相分離構造体の構築、物性決定、作動のための RNA 暗号解読
に取り組んだ。 相分離構造体の構築機構については、特にシェルとコアという二層の内部構造
の形成機構を明らかにすることを目的にして、これまでゲノム編集によって構築した様々な
NEAT1 arcRNA の部分欠失変異体を用いた解析によって、シェルとコアの形成に必要な RNA 領
域を同定した。さらにこの結果を基に、北海
道大学の山本特任准教授との共同研究によ
るソフトマター物理学理論を取り入れて、
NEAT1_2 RNP 複合体を高分子ポリマーのブ
ロック共重合体として捉えた際に、パラスペ
ックルをミクロ相分離の一種であるミセル
と捉えることができるという仮説が提唱さ
れ、それをゲノム編集による変異解析などの
実証実験によって検証することによってパ
ラスペックルがミセルとして振る舞ってい
ることを明らかにすることができた。この成
果は arcRNAによる非膜構造体形成の新しい
モデルとして EMBO Journal 誌に発表し、そ
の後、総説にもまとめた (Yamazaki et al., 
EMBO J 2021, Frontier Bio Sci 2023、右図）。 
 
 
パラスペックルの二層内部構造形成を担う因子の同定 
上記のミセルモデルでは、NEAT1 arcRNA がブロック共重合体として末端部位に親水性領域、中
央部に疎水性領域を形成している可能性が浮上した。そこで、これらの親水性領域と疎水性領域
の責任因子を同定するための MS2 係留系を確立して、その因子の探索を行った。パラスペック
ル二層構造の親水性シェルの形成を担う NEAT1 領域を欠失した変異体 RNA に MS2 RNA タグ
配列を組み込み、そこに特定のタンパク質を係留した際にシェル構造が形成されるものを探索
した。その結果、核内の代表的な RNA 結合タンパク質の HNRNP タンパク質の一種がこの機能
を担っていることを明らかにした。さらに eCLIP データからこの因子が NEAT1_2 のシェル形成
領域に多く結合していることを確認した。さらにこのタンパク質には様々な類似のパラログと
別のもう一種の HNRNP タンパク質にもシェル形成を促進する活性があることを明らかにした。
そこでこの MS2 RNA 上への係留実験系で、様々な機能ドメインを欠失した HNRNP タンパク質
変異体を係留させることによって、シェル形成に必要な機能ドメインを同定することに成功し
た。一方、疎水性コアはパラスペックルの会合に必要な NEAT1_2 の中央領域とそこに集約され
る NONO/SFPQ が担っていることがこれまでに明らかになっているので、今回の成果によって、
骨格分子の NEAT1_2 arcRNA の 3 つの RNA ドメインが、パラスペックルのシェルとコアをそれ
ぞれ特徴づける RNA 結合タンパク質を選択的に集約して、その結果ミセル化によって機能的な
パラスペックルが形成されることが強く示唆された。 
 
パラスペックルが二層内部構造を有する意義の解析 
上記の通り、パラスペックルは、疎水性コアの周囲に親水性シェルが層を持つ二層の球状構造体
である。こうした二層構造の存在意義を示唆する現象として、パラスペックルが核内に存在する
他の非膜オルガネラの核スペックルから分離して独立に存在する機構の解析を進めた。これま
でに当グループでは、NEAT1_2 の２つの大きな領域を欠失させると、パラスペックル構造を保
持したまま、核内スペックル内に取り込まれてしまうことを明らかにしていた。さらにこの欠失
領域に結合している少なくと３つのパラスペックルタンパク質の量が減少することによって、
パラスペックルが独立に存在することができなくなり、スペックル内に取り込まれてしまう可
能性が浮上した。実際に MS2 係留実験によって、この変異体 NEAT1 上にこれらの因子を係留す
るとパラスペックルがスペックルから分離して独立して存在するようになった。さらに重要な
点として、この係留はパラスペックルのシェル上に係留した場合にのみ分離を誘導し、コアに係
留した場合は、効果がないことが明らかになった。その後、パラスペックルの欠失変異体で、シ
ェル内の上記因子が減少した結果、何が起こっているかを検討したところ、パラスペックルを逆
にスペックルへ取り込もうとする促進因子の存在を明らかにした。これによって、２つの非膜オ



ルガネラの相対的な存在様式は、分離と取
り込みの相反する機構のバランスから成り
立っていることを明らかにした。またこれ
らの２つの活性は、やはり NEAT1 の特定領
域に依存していることが示唆された。これ
によって、NEAT1_2 arcRNA 配列には、単
なるパラスペックルを会合構築するためだ
けでなく、出来上がったパラスペックルが
的確に核内に独立して存在するための機構
まで配列暗号として保持されていることが
示唆された。この成果は Nature Cell biology
誌に投稿し、現在リバイス中である
（Takakuwa et al. 右図）。このほかに、Yap
らによって示されたパラスペックル近傍に
位置しているクロマチン座位の中から核内
foci として RNA 転写物が検出される lncRNA について、その発現がパラスペックルシェルによ
って制御されている可能性を検討したが、NEAT1 の発現上昇とこの lncRNA の発現が逆相関を
示すことを見出したものの、パラスペックルの有無によってこの遺伝子発現が制御されている
ことを示すデータは得られなかった。 
 
他の非膜構造体が遺伝子発現を制御する機構 
パラスペックル以外に arcRNA によって構築される相分離構造体の作動機構の研究にも一部関
与したので、その概要を記載しておく。HSATIII arcRNA によって熱ストレス時に形成される核
内ストレスボディを介したストレス回復期のスプライシング制御機構のキーとなる温度依存的
なリン酸化酵素 CLK1 の係留機構について解析を進め、CLK1 の N 末端天然変性領域にこの係
留に関わる領域があることが明らかになった。また CLK1 の相互作用因子の解析から CLK1 の
温度依存的な局在変化を担う複数の因子を明らかにした。さらにこの機構とは異なる温度依存
的スプライシング機構について、RNA 修飾因子の機構解析を実施し、HSATIII arcRNA の m6A メ
チル化を介したスポンジ機構によるスプライシング制御機構を明らかにし、EMBO Journal 誌に
論文掲載した（Ninomiya et al., EMBO J 2021）。さらに以前当グループが発見した DBC1 という
RNA 結合タンパク質を含む新規非膜構造体が細胞株毎に異なる arcRNA を骨格によって組み立
てられている可能性を見出し、Molecular Biology of the Cell 誌（Mannen et al., MBoC 2021）に発
表した。 
 
新規非膜構造体の骨格として働く arcRNA 候補の探索 
ゲノムワイドな新規 arcRNA の探索については、実施者がこれまでに開発した arcRNA 探索手法
である難溶性 RNA-seq を熱、浸透圧、低栄養などのストレス処理細胞で実施して、様々なスト
レス誘導性の難溶性 RNA 種を同定した。これらは、複数の遺伝子転写物の 3'末端が著しく伸長
した DoGs と呼ばれる RNA が各ストレスに応じて合成され、それが著しい難溶性を示すことを
見出した。この DoGs の細胞内局在を FISH で解析した結果、核内非膜性構造体様の foci を形成
していることが検出された。この成果は RNA
誌に発表した（Iwakiri et al., RNA 2023、右図）
また、これまでに実施したストレス条件下の細
胞での難溶性 RNA-seq データから血清飢餓ス
トレスや細胞老化家庭で発現誘導され、高発現
かつ難溶性を示す新規な lncRNA を複数種類同
定することに成功し、そのうち一つの SIST と
命名した lncRNA が細胞内で明瞭な foci を形成
していることを見出し新たな arcRNA 候補であ
ることが明らかになった。この他にも異なるス
トレス条件において比較的高発現の新規な
arcRNA 候補は数多く見出されており、ヒトゲ
ノムから多数の arcRNA 様の RNA が発現し、
特定の条件下で局所的に相分離構造が形成さ
れていることが推測される。 
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