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研究成果の概要（和文）：近年、miRNAやlncRNA等に代表されるノンコーディング(nc)RNAが、細胞内で核酸や蛋
白質と相互作用して、多彩な生命機能の制御に寄与すること、また、その異常が疾病発症に関与することが明ら
かにされ、注目を集めている。しかし、個々のncRNAの機能に関しては依然として不明な点が多い。本研究で
は、ncRNAの機能解析に資する新たな基盤技術の確立を目指して、生細胞内でncRNAと特異的に結合する分子を網
羅的に同定する実験法の開発に挑戦し、新規システムを樹立することに成功した。本法はncRNAに限らずmRNAの
解析にも広く適用可能であると考えられ、当該分野の発展に大きく貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Non-coding (nc) RNAs are functional RNA molecules that are transcribed from 
genomic DNA. Recent studies have demonstrated that various ncRNAs (e.g., miRNAs and lncRNAs) play 
important roles in the regulation of diverse cellular functions such as cell proliferation, and 
apoptosis through interacting with specific RNAs or proteins. Furthermore, accumulating evidence 
showed that abnormal expression of ncRNAs is involved in the etiology of human diseases including 
cancers. However, the functions of individual ncRNAs remain largely unknown. In this study, we aimed
 to establish a novel method to identify proteins that selectively bind to a specific ncRNA. For 
this purpose, we performed several pilot studies using a representative lncRNA, whose binding 
partners have already been identified. By constructing various expression vectors and optimizing 
experimental conditions, we succeeded in establishing the novel method. This method will greatly 
advance our understanding of ncRNAs.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 非コードRNA　蛋白質
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１．研究開始当初の背景 
	 近年のヒトゲノム転写産物の網羅的解析か

ら、蛋白質をコードする領域はゲノムの２％

以下であるのに対して、残りの領域の大半か

らは膨大な数の non-coding RNA（ncRNA）
が発現する事が明らかとなった。これらの

RNA分子は、その一次・二次構造の特徴から

多様な RNA 分子種に分類され（ tRNA, 
miRNA, snoRNAなど）、特定の核酸や蛋白質
との相互作用によって個体発生から疾患まで

様々な高次生命機能を制御する（図１）。 
	 特に近年、これらの ncRNA の中でもポリ
A 構造を有しており、かつ比較的長鎖(200bp
〜) である lncRNA（Long ncRNA）について
は、現在までにおよそ 30,000種が同定されて
おり、多くの注目を集めている。lncRNAは他
の ncRNA 種と同様、RNA 結合蛋白質

（RBP:Rna-binding protein）と相互作用し、
RNA制御（RNA不安定化・スプライシング・
核輸送・miRNA分解）やエピジェネティクス、
蛋白質の酵素活性・分子結合能・細胞内局在・

翻訳後修飾等を著明に変化させる事で、個体

の発生・分化・代謝などの重要な生物学的プ

ロセスの制御に寄与している。また、癌・神経

変性疾患・感染症など様々な重篤疾患におい

て lncRNAの発現プロファイルに明らかな異
常が見出されており、その生理学的・病理学

的重要性が認識されつつある。 
 
２．研究の目的 
分子機能が解明された lncRNAの例は現在ま
でごく一部に留まっており、lncRNA を含む
大部分の ncRNA の生理学的意義は未だ不明
な点が多く残されている。上述の通り、

lncRNA 分子の多くは様々な蛋白質分子との
相互作用を介して生体機能を調節、制御して

いるが、lncRNA-蛋白質間の相互作用を検出

し、その生理的結合分子を探索するツールは、

蛋白質-蛋白質間結合の解析法と比較して明
らかに不足しており、これが本研究分野の発

展を大きく妨げている。そこで本研究では、

特定RNA配列と選択的に結合するRBPの性
質を利用し、解析対象の lncRNAのみを細胞
から精製、さらにその結合蛋白質単離、同定

する方法の開発に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
本技法の基盤的因子となる特定RNA配列およ
びその RBPを、過去の報告より複数選択する。
これらの中でも特にその RNA-RBP 相互作用
が強力かつ特異的である組み合わせについて、

該当するRNA配列を解析対象 lncRNAに融合
し、一方で RBPにはMycタグを融合して細胞
内に共発現する。細胞破砕後、Myc 抗体にて
RRB-RNA複合体を回収し、これに結合する蛋
白質分子を lncRNAの生理的結合分子として、
LC-MS/MSにて網羅的に同定する。 
 
４．研究成果 
１）解析対象の lncRNAの選別 
	 当研究室での先行研究において、特に予後

の悪い癌（膵臓癌、悪性黒色腫、肺癌）で発

現する lncRNA分子を TCGAデータベース
（https://cancergenome.nih.gov/）より探索
した結果、これらの癌で特に共通して高い発

現を示す lncRNA遺伝子を複数同定した。こ
れらの lncRNAには、特定の RBPと結合す
ることで癌の発生や悪性化を増進する既知の

lncRNAも含まれていた。そこで、この既知
lncRNAおよび RBPをクローニングし、今
回の新規 lncRNA-RBP結合解析法の開発に
おけるポジティブ・コントロールとして用い

た（※それぞれ lncRNA(A)および RBP(B)と
記述）。本解析技術において対象とする

lncRNA分子を決定すべく、 
 
２）特定 RNAに選択的かつ強力に結合する
RBP分子種の選択 
	 次に、解析対象の lncRNAに融合する特定
の RNA配列、およびその RBPの選別に取
り組んだ。現在までに、特定の RNA配列と
結合する様々な RBPが報告されているた
め、これらの中でも特に結合能が強く、かつ

特異的な RNA-RBPの組み合わせを探索し
た。まず、これらの RBPにMycタグを融合
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し、各 RBPに結合する RNA分子と共にヒ
ト細胞内に発現させた。細胞を破砕後、抗

Myc抗体を用いてライセートより各 RBPを
精製し、これらの結合する特定 RNA分子を
q-RT-PCRにて定量した。その結果、最も非
特異的な結合が少なく、かつ強固な結合を示

す RNA-RBPの組み合わせが決定された 
 
３） RNA(X)配列を融合した lncRNAの精
製、およびその RBP分子の観察 
	 そこで次に、上述の癌関連 lncRNA(A)を
RNA(X)と融合し、Myc-RBP(Y)と共にヒト
細胞に発現させた。その後、Myc抗体にて精
製することで、lncRNA(A)の生理的結合分子
である RBP(B)が回収可能か検証した。この
際、lncRNA(A)とMyc-RBP(Y)との結合を極
力阻害しないよう、以下の 2種の RNA(X)融
合分子種を作製し、その配向性が与える影響

について検討した。 
① lncRNA(A)-RNA(X) 
② RNA(X)- lncRNA(A) 
	 細胞破砕後、Myc抗体にて RBP(Y)を精製
したところ、特に lncRNA(A)-RNA(X)の配
向性を持つ融合分子種が、低バックグラウン

ドかつ有意に強く検出された。さらに、この

免疫沈降サンプルを SDS-PAGEにて分離
し、ウェスタンブロットにて解析した結果、

癌関連 lncRNA(A)の生理的結合分子である
RBP(B)を検出することに成功した。 
 
4）RNA(X)の融合および精製による機能未知
lncRNAの RBPスクリーニング法の確立 
	 以上の検討から、今回決定した RNA(X)配
列を特定の lncRNAに融合し、Myc-RBP(Y)
にて精製することで、その結合分子（RBP）
を細胞内から単離することが可能となった。

そこで、機能未知 lncRNA分子の生理的およ
び病理的意義を明らかにすべく、lncRNAの
RBPの網羅的スクリーニングを実施した。
本目的のために、まずMyc-RBP(Y)を安定発
現するHEK293細胞を樹立した。さらに、
様々な癌で高発現が観察された機能未知

lncRNA（上述）の中でも、特に強い発現レ
ベルを示した分子を選択し、これに RNA(X)
を融合して同細胞株に導入した。細胞を破砕

後、Myc抗体により lncRNA複合体を精製
し、沈降物を SDS-PAGEにより分離、銀染
色にて可視化した。その結果、上記癌関連

lncRNAとの結合を示す特異的な蛋白質バン
ドが複数観察された。現在、これらのバンド

をゲルより切り出し、LC-MS/MSにて結合
分子を同定しており、その機能的意義につい

て引き続き解析中である。 
	 本研究では、非コード RNA と生細胞内で
特異的に結合する分子を網羅的に同定する手

法の開発を行い、その技術的基盤を確立した。

本法は lncRNA のみならず、様々な ncRNA
さらには mRNA 分子の相互作用解析にも広
く適用可能であると考えられ、その生理機能

の解明を強力に推し進める新技術として、当

該分野の発展に大きく貢献することが期待さ

れる。 
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