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研究成果の概要（和文）：NEAT1ノンコーディングRNA(lncRNA)を骨格に形成される核内構造体パラスペックル
は、細胞内相分離を介して形成され、特定のクロマチン領域の高次構造形成に重要な役割を果たしていることが
明らかになった。一方熱ストレス誘導性HSATIII lncRNAによって形成される核内ストレス体は、温度依存的な制
御因子のリン酸化の場として働くことによって、温度依存的な前駆体mRNAスプライシングの制御に重要な役割を
果たしていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Our research revealed that nuclear body paraspeckle is formed through 
intracellular phase separation induced by NEAT1 lncRNA and play significant function in formation of
 3D chromatin structure. Meanwhile thermal stress induced nuclear stress bodies formed with HSATIII 
lncRNA serve as the scaffold of temperature dependent phosphorylation of specific regulators for the
 regulation of pre-mRNA splicing.

研究分野： 分子生物学

キーワード： noncoding RNA　相分離　核内構造体　クロマチン　遺伝子発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
混み合った細胞核内において、クロマチン構造や転写後遺伝子発現制御を効率よくかつ精密に制御するために、
相分離した核内構造体が様々な役割を果たしていることが明らかになった。特にこの相分離空間が特定のncRNA
を骨格にして形成されていることによって、核内の特定部位にそのRNAに親和性のあるタンパク質因子を集約す
ることができ、さらにはその制御因子を介してクロマチン高次構造を規定したり、制御因子の翻訳後修飾の場と
して働くことを明らかにし、未だ明確ではない核内における相分離環境の意義を明確に示すことができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
21 世紀に入り多数のlncRNA がゲノムから産生されていることが発見され、その機能に大きな
注目が集まっている。近年これらのlncRNAが細胞核内の様々な微細構造やそれらを基に形成さ
れる核内3D 配置を決定する空間的ハブの役割を果たしている可能性が提唱されている。実施者
のグループは、これまでに核内構造体であるパラスペックルが、NEAT1 lncRNA を構造骨格と
して形成されることを世界に先駆けて明らかにし、その構築機構について様々な知見を蓄積し
てきた。一方で米国グループは、パラスペックルが複数のクロマチン領域と相互作用しているこ
とを報告した。これらの知見から核内クロマチン間隙空間に存在するパラスペックル構造体が、
NEAT1 lncRNA を介して複数の特異的クロマチン座位と相互作用することによって、核内3D 配
置の確立に重要な役割を果たしていることが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
核内構造は定められた 3D 配置をとっており、この決定機構に非コード RNA（lncRNA）が重要
な役割を果たしていることが明らかになってきた。本研究では、申請者が独自に研究展開してき
た核内構造体パラスペックルや熱ストレス誘導性の核内ストレス体の構造骨格である NEAT1 
lncRNA や HSATIII lncRNA が、核内 3D 構造構築に果たす役割を明らかにする。そのために申
請者が既に調製済みの NEAT1 や HSATIII を欠失した細胞株を用いて、これらの核内構造体の有
無によって影響を受ける遺伝子発現、クロマチン高次構造などを多面的に解析する。さらに
CHIRP 法による相互作用部位複合体の単離によって、その相互作用の分子基盤を解明し、さら
にストレス条件下での動的変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いて、NEAT1 KO 株、NEAT1 部分的欠失株をヒト培養細胞
から樹立し、この細胞株を用いてパラスペックルの形態変化を超解像顕微鏡や電子顕微鏡を用
いた微細構造イメージングによって評価した。 
 
(2)上記の NEAT1 KO 株と野生型株を用いて、サウジアラビア KAUST の V. Orlando 博士のグル
ープと国際共同研究によって HiC 解析を実施し、NEAT1 の欠失によってクロマチン高次構造が
どのように変化するかをゲノムワイドに検出した。 
 
(3) HSATIII lncRNA を構造骨格として熱ストレスに応答して形成される核内ストレス体を ChIRP
法によって回収し、質量分析によってその構成因子を同定した。さらに新たに同定されたリン酸
化酵素の機能解析を次世代シーケンサーによる RNA-seq 解析などで実施した。 
 
４．研究成果 
(1) NEAT1 lncRNA によるパラスペックル形成と細胞内相分離との関係を解析した。まず
CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いて多数構築した NEAT1 lncRNA の部分欠失細胞株を用いて
同定された欠失によってパラスペッ
クル形成が不全となる NEAT1 RNA
ドメインに注目した。まずこの同定
した RNA ドメインとそこに結合す
るタンパク質が、in vitro においても
相分離した凝集体を形成できること
を、ヒト培養細胞の抽出液と磁気ビ
ーズにコンジュゲートした NEAT1 
RNA ドメインを含む in vitro 転写
RNAを用いて再現することに成功し
た（図 1）。さらにこの凝集体形成が
in vivo におけるパラスペックルの必
須因子を必要とし、1,6-ヘキサンディ
オールに感受性を示すことを確認し
た。こうしてこの RNA ドメインが相
分離を誘発する機能を果たし、こ
の機能がパラスペックル形成を支
えていることを明らかにした。こ
の成果は 2018 年に Mol Cell 誌に
発表した（引用文献①）。 
 
(2) NEAT1 lncRNA がクロマチン 3D 構造に影響を与えている可能性を検証するために、NEAT1 
KO 細胞株と野生型細胞を用いて、ゲノムワイドなクロマチンの 3D 構造解析を国際共同研究に
よる HiC 解析によって実施した。その結果、HiC 解析によって特定のクロマチン座位における
3D 構造変化を検出された。さらにこの変化した領域を詳細に調べたところ、クロマチン座位上
の TAD 構成が NEAT1 KO 株において変化している領域が複数のクロマチンにおいて見出され

図 1. In vitro における NEAT1 RNA ドメインに依存した

凝集体形成実験 



た。さらに遺伝子発現の活性の指標となる A/B コンパートメントの分布が、NEAT1 KO 株にお
いて著しく変化している領域が複数検出された。こうしたことから NEAT1 は、パラスペックル
構造体を介して、核内クロマチンの局所的な 3D 構造構築とそれに伴う活性制御に重要な役割を
果たしていることが示唆された。 
 
(3) NEAT1とクロマチンの仲立ちをする因子の同定を目指した。まずNEAT1領域の部分欠失変異
体株の中から、核内におけるパラスペックルの存在形態に影響を与えている変異体を同定した。
この変異体では、パラスペックルが通常隣接する核スペックルという別の非膜性構造体の内部
に取り込まれている予想外の表現型を示していた。核スペックルは、RNAポリメラーゼII転写物
がスプライシングなどのRNAプロセシング段階に移行する際にRNA上に形成されると考えられ
ており、上記変異体ではパラスペックル周囲のクロマチン環境の変化によって、この2種類の非
膜性構造体の存在形態が劇的に変化したことが推測された。このNEAT1領域の部分欠失で生じ
たパラスペックル構成タンパク質の解析によって、SFPQという転写とRNAプロセシング制御因
子が著しく減少していることが検出され、SFPQがパラスペックルと周囲の核内環境形成に重要
な役割を果たしていることが示唆された。 
 
(4) パラスペックルに続く第二のncRNA依存的非膜性構造体として、熱ストレスによって誘導さ
れるHSATIII lncRNAを骨格とした核内ストレス体の解析を実施した。核内ストレス体は、熱ス
トレス時に霊長類特異的なサテライト配列である第９番染色体のHSATIIIリピート配列上に形
成される（図2右）。この解析では、核内ストレス体の細胞機能を明らかにすることを主目的と
して、まずこの構造体の構成因子を網羅的に同定した。そのために、アンチセンス核酸によって
HSATIII複合体を回収するChIRP
法を駆使して核内ストレス体を回
収し、質量分析によって141種類の
構成タンパク質を同定することに
成功した。さらにこの構成タンパ
ク質の構成が、熱ストレスの最中、
熱ストレスからのリカバリー期で
変化することが明らかになり、そ
の中に核内リン酸化酵素（CLK1）
がリカバリー期に特異的に核内ス
トレス体に取り込まれることを発
見した。 
 
(5) 核内ストレス体が遺伝子発現
に与える影響を解析するために、
アンチセンス核酸でHSATIII lncRNAをノックダウンした細胞とコントロール細胞を用いて、そ
の熱ストレス依存的な遺伝子発現プロファイルをRNA-seqによって解析したところ、熱ストレス
に依存したスプライシング（特にイントロン残留）が、ストレスリカバリー期に著しく変化して
いることが検出された。影響を受けたスプライシングは、核内ストレス体の構成因子である
SRSF9というスプライシング制御因子の標的であり、さらにSRSF9はCLK1によるリン酸化によ
ってその活性が制御されていることが明らかになった。以上のことから、ストレスリカバリー期
に核内ストレス体に取り込まれたCLK1が、そこに係留されていたSRSF9を選択的にリン酸化す
ることによって、ストレスリカバリー期特異的なスプライシングパターンを制御しているメカ
ニズムが明らかになった（図2）。この成果は2020年にEMBO J誌に掲載された（引用文献②）。 
 
＜引用文献＞ 
① Yamazaki T, Souquere S, Chujo T, Kobelke S, Chong YS, Fox AH, Bond CS, Nakagawa S, Pierron G, 

Hirose T., Functional Domains of NEAT1 Architectural lncRNA Induce Paraspeckle Assembly through 
Phase Separation. Mol Cell. 70:1038-1053 (2018) 

② Ninomiya K, Adachi S, Natsume T, Iwakiri J, Terai G, Asai K, Hirose T., LncRNA-dependent nuclear 
stress bodies promote intron retention through SR protein phosphorylation. EMBO J. 39: e102729 
(2020)  

図 2. 熱ストレス依存的核内ストレス体の細胞内機能 
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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有
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有
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 ４．巻
Yamazaki Tomohiro、Souquere Sylvie、Chujo Takeshi、Kobelke Simon、Chong Yee Seng、Fox Archa
H.、Bond Charles S.、Nakagawa Shinichi、Pierron Gerard、Hirose Tetsuro

70
 １．著者名



2017年

2017年

〔学会発表〕　計32件（うち招待講演　18件／うち国際学会　13件）

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

EMBO workshop, RNP network dynamics in development and disease（招待講演）（国際学会）

84th Cold Spring Harbor Laboratory Symposium on Quantitative Biology（招待講演）（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Tetsuro Hirose

Tetsuro Hirose

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ４．発表年

 ４．発表年



2018年

2018年

2018年

2017年

 ２．発表標題

Keystone symposium  Noncoding RNAs: Form, Function, Physiology　（招待講演）（国際学会）

第12回日本エピジェネティック研究 会（招待講演）

第69回日本細胞生物学会（招待講演）
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

 ２．発表標題

廣瀬　哲郎

廣瀬　哲郎

廣瀬　哲郎

廣瀬　哲郎
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 １．発表者名

Noncoding RNA-dependent Nuclear Body Formation through Liquid-liquid Phase Separation

Molecular Dissection of Architectural Noncoding RNA Elements and Machinery,

Molecular Dissection of Architectural Noncoding RNA Elements and Machinery

Nuclear Architecture by Long Noncoding RNAs
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 １．発表者名
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Architectural Function of Noncoding RNA for Subcellular Structures

Nuclear Architecture by Long Noncoding RNAs

The specific domains of architectural NEAT1 lncRNA induces the formation of the distinct phase-separated paraspeckle nuclear
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Unusual semi-extractability as a hallmark of nuclear body-associated architectural long noncoding RNAs

 １．発表者名

 １．発表者名
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2nd International Symposium for Noncoding RNA Neo-Taxonomy in conjunction with Tokyo RNA Club 23rd Meeting
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Tomohiro Yamazakia, Taro Mannena, Sylvie Souquereb, Hisanori Kiryu, Archa H. Foxc,d, Shinichi Nakagawae, Gerard Pierronb and
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Unusual semi-extractability as a hallmark of nuclear body-associated architectural long noncoding RNAs

The specific region of architectural NEAT1 lncRNA induces the formation of the phase-separated paraspeckle nuclear body

The specific regions of architectural NEAT1 lncRNA induce the formation of the phase-separated paraspeckle nuclear body
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吉野彪羅、山崎智弘、廣瀬哲郎
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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核内構造体パラスペックル内のNEAT1lncRNAの空間的配置を規定する分子メカニズムの解明

Molecular mechanisms to determine spatial organization of NEAT1 lncRNA within the paraspeckles
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Unusual semi-extractability as a hallmark of nuclear body-associated architectural long noncoding RNAs

 １．発表者名
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