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研究成果の概要（和文）：実施者による研究期間前半の成果、後任者による研究、共同研究、研究室の尽力によ
り、architectural RNAという言葉と機能分類は、世界中の研究者による論文で使用されるようになった。従っ
て、本研究が目的としていた「ノンコーディングRNAの新規機能分類Architectural RNAの確立」は達成されたと
言える。

研究成果の概要（英文）：This study, along with my successor's study, other lab members' studies, and
 my collaborator's studies have collectively enabled the establishment of "architectural RNA" as one
 functional category of long noncoding RNAs, which was the final goal of this study.

研究分野： RNA

キーワード： architectural RNA　核内RNA顆粒　難溶性RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今世紀に発見された機能未知のnoncoding RNA (ncRNA) 群の内、核内顆粒の構造構築を司るncRNAを
architectural RNA (arcRNA) として確立することができた。

※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 
 

ヒトゲノムの 4 分の 3 の領域が転写され、明確な転写単位を持つ 200 塩基以上のノンコーデ
ィング RNA（長鎖 ncRNA）が、2万種類以上あることが明らかにされた。長鎖 ncRNA の役割とし
ては、エピジェネティックな遺伝子発現制御などが明らかになり、発現異常が癌や筋ジストロフ
ィー等の疾患を引き起こす例も報告されている。しかし現時点では、大部分の長鎖 ncRNA の存
在意義は解明されていない。このような状況で、廣瀬研究室は、核内のパラスペックル顆粒に局
在する NEAT1 長鎖 ncRNA が、パラスペックル顆粒を構築する骨格分子であることを発見した
(Sasaki et al. PNAS, 2009)。さらに、実施者らは、顆粒構造の骨格として働く長鎖ncRNA を
architectural RNA (arcRNA)と命名・機能分類することを提唱した（Chujo et al. BBA, 2016）。
arcRNA の作用機構の例としては、arcRNA が構築した顆粒内に転写因子や RNA 結合タンパク質等
を大量に捕捉することで、核質でのこれら制御因子による遺伝子発現制御を抑えること（分子ス
ポンジ作用）を所属研究室は報告した。個体レベルでは、たとえば NEAT1 arcRNA は、哺乳類に
おいて妊娠、乳腺の発達、癌細胞の生存を促進する。したがって、新しい arcRNA を同定してそ
の機能を解明することで、新たな遺伝子発現制御機構や疾患発症機構の解明に結びつくことが
期待される。しかしながら、arcRNA を系統立てて探索する有効な手法が存在しなかったため、
研究開始当初の時点で arcRNA として分類可能なヒト長鎖 ncRNA は 3 種類に留まっていた。 

実施者は研究開始当初までに、細胞から RNA を抽出する方法を改善した結果、NEAT1 を含む既
知の arcRNA のみが、従来の抽出方法では細胞から抽出されにくい性質（難溶性）を発見した。
NEAT1 の難溶性の原因は、フェノールやグアニジン塩といった強力な変性剤を含む RNA 抽出試薬
中においても NEAT1 の強い RNA-タンパク質間相互作用、および NEAT1 結合タンパク質の強固な
タンパク質間相互作用が維持されて NEAT1 がタンパク質から外れないことであった。さらに、こ
のような結合力は arcRNA が核内顆粒を構築する駆動力でもある点に着目し、新規 arcRNA を探
索するために、次世代シーケンス解析を駆使して「難溶性 RNA」をトランスクリプトームワイド
に同定した。その結果、40種類以上の難溶性RNA を見出した。その中で発現量が多い 10種類に
は、NEAT1 arcRNA も含まれ、これら高発現難溶性 RNA は核内で顆粒状構造体への局在を示した
ことから、新規 arcRNA であることが強く示唆されていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、新しい arcRNA を発見し、さらに arcRNA の共通項を明らかにすることにより、arcRNA 
という ncRNA 機能の基盤概念と一つの機能カテゴリーを確立することを最終目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ストレス条件下における新規 arcRNA の探索 
ヒトには 2万種類以上の機能未知な長鎖 ncRNA が存在する。また既知の arcRNA はいずれも特定
のストレス下で転写が誘導される。これらの知見から、ストレスに応答して発現する新たな
arcRNA が存在することが期待される。そこで、細胞にストレスを与えた際などに発現する新た
な arcRNA の同定を目的として、様々なストレスを与えた細胞や疾患モデル細胞からの RNA 抽出
時にニードル処理有りまたは無しの合計 26 サンプルの難溶性 RNA/次世代シーケンスを実施し
た。 
 
(2)arcRNA を探索するための新規手法の開発 
癌関連の核内顆粒として知られる Sam68 nuclear body (SNB)は、RNA 分解酵素感受性を示すこ
となどから、顆粒構築に必要な arcRNA を有すると考えられる。実施者が難溶性 RNA を同定した
HeLa 細胞においても SNB は存在するが、SNB に局在する難溶性 RNA は無かった(Chujo et al. 
EMBO J, 2017)。また、既知のarcRNA の中には、難溶性を示さない arcRNAも知られている。従
って、難溶性を示さない RNA が SNB の構築に関わると考えられ、このような arcRNA を探索する
方法を開発しようと考えた。一般に arcRNA は、必ず構築する核内顆粒の内部に存在する。そこ
で、SNB を構築する RNA を探索する方法として、Fluorescence activated cell sorting (FACS)
法を活用しようと考えた。すなわち、FACS によって SNB を単離し、内部の RNA を同定すれば、
SNB を構築する RNA の有力候補を得られると考えた。研究材料としては、蛍光タンパク質 Venus
を融合した Sam68 (Venus-Sam68)を安定的に発現する HeLa 細胞を使用した。 
 
(3)難溶性 RNAに存在する RNA エレメントの探索 
早稲田大学浜田研との共同研究で、難溶性 RNA に存在する RNA エレメントや結合タンパク質の
探索を開始した。 
 



４．研究成果 
 
(1) ストレス条件下における新規 arcRNA の探索 
様々なストレスを与えた細胞の難溶性 RNA を次世代シーケンス解析により同定した結果、ある
種のストレスを与えた細胞において、新たに一群の難溶性 RNA が生じることが判明した。これら
の RNA は新しく発現した RNA ではなく、既存の一部の mRNA が転写終結せずに転写伸長したもの
であった。量が多いものもあり、新たな arcRNA として有力な候補を得ることができた。 
 
(2)arcRNA を探索するための新規手法の開発 
初めに、セルソータにより核内顆粒のように小さな粒子を本当に分離できるかを検証するため
に、直径 200 nm の蛍光ビーズをセルソータにかけた結果、セルソータで確かに微細な粒子を分
離できることを確認した。次に、細胞の前処理方法を検討した結果、細胞の固定と分画、超音波
破砕、さらなる分画により、SNB が濃縮可能になった。さらに FACS による SNB を含む蛍光の強
い粒子を分離することに成功した。その結果、分離した粒子において SNB のマーカータンパク質
である内在Sam68と内在HNRNPLが濃縮されている一方で、核小体マーカータンパク質Nucleolin
はほとんど含まれていなかったことをウェスタンブロットで確認し、SNB の濃縮が行えたことを
確認した。そこで、この粒子に含まれる RNA を次世代シーケンス解析した結果、残念ながら有意
に濃縮する RNA を見出すことができなかった。原因として考えられる可能性は、1)SNB 画分に核
質の混入があった可能性、あるいは 2)SNB の arcRNA は一般的な長鎖ノンコーディング RNA や
mRNA ではなく、短いリピート配列 RNA であり一般的な解析方法では排除されていた可能性があ
る。1)に対処するためには、Venus-Sam68 の蛍光による濃縮に加えて、内在の SNB マーカータン
パク質の染色を行い２段階の FACS による濃縮を行う方法が考えられる。2)に対処するためには、
インフォマティクスの専門家に相談することが必要だと考えられる。 
 
(3)難溶性 RNAに存在する RNA エレメントの探索 
早稲田大学浜田研との共同研究で、Chujo et al. EMBO Journal (2017)で報告した難溶性 RNA に
存在する RNA エレメントと結合タンパク質の探索を開始し、今後の展開が期待される。 
 
(4)総括 

実施者は本研究の期間中に廣瀬研から異動したため、本研究の当初の計画の実施は遅滞せざる

を得なかった。しかしながら、実施者による研究期間前半の成果、廣瀬研究室における後任者に

よる研究、共同研究、廣瀬研究室の尽力により、architectural RNA という言葉および機能分類

は、世界中の研究者による論文で使用されるようになった。従って、本研究が当初の目的として

いた「ノンコーディング RNA の新規機能分類 Architectural RNA の確立」は達成されたと言える

だろう。 
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