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研究成果の概要（和文）：この研究では、RNAが人間の細胞のどこに運ばれ、細胞がさまざまな刺激によるスト
レスを受けたときにそれがどのように変化するかを調査した。ほとんどの RNA はストレス条件下でも適切な局
在を維持するが、私はそうでないRNAを特定した。異なるストレスは、異なるRNAの局在変化を誘導し、場合によ
っては、同じRNAの局在変化を異なるパターンで誘導した。私たちのゲノムに存在する様々な種類のRNAのうち、
ストレスによって局在が変化するものは、ロングノンコーディングRNAと呼ばれる RNAが支配的であった。クロ
マチンに結合したRNAをさらに調べ、局在の変化が細胞の機能に関連していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Our bodies function properly when our genes function as intended by nature. 
Proper functioning of genes is controlled at many levels. One of these is ensuring that RNA, 
molecules which carry information contained in genes, travel to proper locations inside our cells. I
 investigated where RNA from every single gene occurs in the human cell and how that changes when 
the cell is stressed from various stimulations. Where most RNAs keep their proper localization in 
stressed conditions, I identified a group of RNAs which do not. Remarkably, different kinds of 
stress induce different members of RNA to change localization, and in some cases, induce the same 
members of RNA to change localization in different patterns. Upon many classes of RNA that exist in 
our genome, a group of RNA called long non-coding RNA were the most dominant among those RNA that 
change localization upon stress. With a chromatin-bound RNA, I have shown that change in 
localization has functional relevance for the cell.

研究分野： Genomics
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研究成果の学術的意義や社会的意義
One way by which genes function properly is by ensuring RNA travels to intended locations within the
 cell, a mechanism with important implications in health and disease. My results suggest a possible 
underlying reason for some diseases and may also provide a point of intervention.
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遺伝⼦発現はさまざまなレベルで制御されており、転写物の細胞内局在の適切な制御もその⼀つであ
る。ゲノムワイドでは、RNA の細胞内局在の特徴が⼗分に解明されていないだけでなく、それが細胞へ
のストレスや刺激によってどのように変化するかについても⼗分に理解されていない。このプロセスは
どのくらい動的なのか?また、遺伝⼦発現を調節する細胞の⼀般的なメカニズムなのか?これらを解明す
ることは、遺伝⼦発現についての理解を深めるだけでなく、発達や疾患における潜在的な制御機構を特
定するためにも、答えを⾒つけるべき重要な質問であった。 

2. 研究の⽬的: 
(1) この研究の⽬的は、RNA の細胞内局在をゲノム全体のレベルで特徴づけ、それが細胞ストレスによ
ってどのように変化するかを特徴付けることであった。 
 
(2) もう⼀つの⽬的は、RNA の細胞内局在におけるそのような変化の機能的結果があれば、それを⽰す
ことであった。 
 
3. 研究の⽅法: 
(1) DNA 複製、転写、DNA 修飾、ヒストン修飾、翻訳などの必須経路を標的とする 7 種類の摂動試薬に
よる細胞刺激下で、RNA の細胞内局在を調査した。これらの試薬で刺激した条件で培養したヒト⽪膚線
維芽細胞を、細胞質、核質およびクロマチンに分画した。これらの各画分に関連する RNA を CAGE シ
ーケンシング(Shiraki et al., 2003)によって評価した。刺激した細胞とコントロール細胞とでこれら 3 つ
の画分の RNA の濃縮を⽐較することで、刺激によって局在が変化した RNA とその変化を特定するため
の計算パイプラインを確⽴した。 
 
(2) 検証は、単⼀分⼦蛍光 in-situ ハイブリダイゼーション（single molecule fluorescence in-situ 
hybridization, smFISH）によって⾏った。 
 
(3)クロマチンで⾼度に濃縮されるように局在が変化する long noncoding ＲＮＡ(lncRNA)は、そのクロ
マチン結合領域を確⽴するためにＣｈＩＲＰ−ｓｅｑ（Ｃｈｕ et al.,２０１１）によって特徴付けた。こ
の lncRNA は、ノックダウンおよび定量免疫蛍光イメージングによってさらに特徴付けた。 
 
4. 研究成果: 
(1) 初代ヒト⽪膚線維芽細胞の細胞質、核質、およびクロマチン画分か
らの RNA の CAGE シーケンシングリードを正規化し、三項プロットを
使⽤して⽐較し、トランスクリプトームワイドで相対存在量を⽰した 
(図 1)。 mRNA は 3 つの画分に広がっていたのに対し、lncRNA はクロ
マチン画分に濃縮されており、これは lncRNA がクロマチンで作⽤して
転写を調節するという以前の報告（Werner et al., 2017）と⼀致していた
（Werner et al., 2017）。 
 

図 1. 細胞質、核質、クロマチ
ン間の転写物の相対存在量。 
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(2) 細胞刺激により細胞内局在が変化する RNA をスクリーニングするために、細胞を 7 つの経路定義薬
物 (アクチノマイシン D、4E1RCat、シクロヘキシミド、シクロスポリン A、5-アザ-2ʼ-デオキシシトシ
ン、バルプロ酸、ドキソルビシン) で処理した。各刺激について、正規化された CAGE 読み取り値をビ
ヒクル対照からの読み取り値と⽐較した。三項プロット上のそれらの位置を使⽤して、刺激された条件
下で局在が変化する RNA をスクリーニングするための計算パイプラインを確⽴した (図 2)。実験は⼆重
に⾏われ、各 RNA が 三項プロット上の 4 つの点 (ビヒクル コントロールから 2 つ、刺激条件から 2 つ) 
で表た。各反復実験について、コントロールの条件下の状態を表す点から刺激された条件下の状態を表
す点までの距離をベクトル距離（vector distance）と呼び、同じ条件下での 2 つの反復点間の距離をギャ
ップ距離 （gap distance）と呼んだ。簡単に⾔うと、ベクトルの絶対距離 (三項プロット上の最⼤距離 
1.0 のうち >= 0.2) と平均ベクトル距離と平均ギャップ距
離の⽐ (>= 2.0) に閾値を設定した。 
 
上記のフィルタリング⽅法により、反復実験間で局在化の
シフトが⼀致した RNA を同定することができた。注⽬す
べきことに、各刺激は RNA 変位の異なるパターンを引き
起こし (図 3)、これがそれぞれの特定の刺激に対する反応
であることを⽰唆した。アクチノマイシン D 処理下での 
RNA の置換は⼀般的であり、ベクトルはクロマチンに向
かって進むものが⽬⽴った。これは以前に報告された現
象 (Hirabashi et al., 2019) であるため、ポジティブコント
ロールとして機能した。さらに、すべての処理において、lncRNA が、置換された RNA の中で最も優勢
な RNA クラスであり (図 4)、他の RNA クラスと⽐較して独特の置換パターンを⽰した (図 5)。これは、
三項プロットから XY プロットの原点まですべてのベクトルを正規化することで視覚化できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 三項プロット上で⼀貫して置換された 
RNA のフィルタリング。 
 

図 3. 各刺激下で置換された RNA。スペースの制約のため、ベクトル
⽮印は除外されている。 
 

図 4. すべての発現された RNA 
(左) と置換された RNA (右) を構
成するクラス。 
 図 5. 三項プロットからの置換された RNA のベクトルは、⻑さと⽅向を

よりよく視覚化するために XY プロットの原点に対して正規化された。 
mRNA と lncRNA はベクトルの⽅向が異なる。 
 



（３）細胞分画およびＣＡＧＥシーケンシングからのＲＮＡの局在化における上記観察された変化を検
証するために、smFISHを実施した（図６）。 主に lncRNA が置換された RNA クラスであることが⽰さ
れたため、複数の刺激および広範囲の発現レベルにわたって、合計 12 個の置換された lncRNA に対して 
smFISH を実⾏した。 なんと、12 
のター ゲット の うち、 11 が 
CAGE データと⼀致した。11 件
の うち  2 件 を以下 に ⽰ し た 。 
smFISH は、2 桁にわたる発現レ
ベルの RNA の変位を検証した。 
 
(4) RNA 置換の機能的関連性を⽰
すために、lncRNA MIAT (図 6) 
を選択した。 MIAT は、ヒストン
脱アセチル化酵素阻害剤であるバ
ルプロ酸で細胞を処理すると、ク
ロマチンに⾼度に濃縮された。 

MIAT のクロマチンパートナーは、バルプロ酸処理細胞に対して ChIRP-seq (Chu et al., 2011) を⾏い同
定し、ゲノム全体に広がっていることを⽰した (図 7)。 MIAT が結合する遺伝⼦の経路解析 (遺伝⼦オン
トロジー) により、上位 3 つの分⼦プロセスとして CARD ドメイン結合、アセチル化依存性結合、およ
びリシンアセチル化ヒストン結合が⽰された。バルプロ酸は、H3K27 での過剰アセチル化を引き起こす
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤であるため、MIAT が結合するヒストン アセチル化に関与する 2 つの
遺伝⼦、SMARCA4 および ATAD2B をさらに調査した。 SMARCA4 は転写活性化因⼦であり、
H3K27ac を調節することが以前に報告されている SWI/SNF 複合体の中⼼的メンバーである (Alver et al., 
2017)。MIATを siRNA を使⽤してノックダウンし(図 8A)、H3K27acレベルに対する効果を定量免疫蛍
光イメージングによって測定した。まず、予想通り、バルプロ酸 による処理により、ヒト線維芽細胞の 
H3K27ac レベルが上昇した (図 8B)。注⽬すべきことに、バルプロ酸処理細胞における MIAT のノック
ダウンは、H3K27acレベルの減少をもたらした(図 8C)。 
 

図 6. lncRNA 置換の smFISH 検証。 12 件の検証のうち 2 件を表⽰し
ている。 

図 7. ChIRP-seq によって同定された MIAT が結合するゲノム遺伝⼦座といくつかの遺伝⼦例 (左)。 MIAT に
よって結合された遺伝⼦間の強化された経路 (右)。 
 



(5) まとめると、この研究プロジ
ェクトは、RNA の異なる細胞内
局在化が広範囲の細胞ストレス下
で発⽣し、lncRNA の間で最も⼀
般的であることを⽰した。これは、
遺伝⼦発現の重要な層である可能
性があとともに、動的かつ状況依
存のプロセスであり、これにより、
細胞は必要に応じて既存の遺伝⼦
レパートリーの下で機能的な遺伝
⼦産物の数を増やすことができる
ことになる。 lncRNA MIAT の場
合、実験により、ゲノム全体の複
数の遺伝⼦と相互作⽤し、バルプ
ロ酸 処理時の H3K27 の⾼アセチ
ル化を助けることが⽰された。最
後に、この結果から、RNA の局
在化とその誤った制御が発達と疾
患に関係しているのではないかと
推測したくなる。 
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図 8. (A) siRNA ノックダウン後の MIAT 発現。 (B) ビヒクルおよび VPA 
処理細胞の H3K27ac の免疫蛍光イメージング。 (C) MIAT ノックダウ
ン細胞における H3K2ac の免疫蛍光イメージング。 
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