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研究成果の概要（和文）：細胞内には複数の蛋白質と核酸によって形成される膜の無い構造体（MOs：
Membraneless Organelles）が多数存在している。MOsは細胞内で様々な機能を有していると考えられるが、その
生物学的役割の多くは未解明である。本研究は、代表的なMOsの一つであるパラスペックルを対象に、MOs形成に
おける蛋白質-RNA相互作用の役割を明らかにすることを目指し、「BiFC-dCas13」「NanoBiT-dCas13」
「split-TurboID-dCas13」の三つの技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Inside the cells, there are many structures composed of proteins and nucleic
 acids. Because they exist without membranes, they are called membraneless organelles (MOs). MOs are
 expected to have a lot of functions, most of which have not been elucidated. To establish the 
technique to analyze the function of MOs, we combined CRISPR/Cas13 systems and BiFC, NanoBiT, and 
Split-TurboID, and developed novel methods. We named them BiFC-dCas13, NanoBiT-dCas13, and 
Split-TurboID-dCas13, respectively. They are useful for understanding the interaction between 
protein and RNA, which is important for MOs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内には膜のない構造体と呼ばれる蛋白質とRNAの複合体が多数あります。その役割については大部分が未解
明です。膜のない構造体の機能を明らかにするため、RNAを標的とするCRISPR/CasシステムのCRISPR/Cas13と
BiFC、NanoBiT、Split-TurboIDの三つの技術を組み合わせた新しいシステムを開発し、代表的な膜の無い構造体
「パラスペックル」の解析を行いました。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞内には様々な役割を持った蛋白質や核酸が存在している。これらの蛋白質や核酸は全て均
一に分布しているわけではなく、一部は巨大な複合体となり高次構造体として存在している。複
数の蛋白質と核酸によって形成される高次構造体は、脂質二重膜によって形成される古典的な
オルガネラと対比して、膜のない構造体（membraneless organelles：MOs）と呼ばれる。MOs
は細胞内で様々な機能を有していると考えられ、転写制御や DNA三次元構造の変化、ストレス
応答など幅広い生理現象に関与していることが明らかになってきている。様々な生物学的意義
を持つと考えられるMOsではあるが、大部分の機能は未解明である。 
代表的な MOs のパラスペックルは長鎖ノンコーディング RNA の NEAT1 と NONO などの複
数の RNA 結合蛋白質が複合して形成される MOs である。パラスペックルを含む多くの MOs
は蛋白質-RNA相互作用によって形成される複合体であると考えられ、この構造体の包括的な評
価のためには蛋白質と RNAの関係性を多角的に評価できる方法の開発が不可欠である。 
CRISPR/ Cas13 system（Cas13）は crRNAを介して任意の RNAに Cas蛋白質を誘導し切断
する RNA ノックダウン技術である。また、核酸切断活性を不活化した catalytic-dead Cas13
（dCas13）をエフェクターと融合させる事で、標的 RNA に特異的な現象を誘導する技術へと
応用されている。申請者は標的 RNAを特異的に認識する Cas13の性質と、3つの蛋白質相互作
用解析技術「BiFC」「NanoBiT」「Split-TurboID」を組み合わせることで、RNA-蛋白質相互作
用の研究に活用することが出来る新しい技術が出来るのではないかと着想した。本研究ではこ
の着想に基づき、「BiFC-dCas13」「NanoBiT-dCas13」「split-TurboID-dCas13」を開発し、代
表的な lncRNAであるNEAT1による高次構造体の形成を観察することを目標とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、代表的なMOsの一つ「パラスペックル」を対象に「BiFC-Cas13」「NanoBiT-
Cas13」「split-TurboID-Cas13」を用いて解析を行い、パラスペックルの形成における蛋白質-
RNA相互作用の役割を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
293T 細胞の培養には 10%のウシ胎児血清および 1％ペニシリン-ストレプトマイシンを添加し
た DMEM を用いた。K562 細胞の培養には 10%のウシ胎児血清および 1％ペニシリン-ストレ
プトマイシンを添加した RPMIを用いた。 
 
クローニング 
本研究に用いたすべてのプラスミドは、制限酵素処理を行ったプラスミド DNAに PCR増幅産
物またはアニーリングしたオリゴヌクレオチドを挿入し作成した。DNA の PCR 増幅には
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase（NEB）を用いた。プラスミド DNAと PCR増幅産
物の結合にはNEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix（NEB）を使用した。またプラスミ
ド DNAとオリゴヌクレオチドのライゲーション反応には DNA Ligation Kit ＜Mighty Mix＞
（Takara）を用いた。形質転換にはNEB 5-alpha Competent E. coli（NEB）を用いた。 
 
遺伝子導入 
293T 細胞への遺伝子導入は Polyethylenimine を用いた化学的トランスフェクション法により
行った。 
 
遺伝子編集 
K562細胞の遺伝子編集は、アデノ随伴ウイルス（AAV）と CRISPR/Cas9 Virus Like Particle
（Cas9-VLP）を用いて行った。AAV および Cas9-VLP は、リン酸カルシウム法によってプラ
スミド DNA を化学的トランスフェクションした Producer 細胞（293T 細胞）の培養上清より
回収して作成した。 
 
蛍光顕微鏡観察 
BiFCの評価のために、遺伝子導入した 293T細胞を用いて蛍光顕微鏡観察を行った。観察には
生細胞および、ホルムアルデヒド固定をした細胞を用いた。NEAT1 RNA-FISH には NEAT1 
middle segment with Quasar 570 Dye（LGC Biosearch Technologies)を用いた。NONOの蛍
光免疫兼職には抗NONO抗体（Santa Cruz Biotechnology）を用いた。 
細胞の蛍光観察には EVOS M7000 Imaging Systemまたは共焦点レーザー顕微鏡システム A1
（Nikon）を用いた。取得画像の解析には ImageJを用いた。 
 
FACS Analysis 



BiFCの評価のために、遺伝子導入した 293T細胞を用いて FACS Analysisを行った。データの
取得には FACSAriaおよび FACSDiva software (BD Biosciences)を用いた。データの解析には
Flowjo（BD Biosciences）を使用した。 
 
Luciferase Assay 
NanoBiTの評価のために、遺伝子導入した 293T細胞を用いて Luciferase Assayを行った。96 
well plate に播種した 293T 細胞に遺伝子導入を行い、Nano-Glo Live Cell Assay System
（Promega）を添加後に発光シグナルを FLUOstar OPTIMA（BMG Labtech）を用いて検出し
た。 
 
近接依存性標識法 
Split-TurboID を用いた近接依存性標識法を実施した。遺伝子導入した 293T に 50M または
500M のビオチンを投与し 24 時間後に回収した。回収した細胞から蛋白質を抽出し、
Dynabeads M-280 Streptavidin（Thermo Fisher）を用いて免疫沈降した。Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) を行い、抗ビオチン抗体（Santa Cruz 
Biotechnology）を用いたウエスタンブロッティング法により蛋白質のビオチン化を評価した。
免疫沈降後の蛋白質サンプルを質量分析に供し、RNA-蛋白質複合体の構成因子を網羅的に解析
した。質量分析の解析にはMetascape（https://metascape.org/）を用いた。 
 
４．研究成果 
「 BiFC-dCas13 」「 NanoBiT-
dCas13」「split-TurboID-dCas13」の
作成 
RNA切断活性を不活化した dCas13
に「 BiFC」「 NanoBiT」「 split-
TurboID」の分割エフェクター（VC
と VN、LgBiT と SmBiT、TbN と
TbC）を結合した融合蛋白質を作成
した。パラスペックル構成因子の
NONOに、上述のエフェクターを結
合した融合蛋白質も同様にして作成
した。dCas13を目的の RNA-蛋白質
複合体に誘導するため、パラスペッ
クル構成 lncRNA の NEAT1 を標的
とする crNEAT1 を作成した。設計
したプラスミドを用いて 293T 細胞
に遺伝子導入を行い、融合蛋白質が
細胞内で発現することを確認した。
以降、それぞれ「BiFC-dCas13 for 
paraspeckles 」「 NanoBiT-dCas13 
for paraspeckles」「Split-TurboID-
dCas13 for paraspeckles」と記載す
る。 
 
BiFC-dCas13 によるパラスペック
ルのイメージング 
BiFCは蛍光蛋白質「mVenus」を VNと VCに分割し、二分子の会合が顕微鏡・FACSを用い
て評価するシステムである。 
293T細胞に BiFC-Cas13 for paraspecklesを遺伝子導入した。crNEAT1を導入した細胞では、
細胞内にスペックルパターンのシグナルが存在し、mVenusのシグナルがNEAT1とNONOに
一致することが確認された（Figure 1）。また、FACSを
用いてパラスペックルの形成が mVenus のシグナルによ
り検出できることを確認した。これらの結果から、BiFC-
Cas13 はパラスペックルを蛍光シグナルで描出すること
が出来ることが示された。 
 
NanoBiT-dCas13によるパラスペックル形成の検出 
NanoBiTはルシフェラーゼ蛋白質「NanoLuc」を LgBiT
および SmBiTに分割し目的分子に融合させて、二分子の
近接を発光シグナルで評価する。このシステムを用いる
ことで、二分子の会合・解離の双方を発光シグナルで評価
することが可能である。 
293T細胞にNanoBiT-Cas13 for paraspecklesを遺伝子



導入した。crNEAT1を導入した細胞では基質に反応して発光が見られ、パラスペックルの形成
を、発光を用いてレポートできることが示された（Figure 2）。 
 
Split-TurboID-dCas13 を用いたパラスペックル
構成因子の網羅的解析 
Split-TurboIDは、ビオチンリガーゼ「TurboID」
をTbNおよびTbCに分割して目的分子に融合す
る。二分子の近接に伴い TurboID のビオチンリ
ガーゼの機能が補完され、ビオチンの添加により
二分子複合体周囲の蛋白質をビオチン化する。ビ
オチン化された蛋白質は、ストレプトアビジンと
強固に結合する性質を持つため、免疫沈降などの
手法を介して抽出することが可能になる。 
293T 細 胞 に Split-TurboID-Cas13 for 
paraspecklesを遺伝子導入した。細胞をビオチン
無、ビオチン有の条件下で培養後、ストレプトア
ビジンビーズを用いた免疫沈降実験に供した。
crNEAT1 を導入した細胞ではビオチン化された
蛋白質が増加し、免疫沈降によりビオチン化蛋白
質が抽出された（Figure 3）。ビオチン化反応によ
り enrich された蛋白質を質量分析に供し網羅的
解析を行った。crNEAT1 を導入した細胞から抽
出された蛋白質には、既知のパラスペックル構成
蛋白質や、RNA 代謝に関わる蛋白質が多く
enrichされていた。 
 
パラスペックルと RNA 修飾関
連因子の評価 
RNA 修飾に関わる遺伝子が認
められた。パラスペックルと
RNA 修飾関連因子とのかかわ
り を 明 ら か に す る た め 、
CRISPR/Cas9を用いてRNA修
飾関連因子をノックアウトし、
パラスペックルの形成への影響
を評価した。特定の RNA修飾関
連因子のノックアウトにより
NEAT1の発現が低下し、パラス
ペックルの形成が阻害された。
パラスペックルと RNA 修飾因
子との関係を明らかにするた
め、CRISPR/Cas9を用いた遺伝
子編集技術により白血病細胞株
K562 の遺伝子領域に蛍光蛋白
質レポーターをノックインし
た。蛍光シグナルの観察により、
パラスペックル構成因子NONO
と RNA 修飾因子の共局在が確
認された（Figure 4）。 
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