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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

128,000,000 128,000,000 0 128,000,000 128,000,000 0 0
38,400,000 38,400,000 0 38,400,000 38,400,000 0 0

166,400,000 166,400,000 0 166,400,000 166,400,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 76,440 16,922,568 14,404,816 25,116,846 56,520,670
旅費 172,720 812,355 1,424,047 2,409,122
謝金・人件費等 20,392,488 21,947,849 20,766,900 63,107,237
その他 105,200 90,357 5,767,414 5,962,971

76,440 37,592,976 37,255,377 53,075,207 128,000,000
22,932 12,766,068 12,789,000 12,822,000 38,400,000
99,372 50,359,044 50,044,377 65,897,207 166,400,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
Bioruptor社製
♯UCD-300

1 1,351,350 1,351,350 2011/6/22

ﾎｼｻﾞｷ社製
FM-120K

1 594,300 594,300 2013/10/8

ﾊﾟﾅｿﾆｯｸ社製
MCV-B131F-PJ 1 998,550 998,550 2013/10/9

ﾊﾟﾅｿﾆｯｸ社製
MCO-
19AICUV-PJ

1 937,650 937,650 2013/10/23

ﾒﾙｸﾐﾘﾎﾟｱ社製
ZOOQOVOJP

1 1,475,397 1,475,397 2013/10/25

ﾃｲﾗｰﾜｰﾄﾝ社製
LS3000 1 504,000 504,000 2013/11/13

日本ﾌﾘｰｻﾞｰ社
製 VT-208

1 633,360 633,360 2013/11/26

ﾗｲﾌﾃｸﾉﾛｼﾞｰｽﾞ
社製  A0814-
178C-001

1 6,669,810 6,669,810 2014/2/5

ﾛｼｭ社製
5091985

1 682,500 682,500 2014/2/12 北海道大学

北海道大学

北海道大学

密閉式超音波細胞破砕装置

北海道大学

合計

物品名

製氷機　ﾌﾚｰｸｱｲｽﾒｰｶｰ一式

ﾊﾞｲｵｸﾘｰﾝﾍﾞﾝﾁ　一式

CO2ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾀｰ　一式

ﾗｲﾌｻｲｸﾗｰ480ﾒﾝﾃﾅﾝｽｷｯﾄA　

廣瀬　哲郎

EVOS FL Auto Imaging System
一式

北海道大学超低温槽ﾏｲﾊﾞｲｵ　一式

北海道大学

北海道大学

平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日

費目

合計

北海道大学

間接経費

Milli-Q Advantage　一式

液体窒素凍結保存容器

産業技術総合研究所
臨海副都心センター

設置研究機関名

直接経費

直接経費計
間接経費計

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム）
実績報告書

細胞内構造構築RNAの作用機序と存在意義の解明

研究機関・
部局・職名

北海道大学・遺伝子病制御研究所・教授

本様式の内容は一般に公表されます
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5．研究成果の概要

ポストゲノム時代に見出された多数のノンコーディングRNAの中で、細胞内の構造体の形成を担う構造構築RNAの作用機構
を、パラスペックル構造体をモデルに解析した。その結果、構造構築RNAはその生合成過程で、複数の特異的なRNA結合タン
パク質と結合し、さらに会合因子複合体の介在によってRNAとタンパク質からなる複雑な分子間ネットワークが形成され、その
結果巨大構造体が構築されるという基本的な道筋を明らかにした。また新たなRNA構造体も複数発見し、その構成因子を同
定した。さらにRNA構造体が様々な制御因子をスポンジのように吸い込み、遺伝子の発現制御に寄与していることを明らかに
した。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

 

研究成果の概要 

（和文）： 

ポストゲノム時代に見出された多数のノンコーディング RNA の中で、細胞内の構造体の形成を

担う構造構築 RNA の作用機構を、パラスペックル構造体をモデルに解析した。その結果、構造構

築 RNA はその生合成過程で、複数の特異的な RNA 結合タンパク質と結合し、さらに会合因子複

合体の介在によって RNA とタンパク質からなる複雑な分子間ネットワークが形成され、その結果

巨大構造体が構築されるという基本的な道筋を明らかにした。また新たなRNA構造体も複数発見

し、その構成因子を同定した。さらに RNA 構造体の作用様式として、様々な制御因子をスポンジ

のように吸い込み、遺伝子の発現制御に寄与していることを明らかにした。 

 

（英文）： 

Among numerous noncoding RNAs (ncRNAs) identified in the post-genomic era, I investigated the 

molecular mechanism of ncRNA functions that are involved in architecture of subcellular structure. 

I employed the nuclear paraspeckle as a model system. I discovered that paraspeckle structure as 

a massive ribonucleoprotein complex is constructed through several steps in which the complex 

RNA-protein network is formed during the ncRNA biogenesis with the specific assembly 

complexes. We also identified novel RNA-dependent subcellular structures and their components. 
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Finally, we elucidated the mechanism for the action of these RNA-dependent subcellular 

structures, in which various regulatory proteins are sequestrated into the structure that acts as a 

sponge, thereby it regulates the expression of the specific target genes. 

 

1． 執行金額        166,400,000 円 

    （うち、直接経費  128,000,000 円、 間接経費  38,400,000 円） 

 

2． 研究実施期間   平成 23 年 2 月 10 日～平成 26 年 3 月 31 日 

 

3． 研究目的 

本研究では、1.ncRNA 上でのパラスペックル構造体構築の分子メカニズムとその意義の解明、2. 

細胞核内の新しい「アーキテクチュラル RNA」の同定の二本柱で研究を遂行する。そして得られた

ncRNA 機能情報から、ncRNA 作用機序の法則性を確立することを目標にする。1 では、まず

NEAT1 とパラスペックル形成に必須な RNA 結合蛋白質の相互作用を詳細にマップし、リボソーム

の 4000 倍もの大きさを誇るパラスペックル構造の構築に必須な生合成段階とそれを支える RNA

配列を同定することを目指す。さらにこうして構築されたパラスペックルが、どのような様式で遺伝

子発現制御に関わるのかを明らかにすることによって、ncRNA を骨格とする意義を明らかにする。 

2 では、様々な細胞内構造体を精製して、そこに含まれる RNA 種を同定する。そのために RNA 成

分を含む細胞内構造体を分画濃縮し、含有 RNA の次世代シーケンサー解析を実施する。一方で

ヒト完全長 cDNA リソースのタンパク質細胞内局在ライブラリーを用いて RNase 感受性の細胞内

構造体のスクリーニングを平行して実施し、それらの含有 RNA の解析も行う。同定された構造体

構成 RNA から、核内ノックダウン技術によって構造構築能を有する RNA を同定し、遺伝子改変マ

ウスの作成などを実施して、その生理機能解析を実施する。さらに構造構築 RNA と相互作用する

蛋白質を取得し、その結合領域を同定する。こうして得られた「アーキテクチュラル RNA」の作用モ

チーフについて、バイオインフォマティクスを駆使してゲノムワイドに、「RNA 機能単位」となるモチ

ーフを探索する。この手順により ncRNA 作用の法則性が確立する。 

 

4． 研究計画・方法 

構造構築 RNA の作用機序を解明し、その細胞内での重要性を明らかにするために以下の２項目

の研究を実施し、未だ確立されていない非コード RNA の新機能カテゴリーの確立を目指した。 

1. 長鎖非コード(nc)RNA によるパラスペックル構造構築と作用機序の解明: パラスペックルを構

成する因子群を網羅的に同定し、個々の因子の機能解析を実施することによって、パラスペ

ックル構造構築過程に必須なステップを明らかにする。パラスペックル形成には、NEAT1_2 ア

イソフォームの合成と安定蓄積が必須であるので、まずはこの過程に関わる因子を同定し、さ

らにその後NEAT1 RNP複合体がパラスペックル構造体に巨大化するメカニズムを担う因子を

明らかにすることによって、構造体構築過程の全貌を解明する。また NEAT1 ncRNA の機能
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阻害を培養細胞、マウス個体を用いて実施し、パラスペックル構造体の生体機能を分子、細

胞、個体レベルで解明する。 

2. 新しい構造構築 RNA の同定と機能解析: NEAT1 によるパラスペックル形成と同様に、これま

でに未同定な構造構築 RNA によって形成される細胞内構造体が存在することが考えられる。

そこで新しい RNA 構造体を多面的なアプローチによって探索する。特にヒト完全長 cDNA リソ

ースを用いた細胞内局在情報を指標とした新規なスクリーニング法を確立し、RNA 構造体を

探索する。また物理的な RNA 分画・調整法を至適化し、さらに次世代シーケンサー解析を組

み合わせた新しい探索法を確立し、新しい構造構築 RNA の発見を目指した。 

 

5． 研究成果・波及効果 

1. パラスペックルを構成する 40 種類のタンパク

質を、ヒト FLJ リソースによって可視化された

核内構造体との共局在スクリーニングによっ

て同定した。網羅的な RNAi 解析によって、そ

の中から７種類のパラスペックル必須因子を

同定した。必須因子の関わる事象の中から、

特にパラスペックル構造構築に必須な

NEAT1 ncRNA の選択的 RNA プロセシング機

構を見いだした。その制御機構として、必須

アイソフォーム NEAT1_2 合成に必要な HNRNPK タンパク質が、もう片方のアイソフォーム

NEAT1_1 のポリ A 付加部位上流のピリミジン配列に結合すること、さらに HNRNPK が、その場

でポリ A 付加促進因子 CPSF5 を直接相互作用によって捕獲することによって、NEAT1_1 ポリ

A 付加を抑制し、結果的に NEAT1_２が合成されることを証明した。この成果は 2012 年の

EMBO Journal 誌に発表した（図 1）。 

2. パラスペックル構造の生体機能として、プロ

テアソーム阻害剤に応答した遺伝子発現制

御が明らかになった。この機構によって制御

されている標的遺伝子を複数同定し、パラ

スペックルが、NEAT1 との相互作用によって

スポンジの様に特定の転写制御因子の核

質内量を調整し、その結果標的遺伝子プロ

モーターへの結合が調節されていることを

見いだした（図 2）。この成果は 2014 年 1 月に Mol Cell Biol 誌に発表した。 

3. ヒストン遺伝子は、RNA 含有核内構造体(HLB)内で細胞周期特異的な発現制御を受けている。

そのうちヒストン遺伝子発現の細胞周期特異的制御の新しいメカニズムを明らかにした。これ

まで RNA プロセシング因子として知られていた U7 snRNP が、DNA 複製期以外の細胞周期段
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HNRNPK$
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processing$factors$
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階で、ヒストン遺伝子の転写を抑制していることを明らかにした。さらにその制御に関わる新し

い U7 snRNP タンパク質 HNRNPUL1 を同定した。この成果は、2012 年に Proc Natl Acad Sci 

USA 誌に発表した。 

4. NEAT1 ncRNA の発現パターンをマウス個体で詳細に検討したところ、培養細胞ではほぼ例

外なく発現している NEAT1 が、組織内では非常に限られた細胞種でのみ発現していることが

明らかになった。一方で NEAT1 が発現していない胚性組織を培養皿で培養すると NEAT1 の

発現誘導が見られ、パラスペックル形成が誘導されることが明らかになった。こうしたことから、

パラスペックルは、個体組織ではストレス誘導性の核内構造体であることが明らかになった。

さらに NEAT1 の KO マウスを作成し、通常形成が認められる細胞内でもパラスペックル形成

が起こらないことを確認した。この研究は理化学研究所との共同研究として実施し、その成果

は、2011 年に J Cell Biol 誌に発表された。 

5. パラスペックル構造体の構築を担う必須タンパク質因子として、これまでクロマチン制御機能

を持つことが知られていたタンパク質複合体を新たに同定した。これらの機能解析及び電子

顕微鏡による微細観察から、この複合体は構造構築 RNA の転写伸長段階での調節と、その

後のタンパク質間相互作用ネットワークの形成制御を介して多面的に機能していることが明ら

かになった。特に後者の機能は、クロマチンとは独立のこの複合体の全く新しい機能であるこ

とが強く示唆されている。またこの複合体が、パラスペックルとは別の核内 RNA 構造体の構

築にも必要であることが明らかになり、構造構築 RNA による構造構築過程に存在する未解明

な共通機構のための必須因子であることが示唆された（投稿中）。 

6. 同定したパラスペックル構成タンパク質リストには、複数の筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因

タンパク質が含まれていた。そこで、慶應義塾大学との共同研究によって、ALS 患者脊髄運

動ニューロンにおけるパラスペックル形成状況を調べたところ、正常組織では検出できないパ

ラスペックルが ALS 初期の組織において形成されていること、またそこに ALS 関連タンパク質

が集積していることが確認された。この成果は、Mol Brain 誌に発表された。 

7. 新しい RNA に依存して構築される核内構造体を、ヒト完全長 cDNA(FLJ)リソースを用いて探

索し、複数の RNA 依存的な核内構造体を同定した。つまり、FLJ リソースによって収集したタ

ンパク質の細胞内局在情報から、まず核内構造体に局在する因子を約550種類選別した。次

にこれらの核内構造体が、RNase 処理によって崩壊するかどうかをスクリーニングした。その

結果、25 種類のタンパク質が局在する核内構造体が RNase 感受性を示した。その中から癌

抑制因子及び癌関連因子が局在する RNA 依存的核内構造体について解析をすすめ、細胞

ライン特異的な構造体の融合・解離現象を発見した（投稿準備中）。 

8. 新しい RNA に依存して構築される核内構造体の探索を、細胞分画と次世代シーケンサーを

用いて行い、新しい ncRNA が局在する核内構造体を検出した。まず密度勾配遠心を組み合

わせたプロトコールによって、核内構造体が濃縮した画分を得た。その画分に含まれる RNA

を次世代シーケンサーによる RNA-seq 法によって解析した結果、霊長類で特異的に増幅した

コピー数多型領域転写物のイントロン由来の ncRNA が濃縮されることが明らかになった。さら
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にその ncRNA をプローブにノーザンブロットを行うと、イントロン相当領域由来の転写物がクリ

アに検出された。さらに RNA FISH 解析を行うと、核内に数個の foci が検出された。この foci

は、既知のどの核内構造体のマーカーとも重ならないことから、新規の核内構造体であること

が示唆された。このように霊長類特異的に増幅した領域が、ncRNA を産生し、それによって新

しい核内構造体が形成されているという興味深い知見となった（投稿準備中）。 

9. 汎用的な特定の RNA 抽出法によると、構造構築 RNA とその他の RNA の抽出効率が大きく

異なること、そして抽出法を改善すると構造構築 RNA の抽出効率だけが著しく増大することを

見出だした。これを利用して NEAT1 ncRNA の再定量を行い、これまでの定量データを大きく

修正する必要があることを見出だした。また次世代シーケンサーによって、NEAT1 と同様に

RNA 抽出法の改善によって回収効率が著しく増加する複数の ncRNA を同定した。 

10. 他の核内構造体構成 ncRNA の局在解析、肺癌における HOTAIR ncRNA の発現機能解析な

どを共同研究として実施し、その成果を RNA 誌、Cancer Medicine 誌にそれぞれ発表した。 

11. 上記の通り、本研究を通して構造構築 RNA の新しい作用機構、生体機能、さらに神経変性疾

患との関わりなど多面的な重要知見を数多く得ることができた。また同じカテゴリーに属する

RNA のゲノムワイドな探索手法を複数確立し、新しい構造構築 RNA 候補を多数同定した。こ

れらの成果によって、世界的にも未だ大部分が手つかずな ncRNA 群中からの新しい機能カ

テゴリーの確立に向けた知見が多く得られた。今後のさらなるメカニズム解明と生理機能、疾

患との関わりの理解を深めることによって、構造構築 RNA の作用原理と生理意義がさらに理

解され、それを標的とした新しい医学創薬研究に波及していくことが期待される。ncRNA 研究

は、この５年間で世界的にも大きく進展しており、エピゲノム制御などの新しい機能が見出だ

された。一方構造構築 RNA については、本研究によって生み出された先進的な成果によって、

他の ncRNA 群とは一線を画した機能カテゴリーとしてその地位を築きつつある。 
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ゆみ 238, 400-406 (2011) ISSN 0039-2359 

3. 長沼孝雄、廣瀬哲郎 核内構造体形成を司る長鎖 ncRNA 、実験医学 29, 
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13. 萬年太郎、五島直樹、廣瀬哲郎、RNA に依存して形成される新規核内構

造体の探索、日本 RNA 学会年会、2012 年 07 月 19 日、仙台 
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機構の解析、日本 RNA 学会年会、2012 年 07 月 19 日、仙台 
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