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研究成果の概要（和文）：我々は、hnRNP C の四量体が“分子ものさし”となって RNA の長さを

測り、RNA ポリメラーゼⅡの転写産物をその長さに応じて mRNA と U snRNA に分類することを明

らかにした。また、哺乳類の mRNA 前駆体の核内保持に関わる因子を複数同定した。他に、RNA

核外輸送についてのいくつかの新規知見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：We have shown that the tetramer of hnRNP C measures the length 
of the RNA polymerase II transcripts, like a molecular ruler, and classifies them into 
either mRNA or U snRNA according to their lengths. We have also revealed factors involved 
in the nuclear retention of pre-mRNAs in mammalian cells. Furthermore, we have obtained 
new insights in the area of RNA export. 
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１．研究開始当初の背景 
 核外輸送される主要な RNA には、リボソー
ム RNA (rRNA)、転移 RNA (tRNA)、ウリジン
に富む核内低分子 RNA(U snRNA)、伝令
RNA(mRNA)などがあるが、これらの RNA は、
それぞれの RNA 種に固有の輸送因子群が核
内で結合した後、細胞質へと輸送される。核
内でそれぞれの RNA に結合する因子群は、核
外輸送を司るだけでなく、核外輸送後のそれ
ぞれの RNA の運命(局在化、翻訳、安定性な
ど)をも規定することが明らかになってきた。
つまり、RNA の種類は核内で既に核外輸送因
子群によって識別されていて、その識別がこ

れら様々な RNA の運命全体に影響を与える
のである。 
 他方、snoRNA や scaRNA など、おそらく核
外輸送されずに核内の様々なドメインに輸
送される RNA も存在する。さらに、一種の RNA
品質管理機構として、イントロンを含む mRNA 
前駆体などの未成熟 RNA は成熟化するまで
核の中に留められる。 
 以上のような RNA の選択的分配制御は遺
伝子発現に非常に重要であるが不明な点が
多い。つまり、このような RNA の選別は RNA 
上のどのような目印を識別して行われ、その
識別を行う因子はどのようなものなのかは
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分かっていない。 
 RNA 核外輸送の分子機構の研究は、国外の
数ヶ所の大きな研究グループを中心に盛ん
に行われているが、各研究グループとも特定
の種類の RNA（例えば mRNA や rRNA）の核外
輸送機構を個別的に研究している。しかし実
際の細胞中では、様々な RNA 種が混在した状
態で核外輸送が起こっている。この事実に着
目すれば、異なる RNA 種が核内でどのように
分子識別されているかという機構が重要で
あることは明らかである。しかし、このよう
な視点から行われた研究は前例がほとんど
無く、申請者は極めてユニークな立場にいる
といえる。申請者は既に 3種類の mRNA の ID 
エレメントを同定している。しかし、それら
を認識するトランス因子の情報は乏しい。さ
らに、他にも mRNA の ID エレメントが存在
する可能性がある。本研究により、mRNA の
ID エレメントの研究をさらに発展させ、そ
の全貌の理解を目指す。 
 一方、イントロンが除かれる前の mRNA 前
駆体が細胞質に輸送されてしまうと大きな
問題が起こる。まず、スプライシングが起こ
らないため正しいタンパク質が発現できな
くなる。また、mRNA 前駆体が翻訳されてしま
うとドミナントネガティブ活性のある異常
タンパク質が産生されるおそれがある。とこ
ろが実際は、mRNA 前駆体はスプライシングが
終わるまで核中に留められていて細胞質に
現れることはない。この mRNA 前駆体の核内
保持の分子機構は、遺伝子発現に重要である
にも関わらず、よく分かっていない。出芽酵
母を用いたいくつかの遺伝学的研究がある
のみである。脊椎動物では、酵母と比べてそ
の遺伝子が桁違いに多くのイントロンを含
んでいることから、酵母よりもさらに周到な
機構によって mRNA 前駆体の核内保持を行っ
ていると考えられるが、その機構の研究には
全く手がつけられていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、主として以下の 2つの点に焦点
を絞り、RNA 分配制御における識別機構を明
らかにすることを目的とする。1) 核外輸送
において、mRNA が mRNA として識別される特
徴(mRNA の ID エレメント)を洗い出す。さら
にその特徴を識別する因子群を生化学的に
同定する。2) イントロンを含む mRNA 前駆体
を成熟するまで核内に保持するシス配列や
トランス因子群などを明らかにする。さらに、
RNA 成熟と共役してその核内保持活性が解除
される機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(１) 核外輸送における mRNA の ID エレメン
トの解析：mRNA の一部を U snRNA に移植し
たキメラ RNA を作り、その人工 RNA の核外

輸送が mRNA 型に切り替わるかどうかを調べ
ることで、mRNA の ID エレメントを洗い出す。
さらにその ID エレメントを識別する責任因
子群を特異的な結合などを指標にして生化
学的に精製する。申請者は既に 3種類の mRNA 
の ID エレメントを同定しているが、それら
を識別する因子の情報は乏しい。また、さら
に多くの mRNA ID エレメントを同定する。 
 
(２）mRNA 前駆体の核内保機構と成熟化に伴
う解除機構：イントロンやエキソン内の RNA
配列に変異を導入し、mRNA 前駆体が誤って細
胞質に漏れ出てしまうことを指標に、mRNA 前
駆体の核内保持に関わる RNA 配列を洗い出す。 
卵母細胞への微量注入系とほ乳類培養細胞
へのトランスフェクション系の両方で検定
する。スプライシングの基本的な信号配列だ
けでなく、選択的スプライシングに関与する
様々な制御配列も検定する。同定された RNA
配列に結合して核内保持を行う責任因子の
候補を生化学的な手法などで同定する。候補
因子が実際に mRNA 前駆体の核内保持を行っ
ているかどうかを、抗体による機能阻害実験
や因子のノックダウン実験により検定する。
また、mRNA 前駆体が成熟化し mRNA となった
後は核外輸送される必要があるので、RNA の
核内保持活性は RNA の成熟化に伴って解除さ
れなければならない。この解除機構を生化学
的手法で解明する。核内保持因子が RNA から
解離するか、修飾などにより不活性化される
かなどの可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
(１）RNA の長さを測るメカニズム 
 上述の通り mRNA を識別する特徴のひとつ
として｢RNA の長さ｣を同定していた。すなわ
ち、強い高次構造を取らない様々な外来配列
の挿入により長くなった U snRNA は mRNA の
機構で輸送され、逆に、欠失により短鎖化さ
れたイントロンレス mRNA は U snRNA の機構
で核外へ輸送されたのである。その際、U 
snRNA の 輸 送 因 子 で あ る PHAX
（phosphorylated adaptor for RNA export）
は短い RNA には結合していたが長い RNA には
結合しておらず、長さに応じて RNA に結合す
る輸送因子が切り替わっていることが分か
った。その切り替わりの長さの境目は約 200
～300 塩基長であった。このことは、細胞に
は RNA の長さを測り輸送経路を決定する機構
が存在することを意味しているが、その分子
機構については長い間謎であった。 
 我々は、様々な生化学的実験の結果、長い
RNA と U snRNA 輸送因子 PHAX の結合を特異的
に阻害する活性を、HeLa 細胞の核抽出液中に
見いだした。この活性の責任因子は、RNA の
長さを認識し長い RNA 上から PHAX を取り除
いている可能性が考えられた。我々はこの阻



害活性を核抽出液から生化学的に精製し、責
任因子として hnRNP C1/C2 のヘテロ 4量体を
同定した。大腸菌で産生したヘテロ 4量体は、
試験管内で200～300塩基長以上の長さのRNA
と特異的に結合し、その RNA から PHAX を解
離させた。さらに HeLa 細胞におけるノック
ダウン実験などから、細胞内でもこのヘテロ
4量体がPHAXと mRNAとの結合を防いでおり、
そうすることで mRNA 上に適正な輸送複合体
が形成され mRNA 核外輸送が滞りなく行われ
るように管理していることを示す結果が得
られた。これらの結果に基づいて、次のよう
なモデルを提唱した（図１）。RNA ポリメラ
ーゼⅡ型による転写開始直後、クロマチンか
ら新生 RNA の 5’末端が現れ始めると、そこ
にキャップ構造が付加され、キャップ構造結
合因子複合体 CBCが結合する。この時点では、
この転写物が mRNA なのか U snRNA なのか輸
送機構側にはわからない。転写がさらに進み、
新生 RNA の長さが 200～300 塩基長より長く
なると、hnRNP C1/C2 のヘテロ 4 量体が安定
に結合できるようになり、そのような転写物
は mRNA 前駆体であると認定され、U snRNA 輸
送因子である PHAX の結合が阻害される。逆
に、RNA の長さが 200～300 塩基長より短い場
合、hnRNP C1/C2 のヘテロ 4 量体が安定に結
合できず、そのような転写物は U snRNA 前駆
体であると認定され、PHAX をはじめ U snRNA
輸送因子群が集合できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     
 
 
図１． RNA ポリメラーゼⅡ型転写物の長さ
に応じた分類機構 
 
(２）mRNA 上に輸送因子をロードする分子シ
ャペロン 
 RNA の長さを検知する因子を探索する過程
で偶然、RNA ヘリカーゼ様因子 UAP56 が、mRNA
の核外輸送因子であり RNA結合タンパク質で
もある Aly と結合し、Aly の RNA への結合を
ATP 依存的に増強することを見いだした。試
験管内の系を用いて、この現象をさらに詳細
に解析したところ、UAP56 のこの活性には、
ATP の結合は必要だがその加水分解は必要な
く、UAP56 は RNA の 2次構造を解きほぐす RNA
ヘリカーゼとしてよりも、RNA 上に特定の RNA
結合タンパク質が結合するのを補助する分

子シャペロンとして機能することが強く示
唆された。このことは、それ自体が RNA 結合
活性を持つAlyが mRNAに結合するのにUAP56
の補助が必要であるという点で興味深い。 
 
(３）U snRNA 核外輸送複合体形成の監視機構 
 スプライシングに関与する U snRNP
（spliceosomal U snRNP）の成熟過程は複雑
である。U snRNA はまず 3’側に余分な塩基
配列を持った前駆体として遺伝子 DNAから転
写される。転写された U snRNA 前駆体は多細
胞生物ではまず核から細胞質へと輸送され
る。この核外輸送の際の RNP 形成は前述した
ように PHAXなどの因子群によって行われる。
細胞質で核外輸送 RNP は解体し、U snRNA は
別のタンパク質因子群と RNP を形成してから
核内に再輸送される。この核内再輸送の前に
U snRNA 前駆体の 3’側の余分な配列が除か
れる。核内では、U snRNP はまずカハル体
（Cajal bodies）と呼ばれる核内構造体に蓄
積する。そこで RNA の修飾や高次の RNP アッ
センブリーが起こり、フルに機能を持った
spliceosomal U snRNP として成熟すると考え
られている。その後、U snRNP は、nuclear 
speckles と呼ばれる核内斑点部位に局在し、
splicing 因子として mRNA 前駆体上にリクル
ートされるまでそこに貯蔵されると考えら
れている。以上のように、カハル体は、核内
に再輸送された後の U snRNP の成熟化に重要
な役割をしている。しかし、カハル体は U 
snRNA 前駆体の核外輸送以前にも役割を持っ
ていることが示唆されていた。まず、哺乳類
などでは U snRNA の転写は、カハル体に隣接
して起こることが報告されている。これは活
発に転写される U snRNA 遺伝子がカハル体近
傍に保持されるからであり、U snRNA 基本転
写 因 子 PTF （ proximal sequence 
element-binding transcription factor）が
カハル体に濃縮していることも報告されて
いる。さらに、奇妙なことに U snRNA 核外輸
送のメディエーターである PHAX もカハル体
に濃縮している。これらのことから、U snRNA
前駆体が核外輸送前に何らかの理由でカハ
ル体に立ち寄る可能性が考えられた。 
 我々は、この可能性をテストするために、
アフリカツメガエル卵母細胞の核に蛍光標
識した U snRNA 前駆体を顕微注入し、その局
在を観察した。さらに様々な輸送阻害剤を用
いて U snRNA 核外輸送複合体のアッセンブリ
ーを様々な段階で阻害することにより、U 
snRNA 核外輸送複合体のアッセンブリーのス
テップと RNA の核内での局在場所の関係を調
べた。その結果、次のようなシナリオが浮か
び上がった。転写された U snRNA 前駆体はま
ずキャップ構造結合因子複合体 CBCと結合し
た後カハル体に蓄積し、そこで PHAX に結合
することによりカハル体の中でプレ複合体

 



が形成される。次いでこのプレ複合体がカハ
ル体から核質へと脱出し、核質で核外輸送因
子群 CRM1・RanGTP が結合することにより核
外輸送複合体が形成される。この核外輸送複
合体が核膜孔を通って細胞質へと輸送され
る。この一連の実験で明らかになったさらに
重要なことは、もし PHAX の RNA への結合が
何らかの理由で解消されたり異常であった
りすると、その U snRNA はカハル体から脱出
できずカハル体内に隔離される。換言すれば、
カハル体は U snRNP 核外輸送複合体形成の監
視を行っているということになる。 
 
(４）U snRNA 核外輸送を制御するリン酸化酵
素と脱リン酸化酵素 
 U snRNA の核外輸送において（少なくとも）
５種類のタンパク質因子が U snRNA と共に核
外輸送複合体を形成し核膜孔を通過するこ
とが分かっている。これらの中でも PHAX と
いう RNA結合タンパク質はリン酸化による活
性制御を受け、RNA 核外輸送複合体の形成に
中心的な役割を果たす事が分かっている。
PHAX は核内でリン酸化され、核外輸送複合体
の一部として細胞質に移動し、そこで脱リン
酸化を受ける。PHAX のリン酸化は核外輸送複
合体の形成に必須であるのに対して、その脱
リン酸化は核外輸送複合体の解体を引き起
こす。つまり、PHAX はコンパートメント特異
的なリン酸化・脱リン酸化のサイクルを繰り
返し、そのことが、RNA の核外輸送の方向性
を規定しているのである。このようなコンパ
ートメント特異的なリン酸化・脱リン酸化シ
ステムを構築・維持するためには、核に局在
化するリン酸化酵素と細胞質に局在化する
脱リン酸化酵素の存在が仮定されるが、それ
らの分子的実体は不明であった。今回、それ
らの酵素の実体が、それぞれキナーゼ CK2 と
ホスファターゼ 2A であることを、生化学的
手法と RNAi ノックダウン法を用いて明らか
にした（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２．U snRNA 核外輸送のモデル 
 
(５）哺乳類細胞の mRNA 前駆体核内保持機構 
 真核細胞では、核内で転写された mRNA 前

駆体は様々なプロセシングを受けて成熟し、
細胞質側へと輸送される。もし、イントロン
を持ったままの未成熟な mRNA 前駆体が核外
へ輸送された場合、ドミナントネガティブ活
性のある異常タンパク質が産生される可能
性がある。そのため、mRNA 前駆体の核外輸送
を防ぐ機構が細胞には存在する。スプライシ
ング複合体形成がこの核内保持に関与して
いると考えられているが、いくつかの関連因
子が酵母で同定されているものの、高等真核
生物においてはそのような情報はほとんど
なかった。 
 高等真核生物における mRNA 前駆体核内保
持因子を探索するため、HeLa 細胞を用いて候
補因子のノックダウンや過剰発現と MS2 テザ
リングアッセイ (タンパク質-RNA 強制結合
法) を組み合わせた解析を行った。その結果、
スプライシングの初期因子である U1 snRNP
と U2AF が mRNA 前駆体の核内保持に重要であ
ることが明らかになった。また、U2AF の特に
65-kD サブユニット U2AF65が核内保持に重要
であり、その複数のドメインが核内保持活性
を持つことを明らかにした。さらに、スプラ
イシングと核外輸送に関与するDExD-box RNA
へリカーゼ UAP56 が U2AF65 と協調的に mRNA
前駆体の核内保持に働くことも見いだした。 
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