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研究成果の概要（和文）：核内受容体 HNF４αや RNA プロセッシングに関与する WTAP に

対するモノクローナル抗体を作製し、抗体磁気ビーズによる高感度プロテオミクス法を確立し

て、糖代謝に関与する遺伝子の転写調節や細胞周期調節に関わるタンパク質複合体を同定した。

また、WTAP の核スペックルへの局在やオルタナティブスプライシング機構、核内受容体 LXR
αの核小体でのリボゾーマルＲＮＡ転写調節機構など核微細構造への分布とのかかわりを見出

した。 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a highly sensitive quantitative 
proteomics analysis technique by using magnetic beads with immobilized specific 
antibodies. By generating highly specific monoclonal antibodies against HNF4-alpha, 
LXR-alpha, or WTAP, we have identified protein complexes for the transcriptional control 
of glucose metabolism related genes or RNA-processing machinery for the cell cycle 
control through distribution to nuclear speckles or nucleoli. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：プロテオミクス、複合体解析，スプライシング，転写調節，細胞周期，核スペッ

クル，核小体，クロマチン修飾 
 
１．研究開始当初の背景 

ステロイドホルモン受容体に代表される
核内受容体は，クロマチンのリモデリングや
修飾などを行うタンパク質複合体やコアク
チベーターやコレプレッサー複合体と相互
作用して、様々な遺伝子の転写を調節するこ
とが知られている。さらにスプライシングや
輸送あるいは分解などの RNAプロセッシング
も同時に制御され、スペックルなどの核内の

微細構造と転写が密接な関係を持って制御
されている可能性が示唆されているが、詳細
なメカニズムは不明である。相互作用する複
合体タンパク質を同定することにより、細胞
特異的あるいは遺伝子特異的な制御因子を
明らかにし、副作用の少ない効果的な治療薬
につながると期待される。しかしながら、相
互作用タンパク質の同定は、タグを付けた目
的タンパク質を強制発現し、免疫沈降の際に



混在してくるタンパク質を除去するための
強い洗浄操作により回収効率が極端に下が
り、培養ディッシュ数百枚からの調整を必要
とすることなど困難が伴い、解析できる細胞
や組織に限界がある。また，強制的に発現し
たタンパク質は細胞内での量比のバランス
がくずれることや，翻訳後修飾が異なること
など，内在性のタンパク質の真のパートナー
を必ずしも代表していない可能性が考えら
れた。さらに定量的な評価ができないことか
ら時系列による複合体の変化や修飾の変化
などを捉えることが困難である。このような
困難を克服するため、内在性タンパク質を高
感度に認識する抗体を用いて、効率よく目的
タンパク質を精製し、高感度マススペクトロ
メトリー（ＭＳ）解析とバイオインフォーマ
ティクスにより、定量解析する手法の開発が
重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
転写を調節するマシナリーは，多数のタン

パク質によって形成される複合体よりなり，
時系列をもったシークエンシャルな相互作
用を形成する。このような多数のタンパク質
による調節機構の，時間的空間的な変化を解
明するための新たな解析手法を開発するこ
とを目的とする。核内受容体などの転写因子
は微量であるため、生化学的解析に大量のサ
ンプルを必要とする。そこで、本研究では、
開発したバキュロウイルス免疫法によって
高感度抗体を取得し、低ノイズ磁気ビーズと
組み合わせることにより、微量サンプルから
の免疫精製を可能とし、高感度ＭＳ解析によ
り複合体タンパク質の定量的解析技術を開
発する。また、核内の微小構造との関係を解
析するため、高解像度のライブセルイメージ
ングが期待できる軟Ｘ線顕微鏡の開発を試
みる。 
 
３．研究の方法 
 バキュロウイルス免疫法等により作製し
た高親和性モノクローナル抗体を低ノイズ
磁気ビーズに付加し、複合体を免疫精製して
ショットガンプロテオミクスにより内在性
の複合体を高感度に検出する手法を開発す
る。タグを用いる方法に比べ内在性の複合体
をリアルタイムに検出できる利点があるが、
抗体の認識する部位が相互作用部位である
と反応しないか相互作用を阻害する可能性
が考えられる。そこで、Ｎ端を認識する抗体
やＣ端を認識する抗体など複数の異なる部
位を認識する抗体を使用して総合的に判断
する。また、時系列変化の解析のため、複合
体構成タンパク質のノンラベル定量測定法
の確立を目指す。抗体金属ナノパーティクル
プローブによる軟Ｘ線顕微鏡の開発を行い、
核微細構造と転写マシナリーの空間的変化

を解析する技術を開発する。 
 
４．研究成果 
HNF4αは MODY1（若年発症成人型糖尿病）

の原因遺伝子として同定された核内受容体
で、肝臓・すい臓・小腸の器官形成や糖脂質
代謝に重要な役割を果たしている転写因子
である。Ｎ端 A/B ドメインとＣ端Ｆドメイン
をそれぞれ認識する高親和性の抗体 2種類を
作製して、非特異的吸着の少ない低ノイズの
磁気ビーズに固定化した抗体磁気ビーズを
用いて、遠沈せずに少量のサンプルから効率
よく目的タンパク質の複合体を精製する手
法を開発した。ショットガンプロテオミクス
により、培養ヒト肝芽腫細胞（HepG2 細胞）
１０ｃｍディッシュ１枚からの細胞核抽出
サンプルで HNF4α複合体を精製し、複合体タ
ンパク質を数百種類同定することができた。
さらに，免疫精製過程をロボット化すること
によりサンプル間のばらつきを抑え、複数回
の抽出データと決定されたペプチド断片の
数値データより、複合体構成蛋白質を定量的
に評価する手法を確立した。 
それぞれの抗体から同定されたペプチド

断片の解析により、内在性の HNF4αは６種類
のスプライシングアイソフォームの間でヘ
テロあるいはホモ２量体を形成しており、ま
た一部は異なる遺伝子である HNF4γとヘテ
ロ２量体を形成していることを明らかにし
た。RNAi 法による発現アレイ解析や、抗体を
もちいた Chip-seq 解析などにより、HNF4α
とγのヘテロ 2 量体は、糖代謝に重要な
CIDE-B 遺伝子を転写調節していることをつ
きとめた。さらに HNF4αの新たなリン酸化部
位やユビキチン化部位等の修飾箇所を同定
した。転写マシナリーの複合体として、クロ
マチンリモデリングに関わる WINACコンプレ
ックス、HAT 複合体の STAGA コンプレックス
および NuA4 コンプレックス等、NurD コンプ
レックス(HDAC)を同定した。スプライシング
コンプレックスも見出され、核局在解析や全
ゲノム解析からもスプライシングへの関与
が示唆された。また、転写調節のコアクチベ
ーターとしては、NCoA62/SKIP、PELP1、CREBBP
と新規に PerQ2/GIGYF2 等を候補として同定
した。 
同様に糖・脂質代謝に関与する核内受容体

LXRαについて共焦点顕微鏡を用いた局在解
析 に よ り 、 核 小 体 の dense fibriller 
component に局在し、リボゾーマル RNA の転
写調節に関与している可能性が示唆された。
LXRαは RXRαとヘテロ２量体を形成し、脂質
代謝遺伝子の転写調節をしていることが知
られているが、核小体ではホモ 2量体で作用
していると思われ、核内受容体の新たな転写
調節様式と考えられる。 
このターゲテドプロテオミクス法はノイ



ズが低いため、これまで困難であった血液中
の微量成分の同定にも使用できる。急性期炎
症タンパク質のＰＴＸ３について、敗血症の
患者血液（PTX3 濃度：数十 ng/ml）を用いて
抗体磁気ビーズによる複合体解析を行い、敗
血症時白血球から放出される DNAやヒストン
等からなる NETs(Neutrophil extracellular 
traps)タンパク質群と結合していることを
見出した。これは PTX3 が多数の抗菌タンパ
ク質と相互作用し、防御反応として重要な役
割を担っていることを示唆する。敗血症の新
規マーカーの候補となるとともに新規治療
法を示唆する成果となった。 

WTAP （ Wilms’tumor 1-associating 
protein）はショウジョウバエの性決定にお
けるオルタナティブスプライシングに関わ
る fl(2)d遺伝子のヒトホモログである。我々
は転写因子 GATA2と相互作用する遺伝子とし
て同定した。WTAP は、血管内皮細胞や HeLa
細胞の細胞周期にかかわるサイクリン A2 の
RNA の安定性を制御している。核内ではスペ
ックル構造に多く存在し、スプライシングな
ど RNAプロセッシングの機構に関与すると考
えられる。 

WTAP の N 端とＣ
端を認識する抗体
を作製し、磁気ビ
ーズによるプロテ
オミクスによりタ
ンパク質複合体を調べ、複合体として機能し
ている主要なタンパク質群（VIRILIZER, 
CBLL1, KIAA0853, RBM15, BCLAF1, THRAP3）
を同定した（図）。 

これらの複合
体タンパク質の
うち，siRNA によ
りスペックル構
造への局在に関
与するタンパク
質（BCLAF1/THRAP3）および non-coding RNA
の MALAT1 を同定した（図）。 
また、相互作用する RNA を網羅的に調べる

手法を開発し、ヒストン修飾酵素がオルタナ
ティブスプライシングの調節をする候補 
RNA として同定した。オルタナティブスプラ
イシングにより酵素活性を調節し，細胞周期
の調節を行っている可能性が示唆された。
WTAP の複合体を構成する VIRILIZER, CBLL1, 
KIAA0853, RBM15 は複合体として RNA プロセ
ッシングや細胞周期調節に関与していると
考えられた。これらは，今後細胞増殖を制御
する治療薬の開発に重要な知見であると考
えられる。 

さらに詳細な局在を調べる方法として、軟
Ｘ線顕微鏡による観察法の開発を行った。軽
元素で構成された細胞の内部構造を十分な
コントラストで得られるような低エネルギ

ー軟Ｘ線の発生に最適化し
た軟Ｘ線管を開発した。核膜
タンパク質 emerin の抗体を
作製し、金ナノコロイドを用
いて哺乳類細胞の撮像に成
功した(図)。本成果を基に，
さらに水の窓領域の軟Ｘ線顕微鏡の産学連
携による開発を開始した。 
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