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研究成果の概要（和文）：  
真核生物では、mRNA 前駆体から成熟した mRNA を生成するスプライシング反応が生体制御で重
要な役割を担う。本研究では、スプライシング部位の決定に関わる基本因子の分子構築(とくに
スプライシング反応の活性中心を担うU2 snRNPの部分構造など)とそのmRNAへの結合をコント
ロールする制御因子（とくに、前頭側頭型痴呆症や筋強直性ジストロフィーの発症にかかわる
制御因子）の分子間認識機構を構造生物学的に明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In eukaryotic cells, the pre-mRNA splicing reaction plays a crucial role in the regulation 
of the biological systems. In the present study, we have investigated the protein-protein 
and/or protein-RNA interactions of the splicing constitutive (U1/U2 snRNP) and the 
regulatory factors (especially those related to DM and FTD) on the structural point of 
view. 
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１．研究開始当初の背景 
真核生物では、DNA から転写された mRNA 前駆
体からイントロンと呼ばれる部分を除き成
熟した mRNA を生成するスプライシングと呼
ばれる反応が起きる。スプライシング反応は、
スプライソソームと呼ばれる巨大な蛋白
質・RNA 複合体によって制御されている。ス
プライソソームは、生体制御で重要な役割を
果たしており、リボソームの構造解析がなさ
れた現在では、重要な研究対象となっている
が、リボソームと異なり、ダイナミックな構
成成分の乖離会合を起こすため、難易度の高
い解析対象である。 
スプライソソームに関する構造生物学的な

研究は、MRC の Nagai らが、U1 snRNP の構成

成分であるU1AとRNAの複合体(Nature 1994)、

U2 snRNP の構成成分である U2B″蛋白質と

RNA との複合体(Nature 1998)および、両者に

共通する core protein(Cell 1999)の構造解

析に成功している。その後、スプライシング

反応に関わる U5 snRNP の構成成分などの構

造が、いくつかのグループから、報告されて

いるが、これらの基本因子と制御因子との相

互作用の解析は、複合体の複雑さからなかな

か進行していない。申請者は、3′スプライ

シング部位の決定に重要なU2AF蛋白質のRNA

結合ドメインの構造決定に成功し、さらに、

平成 15-17 年度に、HFSP Research Grant 

(RGP0042 Study of transient and stable 

eukaryotic macromolecular complexes: 

implication for cell function) の支給を

受け、Nagai らのグループとともに、11 個の

構成成分から成る U1 snRNP について、構造

解析に十分な品質を持つ複合体の再構成に

成功した。申請者は、さらに複雑な U2 snRNP

について、生化学的な実験から、その構成成

分の相互作用をいくつか同定し、いつかの因

子に関しては複合体の構造解析に成功しつ

つあった。また、申請者は、選択的スプライ

シングによってショウジョウバエの性決定

に関与する Sxl 蛋白質と RNA 分子との複合体

の立体構造解析に取り組み、その複合体の構

造決定に成功した実績をもつ。このように、

申請者は、選択的スプライシング制御因子と

スプライシング部位決定の中心となる基本

因子(U2 snRNP、U2AF)の相互様式を明らかに

すべく、構造解析を遂行するために十分な分

子論的基盤技術および経験をもっていた。 
 
 
２．研究の目的 
真核生物では、スプライシング反応により、

pre-mRNA から、イントロン部分が抜け落ち、

成熟した mRNA の生成が行われる。スプライ

シング初期反応では、U1 snRNP, U2 snRNP と呼ば

れる巨大な蛋白質・RNA 複合体が、それぞれ、5′

スプライシング部位およびブランチ部位に結合す

る。さらに、3′スプライシング部位に U2AF 蛋白

質が結合し、スプライシング部位の決定が起こる。

他の制御因子と、基本因子である、U1, U2 snRNP

および U2AF 蛋白質との相互作用により、スプライ

シング部位の選択に変化が生じる。この選択的ス

プライシングと呼ばれるシステムは、ひとつの遺

伝子から、状況に即して、多様な蛋白質を作る重

要な生体制御機構の一つである。選択的スプライ

シングは、制御因子の会合・離脱によって、厳密

に制御されている。スプライシング反応の異常に

より筋強直性ジストロフィーや前頭側頭型痴呆症

などの病態が引き起こされることが知られており、

これらのスプライシング反応の制御を理解するこ

とは、非常に重要な意味をもつ。本研究では、こ

れらのスプライシング異常による疾病発症メカニ

ズムの分子論的基盤を高次構造のレベルで明らか

にすることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
上記の目的を遂行するために、大きくふたつの流
れで研究を遂行する。 

(1)スプライシング制御因子のRNA認識：スプライ

シング制御因子のなかでもとくに疾病との結びつ

きが確認されているものおよび疑われるものにつ

いて、そのmRNAの認識機構をNMR 法あるいはX線結

晶解析を用いて明らかにする。 

 前頭側頭型痴呆症は、原因遺伝子といわれる微

小管関連タンパク質タウの異常により引き起こさ

れる。この選択的スプライシングを担う Tra2βに

ついて、その RNA 認識機構および他のスプライシ

ング基本因子との相互作用について解析を進める。

同時に、CUG 配列の重複に結合し、スプライシン

グに影響を与え、筋強直性ジストロフィーを引き

起こすと考えられる MBNL2 および CUG-BP1 につい

ても、その RNA 認識について解明する。また、癌

細胞の増殖を制御するアポトーシスを促す Fas 受

容体の生成にもスプライシング反応が関わってい

る。このスプライシング反応を制御する TIA-1 蛋

白質についてもその RNA 結合能について構造生物

学的な視点から、比較を行う。 

(2)スプライシング基本因子の分子構築： 

スプライシング反応が起こる場合、イントロン中

に存在するブランチ部位は、スプライシング反応

の活性中心として機能する。この場合、ブランチ

部位には、U2 snRNP がまず、結合する。U2 snRNP

とブランチ部位の相互作用は、スプライシング部

位の決定で、非常に重要な意味をもつ。U2 snRNP

は、U2 snRNA と 7 種類の core protein および

U2A′,U2B″蛋白質の他に、SF3a と SF3b と言われ



る巨大な蛋白質複合体によって構成される

(Fig. 1)。この SF3a, SF3b は、U2snRNP のブ

ランチ部位への結合やスプラシング反応の

活性中心を形成する上で重要な役割を担っ

ているが、これらの構成成分内の相互作用あ

るいは、他の制御因子との相互作用について

は、いまだ不明の部分が多い。そこで、まず、

SF3a, SF3bにおける構成成分内での必要な相

互作用を明らかにし、最小限の要素から構成

されるモデル分子の作成を行い、上記のスプ

ラシング制御因子との相互作用を原子レベ

ルで理解することを試みる。 
 
４．研究成果 
(1)スプライシング制御因子のRNA認識： 
①スプライ
シング制御
因子による
mRNA 分子の
認識機構：
トリプレッ
トリピート
病として知
られる筋強
直性ジスト
ロフィーで
は、筋繊維
を構成する
蛋白質中に
CUG リピー
トが増幅し
て、MBNL や
CUG-BP1 な
どの RNA 結
合蛋白質がこの配列にトラップされて本来
のこれらの制御因子のスプライシング反応
が正常に起こらず、      発症を促すことが
近年、示唆されている。そこで、これらの制
御因子の RNA特異性がどのように担われてい
るかを明らかにすることが重要である。
CUG-BP1 は、分子の N 末端にタンデムに続く
二つの RRM をもち、C 末端に単独の RRM をも
つ分子構成をしている。この構成は、mRNA の
3’ UTR に存在する AUUUAUUU 配列に結合し、
その安定化をはかる HuC/D蛋白質と同じ分子

構成をもっている。HuC/D では、Ｎ末端のふたつ
の RRM によって RNA 認識がなされているが、
CUG-BP1 の場合には、C末端部分にある RRM によっ
て UGUGUG 配列が認識されていることが本研究で
明らかになった。本研究の前までは、RRM が RNA
分子を認識する場合、RRM に続く C末端部分が RNA
認識に関与することはよく知られていた。しかし、
CUG-BP1 RRM３では、RRMの N末端に続く領域がRNA
認識に重要な役割を果たしていることが明らかに
なった。また、RNA が結合する前後で、CUG-BP1 RRM3
の RNA 結合面の構造に変化が生じ、UG 配列を塩基
特異的に認識できることがわかった。これは、特
定の塩基を特異的に認識するための巧妙なメカニ
ズムである(Fig. 2, 文献４)。 

Fig. 1 

②また、MBNL 蛋白質は、RNA 結合能をもつ CCCH
タイプの亜鉛結合ドメインを分子中に４個もって
いる。とくに、われわれの構造解析から、最初の
２個と後ろの２個のドメインでは、それぞれ、強
く相互作用を行い、あたかもひとつのドメインの
ように振舞うことが明らかとなった。われわれと
は、独立に Patel たちが、後半の２つの CCCH ドメ
インと RNA との複合体構造を明らかにしたが、こ

こでは、ふたつの RNA 結合ドメインが、等価に CUG
配列を認識していた。われわらのグループは、前
半のふたつの RNA 結合ドメインについて解析を行
った結果、前半のドメインは、ふたつが非等価で
あり、N 末端側が GCUG 配列を認識し、C 末端側が
GCU 配列を認識することが明らかになった。この
ドメイン構成は、すべての配列で保存されている
ものであり、前半の RNA 結合ドメインが後半のも
のとは異なり、結合配列に差が存在することは、
挿入されるトリプレットリピートの配列の違いを
考慮すると興味深い（Fig. 3, 文献６）。 

Fig. 2 

Fig. 3 

③Tra2-は、真核生物に広く保存されるスプライ
シング制御因子であり、ショウジョウバエでは、   
その性決定に関与しており、人では、SMN や tau 遺
伝子産物の mRNA のスプライシングに関与してい
る。そして、これらのスプライシング異常が前頭
側頭型痴呆症などを引き起こすことが知られてい
る。しかし、Tra2-は、そのターゲットとなる遺
伝子によって異なる結合配列が報告されており
GAAGAA と UCAA が報告されていた。われわれは、
GAAGAA 配列と Tra2-RRM の複合体構造を明らか
にして、これが、AGAA 配列を特異的に認識してい
ることを明らかにすることができた。GAAGAA 配列
とともに、結合配列として知られている UCAA 配列
を Tra2- RRM を加えても強くは結合しない。とこ



ろが、この配列をループ部分にもつステム構
造の RNA 分子については、Tra2- RRM は、
GAAGAA 配列と同程度に結合することがわか
った。NMR による perturbation の実験からモ
デルを構築すると UCAA 配列を含むステムル
ープ構造では、核酸塩基の位置が変化するこ
とにより、認識配列の変換が起こることが示
唆された。また、この UCAA 配列を含むステ
ムループ構造のステム部分の構造が、Tra2- 
RRM との結合に伴い安定化することも分かっ
た（Fig. 4, 文献 2）。このことは、制御因子
との結合で、RNA の結合配列によって異なる
構造が mRNA 側に誘起される可能性を示唆し
ている。すなわち、UCAA 配列に対する Tra2- 
RRM のように、ステム構造が安定化すること
により、そのステム部分の RNA 配列に結合す
る制御因子に制限がかかる可能性がある。実
際にスプライシング反応の制御では、複数の
制御因子が協同している場合が多く、このよ
うな場合の制御形態を考察する場合に充用
なヒントを与えている。 

④TIA-1 蛋白質は、3 個のタンデムにつなが
った RRM をもっているが、２番目の RRM のみ
にポリウリジンに対する結合活性がある。こ
の RRM2 の構造を決定したところ2-3 ルー
プに特徴的な構造が存在することがわかっ
た。興味深いことに,この構造を保つために
は、DxxT 配列が存在する必要があることが分
かったが、この配列の保存は、すべての RRM
に対して調べてみるとドメイン全体での一
次配列の保存性と一致していないことがわ
かった。TIA-1 では、RRM1 と RRM2 は、一次
配列上相同であるが、RRM1 は、RNA 結合活性
をもたずに DxxT 配列も存在していない。こ
のことから、DxxT 配列は、RRM の RNA 認識に
重要な役割を果たしていると考えられるが、
このような部分が、ドメイン全体の一次配列
の相同性と相関をもたずにあらわれ機能制
御に関わっていることを考えると、一次配列
情報によらない構造のグループ分けの必要
性を示している(文献１０)。 
 
(2)スプライシング基本因子の分子構築： 
前述のように、スプライシング基本因子の中

でも U2 snRNP は、イントロンのブランチ部位に結
合し、スプライシング反応の活性中心を形成して
いる。U2 snRNP 中には SF3a,SF3b 蛋白質複合体が
存在している。本研究では特に、イントロンのブ
ランチ部位の中で、活性中心として働くアデニン
塩基に結合すると考えられている p14 蛋白質につ
いて、構造解析を進めた。p14 は、U2 snRNP のな
かでも、SF3b 蛋白質複合体中の SF3b155 蛋白質に
結合している。われわれは、生化学的な実験によ
って SF3b155 蛋白質中で、p14 と結合している領
域を pull-down 法や共発現などの手法によって同
定し、その水溶液中での構造を決定した(Fig. 5, 
文献 12)。同時期に他のグループのよって X 線結
晶解析がなされたが、水溶液中の構造では、
SF3b155 の p14 認識領域が、結晶構造解析のもの
よりも広い領域で相互作用していることが明らか
になった。また、今回同定した SF3b155 の p14 結
合部位は、U2AF 結合部位の近傍にあることがわか
った。U2AF 蛋白質は、3’スプライシング部位の
近傍に結合することから、SF3b155 蛋白質を介し
て、ブランチ部位と 3’スプライシング部位が近
傍にくることが明らかになった。さらに NMR 法に
よる perturbation の実験から、p14 蛋白質は、
-sheetの bottom部分と
分の２箇所でブランチ
部位の RNA 配列と相互
作用する可能性を示唆
することができた。 
今後は、これらの情報を

Fig. 4 

SF3b155 チド上の部
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もとに、U2AF も含めた
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の再構成へと進み、前述
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