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研究成果の概要（和文）：WTAP は、遺伝性腎臓がんの原因遺伝子 WT-１と結合するタンパク

質として同定された核内因子であり、申請者らはノックアウトマウスの解析および RNAi によ

る解析から、WTAP がサイクリン A2 mRNA を安定化し、細胞周期の G2/M 移行に必須である

ことを見出した。本研究は細胞周期を制御する RNA プロセッシング複合体である WTAP 複合

体の同定および組み合わせの変遷を、高親和性抗体を用いた免疫分離プロテオミクスにより系

統的に解析し、複合体による細胞周期制御機構を明らかにすることを目的としている。WTAP

に対する特異的抗体を 3 種類作成し、免疫分離プロテオミクスにより、virilizer ホモログ、E3

ユビキチンリガーゼ、zinc finger タンパク質、数種の RNA 結合タンパク質を含む複合体を得

ることができた。さらに複合体に含まれていた E3 ユビキチンリガーゼに特異的なモノクロナ

ル抗体を作成し、同様に複合体のプロテオミクス解析を行ったところ、WTAP および WTAP

複合体を同定することに成功した。さらに、構成タンパク質の変化を系統的に解析すると、構

成タンパク質が細胞周期で変化する傾向が見られており、WTAP のサイクリンＡ mRNA の安

定化に関係している可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Wilms’ tumor 1-associating protein (WTAP) has been reported to be 

a ubiquitously expressed nuclear protein and supposed to have a role in pre-mRNA splicing. 

We have reported that WTAP is involved in the stability of cyclin A2 mRNA thereby 

regulates the cell cycle and WTAP knockout mice exhibited proliferative failure with death 

at early embryonic stage. In this study, we have developed a method for the functional 

analysis of protein-protein interactions for the endogenous proteins, by affinity purification 

mass spectrometry using magnetic beads and high-affinity antibodies. Using the method, 

we identified several binding proteins of WTAP, including vrilizer homolog, E3 ubiquitin 

ligase, SR proteins and RNA bindin proteins. Furthermore we found the compositional 

changes of WTAP protein complex in cell cycle, indicating a relation to cell cle regulation of 

WTAP protein complex. 
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１．研究開始当初の背景 

（１） mRNA 安定性制御因子 WTAP の発見
と G２／M 細胞周期制御 

WTAP は、遺伝性腎臓がんの原因遺伝子
WT-１と結合するタンパク質として同定され
た核内因子で、核スペックル上でスプライシ
ングファクターと共局在していることが報
告されている。またショウジョウバエの
WTAP ホモログである fl(2)d は、性決定にか
かわるスプライシングカスケードを制御し
Sex Lethal、virilizer などと協調的に働くこ
とが知られている。さらに近年のプロテオミ
クス解析によりスプライシオソーム構成タ
ンパク質として WTAP が同定されてきてい
る。我々は血管内皮細胞を用いて RNAi によ
る WTAP のノックダウンを行い、WTAP の
機能を解析したところ、予想外にも細胞周期
制御因子であるサイクリンＡ２のｍＲＮＡ
が顕著に低下し、G2/M 期移行が阻害される
ことを見出した。生化学的解析から、WTAP

はサイクリンＡ２の 3’UTR の９塩基配列を
介して mRNA を安定化させ、その欠損によ
りサイクリンＡ２mRNA が分解され、G２ア
レストとなることを発見した。また WTAP

遺伝子のノックアウトマウスを作成したと
ころ、胎生 6.5 日で死亡し、サイクリンＡ２
ノックアウトマウスと類似した表現型を示
した。 

（２）免疫分離プロテオミクスによる WTAP

複合体の同定 

WTAP はサイクリン A2 mRNA の安定化
を介して細胞周期を制御していることが明
らかになったが、WTAP 複合体の活性がいか
に制御されるかは不明である。当研究室では、
抗体を結合した新規高機能磁気ビーズを用
いて、少量の細胞（１０cm ディッシュ４枚
程度の核抽出液）から内在性核内複合体を同
定することが可能なプロテオミクス技術を
開発した。この技術を用いて WTAP 複合体
の同定を試みた結果、WTAP、virilizer ホモ
ログ、E3 ユビキチンリガーゼ、プロテイン
キナーゼ、スプライシングファクターなどの
WTAP 複合体構成タンパク質を同定した（未
発表）。ショウジョウバエでは WTAP ホモロ
グ fl(2)d は、virilizer と共同してスプライシ
ングに作用することが知られており、
WTAP-Virilizer 複合体が哺乳動物において
もスプライシングに関与している可能性が

ある。 

 

２．研究の目的 

本研究は、細胞周期における WTAP 複合
体の動態をプロテオミクスにより明らかに
すると共に、WTAP 複合体が制御する標的
RNA をゲノムワイドに解析し、細胞周期に
伴う RNA プロセッシングマシーナリーの全
貌を解き明かすことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１） WTAP 複合体の細胞周期における構
造変化と役割の解明 
チミジンダブルブロックにより細胞周期を
同調させた Hela細胞を用いて、細胞周期に
ともなう複合体の構成変化とその修飾につ
いてプロテオミクスにより系統的に解析す
る。また、WTAP複合体構成タンパク質それぞ
れについてモノクロナル抗体を作成し、免疫
分離プロテオミクスおよび免疫染色により
WTAPと各タンパク質との相互作用を検証す
る。さらに WTAP複合体タンパク質について、
RNAiによりノックダウンし、細胞増殖速度、
細胞周期のプロファイルおよびサイクリン
A2 mRNA の安定化など細胞周期への作用を解
析する。以上より、修飾変化や構成タンパク
質の変化がどのように WTAP 複合体の機能を
変化させるか明らかにする。 
（２） WTAP 複合体による RNAプロセッシン
グ機能の解明 
WTAP複合体タンパク質の RNAi によるノック
ダウンおよびアデノウィルスによる過剰発
現系を作成し、アレーを用 いて WTAP複合体
の標的 mRNA をゲノムワイドに明らかにする
ととに、RNA 安定性とスプライシング変化に
関する複合体の機能を解明する。  
 
４．研究成果 
（１）ＷＴＡＰ複合体の同定 

ＷＴＡＰに対する特異的抗体を 3種類作成
し、磁気ビーズを用いた免疫分離プロテオミ
クスを行った。その結果 3種類の抗体で共通
して、virilizer ホモログ、E3ユビキチンリ
ガーゼ、zinc finger タンパク質、数種の RNA
結合タンパク質を含む複合体を得ることが
できた。C 端認識の抗体で得られたプロテイ
ンキナーゼは他の 2種の抗体では同定できな
かったため、抗体の結合部位とのクロスや非
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特異である可能性が考えられた。今後は、3
種の抗体で同定できたタンパク質について、
ＷＴＡＰ複合体として着目することにした。 

同定タンパク質のペプチド本数を 3種の抗
体間で比較すると、WTAP 複合体には構成タン
パク質について数種の組み合わせがあるこ
とがわかり、WTAP複合体が機能する際に複合
体の組み合わせが重要であることが推察さ
れた。 
 

 
（２）WTAP 複合体タンパク質に対する抗体
の作成および複合体解析 

ＷＴＡＰ複合体として同定した virilizerホ
モログ、E3 ユビキチンリガーゼ、SR タンパ
ク質についてそれぞれモノクローナル抗体

を 作 成 し た 。
IP-Western に
より、WTAP と
結合しているこ
とが生化学的に
検証できた。さ
らに、E3 ユビキ
チンリガーゼに
ついては免疫沈
降のできるモノ
クローナル抗体
を得ることがで
きた（左図）。免
疫分離プロテオ
ミクスにより、

E3 ユビキチンリガーゼと結合するタンパク
質として、WTAP および WTAP の複合体解
析で得られた virilizer ホモログ、RNA 結合
タンパク質が同定できた。以上から、本手法
が少量の細胞サンプルから、内在性タンパク
質複合体を同定するのに有用であることが
確認できた。さらに、WTAP の複合体解析で
は得られなかったタンパク質も多数同定で
きており、この E3 ユビキチンリガーゼが
WTAP 複合体とは別に、構成タンパク質の異
なる複合体も形成していることがわかった。 

E3 ユビキチンリガーゼおよび SR タンパ
ク質について免疫染色により局在解析をし

たところ、核質と核スペックルに局在し、
WTAP と共局在していることがわかった。 

 

（３）WTAP 複合体の細胞周期における構造
変化と役割の解明 

チミジンダブルブロックにより細胞周期
を同調させた Hela 細胞を用いて、細胞周期
ごとの複合体解析を行った。その結果、構成
タンパク質の変化は見られなかったが、SRタ
ンパク質については細胞周期で量が変化し、
M期にかけて WTAPと多く結合している傾向が
見られており、WTAPのサイクリンＡ mRNAの
安定化に関係している可能性があると考え
られた。構成タンパク質の修飾については、
新規にリン酸化修飾、Ub化が明らかになった
が、細胞周期での変動についてはまだ明らか
となっていない。M 期の各 phase での検討が
必要である。 

WTAP 複合体である SR タンパク質について
RNAiを行い、細胞周期に関わる機能解析を行
った。RNAi により SR タンパク質をノックダ
ウンすると、WTAP を RNAi したときと同様、
HUVECにおいて細胞周期の G2/M期の割合が多
くなり、G2アレストがおこっていることがわ
かった。また、RNAi した細胞を用いてマイク
ロアレイ解析したところ、サイクリン A2, サ
イクリン B1, CDC20 などの細胞周期の G2/M
期に関わる遺伝子の発現が顕著に減少する
ことがわかった。以上のことから、WTAP が
SR たんぱく質と複合体を形成して、細胞周期
を制御していると考えられた。 
 
（４）RNA プロセッシングに関する WTAP複合
体の機能 

高親和性抗体を用いたプロテオミクス解
析により、WTAP 複合体として SR タンパク質
や RNA recognition motif を持つ RNA結合タ
ンパク質が数種同定できた。また、virilizer
ホモログはショウジョウバエで、ＷＴＡＰの
ホモログである fl(2)d と複合体を形成し、
SXL によるオルタナティブスプライシングに
関わっている。以上から、WTAP 複合体タンパ
ク質には、RNA のスプライシングや代謝など

の RNA プロセッシン
グに関わるタンパク
質が高頻度に同定で
きており、WTAP 複合
体が RNA プロセッシ
ングに重要な役割を
持っていることが確
認できた。 
 SR タ ン パク 質の
RNAiで G2アレストが
おこり、WTAPの RNAi
と類似した遺伝子発
現変化を示すことか
ら、WTAP 複合体の組



み合わせのうち、SR タンパク質と複合体を形
成しているものが、サイクリン A2 などの標
的 RNA に作用していると考えられる。RNA プ
ロセッシング因子としての WTAP 複合体の機
能をさらに明らかにするためには、ターゲッ
ト RNA のゲノムワイドな解析が重要である。
そこで、RNA とタンパク質をクロスリンクし
た後、WTAPの抗体を用いて免疫沈降したとこ
ろ、WTAP抗体で特異的に RNA が結合している
のが確認できた(上図)。 
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