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研究成果の概要（和文）：私たちの体内には、疾患などの原因となりうるスプライシング異常細胞が増殖するこ
とを防ぐための分子機構が存在すると考え研究を行なった。その結果、スプライシング異常細胞は細胞周期の停
止もしくは細胞死により増殖が抑制されることが明らかとなった。細胞周期停止の分子機構は、CDKインヒビタ
ーp27のトランケート型タンパク質p27*がG1期サイクリン、M期サイクリンの両方を阻害することにより細胞周期
が停止することであることが明らかとなった。また、p27*は正常型のp27と比較し安定性が高いため、より強い
細胞周期停止活性があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We performed experiments to show that there is a molecular mechanism to 
prevent the proliferation of splicing-defective cells, which can be the cause of diseases. As a 
result, it became evident that the proliferation of splicing-defective cells is suppressed through 
either cell cycle arrest or cell death. The molecular mechanism of cell cycle arrest involves the 
truncated form of the CDK inhibitor p27, called p27*, which stops the cell cycle by inhibiting both 
G1 and M phase cyclins. Additionally, p27* was found to be more stable compared to the wild-type 
p27, thereby possessing stronger cell cycle arrest activity.

研究分野：分子生物学

キーワード： スプライシング　細胞周期　p27

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの研究成果は、私たちの体内でスプライシング異常細胞の増殖がどのように抑制されているかを明らかに
するものです。スプライシング異常細胞は様々な疾患の原因となるため、このメカニズムの解明はスプライシン
グ異常に関わる疾患の治療法の開発につながると考えられます。また、高等真核生物ではスプライシングを利用
することにより、より複雑な生命活動を行っていますが、より多くのスプライシング異常のリスクがあります。
このメカニズムは、高等真核生物への進化を考える上でも重要であると言えます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真核生物では、転写直後の未成熟な pre-mRNA から、スプライシングによりイントロンが切り
出され、エキソンがつなぎ合わされることで成熟型 mRNA がつくられる。したがって、スプライ
シング異常は、正常な遺伝子発現の低下だけでなく、pre-mRNA が翻訳された異常タンパク質 (ト
ランケート型タンパク質) の産生を引き起こす。トランケート型タンパク質は、機能を持たない
だけでなく、正常なタンパク質の機能を阻害するなど、有害な存在である。また個体レベルでは、
スプライシング異常細胞の蓄積が疾患の原因になる。そこで、pre-mRNA の分解、pre-mRNA の核
内係留、転写伸長の抑制などの、mRNA 品質管理機構が pre-mRNA の翻訳を防いでいる。しかしな
がら、スプライシングに異常のある細胞を体内から排除するといういわゆる「細胞の品質管理機
構」は存在するかどうかに関しては明らかではなく、また、その分子メカニズムに関してもわか
っていなかった。 
私たちの先行研究から、スプライシング阻害剤 spliceostatin A (SSA) が細胞周期停止や、
細胞死を引き起こすことが明らかとなっていた。この細胞周期停止や細胞死は、上述の細胞の品
質管理機構の一部だと考えられるが、その詳細な分子機構は明らかではなかった。加えて、CDK
インヒビターp27 の pre-mRNA から翻訳されたトランケート型タンパク質 p27*が G1 期での細胞
周期停止の原因であることも明らかとした。さらに、翻訳阻害剤シクロヘキシミド による遺伝
子発現の低下と比較すると、SSA の方が細胞死を引き起こしやすく、G2/M 期での細胞周期停止も
顕著であった。これらの結果は、細胞周期停止や細胞死には、遺伝子発現低下だけでなく、正常
な機能がなく有害なものだと考えられてきたトランケート型タンパク質も重要であることを示
唆している。しかしながら、(1) どのような遺伝子の発現低下やトランケート型が細胞周期停止
や細胞死の原因となるのか？(2) スプライシング阻害が細胞死を引き起こすメカニズムはどの
ようなものか？ (3) 細胞周期停止が細胞死を引き起こす可能性はあるのか？などといった疑問
が残されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上述の残された疑問点を解明することにより、スプライシング異常細胞を個
体から排除する細胞の品質管理機構の存在を証明し、そのメカニズムの全体像を解明すること
である。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的を達成するために、スプライシング阻害時に発現量が変化する遺伝子や、スプラ
イシング阻害時に発現するトランケート型タンパク質の探索し、それらの遺伝子発現変化やト
ランケート型タンパク質の発現が、細胞周期停止や細胞死を引き起こすメカニズムを解明する。
加えて、細胞周期停止が細胞死を引き起こすかどうかの証明と、そのメカニズムの解明も行う。 
 
４．研究成果 
  上述のように、CDK インヒビターp27 のトランケート型タンパク質 p27*の発現が G1 期での細
胞周期停止に関わることを明らかにしていたものの、他の因子が関わることも考えられる。そこ
で、G1 期から S 期への移行に関わるいくつかのタンパク質の量が SSA 処理により変化するかど
うかを確かめたところ、G1 期から S期の移行に必須の cyclin E1、cyclin E2, E2F1 のタンパク
量が減少していた。一方、同じく G1 期から S 期の移行に必須である CDK2 のタンパク量には変
化がなかった。次に、それらのタンパク量の減少が mRNA レベルでも観察されるかどうかを確か
めたところ、mRNA レベルでも減少が確認された。mRNA レベルの減少が転写活性の低下によるも
のかどうかを確かめるために、cyclin E1、cyclin E2, E2F1 遺伝子のプロモーター領域をクロ
ーニングして GFP 遺伝子と融合したレポーター遺伝子を作成したところ、これらの遺伝子から
の転写は影響を受けていないことが明らかとなった。そこで、遺伝子上に幾つかのプライマーを
設計し、転写伸長が影響を受けるかどうかを確かめたところ、これらの遺伝子の転写伸長が抑制
され、その結果 mRNA レベルで発現が減少することが明らかとなった。 
 これらの因子のタンパク量が減少することが G1 期停止の原因であるとすると、これらの遺伝
子を過剰発現させることにより細胞周期停止が解除されるはずである。そこで、これらの因子の
発現プラスミドを作成し過剰発現させたところ、部分的に細胞周期停止が解除された。さらに、
cyclin E1 と E2F1 を同時に過剰発現させ、さらに p27 をノックダウンアウトすることにより、
より顕著な細胞周期停止の解除が観察された。これらのことから、p27*の発現のみならず、cyclin 
E1、cyclin E2, E2F1 遺伝子の転写伸長が抑制されることによるタンパク量の減少も SSA 処理時
の G1 期停止に関わっていると考えられる。 



 上述の研究を進めている中で、SSA 処理時にはトランケート型である p27*の発現のみならず、
全長の p27 の発現も上昇していることが明らかとなった。全長 p27 の発現上昇も G1 期における
細胞周期停止を引き起こすと考えられる。そこで、全長 p27 の発現上昇の分子メカニズムを明ら
かにするために、SSA 処理時の p27 タンパク質の安定性を調べたところ、SSA 処理により若干 p27
タンパク質の安定性が増加していることが明らかとなった。また、p27 の mRNA 量を測定したと
ころ、SSA の濃度依存的に p27 mRNA 量が増加することが明らかとなった。この mRNA 量の増加が
転写活性の上昇によるものかどうかを確かめるため、p27 遺伝子のプロモーター領域をクローニ
ングし、GFP 遺伝子と融合したレポーター遺伝子を作成したところ、SSA は p27 遺伝子の転写に
は影響を与えないことが明らかとなった。次に、SSA 処理が p27 mRNA の安定性に影響を与える
かどうかを確かめた。新規合成 RNA をウリジンの誘導体であるエチニルウリジン（EU）でラベル
し、培地から取り除いた後、ラベルされた RNA の量を測定することで mRNA の安定性を測定した
ところ、SSA ショリにより p27 mRNA が顕著に安定化することが明らかとなった。この安定化に
寄与する p27 mRNA 上の配列を同定したところ、p27 mRNA の 3’UTR が安定化に関わることが明
らかとなった。これらのことから、SSA 処理時には p27 の mRNA が安定化することにより p27 タ
ンパク質の量が増加し、G1 期停止につながると考えられる。 
  以前の研究から SSA 処理により G1 期および G2/M 期で細胞周期が停止することがわかってい
る。G1 期停止の原因は、上述のような p27*の発現、cyclin E1、cyclin E2, E2F1 の発現低下、
p27 の発現上昇などが挙げられる。一方、G2/M 期停止のメカニズムは明らかになっていない。そ
こで、G2/M 期停止メカニズムを解析したところ、G2/M 期で停止している細胞においても p27*が
蓄積していることが明らかとなった。全長の p27 は G1 期と S期の境目でのみ発現が観察される
が、p27*はそれ以外の時期においても発現していると考えられる。そこで p27*の過剰発現が G1
期停止のみならず、G2/M 期停止を引き起こすかどうかを確かめたところ、G2 期の細胞が増加す
ることが明らかとなった。G2/M 期の進行には M期サイクリンと呼ばれる Cdk1-Cyclin A および
Cdk1-Cycflin B 複合体が関わることが知られている。p27*は G1 期において G1 サイクリンであ
る Cdk2-Cyclin E 複合体の活性を阻害し、細胞周期を停止させることから、G2 期においては M
期サイクリンの活性を阻害することで G2 期停止を引き起こしていると考えられる。そこで、p27*
が M 期サイクリンと結合するかどうかを確かめたところ、p27*は M 期サイクリンと強固に結合
することが明らかとなった。さらに、その際の M期サイクリンの活性を測定したところ、p27*に
より活性が阻害されていることが明らかとなった。これらのことから、p27*は G1 期のみならず、
G2 期においてもサイクリンと結合することによりその活性を阻害し、細胞周期を停止させるこ
とが明らかとなった。 
 全長の p27 は G2/M 期にはユビキチン化されプロテアソームにより分解されることで発現が抑
制されている。一方、p27*は G2/M 期においても発現が認められる。そこで、p27*はプロテアソ
ームによる分解に抵抗性を示すのではないかと考え実験を行ったところ、p27*は全長の p27 と
比較してユビキチン化を受けにくいということが明らかとなった。その結果、プロテアソームに
よる分解も免れていると考えられる。全長の p27 はその C 末端付近にあるスレオニン残基がリ
ン酸化されることが引き金となりユビキチン化を受けるが、C 末端トランケート型の p27*はそ
のスレオニン残基を持たないためユビキチン化を受けにくいと考えられる。これらのことから、
pre-mRNA から翻訳されたトランケート型タンパク質である p27*は、全長の p27 とは異なる性質
を持ち、その結果、より強い細胞周期停止活性や抗がん活性を発揮すると考えられる。 
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