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研究成果の概要（和文）：スプライシング反応は重要な生体制御機構であるが、そのメカニズムの解明には、現在まで
蓄積された遺伝子の一次配列情報だけでは不十分である。そこで本研究では、申請者の研究基盤を生かし、スプライシ
ング部位決定のメカニズムを高次構造のレベルで明らかにすることを目的とした。とくに制御因子の示すRNA認識の厳
密性と柔軟性について高次構造のレベルで明らかにすることができた。具体的には、Tra2-bの解析から、RNA分子の二
次構造が制御因子の結合に影響を及ぼすことを明らかにした。さらにSUP-12,　ASD-1の解析から複数の制御因子の協同
性による認識配列の変換についても明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Splicing reactions plays an important role in the regulation of the biological sys
tem. For the elucidation of its regulatory mechanism, the DNA sequence information is not enough and the s
tructural information for the related splicing regulatory factors is necessary. First, in the present stud
y, structural basis for the intermolecular coordination between multi splicing factors is investigated. He
re we determined solution structure of a ternary complex composed of the RNA recognition motif (RRM) domai
ns from an RBFOX family protein ASD-1 and a SUP-12-RBM24-RBM38 family member SUP-12 for the alternative sp
licing of the sole FGFR gene egl-15.The two RRM domains cooperatively interact with the RNA by sandwiching
 a guanine base to form the stable complex. In addition, investigation of the Tra2-b splicing factor and t
he target RNA revealed that the ternary and secondary structure of the target RNA affect the binding speci
ficity to the corresponding splicing regulatory factors.
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞では、スプライシング反応によっ
て pre-mRNAからイントロンが抜け落ち成
熟した mRNAが生成する。この反応により、
ひとつの遺伝子から状況に応じた多様な蛋
白質が作り出される。この現象は選択的ス
プライシングとよばれ、重要な生体制御シ
ステムのひとつである。このシステムの破
綻から前頭側頭型痴呆症や筋強直性ジスト
ロフィーなどの重大な疾患が生じることも
知られており、スプライシング部位選択メ
カニズムの解明は重要な課題である。しか
し、遺伝子の一次配列情報だけではこの問
題の解決には不十分であり、スプライシン
グ反応を原子レベルで理解するための構造
生物学的な研究の重要性が強く認識される
ようになってきている。スプライソソーム
に関する構造生物学的な研究は、
MRC-LMBの Nagaiらが、U1 snRNPの構成
成分である U1Aと RNAの複合体の構造解
析(1)に端を発している。その後、スプライ
シング反応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
か進行していなかった。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(2)、さらに、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
体の試験管内再構成に成功した(3)。 Nagai
らはこの再構成系を利用し、2009年にはじ
めて U1 snRNPの全体構造の決定に成功し
た(4)。申請者らは、さらに複雑な U2 snRNP
についても再構成系の確立のため、その構
成成分である SF3a,SF3b蛋白質複合体を形
作る分子間相互作用のいくつかを、高次構
造のレベルで明らかにした（5,6）。このよ
うなスプライシング基本因子の構造解析の
進展の他に、制御因子の RNA 認識機構の
解明も進められて来た。申請者は、ショウ
ジョウバエの性決定に関与するスプライシ
ング制御因子(Sxl蛋白質)と RNA分子との
複合体について、制御因子の RNA 認識様
式を世界で初めて明らかにしている(7)。こ
のように、申請者はスプラシング制御因子
の構造生物学的な研究で申請者は、世界的
にも大きな寄与を果たしてきている。 
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２．研究の目的 
前述のように、スプライシング反応は重要
な生体制御機構であるが、そのメカニズム
の解明のためには、関連因子の構造情報が
必要である。とくに選択的スプライシング
システムの破綻から前頭側頭型痴呆症や筋
強直性ジストロフィーなどの重大な疾患が
生じることがわかってきている。そのため、
スプライシング部位選択メカニズムの解明
は重要な課題であると考えられる。この問
題の解答を得るためには、現在まで蓄積さ
れた遺伝子の一次配列情報だけでは不十分
である。申請者は、スプライシング反応を
構造生物学的な視点から解明することを大
きな目標にしてきた。そこで本研究では、
申請者の研究基盤を生かし、スプライシン
グ部位決定のメカニズムを高次構造のレベ
ルで明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
スプライシングの初期反応では、U1 蛋白質
RNA複合体(U1 snRNP)、U2AF蛋白質複合
体(U2AF65,35)および U2 snRNPの３種類の
基本因子が、それぞれ 5'スプライシング部
位、3'スプライシング部位および、ブランチ
部位に結合しイントロンの位置を決定する。
さらに、pre-mRNA 上の特定の塩基配列に
結合した制御因子と、これら基本因子との
相互作用によってスプライシング部位の選
択に変化が起こり、ひとつの遺伝子から状
況に応じた多様な蛋白質が作り出される。 
本研究は、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大きな目標
とし、U1 snRNP, U2 snRNP U2AFなど
の基本因子の構築原理と制御因子による
RNA 分子の認識機構について明らかにす
る。とくに制御因子の制御については、認
識に関わる cis-element の存在だけが決定



因子にならない。そこで、構造の違いによ
り認識様式が変化する Tra2-について解
析を行う。また、Tra2-は SF2や Srp30c
と共に働くので、これらのほか制御因子の
共存下で、配列特異性がどのように変化す
るかを、この二つの配列に対する結合の強
さで調べることが必要になる。本研究では、
これらの制御因子の RNA 結合ドメインの
役割についても解析を進める。また、複数
の制御因子によってスプライシング部位の
決定が行われる場合がある。この代表例と
して線虫の FGFR遺伝子の選択的スプライ
シングを担う ASD-1と SUP-12の協同性に
ついて構造解析を進める。これらの制御因
子は、RNA認識を行う RRMドメインをも
つが、生体内での RRM ドメインの RNA
認識における役割の違いを考察するため、
UGU 配列を認識する制御因子を用いて認
識様式の比較を進める。 

Tra2-や SF2は、3′スプラシイシング部
位を決定する基本因子 U2 snRNP, U2AF
と相互作用する。U2 snRNP は、SF3a, 
SF3b と言われる蛋白質複合体をもつが、
この SF3a,SF3b複合体は、U2 snRNPが
スプライ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。そこで、こ
の構成成分のいくつかについて分子間相互
作用を高次構造のレベルで明らかにできて
いるが、さらに大きな再構成系に取り組み
制御因子と基本因子の相互作用の解明を進
める。 
４．研究成果 
①複数の制御因子の協同性による認識の変
化：Fibroblast Growth Factor レセプター
(FGFR)の選択的スプライシングに関与す
る、ASD-1 と SUP-12 のふたつの制御因子
が、協同して特定の RNA 配列を認識する
メカニズムを明らかにした。SUP-12は、単
独では、UG を基本とする配列に結合する
が、配列特異性がそれほど高くない。FGFR
の exson5の上流にある SUP-12の結合部位
の 5’領域には ASD-1 の結合部位が存在す
る。構造解析の結果、ASD-1が存在すると
SUP-12 は、協同的に G を認識することが
明らかになった(Fig. 1)。すなわち、SUP-12
が 単 独 で RNA に 結 合 す る 場 合 、
ASD-1/SUP-12/RNA の複合体とは異なる配
列特異性を示す。この ASD-1と SUP-12の
協同性は、ASD-1 と SUP-12 の接触面に変
異を導入すると ASD-1の RNA結合能には
変化を及ぼさず、SUP-12の RNA結合を阻
害することができることから確認された。
②RNA 分子の二次構造が制御因子の結合

におよぼす影響： Tra2-の RNA 認識様式
を高次構造のレベルで明らかにした。
Tra2-は、一本鎖の AGAA配列を認識する
とともに、RNA がステム-ループ構造をも
つとCAA配列も同程度の強さで結合する。
そこで、この異なった配列に対する認識様
式を構造解析によって明らかにした。これ
によるとステムーループ構造を RNA がと
る場合、Tra2-のループ構造が RNA のス
テム部分と相互作用することで、その構造
を安定化しGからCへの変換があっても強
固な RNA 認識を保っていることが明らか
になった。このように、単に cis-element
の存在だけでなく、cis-element の存在す
る RNA 構造も制御因子の RNA の結合に
重要な役割を果たしていることが明らかに
なった（成果論文(8)）。 

③RNA 分子に結合した SF3b 蛋白質複合
体を模倣した再構成系を作るためには、ブ
ランチ部位に結合する p14 とともに U2 
snRNA と相互作用を行う SF3b49 につい
ても構造情報が必要になる。SF3b49 は、
SF3b145 と相互作用するとともに、U2 
snRNA とも相互作用していると考えられ
ている。SF3b49と U2 snRNAとの相互作
用領域を同定するため、SF3b49 の二つの
RNA結合ドメインを用いRNAとの相互作
用を調べるとともに、SF3b145との相互作
用を解析した。これによると SF3b49 
RRM1 の部分に SF3b145 との相互作用領
域が存在し、SF3b49 のヘリックス面と相
互作用していることが NMR法によって明
らかになった。このような相互作用情報を
組み合わせて SF3bの再構成を目指してい
きたいと考えている。 
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