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研究成果の概要（和文）：RNA結合タンパク質SRp20をノックダウンした大腸がん細胞は、1500遺伝子の発現が変化し、
パスウエイ解析により、G1/S移行期の制御遺伝子の変化を捉え、細胞周期停止に関与する遺伝子群を同定した。SRp20
ノックダウンにより125遺伝子の選択的スプライシング変化を確認し、G1/S移行期の制御遺伝子とアポトーシス関連遺
伝子の選択的スプライシングを捉えた。FLAGタグ標識SRp20過剰発現細胞を用いて、SRp20が結合するmRNAを解析し、G1
/S移行期での停止を介在する細胞周期調節転写因子E2F1とE2F7を、アポトーシスを介在するp53に働くキナーゼHIPK2を
見出した。

研究成果の概要（英文）：Serine/arginine-rich splicing factor 3 (SRSF3) is a member of the SRSF family that
 plays wide-ranging roles in gene expression. SRSF3 knockdown induced G1 arrest and apoptosis in colon can
cer cells (HCT116). Pathway analysis of differentially expressed transcripts in SRSF3-silenced cells and m
RNAs immunoprecipitated with overexpressed SRSF3 suggested that SRSF3 preferentially associated with G1/S 
checkpoint regulator mRNAs and regulated their expression. SRSF3 knockdown decreased mRNA and protein leve
ls of cyclins (D1, D3, and E1), E2F1, and E2F7. SRSF3 knockdown caused skipping of 81 nucleotides of the h
ipk2 exon 8. Resultant HIPK2 isoform partially lacking the E3 ubiquitin ligase-binding site became resista
nt to proteasome digestion. Predominant expression of the splice variant by selective decomposition of ful
l-length hipk2 mRNA as well as by SERF3 knockdown induced apoptosis in a variety of colon cancer cells exp
ressing wild-type or mutated p53.
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１．研究開始当初の背景 
 
選択的スプライシングは、RNA プロセシ
ングはもちろんのこと、エピゲノム、転
写調節、RNA 伸長反応、輸送、および翻
訳の全ての過程に関わる重要な反応とし
て認識されてきたが、方法論の難しさか
ら研究が進んでいない。申請者は、SR タ
ンパク質のひとつである SRp20 の研究
を進め、SRp20 をノックダウンした大腸
がん細胞株を用いた解析から、SRp20 は
細胞周期の G1/S 移行期の新たな調節因
子であり、p53 依存性にアポトーシスを
誘導することを突き止めた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、選択的スプライシング調節
因子 SRp20（SFRS3）に焦点をあて、１）
SRp20 による G1/S 移行期の調節の分子
基盤、２）SRp20 によるアポトーシスの
調節の分子基盤、３）SRp20 による細胞
周期とアポトーシスの調節異常と発がん、
を明らかにする。SRp20 が大腸がん細胞
の G1/S 移行期の新たな調節因子であり、
p53 依存性にアポトーシスを誘導するこ
とを解明する。 
RNA が示す多彩な機能に焦点を当てた
研究が進展しているが、選択的スプライ
シングを制御する機構の研究は、方法論
の確立が困難なこともあり、未だ埋もれ
た研究領域である。SRp20 の機能を解析
した先行研究は極めて少なく、さらに
SRp20 による選択的スプライシングの
制御異常を検討した研究は国内外を含め
て存在しない。RIP-Chip やエキソンアレ
イなどの最新アレイテクノロジーを用い
て、SRp20 が選択的スプライシングを制
御する機構を解析し、動的に変換した異
常スプライスバリアントが関わる広範で
多様な細胞機能を探索する新しい研究提
案である。 
 
３．研究の方法 
 
細胞周期を調節する転写因子（E2F1 と
E2F7）および p53 に働くキナーゼ
（HIPK2）は、SRp20 によりエキソン選
択の制御をうけ、異常スプライシングバ
リアントを生じることを見出した。これ
ら異常スプライシングバリアントが細胞
周期とアポトーシスの調節異常に関わる
機能を解析する。 
FLAG タグ標識した SFRS3 プラスミド
を構築し、大腸癌由来 HCT116 細胞で
SRp20 を過剰発現させ、抗 FLAG タグ抗
体で免疫沈降し共沈する mRNA を抽出
した。この mRNA を遺伝子発現アレイ
（アジレント社）で網羅的にスクリーニ
ングし、およそ 1500 遺伝子の mRNA が

SRp20 と特異的な結合を有することを
明らかにした。 
次いで、siRNA により SRp20 の機能を
ノックダウンし、約 100 万プローブが搭
載されているエキソンアレイ（アフィメ
トリックス社）で転写産物を包括的にス
クリーニングした。125 種類の異常スプ
ライシングバリアントを検出しており、
RT-PCR 法による検証を加え、解析候補
の同定を進め、細胞周期調節転写因子
（E2F1 と E2F7）と p53 に働くキナー
ゼ（HIPK2）の異常スプライシングバリ
アントを同定した。これらは既知のデー
タベースに登録されていない新規の転写
産物であった。 
 
４．研究成果 
 
SRp20 が結合する mRNA の同定 
FLAG タグ標識した SFRS3 プラスミド
を構築し、大腸癌由来 HCT116 細胞で
SRp20 を過剰発現させ、抗 FLAG タグ抗
体で免疫沈降し共沈する mRNA を抽出
した。この mRNA を遺伝子発現アレイ
（アジレント社）で網羅的にスクリーニ
ングし、およそ 1500 遺伝子の mRNA が
SRp20 と特異的な結合を有することを
明らかにした。 
 
SRp20 が制御する細胞機能の推定 
1500 程度の遺伝子が SRp20 により制御
されるため、バイオインフォマティック
ス手法で関与する細胞機能の推定を試み
た。細胞周期、とくに G1/S 移行期の調
節に極めて有意に関わると示された。 
 
SRp20 の機能抑制で生じる異常スプラ
イシングバリアントの同定 
siRNA により SRp20 の機能をノックダ
ウンし、約 100 万プローブが搭載されて
いるエキソンアレイ（アフィメトリック
ス社）で転写産物を包括的にスクリーニ
ングした。125 種類の異常スプライシン
グバリアントを検出しており、RT-PCR
法による検証を加え、解析候補の同定を
進めている。細胞周期調節転写因子
（E2F1 と E2F7）と p53 に働くキナー
ゼ（HIPK2）の異常スプライシングバリ
アントを同定しているが、これらは既知
のデータベースに登録されていない新規
の転写産物であった。 
 
SRp20 による G1/S 移行期の調節 
SRp20 の発現は細胞周期依存性に変化
し、とくに S 期から G2/M 期にかけて上
昇することを確認している。E2F1 と
E2F7 の異常スプライシングバリアント
が生じた細胞を用いて、FACscan で細胞
周期を解析すると、G1/S 移行期での停止
が認められ、バイインフォマティックス



手法での推定と合致していた。E2F1 と
E2F7 の異常スプライシングバリアント
のみをノックダウンする siRNA を設計
し、これらの生成抑制に伴う細胞周期を
観察すると、G1/S 移行期での停止が認め
られた。 
 
SRp20によるp53依存性なアポトーシス
の調節 
SRp20 の機能を抑制すると、p53 に働く
キナーゼ（HIPK2）の異常スプライシン
グバリアントが増加し、p53 リン酸化
（Ser46）が抑制されることを確認して
いる。この部位の p53 リン酸化はアポト
ーシスシグナルに影響することが知られ
ている。SRp20 の機能を抑制した細胞で
は、FACscan と TUNNEL 法によりアポ
トーシスの促進が認められ、p53 依存性
なアポトーシス誘導が確認された。
HIPK2 異常スプライシングバリアント
の生成抑制により、Caspase3 などのアポ
トーシス関連遺伝子の変動を検討した結
果、異常スプライシングバリアントが調
節する特異的なアポトーシスシグナルを
見出した。 
 
酸化ストレスに応答した SRp20 自身の
異常スプライシングバリアント 
申請者は酸化ストレスに応答した Tra2
β(SFRS10)の制御不全を見出している。
SRp20 も外的環境に応じて変化するこ
とが予測されるため、酸化ストレスに応
答した SRp20 の変化を観察した。興味深
いことに、酸化ストレスに応答して
SRp20 自身の異常スプライシングバリ
アントが生成されてくることを見出した。
この異常スプライシングバリアントは、
SRp20（20 kDa）の C 末端を部分的に欠
損した短いタンパク質（14 kDa）で、実
際に細胞で機能を示すのか全く不明であ
った。そのため FLAG タグ標識した
SRp20 異常スプライシングバリアント
を構築し、細胞内局在を共焦点顕微鏡で
観察した。SRp20 は核内に局在している
のに対して、異常スプライシングバリア
ントは細胞質内で小顆粒を形成し局在が
異なっていた。 
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