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研究成果の概要（和文）：hnRNP Cの4量体の発現低下した細胞中では、U snRNA輸送因子が結合してしまったよ
うな異常mRNAの核外輸送が停止されることが分かっている。このようなmRNA複合体の異常を感知して発現を止め
る新規核内mRNA監視機構を明らかにする。4量体の活性と拮抗するPHAXに着目して解析したところ、U snRNAの核
外輸送因子というかなり特殊な機能を持つと思われていたPHAXの発現低下が、ゲノムの不安定化を引き起こすこ
とが明らかになった。この原因として、DNA損傷応答に重要なヒストンH2AXの発現が低下していることが分か
り、PHAXのDNA損傷応答における重要性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is known that mRNAs, aberrantly bound by U snRNA export factors due to 
low expression of hnRNP C, are not exported to the cytoplasm. We are interested in studying such a 
novel mechanism that monitors the integrity of nuclear mRNPs. Here we show that knock-down of PHAX, 
which has an antagonizing activity against hnRNP C, induced genome instability. We further show that
 PHAX somehow controls the expression of histone H2AX, which is a key player for DNA lesion 
responses.

研究分野： 分子生物学
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図１．polⅡ転写産物のソーティング仮説 

１．研究開始当初の背景 
真核生物では、ほとんどの RNA は核の中

で合成されるが、その後の行き先は RNA 毎
に決まっている。多くの RNA は核から細胞
質へと輸送されるが、そのような RNA の主
要なものとしては、リボソームRNA (rRNA)、
tRNA、ウリジンに富む核内低分子 RNA（U 
snRNA）、mRNA、マイクロ RNA（miRNA）
前駆体などがあげられる。これらの RNA は、
それぞれの RNA 種に固有の輸送因子群が核
内で結合した後、細胞質へと輸送される。核
内でそれぞれの RNA に結合する因子群は、
核外輸送を司るだけでなく、核外輸送後のそ
れぞれの RNA の運命（局在化、翻訳、安定
性など）をも規定することが明らかになって
きた。 
 
 このことは、それぞれの RNA の種類が既
に核の中で識別されていることを意味する。
しかし、それぞれの RNA の種類のいかなる
特徴が核内で識別されているのか、その識別
を行う因子は何か、という点に関しては未知
な部分が多かった。我々は特に mRNA に焦
点を絞り、mRNA がもつ様々な特徴を、低分
子 RNA である U snRNA に移植したキメラ
RNA を作製し、その RNA の核外輸送を調べ
ることで、mRNA を mRNA として識別させ
ている特徴を探索してきた。 
 
 そのような mRNA を識別する特徴のひと
つとして｢RNA の長さ｣を同定した（Mol. 
Cell, 2001; Genes Dev., 2004）。すなわち、
強い高次構造を取らない様々な外来配列の
挿入により長くされた U snRNA は mRNA
の機構で輸送され、逆に、欠失により短鎖化
されたイントロンレス mRNA は U snRNA
の機構で核外へ輸送されたのである。その際、
U snRNA の 輸 送 因 子 で あ る PHAX
（phosphorylated adaptor for RNA export）
は短い RNA には結合していたが長い RNA
には結合しておらず、長さに応じて RNA に
結合する輸送因子が切り替わっていること
が分かった。その切り替わりの長さの境目は
約 200～300 塩基長であった。このことは、
細胞には RNA の長さを測り輸送経路を決定
する機構が存在することを意味していたが、
その分子機構については長い間謎であった。 
 
 我々は、様々な生化学的実験の結果、長い
RNA と U snRNA 輸送因子 PHAX の結合を
特異的に阻害する活性を、HeLa 細胞の核抽
出液中に見いだした。この活性の責任因子は、
RNAの長さを認識し長いRNA上からPHAX
を取り除いている可能性が考えられた。我々
はこの阻害活性を核抽出液から生化学的に
精製し、責任因子として hnRNP C1/C2 のヘ
テロ４量体（以下、４量体）を同定した。大
腸菌で産生した４量体は、試験管内で 200～
300 塩基長以上の長さの RNA と特異的に結
合し、その RNA から PHAX を解離させた。

さらにHeLa細胞におけるノックダウン実験
などから、細胞内でもこの４量体が PHAX と
mRNA との結合を防いでおり、そうすること
で mRNA 上に適正な輸送複合体が形成され
mRNA 核外輸送が滞りなく行われるように
管理していることを示す結果が得られた。 
 
これらの結果にもとづき、細胞が RNA を

長さに応じて分類する分子機構について、つ
ぎのようなモデルを提唱した（図１）。polⅡ
による転写開始の直後、染色体 DNA から新
生 RNA の 5’末端が現われはじめると、そこ
にキャップ構造が付加されさらにキャップ
構造結合タンパク質複合体が結合する。この
短い RNA が合成された時点ではこの RNA
が将来どの程度まで長くなるのか、つまり、
mRNAになるのかU snRNAになるのかはわ
からない。転写がさらに進み新生 RNA の長
さが 200～300 塩基長より長くなると、４量
体が少なくともひとつ安定に結合できるよ
うになり、そのような転写産物は mRNA 前
駆体であると分類され同時に U snRNA の輸
送タンパク質である PHAX の結合が阻害さ
れる。逆に、RNA の長さが 200～300 塩基長
より短いまま転写が終了した場合、４量体は
安定に結合できず、そのような転写産物は U 
snRNA 前駆体であると分類され PHAX をは
じめとした U snRNA の輸送タンパク質が
RNA に呼び込まれる（Science, 2012）。 
 

以上の結果は、多くの新しい疑問を提示す
ることにもなった。polⅡの転写産物がソーテ
ィングされるメカニズムの全容を理解する
ことを目指し、それらの新しい疑問の数々に
挑む。 
 
２．研究の目的 
 hnRNP C の４量体がどのようにして 200
～300 塩基長を認識できるのかを構造生物学
の手法で明らかにする。また、４量体は核内
で RNA から解離して輸送因子などと置き換
わると考えられるので、その解離・置換のダ
イナミックなメカニズムを明らかにする。ま
た、４量体をノックダウンした細胞中では、
U snRNA輸送因子がmRNAに結合してしま



うという異常な事態が起こり、このような異
常 mRNA の核外輸送が停止されることが分
かっている。このような mRNA 複合体の異
常を感知して発現を止める新規核内 mRNA
監視機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
polⅡの転写産物がソーティングされるメ

カニズムの全容を理解するために以下のよ
うな複数の視点から接近する。 
 
１．hnRNP C の４量体がどのようにして
200-300 塩基長を認識できるのかを構造生物
学的手法で明らかにする。 
 
２．４量体は核内で RNA から解離して輸送因
子などと置き換わると考えられるので、その
解離・置換のダイナミックなメカニズムを明
らかにする。 
 
３．４量体をノックダウンした細胞中では、
U snRNA 輸送因子が mRNAに結合してしまうと
いう異常な事態が起こり、このような異常
mRNA の核外輸送が停止されることが分かっ
ている。このような mRNA 複合体の異常を感
知して発現を止める新規核内 mRNA 監視機構
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
１．hnRNP C の４量体が 200～300 塩基長を認
識する様式を構造生物学的手法で明らかに
する。hnRNP C のどのドメインが RNA の長さ
を認識しているのかの情報がタンパク質の
結晶化を高効率化するためには重要である。
hnRNP C は RNA 結合を担う RRM と BASIC の 2
つのドメインと、多量体形成に必要な ZIPPER
や ACIDIC ドメインを持つ。hnRNP C の変異体
解析により、RNA 分類には BASIC ドメインと
ZIPPER ドメインが必要であることがわかっ
た。BASICドメインは阻害活性におけるhnRNP 
C の RNA 結合に大きく寄与し、ZIPPER ドメイ
ンは RNA 結合活性を強化する。また、ZIPPER
ドメインはRNAの長さの分類に寄与すること
が示唆された。この結果は論文投稿する準備
中である。タンパク質の結晶化は本研究期間
中には果たせなかったが、最小必須ドメイン
の情報が分かったので、今後引き続き取り組
んでいきたい。 
 
２．４量体の核内での解離・置換のダイナミ
ックなメカニズムを明らかにする。HeLa 細胞
核抽出液中に、４量体を RNA から解離させる
ATP 加水分解依存的な活性が存在することが
分かっている。責任因子の生化学的精製・同
定のためには試験管内の系を高効率化する
ことが必須である。本研究期間中に様々な系
を試したが、十分な高効率化を実現するには
至らなかった。 
 
３．４量体をノックダウンした細胞中では、

U snRNA 輸送因子が結合してしまったような
異常 mRNA の核外輸送が停止されることが分
かっている。このような mRNA 複合体の異常
を感知して発現を止める新規核内 mRNA 監視
機構を明らかにする。 
 
H27 年度までは 4 量体を中心に研究してい

たが、H28 年度に 4 量体の活性と拮抗する
PHAX のノックダウンの表現型を解析したと
ころ、U snRNA の核外輸送因子というかなり
特殊な機能を持つと思われていた PHAX の発
現低下が、グローバルな転写の低下やゲノム
の不安定化を引き起こすことが示唆され、
PHAX 側からのアプローチの重要性が明らか
になった。 
 
そこで最終年度である H29 年度は、PHAX の

ノックダウンの表現型を中心に解析した。U 
snRNA の核外輸送因子という特殊な機能を持
つと思われていた PHAX の発現低下が、ゲノ
ムの不安定化を引き起こすことが明らかに
なった。この原因として、DNA 損傷応答に重
要なヒストン H2AX の発現が低下しているこ
とが分かり、PHAX の H2AX の発現における重
要性が明らかになった。この結果は論文投稿
する準備中であり、高インパクトの成果とな
ることが期待される。 
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