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研究成果の概要（和文）：RNA結合因子のY14は、EJCと呼ばれる複合体の一員で、mRNAの分解や輸送に必要な因子と考
えられてきた。しかし、同時に細胞分裂装置である中心体へ局在し染色体の正確な分配にも関与することが明らかにな
ってきた。EJC構成因子全てが複合体を形成して中心体へ局在するのか、それとも一部が移動するのか、あるいはmRNA
を伴って局在するのか否かといった詳細については未だに明らかにされていない。また、Y14はリン酸化制御を受ける
ことが報告されてきたが、具体的に細胞内で修飾される部位や、リン酸化の生物学的な意義は明らかにされてきていな
い。以上の点について培養細胞を用いた解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Y14-Magohcomplex is a component of the exon junction complex (EJC) required for 
mRNA metabolism. However, the detailed status and mechanism of the phosphorylation of Y14 is poorly 
understood. We analyzed in detail Y14 phosphorylation in human cells. Phos-tag gels revealed that the 
majority of endogenous Y14 was phosphorylated throughout the cell-cycle progression. Nuclear and 
cytoplasmic Y14 and Y14 in the EJC was also found to be mostly phosphorylated. We also screened the 
phosphorylated serine by mutational analysis using Phos-tag gels to reveal modifications of serine 
residues 166 and 168. A single substitution at position 168 that concomitantly abolished the 
phosphorylation of serine 166 suggested the priority of kinase reaction between these sites. Furthermore, 
analysis of the role of the binding protein Magoh in Y14 phosphorylation revealed its inhibitory effect 
in vitro and in vivo.

研究分野： 細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 

ヒト第１番染色体 1p32.3 領域の欠失は重
篤な精神遅滞と脳の発達低下を引き起こす
ことが知られてきた (Multaniho et al., 
2008 など)。この領域には RNA 結合タンパク
質として報告されていた Magoh 遺伝子が、他
の約 30 遺伝子と共にマップされており脳の
発達への関与が推測されてきた。2010 年に
Silver らはマウス小頭症の原因遺伝子のひ
とつとして Magoh を同定し、その発現低下や
変異が小頭症を引き起こすことを報告した。
Magoh変異体では神経幹細胞から中間神経前
駆細胞の増殖に異常をきたし、組織全体が縮
小した像が認められる。このため、Magoh が
遺伝子の発現を調節して細胞を増殖させる
と考えられてきた。マウスでは、Magoh が滑
脳症原因遺伝子 LIS1 を発現させて、２次的
に細胞増殖を進めるモデルが提唱されてき
た。一方で Magoh は別の RNA 結合タンパク質
Y14 とヘテロ二量体を形成して mRNA に結合
する（Kataoka et al., 2000 等）。この複合
体は、 mRNA のスプライシングや輸送、分解
などに働くと考えられており、翻訳前のmRNA
上に存在することを報告してきた(研究代表
者ら, 2001 など)。 
上記で述べたような LIS1 発現調節を中心

とした神経細胞の増殖モデルでは Magoh と 
LIS1 が同一のパスウエイにあることを前提
としている。しかし、両者を欠損した病態は、
それぞれ小頭症と滑脳症であり一致しない。
このため Magoh は LIS1 を介して分裂を制御
するだけではなく、別のメカニズムで関与す
ることが予想される。 
研究代表者らは、細胞内で Magoh と Y14 が

中心体および収縮環へ局在し、中心体成熟に
かかわる可能性を独自に明らかにしてきた。
また、それぞれのノックダウンは細胞周期を
速やかに M期で停止させた。さらに、Y14 の
複数のセリンが高率にリン酸化修飾を受け
ていることを明らかにした（当時未発表）。 
 以上の実験結果より、申請者は神経幹細胞
増殖における Magoh-Y14 の機能として、中心
体成長における直接的な関与を想定するに
至った。Magoh に変異のある神経幹細胞は中
心体機能に異常を来すために、増殖・分化で
きず小頭症に至ると考えられる。 
 この仮説を証明するために、Magoh-Y14 複
合体の中心体での役割とリン酸化修飾の意
義を分子レベルで解き明かし、これまでに報
告されていない新しいM期進行機構を明らか
にすることを研究の目的とする。 
 
２． 研究の目的 

 
中心体における Magoh-Y14 の役割を解き明

かし、新しい細胞周期進行モデルを提出する
ことを目的として、以下の点について実験を
行い未知の分裂機構を明らかにする。 
(1) ヒト細胞増殖における Magoh と Y14 の役

割を明らかにするために、それぞれの因
子を細胞から除去した際に増殖や中心体
に与える効果を明らかにする。 

(2) Magoh と Y14 が結合する中心体構成因子
を明らかにする。また、様々な機能ドメ
インを欠損させた変異体を作製して発現
させ、中心体への局在や中心体因子との
相互作用に必要なドメインを確定する。 

(3) 中心体制御に必要なリン酸化部位とリン
酸化の役割を変異体発現系により明らか
にする。さらに局在に必要なリン酸化を
行うキナーゼ分子を明らかにする。 

 
３． 研究の方法 

 
 ヒト培養細胞を用いてsiRNAによるMagoh
と Y14 のノックダウン実験を行い、細胞へ
の影響を解析する。 
 細胞周期進行はBrdU法と組み合わせたフ
ローサイトメーターにより経時的に解析す
る。さらに染色体標本を作製し、Mitotic 
index および染色体安定性について解析す
る。 
 ダブルチミジンブロック法により細胞周
期を G1/S 期に集積してから細胞周期進行を
リリースさせることによって、G2/M 期進行
を特異的に解析する。 
 中心体成熟への役割を形態学的に解析す
るため、免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡
および電子顕微鏡を組み合わせて、中心体
の成熟に対するノックダウンの効果を解析
する。 
 タグ連結した Y14 遺伝子のセリン部位に
変異を導入した発現ベクターを用意する。
細胞への導入後、タンパク質がリン酸化
を受けると泳動度が極端に遅くなる
PhosTag ゲルを利用してリン酸化の検出
を行った。 
 RNAi ライブラリーを利用してキナーゼの
スクリーニングを行う。ヒトにおいては約
700 種類のキナーゼ遺伝子が同定されてい
るが、既に阻害剤実験によりファミリーが
絞り込まれているために、速やかに分子を
特定できると考えている。 

 
４．研究成果 

 
ヒト細胞増殖における Magoh と Y14 の役割

を明らかにするために、それぞれの因子を細
胞から除去した際に増殖や中心体に与える効
果を明らかにすることを試みた結果、この２
つの因子は細胞の増殖に必須であり、ノック



アウトは様々な細胞においてアポトーシスを
引き起こすことを観察してきた。細胞周期の
解析から、ノックダウン細胞では M 期の集積
が起こることが明らかとなった。この結果は
Y14 が M 期の進行に必要であり、細胞周期進
行停止がアポトーシスを誘導したと考えられ
た。そこで、中心体を解析したところノック
ダウン細胞で中心体数に異常が起きているこ
とが明らかとなった。すなわち Y14 は中心体
の成熟に関わる因子であることを明らかにで
きた。さらに、Y14 の中心体への局在を免疫
染色によって解析したところ、Y14 および
Magoh は中心体へ局在していることを明らか
にできた。中心体では PLK ファミリー分子と
の近接も見いだすことができたが、直接的な
相互作用の検出には至らなかった。 
 さらに Y14 分子のリン酸化修飾について検
討を行った。リン酸化部位の変異体を多数
作製して解析を行ってきた。方法としては、
PhosTag ゲルを活用してリン酸化の検出を
行った。従来のアイソトープの取り込みを
利用した解析手法と比較しても、簡便であ
り、なおかつ修飾を受けたタンパク質の割
合をウエスタンブロットで検出できる点で
も優れた手法であった。その結果、細胞内
においては RBM8A 分子の大部分がリン酸化
修飾を受けていること、リン酸化部位は
166 および 168 番目のセリンであること、
166 のリン酸化には 168 のリン酸化が必要
であること等が明らかになった。さらに、
試験管内リン酸化系を構築し、結合因子の
Magoh がリン酸化に阻害的に働くことを明
らかにしてきた。以上の実験結果は、RBM8A
はタンパク質として合成された直後にリン
酸化修飾を受け、その後 Magoh と複合体を
形成して核内へ移行することを示唆すると
考えられる。さらに、リン酸化を受けるセ
リンをアラニンに変えた変異体を細胞内に
発現させて局在を観察したところ、中心体
への局在が観察されたことから、リン酸化
は中心体局在のシグナルとはならないこと
が示唆された。この過程で、これまで細胞
質にのみ存在すると言われてきた Upf2 が、
核内にも存在することが明らかとなった。
この結果は、EJC と、その結合因子が従来
のモデルとは異なるスキームで相互作用し
うることを示唆する。 
 リン酸化を行うキナーゼ群の同定を試み
たが、単一遺伝子のノックダウンでは同定
することができなかった。また、様々な阻
害剤による阻害実験でも、Y14 のリン酸化
を抑制することはできなかった。このため、
複数のキナーゼがお互いに補完しあいなが
ら Y14 をリン酸化していると考えられる。

今後はプロテオミクスなどを活用しながら
探索を続けたいと考えている。 
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