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研究成果の概要（和文）：NXF-1とCRM1は真核生物に共通するmRNAとsnRNAの核外輸送受容体である。Y14を含む
EJCはスプライシング後のエキソン連結部に結合し、さまざまなmRNA代謝経路に関与している。線虫C. elegans
においてY14を阻害した場合、CRM1及びNXF-1類似因子であるNXF-2依存的にスプライシング未完了RNAが細胞質に
漏出する。タグ付きのNXF-2を発現する線虫及び培養細胞を解析した結果、NXF-2が核外輸送因子NXT-1と相互作
用するとともに、翻訳開始因子eIF4Eとも相互作用し、結合するmRNAの翻訳を活性化する機能をもつことが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：NXF-1 and CRM1 are well conserved among eukaryotes and act as nuclear export
 receptors for mRNAs and snRNAs, respectively. EJC is a complex formed just upstream of exon-exon 
junctions after pre-mRNA splicing and has various functions in RNA metabolism. Depletion of Y14, a 
core component of EJC, in the Nematode C. elegans, results in the cytoplasmic leakage of unspliced 
RNAs, which depends on CRM1 and NXF-2, an NXF-1-like protein. Analysis of C. elegans and cultured 
cells expressing epitope-tagged NXF-2 showed that NXF-2 interacts with both NXT-1, a nuclear export 
factor, and eIF4E, a translation initiation factor, and functions as a translation activator when 
tethered on mRNA.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多数のイントロンを含む高等真核生物の

遺伝子において、転写後に全てのイントロン

がスプライシングによって除去され、成熟し

た mRNA のみが核から細胞質に輸送されるこ

とは、ゲノム情報の正常発現を保証する上で

きわめて重要である。もし、一部でもイント

ロンをもったスプライシング未完了RNAが細

胞質に輸送されれば、多くの場合正常なタン

パク質は合成されず、生物にとって非常に有

害な状況を生じることになる。このような状

況が生じないように、スプライシング未完了

RNA を核内に繋留し、スプライシングを完了

した mRNA のみを選択的に核外輸送する細胞

内システムが存在している。しかしながら、

この細胞システムの分子機構については長

い間不明のままであった。このシステムを説

明する機構として、スプライシング依存的に

RNA に核外輸送因子が結合することが近年提

唱されているが（Kelly & Corbett, Traffic, 

2009）、このモデルでは一部のイントロンの

みが除去されたスプライシング未完了RNAも

核外輸送されることになり、細胞質にスプラ

イシング未完了RNAがほとんど存在しないと

いう実際の現象を完全には説明できない。 

 研究代表者は、線虫 C. elegans において

エキソン連結部複合体（Exon Junction 

Complex, EJC）の中核因子である Y14 タンパ

ク質を阻害すると、ほとんどの遺伝子におい

てイントロンを含むスプライシング未完了

RNA が細胞質に漏出することを発見した。従

来、個々のイントロンのスプライシング終了

後にエキソン結合部の上流にEJCが形成され、

核外輸送因子をリクルートすることが知ら

れていたが、この発見は、EJC 中核因子が EJC

前駆体（pre-EJC）としてスプライシング複

合体に直接相互作用し、スプライシング未完

了RNAを核内に繋留するという全く新しい機

能をもつことを示している（Shiimori et al., 

Mol. Cell. Biol. 2013）。この新機能に基づ

けば、スプライシング途上のイントロンがひ

とつでも RNA 上に存在した場合、核内で EJC

中核因子によってスプライシング未完了 RNA

として認識・繋留されることになり、長い間

不明であった「なぜ成熟 mRNA のみが選択的

に核外輸送されるのかという問題」をうまく

説明できる（図 1）。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者は、これまでの研究から、3 種

類の EJC 中核因子（Y14, MAG-1, eIF4AIII）

が pre-EJC としてスプライシング未完了 RNA

の核内繋留に必要であることを明らかにし

ている。また、EJC 中核因子が相互作用する

スプライシング複合体因子として、U2 snRNP

構成タンパク質 SF3b やイントロン結合タン

パク質 IBP160 など数種類を明らかにしてい

る。さらに、線虫において SF3b を阻害する

と、Y14 を阻害した時と同様に、スプライシ

ング未完了 RNA の核外漏出が起きる。この事

実は、哺乳類細胞や分裂酵母において SF3b

を阻害するとスプライシング未完了RNAが核

外漏出するという報告（Kaida et al., Nat. 

Chem. Biol. 2007; Kotake et al., Nat. Chem. 

Biol. 2007; Lo et al., BBRC 2007）と一致

する。これらの知見を踏まえると、EJC 中核

因子を中心とするpre-EJCがスプライシング

複合体中の特定の因子と相互作用している

状態が、スプライシング未完了状態として細

胞に認識されて核内に繋留されていると考

えられる。また、研究代表者は、Y14 を阻害

した場合のスプライシング未完了RNAの細胞

質への漏出は、CRM1 と NXF-2 の機能に依存し



ていることも明らかにしている。CRM1 は

snRNA の核外輸送受容体であるが、NXF-2 は

mRNA核外輸送受容体であるNXF-1と類似して

いるが機能未知の因子である。 

 そこで本研究では、pre-EJC の形成を阻害

した場合にスプライシング未完了RNAの細胞

質漏出を引き起こすNXF-2の機能の詳細を明

らかにするとともに、この現象が線虫固有の

ものであるのか、それとも進化的に保存され

たものであるのかを明らかにすることを目

的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) トランスジェニック線虫を用いた細胞

内動態及び相互作用の解析 

 mRNAの核外輸送受容体であるNXF-1とその

補助因子 NXT-1、また Y14 阻害時のスプライ

シング未完了 RNA の細胞質漏出に関与する

CRM1 及び NXF-2 について、エピトープタグ付

きで発現するトランスジェニック線虫を作

製し、免疫染色法によって細胞内動態を解析

するとともに、免疫沈降法によってそれぞれ

の相互作用を解析する。 

(2) 培養細胞を用いた NXF-2 の機能解析 

 機能未知であるNXF-2を哺乳類培養細胞に

おいて発現させ、どのような細胞内動態を示

すかを解析するともに、NXF-2 を人工的に

mRNAに繋留させた場合のRNA安定性や翻訳に

対する効果を解析する。 

(3) 培養細胞における Y14 阻害効果の解析 

 哺乳類培養細胞において Y14 を RNAi 法を

用いて阻害し、スプライシングにどのような

影響を与えるかについてマイクロアレイ法

を用いて網羅的に解析する。 

 
４．研究成果 

(1) 線虫においても哺乳類と同様に、通常の

状態では NXF-1 が mRNA の核外輸送受容体で

あり、CRM1 が snRNA の核外輸送受容体である

ことが明らかになった。核外輸送受容体

NXF-1 が核内に大部分が局在する一方で、核

膜孔複合体との相互作用ドメインを持たな

い NXF-2 は核に局在するとともに、細胞質に

おいて顆粒状の構造体を形成し、NXT-1 もこ

の顆粒状構造に共局在することを明らかに

した。また、NXF-2 と NXT-1 が相互作用する

ことを免疫沈降実験によって明らかにした。

NXF-2を哺乳類培養細胞であるHeLa細胞で発

現させたところ、線虫と同様に細胞質に顆粒

状構造体を形成し、この構造体には翻訳開始

因子eIF4Eが共局在することが明らかになっ

た（図 2）。こ

れらの結果は

NXF-2 が RNA

の核外輸送に

何らかの役割

をもつことや核外輸送後の翻訳制御に関与

することを示唆している。そこで、HeLa 細胞

において NXF-2 を人工的に mRNA に繋留させ

るレポーターを用いた発現解析を行ったと

ころ、NXF-2 が RNA の安定性には影響を与え

ることなく、翻訳を強く促進する活性を持つ

ことが明らかになった（図 3）。以上のことか

ら、NXF-2 が特定の mRNA を核外輸送し、輸送

後のmRNA

の翻訳制

御に積極

的に関与

すること

が示唆された。 

(2) EJC 中核因子である Y14 の機能が進化的

に保存されているかどうかの検討を行った。

哺乳類培養細胞であるHeLa細胞においてY14

を阻害した場合のRNAを網羅的に配列解析し

た結果、細胞周期の進行に関係する遺伝子群

に存在する比較的短いイントロンのスプラ

イシングが未完了となることが明らかにな

っ た （ Fukumura et al., International 

Journal of Molecular Sciences 2016）。し

かし、これらのスプライシング未完了 RNA が

核外漏出しているかどうかについては解析



できなかった。このような短いイントロンを

含むレポーターRNA に Y14 などの EJC 中核因

子を人為的に結合させる実験から、EJC 中核

因子が効率的なスプライシングに必要であ

ることが確認できた。以上のことから、EJC

中核因子がスプライシングに積極的に関与

すると言う点で、線虫とヒトにおいて機能的

に保存されていることが示唆された。 
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