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研究成果の概要（和文）：Wilms’ tumor 1-associating protein (WTAP) は、マウス初期発生および細胞周期のG2/M
移行に必須のスプライシング因子であるが、そのターゲットRNAはあまり明らかになっていない。WTAP複合体によるオ
ルタナティブスプライシングのターゲットRNAを同定する目的で、WTAPをノックダウンした細胞を用いたRNAseqを行い
、スプライシングの変化を調べた。その結果、WTAPがヒストンH4K20のメチル化酵素であるSUV420H2およびSUV420H1の
オルタナティブスプライシングを制御し、H4K20のメチル化レベルの調節に関与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Wilms’ tumor 1-associating protein (WTAP) is a putative splicing regulator which 
is required for mouse early embryo development and cell cycle progression. We previously isolated the 
proteins which interact with WTAP, including VIRILIZER, CBLL1, KIAA0853, RBM15, BCLAF1, THRAP3 and 
general splicing regulators.To identify the alternative RNA splicing regulated by WTAP protein complex, 
we performed high-throughput mRNA sequencing using WTAP knockdown cells. Interestingly, WTAP regulates 
alternative splicing of histone H4 Lys 20 methyltransferases SUV420H1 and SUV420H2 by promoting a 
production of the truncated isoforms, leading to a change in the global H4K20 methylation level.

研究分野： RNAスプライシング

キーワード： RNAスプライシング　WTAP　細胞周期　SUV420H2
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１．研究開始当初の背景 
(1) オルタナティブスプライシングによる遺
伝子発現調節  
 オルタナティブスプライシングは同一の
遺伝子から複数の mRNA を産生し、タンパ
ク質の多様性をもたらす重要な機構である。
ほとんど全てのヒト遺伝子がオルタナティ
ブスプライシングを受けており、正確なスプ
ライシングパターンとその調節の破たんが
様々な疾患や発生異常と関連していること
が報告されている。オルタナティブスプライ
シングによる遺伝子発現の調節についての
概念は主にショウジョウバエの性決定にお
ける研究により明らかになった。ショウジョ
ウ バ エ で は メ ス に の み 機 能 的 な Sex 
Lethal(SXL)タンパク質が発現しており、
SXL タンパク質は性決定、分化に重要な遺伝
子である Sxl 自身, transformer, ヒストン
H4K16 アセチル化酵素 msl-2 などのオルタ
ナティブスプライシングを介して、機能的
（全長）タンパク質の発現を制御することで、
性決定、性分化、オス X 染色体の遺伝子量補
償を調節している。ショウジョウバエの遺伝
的な解析から Sxl と協調して働く遺伝子とし
て、snf, vir, fl(2)d 遺伝子が同定されている。 
  
(2) スプライシングファクターWTAP の機能  
 Wilms ’  tumor1-associateing protein 
(WTAP)は、ショウジョウバエ fl(2)d のホモ
ログであり、Wilms’ tumor-1 や GATA2 な
どの zinc finger タンパク質に結合する因子
として報告されている 。また、WTAP は核
内で核質、核スペックルに局在しており、ス
プライセオソームの構成因子としても同定
されていることから、進化的に保存されたス
プライシングにける制御機能があると考え
られる。 
 我々はこれまで、ノックアウトマウスの解
析および RNAi による解析から、WTAP ノッ
クアウトマウスは胎生致死であり、WTAP が
cyclin A2 mRNA の安定性に関与し、細胞周
期の G2/M 移行に必須であることを見出し
た 。平滑筋細胞では逆に WTAP が増殖を阻
害しているという報告がある一方、近年膠芽
腫および胆管癌で WTAP が高発現している
ことが報告されており、WTAP が細胞増殖に
おいて細胞種特異的な作用をしていると考
えられた。 
 
(3) WTAP に結合するタンパク質 
 我々は WTAP の細胞内ので挙動を明らかに
する目的で、WTAP に対する特異的抗体を作
成し、免疫沈降物のショットガンプロテオミ
クスにより新規 WTAP 複合体タンパク質を
同定した。WTAP の複合体として同定したタ
ンパク質は、その多くがスプライシング、ポ
リアデニル化、核外輸送などの RNA プロセ
ッシングに関わるタンパク質であり、そのう
ち virilizer ホモログ、zinc finger protein 
KIAA0853、Hakai、RBM15、BCLAF1、

THRAP3 は WTAP 複合体の主要な構成因子
であることがわかった。これらの構成因子は
WTAP と同様、いずれも核内で核質と核スペ
ックルに局在し、そのうち SR-like proteins
の BCLAF1/THRAP3 をノックダウンすると、
WTAP の核スペックルへの局在が減少する
ことが分かった。 SR-like protein である
BCLAF1/THRAP3はWTAPへの核スペック
ルへの局在化を促進し、複合体形成に作用し
ていると考えられた。 
 
(4)WTAP 複合体のオルタナティブスプライ
シングにおける役割 
 複合体としての生理機能を見るために、
siRNA を用いて細胞周期の解析を行ったと
ころ、主要な構成因子それぞれをノックダウ
ンすると、WTAP のノックダウンと同様、顕
著に細胞増殖が抑制され G2 期の割合が増え、
WTAP が複合体として細胞周期を制御して
いると考えられた。siRNA を用いた解析の過
程で、WTAP 複合体の構成因子をノックダウ
ンすると WTAP 自身の発現量が増えること
がわかった。WTAP は full length と、intron6
がスプライシングされずに stop コドンを持
つ truncated isoform の２つのアイソフォー
ム (‘bleeding exon’)を持ち、WTAP 複合体の
構成因子をノックダウンすると、WTAP のオ
ルタナティブスプライシングが変わること
により(Full lentghが増える)タンパク質の発
現量が増えることがわかった。以上から、
WTAP 複合体が、細胞周期およびオルタナテ
ィブスプライシング（WTAP 自身のオルタナ
ティブスプライシング）に作用していること
がわかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、WTAP 複合体のターゲット遺
伝子の同定およびその調節機構を明らかに
し、WTAP 複合体によるオルタナティブスプ
ライシングとその生物学的意義を解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)WTAP 複合体が制御する標的 RNA の同定 
 WTAP および複合体構成タンパク質である
Virilizer をノックダウンした細胞(ヒト臍
帯静脈内皮細胞、HUVEC)を用いて RNAseq を
行い、スプライシングバリアントの発現プロ
ファイルから、オルタナティブスプライシン
グのターゲット RNA を同定する。 
 
(2) Truncaed protein の機能解析 
 ヒト遺伝子のうち 95％がオルタナティブス
プライシングをうけるが、スプライシングバ
リアントの機能については一部の遺伝子を
除いて未解明なものが多い。スプライシング
バリアントの機能としては、全長タンパクと
同様の機能、機能の欠失、逆にドミナントネ
ガティブの作用を持つなどが考えられる。ま
た、タンパク質に翻訳されないものは RNA と



しての未知の機能が考えられ、RNA 分解の対
象となるスプライシングバリアントを持つ
遺伝子についてはオルタナティブスプライ
シングによる発現量の調節を受けているこ
とになる。WTAP 複合体のターゲット遺伝子の
スプライシングバリアントについて、タンパ
ク質またはRNAの発現および機能を解析する。 
 
(3) WTAP複合体によるオルタナティブスプラ
イシングの制御機構の解析  
標的 RNA の制御メカニズムについて定量的
PCR、RIP-PCR, minigene などの手法を用いて
解析を行う。Minigene では、オルタナティブ
スプライシングに関わる配列の mutation を
用いた解析や、 WTAP 複合体タンパク質それ
ぞれに対するsiRNAによるノックダウンや過
剰発現系での解析を行い、オルタナティブス
プライシングに必要な タンパク質複合体を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)WTAP 複合体が制御する標的 RNA の同定 
 WTAP または Virilizer を siRNA によりノッ
クダウンしたHUVECを用いて RNAseqを行い、
遺伝子発現プロファイルへの作用を調べた。 
WTAP のノックダウンにより、約 250 の遺伝子
について 5 倍以上の発現変動が見られ、GO 
term で cell cycle に関係するものが最も
enrichされており、以前報告したmicroarray
のデータと合致していた。また、MapSplice 
software を用いてスプライシングジャンク
ションを含む read を抽出してスプライシン
グバリアントの発現量およびスプライス部
位の違いを調べた結果、コントロールの細胞
で 60%以上のエクソンスキップがみられ、か
つ WTAP のノックダウンによりエクソンスキ
ップが 1.5 倍以下になるもの、また、コント
ロールの細胞では 40%以下のエクソンスキッ
プであるが、WTAP のノックダウンにより 1.5
倍以上になるもの、それぞれ、34 events と
14 events を同定した。このうち 8event に
ついてのオルタナティブスプライシングに
ついて、RT-PCR により確認した。（例、下図） 
 
 

 
 
 

 WTAP のターゲット RNA のうち、SUV420H2
はヒストンH4K20のメチルトランスフェラー
ゼであり、H4K20me1 から me2、me3 へのメチ
ル化を触媒する。また、MSL1 は MOF ヒストン
アセチルトランスフェラーゼ複合体の構成
因子であり、ヒストン H4K16 のアセチル化に
働く。 
 SUV420H2 のオルタナティブエクソンであ
る Exon3 の inclusion は、コントロールの細
胞では 13%程度てあるのに対して、WTAP をノ
ックダウンすると 25%に上昇することがわか
った。Exon 3 の skip は frame shift により
truncated のタンパク質になるため、機能を
持たない。 
 また、MSL1 に関しては、RNAseq のデータ
より、intron 3 のオルタナティブポリアデニ
ル化によりさらにもう一つのアイソフォー
ムがある(‘bleeding exon’)ことがわかっ
たが、WTAP のノックダウンにより、Exon 4
を含むアイソフォームの割合が 25%から 42%
に上昇することがわかった。 
 
(2) Truncaed protein の機能解析 
ヒストン H4K20 のメチル化酵素は SUV420H1
および SUV420H2 がある。WTAP のノックダウ
ンによる SUV420H2 のオルタナティブスプラ
イシングを介した発現上昇がヒストン H4K20
のメチル化にどの程度寄与しているのかを
調べるために、まず SUV420H1 の発現量を
RNAseq のデータから確認した。興味深いこと
に、SUV420H1 も‘bleeding exon’ を持ち、
その発現はWTAPのノックダウンにより減少( 
full length は上昇）していることを見出し
た。そこで、ヒストン H4K20 のメチル化のレ
ベルを Western blot により調べると、WTAP
のノックダウンにより、ヒストン H4K20me1
のレベルが顕著に減少していることが明ら
かになった。WTAP のノックダウンによりヒス
トン H4K20me2, me3 の顕著な上昇は見られな
かったものの、H4K20me1 のメチル化の促進に
より、H4K30me1 レベルが減少したと考えられ
た。（下図） 

 
 



(3) WTAP複合体によるオルタナティブスプラ
イシングの制御機構の解析  
 WTAP によるオルタナティブスプライシング
調節機構を明らかにするために、SUV420H2 の
minigene を用いた解析を行った。オルタナテ
ィブエクソンである Exon 3 を含む、Exon2 か
ら Eson4 のゲノム配列を持つ minigene を作
成し、HUVEC にトランスフェクションし、
minigene 特異的な配列を持つプライマーを
用いた RT−PCR により、minigene からのスプ
ライシングを調べた。その結果、WTAP のノッ
クダウンにより、exon 3 の inclusion が増え
ることが見られ、minigene においても、内因
性の SUV420H2 と同様の結果を得られること
を確認した。そこで、スプライシングに関与
する配列を同定するために、 exon 3 および
上 流 の イ ン ト ロ ン 配 列 (intron 2) を
constitutive exon である exon 8 とその上流
(intron 7)に置き換えた minigene を用いて、
WTAP のノックダウンによる効果を調べた。そ
の結果、intron 2 を intron 7 に置き換える
と、WTAP のノックダウンによる exon 3 
inclusion の増加がなくなることから、WTAP
はSUV420H2のオルタナティブエクソンの3’
スプライス部位認識を阻害することにより
制御していると考えられた。（下図） 
 

 
 
(4) 考察 
 本研究では、RNAseq 解析により、WTAP のオ
ルタナティブスプライシングターゲット RNA
を同定した。WTAP のターゲット RNA にはヒス
トン修飾酵素である SUV420H2, SUV420H1, 
MSL1 が含まれることがわかり、いずれの場合
も、WTAP がオルタナティブスプライシングに
よる truncted isoform の発現を促進してい
ることがわかった。SUV420H1および SUV420H2
の基質であるヒストン H4K20me1 は、WTAP の
ノ ッ クダウ ン により 減 少して お り 、
SUV420H1,SUV420H2 の full length の発現の
上昇と一致していた。 
 Minigene を用いた解析により、WTAP が

SUV420H2のオルタナティブエクソンの3’ス
プライス部位の認識を阻害していることが
考えられ、このことは、ショウジョウバエで
のSXLによるスプライシング調節機構と類似
している可能性があり、結合配列の同定等、
さらなる解析が必要である。さらに、ショウ
ジョウバエのSXLのターゲット遺伝子にもヒ
ストンアセチルトランスフェラーゼの msl-2
が含まれることから、 ヒストン修飾酵素 の
発現に関して、WTAP によるオルタナティブス
プライシングを介した保存された調節機構
が考えらる。 
我々は、WTAP の複合体解析から、上述した

主要な複合体構成因子の他に、N6-adenosine
の メ チ ル 化 (m6A) 酵 素 で あ る Mettl3, 
Mettl14 複合体を同定している。m6A 修飾は、
40 年以上前に発見された mRNA の内部修飾
で最も多く見られる修飾であるが、その生理
的機能は近年までわかっていなかった。近年
m6A 修飾が mRNA の安定性、オルタナティ
ブスプライシングに関わることが報告され
てきており、m6A 修飾が WTAP によるオル
タナティブスプライシング(または安定性)制
御に関与している可能性がある。今後、
WTAP による RNA 修飾とオルタナティブス
プライシングの関連について明らかになる
ことが期待される。 
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