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研究成果の概要（和文）：　mRNAの選択的スプライシングは、ゲノムにコードされる遺伝子の数を遙かに超えた
数のタンパク質を発現させるメカニズムである。これまでに選択的スプライシングに関わる分子機構については
いまだ不明な部分が多い。本研究は、CHERPがmRNAスプライシングを制御する因子である事を見いだし機能解析
を行った。そのために、網羅的解析法を用いてCHERPにより発現の制御されている遺伝子とそのエキソンを明ら
かにした。その結果、CHERPは細胞増殖に関する遺伝子の発現や選択的mRNAスプライシングを制御していること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：    Alternative mRNA splicing is a fundamental mechanism to produce plenty 
of protein more than those encoded in its genome. The understanding of alternative splicing will 
make us to develop the therapy strategy for diseases based on the inadequate miss-splicing. 
　CHERP is first identified as Ca2+ signaling related protein in the endoplasmic reticulum. Then, 
CHERP is also localized in the nucleus, suggesting CHERP has another function. Here, I examined the 
CHERP regulating genes and alternative splicing. To analyze the genome wide expression change of 
each mRNA and exon, the exon array analysis was performed. To know the function of CHERP, then, GO 
term analysis was also carried out. The depletion of CHERP caused the decreased expression of cell 
cycle, mitosis, cytokinesis, meiosis, DNA repair and DNA replication GO term and increased the 
induction of apoptosis GO term, suggesting that CHERP has a role for cell proliferation and survival
 by regulating mRNA splicing. 

研究分野：応用分子細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)遺伝子発現とヒトにおける選択的スプラ
イシングの意義 
 遺伝情報は、ゲノム DNA から mRNA 前駆
体として転写された後、5’末端のキャッピン
グ、スプライシング、3’末端の poly(A)付加を
受け成熟 mRNAとなる。成熟 mRNAは核膜を
通過して細胞質に輸送され、タンパク質へと
翻訳される。加えて、ヒトを含む高等真核生
物では１つの遺伝子から異なるエキソンを組
み合わせることで複数の成熟型 mRNA を生み
出している。このメカニズムを選択的スプラ
イシングと呼び、高等真核生物において遺伝
子の数を遙かに超えるタンパク質の発現を生
み出す原動力となっている。しかし、ヒトに
おける選択的スプライシングの分子機構はい
まだ未解明の部分が多く残されている。 
 
(2)CHERP に関する国内外の研究状況 
 CHERPは、当初細胞内Caシグナリングの制御
に関わる因子と報告された (Biochem. J., 373, 
133-143, 2003)。最近、CHERPがmRNAスプライ
シングを行うスプライソソーム因子であること
や(J. Biol. Chem., 288, 355–67, 2013)、スプ
ライシングに関わる因子特有のドメインも存在
することから(J. Biol. Chem., 288, 33361 
–33375, 2013)、核内での生理機能とCa2+シグナ
リングとの関係が注目されている。 
 
(3)申請者のこれまでの研究と準備状況 
 申請者は、mRNA プロセシングに関する研究
を行ってきた（Nature, 417, 304-308, 2002, 
Genes Dev., 19, 1512-1517, 2005, Mol. Biol. 
Cell, 21, 2953-2965, 2010 等）。また、mRNA
研究で培った知見を用いて、動物細胞での有用
タンパク質生産へと展開する研究に発展させ
ている(J. Biotechnol. 153, 86-91, 2011、2011年
長瀬研究振興賞、特願 2012-165287)。他に
mRNA のスプライシング異常を観察する探索
系を構築し(Biosci. Biotechnol. Biochem., 76, 
1248-1251, 2012等)、複数のフラボノイドが調
節活性をもつことを見いだした（2012 年日本
農芸化学研究企画賞）。 
 この過程で、申請者は mRNA スプライシン
グを制御する U2AF と相互作用する因子とし
てCHERPを同定し、その機能解析を開始した。
CHERP をノックダウンすると、通常は細胞質
に局在するmRNAが核内に滞留した。さらに、
IP3R2 mRNAの選択的スプライシングパターン
が体細胞型から神経細胞型に変化した。次いで
免疫沈降と質量分析からは、CHERP が U2AF
だけでなく３’スプライス部位を決定する U2 
snRNP とも強く相互作用することを見いだし
た。またCa濃度の変化により相互作用する因
子が変化した。これら一連の解析から、CHERP
は mRNA の選択的スプライシングに関わる新
規因子であり、３’スプライス部位選択を制御
すると推測した。 
 
２．研究の目的 

 第１に、CHERP による選択的スプライシン
グ制御についてゲノムワイドに解析する。第
２に、選択的スプライシングを制御する新規
の分子基盤を解明することにより、新たな原
理を提示する。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物細胞株と細胞培養法 
 培養細胞は、56℃で 30 分間非働化した
FETAL BOVINE SERUM を 10％添加した
DMEM（High Glucose）（Wako社）を用いて
37℃、5％CO2で培養した。 
 ヒト培養細胞株として、ヒト骨肉腫由来
U2OS 細胞、ヒト子宮頚癌由来 HeLa 細胞、
ヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293 Flp-In TM 

T-Rex TM 細胞（invitrogen社）を使用した。 
 
(2) RNAiによるノックダウン 
 RNAiは Stealth RNAi siRNA (invitrogen社) 
を用いて、Lipofectamine2000 (invitrogen 社) 
により細胞導入した。導入後、48 時間 37℃
で培養した。 
本研究で用いたCHERP#1 siRNAはCHERP
遺伝子の CDS 領域、CHERP#2 siRNA は
CHERP遺伝子の 5′UTR領域を認識する。 
 
(3) ヒト培養細胞からの核タンパク質抽出法 

15cm dish 5 枚に培養したヒト培養細胞を
PBSで洗浄した後回収し、遠心後に上清を除
いた。細胞量の 2 倍量の hypotonic buffer 
（10mM HEPES / 1.5mM MgCl2 / 10mM KCl / 
0.2mM PMSF / 0.5mM DTT） で洗浄し、buffer
置換をおこない、氷上で 10 分間おくことで
細胞を膨張させた。次にホモジナイザー
（WHEATON社）を用いてホモジナイズして
遠心し、上清を細胞質抽出物として回収した。
沈殿物を半量の low salt buffer （20mM HEPES 
/ 1.5mM MgCl2 / 1.4M KCl / 0.2mM EDTA / 
25% Glycerol / 0.2mM PMSF / 0.5mM DTT） 
をゆっくりと添加し、更に 4℃で 30分撹拌し
た。 この溶液を 14000rpmで 15分間遠心し、
得られた上清を核抽出物として回収した。ま
た残りのペレットをソニケーションにかけ、
同様に遠心し、得られた上清も核抽出物に加
えた。得られた核抽出物は、dialysis buffer 
（20mM HEPES/ 100mM KCl / 0.2mM EDTA / 
20% Glycerol / 0.2mM PMSF / 0.5mM DTT） 
を用いて 4℃で 90分を 2回で撹拌し、透析を
行った。以上の操作は全て氷上または 4℃で
行った。 

 
(4) Western blotting法  
 抽出したタンパク質は 10%SDS-PAGE gel
で 電 気 泳 動 後 、 polyvinylidene difluoride 
（PVDF）メンブレン  （ ImmobilonTM-P）
（Milipore社） にセミドライ式ブロッティン
グ装置 (Bio-Rad 社) を用いてブロッティン
グした。メンブレンを 5%スキムミルク / 
0.1% Tween20 / PBS を用いて 1~2時間ブロッ
キング後、0.1% Tween20 / PBSで軽くリンス



し、0.1% / PBSで希釈した一次抗体を 4℃で
一晩反応させた。次にメンブレンを 0.1% 
Tween20 / PBS で 10 分 3 回洗浄し、0.1% 
Tween20 / PBS で希釈したHPR融合二次抗体 
を常温で 1~3時間反応させた。メンブレンを
0.1% Tween20 / PBS で 10分 3回洗浄した後、
Immobilom Western （MILLIPOLE社） を用
いて化学発光させ、LAS-4000 mini（GE 
Healthcare社）を用いて撮影した。 
 用いた抗体 α-CHERP ラビットポリクロー
ナル抗体は名古屋大学 牧 正敏教授より分
与して頂いた。 
 
(5) 培養細胞からの total RNA抽出法 
 培養細胞を回収し、Sepasol-RNA I Super G 
（ナカライテスク社） を 1ml 加え、ボルテ
ックスミキサーで 2 分間攪拌後、5 分間室温
に静置した。次に 200μl クロロホルムを加え
転倒混和し、3 分間室温で静置した。次に室
温、14000rpm、20分間遠心して、上層（水相）
700mlを収集した。等量の 2-プロパノールと
3M  NaOAcを 50μl加え、転倒混和して室温
で 10分間静置した。15000rpm 4℃で 10分間
遠心し、上清を除いた。そこへ 75%エタノー
ルを 1ml 加え、ゆっくりと撹拌し懸濁した。
15000rpm 4℃で 6分間遠心し、上清を除いた。
完全に乾燥させ、RNA 用の water に 20 倍希
釈した。その後 DNaseI処理を行い、total RNA
を抽出した。 
 
(6) リアルタイム PCR法 
 調製した total RNAを鋳型として、後述の
方法で cDNAを合成した。合成した cDNAを
テンプレートとして、Thunderbird SYBR 
qPCR Mix（TOYOBO社）を使用してリアル
タイム PCRを行った。解析は ABI Prism 7700
（Applied Biosystems社）により行った。 
 
(7) Exon array解析 

U2OS 細胞を 24 時間培養後、各因子を
siRNAでノックダウンした。ノックダウン後
48 時間で total RNA を抽出した。Nano drop
によって total RNAの濃度を測定した。次い
で、アガロースゲル電気泳動によって RNA
の状態が良いサンプルを選んだ。その後の操
作は三重大学生命科学研究支援センターの
小林裕子博士に Exon array解析を依頼した。
RNA Integrity Number（RIN値） が 8.5以上
のサンプルを選び、ラベル化、ハイブリダイ
ゼーション、スキャン、数値化をおこなって
頂いた。Exon array 解析には Sure Print G3 
Human Exon マイクロアレイキット 4×180K 
G4832A (Agilent 社) を使用した。生データ
（CEL file）を Gene Spring GX 13.0（Agilent
社）を用いて解析した。 
 
(8) RT-PCR法 
抽出した total RNAを鋳型として、Rever Tra 

Ace（TOYOBO社）を用いて逆転写 PCRを行
った。プライマーには Ramdom9（TOYOBO

社）を用いた。合成した cDNAを鋳型として、
プライマーを用いて KOD plus（TOYOBO社）
もしくは KOD FX NEO（TOYOBO社）によ
り PCRを行い、評価した。 
 
４．研究成果 
(1) CHERPの特異的なノックダウンの確認 
 はじめに CHERP が RNAi によって特異
的にノックダウンされているかを確認した。
コントロールとして EGFPをノックダウンし
た細胞を用いた。ノックダウンした HeLa 細
胞の抽出液中の CHERP を特異的な抗体を用
いてウェスタンブロットを行った（図１）。
CHERP がノックダウンされていることを確
認したことから、siRNA を使用して CHERP
の発現量を大きく減少させることができる
とわかった。 

図１CHERPの siRNAによるノックダウン 
 
(2)エキソンアレイ解析用サンプルの調整 
次に RNA-FISH によって、CHERP ノック
ダウンで mRNA の核への蓄積が見られてい
る細胞は U2OSであった。以後の解析に使用
する細胞種を統一するため、エキソンアレイ
解析では U2OS細胞を用いて行うこととした。
U2OS細胞を用いてこれらの siRNAを使用し
てノックダウンを行い、48時間後に細胞を回
収し、 total RNA 回収を行った。なお、
LC-MS/MS 法による解析で CHERP は多くの
スプライシング関連因子と相互作用してい
ることが示唆された。U2snRNP関連因子の数
が多かったことから、CHERPは mRNAスプ
ライシングの初期段階である 3’スプライス
部位の認識に関わることが考えられる。そこ
で CHERP の他にも mRNA スプライシング 
に関連するU2AF65, UAP56, URH49について
も比較対象として解析を行った。 
 Total RNAを逆転写によって cDNA化した。
その後、リアルタイム PCRを行い、ノックダ
ウン効率を調べた。その結果、10%程度まで
ノックダウンできていることが確認した。結
果として、エキソンアレイに用いた 3つの lot
はノックダウン効率が全て約 10%程度とな
っており、効率よくノックダウンできている
と考えられた。後述のエキソンアレイ解析の
結果からも、それぞれの発現量が減少してい
ることを実際に確認した。 
 次に total RNAの完全度を調べることによ
り RNAの品質評価を行った。そのために RIN 



(RNA Integrity Number) 値で評価することと
し、RIN値が 8.5以上のサンプルを選んだ（表
1）。RIN 値は Agilent2100 バイオアナライザ
を用いて測定した。エキソンアレイ解析には
RIN値が 8.0以上のサンプルが必要であるが、
今回調製した RNA サンプルは全て基準を満
たしていた。以上の結果より、今回の RNA
の純度はアレイ解析に用いるサンプルとし
て適していると判断し、解析を進めた。 
 
表１ 各サンプルの RIN値等 

 
  
濃度 

(ng/μl) 
RIN 
値 

28S/18S 

EGFP 
KD 

lot1 446 8.8 1.8 

lot2 214 8.7 1.9 

lot3 248 9 2.1 

CHERP 
KD 

lot1 452 8.8 1.8 

lot2 306 8.5 1.6 

lot3 308 9 2.2 

U2AF65 
KD 

lot1 438 9 1.7 

lot2 388 9 1.8 

lot3 376 9.1 2.2 

UAP56 
KD 

lot1 458 8.9 1.7 

lot2 46 9 1.8 

lot3 372 8.8 1.6 

URH49 
KD 

lot1 446 8.8 1.8 

lot2 402 8.8 1.8 

lot3 414 8.7 1.8 
 
(3) CHERPノックダウンによって発現量が大
きく変動した遺伝子の GO term解析 

CHERP ノックダウンによって発現量が大
きく変動した遺伝子についてどのような特
徴があるか、GO term解析を行った。CHERP
ノックダウンによって 2倍以上増加、減少し
た遺伝子の生物学的プロセスに分類される
GO termを解析した。フィッシャー検定によ
って P 値<0.05 を有意であると定め、表に示
した（表２、３）。 

 
表２ CHERP ノックダウンで２倍以上発現
が減少する GO term 解析 

 
その結果、発現量が減少した遺伝子群は有
糸分裂や減数分裂など細胞周期に関わる GO

タームが多く見られた（表２にセルを灰色に
塗りつぶして示す）。その他、DNA修復に関
わる遺伝子や腫瘍形成に関わる遺伝子が検
出された。BP00203：Cell cycleの GO termの
P 値が 3.00E-21 と非常に低いことから
CHERP ノックダウンによって細胞周期に関
与する遺伝子の発現が特異的に減少したこ
とが分かる。 
一方、発現量が増加した遺伝子群は、アポ
トーシス関連の GO termが最も P値が低く、
その他細胞の構造に関与するGO termが良く
見られた。 
 
表３ CHERP ノックダウンで２倍以上発現
が増加する GO term 解析 

 
(4) CHERP ノックダウンによって Splicing 
Indexが大きく変動した遺伝子の GO term解
析 
 エキソンごとの発現量の変化に着目した。
CHERP ノックダウンによってスプライスイ
ンデックス（SI）が大きく変動した遺伝子に
ついてどのような特徴があるか、GO term解
析を行った。 
 はじめに SI＞｜2.0｜の遺伝子の GO term
解析を行った。CHERP ノックダウンによっ
て特定のエキソンの発現量が 4倍以上変化し
た遺伝子の生物学的プロセスに分類される
GO termを解析した。フィッシャー検定によ
って P 値<0.05 を有意であると定め、表に示
した（表４）。 
 
表４ CHERP ノックダウンで 4倍以上スプ
ライスインデックス(SI)が変化する GO 
term 解析 



 有意差のある GO term をいくつも観察した
が、CHERP ノックダウンで２倍以上発現が減
少する GO term 解析に比べて P値は低く特定
の細胞過程で特に働いているという結果は
得られなかった。 
 
(5)考察 
 遺伝子レベルの解析とエキソンレベルの
解析において、細胞周期関連の GOターム
が上位に見られた（表２）。一概に細胞周期
と言っても、細胞周期制御のメカニズムは
複雑であり、数多くの様々なタンパク質が
関与している。また“cell cycle”、“mitosis”、
“cell division”などの GOタームはいずれも
大意であり、様々な意味を含む。よって細
胞周期にどのように関与する遺伝子が含ま
れているのかを調べるために細胞周期関連
遺伝子のみを GO term解析にかけた。遺伝
子レベルとエキソンレベル共に発現量が変
化していた細胞周期関連の遺伝子は、有糸
分裂のM期に関わるGOタームが上位を占
めた。CHERPノックダウンにより細胞分裂
に何らかの異常が起きていることが考えら
れる。CHERPは mRNA スプライシングに
関与する因子であり、間期で働く因子であ
るが、細胞周期に関わる遺伝子の発現を制
御することを通して M 期での機能を調節
している可能性が考えられた。 
 現在、CHERPノックダウン時の細胞周期
への影響をフローサイトメトリーにて解析
中である。CHERPノックダウンによる細胞
周期への影響が見られる場合、その原因を
探索していきたい。 
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