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研究成果の概要（和文）：がん細胞ではスプライシング因子SF3b1の特定のリジン残基に変異が生じているが，
SF3b1の本来の機能，変異によるスプライシングへの影響およびがん化との関連は未知である。本研究は構造生
物学的な手法によりSF3b1の機能を解明することを目的とした。立体構造解析に向けてSF3b1の調製を試みたが，
収量が少なく実験は進まなかった。そこで，SF3b1と共に機能し，がん細胞での変異が報告されているスプライ
シング因子に着目したところ，特定のスプライシング因子と相互作用したため，複合体形成部位の立体構造を解
析している。また，SELEX法を用いてブランチ部位に結合するスプライシング因子の特異性の解明も試みた。

研究成果の概要（英文）：Mutations in some specific lysine residues in a spliceosomal protein SF3b1 
have often been found in several types of cancer cells. However, it remains unknown not only what 
part SF3b1 plays in the splicing reaction, but also how the mutations in SF3b affect the process of 
splicing reaction and contribute to malignant transformation. To elucidate the function of SF3b1 in 
the process by structural analysis, we attempted to prepare the recombinant SF3b1 protein by 
overproduction in E. coli, but the yield of the protein was very low. Next, we examined the 
interactions between spliceosomal proteins by NMR titration experiments, showing that a spliceosomal
 protein in which some mutations had been reported in cancer cells makes interactions with another 
spliceosomal protein. Thus, we tried to determine the core structure of the complex composed of the 
two proteins by NMR. Furthermore, we performed SELEX to elucidate the specificity of the 
spliceosomal protein that binds to the branch point.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本実験では，SF3b1と共に機能し，がん細胞での変異が報告されている特定のスプライシング因子が別のスプラ
イシング因子と相互作用することが判明したため，これらの複合体形成部位の立体構造解析を進めている。これ
らの相互作用メカニズムの解明は，がん化とスプライシング因子の変異との関係を明らかにするのに非常に役立
つと考えられる。また，ブランチ部位に結合するスプライシング因子について，RNA配列の特異性の解明を試み
ており，ヒトにおける保存性の低いブランチ部位配列を認識するメカニズムに関して，新たな知見が得られると
考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 がん細胞では，通常とは異なったパターンで mRNA スプライシングが起こっていることが以前
から知られていた。様々ながん細胞のゲノム解析の結果，スプライシング因子 SF3b1 の特定の
リジン残基に集中的に変異が生じており，また，最も変異の頻度が高いことが判明した
（Garraway et al. Cell 2013）。したがって，(1)SF3b1 の変異，(2)スプライシングの異常，
(3)がん発症の 3つの要素が強く関連すると考えられている。 
 SF3b1 は，mRNA 前駆体上のブランチ部位と結合して活性中心を形成する U2 snRNP の構成因子
である。紫外線架橋実験によって，SF3b1 はブランチ部位の両側に結合し，ブランチ部位には
別の構成因子が結合することが示されていた（Will et al. EMBO J. 2001）。SF3b1 には，C末
端側にタンパク質間相互作用に関わる HEAT ドメインが存在するが，申請者は，そのドメインで
はなく，SF3b1 のアミノ酸残基 379-424 番目の領域（これ以降 SF3b1(379-424)と表記）がブラ
ンチ部位に結合する構成因子と結合して，その構成因子の構造を安定化することを見出し，こ
れら複合体の溶液構造を明らかにすることに成功した（Kuwasako et al. Proteins 2008）。ブ
ランチ部位配列との相互作用は，溶液中での比較的弱い相互作用（Kd が mM～μM程度）を検出
できる NMR 法を用いたところ，ブランチ部位に結合する構成因子は Kd=～100μM程度の結合を
示したが，SF3b1(379-424)は結合しなかった。がん細胞における SF3b1 の変異は HEAT ドメイン
上の特定のリジン残基に集中しており，これらを含む領域が RNA との相互作用に関与すると考
えられる点を踏まえると，検出された結合がブランチ部位に結合する構成因子のみであったの
は妥当であると考えられた。 
 しかし，SF3b1 と RNA との相互作用メカニズムや，がん細胞で変異が生じている SF3b1 のリ
ジン残基が実際どのようにスプライシングに影響し，がん化と関わっているのかは未知である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は，主に構造生物学的手法によって，SF3b1 の本来の機能，SF3b1 のがん細胞で変異が
生じているリジン残基の役割とその変異がスプライシングに与える影響を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）立体構造解析 
SF3b1 の機能発現に重要と考えられる領域（がん細胞で集中的に変異が生じているリジン残
基を含む）と，ブランチ部位に結合する構成因子の複合体を調製し，ブランチ部位配列をもつ
RNA 断片との相互作用を NMR 法によって解析する。その結果に基づいて，タンパク質と RNA 断
片の適切なコンストラクトを用いて，Ｘ線回折法によって 3者複合体の立体構造解析を行う。 
（２）最適結合配列の探索 
SF3b1 の機能発現に重要と考えられる領域（がん細胞で集中的に変異が生じているリジン残
基を含む）と，ブランチ部位に結合する構成因子の複合体を調製し，SELEX 法によって最適結
合配列を探索する。 
 
４．研究成果 
（１）立体構造解析 
 大腸菌を宿主とした遺伝子組み換えによる SF3b1 タンパク質の調製は，コンストラクト，タ
グや宿主大腸菌の種類，Buffer 組成等を検討したが，進まなかった。その他にも，SF3b1 が U2 
snRNP の構成因子であることから，単体ではなく，SF3b1 と相互作用する U2 snRNP のタンパク
質構成因子と複合体になるように共発現させることや，無細胞タンパク質合成系を利用するな
どの工夫を行ったが，
SF3b1 の調製は進まな
かった。そこで，U2 
snRNP の構成タンパク
質，U2 snRNP とともに
機能するタンパク質に
も範囲を広げ，これらの
発現系の構築と NMR 法
による相互作用解析（滴
定実験）を行った。その
結果，SF3b1 と共に機能
し，がん細胞での変異が
報告されているタンパ
ク質について，約 40ア
ミノ酸残基からなるペ
プチド領域がタンパク
質間相互作用を示した
（図１）。その相互作用
相手は SF3b1 ではなか



ったものの，スプライシング因子上のドメインであると特定できた。これらの相互作用は，SF3b1
の機能に影響を与える可能性があることや，がんとスプライシング因子の変異との関係の解明
に役立つと考えられるため，現在，複合体形成部位の安定同位体標識した試料を調製し，立体
構造解析を行っている。 
 遺伝子組み換えによる SF3b1 タンパク質の調製が進まなかったことから，野生型 SF3b1 と
SF3b1 の変異体を発現している培養細胞を用いて，スプライシングパターンの違いを 2 次元電
気泳動法と質量分析法によって明らかにしようと考えた。現在，実験を進めているところであ
る。 
（２）最適結合配列の探索 
上記の①で示した通り，SF3b1 の調製が非常に難しいため，SF3b1(379-424)とブランチ部位
に結合するタンパク質構成因子の複合体を用いて，SELEX 法に
より強く結合する配列を明らかにしようと試みた。ブランチ
部位配列（YUNAY）の前後に 15 塩基長のランダムな配列を付
加したRNAライブラリーと，40塩基長のランダムな配列のRNA
ライブラリーを用いたところ，いずれからも優位に結合が強
い配列が得られた。現在，これらの得られた RNA 配列につい
て，詳細な定量的な相互作用解析を進めている。また，3者複
合体の相互作用・立体構造解析も進めており，最近，3者複合
体の結晶化スクリーニングによって微結晶が観察できた（図
2）。 
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