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研究成果の概要：

核スペックルは mRNA 前駆体のスプライシングや mRNA 核外輸送など，遺伝子発現と密接な関
連をもつ核内構造体である．本研究では，核スペックルの機能と形成機構を明らかにするため，
mRNA 核外輸送の新規可視化解析系構築，及び核スペックルの形成阻害化合物のスクリーニング
と解析などを進め，新規核内構造体 TIDR の発見，核スペックルの形成と機能に影響を与える
10 種類の低分子化合物の同定など多くの研究成果を得た． 
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１．研究開始当初の背景
真核生物において，遺伝情報の保存と転写
の場である核とタンパク質合成の場である
細胞質は，脂質二重膜からなる核膜によって
空間的に分離されている．真核生物の遺伝子
発現において，核内で遺伝子から転写合成さ
れた mRNA 前駆体のスプライシング反応や
成熟 mRNAの核から細胞質への輸送過程は，
個々に独立した反応ではなく，複雑かつ精密
なネットワーク機構によって制御されてい
る．この一連のネットワーク機構において重
要な機能を担っている核内構造体が核スペ

ックルである．核スペックルは，多数の転写
因子やスプライシング因子などが含まれて
いること，DNAから転写された mRNA前駆
体が一時的に局在することなどから，遺伝子
発現の連携や効率化を行っていると考えら
れている．しかし，真核生物の遺伝子発現に
密接に関わっているにもかかわらず，膜のな
い核スペックルへ mRNA が集積する機構や
その詳細な遺伝子発現における機能につい
ては，ほとんど解明されていなかった．
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本研究は，mRNA前駆体スプライシングと
mRNA 核外輸送における核スペックルの役
割と形成機序を明らかにすることで，核内構
造体の遺伝子発現における機能を解明する
ことを目的とする．そのため，(1) mRNA核
外輸送の可視化解析系を確立し，核スペック
ルの mRNA 核外輸送における機能を明らか
にする，(2) 核スペックル形成阻害化合物を
スクリーニングし，それらをバイオプローブ
に用いて，核スペックルの形成機構，及び選
択的スプライシングや mRNA 核外輸送にお
ける核スペックルの機能を解明することを
行う． 

３．研究の方法
（１）mRNA が核から細胞質へと，核膜孔を通
って輸送される様子をリアルタイムで観察
できれば，酵母の mRNA 核外輸送変異株を用
いた分子遺伝学的手法による解析だけでは
得ることの困難な，時間的・空間的な mRNA
核外輸送制御に関する多くの情報が得られ
ることが期待される．そこで，mRNA を蛍光標
識することによって生きた細胞内で可視化
し，その輸送プロセスを解析する新たな蛍光
イメージング系を開発した．開発した新規
mRNA 可視化系を，mRNA 輸送と核スペックル
の関連を解明する実験に用いた．

（２）核スペックルの機能と形成機構を解明
するため，様々な生理活性化合物を分泌する
放線菌の培養上清サンプルから，核スペック
ル形成阻害化合物の分離と解析を行った．ス
クリーニングには，核スペックルに分布する
スプライシング因子 SF2に対する抗体染色と，
同じく核スペックルに多量に局在する poly
(A)+ RNA (mRNA と poly A 配 列 をもつ
non-coding RNA が含まれる)に対する oligo
dT probe を用いた in situ hybridization 法
を用いた．

４．研究成果
（１）新規 mRNA 核外輸送可視化系の確立と
解析
イントロンを一つ含む mRNA 前駆体
（fushitarazu もしくはβ-グロビン mRNA 前
駆体を使用）を in vitro で転写合成し，Cy3
で蛍光標識した．その後，FITC 標識デキスト
ラン（分子量 70 kDa）と混合して，HeLa 細
胞の核にマイクロインジェクションした．
FITC 標識デキストラン（核膜孔を通過できな
い大きさ）は，Cy3 標識 mRNA がきちんと核へ
マイクロインジェクションされたことを確
認するマーカーとして使用した．
蛍光標識 mRNA 前駆体を核にマイクロイン
ジェクションすると，15 分以内にスプライシ
ング因子が分布する核スペックルに局在し，
その後，細胞質へと輸送されることが可視化

された．また，これらのインジェクションし
た蛍光標識 mRNA 前駆体は，スプライシング
された後にエネルギー依存的反応により細
胞質へ輸送されることが示された．蛍光イメ
ージングによって核内での RNA動態を解析し
た報告は過去にいくつかあるが，本実験系の
ように mRNA が細胞質まで輸送される様子を
可視化できたのは初めてである．
核にマイクロインジェクションした蛍光
標識 mRNA の核外輸送は，翻訳阻害剤シクロ
イミドやタンパク質核外輸送の阻害剤レプ
トマイシン B処理によってほとんど影響を受
けなかった．この結果は，新規なタンパク質
合成が mRNA 核外輸送に必要でなく，また，
蛍光標識 mRNA の核外輸送は CRM1 輸送受容体
に依存していないことを示唆する．一方，ア
クチノマイシン D，DRB，α-アマニチンなど
の転写阻害剤で細胞を処理すると，導入した
蛍光標識 mRNA の核から細胞質への移行が強
く阻害され，核内における遺伝子の転写状態
が，転写後の mRNA 輸送に影響を与えること
が示された．興味深いことに，転写阻害剤の
添加によって核外輸送を阻害した場合，細胞
質に移行しなかった蛍光標識 mRNA は，核内
の数カ所に顆粒状に集積することが示され
た．蛍光標識 mRNA が蓄積する部位は，SC35
などのスプライシング因子が存在する核ス
ペックルに隣接した特異的な部位であった．
核スペックルに隣接した核内構造体として
は，Fox らが同定したパラスペックルが知ら
れているが，パラスペックル因子 PSP1 はそ
れらの RNA 集積部位と共局在せず，我々が見
出した核内構造体は今までに知られていな
い全く新規な核内構造体であることが判明
した．我々はこの新規核内構造体を TIDR
(Transcriptional inactivation dependent
RNA domain)と命名し，現在更なる機能解析
を進めている．
蛍光イメージングによって明らかにされ
た今回の結果は，mRNA の核から細胞質への輸
送プロセスに対して，核内におけるクロマチ
ンの転写状態，即ちクロマチンの高次構造
（アーキテクチャー）の変化が重要な影響を
与えることを示しており大変興味深い．

（２）核スペックル形成阻害化合物の分離と
解析
2016 種類の放線菌培養上清サンプルから
SF2抗体染色スクリーニングによって15種類，
in situ hybridization によるスクリーニン
グによって 24 種類の核スペックル形成阻害
候補上清を分離した．
それらの候補上清のうち，核スペックルの
肥大化を誘発する 1871-62a と 1870-14a，及
び核スペックルの分散化を引き起こす
1885-42a と 1891-1a について，それぞれの培
養上清サンプルに含まれる活性化合物の精



製と同定を行った．その結果，1871-62a，
1870-14a，1885-42a，1891-1a に含まれる活
性化合物は，それぞれ staurosporine，
toyocamycin，cosmomycin C/D，tuberucidine
で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ．
Staurosporine は protein kinase C 阻害剤
として，cosmomycin C/D は DNA に結合して転
写を抑制する化合物として知られているこ
とから，核スペックルの形成に SF2 を含むス
プライシング因子群のリン酸化と遺伝子の
転写活性が重要な役割を果たしていること
が推測された．
また，興味深いことに，核スペックルの

肥大化を引き起こす staurosporine と
toyocamycin は，Clk 遺伝子のエキソンスキ
ッピング型選択的スプライシングを抑制し，
核 ス ペ ッ ク ル の 分 散 化 を 誘 発 す る
tuberucidine は，同じ選択的スプライシング
を 逆 に 促 進 す る こ と が 示 さ れ た ．
toyocamycin と tuberucidine は，共に類似し
た構造をもつデアザアデノシンであるが，核
スペックルの肥大化と分散化，エキソンスキ
ッピング型選択的スプライシングの抑制と
促進という全く正反対の表現型を HeLa 細胞
において誘発するので，これら化合物の作用
機構に大変興味が持たれる．
本研究で得られた核スペックルの形成

阻害化合物は，核スペックルの機能解析のみ
ならず，選択的スプライシングの制御機構解
明に用いるバイオロジカルプローブとして
大変有用である．また，将来的には，選択的
スプライシングや mRNA 核外輸送の制御な
ど，今までにない新規な作用機構に基づく抗
癌剤や抗ウイルス剤開発のシーズになると
考えられる．
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