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研究成果の概要（和文）：スプライシングされたmRNAは蛋白質合成の設計図となるが、それが癌細胞で再びスプ
ライシングされ、異常産物ができるという現象（mRNA再スプライシング）を以前に証明した。この現象が、正常
細胞で無秩序で起こったならば害を及ぼすことは明白であるから、正常細胞には、mRNA再スプライシングを抑制
する因子が存在する、という仮説を立てた。siRNAスクリーニングの結果､成熟mRNAのエクソン接合部に特異的に
結合するEJC中核因子が抑制因子として同定できた。実際に正常細胞でその因子をノックダウンすると、mRNA再
スプライシングが再現できた。EJC本体は、mRNA品質管理のための必須因子と結論できる。

研究成果の概要（英文）：We previously discovered cancer-specific mRNA re-splicing that occurs on 
mature spliced mRNA and generates aberrant transcripts/proteins. The mRNA re-splicing in various 
cancer cells implies an important mechanism that prevents deleterious extra re-splicing in normal 
cells.  We postulated that the control of the mRNA re-splicing is promoted by a specific repressor 
downregulated in cancer cells.  To test this hypothesis, we performed siRNA screening of repressor 
candidates based on mRNA re-splicing activity.  We found that knockdown of eIF4A3 markedly induced 
mRNA re-splicing.  eIF4A3 is a core component of the exon junction complex (EJC).  Remarkably, we 
could recapitulate cancer-specific mRNA re-splicing in normal cells by knockdown of EJC core 
proteins, eIF4A3, MAGOH and Y14, implicating that the EJC core is a repressor of mRNA re-splicing.  
We conclude that the EJC core is a critical mRNA quality control factor to prevent extra re-splicing
 on mature mRNA.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子発現調節　スプライシング　mRNA品質管理機構　スプライシング完了機構　TSG101　eIF4A3　EJC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スプライシングはmRNAが蛋白質合成の鋳型であるが故に、遺伝子発現での必須過程である。スプライシングが完
了したmRNAが、なぜ再びスプライシングされないのか？　という未解決問題の証明につながるブレークスルーが
得られた。スプライシングが完了したmRNA上には、EJCが形成されることが知られ、EJCは、スプライシング後の
核外輸送やNMDの機能に重要であることが知られているが、スプライシング完了のシグナルになっているかどう
かは、まだ誰も証明していない。EJCが再スプライシングを抑制する事実の発見から、未知のスプライシング完
了機構の解明につながると期待できる。もし成功すれば､教科書を書き換えるだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

mRNA 前駆体のスプライシングは遺伝
子発現において必須過程であるが、スプラ

イソソームと呼ばれる巨大な RNA–蛋白
質複合体で遂行され、その反応には１７０

種以上の因子が関わり、複雑をきわめてい

る。高々２万個程度のヒトの遺伝子から、

１２万種を超える蛋白質が生み出される

主たる原理は、選択的スプライシングであ

る。そこには厳密な秩序があり、それがひ

とたび破綻すれば深刻な異常スプライシ

ングやスプライシング不全を引き起こし、

実際に様々な難病や癌の原因となってい

る[1]。以前に私たちはこのスプライシング系における高度な
秩序を、大規模に破綻せしめる原理となり得る『成熟 mRNA
再スプライシング』現象を癌細胞で発見した（図１）。この現

象を最初に見つけたTSG101遺伝子は細胞生存に必須であり、
乳癌、小細胞肺癌、前立腺癌、子宮頸癌、急性骨髄性白血病な

ど多くの癌細胞で遠く離れた 2 つのエクソン内に存在する選
択的 5′、3′ スプライス部位が使われ、長い領域間の異常スプ
ライシングが起こっている[2]。私たちは、その過程において、
正常スプライシング後の成熟mRNAが再びスプライシングさ
れている事実を突きとめた（図２）[3, 4]。さらに同様の現象
は、FHIT遺伝子でも癌細胞特異的に起こっていた。癌細胞で
『成熟mRNA再スプライシング』が起こっている、という事
実は重要である。なぜなら、正常細胞では一旦スプライシング

されたmRNAは、さらなるスプライシングを受けないように
する抑制機構の存在が示唆されるからである。この未知のスプ

ライシング終了機構は、蛋白質合成の鋳型として正しい

mRNA を作る品質管理の鍵となっているだろう。そして、癌
細胞ではそのスプライシング反応完了機構が破綻していると予想できる（図１）。私たちが発見

した『成熟mRNA再スプライシング』現象は、その重要問題解決のための絶好のモデル系にな
っている。 
 
２．研究の目的 
 
癌細胞で見られる大規模なプロテオーム異常は、ゲノム変異だけでは説明できないが、その原

因がスプライシング制御の大規模な破綻である、という仮説を実証する。私たちは最近、スプラ

イシングされた成熟 mRNAが再びスプライシングされ、異常な mRNA産物が生成するという
現象が、癌細胞特異的に起こっているのを発見し、これがスプライシングの大規模な破綻を矛盾

なく説明する。一方、この現象が、正常細胞で無秩序で起こったならば、深刻な害を及ぼすこと

は明白であるから、一旦完成された成熟mRNAは再びスプライシングされないような仕組みが
あると予想できる。この mRNA 品質管理システムは重要であるが、その実体は未知である。
『mRNA 再スプライシング現象』を切り口に、新しく展開する本研究課題は、遺伝子発現系の
秩序維持と大規模破綻の統一的理解をめざす。 
 
３．研究の方法 
 
スプライシング産物は、ヒト癌細胞株（HeLa, MCF7, TW01）、及び対照として正常様乳腺細
胞MCF10A細胞を用い､内在性 TSG101遺伝子（下記参照）の転写物を、部位特異的なプライ
マーを用い RT–PCR及び定量的 RT–PCRで解析した。 
ヒト RNA結合蛋白質に対する siRNAライブラリー（１５５種類の核蛋白質を含む）は、廣
瀬哲朗教授（北海道大学）より分与していただき、上記の細胞株を用い､RNA結合蛋白質の発現
抑制を行った。各候補因子の発現プラスミドを培養細胞に導入して、過剰発現させ、また対応す

る siRNAを培養細胞に導入して発現抑制を行い、スプライシングへの影響を調べた。培養細胞

 
 

図１．mRNA 再スプライシング現象の発見と意義。 

 
 

図２．癌特異的な異常 mRNA は、正常な

スプライシングで完成した成熟 mRNA が

再びスプライシングされて作られる。 
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内での各種 mRNA 発現の促進・抑制はノーザン・ブロッティングと RT–PCR で、蛋白質の発
現はウエスタン・ブロッティングで確認した。実験方法の詳細は論文に記載されている[3, 5, 6]。 
 
４．研究成果 
 
（1）癌特異的mRNA再スプライシングを抑制する因子の発見 

スプライシングされた成熟 mRNA
が再びスプライシングされ、異常な

mRNA 産物が生成するという現象
が、癌細胞特異的に起こっていること

を TSG101 遺伝子をモデルにして以
前に証明した[3, 4]。最近、台湾大学医
学部耳鼻咽喉科との共同研究で、

TSG101 遺伝子の異常再スプライシ
ング産物（TSG101∆154-1054蛋白質）
が、実際に癌の浸潤や転移を促進して

いる結果も得られ、臨床医学的な意義

も加わり､ますます研究の重要性が増

している（図３）[7]。この現象が、正
常細胞で無秩序で起こったならば、深

刻な害を及ぼすことは明白であるか

ら、一旦完成された成熟 mRNAは再
びスプライシングされないような仕

組みがあると予想できる（図１）。最

近､mRNA 再スプライシングを抑制
する二つの蛋白質因子の同定に成功

し、この仕組みの解明につながる重要

な研究成果となった。その抑制因子の

一つは、癌抑制因子として知られてい

た RBM4aであり[8–13]、もう一つは
成熟 mRNAのエクソン接合部に特異
的に結合する EJC の中核因子

eIF4A3、Y14、MAHOHであった（図
４）[13–16]。これら３つの EJC中核
因子は、EJC形成に必須であるから、
機能の実体としては EJC 本体と考え
ていいだろう。興味深いことに、別の研究から、EJC
がスプライシング精度に寄与している実験的根拠

も得られていたが[5]、最近その研究が、予想外に大
きく進展し、以下の重要な発見につながった。 
 
（2）mRNA前駆体スプライシング精度に関わる

因子の発見 

２０年余り前に研究代表者（前田）が、スプライ

シング促進因子として RNPS1 を精製・同定した
[17]。その後、RNPS1は EJCの表層に結合する因
子としても同定された[18]。一方､前田研究室では
RNPS1がスプライシング複合体（スプライソソー
ム）にも存在し､他の因子と相互作用しながら、種々

の選択的スプライシングを調節していることを明

らかにした[19, 20]。 
３年余り前に､EJC がスプライシング精度に寄
与している根拠が得られたため[5]、EJC の表層因
子かつスプライシング促進因子である RNPS1 に
注目し､そのヒト培養細胞での発現を、siRNAを用

 
 

図３ TSG101 遺伝子産物の癌特異的異常スプライシングは、mRNA 再スプライ

シングを経由し[3, 4]、その蛋白質産物は癌の転移と浸潤を促進する[7]。 

 
 

図４ 癌特異的な mRNA 再スプライシング現象を抑制するシステムは、mRNA 品

質管理に重要な役割を果たしているに違いない。 

 
 

図５ RNPS1 発現をノックダウンすると、AURKB mRNA 前

駆体の偽の 5′スプライス部位の使用を起点として、複数の

異常スプライシング（II–VI）が誘導される。AURKBは細胞分

裂に必須の遺伝子で、RNPS1 ノックダウンにより AURKB ノ

ックダウンと同様に、細胞の多核化が起こる[6]。 
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いて抑制した。驚くべきことに、AURKB mRNA前
駆体から、異常な複数のスプライシングが誘導され

ることがわかった（図５）。RNPS1は 5’スプライス
部位の上流に結合していることがわかり､正しい 5’
スプライス部位の選択を誘導していると考えられ

た（図６）[6]。類似の異常スプライシングのパター
ンが、まったく異なる MDM2 mRNA 前駆体にお
いても観察されたことから､遺伝子特異的ではな

く、一般性のある現象と予想できた。その後､

RNPS1は、構造が明らかにされてはいるが機能が
未解明だった PSAP 複合体（RNPS1、PININ、
SAP18）[21]の構成因子として、正しいスプライシ
ングを誘導していることがわかった（図６）[13, 22, 
投稿準備中]。 
以上の研究結果を総合的に検討すると､スプライシング依存的に mRNA に結合する EJC が、
スプライシング精度の向上に関与していること、その際、EJCの表層因子 RNPS1が（PSAP複
合体として）、正しい U1 snRNP の配置に決定的な役割を果たしていることが考えられる。一
方、成熟mRNA再スプライシングという癌特異的な異常スプライシングの抑制因子の探索から､
癌抑制因子 RBM4a と EJC が同定された。EJC 因子を介して、mRNA 品質管理と癌抑制の接
点が見えてきた。遺伝子発現制御の基礎から､癌抑制を理解する重要な研究課題に発展させるこ

とができた。今後は、上記の因子群が､どのようなメカニズムで異常な mRNA 前駆体スプライ
シングを是正して正確なスプライシングを導いているのか、この未知の重要な問題を解明して

いきたい。 
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