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研究成果の概要（和文）：癌・幹細胞増殖性維持に関わるMusashi1 (Msi1)は、２つのRNA結合ドメインRBD1、
RBD2を持つ。まず、RBD1が標的RNAを特異的に認識する原動力を水和の統計力学理論により解明した。また、
RBD2:標的RNA複合体の立体構造を決定し、結合様式を明らかにした。Msi1 RBD1-RBD2:標的RNA複合体の構造モデ
ルを構築するとともに、長さの異なる標的RNAと実際に結合出来ることを実験により検証した。神経変性疾患に
関わるFUSが標的RNAとの結合により大きく構造変化することを実証した。

研究成果の概要（英文）：Musashi1 (Msi1), which is involved in proliferative maintenance of cancer 
and stem cells, has two RNA-binding domains, RBD1 and RBD2. We firstly elucidated the driving force 
of how RBD1 recognizes the target RNA in highly specific manner by means of statistical mechanics of
 hydration. We also determined the NMR structure of the RBD2:target RNA complex, by which we 
elucidated the interaction mode. We then built a structural model of the Msi1 RBD1-RBD2:target RNA 
complex, and demonstrated that Msi1 can bind to the target RNAs having different lengths. As for 
FUS, a causal agent for neurodegenerative diseases, we demonstrated that it exhibits large 
conformational change upon target RNA binding.

研究分野：構造生物学

キーワード： Musashi　RNA　NMR　AFM
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Msi1は種々の癌細胞において過剰発現しており創薬ターゲットである。本研究ではMsi1のRNA結合認識機構をミ
クロな視点で明らかにした。得られた知見と我々の方法論は、Msi1が標的RNAと結合するのを阻害する化合物の
スクリーニング及び設計に役立てることが可能であり、既にスクリーニングにおいては活用されている。一方
で、FUSの機能発現の理解につながる重要な知見をマクロな視点から得ることが出来た。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
当初、哺乳類 Musashi1（Msi1）には、中枢神経系において、幹細胞の未分化状態及び増殖性を
維持させる役割があることを、我々が見出していた[Dev. Biol., 1996 (2021 年 4 月現在の被引
用数 419)]。また、共同研究者は、Msi1 が分化を促すシグナル伝達蛋白質の発現を翻訳レベルで
抑制することを解明し報告していた。それに、Msi1 は中枢神経系以外にも、様々な臓器、組織
の細胞においても、細胞の増殖性や細胞周期進行を維持させていることが、共同研究者を含め国
内外のグループにより明らかにされていた。現在 Msi1 は創薬ターゲットとして注目されている
が、種々の癌において Msi1 が過剰発現していることが既に見出されていた。 
我々は、Msi1 が有する 2つの RNA 結合ドメイン（RBD）、RBD1 と RBD2、各々について単独の溶
液構造を決定し、RNA との相互作用と分子運動の解析を進め、[GENE,1997; JMB,1999; JBC,2003]、
RBD1 については、複合体の立体構造も決定していた[NAR, 2012]。そして、RBD1 と RBD2 はそれ
ぞれ、GUAG、UAG を認識することを見出し、RBD1 と GUAG については、相互作用様式を NMR 構造
により明らかにしていた。さらに、我々は、Msi1 が標的とする mRNA 3’非翻訳領域（3’ UTR）
に GUAG と UAG の配列が存在すること、そして、これらの配列の間には、１残基から 50残基を超
えるものまで、長さのバラエティがあることを見出していた。一方、Msi1 による上記シグナル
伝達蛋白質の翻訳抑制は、3’ UTR において、Msi1 とポリ A結合タンパク質（PABP1）が直接結
合することで達成されることが共同研究者により見出されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Msi1 が形成する翻訳抑制複合体の構築原理をミクロ及びマクロな視点で明らか
にするとともに、創薬及び機能解析に向けた分子ツールの開発のための分子基盤を確立し、癌治
療への道筋もつけることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Msi1 RBD1とGUAGUの相互作用に関する水和の統計力学理論を用いた解析[Phys. Chem. Chem. 
Phys., 2018]： 
我々が NMR で構造決定した Msi1 RBD1：GUAGU 複合体について、水分子を考慮に入れた分子動
力学計算を行い、水和した状態で平衡にある分子のモデルを構築した（RBD1-GUAGU 複合体モデ
ル）。また、この複合体構造から Msi1 RBD1 及び GUAGU を単離し、それぞれ個別に、水分子を考
慮に入れた分子動力学計算を２種類行った。一つ目は、Msi1 RBD1 及び GUAGU の構造を固定し、
２つ目は、Msi1 RBD1 及び GUAGU の構造を自由にした。前者は、複合体形成時の構造における水
和した状態の分子モデル（RBD1 と GUAGU の結合状態単離モデル）、後者は、単離状態で平衡にあ
る分子のモデルとなる（RBD1 と GUAGU の単離平衡状態モデル）。得られた構造に基づいて、以下
を行った：(i)水和のエネルギー及びエントロピーの算出、(ii)結合に伴う熱力学量の変化の算
出―構造変化「無し」、(iii)結合に伴う熱力学量の変化の算出―構造変化「有り」、(iv)結合に
伴う構造エントロピー損失の算出、(v)平たい側鎖によるスタックとサンドイッチが及ぼす結合
に伴う熱力学量の変化の算出。 
 
(2) Msi1 RBD2 と UAG の相互作用様式の解明[Mol.,2017; Biomol. NMR Assign., 2017]： 
 [13C,15N]標識 Msi1 RBD2 を大腸菌で発現・精製し、非標識 GUAGU を化学合成した。これらを 1:1
で混合し、複合体の NMR 試料とした。[13C,15N]標識 Msi1 RBD2 単独及び[13C,15N]標識 Msi1 
RBD2:GUAGU 複合体について、各種 2次元及び 3次元の 1H, 13C, 15N-三重共鳴 NMR スペクトルの
測定を行った。主鎖帰属、側鎖帰属、距離情報、分子運動情報が得られるスペクトルを得た。NMR
装置は、Bruker 社製 AVANCE 600, DRX 600, AVANCE III HD 950 MHz を用いた。スペクトルの処
理は NMRpipe、解析は MagRO-NMRView 及び SPARKY を用いた。距離情報帰属及び構造計算は、CYANA
により行った。また構造精密化は AMBER により行った。 
 
(3) Msi1 と PABP1 の相互作用解析： 
 [13C,15N]標識 PABP1 RBD2 及び[13C,15N]標識 Msi1 PABP1 結合領域断片―PABP1 RBD2 融合蛋白質
をそれぞれ大腸菌で発現・精製した。各種 2次元及び 3次元の 1H, 13C, 15N-三重共鳴 NMR スペク
トルの測定を行った。主鎖帰属、側鎖帰属、距離情報、分子運動情報が得られるスペクトルを得
た。NMR 装置は、Bruker 社製 AVANCE 600, DRX 600MHz を用いた。スペクトルの処理は NMRpipe、
解析は MagRO-NMRView 及び SPARKY を用いた。距離情報帰属及び構造計算は、CYANA により行っ
た。 
 
(4) RNA 結合に伴う FUS の構造変化の解析[Sci. Rep., 2018; Sci. Rep., 2020; Chem. Commun., 
2020]： 



 FUS の融合蛋白質 MBP-BFP-FUS-GFP-6xHis と、2種類の FUS 変異体を大腸菌で発現・精製し、
FUS が標的とする長鎖非コード RNA 由来の断片化 RNA を系統的に複数種類合成した。蛍光共鳴エ
ネルギー移動（FRET）及び蛍光異方性（FA）測定により、FUS の構造変化及び FUS と RNA の相互
作用について調べた。さらに高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）により FUS の構造変化を可視化し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) Msi1 RBD1とGUAGUの相互作用に関する水和の統計力学理論を用いた解析[Phys. Chem. Chem. 
Phys., 2018]： 
 Msi1 RBD1 と GUAGU の結合の原動力は、系全体における水分子の配置エントロピーの増大であ
ることが明らかとなった。この利得は、結合に伴う RBD1 と GUAGU の構造エントロピー損失の和
よりも大きいものであった。興味深いことに、Msi1 RBD1 と GUAGU の結合に伴うエネルギーの減
少量は、RBD1 の水和、GUAGU の水和、水―水結合の各エネルギーの総和とほぼ同等であった。さ
らに、結合に伴いファンデルワールス項は減少するが、
静電項はむしろ増大していた。詳細な解析から、Msi1 
RBD1 と GUAGU の結合界面に存在する正に荷電したアミ
ノ酸側鎖と、平たいアミノ酸側鎖の結合への役割につい
て理由を与えることが出来た。また、Msi1 RBD1―GUGAGU
結合機構について物理学的解釈も与えることが出来た。
すなわち、RBD1-GUAGU 結合機構として重要なことは、十
分大きな水のエントロピー利得であり、それは相互作用
界面における互いの分子の原子レベルにおける形状相
補によりもたらされる。特に、芳香族アミノ酸残基と塩
基による「スタック」と「サンドイッチ」が効果的であ
った (図 1)。Msi1 と GUAGU 間のそれぞれ正及び負の電
荷的な相補性の役割は、脱水和における静電相互作用の
ペナルティを補償することだと考えられる。このように、Msi1 RBD1 による GUAGU 認識機構を原
子レベルで明らかにすることに成功した。本研究で得られた知見は、蛋白質―RNA 認識機構とし
て普遍的なものである可能性があり、今回行った解析をさまざまな蛋白質―RNA 複合体に適用す
ることは大変意義が深いと考えられる。また、本解析結果と手法は、Msi1 が標的 RNA と結合す
るのを妨害する化合物の開発に役立てることが出来る。つまり今後、癌治療に向けた創薬開発へ
つながる可能性が高い。 
 
(2) Msi1 RBD2 と UAG の相互作用様式の解明[Mol.,2017;Biomol. NMR Assign., 2017]： 
 Msi1 RBD2:GUAGU 複合体の溶液中における立体構造を得た。Msi1 RBD2 は、分子間水素結合と
芳香族アミノ酸残基―塩基間スタックにより、RNA の中心 3残基 UAG を特異的に認識しているこ
とが明らかとなった。興味深いことに、RBD2 の後ろに続く C 端領域中、直後の 10 残基程度が、
RNA との結合に伴いβシート上に乗り、ヘリックス様構造を形成していた。RBD2 のこの C端領域
は RBD2 単独のときはフレキシブルであるが、RNA がβシート上に結合すると、横から支える役
割を果たすことがわかった。NMR 分子運動解析は、C端領域の運動が RNA 結合に伴い抑えられる
ことを示した。この時点で我々は、Msi1 RBD1:GUAGU 及び Msi1 RBD2:GUAGU 複合体の立体構造を
手にした。 
細胞内では、Msi1 は RBD1-RBD2 が連結した状態で働い
ている。そこで、Msi1 が標的とすることが報告されてい
た遺伝子の mRNA について、我々が見出した RBD1 と RBD2
が認識する配列、それぞれ GUAG 及び UAG を含む領域を
検討した。以前我々は、GUAG と UAG の間には長さの異な
るリンカー配列があり、その長さは 1-50 残基程度だと
いうことを見出していた。今回新たに、GUAG と UAG が直
接連結した UAGGUAG を有する mRNA を 4 つ見出した。こ
れらは、神経系幹細胞の維持や癌に関係することで知ら
れるものであった。UAGGUAG は短いため、本当に Msi1 
RBD1-RBD2 に結合することが可能なのか、Msi1 RBD1-
RBD2:UAGGUAG のモデル構造を構築し、AMBER による分子
動力学計算を行った (図 2)。その結果、Msi1 RBD1-RBD2
は UAGGUAG に結合し得ることが推定された。ここまでの
成果を論文として報告した。 
 引き続き研究を続け、実際に Msi1 RBD1-RBD2 が UAGGUAG を強く結合出来ることをゲルシフト
アッセイや蛍光偏光解消法により実証した。さらに、UAG と GUAG の間のリンカーが 1～7残基の
RNA についても同様に解析を行い、Msi1 RBD1-RBD2 がこれらにも強く結合出来ることを実証し
た。ここで得られた知見も Msi1 を標的とする癌治療に向けた創薬開発に役立てることが出来る。 

図１芳香族アミノ酸残基と塩基に

よる「スタック」と「サンドイッチ」 

図 2 Msi1 RBD1-RBD2:UAGGUAG の

モデル構造 



 
(3) Msi1 と PABP1 の相互作用解析： 
 我々は以前行った結合実験により、Msi1 の C 端領域に PABP1 結合領域があることを見出して
いた。一方、PABP1 RBD2 が Msi1 との結合に必要であることも見出していた。そこで、本研究で
は、Msi1 PABP1 結合領域断片と PABP1 RBD2 をフレキシブルなリンカー配列を介して連結した融
合蛋白質を合成し、PABP1 RBD2 との違いを調べることにした。[13C,15N]標識 PABP1 RBD2 及び
[13C,15N]標識 Msi1 PABP1 結合領域断片―PABP1 RBD2 融合蛋白質の NMR 解析を行い、構造決定を
行った。その結果、いずれの蛋白質についても PABP1 RBD2 部分の構造が得られた。しかし、Msi1 
PABP1 結合領域断片の構造は研究期間内に得ることが出来なかった。その一方で、NMR スペクト
ル解析から、PABP1 RBD2 上の Msi1 PABP1 結合領域断片の結合部位を同定することに成功した。
そして、Msi1 PABP1 結合領域は、PABP1 RBD2 のβシート面のみならず、それとは反対側にある
αヘリックス面にも相互作用することが見出された。ここで得られた知見は、今後 Msi1 が形成
する翻訳抑制複合体の構築原理を理解する上で重要な道筋をつけた。 
 
(4) RNA 結合に伴う FUS の構造変化の解析[Sci. Rep., 2018; Sci. Rep., 2020; Chem. Commun., 
2020]： 
Msi1 が形成する翻訳抑制複合体の構築原理については、上記のようにミクロな視点における
重要な知見を蓄積することが出来た。一方、マクロな視点における解析については、Msi1 とは
異なる FUS について行った。FUS は、筋萎縮性側索硬化症（ALS）等の神経疾患の発症に関わる
創薬標的として重要な RNA 結合蛋白質である。正常細胞において染色体がダメージを受けた際、
FUS は、細胞周期を停止させる役割がある。FUS は、長鎖非コード RNA（lncRNA）を介して染色
体上のサイクリン D1 遺伝子の上流に結合することにより、その転写を抑制することで細胞周期
を停止させることを、共同研究者が明らかに
していた。我々は、FUS が結合する RNA 及び
DNA を同定し、FUS の結合部位を明らかにし、
相互作用様式のモデルを提唱した[Sci. 
Rep., 2018]。さらに我々は、lncRNA を系統
的に断片化した配列を持つ RNA を合成し、FUS
との結合実験を FRET と FA により行った。そ
して、FRET のデータ解析により、FUS が特異
的に認識する RNA に結合することで大きな構
造変化を起こすことを見出した[Sci. Rep., 
2020]。さらに、その構造変化を、HS-AFM によ
りリアルタイムで観察した (図 3)[Chem. 
Commun., 2020]。このようにして、マクロな
視点により、FUS と lncRNA が転写抑制する分
子機構に関する重要な知見を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 標的 RNA との結合に伴った FUS の構造

変化を HS-AFM でリアルタイムに観察した 
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