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研究成果の概要： 
 
タンパク質をコードするmRNAは核外に輸送されて翻訳されるため、mRNAの核外輸送
は遺伝子発現の重要な制御ステップのひとつである。スプライシングされた mRNA 上に
形成される EJC (exon junction complex) と呼ばれる複合体中の REF（RNA export 
factor）が、mRNA の核外輸送を担っているとのモデルが考えられている。最近我々は、
mRNAのキャップ構造にも REFが結合することを見出した。REFの RNA結合部位を調
べたところ、キャップ構造よりも 100 塩基下流の部位に結合することが示された。REF
は DExD box型 RNAヘリカーゼである UAP56/BAT1と強固に 2量体を形成しているこ
とから、UAP56による RNPリモデリングが生じ、キャップ構造から下流のmRNA上へ
移動する機構があるのかもしれない。REF は CBP２０に主として結合していたが、この
複合体には SRPK1もカップリングしており、リン酸化制御を示唆するデータが得られた。
このことは、キャップ構造によってRNA上に呼び込まれるREFがイントロンレスmRNA
のスプライシングに依存しない核外輸送を担っている可能性を示している。 
また単純ヘルペスのmRNAはウイルスタンパク質 ICP27が REFと相互作用すること
により核外へ輸送されているが、我々の解析では ICP27 は、PML をコードする mRNA
のスプライシングを制御するスプライシング調節因子としての機能を有することが判明し
た。ICP27 の RNA 認識機構は予想外に複雑であることが判明したので、CLIP と呼ばれ
る新しい研究手法で ICP27の標的遺伝子転写産物の解析を進めた。このことは、ウイルス
感染のより、感染細胞の特定の mRNA のスプライシングパターンが変化することを意味
しており、極めて興味深い。 
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１．研究開始当初の背景 
 
タンパク質をコードする mRNA は核外に輸送
されて翻訳されるため、mRNA の核外輸送は遺
伝子発現の重要な制御ステップのひとつで
ある。スプライシングされた mRNA 上に形成
される EJC (exon junction complex) と呼ば
れる複合体中の REF（RNA export factor）が、
mRNA の核外輸送を担っているとのモデルが
考えられている。では EJC が結合しないイン
トロンレス mRNA はいかなる機構で核外に輸
送されているのであろうか？イントロンの
ないヒストン H2AmRNAは核外輸送を担う特定
の配列があり、そこに結合する SR蛋白によ
って核外に輸送される。ところが、ヒストン
H2A以外のイントロンレスmRNA上にはそのよ
うな配列は見あたらない。また任意の cDNA
を組み込んだ発現ベクターが培養細胞中で
cDNA のコードするタンパク質を発現すると
いう実験的事実からも、A)と B)以外の mRNA
輸送機構が存在することが予想される。本申
請者は最近、mRNA のキャップ構造にも REF が
結合することを見出した。このことは、キャ
ップ構造によって RNA 上に呼び込まれる REF
がイントロンレス mRNA の核外輸送を担って
いる可能性を示している。ヒトにおいて、イ
ントロンレス mRNA はタンパク質をコードす
る転写産物の約 10%存在すると考えられてい
る（Genome SEGE, 
http://sege.ntu.edu.sg/wester/intronles
s/）。その中で、ヒストンを除いて、大きな
割合を占めるのは７回膜貫通型受容体や嗅
覚受容体など Gタンパク質共役型受容体
（GPCR, G protein-coupled receptor）のフ
ァミリーである（Agarwal SM, BBRC 337: 1192, 
2005）。GPCR は細胞内シグナル伝達に重要で
あるため、その遺伝子発現制御の破綻は疾患
に直結する。また、イントロンレス遺伝子は
脳や精巣に発現していることが多数報告さ
れており、その mRNA 輸送も組織・発生時期
特異的な制御を受けている可能性も考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
（１） CBC-REF複合体構成因子の同定： 
キ ャ ッ プ 構 造 に は CBC (cap-binding 
complex) と呼ばれる複合体が形成される。
我々は CBC に REF が相互作用することを
見出しているが、免疫沈降などの実験から両
者以外にもパートナーが存在するとのデー
タを得ている。そこで、CBC-REF を含む複
合体を HeLa細胞より精製し、構成因子を同
定する。さらに mRNA をキャップ構造部位

特異的に放射性標識(32P) しUVクロスリン
クすることによって、CBC-REF 複合体の各
構成因子のキャップ構造への直接結合性を
確かめる。 
（２） CBC-REF複合体構成因子の機能解
明： CBC-REF 複合体構成因子の同定後、
それらの因子のイントロンレス mRNA 核外
輸送における役割を、Cy3 標識 mRNA を生
細胞にマイクロインジェクションする
mRNA 核外輸送アッセイにより明らかにす
る。 
（３） CBC-REF 複合体依存的 mRNA の
同定： 我々は CBCと REFのタンパク質間
相互作用に必要なアミノ酸部位を明らかに
しており、変異体作成にも成功している。そ
こで、我々はこの REF 変異体を培養細胞内
で発現させ、細胞質画分を分離してマイクロ
アレイで解析することにより、どの遺伝子の
転写産物の発現が影響を受けているかを明
らかにする。さらにタンパク質レベルでの発
現も２次元電気泳動で展開後、質量分析装置
で解析する。 
（４） ウイルスの RNA 輸送蛋白 ICP27
の機能解明：どのような機構でウイルスRNA
（特に HSV）の核外輸送がリン酸化酵素に
制御されているかは不明である。我々は、
ICP27 が REF と相互作用している RNA 領
域を特定し、HSV-1 RNA核外輸送機構を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）CBC-REF 複合体精製と構成因子解析： 
mRNA のキャップ構造には CBC と呼ばれる 
CBP20-CBP80 へテロ二量体が形成されている
が、CBP20 と REF のタンパク質間相互作用が
検出されたことから、CBCには少なくとも REF
が含まれていることが考えられる。また REF
や CBP20 に対する抗体で免疫沈降した結果、
多くのタンパク質が得られたことから
CBC-REF 複合体がその他の因子と相互作用し
ている可能性が高い。そこで我々は、キャッ
プ構造に結合するCBC-REF複合体を精製する
ため FLAG付き REFを発現させた HeLa細胞を
樹立し、その HeLa 細胞から、細胞抽出液を
ゲルろ過で分画して CBCと REFが共在する画
分を分離する。また、CBC-REF 複合体形成の
メカニズムを明らかにするという点で、キャ
ップ構造に直接結合しているタンパク質を
同定することも重要である。我々は、5’末
端が pppG の RNA を in vitro 転写で合成し、
組換えキャッピング酵素と 放射性ヌクレオ
チド（[ -32P]GTP）を共に反応させることに
よってキャップ構造に放射性標識をしてい



 

 

る（m7G32pppG）。このキャップ構造部位特異
的標識 mRNA を HeLa 核抽出液中で反応させ、
UV クロスリンクを行う。その後、RNase 処理
し、SDS-PAGE で解析することでキャップ構造
に結合しているタンパク質のみが検出でき
るようになっている。我々が開発したこの系
を用いて複数のタンパク質がキャップ構造
に直接結合することが明らかになっている。
現在、免疫沈降を行うことによってそれぞれ
のタンパク質バンドを同定した。 
（２）キャップ結合複合体形成の分子メカニ
ズム：キャッピングやスプライシングは転写
後の RNA に対して行われるのではなく、
RNAPII転写によるRNA伸長と同時に行われる
反応である。我々は RNAPII 転写反応時に形
成される RNA-タンパク質複合体（RNP, 
RNA-protein complex）を解析するために、
in vitro RNA プロセシング/転写共役系を独
自に開発した。この系で T7 転写と RNAPII 転
写を比較すると明らかに RNAPII 転写産物の
方がRNAプロセシングの効率が良いことがわ
かる。核外輸送に重要な REF はスプライシン
グ特異的に形成される EJCの構成成分の一つ
として考えられてきたのだが、我々は共役系
を用いて、REF が EJC 以外にも RNA 上に結合
することを見出し、その結合がキャップ構造
に依存することが判明した。ここで興味深い
のは、REF はイントロンレス mRNA やスプライ
シングされた RNA に結合するが、スプライシ
ング前駆体や中間体には結合しないことで
ある。このことは、スプライシングが完了し
ていない未成熟な mRNA を細胞質へ核外輸送
しないように役立っているのかもれない。し
かしながら、キャップ構造はスプライシング
前駆体においても当然付加されている。では、
なぜスプライシング前駆体にはREFが結合で
きないのであろうか。この点について詳しく
分子メカニズムを探りたい。あらかじめ、イ
ントロンを除いた RNAには REFが結合できる
ことから、イントロンを認識するスプライシ
ング複合体（spliceosome）が関わっている
ことが予想される。スプライシング複合体の
形成を阻害するような U snRNA 相補的 2’-O
メチルオリゴを用いて、REF の結合が抑制さ
れるかどうか調べる予定である。また、REF
の RNA 結合部位を調べたところ、キャップ構
造よりも 100塩基下流の部位に結合すること
が示された。REF は DExD box 型 RNA ヘリカー
ゼである UAP56/BAT1 と強固に 2 量体を形成
していることから、UAP56 による RNP リモデ
リングが生じ、キャップ構造から下流の mRNA
上へ移動する機構があるのかもしれない。
UAP56 の RNA ヘリカーゼ活性を欠いた変異体
を作成し、REF の mRNA 結合について調べた。 
（３）mRNA 核外輸送アッセイによる CBC-REF
複合体の機能解析： CBC-REF 複合体構成タ
ンパク質の mRNA 核外輸送活性は HeLa 細胞を

用いたモニター系によって解析する予定で、
HeLa細胞の核に Cy3標識ｍRNAをマイクロイ
ンジェクションし、Cy3 標識 mRNA の動態を蛍
光顕微鏡下でモニターする。従来、mRNA 核外
輸送はアフリカツメガエル卵母細胞核に RI
標識した in vitro 合成 RNA をマイクロイン
ジェクションし、細胞質と核を生化学的に分
離して定量する方法でアッセイしていた。ア
フリカツメガエルの卵母細胞は核と細胞質
が容易に分離可能で定量性に優れているた
め使用されてきたが、必ずしも哺乳細胞の核
外輸送のメカニズムを反映できない欠点が
あった。それゆえ Tokunaga らは生きた哺乳
細胞を用いる RNA核外輸送 RNAモニター系を
確立している（Tokunaga et al., Genes Cell 
11:305, 2006）。またこの系では培養細胞内
でのRNAの挙動が生きた状態で経時的に観察
できる利点があり、我々はこの系を一部改良
して mRNA 核外輸送アッセイに用いている。
実際の解析では、Cy3 標識 mRNA と CBC-REF 複
合体をあらかじめ形成させてから、インジェ
クションを行った。また、CBC-REF 複合体構
成因子の機能解析は各構成因子の変異体、特
異抗体、siRNAなどを HeLa細胞を用いた mRNA
核外輸送アッセイ同時にインジェクション
し、その mRNA 核外輸送への阻害活性から評
価した。mRNA が細胞核から細胞質へ移行し
たかどうかは Cy3シグナルを検出することに
よって確かめられる。mRNA が核-細胞質間を
移動する際に通る核膜孔は30kDa以上のタン
パク質をエネルギーなしに輸送することが
できないため、細胞核に正確に mRNA がイン
ジ ェ ク シ ョ ン さ れ た か ど う か は 、
FITC-dextran 70kDa を用いて FITC の蛍光で
評価した。 
（４）ウイルス蛋白の RNA 核外輸送制御：単
純ヘルペスウイルス-1 (HSV-1)などの特定の
ウイルス種の RNAはイントロンを持たないも
のが多く存在している。HSV-1 の場合、ウイ
ルス由来のタンパク質 ICP27がREFと相互作
用し、HSV-1 のイントロンレス mRNA 核外輸送
を促進することが報告されている。ICP27 は
宿主の SR タンパク質リン酸化酵素 SRPK1 と
相互作用し、そのリン酸化活性を抑制するこ
とが報告されている（Sciabica et al., EMBO 
J. 22: 1608, 2003）。宿主側のスプライシン
グ因子である SR タンパク質のリン酸化状態
が変わることで宿主の mRNA スプライシング
を阻害していると考えられるが、ウイルス
RNA の核外輸送に用いるために SRPK1 を奪い
取っていることがその原因なのかもしれな
い。このことから、ウイルス感染時に関わら
ず、宿主側（哺乳細胞）においてもイントロ
ンレス mRNA の核外輸送にリン酸化制御が関
わっている可能性が考えられる。我々のグル
ープではSRPK1の特異的阻害剤を開発してい
るため（Fukuhara et al., PNAS 103: 11329, 



 

 

2006）、この阻害剤を投与したり変異体 SRPK1
をマイクロインジェクションすることで核
外輸送が変化するか調べた。さらに CLIP 法
を用いて、ICP27 の標的 RNA を同定し、SELEX
法を用いて、RNA 結合タンパク質の認識配列
を同定した。 
 
４．研究成果 
近年、遺伝子発現過程の各ステップ、例えば
転写、キャッピング、ポリ A付加、スプライ
シング、核外輸送、翻訳などは、密接に連関
した細胞内反応であると考えられ始めてい
る。ｍRNA のスプライシング反応は、転写
と同様、HeLa細胞核抽出液を用いて in vitro
で解析することができる。ところが、通常の
in vitro スプライシングアッセイでは、T7 
RNA polymerase (T7RNAP) によってあら
かじめ転写した pre-mRNA を用いており、
転写とスプライシングの共役関係について
は、in vitroでは深く検討されてこなかった。
そこで我々は、in vitro で RNA polymerase 
II (RNAPII)による転写と共役してスプライ
シング反応を解析できる実験系を構築し、
mRNAとRNA結合蛋白のダイナミズムにつ
いて解析を行った。RNAPII で合成された新
生 -globin pre-mRNA は、T7RNAPによっ
て合成された RNA より効率良くスプライシ
ングされた。次にビーズに固定化した鋳型
DNA に psoralen を部位特異的に取り込ま
せ転写伸長反応を任意の位置で停止させた
ところ、合成途上の pre-mRNA は効率良く
スプライシングされていることを見出した。
両条件下で転写を途中で止めた状態の新生
RNA を RNase H によって転写装置から遊
離させ、様々な RNA 結合タンパク質の抗体
を用いた免疫沈降法により、RNA 結合タン
パク質を解析した。その結果、興味深いこと
に、 mRNA輸送アダプターである Aly/REF 
は、 T7 RNAP で合成された RNA にほとん
ど結合しないが、RNAPII で転写された後ス
プライシングが完了した成熟 mRNA には
特異的に結合していることが見出された。こ
れは、以前から知られていた  EJC (exon 
junction complex) よりも上流に、Aly/REF
が RNAPII 転写依存的に結合するためであ
ると推定される。以上の結果は、RNAPII が
転写時に Aly/REF等 RNA結合蛋白の RNA
上への集散を制御し、mRNA輸送等にも影響
を与えていることを示唆している。 
DNA ウイルスであるヘルペスウイルス科の
ウイルスゲノムの中には、ウイルス間でよく
保存され、RNA 結合ウイルスタンパク質をコ
ードしている遺伝子が知られている。その代
表的な例が単純ヘルペスウイルス（herpes 
simplex virus, HSV）の ICP27（infected cell 
protein 27）である。ICP27 は、N末端側に
RNA 結合に関わるアルギニン・グリシンに富

んだモチーフ RGG-box、C末端側に hnRNP K
の RNA結合領域に相同性が高い KH ドメイン
（KH1-KH3）を３つ有する。ICP27 タンパク質
は、ウイルス遺伝子の転写反応を促進する転
写調製因子として知られていたが、その後の
解析で転写後の RNA代謝においても重要な働
きをしていることが示されてきた。免疫沈降
や免疫染色などから、ICP27 タンパク質は
snRNPs、SR タンパク質、SRPK1、SAP145 など
いくつかのスプライシング関連因子と相互
作用することや細胞内で共局在することが
知られている。このことから、ICP27 タンパ
ク質がスプライシング制御因子であること
が考えられ、Sandri-Goldin らは ICP27 タン
パク質が宿主のスプライシング反応をシャ
ットオフし、宿主遺伝子発現を抑制している
モデルを提唱している。彼女らは、野生型 HSV 
と ICP27 遺伝子を欠失した変異 HSV 感染細胞
から抽出した核抽出液を用いて、 -globin
を基質とした in vitro スプライシング反応
を行った。その結果、野生型 HSV 感染細胞核
抽出液を用いた反応ではスプライシング産
物は検出できなかったが、ICP27 欠失 HSV 感
染細胞核抽出液を用いるとスプライシング
産物は検出できるようになった。 -globin
のイントロンが構成的スプライシングによ
って除去される典型的なイントロンである
ことから、ICP27 タンパク質は宿主の全ての
スプライシング反応を阻害していると彼女
らは考えている。しかしながら、ICP27 タン
パク質と snRNPs との相互作用がスプライシ
ング反応阻害に必要とされないことも報告
されていることから、全てのイントロン除去
を阻害しているわけではない可能性も考え
られる。実際、我々はウイルス増殖に関わる
遺伝子の選択的スプライシング制御因子を
探索したところ、ICP27 遺伝子を同定するに
至った。また、ICP27 タンパク質はその他に
解析したいくつかの遺伝子のスプライシン
グ（構成的、選択的、マイナースプライシン
グ含む）には影響がなかった。我々の結果は、
ICP27 タンパク質の RNA 結合には何らかのル
ールが存在することを示している。ICP27 タ
ンパク質のRNA認識配列は未だ不明であるた
め、我々は ICP27 タンパク質標的遺伝子の解
析を CLIP や SELEX 法によって進めた。その
結果、ICP27 は２群の RNA に結合することが
判明した。ICP27 の RNA 結合ドメイン解析を
行い、ICP27 の新しい RNA 結合領域を見出し
た。ICP27 は２つの RNA 結合領域を使うこと
で、RNA輸送とスプライシング制御という複
数の機能を遂行していると推測される。 
ヘルペスウイルス科には、HSV ICP27 の相
同性遺伝子として EBウイルスの SM（EB2）遺
伝子、カポジ肉腫関連ウイルスの ORF57 遺伝
子などが知られており、最近になって、それ
らがスプライシング制御因子として働いて



 

 

いることが報告されている。Swaminathan ら
は、EBウイルスの SMタンパク質を発現させ
るとSTAT1のイントロン23中に5’スプライ
ス部位を見つけ出し、新しいスプライシング
バリアント STAT1 を発現することを見出し
た。この SM タンパク質の選択的スプライシ
ング制御は、UV クロスリンク実験から SMタ
ンパク質がイントロン 23の 5’スプライス部
位付近に直接結合し、SF2/ASF タンパク質と
競合することで得られる。ICP27 相同遺伝子
がヘルペスウイルス科の全てのウイルスに
おいて存在し、少なくとも４種類のウイルス
で同様な機能を有している。ヘルペスウイル
ス科以外では、アデノウイルスやワクシニア
ウイルス感染時にはSRタンパク質のSF2/ASF
が脱リン酸化されて減少し、逆に HPV 感染で
はウイルスの E2タンパク質が SF2 の発現を
促進することが報告されている。それぞれの
ウイルスごとに異なったメカニズムで、宿主
の mRNA スプライシング制御機構に干渉して
いるものと推測される。 
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