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研究成果の概要（和文）： 

RNA 結合タンパク ROD1 が GU/GC rich な領域に結合しスプライシングを制御するこ
とを見出した。この研究の過程において、生体内での RNA-蛋白結合の解析に非常に有
効な CLIP 法の実現に成功し、RNA 結合タンパクの機能解析を詳細に行うことが可能
となった。さらに、ROD1 の 4 個の isoform を同定し、これら isoform 間で細胞質-核
シャトリング能に違いがあることを見出した。 

研究成果の概要（英文）： 
We found that ROD1 binds to GU/GC rich regions in introns to regulate splicing. We 
succeeded to analyze RNA-protein interaction with CLIP method, which is a quite 
effective method established recently. We identified 4 isoforms of ROD1 and found 
difference in the ability of nuclear-cytoplasmic shuttling. 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、innate immunity における

マスト細胞の生理的役割の研究を精力的に

行い、転写因子 GATA がマスト細胞の活性化

制御に極めて重要な働きを持っており、GATA

の不活化は I型アレルギー反応を著明に抑制

することを見出し、報告した（Masuda, et al. 

J Immunol. 2007）。GATAによる I型アレルギ

ー反応制御は、一部は、シグナル伝達因子で

ある PKCβを介していることを明らかにした

が、その本態はまだ大部分が未解明のままで

あった。その後、正常マスト細胞と GATA 不
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活化マスト細胞の mRNA 発現を比較したとこ

ろ、GATA 不活化によりマスト細胞内 ROD1 

mRNAの発現が減少することを見出した。 

ROD1 は、スプライシング因子 PTB の

orthologであり、PTB, nPTB, ROD1で family

を形成する。血球系細胞に高発現が見られ、

過剰発現により細胞分化を抑制することが

見出されているが、その分子機構は全く未解

明であった。ROD1の機能を明らかにすること

により、アレルギー病態解明に寄与できる可

能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

ROD1の結合RNAおよびその部位を解析する

ことにより、ROD1の生理的機能を解明し、ア

レルギー性炎症における ROD1 の意義を探る

ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

in vitroで目的タンパクの RNA結合配列

を同定することができる SELEX (Systematic 

Evolution of Ligands by EXponential 

enrichment)法により、ROD1の結合 motifを

決定する。 

さらに、CLIP (in vivo Cross-Linking and 

ImmunoPrecipitation) 法により、生体内で

ROD1が直接RNAに結合している部位を同定し、

SELEX法で得られた motifの正確性を確認す

るとともに、その結合部位の分布から ROD1

の生理的役割を推察する。 

培養細胞に ROD1を過剰発現し、推察され

た生理的役割を実証する。 

 

４．研究成果 

(1) SELEX法による ROD1結合モチーフ

の同定 

Mouse およびHuman ROD1のGST fusi

on proteinを作成し、SELEX法により、R

OD1と特異的に結合するRNA結合配列がG

(G/U)(G/C/U)Gであることを同定した (

図１)。ROD1はGU/GC rich 領域への高い

結合性があることが判明した。 

 

 

(2) CLIP法の実現 

CLIP法は、RNA結合タンパクの生理的

機能を明らかにする上で、現在、他に同

等なものが見出されないほど、抜群に有

効な手法である。2003年にUle et alに

よりScience誌に発表された本法は、 UV

クロスリンクされた RNA－タンパク複合

体の免疫沈降による精製、結合 RNAの単

離、シークエンサーによる配列解読＆ゲ

ノムマッピング、というステップを経て

、目的タンパクの生体内での標的 RNA結

合部位を明らかにする。現在、次世代シ

ークエンサーの進展に伴い、ゲノムワイ

ドな解析が可能となり、この手法により

、RNA結合タンパクの新しい機能が次々



 

 

と明らかになっている (Nature 460:47

9, 2009; Genome Res 19:381, 2009; 

Nat Struct Mol Biol 17:909, 2010; 

Nat Struct Mol Biol 16:130, 2009; 

Mol Cell 36:996, 2009; Cell 141:129,

 2010)。しかし、技術的な困難さから、

非常に有効な手法にも関わらず、現在ま

で4グループからの報告しかなされてい

ない。我々は、国内では他グループに先

駆けてこの手法の実現に成功した。本研

究テーマであるROD1をはじめ、そのorth

ologであるPTB、先天性筋ジストロフィ

ー１型（DM1）の発症に関わるスプライ

シング因子CUGBP1およびMBNL1、筋萎縮

性側索硬化症の発症に関わる RNA結合タ

ンパクFUSおよびTDP-43、RNA decay制御

因子 HuRなど数々の HITS-CLIP data を

得ることに成功し、これらRNA結合タン

パクの新規機能を見出している（CUGBP1

/MBNL1については、現在、投稿中）。 

 

(3) CLIP法による生体内 ROD1結合 RNA

部位の同定 

CLIP法による解析で、生体内で ROD1が結

合する、118 個の RNA 断片配列が得られ、そ

れらをマウスゲノムにマッピングした後、解

析を行った。 

 

 

図 2 に示すように、結合部位は、exon 上

に 4個、deep intron上に 80個、splice site 

近傍 intron 上に 5 個、3'UTR 上に 13 個、マ

ッピング不能配列 15 個であった。この傾向

は orthologである PTBも同様であり、intron

に高率に結合することが明らかとなった。 

また、結合部位の多くは、RNA結合タンパ

クのｍRNA上にあり、ROD1は RNA結合タンパ

クのｍRNA 代謝に関与することが示唆された。 

これら結合配列に対し motif 解析を行う

と、ROD1 では GU もしくは GC rich な配列が

高頻度に出現することが判明し、SELEX 法の

解析と一致した。また、CU rich 配列に結合

する PTB とは異なることが明らかとなった。 

ROD1 と PTB は相同性の非常に高いタンパ

クである。結合領域はともにイントロン上に

あり、PTB がスプライシング因子であること

も考慮すると、ROD1もスプライシングを制御

すると予想される。我々の解析により、結合

配列は異なることが明らかとなり、PTB とは

異なる exonの splicingを制御しうることが、

推察される。 



 

 

 

(4) ROD1isoform間の機能の相違の発見 

Human ROD1 に存在する 4 個の isoform を

同定し、その機能を明らかにした。 

Wesern blotによる解析により、ROD1には

60kDa (p60) および 58kDa (p58) の 2種類の

isoform が存在することを見出した。該当す

る mRNA を見出すため、EST database の検討

を行い、Human の ROD1 には、異なる 2 つの

exon1（1aと 1b）および exon2の alternative 

splicingの組み合わせにより、1a, 1a+2, 1b, 

1b+2の４種類のvariantが存在することが判

明した。さらに発現ベクターによる検討を行

い、1aおよび 1b+2からは p58が、1a+2およ

び 1bからは、p60が産生されることを明らか

とした。 

p58は、N末側の 17アミノ酸が欠失してい

る。この部位には、ROD1 の ortholog である

PTB において核－細胞質間シャトリングに必

須とされる配列が保存されているため、p58

と p60の核－細胞質間のシャトリング能力を

検討した。 

ROD1 各 isoform と GFP の fusion protein

発現ベクターを作成し、核－細胞質間シャト

リング能を解析する heterokaryon assay を

行った。結果、1a+2由来の p60のみが、高い

シャトリング能力を示し、他の isoformでは

シャトリング能力を欠落していることが明

らかとなった。 

ROD1は、isofromごとに細胞質－核シャト

リング能力に違いがあり、この機能差により

様々な RNA代謝を調節している可能性が示唆

された。 

図 3 ROD1 isoformの機能の違い 

 

 

 ROD1は、細胞分化に抑制的に働くことが知

られており、特に血球系細胞で発現が高い。

我々の研究により、mRNA上の GU/GC rich 配

列への結合を通して、RNA 代謝に関与しうる

ことが判明した。それらの機能を通じ、血球

細胞の分化や機能発現を調節し、アレルギー

病態に関与しうることが示唆された。 
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