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研究成果の概要（和文）：Spliceostatin A（SSA）は抗がん抗生物質FR901464 の化学的に安定な誘導体であり、研究
代表者らはSSAがスプライシング因子SF3bに特異的に結合する世界初のスプライシング阻害剤であることを明らかにし
てきた。SSAを用いることでスプライシング因子やイントロンの新しい機能の同定につながると考えられる。そこで本
研究はSSAによって引き起こされる多様な表現型の作用機構を解析し、スプライシング因子の未知の役割の解明を目指
した。その結果、pre-mRNA核内保持、転写伸長、ポリA付加、核内非コードRNAの局在制御にスプライシング因子が関与
することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Spliceostatin A (SSA) is a chemically stable derivative of anticancer natural prod
uct FR901464, which we identified as the first splicing inhibitor that binds the splicing factor SF3b. SSA
 provides a unique opportunity to analyze novel function of splicing factors and introns. This project aim
s to elucidate unknown roles of splicing factors by analyzing the mechanisms by which SSA induces a variet
y of phenotypes. In consequence, we demonstrated that splicing factors targeted by SSA are involved in the
 regulation of pre-mRNA nuclear retention, transcriptional elongation, polyadenylation, and subcellular lo
calization of nuclear non-coding RNAs.
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１．研究開始当初の背景 
	 研究代表者らは抗癌活性物質のケミカル
バイオロジー研究の過程で、スプライシング
を阻害し、イントロン配列がタンパク質に翻
訳されるという驚くべき現象を見いだした。
すなわち、抗癌剤候補化合物として発見され
た微生物代謝産物 FR901464 の安定誘導体
spliceostatin A（SSA）を用いて、FR901464
がどのようなメカニズムで抗癌活性を示す
かを解析したところ、スプライシング因子複
合体 SF3bに結合してスプライシング反応を
阻害することがわかった。スプライシング反
応の小分子阻害剤は世界初の発見であり、こ
の化合物の登場により、イントロンやスプラ
イシング反応の機能を効率よく検証する環
境が整った。 
 
２．研究の目的 
	 研究を開始した時点において、SSAを細胞
に加えると、核内に繋留されていた
pre-mRNAが細胞質へと輸送され、細胞質で
翻訳されて異常なタンパク質を作ることが
明らかとなっていた。また、SSA存在下では、
核内に大量に存在する複数のノンコーディ
ング RNA（ncRNA）の局在や安定性が変化
するという予備的な観察結果を得ていた。こ
れらの結果は、スプライシング反応が mRNA
のプロセシングに関わるだけでなく、
pre-mRNAや ncRNAの局在監視機構や安定
性制御にも関わっていることを示していた。
そこで本研究では、SSAを手がかりにスプラ
イシング因子が制御する生理現象を解析し、
スプライシング反応因子やイントロンが持
つ新しい機能を解明する「イントロン生物
学」を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
	 研究項目（１）mRNA 監視機構における
SF3b の役割および（２）転写とクロマチン
調節における SF3bの役割については、主と
して細胞内mRNAの発現、スプライシング、
細胞内局在が SSA 処理でどのように変化す
るかをゲノムワイドで解析するため、DNA
マイクロアレイ、エクソンアレイ、および
RNA-seq 解析を行った。RNA-seq について
は、pre-mRNA の核外移行を観察するため、
核と細胞質に分画して解析を行った。研究項
目（３）ncRNA 調節における SF3b の役割
については、スプライシング因子が作用しう
る配列（イントロンの 5'側のドナー配列、ブ
ランチ部位配列、イントロンの 3'側のアクセ
プター配列）に注目し、これらの配列がそれ
ぞれの RNA の制御に与える影響を解析した。
また、各種 RNA 結合ドメインを持つタンパ
ク質をノックダウンしたときの効果につい
ても検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）mRNA監視機構における SF3bの役割	  
	 mRNA 監視機構をモニターするレポータ

ー遺伝子に変異を導入した実験から、SSAに
よるスプライシングおよび監視機構の阻害
効果はブランチ部位の配列の強さに依存す
ることを見いだした。そこで SSAによって発
現や細胞内局在が変化する転写産物をゲノ
ムワイドに探索するためアレイ解析を行っ
たところ、血管新生因子 VEGFを含む多くの
遺伝子における発現変化を観察することが
できた。また、RNA-seq による全 RNA 解析
を行ったところ、スプライシングが非常に強
く抑制されて転写物そのものが激減したも
のが約６％、逆に増加したものが約３％検出
された。また、細胞質と核内での RNA の比
較を行うと、約２０％の遺伝子でスプライシ
ングの抑制が検出され、約１０％の遺伝子で
その一部が細胞質に漏出していることが明
らかになった。以上の結果は、SSAによるス
プライシング阻害効果は均一ではなく、にブ
ランチ部位の配列の違いによって遺伝子ご
とに異なることを示している。このことがが
ん細胞選択的な増殖阻害の原因の一つと考
えられる。 
（２）転写とクロマチン調節における SF3b
の役割 
	 短時間の SSA処理細胞中の新生 RNAをタ
イリングアレイで解析した結果、SSA処理細
胞では転写伸長が阻害され、RNAポリメラー
ゼ IIが途中で停止する例が観察された。この
ことは、スプライシング異常を検知すると、
転写を停止させる未知の機構が存在し、スプ
ライシングの完了を監視する役割があるこ
とが示唆された。 
	 また、ウイルスプロモーターや IL-8プロモ
ーターなど、SSAで転写が活性化するプロモ
ーターの解析を行ったところ、ERK および
NF-κB経路を介してこれらのプロモーターが
活性化することが明らかになった。 
	 さらに長時間の SSA 処理によってグロー
バルなヒストン H3K9のメチル化の上昇が観
察された。興味深いことに、この作用は
miRNAの生成に必須なDicerのノックダウン
によって消滅した。したがってスプライシン
グ阻害の結果、生成される miRNA の分子種
の中にヒストン修飾を制御するものが含ま
れている可能性が示唆された。 
（３）ncRNA調節における SF3bの役割 
	 Xistは哺乳類のメス個体で見られるX染色
体の不活性化に関わる ncRNA で、転写産物
は不活性化されるべき X 染色体全体を覆い
尽くし、そこにエピゲノム修飾に関わる酵素
群を引き込むことで、染色体レベルでの遺伝
子発現抑制を実現している。しかし、Xistの
染色体局在機構はほとんどわかっていない。
そこで、SSA処理によって Xistの発現量が低
下することをヒントに、多くのスプライシン
グ因子が持つRRMドメインやRGGドメイン
を有するタンパク質に対するカスタム siRNA
ライブラリーを作製し、それらのタンパク質
をノックダウンしたときにXistの局在が変化
するかどうかについて検討を行った。その結



果、予想していたスプライシング因子ではな
いものの、核マトリクスの構成成分として知
られていた hnRNP Uが Xistの染色体局在を
制御していることが明らかとなった。一方、
Gomafu RNAについては、自身のもつブラン
チ部位様の配列に SF3b ではなく、SF1 が結
合していることが明らかになった。 
	 Malat1 RNA は RNA ポリメラーゼ II で転
写される極めて発現量の多い長鎖 ncRNAで、
スプライシング因子の貯蔵庫である核スペ
ックルに局在し、がん細胞の転移能や血清刺
激に応答した細胞増殖を制御していると報
告されている。Malat1 RNAが SSA処理によ
って著しく不安定化することを見いだした。
そのメカニズムを明らかにするために
Malat1 RNA の挙動を詳細に調べたところ、
SSA 処理後に転写産物の 5′側にある潜在的
なポリ A付加配列が活性化され、そこで異常
な切断が起きていることが明らかとなった。
興味深いことに、この異常な切断に先立って
Malat1 RNAは核スペックルから離脱する。ス
プライシング因子 U1 snRNPは、潜在的なポ
リ A 付加配列の活性を抑制することが知ら
れているので、U1 snRNPと Malat1との相互
作用を観察したところ、SSA処理によって結
合が低下することがわかった。この結果は、
スプライシング反応が停止することによっ
て、U1 snRNP を含むスプライシング因子が
核スペックルに保持され、巨大スペックルを
形成する一方で、Malat1 RNAがスペックルか
ら離脱し Malat1 RNA 上に結合している U1 
snRNPが欠乏することで、潜在的なポリ A付
加配列が活性化されるという可能性を示唆
する。さらに、SSA処理した細胞での遺伝子
発現を、前述の RNA-seqを用いて詳細に解析
したところ、Malat1以外にも潜在的なポリ A
付加配列が活性化されて異常な転写産物が
作られる遺伝子が多数ある事実が明らかと
なった。 
	 以上の結果、スプライシング反応には、
SF3bやU1 snRNPといったスプライシング因
子の機能を適切に調節し、pre-mRNA の核内
保持、転写伸長の監視、細胞にとって有害な
潜在的なポリ A 付加配列を広範に抑制する
という予想外の機能があることが明らかと
なった。また、miRNAの生成を介したヒスト
ン修飾の制御にも関与する可能性も明らか
になった（図１）。 
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