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研究成果の概要（和文）： 
真核細胞の核内は、多数の核内構造体によって高度に区画化された空間である。遺伝子発現は、

核スペックルなどの核内構造体によって形成される微小核内空間場を介した制御を受ける。本

研究では、放線菌培養上清から分離した核スペックル形成阻害化合物をバイオロジカルプロー

ブに用いて、核内構造体を介して選択的スプライシングや mRNA 核外輸送などの転写後遺伝

子発現が如何に制御されるか、その時空間的な場による制御機構を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In eukaryotic cells, the nucleus is highly compartmentalized with dozens of nuclear 
structures. Gene expression in the eukaryotic cells is co-ordinately regulated via those 
nuclear structures. In this study, we analyzed the mechanisms of the post-transcriptional 
regulation of gene expression, such as alternative splicing and nuclear mRNA export, 
conducted spatiotemporally via the nuclear structures, using the compounds isolated from 
cultures of the actinomycetes, which inhibit the formation of the nuclear structures, 
as biological probes.  
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１．研究開始当初の背景 
  真核細胞の核内は、クロマチンのみが均
一に存在する空間ではなく、核小体、PML ボ
ディ、Cajal ボディ、GEM、核スペックルなど
十数種類にも及ぶ核内構造体が存在する高
度に区画化された空間である。それらの核構

造体のうち、核スペックルは選択的スプライ
シングの制御に関わる SF2、SC35、hnRNPA1
など、多数のスプライシング因子や輸送因子
などが集積化することにより形成され、それ
ら因子群の貯蔵部位（本体領域）や、スプラ
イシング反応部位（周辺領域）としての機能
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が考えられている(Lamond & Spector, 2003)。 
 選択的スプライシングの制御には、特異的
因子が関与する場合もあれば、各種スプライ
シング制御因子（SF2 や SC35 など SR タンパ
ク質とそれらの拮抗因子 hnRNPA1 など）の量
比が大きな役割を果たす場合もある。例えば、
スプライシング反応が行われている核内微
小空間において SF2 が多く存在すると、エキ
ソン内の splicing enhancer 配列に SF2 が結
合する確率が高まり、そのエキソンのスキッ
ピングが抑制される。即ち、成熟 mRNA にそ
のエキソンが含まれる方向に反応が進む。核
内反応部位でのスプライシング因子濃度は、
核スペックルにける各因子の集積と分散に
よって制御されていると考えられる。従って、
細胞核内でスプライシング反応が行われる
微小空間場の様態は、スプライシング反応の
制御に重要な観点である。 
 現在までの様々な解析結果から、スプライ
シング反応は、核内構造体である核スペック
ルの内部及び周辺部における微小空間で行
われていると考えられている。核スペックル
は極めて動的な構造体で、その形態や大きさ、
核内で形成される数は、遺伝子の転写活性や
細胞周期などによって大きく変化する。核ス
ペックルに局在する様々なスプライシング
因子や転写因子群は、FLAP 解析の結果から、
数十秒のタイムスケールで外部と入れ替わ
っていることが示されており、極めてダイナ
ミックで流動的な構造体である。従って、核
スペックル及びそれらの周辺部領域は、構成
因子群の自己集積、もしくは noncoding poly 
A+ RNA 等を集積基盤として、多くの因子群が
迅速に出入りする微小空間場となっており、
その限られた空間における制御因子群の時
空間的濃度変化は、選択的スプライシングの
制御につながる重要な環境的側面となって
いると考えられる。しかしながら、それら微
小空間への因子群の流入や流出、局在の制御
など、時空間的な場の制御機構は、研究開始
時点において充分に解明されていない状況
であった。 
 
２．研究の目的 
 真核細胞の核内は、多数の核内構造体によ
って高度に区画化された空間である。遺伝子
の転写やスプライシングなどの反応は、核ス
ペックルや PMLボディなどによって形成され
る微小核内空間（場）と密接に連携して進行
する。本研究は、これらの核内構造体構築に
影響を与える、放線菌培養から分離した天然
阻害化合物をバイオロジカルプローブに用
いて、核内構造体を基盤に様々な因子が出入
りして形成される微小空間場によって、転写
後遺伝子発現、特に選択的スプライシングが
如何に制御されるか、その時空間的な場によ
る制御機構を解明することを目的に実施し

た。研究実施期間内で、核内微小時空間場の
形成による、転写後遺伝子発現制御という概
念を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 SC35 は、選択的スプライシングにおいて
SF2 と協調的/拮抗的な活性をもつ因子であ
り、通常は、核全体及び核スペックルに局在
する。1870-14a (トヨカマイシン) は、核ス
ペックルに SF2 や SC35 を過剰集積（肥大化）
させ、Clk 遺伝子のエキソンスキッピングを
抑制する活性をもつ。SF２の核内分布はリン
酸化によって制御されていることが報告
(Stamm, 2008)されているので、トヨカマイ
シンのリン酸化酵素に対する効果を、in 
vitro、in vivo 系によって解析した。核スペ
ックルへのスプライシング因子集積変化（核
内微小空間濃度変化）による、核質と核スペ
ックル領域におけるすプライシング因子の
相対濃度変化を明らかにし、選択的スプライ
シング制御への関連を解明する。平行して、
化合物の標的タンパク質の同定と解析を行
った。 
 また、各阻害化合物で処理した細胞より全
RNA を抽出し、全遺伝子（全エキソン）の選
択的スプライシングをゲノムスケールで解
析可能な Affimetrix 社製エキソンマイクロ
アレイ(GeneChip exon array など)を用いて、
どのような遺伝子（エキソン）の選択的スプ
ライシングに化合物が影響を与えるか、網羅
的に解析した。次に、同定した遺伝子群につ
いて、統計的相互比較検討を行い、シス制御
配列の分布等を解析した。 
 
４．研究成果 
 核内構造体（核スペックル）を肥大化する
化合物として放線菌培養上清から同定した
トヨカマイシンは、スプライシング因子のリ
ン酸化kinaseを阻害（ATPとの結合拮抗阻害）
することにより、核スペックルへのスプライ
シング因子の集積を促進し肥大化をもたら
すことが、in vitro でのリン酸化反応阻害
実験、及びリン酸化 SR タンパク質特異的抗
体を用いた in vivo 解析実験で示された。Clk 
kinase などのスプライシング因子特異的リ
ン酸化 kinase を抑制することにより、 SF2
等スプライシング因子のリン酸化が抑制さ
れ、核スペックルへのスプライシング因子の
集積を促進し核スペックル肥大化をもたら
すことが示された。 
 一方、核スペックルを分散化させるツベル
シジンは、スプライシング因子の核スペック
ル局在に必須なnon-coding RNA (MALAT1 RNA)
に取り込まれ、その分解を促進することで、
核スペックルからのスプライシング因子 SF2
の分散化を惹起している可能性が示唆され
た。 



 また、これら二種類の阻害化合物処理によ
って引き起こされる核スペックルの変化（集
積と分散化）による選択的スプライシングへ
の影響を解析し、Clk 遺伝子においては、核
スペックルへのスプライシング因子の集積
（トヨカマイシン処理）によって選択的 exon 
inclusion が、核スペックルからのスプライ
シング因子分散（核質濃度上昇、ツベルシジ
ン処理）によって、選択的 exon skipping が
引き起こされることが示唆された。 
 一方、核スペックルを分散化させるツベル
シジンは、Clk などスプライシング因子リン
酸化酵素の阻害活性がトヨカマイシンに比
較して強くなかったことから、転写阻害剤を
用いた解析を行い、ツベルシジンがスプライ
シング因子の核スペックル局在に必須な
non-coding RNA (MALAT1 RNA)に取り込まれ、
MALAT1 RNA の分解を促進することで、核スペ
ックルからのスプライシング因子 SF2の分散
化を惹起している可能性を支持する結果を
得た。 
 さらに、exon array 解析を行い、ゲノムワ
イドにこれら二種類の阻害化合物が選択的
スプライシングに与える遺伝子群を同定し
た。それら候補遺伝子（エキソン）グループ
の塩基配列情報を基に統計的解析を行い、ト
ヨカマイシンにより選択的スプライシング
が影響を受けるエキソンには、SF2 結合配列
の分布に特徴的な偏りがあることが示され
た。 
 興味深いことに、トヨカマイシンは、選択
的スプライシングへの影響に加えて、一部の
成熟 mRNA に対して、核から細胞質への核外
輸送も阻害することが判明した。SF2 はスプ
ライシング反応に加えて、mRNA 核外輸送にお
いてもアダプター因子としても機能してい
ることから、トヨカマイシンによる SF2 のリ
ン酸化阻害により、mRNA 核外輸送の阻害が生
じた可能性が考えられた。更に、RIP assay
の結果から、トヨカマイシンは SF2 と核外輸
送因子 TAPの相互作用に影響を及ぼして核外
輸送阻害を引き起こしている可能性が示さ
れた。 
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