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研究成果の概要（和文）：　mRNAのプロセシング過程を制御しているのは、種々のmRNA輸送体である。mRNA輸送体は、
ヒトでは多様化している。本研究は、mRNA輸送体AREX複合体ならびにその比較対照となるTREX複合体との複合体の形成
を明らかにすることを目的とした。
　キメラ変異体や点変異体を用いた複合体形成や機能回復実験から、UAP56とURH49の複合体形成能は1アミノ酸の違い
で規定されていることを示した。このことは、UAP56とURH49が共通の祖先から機能分化し、その過程で生じた1アミノ
酸変異が複合体形成能を変換し、異なる機能をもつに至ったことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：      Messenger RNA exporter regulates the mRNA processing. In human, mRNA exporte
r is diversified. Here, I am focusing on the mechanism of the complex formation of TREX and AREX as functi
onal mRNA exporters. 
      The analysis using chimera mutants and point-mutated proteins, I have shown that TREX and AREX compl
ex formation by UAP56 and URH49 are regulated by single amino acid exchange. This indicates that UAP56 and
 URH49 were diversified from the common ancestor and obtained the specific function through forming specif
ic complex.
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１．研究開始当初の背景 
(1) mRNA 輸送体について 
 タンパク質をコードする mRNA は、核内
で RNA ポリメラーゼⅡによって合成され、
キャッピング、スプライシング、ポリアデ
ニル化という各プロセシングを受ける。こ
の際、mRNA の細胞質への輸送を促進する因
子は、プロセシング中に mRNA に結合する
ことでプロセシングと輸送過程の連携を
スムーズにしている。このメカニズムを共
役といい、各過程を連携するだけでなく、
正常にプロセシングを受けた mRNA のみを
細胞質へと輸送する品質管理の機能を併
せ持つ。この共役機構に関わる mRNA プロ
セシング因子を mRNA 輸送体とよび、その
同定と分子メカニズムの解明は、遺伝子発
現の制御機構を理解する上で極めて重要
な研究課題と認識されてきた。 
 

(2) 国内外の研究動向と位置付け 
 mRNA 輸送体は、出芽酵母からヒトまで保
存されているものの、相違点も見いだされ
ている。出芽酵母において mRNA 輸送体は
各過程で単一であるのに対して、ヒトでは
複数個存在している。この理由としてヒト
では複雑な mRNA スプライシングや選択的
輸送などに対処するために mRNA 輸送体が
多様化したと考えられてきた。 
 
(3) これまでの研究成果と着想に至った経
緯 
 進化的に保存されたRNAヘリカーゼUAP56
が mRNA スプライシングと核外輸送（細胞質
への輸送）過程を共役する mRNA 輸送体の１
つであることを明らかにしている (Masuda 
et al. Nature, 417, 304-308, 2002)。さ
らに UAP56 は、THO 複合体ならびに Aly と
TREX 複合体を形成することを見いだしてい
る  (Masuda et al. Genes Dev., 19, 
1512-1517, 2005)。TREX 複合体は、UAP56
のヘリカーゼ活性を通して共役機能を発揮
する。ヒトでは UAP56 と 90％以上の相同性
を持つファミリータンパク質 URH49 が存在
し、長い間 UAP56 と URH49 は同じ機能を持
つと信じられてきた。申請者は、URH49 が
UAP56 と異なり、CIP29 と相互作用して全く
新規の AREX(Alternative mRNA Export)複合
体 を 形 成 し て い る こ と を 発 見 し た
(Yamazaki et al. Mol. Biol. Cell, 21, 
2953-2965, 2010)。加えて AREX 複合体の制
御している mRNA 種は、TREX 複合体の制御し
ているmRNA種とは異なることをマイクロア
レイ解析、ならびにノックダウン細胞の生
細胞観察により示した。すなわち、UAP56 と
URH49 は、共通の先祖から分かれ極めて高い
相同性を持つにもかかわらず、異なる複合
体を形成し、異なる mRNA の輸送に関わって

いることを明らかにした。これは多様化し
た mRNA 輸送体が、それぞれ独自の mRNA を
標的とすることを示した世界で初めての例
である。AREX 複合体と TREX 複合体形成の分
子機構や機能解析を行うことで、mRNA 輸送
体多様化の構築基盤の解明を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 細胞核内において mRNA のプロセシング
過程を制御しているのは、種々の mRNA 輸
送体である。各過程での mRNA 輸送体は、
出芽酵母ではそれぞれ 1種類であるが、ヒ
トなどの高等動物では複数に多様化して
いる。最近申請者は、多様化したヒト mRNA
輸送体が、それぞれ独自の mRNA 輸送経路
を形成し、特異的な mRNA の輸送を制御し
ていることを明らかにした。本研究は、申
請者らが発見した新規mRNA輸送体 AREX複
合体について、AREX の全構成因子の同定や
機能解析、AREX 複合体ならびにその比較対
照となる TREX 複合体との複合体の形成様
式の違い、これら複合体と共役する輸送経
路などの未解明な問題を解決することを
目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
UAP56 と URH49 の欠失体やキメラ体を作製
し、免疫沈降実験、ノックダウンと siRNA
耐性を持つキメラ体発現細胞を用いた機
能相補実験による表現型観察等を行った。 
 
(1) AREX ならびに TREX の複合体形成にか
かわる領域の in vivoアッセイによる同定 
 Flag タグを N 末端に付加した URH49 欠
失体やキメラ体を、Flpin293TRex 細胞に導
入し、安定発現株を取得した。細胞核抽出
液を用いて Flag 抗体で免疫沈降した。質
Westernで解析し、URH49が AREX複合体と、
UAP56がTREX複合体と相互作用するために
必要な領域を決定した。 
 
(2) AREX ならびに TREX の複合体形成にか
かわる領域の機能相補実験による同定 
 (1)で同定した AREX や TREX 複合体形成
を制御する領域に変異を導入し、かつ
siRNA 耐性をもつように改変したキメラ分
子を Flpin293TRex あるいは FlpinU2OS 細
胞に発現させる。これらの分子を発現した
細胞では、URH49 や UAP56 をノックダウン
したときに現れる mRNA の核内での蓄積を
レスキューできるかについて解析する。も
し変異体が AREX 複合体と相互作用する場
合には、URH49 のノックダウンを機能相補
する。一方TREX複合体を形成する場合は、
UAP56 のノックダウンを機能相補する。 



 
 
４．研究成果 
 まず UAP56 と URH49 において比較的相同性
の低い両末端を入れ替えたキメラ変異体を
作製して複合体の形成を観察した。すると、
いずれも元の複合体形成を示した（図１）。 

 
 そこで UAP56 と URH49 において異なるアミ
ノ酸をそれぞれ入れ替えた点変異体を作製
した。これらの変異体について複合体形成能
を観察した。すると、URH49C223V 変異体は、
URH49の形成するAREX複合体ではなく、UAP56
の形成する TREX 複合体を形成した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次いで点変異体の機能を解析するために、
UAP56 をノックダウンしたバックグラウンド
で、作製した URH49 点変異体を導入し機能回
復するかについて解析した。すると、
URH49C223V 変異体は、UAP56 のノックダウン
を機能回復した（図３）。一方 URH49 のノッ
クダウンしたバックグラウンドでは機能回
復しなかった（図４）。このことから
URH49C223V 変異体は、URH49 ではなく UAP56
の機能を持つことを証明した。 
 

 
 
 今回の解析で形成されたURH49点変異体の
複合体形成をモデルで示している（図５）。
これらの解析から、UAP56 と URH49 が共通の
祖先から機能分化し、その過程で生じた 1ア
ミノ酸変異が複合体形成能を変換し、異なる
機能をもつに至ったことを明らかにした。 
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