
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

RNAスプライシングを介した新たな細胞分裂開始機構の解明

RNA splicing mediated cell cycle progression

８０４１９４３１研究者番号：

千賀　威（Senga, Takeshi）

名古屋大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５６５００６３

平成 年 月 日現在２７   ６   ２

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）： SNW1はRNAのスプライシングや特定の遺伝子の転写に関与していることが知られている。申
請者はSNW1の発現抑制が細胞分裂の進行を停止させ、細胞死を誘導することを見出した。さらにSNW1がEFTUD2とSNRNP2
00というスプライシング因子を直接結合することを確認した。EFTUD2とSNRNP200の発現を抑制すると、SNW1発現抑制と
同様に細胞分裂の停止、また細胞死の誘導が観察された。さらにSNW1とこれらの結合を阻害するフラグメントタンパク
質を発現させたところ、発現抑制と同様な現象が見られた。SNW1の機能抑制は、細胞分裂を阻害し、細胞死を誘導する
と考えらる。

研究成果の概要（英文）： SNW1 is associated with RNA splicing or transcription of specific genes. We 
found that SNW1 depletion inhibited cell cycle progression and induced apoptosis. We identified EFTUD2 
and SNRNP200 are direct binding partner of SNW1. Similar to SNW1 knockdown, suppression of either EFTUD2 
or SNRNP200 inhibited cell cycle progression and induced apoptosis. Expression of mutant SNW1 or EFTUD2 
that could disrupt binding of interaction between endogenous SNW1 and EFTUD2 promoted apoptosis by 
arresting cells in mitosis. These results indicate that inhibition of SNW1 function may inhibit cell 
cycle progression and promote apoptosis.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者は細胞分裂に関する様々な因子
を同定するため、siRNA を用いたスクリ
ーニングをおこなった。そして多くの細
胞分裂に関わる新たな遺伝子を同定し、
論文を発表してきた。同定された多くの
遺伝子のいくつかは、RNA のスプライシ
ングに関与することが報告されているも
のであった。例えばこのスクリーニング
で同定された SNW1 はスプライシング
のある段階に重要な役割を果たしている
が、この遺伝子の発現抑制は多くの細胞
を分裂期に停止させた。RNA のスプライ
シングが細胞分裂に関わっているという
いくつかの報告はあるが、詳細な分子メ
カニズムに関しては全く分かっていない。
そこで申請者は今回 SNW1 がどのよう
にして細胞分裂を制御しているか明らか
にすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
 
 SNW1がどのような分子機構で細胞分
裂を制御するのかを検証する。そして
RNA スプライシングが細胞分裂を制御
することを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）．タイムラプス顕微鏡を用いた解析。 
 細 胞 分 裂 を 観 察 す る た め に 、
GFP-Histone を恒常的に発現させた HeLa
細胞をレトロウイルスを用いて作成した。
その細胞にSNW1に対するsiRNAを導入し、
48時間後にタイムラプス顕微鏡を用いて
細胞分裂の異常を観察した。100 個以上
細胞の分裂を観察し、染色体の整列以上、
また分裂にかかる時間などを計測した。 
 
（２）．免疫染色による観察 
 SNW1 の抗体、GFP-SNW１を用いて細胞
内における SNW1 の局在を解析した。また、
SNW1 の発現を抑制し、分裂期の細胞を微
小管、染色体などを染色し、形態の異常
を観察した。 
 
（３）．質量分析による SNW1 結合タンパ
ク質の同定。 
 SNW1と結合するタンパク質を同定する
ため、Flag-SNW1 を恒常的に発現する２
９３T細胞を作製した。まずｐQCXIP レト
ロウイルスベクターに Flag-SNW1 をクロ
ーニングし、それを VSV,GAG,POL などを
発現するプラスミドと一緒に２９３T 細
胞に Lipofectamine2000 を使って一過性
に導入した。４８時間後に上製を４マイ
クロメーターのフィルターに通し、それ
を２９３T 細胞に感染させた。４８時間
後にピューロマイシンを用いて感染した

細胞を選択し、恒常的発現細胞を樹立し
た。 
 次にその細胞を１５センチシャーレ３
枚分に増やし、細胞抽出液を作成した。
抗Flagビーズを用いてFlag-SNW1複合体
を免疫沈降し、そしてタンパク質を Flag
ペプチドを用いて溶出した。そしてタン
パク質をトリプシンで分解し、質量分析
装置でタンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）．SNW1 の発現抑制は細胞分裂を停
止し、細胞死を誘導する。 
 染色体を可視化した HeLa 細胞に SNW1
に対する siRNA を導入し、４８時間後に
タイムラプス顕微鏡を用いて観察した。
通常の細胞は分裂期において染色体が整
列した後、速やかに複製した染色体はそ
れぞれの娘細胞に分配されていく。しか
しながら、SNW1 の発現を抑制した細胞で
は染色体が赤道面に整列することができ
なかった。多くの細胞において染色体は
整列することなく、娘細胞に不均等に分
配されていった。また、分裂にかかる時
間が顕著に長くなっていた（下の図）。 
 

 
さらに SNW1 の発現を抑制した細胞では
分裂後に細胞死が誘導されていた。これ
らの結果は、SNW1 が細胞分裂の進行に重
要な働きを担っていることを示す。 
 
（２）．SNW1 の発現抑制した細胞ではチ
ェックポイントが働いている。 
  細胞分裂において染色体は赤道面に
整列し、そして両極からの微小管が染色
体のキネトコアに結合し、それぞれの娘
細胞に分かれていく。もし染色体と微小
管の結合が適切に行われなければ、チェ
ックポイント機構が働き分裂は進行しな
い。SNW1 の発現抑制では染色体が整列せ
ず、分裂の進行が延長したため、チェッ
クポイントが活性化したと考えられる。



チェックポイントには多くのタンパク質
が関与しているが、MAD1 タンパク質の発
現抑制はチェックポイントを不活性化す
ることがしられている。そこで SNW1 とチ
ェックポイントに重要な役割を担ってい
る MAD1 の発現を抑制した。SNW1 と MAD1
に対する siRNA を導入し、タイムラプス
顕微鏡で分裂を観察した。MAD1 を抑制す
ることで、SNW1 抑制細胞の分裂時間は顕
著に短くなった（下図）。 
 

 
（３）．SNW1 は EFTUD2 と SNRNP200 と直
接結合する。 
 質量分析装置を用いて解析により、
SNW1 は RNA スプライシング因子である
EFTUD2、SNRNP200、PRPF8 というタンパ
ク質と複合体を形成することが分かった。
そこでこれらのタンパク質と直接結合す
るか、免疫沈降をおこなった。Flag-SNW1
と GFP-EFTUD2、または GFP-SNRNP200、
GFP-PRPF8 を２９３T 細胞に一過性に発
現させ、２４時間後に Flag 抗体で免疫沈
降し、GFP でウエスタンブロットをおこ
なった。その結果、SNW1 は PRPF8 とは直
接結合しないが、SNRNP200 と EFTUD2 と
は直接結合することがわかった（下図）。 
 

次にどの領域がそれぞれの結合に必
須であるか検証した。SNW1 は SKIP 領域
を呼ばれる保存された配列が存在する。
そこで SNW1 をいくつかに区切り結合を
検討したところ、SKIP 領域が EFTUD2 や
SNRNP200との結合に必須であることがわ
かった。 
  さらに EFTUD2 や SNRNP200 がどの領
域で SKIP 領域に結合するか検討をおこ
なった。EFTUD2 は N 末、中央、そして C
末と区切り結合を検討したところ、N 末
が重要であることが判明した。SNRNP200
はアミノ酸 2000 以上からなる巨大なタ
ンパク質である。そこで SNRNP200 を 4 つ
の領域に区切り結合を調べたところ、N
末より 2 番目、また４番目の領域が結合
した。２と４番目の領域には Sec63 とい
う保存された領域が存在し、それが SNW1
の SKIP 領域と直接に結合すると考えら
れる。以上より SNW1 は SKIP 領域を介し
て EFTUD2 の N 末、そして SNRNP200 の
Sec63領域に直接結合すると考えらえる。 
 
（４）．SNW1 と EFTUD2 や SNRNP200 との
結合阻害は細胞分裂を停止させ、細胞死
を誘導する。 
  次に細胞内に SNW1 の SKIP 領域、ま
たは EFTUD2 の N 末のみを発現させ、内在
性の SNW1-EFTUD2、または SNW1-SNRNP200
の結合を阻害し、細胞にどのような影響
が現れるか検討した。GFP-SNW1-SKIP、ま
たは GFP-EFTUD2-N を一過性に発現させ、
そして GFP 陽性細胞をタイムラプス顕微
鏡を用いて観察した。その結果、それら
のフラグメントタンパク質を発現するこ
とで、細胞分裂が顕著に阻害されること
が分かった。 
 
（５）．SNW1 の機能阻害は乳癌細胞にお
いて細胞死を誘導する。 
  SNW1の機能阻害が分裂を阻害するこ
とから、癌細胞においてその影響を調べ
た。乳癌細胞である MDA-MB-231、MCF7 細
胞においてまず SNW1、EFTUD2、SNRNP200
の発現を抑制してみた。すると細胞分裂
を阻害するだけではなく、顕著に細胞死
を誘導することが分かった。細胞死の指
標であるCleaved PARPの発現が顕著に亢
進した（下図）。 
  

 



 
さらに SNW1 の機能を阻害するため、
SNW-SKIPや EFTUD2-Nを MDA-MB-231細胞
に導入し、細胞死が誘導されるか検討し
た。下の図に見られるように、これらの
タンパク質の発現は顕著に細胞死を誘導
した。以上の結果は、SNW1の機能阻害は、
癌細胞に細胞死を誘導することを示唆す
る。 

 
（６）. SNW1 と複合体を形成する BCAS2
も同様に細胞死の誘導を引き起こす。 
  SNW1と結合するタンパク質の解析に
おいて、上にのべた EFTUD2 や SNRNP200
以外にも多くの RNA スプライシングに関
与するタンパク質が SNW1 と複合体を形
成することがわかった。その中には、
BCAS2 や CDC5L などのタンパク質も存在
する。まずこれらのタンパク質が SNW1 と
直接結合するか検討をおこなった。しか
しながら、直接的な結合は確認できなか
った。しかしこれらのタンパク質はPRPF8
と結合することから、PRPF8 を介して
SNW1と複合体を形成していると考えられ
る。さらに BCAS2 や CDC5L が乳癌の増殖
にかんよしているか検討をおこなった。
MDA-MB-231、MCF7細胞にsiRNAを導入し、
これらの発現を抑制し、TUNELアッセイ、
またはタイムラプス顕微鏡を用いて細胞
死を調べた。その結果、SNW1 と同様に多
くの細胞死が観察された。また、細胞分
裂の時間が顕著に延長することが判明し
た。これらの結果から、SNW1 と複合体を
形成する BCAS2 や CDC５L の発現抑制は、
乳癌細胞に細胞死を誘導すると考えられ
る。 
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