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高等真核生物の遺伝子発現過程において、その遺伝情報はゲノム DNA から未成熟な mRNA 前駆

体 (premature-mRNA: pre-mRNA) へと転写された後、5’キャッピング、スプライシング、および 3’ポリ

アデニル化を受けて成熟mRNAへと伝達される。成熟mRNA は核膜を通過し細胞質に輸送され、タン

パク質へと翻訳される。スプライシングは mRNA プロセシング過程の一つで、イントロンが除去されエキ

ソン同士を繋ぎ合わせる反応であり、構成的または選択的スプライシングに分けられる。 

Calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein (CHERP) は、小胞体や核周辺部における

1,4,5-trisphosphate receptor と共局在し、細胞内カルシウムシグナル伝達において役割を担う。加えて、

核局在シグナルを有すると共にスプライシングに関与する arginine/serine dipeptide repeat elementに

富む RS ドメインを保持することから、核内に局在することやスプライソソームと相互作用することが報告

されている。しかしながら、その核内における役割は十分には解明されていない。 

本研究では、先ず CHERPが核内で局在することを確認し、次に CHERP減少下の U2OS細胞にお

いてポリ (A)+ RNAが蓄積することを示すことで、CHERPが mRNAプロセシングまたは核外輸送に関

わることを見出した。さらに、CHERP を過剰発現させた HEK293 細胞における生化学解析やイメージ

ング解析により、CHERPが U2 small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) や U2 snRNP関連タンパ

ク質との相互作用を通して選択的スプライシングに関与する可能性を示した。次に、RNA シークエンス

解析を通して、CHERP がカセットエキソン型、相互排他的エキソン型、選択的 5’スプライス部位選択型、

選択的 3’スプライス部位選択型およびイントロン保持型といった様々な選択的スプライシングを制御す

ることを明らかとした。これら 5種類の選択的スプライシングの中でイントロン保持型が最も頻度よく観察

されたため、その標的 pre-mRNA について gene ontology (GO) 解析を行ったところ、RNA 代謝に関

わる細胞機能が多く検出された。それらの標的 pre-mRNA の性質を対照として用いた参照イントロンと

比較したところ、スプライシングの生じやすさを表す指標である 5’および 3’スプライス部位スコア（値）が

低いこと、GC含量が高いこと、およびイントロンの長さが短いといった特徴を見出した。また、CHERPに

よる制御を受ける選択的スプライシングとしてイベント数が最も多かったカセットエキソン型について GO

解析を行ったところ、細胞周期や細胞分裂に関係する遺伝子が多く同定された。また、カセットエキソン

型の標的 pre-mRNA では参照イントロンと比較して、3’スプライス部位やスプライシングの生じやすさを

表す指標の 1つであるブランチポイント部位のスコアが低いこと、GC含量は低く、イントロンの長さが長

いという特徴が見いだされた。 

以上のことから、CHERPは核内で選択的スプライシングの制御に関わることが明らかとなった。 
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遺伝子の複製、転写と翻訳 

高等真核生物の遺伝情報はゲノム DNA に保存され、複製により遺伝情報は保存される。一方で遺

伝情報は、ゲノム DNA から未成熟な mRNA 前駆体(premature-mRNA: pre-mRNA) として転写され

た後、5’末端のキャッピング、スプライシング、3’末端のポリアデニル化を受け成熟 mRNA（以下、

mRNA と称す）となる。mRNA は核膜を通過して細胞質に輸送され、タンパク質へと翻訳される。この基

本原理をセントラルドグマという（図 1）。 

図 1 高等真核生物遺伝子のセントラルドグマと遺伝子発現制御 

高等真核生物の遺伝子に関する基本的原理。RNA pol Ⅱ、RNA polymerase Ⅱ; m7GpppN、

7-methylguanosine 

 

mRNAプロセシング 

原核生物においてゲノム DNAはmRNAに転写された後、mRNAを鋳型としてそのまま翻訳される。

一方、真核生物においては転写された pre-mRNA は 3 種類のプロセシングを受け、核外に輸送された
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後に翻訳される。プロセシングの 1つ目は 5’末端に 7-methylguanosineが結合することにより生じるキ

ャッピング、2 つ目はスプライシング、3 つ目が 3’末端の切断と adenine が伸長することにより生じるポ

リアデニル化である。このように真核生物では遺伝子から転写された pre-mRNA は、プロセシング過程

を経ることで mRNA となる。mRNAは nuclear RNA export factor 1 (NXF1) を介して、核膜に存在す

る核膜孔複合体を通過して細胞質に輸送され、リボソームによりタンパク質へと翻訳される。また、転写

から核外輸送までの過程において多くのタンパク質が相互に連携して作用する。 

 

mRNAスプライシング 

スプライシングはプロセシング過程の一つで、真核生物においてイントロンを含む遺伝子の適切な発

現に必須の過程である[1–3]。転写直後の pre-mRNA は、遺伝情報を持つエキソンと、遺伝情報を持た

ないイントロンが交互に並んだ構造をしている。遺伝子発現が生じるためにはスプライシングによってイ

ントロンが除去され、エキソン同士が繋ぎ合わされたmRNAを生成する必要がある（図 2）。イントロンの

除去つまりスプライシングが正確に行われるためには、エキソンとイントロンの境界が認識され、それら

の境界を識別することが重要である。この反応はエキソンとイントロンの境界に構成される U1、U2、U4、

U5、U6 の 5 種類の U small nuclear RNA (snRNA) と 240 種類以上のタンパク質から構成される

small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) によって行われる[4–7]。U snRNP は U1 snRNP、U2 

snRNP、U4/U6 snRNP、U5 snRNP に分けられる。また、U4 と U6 は塩基対合により一つの snRNP

として数えられる。スプライソソームが触媒するスプライシング反応では[5]、スプライシングを制御する主

要な配列である splicing signal が 5’スプライス部位と 3’スプライス部位およびブランチポイント部位周

辺に存在し、7-14 塩基の短いコンセンサス配列を有している。ヒトにおいて、5’および 3’スプライス部位

はそれぞれ 5’-AG｜GURAGU および YAG｜G-3’（｜はエキソンとイントロンの境界で 5’側が 5’スプラ

イス部位、3’側が 3’スプライス部位、太字は高度に保存された塩基、Rは purine、Yは pyrimidine）のコ

ンセンサス配列を有し、特に 5’、3’スプライス部位のイントロン側 2 塩基は厳密に保存されている（GT-

AG則）。また、ブランチポイント部位は一般的に 3’スプライス部位の 21-34塩基上流にあり YUNAY（太

字の adenine塩基がブランチポイント部位、Nは任意の塩基のコンセンサス配列を有し、ブランチポイン

ト部位の 4-24塩基下流にはポリピリミジントラクト部位と呼ばれる pyrimidineが連続する領域が存在す

る。これらの配列から逸脱した配列はスプライシング不全を生じやすくなる。 

スプライシングは、初めに U1 snRNP が pre-mRNA と塩基対を形成することにより、5’スプライス部

位が認識されることで開始される。また、3’スプライス部位のエキソンとイントロン境界におけるAGにU2 

small nuclear RNA auxiliary factor 1 (U2AF1) が、ポリピリミジントラクト部位に U2 small nuclear RNA 
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auxiliary factor 2 (U2AF2) が、ブランチポイント部位に splicing factor 1 (SF1) が結合して複合体 E

を形成する。次に U2 snRNP が ATP 依存的に SF1 と置換され複合体 A となる。そして 5’、3’スプライ

ス部位が近くに引き寄せられ、U4/U6、U5 (tri-)snRNPが U2 snRNPに集合して複合体 B となる。ここ

で大きく構造が変化し、U1 snRNPが解離して U6 snRNPに置換される。U4 snRNPが除去された後、

U2 snRNP と U6 snRNPは塩基対を形成して結合することで複合体 B*となる。最後に複合体 Cにおい

て、リン酸エステル転移反応によりブランチポイント（主に adenine）部位 2’位のヒドロキシル基が 5’スプ

ライス部位を求核攻撃して切断し、その末端がブランチポイント部位のヒドロキシル基と 2’-5’のホスホジ

エステル結合により結合しラリアット（投げ縄）構造が形成される。続いてリン酸エステル転移反応により

解放された上流エキソン 3’末端の 3’位ヒドロキシル基がイントロン上 3’スプライス部位を求核攻撃し切

断させることで両エキソンが連結し、投げ縄構造をしたイントロンが除去される。スプライシングを完了し

たmRNA上には、エキソンとエキソン同士の境界より 20-24塩基上流に約 10種類のタンパク質からな

るエキソンジャンクション複合体が形成される。 

 

構成的スプライシングと選択的スプライシング 

スプライシングは構成的スプライシングと選択的スプライシングに分けられる。前者は pre-mRNA が

スプライソソームによって効率的に認識され、ただ 1通りのエキソンの組み合わせでmRNAが生成され

る。後者はある 1つの pre-mRNAから特定のエキソンの除去の有無などによって複数の異なる組み合

わせのエキソンを持つ mRNA が生成される[2]。したがって、選択的スプライシングにより 1 つの pre-

mRNAから異なる複数種のmRNAが合成されることで、翻訳されるタンパク質は多様性を生じる。選択

的スプライシングの多くは組織・細胞種、あるいは発生段階依存的に制御されている。また、複数のエキ

ソンを含有しているヒト遺伝子のうち92～94%が選択的スプライシングにより行われることからその生理

的意義が大きいことが推察される[8]。 

選択的スプライシングは大まかに分類すると、カセットエキソン型 (cassette exons [skipped exons、

SE])、相互排他的エキソン型 (mutually exclusive exons、MXE)、選択的 5’スプライス部位選択型 

(alternative 5’ splice sites、A5SS)、選択的 3’スプライス部位選択型 (alternative 3’ splice sites、

A3SS)、イントロン保持型 (intron retention [retained intron、RI]) の 5種類に分けられる[9,10]。これら

の中で最も多用されている SE は、あるエキソンを使用するかしないかという制御である。MXE は 2 つ

以上のエキソン中から一つのエキソンのみを選択する制御である。A5SSは 1つの 3’スプライス部位に

対して複数の 5’スプライス部位が存在する制御である。逆に、A3SS は 1 つの 5’スプライス部位に対し

て複数の 3’スプライス部位が存在する制御である。そして RIはイントロンが残留する機構である。 
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選択的スプライシングは様々な配列や U snRNP 以外の制御因子によって巧妙に制御されている。

各スプライス部位のコンセンサス配列以外にもエキソンやスプライス部位の認識に影響を与える pre-

mRNA上の cis-regulatory element と呼ばれる配列も制御に関わっている。cis-regulatory elementは、

塩基配列やその位置によりエキソンへの機能が異なる [1]。エキソン上において exonic splicing 

enhancer (ESE) や exonic splicing silencer (ESS) が、イントロン上では intronic splicing enhancer 

(ISE) や intronic splicing silencer (ISS) が存在する[1,3]。これら cis-regulatory elementに結合しス

プライシングを制御する因子である trans-acting factor が存在し[1,3]、その代表例として serine and 

arginine-rich (SR) タンパク質と heterogeneous nuclear ribo-nucleoproteins (hnRNPs)が同定されて

いる[11–13]。SR タンパク質は N末端に arginine/serine-rich (RS) ドメインと C末端に RNA認識モチ

ーフを有するタンパク質である[11]。RS ドメインは別の RS ドメインと結合することができるため、SRタン

パク質同士の相互作用に必要な領域である。SR タンパク質は ESE や ISE に結合し、エキソン認識に

促進的に働いてスプライシングを活性化する。現在 SRSF1～12 まで 12種類が知られており[11]、この

うち serine and arginine rich splicing factor 1 (SRSF1) は標的 pre-mRNAの選択的エキソン上にお

ける RGAAGAAC 配列に結合してスプライシングを促進する [1]。一方、 hnRNP は核内の

heterogeneous nuclear RNA (hnRNA) に結合する RNA 結合タンパク質の総称である。hnRNP は

ESSや ISSに結合することによって、エキソンの認識を抑制することによりスプライシングを不活性化す

る。現在 hnRNP A1～Uまで 20種類が知られている[12]。例えば、hnRNP A1は標的 pre-mRNAのイ

ントロン上における UAGGGA/U 配列に結合し、スプライシングを抑制する[1]。また SR タンパク質や

hnRNP以外にも 200 を超える RNA結合タンパク質がスプライシングに関与することが報告されている

[14]。以上のように、スプライシングは pre-mRNA 上の 5’や 3’スプライス部位等に加えて様々な cis-

regulatory elementやこれらに結合する trans-acting factorにより巧妙に制御されているが、選択的ス

プライシング制御機構の完全な解明にはまだ至っていない。 

選択的スプライシングが破綻すると筋萎縮性側索硬化症や筋強直性ジストロフィー等の重篤な RNA

病や癌の原因となる[15,16]。したがって選択的スプライシングの機序を解明することは RNA 病の原因

解明や治療薬創成にも繋がると期待される。 

 

CHERP 

Calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein (CHERP) は、細胞質や核周辺部に局在し、

1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) と共局在するタンパク質として単離された（図 3）[17]。IP3Rは小 



9 

 

図 2 mRNAスプライシング 

スプライシングはプロセシングの 1 つである。スプライシングは構成的スプライシングと選択的

スプライシングに分けられる。そのうち、選択的スプライシングは様々な cis-regulatory 

element や trans-acting factor に よ っ て 制 御 さ れ る 。 snRNP: small nuclear 

ribonucleoprotein; U2 snRNP: U2 small nuclear RNA auxiliary factor; SR: serine and 

arginine-rich protein; hnRNP: heterogeneous nuclear ribo-nucleoprotein。 

 

胞体膜に局在し、1,4,5-trisphosphate (IP3) に反応して小胞体内のCa2+を細胞質に放出する役割を持

つ。同様に CHERP も小胞体膜タンパク質として、細胞内 Ca2+濃度を制御することで細胞増殖や細胞

成長に関与すると報告されている[17]。また CHERP は Ca2+チャネルとして働く ryanodine receptor 

(RyR) のうち、骨格筋で働き、小胞体からの Ca2+を放出することで興奮収縮連関に重要な役割を果た

す RyR1 と相互作用することが報告されている[18]。このように CHERPは細胞質や細胞小器官に局在

し、Ca2+チャネルと共局在することで、細胞内 Ca2+濃度制御に働くタンパク質と考えられてきた。一方で、

CHERPはスプライソソームと相互作用しており、特に U2 snRNP関連因子であることも報告されている

[19]。さらに、CHERP が核局在シグナルを複数もち核内に局在していることが報告されている[19]。ま

た、CHERPの構造は 5’端から順に RNA と結合する suppressor of white apricot (SURP) ドメイン、

RNA polymerase Ⅱの carboxy-terminal domain (CTD) ドメインと相互作用する CTD-interacting 

domain (CID) ドメイン、RNAを認識し prolineに富む proline-rich region (PRR) ドメイン、RSドメイン、
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RNA に結合する glycine-rich motif (G patch) ドメインを保有することが示唆されている[19]。加えて

CHERPは、Ca2+濃度依存的に Ca2+結合タンパク質である programmed cell death 6 (PDCD6、ALG-

2) と核スペックルに共局在すること、さらに IP3R1 のエキソン 41 とエキソン 42 のスプライシングに関

与することが報告されている[20]。また最近、CHERP が RNA-binding motif protein 17 (RBM17) と

U2 snRNP-associated SURP domain-containing protein (U2SURP) と相互作用することによりスプ

ライシング制御に関わることも報告された[21]。しかしながら、核内における CHERPの機能は十分には

解明されていない。 

そこで本研究では CHERP がプロセシングに果たす役割について、CHERP ノックダウンによるポリ 

(A)+ RNA の局在観察、CHERP と相互作用するタンパク質の解析、CHERP が制御する選択的スプラ

イシングの制御などを解析することにより、核内における CHERPの機能を解析することとした。 

 

図 3 小胞体と核内における calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein 

(CHERP) 

(a) 小胞体腔における CHERPは 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) と共局在し、

ryanodine receptor 1 (RyR1) と相互作用することで Ca2+代謝に関わる。IP3:1,4,5-

trisphosphate; RY: ryanodine。(b) 核内における CHERPはスプライソソームの 1つとして

働くことが考えられている。 
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試薬と器具 

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) 高 glucose 、 G-418 、 4', 6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI)、SuperSep™ Ace、および他の一般的な試薬は富士フィルム和光純薬から購入

した。胎児仔ウシ血清 (fetal bovine serum、FBS)、ULTRAhybTM-Oligo Hybridization Buffe、Opti-

MEMⓇ、Slow FadeⓇ Antifade Kitは Thermo Fisher Scientific より購入した。細胞培養用ディッシュや

プレートは Nuncから購入した。Alexa Fluor 594標識オリゴ d(T)45プローブは Molecular Probes より

購入した。 Lipofectamine Ⓡ  2000 は Invitrogen から購入した。ウシ血清 albumin、 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide は Sigma-Aldrich より購入した。化学発光試

薬は Merck Milliporeから購入した。Rever Tra AceⓇ、KOD Fx Neo、THUNDERBIRDⓇ SYBR qPCR 

Mixは東洋紡より購入した。RQ1 DNase-Free DNaseは Promegaから購入した。制限酵素はタカラバ

イオより購入した。PlusOneTM Silver Staining Kit, Protein は GE Healthcare から購入した。

polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜は Pall より購入した。発色 ECL 基質は Bio-Radから購入した。

trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)、doxycycline、hygromycin、SepasolⓇ  RNA Ⅰ 

Super Gはナカライテスクより購入した。 

 

プラスミド DNA、siRNA、オリゴ DNAプライマー 

本研究で使用したプラスミド DNA、siRNA やオリゴ DNA プライマーはそれぞれ表 1～3 に示した。

pcDNA5/FRT/TO と各 siRNA は Invitrogen から、そして左記以外の siRNA と全オリゴ DNA プライマ

ーは Integrated DNA Technologies より購入した。 

 

表 1 本研究で用いたプラスミド DNA 

本表は、Creative Commons Attribution (CC BY) のもと International Journal of Molecular 

Sciences (IJMS)、23巻、5号、2555 (2022年) の Table S2 を改変して作成した。  
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表 2 本研究で用いた siRNA 

本表は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022年) の Table S3を改変して作成した。 

 

表 3 本研究で用いたオリゴ DNAプライマー 

（次ページへ続く）  
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表 3 本研究で用いたオリゴ DNAプライマー（続き） 

本表は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022年) の Table S4を改変して作成した。 

 

抗体 

マウス抗-actinモノクローナル抗体、マウス抗 FLAG M2モノクローナル抗体、ウサギ抗 centromere 

protein A (CENPA) ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Sigma-Aldrich よ り 購 入 し た 。 ウ サ ギ 抗 
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Survivin/baculoviral IAP repeat containing 5 (BIRC5) ポリクローナル抗体は Abnovaから購入した。

マウス抗 aurora kinase B (AURKB) モノクローナル抗体は BD Biosciences より購入した。ウサギ抗 

breast cancer type 1 (BRCA1) モノクローナル抗体は Santa Cruzから購入した。Alexa Fluor 594標

識ヤギ抗ウサギ抗体は Thermo Fisher Scientific より購入した。horseradish peroxidase (HRP) 標識

ヤギ抗マウス、ラット、ウサギ抗体は SeraCare Life Sciences から購入した。ウサギ抗 CHERPポリク

ローナル抗体は牧正敏博士（名古屋大学・生命農学研究科）より分与していただいた。マウス抗 U2F2

モノクローナル抗体とウサギ抗 NXF1 ポリクローナル抗体は Robin Reed 博士（ハーバード大学・医学

大学院）から分与していただいた。ラット抗 U2 auxiliary factors 65-associated protein (UAP56) ポリク

ローナル抗体について、以前に報告されたものを使用した[22]。Calnexin (CANX) はウサギポリクロー

ナル抗体を使用した。 

 

組換えプラスミド DNAの作製 

安定発現細胞株を作製するため野生型ヒト CHERP cDNA を pcDNA5 FLAG FRT/TOに挿入した。

また、全長 CHERP cDNA は牧正敏博士より分与していただいた。野生型ヒト CHERP は PCR により

生成した。塩基配列は塩基配列解析により確認した。 

ミニ遺伝子スプライシングアッセイをするため、標的領域をヒトゲノム DNA から PCR により増幅させ

pcDNA5 3×FLAG FRT/TO にクローン化させた。変異体は点変異導入 PCR により得た。塩基配列は

塩基配列解析により確認した。 

 

細胞の培養 

細胞株として、ヒト骨肉腫由来U2OS細胞、ヒト子宮頚癌由来Hela細胞、ヒト胎児腎臓由来HEK293 

Flp-InTM T-RExTM 細胞 (Invitrogen)、histone 2B-green fluorescent protein (H2B-GFP) 安定発現

U2OS細胞を使用した。 

全ての細胞は、56°C で 30分間非働化した FBS を 10％添加した DMEM高 glucose培地を用いて

37°C、5% CO2で培養した。 

 

遺伝子導入（トランスフェクション） 

Opti-MEMⓇにプラスミド DNA または siRNA をいれて懸濁したものと、Opti-MEMⓇに Lipofectamine

Ⓡ 2000 をいれて懸濁したものを混合し、室温で 20分間静置した。その後、プラスミド DNAの終濃度が

1.25 mg/mlまたは siRNAの終濃度が 20 nMになるように調製し、混合液を培養細胞に加えた。  
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安定発現細胞株樹立 

CHERP を挿入した発現ベクタープラスミド pcDNA5 3×FLAG-CHERP FRT/TO を HEK293 Flp-InTM 

T-RExTM細胞に LipofectamineⓇ 2000 を用いて導入した。その後、細胞は 10% FBS含有 DMEM高

glucose培地に 100 ng/mL hygromycinを添加して培養した。その後、hygromycin耐性となった単一コ

ロニーを選択した。次に、FLAG-CHERP の発現を誘導するため 1 µg/mL doxycycline 含有培地で 24

時間培養した。細胞可溶化液はドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 (sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 、SDS-PAGE) によりタンパク質を分離し

Western blotにより解析した。 

H2B-GFP を挿入した発現ベクタープラスミド pcDNA5/FRT/TO を U2OS 細胞に LipofectamineⓇ 

2000 を用いて導入した。その後、細胞は 10%FBS含有 DMEM高 glucose培地に 100 µg/mL G-418

を添加して培養した。そして、G418 耐性となった単一コロニーについて、核内に GFP 発現が確認でき

るコロニーをOLYMPUS DP70カメラ（オリンパス）を搭載した蛍光顕微鏡Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss) 

により選択した[22,23]。 

 

細胞質、核小体・クロマチン（染色質）、小胞体膜・核膜（不溶性）画分からのタンパク質調製 

細胞を回収し、細胞低張緩衝液 (10 mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 

[HEPES]-KOH [pH 7.9]/10 mM KCl/1.5 mM MgCl2/0.2 mM phenylmethylsulfonyl [PMSF]/0.5 mM 

dithiothreitol [DTT]) で洗浄し、緩衝液に置換した[22]。さらに 2 倍量の低張緩衝液を加え、氷上で 10

分間静置した。次にホモジナイザー (WHEATON) を用いて細胞膜を破壊した。その後、10,000 × gで

10 秒間遠心分離し、上清を細胞質画分として回収した。そして、沈殿物の同量の高張緩衝液 (20 mM 

HEPES-KOH [pH 7.9]/420 mM NaCl/1.5 mM MgCl2/0.2 mM EDTA/25% glycerol/0.2 mM PMSF/0.5 

mM DTT) を添加して懸濁し、氷上で 20分間静置した。この溶液を 10,000 × gで 10分間遠心分離し、

得られた上清を核小体・クロマチン画分として回収した。細胞質、核小体・クロマチン画分のタンパク質

量は Bradford アッセイ（ナカライテスク）で測定した。残ったものは小胞体膜・核膜を含む（不溶性）画分

とした。そして、4 × SDS 緩衝液  (190 mM Tris-HCl [pH 6.8]/40% glycerol/0.8% SDS/0.2% 

bromophenol blue/40 mM DTT) を混合し、2分間沸騰した。 

 

免疫染色 

細胞を 1 x 105 cells/mLでカバースリップ上に播種し培養した。その 24時間後に、4% formaldehyde

含有 DMEM高 glucose培地で固定した。続いて PBSで洗浄し、6%ウシ血清 albumin を用いて、室温

1 時間ブロッキングした。カバースリップを抗 CHERP 抗血清/2%ウシ血清 albumin/PBS を用いて 4°C
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で一晩インキュベートした。PBSで 3回洗浄し、Alexa Fluor 594標識ヤギ抗ウサギ抗体を用いて 37°C

で 1時間インキュベートした。DNAは DAPIを用いて染色した。 

 

RNA蛍光 in situ ハイブリダイゼーション (RNA-fluorescence in situ hybridization、RNA-FISH) 

カバーグラス上に播種させた細胞に 10% formaldehyde/PBS を添加し、室温で 20 分間固定した

[23,24]。次に 0.1% t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (TritonTM X100)/PBSを添加した後に室温で 10

分間処理して、細胞膜を透過化した。その後 PBSを用いて室温で 5分間処理することで洗浄し、それを

3回繰り返した。次に 2 × NaCl/saline sodium citrate (SSC) 緩衝液を添加し、室温で 5分間再度洗浄

した。そして ULTRAhyb®-Oligo Hybridization Bufferで 42°C、1時間処理し、Alexa Fluor 594標識オ

リゴ d(T)45 プローブを用いて 42°C で一晩反応させた。続いて 2×SSC、0.5×SSC、0.1×SSC の順に

42°C でそれぞれ 20 分、10 分、10 分間処理し洗浄した。DNA は DAPI を用いて染色した。その後、

PBS で室温 10 分間の洗浄を 2 回行い、Slow FadeⓇ Antifade Kit を用いて封入した。OLYMPUS 

DP70 カメラを搭載した蛍光顕微鏡 Zeiss Axioplan 2により観察した。核と細胞質の分節化とポリ (A)+ 

RNAシグナル定量は CellProfiler cell image analysis software (3.1.5 版) を用いて行った[25]。 

 

免疫沈降 (immunoprecipitation、IP) 

マウス抗 FLAG 抗体をプロテイン G ゲル上に架橋するため、0.2 M boric acid (pH 9.0)/60 mM 

dimethyl pimelimidate (DMP) を添加し室温で 30分間撹拌した。溶液を遠心分離してゲルを沈殿させ

た。次いで、ゲルに 0.2 M ethanolamine (pH 8.0) を添加し室温で 1時間撹拌した。その後、遠心分離

をしてゲルを沈殿させた。同様に 100 mM glycine (pH 3.0) を添加し室温で 10分間撹拌した。続いて、

0.2 M ethanolamine を添加し室温で 5 分間撹拌した。そして、PBS-T (PBS/0.1% polyoxyethylene 

sorbitan monolaurate [TweenⓇ 20]/0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) で洗浄し、遠心分離後の

ゲルを抗 FLAG 抗体架橋ゲルとした。FLAG タグ融合タンパク質を発現させた細胞から得た核抽出物

に、タンパク質分解酵素阻害剤混合物 1 μL、RNase A 10 μg、PBS-T 200 μL を加え 30°Cで 20分間

処理した。上記で得た核抽出物と抗 FLAG抗体架橋ゲルを 4°Cで 3時間撹拌した。この溶液を遠心分

離し、沈殿物を PBS-Tで 4回洗浄後、4 × SDS緩衝液を添加して 37°Cで 5分間静置した。ゲルを遠

心分離し、上清に終濃度が 0.5 mM になるよう DTT を添加した。そして、上清に溶出したタンパク質を

SDS-PAGEで分離した。 

 

銀染色 (silver staining) 
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5-20% SuperSepTM Ace を用いて SDS-PAGE によりタンパク質を分離した。ゲルを 40% 

ethanol/10% acetic acid を用いて室温で 30 分間固定させた。その後、ゲルを 30% ethanol/0.125% 

glutaraldehyde/0.2% sodium thiosulfate/0.07% sodium acetateで 30分間反応させた。滅菌水で洗

浄後、0.25% silver nitrate/0.015% formaldehyde で 20 分間反応させた。さらに滅菌水で洗浄後、

0.025% sodium carboxylate/0.007% formaldehydeでゲルを発色させた。十分に発色が確認された時

点で、1.5% disodium dihydrogen ethylenediamine tetra-acetic acid dihydrate を添加して反応を止

め、滅菌水を用いて洗浄した。撮影は LAS 1000（富士フィルム）を用いた。 

 

液体クロマトグラフィータンデム質量分析法 (liquid chromatography tandem mass spectrometry、LC-

MS/MS) 

前述に示す方法で調製したゲルの泳動部分全てを切り出した。そして、タンパク質分解酵素を用いて

処理し、LC-MS/MSにより解析した[24]。結果は Mascot software (Matrix Science) で計算された prot 

matches と prot score で同定されたペプチド数を使用して解析した。protein score は CHERP発現細

胞からコントロール細胞の prot score を減じて計算した。実際の作業、およびタンパク質同定は、渡邉

祐三氏（京都大学・生命科学研究科）が実施した。 

 

Western blot 

SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ゲル中のタンパク質を PVDF 膜上にセミドライ式ブロ

ッティング装置 (Bio-Rad) を用いて転写した。PVDF膜を 5% skim milk/0.1% TweenⓇ 20/PBSに浸

して室温で 1-2 時間ブロッキングした。その後、0.1% TweenⓇ 20/PBS で洗浄し、0.1% TweenⓇ 

20/PBS で希釈した一次抗体を 4°C で一晩反応した。次に PVDF 膜を 0.1% TweenⓇ 20/PBS に 10

分間 3 回室温で洗浄し、0.1% TweenⓇ 20/PBS で希釈した HRP 標識二次抗体を常温で 1-3 時間反

応した。PVDF膜を 0.1% TweenⓇ 20/PBSで 10分間を 3回洗浄した。そして、発色基質を用いて化学

発光させ、LAS 4000 (GE Healthcare) を用いて撮影した。 

 

細胞質、核画分からの RNA単離 

細胞を回収した後に PBS で洗浄し、遠心分離した後に上清を除去した。細胞溶解緩衝液 (20 mM 

tris[hydroxymethyl]aminomethane [Tris]-HCl [pH 8.0]/200 mM NaCl/1 mM MgCl2/1% octylphenoxy 

poly[ethyleneoxy]ethanol [NonidetTM P-40、NP-40]) で処理し、氷上で 5分間静置した。これにより細

胞膜を透過化して細胞質中の RNA を溶液中に溶出させた。次に、10,000 × g で 1 分間回転して上清

を回収し細胞質画分とした。一方、沈殿した部分を核画分とした。  
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RNA単離、cDNA合成、半定量的 RT-PCR (reverse transcription-semi-quantitative PCR: RT- semi-

qPCR) 

前述のように分画した細胞質画分あるいは核画分、さらに全細胞画分について、SepasolⓇ RNA Ⅰ 

super G、chloroform、2-propanol用いて RNA を回収した。RQ1 RNase-Free DNaseを用いて 37°C

で 10 分間反応し、ゲノム DNA を除去した。次に単離した RNA をランダム 9 プライマーと Rever Tra 

AceⓇを用いて cDNAを合成した。その後、cDNAを KOD Fx Neoを用いて polymerase chain reaction 

(PCR) を行い、標的を増幅させた。得られた増幅産物を Tris-acetate-EDTA (TAE) 1% agarose 

electrophoresisまたはTris-borate-EDTA (TBE) 8% PAGEにより分離して評価した。増幅産物はFAS-

IV gel imaging system（ニッポンジェネティクス）で可視化した。増幅産物は塩基配列解析することによ

り、当該産物が標的配列であることを確認した。 

 

RNAシークエンス (RNA sequencing、RNA-Seq) ライブラリー調製 

30%コンフルエントになった U2OS 細胞に終濃度が 20 nM になるように EGFP または CHERP#2 

siRNA を LipofectamineⓇ 2000 を用いて 48 時間導入した。全体または細胞質の RNA は上述した方

法で単離した。RNA-Seq ライブラリーは Truseq Stranded mRNA Library Prep Kit (Illumina) を使用し

て調製した。 

 

バイオインフォマティクス解析 

独立した 2回の実験で得られたサンプルを NextSeq High Output sequencer (Illumina) を用いて解

析した。全細胞と細胞質から単離・精製した RNAのリード数はそれぞれ約 3,000万リード/サンプル、約

2,000 万リード/サンプルで解析した。配列リードは STAR (2.5.2b 版) を使用してヒト UCSC hg19 

genome annotation database にマッピングした[26]。マッピングされたリードは RSEM (1.2.25 版) と

GENCODE (19 版) の GTF ファイルを用いて各転写産物の発現量に変換し[27]、EBSeq (1.2.25 版) 

を用いて各サンプルに対する遺伝子発現を標準化した[28]。選択的スプライシングは rMATS を使用し

て解析した[29]。マッピング結果は SAMtools (1.9 版) により指標付けし[30]、Integrative Genomics 

Viewer (IGV; 2.3版) (http://software.broadinstitute.org/software/igv/home) を用いて可視化した。リ

ード長は全細胞、細胞質サンプルでそれぞれ 150 nt を paired-end、75 nt を single-end で解析した。

Gene ontology (GO) 解析は Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID; 6.7版) を用いて実行した[31,32]。5’および 3’スプライス部位スコア（値）はMaxEntScan[33]、

ブランチポイント部位とポリピリミジントラクト部位スコアは SVM-Bpfinder を用いて計算した[34]。5’、3’

http://software.broadinstitute.org/software/igv/home
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スプライス部位の境界域におけるエキソン 15塩基とイントロン 20塩基の塩基配列を BEDtools (2.24.0

版) により得て[35]、Weblogo (2.8.2版) を使用して可視化した[36]。 

 

定量的 RT-PCR (reverse transcriptase-quantitative PCR、RT-qPCR) 

THUNDERBIRDⓇ SYBR qPCR Mix を使用して Thermal Cycler Dice Real Time System（タカラバ

イオ）により qPCR を実行した。各サンプルは 3 回ずつ調製し、mRNA 量は Threshold Cycle (Ct) 値

によって測定した。 

 

スプライシングレポーターアッセイ 

細胞を 6 ウェルプレートに 15～20%コンフルエントとなるよう播種した。翌日、LipofectamineⓇ 2000

を用いて siRNAを細胞に導入した。48時間の培養後、LipofectamineⓇ 2000を用いてミニ遺伝子レポ

ータープラスミド DNA 750 ng/ウェルを細胞に導入した。次の日に細胞を回収し、上述のように RNA を

調製した。ミニ遺伝子レポーターの発現は RT-PCRにより解析した。 

 

生細胞イメージング 

各細胞を 35 mmガラスボトムディッシュ (AGC techno glass) で培養し、前述の通り siRNA を導入

した[22,37]。細胞を 36時間培養した後、Biostation IMq (Nikon) を用いて 37°C 5% CO2、湿度 100%

で、5分間隔で 16時間画像を撮影した。 
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第 1章  CHERPは選択的 mRNAスプライシングに関与する 

 

第 1節  CHERPは核内においてスプライシングに関与する 

CHERPの局在を確認するため、U2OS細胞を細胞質、核小体またはクロマチン（染色質）画分、およ

び小胞体膜・核膜（不溶性）画分に分画し、Western blotによる解析を行った。その結果、核小体または

クロマチン（染色質）画分に CHERP が発現していることが確認されたため（図 4）、次に核内における

CHERP の機能を明らかにしようと考えた。また、これまでの知見から mRNA 代謝と関わると考えられ

たため、CHERP の核内における mRNA 代謝機能を調べることとした。先ず、CHERP#1、または#2 

siRNA の 2 種類の siRNA を用いると、それぞれにおいて CHERP のタンパク質発現が顕著に減少す

ることを確認した（図 5a、b）。次に CHERPが核内においてどのような働きをするかについて、ポリ (A)+ 

RNA の局在を RNA-FISH を使用して評価したところ、核内においてポリ (A)+ RNA の蓄積を確認した

（図 6a、b）。この結果は、UAP56や NXF1など既に mRNAのスプライシングや核外輸送に機能するこ

とが知られている因子の発現減少（ノックダウン）によって生じる表現型と類似であったため、RNA-FISH

を用いることで CHERP の機能が正しく評価できると考えた。なお以降の解析には、ノックダウンによる

ポリ (A)+ RNA の核内蓄積をより強く確認可能であった CHERP #2 siRNA を使用することとした（図

6b）。 

続いて CHERPが核内のmRNA代謝にどのような役割を果たすかを解明するため、CHERP と相互

作用するタンパク質の同定を試みた。pcDNA5 3×FLAG-CHERP FRT/TO を導入し、FLAG タグを付し

た CHERP を安定発現させた HEK293 Flp-InTM T-RExTM細胞から CHERP を免疫沈降により回収し、

LC-MS/MS を用いて相互作用タンパク質を解析したところ（図 7a-c）、CHERP と相互作用すると推察さ

れるタンパク質を多数同定することができた。これらの中で CHERPは U2 snRNPの構成因子の１つで

ある spliceosome factor 3b subunits (SF3B1、SF3B2、SF3B3) および U2関連タンパク質の U2AF2

や U2SURP と相互作用する可能性が示唆されたため、U2AF1 と U2AF2について Western blot を用

いて実際に相互作用を確認した（図 8）。また、上記の質量分析で検出されたタンパク質について GO解

析を行うと、多くがプロセシング、特にスプライシングに関連するタンパク質であり、またスプライシン初

期の反応に関わる因子が多く見られた。全ての因子について CHERP との相互作用を確認したわけで

はないために断定することは出来ないが、いくつかの因子で実際に相互作用を検出していることから

（図 8）、CHERPがスプライシングの初期段階に役割を持つ可能性が示唆された。（図 9）。 

次いで、スプライシングにおける CHERP の機能を評価するため、CHERP ノックダウン下の U2OS

細胞において RNA-Seq 解析を実行した（図 10a、b）。得られたシークエンスデータを rMATS により解
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析することで、5つの選択的スプライシング型に分類したところ（図 11a）、SE、MXE、A5SS、A3SSおよ

び RI の標的数はそれぞれ 82520、19756、3807、5729、および 4073 個存在していた。このうち false 

discovery rate (FDR) < 0.05 を有意であるとして取得すると、それぞれ 6047、988、355、436、および

679 個であった。イベント数としては SE が最も多く検出されたが、各選択的スプライシング総数に対す

る FDR < 0.05 を満たした個数の割合としては、RIが最も高い値を示した（図 11b）。 
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図 4 CHERPの局在 

U2OS 細胞から調製した細胞質、核小体またはクロマチン（染色質）および小胞体膜・核膜（不

溶性）画分における CHERP の発現を Western blot で解析した。U2 small nuclear RNA 

auxiliary factor 2 (U2AF2) を核マーカーとして使用し、小胞体膜・核膜の不溶性画分を検出

するため、小胞体マーカーとして用いられる Calnexin (CANX) を使用した。本図は、CC BY

のもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022年) の Figure 1a を改変して作成した。 

 

図 5 CHERP減少（ノックダウン）の確認 

(a) U2OS細胞に EGFP（コントロール）またはCHERP#1 siRNAを導入 48時間後にCHERP

のタンパク質発現量を Western blot により解析した。GAPDH を使用して標準化した。(b) 

CHERP#2 に関して (a) と同様に解析を行った。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、

2555 (2022) の Figure 1b、および Figure S1a を改変して作成した。  
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図 6 CHERP ノックダウンによるポリ (A)+ RNAの局在 

(a) U2OS細胞に EGFP または CHERP#2 siRNA を導入 48時間後にポリ (A)+ RNAの局

在を RNA蛍光 in situハイブリダイゼーション (RNA-fluorescence in situ hybridization、RNA-

FISH) により解析した。ポリ (A)+ RNAは Alexa 594で標識されたオリゴ d(T)45プローブを用

いて検出した。DNA は 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) を用いて染色した。スケール

バーは 20 µm。(b) (a) で測定したポリ (A)+ RNA の核/細胞質比。核内と細胞質のシグナル

強度を定量化した (n = 100)。箱は中央値（中心線）と上下の四分位数を示す。髭は最高値と

最低値を表す。統計処理は one-way analysis of variance (one way-ANOVA) とそれに伴う

Dunnett 検定を使用した。*** p < 0.001。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、2555 

(2022) の Figure 1c、d、および Figure S1b を改変して作成した。  
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図 7 CHERP と相互作用するタンパク質の同定 

(a) FLAG-CHERP を発現する HEK293 Flp-InTM T-RExTM 細胞から核抽出物を精製し、

CHERP と相互作用するタンパク質を銀染色により解析した。(b) CHERP と相互作用するタン

パク質数をベン図で示した。数字は、左から右へ 1 回目のみ、1 回目と 2 回目の両方、および

2 回目のみの解析で得られた CHERP と相互作用するタンパク質の数を示した。(c) FLAG-

CHERPに結合したスプライシング関連タンパク質。1回目、2回目のみ、および 1回目と 2回

目の平均について、protein score > 0 のスプライシング関連タンパク質を示した。CHERP は

青字で強調した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 1e、およ

び Figure S1c、d を改変して作成した。 

図 8 CHERP と相互作用するタンパク質の評価 

CHERP と相互作用するスプライシング関連タンパク質の一部をWestern blotにより解析した。

IP、immunoprecipitation。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 

S1fを改変して作成した。 
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図 9 CHERP と相互作用するタンパク質の機能 

FLAG-CHERP と相互作用するタンパク質について、Gene ontology (GO) 解析を行った。本

図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure S1e を改変して作成した。 

図 10 CHERP ノックダウンの確認と細胞質・核画分評価 

(a) U2OS 細胞に EGFP siRNA または CHERP#2 siRNA を導入 48 時間後に CHERP の

mRNA発現を reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) を

用いて解析した。発現レベルは phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) により標準化した。赤ま

たは青バーはそれぞれ EGFP siRNAおよび CHERP#2 に対する相対的な mRNA発現量を

示す。統計処理は、one-way ANOVA とそれに伴う Dunnett 検定を用いて実行した。*** p 

<0.001。(b) 細胞内画分の指標として、tRNA（主に細胞質画分）、U6 small nuclear RNA (U6 

snRNA) （核画分）、および E2F transcription factor 8 (E2F8) （イントロンを含む転写産物は

核画分、イントロンが除去された転写産物は核内と細胞質の両方の画分に存在）を用いて

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) により評価した。RT、reverse 

transcriptase。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure S1g およ

び h を改変して作成した。  
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図 11 CHERP制御による標的 pre-mRNAの分類・個数 

(a) U2OS細胞に EGFPまたは CHERP#2 siRNAを導入した。導入して 48時間後に RNAを

単離した。選択的スプライシングは、rMATSによって 5つのスプライシングパターンに分けて解

析した。括弧内のイベント数は、スプライシングイベントの総数で、false discovery rate (FDR) 

< 0.05 を有意なデータとして取り扱った。skipped exons、SE; mutually exclusive exons、

MXE; alternative 5’ splice sites、A5SS; alternative 3’ splice sites、A3SS; retained intron、

RI。(b) CHERP ノックダウン細胞におけるスプライシングイベントの総数と FDR < 0.05を比較

して、各選択的スプライシングの頻度を解析した。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、

2555 (2022) の Figure 1fおよび g を改変して作成した。 
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第 2節  CHERPによるイントロン保持の標的イントロン同定とその性質・特徴 

RIはイントロンの保持が促進される increased intron inclusion (III) と抑制される decreased intron 

inclusion (DII) に分けられる。検出された RIの総数 4073例のうち FDR < 0.05で得られた 679例に

ついて分類したところ（図 11a）、IIIは 290例および DIIは 389例あった（図 12）。IIIはイントロンが除去

されないために、核内に滞留すると予想される一方で、DII はイントロンの除去が促進されるため細胞質

への輸送が効率よく行われ、細胞質での mRNA 発現量が増加すると予想される。そこで、前述の全細

胞から単離・精製した RNA を用いた RNA-Seq 解析とは別に、EGFP（コントロール）ノックダウンと

CHERP ノックダウンの条件下で細胞質から単離・精製した RNA を用いた RNA-Seq 解析（以後、細胞

質 RNA-Seq解析と表記する）を実施した。全細胞を用いた RNA-Seq解析結果からは、CHERP ノック

ダウンにおいて IncLevelDifferenceの絶対値が比較的大きかった IIIまたはDIIに属する転写産物を抽

出した。細胞質 RNA-Seq 解析においては、III と DII のうち EGFP ノックダウンの条件下に比べて

CHERP ノックダウン条件下で細胞質での発現量が大きく増加または減少した転写産物を抽出した（図

13a、b）。その結果、III に分類された転写産物のうち、細胞質での発現量が増加または減少した転写

産物の個数はそれぞれ 20 個および 34 個であった一方で、DII に分類された転写産物のうちで細胞質

での発現量が増加または減少した転写産物の個数はそれぞれ 72個および 9個であった。また、図 13a、

b をもとに、III または DII に分類された転写産物について、mRNA 発現量が増加した割合を示すと、予

想した通り、CHERP のノックダウンにより III を生じた mRNA の細胞質での発現量は減少する割合が

多い傾向がみられる一方で、DIIを生じたmRNAの細胞質での発現量は増加する割合が高かった（図

13c）。次に、保持されたイントロンに隣接する連続する 2 つのエキソンを標的とするオリゴ DNA プライ

マーを用いて RT-PCR を行い、CHERP ノックダウンにおける III と DII を観察することとした（図 14a、

b）。図 14aは IIIを示す転写産物について、図 14bは DIIを示す転写産物について示しており、rMATS

で解析したうち、FDR < 0.05 の IncLevelDifference の絶対値が比較的大きい標的として calcium-

activated nucleotidase 1 (CANT1)、arginine and serine rich protein 1 (RSRP1)、 disheveled 

segment polarity protein 3 (DVL3)、podocalyxin like (PODXL)、STAGA complex 65 subunit gamma 

(SUPT7L) を選択し、実際に III あるいは DII が生じていることを観察した。これらの結果から、RNA-

Seq 解析による III と DII の結果は正しく解析されていると考えられた。III と DII で影響を受ける転写産

物が細胞代謝にどのような関連があるかを調べるために、CHERP ノックダウン下で III と DII に属する

転写産物の GO解析を実施した（図 15a、b）。FDR < 0.05 を示した転写産物について解析したところ、

III を含む転写産物を示すものは主に RNA 代謝に関わる一方で、DII では様々な細胞機能に関わって
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いた。RI全体として解析した GOの p値上位グループは、IIIよりむしろ DIIで得られた p値の上位グル

ープに近い結果であった。CHERP ノックダウン細胞において核内蓄積を生じたポリ (A)+ RNA は III と

して検出されていると考えられる。さらに、RI を III と DII に分割することで核内蓄積を生じたポリ (A)+ 

RNAの性質や特徴をより特異的に解析することが可能であることが分かった。 
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図 12 RIの分類および increased intron inclusion (III) と decreased intron inclusion 

(DII) の個数 

CHERP ノックダウンにより検出された RI に属する標的 pre-mRNA を分類し、標的イントロン

の保持が増加または減少した個数を解析した。RNA-Seqデータは FDR < 0.05、inclusion or 

skipping count ≧ 10 および IncLevelDifference ≦ -0.1 (III) または IncLevelDifference 

≧ 0.1 (DII) を統計的に有意として取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 

(2022) の Figure 2a を改変して作成した。 
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図 13 IIIまたは DIIに分類される転写産物の細胞質における mRNA発現量評価 

(a) (b) 全細胞から単離・精製した RNA を用いた RNA-Seq解析により、CHERP ノックダウン

時に IIIまたは DIIに分類される転写産物を検出した。次に細胞質 RNA-Seq解析を実施し、III

と DIIのうち、EGFP ノックダウンの条件下に比べて CHERP ノックダウン条件下で細胞質での

発現量が増加または減少した転写産物を抽出した。(c) (a) および (b) をもとに、IIIまたは DII

の細胞質での発現量が増加した個数の割合を示した。RNA-Seq データは、FDR < 0.05、

inclusion or skipping count ≧  10 および IncLevelDifference ≦  -0.1 (III) または

IncLevelDifference ≧ 0.1 (DII) を満たす転写産物のうち、fold change > 1.5 (up)、fold 

change < 0.67 (down) を取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) 

の Figure 2b を改変して作成した。 
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図 14 III と DIIに関する標的評価 

CHERP ノックダウンによって誘導された III または DII を RT-PCR を用いて検証した。(a) III 

(b) DII で、RNA-Seq データは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10 および

IncLevelDifference ≦ -0.1 (III) または IncLevelDifference ≧ 0.1 (DII) を取得した。本図

は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 2cおよび d を改変して作成し

た。 
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図 15 RI、IIIまたは DIIに属する標的 mRNAの機能 

CHERP ノックダウン後に RI (a) と III (b)、DII (c) に属する転写産物について GO解析を行っ

た。 RNA-Seq データは FDR < 0.05 、 inclusion or skipping count ≧  10 および

IncLevelDifference ≧  |0.1| (RI) および IncLevelDifference ≦  -0.1 (III) ま たは

IncLevelDifference ≧ 0.1 (DII) を統計的に有意として取得した。本図は、CC BY のもと

IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 2e、f、および Figure S2b を改変して作成した。  
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第 3節  CHERPはイントロン保持に関わる標的 pre-mRNA を制御する 

第 2節においてRIを IIIと DIIに区別して解析を行うことにより、より詳細な細胞機能への影響を評価

することが可能であったため、本節でも III と DII を区別して解析することとした（図 16-19）。先ず、III や

DII を生じるイントロンの特徴について解析した。イントロンとして認識されるために必要な配列として、5’

スプライス部位、3’スプライス部位、ブランチポイント部位そしてポリピリミジントラクト部位が挙げられる。

これらに加えて、イントロンの長さや GC 含量もスプライシングに影響を与える可能性がある。そこで III

や DII を生じるイントロンについて、これらの特徴を参照イントロンとして全イントロンの特徴を平均化し

た値を求め、これと比較して解析を行った。それぞれの解析は方法欄に記載されている手法に則って実

施した。その結果、III と DIIにおいて、CHERP ノックダウンで影響を受けるイントロンについて、スプライ

シングの生じやすさを表す指標である 5’、3’スプライス部位のスコアが参照イントロンで得られるそれと

比較して有意に低くなっている、すなわちスプライシングを受けにくくなっていることが示された（図 16a、

c）。IIIとDIIの間には有意差はなかった。また、RI全体を参照イントロンと比べた場合においても、5’、3’

スプライス部位の値が参照イントロンのそれと比較して低いことが示された（図 16b、d）。続いて、ブラン

チポイント部位の強さについて解析した。ブランチポイント部位については III と DII に分けて解析した場

合も、全体として解析した場合も参照イントロンと差はなかった（図 17a、b）。スプライシングの生じやす

さを表す指標の 1 つであるポリピリミジントラクト部位のスコアついて解析したところ、III について参照イ

ントロンと有意差は確認されなかったが、DII に対しては有意差が確認された（図 17c、d）。ただし、その

差は大きなものではなく III と DII の間に有意差はなかった。次に、イントロンの長さについて解析したと

ころ（図 18）、IIIおよびDIIのイントロン長は参照イントロンに比べて有意に短いことが示された。RI全体

として比べた場合も、参照イントロンに比べて短いイントロンであった。このことから IIIや DIIに関わらず、

RIの生じるイントロンは参照イントロンに比べて短いことが判明した。最後に GC含量について解析した

結果、IIIと DIIともに参照イントロンに比べてGC含量が有意に高いことが示された（図 19）。一方で、III

と DII の間に差は見られなかった。同様に RI 全体で解析した場合も、GC 含量が高いことが示された。

次に、RI を生じるイントロンの特徴を明らかにした。スプライス強度はスプライス部位の配列に依存する

ことから、CHERP 標的転写産物の 5’、3’スプライス部位における塩基配列を解析した（図 20）。その結

果、参照遺伝子におけるイントロン配列の両側は thymineに富んでいるのに対して、CHERP ノックダウ

ンにより誘導される III と DII では参照遺伝子と僅かに異なることが分かった。特に III において 5’、3’ス

プライス部位近傍の塩基配列は参照遺伝子と比較して thymine 以外の塩基を使用する傾向が見られ

た。また、DII においても 5’スプライス部位近傍の塩基配列に thymine 以外の塩基が使用されていた。

この結果に関して、スプライス部位のスコアが減少し弱いスプライス部位となっていることが原因と考え
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られた。そこで、CHERPが弱いスプライス部位を標的にしているか調べるため、IIIの CHERP標的とし

て retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR) のミニ遺伝子を作製した（図 21）。野生型 RPGR

ミニ遺伝子を導入すると、CHERP ノックダウンによりイントロンの保持が確認された。これに対して、5’、

3’スプライス部位をより強くする変異を導入すると、もはや CHERP に依存せずにイントロンが除去され

た。DII に関するミニ遺伝子も作製を試みたが、働くものはできなかった。これらのデータから、CHERP

が正確なスプライス部位選択に関連する制御因子として機能することが示唆された。 
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図 16 III、DIIおよび RIにおける 5'および 3'スプライス部位スコア（値） 

MaxEntScan により計算された CHERP ノックダウン後の (a) III と DII における 5'スプライス

部位スコア、(b) RIにおける 5'スプライス部位スコア、(c) III と DIIにおける 3'スプライス部位ス

コア、(d) RI における 3'スプライス部位スコア。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用し

た。 RNA-Seq データは FDR < 0.05 、 inclusion or skipping count ≧  10 および

IncLevelDifference ≦  -0.1 (III) ま た は IncLevelDifference ≧  0.1 (DII) お よ び

IncLevelDifference ≧ |0.1| (RI) を統計的に有意として取得した。統計処理は Wilcoxon 順

位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。Ref、Reference gene（参照遺

伝子）。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、2555 (2022) の Figure 3a、b、および

Figure S3a、b を改変して作成した。  
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図 17 III、DIIおよび RIにおけるブランチポイント、ポリピリミジントラクト部位スコア 

SVM-Bpfinderにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) III と DIIにおけるブランチポイ

ント部位スコア、(b) RIにおけるブランチポイント部位スコア、(c) III と DIIにおけるポリピリミジ

ントラクト部位スコア、(d) RI におけるポリピリミジントラクト部位スコア。(a-d) 全てのイントロン

は参照遺伝子を使用した。RNA-Seqデータは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 

10 および IncLevelDifference ≦ -0.1 (III) または IncLevelDifference≧ 0.1 (DII) および

IncLevelDifference ≧ |0.1| (RI) を統計的に有意として取得した。統計処理は Wilcoxon 順

位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、

23巻、5号、2555 (2022) の Figure 3c、d、および Figure S3c、d を改変して作成した。  
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図 18 III、DIIおよび RIにおけるイントロンの長さ 

BedToolsにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) III と DIIにおけるイントロンの長さ、

(b) RIにおけるイントロンの長さ。(a、b) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用した。RNA-Seq

データは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10 および IncLevelDifference ≦ -

0.1 (III) または IncLevelDifference ≧ 0.1 (DII) および IncLevelDifference ≧ |0.1| (RI) 

を統計的に有意として取得した。統計処理はWilcoxon順位和検定を使用した。* p < 0.05、** 

p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 

3e、および Figure S3e を改変して作成した。 
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図 19 III、DIIおよび RIにおけるイントロンの GC含量 

BedTools により計算された CHERP ノックダウン後の (a) III と DII におけるイントロンの GC

含量、(b) RI におけるイントロンの GC 含量。(a、b) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用し

た。 RNA-Seq データは FDR < 0.05 、 inclusion or skipping count ≧  10 および

IncLevelDifference ≦  -0.1 (III) ま た は IncLevelDifference ≧  0.1 (DII) お よ び

IncLevelDifference ≧ |0.1| (RI) を統計的に有意として取得した。統計処理は Wilcoxon 順

位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、

23巻、5号、2555 (2022) の Figure 3f、および Figure S3fを改変して作成した。 
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図 20 III、DIIおよび RIにおけるエキソン-イントロン境界の塩基配列 

BedTools により計算された CHERP ノックダウン後の (a) III と DIIにおけるエキソン-イントロ

ン境界の塩基配列と、(b) RI におけるエキソン-イントロン境界の塩基配列。(a、b) 全てのイン

トロンは参照遺伝子を使用した。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、2555 (2022) の

Figure 3g、および Figure S3g を改変して作成した。 
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図 21 RIに属する標的 mRNAのスプライシングレポーターアッセイ 

CHERP の標的イントロンを含む retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR) ミニ遺伝

子を使用したスプライシングアッセイ。赤字は変異を導入したことを示している。また、赤文字

は変異を導入した塩基、赤数字は野生型から変化したスコアを示している。5’ss、5’ splice 

site; 3’ss、3’ splice site。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 

3h を改変して作成した。 
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第 4節  CHERPによる制御を受けるカセットエキソンの同定と性質・特徴 

第 2および 3節では CHERP ノックダウンによって RIが生じる標的とその配列の性質と特徴につい

て明らかにした。本節では、イベント数として最も多く生じた SEについて調べたところ（図 11a）、総数と

して 82520例、そのうち FDR < 0.05では 6047例を検出した。そして、それらのうちでエキソンを保持

する exon inclusion (EI) とエキソンを除去する exon skipping (ES) に分類したところ、EIは 2945例、

またESは 3102例を確認した（図 22）。EIとESのイベント数で大きな差が確認されなかったことから、

CHERPが EI または ESに選択的な影響を与えないと考えられた。また第 2節図 13において実施し

た解析と同様の解析を、EI または ES に分類される転写産物について行った。RNA-Seq 解析により、

CHERP ノックダウンにおいて、IncLevelDifference の絶対値が比較的大きい III または DII に属する

転写産物を抽出した。続いて細胞質 RNA-Seq 解析を実施し、RNA-Seq 解析で得られた EI と ES の

うち、EGFP ノックダウンの条件下に比べて CHERP ノックダウン条件下で細胞質での発現量が大きく

増加または減少した転写産物の数をそれぞれ抽出した（図 23a、b）。その結果、EI に分類された転

写産物のうち、細胞質での発現量が増加または減少した個数はそれぞれ 257 個および 121 個であっ

た一方で、ES に分類された転写産物のうちで細胞質での発現量が増加または減少した個数はそれぞ

れ 94個および 80個であった。また、図 23a、b をもとに、EI または ESに分類される転写産物につい

て、細胞質での発現量が増加した割合を示すと、EI に分類された遺伝子の約 7 割の遺伝子は細胞質

での mRNA発現量が増加していた（図 23c）。一方、ESに分類された遺伝子のうち発現量が増加し

ていたのは 5 割強であった。このため SE に分類された遺伝子は、CHERP のノックダウンによって細

胞質における mRNA 発現量が増加する遺伝子が多数あることが明らかになった。次に EI と ES を生

じる転写産物が実際に細胞質で発現していることを検証するため、標的エキソンに隣接する二つのエ

キソン上にオリゴ DNA プライマーを設計し、RT-PCR を行った（図 24a、b）。図 24a は EI を示す転

写産物について、図 24bは ESを示す転写産物について示しており、rMATSで解析したうち RI と同様

（図 14a、b）、FDR < 0.05 の IncLevelDifference の絶対値が比較的大きい標的を解析した。EI に

ついては、ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 2 (ARAP2)、autophagy 

related 16 like 1 (ATG16L1)、 cytoplasmic linker associated protein 1 (CLASP1)、 integrator 

complex subunit 13 (INTS13)、mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 2 (MAP4K2)、

MON2 homolog, regulator of endosome-to-Golgi trafficking (MON2)、sorting nexin 14 (SNX14)、

zinc finger AN1-type containing 1 (ZFAND1)、zinc finger protein 207 (ZNF207)、STE20 related 

adaptor alpha (STRADA) を標的とし、ES については aurora kinase B (AURKB)、fibronectin 1 
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(FN1)、 kinectin 1 (KTN1)、myosin IB (MYO1B)、 nucleoporin 50 (NUP50)、 nucleoporin 62 

(NUP62)、O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase (OGT)、protein phosphatase 1 

regulatory subunit 12A (PPP1R12A)、SIK family kinase 3 (SIK3)、 spindle and kinetochore 

associated complex subunit 3 (SKA3) を標的した。なお、CLASP1、NUP62、PPP1R12A および

SKA3は細胞周期、AURKBは細胞分裂、INTS13 は有糸分裂紡錘体形成、SIK3 と ZNF207は微小

管形成に関わる。RT-PCR 解析の結果、いずれも RNA-Seq 解析を支持する結果が得られた。また

GO解析によると、CHERP ノックダウン後に EIを示す転写産物は細胞周期に関係する細胞代謝経路

に関わるものが特に高い値を示す一方で、ES を示すものは細胞周期や細胞分裂に関係する細胞代

謝経路に関わるものを検出した（図 25a-c）。 
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図 22 SEの分類および exon inclusion (EI) と exon skipping (ES) の個数 

CHERP ノックダウンにより検出された SE に属する標的 pre-mRNA を分類し、標的エキソン

の使用が促進または抑制した個数を解析した。RNA-Seqデータは FDR < 0.05、inclusion or 

skipping count ≧ 10 および IncLevelDifference ≦ -0.1 (EI) または IncLevelDifference 

≧ 0.1 (ES) を統計的に有意として取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 

(2022) の Figure 4a を改変して作成した。 
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図 23 EIまたは ESに分類される転写産物の細胞質における mRNA発現量評価 

(a) (b) 全細胞由来の RNA-Seq 解析により、CHERP ノックダウンにおける EI または ES に

属する転写産物を抽出した。次に細胞質 RNA-Seq 解析を実施し、EI と ES のうち EGFP ノッ

クダウンの条件下に比べて CHERP ノックダウン条件下で細胞質での転写産物の発現量が増

加または減少した転写産物の数を抽出した。(c) (a) および (b) をもとに、EI または ES の細

胞質での転写産物の個数が増加した割合を示した。RNA-Seq データは、FDR < 0.05、

inclusion or skipping count ≧  10 および IncLevelDifference ≦  -0.1 (EI) または

IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) を満たす転写産物のうち、fold change > 1.5 (up)、fold 

change < 0.67 (down) を取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) 

の Figure 4b を改変して作成した。 

  



48 

 

図 24 EI と ESに関する標的評価 

CHERP ノックダウンによって誘導された EI または ES を RT-PCR を用いて検証した。(a) EI 

(b) ES で、RNA-Seq データは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10 および

IncLevelDifference ≦ -0.1 (EI) または IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) を取得した。本図

は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 3c、および Figure S3cを改変

して作成した。  
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図 25 SE、EIまたは ESに属する標的 mRNAの機能 

CHERP ノックダウン後に SE (a) と EI (b)、ES (c) に属する転写産物の GOグループを示し

た。 RNA-Seq データは FDR < 0.05 、 inclusion or skipping count ≧  10 および

IncLevelDifference ≧  |0.1| (SE) および IncLevelDifference ≦  -0.1 (EI) または

IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) を統計的に有意として取得した。本図は、CC BY のもと

IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 3e、f、および Figure S3b を改変して作成した。 
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第 5 節   CHERP は標的 pre-mRNA のカセットエキソンインクルージョンとスキッピングを                  

制御する 

CHERP によるカセットエキソン型選択的スプライシングの特性を解明するため、CHERP に依存また

は非依存的な遺伝子の間にどのようなイントロン配列の違いがあるか解析した。第 3節と同様に、SEを

EI と ESに分けて解析した（図 26-31）。また、EI と ESに分類せずに解析した場合も同様に記載した。

EI と ES について、標的エキソンの上流と下流の 2 つのイントロンが存在している。これらのイントロン

における 5’スプライス部位の強さは、ES における上流イントロンを除いて、参照イントロンのそれらと比

較して有意な差はなかった（図 26a-d）。ただし SE 全体として解析したものと比較して、ES のみで有意

な差として評価できることから EI と ES を分けて解析する価値があると判断された。これに対して、標的

エキソンの上流と下流イントロンにおける 3’スプライス部位は、参照遺伝子のそれらと比較して有意に異

なっていた（図 27）。また EI と ESの間には有意な差は見られなかった。CHERPの標的イントロンが 5’

スプライス部位と比較して 3’スプライス部位の強さが弱いことは、上流と下流イントロンの 3’スプライス部

位への U2 snRNPの集合が関係していると考えられた。CHERPは U2 snRNPならびにその関連因子

と相互作用することから（図 7c）、3’スプライス部位の弱いイントロンに U2 snRNP を集合させるために

CHERP が必要であることが示唆された。次いで、標的エキソンの上流と下流イントロンにおけるブラン

チポイント部位について解析したところ、上流、下流のイントロンのいずれのブランチポイント部位も参照

イントロンに比べて弱かった（図 28）。また、上流イントロンのブランチポイント部位の強さは EI が ES と

比較して有意に弱かった。一方、ポリピリミジントラクト部位の強度は参照イントロンと比較して大きな変

化はなかった（図 29）。次に、CHERP により制御を受ける上流と下流イントロンの長さについて解析し

たところ、参照イントロンと比較して有意に長かった（図 30）。また、EIと ESの間でも上流、下流のイント

ロンともに有意な差があった。それゆえ、EIの標的イントロンは ESのそれより長いイントロンを標的して

いることが明らかとなった。標的エキソンの上流と下流イントロンの GC 含量は参照イントロンのそれと

比較して低かった（図 31）。したがって SEにおいては、より長いイントロンと低い GC含量を周辺に持つ

エキソンが CHERP の標的になることが示唆された。次に、CHERP 標的のエキソンから上流と下流の

イントロンに対する 5’、3’スプライス部位近傍における塩基配列を解析したところ（図 32）、CHERPが標

的とするエキソン近傍の 5’、3’スプライス部位が弱かったにも関わらず、CHERP が標的にする配列は

参照イントロンと比較して大きな変化はなかった。それゆえ、参照イントロンと比較して僅かな塩基配列

の違いが CHERP 依存的な EI と ES に影響を与えると考えられた。以上の仮説を検証するため、EI と

ESに対してそれぞれ autophagy related 16 like 1 (ATG16L1) と serine/threonine-protein kinase 3 

(SIK3) のミニ遺伝子を作製した（図33）。またそれぞれのミニ遺伝子について、3’スプライス部位に強い
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変異を導入した場合は、標的エキソンは CHERP に依存せずエキソンと認識された。反対に弱い変異を

導入した場合は、CHERP に関わりなくエキソンと認識されず除去された。同様の結果は、5’スプライス

部位においても得られた。これらの結果から、標的エキソンの 5’、3’スプライス部位周囲においてコンセ

ンサス配列と僅かに異なる塩基配列を持つエキソンは CHERP に対して感受性を持つこと、コンセンサ

ス配列に近くなると CHERPに関係なくエキソンと認識されること、逆にコンセンサス配列から遠ざかると

エキソンと認識されないことが示された。 
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図 26 EI、ESおよび SEにおける 5'スプライス部位スコア 

MaxEntScan により計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ES のイントロン上流にお

ける 5'スプライス部位スコア、(b) EI と ESのイントロン下流における 5'スプライス部位スコア、

(c) SEのイントロン上流における 5'スプライス部位スコア、(d) SEのイントロン下流における 5'

スプライス部位スコア。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用した。RNA-Seq データは

FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10および IncLevelDifference ≦ -0.1 (EI) ま

たは IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) および IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) を統計的に

有意として取得した。統計処理はWilcoxon順位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、

*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5a、および

Figure S5a を改変して作成した。  
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図 27 EI、ESおよび SEにおける 3'スプライス部位スコア 

MaxEntScan により計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ES のイントロン上流にお

ける 3'スプライス部位スコア、(b) EI と ESのイントロン下流における 3'スプライス部位スコア、

(c) SEのイントロン上流における 3'スプライス部位スコア、(d) SEのイントロン下流における 3'

スプライス部位スコア。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用した。RNA-Seq データは

FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10および IncLevelDifference ≦ -0.1 (EI) ま

たは IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) および IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) を統計的に

有意として取得した。統計処理はWilcoxon順位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、

*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5b、および

Figure S5b を改変して作成した。  
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図 28 EI、ESおよび SEにおけるブランチポイント部位スコア 

SVM-Bpfinderにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ESのイントロン上流にお

けるブランチポイント部位スコア、(b) EI と ES のイントロン下流におけるブランチポイント部位

スコア、(c) SEのイントロン上流におけるブランチポイント部位スコア、(d) SEのイントロン下流

におけるブランチポイント部位スコア。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子を使用した。RNA-

Seqデータは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10および IncLevelDifference ≦ 

-0.1 (EI) または IncLevelDifference ≧ 0.1 (ES) および IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) 

を統計的に有意として取得した。統計処理はWilcoxon順位和検定を使用した。* p < 0.05、** 

p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 

5c、および Figure S5c を改変して作成した。  



55 

 

図 29 EI、ESおよび SEにおけるポリピリミジントラクト部位スコア 

SVM-Bpfinderにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ESのイントロン上流にお

けるポリピリミジントラクト部位スコア、(b) EI と ES のイントロン下流におけるポリピリミジントラ

クト部位スコア、(c) SEのイントロン上流におけるポリピリミジントラクト部位スコア、(d) SEのイ

ントロン下流におけるポリピリミジントラクト部位スコア。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子

を使用した。RNA-Seq データは FDR < 0.05、inclusion or skipping count ≧ 10 および

IncLevelDifference ≦  -0.1 (EI) ま たは IncLevelDifference ≧  0.1 (ES) お よび

IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) を統計的に有意として取得した。統計処理はWilcoxon順

位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、

23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5d、および Figure S5d を改変して作成した。  
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図 30 EI、ESおよび SEにおけるイントロンの長さ 

BedToolsにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ESのイントロン上流における

イントロンの長さ、(b) EI と ESのイントロン下流におけるイントロンの長さ、(c) SEのイントロン

上流におけるイントロンの長さ、(d) SE のイントロン下流におけるイントロンの長さ。(a-d) 全て

のイントロンは参照遺伝子を使用した。RNA-Seqデータは FDR < 0.05、inclusion or skipping 

count ≧ 10 および IncLevelDifference ≦ -0.1 (EI) または IncLevelDifference ≧ 0.1 

(ES) および IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) を統計的に有意として取得した。統計処理は

Wilcoxon順位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYの

もと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5e、および Figure S5e を改変して作成した。 
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図 31 EI、ESおよび SEにおける GC含量 

BedToolsにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ESのイントロン上流における

GC含量、(b) EI と ESのイントロン下流における GC含量、(c) SEのイントロン上流における

GC含量、(d) SEのイントロン下流における GC含量。(a-d) 全てのイントロンは参照遺伝子を

使用した。RNA-Seq データは FDR < 0.05、 inclusion or skipping count ≧ 10 および

IncLevelDifference ≦  -0.1 (EI) ま たは IncLevelDifference ≧  0.1 (ES) お よび

IncLevelDifference ≧ |0.1| (SE) を統計的に有意として取得した。統計処理はWilcoxon順

位和検定を使用した。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、

23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5f、および Figure S5fを改変して作成した。 
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図 32 EI、ESおよび SEにおけるエキソン-イントロン境界の塩基配列 

BedToolsにより計算された CHERP ノックダウン後の (a) EI と ESにおけるエキソン-イントロ

ン境界の塩基配列と、(b) SEにおけるエキソン-イントロン境界の塩基配列。(a、b) 全てのイン

トロンは参照遺伝子を使用した。本図は、CC BY のもと IJMS、23 巻、5 号、2555 (2022) の

Figure 5g、および Figure S5g を改変して作成した。 
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図 33 EI、ESに属する標的 mRNAのスプライシングレポーターアッセイ 

CHERP の 標 的 イ ン ト ロ ン を 含 む autophagy related 16 like 1 (ATG16L1) と

serine/threonine-protein kinase 3 (SIK3) ミニ遺伝子を使用したスプライシングアッセイ。赤字

は 5’または 3'スプライス部位スコアが上がる変異を、青字は下がる変異を導入したことを示し

ている。また、赤文字は本スコアが上がる変異を導入した塩基、赤数字は上がったスコアを示

している。反対に、青文字は本スコアが下がる変異を導入した塩基、青数字は下がったスコア

を示している。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 5h を改変し

て作成した。 
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第 2章  CHERPの細胞周期・細胞分裂への関与 

 

図 25 で実施した GO 解析によると、CHERP ノックダウン下において、EIは細胞周期、ES では細胞

周期や細胞分裂に関わる遺伝子の多くが影響を受けていた。このことは CHERP が細胞周期進行とそ

れに伴う細胞生存に関与する可能性を示唆している。そこで、CHERPの有無で細胞質におけるmRNA

発現量に影響する標的を明らかにすることとし、新たに細胞質での mRNA 発現量に関する RNA-Seq

解析を実施した。FDR < 0.05 を与えるものを有意として、発現量が増加したのは 3934例で、減少した

のは 2822例であった（図 34）。そのうち fold changeが 1.5倍以上または 0.67倍以下の変化を示した

ものについてそれぞれ GO 解析を行った（図 35）。その結果、発現増加が観察された遺伝子の GO は

輸送に関わる機能に富んでいる一方で、発現減少が観察された遺伝子の GO は細胞周期や細胞分裂

に関わる機能に富んでいた。 

細胞周期や細胞分裂に関わる遺伝子の発現量が減少すると、細胞周期の進行や細胞分裂に異常が

生じると予想される。H2B-GFP を安定発現させた U2OS細胞を使用してタイムラプス観察を実施したと

ころ（図 36）、一部の CHERP ノックダウン細胞において細胞周期 M 期の前中期における染色体が整

列せず有糸分裂の遅れが生じていた。CHERP ノックダウンにおいて減少した mRNAのうち、細胞増殖

に関わる BIRC5、M期前中期における染色体整列に重要な役割をもつ AURKB、また細胞分裂に関わ

る CENPAおよびアポトーシスに関与する BRCA1について、RT-qPCRおよびWestern blot を用いた

解析したところ、mRNA およびタンパク質レベルにおいて発現量が減少していた（図 37、38）。また、細

胞形態の異常や AURKB と α-Tubulin の誤局在を示す細胞も観察された（図 39）。しかしながら、

CHERP をノックダウンした細胞では対照細胞に比べて死滅するものが多く存在したため、最終的な結

論は将来別途行うべき定量的実験によって得る必要がある。 
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図 34 mRNA発現量が増加または減少した標的数 

CHERPノックダウン後のmRNA発現量が増加および減少した標的の数。RNA-Seqデータは

FDR < 0.05 を統計的に有意として取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 

(2022) の Figure 6a を改変して作成した。 
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図 35 mRNA発現量が増加または減少した標的の機能 

(a) CHERP ノックダウン後に細胞質におけるmRNA発現量が有意に増加したGOグループ。

RNA-Seqデータの FDR < 0.05および fold change ≧ 1.5 を取得した。(b) CHERP ノックダ

ウン後に細胞質における mRNA発現量が有意に減少した GOグループ。RNA-Seqデータの

FDR < 0.05および fold change ≦ 0.67 を取得した。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5

号、2555 (2022) の Figure S2aおよび bを改変して作成した。 
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図 36 細胞形態観察 

Chloramphenicol acetyltransferase (CAT; コントロール) または CHERP#2 siRNA を導入し

た H2B-GFP 安定発現 U2OS 細胞のうち、一部の生細胞についてのタイムラプス写真を掲載

した。写真の右下の数字は、核膜崩壊からの時間（分）を示す。矢印は、染色体の位置がずれ

ていることを示す。なお、CHERP#2 siRNAを導入した細胞では対照細胞に比べて死滅するも

のが多く存在したため、最終的な結論は将来別途行うべき定量的実験によって得る必要があ

る。スケールバーは10 μm。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) のFigure 

6b を改変して作成した。 
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図 37 細胞周期・細胞分裂・アポトーシス関連遺伝子の mRNA発現量の評価 

CHERP ノックダウン下の細胞質における Survivin/baculoviral IAP repeat containing 5 

(BIRC5)、aurora kinase B (AURKB)、centromere protein A (CENPA) そして breast cancer 

type 1 (BRCA1) の mRNA発現量を RT-qPCRにより解析した。発現レベルは PGK1を用い

て標準化した。赤または青バーはそれぞれ EGFP および CHERP#2 siRNA に対する相対的

な mRNA発現量を示す。統計処理は、one way-ANOVA とそれに伴う Dunnett検定を用いて

実行した。*** p < 0.001。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 

6c を改変して作成した。 
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図 38 細胞周期・細胞分裂・アポトーシス関連遺伝子のタンパク質発現量の評価 

Western blot を用いて CHERP ノックダウン下の細胞質における BIRC5、AURKB、CENPA、

BRCA1 のタンパク質発現量を解析した。発現レベルは-actin を用いて標準化した。本図は、

CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) の Figure 6d を改変して作成した。 
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図 39 細胞分裂関連遺伝子の局在 

免疫染色を用いて、CHERP ノックダウン下における AURKB および-Tubulin の細胞内局在

を撮影した。スケールバーは 10 μm。本図は、CC BYのもと IJMS、23巻、5号、2555 (2022) 

の Figure 6e を改変して作成した。 
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CHERPの細胞内局在と核内における機能 

本研究は、CHERP の小胞体における機能に加えて、核内における機能を解明することで、その生理

機能の理解を深めることを期待して行った。まず、細胞分画を行うことで CHERP が小胞体膜を含む不

溶性画分のみならず核内にも局在することを確認した。その後、CHERP ノックダウンを行ったところ、核

内においてポリ (A)+ RNAの蓄積が確認されたころから[37,38]、RNA代謝に関わることが示された。こ

の結果は他グループによる報告と一致してした[19,39]。今後、Ca2+代謝と RNA 代謝における CHERP

の関連性やその機構の解明が待たれる[17]。 

 

CHERP と相互作用するタンパク質の同定とスプライシングへの関与 

免疫沈降とそれに続く LC-MS/MS により、CHERP と相互作用する候補因子として様々なスプライシ

ング関連タンパク質が検出された。その中で U2 snRNP および U2 snRNP 関連タンパク質は protein 

scoreの高いものが多く、これらのうち U2AF1 と U2AF2についてはWestern blotにより CHERP との

相互作用が確認された。U2AF1 と U2AF2 はスプライシングの初期に働くことが知られており、CHERP

がスプライシングに関与する可能性が強く示唆された[40,41]。なお、今回の解析では小胞体に局在する

IP3R や RYR を構成するタンパク質は検出されなかったが、これは免疫沈降の際に核画分を使用した

ためであると推察される。 

本研究では Flag-CHERP 安定発現 HEK293 細胞を使用しており、結果として SF3B1、SF3B3、

U2SURP、pre-mRNA processing factor 8 (PRPF8) および SF3B2において高い protein scoreが得

られた（図 7c）。他方、Lin-Moshier らが GFP-CHERP 安定発現 HEK293 細胞を使用して得た結果で

は、SF3B1 が 7 番目、U2SURP が 1 番目、また SF3B2 が 2 番目に高いスコアとしてで検出されてい

る (SF3B3 の順番は不記載であったが、CHERP による共免疫沈降解析より CHERP と結合すること

が確認されている。また、PRPF8 の順番は不記載である。)[19]。また De Maio らは、同様の免疫沈降

実験により CHERP が RBM17 および U2SURP と複合体を形成してスプライシング反応を誘導するこ

とを示しており[21]、本研究の LC-MS/MS 解析においても RBM17 と U2SURP が検出されている（図

7c）。なお、本研究は CHERP ノックダウン細胞の核内におけるポリ (A)+ RNA蓄積を解析の発端として

いることから、スプライシングにより関係の深いU2 snRNPとの相互作用を重視して解析を進めたため、

RBM17ならびに U2SURPの直接的な結合は評価していない。 

LC-MS/MS 解析において高い protein score を示した SF3B1 では、625 番目 arginine または 666

番目 lysine に変異が生じることで構造変化が生じ、結果としてスプライシング異常が発生すること、さら

にブドウ膜黒色腫を引き起こすことが報告されている[42]。同様に、CHERP の発現量が変化すると、
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SF3B1 を含む U2 snRNP や U2 snRNP 関連タンパク質を含めたスプライソソームの構造が変化する

可能性が考えられ、その結果引き起こされるであろうスプライシング異常が癌等の疾患の原因となる可

能性が考えられる。前述のように、CHERPは RNA 結合タンパク質である RBM17 および SR タンパク

質である U2SURP と複合体を形成することが報告されており[21]、RBM17 と U2SURP は共に U2 関

連因子と考えられるため、CHERP はこれらの因子の相互作用を制御することが推察される[43,44]。

CHERP 以外にも調節因子として機能するタンパク質複合体が選択的スプライシングを調節する報告が

あり、例えば RNA binding fox (RBFOX) ファミリーは、RNA binding fox-1 homolog (RBFOX1、

RBFOX2、RBFOX3)、hnRNP A1そして nova alternative splicing regulator 1 (NOVA1) 等の複数の

スプライシング因子と相互作用することで、スプライシング制御因子大型構築体を形成して複雑かつ巧

妙に選択的スプライシングを制御する[43]。その上、この構築体は RBFOX 凝集や核スペックル局在に

も関与する[44]。これらのことから、CHERP も RBM17 と U2SURP、またその他のスプライシング因子

と連動することで、RBFOX ファミリーのようにスプライシングあるいはその他の細胞機能に積極的に関

与していると考えられる。 

 

CHERPによる選択的スプライシングに関わる pre-mRNAの同定とその性質・特徴 

RNA-Seq 解析で得られたデータを rMATS で解析することで、スプライシングにおける CHERP の役

割をより詳細に調査した結果、選択的スプライシングの中で、RI の生じる割合が最も頻度よく観察され

た。これは、CHERP の減少が核内におけるポリ (A)+ RNA の蓄積を誘導した観察と一致していた。ま

た、代表的な 5 種類の選択的スプライシング過程の全てが CHERP ノックダウンの影響を受けていた。

このうち、RI の中で III の標的として RSRP1 が観察されている。RSRP1 の機能は不明であるが、GO

解析から乳癌の予後に関与すると考えられている。CHERP ノックダウンにより RSRP1 pre-mRNA の

イントロン保持が増加していることから RSRP1 mRNA は核内に滞留し、細胞質での発現量は減少す

ることが予想される。今後 CHERPが直接的に当該 pre-mRNA に結合し、RI を制御するかについて解

析することで RSRP1 のより詳細な働きのみならず乳癌の関連性を含めた知見が得られると期待される。

また、上記以外の疾患関連遺伝子にも注目することで癌のみならず、難治性疾患への関与を見出すこ

とができる可能性もある。 

CHERP ノックダウンにより、5種類の選択的スプライシングが影響を受けていたことは De Maio らの

結果と一致していた[21]。しかしながら彼らの RI に関する解析では、FDR < 0.05、IncLevelDifference 

≧ |0.1|で 21 個の標的転写産物が同定されていたのみであったが、本研究では同条件で 220 個の標

的転写産物が同定された。この不一致は、両解析で使用された細胞株が異なることが原因である可能
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性がある。最近、CHERP ノックダウン下のHela細胞においては、頻繁に RIが検出されることが報告さ

れている[39]。これらのことから、細胞種によって CHERP が影響を与える選択的スプライシングは少し

ずつ異なることが示唆された。 

CHERP ノックダウンで生じるイントロンが保持された mRNA の特徴について調べたところ、弱いまた

は平均値以下のスプライス部位を有していること、そしてイントロンが高いGC含量を有すること、および

その長さが短いことが判明した。この結果は、これまでに知られている RI を生じる一般的な性質と合致

していた。実際に、他の RNA結合タンパク質である son DNA and RNA binding protein (SON) のノッ

クダウンでも、同じ特徴を持つイントロンの保持をもたらすと報告されている[45,46]。SON が影響を与え

る転写産物と CHERP が影響を与える転写産物が相関関係を持つまたは共通する特徴をもつか、ある

いは転写産物として別種類であるかを解析することにより RI に影響する機序がより詳細に理解できる

かもしれない。また、SONは RIのみならず SEにも関与することから、今後の CHERPの選択的スプラ

イシング制御の解析に参考になり得るスプライシング因子だと考えられる。 

 

CHERPによる標的 pre-mRNAへの結合 

選択的スプライシング機構の 1つは、cis-regulatory elementが trans-acting factorの標的部位にな

ることである[47–55]。本実験において、CHERP ノックダウンによって誘導された EI の上流および下流

のイントロンでは特にGC含量が低いことが明らかとなった。一方、RIで得られたイントロンは、GC含量

が参照イントロンより高いという結果であり、選択的スプライシングの型によってイントロンの GC 含量が

異なっていた。現時点でこのような違いを生じた原因は不明であるが、CHERP はエキソン上の特定の

adenine に富む配列に結合し、スプライシングの変化を引き起こすことが報告されている[56]。標的とな

るイントロンやその上流あるいは下流のエキソンに存在する adenine に富む配列が RI と SE では異な

るのかもしれない。今後、CHERP が各標的 pre-mRNA のエキソンまたはイントロン上への結合を使い

分けることで、RIまたは SEの制御に違いが生じるかを解析する予定である。また、CHERPは RNAに

結合する SURP ドメインと G patch ドメインを有するが、いずれのドメインが標的 pre-mRNA と結合しス

プライシングを制御するかを明らかにしたい。加えて、CHERP は他の RS ドメインを有するタンパク質と

相互作用する可能性を有しており、RS ドメインを欠損させることでスプライシングにどのように影響が生

じるかについても解析したい。このような解析を行うことで CHERP が機能するために必要な領域を明ら

かにできると考えている。また本研究で解析の対象としたのは、最も頻度よく検出された RI と、最もイベ

ント数の多かった SE についてのみであり、MXE、A5SS や A3SS については解析を行っておらず、今

後 RI や SE と同様の解析を進めることで CHERP によるスプライシング制御機構がより詳細に解明さ
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れることを期待している。これらのアプローチにより、CHERP による選択的スプライシングへの効果や

影響をより詳細に理解することが可能となると考えている。 

 

細胞周期と細胞分裂に関する CHERPの機能 

BIRC5、AURKB、CENPA、および BRCA1 は M 期への移行を促進する遺伝子である [22,37]。

CHERP を減少させた際に、一部の生細胞の細胞質において、それらの発現が mRNA量レベルおよび

タンパク質量レベルで低下すること、また AURKB と-Tubulin が誤局在することが確認された。この実

験では多くの細胞が死滅していたことから定量的解析が不可能であったが、CHERP ノックダウンによっ

て様々な因子のスプライシングパターンが変化し、AURKB を含めた発現タンパク質の量的および質的

な変化が寄与している可能性が推察された。また、免疫沈降とそれに続く LC-MC/MC 解析により、-

Tubulin を構成する tubulin alpha 1a (TUBA1A) や tubulin alpha 1c (TUBA1C) が CHERP と相互作

用することが示唆された（データ不記載）。これらの結果は、CHERP が M 期への進行に関与する因子

の mRNA 発現を介してだけでなくタンパク質相互作用を介しても制御していることを意味しており、ES

を生じるイントロンや細胞質発現量が減少する mRNA の GO 解析でも一致する結果が得られている。

山崎らのマイクロアレイ解析による報告によると[22]、mRNA 核外輸送因子である UAP56 や DExD-

box helicase 39A (URH49) をノックダウンするとそれぞれ細胞周期 M 期に関わる複数かつそれぞれ

の因子に特異的な標的 mRNA の発現量が減少している。さらにそれらの mRNA がコードしているタン

パク質発現量の減少に伴って有糸分裂期の特異的な表現型の異常につながっていた。一方、本実験に

おける RNA-Seq解析では、CHERPをノックダウンすると、細胞周期M期に関わる複数の標的mRNA

発現量が減少した。UAP56 および URH49 をそれぞれノックダウンすると、いずれも細胞周期 M 期の

表現型に異常が生じたが、顕著に発現量が減少した標的 mRNA については CHERP と UAP56、およ

び CHERP と URH49 の間で一致しているものはなかった。したがって、それぞれ観察される表現型は

異なる遺伝子の影響によるものであると考えられる。 

最近、神経芽細胞腫細胞株 BE(2)-C、SK-N-DZ、SK-N-F1 等を使用して、CHERP が細胞増殖やア

ポトーシスに関与していることがそれぞれフローサイトメトリーや annexin V を用いた解析により示され、

CHERP が腫瘍形成の維持に関与することが報告された[57]。今後 CHERP の細胞周期への効果がよ

り詳細に解明できれば、CHERP のスプライシングを介した細胞増殖との関係を明らかにできると期待さ

れる。また、選択的スプライシング制御と癌の発生が密接に関連することも報告されていることから、

CHERP と癌についての理解が更に深まる可能性がある[23]。 
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Ca2+を介した CHERPによるスプライシング制御 

ALG-2 は細胞質と核内の両方に存在する Ca2+結合タンパク質であり、Ca2+に依存して様々なタンパ

ク質と相互作用する[58]。CHERP は ALG-2 と相互作用するタンパク質の 1 つであり、互いに連携する

ことで IP3R1 における選択的スプライシングの調節に関与する[20]。興味深いことに、Ca2+濃度が上昇

すると ALG-2は CHERP と結合することから、CHERPは Ca2+シグナルに応答してスプライシングを変

化させる可能性がある。今後、ノックダウンなどにより ALG-2 を減少させることで CHERP の局在が変

化するかどうか、また今回解析した CHERP による RI や SE といったスプライシング型の変化が生じる

かを明らかにできれば、ALG-2 を介した Ca2+シグナル伝達と選択的スプライシング機序の関連性を解

明できる可能性がある。さらに、Ca2+シグナルが細胞内に入った際、CHERP の ALG-2 との結合性や

RBM17 および U2SURP との結合性がどのように変化するのか、また、その際に選択的スプライシング

がどのように変化するかを調査することで、CHERP の機能についてより理解を深めることができると期

待される。また、それらの結果を統合することで、Ca2+シグナル伝達が担う受精から細胞死までの幅広

い細胞過程の制御についても理解が進むことが期待される[59]。 
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