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要要旨旨 
ゲノム情報の正確な発現において、適切な RNA分解は不可欠である。RNA

エキソソーム（以後、エキソソーム）は真核生物において主要な 3’-5’エキソリボヌク

レアーゼ活性を担う複合体であり、RNA代謝の幅広い局面を制御している。エキソソ
ームは、コアと呼ばれるヌクレアーゼ活性を持たないリング状の構造を基本とし、コ

アに付随するヌクレアーゼや補因子を複数種持つことで多様な基質 RNAに対応して

いる。ヒト核内では、RRP6と DIS3がヌクレアーゼとしてコアに直接結合する。ま
た、核特異的な補因子である RNAヘリカーゼMTR4は、現在までに同定された複数
のエキソソーム補因子複合体に共通して含まれており、核内でのエキソソームによる

基質分解に必須の因子である。In vitroにおける複合体の再構成解析から、RRP6およ
び核特異的な補因子の一つであるMPP6は、それぞれコアとMTR4に同時に結合す
ることでMTR4-コア間の相互作用に介在し、MTR4依存性の基質 RNA分解を活性化

することが示されている。一方、実際の細胞内におけるMTR4-コア間の相互作用の重
要性についての知見は未だ非常に乏しい。また、補因子MPP6の細胞内におけるエキ
ソソーム機能への関与についても、古くにヒトの rRNAプロセシング異常や酵母の遺

伝学的相互作用を指標とした研究で示唆されたのみで、その作用機序やMPP6が分解
に寄与する基質 RNAの範囲等についての詳細は不明であった。 

本論文では、ヒト核内エキソソームによる基質 RNA分解におけるMPP6の

役割の解明を目指し解析を行った。エキソソームに付随するヌクレアーゼや補因子を

単独あるいは同時にノックダウンし、基質 RNA分解およびMTR4-コア間相互作用へ
の影響を観察することで、エキソソーム複合体内における各因子の機能および因子間

の機能的な相互作用を評価した。その結果、MPP6は RRP6と DIS3によるMTR4 依
存的な poly(A)+ RNA基質分解のそれぞれを促進することを明らかにした。また、
MPP6はヒト核内においてもMTR4とコアの結合に介在し、その結合様式はこれまで

に in vitro解析で明らかにされたものとよく合致することを明らかにした。一方、
RRP6によるMTR4のコアへのリクルート量が維持されている状況でも、MTR4依存
性の poly(A)+ RNA基質分解はMPP6ノックダウンで阻害されることから、MPP6と

RRP6それぞれが介在するMTR4-コア間相互作用の間に機能的な差異を見出した。こ
れは比較的単純な基質 RNAを扱ってきたこれまでの in vitro解析では捉えられてこな
かった結論で、ヒト細胞を用いて多様かつ複雑な基質 RNAへの影響を評価すること

により初めて見出された成果である。さらに、MPP6が標的とする基質 RNAの範囲
とその特徴を把握することを目的として、次世代シーケンシング解析を行い、各エキ

ソソーム構成因子ノックダウンに対する感受性に基づいて基質 RNAを分類した。そ
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の結果、エキソソームの基質 RNAのうち、MPP6が分解を促進する基質 RNA 群には、

難抽出性、特定のエキソソーム補因子複合体への高い感受性、短い転写ユニット由来

といった特徴が観察された。つまりMPP6は、エキソソームによる RNA分解活性全

体に広く関与するのではなく、エキソソーム複合体が取りうる複数の形態のうちの 1
つを構成する因子として、限られた基質 RNA サブセットの分解に機能することが示

唆された。近年の構造解析の結果から、MTR4への結合においてMPP6と競合関係に

ある補因子の存在が示唆されており、本解析結果は、MPP6がコアと結合するMTR4
補因子複合体の種類を規定することにより、ヒト核内においてエキソソームの基質特

異性を制御するという新しいモデルを提示するものである。 
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略略語語一一覧覧  

 

mRNA: messenger RNA 

rRNA: ribosomal RNA 

tRNA: transfer RNA 

snRNA: small nuclear RNA 

snoRNA: small nucleolar RNA 

TRAMP: TRf4/5-Air1/2-Mtr4 polyadenylation  

NEXT: Nuclear EXosome Targeting  

PAXT: Poly(A) tail eXosome Targeting  
ETS: External Transcribed Spacer 

hTR: human Telomerase RNA 

PAP: Poly(A) Polymerase 
PAS: PolyAdenylation Signal 

PROMPTs: PROMoter upstream Transcripts 
eRNA: enhancer RNA 

PCPA/IPA: Premature Cleavage and PolyAdenylation/Intronic PolyAdenylation 
SNHG: small nucleolar RNA host gene 

CBC: Cap Binding Complex 

KD: KnockDown 

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization 

siRNA: small interfering RNA 
RNAi: RNA interference 

PML body: ProMyelocytic Leukemia protein body 

GST: Glutathione S-transferase 

ppt: precipitate 

NGS: Next Generation Sequencing 

AGPC: Acid Guanidinium thiocyanate-Phenol-Chloroform 

hp: hot phenol 

rlog: regularized log 

CLIP: Cross-Linking ImmunoPrecipitation 

FDR: False Discovery Rate 

FC: Fold Change 
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序序論論  

 次世代シーケンシングをはじめとする近年の技術革新により、真核生物ゲノ

ムはその大半の領域が転写されており、従来よく解析されてきたmRNAや rRNA、

tRNA、snRNA、snoRNAといった比較的安定な RNA分子だけでなく、非常に寿命

の短い RNAも生産されていることが明らかとなった(1, 2)。これら短寿命の転写物に

ついては、単なる転写のノイズではなく、アンチセンス RNAの転写促進、クロマチ

ン制御、DNA切断修復、細胞運命決定の制御、多能性など、様々な細胞内プロセスを

制御する分子として機能することが明らかになりつつある(3, 4)。RNA分解活性は、
前駆体として生産される RNAを適切にプロセシングして機能を持つ RNAに成熟させ

る際に、また、短寿命の RNAを迅速かつ特異的に分解する際にも働いており、ゲノ

ム情報の正確な発現のために不可欠の活性である。細胞内にはこの活性を担う多数の

ヌクレアーゼが存在している(3–7)。 

このうち、エキソソームは真核細胞において必須かつ高度に保存された 3’-5’

エキソヌクレアーゼ複合体であり、細胞質及び核内の幅広い RNA分解プロセスで機

能することが知られている(4, 6, 8)。エキソソームの「コア」と呼ばれる構造は、9つ

の因子からなる樽状の形状をしており、この構造自体はヌクレアーゼ活性を持たず、

細胞質と核の両方に存在する[(9–12), 図 1]。コアを構成する 9つの因子のうち 6つは
RNase PH-like タンパク質であり、6量体のリングを形成している。このリングの上

部に S1/KH ドメインを含む 3つのタンパク質が結合することで中央のチャネル構造を

形成している[(9–11), 図 1]。出芽酵母(Saccharomyces cerevisiae)ではこのコア構造に、
エキソソームの触媒分子としてヌクレアーゼである Rrp44pが結合している。Rrp44p 

は N 末端ドメインのシステインに富んだモチーフを介して、コアの底にある PH-like
ドメインに結合する(13–20)。Rrp44p は C 末端の RNase II/R (RNB)ドメインに由来

する processive(基質に結合したまま連続的に分解する)型の 3’-5’エキソヌクレアーゼ

活性と N 末端の PilT N-terminal (PIN)ドメインが示すエンドヌクレアーゼ活性の両

方を持つ酵素である(12, 14, 19–21)。これら 2つの活性は細胞内で協調的に機能して

おり、それぞれの活性を不活化する変異は出芽酵母において合成生育阻害を示す(14, 

18)。出芽酵母では核と細胞質の両方で Rrp44pがコアに結合する一方、ヒト細胞にお
いては Rrp44pのホモログである DIS3と DIS3L1がそれぞれ核と細胞質においてコ
アに結合している[(19, 20), 図 1, 補足図 1]。ヒト細胞の細胞質には、もう一つの

Rrp44p ホモログである DIS3L2も存在するが、このタンパク質は PIN ドメインを欠

くため、エキソソームには結合しない(22–24)。これらの Rrp44p ホモログの他に、出

芽酵母では Rrp6p、ヒトでは RRP6という RNase D ファミリーに属する
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distributive(基質についたり離れたりしながら断続的に分解する)型の 3’-5’エキソヌク

レアーゼが核内においてコアに結合している[(25–27), 図 1]。RRP6は、その C 末端領

域を介してコアと相互作用し、N 末端はコアの S1/KHキャップ側に位置しており、複

合体内ではコアを挟んで DIS3とは反対側に配位している(28–31)。

 
図図 11..    真真核核細細胞胞内内のの各各ココンンパパーートトメメンントトににおおけけるるエエキキソソソソーームムのの構構造造とと機機能能  
エキソソームの非触媒成分であるコア構造は核と細胞質のいずれにも存在する。ヒト細胞においては、ヌ
クレアーゼとして DIS3と RRP6が核において、DIS3L1が細胞質においてコアと結合して機能する。エ
キソソームはヌクレアーゼの他、コンパートメント特異的な補因子を伴うことで各コンパートメント特有
かつ多様な RNA代謝プロセスに機能している。 
 

出芽酵母では、Rrp44pと Rrp6pはともに幅広い RNAを基質として働くこと

が捉えられており、Rrp44pと Rrp6pそれぞれのエキソヌクレアーゼ活性との間に合成

致死性が観察されることからも、これらの分子が共通の基質に作用することが示唆さ

れている(9, 32)。一方ヒトにおいては、DIS3は核小体から排除されて核質内に分布し

ているのに対し、RRP6は特に核小体内に濃縮した局在を示す[(19, 33), 図 2]。このよ

うなヌクレアーゼ間のコンパートメント分布の違いを反映して、エキソソームによる

核質の基質分解のほとんどは通常 DIS3が担っているとされ、RRP6の関与が示され
ているのはこれまでのところ rRNAや snoRNAのプロセシングなどの少数の基質に限

られている(34–37)。 
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上記のようなコンパートメント特異的なヌクレアーゼの使い分けに加えて、

エキソソームは様々な補因子を伴うことによって幅広い基質特異性を発揮している(4, 
6, 8)。例えば細胞質における RNA ターンオーバー、異常 RNAの監視機構、RNA 干

渉などの RNA分解プロセスにおいて、Ski2-Ski3-Ski8 (Ski)複合体がエキソソームに
随伴して機能することが知られている(38)。出芽酵母では核内基質の分解に TRf4/5-

Air1/2-Mtr4 polyadenylation (TRAMP）複合体が広く関与している一方、ヒト核内では

基質の多様化を反映し、TRAMP複合体に加えて Nuclear EXosome Targeting 
(NEXT）複合体と Poly(A) tail eXosome Targeting (PAXT)複合体もエキソソーム補因
子として同定されている[(39–47), 図 2, 補足図 1]。 

  

図図 22..    ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームムのの補補因因子子ととそそのの核核内内分分布布おおよよびび同同定定さされれてていいるる基基質質分分子子  
ヒトでは RRP6は核小体に濃縮されており、DIS3は核質に主に局在している。核小体内では TRAMP複
合体が補因子としてエキソソームに付随して rRNA のプロセシング過程に機能する。核質においては
NEXT複合体と PAXT複合体の二つの補因子が同定されており、NEXT複合体が 3’末端に poly(A)+ 鎖を
持たない基質を標的にするのに対し、PAXT複合体は poly(A)+ 鎖付与された 3’末端を持つ基質を分解する。
TRAMP、NEXT、PAXT複合体のいずれにもMTR4ヘリカーゼが含まれている。 

 

ヒトの TRAMP複合体は核小体に濃縮され、rRNAのプロセシング過程にお

ける 5’ External Transcribed Spacer (ETS)のクリアランスとテロメラーゼ RNA (hTR)の分
解に関与することが示されている(48–52)。このプロセスには、TRAMP内の因子であ

る PAPD5によって 5’ ETSまたは hTRの 3’末端へ継続的にアデニン付加されることが

必須である(48, 50, 51)。PAPD5 (TRF4-2、TENT4Bとも呼ばれる)は、PolyAdenylation 

Signal (PAS)を介した poly(A)+ 鎖付加を伴う転写終結に機能している PAPOLA (PAP A)

や PAPOLG (PAP G)のような canonical poly(A) polymerase (PAP)に対して non-canonical 
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PAPと呼ばれ、その付与する poly(A)+ 鎖は、canonical PAPの付与する poly(A)+ 鎖に比

べて比較的短く、また付与される塩基にはアデニンだけでなくグアニンも含まれるこ

とが知られている(53–58)。 

ヒト核質内では、PROMoter upstream Transcripts/upstream antisense 
RNAs (PROMPTs/uaRNAs)、エンハンサー配列由来の双方向エンハンサーRNA 
(eRNAs)、イントロンにコードされた snoRNAなど、保護されていない 3’末端を持つ

RNAの分解に、NEXT複合体を伴ったエキソソームが機能している(46, 59–63)。
NEXT複合体は、Zinc フィンガータンパク質 ZCCHC8と、ポリピリミジンに親和性を

持つ RNA結合モチーフタンパク質 7 (RBM7)を構成因子として含み、転写後間もない

標的 RNAに結合してエキソソームによる分解へと導く[(46, 61), 図 2]。一方、3’末端

のプロセシングを終え、canonical PAPによって poly(A)+ 鎖を付加された RNAは、Zinc

フィンガータンパク質である ZFC3H1と poly(A)+ 鎖に親和性のある PABPN1を含む

PAXT複合体に結合したエキソソームによって分解される[(47, 64–68), 図 2]。
PROMPTや eRNAまたは variant snRNAのうち poly(A)+ tail を持つもの、Premature 
Cleavage and PolyAdenylation/Intronic PolyAdenylation (PCPA/IPA)の産物、pre-

mRNAのサブセット、snoRNA ホスト遺伝子 (SNHG)由来の転写物などの比較的長い

noncoding RNAが、PAXT複合体依存的に分解される基質として特定されている(65–

77)。これらの基質はエキソソームの阻害により安定化されると、エキソソーム非感受

性の poly(A)+ RNAよりも長い poly(A)+ 鎖を有するようになることが観察されている

(66)。また PAXT複合体は、基質の分解を促進するだけではなく、基質分子を核内に
繋留することによっても標的の効率的なサイレンシングに寄与することが知られてい

る(78, 79)。このように、NEXT複合体と PAXT複合体の標的となる転写物に見られる

特徴は大きく異なっているにも拘らず、一つの転写物が必ずしも単一の補因子に感受

性を示すとは限らない。例えば数多くの PROMPT分子について、NEXTによる認識を

迂回した場合は、post-transcriptionalに転写物配列内に存在する PASが利用されて

poly(A)+ 鎖を獲得し、その後 PAXT複合体に認識されて分解されることが示されてい

る(80)。このような分解経路の複雑さを反映してか、核エキソソームの基質として同

定された転写物には、補因子への感受性が曖昧なものも多い(81, 82)。 
上記の TRAMP、NEXT、PAXT複合体の核内補因子の間に共通して見られる

成分であり、核内エキソソームの広汎な機能に必須の因子として RNAヘリカーゼで

あるMTR4が知られている[(46, 47, 49, 83, 84), 図 2, 図 3]。一本鎖 RNAは部分的な

RNA/RNA ハイブリッドなどの高次構造をとりやすいため、MTR4の RNAヘリカーゼ

活性はこうした構造をほどいてエキソソームによる効率的な RNA分解を支持してい
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る。 MTR4は RNAの 5’末端にある Cap Binding Complex (CBC)に結合して RNAをエ

キソソームによる分解へと導く(75)。mRNA 上では、この結合は mRNAプロセシング

因子である ALY/REFと競合しており、この競合の結果で転写物が成熟するか分解され

るかが決定される[(82, 85–87), 図 3] 。核スペックルに局在する NRDE2は、MTR4と

の結合を介してMTR4の CBCおよびエキソソームとの相互作用を阻害することが報

告されている(88)。このため NRDE2の濃縮された核スペックルはエキソソームの活性

が抑制された、mRNAの成熟ステップの完了に重要な領域と考えられている。またエ

キソソーム補因子の間にも MTR4 との結合において競合関係が示唆されており(89–91)、

MTR4の形成する補因子複合体の比率によってエキソソームの基質特異性が制御され

る可能性もある。 

 
図図 33..    RRNNAAのの運運命命をを決決定定すするるMMTTRR44のの競競合合的的複複合合体体形形成成  
MTR4 エキソソーム複合体と Cap Bindng Complex(CBC)との結合は mRNA 成熟因子である ALY/REF
と競合する。NRDE2は MTR4と結合することで、MTR4と CBCおよびエキソソームとの結合を阻害す
る。NRDE2 は核スペックルに局在しており、このためスペックルはエキソソーム活性については抑制的
な領域と考えられる。 
 

最近の in vitro 再構成系からの詳細な構造解析により、MTR4 がコアの上部、

すなわちエキソソームの S1/KH ドメイン側に動員される分子機構が明らかになりつつ

ある(図 4)。S1/KHキャップ上部に位置する RRP6の N 末端 PMC2NT ドメインは、補

因子の一つである C1Dと結合してMTR4の N 末端への結合面を提示している[(92, 
93), 図 4]。さらに、別の補因子であるMPP6 (別名 MHOPSPH6) は、内部領域でコアの
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S1/KH ドメインと相互作用し、N 末端領域でMTR4の RecA ドメインと結合する[(94–

97)。In vitroでの再構成実験において、RRP6あるいはMPP6を介してコアに結合して

いるMTR4はいずれも、コアを挟んで反対側、すなわちコアの下部 PH ドメインに配

置している DIS3による RNA分解を支持できることが観察されている(94–97)。 
  

  
  
  
  
  
図図 44..    ヒヒトト核核内内ににおおけけるるエエキキソソソソーームムココアアとと核核内内
補補因因子子のの結結合合様様式式  
  
コア構造の断面図を示す。RRP6とMTR4はコアの上
部 S1/KHキャップ側に位置する。DIS3はコアを挟ん
で RRP6およびMTR4とは反対側に配位している。
RRP6は C末端領域でコアに巻きつく形で結合し、N
末端領域で補因子 C1Dと結合することでMTR4との結
合面を形成している。In vitroでの解析結果から、
MPP6は S1/KHキャップにその内部領域で結合し、同
時にN末端領域でMTR4に結合している。また、
MPP6と RRP6によってリクルートされるMTR4のい
ずれもがチャネル構造を介したDIS3による基質分解を
支持できることが観察されている。 
 
 

 
このように、MPP6と RRP6がMTR4とコア間の結合を支持することは in 

vitro での精力的な再構成解析により明らかにされつつある一方、両者の支持する

MTR4-コア間結合が実際の細胞内においてエキソソーム機能にどの様に寄与している

かについての知見は限られている。特にMPP6のエキソソームに関連した機能につい

ては、rRNAのプロセシングに必須であることがヒト細胞を用いた解析で最初に報告

された後、出芽酵母でいくつかの報告があるのみである(33, 92, 98–100)。これら出芽

酵母での報告内ではMpp6pは広い範囲の核内基質 RNAの分解に関与することが示さ
れており、mpp6∆が rrp6∆または rrp47∆ (Rrp47p は C1Dの出芽酵母ホモログであり、

Rrp6pと相互依存的に発現する)と合成致死性を示すことから、Mpp6pと Rrp6pの間
に機能的な重複の存在が示唆されている(92, 98–100)。しかし Rrp6pはMtr4pとコア
の橋渡し分子であると同時にヌクレアーゼでもあるため、観察された rrp6∆とmpp6∆
間の合成致死性が、Rrp6pとMpp6pによるMtr4pとコア間の結合を支持する能力そ

れぞれをどの程度反映しているかは不明である。このように実際の細胞内、特にヒト

細胞においてMPP6が標的とする基質の範囲やその基質特異性の決定要因、および

MPP6が介在するMTR4コア複合体の機能的な重要性についての知見はこれまでのと
ころ極めて限られていた。 
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本解析内で扱った核内エキソソームの関連因子について表 1 に示す。本論文
では、ヒト核内においてMPP6がMTR4をエキソソームコアに適切に配位すること

により、RRP6と DIS3それぞれのヌクレアーゼによる poly(A)+ RNA基質分解を促進

していることを明らかにした。さらにMPP6はエキソソームの基質分解に広汎に寄与

するというよりは、特定の特徴を持つ限られた基質サブセットの分解に特化しており、

コアへとリクルートされるMTR4補因子複合体の種類をMPP6が規定している可能

性を示唆した。本研究の結果は、エキソソームコアへのMTR4の動員様式がエキソソ

ーム複合体の基質特異性に影響しうるという、エキソソーム活性の調節メカニズムに

おける新たな視点を与えるものである。 
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表 1..   本解析で扱った核内エキソソーム関連因子 

 

因⼦ 説明 エキソソーム複合体内の位置 局在
エキソソームに関連した機能、補因⼦による

代表的な基質分解
RRP45
RRP41
RRP46
RRP43
RRP42
MTR3
RRP4

RRP40
CSL4

DIS3
エンドヌクレアーゼ/

prosessive型3'-5'エキソヌク
レアーゼ

コアの下部 核質 核質におけるエキソソーム基質分解

RRP6
dstributive型

3'-5'エキソヌクレアーゼ
コアの上部 核⼩体/核質

核⼩体におけるエキソソーム基質分
解、C末端でコアに巻きつくと同時に
N末端でC1Dと結合してMTR4との結

合⾯を形成

C1D 核特異的補因⼦ コアの上部 核⼩体/核質
RRP6のN末端領域と結合、

MTR4との結合⾯を形成
酵⺟におけるホモログはRRP47

MPP6 核特異的補因⼦ コアの上部 核⼩体/核質
MTR4とコアに同時に結合することで
両者の結合を⽀持、MTR4との結合に
ついてZCCHC8と競合関係の可能性

MTR4
PAXT/NEXT/TRAMP複合体

構成因⼦
コアの上部 核⼩体/核質

RNAへリカーゼ、⾼次構造をもった
RNAをほどいて分解を促進

ZFC3H1

PABPN1

ZCCHC8

RBM7

ZCCHC7

PAPD5

PAP A
PAP G

核⼩体における基質分解、基質には
PAPD5によって短いアデニン鎖が付

与されながら分解される(rRNAプロセ
シングやhTRの分解)

コアの上部

canonical poly(A) polymerase コアとの結合の報告はなし 核質 PAXT補因⼦の基質へのpoly(A)+ 鎖付与

コアの上部 核⼩体TRAMP複合体構成因⼦

ヌクレアーゼ活性なし、チャネル構造
を形成、ヌクレアーゼと補因⼦結合の

⾜場

核質

PAXT構成因⼦

NEXT複合体構成因⼦

エキソソームコア構成因⼦

PH-like ring
コアの下側のリングを形成

S1/KH cap
コアの上側のリングを形成

細胞質/核質/核⼩
体

コアの上部

3' 末端にpoly(A)+ 鎖を持つ基質の分解
および核内繋留[poly(A)+ 鎖を持つ

PROMPTやvU1snRNA,SNHGなどの
noncoding RNA,pre-mRNAの分解]

⽐較的転写後間もない3'末端の保護さ

れていない基質の分解[ poly(A)+ 鎖を
もたないPROMPTやeRNAの分解,
snRNAの3'末端プロセシング]、

ZCCHC8はMTR4との結合について
MPP6と競合関係の可能性

核質
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結結果果  

第第１１節節 MPP6ははRRP6ととDIS3にによよるるMTR4感感受受性性poly(A)+ RNA基基質質ササブブセセッットト

のの分分解解をを促促進進すするる 

 
1.1  ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームムのの阻阻害害にによよっってて安安定定化化ししたたpoly(A)+ RNA基基質質はは未未知知のの核核内内

ドドメメイインンにに顕顕著著なな凝凝集集体体をを形形成成すするる 

私の所属していたグループでは以前より、ヒト細胞においてエキソソームの

コア因子をノックダウン(KD)すると顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積が起こることを

見出していた(79, 81, 101)。この表現型が核特異的なエキソソームの機能不全の特徴

であるかどうかを明らかにするために、U2OS細胞株をモデルとして、エキソソーム

コアのいくつかの成分と核に特異的なエキソソーム補因子、および細胞質特異的補因

子を KDし、各条件における poly(A)+ RNAの細胞内局在を解析した（図 5 A-C)。

Poly(A)+ RNAの局在は、5' 末端を蛍光標識したオリゴ dT45プローブを用いた蛍光 in 
situ ハイブリダイゼーション (FISH)により可視化した (図 5 B,C)。コントロール KD
細胞では、poly(A)+ RNAは主に細胞質に分布し、核内では弱いスペックル状の局在を

示した。一方、エキソソームコアの構成要素である RRP45、RRP41、RRP4それぞれ
の KD 時には、poly(A)+ RNA は核内に点状の凝集体として顕著に蓄積した(図 5 B-D)。
核内エキソソームに特異的に結合するヌクレアーゼである RRP6または DIS3を単独

で KDしても poly(A)+ RNAの細胞内局在に顕著な変化は観察されなかったが、RRP6
と DIS3を同時に KDした場合(RRP6/DIS3 KD)には、核内に顕著な poly(A)+ RNAの
凝集体が出現した。一方、細胞質のエキソソームに付随する、あるいは結合能のない

ヌクレアーゼである DIS3L1と DIS3L2のそれぞれを単独または RRP6と同時に KD
しても、poly(A)+ RNAの顕著な蓄積は見られなかった(図 6 A,B)。また、核エキソソ
ームに特異的な補因子であるMTR4を KDすると顕著な poly(A)+ RNA核内蓄積表現

型が観察される一方、細胞質エキソソームの特異的補因子である SKI2、SKI3、SKI8
を KDしてもこのような表現型は惹起されなかった(図 5 B,C, 図 6 C,D)。これらのデ

ータは、核特異的エキソソームの阻害によって poly(A)+ RNA核内蓄積表現型が生じる

ことを示唆している。外因性に発現させた RNAi耐性変異体を用いたレスキュー実験

および異なる siRNA 配列を用いた KD実験により、この poly(A)+ RNA 蓄積表現型が

各因子の特異的な KDに由来することを確認した(図 6 E-K)。 

エキソソーム因子の KDによって誘導される poly(A)+ RNA 凝集体は、

MTR4 KD 由来の poly(A)+ RNA 凝集体を例外として、核スペックル、核小体、パラス

ペックル、Cajal boby、PML bodyといった既知の核内非膜性構造体とは異なる領域 
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図図 55..    ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームム阻阻害害条条件件ににおおけけるる ppoollyy((AA))++  RRNNAA核核内内蓄蓄積積のの様様子子  
(A)-(C) U2OS細胞において、核内エキソソーム阻害により顕著な poly(A)+ RNA核内蓄積が誘発される。
(D) U2OS細胞における poly(A)+ RNA凝集体の核内局在。(A)核抽出物のイムノブロット解析により、各
エキソソーム構成因子の特異的な KD を確認した。導入した siRNA および使用した抗体はパネル上部と
左部にそれぞれ示した。((B) poly(A)+ RNAの細胞内局在を FISH法により可視化した。KDした因子はパ
ネル内部に示した。Scale bar = 50 µm。(C) （B）の実験から得られた FISH シグナル強度の核/細胞質 
(N/C)比の定量化。Control KD の平均値で正規化した相対的な値を示した。統計解析は Kruskal-Wallis
検定に続いて Steel-Dwass testを用いて行った。*p < 0.05, **p < 0.01, ns : not significant, n = 100 。
(D) U2OS 細胞において免疫染色と poly(A)+ RNA FISH により、核スペックルのマーカである SRRM2
と poly(A)+ RNA を同時に可視化した。KD した因子はパネル内に示した。一部拡大したものを挿入図に
示した。Scale bar = 10 µm。 
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図図 66..    ヒヒトト核核//細細胞胞質質エエキキソソソソーームム阻阻害害がが ppoollyy((AA))++  RRNNAA細細胞胞内内局局在在にに与与ええるる影影響響  
(A)-(D) U2OS細胞で細胞質エキソソームを阻害しても顕著な poly(A)+ RNA核内蓄積はみられない。(E)-
(K) 外因性に発現させた RNAi耐性変異体を用いたレスキュー実験、および図 5で用いたものとは異なる
siRNA を用いた RRP6および DIS3の KD実験。 (A),(C) RT-qPCRによりパネル下部に示した因子の特
異的な KDを確認した。qPCRは whole cellより抽出した total RNAから random9をプライマーに用い
て合成した cDNA に対して行った。挿入図に記載の通りに棒グラフを転写物ごとに色分けした。PGK1
および Control KD サンプルの値を用いて正規化した各転写物の相対量を示す。n = 3。(B),(D),(K) 
poly(A)+ RNA FISH実験。KDした因子はパネル内に表示する。Scale bar = 50 µm。(E),(G),(I) U2OS細
胞における内在性(E) RRP45, (G) MTR4, (I) RRP41のKDによる poly(A)+ RNAの核内蓄積は、各因子の
FLAG タグ付き RNAi耐性変異体を一過性に発現することで回復した。KDした因子はパネル内部に示す。
発現させたタンパク質は FLAG染色により可視化した。Scale bar = 50 µm。 
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に局在していた (図 7 A, 図 5 D, 第 1 節 1.2で後述)。一方、mRNAの核外輸送に必須
の因子である DBP5を KDした細胞ではmRNA核外輸送の阻害に由来すると考えら

れる顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積が観察されたが、その局在は核スペックルに濃縮

して観察された[(102), 図 5 D]。また、細胞で一過性に発現させたβグロビンmRNA
レポーターの細胞質への輸送を RNA-FISHにより特異的プローブを用いて評価したと

ころ、エキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNAの核内蓄積が顕著に見られる細胞におい

てもコントロール細胞と同様にレポーターmRNAは細胞質へと効率よく輸送される様

子が観察された(図 7 B)。一方 DBP5 KD細胞では、発現させたレポーターmRNAは
バルク poly(A)+ RNAと同様に核内に蓄積した(図 7 B)。これらの結果から、エキソソ

ーム KD条件で観察された poly(A)+ RNAの核内蓄積はmRNAの輸送障害によるもの
ではなく、エキソソームによって通常分解されるべき poly(A)+ RNA基質が安定化して

顕在化したものであると考えられた。また、poly(A)+ RNA核内蓄積は RRP6と DIS3

の単独 KDでは観察されず、同時 KDでのみ顕著に誘発されたことから(図 5 A-C)、
RRP6と DIS3の 2つのヌクレアーゼはこれら基質を冗長的に分解していると示唆さ

れた。本実験内でエキソソームコア因子を KDした際、他のコア因子や RRP6の co-

depletionも観察された(図 5 A)。コア KD時には、タンパク質量の減少する RRP6の
みならず、タンパク質量には変化のみられない DIS3についても足場となるコア構造

の消失に伴って基質分解に機能できなくなるため、エキソソームの機能は完全に阻害

されて顕著な表現型に至ると考えられる。 
続いて核内エキソソーム阻害時に安定化する基質が持つ poly(A)+ 鎖の由来に

ついて調査した。核内のエキソソーム基質で最も豊富に存在するのは rRNA と考えら

れ、rRNA のプロセシング過程においては TRAMP 複合体がエキソソームに付随して
機能する(図 2)。TRAMP 複合体内の non-canonical PAP である PAPD5 (TRF4-2)を
KDしてもエキソソーム阻害によって引き起こされる poly(A)+ RNA基質の核内蓄積に

減弱は認められなかった(図 8 A,B)。一方、canonical PAPである PAPOLA(PAP A)と
PAPOLG(PAP G)を同時に KDすると、エキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNA基質の
核内蓄積は解消された(図 8 A,B)。この結果から、核内エキソソーム阻害時に安定化す

る基質への poly(A)+ 鎖付与は canonical PAPによって行われると示唆された。また、

PAP Aと PAP Gの単独 KDはエキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNAの核内蓄積表現

型を回復しなかったことから、これら 2 つの PAP は基質への poly(A)+ 鎖付与に重複

して機能すると考えられた(図 8 C-E)。このように canonical PAP によって poly(A)+ 

鎖が付与されており、また核小体ではエキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNA 蓄積は観

察されないことから(図 7 A)、これらの poly(A)+ RNA基質は RNA polymerase II (pol 
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II)によって転写された分子と考えられた。 
以上の結果から、ヒト核質内において RRP6と DIS3が重複して分解に機能

する poly(A)+  RNA 基質サブセットが存在しており、エキソソームの機能阻害時には

安定化したこれらの基質 RNA が核内の未知の領域に凝集体を形成することが明らか

となった。 

  
図図 77..    核核内内エエキキソソソソーームム阻阻害害由由来来 ppoollyy((AA))++  RRNNAA蓄蓄積積箇箇所所ととmmRRNNAA核核外外輸輸送送へへのの影影響響  
(A) RRP6/DIS3 KD U2OS 細胞における poly(A)+ RNA 核内凝集体の局在。既知の核内非膜性構造体と
poly(A)+ RNA とを同時に可視化した。免疫染色に用いた各構造体のマーカータンパク質とマーカーで可
視化した構造体をパネルの左部に示す。Scale bar = 10 µm。(B) 一過性発現させたβグロビンmRNAの
核外輸送に対するエキソソーム構成因子 KDの影響。βグロビン mRNAは Alexa594 で標識した特異的
プローブで、poly(A)+ RNA は Alexa488 で標識した dT45プローブでそれぞれ可視化した。KD した因子
は各パネル内に記載した。Scale bar = 10 µm。 
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図図 88..    核核内内エエキキソソソソーームム阻阻害害時時にに安安定定化化すするる ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質へへのの ppoollyy((AA))++  鎖鎖付付与与活活性性  
(A)-(E) 核内エキソソーム阻害に由来する poly(A)+ RNA へのアデニン付与は PAP Aと PAP Gによって重
複して行われる。(A),(D) poly(A)+ RNA FISH実験。KDしたエキソソーム構成因子をパネル内部に、KD
した PAPをパネル下部に記す。Scale bar = 50 µm。(B),(E) (A),(D)で得られた poly(A)+ RNA FISHシグ
ナル強度の核/細胞質 (N/C)比の定量化。KDしたエキソソーム構成因子をパネル下部に、KDした PAPは
挿入図の通りに boxを色分けした。いずれのエキソソーム構成因子も PAPも KDしていない Control サ
ンプル(Control KD/Control KD)の平均値で正規化した相対値を示した。統計解析にはKruskal-Wallis検
定に続いて Steel-Dwass testを用いて行った。**p < 0.01, ns : not significant, n = 100 。(C) 核抽出物の
イムノブロット解析により各因子の特異的KDを確認した。KDした因子はパネル上に示す。アスタリス
ク(*)は非リン酸化 PAP A 由来のシグナルを示し、ダブルアスタリスク(**)はリン酸化 PAP A 由来のシグ
ナルを示す。 
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1.2 ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームム阻阻害害由由来来 poly(A)+ RNA 凝凝集集体体ははMTR4 感感受受性性のの基基質質かからら成成

るる  

上記の U2OS細胞を用いた解析ではMTR4 KD時に顕著な poly(A)+ RNA基

質の核内蓄積が観察されたが、ヒト細胞におけるMTR4 KD 由来の表現型については

これまでに 2つのグループからそれぞれ異なる表現型が報告されている(79, 81)。一方
の報告では、本解析の結果と同様に poly(A)+ RNAの核内蓄積が顕著であるのに対し、

他方では poly(A)+ RNA核内蓄積は観察されていない。後者の表現型を生じるメカニズ

ムについては、PAXT複合体の構成因子であるMTR4を KDすることにより基質を核
内に繋留する PAXTの機能が破綻し、安定化した基質 poly(A)+ RNAが細胞質に漏出

するためと説明されている(図 2, 78, 79)。MTR4 KDがこのような異なる表現型を生

じる原因をより深く理解するため、HeLa、U2OS、A549およびMCF7といった複数
の細胞株に対するMTR4 KDの効果を調べることにした。各細胞株におけるMTR4 

KDの効率をイムノブロッティングにより確認した(図 9 A)。RRP6/DIS3 KDは実験し

たすべての細胞株において顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積を引き起こしたが、MTR4 
KD時の poly(A)+ RNA核内蓄積表現型はHeLaおよび A549細胞に比べて U2OSお

よびMCF7細胞でより顕著であった(図 9 B,C)。また、観察されたMTR4 KD 由来の

poly(A)+ RNA核内蓄積は、RRP6/DIS3 KDで誘発された poly(A)+ RNA fociとは異な
り、核スペックルと共局在する傾向が見られた(図 5 D)。 

これと相似の poly(A)+ RNAの核スペックルへの局在は、U2OS細胞におい
て PAXT複合体の構成因子である ZFC3H1または PABPN1それぞれをエキソソーム
コア因子 RRP45と同時に KDした際にも観察された(図 10 A-D)。ZFC3H1および

PABPN1の KD 効率は、PAXT複合体の代表的な標的分子である SNHG19 spliced 転

写物の安定化により確認した(図 10 E-G)。ZFC3H1あるいは PABPN1をそれぞれ単
独で KDした際に観察される poly(A)+ RNA 蓄積は微弱であることから(図 10 C)、

RRP45/PABPN1 KDおよび RRP45/ZFC3H1 KDによって核スペックルに局在する形

で顕著に蓄積した poly(A)+ RNAの多くは RRP45 KDによって安定化したものと考え

られる。すなわち、RRP45単独 KD時には未知の核内ドメインに foci状に繋留されて

いた poly(A)+ RNA基質が PAXT因子の同時 KDによって局在を変え、核スペックル

に集積するようになったと考えられる。 
これらの結果から PAXT因子の KD条件では、顕著な poly(A)+ RNAの核内

蓄積表現型を呈さないHeLaや A549細胞だけでなく、試験したすべての細胞株にお

いて基質 poly(A)+ RNAを未知の核内ドメインに繋留するシステムは破綻していると考

えられた。しかしその一方で、U2OSやMCF7などの特定の細胞株では安定化した 
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図図 99..    MMTTRR44  KKDDがが ppoollyy((AA))++  RRNNAA細細胞胞内内局局在在にに与与ええるる影影響響はは細細胞胞株株にによよっってて異異ななるる  
(A)-(C) HeLa, A549, U2OS, MCF の各細胞株における poly(A)+ RNA細胞内局在に対するMTR4 KDの
効果。(A) 核抽出物のイムノブロット解析によりパネル上部に示した因子の特異的なKDを確認した。
KDの効率を評価できるように、Control KD サンプルについては核抽出物をパネル上部に示した割合
(RRP6/DIS3 KD サンプルおよびMTR4 KD サンプル比)でも解析した。検出したタンパク質はパネル左
部に記す。(B) poly(A)+ RNA FISH実験。細胞株、KDした因子は、パネルの上部と内部にそれぞれに記
載した。Scale bar = 50 µm。(C) (B)の定量化。poly(A)+ RNA FISHシグナル強度の核/細胞質 (N/C)比は
各細胞株内の Control KDの平均値で正規化した。統計解析は各細胞株内で Kruskal-Wallis検定に続い
て Steel-Dwass検定を用いて行った。**p < 0.01, ns : not significant, n = 150。 
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図図 1100..    UU22OOSS細細胞胞ににおおけけるる PPAAXXTT因因子子 KKDDののエエキキソソソソーームム基基質質分分解解へへのの影影響響  
(A)-(G) ZFC3H1 KDおよび PABPN1 KDが poly(A)+ RNA基質の分解および局在に与える影響。(A) イ
ムノブロット解析によるパネル上部に示した因子の特異的KDの確認。(B) RT-qPCRによるパネル下部
に示した因子の特異的KDの確認。挿入図に記す通り、棒グラフをKD 条件ごとに色分けした。GAPDH
および Control KD/Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量を示す。棒グラフとエラー
バーは平均値±SDを表す。n = 3。whole cell 由来 total RNAから dT25をプライマーに用いて合成した
cDNAに対して qPCRを行った。(C) poly(A)+ RNA FISH実験。KDした因子はパネル内部と下部に記し
た。Scale bar = 50 µm。(D) PAXT KDはエキソソーム阻害で安定化した poly(A)+ RNA基質の局在をス
ペックルへと変化させた。核スペックルマーカーである SRRM2と poly(A)+ RNAを同時に可視化した。
KDした因子はパネル左側に記した。一部拡大したものを挿入図に示す。Scale bar = 10 µm。(E)-(G) 
whole cellより抽出した total RNAから dT25をプライマーに用いて合成した cDNAを用いて RT-qPCR
を行い、(H) proDNAJB4, (I) vU1snRNA, (J) SNHG19 splicedの定量を行った。KDした因子は下部に
記載した。GAPDHおよび Control KD/Control KD サンプルの値を用いて正規化した各転写物の相対量
を示す。n = 3 。 
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poly(A)+ RNA基質のかなりの部分が依然として核内に保持されていることが示唆され

た。U2OSやMCF7では、別の厳しい核内繋留システムの存在やこれら基質に対する

核外輸送効率の低さが予想されるが、その正確なメカニズムを明らかにするにはさら

なる解析が必要である。 
このようにMTR4 KDで引き起こされる表現型は細胞株によって異なる一方、

いくつかのデータはMTR4がエキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNA fociに含まれる

エキソソーム基質の分解に関与することを支持している。proDNAJB4、vU1snRNA、
SNHG19 splicedは、エキソソーム阻害由来の poly(A)+ RNA fociに検出される基質と
して報告されている(79)。これらの基質について、顕著なバルク poly(A)+ RNA 蓄積表

現型を示さないMTR4 KD 条件のHeLa細胞においても RRP6/DIS3 KD時と同様に
大きな安定化が観察された(図 11 A-C)。さらにエキソソームコアである RRP45 KD細
胞において poly(A)+ RNA foci へのMTR4の集積が観察されたのに対し、DBP5 KDに

よるmRNA核外輸送の阻害に起因する poly(A)+ RNA 凝集体では観察されなかった(図
11 D)。また、ヘリカーゼ活性を持たないMTR4の変異体である Q144Aを過剰発現さ

せると、poly(A)+ RNA fociを形成するドミナントネガティブ表現型が誘発され、この

foci には Q144Aの集積が観察された(図 11 E-G)。この Q144A発現に由来する

poly(A)+ RNA fociの局在は核スペックルとは一致せず(図 11 F）、また foci内に含まれ
る poly(A)+ RNAへの poly(A)+ 鎖付与は PAP Aと PAP Gの canonical PAPによって

重複して行われることが明らかとなった(図 11 I,J)。このようなエキソソーム阻害由来

poly(A)+ RNA fociの性状との類似性から、Q144A発現で生じる poly(A)+ RNA fociに
ついてもエキソソームの機能低下により安定化した poly(A)+ RNA基質に由来すると考

えられる。このようにMTR4 KDによって惹起される poly(A)+ RNA核内蓄積の程度

は細胞株間で異なるものの、エキソソーム阻害時に凝集体として顕在化する poly(A)+ 

RNA基質のうち、少なくとも一部はMTR4依存的に分解されていると考えられる。 
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図図 1111..    エエキキソソソソーームム阻阻害害でで ppoollyy((AA))++  RRNNAA凝凝集集体体ととししてて顕顕在在化化すするる基基質質ののMMTTRR44感感受受性性  
(A)-(C) HeLa細胞におけるMTR4 KD 条件での poly(A)+ RNA基質の安定化。(D)エキソソーム阻害に由
来する poly(A)+ RNA foci へのMTR4の集積。(E)-(H) MTR4 のヘリカーゼ活性欠失変異体であるQ144A
を一過性に発現させたU2OS細胞における poly(A)+ RNA fociの性状。(I),(J) MTR4 感受性をもつ
poly(A)+ RNA基質への PAP A/Gによる poly(A)+ 鎖付与。(A)-(C)Whole cell 由来 total RNAから dT25を
プライマーに用いて合成した cDNAに対して(A)proDNAJB4, (B)vU1snRNA, (C) SHNG19 splicedの
qPCRを実施した。GAPDHおよび Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量を示す。n = 
3。(D) U2OS細胞を用い、MTR4は免疫染色により poly(A)+ RNAと同時に可視化した。KDした因子は
パネル内部に記す。一部の拡大を挿入図に示した。Scale bar = 10 µm。(E) poly(A)+ RNAの細胞内局在。
用いた細胞株と発現タンパク質はパネルの上部と内部それぞれに記載した。一過性に発現した FLAG-
MTR4を FLAG染色で可視化し、細胞を「FLAG-positive」と「FLAG-negative」のいずれかに分類し
た。白線は「FLAG-positive」細胞の輪郭を示す。Scale bar = 50 µm。(F) (E)の定量化。poly(A)+ RNA 
FISHシグナルの核/細胞質 (N/C)比は、「FLAG-negative」の野生型 MTR4発現細胞の平均値で正規化し
た。統計解析は、Kruskal-Wallis検定に続いて Steel-Dwass検定を用いて行った。**p < 0.01, ns : not 
significant, FLAG-negative wild-type MTR4; n = 157, FLAG-positive wild-type MTR4; n = 42, FLAG-
negative Q144A MTR4; n = 82, FLAG-positive Q144A MTR4; n = 24。(G), (H)一過性に発現したQ144A
を poly(A)+ RNAと同時に可視化した。(H)では核スペックルマーカーである SRRM2を免疫染色した。
arrowheadは「FLAG-positive」細胞を示す。一部の拡大を挿入図に示した。Scale bar = 10 µm。 (I)核
抽出物のイムノブロット解析によってパネル上部に示した因子の特異的KDを確認した。アスタリスク(*)
は非リン酸化 PAP A 由来のシグナルを示し、ダブルアスタリスク(**)はリン酸化 PAP A 由来のシグナル
を示す。(J) U2OS細胞においてMTR4 KDに由来する poly(A)+ RNA核内蓄積表現型は PAP A/Gの同時
KDにより回復した。KDした因子はパネル内部と下部に記す。Scale bar = 50 µm 。 
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以上から、特定の poly(A)+ RNA 基質サブセットはMTR4のヘリカーゼ活性
を経由してコア構造に到達することが予想された。そこで次に、これらの基質が

MTR4でほどかれた後、MTR4とコアを挟んで反対側に配位している DIS3に至る経

路についても調査を行った。エキソソームの基質が DIS3に至る経路には、コアの形

成するチャネル構造を介するものとチャネルを通らずに直接 DIS3へと至る経路があ

ると示唆されている(103–109)。poly(A)+ RNA 基質の分解におけるチャネル構造の寄

与を評価するために、チャネル構造を閉塞させる RRP41 変異 R62E/A63D/R94E/ 
R95E (4M)を利用した[(17, 104, 105), 図 12 A-F]。 

まず、4M 変異型および野生型 RRP41の C 末端に FLAGを融合させた

RNAi耐性変異体をドキシサイクリン誘導性に発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株を
樹立した。4M 変異型 RRP41 がエキソソーム複合体に導入されると中央のチャネル構

造が閉塞し、in vitroおよび in celluloの両方において、チャネルを介した基質 RNA

の DIS3へのアクセスが阻害される(17, 29, 104, 105)。一方で、基質が RRP6に到達
する際に利用されるチャネル上部の S1/KHキャップの表面構造は維持されているので、

この細胞株でも RRP6による基質分解は維持されていると予測される(17, 29, 104, 

105)。ドキシサイクリン添加により発現を誘導した 4M 変異型 RRP41-FLAG は、野
生型 RRP41-FLAG と同様に、主に核小体に濃縮した局在を示し、核質と細胞質にも

比較的弱い局在を示した(図 12 A）。また核内エキソソーム複合体にも効率よく取り込

まれた(図 12 C,D）。この 4M 変異型 RRP41-FLAG 発現細胞において RRP6を KDし
たところ、顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積を生じた(図 12 A,B）。一方、コントロー
ル細胞や野生型 RRP41-FLAG発現細胞における RRP6 KD条件では poly(A)+ RNAの

蓄積は観察されなかった。また RRP41 KDによって生じる核内 poly(A)+ RNA 蓄積は、

野生型 RRP41-FLAG発現と同様に 4M 変異型 RRP41-FLAG 発現によっても回復し

た。これは RRP41の KDによって減少する RRP6量が 4M 変異型 RRP41-FLAG の

発現で維持されたことに起因すると考えられる(図 12 E,F）。この考えを裏付けるよう

に、RRP6/RRP41 KD 由来の poly(A)+ RNA核内蓄積表現型は野生型 RRP41 の発現
によって解消できる一方、4M 変異型 RRP41の発現では回復しなかった(図 12 A,B）。

これらのデータから、チャネルの閉塞している 4M 変異型 RRP41発現細胞において
は RRP6 がこれらの poly(A)+ RNA の分解を独占的に担うことが示唆された。つまり、
これら基質はチャネル構造に依存して DIS3に到達すると考えられた。 

以上の結果から、ヒト核内においてエキソソーム阻害時に顕在化する

poly(A)+ RNA fociはMTR4 感受性の基質を含み、これらの基質は通常の細胞内では

MTR4ヘリカーゼでほどかれながらチャネルを通って DIS3に至り分解されることが 
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図図 1122..    ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質ははチチャャネネルル構構造造をを介介ししてて DDIISS33へへとと至至るる  
(A),(B)チャネル閉塞 4M変異型 RRP41-FLAGを発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株では RRP6が
poly(A)+ RNA基質の分解を独占的に担う。(C),(D) 発現させた野生型および 4M 変異型 RRP41-FLAG の
複合体形成。(E),(F) 4M 変異型 RRP41-FLAG発現による RRP41 KD 条件での RRP6発現量の維持。(A) 
poly(A)+ RNA FISH実験。発現させた RRP41-FLAGは poly(A)+ RNAと同時に FLAG染色で可視化した。
KDした因子と発現させた RRP41-FLAGの種類はパネル内部および下部にそれぞれ示した。Scale bar = 
50 µm。(B) (A)の実験から得られた poly(A)+ RNAシグナル強度の核/細胞質 (N/C)比の定量化。各細胞株
内の Control KDの平均値で正規化した相対値を示す。統計解析はKruskal-Wallis検定と Steel検定を用
いて行った。*p < 0.05, **p < 0.01, ns: not significant, n = 100。 (C),(D)発現させた RRP41-FLAGはエ
キソソーム複合体に取り込まれることを免疫沈降実験により確認した。(C) 抗MTR4抗血清と(D)抗
FLAG抗体を用いて行った免疫沈降実験のコントロールとして(C)および(D)でそれぞれ、ウサギ非免疫血
清(pre-immune)と FLAGのみ発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株由来の核抽出物(ø)を使用した。ppt = 
precipitate。(E), (F) 核抽出物のイムノブロット解析。(E)KDした因子および発現させた RRP41-FLAG
の種類はパネルの上部に示した。アスタリスク(*)は内在性 RRP41 由来のシグナル、ダブルアスタリスク
(**)は外因性 RRP41-FLAG 由来シグナルを示す。 (F) (E)を含む 2つの独立したイムノブロット解析の定
量化。ACTINに対して正規化した RRP6の相対的な量を示す。値はさらに FLAGのみ発現させた
Control KD サンプルに対して正規化した。発現させた RRP41-FLAGと KD 条件はパネル下部に示す。
棒グラフとエラーバーは平均値±SD。 

ø w
ild

-ty
pe

4M

RRP6
FLAG

ACTIN

RRP41
*

IB

ø w
ild

-ty
pe

4Mø w
ild

-ty
pe

4M ø w
ild

-ty
pe

4M

R
R

P4
1-

FL
A

GRRP6 K
D

RRP41
/R

RP6 K
D

RRP41
 K

D

Contro
l K

D

**

ø
w

ild
-ty

pe 4M

ø
w

ild
-ty

pe 4M

ø
w

ild
-ty

pe 4M
ø

w
ild

-ty
pe 4M

RRP6 K
D

RRP41
/R

RP6 K
D

RRP41
 K

D

Contro
l K

D

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0

re
la

tiv
e 

ab
un

da
nc

e 
of

 R
R

P6

3.5

RRP41 wild-type-FLAG RRP41 4M-FLAG

poly(A)+ RNA FLAG DNA poly(A)+ RNA FLAG DNA poly(A)+ RNA FLAG DNA

FLAG only

RRP6/DIS3

RRP6/RRP41

RRP6

RRP41

Control

DIS3

DIS3/RRP41

RRP6/DIS3

RRP6/RRP41

RRP6

RRP41

Control

DIS3

DIS3/RRP41

RRP6/DIS3

RRP6/RRP41

RRP6

RRP41

Control

DIS3

DIS3/RRP41

3.0

2.0

1.0

re
la

tiv
e 

N
 / 

C
 ra

tio
 o

f p
ol

y(
A

)+ 
R

N
A

 In
te

ns
ity

Contro
l K

D

RRP41
 K

D

DIS3 K
D

RRP6/D
IS3 K

D

RRP6/R
RP41

 K
D

RRP6 K
D

DIS3/R
RP41

 K
D

Contro
l K

D

RRP41
 K

D

DIS3 K
D

RRP6/D
IS3 K

D

RRP6/R
RP41

 K
D

RRP6 K
D

DIS3/R
RP41

 K
D

Contro
l K

D

RRP41
 K

D

DIS3 K
D

RRP6/D
IS3 K

D

RRP6/R
RP41

 K
D

RRP6 K
D

DIS3/R
RP41

 K
D

RRP41 wild-type
FLAGFLAG only RRP41 4M

FLAG

**
**

**

**
ns

ns
ns
ns
ns
ns

** **

**

**

ns

ns

ns

ns

(A)

GAPDH

C1D
MPP6
CSL4
RRP4
RRP46
RRP45
RRP6

FLAG

MTR4

ppt;

wild
-ty

pe

ppt;
4M

pr
e-

im
m

un
e

an
ti-

M
TR

4

Input;

20
%

IB

pr
e-

im
m

un
e

an
ti-

M
TR

4

wild
-ty

pe

4M

GAPDH

RRP6

C1D
MPP6
RRP4

RRP45

MTR4

FLAG

Input;
20%

ppt;
anti-FLAG

wild
-ty

pe

4Mø wild
-ty

pe

4Mø
IB

RRP41
-FLAG

(B) (C) (D)

(E) (F)



 26 

示唆された。 

 
1.3 MPP6はは RRP6とと DIS3にによよるる poly(A)+ RNA基基質質分分解解のの双双方方をを促促進進すするる  

続いて、上記解析で見出した poly(A)+ RNAの核内蓄積を核内エキソソーム

の機能不全の指標として利用し、補因子MPP6の核内エキソソーム活性への関与を評
価した。U2OS細胞およびHeLa細胞においてMPP6を含むエキソソーム補因子やヌ

クレアーゼを単独または同時に KDし、poly(A)+ RNAの蓄積が誘導されるか観察した

(図 13 A-C, HeLa細胞についてはデータ省略）。その結果、RRP6/DIS3 KD時と同様
に、RRP6/MPP6 KD時にも顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積が観察された(図 13 

B,C）。RRP6/MPP6 KD時に形成される poly(A)+ RNA fociは、核スペックルとの局在

の不一致、PAP A/G依存性の poly(A)+ 鎖付与、MTR4 タンパク質の集積といったエキ

ソソーム阻害由来の poly(A)+ RNA fociに特徴的な性状を備えていた(図 13 D-F）。ま

た、proDNAJB4、vU1snRNA、SNHG19 splicedといったエキソソームの典型的な

基質についても RRP6/DIS3 KD時と同程度の安定化が観察されたことから(図 13 G-I）、
RRP6が存在しない場合には、DIS3によるこれらの基質分解にMPP6の存在が必須

であることが示唆された。 
一方、MPP6を単独で KDした場合には、RRP45 KDまたは RRP6/DIS3 

KD細胞で見られるものよりも軽微ではあるものの poly(A)+ RNAの核内蓄積が観察さ

れた(図 13 B,C）。RRP6と DIS3は、MPP6の存在下ではそれぞれ単独でこれらの基

質を効率的に分解することができるので(図 5 B,C)、この結果はMPP6が RRP6と
DIS3による基質分解の双方に対して促進的な機能を持つことを示している。また、

MPP6/DIS3の KDで生じる poly(A)+ RNAの核内蓄積は RRP6/MPP6 KD時に比べて

微弱であったことから(図 13 B,C）、RRP6による poly(A)+ RNA基質の分解はMPP6
の不在下でも完全には阻害されないと考えられる。MPP6 KD時にも RRP6の活性が

維持されていることは、4M チャネル閉塞変異体発現細胞においてMPP6 KD時の
poly(A)+ RNAの蓄積が軽度であることからも窺える(図 14 A,B）。 

また、MPP6を C1Dと同時に KDした際にも顕著な poly(A)+ RNAの核内

蓄積が観察された(図 14 C）。出芽酵母において Rrp6pと Rrp47pとの間には相互依存
性の発現様式が報告されおり、本解析でヒト細胞内においても RRP6 KDは C1Dの消
失を誘発し、また C1D KDは RRP6量を大幅に減少させることを観察した[(33, 99, 

100), 図 14 D]。RRP6と C1Dの相互依存的な発現を反映して、RRP6の代わりに

C1Dを KDした C1D KD、C1D/DIS3KD、C1D/MPP６KDでも、RRP6 KD、
RRP6/DIS3 KD、RRP6/MPP6 KDそれぞれと相似の効果がみられ(図 14 C）、 
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図図 1133..    MMPPPP66はは DDIISS33とと RRRRPP66にによよるる核核内内 ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解をを促促進進すするる  
(A)-(C) U2OS細胞におけるバルクの poly(A)+ RNA基質分解に対するMPP6 KDの影響。(D)-(F) 
RRP6/MPP6 KDによりU2OS細胞核内に形成された poly(A)+ RNA fociの特性。(F)-(H)個別の基質の安
定化に対するMPP6 KDの影響。(A) U2OS核抽出物のイムノブロット解析により、パネル上部に記載し
た因子の特異的KDを確認した。(B), (E) poly(A)+ RNA FISH実験。KDした因子はパネル内部と(E)では
下部にも記載した。Scale bar = 50 µm。(C) (B)の定量化。poly(A)+ RNAシグナルの相対的な核/細胞質 
(N/C)比は Control KD サンプルの平均値を用いて正規化した。統計解析はKruskal-Wallis検定に続く
Steel-Dwass検定を用いて実施した。*p < 0.05, **p < 0.01, ns : not significant, n = 150。(D),(F) 
poly(A)+ RNAは(D)SRRM2, (F)MTR4と同時に可視化した。KDした因子をパネル内に示す。一部拡大し
たものを挿入図に示した。Scale bar = 10 µm。(G)-(I) whole cell 由来の total RNAから dT25をプライマ
ーに用いて合成した cDNAに対して(G) proDNAJB4, (H) vU1snRNA, (I) SNHG19 splicedを qPCRによ
り定量した。値はGAPDHおよび Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量。棒グラフと
エラーバーは、平均値±SDを示す。 
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図図 1144..    MMPPPP66はは核核内内 ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににおおいいてて RRRRPP66とと冗冗長長的的にに機機能能すするる  
(A),(B) チャネル閉塞 4M RRP41-FLAG発現細胞におけるMPP6 KDの poly(A)+ RNA基質分解への影響。
(C),(D) MPP6と同時に C1Dを KDすると、顕著な poly(A)+ RNA基質安定化が誘起される。(A),(C) 
poly(A)+ RNA FISH実験。KDした因子はパネル内部に記す。(C)ではパネル下部に使用した細胞株を記
載した。Scale bar = 50 µm。(B) (C)の結果の定量。細胞株ごとに Control KD サンプルの平均値を用いて
正規化した poly(A)+ RNAシグナルの相対的な核/細胞質 (N/C)比を示す。統計解析は、Kruskal-Wallis検
定に続く Steel-Dwass検定で実施した。**p < 0.01、n = 100。(D) RRP6と C1Dの相互依存的な発現。
RRP6 KD U2OS細胞および C1D KD U2OS細胞の核抽出液に対してイムノブロット解析を行った。  
 
RRP6/C1Dが DIS3およびMPP6と重複して poly(A)+ RNA基質の分解に機能するこ

とがさらに裏付けられた。 
以上の結果より、MPP6は RRP6と DIS3による poly(A)+ RNA基質分解を

それぞれ促進していることが明らかとなった。RRP6による効率的な poly(A)+ RNA基

質分解にMPP6は必要だが、MPP6および DIS3がなくても完全に阻害されることは

ないと考えられる。一方 RRP6がない場合には、DIS3による poly(A)+ RNA基質分解
にMPP6は必須となることが示唆された。 

上記図 13の実験を実施した際、MPP6を長期に渡って枯渇させると、DIS3
の量に変化は認められないのに対し、RRP6の量は減少した(図 15 A)。この際、RRP6
の転写物量および細胞内局在に顕著な変化は認められないため(図 15 B,C)、RRP6は

転写後調節されていると考えられた。この現象の影響を最小限に抑えるため、実験は
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MPP6 KDによる RRP6量への影響があまり見られない siRNAトランスフェクション

後 72時間の時点で実施した。しかし、この時点での微量な RRP6の減少がMPP6 
KD条件における poly(A)+ RNA基質の分解に対する RRP6の活性低下として捉えられ

ている可能性も完全に排除することはできず、ここまでの結果で RRP6のヌクレアー
ゼとしての活性に対するMPP6の促進的な機能の貢献度を明確にすることはできなか

った (第 2 節 2.3で後述)。 

   

図図 1155..    MMPPPP66  KKDD条条件件下下ででのの RRRRPP66量量のの転転写写後後ダダウウンンレレギギュュレレーーシショョンン  
(A)-(C) 長期 MPP6 KDは核内 RRP6の減少を引き起こす。(A),(C)イムノブロット解析。(A)では細胞質お
よび核抽出物の両方、(C)では核抽出物に対して解析を行った。パネル上部にKDした因子と siRNAトラ
ンスフェクションからの経過時間を示した。(A)では細胞質および核抽出物の別をパネル上部に「C」およ
び「N」とそれぞれ記した。アスタリスク（*）は、内因性MPP6 由来シグナル。arrowheadは一次抗体
由来の非特異的なバンド。(A)では、核と細胞質それぞれのマーカーである MTR4 と ACTIN の分布から、
適切な分画を確認した。(B) MPP6 KDによる RRP6の転写物量の減少は見られなかった。グラフの下部
に KDした因子を記載した。Whole cell 由来の total RNAから random9をプライマーに用いて合成した
cDNAに対して qPCRを行い、RRP6とMPP6の転写物量を定量した。定量した標的はパネル最下部に
記した。GAPDHおよび Control KD値で正規化した各転写物の相対量を示す。棒グラフとエラーバーは
平均値±SD、 n = 3。  
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第第２２節節 MPP6のの維維持持すするるMTR4ととエエキキソソソソーームムココアア間間のの相相互互作作用用はは至至適適なな

poly(A)+ RNA基基質質分分解解にに必必須須ででああるる 

 
2.1 MPP6ははMTR4ととココアアにに異異ななるる領領域域でで同同時時にに結結合合すするる 

核内 poly(A)+ RNA基質分解におけるMPP6のより正確な機能を調べるため、

いくつかのMPP6 変異体を構築してその機能を評価した。本解析を開始した当時は

MPP6の立体構造についての情報はまだなかったため、ヒトMPP6と出芽酵母

Mpp6p間のアミノ酸配列相同性およびMPP6の予測二次構造を利用した(図 16,17)。
MPP6の塩基配列は生物種間であまり保存されていないが、Multalin version 

5.4.1(110)を用いてアライメントを行うと N 末端領域の保存性が比較的高いことがわ

かった(図 17 A)。そこで、N 末端の 35アミノ酸を欠失させた変異体を作製した(図 16 
A)。この領域内の二次構造予測に基づき∆N4、∆5-18、∆19-35 変異体をさらに作製し、

加えていくつかの C 末端切断変異体(∆C11および∆C33)と内部領域を欠失した変異体

(∆48-67および∆81-105)も作製した(図 16 A)。 
まず RNAi 耐性を持つ各変異体を安定的に発現する細胞株の樹立を試みたが、

内部領域を欠失した変異体はヒトの細胞では発現しないか極めて発現量が少なかった

(図 16 B,C)。MPP6の発現維持には RRP6と同様にコアが必要であることを本解析内
で既に観察していたことから(図 13 A, 図 16 D)、これらのMPP6内部領域はエキソソ

ームコアとの相互作用に重要であると推測した。そこでMPP6内部領域を欠失した変

異体について複合体形成の様子を評価するために、GSTプルダウンアッセイを行った

(図 16 E-H)。GSTを融合したMPP6 変異体を大腸菌内で産生させて GST-MPP6融合

タンパク質として精製し、FLAG-RRP45を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞から調

製した核抽出液とインキュベートした。その結果、MPP6の N 末端および C 末端を欠

失させても RRP6やコア構成因子との結合性は変化しなかったが、内部領域（48-67

および 81-105）を欠失させるとコア成分との結合は著しく減少したことから、MPP6
の内部領域がコアとの結合に重要であることが明らかとなった(図 16 E,F)。一方、こ
れらの内部領域欠失MPP6には相当量の RRP6およびMTR4が結合しており(図 16 

E,G,H)、MPP6はコアと相互作用する領域とは別のドメインで RRP6およびMTR4
と結合することが示唆された。加えてこの実験では、∆N35 変異体がMTR4と結合し
ないことも判明した(図 16 E,H)。 

この結果を検証するために、FLAGを融合した完全長のMPP6ならびに、
∆N35、∆N4、∆N5-18、∆N19-35 変異型 MPP6をそれぞれ発現させた細胞から調製し

た核抽出液に対して、MTR4または RRP46を特異的に認識する抗体を用いた免疫沈



 31 

降実験を行った(図 16 I-L)。その結果、MPP6の N 末端 35残基を欠失させると

MTR4とMPP6との間の相互作用は消失した(図 16 I,J)。また、∆N5-18および∆N19-
35 変異型 MPP6はMTR4と相互作用しなかったが、∆N4は完全長のMPP6と同様に

MTR4と効率的に結合した。これらの結果より、MPP6とMTR4との結合には
MPP6の N 末端 5-35残基が重要であると示唆された。一方エキソソームコアとの結
合については、プルダウン実験の結果と合致して(図 16 E,F)、N 末端欠失の影響は見

られず(図 16 K,L)、MPP6がMTR4とコアの両方に異なる領域で結合することがさら

に確かめられた。 
MTR4への結合に重要であると判明したMPP6の N 末端 5-35残基には、出

芽酵母とヒトの間で高度に保存された残基が集中している(図 17 A)。そこで、これら
の保存された残基、L9、S10、M16、K17、F18、M19の機能について、アラニン置

換変異体である L9A/S10A(LS)およびM16A/K17A/F18A/M19A(MKFM)をそれぞれ

作製して評価した(図 17 B)。両変異体ともMTR4とは結合しなかった一方、コア構成
因子とは効率よく結合し、これらの保存された残基がMTR4とMPP6の相互作用に
重要であると示唆された。また上記実験ではプルダウンの結果から予測された通り(図

16 E-H)、MTR4およびコアとのいずれの相互作用に対してもMPP6の C 末端の欠失

による影響は観察されなかった(図 17 C-F)。 
これらの結果から、MPP6はMTR4とはその N 末端領域で、エキソソーム

コアには内部領域を用いて同時に結合することがわかった。本実験で明らかにした

MPP6のMTR4とエキソソームコアへの結合様式は、最近クライオ電子顕微鏡による

単粒子解析で明らかにされたMPP6とMTR4の双方を含む in vitro再構成エキソソー
ム複合体の構造と非常によく合致するものであった(96)。 
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図図 1166..    MMTTRR44おおよよびびココアアととのの相相互互作作用用にに必必要要ななMMPPPP66内内ののドドメメイインン  
(A) MPP6 変異体の構築のための予測二次構造と種間配列保存性を示した模式図。(B),(C) FLAG-MPP6
変異体を安定発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株からの核抽出物を用いたイムノブロット解析。(D)エキ
ソソームコア因子である RRP41の KDによるMPP6量の減少。(I)-(L) エキソソーム構成因子との結合に
必要なMPP6 ドメイン同定のための免疫沈降実験。(A) PSIPREDによって予測された 2 次構造の模式図。
種間保存性の高い領域は上部に赤線で示した。予測された構造と配列保存性から、MPP6はN末端(1-35 
a.a.),内部(36-105 a.a.),C末端(105-160 a.a.)の 3つのドメインに分けた。a.a. = amino acid。 (B) 発現さ
せた FLAG-MPP6は上部に記す。Øは FLAGのみの発現を表す。(C) (B)の化学発光シグナルの定量化。
ACTINおよび FLAG-MPP6 完全長(full-length)の値で正規化した各MPP6変異体の相対量を示す。(D) 
HeLa細胞からの核抽出物を用いたイムノブロット解析。KDした因子はパネル上部に示した。(E) 
FLAG-RRP45を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株からの核抽出物に対するプルダウンアッセイ。(F)-
(H) (E)を含む 3つの独立したGST-プルダウンアッセイ結果の定量化。(F)CSL4,(G)RRP6,(H)MTR4につ
いて、各GST-MPP6 タンパク質の Input量とGST-MPP6 完全長(full-length)の値を用いて正規化した相
対的共沈量を示す。棒グラフとエラーバーは平均値±SD。Dunnett’s testにより統計解析を行った。*p < 
0.05, **p < 0.01。(I), (K)各 FLAG-MPP6変異体を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株由来の核抽出物に
対して(I)抗MTR4抗体,(K)抗 RRP46抗体を用い免疫沈降実験を行った。ウサギの非免疫血清(pi: 
preimmune)をコントロールに使用した。ppt = precipitate。(J),(L) (I),(K)それぞれの化学発光シグナル
の定量化。沈降物中の各 FLAG-MPP6変異体の(I)MTR4,(K)RRP46に対する比率を、Input内の
(I)MTR4,(K)RRP46に対する FLAG-MPP6変異体の量比と FLAG-MPP6 完全長(full-length)サンプルの
値で正規化した相対量を示す。 
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図図 1177..  ドドメメイインン欠欠失失おおよよびびアアミミノノ酸酸置置換換MMPPPP66変変異異体体のの複複合合体体形形成成  
(A) MPP6のN末端領域内の種間配列保存性。(B) N末端領域アミノ酸置換変異型 MPP6とMTR4およ
びエキソソームコアとの相互作用。(C)-(F) MPP6から C末端領域を削除してもMTR4およびエキソソー
ムコアとの結合には影響が見られない。(A) Multalin v5.4.1によるアラインメントを行った。hs: Homo 
Sapiens, xt: Xenopus tropicalis,dm: Drosophila melanogaster, sc: Saccharomyces cerevisiae, sp: 
Schizosaccharomyces pombeのMPP6 ホモログ配列を入力として使用した。(B), (C), (E) FLAG 融合
MPP6変異体を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株由来の核抽出物に対して (B), (C)抗MTR4抗体,(B), 
(E)抗 RRP46抗体を用いて免疫沈降実験を実施した。ウサギの非免疫血清(pi: preimmune)を免疫沈降の
コントロールとして使用した。発現させた FLAG-MPP6の種類はパネルの上部に記載した。ppt = 
precipitate。(D),(F) (C), (E) それぞれの定量化。沈降物中の各 FLAG-MPP6変異体と(D)MTR4または
(F)RRP46の比を、Inputの各 FLAG-MPP6変異体と(D)MTR4または(F)RRP46の比と FLAG-MPP6 完
全長(full-length)サンプルの値で正規化した各 FLAG-MPP6変異体の相対的沈降量を示す。 
 
2.2 MPP6ははココアアととMTR4のの相相互互作作用用をを維維持持すするる 

このように MPP6 は MTR4 とコアに同時に結合しうる性質を持つことから、

実際の細胞内においても MTR4 とコア間の相互作用維持に寄与する可能性が高いと考

えられた。これまでの知見から、RRP6 が N 末端で MTR4 と結合し、同時に C 末端

領域でコアに巻きつくことが MTR4 とコア間の相互作用においては特に重要であると

考えられていた(28, 29, 46, 111)。一方、細胞内でのエキソソーム複合体形成における

MPP6 の関与についての知見は極めて限られている。エキソソームコアと外因性に発

現した FLAG-MTR4 との相互作用が MPP6 KD により減弱する報告はあるものの

(112)、この報告内では MPP6 KD により RRP6 と MTR4 間の相互作用も大きく低下

しており、MPP6 は RRP6 と MTR との相互作用における補助的因子と結論づけられ

ている。しかし、最近の in vitro 構造解析では RRP6 と MPP6 がそれぞれ独立して

MTR4をエキソソームコアへとリクルートする様子が観察されている(94, 96)。そこで
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内在性の RRP6 と MPP6 が MTR4 とコア間の相互作用に対してそれぞれどの程度寄

与しているのかを評価することを目的として、ヒト細胞において RRP6 または MPP6
を KD した上で内在性の MTR4、RRP46、RRP45 それぞれに対して特異的抗体を用

いた免疫沈降実験を行った(図 18 A-D)。 
その結果、RRP6 KDだけでなくMPP6 KD条件においてもMTR4とコアの

相互作用減少が観察された。MTR4-コア間の相互作用の減少の程度は RRP6 KD 条件

の方がMPP6 KD時よりも大きかった(図 18 A-D)。また RRP6とMPP6を同時に KD
することで、それぞれの単独 KDに比べて MTR4-コア間の相互作用により大きな減少

が見られた(図 18 A-D)。しかし RRP6やMPP6の KDはエキソソーム構成因子の量に

影響を与えることが多いため、共沈した因子を正確に定量することは困難である。こ

の問題を解決するために GST-MTR4 プルダウンアッセイを実施した(図 18 E,F)。そ
の結果 MPP6 KD によって GST-MTR4 とコアとの相互作用は低下し、またその程度

は RRP6 KD 時より低いことが観察されたことから、免疫沈降法の結果が裏付けられ
た。これらの結果を総合すると、MPP6 は RRP6 よりも量的には少ない程度にではあ

るが、ヒト細胞内において MTR4 とコア間の相互作用を維持していると考えられた。

以前の in vitro の再構成実験においても RRP6 と MPP6 はそれぞれ単独で MTR4 を
コアにリクルートし、かつそのリクルート量については RRP6の方が MPP6よりも多
いことが観察されている(95)。 

さらに内在性MPP6 KDに起因するMTR4-コア間相互作用の減少は、外因

性に発現させた完全長のMPP6で回復する一方、MTR4との結合能を欠く∆N35 変異

体の発現では回復しなかったことから(図 18 G-J)、MPP6によるコアとMTR4間の相

互作用維持において、MPP6の N 末端を介したMTR4との結合が重要であると示唆
された。 

 

2.3 MPP6ととMTR4のの結結合合ははヒヒトト核核内内ににおおけけるるRRP6ととDIS3にによよるるpoly(A)+ RNA基基質質分分

解解にに重重要要ででああるる 

続いて、MPP6によって支持されるMTR4-コア間の結合が実際のヒト細胞

内でエキソソームによる poly(A)+ RNA基質分解にどの程度寄与しているかについて

評価を行った。MTR4との結合能を欠く∆N35、∆N5-18、∆19-35、LS、MKFMの変

異型 MPP6、あるいはMTR4と結合できる野生型および∆N4、∆C11、∆C35の変異型 

MPP6それぞれを、ドキシサイクリン存在下において FLAG タグ融合の RNAi耐性型

で安定発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株を樹立した。いずれの変異型 MPP6も野
生型 MPP6と同様に、主に核小体に濃縮した核局在を示した[(33), 図 19 A, LSおよび  
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図図 1188..    RRRRPP66ととMMPPPP66そそれれぞぞれれののMMTTRR44--ココアア間間相相互互作作用用維維持持ににおおけけるる寄寄与与  
(A)-(F) RRP6 KD,MPP6 KD,RRP6/MPP6 KDが MTR4-コア間相互作用に及ぼす影響。(G)-(J) MPP6の
N末端領域 35 残基はMTR4とコア間の相互作用を維持するために必須である。(A),(C) HeLa細胞の核抽
出物に対して(A)抗 RRP46抗体,(C)抗MTR4抗体を用いた免疫沈降実験を行った。KDした因子をパネル
上部に示した。(B),(D) (A),(C)を含む 2つの独立した抗 RRP46免疫沈降実験および抗MTR4免疫沈降実
験それぞれの定量化。各サンプルにおける(B)MTR4/RRP46,(D)RRP41/MTR4の比を、Input内の(B) 
MTR4/RRP46,(D) RRP41/MTRの比および Control KD サンプルの値で正規化した(B)MTR4,(D)RRP41
の相対共沈量を示す。棒グラフとエラーバーは、平均値±SD。統計解析は、one-way ANOVA検定に続
いてHolm testを用いて実施した。*p < 0.05, **p < 0.01, ns : not significant。(E) GST-MTR4 プルダウ
ンアッセイ。GST-MTR4を GSH ビーズに付着させ、RRP6、MPP6またはDIS3を KDしたHeLa細胞
由来の核抽出物と混合した。(F) (E)の定量化。沈降した RRP45の量を Input内 RRP45量とGST-MTR4
の量で正規化した相対量を示す。(G),(I) 核抽出物に対して行なった(G)抗MTR4抗体,(I)抗 RRP46抗体を
用いた免疫沈降実験。核抽出物は各 FLAG-MPP6を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞からパネル上部に
記載した条件で調製した。Øは FLAGのみを表す。免疫沈降ステップのコントロールとしてウサギの非
免疫抗血清(pi: preimmune)を使用した。ppt = precipitate。(H),(J) (G),(I)それぞれの定量。沈降物にお
ける(H)RRP45/MTR4,(J)MTR4/RRP46の比を Input内の(H)RRP45/MTR4,(J)MTR4/RRP46の比と
Control KD FLAGのみの発現サンプルの値で正規化した相対値を示す。 
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MKFM 変異型 MPP6についてはデータ省略]。野生型または∆N4 変異型 MPP6の発
現は、MPP6 KDに由来する比較的軽度の poly(A)+ RNA基質の核内蓄積を効果的に解

消した一方、MTR4との結合能を欠く∆N35、∆N5-18、∆19-35、および LSとMKFM

の変異型 MPP6発現では回復しなかった(図 19 A-E, LSおよび MKFM 変異型 MPP6
についてはデータ省略)。この実験で、外因性に発現させた∆N35 変異型 MPP6 は内在
性MPP6 KDによる RRP6量の低下を野生型 MPP6と同程度まで回復したことから、

∆N35 変異型 MPP6発現細胞でMPP6 KD時に観察される poly(A)+ RNA基質分解阻
害は、RRP6の co-depletionに由来するものではなく、基質分解を促進するMPP6の
機能不全を反映したものと考えられた(第 1 節 1.3で上述, 図 20 A,B)。すなわちこの結

果は、ヒト核内においてMPP6が RRP6と DIS3による poly(A)+ RNA基質分解それ
ぞれをMTR4との結合を介して促進していることを示唆する。実際に、RRP6/MPP6 
KDに起因する顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積は、野生型 MPP6や∆N4および C 末

端欠失変異型 MPP6の外因性発現によって効果的に解消される一方、MTR4との結合
能を持たない変異型 MPP6の発現では回復しなかった (図 19 A-E, LSおよび MKFM
変異型 MPP6についてはデータ省略)。これらの結果から、RRP6不在時のMPP6に

よる DIS3分解経路の維持にはMPP6を介するMTR4とコアとの相互作用が必須であ
ると示唆された。 

さらに、MPP6の不在によって部分的に弱体化した RRP6の基質分解活性を

反映すると考えられるMPP6/DIS3 KD 由来の軽度な poly(A)+ RNA 蓄積についても、

∆N35、∆N5-18、∆19-35、および LSとMKFM 変異型 MPP6の発現では回復せず、

野生型または∆N4 変異型 MPP6を発現させると解消したことから(図 19 A-E, , LSお

よび MKFM 変異型 MPP6についてはデータ省略)、RRP6による poly(A)+ RNA基質
の至適な分解においてもMPP6のMTR4との結合能が必須であると考えられた。 

また、内在性のMPP6の KDを行わなくても、RRP6 KDや DIS3 KDの条

件で∆N35、∆N5-18、∆19-35、LS、MKFM 変異型 MPP6を発現させると poly(A)+ 
RNA核内蓄積についてドミナントネガティブな表現型が有意に確認され(図 19 A-E, 
LSおよび MKFM 変異型 MPP6についてはデータ省略)、MPP6によって支持される

MTR4-コア間結合が DIS3と RRP6それぞれによる poly(A)+ RNA基質分解に重要で
あるとさらに裏付けられた。 

上記実験において、RRP6 KDによって核小体に濃縮した FLAG-MPP6の局

在が消失する様子を観察した(図 19 A)。この現象は FLAG融合タンパク質発現量の低

下に由来するものではなく(図 20 C)、発現している FLAG融合MPP6が野生型であ

るか変異型であるかに依らず誘発された(図 19 A)。さらに FLAG-MPP6の主な局在が 
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図図 1199..    MMPPPP66のの ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解のの促促進進機機能能ににははMMTTRR44ととMMPPPP66のの結結合合がが必必要要ででああるる  
(A)-(E) FLAG-MPP6 N末端欠失変異体の poly(A)+ RNA基質分解に対する機能評価。(A),(B) FLAG-
MPP6変異体を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株における poly(A)+ RNA FISH解析。 (A）発現させ
た FLAG-MPP6の種類をパネルの下部に、KDした因子をパネル内部に記載した。Scale bar = 50 µm。
(B) (A)の定量化。細胞株ごとに Control KD細胞の平均値で正規化した poly(A)+ RNA FISHシグナルの
相対的な核/細胞質 (N/C)比を示す。Kruskal-Wallis検定に続く Steel testで統計解析を行った。*p < 
0.05, **p < 0.01, ns : not significant, n = 100。(C)-(E) RT-qPCR により、個別の poly(A)+ RNA基質分解
におけるMPP6のN末端領域内の各サブ領域の重要性を評価した。whole cellに由来する total RNAか
ら dT25をプライマーに用いて合成した cDNAについて (C) proDNAJB4, (D) vU1snRNA, (E) SNHG19  
splicedを qPCRにより定量した。発現させた FLAG-MPP6の種類とKDした因子をパネル下部に示す。
細胞株ごとにGAPDH と Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量を示した。n =3。 
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図図 2200..    外外因因性性MMPPPP66変変異異体体発発現現にによよるる RRRRPP66発発現現量量のの維維持持  
(A), (B) 外因性に発現させた∆N35変異型 MPP6は野生型および∆C33変異型 MPP6と同様にMPP6 KD
細胞における RRP6の発現量を維持する。(C) 図 19で poly(A)+ RNA基質分解への影響を評価した各KD
条件におけるMPP6変異体の発現。(A),(C) FLAG-MPP6変異体を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株
由来核抽出物のイムノブロット解析。パネル上部に発現させた FLAG-MPP6 の種類と KD 条件を記した。
Øは FLAGのみの発現を表す。(B) (A)における RRP6の定量。ACTINと Control KDの FLAGのみ発現
サンプルの値で正規化した RRP6の相対量を示す。  
 
核小体である条件でもpoly(A)+ RNA基質の蓄積は観察されることから(図19 A,B)、外

因性に発現させたMPP6のRRP6 KDによる局在変化そのものはエキソソーム活性不全

の直接的な原因ではないと考えられる。しかしながらこの局在変化により、発現させ

た機能喪失MPP6変異体の核質における存在量が増加してより深刻な表現型が誘発さ

れている可能性は否定できない。 

 
2.4 ヒヒトト核核内内ででMPP6ととRRP6にによよっっててココアアへへととリリククルルーートトさされれるるMTR4はは機機能能的的にに等等

価価ででははなないい 

 ここまでのデータで、RRP6不在時にはMPP6のMTR4との結合が DIS3
によって実行される poly(A)+ RNA基質分解に必須となることが示唆された。しかし

RRP6はヌクレアーゼであると同時にMTR4とコアの間の橋渡し分子でもあるため、

MPP6との間に観察された機能的な冗長性が RRP6のいずれの機能を反映したもので

あるかを推定することは困難であった。最近の in vitroの再構成解析において、ヌク
レアーゼ活性のない RRP6と C1Dとで協調的に形成された結合面を介したMTR4の
コアへのリクルートがあれば、MPP6の不在下でも基質はコア内のチャネル構造を通

って DIS3 へと至り分解されることが示されている(95, 96)。もし生体内でも RRP6に

結合したMTR4とMPP6に結合したMTR4が機能的に同等であるとすれば、野生型

RRP6のみならずヌクレアーゼ活性のない RRP6を発現させることでも RRP6/MPP6 
KDに由来する poly(A)+ RNA基質の蓄積を効果的に回復すると期待される。RRP6と

MPP6のリクルートするMTR4それぞれの正確な機能を明らかにするため、FLAG タ

グを融合した RNAi耐性 RRP6（野生型およびヌクレアーゼ活性欠失 Y436A 変異型

RRP6）のドキシサイクリン誘導性安定発現株を樹立して解析を行った(図 21)。野生 
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図図 2211..    ヒヒトト核核内内ににおおけけるるMMPPPP66結結合合型型MMTTRR44とと RRRRPP66結結合合型型MMTTRR44のの機機能能的的なな差差異異  
(A)-(H) ヌクレアーゼ不活性な RRP6 Y436A変異体は poly(A)+ RNA基質分解におけるMPP6との機能冗
長性を発揮できない。(A) 核抽出液のイムノブロット解析。細胞株と KD した因子はパネル上部に示した。
Øは FLAGのみを表す。(B) poly(A)+ FISH 実験。発現させた FLAG-RRP6の種類とKDした因子はパネ
ル内部と下部のそれぞれに記載した。Scale bar = 50 µm。(C) (B)の定量化。poly(A)+ RNA FISHシグ
ナルの核/細胞質 (N/C)比を細胞ごとに Control KD細胞の平均値を用いて正規化した相対値を示す。
Kruskal-Wallis検定に続いて Steel testを行い、統計解析した。*p < 0.05, **p < 0.01, ns : not 
significant, n = 100。(D),(E) Y436A変異体はMTR4-コア間相互作用を支持する。(D) 抗 PM-Scl抗血清
を用いた免疫沈降実験。免疫沈降ステップのコントロールとしてヒトの非免疫血清(pi: preimmune)を使
用した。発現させた FLAG-RRP6の種類とKD 条件はパネルの上部に示した。Øは FLAGのみの発現を
示す。(E) (D)の定量。沈降物におけるMTR4/RRP45の比を InputのMTR4/RRP45の比で正規化し、さ
らに FLAGのみ発現する Control KD サンプルの値で正規化した相対的なMTR4 沈降量を示す。(F)-(H) 
whole cellに由来する total RNAから dT25をプライマーに用いて合成した cDNAについて (F) 
proDNAJB4,(G) vU1snRNA,(H) SNHG19  spliced を qPCRにより定量した。細胞株ごとにGAPDH と
Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量を示す。 
 
型 RRP6を発現させると、RRP6/DIS3 KDだけでなく、RRP6/MPP6 KDに由来する

poly(A)+ RNA基質の核内蓄積は解消した(図 21 A-C, F-H)。一方、RRP6 KDに由来す

る MTR4-コア間結合の減少は Y436A の発現によって野生型と同程度に回復したにも

拘らず(図 21D,E)、RRP6/DIS3 KDまたは RRP6/MPP6 KD 由来のいずれの poly(A)+ 
RNA 基質蓄積表現型も回復しなかった(図 21 A-C, F-H)。別のヌクレアーゼ活性欠失

変異体である E315A についても同様の結果が得られた(データ省略)。これらの結果か
ら、RRP6 を介して MTR4 がコアにある程度の量リクルートされている状態でも、
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MPP6 がなければ DIS3 は poly(A)+ RNA 基質を効率よく分解できないことが示唆さ

れた。 
MPP6によってリクルートされたMTR4が DIS3による poly(A)+ RNA基質

分解に不可欠であることをさらに裏付けるため、エキソヌクレアーゼ活性とエンドヌ

クレアーゼ活性の両方を欠く DIS3 変異体が呈するドミナントネガティブ表現型を利

用した解析を行った[(37, 113), 図 22, 図 23]。DIS3は processive(基質に結合したまま

連続的に分解する)型のエキソヌクレアーゼであるため、この活性が正常に機能しない

場合には、基質の 3’末端はこの酵素に固着することが予想される。このような基質は

通常 DIS3のエンドヌクレアーゼ活性によって断ち切られて再び解放される。このた

め、基質が DIS3だけでなく RRP6によっても分解されうる場合は、DIS3のエキソヌ
クレアーゼ活性がない状況でもエンドヌクレアーゼ活性で解放された末端は RRP6に
よって分解されて基質は蓄積しないと考えられる。一方、基質分解が DIS3のみに依

存している場合は、DIS3のエキソヌクレアーゼ活性の不在により基質は安定化すると

期待される。核内エキソソーム阻害時に fociとして顕在化してくる poly(A)+ RNA基
質は RRP6と DIS3によって冗長的に分解される基質サブセットであるので、DIS3の

エキソヌクレアーゼ活性のみを阻害してもこれらの poly(A)+ RNA 基質は安定化せず、

エキソヌクレアーゼ活性とエンドヌクレアーゼ活性の両方を阻害することで安定化す

ると推測した。 

この仮説を裏付けるように、FLAG タグを融合した DIS3のエキソヌクレア
ーゼ活性とエンドヌクレアーゼ活性双方を欠く変異体(DIS3endo-exo- : DIS3 D146N 
D177N D487N)をHeLa細胞において一過性に発現させると、poly(A)+ RNAの核内

蓄積が顕著に見られる一方、野生型の DIS3(DIS3WT )、DIS3のエンドヌクレアーゼ不

活性変異体(DIS3endo- : DIS3 D146N D177N)、DIS3のエキソヌクレアーゼ不活性変異

体(DIS3exo-: DIS3 D487N)のいずれを発現させても、poly(A)+ RNA核内蓄積において

ドミナントネガティブな表現型は引き起こされなかった(図 22 A)。同様の結果は、
EGFP融合野生型および変異型 DIS3のドキシサイクリン誘導性安定発現HeLa Flp-
In T-REx細胞株でも得られた(図 22 B-D)。ただし EGFP-DIS3exo-については poly(A)+ 

RNA 蓄積において弱いドミナントネガティブな表現型を誘導した。これは N 末端

EGFP タグの付与により DIS3のエンドヌクレアーゼ活性が阻害されたためと考えら

れる。DIS3のエキソヌクレアーゼ活性が核質における poly(A)+ RNA基質の分解に不

可欠であることを反映し、DIS3endo-exo-および DIS3exo-を発現させても、RRP6/DIS3 
KDによって誘発された poly(A)+ RNA 蓄積の表現型を回復しない一方、野生型および

DIS3endo-を発現すると効果的に回復した(図 22 C,D)。 
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この EGFP-DIS3endo-exo-発現に由来する poly(A)+ RNA基質の核内蓄積は、

MPP6を KDするとコントロール細胞あるいは EGFP-DIS3WT発現細胞において

MPP6を KDした場合と同程度にまで減少した(図 23 A-E)。この実験において、

MPP6 KDによる外因性 EGFP-DIS3の発現量に大幅な減少が確認された(図 23 F,G)。
そこで、ドキシサイクリン添加濃度の調整によって EGFP-DIS3endo-exo-変異体の発現量

を調節しながら poly(A)+ RNAの核内蓄積の程度を評価した(図 23 F-I)。EGFP-

DIS3endo-exo-変異体の発現量をMPP6 KD細胞と同程度に減少させた際にも poly(A)+ 
RNAの蓄積表現型は依然として観察されたことから、EGFP-DIS3endo-exo-変異体発現

細胞における poly(A)+ RNA 蓄積表現型がMPP6 KDによって大幅に緩和したのは、

EGFP-DIS3endo-exo-変異体発現量の減少に起因するものではないと考えられた(図 23 F-
I)。したがってこれらの結果は、RRP6によってMTR4とコアの相互作用の量がある
程度維持されていても、MPP6の不在下では基質が効率的に DIS3に到達できないこ

とを示唆するものである(補足図 1 ix, v)。 

 
 

図図 2222..    ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににおおけけるる DDIISS33ののエエンンドドおおよよびびエエキキソソヌヌククレレアアーーゼゼ活活性性のの機機能能 
(A)-(D) エンドヌクレアーゼとエキソヌクレアーゼの両方の活性を欠く DIS3変異体DIS3endo-exo-は、
poly(A)+ RNAの核内蓄積においてドミナントネガティブ表現型を示す。(A) HeLa細胞における FLAG-
DIS3ヌクレアーゼ活性変異体の一過性発現が poly(A)+ RNA基質分解に与える影響を poly(A)+ RNA 
FISHで検証した。発現させた FLAG-DIS3の種類をパネル内部に示す。FLAG-DIS3は免疫染色によっ
て可視化した。Scale bar = 10 µm。(B) 各 EGFP-DIS3変異体を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株由
来核抽出物のイムノブロット解析。発現させた EGFP-DIS3の種類と KDした因子はパネル上部に示した。
Øは EGFPのみを表す。(C) poly(A)+ RNA FISH実験。EGFPに由来する蛍光で EGFP-DIS3の発現と
局在を観察した。発現させた EGFP-DIS3の種類をパネル内部に、KD 条件をパネル下部に記す。Scale 
bar = 10 µm。(D) (C)の定量化。poly(A)+ RNA FISHシグナルの核/細胞質 (N/C)比を EGFPのみ発現す
る Control KD細胞の平均値を用いて正規化した相対値を示す。n = 100。 
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図図 2233..    DDIISS33eennddoo--eexxoo--変変異異体体ははMMPPPP66にに依依存存ししてて ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質蓄蓄積積表表現現型型をを呈呈すするる 
(A)-(E) EGFP-DIS3endo-exo-変異体の発現に由来する poly(A)+ RNA基質蓄積はMPP6 KDにより解消する。
(F)-(G) 培地中のドキシサイクリン(dox)濃度の調整による EGFP-DIS3endo-exo-変異体発現量の調節と各条
件での poly(A)+ RNA核内蓄積の様子。(A) poly(A)+ RNA FISH実験。外因性に発現させた EGFP-DIS3
の種類とKDした因子をパネルの内部と下部にそれぞれ記載した。EGFP-DIS3の発現と局在は EGFPに
由来する蛍光で観察した。Scale bar = 10 µm。(B) (A)の定量。poly(A)+ RNA FISHシグナルの核/細胞質 
(N/C)比を EGFPのみ発現する Control KD サンプルの平均値を用いて正規化した相対値を示す。
Kruskal-Wallis検定に続いて Steel-Dwass testによって統計解析した。*p < 0.05, **p < 0.01, ns : not 
significant,n = 100。(C)-(D) whole cellに由来する total RNAから dT25をプライマーに用いて合成した
cDNAについて (C) proDNAJB4,(D) vU1snRNA,(E) SNHG19 splicedを qPCRにより定量した。
GAPDH と EGFPのみ発現する Control KD サンプルの値で正規化した各転写物の相対量を示す。(F) 培
地中 dox濃度を調整して培養した EGFP-DIS3endo-exo-変異体発現細胞に由来する核抽出物のイムノブロッ
ト解析。添加した dox濃度とKD 条件をパネル上部に示す。アスタリスク(*)は内在性DIS3に由来するシ
グナルを示し、ダブルアスタリスク(**)は発現させた EGFP-DIS3 endo-exo-変異体に由来するシグナルを示
す。(G) (F)の定量。ACTINと 1000 ng/ml dox 添加 Control KD サンプルの値で正規化した EGFP-DIS3 
endo-exo-変異体の相対量を示す。 棒グラフは 2つの technical replicateの平均値、エラーバーは±SEMを
表す。 (H) (F)のサンプル調製時に同時に行った poly(A)+ RNA FISH実験。EGFP-DIS3endo-exo-変異体発
現誘導の条件をパネル内部に示す。EGFP-DIS3 endo-exo-変異体の発現と局在は EGFP 由来の蛍光で観察し
た。Scale bar = 50 µm。(I) (H) の定量。poly(A)+ RNA FISHシグナルの核/細胞質 (N/C)比を dox 0 
ng/ml 添加条件の Control KD細胞の平均値を用いて正規化した相対値を示す。 

 
さらに、RRP6によってコアへとリクルートされるMTR4が、RRP6がヌク

レアーゼとして実行する poly(A)+ RNA基質の分解にどの程度寄与しているかについ

ても評価した。ここまでの結果で、MPP6とMTR4の結合は RRP6による至適な
poly(A)+ RNA基質分解に不可欠であることが示唆された一方で、MPP6/DIS3 KD条
件や 4M チャネル閉塞変異型 RRP41発現細胞においてMPP6 KD 条件で観察される
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poly(A)+ RNA核内蓄積は微弱であった(図 13 B,C, 図 14 A, 図 19 A, B）。このことか
ら、RRP6を介してリクルートされたMTR4 はMPP6の不在下でも RRP6による
poly(A)+ RNA基質分解をある程度支持できると考えられる。RRP6を介したMTR4-

コア間の結合が RRP6による poly(A)+ RNA基質分解に寄与していることを確かめる

ため、野生型 MTR4、ヘリカーゼ活性のない変異型 MTR4である Q144A 変異体、

RRP6と相互作用しない N 末端欠失変異型 MTR4である∆N75 変異体のそれぞれを

FLAG融合タンパク質としてドキシサイクリン誘導性に安定発現する U2OS Flp-In T-
REx細胞株を樹立した[(93), 図 24 A-E]。U2OS細胞株でみられたように、U2OS Flp-
In T-REx細胞株でも内在性MTR4 KDにより顕著な poly(A)+ RNAの核内蓄積が誘導

された(図 24 A-C）。内在性MTR4 KDによる poly(A)+ RNAの核内蓄積は、∆N75 変

異型 MTR4 を発現させると野生型 MTR4 発現条件と同程度に効率よく回復した一方、

Q144A 変異型 MTR4の発現はむしろ poly(A)+ RNA核内蓄積表現型を増強した(図 24 

A-C）。この結果より、∆N75 変異型 MTR4はヘリカーゼ活性を保持しており、また

MTR4がMPP6でコアにリクルートされる場合には、MTR4-RRP6間の結合は
poly(A)+ RNA基質分解に必須ではないことが示唆された。一方、∆N75 変異型 MTR4

は野生型 MTR4に比べて、MTR4/DIS3 KDに由来する poly(A)+ RNAの核内蓄積を

効果的に回復できなかった(図 24 A-C）。つまり、RRP6による poly(A)+ RNA基質分
解が至適に行われるためには RRP6とMTR4の相互作用が必要と考えられる(補足図

1 vi)。また、MTR4/DIS3を KDした∆N75 変異型 MTR4発現細胞においてさらに
MPP6を KDすることで poly(A)+ RNAの蓄積に増強が観察された (図 24 A-C）。この
ことから、RRP6とMTR4の結合がない条件においては、MPP6によってコアへとリ

クリートされたMTR4が RRP6による poly(A)+ RNA基質分解を支持していると考え

られる。以上の結果から、RRP6が poly(A)+ RNA基質分解活性を最大限に発揮するた

めには、MTR4が RRP6とMPP6の双方に結合することが必要と結論づけられた。 

以上のデータから、MPP6と RRP6はMTR4とヌクレアーゼ活性を複合体
内で結び付ける上で物理的な結合量の維持にのみ機能しているのではなく、それぞれ

がエキソソーム複合体内において MTR4 を異なる配位状態に維持しており、その結果、

RRP6と DIS3の各ヌクレアーゼによる基質分解に対してはMPP6と RRP6では異な
る寄与を示すと考えられた。 

  



 44 

  
  
図図 2244..    RRRRPP66にによよるる至至適適なな ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににははMMPPPP66とと RRRRPP66双双方方へへののMMTTRR44のの結結
合合がが必必要要ででああるる 
(A)-(C) FLAG-MTR4変異体の poly(A)+ RNA基質分解における機能評価。(D), (E) FLAG-MTR4∆N75変
異体の複合体形成能評価。(A) FLAG-MTR4を発現するHeLa Flp-In T-REx細胞株に由来する核抽出物
のイムノブロット解析。発現させた FLAG-MTR4の種類とKD 条件をパネル上部に示した。(B)  
poly(A)+ RNA FISH実験。発現させた FLAG-MTR4の種類とKDした因子をパネルの内部と下部にそれ
ぞれ記載した。FLAG-MTR4は抗 FLAG免疫染色で可視化した。Scale bar = 50 µm。(C) (B)の定量。
poly(A)+ RNA FISHシグナルの核/細胞質 (N/C)比を細胞株ごとに Control KD細胞の平均値を用いて正規
化した相対値を示す。Kruskal-Wallis検定に続いて Steel-Dwass testによって統計解析した。**p < 0.01, 
ns : not significant,n = 100。(D) 抗 PM-Scl抗血清を用いた免疫沈降実験。免疫沈降ステップのコントロ
ールとしてヒトの非免疫血清(pi: preimmune)を使用した。細胞株はパネルの上部に示した。ppt = 
precipitate。(E) (D)の定量。各沈降物における FLAG-MTR4/RRP45の比を Inputの FLAG-
MTR4/RRP45の比で正規化し、さらに野生型 MTR4発現サンプル(FLAG-MTR4 wild-type)の値で正規
化した相対的な FLAG-MTR4 沈降量を示す。 
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第第3節節 MPP6ははココアアへへととリリククルルーートトすするるMTR4複複合合体体のの種種類類をを規規定定すするるここととでで

ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームムのの基基質質特特異異性性をを制制御御すするる 
 

3.1 ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームムのの基基質質 poly(A)+ RNA同同定定ののたためめのの新新規規解解析析手手法法のの開開発発 

 続いて、MPP6がヒト核内で標的とする基質の範囲を明らかにするために、

様々なエキソソーム補因子 KD条件下 (Control KD, RRP6 KD, DIS3 KD, 

RRP6/DIS3 KD, RRP6/MPP6 KD, MTR4 KD, MPP6 KD, 図 25 A-C)における核内
poly(A)+ RNAトランスクリプトーム取得を目的とした次世代シーケンシング(NGS: 
Next Generation Sequencing)解析を行うことにした。エキソソームや補因子の基質

についての網羅的解析は、これまでその多くが HeLa細胞を用いて行われてきたため

(46, 47, 61, 80, 81, 88, 114)、これらの解析結果を参照できるように本解析についても
HeLa細胞を用いて行った。エキソソームの阻害時に生じる poly(A)+ RNA fociには

PABPN1が結合しており、疾患の原因となる PABPN1の凝集体で観察されるような

抽出性の低い強固な構造体を連想させた(115, 116)。細胞からの RNA 抽出時に加熱を

伴う Acid Guanidinium thiocyanate-Phenol-Chloroform(AGPC)抽出法を用いると、こ

のような凝集体内の RNA、特に architectural noncoding RNAと呼ばれる非膜性構造
体の足場となる RNAの抽出効率を向上できることが報告されている(117)。しかし、
エキソソームの阻害により生じた poly(A)+ RNA 凝集体内の転写物を抽出するために

この方法で十分かどうかは不明であった。そこでまず、超音波と加熱を併用した過酷

な抽出方法（sonic法）を試し、この方法が核エキソソームの代表的な基質の抽出効率

をさらに高めるかどうか検討した(図 25 D）。既報の通り、加熱した AGPC法（hp法; 

Hot Phenol 法）はパラスペックルに関連する architectural noncoding RNAである
NEAT1_2の抽出効率を大きく向上させた[(117)図 25 D]。この方法によって、エキソ
ソームの基質である SNHG19や SNHG10についても抽出効率の向上がわずかながら

観察された(図 25 D）。加熱に加えて超音波処理を行うと、SHNG19と SNHG10の相
対量はさらに増加したことから、抽出率が極めて低いこれらのエキソソーム基質 RNA
にも超音波処理は有効であることが示唆された(図 25 D）。 

しかし、超音波処理を施すこの方法を用いることで確かに基質 RNAの抽出

効率は向上した一方、調製した RNAの品質を示す指標である RNA Integrity 
Number の低下を伴う大幅な RNA分解が観察された(図 25 E, パネル左下）。このよう

な品質の低下は hp法で調製した RNAでは見られなかった(図 25 E, パネル左上）。ま

た、超音波処理サンプルでは NEAT1_2と PGK1の qPCRによる検出量は減少した

(図 25 D）。これらの転写物については断片化の影響が抽出効率向上の影響を上回った
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と考えられる。このような RNAの断片化はシーケンスに供する cDNA ライブラリー

の調製に影響して得られる結果の定量性を損なう可能性がある。そこで、この断片化

の影響を最小限に抑えるため、3’末端の poly(A)+ tailの上流の狭い領域に限定した配

列の cDNA ライブラリーを作製することにした(材料と方法 10）。調製した cDNA ラ

イブラリーのサイズ分布は、超音波処理により断片化した total RNAでも hp法で抽

出した total RNAから調製した cDNA ライブラリーと類似していた(図 25 E, パネル

右上下）。合成された cDNA ライブラリーについてHiseq2500によるシーケンスによ

り塩基配列を取得した。所得した配列はトリミング後、hg19ヒトリファレンスゲノム

にマッピングした。 

用いた cDNA ライブラリーはゲノム上の解析対象とする領域が狭いため、遺

伝子長を用いたリードカウントの正規化は不適切である。さらに、イントロンとエク

ソンの両方を含む「遺伝子」のアノテーションを用いた単純なリードカウント(gene 

feature counting)を発現変動解析の入力に用いると、低密度のリードで覆われた長い

イントロンに由来する偽陽性基質を検出する傾向が見られた(図 26 A-C）。そこで本解
析では、このようなノイズを避け、かつ解釈を単純化にするために、「エクソン」のア

ノテーションに限定してリードカウントを取得した(exon feature counting)。マッピ

ングされたリードのカウントデータを用いて DESeq2による発現変動解析を行った

[(118), 図 27]。 FDR(False discovery rate)＜0.05かつ log2FC(log2 Fold Change)＞

0.85という基準を満たした遺伝子由来の転写物を有意に安定化した基質と定義した。

(118) 
 その結果、hp法で調製したサンプルについて RRP6/DIS3 KDにより安定化

した基質のほとんどは、sonic法で調製したサンプル内においても RRP6/DIS3 KD時
に安定化した基質として検出された(図 27 A-C）。また、RRP6/DIS3 KDにより安定化

した基質の数は sonic法で調製したサンプルでは hp法サンプルに比べて大幅に増加し

た(図 27 A-C）。さらに、hp法と sonic法の両方で安定化した基質についても、その安

定化の度合いは hp 法に比べて sonic 法で全体的に高い傾向が観察された(図 27 A-C）。
これらの結果から、sonic処理は核内エキソソーム機能の低下により安定化した基質の

抽出効率を大幅に改善すると考えられた。 
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図図 2255..    ヒヒトト核核内内エエキキソソソソーームム ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質同同定定ののたためめのの NNGGSSササンンププルル調調製製 
(A) NGS サンプルの調製のワークフロー。(B),(C) 本解析で用いたNGS サンプルの lotチェック。サンプ
ルは replicate = 2で調製した。 (D), (E) RNA抽出ステップにおける超音波処理の効果。(B) HeLa抽出物
のイムノブロット解析。KDした因子をパネルの上部に記載した。(C) poly(A)+ RNA FISH実験。KDし
た因子をパネルの上部に記載した。Scale bar = 10 µm。(D) RRP6/DIS3 KD HeLa細胞の核から抽出し
た PGK1, SNHG19, SNHG10, NEAT1_2の RT-qPCRによる定量。RNA抽出は、normal法、 hp 法、 
sonic 法のいずれかを行い、sonic 法については、1 秒間の sonication と 1 秒間の静止を 20 回繰り返す
harsh法と、同じサイクルを 10 回繰り返す mild法についても比較した。抽出と RT-qPCRはそれぞれ 2
つの technical replicateについて実施した。値は、GAPDH と normal法サンプルの値で正規化した各転
写物の相対量を示す。棒グラフおよびエラーバーは、平均値±SEMを示す。(E) HeLa細胞から抽出した
total RNAのサイズ分布(左側パネル)と、その結果得られた 3' mRNA-seq cDNA ライブラリーのサイズ分
布(右側パネル)を電気泳動により観察した。上段は hp法のサンプル、下段は sonic法のサンプルのデータ。
縦軸は蛍光量、横軸は分子サイズを示す。RIN: RNA Integrity Number。 
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図図 2266..    遺遺伝伝子子単単位位のの解解析析でではは低低密密度度ののリリーードドでで覆覆わわれれたた長長いいイインントトロロンン由由来来のの偽偽陽陽性性基基質質がが検検
出出さされれややすすいい 
(A) exon feature を用いて取得したリードカウントから同定したエキソソーム基質 (362 遺伝子)と gene 
feature counting を用いて取得したリードカウントから同定したエキソソーム基質(373 遺伝子)の総リー
ド数を遺伝子ごとに比較した。リードカウントは RRP6/DIS3 KD サンプル由来のものを用い、各
replicate、rep1、rep2内で比較した。(B) exonあるいは gene featureそれぞれを用いたリードカウント
データから同定されたエキソソーム基質の遺伝子の最大リードカバレッジスコアのバイオリンプロット。
(A)で見られるように、同定したエキソソーム基質における遺伝子ごとの総リード数では gene feature 
countingが exon feature countingを圧倒しているにも拘らず、遺伝子ごとの最大リードカバレッジスコ
アは gene feature counting は exon feature counting に比べて小さい傾向にあった。gene feature 
counting で同定したエキソソーム基質遺伝子のイントロンにおける最大リードカバレッジスコアは特に
低い傾向にあった。すなわち gene feature counting では低密度のリードに覆われた長いイントロンを持
つ遺伝子を発現上昇遺伝子として検出しやすい傾向があった。遺伝子内で比較的長い領域であるイントロ
ンにおけるリードの密度の低さが遺伝子全体としての低いリードカバレッジの要因である可能性がある。
(C) gene feature countingによって同定された複数の偽陽性遺伝子のゲノムブラウザビュー。ゲノム上の
位置はトラックの上部に、遺伝子名と構造は下部に記載した。リードカウントはトラックの左側に表示し
た。2 つの replicate のオーバーレイを示す。Control KD サンプルは赤で、RRP6/DIS3 KD サンプルは
青で表示した。 
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図図 2277..    hhpp法法とと ssoonniicc法法のの比比較較 
(A) NGS サンプルの主成分分析(PCA)。サンプル間のコントロールとして ERCC spike-in controlsでリー
ドカウントを正規化し、regularized log count(rlogカウント)を取得した。これら rlogカウントを用いて
PCAを行った。サンプル作製条件の色分けを右に示す。抽出方法は○印と△印で区別した。(B) hp法と
sonic法で調整した RRP6/DIS3 KD サンプルそれぞれから同定した安定化基質を比較したベン図。数値は
各カテゴリーの基質の数を示す。(C) sonic RRP6/DIS3 KD サンプルで安定化した基質について、hp 
RRP6/DIS3 KD サンプルにおける log2 Fold Change (log2 FC)を sonic RRP6/DIS3 KD サンプルにおけ
る log2 FCと比較プロットした。図中の線は、y ＝ xを示す。 
 

sonic法サンプルにおいて RRP6/DIS3 KDによって安定化する基質として検

出されたもの、すなわち本解析で解析対象とするゲノム領域内における核内エキソソ

ームの poly(A)+ RNA基質全体を、RRP6または DIS3に対する感受性に応じて 4つの

クラスに分類した(図 28 A)。クラス 1：RRP6の単独 KDで安定化し、DIS3の KDで
は安定化しないエキソソーム基質、クラス 2：DIS3の単独 KDで安定化し、RRP6の
KDでは安定化しないエキソソーム基質、クラス 3：RRP6あるいは DIS3いずれかの

単独 KDで安定化するエキソソーム基質、クラス 4：RRP6と DIS3の両方を KDし
た場合にのみ安定化するエキソソーム基質。これらのうちクラス 4は、RRP6と DIS3
が冗長的に分解に機能するバルクの poly(A)+ RNA基質群に相当する。適用した基準

下では、クラス 1とクラス 2に分類された基質はごくわずかであった。クラス 1は
RRP6によって特異的に分解されるエキソソーム基質から構成されると考えられ、以

前の報告と合致して、このクラスには 45S rRNA 前駆体が含まれていた[(34–36)クラ

ス 2は DIS3によって特異的に分解されるエキソソーム基質群と考えられる。このク

ラスの標的が DIS3 の非存在下で RRP6 活性の影響を受けない理由は今の所不明だが、

今回の解析でこのクラスに分類された標的については以前の解析でも DIS3の核内基

質として同定されている[(36), 図 28 B]。クラス 3については、RRP6と DIS3が同一
の基質について異なる分解ステップを担っているようなメカニズムが予想されるが、

本解析の基準でこのクラスに分類されたものはなかった。最も大きなクラスであるク

ラス４内の標的はこれまでの解析で報告されているエキソソーム基質分子を豊富に含
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んでいた[(47, 65, 67, 68, 72, 76, 77, 82, 119, 120), SNHGs, proDNAJB4, 

vU1snRNAs, RNU5Es, pseudo U2snRNAs, U4ATAC, PCF11 IPA transcripts, 
DNAJC30, c12orf57, MIR17HG, SNORD83A,LINC01311, RNF139-ASなど]。また、

本解析でエキソソーム基質として同定された標的について既報の CLIP-seq (Cross-
linking immunoprecipitation sequencing )データを再解析した結果、DIS3との物理
的な結合も確認された[(36, 37), 図 28 D]。 

これらのデータから、今回開発した解析手法は新たな核内エキソソームの基

質 RNAを探索する上で有効なだけでなく、従来の解析法で同定された基質も検出可

能とする妥当な解析手法であると考えられた。このため、以降の解析は基本的に sonic

法で調製したサンプルについて実施した。 

 

 

 
図図 2288..    核核内内エエキキソソソソーームム ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質同同定定ににおおけけるる ssoonniicc法法のの有有効効性性 
(A) RRP6と DIS3 への感受性に基づくエキソソーム基質分類。挿入図に各クラスの説明を記載した(本
文参照)。(B) 公開データ(GSE120574)の再解析。オーキシンデグロン法による DIS3の急速な枯渇に伴う
class2内エキソソーム基質の LINC00173とMIRLET7HGの安定化。GAPDHはコントロールとして
使用した。遺伝子領域のゲノムブラウザービューは図 26 (C)と同様に示した。DIS3_NoIAA はコントロ
ールサンプル、DIS3_IAAは DIS3を枯渇させたサンプルをそれぞれ表す。(C) 図 27 (C)の黒字で示した
遺伝子および対照の PGK1についてのゲノムブラウザービュー。図 26 (C)と同様に示した。hp法のサン
プルは赤、sonic 法のサンプルは青で記載した。(D) DIS3(GSE64332) および RRP6(GSE120574)の公開
CLIP データを再解析し、sonic RRP6/DIS3 KDで発現上昇の見られた遺伝子と見られなかった遺伝子、
すなわち「エキソソーム基質」と「非基質」の間で CLIP スコアを基質ごとに比較した。DIS3 の CLIP
データについては、replicate(rep1 および rep2)ごとにスコアを比較した。CAT および WT は、それぞれ
ヌクレアーゼ不活性な RRP6および野生型 RRP6を示す。CATとWTについては、replicateをマージし
たデータを示した。統計解析は連続性の補正を用いたWilcoxon順位和検定で行った。 
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3.2 MPP6のの標標的的ととななるるエエキキソソソソーームム poly(A)+ RNA基基質質のの内内容容解解析析 

 RRP6 KD、MPP6 KDおよび RRP6/MPP6 KD サンプルで得られたデータ

を解析した結果、RRP6/MPP6 KDによって安定化した 53個の poly(A)+ RNA基質の

うち 48個について、RRP6とMPP6の単独 KDでは安定化せず、同時 KD条件での
み安定化が観察された(図 29 A）。ここまでのデータから、MPP6 KD条件では DIS3
は poly(A)+ RNA基質にアクセスできないと考えられるため、これらの基質は RRP6

と DIS3の活性によって冗長的に分解される基質群と考えられた。実際にこれらの基

質の多く(53個の基質のうち 45個)は、先述のクラス 4：RRP6と DIS3の両方を KD
した場合にのみ安定化するエキソソーム基質群に属していた(図 29 B）。一方、核内エ

キソソームの基質全体(RRP6/DIS3 KD 安定化基質)に占める RRP6/MPP6 KDで安定

化する基質の割合は非常に限定されたものだった(図 29 B）。エキソソーム基質におけ
る全体的な安定化は RRP6/DIS3 KD 時よりも RRP6/MPP6 KD時の方が小さい傾向

にあったが、個別のエキソソーム基質ごとに評価すると、RRP6/DIS3 KD 時と同程度

に RRP6/MPP6 KDで安定化するものもあれば、RRP6/DIS3 KD 時にのみ安定化して

RRP6/ MPP6 KD では安定化の見られない基質もあった(図 29 C）。例えば、snRNA

に分類されるエキソソーム基質については RRP6/DIS3 KD 時と RRP6/MPP6 KD時
の両方で安定化が見られるのに対し、snoRNAに分類されるエキソソーム基質につい

ては RRP6/MPP6 KD時には安定化するものは少なかった。つまり RRP6/ MPP6 KD

で安定化する基質の範囲の狭さは必ずしも全体的な安定化の程度の小ささによるもの

ではなく、RRP6とMPP6が標的とする分子の特異性を反映したものと考えられた。 
この様に比較的限られた基質の範囲が窺えるにも拘らず、RRP6/MPP6 KD

時には顕著な poly(A)+ RNA核内蓄積が見られることから、これらの RRP6/ MPP6 
KD 感受性の基質は安定化すると凝集体を形成しやすい傾向を持つと予想された。こ

の仮説を支持するように、sonic法による抽出効率の向上は RRP6/ MPP6 KD 感受性

のエキソソーム基質分子の方が RRP6/ MPP6 KD非感受性のエキソソーム基質に比べ

て大きい傾向にあった(図 30 A）。また特異的プローブを用いた FISH法によって、同
定した RRP6/ MPP6 KD 感受性のエキソソーム基質のうち RNVU1-20と RNVU1-14
について細胞内局在を観察したところ、エキソソーム阻害条件で誘導される poly(A)+ 
RNA 凝集体内に含まれる様子が観察された(図 30 B）。 

これらの結果から、RRP6/ MPP6 KD 感受性の基質群は、エキソソームの

poly(A)+ RNA基質のうち、凝集体を形成しやすい特定のサブセットを構成していると

考えられる。 
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図図 2299..    RRRRPP66ととMMPPPP66がが重重複複ししてて分分解解すするる ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質 
(A)RRP6とMPP6 への感受性に基づく poly(A)+ RNA基質の分類。 (B) RRP6/DIS3 KDと RRP6/MPP6 
KD サンプル間で安定化 poly(A)+ RNA基質を比較したベン図。(C) RRP6/DIS3 KD サンプルで安定化し
たエキソソーム poly(A)+ RNA基質について、RRP6/DIS3 KDと RRP6/MPP6 KDによる基質ごとの発
現変動 (log2 FC)を gene-biotype ごとに分類してプロットした。図中の線は y＝ xを示す。 
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図図 3300..    RRRRPP66//  MMPPPP66  KKDD感感受受性性のの ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質はは安安定定化化すするるとと凝凝集集体体をを形形成成ししややすすいい 
(A) エキソソーム基質(RRP6/DIS3 KDで安定化する基質)を RRP6/MPP KDで安定化するものと安定化
しないものに分類し、両者の間で超音波処理が抽出効率に与える影響を比較した。基質ごとの sonic法サ
ンプルの log2 FC (hp法サンプル比)をプロットした。 (B) DIG標識 RNAプローブを用いて RNVU1-14, 
RNVU1-20, RPL27Aを poly(A)+ RNAと同時に可視化した。KDした因子はパネル内に記載。一部拡大
したものを挿入図に示す。Scale bar = 10 µm。RNVU1-20 由来のシグナルはコントロールKD細胞では
極めて低く、RRP6/DIS3 KDおよび RRP6/ MPP6 KD 条件で poly(A)+ RNA fociと共局在して増強した。
一方 RNVU1-14 由来のシグナルはコントロールKD細胞でもスペックル様の局在を弱く示したが、これ
は RNVU1-14の配列がU1snRNAの配列に高い相同性を持つために RNVU1-14に対するプローブが核
内に豊富に存在するU1snRNA を検出したためと考えられる。RNVU1-14についても RRP6/DIS3 KDお
よび RRP6/ MPP6 KD 条件でシグナルは強くなり、スペックル様の局在とは別に、poly(A)+ RNA fociと
共局在する様子が観察された。一方、核内エキソソームの基質 poly(A)+ RNAのうち、RRP6/MPP6 KD
時には安定化のみられなかった RPL27Aについては RRP6/DIS3 KDおよび RRP6/ MPP6 KD 条件でシ
グナルの増大は観察されたものの、その主な局在は細胞質であり、poly(A)+ RNA fociとは共局在しなか
った。 

 

3.3 MPP6 感感受受性性ののエエキキソソソソーームム ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質のの特特徴徴 

続いて RRP6/ MPP6 KD 感受性のエキソソーム poly(A)+ RNA基質にみられ

る特徴の抽出を試みた。gene-biotypeの内訳をみると、RRP6/ MPP6 KDで安定化す

る poly(A)+ RNAにはエキソソームの基質 poly(A)+ RNA 全体に比べて long 
noncoding RNAが多かった(図 31 A）。最も濃縮が見られたのは snRNAであり、同定

した 14個の snRNA基質のうち 13個は正規の snRNAではなく、variant snRNAあ
るいは pseudo geneに分類されていた。また、RRP6/ MPP6 KD 感受性で protein-
codingに分類される基質の内容を精査すると、その多くはヒストンタンパク質をコー

ドするものだった(同定した 14個の protein-coding基質のうち 12個 )。正規の

snRNAおよびヒストンmRNAが適切なプロセシング過程を経る場合は、その 3’末端

は poly(A)+ 鎖を付加されることはない。しかし variant snRNAの場合やヒストン
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mRNAのプロセシングが適切に行われない場合には、これらの転写物の 3’末端は

poly(A)+ 鎖付加を受け、正規の転写産物とは異なる運命を辿ることが報告されている

(61, 76, 77, 120–122)。variant snRNAとヒストンmRNAは RRP6/MPP6 KDで安定

化した基質の半数以上を占めていた。 
さらに、RRP6/MPP6 KDで安定化するエキソソーム基質をMTR4に対する

感受性に基づいて分類した(図 31 B）。その結果ほとんどがMTR4 KD 感受性を示した

ことから、MPP6が支持する形で RRP6と DIS3によって冗長的に行われる基質分解

は、MTR4活性に強く依存すると考えられた。一方、基質全体および RRP6/MPP6 
KD 感受性が低い基質 (図 31 B RRP6/MPP6 KD NOT stabilized) では MTR4 感受性

が比較的低かった。しかし、NGS解析に供した HeLa細胞のMTR4 KD 条件では基
質の核内繫留システムは弱まっていると考えられるため(図 9, 図 10）、核内の poly(A)+ 
RNAを対象とする本解析ではこれらのエキソソーム基質の分解における MTR4 の寄

与度が過小評価されている可能性は排除できない。 
このように、RRP6/MPP6 KDで安定化するエキソソーム基質の範囲は核内

エキソソーム基質全体に対して非常に限られていたことから、MPP6に依存しないエ

キソソーム活性の存在が予想された。そこで細胞内のどの補因子複合体が関与するエ

キソソームによる分解プロセスをMPP6が促進しているか調査することにした。具体

的には、PAXT複合体と NEXT複合体それぞれに特異的な感受性を示す PROMPT分

子の分解におけるMPP6の機能を評価した(図 31 C）。PROMPT分子および、その
PAXT複合体と NEXT複合体への感受性に関するアノテーションは既に報告されてい

るものを利用した(80)。その結果、本解析でエキソソーム基質として有意に安定化し

た PROMPTの数は非常に限られていたため(図 31 C, LiftOvered PROMPT 全 5582
個中 88個）、統計的に有意な差としては検出されなかったものの、NEXT複合体に感

受性をもつ PROMPT(NEXT-PROMPT)よりも PAXT複合体に特異的な感受性を示す

PROMPT(PAXT-PROMPT)の方が、RRP6/MPP6 KD時には大きく安定化する傾向に

あった。一方、エキソソーム活性が完全に阻害されていると考えられる RRP6/DIS3 
KD時には、NEXT-PROMPTと PAXT-PROMPT間で安定化の程度に差は見られなか

った。この結果より、PAXT複合体感受性の基質は NEXT複合体感受性の基質に比べ

て、MPP6の支持するエキソソーム活性の標的になりやすいと考えられる(80)(114) 。 
これらの結果から、MPP6を動員したエキソソーム複合体は、広汎な基質分解を支持

するというよりは、特定のエキソソーム基質サブセットの分解を担う特異的な装置と

して機能することが示唆された(図 32）。 
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図図 3311..    MMPPPP66にに感感受受性性ををももつつエエキキソソソソーームム ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質のの特特徴徴 
(A) RRP6/DIS3 KDで安定化した poly(A)+ RNA基質(核内エキソソームの poly(A)+ RNA基質全体に相当
する)を RRP6/MPP6 KD 感受性に基づいてサブクラスに分類し、基質の gene-biotypeの内訳を示した。
Othersは、sense intron RNA、sense overlapping RNA、misc RNA、rRNAをコードする遺伝子に分類
されたものの総和。数値は各カテゴリーの基質の数を示す。(B) (A) と同じサブクラス間のMTR4に対す
る感受性比較。数値は各カテゴリーの基質の数を示す。(C）PAXT-PROMPTおよびNEXT-PROMPTの
安定化に対する RRP6/MPP6 KDの影響。パネル上部に記載した条件で各 PROMPTに見られた発現変動
log2 FCをバイオリンプロットで示す。RRP6/DIS3 KD サンプルにおいて発現が安定化した PROMPTの
みについて解析した。(D）RRP6/DIS3 KD 安定化基質内の RRP6/MPP6 KD非感受性サブクラスをさら
にMTR4 KD 感受性に基づいて分類し、各クラスにおける基質の gene-biotypeの内訳を示した。Others
は、sense intron RNA、sense overlapping RNA、misc RNA、rRNAをコードする遺伝子に分類された
ものの総和。数値は各カテゴリーの基質の数を示す。  
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図図 3322..  ヒヒトト核核内内ででののMMTTRR44依依存存的的ななエエキキソソソソーームム ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににおおけけるるMMPPPP66機機能能
ののモモデデルル 
 (Control KD）Control KD細胞核内では、MPP6結合型のエキソソーム複合体(PAXT複合体随伴エキソ
ソームを含む)が、ARS2を介した短い転写単位（TU）の転写終結によって生じた variant snRNA やヒス
トン(RDH)コード mRNAなどの poly(A)+ 鎖の付与された形態の基質を分解する(考察の項も参照）。
MPP6に依存しないエキソソーム複合体も存在し、他の基質分解に機能している。代表的な例として、イ
ントロンにコードされた snoRNA や NEXT-PROMPTの分解に機能するNEXT複合体随伴エキソソーム
について描写した。(RRP6/DIS3 KD） RRP6/DIS3 KDはエキソソーム基質全体を安定化させる。
poly(A)+ RNA基質は、通常の状態では MPP6が組み込まれたエキソソーム複合体によって分解されるが、
RRP6/DIS3 KD時には安定化されて PAXT複合体依存的に核スペックルとは別の未知の核内ドメインに
繋留され、MTR4の集積した poly(A)+ RNA fociが形成される。NEXT複合体の標的の一部は安定化する
と、配列内に潜在するポリアデニル化シグナル(PAS)が post-transcriptionalに利用され、poly(A)+ 鎖付加
されると考えられる。(RRP6/MP6 KD） RRP6/MPP6 KD 条件下では、RRP6/DIS3 KD細胞の核内で観
察されるような poly(A)+ RNA fociが出現する一方、NEXT複合体に依存した基質分解は維持されている。  
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考考察察  

  

補因子MPP6がエキソソームコアと重要な核内補因子であるMTR4との物

理的相互作用を支持する能力を持つことは、これまでの in vitro再構成実験で明快に

示されている一方(94–97)、実際の細胞内でのエキソソーム複合体形成や基質分解にお

けるMPP6の重要性は不明であった。本解析では、ヒト細胞核内においてMTR4と

コアとの相互作用をMPP6が維持する分子機構について、in vitroの解析結果とよく
一致する形で再現するとともに、細胞内においては RRP6とMPP6それそれがコアへ
リクルートしたMTR4には機能的な差異のあることを明らかにした。また、MPP6は

エキソソーム基質のうち特定の基質サブセットの分解を担っており、このサブセット

への特異性はMPP6が特定のMTR4を含む補因子複合体とコアとの結合を支持する

ことで生じている可能性が示唆された。 

 
ヒヒトト核核内内 ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににおおけけるる RRRRPP66とと DDIISS33のの機機能能的的冗冗長長性性  

本解析結果は RRP6と DIS3の 2つのヌクレアーゼそれぞれが核質内のエキ

ソソーム基質の分解に冗長的に機能し得ることを示している。以前の報告では、核質

内のエキソソーム基質分子については主に DIS3によって分解されることが示唆され
ていた(36, 37)。本解析で同定したエキソソーム基質についても RRP6ではなく DIS3

と有意に結合することが CLIP データの再解析から示された。さらにオーキシンデグ

ロン法を用いた DIS3の急速な枯渇によって同定したエキソソーム基質の安定化が引

き起こされることも公開データの再解析から確認された。したがってこれらのエキソ

ソーム基質は通常 DIS3によって分解されており、RRP6は DIS3 KD時にのみ分解に
機能するようである。このような RRP6による DIS3機能の補填は、以前にいくつか

の PROMPT分子についてのみ観察されており、そのメカニズムは DIS3の不在時に

RRP6が主な局在箇所である核小体から核質へと局在を変化させる機構によって説明

されている(36)。本解析では RRP6の細胞内分布にそのような顕著な変化は検出され

なかったが、DIS3 KD時には RRP6を含む他のエキソソーム因子の発現量に幾分増加

が観察された(図 5 A, 図 13 A)。この発現上昇により、RRP6の組み込まれたエキソソ
ーム複合体が核質において増加した可能性がある。DIS3 KD条件では poly(A)+ RNA
強度の核/細胞質比がしばしば有意に低下することからも(図 5 B,C, 図 12 A,B)、RRP6

動員型のエキソソーム複合体は核質において効率的に poly(A)+ RNA基質を分解する
能力を持つと考えられる。 
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補補足足図図 11..    ヒヒトトとと酵酵母母のの細細胞胞内内各各ココンンパパーートトメメンントトににおおけけるるエエキキソソソソーームム複複合合体体のの構構成成  
出芽酵母では核と細胞質の双方でヌクレアーゼ Rrp44p がコアの下部に結合しているのに対し、ヒトにお
いては Rrp44pのホモログである DIS3L1と DIS3が細胞質と核のそれぞれでコアに結合して機能してい
る。ヒトにおける Rrp44pのもう一つのホモログである DIS3L2は細胞質に局在しているが、コアとは結
合しない。コア上部に結合する酵母の Rrp6p およびヒトの RRP6 は核質にも存在するが、その局在は特
に核小体に濃縮して観察される。ヒトやハエにおいては、細胞質における少量の RRP6の存在よびその機
能を示唆する報告がある(19, 123–126)。細胞質エキソソームの特異的な補因子である SKI 複合体は
RRP6 と競合する形でコアに結合している(127)。酵母では核内の広汎なエキソソーム機能に TRAMP 複
合体が補因子として機能する一方、ヒトにおいては基質である RNA の多様性に対応するため、エキソソ
ームは核小体内では TRAMP複合体、核質では PAXT複合体と NEXT複合体の複数の補因子を動員して
いる。 
 
ヒヒトト核核内内 ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質分分解解ににおおけけるるMMPPPP66--MMTTRR44間間相相互互作作用用のの重重要要性性  

MPP6は異なる領域でMTR4とコアに同時に結合し、この能力は DIS3と
RRP6による基質分解を促進的する上で不可欠である。RRP6が実行する poly(A)+ 
RNA基質分解については、MPP6とMTR4の結合は至適な分解活性に必要ではある

が、RRP6のみに結合したMTR4によっても部分的な活性は維持される(補足図 2 iv。
一方、DIS3が実行する poly(A)+ RNA基質分解についてはMPP6結合型のMTR4が
必須であり、RRP6でリクルートされたMTR4ではこのプロセスを支持できないと考

えられる(補足図 2 iv, v, x)。本解析内で、RRP6 KD条件ではMPP6 KDに比べて

MTR4とコアの結合量はより大きく減少し(図 18 A-F)、かつMPP6量にも微弱ではあ
るが減少が見られるのにも拘らず(図 13 A,  図 15 C)、poly(A)+ RNA基質の蓄積は
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MPP6 KD条件の方が RRP6 KD時より顕著であった(図 13 B, C)。つまり、DIS3に
よる poly(A)+ RNAの分解はMPP6が相当量減少しない限り維持されると考えられ、

MPP6によって支持されるMTR4-コア間結合の重要性が窺える。このように少なくと

も一部の基質の分解において、MPP6によりリクルートされたMTR4は RRP6がリク
ルートするMTR4では代替できない機能を有することを本解析結果は示している (補
足図 2 x)。しかし以前の in vitro解析で観察されたように、RRP6でコアへとリクル

ートされるMTR4が、本解析では対象としていない poly(A)+ 鎖を持たない基質につい

て DIS3による分解プロセスを支持する可能性も否定できない(94–97)。 

 
MMPPPP66 感感受受性性基基質質ササブブセセッットトがが顕顕著著なな ppoollyy((AA))++  RRNNAA 蓄蓄積積表表現現型型をを呈呈すするる原原因因  

NGS解析から、MPP6はエキソソーム基質のうち限られたサブセットの分解に関与し

ていることが示された。このように基質の範囲は狭いにも拘らず、これらの基質は安

定化すると非常に強固な poly(A)+ RNAの蓄積として顕れる。本解析内で観察された各

基質の安定化時の発現量は、RRP6/MPP6 KD 感受性の基質の方が非感受性の基質に

比べて高い傾向にあった(補足図 3 A)。しかしながら、RRP6/MPP6 KD非感受性基質

サブセットはその遺伝子数において感受性基質を圧倒しており、RRP6/MPP6 KD 感

受性基質の高発現だけで顕著な poly(A)+ RNAシグナルを説明することは困難である。

現在のところ顕著な poly(A)+ RNA 蓄積表現型の原因を結論づけることはできないが、

poly(A)+ 鎖の伸長や凝集体形成による多数の基質の空間的濃縮など、発現量以外にも

エキソソーム阻害条件で基質の獲得しうる特性が顕著な表現型に帰結している可能性

も十分考えられる(66, 79, 128, 129)。poly(A)+ 鎖の伸長や強固な凝集体形成は PAXT

複合体に感受性を示す基質が安定化した際にみられる特徴であり、本解析で同定した

MPP6が標的とする基質についても PAXT複合体感受性の高い傾向が見られるため、

こういった特性を備える可能性は高いと考えられる。実際にMPP6 感受性の基質につ

いて難抽出性が観察され(図 30 A)、いくつかの基質については poly(A)+ RNA fociの形

成も確認された(図 30 B)。一方この可能性に加えて、本解析の解析範囲である「エク

ソン」の外側にマッピングされた poly(A)+ 鎖を持つ多くの 3’末端が、RRP6/MPP6 

KD時の顕著な poly(A)+ RNA 蓄積表現型に貢献している可能性もある(リードの約半

数は「エクソン」外にマッピングされていた、補足図 3 B)。これら未解析の 3’末端に

ついてもエキソソーム補因子に対する感受性を調査し、さらに今回の NGS ライブラ

リーにはなかったグローバルな poly(A)+ 鎖の状態に関する情報を含んだ解析も加えれ

ば、MPP6 感受性基質の示す顕著な poly(A)+ RNA 蓄積表現型の原因を明らかにでき

るかもしれない。 
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補補足足図図 22..    本本解解析析結結果果にに基基づづいいてて推推測測さされれるる様様々々なな環環境境下下ででののエエキキソソソソーームムにによよるる核核内内 ppoollyy((AA))++  
RRNNAA基基質質分分解解 
通常の環境では主に DIS3 によって poly(A)+ RNA 基質は分解されている(i)。RRP6 が枯渇した状態でも
DIS3により効率的に基質が分解される(ii)。DIS3の KD時には RRP6が DIS3の機能を補う(iii)。MPP6
がない場合、基質は DIS3 に到達しないため(iv, v, x)、MPP6 KD は DIS3endo-exo-の発現由来の poly(A)+ 
RNA基質蓄積の表現型を抑制する（v, ix）。RRP6の最適な基質分解活性のためには、RRP6とMPP6の
双方にMTR4が結合していることが必要である(iv, v, vi) 

 

MMPPPP66にによよるる核核内内エエキキソソソソーームムのの基基質質特特異異性性制制御御  

NGS解析の結果では、RRP6/MPP6 KDにより安定化する基質の内容とし

て、variant snRNAや Replicate Dependent Histone（RDH）をコードする RNAな
ど、比較的短い転写単位（Transcription Unit: TU）からの転写物が多く検出された。

転写物の短さがMPP6 感受性の決定要因であるかどうかについては今の所不明だが、

RRP6 decay not major
DIS3 decay efficient
RRP6 decay

MTR4

MPP6

DIS3

core

RRP6/C1D

A
AA

AA
A

AAAAA
A

AAAA AAAAAA

AAAAAA AAAA

A
A A

A
A
A

A
A
A

(i) normal condition

(ii) RRP6 KD

(iii) DIS3 KD

(iv) MPP6 KD (viii) RRP6/MPP6 KD

(vi) DIS3 KD ∆N75 MTR4 (x) MPP6 KD RRP6∆exo

AA
AAAA

A
AA
AA

A
AA

AA
A

AAAAA
A

A

A

A AA

A
A
A

A

A

(v) MPP6 KD DIS3endo-exo- (ix) DIS3endo-exo-

(vii) RRP6/DIS3 KD

No accumulation Mild accumulation Severe accumulation

A
A AAAA

A
AA
AAAA

RRP6 decay not major
DIS3 decay efficient
RRP6 decay

RRP6 decay knocked down
DIS3 decay efficient
RRP6 decay

RRP6 decay efficient
DIS3 decay knocked down
RRP6 decay

RRP6 decay suboptimal
DIS3 decay blocked
RRP6 decay

RRP6 decay suboptimal
DIS3 decay blocked
RRP6 decay

RRP6 decay suboptimal
DIS3 decay knocked down
RRP6 decay

RRP6 decay knocked down
DIS3 decay knocked down
RRP6 decay

RRP6 decay knocked down
DIS3 decay blocked
RRP6 decay

RRP6 decay not major
DIS3 decay substrate stuck
RRP6 decay

RRP6 decay nuclease null
DIS3 decay blocked
RRP6 decay



 61 

安定化時に poly(A)+ fociを形成しやすい基質サブセットに短い TU 由来の転写物が濃

縮されていることを裏付けるデータはいくつか存在する。ARS2は短い TU 由来の転

写終結に機能している因子で、ARS2がないと本来の転写終結点より下流まで転写伸

長することが報告されている(85, 120)。ARS2を KDすると、エキソソームの阻害に
由来する poly(A)+ RNAの核内蓄積は大きく解消した(補足図 4 A,B)。この結果は、
ARS2の機能で生じた poly(A)+末端をもつ転写物がエキソソーム KD 由来の poly(A)+ 

RNA fociを構成する可能性を示唆している。また、長さの短い Pol II 転写産物の核外

輸送にはトランスポーター複合体である PHAX/CRM1が機能すると報告されている

(130, 131)。CRM1を特異的な阻害剤であるレプトマイシン B (LMB)で処理すると

(132)、HeLaおよび A549細胞におけるMTR4 KD条件での poly(A)+ RNAの核内蓄

積に著しい増強が観察された(補足図 4 C,D)。この結果から、HeLaや A549細胞で
MTR4 KD時に安定化して核外に輸送される基質は、CRM1が輸送担体として機能す

るような長さの短い転写物を多く含む可能性がある。これらの可能性を踏まえると、

転写物の長さが短いこと、あるいは短い転写物の生成に関連する機構が、MPP6に対
する感受性を高める要因になっているかもしれない。 

本解析結果は、MPP6が PAXT複合体に依存した基質分解に働くことを示唆

するものである。しかし、バルク poly(A)+ RNAの核内蓄積および vU1snRNAや
proDNAJB4 の安定化が RRP6/MPP6 KDで顕著に観察されるのに対し、PAXT複合

体構成因子である ZFC3H1または PABPN1を U2OS細胞において単独で KDした際
のこれら poly(A)+ RNA基質の蓄積は微弱であった。これに対し、ZFC3H1または
PABPN1と RRP45の同時 KD時には顕著な poly(A)+ RNA核内蓄積と vU1snRNAや
proDNAJB4の安定化が観察されることから、ZFC3H1または PABPN1の KD条件
でも基質への poly(A)+ 鎖の付加は行われており、ZFC3H1または PABPN1の単独
KD時に poly(A)+ RNA基質の蓄積が微弱であるのは基質分子自体が少ないことに由来

すると考えられる。すなわち必ずしも PAXT複合体がこれらMPP6 感受性の基質分解

を独占的に担っているわけでもなさそうである。これらの基質分解において PAXT複
合体とは異なる未同定のMPP6依存性補因子が特異的に働いているのか、あるいは

PAXT複合体を含む複数のMPP6依存性の補酵素が重複して機能しているのかは現在

のところ不明である。 
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補補足足図図 33..    RRRRPP66//MMPPPP66  KKDD 感感受受性性基基質質のの安安定定時時のの発発現現のの高高ささとと本本解解析析ででエエククソソンン外外ににママッッププ
さされれたたリリーードド 
(A)RRP6/DIS3 KDによって安定化した基質を RRP6/MPP6 KD 感受性によりサブクラスに分類し、クラ
ス間の遺伝子ごとのリードカウントを比較した。カウントは RRP6/DIS3 KD サンプルの replicate ごと
（rep1 および rep2）に比較した。統計解析は連続性の補正を用いた Wilcoxon 順位和検定で行った。(B) 
HT-seq countの exon feature countingから出力されたリードカウントの棒グラフ。exon featureにマッ
ピングされたリード数 (mapped)と、exon feature 外にマッピングされたリード数 (no_featurer, 
ambiguous, alignment_not_unique)をカテゴリーごとに合計した。replicate ごとのリードカウントを示
す。  

本解析において、本来 3’末端に poly(A)+ 鎖を持たないはずの NEXT-

PROMPT の一部について poly(A)+ 鎖が付与された状態で安定化したものを検出した。

解析に用いた NEXT-PROMPTの分類は、NEXT複合体因子である ZCCHC8の単独
KDへの感受性と PAXT複合体構成因子である ZFC3H1の単独 KDへの非感受性に基

づいており、NEXT複合体と PAXT複合体間の機能的冗長性は考慮されていない。こ

のため Wuらが報告しているように、これらの NEXT-PROMPT分子が NEXT複合体
による認識を免れた後に poly(A)+ 鎖を獲得し、PAXT複合体によるバックアップ機構

で認識されてエキソソームで分解されている可能性は十分考えられる(80)。NEXT複
合体と PAXT複合体のいずれの機能も阻害されている RRP6/DIS3 KD時やMTR4 

KD時には、この機構によって分解されている PROMPT分子が poly(A)+ 鎖付加され 
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補補足足図図 44..    エエキキソソソソーームムのの ppoollyy((AA))++  RRNNAA基基質質ににおおけけるる短短いい TTUU転転写写物物濃濃縮縮のの可可能能性性 
(A),(B) ARS2 KDはエキソソーム阻害に由来する核内 poly(A)+ RNA蓄積表現型を緩和する。(C), (D) レ
プトマイシン B (LMB)処理により、HeLaおよび A549細胞におけるMTR4 KD時の poly(A)+ RNA分布
の核/細胞質(N/C)比は著しく増加する。(A) パネル上部に示した因子の特異的な KD をイムノブロット解
析により確認した。(B) U2OS細胞における poly(A)+ RNA FISH実験。KDした因子をパネル内部および
下部に示した。Scale bar = 50 µm。(C) poly(A)+ RNA FISH実験。LMB 処理の条件をパネル左側に、
KDした因子をパネル内に示す。Scale bar = 50 µm。(D) (C)の定量化。LMB 処理なしの Control KD サ
ンプルによって各細胞株内で正規化された poly(A)+ RNA FISHシグナルの相対的な N/C比を示す。統計
解析はKruskal-Wallis検定と Steel-Dwass検定で行った。**p < 0.01,n = 100。 
 
た状態で安定化して検出されたものと思われる。このような例は PROMPTだけでは
なく、NEXT複合体随伴エキソソームの標的であり本来 poly(A)+ 鎖を持たない

snoRNAについて、エキソソーム活性が比較的長時間にわたって阻害されると 3’末端

に poly(A)+ 鎖付与された状態で安定化することも最近報告されている(114)。本解析内
では RRP6/DIS3 KDやMTR4 KD条件が同様の状況に相当すると考えられ、実際に

これらの条件では poly(A)+ 鎖をもつ snoRNAが安定化基質として検出された(図 31 A, 
D）。一方、RRP6/MPP6KDにおける poly(A)+ 形態の snoRNAの安定化は

RRP6/DIS3 KDやMTR4 KD条件に比べて顕著ではない(図 29 C, 図 31 A）。本解析

で検出した poly(A)+ 鎖を持つ PROMPTや snoRNA分子そのものは最早 NEXT複合
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体の標的分子ではないかもしれないが、RRP6/MPP6 KD条件においてはこれら
poly(A)+ 形態分子の出現は抑制されていることから、これら分子出現の上流に位置す

る poly(A)+ 鎖を持たない分子が分解されていると仮定すると、RRP6/MPP6 KD時に

も NEXT複合体随伴エキソソームは活性を維持していると考えられる。 
しかしながら、本解析では poly(A)+ 鎖付与された基質のみを解析対象とした

ため、本来 poly(A)+ 鎖を持たない転写物を標的とする NEXT複合体を介した基質分解

におけるMPP6の機能を正確に評価できているとは言い難い。これまでの構造解析の

データでは、コアとMTR4が NEXT複合体の成分である ZCCHC8に結合する領域は

MPP6との結合領域と共通であることが示されており(91, 96)、MPP6結合型のエキソ

ソームと NEXT複合体随伴エキソソームがそれぞれ独立した複合体として存在してい

る可能性が考えられる。これは本解析結果を支持するモデルである(図 32）。その一方
で最新の NEXT複合体随伴エキソソーム複合体の構造解析では、ZCCHC8はMTR4

下部に位置する RNA の出口を覆っている(『蓋』構造とする)ことが示されている(133, 
134)。このため NEXT複合体随伴エキソソーム複合体内では ZCCHC8が形成する

『蓋』構造を開くリモデリング過程が基質分解に先立ち必要であると予想される。

MTR4 及びコアとの結合において ZCCHC8と競合関係にあるMPP6が、この NEXT
複合体随伴エキソソーム内でのリモデリング過程に機能する仮説も提示されている

(128, 129)。このようにMPP6に依存しない NEXT複合体随伴エキソソーム活性の存

在について結論づけるにはまだ課題は多く、今後 poly(A)+ RNA基質だけでなく
poly(A)+ 鎖を持たない基質についても、PAXT複合体や NEXT複合体を含む補因子に

対する感受性および、安定化した際の poly(A)+ 鎖付与状態について明らかにすること

で、MPP6が細胞内で各補因子が支持する基質分解にどのように機能しているかをさ

らに理解することができると思われる。 
近年、RNA exosomopathiesと総称されるような疾患の原因となるエキソソ

ーム変異が数多く同定されており、エキソソームの非触媒的な構造サブユニット、特

にコア上部 S1キャップに多く発見されている(94, 135, 136)。そのうちのいくつかは

既にMPP6との結合に影響することが報告されており、細胞生理におけるMPP6の

支持するエキソソーム活性の重要性が窺える(94, 136)。また、MPP6は細胞周期M期
において高いリン酸化状態をとることが知られている(137)。こういったMPP6の修

飾状態や発現量の変動が核内エキソソームの複合体形成や基質特異性にどのように影

響しているか非常に興味深い。今後、MPP6そのものの制御機構を含めた解明がすす

めば、核内エキソソーム活性の制御におけるMPP6の重要性や機能メカニズムのより

深い理解につながると期待される。 
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材材料料とと方方法法  

  

11..抗抗体体、、ssiiRRNNAA、、ププララススミミドド  

本解析で用いた一次および二次抗体、siRNA、プラスミドおよびプラスミド

構築に用いた primerについてについて表 2、表 3、表 4、表 5にそれぞれ示す。プラ

スミドの構築は基本的に以下のように行った。ヒト cDNA ライブラリーを鋳型として

PCR増幅を行い、目的の配列を含む断片を得た。増幅された断片は適切な制限酵素で

切断して発現ベクターとライゲーションした。pcDNA5/FRT/TO/FLAGベクターは、

p3 x FLAG-CMV-10 (MilliporeSigma、Burlington、MA)から 3 x FLAG Coding 

Sequence (CDS)断片を PCRにより増幅した後HindIIIで切断し、次いでHindIII サ
イトを用いて pcDNA5/FRT/TO (Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA)とライゲ

ーションすることにより作製した。pcDNA5/FRT/TO/RRP41-FLAG発現ベクターを

構築するために、まず pcDNA5/FRT/TO/FLAGからHindIII サイトを使って切り出し

た 3 x FLAG CDSを、HindIII切断した pCMV-Tag4 a (Agilent Technologies、CA)
とライゲーションし、これをテンプレートとして 3 x FLAG CDSの 3'末端に停止コド

ンを付加するための PCRを行った。得られた 3 x FLAG CDS 断片（EcoRIと XhoI
で切断）と PCRで増幅した RRP41 CDS 断片（KpnIと EcoRIで切断）を KpnIと
XhoIで切断した pcDNA5/FRT/TOにライゲーションした。pcDNA5/FRT/TO/EGFP-

DIS3発現ベクターは、BamHIと XhoIの認識サイトを用いて BglIIと SalIで切断し

た pEGFP-C1に DIS3 CDSを挿入し、これを鋳型に PCR増幅した EGFP-DIS3 CDS 
断片を、In-Fusion HD Cloning Kit (Takara Bio Inc.、 Shiga、Japan) を用いて

HindIIIと XhoI切断した pcDNA5/FRT/TOに挿入して作製した。得られたコンスト

ラクトは全てシークエンスで確認した。 
抗血清を得るための動物実験は、京都大学動物実験委員会のガイドラインに従って行

った（許可番号：Lif-K14004）。 

 
22..細細胞胞培培養養ななららびびにに遺遺伝伝子子導導入入、、安安定定発発現現株株のの樹樹立立  

目的の各 CDSを含む pcDNA5/FRT/TOベクターとフリッパーゼ発現用の

pOG44 (Thermo Fisher Scientific)を同時にトランスフェクションすることにより、

目的の各遺伝子を安定的に発現する Flp-In T-REx細胞株を樹立した。トランスフェク

ションした細胞は、100 µg/ml Hygromycin B (FUJIFILM Wako Pure Chemical 
Corporation、Osaka、Japan)を含む DMEM (FUJIFILM Wako Pure Chemical 
Corporation)で選択し、耐性クローンを得た。EGFP発現HeLa Flp-In T-REx細胞株
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は、pEGFP-C1をトランスフェクションした細胞を、10 µg/ml Puromycin 
(InvivoGen、San Diego、CA)を含む培地中で選択した。 

Flp-In T-REx細胞における各目的遺伝子の発現誘導は、ドキシサイクリン 

(dox、MilliporeSigma)を 1 µg/mlで DMEMに添加して行なった。siRNAトランスフ

ェクションと組み合わせたレスキュー実験では、doxをトランスフェクション後 6時
間で添加したが、FLAG-RRP6を用いたレスキュー実験では、doxを siRNAトランス

フェクションの 48時間前に添加し、トランスフェクション直前に doxを培地交換に
より一時的に除去し、トランスフェクションした 6時間後に再び添加した。 

レプトマイシン B (Cayman Chemical、Ann Arbor、MI)処理は 10 ng/mlの

濃度で培地に添加し、その状態で 10時間培養した細胞を固定し観察に供した。 

 
33..蛍蛍光光免免疫疫染染色色とと ppoollyy((AA))++  RRNNAA蛍蛍光光 iinn  ssiittuu ハハイイブブリリダダイイゼゼーーシショョンン  

カバーガラス上で培養した細胞を PBSに希釈した 10% ホルムアルデヒド内

で 20分間室温において固定し、0.1% Triton X-100を含む PBSを用いて 10分間室温
で透過化処理した。その後、細胞を PBSで 3 回洗浄し、6% ウシ血清アルブミン

(BSA)/PBSでブロッキングした。1% BSA/PBSに希釈した一次抗体で、4℃で一晩サ

ンプルをインキュベートし、PBSで 10分間ずつ 3 回洗浄し、その後、1% BSA/PBS
で希釈した Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 594 または Alexa Fluor 405を結合した二

次抗体とインキュベートした。染色したサンプルは、4％ ホルムアルデヒド/PBSで室
温 10分間固定し、PBSで洗浄後、続く蛍光 in situ ハイブリダイゼーションを行なっ

た。poly(A)+ RNA蛍光 in situ ハイブリダイゼーション[poly(A)+ RNA FISH]には、

Alexa Fluor 594標識を 5'末端に結合した dT45プローブを用い、Fujiwaraらの方法
に従って実施した(101)。poly(A)+ RNAと同時にβ-グロビンmRNAを検出する際に
は、Alexa Fluor 594で標識した特異的 DNAオリゴプローブ (5'- CTTCATCCACGTT 

CACCTTGCCCCACAGGGCAGTAACGGCAGACTTCTCCTCAGGAGTCAGGTGCA
CCAT-3')を用いた in situ ハイブリダイゼーションを Valenciaらの方法に従って行い

(138)、その後 5'末端 Alexa Fluor 488標識の dT45プローブを用いた poly(A)+ RNA 

FISHを行なった。核 DNAは 4',6-ジアミノ-2-フェニルインドール(DAPI、Thermo 
Fisher Scientific)で染色した。蛍光画像はレーザー走査共焦点顕微鏡 FV10i 
(Olympus、Tokyo、Japan)で、60倍の対物レンズを使用して取得した。核と細胞質

の分割とその後の poly(A)+ RNAシグナルの定量化は、CellProfilerソフトウェア

v3.1.5(139)を用いて実施した。FLAG 染色からの蛍光シグナルに基づく細胞の分類は、

Random Forest Classifierを用いた CellProfiler Analyst v2.2.1 (140)により行った。
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ラインプロット解析には FV10-ASW v4.1 software (Olympus)を用いた。 

 
44..  TToottaall  RRNNAAのの単単離離、、逆逆転転写写おおよよびびリリアアルルタタイイムム  PPCCRR 

Total RNAは、Sepasol-RNA I Super G (Nacalai Tesque、Kyoto、Japan) 
を用いて、製造元のプロトコルに従って抽出した。一部実験では以下のように抽出ス

テップに変更を加えて実施した。細胞 (~ 2 x 10^6 cells)をトリプシン処理して遠心分

離により回収し、PBSで洗浄した。250 µlの Sepasol-RNA I Super Gを加え、55℃
での 30秒間のインキュベートと 30秒間のボルテックスの抽出サイクルを 10 回繰り

返した。抽出した RNAを RNase-free RQ DNase I (Promega、Madison、WI) に溶

解し、クエン酸緩衝フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコールで抽出した後、再

度エタノール沈殿により回収した。 
250 ngの DNase I処理済み total RNAを 25 pmol dT25プライマーと混合し、

65℃で 5分間インキュベートしたのち直ちに氷上で冷却した。この混合物に、

Superscript III (Thermo Fisher Scientific) を用いて、23℃ 10分、55℃ 60分、75℃ 
15分のステップで逆転写を行った。Random9 primed cDNA合成は、ReverTraAce 

(TOYOBO、 Osaka、Japan) を用い、メーカーの説明書に従って行った。リアルタイ

ム PCRは TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (Takara Bio Inc.) を用い
て行い、Thermal Cycler Dice real time system II (Takara Bio Inc.) で解析した。リ

アルタイム PCR時に用いたプライマーセットは、表 6に記載した。 

 
55..細細胞胞質質おおよよびび核核抽抽出出物物をを用用いいたたイイムムノノブブロロッッテティィンンググ  

細胞抽出液は、Folcoらの方法に従って調製した(141)。細胞は PBSで洗浄
後にトリプシンで消化し、遠心分離で回収した。細胞ペレットの体積 Packed Cell 
Volume(PCV)を推定し、細胞ペレットを 5 x PCV容量の A solution (10 mM HEPES-

KOH pH 7.9、1.5 mM MgCl2、10 mM KCl、 0.2 mM PMSF、0.5 mM DTT)に慎重
に懸濁し、100 x gで 10分間遠心分離した。上清除去後、細胞ペレットを再び 3 x 
PCV容量の A solutionに注意深く懸濁し、氷上で 10分間インキュベートした。懸濁

した細胞を 10秒間のボルテックスによりホモジナイズし、1500 x gで 10分間遠心分
離後上清を回収し、細胞質抽出液として保存した。残りの核ペレットは 1/2 x PCV 容
量の Low Salt buffer (20 mM HEPES-KOH pH 7.9、1.5 mM MgCl2、20 mM KCl、

0.2 mM EDTA、25% glycerol、0.2 mM PMSF、0. 5 mM DTT)に再懸濁し、そこに
1/2 x PCV量のHigh Salt buffer (20 mM HEPES-KOH pH 7.9、1.5 mM MgCl2、1.4 
M KCl, 0.2 mM EDTA、25% glycerol、0.2 mM PMSF、0.5 mM DTT)を加えた後、
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サンプルをゆっくりと攪拌させながら 4℃で 30分間インキュベーションした。その後、

遠心分離後の上清を核抽出物として回収した。細胞質抽出物および核抽出物中の総タ

ンパク質濃度は、ブラッドフォードアッセイ (Nacalai Tesque)により測定した。 

タンパク質サンプルは 4 x SDS サンプルバッファー (190 mM Tris-HCl pH 
6.8、40% glycerol、0.8% SDS、0.2% bromophenol blue、40 mM DTT)と混合し、2
分間 98℃で加熱処理した。変性したサンプルを SDS-PAGEで分離し、Trans-Blot 

Turbo System (Bio-Rad、Hercules、CA) を用いて PVDF膜に転写した。ブロット膜

は、0.1% Tween-20/PBS (PBS-T)に溶かした 5% スキムミルクで室温 1時間のブロッ

キングを行い、PBS-Tですすぎ、4℃で一晩、穏やかに回転しながら一次抗体とイン

キュベートした。ブロット膜を PBS-Tで 10分間ずつ 3 回洗浄し、PBS-T に希釈した
HorseRadish Peroxidase (HRP)結合の二次抗体と室温で 90分間インキュベートした

後、PBS-T で 10 分間ずつ 3 回洗浄した。PVDF 膜を化学発光試薬（MilliporeSigma）

で発光させ、LAS 4000 mini（GE Healthcare Bioscience、Piscataway、 NJ）を用
いて検出した。ローディングコントロールとして ACTINと GAPDHを使用した。定

量は Image J v1.53a (National Institutes of Health)を用いて行った。 

 
66..  免免疫疫沈沈降降実実験験 

免疫沈降は、Masudaらの方法に従って行った(142)。150~200 µgの核抽出

物を 2倍量の Nuclear Extract dilution buffer（20mM HEPES-KOH、pH7.9、
0.2mM EDTA、20％グリセロール、0.1％ Triton X-100、0.2mM PMSF、0.5mM 
DTT）と混合した。これを 5 µlの抗体結合ビーズと混合し、4℃で 3時間ローテート

しながら反応させた。ビーズを 0.1% Triton X-100, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTTを含
む PBSで 4 回洗浄し、4 x SDS サンプルバッファーで溶出し、2分間の 98℃加熱処理

により変性した。イムノブロッティングは材料と方法 5に記載のように行った。  

 
77..  ププルルダダウウンンアアッッセセイイ  

グルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST)融合タンパク質を大腸菌で生産 

させ、Masudaらの方法に従ってグルタチオン(GSH)ビーズで精製した(142)。0.1% 
Triton X-100、0.2mM PMSF、0.5mM DTTを含む PBSで希釈した核抽出物を GSH
ビーズとプレインキュベートして相互作用するタンパク質をあらかじめ除去し、ビー

ズに結合しなかった Flow Throughを GST融合タンパク質結合ビーズと 4℃ 3時間ロ
ーテートしながら反応させた。ビーズを 0.1% Triton X-100、 0.2 mM PMSF、 0.5 
mM DTT を含む PBSで 4 回洗浄後、4 x SDS サンプルバッファーで溶出し、2分間
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の 98℃加熱処理により変性した。イムノブロッティングは材料と方法 5に記載のよう

に行った。 
  

88..  MMPPPP66のの二二次次構構造造予予測測ととアアラライイメメンントト  

MPP6 の二次構造予測は、ヒト MPP6 配列（NP_005783.2）を入力として、

Webツール PSIPRED v4.0(143)を用いて実施した。また、複数の種間での MPP6 ホ

モログ配列のアラインメントは、Homo sapiens (NP_005783.2)、 Xenopus tropicalis 
(NP_001016703.1)、 Drosophila melanogaster (NP_001286116.1)、 Saccharomyces 
cerevisiae (NP_014421.3)および Schizosaccharomyces pombe (NP_593967.1)の 

MPP6 配列を入力情報としてMultalin v5.4.1(110)で実施した。 

 
99..  NNGGSS用用のの nnuucclleeaarr  ttoottaall  RRNNAA ササンンププルルのの調調製製 

NGS用サンプルの作製時には、目的の siRNAをトランスフェクションした

HeLa細胞をトランスフェクションした 6時間後にトリプシン処理し、10 cm ディッ

シュと 12ウェルディッシュのカバーガラス上に分割した。トランスフェクション後

72時間で、カバーガラス上の細胞を固定し、材料と方法 3に記載の方法で in situ ハ

イブリダイゼーションを実施した。同時に 10cm ディッシュの細胞をトリプシン処理

で回収し、PBSで洗浄した後、サンプルを 2つに分けた。そのうち一方については材

料と方法 5に記載の方法で核抽出物を抽出し、ノックダウン効率を確認するためのイ

ムノブロットに供した。もう一方のサンプルは、250 µlの氷冷した Nonidet P-40
（NP-40）含有バッファー［50 mM Tris-Cl  pH 8.0、100 mM NaCl、5 mM MgCl2、

0.5% NP-40、1 mM DTT、20 units/ml Recombinant RNase Inhibitor (Takara Bio 
Inc.)］内で 5分間氷上インキュベートし、4℃で 5分間、300 x gで遠心を行なった。
上清を注意深く除去し、細胞質画分タンパク質サンプルとして保存した。核ペレット

を 250 µlの氷冷した NP-40含有バッファーに再懸濁し、その懸濁液の 50 µlを核画分
タンパク質サンプルとして別のチューブに保存した。同数の細胞由来の細胞質および

核タンパク質サンプルは、4 x SDS サンプルバッファーによって変性させて細胞の分

画確認用のイムノブロットに供した。 残りの懸濁液から核を 4℃、300 x g、5分間の
遠心分離で集め、250 µlの Sepasol-RNA I Super Gに懸濁した。この懸濁液について、
ソニケーション法 (sonic法)の RNA 抽出ステップでは、Q125ソニケーター (Qsonica、

Newtown、CT)を用いて 50％の出力で 1秒間超音波処理し 1秒間静止するサイクルを

20 回繰り返した後、55℃ 30秒間インキュベートし 30秒間ボルテックスのサイクル

を 10 回繰り返すことにより RNA 抽出を行った。超音波処理を行わないホットフェノ
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ール法（hp法）の抽出工程は上記のように行った。抽出した RNAを DNase I処理し、
クエン酸緩衝フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコールで再度抽出し、エタノー

ル沈殿により回収した。Control KDと RRP6/DIS3 KDのサンプルは、hp法と sonic

法の両方のサンプルを調製するため、二倍のスケールで実験を行なった。 

 
1100..  NNGGSS ラライイブブララリリーーのの調調製製ととシシーーククエエンンスス  

サンプルは、2つの biological replicateを調製した。上記のように調製した

nuclear total RNAを、Agilent RNA 6000 Nanoキット (Agilent Technologies)を用い
て Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)により解析した。50 ng/µlの

nuclear total RNA 10 µlに、1:100に希釈した ERCC Spike-in Control (Thermo 
Fisher Scientific) を 1 µl 加えた。QuantSeq 3'mRNA-Seq Library Prep Kit (FWD) 
(LEXOGEN、Vienna、Austria) を用いてバーコード付 cDNA ライブラリーを製造元

のプロトコルに従って作製した。作製したライブラリーは、High sensitivity DNA kit 
(Agilent Technologies) を用いて Agilent 2100 Bioanalyzerで解析し、qPCRで定量し
た。各ライブラリーを 3 nM ずつ混合し、このプールライブラリー (合計 18 サンプル

を含む)を GENEWIZ社 (South Plainfield、NJ)のHiseq2500（Illumina inc、San 
Diego、CA）を用いて 150 塩基ペアエンドで配列決定し、合計 149,605 G bases 
(4,986,834,027リード)を得た。取得した配列は、インデックス情報をもとにデマルチ

プレックスを行った。配列データは GEOの GSE184274 に登録した。 

 
  1111..  取取得得リリーードドのの品品質質管管理理おおよよびびママッッピピンンググ  

TrimGalore v0.6.5 (https://doi.org/10.5281/zenodo.5127899)を用いて、リー
ドの 3'末端から低品質の塩基コールを除去し、i7 index (AGATCGGAAGAGC) を検出、
除去した後 20 塩基より短いトリミングリードについては廃棄した。残った R1リード

は STAR aligner v2.5.3a (116)で--outFilterType BySJout --outFilterMultimapNmax 
1のオプションを用いて、ERCC Spike-in Control 配列を結合した GRCh37.75にシ
ングルエンドリードとしてマップし、bam ファイルを生成した。bam ファイルのイン

デックスは samtools v1.3.1 (144)を用いて作成した。 

 
1122..  リリーードドカカウウンントトとと発発現現差差異異解解析析  

マッピングされたリードのカウント取得には、HTseq htseq-count 
v0.9.5(145)の、-m intersection-nonempty -s yes -f bam -r pos (feature type to count: 
default, exon)のオプションと、ENSEMBL GRCh37.75 と ERCC Spike-in Control
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のアノテーションを利用した。遺伝子ごとに全サンプルの合計で 10リード以上という

カットオフフィルターをかけた後、各サンプル由来のリードカウントについて

replicateを区別しながら DESeq2 v1.24.0を用いて下流の解析に供した。ERCCのカ

ウントをコントロールに正規化した対数変換（regularized log; rlog）カウントを、主
成分分析（Principal Component Analysis; PCA）に供した。DESeq2 差分発現解析
の入力には Raw countを使用した。adjusted p-value < 0.05、 log2 FC > 0.85の条件

を満たす遺伝子を、有意な発現上昇のみられる遺伝子として定義した。データの可視

化は、Rソフトウェアの ggplot2 [R Development Core Team (2020) R: A Language 
and Environment for Statistical Computing. R Found. Stat. Comput.] (146)を用い

て行った。特定領域のゲノム内のマッピングリードの可視化には、deeptools 
v3.4.3(147)により bam ファイルから生成した bedgraph を入力に、 SparK 
v2.6.2(148)を用いた。 

 
1133..  CCLLIIPP デデーータタのの再再解解析析  

DIS3 の PAR-CLIP データと RRP6 の iCLIP データは GSE64332 と

GSE120574 からそれぞれ入手した。提供されている RRP6 の bigwig ファイルを

bedgraphに変換し、hg19に liftoverした。得られた bedgraphと ENSEMBLから取

得した GRCh37.75 のゲノムアノテーションを入力として、R パッケージの

ChIPseeker (149)を用いて CLIP ピークのアノテーションを行った。ピークのスコア

を遺伝子ごとに合計し [5'UTR、3'UTR、exon、intron、downstream (≤300 bp)の領

域を解析]、エキソソーム基質と非基質との間で比較した。 

 

1144..  IInn  vviittrroo  DDIIGG標標識識ププロローーブブ合合成成  

RNVU1-14、RNVU1-20、RPL27A を検出するための特異的プローブは、

T7 RNA polymerase (Takara Bio Inc.)と DIG RNA labeling mix (Millipore Sigma)を
用いた in vitro 転写によって合成した。RNVU1-14と RPL27Aの T7プロモーター付

与鋳型配列は、RRP45 KD HeLa細胞の cDNAから PCRにより増幅し、塩基配列を

シーケンスにより確認した。RNVU1-20 の T7 プロモーター付与鋳型配列は

pcDNA5/FRT/IRES-dsRed ベクターにクローニングした RNVU1-20 遺伝子から PCR
により増幅した。鋳型 DNA テンプレートは DNA Clean & Concentrator-25 columns 

(Zymo Research、Irvine、CA)を用いて精製し、合成した標識プローブは NucleoSpin 
RNA Clean-up XS columns (Takara Bio Inc.)を用いて精製した。 

 



 72 

1155..  特特異異的的 RRNNAA蛍蛍光光 iinn  ssiittuu ハハイイブブリリダダイイゼゼーーシショョンン  

細胞の固定化、透過化は、材料と方法 3 に記載の poly(A)+ RNA FISH と同
様に行なった。特異的 RNA FISH 実験は、ハイブリダイズした DIG 標識プローブを

検出するためにチラミドシグナル増幅を用いた以外は、Yamazaki らの手順に従って

行った(150)。ハイブリダイズした DIG 標識プローブの検出は以下のように行った。

サンプルを PBSで 1 回洗浄し、6％ BSA/PBSで室温 1時間のブロッキングを行い、

1％ BSA/PBS で希釈した抗 DIG マウスモノクローナル抗体と室温で 3 時間インキュ

ベートした。その後、サンプルを PBSで 10分ずつ 3 回洗浄し、続いて 1% BSA/PBS
で希釈した HRP 結合二次抗体とインキュベートした。PBS で 2 回洗浄した後、サン

プルを 150 mM NaClを含む pH7.4の 100 mM Tris-HCl緩衝液で 1 回洗浄し、150 
mM NaClと 0.0015%過酸化水素(Nacalai Tesque)を含む pH7.4の 100 mM Tri-HCl
緩衝液で希釈した Alexa Fluor 594 Tyramide Reagent (Thermo Fisher Scientific) と

ともに室温で 10分インキュベートした。サンプルは PBSで 3 回、2 x SSCで 1 回洗

浄した後、材料と方法 3 に記載の方法で Alexa Fluor 488 dT45 プローブを用いた

poly(A)+ RNA FISHを行った。 

 
1166..  NNEEXXTT//PPAAXXTT 感感受受性性 PPRROOMMPPTTのの解解析析  

PROMPT 分子のアノテーションは、以前に発表されたデータから得た(80)。

座標は LiftOverで変換し、hg19における GTFを生成した。この GTFを用いて
HTseq htseq-count v0.12.4でリードをカウントした。Pseudocount +1 を適用したリ
ードカウントは、上述の方法で DESeq2 を用いた発現差解析に供した。解析は

RRP6/DIS3 KDにより有意に安定化した PROMPTについて行った。 
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表表 22..    本本研研究究でで用用いいたた一一次次おおよよびび二二次次抗抗体体  
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表表 33..    本本研研究究でで用用いいたた ssiiRRNNAA  
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表表 44..    本本研研究究でで用用いいたたププララススミミドド 
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表表 55..    ププララススミミドド構構築築にに用用いいたた pprriimmeerr  
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表表 66..    本本解解析析でで用用いいたた qqPPCCRR用用 pprriimmeerr  sseett 
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