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論文要旨 

 

 真核細胞において、核内で転写された多くの RNA は核から細胞質へと輸送される。こ

のとき、mRNA、rRNA、tRNA など RNA の種類によって異なる組み合わせの輸送因子群

が RNA 上にリクルートされ、RNA 種ごとに異なる核外輸送複合体を形成することが明ら

かとなっている。輸送因子群は単に RNA を細胞質へと運び出すだけではなく、細胞質へ輸

送された後の RNA の機能にも関与している。つまり、RNA が適切に機能するためには、

RNA 種ごとに適切な核外輸送複合体を形成することが重要となる。mRNA 前駆体のスプラ

イシングに働く U snRNA も成熟化のために細胞質へと輸送され、成熟化の後に再び核へと

輸送される。U snRNA においても U snRNA 特異的な核外輸送複合体を形成する必要があ

り、例えば mRNA 特異的な輸送因子群によって運ばれた U snRNA は核内への再輸送が行

われなくなることが知られている。 

以前に本研究室において、U snRNA 核外輸送複合体の構成因子の一つである PHAX

と RNA の結合を促進する活性が HeLa 細胞核抽出液（HNE）中に存在することが発見さ

れた。さらに、この活性が HNE から生化学的に精製された結果、活性の候補因子として

p54nrb と呼ばれる核内 RNA 結合タンパク質が同定された。しかし、このタンパク質が実

際に同活性を担っているかについて詳細な解析は行われていなかった。そこで、本研究で

は p54nrb がU snRNA 核外輸送複合体の形成に関与するのかどうかを明らかにすることと

した。 

その結果、確かに p54nrb は PHAX と RNA の結合を増強したが、HNE 中の活性に比

べてはるかに低いものであった。そのため、p54nrb 以外の別の因子もこの活性に関与する

ことが示唆された。これまでに、p54nrb は PSF と呼ばれる RNA 結合タンパク質と二量体

を形成し、核内の様々な機能に関与していることが報告されている。そのため、p54nrb と
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共に PSF が同活性に関与していることが考えられた。実際に、p54nrb と PSF の両者を同

時に用いて解析したところ PHAXとRNA の結合が強く促進されることが明らかとなった。

また、p54nrb と PSF は PHAX を含む U snRNA 核外輸送複合体の構成因子と結合し、U 

snRNA 核外輸送複合体の形成を促進し、その結果として U snRNA の核外輸送を促進する

ことが明らかとなった。 

以上により、p54nrb と PSF は核内において U snRNA 核外輸送複合体の形成に働き、

U snRNA が正しい経路で輸送され、細胞質で機能することを保証していると考えられる。 
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序論 

 

1. RNA の核外輸送 

  真核細胞の大きな特徴の一つとして核と呼ばれる細胞小器官を持つことが挙げられ

る。核膜孔複合体と呼ばれる構造体が核膜を貫通しており、この孔構造を通して核と細胞

質の間の生体分子の輸送が行われている。核内には遺伝情報として DNA が詰め込まれてお

り、遺伝子発現の際には核内において DNA から RNA が転写される。続いて、RNA は細

胞質へと運び出され、リボソームによってタンパク質に翻訳される。このように真核細胞

は遺伝子発現の場を核と細胞質の二つの区画に分けることにより、遺伝子発現を時間的、

空間的に制御することが可能となった。しかし、転写された RNA を核から翻訳の場である

細胞質へと運びだす機構が必要となった。なぜなら、RNA は単独では核膜孔複合体を通過

できないからである。そのため、真核細胞は核外輸送因子と呼ばれるタンパク質を用いて

RNA を細胞質へと運び出している。核外へ輸送される RNA として、マイクロ RNA 

(miRNA)、転移 RNA(tRNA)、リボソーム RNA(rRNA)、ウリジンリッチ核内低分子 RNA(U 

snRNA)、メッセンジャーRNA(mRNA)など様々な種類の RNA が存在する。これら種々の

RNA は単一の核外輸送因子によって細胞質へと運ばれるわけではなく、異なる RNA 分子

は異なる組み合わせの核外輸送因子群によって輸送されることが明らかとなっている。本

研究の主役である U snRNA の核-細胞質間輸送については後ほど詳述するが、その前にそ

れ以外の主要な RNA の核外輸送について簡単に述べる (図 1)。 
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・miRNA 

miRNA はタンパク質をコードしない 19~23 塩基の低分子 RNA であり、細胞質におい

て mRNA の不安定化や切断、あるいは翻訳抑制を行うことによって遺伝子発現を制御しい

ている。ゲノムにコードされた miRNA はまず一次転写産物  (primary miRNA: 

pri-miRNA)として核内で転写される。pri-miRNA は、RNase である Drosha と二本鎖 RNA

結合タンパク質 DGCR8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8) を含む

microProcessor と呼ばれる複合体によって、miRNA 前駆体 (pre-miRNA) へとプロセッシ

ングされる (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Lee et al., 2003)。プロセッシングの

結果、pre-miRNA は 2~3 塩基の 3’突出末端を持つヘアピン構造をとる。この特徴的な構造

を核外輸送因子である Exportin-5 が Ran-GTP 依存的に認識し、pre-miRNA を細胞質へと

輸送する (Bohnsack et al., 2004; Lu and Cullen, 2004; Lund et al., 2004; Yi et al., 2003)。

 

 

図 1 様々な RNA の核外輸送機構 

異なる種類の RNA は異なる組み合わせの核外輸送因子群によって、細胞質へと運ばれる 
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細胞質へと輸送された pre-miRNA は Dicer と呼ばれる RNase により切断され、21 塩基程

度の miRNA へと成熟する (Bernstein et al., 2001)。最終的に miRNA は Argonaute タン

パク質と共に RISC (RNA induced silencing complex)と呼ばれる複合体を形成し、標的

mRNA の切断などにより遺伝子発現の調節を行う。 

 

・tRNA 

  tRNA は RNA ポリメラーゼⅢによって転写され、タンパク質翻訳の際に必要なアミノ

酸をリボソームに運搬しタンパク質の合成に関与する。tRNA は核内で転写された後、5’

末端と 3’末端の余分な配列が除去され、さらに 3’末端への CCA 付加などの一連の成熟過程

を経る。         

tRNA の主要な核外輸送因子として Exportin-t が明らかとなっている (Arts et al., 

1998a,b; Kutay et al., 1998）。Exportin-t は成熟過程を経た tRNA の持つ立体構造を認識

し、Ran-GTP 依存的に tRNA に結合する。さらに、Exportin-t とは別に Exportin-5 も tRNA

の核外輸送に関与することが知られている（Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002）。 

 

・rRNA  

rRNA はタンパク質合成の場となるリボソームの構成因子であり、まず、RNA ポリメ

ラーゼⅠによって 35S rRNAが転写される。転写された 35S rRNAは切断され、さらに 18S、

5.8S、28S rRNA となる。また、RNA ポリメラーゼⅢによって別途 5S rRNA が転写され

る。この内、28S、5.8S、5S rRNA は 60S リボソームサブユニット、18S rRNA は 40S リ

ボソームサブユニットの構成因子となる。60S リボソームサブユニットは、アダプター分子

である Nmd3 を介して Ran-GTP 依存的に CRM1 が結合し（Johnson et al., 2002; 

Tschochner et al., 2003）核外へ輸送される(Gadal et al., 2001; Ho et al., 2000; Trotta et 

al., 2003)。近年、酵母において Mtr2-Mex67 の二量体や、Arx1 などの輸送因子も 60S リ
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ボソームサブユニットの核外輸送に関与することが明らかとなった(Yao, W.et al., 2007)。

40S リボソームサブユニットも CRM1 によって核外へと輸送されるが、アダプター分子な

どについては不明である。 

 

・ｍRNA 

  タンパク質翻訳の鋳型として働くmRNA は、RNAポリメラーゼⅡによって転写され、

5’末端への m7G キャップ構造の付加、スプライシング反応、3’末端の切断とポリ A 付加と

いった一連のプロセシング反応を受けて核外へと輸送される。mRNA の主要な核外輸送因

子は TAP-p15 の二量体であり(Segref et al., 1997; Katahira et al., 1999)、RNA 結合タン

パク質である Aly/REF によって mRNA 上にリクルートされる(Strasser and Hurt, 2000; 

Stutz et al., 2000)。Aly/REF はスプライシングによって形成されるエキソン連結部位の 20

塩基上流に集合する EJC（Kim et al., 2001; Kim and Dreyfuss, 2001; Le Hir et al., 2000）

の構成因子である。そのため、mRNA は成熟化し輸送される準備が整ったときのみ、

TAP-p15 と結合できる (図 2A)。また、Aly/REF だけではなく mRNA 前駆体のスプライシ

ングに働く SR タンパク質も TAP-p15 と mRNA を仲介するアダプターとして機能してい

る (Hung and Steitz, 2005)。 

  このように mRNA の核外輸送はスプライシングと共役して行われている。ではイント

ロンを持たない mRNA はどのように細胞質へと輸送されるのだろうか。イントロンを含ま

ない mRNA の場合においても Aly/REF が核外輸送のアダプターとして働いており、この

際には RNA ヘリカーゼである UAP56 が重要な働きを担っている。UAP56 は ATP 依存的

に Aly/REF を mRNA 上にリクルートし (Taniguchi and Ohno, 2007)、スプライシングに

依存せずに mRNA 上に核外輸送複合体を形成させると考えられている (図 2B)。 

  また、酵母の場合には転写と共役して核外輸送に関与するアダプタータンパク質が

mRNA 上にリクルートされる。酵母の転写伸長複合体 (Tho complex) には Yra1 (Aly/REF
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の酵母ホモログ ) や Sub2p (UAP56 の酵母ホモログ ) が含まれており、TREX 

(Transcription-Exort) と呼ばれる巨大な複合体を形成し (Strasser et al., 2002) 、転写中

の mRNA 上に Yra1 および Mex67 (TAP の酵母ホモログ) がリクルートされる (図 2C)。

TREX 複合体は高等真核細胞においても同定されているが、酵母とは異なり mRNA の 5’

近傍のスプライシングに依存してリクルートされているらしい(Masuda et al., 2005; 

Cheng et al., 2006)。また、イントロンを持たないｍRNA であっても TREX がリクルート

されている可能性が示唆されている (Lei et al., 2011)。TREX にも Aly/REF が含まれてお

り(図 2A)、TREX は mRNA の核外輸送を促進するが、TREX と EJC との関連は不明であ

る。 
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2. U snRNA の核-細胞質間輸送 

  前駆体 mRNA のスプライシングに働く U snRNA は、ウリジンに富んだ核内低分子

RNA の略称であり、U1、U2、U4、U5 など多種類の RNA を含む。U snRNA は RNA ポ

リメラーゼⅡによって転写され、5’末端に m7G キャップ構造が付加された後(Hamm and 

Mattaj, 1990)、機能成熟のために一旦細胞質へと輸送される(図 3、Mattaj et al., 1988)。 

核外輸送の第一段階として、m7G キャップ構造に CBC（Cap Binding Complex）と呼ばれ

るタンパク質複合体が結合する  (Izaurralde et al., 1995; Izaurralde et al., 1994; 

Izaurralde et al., 1992)。続いて、U snRNA と CBC の両者に結合することにより PHAX

（Phosphorylated Adaptor for RNA export）と呼ばれるアダプタータンパク質が参入し、

RNA、CBC、PHAX の三者複合体である pre-complex が形成される(Ohno et al., 2000)。

この pre-complex の形成はおそらく核内構造体であるカハール体で行われ、適正な

pre-complex のみがカハール体から抜け出し、次の輸送複合体形成の段階に進むことができ

る(Suzuki et al., 2010)。次いで、pre-complex 中の PHAX が持つ核外輸送シグナル配列

（Nuclear Export Signal ;NES）に、CRM1 が Ran-GTP 依存的に結合することにより、U 

snRNA 核外輸送複合体（以下 export-complex と述べる）が形成され細胞質に輸送される

（Fornerod et al., 1997; Ohno et al., 2000）。輸送後、Ran-GTP の加水分解と PHAX の脱

リン酸化により export-complex は解体する。 

  細胞質で核外輸送因子と解離した U snRNA は、次に RNA 結合タンパク質である Sm

タンパク質群（SmB/B’、SmD1、SmD2、SmD3、SmE、SmF、SmG）から構成されるヘ

図 2 高等真核細胞と酵母の mRNA 輸送 

(A) 真核細胞におけるイントロンを持つ mRNA の核外輸送。 

(B) 真核細胞におけるイントロンを持たない mRNA の核外輸送。 

(C) 酵母における転写と共役した mRNA の核外輸送。 
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テロ 7 量体と複合体を形成する（Massenet et al., 2002; Mouaikel et al., 2003）。Sm タン

パク質は、U snRNA 内の Sm 部位と呼ばれる配列に結合するが、この U snRNA と Sm タ

ンパク質の複合体の形成は SMN 複合体（the Survival of Motor Neurons protein complex）

によって行われる(Pellizzoni et al., 2007)。SMN 複合体によって、適切な RNA-タンパク

質複合体（Sm コア）が形成されると m7G キャップ構造のジメチル化によりトリメチルグ

アノシン（TMG）キャップ構造が形成され、さらに U snRNA の 3’末端の余分な配列が除

去される(Mouaikel et al., 2002)。その後、TMG キャップ構造に snurportin-1（SPN1）が

結合し、SPN1 と Sm コアの両方を核内輸送因子である importinβ が認識し、U snRNA は

核に再輸送される（Huber et al., 1998）。核内へと輸送された U snRNA はカハール体でさ

らなる修飾を経て、mRNA のスプライシングに関与する。核内でのスプライシング反応に

働く U snRNA が、なぜ一旦細胞質へと輸送されるのかについては不明な点が多いが、機能

不全の U snRNA が核内に蓄積することを防ぐことが示唆されている(Yong et al., 2004)。 

  U6 snRNA もスプライソソームの構成因子であり、スプライシングに働くがその成熟

過程は他の U snRNA とは異なっている。U6 snRNA は RNA ポリメラーゼⅢによって転写

されるため、m7G キャップ構造が付加されず核外輸送因子による細胞質への輸送は行われ

ない。そのため、U6 snRNA の成熟過程は核内でのみ進行する (Wolin and Cedervall, 2002; 

Spiller et al., 2007)。 
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3. 核外輸送における RNA の識別機構 

  前述のように異なる種類の RNA は、異なる種類の核外輸送因子によって細胞質へと輸

送される。RNA が細胞質で正しく機能するためには、RNA 種ごとに適切な核外輸送複合

体を形成することが重要である。そのため、RNA は自身の輸送経路を規定する特徴も保有

しており、これにより RNA は正しい輸送経路を経ることができる。この輸送経路を規定す

る特徴の一つとして RNA の立体構造が挙げられる。pre-miRNA や tRNA は特徴的な立体

構造をとり、この構造を核外輸送因子である Exportin-t や Exportin-5 が直接認識すること

によって細胞質へと輸送している。 

また、RNA 上の特定の塩基配列も RNA の輸送経路を規定する特徴として働く。例え

 

図 3  U snRNA の成熟過程 

核内で転写された U snRNA は細胞質へと輸送され、一連の成熟過程を経る。そして、

再び核へと再輸送されてスプライシングに働く。 
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ばレトロウイルスである HIV-1 (human immunodeficiency virus type 1)は宿主に感染後、

ウイルス粒子の形成のため mRNA を核から細胞質へと輸送する必要がある。HIV-1 のゲノ

ムから転写された mRNA には RRE (Rev response element) と呼ばれる特徴的な塩基配列

が存在し、この配列にウイルス因子である Rev (Regulator of Virus expression) が結合す

る。Rev は核外輸送シグナル配列である NES を持つため、CRM1 が Ran-GTP 依存的に

Rev に結合し、HIV-1 ゲノム由来の mRNA は細胞質へと輸送される (Malim et al., 1989; 

Pollard and Malium, 1998)。さらに一部の mRNA、例えばヒストン H2A mRNA やサイト

カインをコードする mRNA なども核外輸送に必要な特徴的な塩基配列を持つ。ヒストン

H2A mRNA の場合には、RNA 上に intronless transport elemet と呼ばれる配列があり、

この配列上に SR タンパク質を介して Tap-p15 などの核外輸送因子がリクルートされる 

(Huang and Carmichale, 1997)。一方、サイトカインをコードする mRNA は、3’非翻訳領

域に ARE (AU-rich element)と呼ばれる塩基配列を持っており、この配列に HuR、pp32、

APRIL が結合する。pp32 と APRIL は NES を持つため、サイトカイン mRNA は CRM1

によって細胞質へと輸送される (Brennnan et al., 2000; Gallouzi and Steitz, 2001)。 

  このように、核外輸送に先立って RNA を識別するために RNA の持つ特徴的な立体構

造や塩基配列が目印として用いられている。しかし、大部分の mRNA や U snRNA は必ず

しも特徴的な立体構造や塩基配列を持つわけではない。さらに、mRNA と U snRNA は共

に RNA ポリメラーゼⅡによって転写され、5’末端への m7キャップ構造の付加、CBC の結

合など多くの共通点を持つ。これらの共通点を持つにも関わらず、mRNA と U snRNA は

明確に区別され、異なる核外輸送因子によって細胞質へと輸送されている。そのため、次

に mRNA と U snRNA の識別機構について、これまでに明らかになっていることを述べる。 
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4. mRNA と U snRNA の識別機構 

  mRNA と U snRNA の大きな違いとして、まずイントロンの有無が挙げられる。そし

て、核外輸送においてもイントロンを持つ RNA が mRNA として認識され細胞質へと輸送

されることが明らかとなっている (Ohno et al., 2002)。これまで述べたように U snRNA は、

PHAX が核外輸送のアダプターとして働き CRM1 によって輸送される。しかし、U snRNA

に mRNA のイントロンを挿入したキメラ RNA はスプライシングを受けた後、CRM1 では

なく mRNA の核外輸送因子である TAP-p15 によって輸送されることが明らかとなった 

(図 4A)。これは、スプライシングを受けたキメラ RNA 上に Aly/REF を含む EJC や TREX

複合体がリクルートされ、その結果 TAP-p15 による核外輸送が行われたと考えられる(Kim 

et al., 2001; Le Hir et al., 2001; Masuda et al., 2005; Cheng et al ., 2006)。また TAP-p15

によって核外輸送されたキメラ RNA は塩基配列的には U snRNA と同じでありながら、核

内への再輸送が行われなかった(Ohno et al., 2002)。このことから、RNA が適切に機能す

るためには RNA 種ごとに適切な輸送経路を経ることが重要であると言える。 

  しかし、高等真核生物においても全ての mRNA にイントロンが含まれているわけでは

ない。では、イントロンを持たない mRNA と U snRNA はどのように識別されているのだ

ろうか。mRNA と U snRNA のもう一つの違いとして、長さが異なるということが挙げら

れる。一般的に mRNA は 2000nt 以上であり、U snRNA は 200nt 以下である。この RNA

の長さが、RNA の核外輸送を規定するかどうかを調べるために以下の実験が行われた。 

U snRNA に立体構造をとらないような 50nt から 300nt の塩基配列を挿入し、アフリカツ

メガエル卵母細胞核への顕微注入実験により、RNA の核外輸送経路にどのような変化が生

じるのか解析された。その結果、U snRNA に挿入する塩基配列を長くすると PHAX では

なく Aly/REF が結合し mRNA 型の核外輸送に切り替わることが明らかとなった。 

また、逆にイントロを含まない mRNA を短くしたところ、Aly/REF ではなく PHAX が結

合し U snRNA 型の核外輸送に切り替わることが明らかとなった (図 4B)。そして、この核
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外輸送の切り替えは 200nt から 300nt の長さを境目として行われることが明らかとなった 

(Masuyama et al., 2004)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  核外輸送における mRNA と U snRNA の識別機構 

(A) イントロンを含み、スプライシングを受けた RNA が mRNA として認識され輸送 

される。 

(B) 200~300nt を境目として、これより長い RNA が mRNA、短い RNA が U snRNA

として認識され輸送される。 
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5. RNA の長さを測る分子機構 

  RNA の核外輸送を規定する特徴の一つとして、RNA の長さが働いていることが明ら

かになったが、その分子機構については長らく不明であった。そして近年、本研究室によ

ってこの RNA の長さを測る分子機構についての解析が行われた。このために、まず前述し

た RNA の長さによる核外輸送の切り替えが in vitro で再現できるかどうかが調べられた。    

大腸菌で発現、精製したレコンビナント GST-PHAX と CBC を様々な長さの RNA と

混合し、GST pull-down を行ったところ短い RNA だけではなく長い RNA も沈降すること

が明らかとなった (図 5A、5B レーン 2)。このように in vitro では長い RNA にも U snRNA

型の輸送複合体が形成され、in vivo においてみられた RNA の長さによる核外輸送因子の

切り替えを再現することができなかった。しかし、上記の in vitro の実験系にさらに HeLa

細胞核抽出液 (HNE)を加えたところ、長い RNA と PHAX の結合が阻害され (mRNA 化活

性)、短い RNA と PHAX の結合が増強する (U snRNA 化活性)ことが明らかとなった (図

5B レーン 2-4)。このことから HNE 中には RNA の長さによって PHAX の結合を切り替え

る因子が存在することが考えられた。さらにカラムクロマトグラフィーによって HNE から

活性の精製が行われたところ mRNA 化活性の候補因子として hnRNPC1/C2 

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C1/C2)と呼ばれる核内 RNA 結合タンパク質が

同定された。その後の詳細な解析により、hnRNPC1/C2 は 200~300nt より長い RNA と

PHAX の結合を阻害し、長さに応じて RNA の輸送経路を切り替えることが明らかとなった 

(McCloskey et al., 2012)。 

 また、このとき短い RNA と PHAX の結合を増強する U snRNA 化活性の候補因子とし

て核内 RNA 結合タンパク質である p54nrb が同定された (図 5C)。しかし、本研究以前に

はp54nrbが短いRNAとPHAXの結合を増強するかについて詳しい解析はなされていなか

った。 
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図 5  HeLa 細胞核抽出液 (HNE)中には RNA の長さに応じて核外輸送因子の結合を 

規定する活性が存在する 

(A) 32P 標識した様々な長さの RNA とレコンビナント GST-PHAX、CBC を用いた 

in vitro の実験系。 

(B) 図 3A の実験系に HNE を加えない(レーン 2)、あるいは加えた条件(レーン 3、4)で

解析を行った。その後の解析により mRNA 化活性は hnRNPC1/C2 と呼ばれる RNA

結合タンパク質が担っていることが明らかとなった。A-cap は CBC と結合しないコ

ントロールの RNA として用いた。 

(C) カラムクロマトグラフィーによる U snRNA 化活性の最終精製画分を用いて

SDS-PAGE を行い、銀染色によりタンパク質を検出した。。 
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6. 本研究の目的 

  前述したように、RNA の長さも RNA の輸送経路を規定する上で重要な特徴であり、

hnRNPC1/C2 が RNA の長さを測る責任因子であることが明らかとなった。また、これと

は別に HNE 中には短い RNA と PHAX の結合を増強する活性が存在することが明らかと

なった。そしてこの活性の候補因子として p54nrb と呼ばれる RNA 結合タンパク質が同定

されたが、実際にp54nrbがRNAとPHAXとの結合を増強するかについては不明であった。

そのため、本研究ではまず p54nrb が RNA と PHAX の結合にどのような影響を与えるのか

を明らかにすることを目的として解析を行った。 

  p54nrb はこれまでに DNA 修復や転写、スプライシングなど核内の様々な機能に関与

する多機能タンパク質であることが報告されている (Yaron and Zipori, 2002)。特に

p54nrb は RNA と核内タンパク質との相互作用を高め、RNA-タンパク質複合体の形成を安

定化することが知られている。例えば、p54nrb は RNA ポリメラーゼⅡの C 末端ドメイン

である CTD と結合し、CTD と RNA との親和性を高めることが明らかとなっている 

(Andrew et al., 2002)。また p54nrb はエキソヌクレアーゼである XRN2 を RNA 上にリク

ルートし、XRN2がRNA上で効率よく機能できるように補助している(Kaneko et al., 2007)。

さらに、p54nrb は U snRNA の一つである U5 snRNA のステムループと効率よく結合する

ことが明らかとなっている(Peng et al., 2002)。これらのことから、p54nrb は PHAX と U 

snRNA の結合を増強し、U snRNA 核外輸送複合体の形成の安定化に働く可能性が十分に

あると考えた。 
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結果 

1. 核内 RNA 結合タンパク質 p54nrb は PHAX と RNA の結合を促進する 

序論でも述べたように HNE 中から短い RNA と PHAX との結合を促進する活性 (U  

snRNA 化活性) が発見された。そして、生化学的手法により U snRNA 化活性の候補因子

として核内 RNA 結合タンパク質である p54nrb が同定された。そのため、まず p54nrb が

U snRNA 化活性の責任因子なのかを明らかにすることとした。大腸菌で発現、精製したレ

コンビナント GST-PHAX、CBC と 32P 標識した各種 RNA を用いた GST pull-down の実

験系 (図 5A) に、大腸菌で発現、精製したレコンビナント p54nrb を加えて沈降する RNA

量を解析した。その結果、p54nrb を加えることにより沈降する RNA 量が増加した (図 6A

レーン 7-10)。このことから p54nrb は RNA と PHAX の結合を促進することが分かった。

しかし、p54nrb の活性は HNE を加えたときにみられる活性よりもはるかに低いものであ

った(図 6A レーン 6、レーン 8-10)。 

  生化学的手法により HNE から U snRNA 化活性を精製する過程で、大幅な活性の低下 

がみられた (図 5C)。そのため、U snRNA 化活性には p54nrb 以外の別の因子も関与して 

いるが精製の過程で失われた可能性が考えられた。これまでに p54nrb は核内 RNA 結合タ 

ンパク質である PSF  (polypyrimidine tract-binding protein-associated splicing factor) 

とヘテロ二量体を形成し、核内で様々な働きをすることが知られている(Yaron and Zipori, 

2002)。そこで、U snRNA 化活性に p54nrb だけではなく PSF も関与すると考え解析を 

行った。上記の GST pull-down の実験系に大腸菌で発現、精製したレコンビナント PSF 加

えたところ沈降する RNA 量が増加することから、PSF も RNA と PHAX の結合を増強す

ることが分かった (図 6B、6C)。このとき、p54nrb や PSF をそれぞれ単独で実験系に加え

るよりも、両者を同時に加えたときにより強い U snRNA 化活性が見られたことから、

p54nrb と PSF は協調的に働き RNA と PHAX の結合を高めることが示唆された(図 6B)。

また、レコンビナント p54nrb と PSF を加えることにより U1 snRNA 以外の RNA の沈降
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量も増加したことから(図 6B、6C)、p54nrb と PSF は短い RNA だけでなく様々な長さの

RNA と PHAX の結合を促進することが考えられる。 

次に HNE でみられた主要な U snRNA 化活性が p54nrb と PSF に依存しているのか

を調べた。そのため、p54nrb と PSF の両者を同時にノックダウンした HeLa 細胞から HNE

を作製し (図 6D) 、これまでと同様 GST pull-down による実験系を用いて解析を行った。

その結果、p54nrb と PSF をノックダウンした HNE では U snRNA 化活性がほとんど失わ

れることが分かった (図 6E レーン 5、7)。また、p54nrb と PSF をノックダウンした HNE

において、レコンビナントにより p54nrb と PSF の量をコントロール KD の HNE と同程

度にすると U snRNA 化活性が完全に回復した (図 6E レーン 6-8)。このことから、やはり

HNE 中の U snRNA 化活性の大部分は p54nrb と PSF の二つの核内 RNA 結合タンパク質

が担っていることが示唆された。 
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図 6 U snRNA 化活性を持つと考えられる因子の解析 

(A) 図 5A と同様の実験系を用いて、p54nrb が U snRNA 化活性を持つのか解析した。

コントロールの U1 snRNA の沈降量を 1 とし (レーン 7)、HNE や p54nrb を加えた

ときのそれぞれの U1 snRNA の沈降量を算出した。 

(B) 図 5A と同様の実験系を用いて、p54nrb と共に PSF が U snRNA 化活性を持つのか

を解析した。図 6A と同様に沈降した U1 snRNA 量を算出した。 

(C) 図 5A と同様の実験系を用いて、p54nrb と PSF の濃度に依存して U snRNA 化活性

が影響を受けるのかを解析した。図 6A と同様に沈降した U1 snRNA 量を算出した。 

(D) p54nrb と PSF をノックダウンした HeLa 細胞から HNE を作製し、ウエスタンブロ

ッティングにより HNE 中の p54nrb と PSF の濃度を算出した。CBP20 はローディ

ングコントロールとして用いた。 

(E) 図 6D で作製した HNE を用いて、図 5A と同様の実験系で解析を行った。図 6A と

同様に沈降した U1 snRNA 量を算出した。 
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2. p54nrb と PSF は U snRNA/CBC/PHAX の三者複合体である pre-complex

の形成を促進する 

p54nrb と PSF は RNA と PHAX の結合を増強することから、U snRNA の核外輸送複 

合体の形成に関与することが考えられた。序論でも述べたように、U snRNA の核外輸送複

合体は尐なくとも 3 段階のステップを経て形成されると考えられる。まず、U snRNA/CBC

からなる複合体ができ、次いで U snRNA/CBC/PHAX の三者複合体である pre-complex が

形成される。そして、pre-complex に CRM1 と Ran-GTP が結合した export-complex が形

成される (図 3)。そこで、まず p54nrb と PSF が U snRNA/CBC の複合体や U 

snRNA/CBC/PHAX、の三者複合体である pre-complex の形成に与える影響を、以前の報

告を参考にゲルシフト法を用いて解析を行った (Ohno et al., 2000)。その結果、p54nrb と

PSF は U1 snRNA/CBC の複合体の形成には影響を与えなかったが（図 7B レーン 2-11）、

pre-complex の形成を促進することが分かった（図 7C レーン 3-6）。また、p54nrb や PSF

をそれぞれ単独で加えるよりも両者を同時に加えたときに、より強く pre-complex の形成

が促進された（図 7C レーン 4-6）。これは p54nrb と PSF が協調して機能するというこれ

までの結果と一致する (図 6B、6C)。   

  これまでに p54nrb と PSF のヘテロ二量体は RNA 上にタンパク質をリクルートし、

RNA-タンパク質複合体の形成を補助することが報告されている(Kaneko et al., 2007; 

Peng et al., 2002)。このことから、p54nrb と PSF は U snRNA/CBC 複合体上に PHAX を

リクルートし、pre-complex の形成を促進することが考えられた。そのため、次に p54nrb

と PSF が U snRNA や PHAX に結合するかどうかを解析した。まず、p54nrb と PSF が

U1 snRNA に結合するかゲルシフト法で調べたところ、p54nrb と PSF は U1 snRNA に結

合することが分かった (図 7A)。PHAX と p54nrb または PSF の相互作用については、レ

コンビナント GST-PHAX とレコンビナント p54nrb、PSF を用いた GST pull-down により

解析した。その結果、PHAX は p54nrb や PSF と結合することが分かった (図 7D、図 7E)。
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また、RNaseA 存在下でも PHAX が p54nrb や PSF に結合するという結果が得られた (図

7D レーン 6、図 7E レーン 6)。このことから PHAX と p54nrb または PSF は RNA を介

さずにタンパク質どうしが直接結合することが示唆された。 

次に細胞内においても PHAX が p54nrb、PSF と相互作用するかどうかを解析した。

このために、N 末に FLAG タグを付加した FLAG-PHAX を HeLa 細胞で発現させ FLAG

に対する抗体で免疫沈降を行った。その結果、細胞内においても PHAX は p54nrb や PSF

と相互作用することが分かった (図 7F)。 

これらの結果から p54nrb と PSF は PHAX と U snRNA の両者に結合し、 

U snRNA/CBC 複合体上に PHAX をリクルートすることにより pre-complex の形成を促進

することが考えられる。また、ゲルシフト法において p54nrb と PSF を加えても

pre-complex のバンドはシフトしないことから、in vitro において p54nrb と PSF は

pre-complex と安定的に結合するわけではないと考えられる (図 7C レーン 3-6)。 
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図 7 p54nrb と PSF が pre-complex の形成に与える影響 

(A) 32P 標識した U1snRNA とレコンビナント p54nrb、PSF を用いてゲルシフト法によ

り U1 snRNA と p54nrb、PSF との結合を解析した。 

(B) 図 7A と同様の実験系を用いて p54nrb と PSF がU1snRNA/CBC 複合体の形成に与

える影響を解析した。 

(C) 図 7A と同様の実験系を用いて p54nrb と PSF が pre-complex の形成に与える影響

を解析した。 

(D) レコンビナント GST-PHAX と p54nrb を用いて GST pull-down を行い、共沈降す

るタンパク質をウエスタンブロッティングにより解析した。 

(E) 図 7D と同様の実験系を用いて、PHAX と PSF の相互作用を解析した。 

(F) FLAG-PHAX を HeLa 細胞で発現させ、FLAG に対する抗体で免疫沈降を行い共沈

降するタンパク質をウエスタンブロッティングにより解析した。 
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3.  p54nrb と PSF は export-complex の形成を促進する 

p54nrb と PSF は pre-complex の形成を促進することが明らかとなったが、次 

に p54nrb と PSF が U snRNA/CBC/PHAX/CRM1/Ran-GTP か ら 構 成 さ れ る

export-complex の形成にどのような影響を与えるのかを解析した。この解析のために、ま

ず p54nrb と PSF が CRM1 や Ran と相互作用するのかを調べた。試験管内においてレコ

ンビナント p54nrb、PSF、CRM1、Ran、hnRNAPA1 を混合し、p54nrb、PSF または

hnRNPA1 に対する抗体で免疫沈降を行った。このとき、RNA 結合タンパク質である

hnRNP1 をコントロールとして用いた。その結果、p54nrb や PSF は CRM1 や Ran と結

合することが分かった (図 8A レーン 1-3)。 

次に、p54nrb と PSF が export-complex の形成にどのような影響を与えるのかについ

て、pre-complex の形成を調べたときと同様にゲルシフト法による解析を行った。その結果、

p54nrb と PSF を加えることにより、pre-complex のバンドが消失し、上方にスーパーシフ

トすることが分かった (図 8B レーン 13-15)。このことから、p54nrb と PSF は pre-complex

の形成反応だけでなく、pre-complex から export-complex の形成反応をも促進することが

示唆された。また、p54nrb と PSF を加えることにより export-complex よりも上方にバン

ドが形成されることから、export-complex に p54nrb と PSF を含むような複合体が形成さ

れていることが考えられた (図 8B: e＊-complex)。そのため、次にこのシフトしたバンド(図

8B: e＊-complex)の正体について解析することにした。そこでまず、非標識の U1 snRNA と

レコンビナントタンパク質を用いてゲルシフト法を行った。電気泳動後にゲルを核酸の検

出試薬である SYBR Gold で染色すると 32P 標識した U1 snRNA を用いた場合と同様に、

U1 snRNA/CBC (c)、pre-complex(p)、export-complex(e)、e＊-complex(e＊) が形成される

ことを確認した (図 8C レーン 2-5)。次に、ゲルからニトロセルロースメンブレンにタンパ

ク質を転写し、ウエスタンブロッティングにより e＊-complex にどのようなタンパク質が含

まれるのかを解析した。その結果、e＊-complex は PHAX や CRM1、Ran などの既知の U 
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snRNA 核外輸送因子のほかに p54nrb や PSF も含むことが分かった(図 8D-H)。 

このことから、ゲルシフト法によって確認された e＊-complex は 

U snRNA/CBC/PHAX/CRM1/Ran-GTP/p54nrb/PSF から構成される複合体であることが

示唆され、U snRNA 核外輸送に関連した複合体であることが強く示唆された。 
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図 8 p54nrb と PSF が export-complex の形成に与える影響 

(A) レコンビナント p54nrb、PSF、CRM1、Ran、hnRNPA1 を用いて、免疫沈降を行

い、ウエスタンブロッティングによりタンパク質の相互作用を解析した。 

(B) 図 7A と同様の実験系を用いて、p54nrb と PSF が export-complex の形成に与える

影響を解析した。 

(C) 非標識の U1 snRNA を用いて、図 8A と同様にゲルシフト法を行った。ゲルを SYBR 

Gold で染色し、U1 snRNA を検出した。 

(D)-(H) 図 8C のゲルからニトロセルロースメンブレンにタンパク質を転写し、ウエス

タンブロッティングによる解析を行った。 
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4. p54nrb と PSF は U snRNA の核外輸送を促進する 

これまでの結果から、p54nrb と PSF は U snRNA の核外輸送に関連した複合体の形成 

を促進することが示唆された。では、p54nrb と PSF は U snRNA の核外輸送そのものにど

のような影響を与えるのだろうか。これを解析するためにアフリカツメガエル卵母細胞を

用いた顕微注入実験を行った。32P 標識した各種 RNA をアフリカツメガエル卵母細胞の核

に顕微注入し、保温後、核と細胞質のそれぞれの画分に存在する RNA を定量することによ

り、RNA の核外輸送効率を調べることができる。しかし、序論でも述べたように U snRNA

は細胞質へと輸送された後、再び核へと輸送される。そのため本研究では Sm タンパク質

結合部位を欠損し、細胞質に輸送されるが核内へは再輸送されない U snRNA⊿Sm を用い

た (Hamm and Mattaj, 1990)。また、U6 snRNA⊿ss を細胞質に輸送されないコントロー

ルの RNA として用いた。この実験系を用いて、RNA と共に p54nrb と PSF を顕微注入す

ると、U snRNA の輸送が促進された（図 9A レーン 3-6、9B）。このとき、p54nrb と PSF

は DHFR mRNA の核外輸送には影響を与えなかった。このことから、p54nrb と PSF は U 

snRNA 核外輸送複合体の形成を促進し、U snRNA の核外輸送を特異的に促進すると考え

られる。 

  次に HeLa 細胞を用いて、p54nrb と PSF が U snRNA の核外輸送にどのような影響を

与えるのかを解析した。核内で転写された直後の U snRNA は 3’末端が長い pre-U snRNA

として存在し、核外輸送後に細胞質で 3’末端が切断される(Yong et al., 2010)。そのため、

U snRNA の核外輸送が阻害された場合には pre-U snRNA の量も増加すると考えられる。

そこで、HeLa 細胞において PHAX、p54nrb または PSF をそれぞれノックダウンし (図

9C)、リアルタイム PCR により pre-U snRNA 量を解析した。予想通り、PHAX をノック

ダウンすると pre-U snRNA 量が増加した (図 9D、9E)。また、p54nrb と PSF をノックダ

ウンしても pre-U snRNA 量が増加したため(図 9D、9E)、哺乳細胞においても p54nrb と

PSF は U snRNA の核外輸送に関与することが考えられた。 
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  先程述べたように、U snRNA は細胞質へと輸送された後に再び核へと再輸送される。

そのため、培養細胞において内在性の U snRNA の核外輸送を調べることは困難である。そ

こで、U1 snRNA⊿Sm を発現するようなコンストラクトを用いて培養細胞での U snRNA

の核外輸送効率を調べることにした。まず、HeLa 細胞において PHAX または p54nrb の

ノックダウンを行い、その後 U1 snRNA⊿Sm を発現するようなコンストラクトを導入し

た。続いて、HeLa 細胞を核と細胞質に分画し、リアルタイム PCR により U1 snRNA⊿Sm

の核外輸送効率を調べた。この実験系では PSF をノックダウンした HeLa 細胞は弱ってし

まうため、PSF については解析を行うことができなかった。p54nrb をノックダウンすると

PHAX ノックダウンと同様、GAPDH mRNA の輸送に影響を与えなかったが、U snRNA

の核外輸送効率が低下した (図 9F)。このことから、哺乳細胞においても p54nrb は U 

snRNA の核外輸送に関与することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

図 9  p54nrb と PSF が U snRNA の核外輸送に与える影響 

(A) 32P 標識した各種 RNA とレコンビナント p54nrb、PSF をアフリカツメガエル卵母

細胞の核内に顕微注入した。顕微注入後、核画分と細胞質画分から RNA をそれぞ

れ回収し変性ゲルにて電気泳動後、オートラジオグラフィーにて解析した。 

(B) 図 9A の定量結果。 

(C) HeLa 細胞において PHAX、p54nrb または PSF をノックダウンし、ウエスタンブ

ロッティングによりタンパク質を検出した。 

(D) (E)HeLa 細胞において PHAX、p54nrb または PSF をノックダウン後、total RNA

を抽出し、リアルタイム PCR により pre-U snRNA を定量した。 

(E) HeLa 細胞において、PHAX または p54nrb をノックダウン後、U1 snRNA⊿Sm を

発現するコンストラクトを導入した。核画分と細胞質画分から total RNA をそれぞ

れ抽出し、リアルタイム PCR により U1 snRNA⊿Sm を定量し、核外輸送効率を

算出した。 
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5. p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体と共に細胞質へは輸送されない 

これまでの結果から p54nrb と PSF は export-complex に結合し e＊-complex を形成す 

ることが明らかとなった。そのため、次に p54nrb と PSF が U snRNA 核外輸送複合体と

共に細胞質へ輸送されるかについて、以前に報告された方法を参考に解析を行った (Ohno 

et al., 2000)。アフリカツメガエルの卵母細胞において、PHAX や CBC の構成因子である

CBP80 はそのほとんどが核に局在している (図 10 A レーン 1、2)。卵母細胞の核内に過剰

量の m7G キャップ付きの U 1 snRNA⊿Sm を顕微注入すると U snRNA と共に核外輸送複

合体を形成した PHAX や CBP80 が細胞質に輸送される様子を観察することができる (図

10A レーン 3、4)。この実験系を用いて、U1 snRNA⊿Sm と共にレコンビナント p54nrb

と PSF を核内に顕微注入し、p54nrb と PSF の局在を解析した。その結果、PHAX や CBP80

が細胞質へと輸送される条件においても、p54nrb と PSF は核局在のみを示すことが分か

った (図 10A レーン 3、4)。このことから、p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体と

共に細胞質へは輸送されず、核内で解離することが示唆された。 

  次に、哺乳細胞を用いて p54nrb と PSF が U snRNA と共に細胞質へ輸送されるかど

うかを解析した。HeLa 細胞においても、アフリカツメガエル卵母細胞の時と同様に PHAX

は核局在を示し、ここに U1 snRNA⊿Sm を過剰量発現するようなコンストラクトを導入

すると PHAX は細胞質でも観察されるようになった(図 10B-D)。しかし、U1 snRNA⊿Sm

を過剰量発現させた条件下であっても、PHAX とは異なり p54nrb と PSF は核局在のみを

示した (図 10B-D)。このことから、哺乳細胞においても p54nrb と PSF は U snRNA と共

に細胞質へは輸送されないことが示唆された。 
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図 10 p54nrb と PSF が U snRNA と共に細胞質へと輸送されるのかを解析した 

(A) U1 snRNA⊿Sm をアフリカツメガエル卵母細胞の核内に顕微注入した。顕微注入

後、核と細胞質に分画し、ウエスタンブロッティングによりタンパク質を検出した。

核局在を示すマーカータンパク質として coilin を用いた。また、Acap-U1 は細胞質

へと輸送されないコントロールの RNA として用いた。 

(B) HeLa 細胞において U1 snRNA⊿Sm、または GFP を発現するコンストラクトを同

時に導入した後、免疫染色により PHAX、p54nrb または PSF の局在を観察した。

GFP の発現の有無により、U1 snRNA⊿Sm が細胞内に導入されたかどうかを確認

した。 

(C) (D) 図 10B においてタンパク質が核のみに局在する細胞と、核と細胞質の両方に局

在する細胞数を定量した。 
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考察 

 

1.  U snRNA の核外輸送における p54nrb と PSF の役割 

以前に本研究室に置いて、HeLa 細胞核抽出液 (HNE)中に長い RNA から PHAX を取

り除く活性 (mRNA 化活性)と短い RNA と PHAX の結合を増強する活性 (U snRNA 化活

性)が存在することが見出された。mRNA 化活性については hnRNPC1/C2 と呼ばれる RNA

結合タンパク質が責任因子であることが明らかとなっていた(McCloskey et al., 2012)。し

かし、U snRNA 化活性の候補因子として同定された p54nrb についてはこれまで詳しい解

析はなされていなかった。本研究によって p54nrb が U snRNA 化活性の責任因子であり、

さらに p54nrb と共に PSF と呼ばれる核内 RNA 結合タンパク質が同活性を担っているこ

とを明らかにした (図 6A、6B)。また、p54nrb と PSF を KD した HNE ではほとんど U 

snRNA 化活性が失われたことから、HNE 中の主要な U snRNA 化活性にはこの二つのタ

ンパク質が寄与していると考えられる (図 6E)。 

次に p54nrb と PSF が U snRNA 核外輸送複合体の形成にどのような影響を与えるの

かを解析したところ、p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体の形成を促進することが

明らかとなった (図 7C、8B)。p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体の構成因子と U 

snRNA の両者に結合することから (図 7A、7D、7E、8A) 、これらの構成因子と U snRNA

の結合を安定化することにより pre-complex やその後の export-complex の形成を促進する

と考えられる。しかし、p54nrb と PSF は U snRNA/CBC 複合体の形成には影響を与えな

かった (図 7B)。本研究では CBC と p54nrb、PSF の相互作用については解析を行わなか

ったが、どうやらこれらのタンパク質は直接結合しないらしい (Buxadé et al., 2008)。そ

のため、p54nrbとPSFはU snRNA/ CBC複合体の形成には関与していないと考えられる。 
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 また、p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体の形成を促進するだけでなく、その後

の U snRNA の核外輸送も促進することが明らかとなった。そして、おそらく p54nrb と

PSF は U snRNA 核外輸送複合体が細胞質へ輸送される前に、核内で解離すると考えられ

る (図 11)。 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 U snRNA の核外輸送における p54nrb と PSF の役割 

p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体の形成を促進し、その後の U snRNA の核外輸

送も促進する。 

 

 

2.  多様な機能を持つ p54nrb と PSF の制御について 

  p54nrb は短い RNA と PHAX の結合を増強する活性の候補因子として同定された。確

かに試験管内の実験系において、大腸菌で発現、精製したレコンビナント p54nrb、そして

PSF はキャップ構造や RNA の長さに依存せずに RNA と PHAX の結合を増強することが

明らかとなった。 (図 6A-C)。このことから、in vitro において p54nrb と PSF には RNA

の長さを測り、短い RNA のみに PHAX を結合させるような機能はないと考えられる。HNE

中において p54nrb と PSF が長い RNA と PHAX の結合を増強しなかったのは、HNE 中

 

 

図 9 U snRNA の核外輸送における p54nrb と PSF の役割 
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に存在するhnRNPC1/C2によって長いRNAとPHAXの結合が阻害されたためだと考えら

れる (図 5B)。このように、本研究では p54nrb と PSF は様々な RNA と PHAX の結合

を増強するという結果を得た。しかし、これまで述べたように p54nrb と PSF は核内

において様々な役割を担っている。そのため、細胞内において p54nrb と PSF は RNA

ごとに異なる機能を発揮していると考えられる。例えば、p54nrb と PSF は mRNA 上

においてはスプライシングや 3’末端のプロセシングに働いている(Li et al., 2009; Hata 

et al., 2008)。では、p54nrb と PSF は RNA ごとにどのようにして、その機能を使い分

けているのだろうか。 

一つの可能性として、リン酸化などの翻訳後修飾により p54nrb と PSF の機能を

制御するということが挙げられる。例えば、p54nrb は CDK1 によってリン酸化され、

イソメラーゼである Pin1 と結合するようになる (Proteau et al., 2005)。また、PSF は

Mnk (MAP kinase signal integrating kinase)と呼ばれるタンパクキナーゼによってリン

酸化され、p54nrb と共に 3’非翻訳領域に ARE を持つ mRNA との結合が増強することが明

らかとなっている(Buxadé et al., 2008)。さらに p54nrb と PSF は、RNA ポリメラーゼⅡ

の C 末端ドメインである CTD と結合し、CTD 上の p54nrb と PSF は U1 snRNP を介して

スプライシングに働くことが示唆されている (Kameoka et al., 2004)。このとき大腸菌で発

現、精製した p54nrb と PSF は CTD とは結合せず、HeLa 細胞から精製した p54nrb と PSF

のみ CTD と結合する。このことから、p54nrb と PSF が CTD と結合するためには翻訳後

修飾が必要だと考えられている。一方、U snRNA核外輸送複合体の形成促進に働くp54nrb、

PSF に関しては大腸菌で発現、精製したレコンビナントで十分機能するので翻訳後修飾な

どは必要ない可能性が考えられる (図 6)。このように、p54nrb と PSF はリン酸化などの翻

訳後修飾によりタンパク質や RNA との親和性を調節し、RNA 種に応じて適切な機能を発

揮していると考えられる (図 12)。 

  また、別の可能性として p54nrb と PSF は核内での局在部位によって、その機能を制
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御するということが挙げられる。核内には、リボソームの生合成の場として働く核小体を

はじめ、U snRNA の成熟の場であるカハール体、スプライシング因子の貯蔵・会合の場で

ある核スペックルなど様々な核内構造体が存在する。そして近年、核スペックルの近傍に

パラスペックルと呼ばれる新たな核内構造体が発見された (Fox et al., 2002)。パラスペッ

クルはタンパク質をコードしない長鎖ノンコーディング RNA である NEAT1 (Nuclear 

Enriched Abundant Transcript 1)と p54nrb、PSF などのタンパク質から構成されている 

(Sasaki et al., 2009; Sunowoo et al., 2009; Clemson 2009 et al., Chen et al., 2009)。パラ

スペックルに局在する p54nrb や PSF の機能として高度にイノシン化された RNA と結合

し、イノシン化した RNA をパラスペックル内に係留することが報告されている (Bound 

and Fox 2009; Fox and Lamond 2010)。 

 このように、p54nrb と PSF は自身の修飾状態や核内での局在部位を変えることにより

RNA ごとに適切な機能を発揮しているのではないかと考えられる (図 12)。 

 

 

図 12  RNA に応じた p54nrb と PSF の使い分けモデル 
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3.  細胞内での p54nrb と PSF による U snRNA 核外輸送複合体の 

形成促進について 

  本研究によって p54nrb と PSF は U snRNA/CBC/PHAX の三者複合体である

pre-complex や、さらに pre-complex に CRM1 と Ran が結合した export-complex の形成

を促進することが明らかとなった。序論でも述べたように、U snRNA は転写後にキャップ

構造が付加された後に CBC が結合するが、本研究での in vitro での結果 (図 7B) からおそ

らくこの段階ではまだ p54nrb と PSF は働かないと考えられる。次に U snRNA は

pre-complex の形成のためにカハール体へと移行する。PHAX が結合せず pre-complex を

形成できない U snRNA はカハール体に蓄積することから、カハール体には適切な

pre-complex の形成を監視する品質管理機構が備わっていることが示唆されている 

(Suzuki et al., 2010)。そのため、p54nrb と PSF はカハール体において pre-complex の形

成を促進する可能性が考えられる。しかし、現在までに p54nrb と PSF がカハール体の構

成因子であるという報告はなく、本研究においても HeLa 細胞を用いて免疫染色による解

析を行ったが、p54nrb と PSF がカハール体に局在するというデータは得られていない (デ

ータは示さず)。 

  では、p54nrb と PSF は U snRNA の核外輸送過程のどの時点で、U snRNA 核外輸送

複合体の形成に寄与しているのだろうか。カハール体において pre-complex を形成した U 

snRNA は、次に核質へと移行する。核質に移動した pre-complex に CRM1 が Ran-GTP

依存的に結合し、export-complex の形成後、細胞質へと輸送され U snRNA の核外輸送が

完了する。p54nrb と PSF は核質には存在するため、p54nrb と PSF はカハール体から核

質に移行してきた pre-complex の形成補助や、その後の export-complex の形成に働くので

はないかと考えられる。試験管内においては pre-complex の安定性は低いが、

export-complex まで形成されると大幅にその安定性が増す。そのため、核内においてもカ

ハール体のように PHAX が濃縮した場に U snRNA を移行させ、安定性の低い pre-complex
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の形成を補助していると考えられる。しかし、export-complex 形成のためには pre-complex

の形成に適したカハール体から、再び核質へと戻らなければならない。そこで、核質での

pre-complex の形成を保証するために p54nrb と PSF が働いていると考えられる。さらに

p54nrb と PSF は pre-complex から export-complex の形成反応も促進することにより、U 

snRNA核外輸送複合体が核質において安定的に存在できるようにしているのではないだろ

うか。そして、役目を終えた p54nrb と PSF は核内において export-complex から解離する

ため、export-complex と共に細胞質へは輸送されないと考えられる (図 13)。 

  本研究によって、p54nrb と PSF は核内において export-complex から解離するという

ことが示唆された。では、どのようにして p54nrb と PSF は export-complex から解離する

のだろうか。ゲルシフト法の結果から、e＊-complex は一本のバンドとしてではなく、スメ

ア状に検出されることが明らかとなった (図 8B)。このことから、e＊-complex の安定性は

低いと考えられる。そのため、核内において p54nrb と PSF は U snRNA 核外輸送複合体

の形成促進後に export-complex から自然に解離することが考えられる。またこれまで述べ

たように、p54nrb や PSF はリン酸化などの翻訳後修飾により RNA やタンパク質との親和

性を調節することが知られている (Buxadé et al., 2008; Proteau et al., 2005)。そのため、

例えば p54nrb と PSF はリン酸化により、U snRNA 核外輸送複合体から離れるのではない

かと考えられる。U snRNA核外輸送複合体から解離したp54nrbとPSFは脱リン酸化され、

再び輸送複合体の形成に機能するとも考えられが、リン酸化状態の p54nrb や PSF は

mRNA との結合が増強され、スプライシングに働くことが示唆されている(Kameoka et al., 

2004)。そのため、U snRNA の核外輸送に機能した p54nrb と PSF は続いて、スプライシ

ング反応に関与する可能性が考えられる。このように、p54nrb と PSF は段階的に進む遺

伝子発現機構の諸過程に沿って自身の機能を調節することにより、より効率的な遺伝子発

現の進行に貢献しているのではないだろうか。 
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図 13 核内における p54nrb と PSF による U snRNA 核外輸送複合体形成モデル 
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4. 総括 

  遺伝子発現において RNA は様々な役割を担っている。タンパク情報を運ぶ mRNA を

はじめ、タンパク合成装置として働く rRNA、アミノ酸を運搬する tRNA、スプライシング

に働く U snRNA、そして遺伝子発現を調節する miRNA など RNA 種ごとに全く異なる機

能を持っている。このように、RNA が多様な機能を持つことができるのは RNA 種ごとに

異なるタンパク質との複合体である RNP (ribonucleoprotein)を形成するからである。その

ため、細胞内には適切な RNP を形成させる機構が存在する。例えばリボソームやスプライ

ソソームなどの非常に巨大な RNP の形成には ATP や GTP の加水分解や、分子シャペロン

などの補助因子が働いている (Fleckner et al., 1997; Pellizzoni et al., 2007)。序論で述べ

た SMN 複合体も分子シャペロンとして働いており、U snRNA の Sm 配列上にヘテロ 7 量

体から構成される Sm タンパク質群をリクルートする。おそらく、本研究で解析を行った

p54nrb と PSF も分子シャペロンのように機能し、U snRNA 核外輸送複合体である輸送

RNP の形成を保証しているのではないかと考えられる。 

  近年のトランスクリプトーム解析により、タンパク質をコードしない転写産物 (ノンコ

ーディング RNA)が非常に多く存在することが明らかとなった (Carninci et al., 2005)。ヒ

トにおいては、ゲノムの約 98%以上がタンパク質をコードしない領域である。そして、こ

のノンコーディング RNA こそが生物の複雑さを生み出しているのではないかと考えられ

るようになった (Mattick et al., 2004)。しかし、大半のノンコーディング RNA に関しては

ゲノムから転写されているということが分かっただけであり、その機能については不明な

点が多い。そのため、今後この新たな RNA の機能を明らかにしていく際にも、これらのノ

ンコーディング RNA がどのような RNP 形成するのか、またどのように RNP が形成され

るのかを研究していくことが重要であると考えられる。そして、このような機能未知のノ

ンコーディング RNP の形成にも p54nrb や PSF が関与する可能性が十分に考えられ、大変

興味深い。 
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実験の材料と方法 

 

  DNA コンストラクトの作成 

・pGEX-6p-p54nrb 

  このプラスミドは本研究室の谷口一郎博士から分与していただいた。ヒト p54nrb は

HeLa cDNA library から PCR により増幅し、pGEX-6p ベクターの BamHⅠおよび XhoⅠ

認識部位に挿入した。 

・pET15-PSF 

  このプラスミドは産業技術総合研究所の富田耕三博士から分与していただいた。   

・pUC118-U1 ⊿Sm 

  U1 ⊿Sm を発現するコンストラクトから EcoRV と HindⅢによって切り出し、pUC

ベクターの同認識部位に挿入した。さらに U1 プロモーターをヒトゲノムから PCR により

増幅し、pUC118-U1 ⊿Sm の EcoRⅠおよび EcoRⅤ認識部位に挿入した。 

 

レコンビナントタンパク質の発現と精製 

・レコンビナント p54nrb 

  ヒトの p54nrb cDNA がクローニングされた pGEX-6p-1 ベクター（Amersham 

Bioscience）をタンパク質発現用の大腸菌 BL21(DE3)codon plus-RIL（STRATAGENE）

に形質転換した。そしてその大腸菌を 2l の LB/Amp 培地中で OD600 が 0.6 になるまで振

盪培養し、IPTG を最終濃度 0.1mM になるように加え、さらに 30℃で 6 時間培養した。そ

の後、大腸菌を5,000rpm,10分間遠心を行うことにより回収した。大腸菌をPBSでけん濁、

洗浄後、再び遠心により回収し、凍結保存した。大腸菌を融解後、bufferA（20mM 

Tris-HCL[pH7.5]、500mM NaCl、1mM DTT、1mMEDTA、0.1% NP-40、10% glycerol）

にけん濁した。そして、大腸菌をフレンチプレスにより破砕後、15,000rpm、30 分間遠心
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し、上清を回収した。あらかじめ、bufferA で平衡化した Glutathione Sepharose 4B

（Amersham Biosciences）ビーズに、回収した上清を加え、4℃で 1 時間転倒混和した。

その後、ビーズを bufferAで 4回洗浄後、bufferB（20mM Tris-HCL[pH7.5]、100mM NaCl、

1mM DTT、1mMEDTA、10% glycerol）で 2 回洗浄した。p54nrb を精製するために、タ

ンパク質をビーズに結合させたまま、PreScissionprotease を添加し、4℃で 2 日間保温し、

GST タグを切断した。さらに、HiTrap His カラムによりさらに精製した。精製後、bufferB

に対して透析し、凍結保存した。  

 

・レコンビナント PSF 

  ヒトの PSF cDNA がクローニングされた pET-15 ベクターをタンパク質発現用の大腸

菌 BL21(DE3)codon plus-RIL（STRATAGENE）に形質転換した。そしてその大腸菌を 2l

の LB/Amp 培地中で OD600 が 1.0 になるまで振盪培養し、IPTG を最終濃度 0.1mM にな

るように加え、さらに 20℃で 20 時間以上培養した。その後、大腸菌を 5,000rpm,10 分間

遠心を行うことにより回収した。大腸菌を PBS でけん濁、洗浄後、再び遠心により回収し、

凍結保存した。大腸菌を融解後、bufferC（50mM Tris-HCL[pH8.0]、500mM NaCl、1mM 

DTT、2mM be-ta-mercaptoethanol、20mM Imidazol、0.1% NP-40、10% glycerol）にけ

ん濁した。そして、大腸菌をフレンチプレスにより破砕後、15,000rpm、30 分間遠心し、

上清を回収した。あらかじめ、bufferC で平衡化した Ni-NTA（QIAGEN）ビーズに、回収

した上清を加え、4℃で 1 時間転倒混和した。その後、ビーズを bufferC で 4 回洗浄後、

imidazol濃度が500mMのbufferCで溶出した。最後にbufferD（20mM Tris-HCL[pH8.5]、

250mM NaCl、6mM be-ta-mercaptoethanol、10% glycerol）対して透析し、凍結保存し

た。 

・レコンビナント PHAX、CRM1、Ran、CBP20、CBP80 

 これらのレコンビナントの発現・精製は以前に行われた方法に従った(Ohno et al.,2000)。 
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GST プルダウン 

Glutathione Sepharose 4B に 32P 標識した A-cap DHFR mRNA、Ftz mRNA、A-cap 

U1+50 snRNA、U1 snRNA および、10%HNE、GST-PHAX（0.2μM）、CBC（0.2μM）、

tRNA（0.8mg/ml）と PBS を加え 4℃、1 時間、転倒混和しビーズに GST-PHAX を固定し

た。その後、ビーズを RSB100N（10mM Tris-HCl、2.5mM MgCl2、100mM NaCl、0.1％

NP-40）で 4 回洗浄し、HomoMix（50mM Tris[pH7.4]、5mM EDTA、1.5%SDS、300mM 

NaCl、1.5mg/ml Proteinase K）にビーズをけん濁、振倒し、フェノール/クロロホルム処

理、エタノール沈澱を行った。以上のように抽出した RNA を RNA dye（95% Fomamide、

0.05% SDS、0.05% Xylenecyanol FF、0.05% Bromophenol blue）に溶かし、7M の尿素

を含む変性ポリアクリルアミドゲル（PAGE）で電気泳動し、オートラジオグラフィーで解

析を行った。 

 

ゲルシフトアッセイ 

32P 標識した U1 snRNA とレコンビナントタンパク質、T buffer（40 mM Hepes-KOH 

[pH 7.3], 110 mM KOAc, 6 mM Mg(OAc)2）、0.8mg/ml tRNA、を混合し、25℃で 40 分

間保温した。保温後、サンプルを非変性 6%のアクリルアミドゲルに泳動し、オートラジオ

フラフィーで解析を行った。シグナルの解析は、BAS-2500 (FujiFilm)を用いて行った。 

 

タンパク質相互作用の解析 

GST-PHAX を固定した Glutathione Sepharose 4B に、レコンビナント p54nrb、PSF

および RSB100N を加え、を加え、4℃、1 時間転倒混和した。その後、ビーズを RSB100N

（10mM Tris-HCl、2.5mM MgCl2、100mM NaCl、0.1％NP-40）で 4 回洗浄しビーズか

らタンパク質を 2×SDS PAGE サンプルバッファー（0.125M Tris-HCl (pH6.8)、10%β-
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メルカプトエタノール、4％SDS、10%スクロース、0.004％ブロモフェノルブルー）で溶

出し、SDS-PAGE を行った。シグナルの検出はウエスタンブロッティング法により行った。 

 

ウエスタンブロッティング 

SDS-PAGE 終了後、ゲル中に存在するタンパク質を Nitrocellulose Transfer 

Membrane(Schleicher & Schuell)に転写した。転写は 0.8 から 2mA/cm2で 1 時間程度行っ

た。次に、メンブレンをスキムミルク溶液（5% non-fat dry milk）で 1 時間ブロッキング

後、1 次抗体と 1 時間室温で保温した。そして、メンブレンを 0.1％の NP40 を含んだ PBS

で 3 回洗浄し、HRP（Horseradish Peroxidase）を標識したマウスの IgG に対する抗体を

2 次抗体として(Jackson ImmunoReserch）、室温で 1 時間保温した。その後、メンブレン

を先ほどと同様に 3 回洗浄し、最後に PBS で洗浄後、ECL Western Blotting Detection 

Reagents (Amersham Biosciences)でシグナルを検出した。 

 

免疫沈降法 

  レコンビナント p54nrb、PSF、CRM1、Ran、hnRNPA1 とそれぞれの抗体を結合さ

せた Protein A Sepharose (GE Health care)と混合し 1mg/ml RNase A 存在下で、4℃、60

分間転倒混和した。その後 Peotein A Sepharose を RSB150N で洗浄し、ウエスタンブロッ

ティングにより解析を行った。 

 

FLAG 抗体を用いた免疫沈降法 

  FLAG-PHAX を発現するプラスミドを Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen)を用

いて HeLa 細胞にトランスフェクションした。24 時間後に HeLa 細胞を PBS で 2 回洗浄

し、1% ホルムアルデヒドで 10 分間クロスリンクを行った。終濃度が 0.15M になるように 

glycine (pH 7.0)を加え 5 分間保温した。その後、PBS で 2 回洗浄し HeLa 細胞を回収した。 
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ANTI-FLAG M2 Agarose from mouse(SIGMA)を RSB100N で 2 回洗浄後、HeLa 細

胞の細胞抽出液を加え 4℃、60 分間転倒混和した。その後、アガロースを RSB100N で 4

回洗浄し、2×SDS PAGE サンプルバッファーでタンパク質を溶出し、SDS-PAGE で分離

した。そして、ウエスタンブロッティング法によりシグナルを検出した。 

 

抗体 

  FLAF ペプチド、hnRNP C1/C2、p54nrb、PSF、GAPDH に対するモノクローナル

抗体はそれぞれ、M2（Sigma）、4F4（Sigma）、3/p54nrb（BD）、B92（Sigma）、HyTest 

(6C5)を用いた。PHAX に対するポリクローナル抗体は His-PHAX で免疫したラビットか

ら血清を回収し、GST-PHAX を用いてアフィニティー精製を行い調整した。 

 

試験管内転写 

  試験管内転写は、T7 RNA ポリメラーゼ（Promega）を用いて、10μℓの反応系で行っ

た。0.1μg/μℓ の DNA、0.5mM ATP、0.5mM CTP、0.5mM GTP、0.5mM UTP、1mM 

m7GpppG RNA cap structure Analog（NEB）、1.2U/μℓ RNasin（Promega）、1.5U/μℓ RNA

ポリメラーゼ、[α-32P]UTP（GE Healthcare）、ポリメラーゼに添付の buffer を混合し、

37℃で 60 分間保温した。キャップ構造を付加しない RNA の転写反応の場合は、Cap 

Strucure Analog を除き、0.5mM GTP の反応条件で行った。 

 

アフリカツメガエル卵母細胞の摘出 

  アフリカツメガエルを 0.4 パーセントの MS222 に 15 分間浸し麻酔処理を行い、腹部

より卵母細胞を摘出した。卵母細胞を Barth buffer（10mM HEPES[pH7.6]、88mM NaCl、

1mM KCl、0.82mM MgSO4、2.4mM NaHCO3）で洗浄の後に、5mg/ml の Collagenase B

（Roche）処理を 60 分間室温で行った。Barth+Ca buffer（Barth buffer+4mM CaCl2、
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3.4mM Ca(NO3)2、10μg/ml Ampicillin、10μg/ml Streptomycin）で洗浄し、19℃で 2 時

間以上保温し、顕微鏡注入実験を行った。 

 

アフリカツメガエル卵母細胞への RNA の微量注入 

  RNA の微量注入実験は以前に行われた方法に従った（Jarmolowski et al.,1994）。以

下に簡単に示す。試験管内転写によって合成した RNA を、RNasin 2U/μl、Blue Dextran

（MW 2,000,000、Sigma）を 7.5 μg/μlになるように加えて顕微注入のサンプルを調製した。

卵母細胞にサンプ約 33nℓ を微量注入した。一定時間の保温後、J buffer（10mM 

Hepes[pH7.6]、70mM NH4Cl、7mM MgCl2、0.1mM EDTA、10%glycerol）内で卵母細

胞を核と細胞質とにピンセットにより分離し、HomoMix（50mM Tris[pH7.4]、5mM EDTA、

1.5%SDS、300mM NaCl、1.5mg/ml Proteinase K）にそれぞれ画分をけん濁、振倒し、

フェノール/クロロホルム処理、エタノール沈澱を行った。以上のように抽出した RNA を

RNA dye（95% Fomamide、0.05% SDS、0.05% Xylenecyanol FF、0.05% Bromophenol blue）

に溶かし、7M の尿素を含む変性ポリアクリルアミドゲル（PAGE）で電気泳動し、オート

ラジオグラフィーで解析を行った。 

 

リアルタイム PCR 

  HeLa 細胞からの total RNA の抽出は SepasolRNAI Super (Nacalai Tesque)を用いて

行った。抽出した RNA は、RQ1RNase-Free DNase (Promega) により処理した。 

  リアルタイム PCR は SuperScriptIII Platinum SYBRGreen One-Step qRT-PCR 

(Invitrogen) を用い、7500 RealTime PCR System(Applied Biosystems)で検出した。使用

したプライマーは以下に示す。 

Pre-U1: CAGGGCGAGGCTTATCCATTG, AACTCCAGAAAGTCAGGGGAAAG. 

Pre-U4atac: GGCAGTACTGCTAACGCCTG, CTGCTGTTTGAACTGATAAG. 
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GAPDH: ATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAA, AGTCCTTCCACGATACCAAAGTT. 

siRNA を用いたノックダウン 

  StealthTMRNAi は invitrogen から購入した。それぞれの標的配列は以下に示す。

StealthTMRNAi の HeLa 細胞へのトランスフェクションは Lipofectamine RNAiMAX 

(invitrogen)を用いて行った。 

p54nrb ; GGUGCAUUCCUGAAGUCUCUAAUGU 

PSF ; GGAGGCCCGCCGCCUCCGCCCGCGG 

PHAX ; ,UUCAUUUCUGGUCUGUUCCCUAGCC  

control ; GCAUCGAAGUAUUCCGCGUACGAAG  

 

免疫染色 

  HeLa 細胞を 8-well glass chamber slide (Nunc) で培養し、PBS+4%ホルムアルデヒ

ドで 20 分間固定処理を行った。PBS＋0.5% Triton X-100 で透過処理をし、PBS で室温 10

分×2 回洗浄した後に、PBS＋3% BSA で 30 分間ブロッキングした。一次抗体を加え一時

間保温した後に TBS＋0.1% Tween-20 で洗浄した。二次抗体として Alexa569-または

Alexa400-を用い DAPI 染色を行った。抗体反応したのちのスライドは Fluorescent 

Mounting Media (CALBIOCHEM) でマウントした。 

  顕微鏡観察は倒立顕微鏡で室温にて行った( Axio Observer Z1; Carl Zeiss, Inc.)。画像

は AxioVision software (version 4.7; Carl Zeiss, Inc.)を使い、カメラ(AxioCam MRm; Carl 

Zeiss, Inc.)で撮影した。 
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