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要旨 
 

	 真核生物の遺伝子発現において、タンパク質をコードする遺伝子は pre-mRNA とし

て転写され、キャッピング、スプライシング、ポリアデニル化の各プロセシングを受け

て成熟 mRNAとなった後に、mRNA核外輸送因子を介して細胞質に輸送される。 

	 TREX複合体はmRNA核外輸送共役因子として、mRNAの各プロセシングとmRNA

核外輸送を共役する進化的に保存された複合体である。その構成因子として、ヒトにお

いては DEAD box型 RNAヘリカーゼである UAP56と、そのパラログとして URH49

が存在する。両者は異なる TREX および AREX 複合体を形成して、異なる mRNA 群

の選択的輸送経路を形成することが報告されていた。この過程において、UAP56はATP

依存的な複合体のリモデリングを介して、最終的な mRNA輸送体である NXF1と結合

することで mRNA 輸送が達成される。しかし、URH49 についても同様の機構が存在

するかは未解明であった。加えてUAP56とURH49の複合体形成様式と、選択的mRNA

核外輸送過程の詳細は明らかでなかった。 

	 本研究は、UAP56と URH49の機能の根幹となる、複合体形成様式、および mRNA

輸送の分子機構を明らかにすることを目的に解析を実施した。 

	 UAP56 と URH49 の免疫沈降から、両者はそれぞれ ATP の有無によって、Apo-複

合体と ATP-結合型複合体の２つの複合体様式をとることを明らかにした。ATP非存在

下において、UAP56は THO複合体を含むが、ALYREFおよび CIP29を含まない Apo-

複合体を、URH49 は CIP29 との Apo-複合体を形成することを見出し、それぞれを

Apo-TREX複合体ならびに Apo-AREX複合体と定義した。加えて、Apo-複合体は ATP

の添加により、両複合体とも THO 複合体、ALYREF および CIP29 を含む ATP-結合

型複合体へリモデリングすることを発見した。またそれぞれの構成因子は UAP56 と

URH49をのぞいて共通であったことから、この ATP-結合型複合体を ATP-TREX複合

体と定義した。 

	 次いで、これらの複合体形成と mRNA輸送機能について解析を進めた。これまでの

解析から、URH49 をノックダウンすると URH49 が制御する mRNA の輸送の阻害に

より、細胞質分裂異常の表現型が低頻度に観察されることが HeLa細胞で報告されてい

た。今回、この表現型が MCF7 細胞で HeLa 細胞に比べてはるかに顕著に生じること

を発見し、輸送標的 mRNAへの影響を観察するアッセイ系として使用した。このアッ

セイ系を使用して、Apo-AREX 複合体である CIP29 が URH49 の mRNA 輸送経路に

寄与すること、加えて URH49のmRNA輸送に ATP結合が必須であることを示した。

この結果は Apo-複合体の違いが、UAP56と URH49の選択的 mRNA輸送に重要であ
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ることを示唆した。 

	 最後にNXF1のノックダウンにより、UAP56のmRNA輸送経路だけでなく、URH49

の mRNA 輸送経路においても異常が生じることを見出した。また NXF1 および

ALYREFが、UAP56と URH49両方の標的 mRNA群とゲノムワイドに結合すること

を見出し、両 mRNA輸送経路における複合体リモデリングと、NXF1の寄与の一般性

が示唆された。 

	 以上の結果より、UAP56と URH49はそれぞれ複合体リモデリングを介して NXF1

依存的に mRNA群を輸送する分子機構の存在を示した。加えて UAP56と URH49が

形成する Apo-TREXならびに Apo-AREX複合体が、両者による mRNA輸送の選択性

に働く新規機構を提示した。 
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略語一覧  
ADP : Adenosine diphosphate 

AREX : Alternative mRNA export 

ATP : Adenosine triphosphate 

BSA : Bovine serum albumin 

CBC : Cap binding complex 

CFP : Cyan fluorescent protein 

circRNA : circular RNA 

DAPI : 4', 6-diamidino-2-phenylindole 

DIC : Defferential interference contrast 

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DNA : Deoxyribonucleic acid 

DTT, Dithiothreitol;  

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS : Fetal bovine serum 

GFP : Green fluorescent protein 

HRP : Horse Radish Peroxidase 

H2B : Histone H2B 

iCLIP : individual-nucleotide resolution cross-linking and immunoprecipitation 

mRNA : messenger RNA 

mRNP : mRNA-protein complex 

NE : Nuclear extract 

PAGE : Poly-acrylamide gel electrophoresis 

PBS : Phosphate-buffered saline 

PH : Phase contrast 

PMSF, Phenylmethylsulfonyl fluoride;  

qRT-PCR : quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
RBD : RNA-binding domain 

PCR : Polymerase chain reaction 

RNA : Ribonucleic acid 

RNA-FISH : RNA-fluorescence in situ hybridization 

RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

SDS : Sodium dodecyl sulfate 
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siRNA : small interfering RNA 

snoRNA : small nucleolar RNA  

SSC : Standard saline citrate 

TREX : Transcription export 

TritonX100 : octylphenol ethoxylate 

tRNA : transfer RNA 

Tween20 : polyoxyethylene sorbitan monolaurate 

YFP : Yellow fluorescent protein 
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序論  
 

	 真核細胞の遺伝子発現において、タンパク質をコードする遺伝子は核内で pre-mRNA

として転写され、5ʹキャッピング、スプライシング、3ʹ末端プロセシングを受ける。こ

れらの各過程は独立して進行するのではなく、転写の進行に伴って密接に連携 (以降、

共役と記載する) することで正確に実行される。各プロセシングには数多くの因子が関

わっており、mRNAはタンパク質との複合体 (mRNA-protein complex, mRNPと記載

する) として存在する。mRNP は DEAD-box 型 RNA ヘリカーゼをはじめとする RNA

ヘリカーゼを介して、様々なタンパク質が集合、離散することでリモデリングし、各プ

ロセシングは進行する [1][2][3]。mRNA プロセシング後、成熟した mRNP は核外輸送

され、翻訳される。mRNP核外輸送は他の過程と同様に、遺伝子発現の重要な制御段階

であり、TREX複合体により mRNA成熟と mRNA輸送過程は共役して進行する。 

	 TREX複合体は進化的に保存されたタンパク質複合体であり、mRNAプロセシングに

伴って mRNA上にリクルートし、最終的な mRNA輸送体のアダプターとして機能する

ことで各過程の共役因子として働く  [4][5][6][7][8][9]。ヒトの TREX 複合体は、

DEAD-box 型 RNA ヘリカーゼ UAP56 / DDX39B (各遺伝子の別名を/以下に示す)、

ALYREF / THOC4、CIP29 / SARNP、CHTOP、PDIP3 / POLDIP3、ZC11A / ZC3H11Aと、

THOC1 / HPR1、THOC2 / hTHO2、THOC3/ hTEX1、THOC5 / fSAP79、THOC6 / fSAP35

および THOC7 / fSAP24を含む THO複合体から構成される [10][11][12][13][14]。これま

での研究からヒトにおいて、スプライシング過程が、TREX複合体のリクルートメント

に重要であることが明らかになっている。その分子機構として、UAP56 と 3ʹスプライ

ス部位の認識に必要なスプライソソーム構成因子である U2AF65 の相互作用を介して、

スプライシング依存的に TREX複合体が mRNA にリクルートすることが報告されてい

る [6][10][15]。加えて 3ʹ末端プロセシングとの関係性も報告されている。ALYREFは 3ʹ

末端プロセシング制御因子である PCF11と相互作用し、その後、3'末端プロセシングに

働く複合体の形成に伴って、UAP56と相互作用し TREX複合体に動員される [16][17]。

つまりスプライシングと 3ʹ末端プロセシングの完了に伴って TREX複合体は mRNA 上

に形成される。その後、TREX 複合体は最終的な mRNA 輸送因子である NXF1 のリク

ルートに機能する [8][13][18]。NXF1は RNA 結合能を示す RNA-binding domain (RBD

と記載する) を有するが、NXF1単独では RBDが他の domainと分子間内相互作用した

状態で存在し、mRNA と結合できない [18]。TREX 複合体は構成因子の ALYREF、

THOC5および CHTOPを介して NXF1をリクルートするだけでなく、NXF1の RBDに

おける分子間内相互作用を阻害することで NXF1の RNA結合を助ける [8][13][18]。こ
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れらの機能によって、TREX 複合体はプロセシングが完了した mRNA だけを NXF1 に

結合させ、輸送させる重要な役割を担っている。さらに TREX 複合体は、ALYREF と

キャップ結合複合体 (Cap binding protein complex, CBCと記載する) との相互作用を介

して mRNA の 5ʹキャップ部位にリクルートされる。これにより細胞質への、mRNA の

5ʹから 3ʹに方向性を持った核外輸送が達成されると考えられている [19][20][21][22]。こ

のように多岐にわたるTREX複合体の形成は、UAP56のATP結合によって制御される。

具体的には UAP56の ATP結合は CIP29、ALYREF、CHTOP、PDIP3、および ZC11Aの

TREX 複合体へのリクルートに重要であることが報告されている [11][12][13]。加えて

UAP56はATP依存的にALYREFとCHTOPをmRNAにリクルートすることから、TREX

複合体の形成と mRNA へのローデイングの両方に機能することが示唆される  (図

１)[13]。また CIP29、ALYREFおよび CHTOPによって UAP56の ATPaseと、それに伴

う RNA ヘリカーゼ活性の促進が報告されている [11][13][23]。mRNA 輸送における

UAP56の RNAヘリカーゼ活性の重要性は明らかでないが、TREX複合体がリクルート

した mRNA の二次構造をほぐすことで、NXF1 のリクルートメントを助けているのか

もしれない。よって UAP56による ATP依存的な TREX複合体の形成機構は mRNA成

熟-輸送過程を理解する上で重要であると思われる。 

図１  真核生物における TREX 複合体を介した mRNA 核外輸送機構  
	 RNA ポリメラーゼⅡによる転写に伴い、種々のプロセシングを受けた成熟 mRNA は細胞質
に輸送される。この過程で mRNA上には UAP56をはじめとする TREX複合体が形成され、核
内プロセシングと輸送の共役が行われる (詳細は本文を参照)。RNA pol II : RNA polymerase II、 
CBC : Cap binding protein complex、EJC : Exon-junction complex、NPC : Nuclear pore complex 
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	 TREX複合体において、UAP56ホモログ (S. cerevisiae ; Sub2、C. elegans ; UAP56、D. 

melanogaster ; Hel25E) は各生物種において生存に必須であることから mRNA核外輸送

において、この RNAヘリカーゼが重要であることが推測される [24][25][26]。哺乳類に

おいては、UAP56に加え、別の Sub2ホモログとして URH49 / DDX39Aが存在し、mRNA

輸送に関与することが報告されている [27]。UAP56 と URH49 は 90%の配列同一性と

96%の類似性という高い相同性を示す一方で、両者が制御する mRNA 群はゲノムワイ

ドに異なる (図２)[28]。特に細胞分裂過程の進行に伴う遺伝子発現において、UAP56

と URH49が異なる遺伝子群の制御に働くことが報告されている。 UAP56は恒常的に

発現する一方で、URH49は細胞分裂休止期においては発現量が低く、細胞増殖期にな

るに従って発現量が上昇する [27]。よって URH49による選択的な mRNA成熟 / 輸送

は細胞増殖に関連した過程であることが予想される。私の所属する研究室では両者が異

なる mRNA 群の輸送に働く機構として、UAP56 が CIP29 を除く TREX 複合体を、

URH49はCIP29とAREX (alternative mRNA export) 複合体を形成してmRNA発現

を制御することを報告した (図 3)[28]。 

しかし URH49 の複合体様式については矛盾する研究結果も複数報告されて

いる。 In vivoにおいて TREX複合体構成因子 THOC2と URH49の相互作用が報告

されている  [11]. In vitro においても UAP56 と URH49 のそれぞれが直接的に 

ALYREF と CIP29 に相互作用することが示されている [29][30]。これらのことから

URH49の複合体様式については明確に理解されておらず、UAP56との選択的 mRNA

輸送機構は未解明である。UAP56 の TREX 複合体様式が明らかになったことから

mRNA 輸送の分子機構について大きく理解が進んだ。よって URH49 が制御する多様

なmRNA輸送機構について理解するために複合体様式を明らかにすることは重要であ

ると考えられる。さらに複合体様式を明らかにすることは、未だ不明である URH49経

路における mRNA核外輸送に到るまでの分子機構を明らかにする上でも必要である。 

	 本研究を行うにあたり UAP56 が ATP 依存的に複合体様式を変化させることから、

UAP56と URH49において ATP非依存的な Apo-複合体と、ATP結合を介した ATP-

結合型複合体が存在すると仮説を立てた (図 3)。本研究の第 1節では、この２つの Apo-

複合体と ATP-結合型複合体を区別して解析することで、UAP56 と URH49 の複合体

様式について明確にすることを試みた。続いて第２節では、URH49と複合体を形成す

る CIP29 について、URH49 特異的に生じる表現型や標的遺伝子の発現量減少を指標

にしてその重要性を評価した。この結果から Apo-複合体の違いが UAP56 と URH49

の選択的 mRNA 輸送に重要であることが示唆された。加えて URH49 の mRNA 輸送

に ATP 結合が必須であることを示した。第３節では、これまでの研究で得た複合体形



 9 

成様式の情報を元に、mRNA輸送因子 NXF1が、UAP56が制御する mRNA輸送経路

と、URH49 の mRNA 輸送経路の両方に重要であることを明らかにした。また両者に

よる選択的 mRNA認識機構について知見を得るため、近年報告された circRNAにおけ

る RNA 長による UAP56 と URH49 の RNA 識別モデルの可能性について検証した。

これらの解析より UAP56と URH49による Apo複合体と ATP結合型複合体を介した

新たな mRNA輸送制御機構モデルを立てた。 

 
図２  ヒトの UAP56 と URH49 のアミノ酸配列比較  
 (上段) ヒトUAP56とヒトURH49の相同性を示す概略図。N末端 (UAP56では 1-35残基 (青
色)、URH49では 1-34残基 (オレンジ色) ) とC末端 (UAP56では 410-428残基 (青色)、URH49
では 409-427 残基 (オレンジ色)) の領域は相同性が比較的低い。黒色の領域は DEAD-box 型
RNAヘリカーゼに保存されたモチーフ (Q〜VI) を示す。(下段) UAP56と URH49のアミノ酸
配列の相同性を示す。青色の網掛けは、アミノ酸が相同であることを示す。 
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図３  UAP56 と URH49 が形成する TREX 及び AREX 複合体による選択的

mRNA 輸送経路と、複合体形成様式における仮説  
	 ヒト UAP56は恒常的に発現し、TREX複合体を形成することで細胞周期や mRNA代謝に関
わる遺伝子群の mRNA 輸送経路の制御に働く。一方でヒト URH49 は細胞増殖期に発現し、
TREXと異なる AREX複合体を形成することで細胞分裂や脂質合成などの遺伝子から転写され
る mRNA 群の mRNA 輸送経路の制御に働く。しかしこの複合体形成様式について、矛盾する
報告も多いことから、本研究においては UAP56と URH49において、Apo-複合体と、ATP-結
合型複合体の２つの複合体様式が存在するのではないかと仮説を立てた。 
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結果 
第１節  UAP56とURH49はATPに依存して、Apo-複合体とATP-結合型複合

体の２つの複合体様式をとる  

 

1.1 UAP56、およびURH49のATP非存在下と存在下における複合体の観察  
	 UAP56と URH49が形成する複合体を観察するために FLAG-UAP56および

FLAG-URH49をそれぞれ安定的に発現する 293 Flp-In T-REx細胞株を樹立し、調製

した核抽出物 (nuclear extract, 以下 NEと記載する) を用いて免疫沈降を行った。

Apo-複合体と、ATP-結合型複合体を区別して解析するために、ATP非存在下と、ATP

存在下の二条件で解析を行った。UAP56は、ATP非存在下において THOC1および

THOC5との相互作用が観察された (図４A)。加えて以前の報告と同様に [11]、ATP

存在下において UAP56と ALYREFおよび CIP29との相互作用が観察された。一方で

UAP56と異なり、URH49は ATP非存在下で CIP29と相互作用し、ATP添加により

THOC1、THOC5、および ALYREFに結合した。同様に、FLAG-CIP29の 293 Flp-In 

T-REx安定細胞株、および 293 Flp-In T-REx細胞から、それぞれ調製したNEと FLAG

抗体または CIP29抗体を用いて免疫沈降を行った。前述の結果と一致して、CIP29は

ATPに依存せずにURH49と相互作用した。その一方で、ATP添加によってCIP29は、

UAP56と THOC1、THOC5、および ALYREFと結合した (図４B、C)。これらの結

果より、CIP29と URH49の相互作用には ATPを必要としない一方で、UAP56と

THOC1、THOC5、および ALYREFとの相互作用に ATPを必要とすることが示唆さ

れた。つまり UAP56と URH49はそれぞれ ATPの有無によって、Apo-複合体と ATP-

結合型複合体の２つの複合体様式をとること、加えて ATPの添加により Apo-複合体か

ら ATP-結合型複合体への複合体リモデリングが生じることを見出した。 
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図４  UAP56 と URH49 が形成する ATP 非存在下における Apo-複合体と ATP

存在下における ATP-結合型複合体  
	 それぞれ抗 DYKDDDDKタグ抗体ビーズ、もしくは CIP29抗体を用いて免疫沈降した。 
(A) FLAG-UAP56または FLAG-URH49の 293 Flp-In T-Rex安定発現細胞株を用いた。それぞ
れの抗体を用いてイムノブロットに供した。(B) FLAG-CIP29を発現する 293 Flp-In T-REx安
定発現細胞株を用いた。それぞれの抗体を用いてイムノブロットに供した。(C) CIP29抗体と
293 Flp-In T-REx細胞を用いて免疫沈降を行った。それぞれの抗体を用いてイムノブロットに
供した。 
 

1.2 UAP56と URH49への ATP結合によって、独立した ATP-結合型複合体

への複合体リモデリングが達成される 
	 ATP添加が、直接的に UAP56と URH49に影響することを確認するために、過去に

報告された UAP56の ATP結合欠損変異体である UAP56 K95N [31]と、その相同部位

を変異させた URH49 K94Nを作成し、安定発現株を取得してそれぞれが形成する複合

体を解析した。FLAG-UAP56 K95Nと THOC1、THOC5は相互作用する一方で、ATP

存在下において ALYREFおよび CIP29との相互作用は観察されなかった (図５A)。加

えてFLAG-URH49 K94NはCIP29と相互作用したが、ATP存在下においてALYREF、

THOC1、THOC5との相互作用は観察されなかった (図５B)。これらの結果は、UAP56

は THO複合体を含む Apo-複合体を、URH49は CIP29を含む Apo-複合体を形成する

ことを示しており、それぞれを Apo-TREX複合体、ならびに Apo-AREX複合体と定義

した。Apo-AREX複合体は以前に報告された AREX複合体 [28]と同じであるが、ATP

が結合していない状態であることを強調するために新しく定義した。さらに ATP添加

により、Apo-TREX / AREX複合体の両方が、ALYREF、CIP29、THO複合体を含む

ATP-結合型複合体にリモデリングすることから、この複合体を ATP-TREX複合体とし
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て定義した。UAP56と URH49が形成する ATP-TREX複合体は非常に相同であるこ

とから、両者が同一の ATP-TREX複合体として存在する可能性を検証した。そのため、

UAP56および URH49抗体を使用して、FLAG-UAP56と FLAG-URH49の免疫沈降

物中に、内因性 UAP56および URH49が存在するかを検証した。結果、ATP存在下に

おいて FLAG-UAP56と内在性 URH49、FLAG-URH49と内在性 UAP56の相互作用

はそれぞれ観察されなかった。このことから UAP56と URH49はそれぞれ独立して

ATP-TREX複合体を形成すると結論づけた (図５C、D)。 

図５  UAP56 と URH49 が ATP 非依存的に形成する Apo-TREX / AREX 複合

体と、ATP 結合に伴って形成する ATP-TREX 複合体の複合体様式  
	 それぞれ抗 DYKDDDDKタグ抗体ビーズを用いて免疫沈降した。(A) FLAG-UAP56または
その変異体の 293 Flp-In T-REx安定発現細胞株を用いた。それぞれの抗体を用いてイムノブロ
ットに供した。(B) FLAG-URH49またはその変異体の 293 Flp-In T-REx安定発現細胞株を用
いた。それぞれの抗体を用いてイムノブロットに供した。(C) FLAG-UAP56または FLAG- 
URH49の 293 Flp-In T-REx安定発現細胞株を用いた。それぞれの抗体を用いてイムノブロッ
トに供した。(D) Apo-TREX複合体、Apo-AREX複合体および ATP-TREX複合体のモデル。  
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第２節  URH49ノックダウン特異的に生じる細胞質分裂異常の解析と  

細胞質分裂異常を指標としたApo-AREX複合体構成因子CIP29の機能解析  
 

2.1 URH49 および  Apo-AREX複合体因子  CIP29 のノックダウンによって

細胞質分裂異常が生じる  
	 Apo-AREX複合体として URH49が制御する mRNA輸送経路に、CIP29が寄与する

か検証するため、URH49のノックダウン特異的に生じる表現型の探索を行った。以前

の研究より HeLa細胞において、URH49ノックダウン特異的に異常な染色体分離およ

び低頻度 (5 %以下) な細胞質分裂異常が報告された [28]。この表現型を高頻度に観察

できれば Apo-AREX複合体としての機能検証の指標になると考え、表現型が顕著に観

察される細胞株を探索した。この解析において UAP56および URH49のノックダウン

に用いる siRNAは以前の研究で報告されているものを用いた [28]。細胞質分裂は I：

染色体分離を伴う切断部位の決定、II：Cleavage furrow (収縮環) の形成、III：収縮環

の収縮によるMidbody (分裂溝) の形成、IV：分裂溝の分断による娘細胞の分離の 4段

階から構成される (図６) [32]。これらのプロセスに異常が生じると典型的な表現型とし

て細胞の多核化が生じる [33][34]。そこで核膜の構成要素の１つである Lamin Bと、

DAPIによる核の染色を行うことで、多核化細胞が生じるかを検証した。その結果、

MCF7細胞において URH49ノックダウンにより、顕著に細胞質分裂異常が生じること

を見出した (図７C)。UAP56及び URH49はノックダウンによって、共に発現が強く

抑制されていることをイムノブロットにて確認した。加えて RNA-fluorescence in situ 
hybridization (以下、RNA-FISHと記載する) により、各因子のノックダウンにより

mRNA輸送阻害に起因する poly (A) + RNAの核内蓄積を観察した (図 7AB)。これらの

結果より細胞内で両因子を効率的にノックダウンできていると判断した。URH49に対

して UAP56ノックダウンにおいては、細胞質分裂異常は観察されなかった (図７C)。

次いで CIP29の siRNAを用いることで、MCF7細胞で特異的なタンパク質発現量の減

少、および mRNA輸送異常が生じることを観察した (図 7AB)。この条件において

CIP29ノックダウン細胞においても多核化細胞が観察された (図７C)。この表現型が

URH49ノックダウン特異的であることを示すために２つの実験を行った。まず

URH49もしくは UAP56の過剰発現により、URH49ノックダウンに基づく細胞質分

裂異常が相補されるか検証した。FLAG-URH49を同因子ノックダウン条件化において

も発現させるために、siRNA標的配列にサイレント変異を導入したプラスミドを構築

し、コントロール条件下および URH49ノックダウン条件下で FLAG-UAP56および

URH49が発現することを確認した (図 7D)。この条件下において FLAG-UAP56の発
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現では URH49ノックダウンを相補できない一方、FLAG-URH49発現によって、細胞

質分裂異常の相補が観察された (図 7EF)。続いて異なる配列からなる UAP56、URH49

ならびに CIP29の siRNAを用いた解析を行った。それぞれの siRNA (#2) により、前

述の siRNAを用いた場合と同様のタンパク質発現量の減少を観察した (図 8A)。加え

て URH49と CIP29のノックダウンによって細胞質分裂異常が生じることを観察した 

(図 8B)。これらのことから URH49のノックダウン特異的に細胞質分裂異常が生じ、

CIP29のノックダウンにおいても同様の表現型が観察されることが示唆された。 

 
 

	 I 段階における異常  

 

 

 
	 II段階における異常  

 

 

 
	 III段階における異常  

 

 

 

図６  多段階から構成される細胞質分裂過程の概略図  
	 図は引用文献 [32] を参考として作成した。(上段) 細胞質分裂過程は以下の 4段階から構成さ
れる。I：染色体分離を伴う切断部位の決定、II：Cleavage forrow (収縮環) の形成、III：収縮
環の収縮によるにMidbody (分裂溝) の形成、IV：分裂溝の分断による娘細胞の分離。(下段) 各
段階の異常に伴い細胞の多核化が生じる。 
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図７  URH49 ならびに Apo-AREX 複合体構成因子 CIP29 のノックダウンによ

り多核化細胞が生じる  
 (A) それぞれの因子に対する siRNAを用いてノックダウンし、効率的に各因子の発現量が減少
していることを、各抗体によるイムノブロットにより確認した。(B) 各因子をノックダウンした
際の poly (A) + RNAの局在をRNA-FISH法により検出した。DNAはDAPIを用いて染色した。
スケールバー20 µm。(C) 各因子をノックダウンした際の細胞の様子を核膜構成因子 LaminB
の免疫染色により観察した。アローヘッドは細胞質分裂の異常が生じている細胞を示す。DNA
は DAPIを用いて染色した。スケールバー10 µm。(D) それぞれの因子に対する siRNAを用い
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てノックダウン、およびプラスミドを用いた発現をイムノブロットにより確認した。(E) それぞ
れの因子に対する siRNAを用いてノックダウン、およびプラスミドを用いて発現させた際の細
胞質分裂を LaminB、および FLAGの免疫染色により観察した。DNAは DAPIを用いて染色し
た。スケールバー20 µm。(F) 多核化細胞が生じた割合を算出した。 
 

 

 
図８  異なる配列の siRNA を用いた URH49 と CIP29 のノックダウンにおいても  

多核化細胞が観察される  
 (A) それぞれの因子に対する siRNAを用いてノックダウンを行い、効率的に各因子の発現量が
減少していることをイムノブロットにより確認した。(B) 各因子をノックダウンした際の細胞の
様子を核膜構成因子 LaminBの免疫染色により観察した。アローヘッドは細胞質分裂の異常が
生じている細胞を示す。DNAは DAPIを用いて染色した。スケールバー10 µm。 
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	 URH49と CIP29のノックダウンにより生じる細胞質分裂異常を詳細に解析するた

めに生細胞イメージング解析による観察を行った。細胞分裂における細胞核動態を観察

するために、ヒストンの構成要素である H2Bに GFPを付加した発現ベクターを用い

て、MCF7 GFP-H2B安定発現株を作成し、解析に用いた。コントロールとして EGFP

を標的とした siRNAにより処理した細胞では、核膜の崩壊から有糸分裂後期への移行

が 30〜60分以内に完了する一方で、URH49および CIP29ノックダウン細胞では染色

体整列の遅延と、ステージⅢからステージ IVの移行が完了せず、細胞質分裂に異常が

生じる様子が観察された (図 9A)。異なる siRNAによるノックダウンにおいても同様

の結果が観察された (図 10A)。細胞質分裂異常を生じた細胞の割合を算出すると、用

いる siRNAによって程度の差はあるものの、CIP29ノックダウン細胞に比べ、URH49

ノックダウン細胞でより顕著に生じること示された (図 9B、10B)。UAP56ノックダウ

ン細胞においては、以前に報告された染色体の整列とM期進行の遅延が観察された一

方で [28]、細胞質分裂の失敗は観察されなかった。同様の観察結果はヒト肺腺ガン由

来 H1299細胞、ヒト大腸ガン由来 HCT116 WTおよび HCT116 p53-/-細胞においても

得られた (図 11)。また、CFP-H2Bと YFP-tublinを共発現するMCF7安定発現細胞

株においても同様に URH49ノックダウンによってステージⅢのMidbodyの形成が観

察される一方で、娘細胞の分離が生じない様子が観察された (図 12)。これらの結果か

ら、URH49ノックダウンにより、様々な細胞で共通して細胞質分裂ステージⅢから IV

への移行の異常に起因する細胞質分裂の失敗と、多核化細胞の形成が生じることが示唆

された。 
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図９  URH49と CIP29ノックダウンにより生じる細胞質分裂異常の生細胞観察  
 (A) GFP-H2Bを発現するMCF7細胞を用いて、それぞれの因子に対する siRNAを用いてノッ
クダウンし、生細胞観察を行うことで細胞質分裂異常の様子を観察した。左下の数字は核膜崩

壊から経過した時間（分）を示す。DIC : Defferential interference contrast. スケールバー10 µm。
(B) 生細胞観察の結果、細胞質分裂異常が観察された頻度を算出した。コントロール、URH49、
CIP29、UAP56ノックダウンのそれぞれで、53、57、96、76の細胞をカウントし、細胞質分裂
異常が生じた割合を算出した。 
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図 10 配列の異なる siRNA を用いた URH49 と CIP29 ノックダウンによって

生じる細胞質分裂異常の生細胞観察  
 (A) 異なる siRNAを用いてノックダウンし、生細胞観察を行った。左下の数字は核膜崩壊から
経過した時間（分）を示す。PH : phase contrast. スケールバー10 µm。(B) 生細胞観察の結果、
細胞質分裂異常が観察された頻度を算出した。コントロール、URH49 #2、CIP29 #2、UAP56 #2
ノックダウンのそれぞれで、30、32、32、80の細胞をカウントし、細胞質分裂異常が生じた割
合を算出した。 
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図 11 他細胞株における URH49 ノックダウン下の生細胞観察  
 H1299細胞、HCT116 WTおよび HCT116 p53-/-細胞において URH49ノックダウン下におけ
る生細胞観察を行った。左下の数字は核膜崩壊から経過した時間（分）を示す。DIC : Defferential 
interference contrast. スケールバー10 µm。生細胞観察の結果、細胞質分裂異常が観察された
頻度を算出した。各細胞間でコントロール、URH49ノックダウンそれぞれでカウントした数は
以下の通りである。H1299細胞：88、68、HCT116 WT細胞：95、85、HCT116 p53-/-細胞：
52、37。これらの細胞において細胞質分裂異常が生じた割合を算出した 
 

 

 

 
図 12 URH49 ノックダウンにより Midbody 形成が完了せず細胞質分裂異常が

生じる  
 YFP-tublinおよび CFP-H2Bを共発現するMCF7細胞を用いて、URH49ノックダウン下に
おける生細胞観察を行った。左下の数字は核膜崩壊から経過した時間（分）を示す。DIC : 
Defferential interference contrast. スケールバー10 µm。 
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2.2 URH49およびApo-AREX複合体因子CIP29のノックダウンによって、

chromosomal passenger複合体および細胞質分裂制御因子PRC1のmRNA輸送

異常が生じる  
	 続いて、URH49標的遺伝子の発現が細胞質分裂に関連しているかを検証するために、

URH49および CIP29ノックダウン細胞において、細胞質画分 RNAを調製した。細胞

質に局在する tRNA、SNORD104遺伝子のイントロンから合成され核に局在する

snoRNAに属する SHG104、スプライシングが完了したものと未完了の両方の E2F8

を標的とするプライマーを用いた RT-PCRによって分画 RNAを評価した [35][36]。そ

の結果、tRNAは細胞質分画、SHG104およびスプライス未完了の E2F8由来の増幅産

物は核画分でのみ検出されており、十分に分画できていると判断した (図 13)。 

	 BIRC5と AURKBは、chromosomal passenger複合体と呼ばれるを形成し、染色体

の整列、紡錘体の形成、細胞質分裂、および細胞分裂の進行に関与する因子である 

[32][37]。 PRC1は細胞質分裂の重要な調節因子であり、Midbody形成に寄与する [32]。

これらの遺伝子は URH49の標的遺伝子として報告されていることから [28]、これら

の遺伝子において qRT-PCRにより URH49および CIP29をノックダウンした際の影

響を検証した。その結果、BIRC5、AURKB、および PRC1 mRNAの発現レベルは、

URH49および CIP29ノックダウンMCF7細胞で減少した (図 14A)。一方で UAP56

標的 mRNAとして報告されていた BRCA1の発現量は UAP56ノックダウン細胞での

み減少した。同様の結果は HeLa細胞においても観察された (図 15A-C)。これらの結

果と一致して BIRC5、AURKB、および PRC1のタンパク質発現量は、URH49および

CIP29ノックダウン細胞で減少することを観察した (図 14B)。BIRC5および AURKB

は細胞周期の進行に伴って発現することが報告されている [34][38][39]。同様に PRC1

の発現レベルは G2 / M期で最大化することが報告されている [40]。URH49が細胞周

期を制御する可能性を考え、有糸分裂による細胞周期の進行に不可欠な因子である

CCNB1（サイクリン B1とも呼ばれる）の発現量をイムノブロットで検証したが、

CCNB1発現量の変化は UAP56および URH49のノックダウンによって観察されなか

った (図 14B)。したがって URH49は、細胞周期を制御せず、直接的に PRC1、BIRC5、

AURKBなどの遺伝子発現に影響すると考えられる。以上の結果より、URH49および

CIP29のノックダウンによって、共通して細胞質分裂の必須因子である BIRC5、PRC1、

および AURKBの mRNAプロセシング-輸送の異常を介して、細胞質分裂異常が生じ

ることを見出した。 
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図 13 細胞全体、細胞質、核分画 RNA の検証  
 MCF7および HeLa細胞において、細胞全体、細胞質、核分画 RNAを調製し、RT-PCRを行
うことで分画の程度を検証した。細胞質マーカー遺伝子として tRNA、核質マーカー遺伝子とし
て SHG104を用いた。加えて E2F8はイントロンが含まれるものは核に、細胞質にはスプライ
シングが完了しイントロンが除かれたものが豊富に検出される。 

 
 

 
図 14 URH49 と CIP29 ノックダウンによって chromosomal passenger 複合

体および細胞質分裂制御因子 PRC1の発現量が減少する  
 (A) MCF7細胞を用いて UAP56、URH49及び CIP29をノックダウンし、細胞質分画 RNAを
用いて各遺伝子の発現量を qRT-PCR法により定量した。PGK1はノーマライズのために用いた。
統計検定方法として、one-way ANOVA及び Dunnett’s testを用いた。 n.s.: not significant。*p < 0.05、
** p < 0.01、*** p < 0.001. (B) (A)で検出した各遺伝子についてイムノブロットによって各タン
パク質量を検証した。 
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図 15 HeLa 細胞株における URH49 及び CIP29 ノックダウン下の遺伝子発現

量の検証  
 (A) HeLa細胞を用いて UAP56、URH49及び CIP29をノックダウンし、細胞質分画 RNAを
用いて各遺伝子の発現量を qRT-PCR法により定量した。PGK1はノーマライズのために用いた。
統計検定方法として、one-way ANOVA及び Dunnett’s test、もしくは Student’s t-testを用いた。 n.s.: 
not significant。*p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001. (B) MCF7細胞を用いて UAP56、URH49
及び CIP29をノックダウンし、細胞質分画 RNAを用いて各遺伝子の発現量を qRT-PCR法に
より定量した。PGK1はノーマライズのために用いた。統計検定方法として、one-way ANOVA
及び Dunnett’s test、もしくは Student’s t-testを用いた。 n.s.: not significant。*p < 0.05、** p < 0.01、
*** p < 0.001. (C) HeLa細胞を用いて各ノックダウンによって細胞質分裂関連遺伝子の発現量
を qRT-PCR法により定量した。PGK1はノーマライズのために用いた。統計検定方法として、
one-way ANOVA及び Dunnett’s testを用いた。 n.s.: not significant。*p < 0.05、** p < 0.01、*** p 
< 0.001.  
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第３節 UAP56ならびにURH49が制御するmRNA輸送経路は、ATP結合によ

る複合体リモデリングを介して、NXF1に統合される  
 

3.1 URH49による mRNA輸送経路における ATP-TREX複合体形成の重要性 
	 ATP結合欠損 UAP56変異体の強制発現によって、ヒト培養細胞においてβ globin- 

reporter遺伝子由来の mRNA輸送阻害、およびアフリカツメガエル卵母細胞において

in vitroで合成した mRNAの核外輸送阻害がそれぞれ報告されている [23][41]。これら

の結果は NXF1を介した UAP56の mRNA輸送経路において、ATP結合に伴った

ATP-TREX複合体の形成が重要であることを意味する。URH49が制御する mRNA輸

送経路においても ATP-TREX複合体の形成が重要であるか検証するために、MCF7細

胞において、ATP結合欠損変異体 FLAG-UAP56 K95Nおよび FLAG-URH49 K94N

を発現させ、mRNA動態を観察した (図 16A)。ベクターのみを導入したコントロール

細胞および FLAG-UAP56、または FLAG-URH49発現細胞においては、mRNAは主

に細胞質に局在していた。一方で ATP結合欠損 FLAG-UAP56 K95Nおよび

FLAG-URH K94N発現細胞において、それぞれの因子をノックダウンした時と同様に

（図 7B）、mRNAの核内蓄積が観察された。同様の表現型は HeLa細胞においても観

察された (図 16D)。イムノブロットによる各 FLAG融合タンパク質の発現量の検証か

ら、各ATP結合欠損は野生型タンパク質より発現量が低いことが観察された (図 16C)。

この結果から、ATP結合欠損変異体の発現により生じた mRNA輸送異常は、各タンパ

ク質の機能不全に起因することが示唆された。続いてURH49へのATP結合が、URH49

が制御する mRNA輸送経路に重要であることを検証するために、ATP結合欠損変異体

の発現により、細胞質分裂異常が誘導されるか検証した。その結果、FLAG-URH49、

FLAG-UAP56および FLAG-UAP56 K95Nの発現では特に影響が見られなかった一方

で、FLAG-URH49 K94N発現によって細胞分裂異常が観察された (図 17)。 
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図 16 UAP56 及び URH49 の ATP 結合欠損変異体の発現により mRNA 輸送異

常が生じる  
 (A) MCF7細胞において FLAG-UAP56、-UAP56 K95N、-URH49及び-URH49 K94Nを各プ
ラスミドにて発現させた際の poly (A)+ RNAの局在を RNA-FISH法により検出した。各因子の
発現は FLAGの免疫染色により観察した。アローヘッドは発現が観察された細胞を示す。DNA
は DAPIを用いて染色した。スケールバー20 µm。(B) 各因子の発現が観察された細胞において、
ImageJを用いて poly (A)+ RNAの細胞全体および核におけるシグナル強度を定量化し、核局在
の比率を算出した。コントロール、FLAG-UAP56、-UAP56 K95N、-URH49及び-URH49 K94N
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発現細胞のそれぞれで 28、26、25、21および 29で細胞数をカウントした。統計検定方法とし
て、one-way ANOVA及び Dunnett’s testを用いた。 n.s.: not significant。 ** p < 0.01、*** p < 0.001. 
(C) 各因子の発現の効率をイムノブロットにより確認した。(D) HeLa細胞において
FLAG-UAP56、-UAP56 K95N、-URH49及び-URH49 K94Nを各プラスミドにて発現させた
際の poly (A)+ RNAの局在を RNA-FISH法により検出した。各因子の発現は FLAGの免疫染色
により観察した。アローヘッドは発現が観察された細胞を示す。DNAは DAPIを用いて染色し
た。スケールバー20 µm。 
 

 

 

図 17 URH49 の ATP 結合欠損変異体の発現により細胞質分裂異常が生じる  
 MCF7細胞において FLAG-UAP56、-UAP56 K95N、-URH49及び-URH49 K94Nを各プラ
スミドにて発現させた際の細胞質分裂を LaminB、および FLAGの免疫染色により観察した。
DNAは DAPIを用いて染色した。スケールバー20 µm。 
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3.2 URH49による mRNA輸送経路は NXF1に統合される 
	 UAP56と同様にURH49のmRNA輸送経路においても ATP-TREX複合体の形成が

重要であることから、NXF1が URH49の mRNA輸送経路に寄与しているかを調べる

ため、NXF1ノックダウンを行い、UAP56と URH49の輸送標的 mRNAの細胞質発

現量を検証した (図 18A-E)。MCF細胞と HeLa細胞の両細胞において、イムノブロッ

ティングおよび RNA-FISHによって、NXF1が効率的にノックダウンできていること

を確認した (図 18A、B、D)。この条件下において UAP56および URH49の標的 mRNA

である BRCA1、CLSPN、BIRC5、および PRC1の発現量が減少することを qRT-PCR

で観察した。この結果はMCF7と HeLa細胞の両方で観察された (図 18C、E)。URH49

が制御する mRNA輸送経路において、NXF1および ATP依存的な ATP-TREX複合体

へのリモデリングの寄与が一般的であるか検証するために、NXF1と、ATP-TREX複

合体構成因子である ALYREFの iCLIP（individual-nucleotide resolution cross-linking 

and immunoprecipitation）の次世代シークエンス解析データ [22] を用いて、ゲノムワ

イドな UAP56および URH49標的 mRNA群への結合を評価した (図 18F)。iCLIPと

は標的因子の結合 RNA群を高度に精製する近年の解析手法である。UAP56と URH49

をノックダウンした細胞のマイクロアレイ解析結果より、細胞質側で発現量が 1.5倍以

上減少したものを、UAP56および URH49の輸送標的遺伝子群として定義した。また

UAP56と URH49の両方で減少する遺伝子群と、各因子のノックダウンによっても発

現量が変動しなかった遺伝子群についてもそれぞれ定義した。いずれの遺伝子群におい

ても、NXF1と ALYREFの結合強度には統計的な差がないことが示された。これらの

結果から、UAP56ならびに URH49が制御する mRNA輸送経路は、ATP結合による

複合体リモデリングを介して、NXF1に統合されることが明らかになった。 
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図 18 NXF1 は UAP56 及び URH49 の両 mRNA 輸送経路に関わる  
 (A) MCF7細胞において NXF1に対する siRNAを用いてノックダウンし、効率的に発現量が
減少していることをイムノブロットにより確認した。(B) MCF7細胞において NXF1をノック
ダウンした際の poly (A)+ RNAの局在を RNA-FISH法により検出した。DNAは DAPIを用い
て染色した。スケールバー20 µm。(C) MCF7細胞において NXF1をノックダウンし、細胞質分
画 RNAを用いて各遺伝子の発現量を qRT-PCR法により定量した。PGK1はノーマライズのた
めに用いた。統計検定方法として、Student’s t-testを用いた。 n.s.: not significant。*p < 0.05、** p 
< 0.01、*** p < 0.001. (D) HeLa細胞においてNXF1に対する siRNAを用いてノックダウンし、
効率的に発現量が減少していることをイムノブロットにより確認した。(E) HeLa細胞において
NXF1をノックダウンし、細胞質分画 RNAを用いて各遺伝子の発現量を qRT-PCR法により定
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量した。PGK1はノーマライズのために用いた。統計検定方法として、Student’s t-testを用いた。 
n.s.: not significant。*p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001. (F) UAP56と URH49のノックダウ
ン細胞におけるアレイ解析 [28] から 1.5倍以上発現量が減少した遺伝子群をそれぞれUAP56、
URH49標的遺伝子群 (down_UAP56、down_URH49) とした。また UAP56と URH49ノック
ダウンの両方で発現量が減少した遺伝子群と、各ノックダウンで発現量が 1.5倍以上変化しない
遺伝子群をそれぞれ down_UAP56_URH49、nonDEGとして区別した。それぞれに対する
ALYREFおよび NXF1 iCLIPの結合強度は、Htseq-countおよび DESeq2ソフトウェアによっ
て算出し、バイオリンプロットで示した。統計検定方法として、各群に対する Student’s t-test
及び Bonferroni corrections for multiple testingを用いた。n.s.: not significant。 
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3.3 UAP56と URH49は RNA長非依存的に異なる mRNA群を認識する  
	 UAP56と URH49は mRNAだけでなく、circRNAの核外輸送に関与することが近

年報告された [42]。circRNAの核外輸送において、UAP56は比較的長い circRNA群

の輸送に、URH49は比較的短い circRNA群の輸送に関わることが明らかになってい

る。したがって UAP56および URH49による選択的 mRNA輸送が mRNAおよび

pre-mRNAの長さによって制御される可能性を検証した。上述のマイクロアレイ解析

結果から定義した UAP56と URH49の標的遺伝子群について、ゲノムにコードされて

いる長さを pre-mRNAとして、エクソンの部分のみを繋ぎ合わせたものを mRNAと

して区別して解析を行った。また各遺伝子から発現する mRNA isoformは遺伝子ごと

に異なり、組織や培養細胞によっても発現するものが変化するため、取り扱うのが困難

である。そこで最も短い isoformと、最も長い isoformのそれぞれについて評価した。

その結果、UAP56および URH49の標的遺伝子において、いずれの isoformでも

pre-mRNAおよび mRNA長の統計的な違いは観察されなかった (図 19)。このことか

ら UAP56と URH49による選択的 mRNA輸送制御において、RNAの長さは重要でな

いことが示唆された。以上の研究結果からUAP56およびURH49が形成するApo / ATP

複合体を介した選択的 mRNA輸送の作業モデルを提案した (図 20)。ヒトでは UAP56

は THO複合体と Apo-TREX複合体を形成し、URH49は CIP29と Apo-AREX複合体

を形成する。この段階における異なる複合体形成様式は両者による mRNA輸送の選択

性に重要であることが示唆される。続いて UAP56と URH49に対して ATPが結合す

ることにより、それぞれの Apo複合体は独立して ATP-TREX複合体へリモデリングす

る。最終的に各 ATP-TREX複合体からNXF1へmRNAが受け渡されることで、UAP56

と URH49が制御する mRNA輸送経路は統合され mRNA核外輸送が達成される。 
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図 19 UAP56 及び URH49 の mRNA 輸送経路選択性における RNA 長の関与  
 (A) 上述の解析で使用した UAP56、URH49標的遺伝子群 (down_UAP56、down_URH49) よ
りイントロンを除いた成熟 mRNAの長さを算出し、バイオリンプロットで示した。左は各遺伝
子から最も長い isofomにおけるRNA長、右は最も短い isofomにおけるRNA長から算出した。
統計検定方法として、Wilcoxon-Mann-Whitney testを用いた。 n.s.: not significant。 
(B) UAP56、URH49標的遺伝子群 (down_UAP56、down_URH49) よりイントロンを含んだ
pre-mRNAの長さを算出し、バイオリンプロットで示した。左は各遺伝子から最も長い isofom
における RNA長、右は最も短い isofomにおける RNA長から算出した。統計検定方法として、
Wilcoxon-Mann-Whitney testを用いた。 n.s.: not significant。 
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図 20 UAP56 及び URH49 による新規選択的 mRNA 輸送機構モデル  
	 ヒトでは、UAP56及び URH49は Apo-TREX複合体および Apo-AREX複合体の異なる複合
体を形成する。この段階は両者による mRNA輸送の選択性に重要であることが予想される。続
いて UAP56と URH49に対して ATPが結合することにより、両 Apo複合体から ATP-TREX
複合体への複合体リモデリングが誘導される。最終的に各 ATP-TREX複合体から NXF1へ
mRNAが受け渡されることで、UAP56と URH49が制御する mRNA輸送経路は統合される。 

  



 35 

考察 
 
Apo-複合体及び ATP-結合複合体による mRNA 輸送機構  

	 高い相同性に示す DEAD-box型 RNAヘリカーゼである UAP56と URH49は、ヒト

においてそれぞれ TREX複合体と AREX複合体を形成することにより、異なる遺伝子

群の核内 mRNA成熟及び細胞質への輸送に関与する [28]。一方で UAP56と URH49

の複合体様式について ATP非存在下、及び存在下で比較した研究例はなく、複合体様

式と nRNA輸送機構の関係性は未解明のままであった。 

	 本研究では、UAP56と URH49が、それぞれ ATPの非存在下、存在下に応じて 2

つの複合体様式を示すことを明らかにした。 ATP非存在下において、UAP56は THO

複合体と共に Apo-TREX複合体を、一方でURH49は CIP29と相互作用し、Apo-AREX

複合体を形成した。ATP添加によって両 Apo-複合体は、非常に類似した ATP結合複

合体である、ATP-TREX複合体にリモデリングし、ALYREF、CIP29および THO複

合体を含むことが示された。また、これまで URH49の mRNA輸送経路において最終

的な mRNA輸送因子は不明であったが、URH49は ATP-TREX複合体へのリモデリン

グを介して、NXF1による mRNA輸送を行うことが示唆された。URH49は原索動物

では発見されておらず、脊椎動物で同定されていることから進化に伴って UAP56と

URH49に分岐したと予想される。両者の機能分担において両者が異なる Apo-複合体を

形成することが、選択的な mRNA輸送経路としての分子進化に重要であったと考えら

れる。加えて両経路における mRNA輸送の達成のために、Apo-複合体の ATP-TREX

複合体へのリモデリング機構は進化的に保存されたことが示唆される。 

	 CIP29は、ATP非存在状態でも URH49と相互作用し、URH49と CIP29はいずれ

も細胞質分裂関連遺伝子の発現に重要であることを見出した。このことから ATP非存

在下で形成される Apo-複合体構成因子の違いが、UAP56と URH49が標的とする

mRNA群の認識に関わる可能性が示唆された。UAP56とURH49はDEAD box型RNA

ヘリカーゼファミリーに属する。多くの DEAD box型ヘリカーゼは、相互因子と共に

基質 RNAを認識し、様々な細胞内の RNA代謝に関与する [43]。この点は、Apo-複合

体構成因子が標的 mRNA認識に重要であるという考えと一致しており、Apo-AREX複

合体構成因子である CIP29の機能解析は、URH49が制御する mRNA輸送経路におけ

る RNA認識機構の理解に必須であると予想される。これまでの解析から CIP29は

UAP56ならびに URH49と同様に、スプライシングに依存した成熟 mRNAへの結合

が報告されている [11][21]。加えて UAP56や URH49と共に CIP29を含む複合体構成

因子は、核内 mRNAプロセシング因子が多く存在する核スペックルに局在する 
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[11][28]。これらの事実は CIP29がスプライシングや、他の核内プロセシングに関与し

て、Apo-AREX複合体による基質選択に働く可能性を示唆する。 

 

Apo-複合体及び ATP-結合複合体形成を支える分子機構  

	 UAP56および URH49を含む DEAD-box型 RNAヘリカーゼは、一般的に高度に保

存されたヘリカーゼコアを含む 2つのドメインと、それをつなぐリンカー構造から構成

される [43][44]。様々な DEAD-box型 RNAヘリカーゼの構造学的な知見として、各

ドメイン構造は非常に相同である一方で、Apo型状態においてはタンパク質ごとに、各

ドメインが異なる部位に配位して様々な Open構造を示すことが報告されている。一方

で ATPおよび RNA結合に依存して、Open構造から、各ドメインが１つの球状に内包

された Closed構造にリモデリングすることが報告されている [43][45][46][47]。UAP56

においては、結晶作成のために用いられた部分欠損体である UAP56ΔN（アミノ酸 44

〜428）の Apo型状態と、ATP結合時の模倣状態としてMg2 +および ADPを含むもの

の結晶構造が報告されている [44]。この研究において、他の DEAD-box型 RNAヘリ

カーゼと比較して、UAP56ΔNの立体構造は比較的内包された Open構造を示し、ADP

結合状態においては Closed構造を示すことが報告されている。つまり UAP56におい

ても ATP結合依存的な立体構造の変化が生じることが示唆されている。URH49の立

体構造はまだ明らかでないが、本研究から UAP56と URH49は明確に異なる Open構

造を持つことで異なる Apo-複合体を形成する分子機構が予想される。また Apo-AREX

複合体から ATP-TREX複合体へのリモデリング過程は、より多くの構成因子の集合が

観察されることから、Apo-TREX複合体のリモデリング過程よりも動的であることが

予想される。つまり URH49は Apo型状態で UAP56よりも開いた Open構造を示し、

ATP結合により UAP56の ATP結合型と同様な Closed構造への変化が誘導されるこ

とが、Apo-AREX複合体から ATP-TREX複合体へのリモデリングを支える分子機構と

して存在すると思われる。 

 
UAP56 と URH49 が制御する circRNA 輸送と mRNA 輸送における相違点  

	 UAP56および URH49は mRNAに加えて circRNAの核外輸送に関わることが報告

されている [42]。この研究において circRNAは RNA長に応じて UAP56と URH49

は輸送経路が選別されているというアイデアが提唱されている。そこで UAP56と

URH49の選択的 mRNA輸送経路においても標的 RNAを長さが重要であるか検証し

たが、この考えを裏付ける証拠を見出すことは出来なかった。これらの事実から考えら

れることとして circRNAと mRNAとの間で輸送機構が異なる可能性を考えている。
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circRNA輸送において、UAP56と URH49の ATP結合能及び、ヘリカーゼ活性の両

方が不要であることが報告されている。その一方で UAP56による mRNA輸送におい

ては、それぞれの必要性が以前に報告されており [41]、本研究についても UAP56と

URH49の両方で mRNA輸送における ATP結合の重要性が観察されている。加えてシ

ョウジョウバエ由来の DL1細胞株での研究から、NXF1および TREX複合体はmRNA

輸送に重要である一方で、各因子のノックダウンはいずれも circRNAの核外輸送阻害

を誘導しないことが報告されている [42]。これらの事実より、circRNA核外輸送機構

はまだ未解明ではあるが、mRNA核外輸送機構と異なることが予想される。 

 

Apo-AREX 複合体を介した mRNA 成熟  /  輸送経路による細胞増殖と細胞質分

裂関連遺伝子の発現制御の関連性  

	 mRNA輸送関連因子のノックダウンは、さまざまな段階で細胞分裂異常を誘導する

ことが報告されている。例えば NXF1を mRNAにリクルートする GANPのノックダ

ウンにより、有糸分裂の初期段階における姉妹染色分体の解離が生じる [48]。また核

膜孔複合体の細胞質側で NXF1を含む mRNPのリモデリングに働く DDX19と、その

活性を制御する因子である GLE1のノックダウンに伴い、紡錘体異常の発生と細胞分

裂遅延が観察されている [36]。 同様に UAP56ノックダウンにより姉妹染色分体の接

着異常および、URH49ノックダウンにより姉妹染色分体腕部の乖離異常が報告されて

いる [28]。これらの事実は細胞分裂に関与する遺伝子発現は、mRNA輸送機構によっ

て高度に調節されており、各因子ノックダウンによる表現型の違いは、それぞれが標的

とする mRNA群が異なることに由来すると考えられる。 

	 これらに続いて本研究結果は、URH49と CIP29が、PRC1と chromosomal 

passenger複合体構成因子である BIRC5ならびに AURKBの遺伝子発現を制御するこ

とにより、細胞質分裂に重要であることを示唆する。一方で、UAP56ノックダウンで

は細胞質分裂異常は観察されなかったことから、これらの遺伝子発現は Apo-AREX複

合体により特異的に制御されることが明らかになった。AURKBのmRNA量は UAP56、

URH49及び CIP29ノックダウンで同程度の発現減少が観察されている。一方でタン

パク質発現量においては URH49及び CIP29のノックダウンで、UAP56の場合よりも

シビアな減少が観察された。AURKBの発現量は chromosomal passenger複合体構成

因子の BIRC5によって制御されることが報告されている [49]。よって URH49及び

CIP29のノックダウン細胞においては、AURKBの mRNA発現量低下に加え、BIRC5

の発現量が低下したことで、UAP56ノックダウン細胞よりも AURKBの発現量が低下

し、chromosomal passenger複合体の破綻が誘導されたことが考えられる。興味深い
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ことに、PRC1、BIRC5、および AURKBの mRNAおよびタンパク質発現に先立って、

URH49および CIP29の mRNA発現量が G0から G1への移行中および細胞増殖期に

増加することが報告されている [27][50]。また以前の研究から HeLa細胞の細胞分裂期

において UAP56、URH49、および CIP29は、細胞質分裂関連因子が局在する染色体、

中央体付近には局在しないことが観察されている [28]。また URH49により制御され

る mRNA輸送経路には、脂質合成など細胞質分裂に関与する遺伝子も含まれる [28]。

これらの結果から、細胞周期の進行に伴って URH49と CIP29の発現量が増加するこ

とで、細胞質分裂に関連する各遺伝子の mRNA輸送が促進され、同調的に発現誘導さ

れることが考えられる。細胞質分裂異常の程度の違いはMCF7と HeLa細胞で大きく

異なっていたことから、標的遺伝子の発現における Apo-AREX複合体の依存性が異な

る可能性について検討したが、ノックダウン効率は同様であり、両細胞間で標的遺伝子

への影響の大きな違いは観察されなかった。今回検証した遺伝子以外にも、MCF7に

おいて細胞分裂に関わるノンコーディング RNAが Apo-AREX複合体に強く依存して

制御されている可能性も考えられる。また細胞株によって細胞質分裂異常を監視する機

構の程度が異なるのかもしれない。これらの可能性は現在までのところ排除できていな

いが、H1299細胞や HCT116細胞においてもMCF7細胞同様、細胞質分裂異常が観察

されていることから、URH49が CIP29と共に Apo-AREX複合体の機能を介して細胞

質分裂に関わる遺伝子発現を制御するという現在の作業仮説が妥当であると考えられ

る。細胞質分裂異常において、URH49ノックダウンよりも、CIP29ノックダウンの際

に穏やかな表現型が観察され、これはいくつかの細胞株で共通していた。また両因子の

ノックダウンによってもたらされるmRNA輸送異常の程度についても同様の傾向が観

察された。ノックダウンによって URH49と CIP29の発現はそれぞれ強く抑制されて

いたことから、単なるノックダウン効率の違いには起因しないことが考えられる。

CIP29はURH49のRNAヘリカーゼ活性を制御するという報告もあることから [51]、

URP49は Apo-AREX複合体において中心的な役割を果たし、CIP29は補助因子とし

て機能することが考えられる。 

	 URH49と CIP29の発現量はいくつかのガン種で大きく増加することが観察されて

おり、URH49はガン細胞のバイオマーカーとしても同定されている[52][53][54][55][56]。

さらに URH49および CIP29と、いくつかのガンの進行に関連が実証されている 

[52][57]。同様に BIRC5、PRC1、および AURKBの発現量増加は、いくつかのガン細

胞株において観察されており [58][59][60][61]、抗がん剤の標的ターゲットとして認識

されている[58][59][62]。これらのことを踏まえると、URH49および CIP29から構成

される AREX複合体を介した mRNA輸送経路の理解は、細胞増殖と細胞質分裂を支え
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る遺伝子発現調節機構としてだけではなく、ガン細胞の生存、増殖の抑制にも関連する

ことが予想される。 

 

総括と今後の展望  

	 本研究により、UAP56と URH49が Apo-複合体と ATP-結合型複合体の２つの複合

体様式をとることで mRNA輸送に働くという分子機構が明らかになった。今後、

UAP56と URH49の Apo型及び、ATP結合型の構造解析を行うことができれば、よ

り詳細な複合体様式変化の分子機構を解明できると考えられる。一方で UAP56と

URH49がどのように標的 mRNA群を認識しているか不明な点は多い。Apo-複合体と

ATP-結合型複合体の分離が可能になったことから、今後の展望として両者の Apo-複合

体による標的 mRNA群の認識機構の解明が重要であると考える。そのために質量分析

による Apo-複合体構成因子の網羅的同定を行っており、Apo-AREX複合体特異的な構

成因子を同定し、その機能解析を進めている。加えて、UAP56と URH49が標的 mRNA

群のどの領域に結合しているのか解析することで、多様な mRNA種がどのように選別

されているかの分子機構の理解への道が開けると考えている。UAP56と URH49によ

る選択的な mRNA成熟-輸送過程の解明は、複雑な遺伝子発現制御の理解に繋がるだけ

ではなく、非常に相同な分子種が進化の過程でどのようにして異なる細胞内機能を有す

るに至ったのかを考える点でも非常に興味深く、今後の解析が期待される。 
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材料ならびに手法 
 
本研究で使用した試薬と抗体  

	 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) は和光純薬から購入した。マウス FLAG M2

抗体と、マウスβ-actin抗体は Sigma-Aldrichから購入した。マウス GAPDH-HRP結

合抗体は和光純薬から購入した。マウス AURKB抗体は BD Transduction 

Laboratoriesから購入した。ヤギ LaminB抗体は Santa Cruz Biotechnologyから購入

した。ウサギ BIRC5 antibody抗体は Abnovaから購入した。マウス PRC1抗体および

マウス CCNB1抗体は BioLegendから購入した。ウサギ THOC1抗体、ウサギ THOC5

抗体、ウサギ ALYREF抗体、ラット CIP29抗体、ラット UAP56抗体、ラット URH49

抗体は以前に報告されたものを使用した [6][28].  

 

細胞培養ならびに遺伝子導入、安定発現株の樹立  

	 HeLa細胞、MCF7細胞、293 Flp-In T-Rex細胞、H1299細胞、HCT116 WT、お

よび HCT116 p53-/-細胞は、Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Wako) に

非働化処理 (56°C, 30分インキュベート) した 10% Fetal bovine serum (FBS) を添加

して、37°C、5 % CO2条件下で継代培養した。siRNA (終濃度：20 nM) およびプラス

ミド (終濃度：0.8 µg / ml) のトランスフェクションは Lipofectamine 2000 (Thermo 

Fisher Scientific) を用いた。 

FLAG-UAP56、FLAG-URH49、および FLAG-CIP29の 293 Flp-In T-Rex安定発現細

胞は、それぞれ pOG44と pcDNA5-3×FLAG-UAP56、pcDNA5-3×FLAG-URH49ま

たは pcDNA5-3×FLAG-CIP29のトランスフェクションし、薬剤耐性を獲得して生育し

た細胞株を選択して解析に用いた。H2B-GFPのMCF7安定発現細胞は、リニアライ

ズした H2B-EGFP発現プラスミドのトランスフェクションし作成した。YFP-tublin

と CFP-H2BのMCF7安定発現細胞は、リニアライズした YFP- tublinと CFP-H2B

発現プラスミドのトランスフェクションによって作成した。 

 

プラスミドコンストラクションと本研究で使用した siRNA 

	 pcDNA5-3×FLAG-UAP56、pcDNA5-3×FLAG-URH49、pcDNA5-3×FLAG-CIP29

はそれぞれ 3×FLAG-UAP56、3×FLAG-URH49、および 3×FLAG-CIP29を pcDNA5

のAspI-XhoI部位およびBamHI-XhoI部位に導入し作成した。ATP結合欠損変異体は、

プライマーを用いて、PCRよって点変異を導入した PCR断片を導入し作成した。本研

究で使用したプライマーと siRNAは、Invitrogem及び Integrated DNA technologies
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で合成されたものを用いた。表１、２に配列を示す。 

 
イムノブロッティングならびに免疫沈降  

	 Large scale及び Small scaleの核抽出物（NE）の調製は、以前に報告された方法 [28] 

に従い行った。ATP非存在化及び存在下における免疫沈降は、以前に報告された方法 

[6][11][12] に簡単な変更を加え行った。 まず NEに存在する内在性の ATPを枯渇さ

せるために、NE 100 µLを、0.1% TritonX100、0.2 mM PMSF、および 0.5 mM DTT

を含む 400 µL PBSと混合し、その後、30°Cで 20分間インキュベートした。次に、

RNaseA (100 ng / µL) と ATP (500 µM)、MgCl2 (3.2 mM)、creatine phosphate (20 

mM) を NEに加えた。サンプルを 30°Cで 30分間インキュベート後、遠心分離して沈

殿物を除去し、上清を免疫沈降に用いた。 ATP非存在サンプルにおいては、ATP、

MgCl2、および creatine phosphateを除いて同様の処理を行った。各上清に 10 µLの

抗DYKDDDDKタグ抗体ビーズ (和光) を混合した。CIP29抗体による免疫沈降では、

protein G Sepharose (GE Healthcare Japan) に結合させたものを用いた。混合物を

4°Cで一晩反応させた後、ビーズを 0.1% TritonX100、0.2 mM PMSFおよび 0.5 mM 

DTTを含む PBSで 4回洗浄した。ビーズに付着したタンパク質は SDSサンプルバッ

ファー (250 mM Tris-HCl、1%SDS、0.002% bromophenol blue、40%Glycerol) に溶

解した後、37°Cで 10分間インキュベートし遠心分離にて上清を新しいチューブに回収

した。その後、DTTを最終濃度 10 mMになるように加え、2分間煮沸しサンプルとし

た。このサンプルを SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し、Bio-Rad 

Trans-Blot cell (BIO-RAD, CA) を使用して PVDF膜 (Pall, MI) に転写した。PVDF

膜を、0.1% Tween20を含む 5%スキムミルク / PBSで室温 1時間振盪し、4°Cで一晩

回転させながら一次抗体と反応させた。その後 PVDF膜は 0.1% Tween20 / PBSで各

10分間 3回洗浄し、HRP結合二次抗体に室温で 2時間反応させた。続いて PVDF膜

を 0.1% Tween20 / PBSで 10分間 3回洗浄し、イモビロン（Immobilon）ウェスタン

化学発光 HRP基質 (Millipore) と反応させ、LAS 4000 mini (GE Healthcare Japan) 

で化学発光を検出した。 

 
蛍光免疫染色  

	 12ウェルプレートで細胞 (5×104 cells / mL) をカバーガラス上で 24時間培養し、5%

〜10%コンフルエントになった細胞に siRNAまたはプラスミドをトランスフェクショ

ンした。48時間培養後、4% formaldehyde / PBSで室温 20分間静置し、固定した。

その後 0.1% Triton X-100 / PBSで室温 10分間静置し、透過処理した。 6% BSA / PBS
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で室温 1時間静置しブロッキングした後、続いて 2% BSA / PBS中で一次抗体を室温

で 1時間処理し、PBSで３回洗浄後、Alexa-488または Alexa-594を結合した二次抗

体 (Molecular Probes) を室温で 1時間反応させ染色を行った。DNAは DAPIを用い

て染色した。最後に Slowfade Antifade kit (Molecular Probes) を用いて封入した。 

 
in situ  hybridization による RNA 蛍光染色 (RNA-FISH) 

	 siRNAまたはプラスミドをトランスフェクションした細胞を 4% formaldehyde / 

PBSで室温 20分間で固定し、その後 0.1% Triton X-100 / PBSで室温 10分間静置し、

透過処理を行った。その後 PBSで 10分間 3回洗浄を行い、2× SSCで 5分間処理した。

次にULTRAhyb-Oligo Hybridization Buffer (Ambion) で 42°C 1時間プレハイブリダ

イゼーションし、10 pmolになるようHybridization Bufferで希釈したAlexa Fluor 594

標識 Oligo-dT45 probe (Molecular Probes) を一晩反応させた。続いて 2×SSC、0.5×

SSC、0.1×SSCの順で 42°Cで 20分間ずつ洗浄した。DNAは DAPIを用いて染色し

た。最後に Slowfade Antifade kit (Molecular Probes) を用いて封入した。蛍光写真は

Olympus DP70 camera (Olympus) を搭載した Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss) を使用

して取得した。核および全細胞の poly (A) + RNAシグナルの測定は、ImageJソフトウ

ェア（https://imagej.nih.gov/ij/）を用いて定量化した。 

 

各分画 RNA の抽出及び逆転写反応、半定量リアルタイム PCR (qRT-PCR) 

	 細胞質の分画のため、調製した細胞を溶解バッファー (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

200 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% NP-40) を加え、氷上で 5分間、静置した後、数秒

10000 x gで遠心分離し、上清画分を細胞質画分とした。また沈殿画分を核画分とした。

全細胞、もしくは上述の方法で得た分画サンプルより Sepasol-RNA I super G (Nacalai 

Tesque) のプロトコルに従い RNAをした。 

cDNAは ReverTraAce (Toyobo) と random 9 primerを用いて合成した。半定量リア

ルタイムPCR (qRT-PCRと記載する) はTB Green Premix Ex Taq II (Takara Bio) を

用いて Thermal Cycler Dice real-time system II (Takara Bio) にて解析した。PGK1

はノーマライズのために使用し、各遺伝子の発現量は threshold cycle (Ct) valuesを元

に 2ˆ[Ct (TBP) −Ct(each mRNA)]の算出方法に従って計算した。解析に用いたプライ

マーの配列を表 2に示す。 

 
生細胞イメージング   

	 35 mmガラスボトムディッシュ (Greiner) で各細胞を培養し、siRNAをトランスフ
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ェクションした。細胞を 36時間培養した後、IX-81顕微鏡を搭載した time-lapse 

imaging system (Olympus)、もしくは BIO Station IMQ (Nikon) を用いて 37°C、5% 

CO2 、湿度 100%の条件において、5分間隔で画像を取得した。 

 
本研究に使用した iCLIP データとデータ解析手法  

	 Gene Expression Omnibus Databaseに GSE113953として保存されている NXF1

および ALYREF iCLIPデータを解析に用いた。Fastqファイルは Sequence Read 

Archiveからダウンロードし、分割されていたデータは 1つのファイルにマージした 

(SRR7087900 - SRR7087907を Alyref-FLAG R1,2,3、SRR7087916 - SRR7087923を

Nxf1-FLAG R1,2,3とした)。低品質の塩基情報と短いリード配列のトリミングには

TrimGalore-0.6.1を用いた得られたリードより、STAR 2.6.1aを用いて、Ensembl 75

より得た hg19ゲノム情報を元にマッピングを行った。マッピングされたリードより

Htseq-count 0.11.2を用いて、Ensembl 75より得た gtfファイルを元に、各転写産物

における存在量を算出した。各リプリケイト間のノーマライズは DESeq2 (version 

1.24.0) を用いて行った。発現量が 0の遺伝子は解析対象から除外した。UAP56また

は URH49ノックダウンにより発現量が減少した遺伝子のリストは以前の報告より取

得した [28]。統計検定方法として、各群に対する Student’s t-test及び Bonferroni 

corrections for multiple testingを用いた。 

 
UAP56 と URH49 が輸送標的とする mRNA および pre-mRNA 群における

RNA 長の比較解析  

	 UAP56または URH49ノックダウンにより発現量が減少した遺伝子のリストは以前

の報告より取得した [28]。pre-mRNAと mRNA長さについて、それぞれ以下のよう

に定義した。 pre-mRNA：転写開始位置と終了位置の間の長さ、mRNA：各エクソン

の長さの合計。様々な遺伝子でおいて、選択スプライシングに由来する数多くの転写産

物が報告されていることから、これらの転写バリアントによるバイアスを回避するため

に、最長および最短の転写産物のみを Bioconductorの TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19. 

-knownGeneパッケージで“knownGene” trackが記載されているものに基づいて

UCSC hg19 genome annotation databaseより取得して解析に用いた。各群の中央値

に差があるかの統計検定方法として、Wilcoxon-Mann-Whitney testを用いた。 
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表 1 本研究で用いたプライマー  

 

 

表２  本研究で用いた siRNA 

 

 

  

Name Aim of the primer Nucleotide sequence (5'→3')
KpnI-UAP56-CDS start Forward 	������	��	����	�	�		��	�����	

UAP56-CDS end-XhoI Reverse �������	���	������������		���

KpnI-URH49-CDS start Forward ��	������	��	����	�		�	��	����

URH49-CDS end-XhoI Reverse �������	���	�������������	���

Forward �	���	������	�	��			���	�	�		��	���	�	���		�	

Reverse �����		���		��	���	�	��		�����������	����	��	

Forward ���������	�	����		�			���		��	���		���	�	����

Reverse �	�����������	��������	��������		�������	��	�

Forward TCGGGCATGGGAAATACAGCAGTGTTTGTC
Reverse GACAAACACTGCTGTATTTCCCATGCCCGA
Forward TCCGGGATGGGCAACACAGCGGTCTTCGTC
Reverse GACGAAGACCGCTGTGTTGCCCATCCCGGA
Forward GTTGCAGACAAGATCCAGCTC
Reverse GAAGTGCCAATCRCCATGTTG
Forward TGGGAATGGATGTCCTGTGC
Reverse ACAGACACCTGCCCAGTAAC
Forward ACCCTACAGCAGATTGAGCC
Reverse GAACACAGACACCTTGACGC
Forward ATGCTCTGCTCGTGGTTTGG
Reverse TTTGCCTCCTCTGCATG
Forward CAATGTCCAGCCCACAGCTGCC
Reverse TTGCCTTTGCCCAGAGGACGCC
Forward GATTGAGGCAATTCGAGTGGAGCTGG
Reverse AGCATCGTGGAGCTGGAGCAGAC
Forward ACTGGACAGAGAAAGAGCCAAG
Reverse AATCCATGGCAGCCAGCTG
Forward ACGAGAGCAGTGGCTTCGGGA
Reverse GGCGACTGGCATTCTTCTGCAGTG
Forward CGGCGTGAGCTCGCTGAGACTTC
Reverse TGTTCCAATGAACCAGAGCAGAGGGTG
Forward GTAGTCGTGGCCGAGTGGTTAAG
Reverse GTAGTCGGCAGGATTCGAACC
Forward CGGGGAGGAGAATAAGTACG
Reverse CTTGTCTTTGCGGCTGTTTA
Forward TCTATCACTCTCGTTCTTGTAGCTC
Reverse ACTTTATTGACGGGAATGGGGTG

�	��� Real time PCR

Real time PCR
����

����� Real time PCR

	���
 Real time PCR

PGK1 Real time PCR

UAP56 K95A mutagenesis Construction

URH49 K94A mutagenesis Construction

������ RT-PCR to confirm the fractionation

��� RT-PCR to confirm the fractionation

����� Real time PCR

����� Real time PCR

���� Real time PCR

���	 RT-PCR to confirm the fractionation


��	� Real time PCR

UAP56 siRNA-resinstant mutagenesis Construction

URH49 siRNA-resinstant mutagenesis Construction

Construction

Construction

Name ��" ��

EGFP%�! �& Forward ��#�! ����

����	��� Forward Invitrogen

����
��� Forward Invitrogen

����
��� Forward Invitrogen

����	��� Forward Invitrogen
Forward ��

Reverse
Forward ��

Reverse

���� Forward Invitrogen5’-GAACUGGUUCAAGAUUACAAUUCCU-3’

Nucleotide sequence (5'→3')

5’-CCUGAUGAGAUAGACAUCUCCUCCU-3’
�$����������������������������$

����
���

5’-CCCUACAGCAGAUUGAGCCUGUCAA-3’

 5'-rGrUrUrGrArGrArArGrCrUrArGrArGrArUrUrGrUrArUrGAG-3'

5’-CAAAGCCCAUUGAGCUCCCUGUCAA-3’
5’-CGAAUUCUUGUGGCUACCAACCUAU-3’

 5'-rCrUrCrArUrArCrArArUrCrUrCrUrArGrCrUrUrCrUrCrArArCrArG-3'
 5’-rGrCrUrUrUrCrUrUrArCrUrCrUrCrCrArArGrCrUrCrArCrArGrGrU-3’

 5’-rCrUrGrUrGrArGrCrUrUrGrGrArGrArGrUrArArGrArArAdGdC-3’

����
���
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