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１.研究の背景•目的 
 Pre-mRNA スプライシングは遺伝子発現において必須であり、スプライソソームと呼ばれ
る RNAとタンパク質の巨大複合体によって遂行される。最近、申請者は、ヒトの極端に短
いイントロン (65塩基)のスプライシング機構に着目し、新規のスプライシング因子 SPF45
を同定した。さらに、その分子機構も併せて解明した(文献 1)。興味深い事に、この SPF45
は抗がん剤耐性を獲得したがん細胞で過剰発現していることが報告されている(文献 2＆
3)。また、抗がん剤耐性を持つがん細胞に SPF45遺伝子の発現抑制を行うと耐性を消失さ

せることができる。しかし、そのメカニズムは解明されていない。そこで、申請者は「が
ん細胞で過剰発現した SPF45が、下流の短いイントロンを持つがん関連遺伝子のスプライ
シングを亢進することで、多種類の抗がん剤耐性を獲得するのではないか」という仮説を
立て、その解明を目的としている(文献 4)。 
 

 

２.研究の対象並びに方法 
（1）まず、SPF45によってスプライシング制御される抗がん剤耐性に寄与する候補遺伝子
の同定を試みる。SPF45 遺伝子の発現抑制を行なった HeLa 細胞をシクロヘキシミド（NMD
阻害剤）で処理し、その HeLa細胞の RNA-Seqを行う事で、スプライング様式の変化を調べ
る。この解析により、NMD により分解されて検出できなかった遺伝子のスプライシングの

変化を検出できるであろう。同時に、SPF45 を過剰発現させた培養細胞の RNA-Seq 解析を
行い、SPF45 がスプライシングを促進、発現上昇させている遺伝子群を併せて同定する。
SPF45の発現抑制によってスプライシングが変化する遺伝子群と、SPF45の過剰発現でスプ
ライシングが変化する遺伝子群を比較して、共通する遺伝子を SPF45に制御される「真」
の遺伝子とする。同定された遺伝子について、がん関連遺伝子であるかどうか、薬剤感受
性に寄与しているか調べていく。 
（2）一般的なスプライシング反応において、イントロン/エキソン境界である 3’スプライ
スサイトは U2AFと呼ばれるスプライシング因子によって認識される。しかしながら、SPF45
制御下の短いイントロンのスプライシングは、U2AF を必要としない(文献１)。申請者は、
SPF45 によってスプライシング制御されるイントロンの 3’スプライスサイト認識機構も併

せて明らかにする。まずは、SPF45と相互作用するタンパク質因子 Xを、SPF45の免疫沈降
-質量分析（IP-MS）によって同定する。同定した SPF45相互作用因子 Xのノックダウン実
験を行い、短いイントロンのスプライシングが阻害されるかどうか RT-PCRで検証する。加
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えて、その SPF45相互作用因子 Xと 3スプライスサイトに結合を RNA免疫沈降法(RIP)によ
って明らかにする計画である。 
 
 
３.研究結果 
（1）シクロへキシミド処理を行った SPF45ノックダウン HeLa細胞の RNA-Seq解析を行う
実験計画であったが、SPF45 遺伝子のノックダウンとシクロヘキシミド処理は細胞へのダ
メージが大きく、実験が困難であった。ノックダウン後の培養時間、シクロヘキミド処理

の濃度や時間の検討も行ったが、RNA-Seq を正確に行える量の RNA 回収が難しく断念せざ
るを得なかった。 
そこで RNA-Seqの実験計画を以下のように変更した。前述したように、がん細胞では SPF45
の過剰発現により、抗がん剤耐性が獲得されている。そこで、まず、HeLa細胞の SPF45の
過剰発現株を創出する。その細胞にビンクリスチン処理を行ない、耐性を獲得できた細胞
の RNA-Seqを行ない、スプライシングが変動する遺伝子や発現量が顕著に上昇する遺伝子
群の同定を行う。現在、HeLa細胞に Flagタグ付きの SPF45を過剰発現株を作製中である。 
 
(2)我々は、SPF45の相互作用因子として SAP30BPという因子を同定した。SAP30BPは、元々
HSV1(Herpes Simplex virus 1)に感染した際に発現上昇する遺伝子として同定された(文献
5)。SAP30BP は、スプライシング反応を触媒するスプライソソームに含まれていることが

わかっているが、その機能はわかっていない。我々は HeLa 細胞を用いて、siRNA による
SAP30BPノックダウンを行なった。SAP30BP遺伝子の発現抑制を行なったHeLa細胞とSPF45
遺伝子の発現抑制を行なった HeLa細胞の RNA-seqを行ない、スプライシングが阻害される
イントロンを比較すると、そのほとんどが共通であった。このことから、SAP30BPは SPF45
と協調して、短いイントロンのスプライシングを制御していると考えられる。さらに、
SAP30BP と SPF45 のリコンビナントタンパク質を精製し、相互作用を調べて結果、直接結
合する事も併せて見出した。今後さらに、このメカニズムの解明を進めていく予定である。 
 

 
４.考察 
がん細胞で過剰発現した SPF45が、下流の短いイントロンを持つがん関連遺伝子のスプラ
イシングを亢進することで、多種類の抗がん剤耐性を獲得するのではないかと考えられる
が、残念ながらまだ研究途中である。しかしながら、現在進行中である抗がん剤耐性を持
った SPF45の過剰発現株の構築とそのトランスクリプトーム解析によって明らかにする事
ができるであろう。さらに、本研究で同定した SPF45の相互作用因子 SAP30BPは SPF45と
協調してスプライシング制御する事から、SAP30BP 自身も抗がん剤耐性遺伝子なのではな
いかと考えられる。我々は、SAP30BPを過剰発現させた HeLa遺伝子でも抗がん剤耐性を獲
得できるかどうか解析を進める予定である。 
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