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題目 ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭBruno/CELF型RNA結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質の機能解析

要旨
生物の発生･分化の過程には､様々な遺伝子の発現制御機構が重要である｡転写後制

御機構は､転写制御機構と同様に遣伝子発現制御に重要な役割を果たす｡中でも､選択的
ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞは､ﾋﾄｹﾞﾉﾑのうち50-60%もの遺伝子で起こり､ 1つの遺伝子から複

数の翻訳産物として発現する｡選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを含め転写後制御には､無数のRNA
結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質が鍵となる働きをする｡

このようなRNA結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質の1つとして､ Bruno/CELF (Bruno/CUGBPl- and
Etr-3-1ike factor)型ﾀﾝﾊﾟｸ質に注目した｡ Bruno/CELF型ﾀﾝﾊﾟｸ質は､ N未側に連続的

な2つのRNA recognition motif (RRMl-2)とC未側に3番目のRRM (RRM3)を有す｡
ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの卵母細胞において､ Brunoは腫の前後軸や生殖細胞の形成に関与する

oskarmRNAや背腹軸形成に関与するgurkenmRNAの3非翻訳領域(3 UTR)のBRE (Bruno

response element)に結合し､翻訳の抑制制御を行っている｡また､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの

相同ﾀﾝ/てｸ質であるEDEN-BPは､ c-mos mRNAの3 UTRのEDEN (embryo deadenylation
element)に結合し､ﾎﾞﾘA鎖の短縮化を介して翻訳の抑制制御に関与する｡ -方､ﾋﾄ

CUGBPl/Brunoﾄ2は､ cTnT (cardiac troponin T) pre-mRNAのｲﾝﾄﾛﾝにあるCUG反復
配列に結合し､筋肉型のｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを促進することが報告されている｡

これまでに我々は,ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭにおいて3つのBruno/CELF型の遺伝子､ brul

(bruno-1ike)､ etr-3 (elav type ribonucleoprotein-3)､ etr-1を同定している｡これらのRNA
結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質の標的RNA配列を同定するために､ SELEX法とUVｸﾛｽﾘﾝｸ法を

行った｡その結果､ BrulがURE (uridine and purine repeat elem叫)配列に特異的に結合する
ことが明らかとなった｡ -方､ cuG反復配列に対するBrulの結合は､全く検出されなか
った｡また､ BRE配列とEDEN配列は､ URE配列を含む｡欠損型Brulの解析により､ N

末側のRRMl-2とC末側のRRM3のそれぞれが､ URE配列との特異的結合括性を有すこ

とが明らかとなった｡ Etr-3およびEtr-1もまたURE配列に特異的に結合した｡これらの結
果は､ URE配列がBruno/CELF型RNA結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質の直接的な結合配列であること

を示す｡



Bruno/CELF型RNA結合性ﾀﾝﾊﾟｸ質の機能を解明するため､様々な遺伝子のｲﾝﾄ
ﾛﾝやUTRなどに機能性のURE配列を探した｡その中で､我々は､ URE配列がﾗｯﾄα-

actininﾐﾆ遣伝子のｲﾝﾄﾛﾝ領域に存在することを見出した｡ α-actinin遺伝子は､筋肉
型と非筋肉型のｴｷｿﾝを有し､排他的な選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞにより2種のmRNAとし

て発現する｡ URE配列は､非筋肉型ｴｷｿﾝ近傍のBPS配列(branch point sequence)に

重なって存在する｡ α-actininﾐﾆ遺伝子とともにBrulを細胞に共導入し､ in vivo splicing
解析を行った｡その結果､ Brulに依存して筋肉型α-actininmRNA量が増加した｡ URE配列

に変異を導入すると､ Brulによる筋肉型mRNAの増加は検出されなくなった｡ Brulは､ URE

配列との結合を介して､ α-actinin遺伝子の筋肉型のｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを促進することが明ら
かとなった｡また､ Etr-3についても､ Brulと同様な効果が見られた｡ -方､ Etr-1では､

筋肉型mRNAが減少し､筋肉型及び非筋肉型ｴｷｿﾝの両方を欠くmRNA量が増加した｡

しかし､このEtﾄ1の効果はα-actininﾐﾆ遣伝子のURE配列に依存しないことが明らかと
なった｡これらのことから､ Bruno/CELF型ﾀﾝﾊﾟｸ質が選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞ制御に重
要な役割を担っていることが示された｡

-方､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴBrunoによる翻訳の抑制制御は,卵母細胞の形成過程での機

能である｡また､ﾂﾒｶﾞｴﾙのEDEN-BPによる翻訳の抑制制御は､受精直後に起こる｡
ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭBruno/CELF型ﾀﾝﾊﾟｸ質の卵母細胞や腫発生初期における役割を類推

するために､発現解析を行った｡その結果､ brul mRNAおよびetr-1 mRNAが母性的に発

現していることが明らかとなった｡多くの母性mRNAと同様にetr-1 mRNAは､ 1-cell期

腔の動物極側に形成される膝盤に存在した.羊れに対して, brul mRNAは卵母細胞から植
物極側に局在した｡そして､ brulmRNAは, 1-cell期から2-cell期の間に､腔盤に向かって

卵黄間隙を移動することが明らかになった｡ 2-cell期や4-cell期のbrul mRNAは､腔盤の
全域に存在するとともに､特に,卵割面の両端部に局在した｡ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭの受精卵
の植物極側および2-cell期や4-cell期の卵割面の両端部には､それぞれ背側誘導因子およ

び始原生殖細胞形成に必要な因子が局在化している｡ brul mRNAは､腰の軸形成や生殖細

胞形成に関与する可能性が考えられる｡また､卵母細胞において､ Brulﾀﾝﾊﾟｸ質が核お
よび細胞皮質の限局した領域に存在することが明らかとなった｡細胞質の外層に存在する

Brulﾀﾝﾊﾟｸ質に関しては､ mRNAの局在化､安定性または翻訳制御などの細胞質での転
写後制御を担うことが示唆される｡

以上の結果から､ Bruno/CELF型ﾀﾝﾊﾟｸ質は､標的mRNA特異的な選択的ｽﾌﾟﾗｲ
ｼﾝｸﾞを制御することが明らかとなった｡また､ Brulﾀﾝﾊﾟｸ質は､細胞質における転写

後制御にも関与することが示唆される｡さらに､ Brulは､多機能的なRNA制御を介して､

初期腫発生の腫軸形成や生殖細胞形成に関与する可能性が考えられる｡



論文審査結果の要旨
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RNA情報発現制御は､脊椎動物の発生分化過程に重要な役割を果たす｡とりわけ,

選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞは､単-の遣伝子から複数種の蛋白質を生成する非常に重要な

制御過程である｡ﾋﾄｹﾞﾉﾑにおいては､約半数の遺伝子で選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞが

起こるものと推定されている｡しかしながら､選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞ制御機構は不明

な点が多い｡本研究では､ Bruno/CELF型RNA結合性蛋自質に着目し､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲ

ｯｼｭBrul (bruno-]ike)蛋白質を羊ついて, SELEX法とUVｸﾛｽﾘﾝｸ法をもちい

て標的RNA配列の同定を行い､ URE (uridine and purine repeat e】ement)配列に特異

的に結合することを示した｡そして､選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを行う遺伝子を検索し､

ﾗｯﾄα-actinin遺伝子のｲﾝﾄﾛﾝ領域にURE配列が存在することを見出した｡ α-

actinin遺伝子は､筋肉型と非筋肉型のｴｷｿﾝを有し､排他的な選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝ

ｸﾞにより2種のmRNAを生成する｡そこで,培養細胞-のﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ実

験を行い､ Brul蛋白質がURE配列を介して筋肉型ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを誘導することを

明らかにした｡同様の解析を他のｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭBruno/CELF型蛋白質Etﾄ1とEtﾄ3

についても行い､ Etr-3がBrulと同じくURE配列依存的に筋肉型ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを

誘導すること､ Etﾄ1は筋肉型ｴｷｿﾝも非筋肉型ｴｷｿﾝも含まないmRNAの生成

を誘導することを示した｡これらの結果から､ Bruno/CELF型蛋白質は選択的ｽﾌﾟﾗ

ｲｼﾝｸﾞ制御活性を有するが､その働きは蛋自質によって異なっていることが明らか

となった｡また､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭbruJ遺伝子の母性mRNAが卵母細胞や受精卵に

おいて局在化していることを見いだし､母性因子としての役割についても考察を行っ

た｡

以上のように､本論文は脊椎動物において組織特異的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを制御する

RNA結合性蛋白質を同定したもので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡

よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あ

るものと認めた｡


