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RNA 結合タンパク質 HNRNPK の相互作用因子の探索 
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【背景および目的】 
HNRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) は、核

酸代謝やmRNAの選択的スプライシング、翻訳制御において重

要な役割を持つタンパク質ファミリーである。HNRNPsの一種

であるHNRNPK (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
K) は転写・RNAスプライシング・翻訳などといったように、

遺伝子発現の様々なステップにおいて機能している。また最近、

当研究室の長沼らによってHNRNPKの新機能としてRNAの

選択的3’末端プロセシングの制御が見出された(1)。HNRNPKの

構造的な特徴としては、典型的なRNA結合モチーフであるKH
モチーフを3つ持つということが知られ、そのうちの1つのKH
モチーフはRNAのみならずDNAにも結合するということも解

明されている。 
 さらに興味深いことに、HNRNPKはがん細胞において発現

の亢進が観察されており、発現亢進したHNRNPKが遺伝子発

現の様々なステップを異常調節することでがんの悪性化や転移

を促進することが示唆されている(2)。このがん細胞における

HNRNPKの発現亢進は、細胞内のHNRNPKの発現制御機構

の破綻によって誘発されると考えられる。 
以上のようにHNRNPKの局在や機能が明らかにされてきた

にもかかわらず、細胞内におけるHNRNPKの制御機構につい

ては未だ不明である。従って、細胞内におけるHNRNPKの制

御機構の解明を目指し、HNRNPKの制御に関わる相互作用タ

ンパク質の探索を酵母ツーハイブリッド法により試みた。 
 
【方法】 
・酵母ツーハイブリッド法によるHNRNPKと相互作用するタ

ンパクの探索 
始めに、HNRNPK cDNAをPCRで増幅し、baitプラスミド

となるpGBKT7に挿入することで酵母ツーハイブリッド法に必

要であるBaitプラスミドを作製した。 
その後、pGBKT7-HNRNPKプラスミドの塩基配列をDNAシ

ークエンサーで解析し、baitプラスミドが正しく作製されてい

ることを確認した。 
このpGBKT7-HNRNPK(Bait)プラスミドを空のpGADT7 

(Prey)プラスミドとともに酵母PJ69-4Aに形質転換し、

HNRNPK のみでレポーター発現が起きないか、「偽陽性」の

有無をチェックした。またその際、予め相互作用することが判明

しているpGBKT7-p53(prey)とpGADT7-T(bait)を形質転換し

てポジティブコントロールとした。PreyベクターとBaitベクタ

ーが同時に発現し、それぞれ発現するタンパク質が相互作用した

場合、レポーター遺伝子(今回はアデニン合成酵素)の発現がおこ

るため、アデニン欠損培地で選択可能となる。 
HNRNPKのみによる偽陽性がないことを確認した後、ヒト

胎児脳由来のcDNAライブラリーをpGBKT7-HNRNPKが導 

 
入されたPJ69-4A酵母に形質転換することで酵母ツーハイブリ

ッド法を行い、HNRNPKと相互作用するタンパク質のスクリ

ーニングを行った。 
 
【結果及び展望】 
現在、酵母ツーハイブリッド法を用いてスクリーニングを行っ

ており、今後HNRNPKと相互作用する因子を取得する予定で

ある。しかし、これらの因子の中には、HNRNPK非依存性に

Preyのみでレポーターを発現する偽陽性が含まれている可能性

があるため、再現実験 (Bait+Preyでポジティブか、Bait空ベ

クター+Preyでネガティブか) を通し確認する予定である。そし

て偽陽性でないと確認できたものをシークエンスし、相互作用因

子を同定する予定である。 
今後は、HNRNPKとの結合が確認されたタンパク質のうち、

HNRNPKをユビキチン化または脱ユビキチン化するタンパク

質を特定する。そしてそのユビキチン化の生理学的意義について

明らかにする予定である。HNRNPKの制御機構を明らかにす

ることによって、mRNAが成熟mRNAになるまでの過程を解

明することが期待され、また細胞のがん化のメカニズムの一端が

解明されることによって将来的にはがん特効薬の開発につなが

る可能性が期待される。 
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