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研究成果の概要（和文）：mRNA前駆体の選択的スプライシングは、ひとつの遺伝子から多様なタンパク質を造り出す重
要な遺伝子発現制御機構である。本研究では、各種の選択的スプライシング制御因子の変異体線虫を利用して、各制御
因子の標的遺伝子を網羅的に同定し、それらの塩基配列を基に蛍光スプライシングレポーターを作製して生体内での選
択性のパターンを明らかにするとともに、選択的スプライシングを制御するシスエレメントの同定を行って、線虫の個
体レベルでの選択的スプライシング制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Alternative processing of precursor messenger RNAs (pre-mRNAs) is a major source o
f protein diversity and plays crucial roles in development, differentiation and diseases in higher eukaryo
tes. We have been utilizing multi-chromatic fluorescence alternative processing reporter system to visuali
ze tissue-specific and/or developmental alternative processing patterns in living worms and isolated mutan
ts defective in alternative processing regulation. Here we performed transcriptome analysis of the mutant 
worms, identified many novel target events for the regulators, analyzed their expression patterns in vivo 
and predicted and experimentally identified cis-elements for the regulators to reveal the  "splicing code"
 in living organisms. 
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１．研究開始当初の背景 
 mRNA 前駆体の選択的スプライシングは、
ひとつの遺伝子から多様なタンパク質を造
り出す機構であり、2 万数千個程度しかない
遺伝子からタンパク質発現の時間的・空間的
多様性を生み出すための最も重要な機構で
あると考えられている。ヒトでは実際に多く
の遺伝子が発生段階依存的・組織特異的な選
択的スプライシングを受けることが示され
ており、多細胞生物の複雑化、多様化は、転
写と並んで選択的スプライシングレベルで
の遺伝子発現制御の多様化によって可能に
なったと考えられる。 
 研究開始当初までの網羅的解析により、ヒ
トではタンパク質遺伝子の 3 分の 2（現在で
は 90%以上）が複数の mRNA アイソフォー
ム持つことが明らかとなっていた。生体内の
各細胞においてこのようなさまざまな遺伝
子の選択的スプライシングをそれぞれに秩
序立てて制御する機構は「スプライシング暗
号」と総称されるが、選択的スプライシング
の制御因子の数よりも標的遺伝子の数が圧
倒的に多いという事実から、スプライシング
暗号には制御因子の共通性や協調性に伴う
何らかの規則性が存在することが想定され
る。 
 スプライシング制御機構の解明には、主に
培養細胞やその抽出液が用いられ、選択的エ
クソンや隣接するイントロンに存在するシ
スエレメントとそれに結合する制御因子に
よってそれぞれ正または負に制御され、その
バランスによって選択的エクソンの最終的
な運命が決定する、という基本的なモデルが
受け入れられていた。しかし、多細胞生物の
生体レベルでの解析の困難さゆえに、このモ
デルの生体での検証や、選択的スプライシン
グの時間的、空間的制御に必要な制御因子と
シスエレメントの同定は遅れていた。 
 代表者らは、蛍光タンパク質遺伝子を用い
て生体における選択的スプライシングパ
ターンを細胞レベルで可視化できる選択的
スプライシングレポーター作製法を開発し
た。そして、線虫をモデル生物として用いる
ことで、生体内で各細胞における選択性をプ
ロファイリングできること、選択性制御に必
要なシスエレメントを同定できること、制御
因子の変異体を単離して遺伝子を同定でき
ることを示していた。さらに、2 種類の制御
因子が隣り合うシスエレメントに協働的に
結合することにより、組織特異的選択的スプ
ライシングが精巧に制御される例や、イント
ロン除去の順序が選択的スプライシング制
御に深く関わることを明らかにした。これら
の過程で、選択的スプライシングの制御には
複数のシスエレメントと複数の制御因子が
関与する例が多いこと、ひとつの制御因子が
エクソン使用を促進する場合も抑制する場
合もあることを見出し、スプライシング暗号
解読のためには、個々の制御因子の性質をひ
とつずつ体系的に明らかにしたうえで、制御

因子間の相互作用による互いの機能への影
響を体系的に明らかにする必要があるとの
認識に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、代表者らが研究開始当初まで
に得ていた各種の選択的スプライシング制
御因子の変異体線虫を利用して、(1)各制御因
子の標的遺伝子を網羅的に探索、同定するこ
と、(2)同定した標的遺伝子の塩基配列を基に
選択的スプライシングを制御するシスエレ
メントの配列を予測し、選択的スプライシン
グレポーター作製法を利用して、発現する組
織や発生段階依存性を生体レベルで明らか
にし、予測されたシスエレメントの改変実験
により機能を実験的に検証することを通じ
て、多細胞生物の個体においてタンパク質多
様性の鍵となるスプライシング暗号の解読
に貢献することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) RNA-seq 法によるスプライシング制御因
子の標的エクソンの網羅的探索 
 異なる線虫株のトランスクリプトームを
定量的に比較解析する方法をとして、線虫を
L1期で同調させ、全 RNAを抽出後ポリ A(+) 
RNA 精製を２度繰り返してから化学的に断
片化し、ランダムプライマーで逆転写し、第
二鎖を合成して大規模シーケンスすること
で、比較的条件を揃えて解析が行えることを
確認した。また、スプライシング異常により
生じた mRNA が品質管理機構によって分解
され検出されにくくなるのを防ぐため、品質
管理機構に必須の smg-2遺伝子とスプライシ
ング制御因子の二重変異体が生存可能なも
のついては作製、使用した。東京大学の鈴木
穣准教授（現教授）と共同で、野生型の他、
asd-1; fox-1二重変異体、asd-2変異体、smg-2
変異体、smg-2 unc-75二重変異体など制御因
子変異体株の mRNAのシーケンスを行った。
得られたシーケンスタグを線虫ゲノム配列
に対してマッピングし、遺伝子当たりおよび
各エクソン当たりのタグの頻度を計数した
他、エクソン-エクソン境界当たりのタグを計
数した。得られたタグ頻度データを基に、各
エクソンやエクソン-エクソン境界上のタグ
の遺伝子全体に対する相対的出現頻度が野
生型と比較して増加しているもの、あるいは
減少しているものを点数化する方法を開発
し、制御因子の標的エクソンの候補リストを
作成した。リストで上位となった事象につい
て、野生型と変異体におけるスプライシング
パターンの差異を RT-PCR法で検証した。 
(2) 選択的スプライシングレポーター作製法
とシスエレメントの実験的検証 
 (1)で確認された各制御因子の標的事象を、
制御因子によって促進されるものと抑制さ
れるものに分類し、それぞれの事象群につい
て、標的スプライス部位の上流イントロン、
下流イントロン、エクソンの配列に濃縮する



配列を生物情報学的に探索して、シスエレメ
ントの候補配列とした。 
 代表者がこれまでに培った知見や改良し
た蛍光タンパク質カセットを利用して、それ
ぞれの標的エクソンのスプライシングパ
ターンをモニターするためのレポーターミ
ニ遺伝子を作製し、トランスジェニック線虫
を作製して選択的スプライシングレポー
ター線虫を作製した。蛍光顕微鏡を用いて生
体内での蛍光タンパク質の発現パターンを
確認した。また、レポーターミニ遺伝子の予
測されたシスエレメントに塩基置換や挿入
変異を導入して、予測シスエレメントが実際
に生体でどの組織での選択的スプライシン
グ制御に必須であるか実験的に検証した。 
 試験管内 RNA-タンパク質結合試験：制御
因子の組換えタンパク質と放射性同位元素
標識 RNA プローブを用いて、紫外線架橋実
験およびゲルシフト実験により、制御因子が
シスエレメントに直接かつ配列特異的に結
合するか検証した。 
 
４．研究成果 
①液胞型 ATPaseの V0複合体 aサブユニット
遺伝子 unc-32 の２組の相互排他的エクソン
が組織特異的に制御されることを明らかに
し、エクソン 7aが神経系特異的に選択される
ための制御因子として RBFOX ファミリース
プライシング制御因子 ASD-1, FOX-1と神経
系特異的なCELFファミリーRNA結合タンパ
ク質 UNC-75を同定した（PLoS Genet, 2013）。 
②野生型および unc-75 変異体の線虫株のト
ランスクリプトーム解析を行い、UNC-75 の
標的となる合計 24 の選択的スプライシング
事象を同定し、生物情報学的解析とレポー
ター作製により、上流イントロンの
(G/U)UGUUGUG が選択的エクソンの抑制に、
下流イントロンの同配列が選択的エクソン
のスプライシング促進に必要な UNC-75によ
る神経系特異的スプライシング制御のシス
エレメントであることを同定した（Nucleic 
Acids Res, 2013）。これらの成果は、CELFファ
ミリーによる神経系特異的スプライシング
制御機構の解明に貢献した。 
③同様の手法で、RBFOX ファミリーの二重
変異体でスプライシングパターンが変化す
る 38の選択的スプライシング事象を同定し、
標的遺伝子の選択性が様々な組織特異性を
示すこと、シスエレメントとして(U)GCAUG
を同定し、シスエレメントの位置依存的に
RBFOX ファミリーがスプライシングの促進
と抑制の双方向の機能を持つことを明らか
にした（投稿準備中）。 
④武藤裕班員との共同研究で、FGF受容体遺
伝子 egl-15の筋特異的選択的スプライシング
がRBFOXファミリーのASD-1と筋特異的ス
プライシング制御因子 SUP-12 により協働的
に制御される機構を構造生物学的に明らか
にした。さらに、同様のシスエレメントの配
置を持つ遺伝子を探索し、cle-1遺伝子のエク

ソン 16 が同様に RBFOX ファミリーと
SUP-12 により制御されていることを見出し
た（投稿中）。 
⑤線虫の２種類のコフィリンをコードする
unc-60遺伝子の筋組織特異的な選択的プロセ
シングの制御因子として ASD-2と SUP-12を
同定し、それぞれのシスエレメントも同定し
て、筋組織における unc-60 mRNA前駆体のプ
ロセシングパターン決定機構を明らかにし
た（PLoS Genet, 2012; Worm, 2013）。 
⑥さまざまな遺伝子から効率的にスプライ
シングレポーターミニ遺伝子を作製し、制御
因子変異体のスクリーニングやシスエレメ
ントの同定を行うための詳細な方法論を確
立した（Nat Protoc, 2010）。 
⑦線虫で相互排他的エクソンを持つと予測
された全 55事象について、L1期と成虫期で
RT-PCR により実験的に検証し、これらのう
ち実際に 27遺伝子中の 29組のエクソン群が
相互排他的に選択されていることを明らか
にし、この生物の相互排他的選択的スプライ
シングの特徴を明らかにした（Worm, 2014）。 
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