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研究成果の概要（和文）：多細胞モデル動物である線虫C. elegansを用いて、ゲノム上の全遺伝子の全イントロ
ンについて、mRNA前駆体として転写されてからスプライシングによって除去されるまでの経時変化を追跡し、
個々のイントロンの除去（スプライシング）に要する時間を初めて個体レベルで明らかにした。また、個々の遺
伝子のメッセンジャーRNA（mRNA）の寿命についても、個体レベルでゲノムワイドに明らかにし、mRNAの寿命が
短いグループや長いグループにはそれぞれ特徴的な遺伝子群が含まれていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We utilized C. elegans as a model organism to analyze temporal patterns of 
pre-mRNA processing genome wide. We determined the half-lives of each intron as well as of each mRNA
 in living multicellular organism. The half-lives vary from less than one minute to more than hours.
 We determined features of introns/mRNAs that correlated with the half-lives. This fundamental 
information about the dynamics of pre-mRNA processing will help understanding regulation mechanisms 
for tissue-specific alternative processing in C. elegans and higher organisms. 

研究分野：分子生物学

キーワード： 遺伝子発現制御　RNAプロセシング　線虫　新生RNA　転写　mRNA前駆体　イントロン　次世代シーケン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多細胞生物は1つの遺伝子からmRNA前駆体のプロセシング（加工）方法を変化させることで多様なmRNAひいては
多様なタンパク質を作っている。しかし、mRNAの加工パターンが多様であることは明らかになっていたが、加工
の進行過程におけるmRNA前駆体の経時変化については、ほとんど解析されていなかった。本研究により個々のイ
ントロンの除去など各プロセシング段階の速度が個体レベルでゲノムワイドに明らかになったことで、組織的特
異的にmRNAを作り分ける過程やその制御のしくみの解明がより一層進むと期待される。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
真核生物の mRNA 前駆体の選択的プロセシング（スプライシング、ポリ A付加）はタンパク質の
多様性を創出する重要な遺伝子発現機構である。選択的プロセシングにおいては、さまざまな制
御因子（RNA 結合タンパク質）がそれぞれのシスエレメントに配列特異的に結合することにより、
スプライシングやポリ A付加部位での切断が正または負に制御される。近年、クロマチン構造や
ヒストン修飾などのエピジェネティックな変化や RNA ポリメラーゼ IIによる転写の速度が選択
的スプライシングに影響する例が報告されており、転写とプロセシングは密接に共役していると
考えられる。しかし、後生動物における選択的プロセシングの制御機構は主に培養細胞を用いて
解析されており、内在性遺伝子の転写後プロセシングの制御機構を個体レベルで解析した報告は
ほとんどなかった。 

研究代表者は、蛍光タンパク質を用いて、生物が生きたまま選択的プロセシングパターンを可視
化する方法を開発した。そして、線虫をモデルとした個体レベルでの遺伝学的、生化学的な解析
により組織特異的な選択的プロセシングの制御因子として進化的に保存された RBFOX ファミ
リーなどを同定し、成熟 mRNA の大規模シーケンシング（RNAseq）解析により制御因子の標的エ
クソンを多数同定しシスエレメントを同定した。さらに、イントロンが短いという線虫の特徴を
活かし、一部のイントロンのみが除去されたプロセシングの途中段階の RNA の量を RT-PCR 法に
より半定量的に野生型と制御因子変異体間で比較解析した。これらの解析結果を総合して、選択
的スプライシングの際のイントロン除去の順序がある程度決まっており制御因子はそのうちの
特定のステップのスプライシングを促進または抑制する、というモデルをさまざまな遺伝子で示
した。しかし、これら内在性遺伝子の組織特異的プロセシング制御モデルは、個体レベルでの解
析に基づいたものではあったが、全身の細胞をまとめて RNA を抽出して解析しているため厳密に
個々の組織の RNA のプロセシング過程を追跡したものではなく、また定常状態における RNA 量の
比較に基づいているため、安定だがそれ以上プロセシングされない終末 RNA 産物を解析している
可能性もあった。そのため、個体での mRNA 前駆体のプロセシング動態を組織特異的かつ経時的
に解析する方法の確立が求められていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、多様な成熟 mRNA が組織特異的に産生される転写後プロセシングの制御機構を個体
レベルで明らかにすることを目的とする。そのために、モデル生物である線虫を用いて、（１）
新生 RNA を個体レベルで組織特異的に標識する方法を確立し、各種組織の選択的 mRNA プロセシ
ングパターンをゲノムワイドに明らかにすることを目指す。（２）野生型およびプロセシング制
御因子変異体で新生 mRNA 前駆体を標識して経時的に抽出し、個体レベルにおける mRNA の成熟過
程と制御因子の機能を明らかにすることを目指す。また、線虫で確立した方法を基に（３）哺乳
類においても同様の解析を行い、転写後プロセシング制御機構を検証する。 

 
３．研究の方法 
(1) 線虫の細胞質・細胞核の分画法の検討：同調飼育した L1 期幼虫の虫体を液体窒素で凍結し
て乳鉢で擂り潰しさらにダウンスホモジナイザーでホモジナイズしてから遠心することで細胞
質と細胞核を分離し、さらに細胞核を尿素水溶液で処理することで核質画分とクロマチン画分に
分画してそれぞれの画分から全RNAを抽出し、リボソームRNAを除去してからRNAseq解析を行っ
た。 

(2) 線虫への TU-tagging 法の導入：TU-tagging 法は、寄生性の原生動物 Toxoplasma gondii の
ウラシルホスホリボシルトランスフェラーゼ（UPRT）がウラシルに加えて 4-チオウラシル（4TU）
にもリボース-5-リン酸を転移できることを利用して、特異的プロモーターで T. gondii UPRT
を発現させた細胞種でのみ新生 RNA を標識して精製し、細胞種特異的に遺伝子発現を解析する方
法である。線虫の体壁筋または神経系で特異的に T. gondii UPRT を発現するトランスジェニッ
ク線虫株を作製し、新生 RNA を個体レベルで組織特異的に標識・精製する方法を検討した。 

(3) 代謝標識による新生 mRNA 前駆体の経時変化の解析：野生型線虫株の同調した L1 期幼虫に
4-チオウリジン（4SU）を投与して 5, 10, 30, 90 分後に核画分を回収し、さらにクロマチン画
分を分画して全 RNA を精製し、さらにチオ標識 RNA を精製して、新学術領域研究「先進ゲノム支
援」の支援を受けて RNAseq 解析を行った。得られたシーケンスデータを参照ゲノムへマッピン
グし、各遺伝子の各イントロンについて、スプライシングされた後のエクソン‐エクソン境界
リードとスプライシングされていないエクソン‐イントロン境界リードを計数した。さらに、各
種の公開プログラムを利用して、各 mRNA の生成速度と半減期、各イントロンの半減期を推定し
た。各種スプライシング制御因子変異体株についても、4SU で 20 分間代謝標識して新生 RNA を
精製し、同様に RNAseq 解析とマッピングを行った。なお、RNAseq データからのスプライシング
状態の解析および野生型と変異体の比較は、UCLA の Yi Xing 教授およびその研究室の大学院生
が開発した未発表のプログラムを利用して行った。 



(4) 核 Run-On による転写途中 mRNA 前駆体の標識と解析：L1 幼虫期に同調飼育した野生型線虫
株の虫体から 1)の方法で細胞核を回収し、界面活性剤存在下で 4-チオ UTP を含む NTP を加える
ことで、RNA ポリメラーゼにより転写されている途中であった RNA のみを試験管内で標識し、全
RNA の抽出後にチオ標識 RNA を精製した。さらに、リボソーム RNA とポリ A鎖を持つ RNA を除去
してから、新学術領域研究「先進ゲノム支援」の支援を受けて全長シーケンシング解析を行い、
参照ゲノムにマッピングして、各リードの 5’末端、3’末端の位置とスプライシングパターン
を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 線虫の細胞質・細胞核の分画法の検討 
マーカータンパク質を用いた検討では、細胞質、核質、クロマチンの各画分を適切に分離できて
いると考えられた。しかし、RT-PCR および RNAseq による RNA の解析では、核内タンパク質のほ
とんどがスプライシングやポリ A鎖付加が完了した成熟 mRNA であることが明らかとなった。こ
れは、線虫では想定以上に成熟 mRNA が核内に滞留していること、尿素処理では RNA 結合タンパ
ク質が結合したRNAを巻き込んで不溶化してしまいプロセシング途中のRNA以外にも多くのRNA
が「クロマチン」画分に残存してしまったことが原因と考えられた。したがって、この細胞分画
法だけでは新生 RNA を十分に濃縮できないことが確認された。 

(2) 線虫への TU-tagging 法の導入 
哺乳類培養細胞を用いた予備実験では、T. gondii UPRT を発現させない場合は 20分間の 4TU 添
加で RNA がほとんど標識されず、T. gondii UPRT を発現させた場合には新生 RNA が標識されて
精製・濃縮できることを確認した。しかし、線虫では T. gondii UPRT を発現させない野生型株
でも 10分以内のたいへん早い段階で新生 RNA が効率よく標識されてしまった。これは、線虫で
は哺乳類やショウジョウバエとは違いウラシル代謝関連酵素のいずれかが 4TU をよい基質とし
て早期にチオ UTP まで代謝して RNA に取り込んでいるためと考えられた。そこで、ウラシル代謝
に関わる酵素の線虫相同遺伝子の変異体を取り寄せあるいはゲノム編集で作製して、4TU による
新生 RNA の標識が抑制されるか検討した。その結果、20 分間の 4TU 添加で標識されてしまう新
生 RNA 量が野生型に比べて大きく低下した変異体を特定することができた。現在はこの変異体に
組織特異的プロモーターで T. gondii UPRT を発現させたトランスジェニック線虫株を用いて、
TU-tagging 法により組織特異的に新生 RNA を標識できるか検討中である。 

(3) 代謝標識による新生 mRNA 前駆体の経時変化の解析 
ゲノムの全イントロンについてのプロセシング動態の解析から、発現している遺伝子のイントロ
ンうち約1万7千個は5分間という短い時間の代謝標識でもイントロンリードが検出されないほ
どスプライシングが速く完了することが分かった。これらの大多数は 100 塩基以下の短いイント
ロンであった。残りのうち約 1万 6千個はスプライシング完了割合の経時変化から半減期を推定
することができ、8分弱を中央値とし 1分から 100 分超まで幅広い分布を示した。これらの半減
期を基に、隣接するイントロンの除去順序を推定し、いくつかの組について実際に想定された順
序で除去が起こることを RT-PCR 法により実験的に確認した。また、イントロンのスプライシン
グに影響を与える要素（イントロンの長さ、各スプライス部位の出現頻度、遺伝子内の位置）を
明らかにした。 

(4) mRNA の安定性の解析 
新生RNAの RNAseqでエクソン部分にマッピングされたリードの経時変化と細胞質RNAの RNAseq
データによる定常状態の RNA 量を基に、各 mRNA の生成速度と半減期を推定した。さらに、一部
の遺伝子について4SUで24時間代謝標識した後に4SUを除去してからチオ標識mRNAが減少して
いく過程を RT-qPCR で定量することにより mRNA の半減期を実験的に測定し、RNAseq データから
の推定値とよく合致することを確認した。mRNA の半減期は 36分を中央値として数分程度から 10
時間超まで幅広く分布しており、mRNA が不安定な遺伝子グループと安定性が高い遺伝子グルー
プの GO 解析の結果、それぞれに特徴的な遺伝子が濃縮していることが明らかになった。また、
mRNA の安定性と遺伝暗号（コドン）の使用頻度にも関連性があることが明らかになった。 

(5) 線虫 lev-11 遺伝子のスプライスバリアントの解析 
米国 Emory 大学の斧正一郎博士と共同で、線虫のトロポミオシンをコードする lev-11 遺伝子の
スプライスバリアントを RT-PCR により網羅的に解析し、2 つの新奇アイソフォームを含む 6 種
類のアイソフォームで使われる選択的エクソン（3a, 3b, 4a, 4b, 5a, 5b, 5c, 7a, 7b, 9a）の
組織特異的な選択性を蛍光レポーターの作製により明らかにした。このうちエクソン 7a を含む
新たなアイソフォーム LEV-11O は頭部体壁筋でのみ発現しており、エクソン 7a変異体とエクソ
ン 7b 変異体ではアセチルコリン受容体アゴニストとされるレバミゾールに対する耐性の表現型
が頭部体壁筋と体部体壁筋で異なることを明らかにした。 

(6) 転写途中の mRNA 前駆体の解析 
核 Run-On 法により調製した転写途中の mRNA 前駆体の全長シーケンシング解析から、RNA ポリメ



ラーゼの転写位置とスプライシングの完了率の関係が多細胞生物で初めて明らかになった。また、
リード数が多い遺伝子については、隣り合うイントロンの組におけるスプライシングの順序につ
いても、解析することができた。 

(7) 哺乳類スプライシング制御因子 RBM20 の解析 
家族性拡張型心筋症患者で RSRSP という特定の配列にアミノ酸置換変異が見つかるスプライシ
ング制御因子 RBM20 による心筋特異的な選択的スプライシングの制御機構について解析を行い、
RSRSP 配列中の 2つのセリン残基が共にリン酸化されること、そのリン酸化が RBM20 の核移行に
必須であることを見出した。そして、ゲノム編集により拡張型心筋症患者型変異のノックインマ
ウスを作製し、RSRSP 配列のアミノ酸置換変異が Rbm20 遺伝子欠損ラットと同様に心筋特異的な
スプライシング制御の異常を示すことを確認して、患者型変異が RBM20 のスプライシング制御因
子としての機能を欠損させることを明らかにした。現在は、このノックインマウスの表現型の詳
細な解析を行っている。なお、この研究の過程では、海外共同研究者の D. Black 教授の研究室
の博士研究員らからマウス臓器からの細胞核の回収方法や染色方法の指導を受けた。 
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