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研究成果の概要（和文）：主要血液型抗原RhDのWeakD変異のうちエクソン7のsynonymous変異 c.960G>Aによるス
プライシング異常が配列特異的で、エクソニックスプライシングエンハンサー（ESE）結合分子であるSRSF3の結
合に依存することを見出した。ESE結合分子のうち、SRSF1, SRSF11, TRA2Bに軟骨分化誘導作用があることを示
した。内在性遺伝子の発現が少ないp63の選択的スプライシングのアポトーシスに関する役割を、スプライシン
グアッセイ用プラスミドを安定導入した培養細胞を利用して検証し、アポトーシス誘導下でγアイソフォームへ
の特異的なスイッチングが生じることを確認した。

研究成果の概要（英文）：　The synonymous c.960 G>A mutation in the exon 7 of the RhD gene caused 
exon skipping with sequence specific manner. We found this sequence specificity was dependent on its
 binding ability to SRSF3 (serine arginine rich splicing family 3) that belonged to exonic splicing 
enhancer (ESE) binding proteins. SRSF1, SRSF11 and TRA2B also induced chondrogenic differentiation 
into human mesenchymal stem cells. We also found that γ isoform specific alternative splicing 
switching of the p63 gene was induced after apoptosis stimulation.

研究分野：輸血医学、骨軟骨代謝学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RhD遺伝子がコードするD抗原は溶血性副作用や新生児溶血性疾患の原因となる主要血液型抗原のひとつであり、
その抗原性の変化に関わる選択的スプライシングの機序を初めて分子レベルで明らかにした。D抗原は同時に赤
血球の分化マーカーでもあり、本研究の知見は血球分化のメカニズム解明の上でも重要と考えられる。ESE結合
分子であるSRSFファミリー分子が選択的スプライシングを介して軟骨分化にも関与している可能性を示した。
p63の選択的スプライシングの制御がアポトーシス誘導に重要である可能性を示唆するデータを得た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ゲノム上の遺伝子配列から転写された未成熟な hnRNA はイントロン配列が切り出され、エクソ
ンどうしが連結することで成熟 mRNA へと変化する。この過程がスプライシングであるが、エク
ソンの組み合わせは常に一定ではなく、ひとつの遺伝子から様々なエクソンの組み合わせを持
つ複数の mRNA のアイソフォームが形成されることは珍しくない。これが選択的スプライシング
であり、通常遺伝子産物の機能に大きな影響をもたらさないが、中には選択的スプライシング
により遺伝子産物の機能に大きな変化が生じることで、このオンオフ自体が発生や分化、アポ
トーシスなどにおけるキースイッチになっているケースが存在する。またスプライシングを受
けるエクソンやその近傍のイントロンには SRSF（serine/arginine rich splicing factor）を
はじめとする RNA 結合性のスプライシングの制御蛋白が結合するエンハンサー（ESE; exonic 
splicing enhancer, ISE; intronic splicing enhancer）やサイレンサー（ESS; exonic splicing 
silencer, ISS; intronic splicing enhancer）配列が存在する。これらの配列に変異が生じる
ことで、翻訳領域のアミノ酸配列に影響を及ぼさないサイレント変異でエクソンスキッピング
が発生し、疾患の原因になるケースが神経筋疾患、アルツハイマー病、乳がんなど複数の病態
においてしられている（Cartegni etl, Nature Reviews 2002）。 
本研究では予備検討から選択的スプライシングがその機能に大きな影響を与える３つの遺伝子、
血液型主要抗原遺伝子 RhD、新規軟骨分化誘導転写因子 EMX2、軟骨分化誘導・がん抑制遺伝子
p63 に着目、その選択的スプライシングのメカニズムを明らかにすることで、輸血副作用制御、
軟骨分化誘導、がん治療などに有用な知見を得ようと試みた。 
 
２． 研究の目的 
(1) RhD エクソン７のスプライシング制御機構、とくに c.960G>A WeakD 変異によるエクソン
スキッピングのメカニズム解明と RhD 変異データベースを利用した新規スプライシング
異常変異の同定 

(2) EMX2, RhD, p63 の野生型、変異型のミニ遺伝子を導入した安定導入細胞株を作成し、そ
れを用いた機能解析で分化誘導やアポトーシス誘導時における選択的スプライシングの
メカニズムを明らかにすること 

(3) 軟骨・血球分化、がん抑制にかかわるスプライソソーム構成因子とくに SRSF ファミリー
分子の同定と遺伝子治療を目標とした基礎検討 

３．研究の方法 
(1) スプライシングアッセイを効率的に行うため EMX2、p63 の選択的スプライシング配列を利
用し、エクソン近傍の短い配列のみをクローニングすることで、スプライシングパターン
を簡易に検出可能なスプライシングアッセイ用のカセットベクターを作成した。カセット
ベクター上に RhDの野生型エクソンおよび D抗原の発現量が大きく減弱する WeakD/Del 変
異エクソンを挿入しスプライシングパターンを比較した。変異情報は RhD 変異データベー
スを利用、変異エクソン配列は変異血液由来 DNA を利用または PCR mutagenesis を用いて
作成した。 

(2) RhD のエクソン 7配列の c.960 G>A 変異のメカニズムを解明するため RNA-ゲルシフトアッ
セイおよび RNAプルダウンアッセイを行って配列特異的にエクソン 7を含む hnRNA に結合
する SRSF 分子を同定した。 

(3) p63 の選択的スプライシングに関わるエクソン 10-14 の配列を全長または部分的に含むス
プライシングアッセイ用のプラスミドを作成しがん細胞株 HeLa に安定導入して安定発現
細胞株を作成した。これにより内在性の発現が低く従来評価困難であった p63 遺伝子の選
択的スプライシングのパターン変化を容易に検出可能にした。この細胞にスタウロスポリ
ン刺激によるアポトーシスを誘導し、αアイソフォームからβアイソフォーム（エクソン 
13 がスキップ）、γアイソフォーム（ストップコドンを含む別のエクソン 11を利用）への
変化の有無を RT-PCR で評価した。また同じ細胞株に天然化合物のミニライブラリを作用
させ p63 の選択的スプライシングに影響を与えるか検討した。 

(4) ヒト間葉系幹細胞（hMSC）やマウス未分化軟骨細胞株に SRSF 分子の一過性導入や(3)でス
クリーニングした天然化合物を作用させ、軟骨分化に与える影響を染色法やリアルタイム
RT-PCR 法で評価した。 
 

４．研究成果 
(1) スプライシングアッセイ用カセットベクターの作成とRhDの WeakD/Del変異がスプライシ
ング異常に果たす役割の検証 
 最初に EMX2 のエクソン 1 とエクソン 3 に標的エクソンをはさむ形でのカセットベクタ
ーを作成したが RhD のエクソン 7や 9周囲の野生型配列を挿入しても正常なスプライシン
グは観察されなかった。そこで p63 のα/βアイソフォームの選択的スプライシングに関
与するエクソン 12 と 14 の配列を利用し N 末 Halo-Tag のスプライシングアッセイ用カセ
ットベクターを作成した。 
 このカセットベクターに RhDエクソン 7とエクソン 9の野生型および WeakD/Del 変異配
列を挿入した RT-PCR で選択的スプライシングを評価した（図１）。 
 



結果、野生型のエクソン 7 とエクソン 9
では正常なスプライシングが起きてい
ること、c.960G>A（L320L）では事前の
変異血液由来 mRNA の解析同様エクソン
スキップが生じることが確認できた。ま
た東洋人のDel血液型の主要な原因変異
である c.1227G>A (K409K、変異はエクソ
ンイントロン境界に存在)でも先行研究
と同様にエクソンスキッピングが発生
していることが確認され、作成したカセ
ットベクターがきちんとワークするこ
とが明らかになった。一方 K409K の近傍
にある別のDel変異W408Rではエクソン
スキップは全く生じず、アミノ酸変異に
よりDelの表現型を示すことが示唆され

た。またエクソン 7 の c.957G>A（V319V）も少し異なった WeakD の表現型をきたすという
報告があるが、この変異では L320L ほどではないにせよエクソンスキップが生じやすくな
っていることが明らかになった（図１、白矢印）。その他西洋人に多い DEL 変異エクソン 6、
M295I についても同様の検討を行ったがエクソンスキップは観察されず、アミノ酸変異に
より Del の表現型を示すものと考えられた。 
 次いで RhDエクソン 7にはコンピュータ検索上 SRSF1 と SRSF2の結合モチーフが存在し
ため、モチーフに変化をもたらすよう変異をいれることでスプライシングパターンに変化
を生じるか検討した（図 2）。なおこの系ではより生理的な条件下に近い状態で解析を行う

ため RhD のエクソ
ン 6 から 8 までの
配列をそのまま利
用して検討を行っ
ている。変異塩基
を A から C に変更
しただけでエクソ
ン 7 のスプライシ
ングが回復し（レ
ーン 4）、変異が配
列特異的であるこ
とがわかる。また
SRSF1およびSRSF2
の結合モチーフの
スコアが回復する

よう近傍に変異をいれると（レーン 5, 6）とくに SRSF1 の結合モチーフを回復させた時に
エクソン 7のスプライシングが強く回復し、この配列が SRSF1 依存性の ESE として働いて
いることが強く示唆された。 

(2) RhD エクソン７ESE 結合 SRSF 分子の検索 
上述の知見から SRSF1/2 と RhD エクソン 7ESE 配列を含む hnRNA との結合を RNA ゲルシ
フトアッセイ、RNA プルダウンアッセイにて検討したが、特異的結合は証明されなかった。
そこで ESEに特異的に結合するSRSF分子を同定するためFlag-tag 付きの強制発現系を用
いた RNA pulldown によりスクリーニングを行った。SRSF3, 8, 9 などが結合分子の候補
としてあがったが、このうち SRSF3 については配列特異的に ESE に結合することが RNA ゲ
ルシフトと RNA プルダウンアッセイにより確認され（図 3a, b）、WeakD/Del の表現型や選
択的スプライシングによる血球分化制御に強く関わることが示唆された。 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
(3) p63 選択的スプライシング検討用安定細胞株の作出とアポトーシス誘導時のスプライシン
グパターン変化について 
p63のエクソン 10-14を全長もしくはエクソン 10-12（α/γの選択的スプライシング評価）、
エクソン 12-14（α/βの選択的スプライシング評価）の組み合わせでクローニングし
Halo/GFP のシングルまたはデュアルレポーターベクターを作成した。一過性発現の系で評
価したころ、蛍光、Western blotting, RT-PCR ともに評価可能なことが確認できた。そこ
でデュアルレポーターベクターを HeLa 細胞に安定導入し安定発現細胞株を作出した。GFP
の蛍光で高発現細胞株をスクリーニングし評価したところ、エクソン 10-14 の全長の系は
やや発現が弱くなるものの、エクソン 10-12、エクソン 12-14 の系では効率よく選択的ス
プライシングが評価可能なことが明らかになった。 
 そこで作出した安定発現細胞株にスタウロスポリンを 1μM 作用させ、経時的に RNA を
抽出して挿入遺伝子特異配列（Halo-tag）を利用した RT-PCR で評価すると、添加後 10 分
から 1時間程度の間にγアイソフォームが特異的に検出され、γアイソフォームへのスプ
ライシングスイッチがアポトーシスに重要な役割を果たすことが示唆された。また天然化
合物のミニライブラリをこれら細胞株に作用させ、βアイソフォームの選択的スプライシ
ングを軽度誘導する化合物を複数同定した。 

(4) SRSF 分子が軟骨分化に与える影響の検討 
 SRSF 分子が軟骨分化に与える影響を検討するため SRSF ファミリー分子の一過性強制発
現系を未分化軟骨細胞株 ATDC5, C3H10T1/2 で作成した。軟骨分化マーカーである COL2A1
プロモーターを用いたルシフェラーゼアッセイ系や COL2A1 mRNA レベルのリアルタイム
RT-PCR による評価を行ったところ、SRSF1, SRSF5, SRSF11, TRA2B については軟骨分化誘
導能があることが示唆された。そこでアデノウィルスベクターを用いた強制発現系を作成
し hMSC に一過性導入、２週間培養して軟骨分化誘導能を評価した（図 4）。とくに SRSF1, 

SRSF11, TRA2B については
ALP, alcian blue ともに
染色性が向上し軟骨様の
分化が誘導されていた。ま
た同じ系で SOX6, COL2A1
など軟骨分化マーカーの
mRNA が誘導されているこ
とも確認された。 
 一方前項(3)で p63 の 
βアイソフォームへの選
択的スプライシングを誘

導した天然化合物についてp63βの軟骨分化誘導能からhMSCに添加して軟骨分化を誘導す
るか検証したが、化合物単独で明らかな軟骨分化誘導能を示すものは見いだせなかった。 
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