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研究成果の概要： 

中枢神経系におけるプロテオームの多様性創出と部位特異的発現制御メカニ
ズムの解明のために、モデル遺伝子として線維芽細胞増殖因子受容体２、
Fibroblast Growth Factor-Receptor2(FGFR2)遺伝子を用いて以下の解析を行っ
た。FGFR2は選択的スプライシング制御により、哺乳類の発生段階で組織特異的
に構造と機能を変えることが知られており、この構造と機能の切り替えが、哺乳
類の発生においてきわめて重要なことがこれまで示されている。マウスの発生過
程での神経系を含む全身でのスプライシング・パターンの検討、スプライシング
制御に関与する遺伝子構造（シス配列）の同定、遺伝子構造（シス配列）に結合
するトランス因子（RNA結合タンパク質）の同定、スプライシング制御メカニズ
ムと制御ルールの解明を行った。まずFGFR2のスプライシング・レポーターシス
テムの開発を行い、世界で初めて内在性の組織特異的な相互排他的選択的スプラ
イシング制御をきれいに反映する実験系の開発に成功した。  

このレポーター系を用いて、FGFR2の選択的スプライシング制御に重要な２つ
の遺伝子構造（シス配列、UGCAUG配列およびISE/ISS-3配列）を同定できた。
さらに、このシス配列に結合するRNA結合タンパク質として、FoxおよびESRP
を同定した。  

この２つの因子がFGFR2のpre-mRNAのシス配列に結合することにより、選択
されやすさに優劣のある２つの相互排他的エクソンの認識を変化させて、スイッ
チを切り替えるように１つのエクソンのみの選択を可能にしていることを見出
した。さらに、この２つのエクソンの組織特異的な制御は、進化的に保存された
メカニズムとして、全身性に発現するRNA結合タンパク質と組織特異的に発現す
るRNA結合タンパク質の組み合わせによりなされていることが分かり、スプライ
シング制御の暗号を解読する上で重要な発見となった。  
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１．研究開始当初の背景 

ゲノムプロジェクトの成果から、哺乳類
の全遺伝子数は約 23000 個程度と、当初の
予想の 10 万個よりはるかに少ないことが
分かった。遺伝学のモデル動物として使わ
れるショウジョウバエの全遺伝子数が約
14000 個、同じく体長が１ミリ足らずの線
虫のそれが約 20000 個と、高度で複雑な機
能を持つ人間の遺伝子数とほとんど差のな
いことも同時に明らかとなった。人間など
の哺乳類の個体発生および臓器や細胞の機
能の発現には、設計図である遺伝子からパ
ーツとなるタンパク質が作られることが必
須であるが、23000 個程度の遺伝子数で、
いったいどのようにこの複雑な哺乳類の発
生および生体の活動の全体を調節している
のであろうか？。この疑問に答えるために、
遺伝子のバリエーションを増やすメカニズ
ムに着目し、遺伝子の転写後調節機構（選
択的スプライシング制御）がプロテオー
ムの多様性創出と部位特異的発現制御
をどのように生み出すか検討を行った。 

 

２．研究の目的 

選択的スプライシングの欠損がヒトにお
いて重大な神経障害や重篤な疾患をおこす
ことから、スプライシング調節によるタン
パク質の多様性創造メカニズムが、発生や
生体機能の調節機構の重要性が明らかにな
り つ つ あ る が (Caceres J.F. and 
Kornblihtt A.R., Trends Genetics Vol.18 
No.4, p186-193, 2002)、どのような分子や
メカニズムによりそれが調節されているの
かは、まだほとんど分かっていない。個体
や脳の発生や生命活動の中で、どのような
調節分子の相互作用により選択的スプライ
シングが制御されているかを解き明かすこ
とにより、哺乳類の発生過程や神経系の発
生および臓器や細胞ごとの機能発現にお
いて、スプライシングを介して１つの遺伝
子から多様なタンパク質が目的にあった
形で部位特異的に発現する機構の解明を
目指し、さらに現在まだブラックボックス
の多い中枢神経を含む哺乳類の発生の分
子メカニズムのブレイクスルーとなるこ
とを目標とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 実際のマウスの発生段階でのスプライ
シング制御のモニターを行うために、スプ
ライシングのレポーター実験系を作成し、
生体内でのスプライシング制御ダイナミズ
ムのデーターを集めるとともに、スプライ
シングを制御すると推定される分子のスク
リーニングと機能解析を行った。具体的に
は、数種類の蛍光物質をコードする遺伝子
を用いて、スプライシングの違いにより発
色パターンが異なるようなレポーター遺伝
子ベクターを作成することにより、実際の
スプライシング制御の様子を単一の細胞ご
とに可視化できるスプライシング・レポー
ター系を樹立した。この選択的スプライシ
ングのレポーター遺伝子ベクターからトラ
ンスジェニック・マウスを作成し、マウス
の発生過程でのスプライシング・パターン
の解析を行った。 
 

(2)作成したスプライシング・レポーターへ
の変異導入と、それによるスプライシン
グ・パターンの変化を見ることにより、ど
のような遺伝子構造（シス配列）がマウス
の発生過程での組織得的スプライシング制
御に重要なのかを同定した。さらに同定し
たシス配列に結合するトランス因子（RNA
結合タンパク質）を同定することにより、
遺伝子構造（スプライシング調節のシス配
列）と調節分子がどのように組織特異的な
選択的スプライシング制御に関わっている
か、その分子メカニズムの解析を行った。 
 
(3)(2)で同定した、選択的スプライシング制
御因子の発現パターンを詳細に調べ、(1)
で作成したスプライシング・レポーター 
トランスジェニック・マウスでのレポータ
ーの組織得的なエクソンの発現パターンと
比較することにより、同定した因子のうち
どの因子が実際に in vivo で組織特異的な
選択的スプライシング制御に関わっている
かを明らかにし、さらにその因子がどのよ
うな分子メカニズムにより選択的スプライ
シング制御を行っているかを解析した。 
 

 

 



 

 

４．研究成果 
(1) 世界で初めて、in vivo での組織特異的
な相互排他的選択的スプライシング制御の
正確な反映（可視化）に成功し、FGFR2 のマ
ウスの発生過程でのスプライシング制御の
実態解明に重要な知見をもたらした。 

図１、我々の開発した、スプライシング・レ
ポーター系の構造（Ａ）、分化度の異なる細
胞株での発現パターン（Ｂ）、マウスの発生
過程での全身での発現パターン（Ｃ， Ｄ）。 
 
 
(2)(1)で作成したレポータを用いて、FGFR2
の組織特異的選択的スプライシング制御に
必須な２つの遺伝子構造（シス配列、
UGCAUG配列およびISE/ISS-3配列）
を同定できた。さらに、このシス・エ
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図２、RNA 結合タンパク質、Fox およ
び ESRP により、組織得的なスプライ
シング・パターンが完全に切り替わる
ことを確認した（Ａ，Ｂ）。 
 
(3) RNA 結合タンパク質、Fox および
ESRP が、マウスの発生過程で、組織
特異的なエクソンの発現パターン変化
と一致して誘導されていることを確認
した。  

図３、マウスの発生過程における、FGFR2 の
上皮特異的エクソン(exon 8-GFP)、間葉系特
異的エクソン(exon 9-RFP)の発現パターンと、
Fox1, Fox2, ESRP1, ESRP2 の発現パターン。 
Exon 8-GFP と Fox2, ESRP1, ESRP2 の発現が
ほぼ完全に一致したことから、(2)の実験も
合わせて、Fox2, ESRP1, 2 がマウスの発生過
程での FGFR2 の組織特異的選択的スプライシ
ング制御因子であると考えられた。 
 
我々の一連の研究から、２種類の RNA 結合
タンパク質により、どのようなメカニズ
ムにより２つのエクソンのうちの１つ
だけが選択され、そして切り替わるのか
を説明することができ、「王手飛車」モ
デルと名付けて学会および論文に発表
した（図４、Ａ）。 
また、組織特異的選択的スプライシング
制御には、種の進化上保存されたメカニ
ズムが存在することを見出し、これによ
り複雑に見えていた「スプライシング暗
号」にルールを見つけることができた。 
（図４、Ｂ）。 
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