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研究成果の概要（和文）：RNAスプライシング制御は遺伝子発現の多様性を生む基本的プロセスであり、その恒
常的制御の破綻は数多くの疾患原因にもなる。本研究では、疾患関連スプライシング異常について、選択的スプ
ライシング制御因子Serine/Arginine-rich Splicing Factor (SRSF)とそのリン酸化制御を担うCDC-like kinase
 (CLK)の機能と関連した制御に着目して解析を進めた。本課題を通して、複数の遺伝性疾患やがん免疫応答と関
連したスプライシング制御メカニズムを解明するとともに、アンチセンス核酸や低分子化合物を用いた治療介入
の有効性を示す成果を得た。

研究成果の概要（英文）：RNA splicing is a fundamental process during gene expression to produce a 
proteome diversity, and its impairment is associated with numerous diseases. In this project, we 
conducted functional studies regarding disease-associated RNA splicing events, primarily focusing on
 those regulated by an alternative splicing factor, serine/arginine-rich splicing factor (SRSF), and
 upstream kinase, CDC-like kinase (CLK). We uncovered regulatory mechanisms and therapeutic 
manipulations for pathogenic aberrant RNA splicing in genetic diseases and cancer. We also indicated
 potential manipulation of cancer immunity through a specific RNA splicing regulation. Overall, 
outcomes from this project suggests a new direction toward RNA splicing-targeted therapeutics.

研究分野： RNA生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
スプライシング制御異常と関連する疾患は数多く報告されている。しかし、個々のスプライシング異常に関する
制御因子は多くの場合解明されていない。本研究課題では、個々の制御メカニズムを理解することで、アンチセ
ンス核酸や低分子化合物による新規の治療介入の可能性を示した。また、科学的知見が特に少ない深部イントロ
ン領域のスプライシング変異について制御機構を示すとともに、新規のスプライシング変異に関しても報告を行
った。これらの研究成果は、病的スプライシング制御の理解という学術的意義、そして診断・治療への貢献とい
う社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

RNA スプライシングは遺伝子発現の多様性を生み出す基本的制御機構であるが、一方でその
恒常的制御の破綻は様々な疾患原因にもなり得る。実際に、遺伝性疾患で原因変異として報告さ
れているおよそ 30 万種類の変異の内、約 35%が RNA スプライシング制御異常と関連すると推
計されている（Manning K.S. and Cooper T.A., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2017）。近年、脊髄性筋萎縮
症に対する SMN2 遺伝子のスプライシング制御を標的としたヌシネルセンや、デュシェンヌ型
筋ジストロフィーに対する Dystrophin 遺伝子のスプライシング制御を標的としたビルデプソが
本邦でも承認されるなど、アンチセンス核酸薬によるスプライシング制御を標的とした治療介
入が注目を集めている。また、世界的にもスプライシング制御をメカニズムとする創薬研究が展
開しており、特に SMN2 遺伝子のスプライシング制御を標的とした低分子化合物の開発が進め
られている。その一方で、治療標的として研究されているスプライシング異常の種類は限られて
おり、その主な理由として疾患原因となるスプライシング異常生み出す制御機構が分子レベル
で理解されている現象が未だ少数であることがあげられる。特に、偽エクソン型と呼ばれる深部
イントロン変異に起因するスプライシング異常は近年のトランスクリプトーム解析や全ゲノム
配列解析から疾患への寄与が明らかになってきたが、スプライシング変異の中でも特に情報が
限られている。しかし、それらスプライシング制御のメカニズムを理解し制御にかかわる関連因
子を明らかにすることは、新たな治療標的の発見に結びつく可能性がある。本研究課題では、そ
のような疾患関連スプライシング制御の分子メカニズムを解析し、新たな治療介入の方向性を
提示することを試みた。 

 

２．研究の目的 

 疾患関連スプライシング異常に関して制御メカニズムを明らかにし、標的分子の提示等、新た
な治療介入の可能性を示すこと。 

 

３．研究の方法 

RNA スプライシング制御異常を解析するにあたり、初期評価として対象とするスプライシン
グ異常を再現する変異型ミニジーンベクターを作製し、培養細胞を用いたトランスフェクショ
ン導入実験を実施した。目的とする RNA スプライシング異常が再現される場合は、スプライシ
ング調節機能が予測される配列に点変異等による改変やトランス制御因子の RNA干渉によるノ
ックダウン、CRISPR/Cas9 によるノックアウト実験を検討した。また、ESE finder 等のスプライ
シング周辺配列の解析を実施し、RNA プルダウンアッセイによる RNA-タンパク質間相互作用
の評価を実施した。解析は、偽エクソン型変異を中心として主要なスプライシング変異群に対し
て実施した。そして、低分子化合物等のスクリーニングを想定する場合は、迅速なスプライシン
グ評価のために２色蛍光リポーターによる検出系を構築した。本研究では、嚢胞性線維症におけ
る CFTR 遺伝子 c.3849+10kb C>T 変異（第 22 イントロンにおける偽エクソン発生）、NEMO 異
常症における NEMO 遺伝子 IVS4+866 C>T 変異（第 4 イントロンにおける偽エクソン発生）、家
族性自律神経失調症における IKBKAP遺伝子 IVS20+T>C変異（第 20エクソンのスキッピング）、
また、その他に深部イントロンスプライシング変異に起因する疾患を中心として複数のスプラ
イシング疾患についてリポーター作成と低分子化合物スクリーニングを実施した。スクリーニ
ングには、京都大学が保有する化合物ライブラリーを用いた。 

ミニジーンベクターによる初期評価の後、病態評価モデルを用いて、病態解析および治療介入
効果について検討した。病態評価モデルには患者細胞に由来する iPS 細胞から特定の組織型に分
化誘導させた細胞モデル、または各種細胞バンクから入手可能な患者細胞を用いた。例として、
嚢胞性線維症については米国 Coriell 研究所から取得した患者 B 細胞を、家族性自律神経失調症
については患者 iPS 細胞由来の末梢神経細胞を、NEMO 異常症については患者 iPS 細胞由来の
マクロファージを用いた病態モデル解析を実施した。さらに、マウスモデルによる評価が可能な
場合はトランスジェニックマウスの取得あるいは樹立を行い解析を実施した。本研究課題では、
家族性自律神経失調症についてヒト変異型 IKBKAP 遺伝子を導入したトランスジェニックマウ
スを用いて脊椎後根神経節における mRNA 発現解析を施行した。また、偽エクソン型疾患につ
いてはマウスモデルを新たに作成し、低分子化合物の薬効評価等を実施した。病態モデル解析は
各疾患の特性に応じて施行した。例として嚢胞性線維症における CFTR イオンチャネルの活性
評価にはヨウ化物イオン取り込みによる YFP 蛍光抑制を利用した I- ion influx アッセイ、マクロ
ファージの免疫応答については Interferon-γ, リポポリサッカロイド添加に対する TNF-α 産生等
を測定した。また、低分子化合物等による RNA スプライシング介入実験では、その副反応の有
無を評価するため RNA シークエンシング解析を実施した。 

 

４．研究成果 

(1). 原発性免疫不全症候群におけるスプライシング変異の解析 



NF-κB 経路のメディエーターであ
る NEMO 遺伝子の機能減弱型の変異
は免疫不全を伴う無汗性外胚葉形成
異常症（EDA-ID）と関連する。今回、
京都大学医学部附属病院・小児科のグ
ループ、米国ロックフェラー大学
Casanova 博士らのグループと共同で、
EDA-ID の特徴を示すが原因変異が不
明の原発性免疫不全症候群症例を解
析し、NEMO 遺伝子の深部イントロン
領域における IVS4+866C>T 変異が、
日本とフランスの症例で共通して確
認され、EDA-ID の新規ホットスポッ
ト 変 異 で あ る こ と を 見 出 し た
（Boisson, B. et al. J. Clinical Invest. 

2019）。そして、NEMO 遺伝子偽エク
ソンの生成が SRSF6 の機能に依存することを示し、CLK 阻害剤 TG003 処理による SRSF6 の機
能抑制により NEMO 遺伝子偽エクソンの認識が抑制されることを確認した。さらに、EDA-ID 患
者由来 iPS 細胞を樹立し、CLK 阻害剤処理によって NF-κB 活性に依存したサイトカイン応答機
能の回復が確かめられた（図１）（Boisson, B. et al. J. Clinical Invest. 2019）。 

 

(2). 嚢胞性線維症におけるスプライシング変異の解析 

嚢胞性線維症は塩化物イオンである CFTR 遺伝子の変異によって引き起こされる難治疾患で
ある。遺伝子変異により CFTR の機能が障害されることで、患者体内では細胞分泌物の組成を正
常に調節することが出来なくなる結
果、分泌液粘性の亢進とそれによる細
菌などの排除困難から感染症リスクの
上昇や組織機能が低下する。嚢胞性線
維症症例全体の2%未満では深部イント
ロン領域のスプライシング変異
c.3849+10kb C>T 変異が認められ、第 22

イントロン領域の一部が偽エクソン化
しフレームシフトを誘導することが疾
患原因となる。今回の解析では、
c.3849+10kb C>T 変異によるスプライ
シング異常が複数の SRSF 分子に依存
しており、CLK 阻害剤による SRSF の
機能抑制により正常型の CFTR 遺伝子
mRNA の産生が回復することが確認さ
れた（Shibata S. et al. Cell Chem. Biol. 

2020）。さらに、高活性を示す CLK 阻
害剤、CaNDY を同定し、同化合物が偽
エクソン生成を抑制することで CFTR

イオンチャネル活性を回復させること
を示した（図２）（Shibata S. et al. Cell 

Chem. Biol. 2020）。 

 

(3). 家族性自律神経失調症原因スプライシング変異の解析 

家族性自律神経失調症 (familial dysautonomia (FD))は遺伝性感覚・自律神経系ニューロパチーIII

型（HSAN III 型）、または Riley-Day 症候群として知られる疾患で、自律神経・感覚神経の発達
異常と進行性の変性・衰退による種々の感覚障害・自律神経機能障害が生じる常染色体劣性遺伝
病である。IKBKAP 遺伝子のスプライシング変異 IVS20+6T>C は 99.5%以上の症例の原因変異に
なっており、同変異により IKBKAP 遺伝子第 20 エクソンがスキッピングを受け、フレームシフ
トにより未成熟な終始コドンが発生する。今回、同エクソンが下流のスプライシング・エンハン
サー配列に結合する SRSF6 により制御を受けることを見出した。また、低分子化合物 RECTAS

図 1. 原発性免疫不全症候群 NEMO 異常症における偽エクソン型

スプライシング異常を標的とした低分子化合物の作用。(A) 健常
者および NEMO 遺伝子 IVS4+866 C>T 変異を有する NEMO 異常
症患者由来の末梢血 RNAに対する RT-PCR。患者末梢血において

は偽エクソンの取込み（ΨExon）が認められる。(B) 同患者末梢
リンパ球より樹立した iPS 細胞由来のマクロファージに対して、
リポポリサッカライド（LPS）とインターフェロンγ（IFN-γ）の

共処理を行い、TNF-αの産生量を定量した。TG003 処理により
TNF-α産生能の回復が認められる。（図は Boisson B. et al. J. Clin. 

Invest. 2019より改変） 

図 2. 嚢胞性線維症における偽エクソン型スプライシング異常を
標的とした低分子化合物の作用。 (A) Calu-3 に CFTR 遺伝子の

ミニジーンをトランスフェクションし、CaNDY に対する偽エク
ソン取り込みの応答を RT-PCR により解析、濃度依存的な偽エク
ソンのスキッピング活性を認めた。(B) YFP 発現ベクター、およ

び第 22 イントロン配列を挿入した CFTR コーディング配列ベク
ターを HEK293 細胞に共導入し、ヨウ化物イオン（I-）インフラ
ックスアッセイを指標として CFTR イオンチャネルの活性を評

価した。同アッセイでは細胞外 I-イオンの作用により細胞内で発
現する YFPの蛍光強度が減弱するが、CaNDY 処理により陰イオ
ンチャネルの活性が正常型と同程度まで回復することが示され

た（CFTR(-), CFTR ベクター非導入細胞; CFTRWT, 健常型第 22 イ
ントロン配列を含む CFTR ベクター導入細胞 ; CFTRC>T, 

c.3849+10kb C>T 変異型第 22 イントロン配列を含む CFTR ベク

ター導入細胞）（図は Shibata S. et al. Cell Chem. Biol. 2020 より改
変） 

図 3. 家族性自律神経失調症に対する IKBKAP 遺伝子のスプライ
シング制御. 健常者および家族性自律神経失調症患者の線維芽
細胞から iPS細胞を樹立し、末梢神経細胞に分化させた細胞にお

ける RT-PCR 結果。患者 iPS 細胞由来末梢神経細胞では IKBKAP

遺伝子 exon 20 のスキッピングが生じる。スプライシング制御化
合物 RECTAS の処理（10 µM）により exon 20のスキッピングは

消失する。一方、低活性の類縁体である kinetin 処理（10 µM）で
は部分的な効果に留まる。（図は Ajiro M. et al. Nat. Commun. 2021

より改変） 



は同エクソンの認識を促進し、患者由来線維芽細胞、患者 iPS 細胞由来末梢神経細胞において正
常な mRNA 発現の回復が認められた（図３）。さらに、変異型ヒト IKBKAP 遺伝子を導入したト
ランスジェニックマウスに RECTAS を経口投与しマウス感覚神経細胞の遺伝子発現を解析した
ところ、スプライシング異常の抑制が個体レベルで確認された（Ajiro M, et al. Nat. Commun. 2021）。
これらのことから、家族性自律神経失調症に対するスプライシング異常を標的とした経口薬の
可能性が示された。 

 

(4). OAS1 遺伝子選択的 RNA スプライシング制御の解析 

 OAS1 遺伝子について認められる選択的 RNA スプライシング制御について解析を行ったとこ
ろ、CLK 阻害剤により不活性型スプライシング産物の産生が抑制されることが確認された。ま
た、SRSF6 の結合が OAS1 遺伝子のエクソン 5 認識を妨げており、CLK 阻害によりその認識が
促進されることが作用メカニズムであることが示された。また、同遺伝子は新型コロナウイルス
（SARS-CoV-2）の感染性と関連する遺伝子であり、実際に CLK 阻害剤により OAS1 スプライシ
ングを変化させた条件ではウイルス感染が抑制されることが確かめられた（プレプリント公開：
Iida K. and Ajiro M. et al. BioRΧiv 2021）。 

 

(5). 新規スプライシング産物によるがん免疫応答の解析 

 スプライシング制御化合物を作用させた癌細胞株に対する RNA シークエンシング結果から、
一部では過去にアノテーションされていない新規のスプライシング産物が誘導されることが確
認された。それらスプライシング産物の一部は新規ペプチド配列をコードしており、それらペプ
チド配列の一部は MHC クラス I に提示され抗腫瘍効果を誘導することが確認され、「スプライ
スネオ抗原（splice-neoantigen）」として機能することが明らかになった。本解析結果は癌免疫研
究に新しい知見を提示するものであり、現在論文投稿を進めている。 
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