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研究成果の概要（和文）：線虫をモデル多細胞生物として、個体レベルでの転写途中の新生mRNA前駆体を代謝標
識し精製する方法、および生体内新生mRNA前駆体の標識・精製する方法を確立した。そして、mRNA前駆体の品質
管理機構を欠損する線虫変異体株から得られた新生mRNA前駆体の長鎖シーケンシング解析により、mRNA前駆体の
選択的プロセシング機構と共役する品質管理機構に依存して遺伝子発現制御が行われる遺伝子をゲノムワイドに
明らかにした。また、それらの遺伝子のうち、mRNA前駆体のスプライス部位の塩基修飾による選択的スプライシ
ングの制御で遺伝子発現がされる例を全生物を通じて初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed new methods to label nascent precursor messenger RNAs 
(pre-mRNAs) in vivo and successfully purified them by using a nematode worm C. elegans as a model 
multicellular organism. With the methods, we purified pre-mRNAs from a mutant worms strain defective
 in mRNA surveillance system and subjected them to long-read cDNA sequencing. We successfully 
identified genes whose expression levels are regulated at the pre-mRNA processing level coupled with
 the surveillance system genome wide. Among them was a gene whose expression level was regulated by 
nucleotide modification at the very splice acceptor site. 

研究分野：分子生物学

キーワード： 遺伝子発現制御　新生RNA　線虫　スプライシング　転写後プロセシング　塩基修飾　代謝標識　長鎖シ
ーケンシング解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
mRNA前駆体のプロセシング動態および品質管理機構と共役する遺伝子発現制御が多細胞生物の個体レベルで明ら
かになるのは初めてである。哺乳類では個体レベルで同様の方法を適用しても同様の結果を得ることは実質的に
困難である。また、転写後の塩基修飾が直接的にスプライシングに影響を与える例を始めて見出したものであ
る。本研究成果は、哺乳類を含む他の多細胞動物における転写と共役したmRNAの転写後プロセシングによる遺伝
子発現制御機構を考察する上で基礎となる重要な知見を与えるものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

mRNA 前駆体の選択的プロセシング：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付加等）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。
ヒトの遺伝子の約 95%が何らかの選択的プロセシングを受けて複数の成熟 mRNA バリアント
を産生しており、そのうちの多くが組織・細胞種特異的なバリアントの発現パターンを示す
こと、さまざまな遺伝性疾患や癌とスプライシング制御やポリ A 付加部位の異常が関連し
ていることから、転写後プロセシング段階での遺伝子発現制御機構の理解は生物学および
基礎医学にとって重要な課題である。 

転写と共役した mRNA 前駆体プロセシング：mRNA 前駆体のプロセシングの制御は主に配列特
異的に結合する制御因子に担われており、ゲノムの塩基配列情報から哺乳類の主要な組織
のスプライシングパターンをある程度の精度で予測できる。転写とプロセシングは密接に
共役しており、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（Pol 
II）による転写速度が選択的スプライシングに影響する。Pol II がエクソンに差し掛かる
ごとに転写伸長が一時停止してスプライシングの完了を保証するモデルも提唱されている。
しかし、後生動物における転写と共役した mRNA プロセシングは主に哺乳類培養細胞を用い
て解析されており、個体レベルで新生 mRNA 前駆体自体を網羅的に解析した報告はほとんど
ない。 

転写後プロセシング研究のモデル生物としての線虫：線虫（C. 
elegans）は体細胞数が約 1,000 個と少ないが、タンパク質遺伝子
は哺乳類とほぼ同じ約 20,000 個あってイントロンに富む。過去の
RNA-seq のデータを集積した解析によれば、閾値 5%とした場合で
も 23.5%の遺伝子で選択的プロセシングによるバリアントが存在
する（Genome Res, 27: 2120, 2017）。かつては形態や行動の変異
体の抑圧変異体のスクリーニングでスプライソソームタンパク質
の遺伝子が偶然に同定されていた程度だったが、イントロンの大
半が 1,000 塩基以下と短い線虫の特徴（上図）を活かして代表者が選択的 mRNA プロセシン
グパターンを生体で可視化する方法を開発したことで、mRNA 前駆体プロセシング自体を対
象とする研究が可能となった。 

選択的スプライシングにおけるイントロン除去の順序：代表者は、一部のイントロンだけが
除去されたプロセシング途上 mRNA 前駆体の量をスプライシング制御因子変異体と野生型と
の間で比較することで、選択的スプライシングを受けるエクソンの前後のイントロンのス
プライシングの順序や制御因子の役割を推定できることを示した（Genes Dev, 2008）。そし
て、さまざまな遺伝子の選択的スプライシングに
ついて、制御因子とシスエレメントに加えイント
ロン除去の順序まで含めた制御モデルを提唱し
た（右図）。これらの例から、イントロンの除去順
序は選択的スプライシング事象毎にある程度定
まっていること、スプライシング制御因子により
その順序が変化することで結果的に異なるパ
ターンへとプロセシングされることが明らかとなった。 

イントロン除去動態のゲノムワイドな解析：代表者は、前項の知見を受けて線虫のイントロ
ンの寿命のゲノムワイドな解析を行った。線虫に 4-チオウリジンを与えて新生 RNA を代謝
標識し、5、10、30、90 分後に全身の細胞核の尿素不溶性画分からチオ標識 RNA を精製して
RNA-seq 解析を行い、エクソンリードとイントロンリードの比率の経時変化から個々のイン
トロンの半減期を算出した。発現が検出された約 10,000 個の遺伝
子の全約 60,000 イントロンのうち約半数は 5 分間の代謝標識試
料でもイントロンリードがほとんど検出されないほど寿命が短
く、それらの大半は 100 塩基以下の特に短いイントロンだった。
残りのうちの半数で、イントロン毎に大きく異なる半減期が算出
され（下図）、選択的スプライシングを受けるエクソンに隣接する
イントロンでは寿命が長い傾向が確認された。この半減期を基に
隣り合うイントロンの組の間でスプライシングの順序を推定でき

unc-32 遺伝子の 
神経系特異的制御 



ることを RT-PCR で確認した。また、神経系特異的スプライシング制御因子 UNC-75 の欠損が
個々のイントロン除去動態に与える影響を明らかにした。 

エクソン定義とイントロン定義：哺乳類ではイントロンが非常に長く相対的にエクソンが
短いため、エクソンにスプライシング因子が結合して U1, U2 snRNP を呼び込むことでまず
エクソンが定義される。一方、イントロンが短い線虫では 5’と 3’のスプライス部位の塩
基配列を U1 snRNP と U2AF が認識することでイントロンが定義されてスプライシングされ
ると考えられる。 

代表者は、これまでに得たスプライシング制御因子変異体のうち ccar-1 変異体では、unc-
32 遺伝子エクソン 4 の相互排他性が崩れて多重包含が起こることを見出した。RNA-seq 解
析の結果、他の相互排他的エクソンでも多重包含が見られ、カセットエクソンでももっぱら
包含が増える方向に変化していた。この観察は、シスエレメントに配列特異的に結合する組
織特異性の制御因子が標的遺伝子によってスプライシングを正にも負にも制御するのとは
大きく異なる。普遍的に発現する CCAR-1 には ccar-1 遺伝子自身のエクソン 5 をスキップ
させるスプライシングの自己制御機能があるが、標的エクソンの下流に当たるイントロン 5
は線虫で唯一のGUではなくGAで始まるたいへん弱い5’スプライス部位を持つこと、ccar-
1変異体ではこのイントロン5と共にイントロン4のスプライシングも促進されることを見
出している。一方、CCAR-1 のヒト相同タンパク質 CCAR1 は、スプライソソームの A 複合体
（触媒反応の前に mRNA 前駆体上に一過的に形成される複合体）に特異的な構成因子とされ
ているが機能は未知である。これらのことから、線虫の少なくとも一部の選択的エクソンの
包含にはエクソン定義を必要とし、CCAR-1 はエクソン認識の閾値を上げて弱いエクソンの
認識を制限することで選択的スプライシングの質を制御する、との仮説に至った。 

２．研究の目的 

本研究では、線虫の生体で組織特異的に RNA を代謝標識して濃縮する手法を開発し、主要組
織における mRNA の RNA-seq 解析を行って、線虫における組織特異的選択的プロセシングの
概要を明らかにする。さらに、転写途中の新生 mRNA 前駆体を組織特異的に標識・精製して
全長シーケンス解析を行い、転写と共役した mRNA プロセシングの進行過程と組織特異的選
択的プロセシングパターンとの関連性を明らかにする。また、組織特異的スプライシング制
御因子の変異体を用いて同様の解析を行い、各制御因子が各組織の選択的プロセシングに
与える影響を明らかにする。一方、普遍的に発現してエクソンの不要な包含を抑制する進化
的に保存された制御因子 CCAR-1 の機能解明を通じて、様々な組織で共通するスプライシン
グ制御の分子基盤を明らかにする。これらの解析を通して、この生物種における選択的 mRNA
プロセシングの制御機構を、転写と共役したプロセシングの動的進行過程に対する制御と
いう観点から、体系的に理解することを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)．①線虫生体内で組織特異的に RNA を代謝標識する TU-tagging 法の確立：線虫では 4-
チオウラシル（4-TU）が短時間で効率的に RNA に取り込まれる。応募者はウラシルのサル
ベージ経路の酵素の変異体を入手あるいはゲノム編集で作製してスクリーニングし、シチ
ジン/ウリジン一リン酸キナーゼをコードする F40F8.1 の変異体では 4-TU がほとんど RNA
に取り込まれないことを見出した。そこで、F40F8.1 変異体の特定の組織に F40F8.1 cDNA
を発現させるトランスジェニック線虫株を作製した。これらの線虫株に 4-TU を与えて新生
RNA を代謝標識することで、組織特異的に新生 mRNA を濃縮できることを確認し、TU-tagging
法として確立した。 

(1)．②品質管理機構を欠損する線虫変異体株の新生 mRNA の調製：線虫の品質管理機構
nonsense-mediated mRNA decay (NMD)を欠損する smg-2 変異体を用いて 4-TU で新生 mRNA
を代謝標識し、精製した。 

(2)．新生 mRNA の大規模シーケンス解析 

(2)①．組織特異的 mRNA のシーケンス解析 



(1)で調製した新生 mRNA については、RNA-seq 解析の準備を行っている。 

(2)②．新生 mRNA の長鎖シーケンス解析 

(1)smg-2 変異体の新生 mRNA については、全長のスプライシングパターンを明らかにし、野
生型と比較するため、Oxford Nanopore Technology 社の直接 RNA シーケンシング解析を行っ
た。 

(3)．生物情報学的解析による品質管理機構と共役した選択的スプライシングにより遺伝子
発現制御を受ける遺伝子の網羅的同定。 

(2)②の smg-2 変異体の全長 cDNA のシーケンス解析および以前に行っていた smg-2 変異体
および野生型株の RNA-seq 解析、さらに、公開されている野生型株の全長直接 RNA シーケ
ンシング解析のデータを基に、スプライシングパターンの定量的比較、終止コドンの推定と
3’非翻訳領域の長さの推定、品質管理機構で除去される可能性について推定を行った。 

(4)．RT-PCR によるイントロン除去の順序の検証 

(3)の解析の結果として推定される NMD によって制御されると判断された遺伝子について、
野生型と smg-2 変異体の mRNA の RT-PCR 解析で検証した。 

(5)．sams 遺伝子のスプライシング制御機構の解析 

選択的スプライシングと共役する品質管理機構により遺伝子発現が制御を受ける、RNA 結合
タンパク質以外の遺伝子として、代謝酵素である S-アデノシルメチオニン合成酵素を選び、
RT-PCR およびウェスタンブロット法により、発現制御機構の探索を行った。 

 

４．研究成果 

４(1)．TU-tagging 実験手法の確立 

線ウラシルのサルベージ経路の酵素の変異体を入手あるいはゲノム編集で作製してスク
リーニングし、シチジン/ウリジン一リン酸キナーゼをコードする遺伝子の変異体では 4-TU
がほとんど RNA に取り込まれないことを見出した。そこで、変異体の特定の組織に cDNA を
発現させることで、組織特異的に発現するレスキュー株を作製した。4-TU による代謝標識
と精製を行った結果、その組織特異的にmRNAが濃縮できることを確認し、線虫でTU-tagging
ができるとのコンセプトの証明をすることができた。さらに、組織特異的 RNA の解析を進め
ている。 

４(2)．mRNA 品質管理機構と共役した mRNA 前駆体プロセシングにより制御される遺伝子の
網羅的同定 

mRNA の品質管理機構である nonsense-mediated mRNA decay (NMD)が不全である smg-2 変異
体を用いて新生 RNA を標識・精製し、長リード次世代シーケンサーである Nanopore MinION
を用いて全長 RNA 配列を直接シーケンシング解析し、野生型の mRNA との比較を行った結果、
正常なら NMD で分解されてしまう mRNA スプライスバリアントを発現する遺伝子 259 個を同
定した。 

４(3)．sams 遺伝子のスプライシング制御機構の解析 

上記で同定した 259 遺伝子のうち多くは、潜在的に選択的スプライシングを自己制御する
可能性がある RNA 結合タンパク質であったが、残りの遺伝子には代謝酵素の遺伝子が有意
に濃縮されていた。実際に、RT-PCR によりそれらの遺伝子が選択的スプライシングと共役
した品質管理機構の制御を受けていることも確認した。そこで、それらのうち、S-アデノ
シルメチオニン合成酵素をコードする sams-3, sams-4, sams-5 遺伝子について、どのよ
うな条件で選択的スプライシングが制御されるか検討した。すると、摂食と絶食のサイク
ルによって大きく変動することを mRNA の RT-PCR 解析で確認した。さらに、S-アデノシル
メチオニン合成酵素の阻害剤や sams 変異体を用いることで、これらの遺伝子の選択的ス



プライシングが間接的な自己制御を受けることを見出した。そこで、S-アデノシルメチオ
ニンを基質として用いる各種のメチル化酵素の中からこのスプライシングの自己制御に関
わるものを探索し、最終的に snRNA メチル化酵素をコードする mett-10 遺伝子の変異体で
sams 遺伝子の選択的スプライシング制御が全く行われなくなることを、RT-PCR および
ウェスタンブロット法で確認した。さらに、東京大学大学院工学系研究科の鈴木勉教授と
共同で、組換え METT-10 タンパク質が試験管内で sams 遺伝子の mRNA 前駆体の 3’スプラ
イス部位の AGの Aを 6位のアミノ基を特異的にメチル化することを確認した。そこで、
抗 m6A 抗体により RNA 免疫沈降や、内在性 sams 遺伝子の直接 RNA シーケンシング解析の
データと試験管内で調製した非修飾および m6A 修飾した sams mRNA 前駆体の生データを比
較し、機械学習を組み合わせることで、
内在性の sams mRNA の 3’スプライス部
位が特異的かつほぼ完全に m6A 修飾され
ていることを明らかにした。これらの結
果は、代謝酵素の遺伝子が自身の mRNA
前駆体を塩基修飾することで選択的スプ
ライシングを間接的に制御し、自身の発
現量を負にフィードバックする初めての
例であり、また、スプライス部位の AG
の m6A 修飾が選択的スプライシングに直
接的に影響することをすべての生物を通
じて初めて示した例となった（右図）。 

４(4)．総説の執筆 

線虫のさまざまな研究分野についての知見をそれぞれを専門とする研究者が整理して執筆
する電子書籍 WormBook の編者から依頼を受けて、米国 Indiana 大学の Heather A. Hundley
博士、同カリフォルニア大学 Santa Cruz 校の Joshua A. Arribere 博士と共に、線虫の mRNA
の編集、プロセシング、品質管理についての章を執筆した。 
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