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研究成果の概要（和文）：RNAスプライシングは生命情報の多様化に最も重要な仕組みであり、高等動物では膨
大な数のRNAバリアントが生み出される。複雑となった高等動物のRNAスプライシング過程では様々なエラーが起
こりうるのに対し、膨大なトランスクリプトーム品質がどのようにエラーから保護されているのか、その仕組み
については理解されていない。重要なことに、最近我々は神経系においてスプライシングエラーを防止する興味
深い仕組みを解明した。RNA結合タンパク質SAM68はその主なマシナリーの一つであり、この仕組みの破綻は発達
障害や精神疾患の異常を反映し、主にシナプスの形成維持や機能に影響を与えうることを示した。

研究成果の概要（英文）：RNA splicing is the powerful mechanism for the diversification of biological
 information and produces a huge number of RNA variants in mammal. While the higher complexity of 
RNA splicing during evolution could cause a lot of processing errors, the mechanism underlying 
quality control during the splicing process is not understood. 
Importantly, we have recently uncovered an interesting mechanism that prevents prematuration of 
pre-mRNAs in the nervous system: the RNA-binding protein SAM68 is one of its major machineries, and 
we have shown that dysregulation of this mechanism can reflect abnormalities in developmental and 
psychiatric disorders, primarily affecting the maintenance of synapse formation and function.  

研究分野： 神経科学

キーワード： スプライシング　RNA　シナプス　RNA結合タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進化の過程で飛躍的に高度化したスプライシング制御は一体どのように適切に管理維持されているのであろう
か？　なぜなら、スプライシング活動の高度化は同時にその過程の複雑化を招き、特に高等動物では非常に長く
なったイントロンがなぜどのようにエラーを起こさず正確にプロセスされるのか、膨大なトランスクリプトーム
の品質管理のメカニズムについては未解明な部分が多かった。本課題における成果は、脳機能を守る分子基盤と
してのトランスクリプトーム品質管理のメカニズムと生理学的重要性の一旦を解明し、生物の遺伝情報多様化の
謎の仕組みの理解に貢献できたと信じる。

※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 
 
高等動物の脳は約 1000 億個にも及ぶ多様な神経細胞が特異的回路を築き、それらの複雑な同期
によって高次活動が営まれる最も複雑な臓器である。RNA スプライシングは生命情報の多様化
に最も重要な仕組みであり、神経系においては特に盛んに行われ、膨大な RNA バリアントが生
み出される。この過程は僅か 2-3 万遺伝子程度のゲノム情報から、複雑な脳機能の創出に必要な
生命情報獲得を補償する重要なステップである。 
これまで我々は神経系において、選択的スプライシング機構による生命情報多様性の獲得が、神
経細胞の個性決定、細胞間認識や特異的ネットワーク形成に必要な生命の高次機能を構成する
ことを明らかにしつつ、選択的スプライシングが脳の発生時期や各領域において、また神経活動
レベル等でどのように調節されているかを研究してきた結果、時空間的制御のキーとなる神経
系スプライシング調節因子 SAM68 とそのファミリー分子である SAM-like molecule 1/2 (SLM1, 
SLM2)を同定した (Iijima et al., Cell., 2011 & J. Cell Biol., 2014)。これらは中枢神経系で重要な
シナプス形成因子である Neurexin のスプライシング調節を行い、Neurexin の複数の結合パート
ナーとの相互作用を可能にし、神経回路形成と可塑性を支配することが証明され、Neurexin の
スプライシング調節によるシナプス制御は、時空間的スプライシングの重要性を主張する代表
的な研究となったが (Aoto et al., Cell., 2013; Fullisco et al., Neuron., 2014; Traunmüller et al., 
Science., 2016)、我々はさらに SAM68/SLM の標的 RNA 基質の同定など通じ、時空間的スプラ
イシングプログラムの全貌解明を試みてきたが、意外にも、Sam68 欠損では異常なイントロン
部の挿入やポリ A 化、すなわち Alternative Last Exon (ALE) のスプライシング異常が起って
いたことから、SAM68 がカセットエキソン選択などの典型的なスプライシング過程に関わる他
に、適切な ALE 選択を制御することによって RNA 前駆体をスプライシングエラーから保護す
るさらに重要な機能があることを発見した  (Iijima, Y., Tanaka, M., and Suzuki, S., et al., 
iScience., 2019)。本研究課題の開始当初としては、新規性および独創性の高い内容と、publication
以外の多くの予備データをすでに揃えていたことで、高等動物の脳機能に必須な生命情報多様
性が適切に管理維持される仕組みの生物学的意義の理解と、その破綻による脳・神経疾患の解明
に十分貢献できると信じ、本研究課題の提案に至った。 
 
 
２．研究の目的 
脳は非常に多種類の細胞群のネットワークによって機能する最も複雑な組織であり、高等動物
において 1000 億個もの神経細胞による複雑な神経回路形成や情報伝達様式は多種多様である。
脳はスプライシング活動が最も盛んな臓器である (Xu et al., 2002)。僅か 2-3 万遺伝子程度のゲ
ノム情報から脳の高次活動に必要な膨大な生命情報を引き出すため、スプライシングレベルで
の生命情報多様化機構は進化的に大きな発展を遂げ、その役割を果たしてきたと考えられる。  
一方で、「進化の過程で飛躍的に高度化したスプライシング制御は一体どのように適切に管理維
持されているのであろうか？」 なぜなら、スプライシング活動の高度化は同時にその過程の複
雑化を招き、特に高等動物では非常に長くなったイントロンがなぜどのようにエラーを起こさ
ず正確にプロセスされるのか、膨大なトランスクリプトームの品質管理のメカニズムについて
は未解明な部分が多い。その中でスプライソソーム U1 snRNP は、誤った部位でのイントロン
切断とポリ A 化を防ぐことで RNA 前駆体のスプライシングエラーを未然防止し、mRNA を適
切に生み出すために重要な役割を果たすことが知られてきた (Kaida et al., Nature. 2010) （図
１）。細胞株においてアンセンスオリゴによる U1 snRNP 機能阻害下では多くの mRNA 3’末端
側の短縮化が起こる。しかし、各臓器・組織レベルにおけるトランスクリプトーム品質管理の仕
組みや生理学的重要性については長い間謎であった。 
興味深いことに、最近申請者らは神経系 RNA 結合タンパク質 SAM68 が、U1 snRNP と同様に
RNA前駆体のスプライシングエラーを未然防止することを発見した。Sam68 欠損によるシナプ
ス 接 着 因 子 IL-1 
receptor-associated 
protein (Il1rap) の ALE
タイプのスプライシン
グエラーは mRNA を短
縮化させ、IL1RAP依存
的なシナプス形成と可
塑性の異常を引き起こ
し た  (Iijima et al., 
iScience 2019）。同時に
最 近 、 生 殖 細 胞 で
SAM68 と U1 snRNP と
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の相互作用が報告され  (Naro et al., Cell Rep., 2019)、神経系においても SAM68 は U1 snRNP
との協調作用によってエラーを防止することが示唆された。 
本研究課題では、SAM68 および U1snRNP との協調作用に支配される神経系のトランスクリプ
トーム品質管理の全貌を解読し、mRNA の短縮化を指標としてその機能破綻が引き起こす生理
的障害について分子、細胞レベルで解析する。したがって、本研究課題は、分子から細胞、個体
行動レベルまでの縦断的な解析により、脳機能を守る分子基盤としてのトランスクリプトーム
品質管理のメカニズムと生理学的重要性を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（計画 1） 神経系における Sam68/U1 snRNP によるトランスクリプトーム品質管理機構のメ
カニズム解明 
 
これまで申請者は、エキソンアレイと RNA-seq により Sam68 ノックアウト脳で多くの mRNA
が 3’末端部で短縮されていることを確認してきたが（Iijima et al., iScience., 2019）。前述のよう
に、最近、SAM68 は U1 snRNP との相互作用することが報告され (Naro et al., Cell Rep., 2019)、
神経系でも SAM68 が U1 snRNP との協調作用によってエラーを防止することが強く示唆され
た。そこで本課題では、U1 snRNP の機能阻害による影響についても解析し、神経細胞に及ぼす
生理学的影響を調べるとともに、Sam68 ノックアウトにおける既存のプロファイルと比較し、
その相関性から U1 snRNP との協調作用による SAM68 の ALE スプライシングのエラー防止メ
カニズムの解明を試みた。 

HeLa 細胞においては、U1 snRNA が標的 pre-mRNA を認識結合する 5末端に対するアンチセ
ンスモルフォリノオリゴ（AMO）を適切量に投与して活性低下させると、エキソンのつなぎ合
わせ自体にはほとんど影響せず、図 1A のように一部のイントロンが誤って mRNA に取り込ま
れスプライシングエラーによる途中切断と、3’末端の短縮化が引き起こされる (Kaida et al., 
Nature. 2010; Berg et al., Cell., 2012)。本研究では U1 snRNP の機能の発見者である甲斐田博士
（現富山大学, 研究分担者）の協力を得て、この実験系を培養大脳皮質神経細胞にて行った。 
 
（計画 2） SAM68 によるスプライシングエラー防止の生理学的意義の解明および精神疾患・発
達障害との関連性の検討 
IL1RAP の他にも、Sam68 ノックアウトの神経系でタンパク質レベルの変化を伴うス ALEタイ
プのプライシングエラーの中に興味深いものとして Protocadherin-15 (Pcdh15) を挙げる。
Sam68 欠損マウス脳ではイントロン 27 の 5末端部位が誤って挿入され RNA プロセシングの途
中終結が起こり、本来膜型として発現するタンパク質が atypical な分泌型に変換されてしまうこ
とを突き止めている（図 2）。Pcdh15 は難聴に網膜変性を伴う Usher 症候群の原因遺伝子とし
て知られる。神経機能に関しては未解明な部分が多いが、複数の SNP, CNV 多型、スプライシン
グバリアントは機能喪失変異を伴い、うつ病、自閉症、統合失調症など複数の脳疾患と密接に関
わることが示唆されてきた。そこで、本研究では Pcdh15 の ALE スプライシングエラーが引き
起こす異常の解明を目的とし
て、Crisper/Cas9 システムに
よる Pcdh15 遺伝子の微小欠
損および分泌型 Pcdh15 を発
現させた培養前脳神経細胞に
おいて生化学的、細胞生物学
的に異常所見をスクリーニン
グし、さらに神経細胞に与え
る影響について主に本学生命
科学統合支援センターなどの
協力で生理学的にも解析を行
なった。 
 
 
４．研究成果 
(１)  神経系における SAM68/U1 snRNP による ALE スプライシングエラー防止のメカニズム
の解明 
SAM68 の標的 pre-RNA群の ALE を指標に、U1 snRNP のコンセンサス配列 (U1-like motif)を
cryptic ポリ A付加配列 (PAS) 近傍に有する transcript を網羅的に検索したところ、一部はこれ
を近傍に有していたことを確認した。我々がこれまで解析し発表した Il1rap や Ceruroplasmin 
など(Iijima et al., 2019) は U1-like motif を近傍に有していた。これに対し、U1-like motif を全く
近傍に持たない標的 pre-mRNA も多く存在しており、本研究課題で注目した Pcdh15 はその代
表的な transcript であった。そこで以降の実験では、この二つの transcript を比較しながら、ALE
スプライシングエラー防止の仕組みについて詳しく調べていった。 

ここで我々は、神経細胞において甲斐田らが以前に用いた U1 AMO を培養神経細胞に導入し
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て U1snRNP に対する依存性を調べた結果、Il1rap に関しては AMO の導入により ALE のスプ
ライシング変化による 3 末端側のスプライシングエラーが起き 3’末端側が短縮されたが、
Pcdh15 では ALE エラーは観察されず、問題なく正常に全長の transcript が生成されていた。こ
のことから、SAM68 は SAM68 による Il1rap の ALE スプライシング制御に関しては U1 snRNP
との相互作用を介するが、一方精神神経疾患などの原因遺伝子である Pcdh15 の ALE スプライ
シングに関しては U1 snRNP に依存していないことが示された。 

Sam68 によるスプライシングはさまざまな外的刺激やその下流の Erk/MAPK, Src, CaMK な
どの細胞内シグナルによって制御を受けることがこれまでのさまざまな過去の報告で示されて
いるが (Di Frascio et al., PNAS, 
1999; Iijima et al., Cell, 2011など)、
本課題研究では神経細胞において
Pcdh15 は Il1rap に比べ神経活動
などの外的刺激に影響されやすい
こと、その下流経路の一つとして
CaMK シグナルによる調節が見出
された。我々は培養神経細胞にお
いて、TTX による神経活動の遮断
およびCaMK阻害剤の投与によっ
て、Pcdh15 の ALE スプライシン
グが変化し、３末端側の短いアイ
ソフォームが生み出されることを
明らかにした。このように、神経系
における SAM68 の ALE のスプラ
イシングエラー防止は一様ではな
く、U1snRNP依存的なものと、一
方では非依存性だが神経活動など
によっても調節される少なくとも
２つのメカニズムが存在している
ことが今回見出された（図 3）。 
 
 
(２)  SAM68 依存的な Pcdh15 の ALE スプライシングエラー防止の破綻により起こるタンパ
ク質局在の変化と神経機能障害 
PCDH15 の大脳皮質神経細胞における細胞内局在を調べたところ、興奮性のシナプス後膜へ豊
富に局在するから、興奮性シナプスの膜タンパク質として機能することが示唆された（図 4）。
ALE の異常によって、タンパク質レベルで PCDH15 の C末端部の膜貫通ドメインが欠如し膜型
から可溶型に変換されると、この可溶型 PCDH15（sPCDH15）では興奮性シナプスへの局在が
劇的に阻害された。実際に機能喪失型変異である Pcdh15 の exon6 を微小欠損 (Pcdh15 ex6 KO)
させた大脳皮質神経細胞では、興奮性シナプス数の有意な減少が認められた。また、sPCDH15
を発現させた時にも同様の異常が見られた。これらの結果から、全長の膜型 PCDH15 がシナプ
スの形成や維持に関わる分子であるということが示唆された。sPCDH15 の機能喪失効果に関し
ては、シナプス上の膜型 Pcdh15 の機能に競合してドミナントネガティブ的に作用する可能性が
示唆された。 

さらに驚くべきことに、sPcdh15 を神経細胞に発現させた場合、興奮性に加えて抑制性シナ
プスの数も有意に減少した。これは機能喪失型の Pcdh15 ex6 KO の神経細胞では見られなかっ
たことから sPCHD15 の機能獲得型効果であることがわかった。sPCDH15 は興奮性よりむしろ
抑制性シナプス数と機能変化
をより強くもたらした（図
5A）。詳しく調べてみると、
sPCDH15 の一部が抑制性シナ
プス部位に集積している様子
が免疫染色で明らかになり、細
胞内局在の異所的な変化が起
こっていることがわかった。さ
らに、培養神経細胞と抑制性シ
ナプスオーガナイザーである
Neuroligin-2 を遺伝子導入し発
現させた HEK293T 細胞の共培
養系における人工シナプス形
成 ア ッ セ イ に お い て 、
sPCDH15 は Neuroligin-2 を発
現した HEK293T 細胞表面に誘
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導される VGAT 陽性の抑制性シナプス形成を有意に抑制した。それに対して興奮性シナプスの
誘導に関しては抑制しなかったことから、人工シナプス形成アッセイにおいても sPCDH15 の
抑制性シナプス機能に対する強い選択的阻害効果が示された。 

SAM68 による Pcdh15 の ALE 変化の生理的意義としては、TTX による神経活動の遮断によ
って sPCDH15 が生成された点から考えていくと、脳適応的変化として起こるシナプス活動の
最適化（ホメオスタティックな可塑的変化）に寄与するのではないかと予想する（図 5B）。mRNA
の 3 末端側（タンパク質では C 末端側）が環境に応じて柔軟に変化することで脳機能を適応的
に調節すると予想される。しかしながら、脳の適応的な回路再編についてはまだ多くのことが知
られておらず、このような分子基盤の解明が適応脳の理解に大きな貢献をもたらすかもしれな
い。 
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