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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物のロバストな細胞形質発現を可能にする「RNA高次構造ダイナミク
ス」に着目し、RNAを介した環境応答システムの分子機序の解明を行った。解析の結果、温度変化や細胞ストレ
スによって起こるpre-mRNAスプライシング変化は、pre-mRNA高次構造の変化やスプライシング装置の量的変化に
よって制御されることがわかった。これは植物環境応答におけるRNA構造ダイナミクスの重要性を示す成果であ
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, the molecular mechanisms of an RNA-mediated environmental 
response were elucidated, focusing on ‘RNA secondary structure dynamics’ as a specific system for 
robust expression of cellular traits in plants. Our analysis revealed that temperature shift- and 
cellular stress-induced changes in pre-mRNA splicing would be mediated by changes in pre-mRNA 
secondary structure and quantitative changes in the splicing machinery. These results demonstrate 
the importance of RNA secondary structural dynamics in plant environmental responses.

研究分野： RNA生物学

キーワード： RNA高次構造　植物環境応答　pre-mRNAスプライシング　選択的スプライシング　UsnRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の環境応答におけるRNA高次構造の重要性が明らかとなったことで、動かない植物がどのように環境に適し
た発生や成長を達成しているのか、その多層的な環境調和型生存戦略の理解が大きく前進した。さらにこのメカ
ニズムの応用により、植物の環境耐性向上の技術開発が可能になると考えられ、持続可能社会に向けた作物増
産・カーボンニュートラル促進が期待される。

※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 
近年、次世代シーケンサーなどのポストゲ
ノム技術の進展に伴い、RNAが介在する多様で
多層的な遺伝子発現制御機構が明らかになっ
てきた。こうした多様な RNA の分子機能をも
たらす一因は、RNAが相補的配列を通して、分
子間あるいは分子内高次構造を取り得るとい
う特徴である。これによって、RNAは、それ自
体がさまざまな細胞環境要因 (温度、pH、酸化
還元状態、低分子代謝物、タンパク質) によっ
て立体構造を変化させるセンサーとして機能
し、またそれに伴う RNA のプロセシング、安
定化や分解、翻訳、などさまざまな代謝を促進
しうる遺伝子発現制御リアクターとして働きうる (Vazquez-Anderson and Contreras, 2013, RNA 
Biol, 右上図)。これは、既存の RNA 分子を利用して遺伝子発現を状況に最適化する経済的なシ
ステムであると考えられており、実際の生物生存環境では環境因子が微細に、かつ連続的に変動
していることを考えれば、RNA 分子作用による遺伝子発現制御システムは生存環境下のロバス
トな細胞機能発現を実現している重要な要素のひとつと考えられる。 

さらに、研究実施者自身の RNA 代謝制
御関連シロイヌナズナ温度感受性変異体を
用いた研究から、22／28℃というミディアム
スケールな温度変化によって RNAプロセシ
ングが劇的に影響を受けること (Ohtani et 
al., 2013, Plant Cell, 下図) が明らかとなり、
RNA 高次構造および RNA 代謝制御のダイ
ナミクスが、植物発生・生長において重要な
役割を担っていることが見えてきた。また、
2014 年にはゲノムワイドな RNA 高次構造
ダイナミクス情報がヒト培養細胞、酵母、シ
ロイヌナズナにおいて報告されたが (Ding 
et al., 2014, Nature; Rouskin et al., 2014, Nature)、

興味深いことに、シロイヌナズナストレス応答性遺伝子の mRNA 高次構造は細胞内状態により
感受的な性質をもっており、そのため細胞内ストレス状態に合わせた RNA構造変化が引き起こ
され、結果的に適切なストレス応答に貢献している可能性が示唆された (Ding et al., 2014, 
Nature) 。このように、植物細胞の環境応答システムにおける RNA 高次構造の重要性を示す知
見が多方面から蓄積しつつあった。 
 
２．研究の目的 
以上から、本研究では、RNA構造ダイナミクスが植物環境応答の鍵になっているという着想
のもと、植物のロバストな細胞形質発現を可能にする、RNA を介した環境応答システムとして
「RNA高次構造ダイナミクス」に着目し、その分子機序の解明を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ミディアムスケールの温度条件で育てたシロイヌナズナ芽生えを材料としたトランスク
リプトーム解析 
シロイヌナズナ野生型の芽生えを、16°C、22°C、28°Cといったミディアムスケールの温度条
件で育て、全 RNAを調製し、RNA-seqデータを取得した。得られた RNA-seqデータは発現レベ
ル変動解析に加えて pre-mRNA スプライシングパターン解析に供し、発現レベルだけでなくス
プライシング動態への温度の影響も調べた。また、シロイヌナズナ pre-mRNAスプライシング変
異体であり、高温依存的に成長阻害を見せることが分かっている srd2-1 および rid1-1 変異体に
ついても同様に RNA-seq解析を行い、温度に対する影響を野生型と比較した。 
 
（２）細胞ストレス依存的な選択的スプライシング解析 
植物細胞に対して細胞ストレスを与えることが分かっている細胞ストレス誘導剤 31 種を用
いて、シロイヌナズナ野生型の芽生えを 24時間処理した後、選択的スプライシングバリアント
の存在が報告されている 4 つのモデル遺伝子（SERINE-ARGININE PROTEIN30, U1-70K, 
ASCORBATE PEROXIDASE3, FOLYLPOLYGLUTAMATE SYNTHETASE3）について RT-PCRを行い、
その選択的スプライシングパターンを調べた。また UsnRNAレベルを RT-qPCRにより定量化し、
UsnRNA量と選択的スプライシングとの関係性を明らかにするとともに、srd2-1変異体について
も同様の解析を行い、とくにストレス誘導剤への濃度依存性を調べた。 



 
（３）DMS (dimethyl sulfide)-qPCR解析による RNA構造解析 
硫酸ジメチル（DMS）は対を形成していないアデニンおよびシトシン残基をメチル化修飾す
る化学物質であり、広く RNA 高次構造（ループ構造部位）の推定に利用されている。今回は、
逆転写酵素が mRNA 分子上のメチル化アデニン/シトシン部位で反応停止することを利用し、
DMS 処理した RNAサンプルを材料とした定量的 RT-PCR 解析（DMS-qPCR解析）を行うこと
で、構造推定情報の取得を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ミディアムスケールの温度変化がもたらす RNA代謝イベントの同定 
シロイヌナズナ野生型芽生えを 16°C、22°C、28°C といったミディアムスケールの温度条件
で育て、得られた全 RNAを用いて RNA-seq解析を行った。解析の結果、温度条件依存的に発現
量が大きく変動する遺伝子群を突き止めた。また、6°Cの温度条件変化は、遺伝子発現量だけで
はなく、pre-mRNAスプライシングパターンを大きく変化させることも新たに見いだした。さら
に pre-mRNA スプライシング変異体ではこうした温度変化依存的な遺伝子発現変化が大きく撹
乱され、とくにオーキシン関連遺伝子が温度と pre-mRNA スプライシング異常の影響を強く受
けることが見いだされた。これらは、植物において、ミディアムスケールの温度変化が積極的に
RNA代謝ダイナミクスに影響することで植物ホルモンシグナリングに影響し、結果として成長・
発生を調整することを示唆する成果であった。 
 
（２）細胞ストレス依存的な選択的スプラ
イシング動態とそのメカニズムの解明 
選択的スプライシングは、真核生物に
おける RNA を介した遺伝子発現の重要な
制御層の一つであり、とくに選択的スプラ
イシングパターンはさまざまなストレス
に応答して変化することから、ストレス条
件依存的に細胞機能を調整するための仕
組みの一つと考えられてきた。そこで、選
択的スプライシングが起こることが分か
っている 4つのモデル遺伝子、SP30p, U1-
70K, APX3、FPGS3 の選択的スプライシングパターンに対する細胞ストレス誘導剤 31 種の影響
を調べた。その結果、一酸化窒素代謝、ATPase活性、プラスチド機能、ゲノムの安定性が、選択
的スプライシングパターンに大きく影響する重要な細胞活動であることが示された。さらにス
トレス誘導剤によって異なるパターンが見出されたことから、細胞は異なる環境情報を異なる
選択的スプライシングパターンとして認識し、遺伝子発現に反映させることが示唆された（右図; 
Liu et al., 2024 Plant Mol Biol; Takahashi et al. submitted）。 
興味深いことに、選択的スプライシングパターンを変化させるストレス誘導剤処理は、スプ
ライシング装置のコア因子 UsnRNPのサブユニットである UsnRNA（U-rich small nuclear RNA）
の一種、U1 snRNAの量を大きく増加させた。また UsnRNA転写因子変異体 srd2-1では、こうし
たストレス誘導剤への感受性が高くなっていた。以上から、選択的スプライシングパターン変化
の少なくとも一部は、U1 snRNAレベルの転写制御によって制御されていると考えられた。 

 
（３）RNA構造依存的に起こるストレス応答性選択的スプライシング制御の同定 

（２）の結果を受け、さらに U1-70K pre-
mRNAの AS部位について DMS-qPCR解析を
行った。その結果、ストレス誘導剤処理に応答
して U1-70K pre-mRNAの二次構造が変化して
いる様子が観察され、興味深いことに、構造変
化が起こる箇所はスプライスサイトと重複し
てることも示唆された（左図）。これは、植物
細胞は pre-mRNA 二次構造の変化による介し
てスプライシング部位の選択を変化させ、遺
伝子発現へと反映していることが示唆してい
る（Takahashi et al. submitted）。 
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