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研究成果の概要（和文）：線虫の8つのリボソームタンパク質遺伝子の発現が、mRNA前駆体の選択的スプライシングに
より自己制御されていることを明らかにした。このうちRPL-1については、mRNA前駆体のL10AREと呼ぶ領域に直接かつ
特異的に結合することにより選択的スプライシングの自己制御をおこなうことを明らかにした。さらに、哺乳類の相同
遺伝子RPL10Aについても、L10AREを介した選択的スプライシング自己制御機構が保存されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Expression of eight out of ~80 ribosomal protein genes in a nematode C. elegans ha
ve been shown to be regulated at the pre-mRNA processing level. Among them, RPL-1 has been shown to direct
ly and specifically bind to a cis-element termed L10ARE to switch the splicing pattern of its own pre-mRNA
. The orthologous gene RPL10A in vertebrates has also been shown to regulate its own pre-mRNA splicing via
 L10ARE, demonstrating that the splicing autoregulation of the genes encoding the ribosomal protein L10A i
s evolutionarily conserved. 
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１．研究開始当初の背景 
 翻訳装置であるリボソームを構成するリ
ボソームタンパク質（rp, ribosomal protein）は、
すべての生物、すべての細胞が普遍的に発現
している。真核生物では、60S サブユニット
を構成する約 47種類の rpLタンパク質と 40S
サブユニットを構成する約32種類の rpSタン
パク質が存在するが、これらの中にはリボ
ソーム外での特異的な機能が報告されてい
るものがある。rp による自己の遺伝子の
mRNA 前駆体のスプライシング制御はその
例であり、これまでに、酵母の rpL30 と rpS14、
線虫の rpL12、ヒトの rpL3 と rpS13 で報告が
ある。しかし、これらの rp 遺伝子のスプライ
シング制御機構相互の関係や進化的な保存
性、生物学的意義については不明である。 
 代表者は、選択的スプライシングにより中
途終止コドンを持つ非生産的な mRNA を産
生する選択的スプライシングにより発現制
御を行う内在性遺伝子を網羅的に同定する
目的で、nonsense-mediated mRNA decay 
(NMD)機構が欠損している線虫 C. elegans の
smg-2 変異体のトランスクリプトーム解析を
行った。そして、smg-2 変異体で安定化する
選択的 mRNA アイソフォームを持つ遺伝子
の候補上位 50 個に rp 遺伝子が 7 個含まれて
いたことから、rp 遺伝子を網羅的に探索した。
その結果、既に報告のある 4 つの rpL 遺伝子
に加えて、新たに 4 つの rp 遺伝子で NMD の
標的となる非生産的 mRNA が産生されるこ
とを見出した。さらに、このうちこれまでに
ノックダウンにより解析した6つの rp遺伝子
すべてが、自己の生産的 mRNA の量を保つ方
向へ選択的スプライシングパターンを変化
させることを確認した。この結果は、これら
の rp が自身の mRNA 前駆体の選択的スプラ
イシングの特異的制御因子であることを示
唆している。このうち特に rpL10a は、線虫遺
伝子の選択的スプライス部位の間の約 40 塩
基の領域がヒト遺伝子の対応するイントロ
ンで 80%という異例に高い相同性で保存さ
れており、スプライシングによる発現制御が
進化的に保存されていることを強く示唆し
ていた。 
 線虫 rp 遺伝子で代表者が見出した mRNA
前駆体の選択的スプライシングの自己制御
による発現量の調節機構は、スプライシング
制御因子では広く見られる発現制御機構で
あることから、代表者は、すべての細胞に発
現する rp が自己の mRNA 前駆体に加えて自
己以外の構成的なスプライシングの制御因
子としても機能しているとの仮説に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、線虫の 8 個のリボソームタン
パク質（rp）遺伝子について、それぞれノッ
クダウンした状態での生産的 mRNA と非生
産的 mRNA の比率を解析することで、線虫
rp 遺伝子の選択的スプライシングの自己制
御および相互制御の関係の全体像を明らか

にする。 
 rp 遺伝子の蛍光選択的スプライシングレ
ポーターを作製して、個体における選択的ス
プライシングの組織特異性などの制御パ
ターンを明らかにし、選択的スプライシング
制御に必須のシスエレメントを実験的に同
定する。さらに、それぞれの rp の組換えタン
パク質が同定したシスエレメントに試験管
内で直接かつ特異的に結合するか確認する。 
 smg-2 変異体線虫で rp 遺伝子をノックダウ
ンしてトランスクリプトーム解析を行うこ
とにより、各 rp により特異的にスプライシン
グ制御を受ける標的遺伝子の候補を網羅的
に探索し、RT-PCR により同定する。そして、
その rp がそれらの標的遺伝子のスプライシ
ングの制御に直接関与するか検討する。 
 上述の解析を通じて、普遍的に発現し進化
的に保存されている rp のリボソーム外での
機能であるスプライシング制御機構の生物
学的意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 線虫 rp 遺伝子の発現ベクターの作製 
rpl-1 のスプライシングレポーターカセット
は、rpl-1 のエクソン 1 から 2 のゲノム DNA
断片を増幅し Gateway system (Invitrogen)の
BP 反応により pENTR-L1/R5 ベクターを作製
した。これを、
pENTR-L5-(+2)GGS6-mCherry-L2 あるいは
pENTR-L5-GGS6-EGFP-L2 と pDEST-eft-3p あ
るいは pDEST-myo-3p と共に Gateway system
の LR II Plus 反応により相同組換えし、普遍
的あるいは体壁筋特異的な発現ベクターを
作製した。L10ARE を欠失した rpl-1 DEL レ
ポーターミニ遺伝子は、Quickchange 
(Stratagene)を用いて作製した。 
 RPL-1とRPL-30の cDNAのEntryベクター
は、各 cDNA 断片を PCR で増幅し、
pENTR-D/TOPO (Invitrogen)にクローニング
して作製した。発現ベクターは pDEST-eft-3p
及び大腸菌での GST 融合組換えタンパク質
発現誘導ベクター用の pDEST-Cold-GST を用
いて Gateway system の LR 反応により作製し
た。各プラスミドベクターの塩基配列はシー
クエンス解析で確認した。 
2. トランスジェニック線虫の作製と蛍光顕
微鏡写真の撮影 
トランスジェニック線虫は、野生型株 N2 に
レポーターミニ遺伝子を微量注入して作製
した。rpl-1 レポーター線虫は蛍光実体顕微鏡
(LEICA M205 FA)で観察し、カラー冷却 CCD
カメラ(LEICA DFC310FX)を用いて撮影した。 
3. ゲルシフトアッセイ 
GST-RPL-1 あるいは GST-RPL-30 組換えタン
パク質は、pCold-GST-RPL-1 あるいは
pCold-GST-RPL-30 を用いて、大腸菌 BL21 
(DE3) pLysS 株(invitrogen)を形質転換し、得ら
れたコロニーを LB 培地で培養して組換えタ
ンパク質を寒冷誘導し、Glutathione Sepharose 
4B を用いて精製した。プローブ作製のための



テンプレートは N2 ゲノム DNA または rpl-1
レポーターを増幅して作製した。32P で標識
した RNA プローブは[α32P]UTP と T7 RNA 
polymerase (Takara)で in vitro転写により得た。
6%ポリアクリルアミドゲルで精製した RNA
プローブは RNA 結合緩衝液(20 mM 
HEPES-KOH (pH7.9)、320 mM KCl、5% 
glycerol、1% Triton X-100、1 mM DTT、0.1 mM 
PMSF)を用いて、希釈系列を作製した
GST-RPL-1 あるいは GST-RPL-30 組換えタン
パク質、100 ng/μl の大腸菌 tRNA と 50 ng/μl 
BSA と共に 20℃で 30 分間インキュベーショ
ンした。それぞれの試料は非変性 4%ポリア
クリルアミドゲルで分離し、phosphoimage 
analyzer (FLA-3000G, Fuji Film)で解析した。 
4. 培養細胞用の発現ベクターの作製 
ヒト RPL10A遺伝子のスプライシングレポー
ターカセットは、HEK293T のゲノム DNA 断
片から RPL10Aのエクソン 3 から 5 の領域を
増幅して pENTR-D/TOPO にクローニングし、
培養細胞用発現ベクター作製のための
DestinationベクターpDEST-cDNA3とGateway 
system での相同組換えにより作製した。
RPL10A DEL レポーターミニ遺伝子は、
Quickchange を用いて作製した。RPL10A と
RPL26 の Entry ベクターはそれぞれの cDNA
の断片を増幅して pENTR-D/TOPO にクロー
ニングし、Destination ベクターpDEST-ME18S
とGateway systemでの相同組換えにより作製
した。発現ベクターの塩基配列はシークエン
ス解析で確認した。 
5. 細胞培養とトランスフェクション 
HeLa 細胞と NIH 3T3 細胞は 10%ウシ胎仔血
清とペニシリン-ストレプトマイシン混合液
(ナカライテスク)を加えた DMEM 培地(ナカ
ライテスク)で培養し、100 μg/ml emetin 
(SIGMA)で 6 時間処理した。 
レポーターミニ遺伝子と過剰発現ベクター
の共トランスフェクションには FuGENE HD 
(Roche)を用い、その後 24 時間培養した。 
6. 半定量的RT-PCRによるスプライシングパ
ターンの解析 
細胞全RNAはセパゾールRNA I super(ナカラ
イテスク)を用いて抽出し、RQ1 DNase I 
(Promega)処理後に RNeasy Mini (QIAGEN)を
用いて再度精製し、分光光度計(BECKMAN 
COULTER)で濃度を測定した。逆転写反応に
は PrimeScriptⅡ(TaKaRa)と oligo dT プライ
マー(TaKaRa)を用いた。得られた cDNA は
ExTaq (TaKaRa)を用いて PCR を行った。PCR
産物はバイオアナライザ 2100 expert (Agilent)
によって定量解析した。 
 
４．研究成果 
1． rp 遺伝子の選択的スプライシングの自己
制御と相互干渉 
 すでに明らかにしていた 6 つに加えて、選
択的 mRNA を発現する計 8 個すべての rp 遺
伝子について、遺伝子をノックダウンしてか
らの mRNA アイソフォームの比率の経時変

化を RT-PCR で解析した。さらに、ノックダ
ウンした rp 遺伝子自身のみでなく、他の 7
個のスプライシングパターンに与える影響
も解析した。その結果、各 rp 遺伝子は、ノッ
クダウンにより自己の mRNA の生産的アイ
ソフォームの比率が増加する方向に経時的
に変化し、他の 7 個の rp 遺伝子は生産的アイ
ソフォームの比率が減少する方向に経時的
に変化した。これらの結果は、これら 8 個の
rp 遺伝子は生産的 mRNA の量を保つ方向に
選択的スプライシングの自己制御機構がは
たらいていること、また、1 つの rp の減少に
呼応するように他の rp 遺伝子の発現もスプ
ライシングレベルで相互に影響し合うネッ
トワークがあること示している。 
 
2． rpl-1 遺伝子の 2 つの選択的スプライス部
位の間の進化的に保存された領域は選択的
スプライシングの自己制御に必須である 
 自己制御が確認された8つの rp遺伝子につ
いて、選択的スプライシングが種を超えて保
存されている可能性の検討とシスエレメン
トの探索をするため、8 つの rp 遺伝子の選択
的スプライス部位の周辺の塩基配列を他の
線虫や後生生物の配列と比較した。その結果、
8つの rp遺伝子は選択的スプライス部位の間
の配列が線虫間でよく保存されていること
が明らかになった。それらの中で、rpl-1 の 2
つの選択的スプライス部位の間の約 40 塩基
の領域が線虫以外の後生生物でもよく保存
されていることを見出したことから、この領
域が rpl-1 の選択的スプライシングの自己制
御のシスエレメントである可能性が考えら
れた。 
 線虫の rpl-1 蛍光選択的スプライシングレ
ポーターを作製することで、スプライシング
制御の組織特異性やシスエレメントの同定
を試みることとした。作製した 1 対の選択的
スプライシングレポーターミニ遺伝子(WT
レポーター)は rpl-1 のエクソン 1 から 2 のゲ
ノム領域を含み、上流の生産的スプライス部
位を使うと RFP、下流の非生産的スプライス
部位を使うと GFP が発現するようにフレー
ムを合わせた。そして、普遍的プロモーター
につないだ 2 つのミニ遺伝子を野生型株 N2
に共微量注入して、トランスジェニック線虫
株を得た。WT レポーター線虫では RFP、GFP
のどちらの発現も確認され、組織特異性はみ
られなかった。WT レポーターを全身で発現
させると虫の成長が不良であったので、以下
の実験は体壁筋特異的なプロモーターを用
いて実験を行った。 
 WT レポーターのスプライシングパターン
を RT-PCR とシークエンスで確認したところ、
それぞれのレポーターミニ遺伝子から、上流
のスプライス部位を選択した生産的アイソ
フォームと下流のスプライス部位を選択し
た非生産的なアイソフォームの 2 つが確認さ
れた。 
 WTレポーターが内在性の rpl-1と同様のス



プライシング自己制御を受けるか確認する
ため、WT レポーター線虫の内在性の rpl-1 を
ノックダウンすると、生産的アイソフォーム
を示す RFP の発現が増強し、逆に、rpl-26、
-30 のノックダウンでは非生産的アイソ
フォームを示す GFP の発現が増強した。また、
RPL-1 cDNA を過剰発現させると、ノックダ
ウンとは逆に非生産的アイソフォームを示
す GFP の発現が増強したが、RPL-30 cDNA
の過剰発現では、レポーターの発現に変化は
見られなかった。これらのことから、WT レ
ポーターは内在性の rpl-1 と同様に選択的ス
プライシングの自己制御を受けることが確
認された。 
 次に、２つのスプライス部位の間の保存領
域が自己制御に必要な領域である可能性を
検討するため、この保存領域の 39 塩基対を
欠失させたレポーター（DEL レポーター）を
作製した。DEL レポーター線虫では RFP、GFP
のどちらの発現も確認されたが、RPL-1 の過
剰発現や rpl-1 のノックダウンでレポーター
の発現に変化は見られなかった。 
 これら結果から、rpl-1 の 2 つの選択的スプ
ライス部位の間の保存領域が rpl-1 の選択的
スプライシングの自己制御に必須のシスエ
レメントであることが明らかになった。そこ
で、この保存領域を RPL10A 制御エレメント
(L10ARE)と呼ぶこととした。 
 
3. RPL-1 タンパク質は L10ARE を直接かつ特
異的に認識する 
 rpl-1 の選択的スプライシングレポーター
が自己制御を受けるときに、RPL-1 タンパク
質が自己の mRNA 前駆体に直接結合するか、
その結合に配列特異性があるかを明らかに
するため、rpl-1 レポーターに含まれるエクソ
ン 1 から 2 およびその周辺の領域から 4 つの
プローブを作製し、GST-RPL-1 融合タンパク
質を用いてゲルシフト実験を行った。
GST-RPL-1 の量の増加とともにプローブ 3 に
は強く、プローブ 1 には弱くシフトが見られ
たがプローブ 2 や 4 ではシフトは見られな
かった。この結果より、RPL-1 タンパク質が
rpl-1 mRNA 前駆体に直接結合し、特にプロー
ブ 3 の領域に結合することが明らかになった。 
 上段の実験で、プローブ 3 のみが L10ARE
を含んでいたことから、次に WT レポーター
由来の配列のプローブ5とDELレポーター由
来の配列のプローブ 6 を作製し比較した。
GST-RPL-1 の量の増加とともにプローブ 5 で
はシフトが強くなるのに対し、プローブ 6 で
はほとんどシフトは見られなかった。また、
GST-RPL-30 融合タンパク質ではどちらのプ
ローブでもシフトは見られなかった。これら
の結果から、RPL-1 タンパク質は L10ARE を
直接かつ特異的に認識することが明らかに
なった。 
 
4. RPL10A タンパク質をコードする遺伝子の
選択的スプライシングの自己制御は進化的

に保存されている 
 線虫で見られた rpl-1 の選択的スプライシ
ング自己制御が、L10ARE 配列が保存されて
いる他の後生生物でも保存されている可能
性について検討するため、まず、培養細胞を
用いて、線虫の rpl-1 の相同遺伝子である
RPL10A遺伝子でも同様の選択的スプライシ
ングにより非生産的 mRNA が作られている
かを探索した。線虫と同様に哺乳類でも非生
産的アイソフォームが NMD の標的となると
予測し、NMD で分解される mRNA を安定化
する効果があるタンパク質合成阻害剤 emetin
を用いて実験を行った。ヒト HeLa 細胞は、
mRNA の大半が RPL10A遺伝子の生産的
mRNA アイソフォームであったが、emetin で
処理すると、生産的アイソフォーム以外に 2
つのアイソフォームが増加することが確認
された。これらの RT-PCR 産物のシークエン
ス解析によって、イントロン保持型やエクソ
ン3の下流が延長した非生産的mRNAアイソ
フォームが確認された。この非生産的アイソ
フォームは中途終止コドンを持ち、GT-AG 則
に従ったスプライス部位を使用していた。ヒ
ト HEK293T 細胞やマウス NIH3T3 細胞でも
確認された。これらの結果より、哺乳類の
RPL10A遺伝子は、線虫の rpl-1 遺伝子と同様
にNMDの標的となる非生産的mRNAアイソ
フォームを産生することが明らかになった。 
 次に、哺乳類の RPL10A遺伝子で線虫の
rpl-1 と同様の選択的スプライシングの自己
制御がみられるかを検討するため、RPL10A
選択的スプライシングレポーターミニ遺伝
子（WT レポーター）を作製した。NIH3T3
細胞に、レポーターミニ遺伝子とコントロー
ルの RFP の発現ベクターを共トランスフェ
クションして RT-PCR を行ったところ、レ
ポーターの生産的、非生産的アイソフォーム
のどちらも確認された。レポーターと
RPL10A の共発現では、生産的アイソフォー
ムの割合が減少したが、RPL26 との共発現で
はアイソフォームの割合に大きな変化が見
られなかった。さらに、線虫の L10ARE の相
同領域を RPL10Aの選択的スプライシングレ
ポーターでも欠失させた（DEL レポーター）
ところ、RFP、RPL10A、RPL26 の共発現でア
イソフォームの割合に大きな変化は見られ
なかった。これらの結果が線虫の rpl-1 の選
択的スプライシング自己制御のパターンと
一致することから、RPL10A タンパク質を
コードする遺伝子のスプライシングの自己
制御機構が哺乳類にまでよく保存されてい
ることが明らかになった。 
 
5. rp のスプライシング制御の標的遺伝子の
探索 
 線虫RPL-1がL10AREを配列特異的に認識
してスプライシング制御できることが明ら
かになったことから、自己制御以外に、RPL-1
による選択的スプライシングあるいは構成
的スプライシングの制御の標的となる



mRNA 前駆体が存在する可能性が考えられ
た。そこで、同調した smg-2 変異体で rpl-1
および比較のために rpl-26 または rpl-30 を
ノックダウンし、全 RNA を回収し、polyA+ 
RNA を精製して大規模シーケンス解析をお
こなった。その結果、これら 3 つの rp 遺伝子
のノックダウンで共通してアイソフォーム
の比率が変化する遺伝子は見られたが、いず
れかの rp 遺伝子に特異的な変化を受ける遺
伝子はこれまでのところ見出されておらず、
RPL-1 が構成的なスプライシング制御因子で
あることの証拠へ得られなかった。 
 
6. 本研究の意義 
 本研究では、選択的スプライシングの自己
制御が示唆された 8 つの rp 遺伝子の中から、
2つの選択的スプライス部位の間の約40塩基
の領域が後生生物でよく保存されている
rpl-1 に注目した。そして、rpl-1 の選択的ス
プライシングレポーターを作製することに
よって、L10ARE が選択的スプライシングの
自己制御に必須のシスエレメントであるこ
とを明らかにした。また、ゲルシフト実験よ
り、RPL-1 タンパク質が L10ARE を介して
rpl-1 の mRNA 前駆体に直接かつ特異的に結
合することが明らかになった。これらの結果
は RPL-1 が自身の mRNA 前駆体の選択的ス
プライシングを、L10ARE を介して直接制御
するスプライシング制御因子であることを
示している。 
 線虫の rpl-1 の相同遺伝子の哺乳類の
RPL10Aは NMD の標的となる非生産的アイ
ソフォームを持つことが明らかになり、線虫
から哺乳類にまで配列や位置がよく保存さ
れているL10AREを介した選択的スプライシ
ング自己制御機構も保存されていることを
明らかにした。 
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