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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学物質や酸化ストレスにより選択的スプライシングが惹起されるのではない
か考え検討を行った。ヒ素メチル基転移酵素（AS3MT）mRNAについて検討したところ、過酸化水素曝露により、新しいA
S3MTのスプライスフォームを検出した。その後、スプライシング調節因子SRp40の発現減少の関与が示唆され、また、
検出されたAS3MT選択的スプライシングフォームにはヒ素に対するメチル化反応が欠損していることを見出した。網羅
的解析により、環境化学物質の亜ヒ酸や農薬のパラコートに曝露された細胞において選択的スプライシングが惹起され
ることを見出した。現在、詳細について検討している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether environmental chemicals and oxidative stress 
trigger the alternative splicing. Firstly, we measured reactive oxygen species trigger the alternative 
splicing of AS3MT gene. After exposure of HepG2 cells to hydrogen peroxide (H2O2), we detected a novel 
splice form of AS3MT mRNA, which are exon 3 to 9 skipping (Δ3-9). Although several factors such as 
serine-arginine rich (SR) and heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) are found as candidate 
splice factors that can bind to the exons of AS3MT gene, we detected that the levels of SRp40 protein was 
decreased on H2O2 exposure through ubiquitin-proteasome pathway. In addition, we detected the deletion of 
arsenic methytransferase activity on this splicing form.
We found that alternative splicing is induced in cells exposed to arsenite and paraquat, which is 
bipyridinium herbicide as environmental chemicals. Currently, we are examining for more information.

研究分野： 環境分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA から転写された未成熟な mRNA はス
プライシングによりエキソンが集結し成熟
したmRNAとなるが, すべてのエキソンで構
成される場合もあれば, 選択的スプライシン
グにより一部分のエキソンが欠損した
mRNA 産物を生み出すことがある. この選択
的スプライシングは, mRNA の多様性と関連
するが, 意図しない選択的スプライシングが
行われることで機能的なタンパク質の産生
が抑制されることもあり, そのことが重篤な
疾患の誘発に関連する場合も少なくない.  
 一方, 当研究室では環境化学物質であるヒ
素化合物のメチル化代謝に関わるヒ素メチ
ル基転移酵素（AS3MT）の性状解析を進めて
いる過程において, AS3MTの選択的スプライ
シングを見出し, この選択的スプライシング
が, AS3MTの活性を欠損させていることを見
出した. さらに検討を進めたところ, 酸化物
質の曝露により AS3MT の新規選択的スプラ
イシングが誘発され, この選択的スプライシ
ングも AS3MT の活性を欠損させている可能
性を検出した. このように産生されるタンパ
ク質の機能に障害を与える選択的スプライ
シングが化学物質の曝露により誘発される
場合, その化学物質による毒性発現に強く関
与することが示唆された. 
 そこで, 本研究では環境化学物質や酸化物
質に対する toxico-transcriptome を展開し, そ
の環境化学物質曝露により惹起される選択
的スプライシングを同定し, 毒性発現との関
連について細胞レベルおよび生体サンプル
を用いて明らかにすることを目的とした. 申
請期間の２年の間に, 下記３点について検討
することとした. 
 
1. 培養細胞に環境化学物質を曝露後の総

RNA サンプルを回収し , Transcriptome 
Array を用い, 化学物質曝露による惹起
される選択的スプライシングを同定す
る.  

2. 培養細胞に酸化物質を曝露後のスプライ
シング異常における機構の解明をする. 

3. 同定された遺伝子の選択的スプライシン
グが毒性発現と関係するかについて検討
する. 

 
２．研究の目的 
本研究では, 環境化学物質および酸化物質
に対する toxico-transcriptome を展開し, そ
の環境化学物質曝露により惹起される選択
的スプライシングを同定し, 毒性発現との
関連について細胞レベルおよび生体サンプ
ルを用いて明らかにすることを目的とし
た. 
 
３．研究の方法 
細胞：ヒト肝癌 HepG2 細胞, ヒト表皮角化
HaCaT 細胞, ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y を
使用した.  

総 RNA の採取：準備した細胞に ISOGEN を
加えて, 常法に従って総RNAを採取した. 採
取した総 RNA の濃度は, NanoDrop を使用し
て測定した.  
One-Step RT-PCR：invitrogen 社の One-Step 
RT-PCR Kit を使用した. 実際に, 2×Reaction 
Mix 12.5 L, sense-primer (10 M) 0.5 L, 
anti-sense primer (10 M) 0.5 L, RT/Platinum 
Taq Mix 0.5 L, total RNA 500 ng を総量  
Nucleotide Free Waterで 25 Lにして反応を行
った.  
使用したプライマーの配列 
AS3MT WT-f: 
5’-GACGCTGAGATACAGAAGGACGTGC-3’      
AS3MT WT-r:  
5’-TCCAGCAGCATCAGGGACACATCTG-3’       
上記AS3MT WTプライマーは, エキソン 2お
よび 11 番目のエキソン内で作製した.   
AS3MT Δ3,9-f: 
5’-GACGTGCAGGAAGGTGAAA -3’      
AS3MTΔ3,9-r:  
5’-TCCAGCAGCATCAGGGACACA-3’       
上記  AS3MTΔ 3,9-f プライマーは , 3,9 
AS3MT mRNA を特異的に検出するために 
エキソンの 2 と 10 番目が結合した部分でプ
ライマーを作製した. AS3MTΔ3,9-r プライマ
ーは, エキソン 11 番目の部分で作製した（図
１）. 

 
RT-PCR の反応条件は, 50℃ 30 分, 94℃ 2 分
でRTを行い, 94℃ 15秒, 55℃ 30秒, 72℃ 30
秒を 40 回繰り返した.  
 
SRp40 タンパク質発現量：曝露した細胞を用
い, Pierce 社の Nuclear extraction kit を使用し
て核画分を回収した. BCA 法にてタンパク質
濃度を測定度 5 G 量のタンパク質を
SDS-PAGE にて分離し, western blot 法にて
SRp40 タンパク質量を測定した. 
 
メチル化ヒ素化合物の定量：HPLC-ICP-MS
を使用した. 細胞を Tris-HNO3 で回収し, 超
音波後, 70℃で 30 分処理した. 過酸化水素を
添加し, Amicon Ultra で濃縮後, HPLC-ICP-MS
に供した. HPLC system: Agilent 1260 HPLC 
BIO inert  Instruments, ICP-MS: Agilent 
ICP-MS 7700x, Column : Siseido MG-ODS (250 
mm x 4.6 mm id) Mobile phase : 10 mM 
Sodium Butansulfonate, 4 mM 
Tetramethylammonium Hydroxide, 4 mM 

1   2 10 11 Δ3,9 AS3MT mRNA  

AS3MT Δ3,9-f  

AS3MT Δ3,9-r  

図１ 



Malonic acid pH 3 (adjusted with HNO3) 
化学物質による選択的スプライシングの網
羅的検出：total RNA を調整し, Affymetrix 社
の GeneChip Human Transcriptome Array2.0 に
供し, Transcriptome Analysis Console で解析を
行った.  
 
４．研究成果 
(１)過酸化水素曝露による新規 AS3MT スプ
ライシングの検出 
過酸化水素曝露後の HepG2 細胞から RNA を
回収し, AS3MT WT-f および AS3MT WT-r の
プライマーで RT-PCR を行ったところ,  WT 
AS3MT が 1.000 bp に検出されるのに対し, 
過酸化水素濃度依存的に240 bpのmRNA量
が上昇した. このmRNAの塩基配列を決定
したところ , Ex3 から Ex9 が欠損した
AS3MT mRNA（Δ3-9）であることが明らか
となった（図２）.  

 
さらに, この新規スプライスフォームの誘
発が過酸化水素曝露に特異的であるか検討
するために, 他の酸化ストレス曝露後の
Δ3-9 発現を検討したところ, tert-ブチルヒ
ドロペルオキシド, クメンヒドロペルオキ
シドに曝露された HepG2 細胞では Δ3-9 は
検出されなかった（図３）. 

 次に, 過酸化水素によるΔ3-9の産生に関
わる因子を同定するために, AS3MT mRNA
の Ex2, 3, 9, 10 に注目し, スプライシング
に関与するタンパク質群あるいはそれらが
結合しうる配列をデータベースで探索した
と こ ろ , エ キ ソ ン の 認 識 に 関 わ る
serine-arginine rich（SR）protein のなかでも
SRp40 が AS3MT mRNA の 4 つのエキソン
に共通して結合する可能性が高いことが推
測された. そこで過酸化水素に曝露された
HepG2 細胞から核画分を抽出し, 抗 SR 抗
体で Western blot を行ったところ, 過酸化
水素曝露によりSRp40タンパク質量が減少
した（図４）. 
 次に過酸化水素により SRp40 発現量が減
少するメカニズムについて検討を進めた. プ
ロテアソーム阻害剤である MG132 を用いて, 
SRp40 の分解が抑制されるかについて検討を

進めたところ, 1 M の MG132 処理により過
酸化水素による SRp40 の発現減少が抑制さ
れていた. この結果から, 過酸化水素による
SRp40 の発現減少はユビキチンプロテアソー
ム系を介した分解であると示唆された（図
５）. 
 
 

 
一方, 当研究室では AS3MT のメチル化酵

素活性には, 4番と5番のエキソンが重要であ
ることが明らかとなっている（BBRC Sumi et 
al. 2011）. このことから Δ3-9 も AS3MT の酵
素活性が無いと推測される. そこで, 過酸化
水素による Δ3-9 の産生が細胞レベルでのヒ
素メチル化能にどう影響するか検討を進め
た. HepG2 細胞を過酸化水素に曝露し選択的
スプライシングを惹起させた後, 亜ヒ酸を添
加し, HPLC ICP-MS でヒ素の化学形態を測定
した. その結果, 過酸化水素濃度曝露により
モノメチル（MMA）及びジメチル化体（DMA）
の濃度が減少していることから, 過酸化水素
曝露により HepG2 細胞のヒ素メチル化能が
低下することが明らかとなった（図６）.  
 
 

 以上の結果をまとめると, まず, 過酸化水
素に曝露された HepG2 細胞において AS3MT
の新規選択的スプライスフォーム（Δ3-9）を
見出した. この Δ3-9 の産生にユビキチンプ
ロテアソーム系を介した SR タンパク質の発
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現減少が関与することが示唆された. また, 
過酸化水素に曝露された HepG2 細胞におい
てヒ素メチル化能が低下するということを
見出した.  
 
(２)化学物質曝露による選択的スプライシン
グの検出 
 亜ヒ酸（1 M）に 2 週間曝露された HaCaT
細胞あるいはビピリジニウム系除草剤であ
るパラコート（1 mM）に 24 時間曝露された
SH-SY5Y 細胞を準備し, total RNA を回収後, 
Human Transcriptome Array 2.0 に供した. その
結果, 多くの遺伝子のスプライシングに異常
が認められることが明らかとなった。（亜ヒ
酸およびパラコートによりスプラシイング
が起こり得る可能性として Score 値が 0.4 あ
るいは 0.7 以上の遺伝子群を表１（亜ヒ酸曝
露）、表２（パラコート曝露）に示す. 本表に
ある Splicing Event Estimate は、起こり得るス
プライシングの種類が記載されている.  
 
 

 
 以上の結果から, 化学物質に曝露された
細胞ではスプライシング異常が起こりやす
くなることが明らかとなった. 今後, これ
らのスプライシングが化学物質による毒性
発現に関与するのかについて検討を進めた
い.  
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