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研究成果の概要（和文）：マウス3T3-L1細胞において、低分子化合物を用いてスプライソソームの構成因子の機能阻害
を行ったところ、濃度依存的な脂肪細胞分化の抑制が観察された。また、その抑制効果は、分化誘導段階においてスプ
ライソソームの機能阻害を行うことによって顕著に観察された。
また、各snRNAを個別に阻害した際にある特定のイントロンのみが抵抗性を示すことが明らかとなった。このような反
応性の違いが、細胞分化に何らかの影響を与えていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We treated mouse 3T3-L1 cells with a splicing inhibitor that binds and inhibits 
U2 snRNP, and found that adipogenesis was inhibited in a dose dependent manner. The significant 
inhibition of adipogenesis was observed if the cells were treated with the splicing inhibitor when the 
cells were cultured in differentiation medium.
We also found that some introns showed resistance against splicing inhibition in a intron- and 
snRNA-dependent manner. These dependency might affect differentiation efficiency.

研究分野：分子生物学

キーワード： スプライシング　snRNP
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１．研究開始当初の背景 

 真核細胞においては、転写されたばかりの

mRNA は未成熟の状態であり、スプライシング

によるイントロンの除去などの転写後修飾

を受け成熟型となる。スプライシング反応を

担うのはスプライソソームと呼ばれる高分

子複合体であり、U1, U2, U4, U5, U6 snRNP

という５つの構成因子が会合することによ

りスプライソソームが形成される。これら

snRNP の細胞内存在量は各組織においてそれ

ぞれ異なることが知られており、また、その

量の変動は遺伝子発現パターンの変化を引

き起こす。この遺伝子発現パターンの変化は、

活性化ニューロンやがん細胞の性質に影響

を与え、さらには脊髄性筋萎縮症などの疾患

を引き起こすことが知られている(Zhang et 

al., Cell 2008; Kaida et al., Nature 2010; 

Berg et al., Cell 2012)。 

 これら snRNPの存在量が変化することによ

り、細胞分化にどのような影響があるかを確

かめるため、マウス 3T3-L1 細胞が脂肪細胞

へと分化する際のsnRNPの量を測定したとこ

ろ、幾つかの snRNP の存在量に変動が観察さ

れた。このことから、これら変動の観察され

たsnRNPは脂肪細胞分化に大きな役割を果た

していると推測される。 

 各snRNPは、snRNAとpre-mRNA間のRNA-RNA

結合により pre-mRNA と結合している。した

がって、その RNA-RNA 結合を阻害するような

アンチセンスオリゴで細胞を処理すること

によりsnRNPの機能を個別に阻害できると考

えられる。また、もし snRNP が阻害できたな

らば、スプライシング活性が低下するものと

考えられる。先行研究において、そのような

アンチセンスオリゴを用いることにより、ス

プライシングが阻害されることを確かめて

いる。 

 

２．研究の目的 

 先行研究から、脂肪細胞分化時に snRNP の

存在量に変動が観察され、幾つかのものは上

昇していた。このことから、これらの存在量

が上昇した snRNP は脂肪細胞に必須な snRNP

だと考えられる。そこで、これら脂肪細胞分

化時に上昇する snRNP の機能を、脂肪細胞分

化時にアンチセンスオリゴを用いて阻害し、

その際に細胞内で起こる変化を詳細に解析

することにより、脂肪分化のメカニズムの統

合的な理解と、肥満症の改善を目的とした研

究を行う。 

 

３．研究の方法 

 snRNP 量の変化が脂肪細胞分化に与える影

響を明らかにするために以下の実験を行な

う。 

（１）各 snRNP の機能阻害を行ない、脂肪細

胞分化の効率を測定する。 

（２）各 snRNP の機能阻害時の遺伝子発現の

変化を観察し、脂肪細胞分化に影響を与える

原因遺伝子の探索を行なう。 

 これらの実験から、snRNP 量の変化が脂肪

細胞分化に与える影響やその生理的意義を

明らかにし、これらの知見をもとにして脂肪

細胞分化を制御することを目指す。 

 

４．研究成果 

（１）snRNP 機能阻害時の脂肪細胞への分化

効率 

 まずは、U2 snRNP の脂肪細胞分化への影響

を観察するために、U2 sRNP に結合しその機

能を阻害する低分子化合物であるスプライ

ソスタチン A(SSA)で 3T3-L1 処理し、その際

の細胞増殖率を測定した。3T3-L1 細胞播種後

１日目（Day -2）に通常の DMEM 培地に培地

交換を行い、さらにその２日後に分化培地へ

と培地交換した(Day 0)。また、分化培地へ

の交換と同時に細胞を SSA 処理し、その１、

２、３日後の細胞数も測定した(Day 1,2,3)。

Day -2 の細胞数を 1とし、各点での相対的な

細胞数の計算を行った。 

すると、SSA の濃度依存的に細胞増殖が抑え

られることが明らかとなった（図１）。また、

0.5 ng/ml の濃度まではそれほど顕著な差は

観察されなかったものの、1 ng/ml 以上の SSA

で処理することにより、細胞増殖が強く抑制

された。このことから、1 ng/ml 以上の SSA

で処理することにより、脂肪細胞分化にとっ

て必須な clonal expansion が抑制されてい

ると考えられる。 



 
図１ 3T3-L1 細胞が脂肪細胞へと分化する

過程におけるSSAが細胞周期進行に与える影

響の解析 

 

 また、脂肪細胞への分化効率を定量的に観

察するために、3T3-L1 細胞を脂肪細胞へと分

化させる各過程で細胞を異なる濃度のSSA処

理し、その際の細胞内トリグリセリド量を測

定した。分化誘導培地へと培地交換した際に

SSA を加え、その後、維持培地へと培地交換

した際にはSSAを含まない培地で培養したサ

ンプル（分化のみ）と、分化誘導培地には SSA

を加えず、維持培地でのみ SSA 処理したもの

（維持のみ）と、分化培地、維持培地のいず

れにも SSA を添加したもの（分化+維持）の

比較を行ったところ、高濃度の SSA(1.5 

ng/ml)で処理した際はいずれの条件におい

ても細胞内トリグリセリド量が低下してい

たが、中程度の濃度の SSA（1 ng/ml）で処理

した際は、分化誘導段階に SSA が含まれてい

るサンプルでより強い効果が観察された。こ

のことから、分化誘導時の clonal expansion

が分化にとって必須であり、その後の維持培

地での培養は比較的スプライシングの異常

に耐性を示すということが明らかとなった。 

 

 
図２ 3T3-L1 細胞が脂肪細胞へと分化する

過程におけるSSAが細胞内トリグリセリド量

に与える影響の解析 

 

（２）各 snRNP の機能阻害時の遺伝子発現の

変化の観察を介した、脂肪細胞分化に影響を

与える原因遺伝子の探索 

  

 次に、各 snRNP を個別に阻害した際のスプ

ライシング阻害の影響をいくつかのイント

ロンにおいて観察した。そうしたところ、遺

伝子 A のイントロン１のみが U6 snRNA の阻

害に抵抗性を示した。興味深いことに、遺伝

子 Aのイントロン 2や他の遺伝子のイントロ

ンは U6 snRNA の阻害に抵抗性を示さなかっ

たことから、イントロン 1特異的な効果であ

ることが確認された。また、他の snRNA の阻

害には抵抗性を示さなかったことから、U6 

snRNA 特異的な現象であることが示された。 

 

 
図３ 各 snRNA 阻害時における遺伝子 A-C の

スプライシングレベル 

 

 また、qRT-PCR のみならず、RT-PCR におい

てもU6snRNA阻害に対する抵抗性の確認を行

ったところ、イントロン 2 は U6 snRNA の阻

害によりスプライシングを受けた mRNA の量

が低下し、イントロンの残った pre-mRNA の

蓄積が観察されたが、イントロン１に関して

は、スプライシングを受けた mRNA のみが観

察され、pre-mRNA は観察されなかった。興味

深いことに、U6 snRNA の阻害によりスプライ

シングを受けた mRNA のレベルが上昇してい

ることから、U6 snRNA の阻害、もしくはスプ

ライシングの阻害により遺伝子Aの転写が促

進されると考えられる。この転写活性化を引

き起こすメカニズムの解明については、今後

解析を行っていく予定である。さらに、遺伝

子Aのエキソン１から３までが含まれるプラ

スミドを構築し、このプラスミド由来の

pre-mRNA もまた U6 snRNA の阻害に対して内



在性の遺伝子と同様の反応を示したため、今

後は、このプラスミドを用い、U6 snRNA 阻害

に対する抵抗性に関わる配列を同定する予

定である。 

 

 
図４ U6 snRNA 阻害細胞中の遺伝子 Aのスプ

ライシングレベル 

 

 これらの結果から、各 snRNA はそれぞれの

イントロンに対して、異なる影響を持ってい

ることが予測される。今後はゲノムワイドな

解析を通し、脂肪細胞分化に必須なスプライ

シングイベントの同定と、その制御機構につ

いて研究を行っていく予定である。 
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