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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでの研究でスプライシング異常を誘導する遺伝子変異を含むモデル遺伝
子を構築し、これをレポーターとしてスプライシング改善化合物を同定してきた。さらに、同定した化合物の作
用点を解析し、スプライシング異常が原因の遺伝性疾患の治療法の開拓を目的としている。本研究では転写産物
全体への影響を検討するRNA-seq解析をきっかけとして、化合物がスプライシング調節活性を示すための標的候
補としてCDK9を特定し、さらに他のCDK9キナーゼ阻害剤に同様のスプライシング調節作用を示すものがあること
を見出した。これらはスプライシングの正確性を化合物で制御するための基盤的知見となる。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we have developed a reporter gene that contains the 
splice site mutation. We have screened small compounds using the reporter gene to identify hit 
compounds that can correct the splicing pattern of the reporter gene. A compound was successfully 
found and then we analyzed changes of transcriptome by RNA-seq. Transcriptome analysis revealed that
 the compound significantly reduced the normally retained introns, which may be interpreted as a 
result of transcription repression because generally half-life of introns are shorter than mature 
mRNA. In addition, this compound has been reported to block CDK9, a kinase stimulating transcription
 elongation by phosphorylating RNA polymerase II. Therefore, we hypothesized that the splicing 
modulating activity of the compound is based on inhibition of CDK9 and further analysis confirmed 
that CDK9 inhibitors have indeed an activity to modulate splicing, which suggest the novel approach 
to modulate splicing.

研究分野： 分子生物学

キーワード： スプライシング　ケミカルバイオロジー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では遺伝性疾患の原因遺伝子変異のうち、mRNAの編集に必要なスプライシング反応に異常を誘発する変異
に着目した。スプライシング反応を異常にする変異があっても正常なスプライシングを可能にする薬があれば、
このタイプの変異による遺伝性疾患は治療できる可能性がある。実際、スプライシング調節による治療法自体は
すでに開発されており、RNAに張り付いてスプライシングを調節する核酸医薬が承認されている。ただし、これ
は遺伝子特異的な治療薬であり、広範なスプライシング異常を是正する低分子化合物は存在しない。本研究では
そのような活性化合物を探索し、作用の仕組みを明らかにすることを目的とした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
スプライシングにおけるイントロン上のスプライス部位の選択機構は２つの階層での研究が進

んできた。１つは pre-mRNA 内にあるモチーフに結合する SR タンパク質や hnRNP タンパク質に

よる制御で、これは上記の RNA 結合タンパク質が結合した RNA 部位近傍でのスプライソソーム

形成を調節することで、特定の位置のスプライス部位を活性化／抑制するメカニズムである
1。これは長大なイントロン配列のどこでスプライシングを起こすかの、大まかなスプライス部

位の選択機構を説明する。また、もう一つは出芽酵母を中心に進んできた研究で、スプライソ

ソームそのものにスプライシング反応の配列特異性を維持する校正機能が備わっていることが

明らかにされている 2。この校正機構はスプライソソームがスプライシングの化学反応を行う

際の反応時間の長短を kinetic に検知して基準に合わないものを放出する仕組みとなってい

る。保存されたスプライス部位はわずか数塩基であり、このごく短い配列しか目印にできない

にも関わらず、スプライシング反応が極めて正確に、１塩基のズレもなくイントロンを取り除

けるのはこの校正機構によるところが大きいと推測される。このように、スプライス部位の選

択は複数の段階で制御されている。 

近年、疾患原因変異の探索が進むに連れ、その 5%以上が、スプライシングが正常に起こらな

くなるスプライス部位の置換変異であることが明らかとなっている。この事実は言い換えれ

ば、変異部位でのスプライシングが回復できさえすれば、疾患原因となる異常タンパク質の産

生を抑え病態を根本から改善できると予想される。しかし、スプライス部位の選択は前述の通

り多段階の反応であり、どの段階を標的にすれば変異スプライス部位での異常なスプライシン

グを回復させることができるのかは不明であった。そこで我々は変異スプライス部位を有する

レポーター遺伝子を作成し、そのレポーター遺伝子のス

プライシングを正常なスプライス部位を持つレポーター

遺伝子と同じパターンに回復させる化合物を取得するこ

とで 3、動物細胞でのスプライス部位選択で重要かつ治

療標的となりうる段階を明らかにしようと考えた。 

 まず、スプライソソームの生合成に影響する化合物を

化合物ライブラリーからスクリーニングし、そこから変

異スプライス部位でのスプライシングを回復させる化合

物として前述のレポーター遺伝子への効果を指標とする

二次スクリーニングを行い、取得した（図１）。 

図１. 陽性化合物の同定 
２．研究の目的 
本研究ではこの陽性化合物群がなぜレポーター遺伝子の変異スプライス部位でスプライス部

位が正常であるときと同じようなスプライシングパターンを誘導できるのかを調べること、ま

た、その作用機構に関する分子レベルの解析、さらにこのような化合物が疾患原因変異を含む

モデル細胞のスプライシングに示す効果を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 
 化合物の作用解析では、類縁化合物を合成し、化合物のどの部位が重要かを調べ、より高活性

な化合物、もしくは構造は近いが活性を失った化合物を取得することがその後の解析を進める

鍵となる。本研究ではそのような化合物を有機合成の研究グループとの共同研究で合成し、細胞

をこれらの化合物で処理した場合の転写産物全体への影響を検討した。この比較により、レポー

タースプライシングへの効果と相関した転写産物の変化を検出することが可能となる。さらに、

その抽出してきたスプライシング調節活性と関係する転写やスプライシングへの影響の全体像

を既知の阻害剤と比較することで、作用点を推測することが可能になると考えた。 

 

４．研究成果 

 次世代シーケンサーを用いた RNA-seq 解析結果にさらにスプライシングパターンを抽出して

比較できるソフトウェアを適用して、化合物処理後のスプライシング変化を可視化した。その結

果、この化合物を処理して起こる転写産物のスプライシング変化の大多数がイントロンリテン



ションと呼ばれるタイプの選択的スプライシングの変動に集中していた（図２）。 

 イントロンリテンションは、スプライシングされるはずのイントロンが残ってしまう選択的ス

プライシングであるが、陽性化合物を処理すると、この残存することの多いイントロンが除去さ

れたアイソフォームが増加、すなわちスプライシングが起こりやすくなったとの結果になった。

これは一見すると、変異スプライス部位でも正常なスプライシングが起こりやすくなる現象と

似ているように感じられるが、他の解釈もある。今回の RNA-seq 解析には化合物処理 4時間後の

細胞全体から調整した total RNA を用いており、これは、例えば転写が停止した場合に同じ現象

が観察される可能性がある。すなわち、転写停止時には、スプライシングされてイントロンを含

まない成熟 mRNA の方が細胞内での寿命が長い

ため、相対的にイントロンを含むスプライシン

グ前の転写産物よりも細胞内での比率が高ま

り、結果的にスプライシングが亢進したように

見える可能性である。また、この陽性化合物が

以前に別のグループからの報告で mRNA の転写

を行う RNA ポリメラーゼの転写活性化に必要な

キナーゼである CDK9 の阻害活性が報告されて

おり 4、この阻害作用が転写抑制を誘導して、イ

ントロンリテンションの減少という結果が得ら

れたとの仮説が考えられた。             図２. RNA-seq の解析結果 

そこで、その他の CDK9 阻害剤についての RNA-seq データを公共データベースから取得し、そ

れらについても同じ解析パイプラインで処理して、同様のスプライシング変化が検出されるか

検討した。その結果、イントロンリテンションの減少が CDK9 阻害剤の total RNA-seq 解析に共

通して観察される現象であることが明らかになった。この結果は CDK9 阻害が陽性化合物のスプ

ライシングへの効果の作用点である可能性を示していることから、続いて他の CDK9 阻害剤が変

異スプライス部位を持つレポーター遺伝子のスプライシングにどのような効果を示すか検討し

た。その結果、スクリーニングで得られた陽性化合物以外の CDK9 阻害剤も変異スプライス部位

でのスプライシング回復活性を示すことが確認できた。しかし、その回復活性の程度は CDK9 阻

害の強弱とは相関がなく、CDK9 阻害剤の中でもばらつきが見られた。 

さらに CDK9 阻害が作用点であるかを調べるために、CDK9 やその補助因子である cyclin T1 を

ノックダウンした場合に陽性化合物の効果がどうなるかを検証したところ、他の CDK ファミリ

ー分子のノックダウンでは化合物効果との相互作用が見られなかったが、CDK9 や Cyclin T1 ノ

ックダウン時には化合物効果の減弱や増強といった相互作用が見られた。この結果は CDK9 活性

の阻害が陽性化合物のスプライシング調節活性と関係することを裏付ける。 

CDK9 による RNA ポリメラーゼ II のリン酸化はその C 末端のリピート領域に起こるもので、

そのリン酸化の有無が C末端を介した RNA ポリメラーゼ II の転写伸長活性と強く関係すること

が知られている。そこで、既知の CDK9 阻害剤と陽性化合物を処理した場合の RNA ポリメラーゼ

II の C 末端領域のリン酸化の変動を検討したところ、興味深いことに陽性化合物では RNA ポリ

メラーゼ II のリン酸化にそれほど顕著な影響は見られなかった。前述のレポーター遺伝子を用

いた実験でも複数の CDK9 阻害剤がスプライシング調節活性を示したが、その程度にはばらつき

があったことと考え合わせると、陽性化合物が CDK9 を阻害した場合に、リン酸化レベルが変動

してスプライシングにつながる因子は、当初想定された RNA ポリメラーゼ II ではない可能性が

示唆される。 

 本研究ではこれまでのスクリーニングで得られたスプライシング調節化合物の作用点を詳細

に解析し、その標的タンパク質が CDK9 であるところまで確認することができた。また、一般的

にはキナーゼには多数のリン酸化基質となる分子が存在し、CDK9 阻害剤によってもリン酸化が

変動するスプライシング関連因子が RNA ポリメラーゼ II 以外に存在する可能性が示せたことは

今後の展開を考えると重要な結果である。CDK9 阻害剤は転写への影響が大きく様々な副作用が

予想されるが、もしスプライシングに特化した CDK9 のリン酸化標的分子が見つかれば、その分

子の活性を調節することで、より特異性の高いスプライシング調節法につながる可能性が期待

される。また今後、この CDK9 下流のスプライシング調節因子を同定することで、動物細胞でス



プライス部位を選択する機構の解明も進むことが予想される。 
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