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研究成果の概要（和文）：新生児期の脳は、時期領域特異的に精密なRNA代謝が行われている。近年、このプロ
セスが破綻すると発達障害につながることが示唆されている。これまでに我々は、脱ユビキチン化酵素USP15の
機能が破綻すると、スプライソソームの機能低下につながり、グローバルなスプライシングエラーを引き起こす
ことを見出してきた。本課題では、USP15破綻によって産生されるSparcl1変異体の解析を行い、Sparcl1異常と
小胞体ストレスの関連性を発見した。USP15やSparcl1は自閉症の責任遺伝子としても報告されていることから、
本研究成果は、RNA代謝のみならず発達障害のメカニズム解明にもつながると期待している。

研究成果の概要（英文）：RNA metabolism is regulated in timing- and region-specific manners. 
Recently, it has been reported that a defect in this process leads to developmental disorders. So 
far, we have found that loss of USP15 causes an abnormal spliceosomal function, leading to global 
splicing errors. In this study, we have focused on the Sparcl1 mutant produced by USP15 deficient 
brain and analyzed a link between Sparcl1 abnormality and ER stress. Since USP15 and Sparcl1 act as 
responsible genes for autism, we expect that our data provide a clue for understanding that underlie
 not only RNA metabolism but also developmental disorders. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題で検証を行ったUSP15とSparcl1は、双方とも自閉症の責任遺伝子として報告されている。その一方で、こ
れら遺伝子の異常がなぜ自閉症につながるのか明らかではなかった。本研究課題では、これら遺伝子の異常が、
小胞体ストレスの誘導につながることを新たに発見した。小胞体ストレスと発達障害の関連はほとんど解析が進
んでいないことから、本研究成果は、発達障害研究に対する新しい視点を提供できるのではないかと期待してい
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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
発達過程の脳では、時期領域特異的に正確なRNA代謝が行われている。このプロセスは、
複雑な神経回路を構築する上で、重要な役割を担う。実際、RNA代謝のプロセスが破綻す
ると自閉症など発達障害の発症リスク亢進につながることが知られている。 
 本課題を開始するにあたり、我々は自閉症責任遺伝子である脱ユビキチン化酵素USP15
が、スプライソソームの制御に関与することを見出していた。USP15 は、様々な細胞内シ
グナリングを制御することで炎症やストレス応答を調節することが知られている。まず、
USP15 の標的タンパク質をスクリーニングし、USP15 は Sart3 を足場として、U6 スプ
ライソソームの制御因子 TUT1 を脱ユビキチン化することを発見した。このことから
USP15 は、TUT1 や Sart3 と協調して、RNAスプライシングの制御に関わるのではない
かと考えた。そこでAffymetrix exon array でグローバルなスプライシング変化を解析し
たところ、RNAプロセシングに異常をきたす候補因子を複数同定することに成功した。こ
れら候補因子の中から、我々は、アストロサイト分泌タンパク質 Sparcl1/Hevin 遺伝子（以
下 Sparcl1）に着目した。Sparcl1 は主として細胞外マトリックスを構成するタンパク質
で、シナプス形成や細胞遊走に関与することが示唆されている。また Sparcl1 の遺伝子変
異は自閉症の発症リスク亢進にもつながることから、Sparcl1 は USP15-TUT1 カスケード
の下流に位置するタンパク質で、USP15 異常と発達障害発症の間をつなぐ有力な候補因子
になることが推測できた。 
 
 
２．研究の目的 
 
USP15 欠損によって産生される Sparcl1 スプライシング変異体が、発達期における脳構
築にどのような影響を与えるか解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
我々は、USP15 の機能欠損が TUT1 の脱ユビキチン化異常を引き起こし、グローバルな
スプライシングエラーを誘発することを発見した。本課題では、USP15 KOマウス脳から
同定した Sparcl1 変異体に着目し、この Sparcl1 変異体が USP15 欠損によって見られる
神経系の異常と関連性があるか以下の方法で検証を行った。特に、USP15 欠損によって生
じるストレス応答などが Sparcl1 変異体で観察される現象に関連付けられるか、詳細に観
察を行った。 
 
(1) USP15-TUT1 によるスプライシング制御の機能解析 
これまで申請者は、USP15 が TUT1を SART3 と協調して脱ユビキチン化することを見出
してきた。その一方で、TUT1 の脱ユビキチン化がどのようにしてスプライシング制御に
関わるか明らかにしていなかった。本課題では、USP15 による TUT1 の脱ユビキチン化
がスプライソソーム制御に対してどのような影響を与えるのか、培養細胞を用いて、分子
生物学的に解析した。 
 
(2) スプライシングエラーを起こしている Sparcl1 変異体の機能解析 
これまで申請者は、Exon array の結果から、Sparcl1 の C末端領域に異常があることを見
出していた。本課題では、3' RACEと RT-PCRを組み合わせ、Exon array で異常を示し
た領域近傍をUSP15 KO脳からクローニングし、DNA配列を同定した。また得られた変
異体の発現プラスミドを構築し、初代アストロサイトや初代神経細胞に導入し、細胞内動
態を観察した。 
 



(3) Sparcl1 変異体の生理機能の解析 
アストロサイトから分泌された Sparcl1 はシナプス形成を促進する働きがある。このこと
から、スプライシングエラーによって産生された Sparcl1 は、シナプス形成能に異常をき
たすのではないかと考えた。これを検証するため、in vitro の初代培養系を用いた評価系
構築を試みた。またシナプス形成に与える影響以外に未知の機能が存在しないか、検証を
行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) USP15-TUT1 によるスプライシング制御の機能解析 
USP15 がどのようにしてTUT1の機能制御に関わるか、分子生物学的に解析した。通常、
TUT1は核小体に局在することから、USP15 の脱ユビキチン化がTUT1の核局在を制御す
るか検証した。その結果、USP15 の過剰発現で TUT1 が核小体から核質へと移行するこ
とが示唆された。一方、USP15 KO MEF や USP15 shRNAによるノックダウン実験では
TUT1の局在に大きな変化は見られなかった、このことから、USP15 による TUT1の細胞
内局在の制御は、十分ではあるが必要ではないことが示唆された。このことは、USP15 以
外の因子もTUT1の局在制御に関わっていることが推測できる。次に、TUT1はスプライ
ソソーム構成因子である U6-snRNA の３’側にウリジンを付加して機能調節することから、
この TUT1 による修飾が U6-snRNA の安定化に寄与するのではないかと考えた。そこで
TUT1をノックダウンした細胞のU6-snRNA量を測定したところ、コントロールと比べて
優位に減少していた。以上の結果から、USP15 による T U T１の脱ユビキチン化は、
TUT1の核内局在を変化させ、U6-snRNAの安定化に寄与することが示唆された。 
 
(2) スプライシングエラーを起こしている Sparcl1 変異体の機能解析 
Exon array の結果から、USP15 KO 脳では、Sparcl1 の C末端側にスプライシング変異
が入っていることが示唆されていた。そこでどのように配列が変化しているか、3'RACE
法を用いた手法で解析したところ、Sparcl1 の C末端側に位置するEF hand を欠損した変
異体（Sparcl1ΔEF）とミトコンドリア呼吸鎖複合体の一つNdufa11 と融合した変異体を
同定した。 
 
(3) Sparcl1 変異体の生理機能の解析 
次に、これら Sparcl1 変異体がシナプス形成に関わるか、通常の培養細胞にこれら変異体
を発現させ、細胞外に分泌された Sparcl1 を精製し、これを初代神経細胞に添加してシナ
プス形成能を測定する実験系を計画した。この実験系を構築し、Sparcl1 変異体の機能解
析を試みようとしたところ、予想に反して、これらSparcl1 変異体は細胞外に分泌されず、
多くが小胞体に蓄積してしまうことがわかった。先行研究から、Sparcl1 の EF hand を欠
損した組換えタンパク質では、正常な折りたたみ構造を取らなくなることが報告されてお
り、今回見出した Sparcl1 変異体は小胞体でミスフォールドし、正常に分泌されなくなる
可能性が考えられた。そこでこれら小胞体に蓄積したこれら変異体が小胞体ストレスを誘
導するか検証したところ、小胞体ストレスマーカーであるBiP の発現が有意に上昇してい
た。またUSP15 KOの脳を観察したところ。過剰発現系と同様、BiP の発現亢進が認めら
れた。以上の結果から、USP15 異常によるスプライシングエラーによって産生された
Sparcl1 変異体は、小胞体に蓄積し、小胞体ストレスを誘発することが示唆された。 
 
 近年、小胞体ストレスが様々な発達障害に関係することが示唆されている。USP15 並び
に Sparcl1 も発達障害の責任遺伝子として知られていることから、今回見出した現象が、
小胞体ストレスと発達障害をつなぐ新しいメカニズムの一端になるのではないかと期待し
ている。 
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