
東京医科歯科大学・難治疾患研究所・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(B)（一般）

2017～2014

mRNA前駆体の組織特異的転写後プロセシングの制御機構の解明

Regulation mechanisms for tissue-specific post-transcriptional pre-mRNA 
processing.

３０３２３７０２研究者番号：

黒柳　秀人（KUROYANAGI, Hidehito）

研究期間：

２６２９１００３

平成 年 月 日現在３０   ６ １２

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：転写とスプライシングの両方を制御する新奇因子LST-3が発現遺伝子のプロモーター
領域に結合することを明らかにし、共沈するタンパク質を多数同定して、スプライシング制御機構を明らかにし
た。線虫のトロポミオシンをコードするlev-11遺伝子の組織特異的選択的スプライシングパターンを明らかにし
た。線虫における選択的スプライシング制御機構についての総説を発表した。TU-tagging法による線虫での組織
特異的新生RNA標識法の課題を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We revealed binding regions of LST-3 genome wide and mechanisms for splicing
 regulation by LST-3. We have analyzed tissue-specific alternative splicing patterns of the lev-11 
gene, encoding tropomyosin, in C. elegans. We published a review article on alternative splicing 
regulation in C. elegans. We tried TU-tagging to label nascent RNAs in tissue-specific manners in 
living worms. 

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

mRNA 前駆体の選択的転写後プロセシン
グ：真核生物の mRNA 前駆体の選択的プロ
セシング（スプライシング、ポリ A 付加）は
タンパク質の多様性を創出する重要な遺伝
子発現機構である。ヒトの遺伝子の約 95%が
何らかの選択的プロセシングを受けて複数
の成熟 mRNA アイソフォームを産生してお
り、そのうちの多くが組織・細胞種特異的な
アイソフォームの発現パターンを示すこと
（Nature 456: 470, 2008）、さまざまな遺伝
性疾患や癌とスプライシング制御やポリ A
付加部位の異常が関連していることから、タ
ンパク質をコードする遺伝子の転写後プロ
セシング段階での遺伝子発現制御機構の解
明は発生生物学にとっても基礎医学にとっ
ても重要な課題である（Nat Rev Mol Cell 
Biol 14: 153, 2013）。 

 mRNA 前駆体の転写後プロセシングの制
御は配列特異的に結合する制御因子によっ
て行われており、ゲノム配列情報から主要な
組織のスプライシングパターンをある程度
の精度で予測できる（Nature 465: 53, 2010）。
近年、クロマチン構造やヒストン修飾などの
エピジェネティックな変化や RNA ポリメ
ラーゼ II（Pol II）による転写の速度が選択
的スプライシングに影響する例が報告され
ており、転写とプロセシングは密接に共役し
ていると考えられる（Cell 152: 1252, 2013）。
最近では、新生 RNA を細胞内で標識して大
規模シーケンス解析する global run-on アッ
セイ（Science 322: 1845, 2008）や nuclear 
run-on アッセイ（Science 339: 950, 2013）
により Pol II による転写や新生 RNA の動態
がゲノムワイドに解析できるようになった。
しかし、後生動物における組織特異的プロセ
シングの制御機構は主に培養細胞を用いて
解析されており、個体レベルで内在性遺伝子
の転写後プロセシングの進行を解析した報
告はほとんどない。 

転写後プロセシング研究のモデル生物とし
ての線虫：線虫（C. elegans）は体細胞数が
約 1,000 個と少ないがタンパク質遺伝子の約
25％で選択的プロセシングが起こると見積
もられており（Genome Res, 21: 342, 2011）、
転写後プロセシングによる遺伝子発現制御
機構の遺伝学的解析に適している。しかし、
個体の小ささゆえに解剖して組織ごとに
RNA を調製するのが困難なことから、選択
的プロセシングの発生段階依存性について
の報告はあるものの組織特異性について網
羅的に解析した例はまだない。 

選択的プロセシング研究における応募者の
研究成果：応募者は、10 ページにも記述する
ように、蛍光タンパク質を用いて、生物が生
きたまま選択的プロセシングパターンを可
視化する方法を開発した。そして、線虫をモ

デルとした遺伝学的、生化学的な解析により
組織特異的な選択的プロセシングの制御因
子として ASD-1, FOX-1, ASD-2, SUP-12, 
UNC-75, LST-3 を同定した。さらに、野生型
と制御因子変異体の mRNA の大規模シーケ
ンス（mRNAseq）解析により、ASD-1, FOX-1, 
UNC-75について標的エクソンをそれぞれ新
規に多数同定し、シスエレメントを同定した。
その結果、これらの因子はシスエレメントの
相対的位置によって制御因子の役割が異な
ることを見出した（図は RBFOX ファミリー
の ASD-1/FOX-1 の例）。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、mRNA 前駆体が組織特異
的に選択的プロセシングを受けて多様な成
熟 mRNA が産生されるための転写後プロセ
シング制御機構を個体レベルで明らかにす
ることを目的とする。そのために、モデル生
物である線虫を用いて、（１）各組織におけ
る組織特異的プロセシング制御因子による
mRNA 前駆体プロセシング制御機構の解析
と（２）Pol II と会合する新奇の制御因子
LST-3による転写と選択的スプライシングの
制御機構の解明を並行して進める。 

（１）においては、TU-tagging 法の導入に
より、線虫の生体における RNA の組織特異
的な標識法を確立し、線虫の組織特異的選択
的 mRNA プロセシングをゲノムワイドに明
らかにする。また、各組織における新生
mRNA 前駆体の転写後プロセシングを経時
的に解析する。 

（２）においては、LST-3 が結合するクロマ
チン領域をゲノムワイドに明らかにし、リン
酸化 Pol II による転写との関係を明らかにす
る。また、LST-3 と複合体を形成して協働し
て転写やスプライシングを制御する因子を
同定し、機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

Ａ．TU-tagging による線虫の生体における
RNA の組織特異的な標識法と濃縮法の確立 

Ｂ．線虫の組織特異的選択的 mRNA プロセシ
ングの網羅的な解析 

Ｃ．TU-tagging による新生 mRNA の組織特異
的な標識と転写後プロセシングの解析 
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Ｄ．LST-3 が結合するクロマチン領域のゲノ
ムワイドな同定および Pol II との関係の解
明 

Ｅ．LST-3 と生体内で複合体を形成し転写や
プロセシング制御で協働するタンパク質の
同定 

Ｆ．プロセシング制御因子による組織特異的
mRNA プロセシングの制御機構の解明 

Ｇ．LST-3 による mRNA 前駆体のスプライシン
グ制御機構の解明 

 

４．研究成果 

 計画 A-C として、T. gondii のウラシルホ
スホリボシルトランスフェラーゼ（UPRT）を
組織特異的に発現するトランスジェニック
線虫を作製して 4-チオウラシル（4-TU）添加
により新生 RNA を生体で組織特異的に標識・
濃縮する TU-tagging 法の確立と応用を目指
していた。T. gondii UPRT を体壁筋特異的ま
たは神経系特異的に発現する安定発現株の
作製までは順調に進んだ。しかし、線虫では
ショウジョウバエや哺乳類と異なり、UPRT を
発現していない野生型株でも短い標識時間
で4TUが全身に効率よく取り込まれてしまい、
計画どおりに新生RNAを組織特異的に標識で
きなかった。そのため、研究期間を延長して
この問題の解決に努めた。ウラシルの代謝経
路の酵素の相同遺伝子を線虫で検索し、可能
なものは変異体を Caenorhabditis Genetics 
Center (CGC)等から取り寄せ、4TU が新生 RNA
に取り込まれにくい変異体をスクリーニン
グした。そして、それらの二重変異体でさら
に UPRT を組織特異的に発現する線虫株を作
製したが、それでも短い標識時間で 4TU が効
率よく全身の新生RNAに取り込まれてしまっ
た。一方、抗がん剤でもある 5-フルオロウラ
シルが線虫に対して毒性を示すには食餌の
大腸菌の代謝酵素が関わっていると報告さ
れた（Cell 169: 442, 2017）ことからその
変異体大腸菌株を取り寄せて与えてみたが、
やはり短い標識時間で4TUが効率よく全身の
新生 RNA に取り込まれてしまった。そこで、
この計画については後継の科研費課題で引
き続き条件検討を行うこととした。 

 計画 Dとして、抗 LST-3 抗体によるクロマ
チン免疫沈降（ChIP）を行い、「先進ゲノム
支援」の支援を受けて大規模シーケンス解析
を行った。その結果、LST-3 は、転写抑制の
標的である lst-3遺伝子自身のプロモーター
領域だけでなく、ほぼすべての発現遺伝子の
プロモーター領域に強く結合することが明
らかとなった。また、スプライシング制御の
標的となる遺伝子だけでなく、ほぼすべての
遺伝子の本体部分にもある程度結合してい
ることが明らかとなった。 

 計画 Eとして、ホルムアルデヒド固定した
核からクロマチン画分を可溶化後に抗 LST-3
抗体で免疫沈降して質量分析を行い、LST-3
と共沈降したタンパク質を数十種類同定し
た。それらには、転写に関わる因子、スプラ
イシングに関わる因子、代謝に関わる因子な
ど多様なタンパク質が含まれていた。 

 計画 F として、組織特異的 mRNA プロセシ
ングの制御機構の解明を行った。線虫のトロ
ポミオシンをコードする lev-11 遺伝子のス
プライスバリアントを詳細に解析し、新たに
見出したエクソン 7a を含む新たなアイソ
フォームとして LEV-11O を同定し、頭部体壁
筋でのみ発現することを論文として発表し
た。また、lev-11 遺伝子のエクソン 4a/4b、
エクソン 5a/5c/5b、エクソン 9a の組織特異
的選択性についても蛍光スプライシングレ
ポーターを作製して明らかにし、論文を投稿
中である。これまでの研究成果や他の研究グ
ループからの論文報告を踏まえて、線虫の
mRNA プロセシング制御（組織特異性、発生段
階依存性、ノンコーディング mRNA の産生と
品質管理による発現量の制御、遺伝学的解析
方法、他の生物との比較など）についての総
説を発表した。 

 計画 G として、LST-3 のスプライシング制
御の標的である lst-3自身の遺伝子のエクソ
ン5のスプライシング制御機構の解析を行っ
た。エクソン 5の 5’スプライス部位は GA で
あったことから、作製したスプライシングレ
ポーターミニ遺伝子の当該部位の配列を GT
または GC に改変したところ、野生型背景
（LST-3 存在下）でも LST-3 によるスプライ
シング制御が見られなくなった。一方、新生
RNAを標識する核run-onアッセイでは、lst-3
変異体で lst-3遺伝子のイントロン 4と 5が
いずれも転写と共役して素早く除去されて
いることが明らかとなった。これらの結果か
ら、LST-3 は、弱いスプライス部位を持つエ
クソンが転写と共役してスプライシングさ
れるのを抑制することで適切なスプライシ
ング制御を可能にしていると考えられた。 

 LST-3 による転写とスプライシングの制御
機構については、上述の結果をまとめた論文
を執筆中である。 
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