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研究成果の概要（和文）：中枢神経系において選択的スプライシングを制御するメカニズムに注目し、時空間的
に選択的スプライシングを制御するRNA結合タンパク質SAM68とSAM-like molecule (SLM)のスプライシングプロ
グラムの解明を行ってきた。網羅的解析によって、SAM68に特異的なスプライシング傾向として3’UTRを含んだ
exonが強く変動することがわかった。シナプス形成因子IL1RAcPは3’-endプロセシング異常により分泌型フォー
ムとなってしまうことで、欠損マウス脳においてIL1RAcP依存的なシナプス集積能の低下やIL1シグナルに依存的
な神経可塑性に異常をきたすことを明らかにした (投稿中)。

研究成果の概要（英文）：Neuronal alternative splicing is dynamically regulated in a spatiotemporal 
fashion. We previously found that STAR family proteins (SAM68, SLM1, SLM2) regulate spatiotemporal 
alternative splicing in the nervous system. However, the whole aspect of alternative splicing 
programs by STARs remains unclear. Here, we deciphered the alternative splicing programs of SAM68 
and SLM1 proteins using transcriptomics. We found that SAM68 controls alternative 3’UTR exons. 
SAM68 is necessary for proper 3’UTR isoform selection of a novel target, interleukin 1-receptor 
accessory protein (Il1rap), through alternative last exon (ALE) usage. The ALE usage results in two 
variants encoding different isoforms, a membrane-bound (mIL1RAcP) and a soluble (sIL1RAcP) type. 
SAM68 knockout causes conversion from mIL1RAcP into sIL1RAcP in the brain, which significantly 
disturbs IL1RAcP function. Thus, we uncovered the critical role in proper selection of alternative 
3’UTR isoforms by the SAM68 splicing program.

研究分野： 神経化学
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１．研究開始当初の背景 
転写調節から RNA プロセシング、翻訳制御
までに至る RNA 情報の発現制御は遺伝子発
現の多様的出力の重要な仕組みの一つであ
り、生物が進化の過程で高次機能を獲得する
上で充実させた仕組みの一つであると考え
られる。これまで申請者は神経系における
RNA 情報発現系について研究を行ってきた。
近年、申請者が遺伝子情報の多様化に特に重
要な RNA 制御として注目してきたのがスプ
ライシング機構である。哺乳類のシナプス形
成に必須のタンパク質として知られる
Neurexin は 3000 種類以上のバリアントをも
ち、スプライシング活動によってタンパク質
間の多様かつ特異的相互作用が生み出され
ることが知られる(Boucard et al., 2003; Chih 
et al., 2005) 。申請者は近年 STAR ファミリ
ーに属する RNA 結合タンパク質 SAM68 と
SAM-like Molecule (SLM) が Neurexin の時
空間的な選択的スプライシングのキーファ
クターであることを明らかにし (Iijima et al., 
2011 & 2014) 、シナプスタンパク質の多様性
がシナプス結合の特異性やシナプス可塑性
に強く関わっていることを示唆してきた。生
命情報の多様化に最も密接な選択的スプラ
イシングは多彩な神経機能を創出する重要
な要素と推測され、同時に本研究はスプライ
ス多様性の普遍的な理解に繋がるものと信
じ、本助成を申請するに至った。 
 
２．研究の目的 
高等動物の脳は約 1000 億個にも及ぶ多様な
神経細胞がネットワークを築き、複雑な同期
によって高次活動が営まれる典型的な臓器
である。しかしながら、僅か 2 万個程度とい
う限られた遺伝子数によってどのようにこ
の複雑な生命現象が制御されているのかは
未だに大きな議論を残すところである。申請
者は神経細胞における遺伝子産物の多様化
を生み出す RNA の選択的スプライシングに
注目し、これまでに神経細胞間のシナプス形
成に重要な接着分子の時空間的スプライシ
ングを制御する RNA 結合タンパク質、
SAM68 と SLM1 および SLM2 を同定した。
本研究では、 
(1) これら上記の分子によって時空間的に制

御される選択的スプライシングのメカニ
ズムを明らかにし、スプライシング活動
によって生み出される生命情報の多様性
と複雑な脳機能との関連性について検討
した。 

(2) スプライシング異常に起因する生命情報
の多様性の変化によっておこる精神・神
経疾患の病態解明をめざした。 

 
３．研究の方法 
本研究ではこれまで申請者が世界をリード
して行ってきた神経系に特異的な２つのス
プライシング活動に焦点を当てた。それぞれ
のスプライシング機構の制御因子STARファ

ミリー (SAM68, SLM1, SLM2)のノックアウ
トの解析と標的 RNA 群の同定をメインに行
い、網羅的なスプライシングプログラムの解
析と合わせ、神経回路の特異的形成能、シナ
プスの可塑的変化などを指標としてスプラ
イス多様性の機能的側面のリードアウトを
試みた。生化学・細胞生物学的手法のみなら
ずバイオインフォマティクス、またノックア
ウトマウスなどを用いた形態・生理レベルで
のアプローチを多分に取り入れ、分子・細胞
レベルのみならず組織・個体レベルで神経系
におけるスプライス多様性と生理意義につ
いて多角的に解析を行った。 
（方法 1）神経活動依存的および組織・細胞
種特異的な時空間的スプライシングの生理
的意義の解明 
 脳内で特定の組織・神経細胞に限局して発
現する SLM1 と SLM2 は、組織・細胞サブタ
イプ特異的なスプライシング制御に関与す
る (Iijima et al., 2014)。このことから、神経
細胞タイプにおける個性決定、特異的回路形
成を担うことが予想され、これに関わる表現
型をスクリーニングした結果、SAM68/SLM1
ダブルノックアウトマウス小脳において特
定の神経回路の特異的な形成に顕著な異常
を発見し、特定の細胞種に特異的なスプライ
シング多様性がシナプス接着の領域特異性
に強く関与していることを示唆する有力な
手がかりを得た (未発表データ)。このような
ノックアウトマウスの神経系における表現
型のスクリーニングと平行して、以下の研究
方法に示す標的 pre-mRNA の網羅的解析情
報から異常を引き起こす原因となりうる基
質 RNA を生化学的、細胞生物学的手法によ
り同定を試みた。 
（方法 2）神経活動依存的および組織・細胞
種特異的な時空間的スプライシングプログ
ラムの同定 
(1)  小脳顆粒細胞において脱分極誘導され
る選択的スプライシングプログラムの網羅
的検索 
 これまでシナプスタンパク質をコードす
る複数の pre-mRNA が神経活動依存的に選
択的スプライシング制御を受け、成熟脳での
シナプス可塑性に強く関与していることが
示唆されてきたが、(Xie & Black, 2001) 、ど
れだけの神経系分子がこのような制御を受
けるのかシステマティックに解析された例
はまだない。そこで本研究においては、より
網羅的に神経活動によってスプライシング
変化が誘導される pre-mRNA 群を解析する
ため、培養小脳顆粒細胞を薬理的に脱分極さ
せて、そのスプライシング変化を次世代シー
クエンス (NGS) と exon array を用いて調べ
た。この中から特にシナプス形成、伝達、特
異的結合などに重要と思われる分子に注目
し、その新規スプライシング変化について取
り上げ、これについて分子生物学的アプロー
チで解析を行った。 
(2) 時空間的な選択的スプライシングに関わ



る STAR ファミリーの標的因子の同定  
これまで時空間的に選択的スプライシング
を制御するメカニズム、特にスプライシング
因子についてはほとんど明らかにされてい
なかったが、最近申請者はそのキーファクタ
ーとして SAM68, SLM といった RNA 結合タ
ンパク質 STAR ファミリーを同定した 
(Iijima et al., 2011 & 2014) 。SAM68/SLM1
のさらなる機能解明のため、標的 pre-mRNA
群を次世代シークエンス  (NGS) と exon 
array によって同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 神経系における時空間的スプライシング
調節因子 SAM68/SLM1 のスプライシングプ
ログラムの解読と機能の解明 
○1  SAM68 特異的な mRNA 非翻訳領域の多
様性の制御 
SAM68/SLM の支配する時空間的スプライシ
ングプログラムの全容解明のため、一昨年度
に exon array をベースに RNA-seq を組み合
わせたトランスクリプトーム解析によって、
これらRNA結合タンパク質の標的RNAの網
羅的検索を行った。その結果、SAM68 に特
異的なスプライシングイベント全体的な傾
向として 3’UTR を含んだ exon が強く変動
し、SAM68 欠損マウスでは mRNA の 3’UTR
の長さ、あるいはタンパク質レベルで C 末端
側の長さの異なったアイソフォームができ
る傾向があることがわかった。そのなかで、
シナプス形成因子である Ig ドメイン型膜タ
ンパク質 IL1RAcP は 3’-end プロセシング
異常により分泌型フォームとなってしまう
ことで、SAM68 欠損マウス培養神経細胞に
おいて IL1RAcP 依存的なシナプス集積能の
低下や IL1 シグナルに依存的な神経可塑性に
異常をきたすことを明らかにした (投稿中, 
図表１参照)。 

[図表１] SAM68 ノックアウトマウス脳にお
ける IL1RAcP のスプライシング異常と神経
機能障害のモデル 
脳における IL1RAcP は膜型接着因子であり、プレ
シナプス側の接着因子 PTPとの相互作用で興奮
性シナプス形成を誘導する。また IL-1 および IL1
受容体との相互作用により NMDA 受容体依存的
なシナプス可塑性に関わる。SAM68 ノックアウト
マウスでは 3’UTR exon のスプライシング選択の
異常により atypicalな分泌型産物となり、IL1RAcP
に依存的なシナプス誘導能とシナプス可塑性が阻

害される。 

○2  SAM68/SLM1 スプライシングによる神
経細胞タイプ特異的な神経回路の制御 
SAM68 と SLM1 は小脳で発現が豊富で、特
にプルキンエ細胞に強く発現する。申請者ら
はこれまで SAM68/SLM1 の小脳プルキンエ
細胞の軸索起始部 (AIS) に投射する抑制性
シナプスの形成不全を見つけてきた。本研究
で exon array と RNA-seq の結果から、その
原因の一つが Ankyrin-G のスプライシング異
常にあることを見いだした。しかしながら、
このエキソン挿入の意義は理解されておら
ず、現在 CRISPER/Cas9 システムによって
この Ankyrin-G 遺伝子中のエキソンの定常的
ノックインとノックアウトの作成を試みて
いる。 
(2) 新たな神経活動依存的スプライシング制
御メカニズムの発見 
Neurexin AS4 の選択的スプライシング変化
が神経活動により誘導されることを明らか
にし、このキーファクターとして RNA 結合
タンパク質 SAM68 を同定してきた (Iijima et 
al., 2011)。さらに本研究では、小脳顆粒細胞
において神経活動依存的なスプライシング
制御を受ける新たな興味深い RNA 分子とし
て Neurofascin (Nfasc) を同定した。脱分極
刺激による神経活動亢進によって成熟神経
細胞に特異的なアイソフォーム Nfasc186 が
誘導されることを発見し、さらにこの制御因
子としてRNA結合タンパク質Rbfox1を同定
した。Rbfox1 はカルシウム流入によって神経
細胞内の局在が変化し、核内に強く集積する
ことで Nfasc186 の生成が亢進されることを
明らかにした (Suzuki et al., 2017, 図表２)。 

[ 図 表 ２ ] Rbfox1 に よ る Neurofascin 
pre-mRNA の神経活動依存的なスプライシン
グ制御 
Nfasc186 は成熟神経細胞に存在するアイソフォ
ームであるが、小脳顆粒細胞にはほとんど存在し
ない。しかしながら、脱分極刺激による神経活動
の亢進によって exon26-29 が挿入され Nfasc186
が誘導される。Rbfox1 はこの制御因子であり、カ
ルシウム流入とその下流の Erk/MAPK シグナルを
介して Rbfox1 が核内へ移行し凝集することによ
ってこのスプライシング変化が引き起こされる。 
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