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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂肪分化の過程で惹起される選択的スプライシングに着目した。スプラ
イシングの変動が脂肪分化を成立させる必須の現象であることを示し、RNAスプライシングを中心とした分化誘
導機構の解明を目指した。
オープンアクセスのRNA-seqデータを利用し、分化に伴ってスプライシングパターンが変動すると予測される遺
伝子を絞り込んだ。続いて、発現パターンのクラスター分類、各クラスターに含まれる遺伝子の機能分類などを
行い、分化に関連すると予測される遺伝子を抽出した。これら遺伝子のisoform発現をRT-PCRで検証し、脂肪分
化に伴いスプライシングアイソフォームの発現割合が変動する遺伝子を幾つか得た。

研究成果の概要（英文）：This study is designed to verify the essential roles of alternative splicing
 (AS) in the process of adipose differentiation and to establish the concept that RNA splicing is 
one of the adipose differentiation-modulators.
First, we extracted the genes that seemed their splicing patterns are fluctuating in the process of 
adipose differentiation, using open access RNA-seq data. Then, we performed a cluster analysis of 
gene expression patterns, and classifed the gene included in each clusters into its physiological 
functions. We inspected these “candidates” by RT-PCR, and obtained several genes that vary their 
splicing pattern during adipose differentiation.

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 
脂肪分化誘導の分子機構は、PPARγや
C/EBPαなどの Master regulator と呼ばれ
る分子の発現機構、それらの標的遺伝子の機
能解析、分化前後の遺伝子発現パターン解析
など、様々な観点から精力的に研究されてき
た。近年では、次世代シークエンスを用いた
大規模解析や、メタボローム解析などの網羅
的解析による新たな切り口・方法論からアプ
ローチする制御メカニズムの解明が注目さ
れている。このような解析方法の広がりから、
RNA プロセシングと分化誘導の関連につい
て、まだ多くの研究の余地を残しており、そ
の中でも RNA スプライシングを中心とした
分化誘導機構の解明は、新たな科学的知見を
もたらすと期待されている。 
 
２．研究の目的 
背景でも述べたように、脂肪分化を誘導する
キー分子の同定や機能解析を中心とした解
析はこれまでに盛んに行われてきた。本研究
では、脂肪分化・成熟の過程で惹起される選
択的スプライシングに着目した。スプライシ
ングの変動が脂肪分化を成立させる必須の
現象であることを示し、その解析結果をもと
に、分化誘導に伴うスプライシング変化を制
御する化合物や RNA 結合タンパク質を見出
すことも目的とした（図１）。 
 

 
 
 

（図１：研究目的の概略図） 
 
３．研究の方法 
脂肪細胞への分化・成熟過程における選択的
スプライシングの経時変化を捉えるため、分
化誘導過程のスプライシングパターン変動
の網羅的解析を行った。本研究では、マウス
由来の脂肪前駆細胞である 3T3-L1 を用いて、
分化誘導前（0 時間）、分化誘導後 24 時間と
48 時間の３つのタイムポイントでの遺伝子
発現変化を RNA-seq を用いて解析した。 
 
(1) RNA-seq による遺伝子発現解析 
RNA-seq データは、TopHat (v2.1.1)を用い
てアライメントした。Reference 配列には
Mus msculus genome Build 37.2 を用いた。
リードのアライメント結果と遺伝子アノテ
ーション情報を元に、Cufflinks (v.2.2.1)を用
いて各遺伝子の遺伝子発現量を推定した。ま
た、発現データの可視化には CummeRbund 
(v.2.22.0)を用い、時間経過に従って、有意に

発現差異を示し、かつ、それら遺伝子のアイ
ソフォームの発現バランスの変化が示唆さ
れた遺伝子を抽出した。 
 
(2) RT-PCR による遺伝子の発現検出 
上記（1）の RNA-seq 解析結果を元に、これ
ら遺伝子のアイソフォーム発現を RT-PCR
で検証した。本研究では、脂肪細胞への分化
誘導実験で汎用されている 3T3-L1 細胞を用
いた。また、脂肪への分化は、基本培地に
insulin、dexamethasone、IBMX (3-Isobutyl 
1-methylxanthine) の ３ 剤 を 添 加 し た
initiation step（48 時間）、さらに insulin の
みを添加した progression step（48 時間）を
経て maturation step（通常培地で培養）に
至らせ、分化を誘導する方法を採用した。 
 
４．研究成果 
(1) 時系列 RNA-seq 解析 
RNA-seq 解析により、5200 個の遺伝子に発
現差異が示唆された。この遺伝子群を 20 の
発現変動パターンに分類した（図２）。その
結果、時系列に従い、発現低下を示すクラス
タ群 (クラスタ 1, 2, 6, 9, 13, 17, 18, 19)が検
出され、それらクラスタには 1862 遺伝子が
含まれていた。また発現増加を示すクラスタ
(クラスタ 3, 7, 10, 11, 14, 15, 20)には 1641
遺伝子が含まれていた。これらそれぞれのク
ラスタに含まれる遺伝子群がどのような機
能に関連するのか、DAVID (v.6.7)を用いて
機能解析を行った。発現低下を示したクラス
タ群に含まれる遺伝子は Lysosome, actin 
binding, protein localization などに関連す
る遺伝子が多かった。一方で、発現増加を示
す ク ラ ス タ 群 に 含 ま れ る 遺 伝 子 は
ribonucleoprotein complex, M phase of 
mitotic cell cycle, RNA processing に関連す
るものが多かった。 
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（図２：p < 0.05 を満たす発現変動遺伝子の
クラスタリング） 
 
次に、これらのクラスタに含まれる各遺伝
子について、RNA-seq 解析結果を用いてア
イソフォームレベルでの有意な発現変動を
示す遺伝子を抽出したところ、3183 のアイ
ソフォームが１つ以上のタイムポイントで
有意な発現差を示すことが示唆された。 
これら、遺伝子レベル、アイソフォームレ
ベルでの発現変動結果を統合し、脂肪分化
の初期でスプライシングパターンが変動す
る可能性がある遺伝子を絞り込んだ（図３）。 
 

 
(図３：時系列における発現変動を示す遺伝
子Xのスプライシングアイソフォームの発
現変動図。各色ごと、一つのアイソフォー
ムを示している。) 
 
(2) RT- PCR による検証 
上述したように、脂肪分化のプロセスでスプ
ライシングアイソフォームの発現割合が変
動する遺伝子を抽出できたので、それら各遺
伝子のアイソフォーム発現を RT-PCR 法に
よって検証した。図４に示す結果はその一例
である。 

 
 
（図４：遺伝子 X のスプライシングアイソフ
ォームの発現量比） 
 
当初の計画では、分化誘導の過程において転
写レベルで発現が変化する RNA プロセシン
グに関連する遺伝子群を抽出し、その発現変
動とスプライシングアイソフォームの変動
が協調するような分子機構の解明を目指し
ていた。しかしながら、スプライシングアイ

ソフォームの変動とマッチングして発現が
大きく変動する RNA プロセシング関連遺伝
子は見出すことはできなかった。 
一方、遺伝子 X とは異なる様式でスプライシ
ングアイソフォームの割合が変動する遺伝
子 Y を見出した（図５）。 
 

 
 
（図５：遺伝子 Y のスプライシングアイソフ
ォームの発現量比とアイソフォームを区別
しない発現量） 
 
アイソフォームを区別しないプライマーで
PCR 反応させた産物が「Isoform 1+2」のバ
ンドに相当するが、これは分化誘導に伴って
転写が活性化し、遺伝子 Y の mRNA レベル
が増加していることを示す。このように転写
を介しながらある一方のスプライシングア
イソフォームの発現量を増加させる遺伝子
も存在することが判明した。 
 
今後は、遺伝子 X や Y を含め、分化誘導に伴
ってスプライシングアイソフォームが変動
する遺伝子に対して、それらの変動を制御す
る分子の同定を行っていきたい。研究計画で
は、このスプライシングを変動させるタンパ
ク質や化合物の同定まで解析する予定であ
ったが、上述したように、大規模解析から判
明した遺伝子変動が予想とは異なる結果で
あり、現在は、遺伝子 X や Y のスプライシン
グの変動を検出するツール作りの過程であ
る。研究期間で得られた結果・知見をもとに、
さらに解析を進め、研究目的である「分化誘
導時のスプライシングアイソフォーム変動
を制御することで、分化の成立に影響を及ぼ
すことができるか」を検証していきたい。 
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