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研究成果の概要（和文）：カルシウムシグナルはセカンドメッセンジャーとしてよく知られているが、そのシグ
ナルの一部は核に伝えられて特異的な遺伝子群の転写を促進する。しかし、選択的スプライシングに関わるかに
ついて知見はなかった。選択的mRNAスプライシングは、遺伝子がコードする数以上のタンパク質を生み出す仕組
みであり、生物の高等化に伴ってその数は増加する。本研究では、カルシウムシグナルによる選択的スプライシ
ング制御を検証した。

研究成果の概要（英文）：Calcium signaling is well known as a second messenger in the cell. Part of 
the signal is delivered into the nucleus and evoked the specific set of gene transcription. However,
 there is no information whether calcium signaling affect the regulation of alternative mRNA 
splicing at the genome wide revel. Alternative mRNA splicing produces more proteins than genes 
encoding proteins. The use of alternative mRNA splicing becomes frequent when living organisms 
acquire a complexity in their body. In this study, the regulation of alternative mRNA splicing was 
examined when calcium signaling was induced.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カルシウムシグナルはセカンドメッセンジャーとして細胞代謝、遺伝子発現に影響を与える。しかし遺伝子がコ
ードする数以上のタンパク質を生み出す仕組みである選択的mRNAスプライシングに影響を与えるかについて分か
っていなかった。今回の研究は、カルシウムシグナルが選択的mRNAスプライシングにどのような影響を持つかを
明らかにすることによってこれまでにない新しい概念を提示でき、他のセカンドメッセンジャー研究にも影響を
及ぼすことが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
 
(1) Ca2+シグナリングと遺伝子発現 

	 Ca2+は、刺激をきっかけとして細胞外や小胞体から細胞質に流入することにより細胞内情報

伝達を制御するセカンドメッセンジャーである。細胞内の Ca2+濃度の変化は幅広い細胞応答

へとつながっており、Ca2+シグナルの一部は、核に伝えられて特異的な遺伝子群の転写を促進

する。これまで Ca2+シグナルによる遺伝子発現はもっぱら転写のレベルで解析されてきた。 

 
(2) 遺伝子発現と選択的スプライシングの意義 

	 mRNA の選択的スプライシングは、ゲノムにコードされる遺伝子の数を遙かに超えた数の

タンパク質を発現させるメカニズムであり、選択的スプライシングを受ける遺伝子の数（割

合）は、生物の高等化や複雑化に伴って多くなる（図１）。特に、ヒトでは 70％以上の遺伝

子において選択的スプライシングが起こる。また、ヒト遺伝病の 20−50％はスプライシング

の異常に起因し、筋ジストロフィーや筋萎縮性側索硬化症といった難治性疾患も選択的スプ

ライシングの破綻による RNA病である（Nat. Rev. Gen. 17, 19-32, 2016など）。このため選択

的スプライシング機構の解明は、生物進化の理解やヒト遺伝病の原因究明や治療法開発の鍵

となる。選択的スプライシングに関わる因子は既に多数見いだされているが、いまだ統一的

な概念の提唱には至っていない。加えて、Ca2+シグナルと mRNA 選択的スプライシングを結

びつける知見はこれまでにはなかった。 

 

(3)	申請者のこれまでの研究と研究構想に至った経緯	

	 申請者は、mRNAプロセシングに関する研究を行ってきた。その研究過程で、mRNAスプライ

シングを制御する U2AFと相互作用する因子として CHERPを同定した。CHERPをノックダウン

すると、通常は細胞質に局在する mRNAが核内に滞留した。さらに、IP3R1 mRNAの選択的スプ

ライシングパターンが体細胞型から神経細胞型に変化した。そこでエキソンアレイ解析を行い、

CHERP が筋萎縮性側索硬化症(ALS)などの疾患関連遺伝子を含む様々な遺伝子の選択的スプラ

イシングを制御していることを観察した。次いで免疫沈降と質量分析からは、CHERP が U2AF

だけでなく３’スプライス部位を決定する U2 snRNPとも強く相互作用することを見いだした。

さらに重要なことに、CHERP は Ca2+代謝に関わる因子として同定されてきたことから、Ca２＋濃

度を変化させると相互作用する因子が変化した（図２）。これら一連の解析から、CHERPは、単

に選択的スプライシングを制御する因子ではなく、Ca２＋シグナルと連動して選択的スプライシン

グを制御する新規因子と考えている。現在考えている CHERP	 による選択的スプライシング制御

のモデルは、「Ca2+シグナルに応答してCHERPはU2 snRNPやU2AFとの相互作用からヒストンへ

と相互作用因子を変えることで、３’スプライス部位選択を制御する新規原理」を考えている。こ

れは外界からの刺激に応答して選択的スプライシングを制御するという従来にない全く新しい概

念で選択的スプライシングを作動させる原理である。 



２．研究の目的 
	 本研究は、第１に、細胞内 Ca2+シグナリングによる CHERPを介した選択的スプライシング
制御の原理を明らかにすることで、シグナル伝達経路と選択的スプライシングとのクロストー
クを通した遺伝子発現制御に新規概念を導入することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物細胞株と細胞培養法 
	 培養細胞は、56℃で 30分間非働化した FETAL BOVINE SERUMを 10％添加した DMEM（High 
Glucose）（Wako社）を用いて 37℃、5％CO2で培養した。また、ヒト培養細胞株として、ヒト
骨肉腫由来 U2OS細胞を使用した。 
 
(2) RNAiによるノックダウン 
	 RNAiは Stealth RNAi siRNA (invitrogen社) を用いて、Lipofectamine2000 (invitrogen社) により
細胞導入した。導入後、48時間 37℃で培養した。 
本研究で用いた CHERP siRNAは CHERP遺伝子の 5′UTR領域を認識する。 

 
(3) 培養細胞からの total RNA抽出法 
	 培養細胞を回収し、Sepasol-RNA I Super G （ナカライテスク社） を 1ml加え、ボルテック
スミキサーで 2分間攪拌後、5分間室温に静置した。次に 200μl クロロホルムを加え転倒混和
し、3 分間室温で静置した。次に室温、14000rpm、20 分間遠心して、上層（水相）700ml を収
集した。等量の 2-プロパノールと 3M NaOAcを 50μl加え、転倒混和して室温で 10分間静置
した。15000rpm 4℃で 10分間遠心し、上清を除いた。そこへ 75%エタノールを 1ml加え、ゆっ
くりと撹拌し懸濁した。15000rpm 4℃で 6分間遠心し、上清を除いた。沈殿を乾燥させ、RNA
用の waterに再溶解した。その後 DNaseI処理を行い、ゲノムに由来する産物を完全に消化して
total RNAを抽出した。 
 

(4) 逆転写反応 
抽出した total RNAを鋳型として、Rever Tra Ace（TOYOBO社）を用いて逆転写 PCRを行っ

た。プライマーには Random primer (9 mer)（TOYOBO社）を用いて cDNAを合成した。 
 
(5) PCR反応 
	 合成した cDNAを鋳型として、プライマーを用いて KOD plus（TOYOBO社）もしくは KOD 
FX NEO（TOYOBO社）により PCRを行い、評価した。 
 
(6) リアルタイム PCR法 
	 調製した total RNAを鋳型として、後述の方法で cDNAを合成した。合成した cDNAをテン
プレートとして、Thunderbird SYBR qPCR Mix（TOYOBO社）を使用してリアルタイム PCRを
行った。 
 

(7) 次世代シーケンス解析 
	 U2OS細胞を 24時間培養後、各因子を siRNAでノックダウンした。ノックダウン後 48時間
で total RNAを抽出した。Nano dropによって total RNAの濃度を測定した。次いで、アガロー
スゲル電気泳動によって RNAの状態が良いサンプルを選んだ。その後はシーケンス解析に出し、
結果をゲノム状にマッピング、rMATS等の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CHERPノックダウン効率の確認 
 Ca2+による選択的スプライシング制御は CHERP を介したものであると考えている。そこで
CHERPが制御する選択的スプライシングを解析するために CHERPノックダウンの効率を確認
した。細胞より totalRNA を回収して、逆転写反応を行なったのち、リアルタイム PCR を実施
した。その結果、CHERP のノックダウンは約 90％であることを観察した。これはノックダウ
ンの効率として十分であると判断されたので、引き続いて次世代シーケンス解析を行うサンプ
ルとした。 
 
(2) 次世代シーケンス解析による CHERPが制御する選択的スプライシングの解析 
	 次世代シーケンス解析データをゲノムにマッピングし、解析が良好であることを確認した。
ついで、選択的スプライシングを解析する rMATSにて CHERPノックダウンによる影響を観察
した。その結果、典型的な選択的スプライシングの変化において、すべてが影響を受けていた
（図３）。CHERP による選択的スプライシング変化を確認したので、今後詳細な解析を行うこ
とにしている。 
 
(3) Ca2+により発現が変化する遺伝子の検索と Ca2+による誘導条件の検討 
	 Ca2+により発現が誘導されるPPP1R15A や HSPA5 といった mRNAが報告されている（Autophagy, 



10:1475-90 (2013)）。この報告を元に、Ca2+による誘導条件の検討を行なった。その結果、タプ
シガルジン、A23187において良好な条件を見出した。見出した条件にて細胞を刺激し、totalRNA
を回収した。このサンプルを次世代シーケンス解析に供した。現在、解析中である。 
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