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研究成果の概要：研究代表者らが開発した、蛍光タンパク質を利用した生体内選択的スプライ

シング可視化線虫作製技術を応用して、線虫 C. elegans の egl-15 遺伝子の筋特異的選択的スプ

ライシングおよび let-2 遺伝子の発生段階依存的選択的スプライシングの可視化に成功し、生体

における制御機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 

ヒトを初めとする多くの生物のゲノムプロ
ジェクトの成果から、たとえば哺乳類の全タ
ンパク質遺伝子数が約 2 万数千個程度と、当
初予想された数よりはるかに少ないことが分
かってきている。一方で、ゲノムには
microRNA など遺伝子発現制御の多様性を可
能にすると思われるnon-coding RNAが多数コ
ードされていることが明らかとなってきた。
したがって、多細胞生物の生体における転写
時や転写後のさまざまなレベルの遺伝子発現
制御の実態を個々の細胞レベルの解像度で解
析し、ゲノムの塩基配列に刻まれている発現
制御の分子機構を明らかにしていくことが、
高等生物の発生や細胞の分化に伴う遺伝子発

現制御の動的質的変化や多細胞生物の進化を
理解する上で重要になってくると考えられる。 

選択的スプライシングは、真核生物の多く
の遺伝子で見られる、ひとつの遺伝子から多
様なタンパク質を造り出す機構である。実際
に、多くの遺伝子で組織特異的や発生時期依
存的に制御された選択的スプライシングが観
察されること、選択的スプライシングにより
機能が異なるタンパク質が産生されることか
ら、選択的スプライシングが生物の複雑化、
多様化を可能にする重要な機構であると考え
られる。しかし、ヒトでは 2 万数千程度の遺
伝子から 10 万種類以上のタンパク質が産生
されており、近年の網羅的解析によりヒトで
はタンパク質をコードする遺伝子の 3 分の 2
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が何らかのmRNAアイソフォーム持つことが
明らかとなった。このことは、選択的スプラ
イシングの制御に関わり得る RNA 結合モチ
ーフを持つ遺伝子の数よりも実際に制御を受
けている標的遺伝子の数が圧倒的に多いこと
を意味しており、多くの標的遺伝子における
選択的スプライシングの制御機構に共通性や
協調性などの規則が存在することを予言して
いる。このように生体内の各細胞においてさ
まざまな遺伝子の選択的スプライシングを秩
序立てて制御する機構は”cellular codes”と総
称されるが、その分子的実体の解明がこれか
らの課題である(Nat Rev Mol Cell Biol 6: 386, 
2005)。 

従来、真核生物の選択的スプライシングの
制御機構については、試験管内におけるモデ
ル遺伝子のmRNA前駆体のスプライシングを
細胞核抽出液を用いて生化学的に解析する手
法や、培養細胞に遺伝子導入してモデル遺伝
子ミニ・ジーンのスプライシング・パターン
を解析するのが主流であり、生体における組
織特異性についての解析は遅れている。しか
しながら、選択的スプライシングが特殊な遺
伝子に限られたものではなく、広範な組織、
広範な遺伝子にさまざまな型の選択的スプラ
イシングが見られることから、より普遍的な
規則を見出すための方法論、生体における制
御機構を明らかにするための方法論が待たれ
ていた。 

我々は以前までに、生体における選択的ス
プライシング・パターンを細胞レベルでモニ
ターできるトランスジェニック線虫を作製す
ることで、各組織・細胞における選択性を生
体内でプロファイルできること、選択性の制
御に必要なシス・エレメントを同定できるこ
と、選択性を制御するトランス因子の変異体
を単離し原因遺伝子を同定できることを示し
た（Kuroyanagi et al, nature methods, 2006）。本
研究課題は、この成果を発展させ、より広範
に選択的スプライシングの制御機構の解明を
目指したものである。 

 
２．研究の目的 
 

選択的スプライシングの制御機構は、１つ
の標的遺伝子に複数のシス・エレメントが存
在し、一方で１種類の RNA 結合タンパク質
（トランス因子）が多数の標的遺伝子のシ
ス・エレメントに結合することによって、複
雑な制御を可能にしていると想定される。そ
こで、本研究課題では、我々のこれまでの研
究成果である生体内選択的スプライシング可
視化技術を適用する対象を拡大し、線虫で選
択的スプライシングが見られるさまざまな内
在性遺伝子群を基に、(1)約 20 遺伝子が存在す

る相互排他的エクソン型の選択的スプライシ
ングについてレポーター線虫を網羅的に作製
し選択性のプロファイリングを行うこと、ii) 
多数存在するカセット・エクソン型の選択的
スプライシングのうち発現特異性を示す遺伝
子についてレポーター線虫を作製し、選択性
のプロファイリングを行うこと、(2)選択的ス
プライシング異常の変異体をスクリーニング
し原因遺伝子を同定すること、(3)選択性を制
御するシス・エレメントを同定すること、を
網羅的に行い、このモデル多細胞生物の生体
における選択的スプライシングの制御機構の
実験的解明、言い換えれば”cellular codes”の可
視化と分子的実体の解明を行って、多細胞生
物における遺伝子発現の時間的空間的制御機
構を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 

(1)相互排他的エクソンの発現パターンの網
羅的プロファイリング：我々がこれまでに開
発した生体内選択的スプライシング可視化技
術を改良・応用して、より多くのモデル遺伝
子を基にレポーター線虫を作製し、選択的ス
プライシング・パターンのプロファイリング
を行う。線虫では約 20 種類の遺伝子で相互排
他的選択的エクソンが見られるが、この型に
は相互排他性を実現するために厳密な制御機
構が存在する可能性が高く、優先的・網羅的
にレポーター線虫を作製する。相互排他的エ
クソンによる選択的スプライシングの発現パ
ターンを網羅的に解析するために、レポータ
ー・ミニ・ジーンを網羅的に作製し、トラン
スジェニック線虫を作製する。 

(2)スプライシング変異体の単離と原因遺伝
子の同定：(1)で得られた組織または発生段階
依存性を示す選択的スプライシング・レポー
ターを用いて、蛍光タンパク質の発現の選択
性に異常を示す変異体を単離し、一塩基多型
（SNP）を利用した遺伝子のマッピングによ
り原因遺伝子の同定を行う。 

(3)選択性を制御するシス・エレメントの同
定：同属の複数の種におけるゲノム配列の保
存性から発現制御に必須のシス・エレメント
を予測し、欠失や点置換を導入したミニ・ジ
ーンを作製してトランスジェニック線虫を作
製し、選択的スプライシングに与える影響を
解析して、シス・エレメントを実験的に同定
する。 

(4)原因遺伝子産物とシス・エレメントの関
係の解析：(1)で同定した制御因子が RNA 結
合タンパク質であれば、(3)で同定したシス・
エレメントに直接結合するか、放射性同位元
素標識した RNA と組換えタンパク質を用い



 

 

て試験管内で確認する。 

 
４．研究成果 
 
(1) 組織特異的な egl-15 遺伝子の選択的スプ
ライシングの制御機構 

背景：egl-15 は線虫で唯一の FGF 受容体を
コードする遺伝子で、相互排他的なエクソン
5A と 5B の使い分けによって、線虫に 2 種類
存在する FGF (EGL-17 および LET-756)とのリ
ガ ン ド 結 合 特 異 性 が 規 定 さ れ 、
EGL-17/EGL-15A と LET-756/EGL-15B は異な
った機能を発揮する。 

本研究で作製した egl-15 選択的スプライシ
ング・レポーターでは、筋組織は 5A 型（RFP）
を、上皮系や神経系などそれ以外の組織は 5B
型（GFP）を主に発現し、組織特異的選択性
を示した（図１）。 

 

 

 

図１. egl-15 選択的スプライシング・レポーター線虫 

制御因子の同定：上述の組織特異性の制御
機構を解明するために、変異体のスクリーニ
ングを行い、筋における選択性がエクソン 5A
型から 5B 型に変化した変異体を多数得た。そ
して、遺伝子マッピングとクローニングの結
果、Fox-1 ファミリーに属する RNA 結合タン
パク質 ASD-1 (Alternative-Splicing-Defective-1)
および FOX-1 と、筋組織特異的 RNA 結合タ
ンパク質SUP-12の3種類が制御因子を同定し
た。さらに、これらのスプライシング変異体
は、egl-15(5A)特異的変異体や egl-17 変異体と
同じ表現型（性筋芽細胞の移動異常による陰
門筋の形成不全と産卵障害）を示したことか
ら、これらの RNA 結合タンパク質による組織
特異的選択的スプライシング制御によって内
在性 EGL-15 のリガンド特異性が規定されて
いること確認された。 

シス・エレメントの同定：組織特異的に制
御されるエクソン 5A の上流のイントロン 4
に、線虫類に保存された 2 つの配列 UGCAUG
と GUGUG が存在することから、ミニ・ジー
ンの対応する配列にそれぞれ変異を導入した
ところ、スプライシング変異体同様に筋にお
けるエクソン 5A 選択性に異常を示し、いず
れも組織特異性に必要なシス・エレメントと
同定された（図２）。さらに、試験管内で
ASD-1/FOX-1 と SUP-12 は UGCAUG と
GUGUG にそれぞれ特異的に結合することを

確認した。 

 

 

 

図２.Fox-1 ファミリーと SUP-12 による協調的制御 

egl-15 選択的スプライシング制御のモデ
ル：筋では、ASD-1/FOX-1 と SUP-12 が協調
してイントロン4に結合してエクソン5Bを抑
制し、下流のエクソン 5A が選択される（図
３左）。制御因子の変異体では抑制が不十分で、
エクソン 5B が選択される（図３右）。 

 

 

 

 

 

 

 

図３.Fox-1 ファミリーと SUP-12 による協調的制御 

この研究成果の意義：これらの制御因子の
発現を解析すると、筋組織でのみ 3 者が共通
して発現しており（図４）、腸や神経には
ASD-1/FOX-1 の発現はあるものの egl-15 の制
御には不十分であることが分かった。この研
究は、複数の RNA 結合タンパク質と複数のシ
ス・エレメントの組み合わせが揃うことによ
って選択的スプライ
シング制御の標的遺
伝子とその組織特異
性が厳密に決まるこ
とを示す好例となっ
た。 

図４.Fox-1 ファミリーと SUP-12 の組織発現 

＊この研究成果は Nature Methods, 2006 およ
び Mol Cell Biol, 2007 に発表した。 

 

(2) 発生段階依存的な let-2 遺伝子の選択的ス
プライシングの制御機構 

let-2 遺伝子は基底膜を構成するコラーゲン
IV のα2 鎖をコードし、エクソン 9 と 10 は相
互排他的で発生段階依存的に制御される。す
なわち、胚期には 9 型のみが発現し、発生が
進むに連れて徐々に切り替わり、成虫期は 10
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型のみが発現する。 

本研究で作製した
let-2 選択的スプライシ
ング・レポーターでは、
胚では 9 型（GFP）の
みを発現しているが、
発生段階依存性を再現
して徐々に色が変わり、
成虫では 10 型（RFP）
のみを発現した（図５
上）。 

図５.let-2 選択的スプライ

シング・レポーター線虫（上）と asd-2 変異体（下） 

制御因子の同定：上述の let-2 レポーターが
成虫になっても胚型（GFP）が優勢の発現を
示す変異体を単離し（図５下）、遺伝子マッピ
ングの結果、制御因子として STAR ファミリ
ー RNA 結 合 タ ン パ ク 質 ASD-2 
(Alternative-Splicing- Defective-2)を同定して命
名した。 

シス・エレメントの同定：let-2 レポーター・
ミニ・ジーンの改変により、イントロン 10 上
の CUAAC リピートが胚型から成虫型への発
生段階依存的な切り替えに必要なシス・エレ
メントであることを見出し、さらに、ASD-2
とこの CUAAC リピートの試験管内での特異
的な結合を確認した。 

プロセシング中間体の同定：let-2 遺伝子の
エクソン 8 から 11 に着目すると、mRNA 前駆
体からエクソン 9型または 10型の成熟mRNA
ができるには、図６のように、選択的エクソ
ンの上流と下流のイントロンが除かれる 2 度
のスプライシングを必要とする。そこで、1
つのイントロンのみが除去された 4 種類の
「プロセシング中間体」の量を、放射性同位
元素を利用した RT-PCR で定量し、野生型と
asd-2 変異体で比較した。その結果、胚期では
エクソン 9から 11へスプライシングした中間
体のみが検出されること、野生型では成虫期
にエクソン 10 から 11 へスプライシングした
中間体に切り替わること、asd-2 変異体では、
成虫期でも、胚型の中間体が主要であること

がわかった。 

制御のモデル：let-2 の相互排他的選択的ス
プライシングでは、選択的エクソンの下流の
イントロンが先行して除去される。胚ではエ
クソン 9と 11の間でスプライシングが起こり
（図７左）、成虫期では、ASD-2 のはたらきに
よりイントロン 10 の除去が促進される（図７
右）。 

図７.let-2 選択的スプライシング制御のモデル 

研究成果の意義：この研究は、スプライシ
ング部位の相対的な強弱や制御因子によるス
プライシングの促進機構が連動してイントロ
ン除去の順序を制御することによりスプライ
シング・パターンの厳密な切り替えが実現し
ていることを、遺伝学的な実験系で、内在性
の遺伝子を用いて初めて明確に示したもので、
mRNA プロセシングの運命決定過程の解析に
道を拓くものである。 

＊この研究成果は Genes Dev, 2008 に発表し、
同年 3 月号の Nat Rev Genet.および Nat Rev 
Mol Cell Biol. に そ れ ぞ れ RESEARCH 
HIGHLIGHTS として紹介された。 
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