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研究成果の概要（和文）：選択的スプライシングは、熱ストレス応答に重要な役割を担うと考えられるが、その
制御機構や生理的役割については多くの未解明な問題が存在する。ヒトtnrc6a遺伝子における熱ストレス応答性
スプライシング制御をモデル系とし、制御因子として同定したSRSFタンパク質について、リン酸化-脱リン酸化
制御を介した選択的スプライシング誘導に重要な役割を担うアミノ酸配列を同定するとともに、新規の熱ストレ
ス応答性の選択的スプライシングや、制御因子の同定を行った。また、ゼブラフィッシュにおいて、熱ストレス
応答性の選択的スプライシングを可視化するレポーター系を構築し、その改良を進めている。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that alternative splicing of various genes is regulated in
 response to heat stress in mammalian cells. Our previous study identified RNA-binding proteins 
required for the splicing regulation of human hsp105 and tnrc6a genes upon heat stress. However, it 
has been remained to fully solve the mechanism how the heat stress-responsive alternative splicing 
is regulated by the RNA-binding proteins such as hnRNPK and SRSF proteins. In the present study, we 
have identified the amino acid motif of the SRSF proteins, necessary for inducing the heat 
stress-responsive splicing in mammalian cells. In addition, we are constructing a reporter system to
 visualize the heat stress-responsive alternative splicing with high sensitivity in zebrafish.

研究分野： 分子生物学、発生生物学

キーワード： 遺伝子発現　熱ストレス　選択的スプライシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞は各種ストレスを含む細胞環境に応答して遺伝子発現制御を行っている。本研究では温度に依存した選択的
スプライシングの誘導機構に関する新たな知見や個体レベルでの理解に結びつく成果をあげつつあり、今後、さ
まざまな細胞ストレス応答や細胞死における選択的スプライシングを介した遺伝子発現制御機構や、がん化・疾
患における異常スプライシング機構の理解にも結びつくものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞は各種ストレスを含む細胞環境に応答して遺伝子発現制御を行う。真核生物の遺伝子の多
くは、介在配列イントロンで分断されており、機能的な mRNA が生成するには、核内において、
イントロンを除去するスプライシング反応が必須である。選択的スプライシングの制御は、プロ
テオームの変化を介し、細胞環境に応じた細胞の振る舞いや恒常性の維持に働く遺伝子発現制
御機構として重要と考えられるが、その分子基盤や個体レベルでの役割については多くの未解
明な問題が存在する。 
 熱ストレスに対する応答機構は、細胞応答のモデルとして多くの研究が行われてきた。熱スト
レスによってシャペロンをコードする hsp 遺伝子群の発現が誘導されるが、多くの遺伝子の発
現は抑制される。スプライシングについても抑制が起こると考えられ、Manley らは、熱ストレ
スを受けた細胞や細胞周期 M期では、スプライシング調節因子 SRSF10 がスプライシング必須因
子 U1 snRNP と結合し、その機能を阻害することでスプライシングがグローバルに抑制されるモ
デルを提示した（引用文献１）。しかしながら、熱ストレス条件下においてもスプライシングさ
れる遺伝子が存在している。さらに、熱ショックタンパク質をコードする hsp105 遺伝子は熱ス
トレスに応じて選択的スプライシングを受け、通常発現する HSP105 タンパク質は細胞質局在す
るが、熱ストレスによる選択的スプライシング産物の HSP105 タンパク質は核局在して HSP70 の
発現促進に働くことが報告されており（引用文献２）、少なくとも細胞レベルでは選択的スプラ
イシングが熱応答機構として生理的に重要なことが示唆される。 
 研究代表者らは、ヒト hsp105 遺伝子の熱応答性の選択的スプライシングに必要な制御因子が
RNA 結合タンパク質 hnRNP K と SFPQ (PSF)であることを示すとともに、ヒト培養細胞で 42℃の
熱ストレスによって約 4千の遺伝子が選択的スプライシング誘導を受けること、このうち 700 弱
の遺伝子が hnRNP K 依存的
に熱応答性の制御を受ける
ことを明らかにした（図１）
（引用文献３）。また、miRNA
サイレンシング因子をコー
ドする ヒト tnrc6a 遺伝子
の選択的スプライシング制
御因子がスプライシング調
節因子 SRSF ファミリーの
SRSF2とSRSF10であること
を見出した。しかし、これ
ら制御因子はいずれも温度
条件に関わらず豊富に存在
する RNA 結合タンパク質で
あり、どのように熱ストレ
スに応答して選択的スプラ
イシングを誘導しているの
か不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、熱ストレスに応答して選択的スプライシングが誘導される機構を解明することを
第一の目的とした。熱ストレスによる hsp 遺伝子の転写誘導機構や HSP タンパク質のシャペロ
ン機能について多くの知見が蓄積しているのに比べ、スプライシング制御機構に関する研究は
少ない。ヒト hsp105 や tnrc6a を熱ストレス応答性スプライシング制御のモデル系として用い、
熱ストレスに応答した RNA 結合タンパク質の翻訳後調節機構、特にリン酸化-脱リン酸化による
制御が重要との作業仮説に基づいた解析を行うことにより、どのように温度によってスプライ
シング制御が行われているのか、分子基盤の理解を大きく進めることを目指した。 
 一方、熱ストレスを含め、細胞ストレスによる選択的スプライシングについては、これまで主
に培養細胞レベルでの研究が中心であり、多細胞動物個体での生理的意義についての知見に乏
しい。その原因として、選択的スプライシング制御因子の変異体解析では熱応答制御に特化した
役割の解明が困難なことがあげられる。そこで本研究の第二の目的として、個体内での選択的ス
プライシングを可視化する実験系の構築や、選択的スプライシングにより生成するタンパク質
の機能が多細胞動物のストレス応答に果たす役割を解析する新たな実験系の構築などにより、
熱ストレスによる選択的スプライシングの生理的意義を個体レベルで理解することを目指すこ
ととした。 

図1.	熱応答性の選択的スプライシング
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３．研究の方法 
 
 ヒト hsp105 遺伝子や tnrc6a 遺伝子の選択的スプライシングが行われるエキソン・イントロ
ンを含むゲノム DNA を CMV プロモーターに連結したレポータープラスミドや、選択的スプライ
シング制御に働く RNA 結合タンパク質やリン酸化酵素 CLK、脱リン酸化酵素 PP1cなどの発現ベ
クターをヒト HeLa 細胞や HEK293 細胞などの培養細胞にトランスフェクションにより導入し、
通常温度（37℃）、熱ストレス条件（42℃）、および、熱ストレスから通常温度に戻した回復条件
下で培養後、それぞれ全 RNA を抽出して、RT-PCR により、内在遺伝子やレポータ遺伝子に由来
するスプライシング産物を解析した。また、ウエスタンによるタンパク質の検出や定量、免疫染
色によるタンパク質の細胞内局在の解析、免疫沈降実験による相互作用タンパク質の解析など
を行った。SRSF2 や SRSF10 タンパク質について、リン酸化候補部位や PP1cの予想相互作用部位
への変異の効果についても同様の解析により検討した。また、培養細胞に siRNA を導入し、選択
的スプライシング制御に働く RNA 結合タンパク質のノックダウン実験を行って、選択的スプラ
イシングへの影響を検討した。熱ストレス応答による選択的スプライシングを蛍光タンパク質
の発現によって可視化するレポーターコンストラクトを作製し、培養細胞へのトランスフェク
ション実験を行なって、蛍光の定量的観察、および RT-PCR によるスプライシング産物の検出を
行った。さらに、小型淡水魚ゼブラフィッシュの受精卵へのレポーターDNA のインジェクション
実験を行い、通常飼育温度、および、高温処理下での蛍光観察や RT-PCR によるスプライシング
産物の検出を行った。また、ゼブラフィッシュにおいて、ゲノム編集により、RNA 結合タンパク
質をコードする遺伝子の変異体系統の作製、表現型解析などを進めた。 
 
 
４．研究成果 
 

ヒト培養細胞において、ヒト tnrc6a 遺伝子における熱ストレス応答性スプライシング制御を

モデル系とし、アミノ酸配列にアラニン残基への置換変異やリン酸化状態を模した置換変異を

導入した変異型 SRSF2,SRSF10 の効果の検討、及び、リン酸化酵素や脱リン酸化酵素の強制発現

やノックダウン実験などから、リン酸化-脱リン酸化制御を介して温度による選択的スプライシ

ング誘導に重要な役割を担うアミノ酸配列を同定した。現在さらにこのリン酸化-脱リン酸化制

御による選択的スプライシング誘導の詳細な分子機構について解析を進めている。 

ヒト tnrc6a 遺伝子では熱ストレスに応答してカセット型エキソンのスプライシング制御が

起こり、エキソン挿入が促進されるが、tnrc6a と高い相同性を有するヒト tnrc6c遺伝子につい

て解析したところ、対応するエキソンの配列は相同性が高いにも関わらず、熱ストレスによって

カセット型の選択的スプライシング誘導が起こらないことがわかった。しかし、3’スプライス

部位が上流側に 24塩基シフトする選択的スプライシングが熱ストレスに応答して誘導されるこ

とを見出した。RNA 結合タンパク質をコードする遺伝子の siRNAノックダウン実験を行なった結

果、SRSF2 や SRSF10 の発現を阻害すると、通常温度下においても、上流側スプライス部位の使

用が起こることが観察されたことから、tnrc6a の場合と異なり、tnrc6cでは、これらのタンパ

ク質が通常温度下でのスプライス部位選択に関与し、熱ストレスによってその機能が低下する

ことが示唆された。 

また、ヒト SRSF2 遺伝子の熱ストレス応答性の選択的スプライシング制御機構について解析

を行い、siRNA を用いたノックダウン実験から、SRSF3, SRSF7, SRSF10 が熱ストレスによって誘

導されるエキソンスキップ誘導に必要なことを見出した。 

一方、ヒト hsp47 遺伝子およびヒト hsp105 遺伝子における熱ストレス応答性スプライシング

を蛍光タンパク質の発現によって可視化するレポーターコンストラクトを作製した。各遺伝子

について熱応答性のシス配列に塩基置換を導入した変異型レポーターを作製して比較検討を行

い、ヒト培養細胞において熱ストレス応答制御を蛍光量によって評価できることを確認した。そ

こで、より検出感度の高い hsp105 遺伝子のレポーターDNA をゼブラフィッシュ受精卵にインジ

ェクションによって導入したところ、通常温度下や変異型レポーターでも一定レベルの蛍光が

観察されたことから、熱ストレス応答性の蛍光のみを感度よく検出できるよう、使用するイント

ロン領域の改変などを進めている。また、ゼブラフィッシュにおいて、いくつかの srsf遺伝子、

および、hsf1 遺伝子が熱ストレス応答性の選択的スプライシングを受けることが示唆されてお

り、これらのゲノム配列を用いたレポーターコンストラクトの作製について検討中である。 

藤田医科大やミュンヘン工科大グループとの国際共同研究により、きわめて短いイントロン

における新規スプライシング機構の解明にも貢献した。すなわち、短いイントロンの一群が既知

のスプライシング因子 U2AF二量体に代わって、新しいスプライシング因子 SPF45 でスプライシ

ングされていることなどが明らかとなった。この SPF45 タンパク質は、抗がん剤耐性に関わる因

子として知られていた。今後、短いイントロンのスプライシングが熱ストレスなどの細胞ストレ



スによる制御を受けるか検討を進めたい。 
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