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研究成果の概要（和文）： 

 医学科4年次の全国共通進級試験受験を急性ストレスモデルとして、エクソンアレイとリアル

タイムRT-PCTを用いて、27遺伝子のストレス特異的選択的スプライシング反応の中からp53を介

するストレス反応に重要なSMG-1遺伝子のエクソン63をスキップしたバリアントを同定した

(Neurosci Lett, 2010)。医師国家試験受験者の慢性心理的ストレスモデルとして、グルココル

チコイド受容体の選択的スプライシング反応の解析を行い、受容体機能のないGR-betaの発現が

特異的に低下する事を誌上発表した(Stress, 2011)。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 Alternative splicing events in healthy medical students challenging an examination 
for promotion were analyzed using exon array and real-time RT-PCR. We identified the 
stress-initiated skipping of exon 63 of SMG-1 that encodes a phosphatidylinositol 
3-kinase-related protein kinase crucial for activations of p53-dependent pathways 
(Neurosci Lett 2010). Using National Medical License Examination as a chronic 
psychological stress model, we also examined alternative splicing of the glucocorticoid 
receptor (GR) gene in medical students, and found that the persistant stressful 
situations specifically decreased a non-functional isoform (GR-beta) in medical 
students (Stress 2011).  
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１．研究開始当初の背景 

 ヒト遺伝子(～25,000)の 70％以上は、選択
的スプライシングにより複数の mRNA バリア

ントを産生する。選択的スプライシング機構
は、限られた数の遺伝子から生物の多様性を
生み出すと同時に、環境変化に対応して極め
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て広範囲に遺伝子発現プログラムを変化さ
せる。 
 選択的スプライシングは、exon の認識の有
無、つまり、当該 exonを含む(inclusion)か、
あるいはスキップする(skipping)かによっ
て決定される。exon 及び intron にコードさ
れているエンハンサー/サイレンサーエレメ
ントのシス領域、並びに、その領域に結合す
るトランス因子である SR(serine/arginine)
タンパク質(SFRS)ファミリーや hnRNPなどの
スプライシングエンハンサー/サイレンサー
により調節される。SFRS 遺伝子の一つをノッ
クダウンすると、数千の遺伝子発現が変化す
ることからも認識される。 
 申請者は、医学科学生の CBT 試験時の心理
的ストレスによる選択的スプライシング反
応について、エクソンチップを用いて網羅的
に解析し、急性心理的ストレス特異的な 27
遺伝子のスプライシングバリアントを見い
だした。培養細胞を用いた in vitro の実験
で、酸化ストレス下では SFRS 自身の
premature termination codon (PTC)をコー
ドする PTCバリアントが特異的に産生される
ことも報告した(Am J Physiol Cell Physiol 
2009)。 

 これらの研究成果をもとに、本研究では、
末梢血で検出できる心理的ストレス特異的
な選択的スプライシング反応の同定とそれ
を用いたストレス評価技術の開発を目指し
た。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、心理的ストレス、うつ病、及
び慢性疲労症候群に焦点を当て、血液細胞
（白血球）における選択的スプライシング反
応を介したストレス応答を捉えるとともに、
ストレス関連疾患特異的なスプライシング
バリアントとその機能を明らかにする。具体
的には、１）ストレスによる SR タンパク質
遺伝子の選択的スプライシングとその標的
遺伝子の同定、２）選択的スプライシング異
常による病的ストレス応答と精神疾患との
関連を明らかにする。“ストレス反応の質”
を評価できる新たなストレス RNA マーカーを
確立し、それを指標としたうつ病及び慢性疲
労症候群の簡便かつ革新的な診断技術の確
立をめざした。 
 

３．研究の方法 

１）健常ボランテイアにおける心理的ストレ
ス評価と選択的スプライシング反応 
 書面により同意を得た医学科学生 100 名を
対象に医学科学生ボランテイア全員に対し
て、質問紙（親の養育態度調査 PBI、摂食態
度調査 EAT-26、抑うつ尺度 HADS、性格判定
テスト NEO FFI、GHQ-28、自己記入式抑うつ
評価尺度 SDS、STAI、生活習慣調査、生活リ

ズム調査、睡眠習慣調査）による 10 種類 23
項目の調査を行う。 
 各環境リスク要因の主成分分析を行い、ハ
イリスクグループと正常グループを分別し
て、有意に選択的スプライシングを受ける遺
伝子を選び出し、別途、バリアントの過剰発
現細胞とノックダウン細胞を作成して機能
解析を行う。環境要因による選択的スプライ
シングを介した生体応答の変化を調べ、疾患
発症との関連性を検討する。これらの情報は、
環境生物学と医学を結びつけるインパクト
の高い研究成果となると確信している。 
 
２）エキソンアレイを用いた末梢血の遺伝子
発現と選択的スプライシング解析 
 医学科 4年生の CBT 試験時の急性心理的ス
トレス特異的な 27 種類の選択的スプライシ
ングバリアントの検出は終了した。平成 22
年度は、6年生の国家試験受験者に見られる
慢性ストレス(Mol Psychol 2008)のモデルを
用いて、慢性心理的ストレス特異的な SFRS
遺伝子と選択的スプライシングバリアント
を検出する。 
 選択的スプライシング反応のパスウエイ
解析は Ingenuity Pathway Analysis 
Application (IPA)を用いて、選択的スプラ
イシングは GeneSpring ver. 10.0 のソフト
ウエアでそれぞれ解析する。費用の関係から、
全ての被験者の解析は困難なため、質問紙と
唾液マーカーを参考に、過度のストレス反応
を示す被験者を 10 名選び、exon array 解析
を行う。残りの被験者については、選別した
遺伝子についてリアルタイム RT-PCT での解
析を行う。質問票による心理・行動データの
データ、唾液マーカー値、遺伝子発現と選択
的スプライシングデータのデータベースを
構築し、それぞれの項目間での相関解析は
SSPI を用いて行う。 
 
３）リアルタイム RT-PCR による標的遺伝子
の選択的スプライシングの確認 
 SFRS の PTC バリアントに加え、選択的ス
プライシングデータと発現データをもとに、
あらたにストレスのマーカーとなるスプラ
イシングバリアント遺伝子を選別する。すべ
ての被験者についてリアルタイム RT-PCT を
行い。最終的には、カード式の PCR アレイを
デザインする。 
 
４．研究成果 
１）医学科４年次の全国共通進級試験（CBT
試験）受験者を対象に、試験７週間前、試験
前日、１日の試験終了直後、及び、試験終了
１週間後のタイムポイントで採血し、質問紙
(STAI, SDS)による不安とうつ状態の評価、
唾液のコルチゾルの測定、サイトカインの測
定、及び、エクソンアレイを用いたスプライ



 

 

シング反応の網羅的解析を行い、27 遺伝子の
ストレス特異的選択的スプライシング反応
を検出した結果、スプライシングの多くは
inclusion ではなく skipping であり（27 遺
伝子中 21）、3’UTR の skipping が特徴的で
あった（8遺伝子）。さらに、急性心理的スト
レスにより p53の活性化に重要な役割をはた
す SMG1 のスプライスバリアントが生成され
ることを明らかにした。 
２）同じ CBT 試験モデルを用いて、急性心理
的ストレス特異的な血液中のマイクロ RNAと
して mir144*`mir144, mir16 を初めて同定し
た(Neurosci Lett 2012)。急性心理的ストレ
ス特異的な血液中のマイクロ RNA の増加と
3’UTRの skipping反応の相反するmRNAの代
謝調節機構が心理的ストレス応答を調節し
ている可能性を示すことが出来た。 
 
３）慢性心理的ストレスモデルである医師国
家試験受験者を対象に、グルココルチコイド
受容体(GR)遺伝子のスプライシング反応を
解析し、慢性ストレス時にはデコイ受容体と
されている GR-beta アイソフォームが低下す
ることを報告した（Stress 2011） 
 
４）選択的スプライシング調節因子である SR
タンパク質のうち、SRSF3 と Tra2beta に焦点
をしぼり、in vitro でのストレス反応の研究
をすすめた。その結果、SRSF3 を介した G1/S
チェックポイントとアポトーシス調節機能
を明らかにした（論文投稿中）。また、SRSF3
自身の選択的スプライシングバリアントに
よるストレス応答を発見し(J Med Invest 
2012)、さらに、ストレスにより特異的に誘
導される Tra2beta のスプライシングバリア
ントの新たな機能も発見した（論文作成中）。 
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