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研究成果の概要（和文）：本研究はRNAスプライシングを介した減数分裂制御機構の解明に向けて1）減数分裂特異的、
XY body特異的スプライシング標的hnRNAの取得を試み、Rbmyに結合するmRNA前駆体であるヘテロ核RNA群を探索した。
精原細胞由来細胞株NEC14においてRbmyを用いたRNA-タンパク質免疫共沈降法の詳細な条件検討を行い、Rbmy結合hnRNA
群の一部の同定に成功した。2）Rbmyを標的としたshRNA発現ノックダウンマウスの作出を試み、ノックダウン型ベクタ
ーを構築し細胞レベルでの条件を検討した。さらに組織特異的なノックダウンを制御するためにpol IIで制御されるベ
クターの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted toward the elucidation of meiotic control mechanism via R
NA splicing. 1)I was searching for a group of heterogeneous nuclear RNA is an mRNA precursor attempts to g
et meiosis-specific, the XY body-specific splicing target hnRNA, binds to Rbmy.To perform a detailed exami
nation of conditions RNA-protein co-immunoprecipitation method using Rbmy in spermatogonia-derived cell li
nes NEC14, were successfully identified some of hnRNA Rbmy join group.2)
Attempts to produce the shRNA expression knockdown mice targeting Rbmy, was investigated conditions at the
 cellular level by building a knock-down vector.It was constructed in the vector to be controlled by the p
ol II to control knockdown tissue-specific manner.
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１．研究開始当初の背景 

減数分裂において常染色体では減数分裂

開始に二重鎖切断の機能をもつSpo11が鍵分

子として知られている。近年、アメリカのグ

ループによって XY ボディの形成には Spo11

の雄性特異的なスプライシングアイソフォ

ームが重要であるという報告がなされた

（Kauppi L et al,.Science 2011）。しかし

ながらSpo11のスプライシングアイソフォー

ム調節機構は未解明である。一方、申請者ら

は独自に Y染色体上の RNA結合モチーフタン

パク質 Rbmy に着目し解析を行った結果、い

くつかの雄性特異的スプライシングアイソ

フォームを見出した。その解析の過程におい

て XYボディ形成にかかわる Spo11 を見出し、

Rbmy による XY ボディ調節機構の解析を推進

しようと考えた。 

XY ボディ形成における重要な問題のひと

つは、DNA 複製と遺伝子組み換え開始に関わ

る遺伝子群のいくつかは雄性特異的なアイ

ソフォームを持つが、その生成機構が不明な

ことである。これを踏まえて本研究では RNA

スプライシングを介した減数分裂制御機構

を明らかにしたい。 

 

２．研究の目的 

哺乳類のY染色体は常染色体とは大きく異

なり、減数分裂時に X染色体と相同組み換え

を起こさない非相同領域が大部分を占める。

したがって、Y 染色体は男性特異的な固有の

機能が保持できるものと考えられている。し

かし、実際の減数分裂の過程では、Y 染色体

は X染色体と対合し、XY ボディと呼ばれる特

化したクロマチン構造体を形成する。この XY

ボディの形成が転写サイレンシングを誘導

し、一連のヘテロクロマチン関連蛋白質がリ

クルートされる。しかしながら、XY ボディ形

成の調節機構、及び転写サイレンシングと相

同組換の制限に関する情報は極めて乏しい

のが現状である。そこで、本研究では、Y 染

色体自身から転写されるRNA結合タンパク質

がスプライシング調節を通じて XY ボディ形

成を誘導するという仮説に基づき研究を推

進することで、哺乳類における性染色体対合

及び組み換え制御機構の解明を目指す。 

 

３． 研究の方法 

(1) 減数分裂特異的、XY ボディ特異的スプラ

イシング機構の解析 

 Rbmy を発現している精原細胞由来細胞株

を用いて Rbmy を標的とした shRNA を安定的

に導入し、shRNA を構成的に発現する細胞株

を樹立する。この細胞株を用いてマイクロア

レイ解析を行い変動する標的エクソンを含

む mRNA 前駆体(hnRNA)を同定する。また標的

として同定された hnRNA は RT-PCR および

Mini-gene 解析により確認する。さらに Rbmy

タンパク質複合体を取得し、男性特異的 Rbmy

複合体構成因子群を明らかにする。 

(2) Rbmyを標的としたshRNA発現ノックダウ

ンマウスの作出と表現型解析 

 shRNA 発現ベクターを用いて、Rbmy を標的

とするshRNAを全身性に発現するマウスを作

出する。表現型解析とともにエクソンアレイ

解析を連携させ、標的 hnRNA を同定する。バ

イオインフォマティクス解析とエクソンア

レイ解析を組み合わせることで、Rbmy によっ

て制御される標的 hnRNA を探索する。 

 

４．研究成果 

(1）減数分裂特異的、XY body 特異的スプラ

イシング標的 hnRNA の取得を試み、Rbmy に結

合する mRNA 前駆体であるヘテロ核 RNA 群を

探索した。精原細胞由来細胞株 NEC14 におい

て Rbmy を用いた RNA-タンパク質免疫共沈降

法の詳細な条件検討を行い、Rbmy 結合 hnRNA

群の一部の同定に成功した。同定された

hnRNA の一部において、選択的スプライシン

グ領域を含むイントロン、エクソン構造を用

いた mini-gene を作成し、Rbmy のスプライシ



ング効果を確認した。また RBMY 相互作用蛋

白質をスクリーニングした結果、いくつかの

SR 蛋白質群と転写制御因子群を得ることに

成功した。 

(2）Rbmy を標的としたノックダウンマウスの

作出を試みるため、pol Ⅲで誘導される

shRNA 発現ノックダウン型ベクターを構築し

細胞レベルでの条件を検討した。その結果、

有効なノックダウン効率を示すベクターを

完成した。さらに組織特異的なノックダウン

を制御するために polⅡで制御されるノック

ダウンベクターの構築を試みた。現在 2種類

のベクターの構築に成功し、有効なノックダ

ウン効率を得るため改変を行っている。 
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