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研究成果の概要（和文）：植物が特異的に進化させてきたと考えられる、ストレスに応答した選択的スプライシングに
よる遺伝子発現制御ネットワークを明らかにすることを目的として、シロイヌナズナのセリンアルギニンリッチ(SR)タ
ンパク質、atSR45aとatSR30のスプライシング制御の分子機構、それらにより選択的スプライシング効率が制御される
転写因子の生理的意義、および新規選択的スプライシング制御因子の機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：To reveal the plant-specific regulatory network of gene expression via environment
al stress-responsive alternative splicing, it was analyzed that molecular mechanisms of splicing machinery
 regulated by atSR45a and atSR30, the serine/arginine-rich (SR) proteins in Arabidopsis, physiological rol
es of transcription factors whose alternative splicing efficiencies were regulated by atSR45a and atSR30, 
and functional analysis of novel factors for the regulation of alternative splicing efficiency in response
 to stresses.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、種々の生物のゲノム情報が明らかに
なるにつれ、選択的スプライシングを含めた
転写後調節機構による遺伝子発現制御の重
要性が指摘されてきている。興味深いことに、
植物では多くの環境ストレス応答/防御関連
遺伝子が選択的スプライシングにより複数
の転写産物を生成していることから、植物は
環境ストレスに対抗する手段の一つとして
同機構を独自に発達させていると考えられ
る。 
 SR タンパク質は、アルギニンセリンリッチ
ドメイン(RS)および RNA 認識モチーフ(RRM)
を有するタンパク質ファミリーであり、スプ
ライセオソーム複合体の形成を介してスプ
ライシング制御に関わる重要な因子である。
現在までに、それら植物 SR タンパク質の相
互作用因子などの分子特性に関する知見が
蓄積されつつあるが、それらにより実際に選
択的スプライシング効率を制御される遺伝
子(標的遺伝子)は未だ不明であるため、個々
の SR タンパク質の生理的重要性は明確では
ない。 
 
２．研究の目的 
 これまでに我々は、シロイヌナズナの 20
種類の SR タンパク質の中で、atSR45a および
atSR30 が、環境ストレス応答のために直接的
に種々の遺伝子の選択的スプライシング制
御に働くだけでなく、転写因子の構造変化に
起因する機能調節を介して、多様な遺伝子発
現制御ネットワークを形成している可能性
を見出した。 
 そこで本研究では、atSR45a および atSR30
により選択的スプライシング効率が制御さ
れる遺伝子の強光下での選択的スプライシ
ング様式(ドメイン構造の変化)およびスプ
ライシング産物の生理機能の解析、細胞内局
在性の解析、および atSR30 のスプライソソ
ーム形成に関わる相互作用因子について解
析を行った。また、その解析過程で新たに見
出した、新規選択的スプライシング制御因子
の機能解析も行った。 
 
３．研究の方法 
 タイリングアレイ解析により同定された
atSR30 により選択的スプライシング効率が
制御される遺伝子の候補について、強光下で
の選択的スプライシング効率の変化の検証、
および選択的スプライシング産物の構造を
解析した。具体的には、強光ストレス（800 
µmol/m2/s, 1 時間）を付与した播種後 2 週
間栽培した野生株（WT）、atSR30 の遺伝子破
壊株(KO-sr30)から RNA を抽出し、RT-PCR お
よびシークエンス解析を行った。 
 atSR45aおよびatSR30の細胞内局在性の解
析は、RFPおよびCFPとの融合タンパク質を、
パーティクルガンによりタマネギ表皮細胞
に一過的に発現させることで行った。 
 atSR30 によるスプライシング制御機構を

明らかにするために、酵母two-hybrid system
により atSR30 を bait、シロイヌナズナ cDNA
ライブラリーを prey として用いて、相互作
用因子をスクリーニングした。 
 新規選択的スプライシング制御因子とし
て同定された、シロイヌナズナ hnRNPA1-1～6、
NOVA1 および FOX1-1～3 のストレス応答性を
明らかにするために、播種後 2週間栽培した
シロイヌナズナ野生株に強光（800 μmol 
photons/m2/s、0～3 時間）、熱（37℃、0～3
時間）、塩（200 mM NaCl、0～3時間）および
乾燥（0～6 時間）ストレスを暴露し、
Real-Time PCR 法によりそれらの発現レベル
を解析した。 
 
４．研究成果 
 タイリングアレイ解析により選抜された
候補標的遺伝子の選択的スプライシング効
率の変化を検証するために、半定量的 RT-PCR
解析を行った。その結果、AT1G52890（NAC 
transcription factor）では、強光ストレス
下において野生株で検出されなかった選択
的スプライシング産物が、KO-sr30 株では新
たに出現していた。そこで、atSR30 と NAC 
transcription factorの発現レベルの強光ス
トレス下での経時的な変化の関連性につい
て検証した。野生株において、強光照射 1時
間後までに atSR30 の 5 つの選択的スプライ
シング産物（mRNA1〜5）のうち成熟型 mRNA
と推定される mRNA1 の発現量が増加し、2 時
間後まで維持されていることを確認した。そ
れに対して、NAC transcription factor では
野生株において高分子（mRNA-3）および低分
子（mRNA-1）のスプライシング産物の発現レ
ベルが強光照射後にそれぞれ減少および維
持されていたが、KO-sr30 株ではそれぞれ増
加および減少していた（図 1）。 
 

 

図 1. 半定量的 RT-PCR によるタイリングアレ
イの結果の検証 
タイリングアレイにより同定された遺伝子の強
光ストレス下（800 µmol/m2/s, 1 h）における発
現量および選択的スプライシングパターンを
RT-PCR により解析した。 
 
 次に、これら stSR30 により選択的スプラ
イシング効率が変化する NAC transcription 
factor のスプライシング産物の機能を明ら
かにするために、シークエンス解析を行った。
その結果、強光ストレス条件下で増加する低
分子の選択的スプラシング産物は成熟型タ
ンパク質をコードしており、高分子の選択的
スプライシング産物は1番イントロンを保持



していた（図 2）。このことから、atSR30 は
イントロンリテンション型選択的スプライ
シングの制御に機能していると推測された。
また、イントロンを含む選択的スプライシン
グ産物は翻訳途中で終止コドンが出現し、推
定される機能ドメインを一部欠失したタン
パク質を生成している可能性が考えられた。
以上より、atSR30 は選択的スプライシングを
介 し て 強 光 下 で 機 能 不 全 型 の NAC 
transcription factorの生成に関与している
と考えられた。 
 

 
図2. atSR30により制御される遺伝子のスプラ
イシング産物のシーケンス解析 
遺伝子と選択的スプライシング産物の構造、
およびコードされるタンパク質のドメイン構造
を示す。 
 
 atSR45aおよびatSR30はどちらも強光スト
レスに応答した選択的スプライシングの制
御に関与するため、両者は共役してその制御
に機能していると推定される。そこで、RFP
および YFP との融合タンパク質を用いて、
atSR45aおよびatSR30の核内での局在性を解
析した。パーティクルガンによりタマネギ表
皮細胞に上記コンストラクトを一過的に発
現させた結果、両者共に核内でスペックル構
造を形成していた（図 3）。また、それらの核
内での局在部位は完全に一致していた。この
ことから、両者は同一の遺伝子の選択的スプ
ライシングの制御に共役して関与している
可能性が考えられた。 
 

 
図 3. atSR45a および atSR30 の核内局在性 
atSR45a と RFP および atSR30 と CFP との融
合タンパク質をタマネギ表皮細胞にパーティ
グルガンにより一過的に発現させ、蛍光顕微
鏡で観察した。 
 

 選択的スプライシング制御機構における
atSR30 の役割を明らかにするために、
Two-Hybrid 法を用いて相互作用因子の同定
を試みた。酵母の選抜培地での生育試験の結
果、非常に多様なタンパク質との相互作用が
認められた（表 1）。β-ガラクトシターゼ活
性測定の結果、特に Unknown protein
（AT2G33420）、PR-5（AT1G75040）、CCCH-type 
family protein （ At2G02160 ）、 atSR45
（AT1G16610）において強いβガラクトシタ
ーゼ活性が認められた。これらの結果から、
atSR30とatSR45aは他の因子との複雑な相互
作用を介して、スプライソソーム形成に関与
していると考えられた（図 4）。そこで現在、
それら相互作用候補因子の遺伝子破壊株を
取得し、機能解析を試みている。 
 
表 1. atSR30 相互作用候補遺伝子 

 

 

 
図4. atSR45aおよびatSR30による複雑な相互
作用ネットワーク 
 
 環境ストレスに応答した選択的スプライ
シング制御機構を明らかにすることを目的
として、新規選択的スプライシング制御因子
として同定された、シロイヌナズナ
hnRNPA1-1～6、NOVA1 および FOX1-1～3 のス
トレス応答性を解析した（図 5）。その結果、
hnRNPA1-6およびFOX1-2は強光、hnRNPA1-1、
1-2 および 1-6 は熱、hnRNPA1-2、1-4、1-6、
FOX1-2 は塩、そして FOX1-1、1-2 の発現は
乾燥ストレスによって増加した（図 6）。し
たがって、それらはそれぞれのストレス条
件に特異的な選択的スプライシング制御に
機能する可能性が示唆された。そこで現在、
それら新規因子の遺伝子破壊株を取得し、機



能解析を試みている。 
 

 
図 5. 新規選択的スプライシング制御因子の
ドメイン構造 
 

 
図 6. hnRNPA1、NOVA および FOX1 のストレス
応答  
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