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研究成果の概要（和文）：Ca活性化Clチャネル関連分子CLCAが上皮分化において短縮型アイソフォーム
（CLCA-t）へ切替わるmRNAスプライシング機構を明らかにすることを目的にした。スプライシングが異なるexon
 8～10までの遺伝子領域を含むレポータープラスミドを作成したところ、CLCA-tに対応したスプライシング様式
(exon 8+10)が上皮分化によって抑制を受けることが示された。次に、CLCAの選択的スプライシングに対するエ
ピジェネティック制御の影響を3次元粘膜再構築系を用いて検討した。その結果、ヒストンのトリメチル化によ
るクロマチン構造の変化がCLCAのスプライシングスイッチに関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This project aims to clarify the mRNA splicing mechanism in which Ca2+
-activated Cl- channel modulator CLCA is switched to its truncated isoform (CLCA-t). Using the 
splicing reporter plasmids including the gene region (minigene) of exons 8, 9 and 10, the splicing 
pattern of which is distinct between two CLCA isoforms, the splicing pattern observed in CLCA-t 
(exon 8+10) was shown to be attenuated by the differentiation of epithelium. Next, we examined the 
epigenetic regulation of the selective splicing of CLCA in the 3-dimensional mucosal culture model. 
Overall, trimethylation of histone that reportedly alters the chromatin structure is likely to 
contribute to the splicing pattern in the CLCA isoforms.

研究分野：薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞膜上に発現するCl- チャネルは細胞の
興奮性、細胞容積、分泌などに関与する。Ca
活性化 Clチャネル（CaCC）は上皮細胞、神
経細胞、筋細胞に存在し、数 M程度の細胞
内 Ca2+ 濃度増加に応じて開口する。CaCC
の分子本体は CLCA、bestrophin、tweety
などが考えられていたが、近年、TMEM16A 
(anoctamine)であると報告された。Cl- 透過
性を制御する分子であるという位置づけに
ある CLCAは、ウシ気管から最初の遺伝子ク
ローニングがなされ、大きな遺伝子ファミリ
ーを形成することが示された。 
申請者は，Ca2+ 活性化 Cl- チャネル活性
を促進させる分子 CLCA-f (903 a.a.) をラッ
ト小腸から初めてクローニングした
（Yamazaki et al., Biochim. Biophys. Acta. 
– Biomemb., 2005）。そして、CLCA-f が唾
液腺導管上皮細胞に局在して、Cl- の再吸収
に寄与することを示した（Ishibashi et al., J. 
Dent. Res., 2006）。分化・未分化状態の
CLCA発現制御を明らかにする目的で、マウ
ス角化細胞株 Pam212 で転写制御を検討し
たところ、Ca2+ 濃度増加によって分化が促
進され CLCA の発現が増大することが明ら
かになった。 

 
 ところが予期せぬことに、この研究過程に
おいて偶然に短縮型アイソフォーム
（CLCA-t; 514 a.a.）が見出され、これが機
能分子であることが徐々に明らかになって
きた（図 1）。CLCA-fとは異なる特徴を列挙
すると（Yamazaki et al., J. Biol. Chem., 
2013）、 
 
(1) スプライシングの違い（exon 9-）による
フレームシフトで作られる。 
(2) CLCA-t は表皮や唾液腺導管において未
分化上皮細胞に限局する。 
(3) 細胞質内から核内へのトランスロケーシ
ョンが起きる。 
(4) 細胞外マトリックスとの 1-integrin 依
存性の接着を抑制する。 
 
表皮基底層の未分化上皮細胞における発
現、核内移行、細胞接着抑制などの特徴は
CLCA-t に固有のものであった。これらの結
果によって、RNA スプライシングの相違に

よって異なる機能（Cl- 透過亢進と細胞接着
抑制）が分化あるいは未分化の上皮細胞にそ
れぞれ賦与される可能性を示唆された。そこ
で、「上皮細胞の分化度の違いで RNAスプラ
イシングが切替わり CLCA アイソフォーム
が生成されて、異なる生理機能を発揮する」
のではないかと推定された。 

 
２．研究の目的 
本プロジェクトの目的は、「上皮細胞の分
化度の違いで RNA スプライシングが切り替
わり CLCAアイソフォームが生成されて、異
なる生理機能を発揮する」との仮説を証明す
ることであった（図 2）。 
 
 選択的 RNA スプライシングは単一の遺伝
子から複数のタンパク質をコードする
mRNAを作り出す機構である。RNAスプラ
イシングは組織依存的であり、発生学的に制
御を受けていることも報告されている。スプ
ライス部位の選択性はこれまでにあまりよ
くわかっていなかったが、イントロンやエク
ソンに splicing enhancer 結合部位があり、
スプライシングを制御する機構が提唱され
ている。また、細胞種に応じたスプライシン
グ因子のリクルートや、外来刺激によって転
写とカップリングしたスプライシング選択
が起きることが近年報告されている(Schor 
et al., Epigenetics, 2010)。そこで、分化依存
的に CLCAをスイッチさせる機構として、エ
ピジェネティック制御、すなわちヒストンリ
ジン残基のアセチル化やメチル化によりス
プライシング選択が起きる可能性がある（図
3）。ヒストン修飾に関与する polycomb複合
体は発生や発癌に関連があるとされ、それに
よってスプライシングが制御されれば、分化
依存的な発現スイッチ機構を考える上で大
変興味深い。 
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３．研究の方法 
（１）CLCA遺伝子発現を担う転写因子解析 
細胞外 Ca2+ 濃度の違いによって未分化
（0.05 mM）または分化（1.0 mM）状態に
したマウス表皮細胞株 Pam212 細胞に
CLCA プロモーターベクターを遺伝子導入
して、CLCA遺伝子発現を検討した。プロモ
ーター解析のためのコンストラクトは、
CLCA の 5’-プロモーター領域をルシフェラ
ーゼプロモーターベクターにサブクローニ
ングして作成した。遺伝子発現に寄与する転
写因子群を特定するためにプロモーター領
域に変異を導入した。 
 
（２）スプライシング・レポータープラスミ
ド 
 スプライシングを受ける前の部分的な
mRNA配列からなる pre-mRNAを用いて組
織分化選択的にスプライシングのスイッチ
を調べる手法が報告されている。そこには、
CMV promoterの下流に、スプライシングを
受けるエクソンを挟み込んだminigene を繋
げ、-globinのポリアデニレーションシグナ
ルを含んでいる。本研究では、CLCA遺伝子
スプライシング・レポータープラスミドは、
CMV promoter領域、exon 8から 10までの
遺伝子領域（minigene）とその下流に GFP
を連結した。CLCA-t 型のスプライシングを
受ければGFPが発現する仕組みであった（図
4）。 
 細胞外 Ca2+ 濃度の違いによって分化また
は未分化状態にしたマウスあるいはヒト表
皮細胞株に minigene プラスミドを遺伝子導
入して、スプライシング選択が影響を受ける
か否かを RT-PCRあるいはWestern blot法
によって検討した。 

 
（３）エピジェネティック制御（クロマチン
修飾）によるスプライシングの検討 
 ラット線維芽細胞をコラーゲンゲルに包
埋して、その上にラット口蓋粘膜上皮細胞あ
るいは表皮細胞株を播種したのちにゲル表
面を気相に触れさせて上皮の重層化を誘導
した（3次元粘膜再構築モデルの作成）（Arita 
et al., J. Periodont. Res. (in press) 2018; 
Murakami et al., J. Periodont. Res., 2014）。 
重 層 化 誘 導 開 始 後 か ら 、 histone 

deacetylase 阻 害 薬 の Na butylate や 
polycomb 複 合 体 の 阻 害 薬
3-deazaneplanocin Aなどを処理した。 

サンプルは上皮重層化 6日間後にホルマリ
ンにて固定し、パラフィン包埋後薄切して
H-E 染色にて重層化構造に与える影響を調
べた。また、抗原賦活化後に免疫蛍光染色法
にて CLCA アイソフォームの局在を検討し、
スプライシング選択による影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）転写活性に関与する CLCAプロモータ
ー解析 

CLCA 遺伝子の 5’ 末端のプロモーター解
析によると、-478番の塩基から転写開始点ま
でにある NF-B結合部位（-960から-950）
が転写活性に重要であることが見出した。さ
らに、NF-B経路を活性化させる TNF-が
プロモーター活性を 20% 増加させ、NF-B
経路阻害剤 caffeic acid phenethyl ester 
(CAPE) が活性を 60% 抑制することが明ら
かになった。また、TNF-あるいは CAPE
は内在性の CLCA mRNAとタンパクレベル
をそれぞれ 20%増強あるいは 30~50％抑制
した。他方、細胞外 Ca2+ 濃度の増加により
内在性の CLCA レベルの増加が認められた。
これらの結果は、CLCA遺伝子の発現調節に
は Ca2+とともに NF-B活性が関与すること
を示している。 
 
（２）Minigene 導入によるスプライシング
切替え 

RNAスプライシングの切り替わる機構を、
minigene を基盤にしたCLCA遺伝子スプラ
イシング・レポーターを遺伝子導入した複数
の細胞株を用いて検討した。レポータープラ
スミドを HEK293 細胞へ遺伝子導入したと
ころ、exon 8+10の発現と exon 8+9+10のご
く僅かな発現が認められた。 
重層化上皮での機構を検討するために、マ
ウス角化細胞株 Pam212 に遺伝子導入する
と、exon 8+10は検出されたが、exon 8+9+10 
は検出されなかった。Ca2+ 濃度を 0.05 mM
から1 mM以上へ増加させてPam212の分化
を促進させたが、CLCAスプライシングには
影響を与えなかった。また、線維芽細胞株を
包埋したコラーゲンゲル上でPam212を3次
元培養しても適切な重層構造が見られなか
った。 
他方、ヒト由来ケラチノサイト N/TERT1
株では、Ca2+ 濃度の増加による分化マーカ
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ーであるケラチンの発現パターンの変化が
確認された。N/TERT1 株に minigene を遺
伝子導入したところ RT-PCR によって exon 
8+10が検出された。Western blotによって、
GFP標識された短縮型（exon 8+10）が、Ca2+ 
濃度の増加によって抑制された（図 5）。 

N/TERT1 株は 3 次元的に培養を行なうと
適切な重層構造を呈することが明らかにな
ったため、3 次元培養条件下でのスプライシ
ングスイッチを見る良い細胞系であろうと
考えられた。3 次元モデル系においては
minigene を遺伝子導入後、RT-PCR により
exon 8+10のみ検出された。以上により、exon 
8から 10までの pre-mRNAにおいて、基本
的なスプライシング様式はCLCA-tに示され
る形式であるが、上皮分化によって抑制を受
ける可能性が示された。 
 
（３）エピジェネティック制御と CLCAアイ
ソフォームの発現切替え 
エピジェネティックとは DNA の塩基配列
の変化を伴わずに遺伝子発現の多様性を起
こす仕組みのことであり、その分子基盤は
DNA のメチル化やヒストンの化学修飾にあ
る。DNA のメチル化によって転写因子の結
合は阻害されて遺伝子発現が変化する。これ
まで、転写制御と選択的スプライシングとの
関係が示されてきた。ヌクレオソームの局在
が、エクソンの位置やそれの認識に関連する
とされているため、クロマチン修飾がスプラ
イシングの制御に重要な影響を与えること
が予測された。 
ヒストンの複数のリジン残基は 1～3 個の
メチル基を可逆的に結合する。メチル基を転
移する酵素をリジンメチル基転移酵素と呼
び、その阻害剤には G9a阻害剤（H3K9ジメ
チル化酵素阻害剤）や Ezh2阻害剤（H3K27
トリメチル化酵素阻害剤）などがある。Ezh2
は polycomb 複合体のサブユニットであり、
メチル基転移酵素活性を持つ。 
ラットの口蓋粘膜上皮と線維芽細胞から
なる 3次元構築系を作成し、これらの阻害薬
を処置後に、CLCAアイソフォームならびに
CLCA-t と結合することが知られる RACK1
タンパクの局在を免疫蛍光法にて検討した。 
コントロールでは、基底層から上層にかけ
て CLCA-t と RACK1 の発現が認められ、
CLCA-f の発現は基底層以外の層に限定され
ていた。G9a阻害剤の BIX01294（10M）
は上皮重層化やCLCA-t 、RACK1とCLCA-f
の発現に影響を与えなかった。一方、Ezh2
阻害剤の 3-deazaneplanocin A（DZNep，
10M）は重層化や CLCA-f タンパクと
CLCA-f mRNAの発現を抑制するが、基底層
での CLCA-t 、RACK1の発現は弱いながら
も認められた。DNAメチル化酵素（DNMT）
阻害薬の 5-aza-2’deoxycytidine は上皮の重
層化を完全に抑制し、CLCAアイソフォーム
のいずれの発現も認められなかった。 
次に、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）

阻害剤による上皮重層化の影響を検討した。
Trichostatin Aは 1 nM以下に下げても細胞
毒性が著しく高かったため、酪酸ナトリウム
（NaBt; 1 mM）を用いて検討した。NaBt
によって上皮層の厚みは減少するが、
CLCA-t の局在は基底層に限局し、CLCA-f
は基底層直上の層に局在が認められた。未分
化マーカーであるケラチン 14 あるいは分化
マーカーであるケラチン 1には、基底層ある
いはその直上の層での強い局在がそれぞれ
認められた。 

 
さらに、ラット口腔粘膜線維芽細胞を包埋
したゲルの上にラット由来表皮細胞株FRSK
を重層化させたモデル標本を用いた。先ず、
この細胞株を重層化させると、CLCA-f 
mRNAのみならず CLCA-t mRNAが発現す
ることを確認した。DZNep処置は FRSKに
おける CLCA-f発現を抑制するが、ケラチン
1 の発現には影響を与えなかった。他方、基
底層での CLCA-tの発現は増強され、ケラチ
ン 14との共発現が認められた（図 6）。また、
NaBt 処理条件下では、FRSK における
CLCA-f、CLCA-t、ケラチン 1と 14はコン
トロールに比べて不明瞭な発現様式であっ
た。 
以上の結果から、エピジェネティック阻害
剤、特に Ezh2阻害剤は表皮あるいは口腔粘
膜における CLCA アイソフォームの切替え
に影響を与える可能性が示唆された。 
 
本研究によって、CLCAの転写には 5’-プロ
モーター領域が重要ではあるが、未分化ある
いは分化型の上皮細胞によるスプライシン
グ切替えには、少なくても一部には exon 8
から 10までの pre-mRNA配列が影響を与え
ると考えられた。また、この機構にヒストン
のメチル化によるクロマチン構造の変化が
関与する可能性がある。これらの結果を踏ま
えて、スプライシング切替えに必要な部位の
特定を統合的に図ることが今後の課題であ
る。 
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CLCA-f (G)  
K1 (R)
DAPI (B)

CLCA-t (G)  
K14 (R)
DAPI (B)

図6 ラット由来表皮細胞株FRSKを重層化させたモデルに対する
エピジェネティック阻害剤の効果
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