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研究成果の概要（和文）：我々は特殊なスプライシング制御による遺伝子発現誘導機構を見出していた。この機構によ
って発現を制御される遺伝子群が、細胞に対するストレス、特に熱とDNA損傷への応答に関わっている可能性が示唆さ
れていたため、その解析を行った。その結果、それぞれ異なるストレスを引き金として、同様の機構によって必要な遺
伝子の発現が誘導されていることが示唆された。また、特定のDNA損傷関連遺伝子における、制御機構に必須なRNA結合
蛋白質を見出した。

研究成果の概要（英文）：Signal-induced splicing of nuclear intron-retaining RNA is a novel regulation 
mechanism of gene expression. However, it was still unclear what kinds of genes are controlled in a 
similar manner. Next generation sequencing and bioinformatics analyses revealed that some of promising 
candidates for novel intron-retaining RNAs are related to DNA damage response and regulated by DNA damage 
agents.

研究分野：分子生物学

キーワード： スプライシング　ストレス応答

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 
核内 intron-retaining RNA とは、一部の
遺伝子の pre-mRNA 成熟過程においてみら
れる、特定のイントロンのみがスプライシン
グされず保留された状態で、核内に蓄積され
ている成熟直前の RNA のことである。代表
的な例として、Clk1、Clk4 の転写産物の大
半は、12 個のイントロンのうち 3 番目と 4
番目だけを保持した状態で核内に留まって
いる。更に、これらのイントロンは熱ストレ
スに応答してスプライシングされ、結果とし
て、速やかに成熟 mRNA が産生されること
が明らかになっている。この発現様式のメリ
ットとして、シグナルに対する迅速な遺伝子
発現応答や、転写アレスト条件下における遺
伝子発現誘導が可能である点が考えられる。
しかし、他にどの遺伝子が同様の機構で発現
を制御されているか、それらがどのような細
胞機能に寄与するかについては、殆ど明らか
になっていない。 
 
 そこで、未知の核内 intron-retaining RNA
の大規模探索を試みた。既知の幾つかの核内
intron-retaining RNA に共通の特徴を利用
して大規模シークエンスによって、新規の核
内 intron-retaining RNA、および、保持され
るイントロンの探索・同定を行った。興味深
いことに、得られた候補 intron-retaining 
RNAの遺伝子産物のgene ontologyを解析し
た結果、スプライシングを含む RNA プロセ
シングに関わる遺伝子の他に、DNA 損傷修
復関連遺伝子が多く見られた（代表者ら未発
表データ）。 
 
このことは、DNA 損傷応答において、これ
らの遺伝子の intron-retaining form が何ら
かの役割を果たしている可能性を示唆して
いた（下図仮説）。 
 
 
 

 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究課題は、DNA損傷時における DNA
損傷関連遺伝子の intron-retaining form の
スプライシング制御の有無を解析し、DNA
損傷応答における intron-retaining form の
役割を解明することを目的にしている。 
 
（ 1 ） DNA 損 傷 関 連 遺 伝 子 群 の
intron-retaining form の DNA 損傷応答性 
 
DNA 損傷関連遺伝子の intron-retaining 
form の存在は、DNA 損傷時にこれらの RNA が
スプライシングされ、速やかに成熟型 mRNA
になることを予想させる。そこで、DNA 損傷
後のこれらの RNA の発現量、スプライシン
グ・パターンの解析を行う。 
 
（ 2 ） DNA 損 傷 関 連 遺 伝 子 群 の
intron-retaining form のスプライシング制
御機構の解明 
 
Intron-retaining form の産生・維持やスプ
ライシングによる成熟の分子メカニズムは
全く分かっていない。そこで、これらの機構
に関わる蛋白質を同定し、ストレスごとに異
なる、あるいは、共通する intron-retaining
制御の分子機構の解明を目指す。 
 
 
（ 3 ） DNA 損 傷 刺 激 時 に お け る
intron-retaining form の役割の解明 
  
 DNA 損 傷 関 連 遺 伝 子 の 幾 つ か が
intron-retaining form を持つことの生理的
意義は依然として不明である。この点を明ら
かにするために、この form の有無による、
これらの遺伝子の成熟型 mRNA の存在量や細
胞の DNA 損傷修復過程への影響を解析する。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 
 次世代シークエンスとバイオインフォマ
ティクス的手法により、DNA 損傷関連遺伝
子群の intron-retaining form について、
DNA 損傷、および比較対象として熱ストレ
スを模した条件の下において、スプライシン
グ制御の有無を解析した。また、RNA 結合
蛋白質の siRNA ノックダウンにより、
intron-retaining formの蓄積、維持に関わる
ト ラ ン ス 因 子 の 同 定 を 行 っ た 。
Intron-retaining form の有無が、細胞の
DNA 損傷応答や、転写阻害時の成熟型
mRNA の量にどのような影響を与えるかを
分子生物学的、生化学的な手法により解析し、
DNA損傷時における役割を推定した。 



 
４．研究成果 
  
 

DNA 損傷刺激やその他のストレスによっ
て発現誘導される遺伝子群を次世代シーク
エンサーによって取得し、比較解析を行った。
また、既に取得していた intron-retaining 
formを持つ遺伝子群について解析した結果、
intron-retaining formを持つ DNA損傷修復
関連遺伝子の中に、DNA 損傷刺激によって
スプライシングが変化するものを見出した
（下図）。 

 
 

 
 
ここで見られた変化は、熱ストレスや、熱
ストレス時のスプライシング制御を模した
阻害剤投与においては、認められなかった。 
また、特定の DNA 損傷関連遺伝子の

intron-retaining formの蓄積に必須な RNA
結合蛋白質を siRNA スクリーニングによっ
て見出した。これらは、熱ストレスによって
起こる intron-retaining RNA のスプライシ
ング制御に関わる因子群とは、今のところ、
重複が認められない。これらの結果は、スト
レスや遺伝子の種類によって、それぞれ異な
る制御因子が関わっていることが示唆され
る。 

 
また、いくつかの DNA 損傷関連遺伝子に
ついては、Intron-retaining formが存在する
ことによって、転写阻害時に成熟型 mRNA
の減少が抑制されることが示唆された。この
ことは、転写アレストが起きる DNA 損傷時
において、修復関連遺伝子の mRNA の存在
量を一定期間維持することに寄与している
可能性を示唆している。 
 
以上の結果は、intron-retaining formが、
ストレス依存的なスプライシングによって
成熟型 mRNA を速やかに産生するという従来
の仮説以外に、転写停止時に mRNA 量を一定
に保つバッファーとしての作用がある可能
性を示唆している。また、上記以外の挙動を
示す intron-retaining form も存在し、何ら

かの未知の役割を担っている可能性も存在
する（下図）。 
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