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１, 研究のねらい 

ヒトを含む多細胞生物の形態の複雑さや機能の巧妙さは、多様な細胞がそれぞれ複雑で

巧妙な遺伝子発現を行うことで実現している。しかし、遺伝子の数自体は、ヒトが単細胞生物

に比べて桁違いに多いわけではなく、多細胞生物の複雑さや巧妙さは、ひとつの遺伝子転写

産物からでも細胞の種類や発生段階に依存して多様な成熟 mRNA を産生できる「mRNA 前駆

体の選択的プロセシング」によって可能になったと考えられる。mRNA の多様性が空間的・時

間的に制御されている実態が近年明らかになってきたのに対し、さまざまな遺伝子の mRNA

前駆体が細胞の種類や発生段階に応じてそれぞれ特異的・選択的にプロセシングされるため

の制御機構の実体は解明されておらず、「細胞暗号（cellular codes）」と呼ばれている。 

本研究課題では、研究者らが開発した生体内選択的スプライシング可視化技術を応用して、

mRNA 前駆体の選択的プロセシングの制御因子と制御に必要な塩基配列の同定、プロセシン

グの順序の解明を行い、mRNA 前駆体の選択的プロセシングのための「細胞暗号」の実体を

実験的に明らかにすることを目的とした。 

 

２, 研究成果 

本研究では、モデル生物である線虫の組織特異的あるいは発生段階依存的に選択的プロ

セシングを受ける遺伝子群をモデルとして、さまざまなタイプの選択的プロセシングの選択性

パターンを生体内で可視化するための mRNA プロセシングレポーターミニ遺伝子の作製を試

み、より簡便で成功率の高いミニ遺伝子作製方法の開発を行った。さらに、これらのモデル遺

伝子レポーターのうち組織特異的あるいは発生段階依存的選択性を示すものについて、遺伝

学的な解析により制御因子やシスエレメントの同定を行い、プロセシング制御機構を明らかに

した。 

 

２－１．蛍光スプライシングレポーターミニ遺伝子の作製法の開発 

複数の蛍光タンパク質 cDNA を用いて選択的スプライシングパターンを反映して異なる蛍光

タンパク質が発現するレポーターミニ遺伝子を相同組換えにより効率よくする作製するための

ミニ遺伝子のデザイン方法、構築方法

を工夫、整理、実践し、論文としてまと

めた（論文２、右図）。また、特に線虫

を用いて蛍光選択的スプライシングレ

ポーター動物を作製し、変異体をスク

リーニングするための戦略、方法、遺

伝子マッピング方法についても、同論

文に詳細を掲載した。 
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図左、排他的エクソン a/b の使い分けを可視化するためのミニ遺

伝子ペア。図右、カセットエクソン c の包含と排除を可視化するた

めのミニ遺伝子ペア。 
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２－２．コラーゲン遺伝子let-2 の発生段階依存的な相互排他的選択的エクソンの制御機構の

解明 

線虫のタイプIVコラーゲンα2鎖をコードするlet-2遺伝子の胚型（エクソン9型）と成虫型（エ

クソン 10 型）の相互排他的選択的スプライシングの切替えを可視化するためのレポーターミニ

遺伝子を緑色蛍光タンパク質（GFP）と赤色蛍光タンパク質（RFP）を用いて作製し、発生段階

依存的な選択的スプライシングの可視化に成功した（論文１）。また、この発生段階依存的な

スプライシングの切替えは筋組織特異的に起こることを示した（論文２）。そして、遺伝学的な

解析により、この発生段階依存的な制御には、スプライシング制御因子 ASD-2, ASD-1, 

FOX-1, SUP-12 が必要であること、シスエレメントとしてイントロン 10 にある CUAAC リピート、

UGCAUG 配列、UG リピートが必要であることを見出した。さらに、一部のイントロンのみが除

去された mRNA 前駆体プロセシングの

途中段階の RNA を野生型およびスプ

ライシング制御因子変異体で同定、定

量することで、イントロン除去の順序を

明らかにし、let-2 遺伝子の発生段階

依存的なスプライシング制御機構のモ

デルを示した（右図）。 
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２－３．アクチン結合タンパク質コフィリンをコードするunc-60 遺伝子の筋組織特異的選択的

プロセシング機構の解明 

線虫のコフィリンをコードする unc-60 遺伝子は、１つの遺伝子から UNC-60A と UNC-60B

の２つのアイソフォームを産生する。これらの mRNA はエクソン 1 のみを共有し、UNC-60A の

ためのエクソン 2A から 5A の下流に UNC-60B のためのエクソン 2B から 5B が配置した遺伝

子構造となっており、筋組織は UNC-60B アイソフォームを、他の組織は UNC-60A アイソ

フォームを発現する組織特異的な選択的プロセシングを受けることが知られている。本研究で

は、この筋組織特異的な unc-60 遺伝子の選択的プロセシングパターンの可視化に成功し、筋

組織においてはエクソン 1 とエクソン 2A の間のイントロンの除去が抑制されていること、このイ

ントロンの除去の制御が UNC-60A 型か UNC-60B 型かの運命決定段階であることを示した。

そして、このイントロンのスプライシングの抑制に ASD-2 および SUP-12 が協働してかかわっ

ていること、これらのシスエレメントが同イントロン上に存在していること明らかにした。 

 

２－３．V-ATPaseのaサブユニットをコードするunc-32 遺伝子の神経系特異的選択的スプライ

シング制御機構の解明 

線虫の unc-32 遺伝子には２組の相互排他的エクソン（4a/4b/4c、7a/7b）があることが知ら

れており、本研究で蛍光レポーターを作製したところ、4a は腸、4b は神経系、4c は咽頭に主に

発現する組織特異性を、7a は神経系に、7b はその他の組織に発現する組織特異性を示すこ

とが明らかとなった。さらに、エクソン7aが神経系特異的に選択されるための制御因子として、

ASD-1, FOX-1 と神経系特異的な RNA 結合タンパク質 UNC-75 を同定し、これらの因子が作

用するシスエレメントを特定した。また、UNC-75 が神経系特異的なエクソン 4a の選択性にも
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必須であることを示した。 

 

 

３, 今後の展開 

本研究により、線虫のようにゲノムサイズが小さく、イントロンの平均長が哺乳類に比べて

かなり短いモデル生物であっても、選択的 mRNA プロセシングの制御にはイントロンにある複数

のシスエレメントに複数の制御因子が結合することが必要なことが一般的であることが明らかと

なった。このことは、制御因子をさまざまに組み合わせることで、さまざまな遺伝子をさまざまな

特異性で制御できる可能性を示している。今後も同様の方法で制御因子とそのシスエレメントが

明らかになっていくことで、選択的プロセシング制御の細胞暗号の実体ともいえる役者が出揃う

ことが期待される。 

一方、少数の個別のモデル遺伝子の解析で得られた制御因子の発現パターンやそのシス

エレメントの配列からを他の多くの遺伝子の選択的プロセシングパターンを予測できるような規

則性を導くことの困難さも明らかとなった。規則性の一般化を困難にする要因として、個々のシス

エレメントの配列が必ずしも明確なコンセンサスを持たないこと、複数の制御因子が同時に存在

して初めて協働的結合や組織特異性を示す場合があることが挙げられる。今後は、より多くの遺

伝子の選択性プロファイルや制御因子を網羅的に解析して例数を増やしていくことで、線虫にお

ける、さらには他の生物にも当てはまる普遍的な細胞暗号の解明につなげていくことが期待され

る。 

本研究で行ったモデル生物を用いた生体内選択的プロセシングパターンの可視化と順遺伝

学的な解析手法は、mRNA 前駆体に直接結合する制御因子以外にも、シグナル伝達機構やエ

ピジェネティックな制御機構など、培養細胞を用いた生化学的解析では同定が困難な間接的な

プロセシング制御因子を同定できる可能性を持っている。今後の解析の進展により、生体におけ

る遺伝子発現制御機構解明のための予期せぬ新たな手がかりが得られることが期待される。 

 

４, 自己評価 

本研究では、さまざまなタイプの選択的プロセシングを受ける個々のモデル遺伝子について、

選択性プロファイルの生体内可視化に成功し、さらに、遺伝学的な解析により新規の進化的

に保存された選択的プロセシング制御因子やそのシスエレメントを実験的に同定して、mRNA

前駆体の選択的プロセシングの運命決定過程を明らかにすることができた。このことは、生体

内における選択的プロセシング制御機構解明の手段としての蛍光レポーター系やモデル生物

の有用性を示しており、今後もさまざまなモデル遺伝子を制御する因子やエレメントの解明に

つながっていくことが期待できる。一方で、プロセシング制御機構の規則性を一般化するため

の道筋、プロセシング制御因子やシスエレメントが進化的に保存されていることの生物学的意

義、個々の制御因子が一群の標的遺伝子をまとめて制御することの生物学的意義を探るた

めの新たな方法論の開発については今後の展開に委ねることとなった。 

 

 

５, 研究総括の見解 

本研究では、細胞の種類や発生段階に応じて、mRNA 前駆体がそれぞれ特異的・選択的に
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プロセシングされるための制御機構の実態解明を目指した。モデル生物として線虫を用い、当

研究者らが開発した生体内選択的スプライシング可視化技術を応用した。遺伝学的な解析を

組み合わせた結果、進化的に保存された選択的プロセシング制御因子やそのシスエレメント

を実験的に同定することに成功し、コラーゲン遺伝子 let-2 の発生段階依存的な相互排他的

選択的エクソンの制御機構を解明するなど、いくつかの mRNA 前駆体の選択的プロセシング

の運命決定過程を明らかにしたことは評価に値する。この方法により、さらに多くの制御因子

やシスエレメントを明らかにし、mRNA 選択的プロセシング制御に関する役者が出揃うことを期

待している。  
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