
１． はじめに

特定の転写因子を強制的に発現させることにより分化後
の体細胞が多能性を持つ細胞（iPS細胞）へと変換される
体細胞初期化現象が，２００６年マウスで１），２００７年にはヒト
で２）報告された．それ以来，iPS細胞の医療・創薬応用へ
の期待もあり，体細胞初期化の分子メカニズムにアプロー
チする研究が世界中で精力的に行われている． 特に Oct４，
Sox２をはじめとする多能性関連遺伝子群を中心とした転
写制御ネットワークや，遺伝子発現調節に重要なエピジェ
ネティック修飾制御に関する研究が多数報告されている．
しかしながら，体細胞初期化過程における選択的スプライ
シングの変化やその制御機構は不明な点が多い．本稿では
我々の研究内容を中心に，体細胞初期化過程における選択
的スプライシング制御の重要性とその分子機構を紹介す
る．

２． 選択的スプライシング

ゲノム DNAにコードされている遺伝子は，核内でメッ
センジャー RNA（前駆体 mRNA）へと転写された後，さ
まざまな修飾を受け（転写後修飾），成熟した mRNAとな
る．成熟した mRNAは細胞質へ移行し，mRNAの塩基配
列をもとにタンパク質へと翻訳される．RNAスプライシ
ングは，転写後修飾の一つであり，前駆体 mRNAからイ
ントロン配列を取り除き，エキソン配列どうしをつなぎ合
わせる機構のことである．RNAスプライシングの中でも

選択的スプライシングは，エキソン配列を選択的につなぎ
合わせることにより，単一の遺伝子から配列が一部異なる
複数の mRNA（スプライシングバリアント）を生み出す．
その結果，同一遺伝子からアミノ酸配列が異なる複数のタ
ンパク質を産生することができる．したがって選択的スプ
ライシングは細胞内のタンパク質の多様性を生み出す原動
力となっている３）．また，アミノ酸配列に影響を与えるだ
けでなく，安定性や翻訳活性の異なる mRNAを生成する
ことにより遺伝子発現制御にも関与している．

３． 生理的プロセスにおける選択的スプライシングの
役割

これまでに，多くの生理的プロセスにおいて選択的スプ
ライシング制御が重要な役割を担っていることが知られて
いる４）．多能性幹細胞の一つである胚性幹細胞（ES細胞）
を用いた研究からも，ES細胞特異的に選択的スプライシ
ングを受ける遺伝子や，選択的スプライシングにより機能
の異なるタンパク質が産生される多能性関連遺伝子が見つ
かった．特に，転写因子 FOXP１には，ES細胞特異的なス
プライシングバリアント（FOXP１-ES）と体細胞型のスプ
ライシングバリアント（FOXP１）が存在し，それら二つ
のバリアントは DNA結合配列が異なり，別々の遺伝子群
をターゲットとすることが示された５）．さらに，FOXP１-ES
と FOXP１は，多能性維持や体細胞初期化過程で異なった
働きをすることも明らかとなった５）．この報告により，体
細胞初期化過程においても選択的スプライシングが深く関
与していることが示唆されていたが，体細胞初期化過程に
おける選択的スプライシング制御機構は不明なままであっ
た．さらに，選択的スプライシングが遺伝子発現と同様に
体細胞初期化によってゲノムワイドにリセットされるか否
かも明らかではなかった．そこで，我々は，体細胞初期化
過程における選択的スプライシングの変化を網羅的に解析
し，それらの制御機構を明らかにすることを目的とし研究
を開始した．
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４． 体細胞初期化によりスプライシングパターンが変化
する遺伝子群の同定

まず，体細胞初期化によりスプライシングバリアントの
発現比（スプライシングパターン）が変化する遺伝子の網
羅的な同定を試みた６）．マウス胚性線維芽細胞（MEF）と，
MEFより誘導・樹立した iPS細胞を対象に，次世代シー
ケンサーを用いた RNAシーケンシングにより解析した．
RNAシーケンシングによって得られたリードデータのう
ち，mRNAのエキソンとエキソンの連結部位（エキソン・
ジャンクション）に相当するリードデータ（ジャンクショ
ンリード）を抽出し，それらのリード数の比を調べること
により各遺伝子のスプライシングパターンを決定した
（図１A）．本解析により，体細胞初期化前後でスプライシ
ングパターンが変化する遺伝子を５８７個同定した．また，
ES細胞においても同様の解析を行い，MEFと iPS細胞の
結果と比較したところ，ES細胞におけるスプライシング
パターンと iPS細胞におけるスプライシングパターンが類
似していた．この結果は，体細胞初期化によりMEFにお
けるスプライシングパターンが ES細胞型のスプライシン
グパターンへとゲノムワイドに変換されていることを示し
ている．
さらに詳細な解析を進めるために，デジタル PCRと定

量的リアルタイム-PCR（qRT-PCR）の二つの手法を組み
合わせて遺伝子発現の絶対定量を試みた６）．デジタル PCR
は，反応液を多数のチャンバーに分割し，PCRを行い，
PCR産物が検出されたチャンバーの数をカウントするこ
とによって PCR反応液中のターゲット分子の絶対数を定
量する手法である．また，定量的 RT-PCRによる相対発現
値を，デジタル PCRによって得た単一のリファレンスサ
ンプルにおける絶対定量値で補正することにより，高いス
ループットで遺伝子発現の絶対定量を行った（絶対定量
法）．この絶対定量法により，スプライシングバリアント
間の遺伝子発現を直接比較することができ，スプライシン
グパターンを分子数の割合として正確に測定できるように
なった（図１B）．まず絶対定量法を用いて RNAシーケン
シングによる解析結果を検証した．これまでの報告から体
細胞初期化に重要であると考えられる DNA結合タンパク
質ならびにタンパク質リン酸化酵素をコードする遺伝子を
検証の対象とした．その結果，RNAシーケンシングによ
る解析結果を高い割合で再現できた（３８遺伝子中３５遺伝
子）．さらに，絶対定量法を用いた解析により，ES／iPS細
胞におけるスプライシングパターンはさまざまな組織の中
で精巣におけるスプライシングパターンに類似しているこ
と，体細胞初期化過程で生じるスプライシングパターンの
変化はある特定の時期で一斉に起こるのではなく，遺伝子

ごとに異なったタイミングで起こることを明らかにした．

５． 体細胞初期化過程におけるスプライシング制御因子
の同定

続いて我々は，体細胞初期化過程での選択的スプライシ
ングの制御因子の同定を試みた６）．一般に選択的スプライ
シングは RNA結合タンパク質が前駆体 mRNAに結合する
ことにより制御される．そこで，ES細胞ならびに iPS細
胞で高発現する RNA結合タンパク質に着目して解析を行
うことにした．まず，マイクロアレイ解析により，ES／iPS
細胞で高い発現を示す RNA結合タンパク質をコードする
遺伝子を９２個抽出した．次に，これら９２遺伝子それぞれ
を標的とする siRNAを用いて，ES／iPS細胞におけるノッ
クダウンスクリーニングを行った．それぞれの siRNAに
よるスプライシングパターンへの影響はハイスループット
な qRT-PCR法を用いて解析した．結果，９個の RNA結合
タンパク質をコードする遺伝子（U２af１，Srsf３，Snrpa１，
Nsun２，Ddx４６，Hnrnpa１，Celf１，Nhp２，Larp４）の発現抑
制により，一部の ES／iPS細胞特異的なスプライシングパ
ターンが変化することがわかった．よって，これら RNA
結合タンパク質は多能性幹細胞における選択的スプライシ
ング制御因子であると考えられる．さらに，同定したこれ
ら９個のスプライシング制御因子が，体細胞初期化に関与
するかどうかを調べた．上記９個の因子をコードする遺伝
子それぞれに対して shRNAベクターを作製し，初期化因
子（Oct４，Sox２，Klf４，c-Myc）とともにMEFに強制発現
させ，これらの遺伝子の発現抑制が iPS細胞誘導効率に与
える影響を解析した．その結果，U２af１および Srsf３の遺
伝子発現抑制により iPS細胞誘導効率が減少することがわ
かった６）．この結果は，U２af１および Srsf３が体細胞初期化
過程において重要な役割を担っていることを示している．
U２af１は U２AFヘテロ二量体のサブユニットであり，未成
熟 mRNAの３′スプライス部位に結合しスプライシングを
促進する７）．また，U２af１の存在量が選択的スプライシン
グに影響を与えることが示されている８）．したがって，多
能性幹細胞におけるスプライシングパターンは U２af１によ
り維持されている可能性がある．Srsf３は SRタンパク質
ファミリーに属し，選択的スプライシング制御因子として
知られている．Srsf３ノックアウトマウスは胞胚期に胚性
致死となる９）．さらに我々の研究結果から，ES細胞におけ
る Srsf３の遺伝子発現抑制により，多能性関連遺伝子であ
る Nanogと Oct４の遺伝子発現が減少することがわかっ
た．これらのことから Srsf３が多能性の維持においても重
要な機能を持つと考えられる．
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６． 体細胞初期化過程における選択的スプライシング制
御の重要性

以上のように我々は，体細胞初期化によりゲノムワイド
な選択的スプライシングの初期化が起こることを明らかに
し，体細胞初期化過程における選択的スプライシング制御
の重要性を示した６）．我々の報告と時期を同じくして，別
の研究グループからも体細胞初期化における選択的スプラ

イシングの制御メカニズムに関する研究がいくつか報告さ
れている．Hansらの報告によると，RNA結合タンパク質
MBNL１およびMBNL２が体細胞初期化における選択的ス
プライシングを制御していることが示唆された１０）．我々は
体細胞初期化に伴って遺伝子発現が上昇する RNA結合タ
ンパク質の中から U２AF１と SRSF３をスプライシング制御
因子として同定したが，本報告では多能性幹細胞特異的に
低い遺伝子発現を示す因子としてMBNL１／２を同定した．
MBNL１／２は多能性幹細胞特異的な選択的スプライシング

図１ RNAシーケンシングならびにデジタル PCRを用いた選択的スプライシング解析
（A）RNAシーケンシングを用いた選択的スプライシングの解析．エキソン―エキソン
連結部位に相当するリード（ジャンクションリード）に着目し解析を行った（上図）．
下図には解析の一例を示す．図中の数値はジャンクションリードの数を示す．ジャン
クションリードの数に基づいてスプライシングバリアントの比を Inclusion ratioとして
定義した．（B）Fluidigm dq PCR３７K chipを用いたデジタル PCRの概説（上図）ならび
にデジタル PCRを用いた選択的スプライシング解析の一例（下図）．PCR産物が検出
されたチャンバーを灰色で示した．実測値からポアソン分布を用いて補正した推定値
に基づき Inclusion ratioを計算した．
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の実に半数もの制御に関わっており，MBNL１／２の遺伝子
発現抑制により体細胞初期化効率が上昇する．MBNL１／２
の被制御因子の中には前述の FOXP１が含まれており，
FOXP１をはじめとする多能性幹細胞特異的な選択的スプ
ライシング制御を阻害することにより体細胞初期化を負に
制御していると考えられる．また Luらは，メチル化 DNA
結合タンパク質であるMBD２の選択的スプライシング制
御が体細胞初期化ならびに多能性の維持に関わっているこ
とを示した１１）．MBD２のスプライシングアイソフォーム
MBD２aは ES細胞を分化に向かわせる一方で，別のスプ
ライシングアイソフォームMBD２cは体細胞初期化を促進
する．さらにMBD２遺伝子のスプライシング制御因子と
して SRSF２を同定し，多能性関連遺伝子 Oct４を含む３因
子により構成される，選択的スプライシング制御を介した
ポジティブフィードバックループの存在も示唆している．
これらの報告は，選択的スプライシング制御と遺伝子発現
制御ネットワークとの密接な関連を示しており，体細胞初
期化機構の全容解明にはこれらの統合的な理解が必要であ
る（図２）．

７． おわりに

以上のように，体細胞初期化における選択的スプライシ
ング制御の重要性は徐々に理解され始めている．今後の研
究により，さらに多くのスプライシング制御因子ならびに
被スプライシング因子が体細胞初期化メカニズムにおける
重要な役者として同定されることが期待される．体細胞初
期化に限らず，生理的プロセスにおける選択的スプライシ

ングの変化のほとんどはスプライシングアイソフォームの
発現を完全に切り替えるものではなく，スプライシングア
イソフォームの発現比を変化させるにとどまる．選択的ス
プライシングの変化はタンパク質間相互作用や遺伝子発現
レベルの微調整により細胞内分子ネットワークを形成・再
構成しているかもしれない１２，１３）．特にスプライシングを制
御する RNA結合タンパク質をコードする遺伝子群は，そ
の多くが自身もスプライシングによる制御を受けることが
知られている．実際，我々の解析でも体細胞初期化前後で
スプライシングパターンが変化する遺伝子には RNA結合
タンパク質が有意に濃縮していた．このことは，転写因子
ネットワークと同様に，RNA結合タンパク質から構成さ
れる複雑な RNAスプライシングネットワークの存在を示
唆する．今後の研究を通じて体細胞初期化過程における
RNAスプライシングネットワークの全容が解明されるこ
とを期待したい．
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図２ 体細胞初期化過程における選択的スプライシング制御
体細胞初期化に関与するスプライシング制御因子ならびに被ス
プライシング制御因子．体細胞初期化過程においてMBNL１／２
（初期化を負に制御する RNA結合タンパク質）の発現は減少し，
U２AF１および SRSF３（初期化を正に制御する RNA結合タンパ
ク質）の発現は上昇する．
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■略歴 １９８７年に生る．２００９年京都大学理学部卒業．１４年同
大学院生命科学研究科統合生命科学専攻後期博士課程修了．１４
年より現職．
■研究テーマと抱負 体細胞初期化過程における選択的スプラ
イシング制御機構．
■趣味 読書．

山本拓也（やまもと たくや）
京都大学 iPS細胞研究所（CiRA），物質―細胞統合システム拠点
（iCeMS）特定拠点助教．博士（生命科学）．
■略歴 １９７７年大阪府に生る．２００１年京都大学理学部卒業．
０６年同大学院生命科学研究科統合生命科学専攻後期博士課程
修了．０６～０９年同大学院生命科学研究科博士研究員．０９年京
都大学物質―細胞統合システム拠点（iCeMS）iPS細胞研究セン
ター特定拠点助教．１０年より現職．
■研究テーマと抱負 網羅的解析，バイオインフォマティク
ス，生化学・分子生物学を駆使し，統合的に iPS細胞誘導過程
の分子基盤の解明を目指している．細胞が性質を変化させるた
めの根本原理を明らかにしたい．
■ウェブサイト http:／／www.cira.kyoto-u.ac.jp／yamamoto／
■趣味 読書・スポーツ観戦．
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