
してこれが二つの精細胞へと移行していることが示唆され

た（図４）．生殖核でいわば見せしめのようにその中のト

ランスポゾン配列に由来する siRNAを合成し，その

siRNAを次世代につながる精核に移動させ，そこで RNA

サイレンシングの機構でトランスポゾンが飛ばないように

作用していると考えられるのである１５）．

最 後 に

結果として広く RNAサイレンシングの系が活性化され

るなどして，植物が常時，ストレスに対する臨戦態勢をし

くようになっている気がする．今後，複数の環境変化など

が加わった際の，植物の応答の研究などから未知の姿がさ

らに出てくることを期待している．

本研究は，渡邊研究室に所属した多くの卒業生，大学院

生の実験結果をもとに流れを紹介した．彼らに感謝した

い．
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選択的 pre-mRNAスプライシング制御機
構解明の新たなアプローチ

は じ め に

多細胞生物は，その複雑な形態や巧妙な機能を実現する

ために，組織・細胞の種類や発生段階に応じて多様なタン

パク質を産生している．しかし，ゲノムプロジェクトによ

り，タンパク質をコードする遺伝子の数は，たとえばヒト

で約２万数千個程度と，当初予想された数よりはるかに少

なく，タンパク質の多様性実現のためには，一つの転写産

物からでも多様な mRNAを産生できる mRNA前駆体（pre-

mRNA）の選択的スプライシングが主要な役割を担ってい

ると考えられるようになった．実際に，近年の mRNAの

網羅的解析により，後述のように多くのタンパク質遺伝子

にスプライスバリアントが存在し細胞の種類や発生段階に

応じて特異的に発現していることが示され，選択的スプラ

イシングは多細胞生物にとって重要な遺伝子発現制御機構

であることが明らかとなった．

多くの遺伝子の pre-mRNAが生体においてそれぞれ細胞

特異的なパターンで選択的スプライシングを受けるという

事実は，それぞれの細胞に特異的に存在する制御因子群が

pre-mRNA上の何らかの配列情報（シスエレメント）を手

がかりにスプライシングパターンを決定していることを示

唆する．しかし，生体の各細胞におけるスプライシング制

御機構の実体は解明されておらず，「細胞暗号（cellular

codes）」と呼ばれる．この「細胞暗号」の解読，すなわち，

組織・細胞特異的なスプライシング制御因子群やシスエレ

メントの同定と，それらの作用によって pre-mRNAの運命

が特異的に決定する分子機構と規則性の理解が，ゲノム情

報が明らかにされた今日における遺伝子発現制御機構解明

の重要な課題である．

本稿では，今世紀に入って急速に発展したグローバルな

解析方法，すなわち，マイクロアレイや比較ゲノムによる
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選択的スプライシングバリアントや制御エレメントの探索

について触れた後，最近筆者らや他のグループから報告さ

れた蛍光タンパク質による選択的スプライシングパターン

の生体内での可視化方法と，それを利用して筆者らが明ら

かにした選択的スプライシング制御機構を概説する．

１． 序 論

１―１． 選択的スプライシングの分類

図１Aに，pre-mRNA選択的スプライシングの基本５類

型の模式図を示す．図中のカセットエクソン型は，さまざ

まな多細胞生物で５類型のうち最も高頻度に見られる．相

互排他的エクソン型は，頻度が低いが，相互排他性を実現

するための精緻な制御が存在すると考えられ，後述のよう

に制御機構の解析に適する．実際の mRNAでは，これら

の基本５類型のほか，第１エクソンの開始点すなわち転写

の制御に依存する選択的プロモーターや選択的ポリ A付

加部位との組み合わせにより，さらに複雑な選択的プロセ

シングパターンを示す遺伝子が多数存在する．

１―２． 選択的スプライシング制御機構の概要

スプライシングの分子機構の研究では，主に培養細胞の

核抽出液を用いた試験管内での pre-mRNAスプライシング

反応系によって，構成的スプライシングの反応機構や選択

的スプライシングの制御機構が解析されている．また，選

択的スプライシング制御機構の研究では，モデル遺伝子か

ら作製したミニ遺伝子をトランスフェクションにより培養

細胞に導入し，RT-PCR法によってスプライシングパター

ンを解析する手法も併せて用いられ，選択的スプライシン

グの制御に必要なシスエレメントや細胞内で選択的スプラ

イシングパターンを修飾する制御因子が探索された１）．

これらの主に培養細胞を用いた解析で，シスエレメント

として，エクソンまたはイントロン上にあってエクソンの

mRNAへの包含を促進するもの（ESE，exonic splicing en-

hancerおよび ISE，intronic splicing enhancer）と抑制する

もの（ESS，exonic splicing silencerおよび ISS，intronic

splicing silencer）が同定された．そして，制御因子として，

主に ESEに結合する SR（Ser-Arg）タンパク質群や ESS

や ISSに結合する hnRNP（heterogeneous nuclear ribonucleo-

protein）タンパク質群が同定され，普遍的に発現するこれ

らの制御因子による正負の活性の総和によってエクソンが

包含されるか否かが決定されるというエクソン選択性制御

の基本的なモデルができあがった（図１B）．

しかしながら，核抽出液で試験管内スプライシングが起

こる細胞や基質となる pre-mRNAの種類が限られているた

めに細胞特異的選択的スプライシングを試験管内で再現す

ることは難しく，組織特異的制御因子の同定は遅れてい

る．さらに，今日では，後述のように非常に多くの遺伝子

が何らかの特異的な選択的スプライシング制御を受けるこ

と，培養細胞では，生体における内在性の遺伝子の制御機

構を必ずしも反映していないことから，生体内での選択的

スプライシング制御の全貌を解析するには，よりグローバ

ルな手法や生体での選択的スプライシング制御を反映した

実験系の開発が待たれていた．

２． 選択的スプライシングの網羅的解析

２―１． スプライスバリアントの網羅的探索

従来から行われていた発現タグ（EST，expressed sequence

tag）解析で得られる cDNAの部分配列同士を比較するこ

とで，スプライスバリアントが見つかる．様々な組織，細

胞株での EST解析が進むに従って，新たなバリアントが

次々に見つかってきた．近年では，cDNAの全長配列の網

羅的な解読とゲノムプロジェクトが進み，選択的スプライ

シングに特化したデータベースも国内外で作成されて，選

択的スプライシングを受ける遺伝子の数は上方修正が繰り

返された２）．

さらに，図２Aのようにスプライシングパターンの違い

を検出できる選択的スプライシングマイクロアレイが作製

され，哺乳類の多くの遺伝子で選択的スプライシングが組

織特異的に制御されていることが明らかになった３）．現在

では，ヒトのタンパク質遺伝子の７０％以上がなんらかの

バリアントを持つとされている．

最近の次世代シーケンサーの発達により，今後も発現量

の低いバリアントが見つかることが予想され，選択的スプ

ライシングを受ける遺伝子の割合はさらに増えるものと予

想される．ごく最近，実際に次世代シーケンサーでスプラ

イシングの解析を行った例が報告されているので参照され

たい４～６）．

２―２． シスエレメントの網羅的探索

前項の mRNAの網羅的解析による組織特異的選択的エ

クソンの同定と近年の様々な種でのゲノムプロジェクトの

成果から，バイオインフォマティクス解析により，選択的

スプライシングを受けるエクソンの周辺に濃縮している配

列や進化的に保存されている短い配列が多数報告され，選

択的スプライシングのシスエレメントの候補と考えられて

いる．たとえば，Conboyらは，脳特異的な２７個の選択的

エクソンの周辺で進化的に保存されている６塩基の配列を

探索して，UGCAUGを選択的エクソンの下流のイントロ
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ンに最も濃縮した配列として抽出し，さまざまな脊椎動物

種で選択的エクソンとの相対的な位置関係も含めて保存さ

れていることを示した７）．

培養細胞を用いて実験的に ESS配列を網羅的に探索す

る試みもなされた．たとえば，Burgeらは，図２Bのよう

に，ランダムな１０塩基のライブラリーを挿入した試験エ

クソンを持つレポーターミニ遺伝子を培養細胞にトランス

フェクションし，試験エクソンがスキップされてレポー

ターの緑色蛍光タンパク質（GFP）が発現する細胞をクロー

ン化することで，１３３種類の ESSを実験的に同定した．さ

らに，クラスター解析によりこれらを７種類のモチーフに

分類し，これらの ESSモチーフの探索が偽エクソンや選

択的エクソンのより正確な予測に有用であることを報告し

た８）．

このように，シスエレメントの候補配列は近年多数報告

されている．しかし，上述のようなバイオインフォマティ

クス解析は保存されている配列の抽出にとどまり，予測さ

れたシスエレメントが実際に選択性の制御に関わっている

か否かの解析には何らかの実験的な解析手段が不可欠であ

る．また，インフォマティクスやスクリーニングで得られ

た配列に結合する制御因子の同定には，やはり次節のよう

な実験的な解析が必要である．

２―３． 制御因子同定の試み

ゲノムプロジェクトにより，一つの種に存在する RNA

結合モチーフを持つタンパク質を網羅的に予測できるよう

になった．潜在的にスプライシングやプロセシングに関与

し得る予想遺伝子の数は，哺乳類やショウジョウバエ，線

虫では数百種類を数える．しかし，スプライシング制御因

子の候補がこれら有限の RNA結合タンパク質群に絞られ

たことから，次のような RNA結合タンパク質の側からの

アプローチが試みられるようになった．

組換えタンパク質を用い SELEX（systematic evolution of

ligands by exponential enrichment）法により RNA結合タン

パク質の標的配列を試験管内で濃縮することで，結合する

RNAのコンセンサス配列の同定が試みられた．たとえば，

井上らは，脊椎動物の Fox-１ファミリー（線虫 feminizing

gene on X chromosome（fox）-１遺伝子の相同遺伝子）RNA

結合タンパク質が先述の（U）GCAUG配列に特異的に結合

することを見出し，実際に Fox-１ファミリーが（U）GCAUG

配列を介してミトコンドリア ATP合成酵素 F１γサブユ
ニット遺伝子などの筋特異的選択的スプライシングを制御

することを示した９）．しかし，RNA結合タンパク質の結合

配列は必ずしも Fox-１ファミリーのようには特異的でな

く，SELEX法の結果から標的遺伝子を予測するのは難し

いのが実情である．

一方，RNA干渉（RNAi）を利用して特定の遺伝子のノッ

クダウンによる機能解析が網羅的に行えるようになり，選

択的スプライシングに影響を与える因子のスクリーニング

が行われた．Graveleyらは，ショウジョウバエの培養細胞

である S２株に対して２５０個の RNA結合モチーフを持つ

タンパク質遺伝子の RNAiを行い，S２細胞で発現してい

る三つの遺伝子の計１９個の選択的エクソンのスプライシ

ングパターンを RT-PCRにより解析して，新規のものも含

め４７個のスプライシングに影響する因子を同定した１０）．

しかし，RNAiによって解析できる標的遺伝子やスプライ

シング制御因子はその細胞株に発現しているものに限られ

ることから，生体で機能する制御因子の同定には必ずしも

直結しない．

哺乳類でさまざまな先駆的な解析によって例外的によく

解析されている組織特異的選択的スプライシング制御因子

は，脳特異的制御因子 Novaである１１）が，詳細は割愛する．

３． 複数の蛍光タンパク質を利用した選択的

スプライシングレポーターの開発

近年になって，筆者らを含む複数のグループにより，複

数の蛍光タンパク質を用いて選択的スプライシングのパ

ターンを可視化するレポーターミニ遺伝子作製法が開発さ

れ，培養細胞やマウス，線虫などの動物個体で生きたまま

スプライシングパターンを可視化した例が報告された．こ

れらのミニ遺伝子に共通の特徴は，選択的スプライシング

パターンに応じて複数の異なる蛍光タンパク質が発現する

ように工夫してレポーターミニ遺伝子が構築されているこ

とである．従来の単色のスプライシングレポーターが各細

胞における転写量等の差異を考慮せず特定のバリアント

mRNAの最終的な産生量をモニターしていたのに対し，

複数の蛍光タンパク質を用いる方法では，一方の蛍光タン

パク質の発現が内部対照として機能し，蛍光タンパク質間

で発現量を比較することによって，各細胞におけるスプラ

イシングパターンをプロファイリングできる．

複数の蛍光タンパク質による選択的スプライシングレ

ポーターミニ遺伝子は，次のように大きく単一コンストラ

クト型と複数コンストラクト混合型に分けられる．

図３Aには，相互排他的エクソンの使い分けを可視化す

るために筆者らが線虫で用いている典型的な２コンストラ

クト混合型ミニ遺伝子の模式図を示す．それぞれのミニ遺

伝子は相互排他的エクソン aまたは bを使ったときにのみ
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それぞれ GFPまたは赤色蛍光タンパク質（RFP）を発現

するようにデザインされており，これらのミニ遺伝子を同

じプロモーター制御下で同時に発現させることで，各細胞

でのスプライシングバリアントの比率を，GFP／RFPの比

という形で可視化することができる．他の型の選択的スプ

ライシングについても，同様に，GFP／RFPの発現がそれ

ぞれ特定のスプライシングパターンを反映するように工夫

することで，レポーターミニ遺伝子を構築できる．筆者ら

は，三つの蛍光タンパク質を利用して３種類のスプライス

バリアントの発現をモニターすることに成功している（未

発表）．

Carstensらは，哺乳類の線維芽細胞成長因子（FGF）受

容体 FGFR２遺伝子を基に図３Aと同様の１組のレポー

ターミニ遺伝子を作製して培養細胞にトランスフェクショ

ンし，相互排他的エクソン IIIbと IIIcの細胞株特異的な選

択性を GFP／RFPの発現で可視化できることを示した１２）．

さらに，これらのミニ遺伝子の安定発現株にスプライシン

グ制御因子を共発現させてフローサイトメトリーで解析す

ることで，制御因子がミニ遺伝子のスプライシングに与え

る影響を解析できることを示した．

一方，単一コンストラクト型では，一つのミニ遺伝子に

複数の蛍光タンパク質 cDNAを工夫して挿入することで，

複数のスプライシングパターンをモニターすることを可能

にしている．Cooperらは，図３Bのように，カセットエク

ソンの包含またはスキップに応じて二つの蛍光タンパク質

が相互排他的に発現する単一コンストラクト型レポーター

ミニ遺伝子を構築し，制御因子の共発現により選択的スプ

ライシングパターンが影響を受ける様子をフローサイトメ

トリーで解析できることを示した１３）．このような単一コン

ストラクト型の長所は，トランスフェクションなどで培養

細胞へ導入する際に，各細胞に導入されるミニ遺伝子のコ

ピー数や発現量の差によらず，各細胞における二つの蛍光

タンパク質の発現量の比がそのままスプライシングパター

ンを反映することにある．最近，Blackらは，スプライシ

ングの異常で前頭側頭葉型痴呆症（FTDP-１７, frontotemporal

dementia with parkinsonism linked to chromosome１７）が引

き起こされる微小管結合タンパク質タウ（MAPT）遺伝子

のエクソン１０の包含とスキップを図３Bと似た構造のミ

ニ遺伝子で可視化し，米国食品医薬品局（FDA）に認可さ

れた医薬品のライブラリーなどを用いてハイスループット

スクリーニングを行い，強心ステロイド類がレポーターお

よび内在性のMAPT エクソン１０のスプライシングに影響

を与えることを報告して１４），選択的スプライシングの制御

が医薬品の標的になりうることを示した．

初めてマウス個体で組織特異的選択的スプライシングを

可視化したのは Garcia-Blancoらである１５）．彼らは前述の

FGFR２ 遺伝子のエクソン IIIbの組織特異的サイレンシン

グを可視化するために，図３Cのような１組のレポーター

ミニ遺伝子を構築しそれぞれ ROSA２６ 遺伝子座に相同組

換えにより導入した．一方のミニ遺伝子からは，エクソン

IIIbがサイレンシングを受けた場合のみ GFPが発現する．

もう一方からは，常に RFPが発現する．これらのレポー

ターを同時に持つヘテロマウスを作製することで，各組織

のエクソンのサイレンシングの起こりやすさを GFP／RFP

の比率として可視化することに成功して，組織によってサ

イレンシング活性が異なること，エクソン IIIb周辺の ISS

が生体でも機能していることを示した．

４． スプライシング制御機構への遺伝学的アプローチ

筆者らは，透明で生きたまま観察が可能な線虫をモデル

生物として用い選択的スプライシングパターンを可視化し

た．線虫は，各種の遺伝学的解析法が揃っていることに加

え，哺乳類同様にさまざまなパターンの選択的スプライシ

ングが見られるにもかかわらず，イントロンの長さが哺乳

類よりもずっと短く，生体内での選択的スプライシング制

御機構の解析に適した生物であると考えられたからであ

る．生体内でのスプライシングパターンの可視化の結果，

組織特異性や発生段階依存性のプロファイリングにとどま

らず，スプライシング制御因子の変異体の単離や，変異体

を利用した生体におけるイントロン除去の順序の解析を

行って，生体における選択的スプライシングについての新

たな知見を得ることに成功しているので，以下ではこれま

での解析例を紹介する．

４―１． 受容体のリガンド特異性を制御する組織特異的選択

的スプライシング

egl-１５は線虫で唯一の FGF受容体をコードする遺伝子

で，相互排他的なエクソン５Aと５Bの使い分けによって，

線虫に２種類存在する FGF（EGL-１７および LET-７５６）と

のリガンド結合特異性が規定され，EGL-１７／EGL-１５（５A）

シグナルと LET-７５６／EGL-１５（５B）シグナルは異なった機

能を発揮することが，変異体を用いた遺伝学的解析により

明らかにされていた１６）．

筆者らが egl-１５遺伝子エクソン５の選択的スプライシ

ングレポーター線虫を作製したところ，筋組織はエクソン

５A型を，上皮系や神経系などそれ以外の組織はエクソン

５B型を主に発現し，組織特異的選択性を示した（図４A）１７）．
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図１ pre-mRNAの選択的スプライシングの分類と制御機構の概要
A．pre-mRNAの選択的スプライシングパターンの分類．箱はエクソンを示す．黄色は構成的エクソン．選択的なエクソンまたは領
域に色を付けてある．

B．選択的スプライシングを制御するシスエレメント．矢印はスプライス部位の活性化を，Tで終わる線は抑制を表す．詳細は本文
参照．

図２ 選択的スプライシングの網羅的解析法の例
A．選択的スプライシングマイクロアレイの実験デザイン例．エクソン（e１，e２，e３），イントロン（i１，i２）およびエクソン境界部
（j１―２，j２―３，j１―３）をそれぞれ特異的に認識するプローブセットを用意し，比較したい組織の mRNAを別々の蛍光プローブで標
識してハイブリダイゼーションを行う．スプライシングパターンが二つの試料間で異なれば，複数のプローブの蛍光強度比が連
動して変化する．

B. ESSの実験的・網羅的な同定に用いられたレポーターミニ遺伝子の模式図．GFPの cDNAを二つのエクソン（緑色の箱）に分割
し，ランダムな１０塩基（オレンジ色の部分）を人工的な試験エクソン（水色の箱）に挿入してある．挿入されたのが中立な配
列なら試験エクソンが包含されて GFPは発現しないが，ESS活性のある配列が挿入されたミニ遺伝子では試験エクソンがスキッ
プされて GFPが発現する．

図３ 二つの蛍光タンパク質による選択的スプライシングレポーターミニ遺伝子の構築法と生成される mRNAのスプライシングパ
ターンの模式図

箱はエクソンを表し，ミニ遺伝子と mRNAの間で位置を対応させている．色を付けたところは予測される翻訳領域．
A．２コンストラクト混合型レポーターミニ遺伝子の例．解析したい遺伝子断片（選択的エクソンの上流の構成的エクソンから下流
の構成的エクソンまで）の下流に GFPまたは RFPの cDNAを翻訳の読み枠を合わせて連結し，各コンストラクトでエクソン a
または bのいずれかに終止コドン（＊）を導入する．すると，各ミニ遺伝子から産生され得る二つの mRNAのうち，それぞれ一
方の mRNAだけ，蛍光タンパク質との融合タンパク質（この図の例では Exon a-GFPと Exon b-RFP）が発現する．したがって，
この図の場合では，GFP融合タンパク質の発現はエクソン aの選択を，RFP融合タンパク質の発現はエクソン bの選択を示すこ
ととなる．

B．単一コンストラクト型レポーターミニ遺伝子の例．RFP（DsRed）の ORFが読み枠を１塩基ずらしても終止コドンが出現しない
ことを利用して，RFPと GFPの cDNAを敢えて読み枠をずらして連結してある．この例では，長さが３の倍数でないカセット
エクソンの包含かスキップかによってそれぞれ GFPまたは RFPの読み枠に合うようにミニ遺伝子が構築されている．

C．マウス個体での選択的スプライシングの可視化に用いられたミニ遺伝子．pGIIIbでは，GFPの cDNAに構成的イントロンを挿入
して二つのエクソンに分割し，そのイントロンにさらにエクソン IIIbとその周辺の ISSを含む領域を挿入してあり，エクソン
IIIbがサイレンシングを受けたときのみ GFPが発現する．pRintでは，RFPの cDNAに構成的イントロンを挿入してあり，常に
RFPが発現する．これら二つのコンストラクトを同じプロモーター制御下で発現させる．

図４ Fox-１ファミリーと SUP-１２による egl-１５遺伝子の組織特異的選択的スプライシングの制御
A―E．egl-１５選択的スプライシングレポーター線虫の共焦点顕微鏡観察像．（文献１７より改変）
A．egl-１５レポーターを広範な組織で発現する線虫．Exon ５A-RFP（左），exon５B-GFP（中），および両者に疑似カラーを付けて重
ね合わせた像（右）．咽頭筋（phx）や体壁筋（bwm）などの筋組織は主にエクソン５Aの選択を示す RFPを，頭部の神経節（N）
や腹側神経束（vnc）などの神経系や下皮（hyp）などその他の組織はエクソン５Bの選択を示す GFPを主に発現する．

B．変異体スクリーニングに用いた体壁筋における egl-１５レポーター発現株 ybIs７３６．組織特異的プロモーターにより体壁筋で exon
５A-RFPが優勢に発現している．

C．asd-１変異体．
D．sup-１２変異体．
E．イントロン４の UGCAUG配列を UCGAUGに置換した改変型 egl-１５レポーター線虫．
F．Fox-１ファミリーと SUP-１２による egl-１５遺伝子制御のモデル．詳細は本文参照．

図５ ASD-２による let-２遺伝子の発生段階依存的選択的スプライシングの制御（文献２０より改変）
A―C．let-２選択的スプライシングレポーター線虫の実体顕微鏡観察像．eは胚期，Lは幼虫期，aは成虫期の虫を示す．
A．let-２レポーター線虫．胚期は exon９-GFPを主に発現して緑色だが，成長に伴って次第に色が変わり，幼虫期には黄色，成虫期
には exon１０-RFPを主に発現して赤色になる．

B．asd-２変異体．
C．イントロン１０の CTAACTCTAACを CTATCTCAAACに置換した改変型 let-２レポーター線虫．成虫期になっても緑色のままで
ある．

D．let-２遺伝子の相互排他的選択的スプライシングの進行過程のモデル．pre-mRNAからエクソン９型および１０型の２種類の成熟
mRNAが生成するには理論上四つの経路があり４種類のプロセシング中間体が存在する．

E．ASD-２による let-２遺伝子制御のモデル．詳細は本文参照．
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組織特異性の制御機構を解明するために，スプライシン

グレポーターの組織特異的選択性に異常を示す変異体のス

クリーニングを行ったところ，筋における選択性がエクソ

ン５A型から５B型へと変化して色が変わった変異体が多

数得られた（図４B―D）．そして，遺伝子マッピングの結

果，比較的広範の組織に発現する Fox-１ファミリー RNA

結合タンパク質 ASD-１（alternative-splicing-defective-１，筆

者が命名）および FOX-１と筋特異的 RNA結合タンパク質

SUP-１２（suppressor-１２）が egl-１５の選択的スプライシン

グの筋組織特異性を制御していることを見出した１７，１８）．

筋特異性の制御に必要なシスエレメントの同定も，レ

ポーターミニ遺伝子を用いて行った．全ゲノムの塩基配列

が明らかにされている３種の線虫 C. elegans，C. briggsae，

C. remanei で，相互排他的なエクソン５Aと５Bの構造が

保存されている．そして，非筋型のエクソン５Bの上流の

イントロン４に二つの配列 UGCAUGと GUGUGが保存さ

れていたことから，ミニ遺伝子の対応する配列にそれぞれ

変異を導入し，トランスジェニック線虫を作製した．その

結果，スプライシング変異体同様に筋におけるエクソン選

択性に異常を示して５A型から５B型に変化した（図４E）

ことから，これらの配列が egl-１５の組織特異性の制御に

必要なシスエレメントであると同定された．さらに，試験

管内での結合試験により，Fox-１ファミリーと SUP-１２が

UGCAUGと GUGUGにそれぞれ特異的に結合すること，

両タンパク質が同時に存在することによって協調的に標的

RNAに結合することを確認した．

egl-１５の組織特異的選択的スプライシングの制御は図４

Fのようにまとめられる．筋組織では，Fox-１ファミリー

と SUP-１２が協調してイントロン４に結合してエクソン

５B選択を抑制し，その結果，下流のエクソン５Aが選択

される（図４F左）．非筋組織や制御因子変異体ではこの

抑制が不十分で，エクソン５Bが選択されるが，この場

合，エクソン５Bとエクソン５Aの間は１４塩基と短くイン

トロンとして除去できないため直後のエクソン５Aは選択

されず，さらに下流のエクソン６へとスプライシングが起

こる（図４F右）．

この研究は，複数の RNA結合タンパク質と複数のシス

エレメントの組み合わせによって選択的スプライシングの

標的遺伝子とその組織特異性が厳密に制御されることを示

す好例となった．さらに，これらのスプライシング制御因

子変異体は，egl-１５（５A）特異的変異体や EGL-１５（５A）

特異的リガンドである EGL-１７の変異体と同じ表現型（性

筋芽細胞の移動異常による陰門筋の形成不全とそれによる

産卵障害＝Egl，egg-laying defective）を示したことから，

内在性 EGL-１５のリガンド特異性の規定が，Fox-１ファミ

リーと SUP-１２による組織特異的選択的スプライシング制

御の重要な標的であることが遺伝学的に明らかとなった．

先述の井上らの報告以降，脊椎動物の Fox-１ファミリー

（Fox-１と Fox-２）が UGCAUG配列を介して組織特異的選

択的スプライシングを制御していることが多数報告されて

いる．筆者らの線虫 egl-１５遺伝子制御機構の解明は，脊

椎動物で見つかっていた Fox-１ファミリーと UGCAUGに

よる組織特異的選択的スプライシング制御機構が線虫でも

保存されていることを示すこととなった．前述の FGFR２

遺伝子のエクソン IIIcの抑制も Fox-１ファミリーによって

制御されている１９）．Fox-１ファミリーが UGCAUGを介し

て FGF受容体の相互排他的選択的スプライシングを制御

してリガンド特異性を規定するという構図が哺乳類と線虫

で相似形をなしており，進化的な面からも興味深い．

４―２． イントロン除去の順序の制御による発生段階依存的

スプライシング制御

線虫 let-２遺伝子は，基底膜を構成するコラーゲン IV

の α２鎖をコードする．let-２遺伝子のエクソン９と１０は

相互排他的で，発生段階依存的に制御される．すなわち，

胚期にはエクソン９型のみが発現し，発生が進むに連れて

徐々に切り替わり，成虫期はエクソン１０型のみが発現す

る．このエクソン９と１０の選択性レポーターを作製した

ところ，図５Aのように，胚期では９型（GFP）のみを発

現するが，発生段階依存的に徐々に色が変わり，成虫では

１０型（RFP）のみを発現する，発生段階依存性を可視化

した株が得られた２０）．

発生段階依存性の制御因子を同定するために，レポー

ターの色の変化に異常を示す変異体をスクリーニングし，

成虫になっても胚型（GFP）が優勢の発現を示す変異体を

単離した（図５B）．そして，制御因子として進化的に保存

された STAR（signal transduction and activation of RNA）

ファミリー RNA結合タンパク質 ASD-２（alternative-

splicing-defective-２）を同定し，命名した．さらに，レポー

ターミニ遺伝子の改変を利用して，イントロン１０に存在

する CUAACの２回繰り返し配列が胚型から成虫型への発

生段階依存的な切り替えに必要なシスエレメントであるこ

とを見出し（図５C），試験管内で ASD-２とこの CUAAC

リピートの特異的な結合も確認した．

この研究では，さらに，相互排他的エクソンの選択性の

切り替え制御機構の詳細な解析を行った．let-２遺伝子の

エクソン８から１１に着目すると，pre-mRNAからエクソ
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ン９型または１０型の成熟 mRNAが生成するには，図５D

のように，選択的エクソンの上流と下流のイントロンが除

かれる２度のスプライシングを必要とする．そこで，理論

上４種類存在する，一つのイントロンのみが除去された

「プロセシング中間体」の量を，放射性同位元素を利用し

た RT-PCRで定量し，野生型と asd-２変異体の胚期と L４

幼虫期（成虫期の一つ手前のステージ）で比較した．その

結果，胚期ではエクソン９から１１へスプライシングした

中間体（８―９／１１）のみが検出されること，野生型では L４

幼虫期にエクソン１０から１１へスプライシングした中間体

（８―９―１０／１１）に切り替わること，それに対し asd-２変異

体では，L４幼虫期でも胚型が主要な中間体であることが

わかった．

以上のさまざまな解析から，let-２遺伝子の相互排他的

選択的スプライシングの進行過程は図５Eのようにまとめ

られる．この選択的スプライシングの特徴は，選択的エク

ソンの下流のイントロンが先行して除去されることであ

る．胚期では，エクソン９と１０の５′スプライス部位の相

対的な強さの違いから，エクソン９と１１の間でスプライ

シングが起こって中間体８―９／１１が生成し，続いてイント

ロン８が除去されてエクソン９型 mRNAが生成する（図

５E左）．成虫期では，イントロン１０に結合した ASD-２の

はたらきによりイントロン１０の除去が促進されて中間体

８―９―１０／１１が生成し，続いて３′スプライス部位の相対的

な強さの違いによりエクソン１０のスプライス部位が優先

的に選択されてエクソン１０型 mRNAが生成する（図５E

右）．

この研究は，スプライス部位の相対的な強弱や制御因子

による制御が連動して，除去されるイントロンが規定さ

れ，スプライシングパターンの厳密な制御が実現されるこ

とを示している．すなわち，本研究は，内在性の遺伝子を

用いた遺伝学的な実験系でこのような厳密な制御を初めて

明確に示したものであり，pre-mRNAプロセシングの運命

決定機構の解析に新たな方法論を示すものである．

お わ り に

本稿で紹介した，筆者らの開発した生体内選択的スプラ

イシング可視化技術とそれを利用した研究成果の意義は次

のようにまとめられる．�選択的スプライシングレポー

ターの発現がモデルとして用いた内在性の遺伝子の選択的

スプライシングパターンを反映しており，生体内における

組織特異性や発生段階依存性などの選択性を１細胞の解像

度でプロファイリングできること．�レポーターミニ遺伝

子のみならず内在性遺伝子の選択的スプライシングを制御

する制御因子の同定，生体での選択性の制御に必要なシス

エレメントの同定ができること．�スプライシング制御因

子変異体を利用して，プロセシング中間体の同定によるイ

ントロン除去の順序など pre-mRNAの運命決定機構の解明

が可能であること．�選択的スプライシング制御因子やシ

スエレメントの配列が線虫から脊椎動物まで進化的に保存

されていることを明らかにしたこと．これらはいずれも，

先に紹介した従来の方法ではアプローチが困難だったもの

である．

ヒトの遺伝病の１５％程度がスプライシング異常による

とされているが，これは，５′スプライス部位と３′スプラ

イス部位のよく保存された塩基の変異に限ったものであ

り，実際には最大で５０％程度がスプライシング異常によ

るとの推定もある２１）．最近の次世代シーケンサーの利用に

よって個人のゲノムに膨大な量の一塩基多型（SNPs）が

存在することが次第に明らかになってきたことから，遺伝

病には至らなくとも，遺伝子の転写や pre-mRNAのプロセ

シングになんらかの影響を及ぼす SNPsは相当数存在する

と考えるのが自然である．今後，さまざまな遺伝子の選択

的スプライシングの生体での制御機構を解明していくこと

で，現在の知識では不可能な，SNPsがどの組織において

どのエクソンのスプライシングにどのような影響を及ぼす

かの予測が可能になり，その検証を重ねていくことによっ

て，スプライシング制御の「細胞暗号」の実体が明らかに

なるものと期待している．
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LDL由来コレステロールの細胞内輸送機構

１． は じ め に

コレステロールは動物細胞にとって細胞膜を構成する重

要な脂質分子であり，成長や生存に必須の成分である．コ

レステロールの代謝や生合成に関わる遺伝子の変異は，

ニーマン・ピック病 C型（NPC）など先天性代謝異常の

症状を示す．またコレステロール代謝は，高脂血症や動脈

硬化，脳血管障害のみならず，近年ではアルツハイマー病

や糖尿病にも深く関与する可能性が示唆されている．動物

細胞において，コレステロールは主に二つの供給源から獲

得される．すなわち細胞内における生合成とリポタンパク

質を介した細胞外からの取り込みである．なかでも低密度

リポタンパク質（LDL）によるコレステロールの輸送は，

末梢組織へのコレステロールの供給源として重要な生理的

役割を果たしている．これまで LDL受容体による LDL自

体の細胞内への取り込みについては多くの研究がなされて

いるが，LDL中に含まれるコレステロールの細胞内輸送

については未知な点が多い．筆者らは最近，soluble N -

ethylmaleimide（NEM）-sensitive factor attachment protein re-

ceptor（SNARE）複合体を介した小胞輸送が，LDL由来コ

レステロールの細胞内輸送に関与することを報告した１）．

本稿では，この報告を中心に LDL由来コレステロールの

細胞内輸送について概説する．

２． 細胞内の LDL由来コレステロール代謝機構

LDLは細胞外から細胞膜上にある LDL受容体を介して

エンドサイトーシスにより取り込まれる２）．LDLに含まれ

るコレステロールは遊離型（約８％）に比べてエステル型

（約３７％）が多い．取り込まれたコレステロールエステル

は，エンドソームにおいて酸性リパーゼにより加水分解を

受け，遊離型のコレステロールとなる．その後，コレステ

ロールは NPC病の原因遺伝子産物である NPC１や NPC２

を含むエンドソームに運ばれたのち，細胞膜や小胞体，ミ

トコンドリア等の各オルガネラに輸送されることが知られ

ている（図１）３，４）．NPC１や NPC２が欠損した細胞では，遊

離型のコレステロールは後期エンドソーム／リソソームに

蓄積する．コレステロールは細胞膜を構成する主要な脂質

成分であるのに対し，小胞体には細胞中の総コレステロー

ルのうち１％程度しか存在しない．しかし sterol regulatory

element-binding protein（SREBP）や SREBP cleavage-activat-

ing protein（SCAP），ヒドロキシメチルグルタリル CoA

（HMG-CoA）還元酵素など，細胞内のコレステロールホ

メオスタシスを担う重要な膜タンパク質が数多く存在す

る．また細胞にとって余分となったコレステロールをエス

テル化して，コレステロールエステルという貯蔵しやすい

形に変換する酵素である acyl-CoA: cholesterol acyltrans-

ferase１（ACAT１）も小胞体に存在する５）．変換されたコレ

ステロールエステルは脂肪滴に貯蔵される．このようにコ

レステロールの代謝は細胞内の様々な場所で行われるが，

各オルガネラ間の LDL由来コレステロールの細胞内輸送

については，NPC１が重要な役割を果たすこと以外は詳細

な解析が遅れていた３，４）．
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