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論 文 内 容 の 要 旨

申請論文は,人工的に合成したmRNA前駆体とHeLa細胞の核抽出液を用いた,invitroスプライシ

ング系を用いてmRNAスプライシング反応機構を研究したものである｡ スプライシング反応は,mRNA

前駆体上に数多くの因子が集合してスプライスソームと呼ばれる複合体が形成された後,第一段階,第二

段階の二つの反応を経て起こることが知られている｡ このうち第二段階の反応機構を解明するために,熟

処理した核抽出液を用いてスプライシング反応を第一段階で停止させ,その後の第二段階の反応を同調的

に行わせて,この反応を特異的に解析する実験系を開発 し,第二段階の反応機構を解析 した｡その結果,

第二段階の反応に,スプライスソームに加えて,ATPと2種のタンパク因子が必要であることを明らか

にした｡また,mRNA前駆体をアガロースビーズ上に固定化する実験系を開発 し,これらの因子のスプ

ライスソーム-の作用機序等を解析 した｡そして,第二段階の反応が次のような二つの過程に分けられる

ことが明らかになった｡まず,熱処理した核抽出液の存在下で形成されるスプライスソーム (スプライス

ソームⅠIa)に2種のタンパク因子が作用し,スプライスソームⅠIbが形成される｡ そして,第二段階の

反応は,スプライスソームⅠIbから,ATPのみが存在すれば進行する｡ さらに,スプライシング反応の

進行に伴うスプライスソームの構造変化を,3′スプライス部位に着目し,この領域に相補的な合成 DNA

の存在下でのRNaseHに対する感受性を指標にして解析 した｡その結果,第一段階の反応前のスプライ

スソームでは,3′スプライス部位領域は,RNaseHに対 して耐性であるが,第一段階の反応後のスプラ

イスソームⅠIaではRNaseHに対 して感受性となることが明らかになった｡さらに,スプライスソーム

ⅠIbでは,3′スプライス部位領域には,おそらく何らかの因子が結合 し,RNaseHに対 して再び耐性にな

ることがわかった｡このことは,スプライシング反応過程で,スプライスソームのコンフォメーションが

変化していることを示している｡

さらに,スプライシング反応に必須の因子であるsnRNAが,反応中にどのようにmRNA前駆体と相

互作用するのかを,UVクロスリンク法を用いて解析 した｡その結果,mRNA前駆体と相互作用するこ
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とが既に報告されている UIsnRNA と U2snRNA に加えて,U6snRNA がmRNA前駆体に直接アソ

シエートしていることを発見した｡そして,mRNA前駆体と U6snRNA の双方について,互いに相互

作用する部位を限定することに成功 し,U6snRNA がmRNA前駆体の5′スプライス部位の近傍にアソ

シエートしていることを明らかにした｡最近,いくつかの間接的な理由から,U6snRNA がスプライシ

ング反応を触媒するという仮説が提唱されており,本研究の結果は,この仮説に対 して最初の有力な実験

的証拠を与えるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

近年,invitro反応系を用いた研究により,真核生物のmRNA前駆体のスプライシング反応機構の理

解が急速に深められてきた｡スプライシング反応には, 5種類の核内低分子 RNA (snRNA)･タンパク

質複合体などの数多くの因子がmRNA前駆体上に集合 してスプライスソームと呼ばれる巨大な複合体が

形成された後,第一段階,第二段階の二段階の反応を経てイントロンは除去される｡ これらの過程のうち,

スプライスソームが形成される過程については,そこに関与する因子など除々に解明されつつあるが,ス

プライスソームが形成された後,要求される因子や,スプライスソーム内でスプライシング反応を触媒す

る因子などについては,末だ明らかにされていない｡

申請者は,人工的なmRNA前駆体とHeLa細胞の核抽出液を用いた invitroスプライシング反応系の

他に,mRNA前駆体をアガロースビーズ上に固定化する新たな反応系を開発し,スプライスソーム形成

後の反応機構,特に,第二段階の反応機構について詳細に解析した｡その結果,第二段階の反応には,少

なくとも2種類のタンパク因子とATPが必要であり,タンパク因子とATPとが経時的かつ連続的にス

プライスソームに作用 して第二段階の反応が起こることを明らかにした｡さらに,スプライシング反応過

程で,mRNA前駆体の3′スプライス部位領域とスプライスソームの構成因子との相互作用が変化するこ

とを発見した｡この結果は,スプライスソームが一旦形成された後も,反応過程で数回のコンフォメーシ

ョンの変化を起こすことを意味しておりスプライスソームが動的な複合体であることを示すものである｡

また,スプライスソームを構成する数多 くの因子の中でスプライシング反応を触媒する因子の実体が何

であるかは;この分野の最大の関心事の一つであるにも拘わらず,これまで全 く明らかにされていない｡
最近,いくつかの間接的な理由から,反応に関与する5種類のsnRNAのうち U6snRNA がその有力な

候補であることが指摘されている｡ 申請者は,もしも U6snRNA がスプライシング反応を触媒するので

あれば,このsnRNAは,mRNA前駆体上のスプライシング反応が起こる部位に近接 し,この部位と直

接相互作用するはずであると考え,UVクロスリンク法を用いて解析 した｡その結果,U6snRNA がス

プライシング反応過程でmRNA前駆体に直接アソシエー トしていることを発見した｡さらに,mRNA

前駆体と U6snRNA が相互作用 している塩基配列上の部位について,種々の領域に相補的なオリゴデオ

キシヌクレオチ ドによる部分二重鎖形成後,その領域をリボヌクレアーゼHによって分解する手法を用い

て解析 した｡その結果,U6snRNA がスプライスソーム内でmRNA前駆体の5′スプライス部位に近接

していることを明らかにした｡この発見は,U6snRNA がスプライシング反応を触媒するという仮説を

支持する最初の実験的事実であり,高 く評価される｡ これらの研究は,申請者の分子生物学に対する深い
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知識と卓越した研究能力によってはじめて可能であることは明らかである｡よって申請論文は理学博士の

学位を授与する充分な内容をもつものと判断される｡

なお,主論文に報告されている研究業績を中心とし,これに関連した研究分野について試問した結果,

合格と認めた｡
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