
G 
主論文 1

in vitro系を用いた

mRNAスフライシング反応機構の研究

津 斉



目次

要旨--一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一- 3 

第一章 序論一一一一一一一 一一 一一一一一一一一一一一一一一一 5 

第二章 材料と方法一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 16 

第三章 結果

第一部 スプライシング反応の第二段階の解析

a)第二段階の反応のATP.要求性一一 一一一一一一一一一一一 21 

b)第二段階の反応に必要なスプライシング因子 一一一一 一-26

c) mRNA前駆体の固定化一一 一一一一一一一一一一一一一 -28 

d)第二段階の反応の二つの過程への分解 一一一一一一一一一 28

e) スプライスソームIIb形成に必要な因子一一一一一一 一一 -32

f) 3'スプライス部位領域のRNaseHに対する感受性の変化-34

g)通常の核抽出液を用いたスプライシング反応での

3'スプライス部位領域のRNaseHに対する感受性の変化-36

h)スプライシング産物解離因子一一 一一一一一一一一一一 一38 

第二部 U6snRNAとmRNA前駆体とのアソシエーション

a)研究の背景 一一 一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一 41 

b) snRNAのmRNA前駆体とのアソシエーション一一一一一一 41 

c) スプライスソーム内でのU6snRNAのmRNA前駆体との

アソシエーション 一一一一一一一一一一一一一一一一一 -45

d) クロスリンク部位の解析 一一一一一一一一一一一一一一一 47

第四 章 考 察

a)固定化したmRNA前駆体を用いた実験系 一一一一一一一一 53

b)第二段階の反応に関与する因子一一一一一一一一一一一一 53

c) スプライシング反応経路と 3種類のスプライスソーム 一一 54

d)スプライスソームのコンフォメーションの変化一一一一一 55

e)第二段階の反応に必要なATPの役割 一一一一一一一一一一 58

f) SRFの役割一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 58



gω) Ul凡1sr 

アソシエ一シヨン一一 一一一一一一一 一一一一 一一一一一 59
h) U6snRNAとmRNA前駆体とのアソシエ一シヨン一一一一一 60

iけ)U6snRNA~はまスプライシング反応を触媒するか?一一一一一 60

jけ)スプライシング反応応、過程のモデル 一一一 一一一一一一一一 61 

謝辞一一一 一一一一一一一一 一一一一一 一一一一一一一一一一一 -65

引用文献 一一一一一一 一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一 66

2 



要旨

mRNAスプライシング反応では、まず、 5種類のsnRN医専の数多くの因子

がmRNA前駆体上に集合し、巨大な反応複合体、スプライスソームが形成

される。その後、このスプライスソーム内で、イントロンは、 5' スプラ

イス部位が切断されラリアット構造が形成される第一段階と、 3' スプラ

イス部位が切断されエキソンが連結される第二段階の、 2回の反応を受け

て除去される。イントロンが除去される機構を解明するため、本研究にお

いてはまず、第二段階の反応に焦点を絞り、この反応を詳細に解析した。

HeL~田胞の核抽出液をあらかじめ熱処理してから、 in vitroスプライシン

グ反応に用いると、第一段階の反応のみが起こる。そして、その後、熱処

理していない核抽出液等を加えると第二段階の反応が効率よく起こり、こ

の反応だけを特異的に解析できる。この実験系で、第二段階の反応を解析

し、第二段階の反応にATPと少なくとも 2種類のタンパク因子が必要なこ

とを明らかにした。また、 mRNA前駆体をア力。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への作用機序等を解

析した。そして、第二段階の反応が次のような2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によって形成されたスプ

ライスソーム(スプライスソームIIa) に2種類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のみを要求して起きる。また、これらのスプライス

ソームの 3' スプライス部位領域に、スプライスソームの構成因子が結合

しているかどうかを、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には、スプライスソームの構

成因子が結合しているが、第一段階の反応後のスプライスソームIIaで、は因

子が結合しておらず、RNaseHに対して感受性であることが明らかになった。

さらに、スプライスソーム11bでは、 3' スプライス部位領域には、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り、スプライ

シング反応過程で、スプライスソームのコンブォメーションが変化してい

ることが明らかになった。

次に、スプライシング反応過程で起こるmRNA前駆体とsnRNAとの直接

の相互作用を、 uvクロスリンク法を用いて解析した。その結果、過去に
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mRNA前駆体と相互作用することが報告されているUlsnRNAとU2snRNAに

加えて、 U6snRNAが 5' スプライス部位領域に直接アソシエートしている

ことが観察された。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いるが、スプライシン

グ反応過程でRNA鎖の切断再結合反応が起こる部位の一つである 5' スプ

ライス部位にU6snRNAが近接して存在しているという筆者の発見は、この

仮説を強く支持している。
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第 一章序論

真核生物の多くの遺伝子は、介在配列(イントロン)によって分断され

ていることが知られている。これらの遺伝子から転写された前駆体RNAは、

イントロンが除去されて初めて機能的なRNAになる。この反応は、スプラ

イシング反応と呼ばれ、遺伝子が発現する上で必須な過程の一つである。

スプライシング反応は、遺伝子の種類によっていくつかに分類できるが、

その反応機構は主にinvitro系を用いて研究されてきた。 tRNA前駆体のスプ

ライシング反応は、生物種によって様式が若干異なるが、エンドヌクレア

ーゼとリガーゼによって触媒されることが明らかにされている (Krainerと

Maniatisの総説、 1988)。テトラヒメナのrRNA前駆体のイントロンは、タ

ンパク因子の関与なしに、イントロン自身の酵素活性によって除去される

ことが知られている(セルフスプライシング、 Ceckの総説 1990)。このイ

ントロンに見られる配列や二次構造を持ったイントロンが、種々の生物の

ミトコンドリアや葉緑体の遺伝子中にも見いだされている。これらは総称

してグループIイントロンと呼ばれ、そのうちいくつかはテトラヒメナの

rRNA前駆体イントロンと同様にセルフスプライシング反応をすることが知

られている (Cechの総説 1990) 。グループIイントロンのセルフスプライ

シング反応では、まず補助因子であるグアノシンが5' スプライス部位を

攻撃、切断し、同時にグアノシンはイントロンの5' 末端に連結される。

次に 5' エキソンRNAの3' -OH基が3' スプライス部位を攻撃し、 3'

スプライス部位が切断され、同時に二つのエキソンが連結される(図1)。

この二段階の反応は、いずれもホスホジエステノレ結合の切断と再形成が共

役して起こるエステノレ交換反応である。

グループIとは異なった保存配列や二次構造を持つイントロンがミトコン

ドリアや葉緑体の遺伝子中に知られており、グループ11イントロンと呼ば

れている (CechとBassの総説 1986)。グループ11イントロンのいくつかは

セルフスプライシング反応をすることが知られているが、その反応様式は

グループIの場合とは異なり、核遺伝子由来のrnRNA前駆体のスプライシン

グ反応 (rnRNAスプライシング反応)の場合と同じである(図 1、Krainer

とManiatisの総説]988)。これらのイントロンのスプライシング反応は、

次のような2回のエステノレ交換反応によって起こる。第一段階では、前駆

体RNAの5' スプライス部位が切断され、同時にイントロンの5'末端が
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図 1.スプライシング反応経路

グループI、グループ11イントロンのセルフス プラ イシン グ反応、及び

mRNAスプライシング反死経路を模式的に表した。図中、 Gはグアノシンを、

5・ssは5・スプライス部位を、3・ssは3'スプライス部位を、BPはブランチ部位

を表す。グループ11イン トロンのスプライシング反応と mRNAスプライシ

ング反応とは反応経路は同じだが、mRNAスプライシング反応には、数多

くの因子が必要である。
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3' スプライス部位の少し上流のブランチ部位に、 2' -5' のホスホジ

エステル結合で連結される。この結果、 5' エキソンRNAとラリアット構

造をしたRNA(ラリアット型中間体)が反応中間体として産生される。

第二段階では、 3' スプライス部位が切断され、同時に二つのエキソンが

連結され、 mRNAとラリアット構造を持つイントロン(ラリアット型イン

トロン)が産生される。このようにグループ11イントロンのスプライシン

グ反応とmRNAスプライシング反応は、反応様式は同じであるが、ク。ルー

プ11の反応がセノレフスプライシングによって起こることがいくつかの例で

示されているのに対し、 mRNAスプライシンクe反応にはmRNA前駆体以外に

数多くの因子が必要であり、反応を触媒する因子など、その反応機構はま

だ明らかにされていない点が多い。

mRNAスプライシングの反応機構は、主にHeL~田胞の核抽出液と、 ln

νi troで合成したmRNA前駆体を用いた、 ln νitroスプライシング系によって

研究されてきた。その結果、前述の二段階の反応様式に加えて、 ATPおよ

びMg2+イオンが必要であること、反応を始めてから中間体が産生されるま

でに15-3め?の遅滞時間があることなどが最初に明らかにされた。また、

スプライシング反応には、 snRNA(smallnuclear RNA)といくつかのタンパ

ク質の複合体である snRNP(smallnuclear ribonucleoprotein particle)など多

くの因子(スプライシング因子)が関与していることも明らかにされた(

Padgettら 1983、 HernandezとKeller1983、Krainerら 1984、 Hardyら

1984)。

現在までに、 U1、U2、U4、U5、U6の5種類のsnRNPがスプライシング

反応に関与していることが明らかにされている (GuthrieとPattersonの総説

1988) 。このうちU4とU6snRNPはsnRNA間の塩基対合を介してヘテロダ

イマーを形成している (U4/U6snRNP)。これらのsnRNPに共通のタンパク

質に対する抗体 (Sm抗体)を加えるとスプライシング反応は阻害される。

また、マイクロコッカスのヌクレアーゼ (MNase) で前処理してsnRNAを

分解した核抽出液を用いるとスプライシング反応は起こらない。 5種類の

snRNPのうちU1snRNPはそのRNA成分の5'末端の配列がスプライス部位

の配列と相補的であることから、スプライシング反応に関与している可能

性が早くから指摘されていた (Lernerら 1980)。その後、 U1snRNPに特異

的な抗体を反応系に加えたり (Padgettら 1983) 、U1snRNAに相補的な合

成DNAとRNaseHを用いて核抽出液中のU1snRNAを壊す (Kramerら 1984)
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とスプライシング反応が阻害されることから、このsnRNPが反応に必要な

ことが証明された。また、 5' スプライス部位の保存配列の塩基置換変異

によりスプライシング反応を受けなくなったmRNA前駆体は、 UlsnRNAの

5'末端の配列を、l 変異した 5' スプライス部位と相補的に換えることに

より反応性が回復することなどから、 UlsnRNPが、 UlsnRNAと5' スプラ

イス部位との塩基対合を介して、この部位に結合することが示されている

(Zhu加 gとWeiner 1986) 0 U~ U4、U6snRNPについても、各snRNAに相

補的な合成DNAとRNaseHを用いた実験より、スプライシング反応に必要な

ことが明らかにされている(KrainerとManiatis 1 985、Blackら 1985、

BergetとRobberson 1986、BlackとSteitz1 986)。このうちU2snRNPは、

UlsnRNPの場合と同様に塩基置換変異を用いた実験から、 mRNA前駆体の

ブランチ部位に塩基対合を作って結合する事が示されている (Zhua時と

Weiner 1989) 。しかし、 UlsnRNPの結合は単独で、 ATPに依存せず、氷

中でも起こるが (JBlackら 1985、BindereifとGreen 1987) 、U2snRNPの結

合にはATPと補助因子、 U2AF(U2 auxiliary factor)、が少なくとも必要で

ある (Ruskinら 1988) 0 U5snRNPに関しては、そのRNA成分が、リボヌク

レアーゼに対して耐性なので、スプライシング反応に必要であることを直

接証明することは困難であった。しかし、マイクロコッカスのヌクレアー

ゼに耐性のsnRNPのタンパク質が3' スプライス部位に結合することや(

Chabotら 1985)、U5snRNAがスプライスソーム中に存在していること(

GrabowskiとSharp 1986)、核抽出液を分画して反応系を再構成した場合、

U5snRNPを含む分間が反応に必要なこと (Winkelmannら 1989)などから、

U5snRNPがスプライシング反応に関与していると考えられる。

スプライシング反応にはsnRNP以外にも多くのタンパク因子が関与して

いる。 KrainerとManiatisは (1985)、snRNP以外に、細胞質S100フラク

ションには存在せず核抽出液のみに活性の見られるタンパク因子 (SF2) と、

熱に弱いタンパク因子 (SF3、HLF) がスプライシング反応に必要なことを

示した。このうちHLFは第二段階の反応にのみ必要である。 SF2は最近精製

され、反応の初期に関わっていること、 5' スプライス部位の選択に影響

を与えることなどが示された (Krainerら 1990a、Krainerら 1990b)。ま

た彼らは、カラムクロマトグラフィーを用いて、上記の因子以外に第一段

階の反応に必要な因子 (SF4A) と第二段階の反応にのみ必要な因子 (SF4B

)を同定している (KrainerとManiatis 1985)。カラムクロマトグラフィ

8 



ーを用いて核抽出液を分画し、スプライシング因子を同定する試みは他の

グループでも行われている。 HurwitzらのグループではDEAE-cel1 u loseカラ

ムとBio-Rex70カラムを用いて核抽出液を三つの分画 (1a， 1 b、11) に分け

た (Perkinsら 1986)。このうち、 Ia中に存在する因子は、第二段階の反

応にのみ必要である。またKellerらのグループでは、高速液体クロマトグラ

フィーを用いて核抽出液から 4種類のタンパク因子 (SFI-4)を分画した

(Kramerら 1987)。このうち SFlとSF3は、後述のプレスプライスソーム

形成に必要であることが示されている (Kramer 1988)。

また、抗体を用いたスプライシング因子の解析も行われている。 invivo 

で観察される核内不均一RNA(heterogeneous nuclear RNA， hnRNA)は、コ

アタンパク質と呼ばれる数種類のタンパク質 (A1， A2、Bl，B~ Cl、C2

)などと複合体 (htnRNP) を形成しているが (Dreyfussの総説 1986)、コ

アタンパク質のうちCタンパク質に対する抗体が、 inνitroでのスプライシ

ング反応を阻害することから、このタンパク質がスプライシング因子であ

ることが示唆された (Choiら 1986) 0 FuとManiatisは (1990)、スプライ

シング反応の際に形成される後述の複合体、スプライスソームを分画し、

マウスに免疫して、作成されたモノクロナーノレ抗体を用いて、分子量35キ

ロダノレトンのスプライシング因子 (SC-3S)を同定した。

mRNA前駆体に直接結合する因子を検索する試みも行われている。スプ

ライシンク。反応に必要なmRNA前駆体の保存された配列は、 5' スプライ

ス部位領域 ((C/A)AG:GU(A/G)AGU)、ブランチ部位領域 (PyPypuAPy)、

3' スプライス部位領域 ((pY)nN(CIU)AG:G)の三つの領域であるが(:はス

プライス部位を表す、 Greenの総説 1986)、先にも述べたように、 5' ス

プライス部位領域にはUlsnRNPが、ブランチ部位領域にはU2snRNPが結合

する。 3' スプライス部位領域に結合する因子についてはいくつかの報告

がある。 GerkeとSt.eitzは (1986)、マイクロコッカスのヌクレアーゼに耐

性の因子がこの領域に結合していることをSπ抗体を用いた免疫沈降法によ

って観察し、 U5snRNPのタンパク成分の一つが3' スプライス部位領域に

結合することを示唆した。 Taziらは (1986)、同様の活性をサウスウエス

タン法によって検出し、 intron binding protein (IBP) と名付けた。

SwansonとDreyfussは (1988)、hnRNPのタンパク質のうちA1， C、D、が

この領域に結合することを示した。 Garcia-Blancoらは (1989)、この領域

のポリピリミジントラクトに特異的に結合する 62キロダノレトンの因子(
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p62)をUVクロスリンク法によって同定し、精製した。また、前述のU2AF

もこの領域に結合する (Ruskinら 1988) 0 U2AFは最近精製され、ヘテロ

ダイマーであること、スプライシング反応に必須であることが証明された

(ZamoreとGreen 1l990)。これらの 3' スプライス部位領域に結合する因

子は、 U2AFとCタンパク質を除いて、反応に必須であることは証明されて

いない。また、これらのうちどの因子がスプライシング反応過程での 3'

スプライス部位の認識に関与するのかもはっきりしていない。

以上、 HeL~田胞の核抽出液中に存在するスプライシンク。因子について列

挙したが、これらの因子の相互の関係についてはわかっていない。また、

次に述べる出芽酵母のスプライシング因子と比べても、まだまだ多くの因

子が同定されていないようである。

HeLw帝国胞の系でのスプライシング因子の研究は、上記のように、因子の

生化学的性質を用いて解析しなければならないが、出芽酵母の系では、ス

プライシンク.反応が起こらなくなった温度感受性突然変異株を用いて遺伝

学的に解析することができる。また、多くの場合、温度感受性突然変異株

から調製した抽出液を熱処理すると、 invitroでスプライシング反応が起こ

らなくなることがわかり (Lustigら 1986)、生化学的方法を遺伝学的方法

と組み合わせて解析することができる。今までに22種類の異なる相補群

(prp2・11，16-27) が分離されている(Hartwell 1 96 7、Vijayraghavan

1989)。これらの変異株の非許容温度下でのln VLVOの表現系は大きく 3つ

に分けられる。第ーに、 mRNA前駆体が全くスプライシング反応を受けず

に蓄積する、つまり、第一段階の反応に関わる因子の遺伝子変異であり、

多くの相補群がこれに含まれる。そのうちほとんどは後で述べる反応複合

体、スプライスソームの形成に関与している。第二は、反応中間体が蓄積

する変異 (PRP16・:18)で、第二段階の反応に関わる因子の遺伝子変異だと

考えられる。このうちPRP16はmRNA前駆体のブランチ部位の変異を抑制

する変異としてとられたが(Coutoら 1987)、最近、第二段階の反応に必

要であることが明らかにされている (SchwerとGuthrie 1990)。第三は、

切り出されたイン ;卜ロンが蓄積する変異であり、スプライシング反応後の

イントロンの分解に関わる因子の遺伝子変異だと考えられる。これらの遺

伝子の多くはクローン化され、対応する遺伝子産物がヒトで同定されてい

る例もある (PintoとSteitz1989、Garcia-Blancoら 1990)。今後、これら

の遺伝子産物に対する抗体などを使った実験によって、個々のスプライシ
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ング因子の具体的な働きが明らかにされることが期待されている。

mRNAスプライシング反応において、上記の因子のうち 5種類のsnRNPを

含むその多くは、スプライスソームと呼ばれる巨大な複合体を形成する過

程に関与している。イントロンは、スプライスソームが形成された後、そ

の中で、第一、第二段階の反応を受けて除去される。スプライスソームは、

初め、酵母の抽出液を用いたスプライシング反応系で、反応液をグリセロ

ーJレの密度勾配遠心法によって分画した際に40Sの複合体として観察され

た (BrodyとAbelson 1985) 0 HeL，，*田胞の系でも同様に50-65Sのスプライ

スソームが観察されている(Grabowskiら 1985、FrendeweyとKeller 1985 

)。研究グループにおける沈降係数の差異は、主に実験の条件によるもの

で本質的な違いではないと考えられる。スプライスソームはスプライシン

グ反応が起こる条件下でのみ形成され、どちらかのスプライス部位を欠く

mRNA前駆体を用いた場合や、 ATPを加えないと形成されない。この複合

体中には、 mRNA前駆体の他に反応中間体である 5' エキソンRNAとラリ

アット型中間体が多く観察され、スプライシング反応の場であると考えら

れた。スプライシング反応ではmRNA前駆体を核抽出液とインキュベート

し始めてから反応中間体が観察されるまで、遅滞時間が必要であるが、こ

れはスプライスソーム形成に必要な時間だと考えられる。ところが、スプ

ライスソームをグリセロールの密度勾配遠心法によって分画し、この複合

体からスプライシング反応を行わせると、この遅滞時間が短くなる(

Grabowskiら 1985)。このことは、スプライスソームがスプライシング反

応の場であることを裏付けている。スプライスソームが形成される過程は、

主にSharpのグループで複合体を直接ポリアクリノレアミドゲJレで電気泳動す

る方法で解析されてきた (KonarskaとSharp 1986、KonarskaとSharp 1987 

、Lamondら 1987、Lamondら 1988)。それによると、 mRNA前駆体はま

ず、 ATP存在下でU2snRNPとスプライスソームの前駆体(プレスプライス

ソーム)を形成する。次にU4、U5、U6snRNPがATPに依存してmRNA前駆

体とは無関係に一つの複合体 (U4/U5/U6snRNP) を形成し、これがプレス

プライスソームに結合してスプライスソームが形成される。その後、第一

段階の反応の前にU4snRNPがスプライスソームから解離する。なお、この

電気泳動を用いた方法では、 UlsnRNPを含んだ複合体は観察されていない。

また、スプライスソームを密度勾配遠心法とアフィニティクロマトグラフ

ィーによって分画した場合でも UlsnRNPは観察されず、 U~ U4、U5、
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U6snRNPがスプライスソームに含まれていることが観察された(

GrabowskiとSharp 1986)。このためSharpらは、 UlsnRNPは、反応初期に

5' スプライス部位の認識に関わった後、複合体から解離すると考えた。

しかし、 BindereifとGreenは (1987)、アフィニティクロマトグラフィー

でスプライスソームを回収しでもUlsnRNPが存在していることを示した。

また、 Reedらも (1988)、ゲノレ減過クロマトグラフィーで分画したスプラ

イスソームにUlsnRNPが存在していることを示した。さらに、最近、電気

泳動を用いても、 UlsnRNPがスプライスソームに存在していることが観察

できる方法が開発され (Zillmannら 1988)、UlsnRNPはスプライスソーム

中にあるが、その結合が弱く、電気泳動などで解離してしまうと考えられ

るようになった。 U4snRNPについても、最終産物であるラリアット型イン

トロンに結合していることが示唆された (Blencoweら 1989) ことなど、か

らスプライスソームから解離するのではないとする説もある。しかし、 U4

、U6snRNA間の塩基対合が壊れて、 U4snRNPのスプライスソームへの結合

が弱くなることは確かだと考えられている。

このようにスプライスソームが形成される過程や、ここでは詳しく触れ

ないが、スプライス部位が認識される機構など、スプライシング反応の初

期の過程に関しては様々な研究が行われ、徐々に明らかにされつつある。

しかし、スプライスソームが形成された後、スプライスソーム内でイント

ロンが除去される後期の過程に関して研究された例は少なく、ほとんど解

明されていない。その理由は、スプライスソーム形成過程が複雑で、時聞

がかかるため、その後の反応が不均一に起こり、後期の反応だけを特異的

に解析することが困難なためである。このため、スプライシング反応の後

期の過程を研究するためには、反応をある特異的な過程で停止させ、その

後の反応をできるだけ向調的に行わせて解析することが必要になる。酵母

の系では温度感受性突然変異株から調製された抽出液を用いることが有用

な手段である。 PRP2変異株から調製された抽出液を熱処理して用いると、

スプライスソームは形成されるが第一段階の反応は起こらない。この時形

成されるスプライスソームをグリセローノレの密度勾配遠心法によって分画

して、ATPと抽出液を加えるとその後のスプライシング反応を追跡するこ

とができる (Linら 1987)。この反応を解析した結果、スプライスソーム

形成後の第一段階の反応にATPと、PRP2産物を含めて少なくとも 2種類の

タンパク因子が、またその後の第二段階の反応にも少なくとも 2種類のタ
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ンパク因子が必要で;あることが明らかになった。また、 PRP18変異株から

調製された抽出液を熱処理して用いると反応は第二段階で止まり、反応中

間体が蓄積する (VijayraghavanとAbelson 1 990) 。蓄積した反応中間体

を持ったスプライスソームを分画して第二段階の反応を追跡する実験から、

第二段階の反応にATPが必要なことが明らかになった。

HeLal回胞の系では、反応後期の解析に、スプライシング反応をそれぞれ

第一段階、または第二段階で停止させる次の二つの方法が用いられている。

核抽出液とmRNA前駆体とのインキュベーションを2価イオンのキレート

試薬であるEDTAの存在下で行うとスプライスソームは形成されるが、第一

段階の反応は起こらない。 Abmayrらは(1988) 、この事を利用して

mRNA前駆体のみを含んだスプライスソームをゲノレ漉過クロマトグラフィ

ーによって分画して第一段階の反応を追跡し、スプライスソーム形成後の

第一段階の反応に、タンパク因子とATPが必要なことを明らかにした。も

う一つの方法は、あらかじめ熱処理した核抽出液を用いることである。熱

処理した核抽出液を用いると第二段階の反応に必要な因子(乱F) が失活

している反応は第二段階で停止する (KrainerとManiatis 1985) 0 Reedら

は (1988)、この事を利用してスプライスソームを蓄積させ、ゲノレ猿過ク

ロマトグラフィーで分画し、スプライスソームの電子顕微鏡写真を撮るこ

とに成功した。

このようなスプライスソームの中で、イントロンは、二段階の反応を受

けて除去されるが、この反応を触媒する因子は未だ明らかにされていない。

先にも述べたようにmRNAスプライシング反応経路と、グループ11イント

ロンのセノレフスプライシング反応経路は、非常によく似ている。そのこと

から、どちらの反応も、基本的には同じ反応機構で起こることが、以前か

ら指摘されている (Sharp 1985、Cech1986)。つまり、 mRNAスプライシ

ング反応も、タンパク因子ではなく、 RNAが触媒するエステノレ交換反応に

よって起こるという考えである。グループ11イントロンのセルフスプライ

シング反応には、イントロン内の保存された配列や二次構造が必要である

(CechとBassの総説 1986)。しかし、 mRNAスフ。ライシング反応に必要な、

mRNA前駆体の配列は、 5' スプライス部位と、ブランチ部位から 3' ス

プライス部位の聞の、ごく限られた範囲の配列で、保存された二次構造な

どは見いだされていない。この事から、 mRNAスプライシング反応を触媒

するのは、 mRNA前駆体で、はなく、反応に関与する 5種類のsnRNAのどれ
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かではないかと考えられた。最近、次に挙げるいくつかの事実から

U6snRNAが触媒活d性を持つという仮説が提唱された (BrowとGuthrie1 989 

)。その理由は、一つには、他のsnRNAに比べてU6snRNAが生物種間で非

常によく保存されていることである (GuthrieとPattersonの総説 1988) 。

例えば、出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) と人のU6snRNAの場合、そ

の配列は60%一致する。特に、その中央部の配列は保存度が高く、 80%一

致する。第二には、 TaniとOshima(1989) によって報告された分裂酵母(

Schizosaccharomyces pombe) のU6s吠 NA遺伝子中に存在するイントロン

の存在である。このイントロンはmRNAに存在するイントロンと同じ保存

配列を持っており、細胞内でmRNAスプライシング反応によって除去され

ると考えられる。 U6snRNAはポリメラーゼIIIによって転写されることが知

られており、このポリメラーゼによって転写される遺伝子中に存在するイ

ントロンとしては初めての報告であり、進化的にみて、このイントロンの

存在は非常に奇妙である。このことから、このイントロンがスプライスソ

ームの中で、スプライシング反応の逆反応によって、触媒活性を担う

U6snRNAの活性部φ位近くに、挿入され、逆転写などの過程を経て遺伝子内

に組み込まれたという仮説が提唱された (BrowとGuthrie1 989)。また、

U6snRNAの塩基置換変異などを用いた研究から、このsnRNAの高度に保存

された中央領域が、スプライシング反応活性に非常に重要であることが報

告されている(JBindereifら 1990、Vankanら 1990、FabrizioとAbelson

1990)。特に、出芽酵母の場合、分裂酵母でイントロンが挿入されている

部位の近傍の配列!と、 U4snRNAと塩基対合を形成する領域の少し上流の

ACAGA配列が(図 15参照)、スプライシング反応活性に不可欠であり、

これらの配列の塩基置換変異のいくつかを用いると、スプライスソーム形

成と、第一段階の反応は起こるが、第二段階の反応が起こらないことが明

らかにされている (FabrizioとAbelson 1 990) 。以上述べた事実は、

U6snRNAがスプライシング反応を触媒するという仮説によく適合している

が、いずれも非常に間接的にこの仮説を支持しているに過ぎない。また、

もしこの仮説が正しいのなら、 U6snRNAは、スプライスソーム内で、 RNA

鎖の切断再結合反応が起こるmRNA前駆体上の部位に近接し、この部位と

直接相互作用するはずであるが、 U6snRNAのスプライスソーム内での位置

については今まで全く報告されていない。

筆者は、イントロンがスプライスソーム内で、どのようにして除去され
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るのかという問題に興味を持ち、この問題を解明するために、まず第二段

階の反応に的を絞り、熱処理した核拍出液を用いて、この反応を詳細に解

析した。その結果、第二段階の反応にATPと2種類のタンパク因子が必要

なこと、そして、スプライシング反応がスプライスソームの数回のコンブ

ォメーションの変化を経て起こることを明らかにした(第一部)。また、

核酸と核酸、または核酸とタンパク質の相互作用の解析によく用いられて

いるUVクロスリンク法を用いて、 mRNA前駆体と snRNAとの相互作用につ

いて解析した。そして、スプライシング反応を触媒する可能性が指摘され

ているU6snRNAがスプライスソーム内で、 5'スプライス部位に近接して

存在していることを明らかにした(第二部)。
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第二章 材料と方法

材料

合成DNAは、 DNA合成機 (A380、Applied Biosystem) で合成した後、

8M尿素を含む10%ポリアクリノレアミドゲJレ電気泳動によって精製した。

非標識ヌクレオチド類はPharmaciaから、 m7GpppG'お日から購入した。

アクリノレアミドは第一化学から購入した。その他の試薬類は、主に和光純

薬と半井化学から購入した。

mRNA前駆体の調製

ニワトリ 8クリスタリン遺伝子の 14番目と 15番目のエキソンの一部とそ

の関のイントロンNをSP6ファージのプロモーターの下流に連結したプラ

スミド、 pSP14-15(Sawaら 1988)を市限酵素SmaI(宝酒造)で直鎖化し、

ln νitro転写反応の鋳型として用いた。 invitro転写反応は、 40mM

Tris-HCl(pH7.5)、6mMMgC12， 2mMスペノレミジン、 10mMジチオスレイ

トーノレ(DTη、250μ:M ATP、UTP，CIP、 50μMGτP， 500μM m7GpppG、

2.5μg鋳型 DNA， 50μCi [a_32p] GTP (400Cijmmol、Amersham) 、
50units SP6 RNAポリメラーゼ(宝酒造)を含む20μlの反応系で、 37度で

6め子間行なった。転写反応、後、 8M尿素を含む5%ポリアクリノレアミドゲ

ノレ電気泳動で、 mRNA前駆体を精製した。

核抽出液および細胞質S100フラクションの調製

HeL~田胞は、 0.03 %グルタミン、 5%ウマ血清を含むイークソレ恥1EM培地

(ニッスイ)を用いて、スピナーフラスコで培養した。

核抽出液および細胞質S100フラクションは、 HeL~田胞から、基本的に

Dignamら (1983) の方法に従って調製した。ただし、ホモゲナイザーは、

細胞破壊の際にはkon tesのAタイプを、核の懸濁の際には、 wheatonのBタ

イプを用いた。また、塩抽出の際に加えるバッファーCのKOl濃度を0.6M

に変更し、細胞109個あたり 1.3ml加えた。また、フ。ロテアーゼ阻害剤は、

PMSFの代;わりに、 PAMSF(p-アミノジフェニノレメタンスノレホニノレフルオ
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ライド塩酸塩)を用い、バッファーAとCに0.2mMtJ日えた。ま た、バッフ

ァーωD廿濃度は2rnMにした。

核抽出液の熱処理は、 45度で、lll.，Fの活性が検出できなくなるまで(

10・16分間)行なった。核抽出液のMNas拠理は、Furneauxら (1985)

に従って行なった。

固定化していないmlRNA前駆体を用いたinvitroスプライシング反応

スプライシング反応は、 60% HeLa細胞核抽出液、細胞質S100フラクシ

ョン、カラムクロマトグラフィーのフラクションまたはノてッファーD ( 

Dignamら 1983) と1.5mMMgC12" 20mMクレアチンリン酸、 0.5mM

ATPを含む反応液(スプライシング反応液)に、 2.5fmol/μi以下のmRNA

前駆体を加えて、 30l支で行なった。また、反応被にATPを加えない場合は、

クレアチンリン酸も加えていない。なお、図2及び図3の実験ではATPの

濃度をO.lmMにした。密度勾配遠心法で分画したフラクションを用いる

ときには、このフラクションに等量あるいは倍量のスプライシング反応液

を加えた。反応後、 2XPKバッファー (200mMTris-HCl (pH7.5入 25mM

EDTA" 300mM NaCl、2%SDS) 100μlと蒸留水を全液量が200μlになるよ

うに加えて反応を停止させ、 100μgのフ.ロテアーゼK (Merk) を加えて、

反応液中のタンパク質を分解し、フェノーノレ処理、エタノーノレ沈殿によっ

てRNAを回収し、 8~v1尿素を含む6%ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動によ

り解析した。

グリセロールの密度勾配遠心法

密度勾配遠心法を行なう際には、 30μ1HeL~田胞核抽出液、 30μlパップ

ァ-D' (20mM Hepes-NaOH (pH7.9入 O.lMKO、0.2mMEDTA、2mMD廿

)、 1.5mMMgC12" 20mMクレアチンリン酸、 0.5mM ATP、250fmol

mRNA前駆体を含む100μlの反応系でスプライシング反応を行なった。反

応後、反応液を、 2tOmMHepes-NaOH (pH7.9入 50mMKO、1.5mMMgC12 

、1mMDTTを含む10・30% グリセローノレの密度勾配上に重層し、 SW55Ti

ローターで50，000rpm、105分間、 4度で遠心した。遠心後、逮心管の底

から9滴を1フラクションとして溶液を集め、各フラクションの放射活性
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を測定した。

mRNA前駆体の固定化

約10pmolのmRNA前駆体を150pmolの41merの合成DNA(5'・TTCATCCA

TTCATCCATTCAGGGTACCCGATCAGTAGACAG-3'，斜体文字で表した配列は

mRNA前駆体の3末端に相補的)とを、 14mMTris-HCl (pH7.5入 40mM

NaCl、0.2mMEDTAを含む50μ!の溶液中で、 10捜で3分間加熱、後、 4扮聞

で徐々に室温まで冷やして、アニーノレさせる。その後、 14mMMgClr. 

O.4mM  dATP、dGTP、アミノアリルdUTP(Sigma) 、2mMD廿、 40μg酵

母tRNA、200units RNase阻害剤(宝酒造) 、 32units klenow fragmen t 

~酒造)を含む50μlの溶液を加えて、 37度で一時間インキュべートし、

mRNA前駆体を伸長させる。伸長したmRNA前駆体を、 8M尿素を含む4%

ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動によって精製し、 RubyとAbelson( 

1988) に従って、 NHS-LC-biotin(Pierce Chemicals)でビオチン化した。

約100fmolのビオチン化したmRNA前駆体を、 0.1%NP-40、O.lmg/mlグリ

コーゲン、 1mg/m 1ウシ血清アルブミン、 0.1mg/ml酵母tRNAを含む、バ

ッファー E(12m:tv1 Hepes-NaOH (pH7.9入 60mMKIα、1.5mM MgC12" 

0.12mM EDTA、12(7'0グリセローノレ)中で、 5μlのストレプトアビジンアガ

ロース (BRL) に結合させ、その後、アカ。ロースビーズをパッファ -Fで

洗った。

固定化したmRNA前駆体を用いたinvitroスプライシング反応

ア力。ロースビーズ上に固定化したmRNA前駆体を用いたスプライシング

反応は、5μl以下のアガロースビーズに、 20・50μlの、固定化していない

mRNA前駆体の場合?と同様のスプライシング反応液を加え、インキュベー

ターシェイカー内で30.度で振とうしながら行なった。 RNaseHとのインキ

ュベーションは、 0.2μgの合成DNA" 2unitsのRNaseH、1.5mMMgCl2
及び、

1 2μlのバッファーDを含む20mlの反応液を加えて2砂子関行なった。各イン

キュベーション後、さらにインキュベーションを行なう場合は、アカ。ロー

スビーズ、をノてッファ -Fで5回洗い、新しいチュープに移した。最後のイ

ンキュベーションの後、バッファ -Fでアガロースビーズを洗い、溶出パ
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ッファー (0.2M NaOAc (pH5.2入 10mMEDTA， I%SDS)を加え、 100.度

で3分間加熱して、ア力。ロースビーズに結合しているRNAを溶出した。

スプライシング因子の分画

HeLal田胞のS100フラクションは、分画する際には、 0.05MKClを含むパ

ッファ-F (20mM Hepes-NaOH (pH7.9入 O.lmMEDTA、lmMD'π、10%

グリセローjレ)に対して透析した。 S100フラクション(タンパク質濃度

20mg/ml、12m1)を0.05MKClJマッファ -Fで平衡化したDEAE-cellulose

カラム (whatmann DE-5~ 2.5X8cm) に添加し、フロースノレ一分画 (DI

)を集めた後、カラムを0.05MKCl-バッファ -Fでよく洗った。次ぎに、

カラムを0.2MKCトバッファ -Fで溶出し、 2mlず、つフラクションを集めた。

そのうち280nmの吸光度の高いフラクションを集めてDIIフラクションと

した。次ぎに、カラムを0.5MKClJてッファーFで溶出し、 280nmの吸光度

の高いフラクションを集めてDIIIフラクションとした。 DIIフラクション

のKO濃度をバッファ -Fで薄めてO.IMに補正してから、 O.IMKαJてッフ

ァーFで平衡化したBio-Rex70カラム (Bio-Rad、2.5X4cm) に添加した。

カラムをO.IMKCIJマッファ -Fでよく洗った後、 0.5MKCl-バッファ -Fで

溶出した。 280nmのl吸光度の高いフラクションを集めて、 KO・濃度をO.lM

に補正し、 O.IMKCl・バッファーFで平衡化したMonoQカラム (Pharmacia

、lml)に添加した。カラムを5mlのO.lMKCl-バッファ -Fで洗った後、

O.lM KCl-バッファーFから0.5MKαJイッファ -Fの直線型濃度勾配で溶出

し、 0.5mlずつフラクションを集めた。各フラクションの且Fの活性を、

熱処理した核抽出液との相補実験により検定した。具体的には、熱処理し

た核抽出液を用いた5μlのスプライシング反応液を6砂子間インキュべート

した後、各フラクションを用いた10μlのスプライシング反応液を加えて、

さらに1砂子間インキュべートした。反応産物を電気泳動によって解析し、

mRNAが産生されたフラクションを且Fフラクションとして集めた。

uv照射によるクロスリンク実験

2.5fmol/μlのmRNA前駆体を含むスプライシング反応液を30.度で所定の

時間インキュベートした後、バッファ-E"で2C絡に簿め、 Stlatalinker( 
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S tlatagene) を用い・て氷上で強度250，000μJ/cm2、波長254nmの紫外線を

照射した。 uv照射後、等量の2XPKバッファーと、プロテアーゼE佼びプ

ロナーゼ(Calbioch，em) を共に250は Imlになるように加えて37度で3砂子

間インキュベートした後、再びプロテアーゼKとフ。ロナーゼを加えてイン

キュベートし、フェノーノレ処理、エタノーノレ沈殿によってRNAを回収したO

RNaseHで処理する場合には、回収したRNAを12JllのパッファーDと20μgの

酵母tRNAを含む 20Jllの溶液中で、 0.2μgの合成DNAと、 70.度で3分間加熱

後、 1砂子間室温に放置してアニーノレさせた後、 RNaseHとMgC12をそれぞ

れ50units/ml、1.5mMになるように加え30度で1め子関インキュベートし

た。精製したクロスリンク産物をRNaseHで処理する場合にも、同様にし

た。 RNAの解析は、 8M尿素を含む4.5%のポリアクリノレアミドゲノレ電気泳

動で行なった。
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第三章 実験結果

第一部 スプライシング反応の第二段階の解析

a)第二段階の反応のATP要求性

筆者らのグループ・ではニワトリ 8クリスタリン遺伝子 (Ohnoら 1985) の

1 4番目と 15番目のエキソンの一部とその聞のイントロンを持つmRNA前駆

体 (uEX14-15) をSP6ファージのRNAポリメラーゼを用いてinvitroで合成

し、スプライシング反応の基質として用いている。合成されるmRNA前駆

体の構造を図2Aに示した。このmRNA前駆体をHeL~田胞から調製した核

抽出液とATP存在下でインキュベートするとスプライシング反応が起こり

反応中間体である 5" エキソンRNAとラリアット型中間体や、反応産物で

あるmRNAとラリアット型イントロンが産生される(図 2Bレーン 2)。

これらのRNAの構造はSakamotoら (1987) によって、決定されている。核抽

出液とのインキュベーションの際、 ATPを加えないと反応は全く起こらな

い(レーン 3)。核抽出液をあらかじめ何度で熱処理してから、 mRNA前

駆体とインキュベートすると、過去に報告されたように(Krainerと

Maniatis 1985)、第:一段階の反応だけが起こり二種類の反応中間体が蓄積

する(レーン4)。またこの反応もATPを加えないと起こらず(レーン 5)、

過去に報告された (HernandezとKeller1983、Hardyら 1984、Krainerら

1984)第一段階のATP要求性が確認された。

スプライシング反応の第二段階の反応を解析するには第一段階の反応と

分けて解析する必要がある。そこで、熱処理した核抽出液で第一段階の反

応を行わせた後、熱処理していない通常の核抽出液を加えて熱に弱い因子

を供給し、第二段階の反応を行わせた(図2C)。通常の核抽出液と共に

ATPを加えると第二段階の反応が1砂子間で効率よく起こり mRNAが産生さ

れた(レーン 2)。なお、通常のinvitroスプライシング反応ではmRNA前

駆体を核抽出液と混合してから1砂子間では反応が全く起こらないので(図

lBレーン 1)、この時の反応産物は熱処理した核抽出液によってすでに

産生されていた反応中間体に由来していると考えられる。つまり、この方

法で、第一段階の反応を介さない第二段階の反応を特異的に解析すること

ができる。通常の核抽出液を加えるときに、 ATPと共に加水分解できない
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図2.第二段階の反応のATP要求性(次頁に続く)
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図2.第二段階の反応のATP要求性

A)実験に用いたmRNA前駆体 (8EX14-15)を5'側が左になるように

模式的に表した。箱がエキソンを、箱の聞の直線がイントロンを示してい

る。箱の中の数字と直線の上のアルファベットは、それぞれ8クリスタリン

遺伝子 (Ohnoら 1985)の特定のエキソンとイントロンを表している。各

エキソン、イントロンの長さをそれぞれの上に数字(ヌクレオチド長)で

示した。 B、C) 32pで標識したmRNA前駆体を核抽出液とインキュベー

トした後、 RNAを回収し、 8M尿素を含む6%ポリアクリノレアミドゲノレで電気

泳動後、オートラジオグラムを撮った。 RNA産物の構造を図の右に模式的

に示した。 B) mRNA前駆体を、 ATP存在下で通常の核抽出液と 1砂子間

(レーン 1)、 30分間(レーン 2)、熱処理した核抽出液と6砂子間(レー

ン4)、またはATPを加えないで通常の核抽出液と3妙子間(レーン 3)、

熱処理した核抽出液と6砂子間(レーン 5)インキュベートした。 C)ATP 

存在下で熱処理した核抽出液と6砂子関インキュベートした後、通常の核抽

出液を用いたATPを含まない(レーン 1)またはATPを含む(レーン2、

3)等量の反応液を加えて1砂子間インキュベートした。レーン3では加え

た反応液にlmMのAMPPCPが含まれる。
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ATPの類似体であるs-yメチレンATP(AMPPCP)を加えると、第二段階の

反応はほぼ完全に阻害された(図2Cレーン 3)。このことは第二段階の

反応にATPが必要なことを示している。また、通常の核抽出液を加える時

にATPを加えないと、、第二段階の反応はほとんど起こらない(レーン 1)。

この時わずかに観察されるmRNAは、第一段階の反応の際に加えたATPが

残っていたため産生されたと考えられる。

以上の実験で観察された第二段階の反応が、熱処理した核抽出液によっ

て形成されたスプライスソームから起こったことを確認するため以下の実

験を行った。標識しfこmRNA前駆体を通常の核抽出液でスプライシング反

応を行わせた後、グリセロールの密度勾配遠心法によって反応被を分画し、

それぞれの分画の放射活性を測定すると、 65S、45S、20Sのピークが観察

された(図 16参照)。そこに含まれる RNAの解析や過去の報告(

Grabowskiら 1985、FrendeweyとKeller1985) から65Sがスプライスソー

ム、 45Sがプレスプライスソーム、 20Sは非特異的な複合体だと考えられる。

熱処理した核抽出液を用いて6砂子間インキュベートした場合には65S、30S

の複合体が観察された(図3A) 0 65SのフラクションからRNAを回収して

解析すると反応中間体が多く観察され(図3Bレーン 1)、この複合体が

スプライスソームであることがわかった。 30Sフラクションには、反応中

間体は見られず(レーン 7)、非特異的な複合体を含んでいると考えられ

る。なお、 6砂子間のインキュベーションでは、プレスプライスソームは観

察されなかったが、 3め?閑のインキュベーションでは45Sのピークとして

観察できる(データは示さず)。

これらの複合体から、第二段階の反応が起こるかを調べるため、グリセ

ローノレの密度勾配遠心法によって分画した655、455、30Sのフラクション

に通常の核抽出液を加えて1砂子間インキュベートした。 ATP存在下では、

スプラ イスソームを含む65Sフラクションでのみ第二段階の反応が観察さ

れ(図3Bレーン 2、5、8)、図2Cの実験で観察された第二段階の反

応がスプライスソームから起こったことが確認された。しかし、 ATP非存

在下では65Sフラクションを用いても反応は全く起こらず(レーン 3)、

第二段階の反応がA1rPに依存して起こることが確認された。また、 65Sフラ

クションでの第二段階の反応は、核抽出液を加えないと、ATP存在下でも

起こらないため(データは示さず)、第二段階の反応にはATPと共に核抽

出液中の因子が必要なことがわかった。
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図3.熱処理した核抽出液で形成されたスプライスソームからの第二段階

の反応

A) mRNA前駆体を熱処理した核抽出液と6砂子間インキュベートした後、

反応液をグリセローノレの密度勾配遠心法によって分画後、各フラクション

の放射活性を測定した。大腸菌のリボソームサフ.ユニットの分画される位

置をマーカーとして示した。 B)Aのフラクション 7 (65S)、フラクシ

ョン 11 (45S)、フラクション 15 (30S)をそれぞれ3等分し、通常の

核抽出液を含む等質の反応液と ATP非存在下(レーン3、 6、 9)、ATP

存在下(レーン 2、5、 8)で1砂子間インキュベート後、あるいはインキ

ュベー トせずに(レーン 1、ム 7)RNAを回収し、電気泳動によって解

析した。
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以上の実験より第二段階の反応にはATPと核抽出液中の因子が、第一

段階の反応後、新たに必要なことが明らかになった。最近、 Reedらは(

1988)、ゲノレ減過クロマトグラフィーを用いてスプライスソームを分画し、

第二段階に必要な核抽出液中の因子は、マイクロコッカスのヌクレアーゼ

(MNase) に耐性のタンパク因子で、 HeL~田胞から調製した細胞質S100フ

ラクション中にも活性が見られることを明らかにしている。筆者は、次に、

このタンパク因子の解析を試みた。

b)第二段階の反応に必要なスプライシング因子

熱に弱い因子庇F(SF3、KrainerとManiatis 1985) が、熱処理した核抽

出液で形成されたスプライスソームからの第二段階の反応に必要なことは

明らかである。そこで、まず、この因子をS100フラクションから 3種類の

カラムクロマトグラフィーによって部分精製した。精製の過程を図4Aに

示した。班F活性の;検定には熱処理した核抽出液との相補実験を用いた。

具体的には、熱処理した核抽出液を用いて第一段階の反応を行った後、各

フラクションとATP'を加えて第二段階の反応が起こるかどうかで検定した。

図3の実験と問機にして、熱処理した核抽出液によって形成されたスプ

ライスソームをグリセローノレの密度勾配遠心法によって分画し、部分精製

した既FとATPを加えてインキュベートしても第二段階の反応は観察されな

かった(図 4Bレーン 5)。しかし、既Fと共にDEAE-celluloseカラムクロ

マトグラフィーのフロースルーフラクション (DI) と500mMKO溶出フラ

クション (DIII)を加えると第二段階の反応が効率よく起こり、 mRNAが

産生された(図4Bレーン 9)。しかし、 3つのフラクションのいずれを

欠いても反応はほとんど起こらなかった(レーン 3-8)。この結果は、

グリセロールの密度勾配遠心法によって分画したスプライスソームからの

第二段階の反応には且Fに加えて、 DIフラクションに存在する因子(

DEAE・0と、 DIIIフラクション中の因子 (DEAE-III) が必要なことを示し

ている。

以上の実験により、第二段階の反応にはATPと3種類のタンパク因子が

必要なことが示唆さ;れた。筆者は、次に、これらの諸因子がどのようにス

プライスソームに作用して第二段階の反応が起こるのかを解析するために、

mRNA前駆体をアガロースビーズ上に固定化して、スプライシング反応の
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図4.第二段階の反応に必要な因子の分画

A) HeL，，*田胞の細胞質S100フラクションからの各因子の分画過程を示し

た。カラムに添加した試料、または溶出バッファーのKO濃度を図中に数字

で示した。 FTはフロースルー分画を表す。図3と同様の実験によって分画

した65Sのフラクション10μHこ20μiのスプライシング反応液を加えて、 10

分間(レーン 2)または3砂子関(レーン 1、3-9)インキュベートした

後、 RNAを回収し、電気泳動した。反応液は、 S10仏 DI"DIII、阻Fフラ

クションのうち各レーンの上に+で示したフラクションを、単独の場合は

12μlず、つ、 2種類の場合は6μlず、つ、 3種類の場合は4μlず、つ含んでいる。

レーン 1の試料はバッファーDを用いた反応液とインキュベートした。
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基質とする方法を開発した。この方法を用いれば、第二段階に必要な諸因

子を順次加えることにより、諸因子の第二段階での作用機序について解析

できる。

c) mRNA前駆体の固定化

mRNA前駆体を固定化する方法としては、 mRNA前駆体を合成する際にピ

オチンUTPを直接取り込ませてストレプトアビジンアガロースに固定化す

る方法が考えられる。しかし、この方法では、 mRNA前駆体のどこがピオ

チン化されるかわかるらない。もし、スプライス部位などの反応に重要な

配列にビオチンが取り込まれれば、スプライシング反応は阻害されてしま

うと考えられる。このような可能性を除外するために、 mRNA前駆体の3'

末端を特異的にビオチン化して固定化することを考えた。用いた固定化の

方法を図5Aに示した。 mRNA前駆体と合成オリゴヌクレオチドをアニー

ノレさせ、 Klenowflagmentを用いてmRNA前駆体の3'末端に、デオキシヌ

クレオチドを付加する。この時、 dTTPの代わりに、 AA-dUTPを取り込ませ

る。デオキシヌクレオチドが付加されたRNAを電気泳動によって分離し、

ビオチン化試薬で、取り込まれたA Aーデオキシウリジン残基をビオチン

化する。次にピオチン化したRNAをストレプトアビジンアガロースに結合

させる。このようにして固定化したmRNA前駆体は核抽出液によって効率

よくスプライシンクタ反応を受けmRNAが産生された(図 5Bレーン 1)。

この時同時に産生されたラリアット型イントロンは、ピオチンを持ってい

ないため、アガロースビーズから離れて、ビーズをバッファーで洗った時

の上清に観察された(図5Bレーン 2)。反応中間体である 5' エキソン

RNAも、ビオチンを持っていないが、上清には観察されず、アガロースビ

ーズ上に観察される(レーン 1)。これは、 5' エキソンRNAがスプライ

スソームを介してラリアット型中間体とアソシエートしていることを示し

ている。

d)第二段階の反応の二つの過程への分解

固定化したmRNA前駆体を索拠理した核抽出液とインキュベートすると、

固定化していない場合と同様、第一段階の反応のみが起こり反応中間体が
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図5. mRNA前駆体の固定化

A) mRNA前駆体を固定化する方法を模式的に示した。B)固定化した

mRNA前駆体を核抽出液と3砂子間インキュベートした後、アカ。ロースビー

ズから(レーン 1)、またはアカ。ロースビーズ、を洗った時の最初の上清か

ら(レーン 2)RNAを回収して、電気泳動した。



蓄積する(図6レーン 1)。前述のように、第二段階の反応にはタンパク

因子と ATPが必要である。そこで、第一段階の反応の後、タンパク因子と

ATPを順番に加えて第二段階の反応が起こるかどうか調べてみた。この実

験では、タンパク因子として、部分精製した因子ではなく、 MNaseによっ

て第一段階の反応に必要なs吠 NAを壊した核抽出液を用いた。熱処理した

核抽出液との 1回目のインキュベーションの後、アガロースビーズをよく

洗って遊離の因子を除き、 MNaseで処理した核抽出液を加えて2回目のイ

ンキュベーションを行っても、 ATPを同時に加えないと第二段階の反応は

起こらない(図 6レーン 2)。しかし、 MNaseで処理した核抽出液との 2

回目のインキュベーションの後、アガロースビーズを再びよく洗い、今度

はATPのみとインキュベートすると第二段階の反応が効率よく起こり

mRNAが産生された(レーン 3-7) 0 mRNAは、 ATPとわずか2分間イン

キュベートしただけで観察され、 1時間後には半分近くの中間体が第二段階

の反応を受けた。 MNaseで処理した核抽出液との 2回目のインキュベーシ

ョンの後、パッファ ーでよく洗っても、アガロースビーズ上にごくわずか

の因子が非特異的に結合していることが考えられるが、そのような微量の

因子に依存して、ここで観察された効率のよい反応が起こることは考えに

くい。また、そのような非特異的な因子は、 MNaseで処理した核抽出液と

の2回目のインキュベーションを、たとえ4度で行っても同様に残ってい

るはずだが、この場合にはATPとインキュベートしでも第二段階の反応は

起こらなかった(図16レーン 8)。これらの結果は、第二段階の反応は、

タンパク因子に依存した過程と、 ATPのみに依存する過程の二つの過程に

分けられることを示している。

なお、 この実験で;第二段階の反応によって産生されたラリアット型イン

トロンは、ビオチン化されていないのに、アガロースビーズ上にはっきり

と観察される(レーン3-7)。このことは、スプライシング反応を受け

たmRNAとラリアット型イントロンが、この条件では、解離せずに、 1つ

の複合体中に共存している事を示している(後述)。

熱処理した核抽出液で第一段階の反応を行うと、反応中間体を持つ65S

のスプライスソームが蓄積することは前に述べた(図 3A参照)。このス

プライスソームと、その後MNaseで処理した核抽出液とインキュベートし

て形成されたスプライスソームとは機能的に異なっている。前者が第二段

階の反応を行うにはタンパク因子とATPが必要だが、後者はATPのみを必
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図6.第二段階の反応におけるタンパク因子に依存する過程と、 ATPに依

存する過程

国定化したmRNA前駆体を、最初に熱処理した核抽出液と9め子間インキ

ュベートした。 2回目のインキュベーションはMNaseで処理した核抽出液

とATP非存在下で:1砂子問、30.度(レーン 2-7)または4度(レーン8)
で行った。 3回目のインキュベーションは 1mMのATPを含むノてッファ -E

と、各レーンの上に示した時間行った。インキュベーション後、 RNAを回

収して電気泳動した。斜めの点線は、それ以上インキュベートしなかった

ことを表す。問は核抽出液を、問、JはMNaseで処理した核抽出液を表す。
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要とする。前者をスプライスソームIIa、後者をスプライスソームIIbと呼

ぶことにする。スプライスソームIIbは第二段階の反応に必要な全てのタン

パク因子を持っており、 ATPを加えただけで第二段階の反応が起こると考

えられる。

e)スプライスソームIIb形成に必要な因子

前実験では第二段階の反応に必要な因子として、 MNaseで処理した核抽

出液を用いてスプライスソームIIbを形成させた。この時スプライスソーム

IIaに作用する因子としては、図4の実験で分画した3種類の因子 CDEAE-I

、DEAE-IU，HLF) であると予想される。このことを調べるために、まず

固定化したmRNA前駆体を用いた実験系でも、第二段階の反応にそれらの

因子が必要であるかど、うか調べた(図7A)。熱処理した核抽出液で第一

段階の反応を行わせた後、ア力。ロースビーズを洗い、部分精製した各因子

を単独、あるいは組み合わせて加えた。当初の予想に反して、 DEAE-Iと

且Fを加えただけで第二段階の反応が効率よく起こり(図7Aレーン 4)、

これにDEAE-IIIを加えても反応効率は変わらなかった(データは示さず)。

この結果は、第二段階に新たに必要な因子は DEAE-IとHLFであり、

DEAE-IIIはすでにスプライスソーム内に存在していることを示している。

おそらく、図4の実験においては、 DEAE-IIIは、グリセローノレの密度勾配

遠心法の際にスプライスソームから解離したために、新たに必要になった

と考えられる。言い替えれば、 DEAE-IIIは、おそらく第一段階の反応前に

スプライスソーム内に存在し、第二段階の反応に必要な因子であると考え

られる。

以上のように、第二段階に新たに必要な因子はDEAE-Iと且Fであること

がわかったので、この2種類の因子を用いて図6の実験のように、第二段

階の反応を二つの過程に分けることを試みた(図7B)。熱処理した核抽

出液による第一段階の反応の後、DEAE-Iと且Fとで、ATPを加えずにイン

キュベートし、その後で、 ATPのみとインキュベートした。すると、第二

郎皆の反応が起こり mRNAが産生された(図7Bレーン 3)。この結果は、

DEAE-Iと庇助、スプライスソームIIa~こ ATPに依存せず、に作用して、スプ

ライスソームIIbが形成されることを示している。
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図7. スプライスソーム11bの形成に必要な因子

A)固定化したmRNA前駆体を、最初に熱処理した核抽出液と9め?間イ

ンキュベートした。 2回目のインキュベーションは、 12μlのDIフラクショ

ン(レーン 2)、12μlの瓜Fフラクション(レーン 3)、または6μIのDIフ

ラクションと6μlの且Fフラクション(レーン4)を含む20μ1の反応液と30

分間行った。反応後RNAを回収し電気泳動した。 B)最初のインキュベー

ションはAと同じ。 2回目のインキュベーションは等量のDlフラクション

とI-ll..Fフラクションを含む反応液と3砂子間行った。 3回目のインキュベー

ションは、lmMのATPを含むバッファーEと6妙子間行った。反応後、RNA

を回収し、電気泳動した。
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f) 3' スプライス部位領域のRNaseHに対する感受性の変化

以上の実験から、第二段階の反応は2種類のスプライスソーム、 IIaと

IIbを経て起こることが示された。第二B部皆の反応機構を理解するためには、

これらのスプライスソームの構造上の違いを明らかにすることは重要であ

る。第二段階の反応では、 3' スプライス部位でRNA鎖の切断再結合反応

が起こるので、これらのスプライスソーム内の3' スプライス部位に、こ

の部位を認識する因子や、反応を触媒する因子が結合していることが考え

られる。そこで、この部位にスプライスソームの構成因子が結合している

かどうかを、この部位のRNaseHに対する感受性を指標にして調べた個8)。

固定化したmRNA前駆体を熱処理した核抽出液とインキュベートして、

第一段階の反応を行わせた後、ア力。ロースビーズをよく洗って、 RNaseHと、

3' スプライス部位領域に相補的な合成DNAを加えた(レーン 2)。する

と、ラリアット型中間体はほとんど観察されなくなり、代わって、ラリア

ット型イントロンと同様の移動度を示すRNAが観察された。反応液中には

スプライシング反応を行うのに必要な核抽出液もATP.も含まれていないの

で、このRNAはラリアット型中間体がRNaseHによって切断された産物だと

考えられる。この結果は、熱処理した核抽出液によって第一段階の反応を

受けたスプライスソームIIaの3' スプライス部位には、因子が結合してお

らず露出していることを示している。これに対し、スプライスソーム IIa~こ

MNaseで処理した核抽出液を加えて、スプライスソーム11bを形成させてか

らRNaseHと合成DNAを加えると、切断されないラリアット型中間体が観察

された(図8レーン 3)。そして、 RNaseHとのインキュベーションの後に、

ATPのみとインキュベーションを行うと切断されなかったラリアット型中

間体から第二段階の反応が起こり、 mRNAが産生された(レーン 4)。こ

のことはRNaseHによって切断されなかったラリアット型中間体がスプライ

スソームIIbを形成していたことを示している。つまり、スプライスソーム

IIaの場合とは異なり、スプライスソームIIbの3' スプライス部位領域に

はおそらくスプライスソームの構成因子が結合しており、 RNaseHに対して

耐性になっていることを示している。なお、この実験でRNaseHによって切

断されたRNA断片のうち 5'側の断片は、ビオチンを持っていないがアガ

ロースビーズ上に顕著に観察された。この理由は全く不明であるが、 3'

エキソンに結合する因子が存在し、この因子を介して5'仮1]のRNA断片が
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図8.スプライスソームIIaとIIbの3' スプライス部位領域のRNaseHに対

する感受性

固定化したmRNA前駆体を、最初に熱処理した核抽出液と9砂子関インキ

ュベートした。 2回目のインキュベーションは合成DNA(oligo)の存在下

でRNaseH(H) と2砂子間(レーン 2)、またはMNaseで処理した核抽出液

とATP非存在下でl砂子間(レーン 3、4)行った。 3回目のインキュベー

ションは合成DNAの1存在下でRNaseHと2砂子間行った。 4回目のインキュベ

ーションは、1mMATPを含むバッファ -Eと6砂子間行った。合成DNA( 

16 mer)はmRNA前駆体の3'スプライス部位領域(3 'スプライス部位

に対して・8からはヌクレオチドの配列)に相補的である。
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ビオチンを持っている 3'側の断片とアソシエートしているためかもしれ

なし、。

g)通常の核抽出液を用いたスプライシング反応での 3' スプライス部位

領域のRNaseHに対する感受性の変化

以上の実験結果は第二段階の前期と後期で 3' スプライス部位領域の

RNaseHに対する感受性が変化することを示している。今までは熱処理した

核抽出液を用いた実験系で解析してきたが、この結果が熱処理していない

通常の核抽出液を用いたスプライシング反応に対しても当てはまるかどう

か解析した(図9)。

in vitroスプライシング反応では、スプライスソーム形成に時間がかかる

ために、核抽出液とインキュベーションを始めてもすぐには反応は起こら

ず、 14分間インキュベートすると初めてラリアット型中間体が観察される

ようになる(レーン 1)。つまり、この時産生されたラリアット型中間体

は第二段階の初期のスプライスソームを反映していると考えられる。この

反応を行わせてから、 RNaseHと3' スプライス部位領域に相補的な合成

DNAを加えると、ラリアット型中間体は全て切断された(レーン 2)。こ

れに対し、核抽出液とのインキュベーションを1砂子関に延ばし、スプライ

シング反応をさらに進行させてから、 RNaseHを加えると、スプライスソー

ムIIbの場合のように、切断されないラリアット型中間体が観察された(レ

ーン 5)。この結果は、通常のスプライシング反応の第二段階においても、

3' スプライス部位のRNaseHに対する感受性が、反応の前期と後期で変化

することを示している。

これまで第二段階の反応過程のみを解析してきたが、第一段階の反応前

のスプライスソーム内の、 3' スプライス部位領域の状態についても解析

した。固定化していないmRNA前駆体を核抽出液と 14分間反応後、グリセ

ローjレの密度勾配遠心法で解析すると、まだ反応を受けていないmRNA前

駆体を持つスプライスソームが観察される(データは示さず)。このスプ

ライスソームを、不均一な複合体だと考えられるが、総称してスプライス

ソームIと呼ぶことにする。おそらく、同様の複合体が固定化したmRNA前

駆体を核抽出液と 14分間インキュベートした場合にも形成されていると考

えられる。この時、 3' スプライス部位領域に相補的な合成DNAとRNaseH
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図9.通常の核抽出液を用いたスプライシング反応での3' スプライス部

位領域のRNaseHに対する感受性

固定化したmRNA前駆体を、最初に通常の核抽出液と標準条件で14分間

(レーン 1-3) 、16分間(レーン 4-6)、または2.5mMEDTAの存在

下で3砂子間(レーン 7-9)行った。 2回目のインキュベーションは図 8

の実験で用いた合成DNAの存在下でRNaseHと2め子間行った。 3回目のイン

キュベーションは、熱処理してなおかつMNaseで処理した核抽出液と標準

条件で3砂子間行った。
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を加えると、 mRNA前駆体のうち約半分が切断されず、に残った (図 9レー

ン2)。 このようなRNaseHに対して耐性のmRNA前駆体は、核抽出液との

インキュベーションの際にATPを加えないと観察されないことから(デー

タは示さず)、何らかのスプライシング因子が3' スプライス部位領域に

結合したために、 RNaseHに対して耐性になったと考えられる。RNaseHによ

って切断されなかったmRNA前駆体の中に、スプライスソームIを形成して

いる分子が含まれているかどうかを調べるために、 RNaseHとのインキュベ

ーションの後、熱処理してなおかつMNaseで処理した核抽出液とインキ ュ

ベートした。 この核抽出液を用いれば、スプライスソーム形成に必要な

snRNPを壊しであるので、スプライスソームをすでに形成しているmRNA前

駆体が存在する時のみ、第一段階の反応が観察されると考えられる。図 9

に示すように(レーン 3)、RNaseHとインキュベートした後、熱処理して

なおかつMNaseで処理した核抽出液とインキュベートすると、第一段階の

反応が効率よく起こり、反応中間体が産生された。このことは、 RNaseHに

対して耐性であったmRNA前駆体の中に、スプライスソームIを形成してい

る分子が含まれていることを示しているo つまり、スプライスソームIの3'

スプライス部位領域はRNaseHに対して耐性であると考えられる。この結果

は、核抽出液との 1回自のインキュベーションを1砂子に伸ばした場合にも

当てはまった(図9レーン 6)。

また、核抽出液とのインキュベーションをEDTA存在下で行った場合にも

同様の結果が得られた。既に報告されたように (Abmayrら 1988)、この

条件では、スプライスソームは形成されるが第一段階の反応は起こらない

(図9レーン7)。この条件でスプライスソームを形成させ、 RNaseHで処

理してから、熱処理してなおかつMNaseで処理した核抽出液とインキュベ

ートすると、反応中間体が産生された(レーン 9)。この結果は、 EDTA存

在下で形成されたスプライスソームの3' スプライス部位領域もRNaseHに

対して耐性であることを示している。

h)スプライシング産物解離因子

図6の実験で、産生されたラリアット型イントロンが反応後も、アガロ

ースビーズ上の複合体にアソシエートしていることが示された。これは、

通常のスプライシング反応では、ラリアット型イントロンがアガロースビ
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ーズから解離して、アカ。ロースビーズを洗ったときの上清に観察されたの

と対照的である(図 5B)。図6の実験では、第二段階の反応を、 ATPの

みで核抽出液を加えずに行わせたことを考えると、この結果は、スプライ

シング反応が終わった後で、スプライスされたmRNAとラリアット型イン

トロンが、解離するためには、核抽出液中の因子が必要なことを示唆して

いる。このような因子を検索するために、次の実験を行った(図 10)。

熱処理した核抽出液で第一段階の反応を行った後、 MNaseで処理した核

抽出液とATPを同時に加えて、第二段階の反応を行わせると、産生された

ラリアット型イントロンは、アア'lロースビーズ上の複合体から解離し、上

清中に効率よく観察される(図 10レーン 3)。また、 MNaseで処理した

核抽出液の代わりにSlOOフラクションを用いても同様の結果が得られた

(データは示さず)。これは、 mRNAとラリアット型イントロンを解離さ

せるために必要なタンパク因子が核抽出液やSlOOフラクション中に存在し

ていることを示している。これに対し、図6の実験と同様に、第二段階の

反応を、タンパク因子に依存する過程と、 ATPに依存する過程に、分けて

行わせた場合は、上清中にラリアット型イントロンが観察されない(レー

ン5)。そこで、この反応の後、 SlOOフラクションをDEAE-celluloseのカ

ラムクロマトグラフィーで分画した3つのフラクション(図4A参照)を、

ATPと共に加えて、アガロースビーズ上の複合体に結合しているラリアッ

ト型イントロンが、解離するかどうか調べた。すると、 DIIフラクションを

加えたときだけ、ラリアット型イントロンが、上清中に観察された(図 1

0レーン 9)。このことは、DIIフラクション中の因子が、 mRNAとラリア

ット型イントロンを解離させるために必要であることを示している。筆者

はこの因子を、スプライシング産物解離因子 (splicedproducts releasing 

factor、SRF)と名付けた。また、 DIIフラクションとのインキュベーション

を、 ATPを加えずに行うと、ラリアット型イントロンの解離が起こらなか

った(レーン 13 )。この事は、スプライスされたmRNAとラリアット型

イントロンの解離には、 SRFとATPが必要であることを示している。
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図 10 .スプライスされたmRNAとラリアット型中間体との解離に必要な

因子

固定化したmRNA前駆体を、最初に熱処理した核抽出液と9砂子間インキ

ュベートした。 2回目のインキュベーションは、MNaseで、処理した核抽出

液とATP存在下(レーン2、3)または非存在下(レーン 4-1 3)で行

った。 3回目のインキュベーションはlmMATPを含むバッファーEと6め子

問、 4回目のインキュベーションはDI(レーン 6、7)、DII(レーン 8、

9) DIII (レーン 10、 11) フラクション(図4A参照)と ATP存在下

で、またはDIIフラクションとATP非存在下で(レーン 12、 13) 3め子間

行った。インキュベーション後、RNAをアカ。ロースビーズから(レーン上

にbで示す)、またはアガロースビーズを洗った時の最初の上清から (rで

示す)回収し、電気泳動した。図の左に模式的に示したRNA産物のうち直

線は、除去され、直鎖化されたイントロンを表す。
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第二部

U6snRNAとmRNA前駆体とのアソシエーション

a)研究の背景

序論で述べたように、スプライシング反応は、 U6snRNAによって触媒さ

れるという仮説が提唱されているが (BrowとGuthrie 1989)、これをはっ

きりと裏付ける実験事実は未だ得られていない。もし、この仮説が正しけ

れば、 U6snRNAはスプライシング反応過程で、 RNA鎖の切断再結合反応が

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。筆者は、

このようなmRNA前駆体とsnRNAとの相互作用をUV照射によるクロスリン

ク実験によって検出することを試みた。

b) snRNAのmRNA前駆体とのアソシエーション

mRNA前駆体 (8EX14・15)をHeL&l田胞の核抽出液とインキュベートした

後、反応液をバッファーで薄めて、 UV照射する。その後、反応液中のタン

パク質をタンパク質分解酵素で分解し、核酸だけを回収して、電気泳動に

よって解析した(図 11) 0 rnRNA前駆体およびスプライシング反応の中

間体と産物以外に、移動度の遅いバンドがUV照射に依存して、いくつか観

察された(図 11レーン 2、9、 16)。これらのバンドは、 mRNA前駆

体とアソシエートしていた核抽出液中の核酸とrnRNA前駆体が、 UV照射に

よってクロスリンクした産物を反映していると考えられる。スプライシン

グ反応に必要な 5種類のs吠 NAとmRNA前駆体とのクロスリンク産物が観

察されているかどうか調べるために、 UV照射後、回収したRNAを、各

snRNAに相補的な合成DNAの存在下でRNaseHとインキュベートしてから電

気泳動した。合成DNAに相補的なsnRNAとrnRNA前駆体とのクロスリンク

産物が存在すれば、この処理によって切断され、この産物のバンドは、元

の位置には観察されなくなると予想される。

核抽出液と5分間インキュベートした場合には(レーン2-7)、主に4
種類の移動度の遅いクロスリンク産物が観察されたが、一番移動度の遅い

産物は、 U2snRNAに対する合成DNAを用いるとほとんど観察されなくなっ
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mRNA前駆体を核抽出液と5分間(レーン 1-7)、2砂子間(レーン 8

-1 4)、または2.5mMEDTAの存在下で3砂子間(レーン 15 -2 1)イ

ンキュベートした後、 (材料と方法)に示したようにUV照射し、 RNAを回

収した。回収したRNAを、各レーンの上に示したsnRNAに相補的な合成

DNA (oligo) の存在下あるいは非存在下でRNaseHで処理し、電気泳動によ

って解析した。 Oflは電気泳動のウエノレの位置を示す。レーン 1、8、 15 

の試料はuv照射していない。各合成DNAは、 U1snRNA(64-75nt) 、

U2snRNA (28・42nt) 、U4snRNA(1・15n t) 、U5s吠 NA(78・95n t) 

U6snRNA (78・95n t，図 15のU6a) に相補的である。各クロスリンク産物

の名前を、様式的に表したラリアット型中間体、ラリアット型イントロン、

mRNA前駆体とともに図の右に示した。
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た。このことから、この産物は、 U2snRNAとmRNA前駆体がクロスリンク

した産物 (U2-preと呼ぶ)だと考えられる。同様の理由から、 U2・preのバ

ンドの下に観察された2本のバンドは、どちらもU1snRNAがmRNA前駆体

にクロスリンクした産物 (Ul-preI、Ul-preIIと呼ぶ)を反映していること

がわかった。これらの産物の下に観察されたバンド (XRNAと呼ぶ)は、

どの合成DNAを加えても変化せず、これがどのような産物なのか明らかに

できなかった。核抽出液と2砂子関インキュベートした場合には(図 11レ

ーン 9-1 4)、U2・preと共に、 XRNAと移動度が似たクロスリンク産物

が観察された。この産物はU6snRNAに相補的な合成DNAによってほとんど

消失し、 U6snRNAとmRNA前駆体とのクロスリンク産物 (U6-preIと呼ぶ)

であることがわかった。核抽出液とEDTA存在下でインキュベートした場合

には(レーン 16 -2 1)、U6-preIより移動度が速い新たなU6snRNAの

クロスリンク産物 (U6-preII)が観察された。 EDTA存在下では、先にも述

べたように、スプライスソームは形成されるが、第一段階の反応は起こら

ない (Abmayrら 1988) 0 U6-preIIと同様の産物は、核抽出液と2砂子間イ

ンキュベートした場合にもわずかに観察された。

いずれの条件でも、上記の産物以外にいくつかのバンドがを膝されたが、

これらについては、.これ以上解析していない。また、この実験では、同時

に2種類以上のsnRNAがmRNA前駆体にクロスリンクした産物は検出でき

なかった。これは、筆者の用いた条件では、クロスリンクが起こる効率が

非常に低いためだと考えられる。この実験では、 mRNA前駆体として

oEX14・15を用いたが、別の 8クリスタリン遺伝子由来の mRNA前駆体(

oEX13-14、Ohnoら 1987) を用いた場合にもU6snRNAのクロスリンク産物

が検出された(データは示さず) 0 sク。ロビン遺伝子由来のmRNA前駆体(

Hß~6、 Krainerら 1984) )を用いた場合には、 U1-preI、Ul-preII、

U2・preと同様のクロスリンク産物がわずかに検出されたが、 U6snRNAのク

ロスリンク産物は検出されなかった。この理由は、はっきりしないが、 pグ
ロビン遺伝子由来のmRNA前駆体は、 8クリスタリン遺伝子由来のmRNA前

駆体に比べて、スプライシング反応効率が低い(データは示さず)ことと

関連しているのかもしれない。

これらのクロスリンク産物と、スプライシング反応との関係を明らかに

するためにmRNA前駆体をいろいろな条件でインキュベートしてからUV照

射し、解析した(図 12) 0 U1-preIとUl-preIIは、mRNA前駆体と核抽出
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mRNA前駆体を核抽出液(郎、レーン 14は細胞質S100フラクション)

と、標準条件(レーン 1-6、 14)、2.5mMEDTAの存在下(レーン7

-1 2)、あるいはATPの非存在下 (レーン 13)で、各レーンの上に示

した時間インキュベー トし、 uv照射後、RNAを回収し、電気泳動した。
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液を混合すると同時に(レーン 1、7)、またATPを加えなくても(レー

ン13)、観察された。これは、 U1snRNPの5' スプライス部位への結合

はインキュベーションやATPに依存しないという過去の報告と一致する(

Blackら 1985、BindereifとGreen 1987)。これらのクロスリンク産物は、

核抽出液と5分間インキュベートすると非常に顕著に観察されるようになり、

さらにインキュベートすると徐々に消失した。このことは、 U1snRNAの5'

スプライス部位との安定なアソシエーションには、 ATPとインキュベーシ

ョンが必要であること、およびこのアソシエーションが過去に報告された

ように (KonarskaとSharp198 ~ GrabowskiとSharp 1986) 、スプライス

ソームの形成にともなって不安定になることを示唆している。 U2-pre、

U6・preI、U6-preIIiはATPとインキュベーションに依存して観察された。ま

た、スプライシング反応に必要な全てのsnRNPを持っているが、それ自身

ではスプライシング活性がない (KrainerとManiatis 1 9 85)細胞質S100フ

ラクションを用いるとこれらのクロスリンク産物は観察されなかった。こ

れらの結果は、 UVクロスリンク法で観察された、 U2snRNAとU6snRNAの

mRNA前駆体とのアソシエーションがスプライシング反応に依存して起こ

っていることを示している。

c) スプライスソーム内でのU6snRNAのmRNA前駆体とのアソシエーシ

ョン

uvクロスリンク法で観察されたsnRNAのmRNA前駆体とのアソシエーシ

ョンがどのような複合体中で起こっているかを解析するために、反応複合

体をグリセローノレの密度勾配遠心法で、分画してから、 uvクロスリンク実験

を行った(図 13)。核抽出液と2砂子関インキュベートした後、反応液を

分画し、偶数フラクションをUV照射して解析した。反応、液を分画すると、

図3の実験でも触れたように、 3つのピークが観察された。このうち、フ

ラクション 6に観察される 65Sのピークは、このフラクション中に反応中

間体が多く含まれていることからもわかるように、スプライスソームを反

映している。また、フラクション 12のピークは、 45Sのプレスプライス

ソームを、フラクション 19のピークは、 20Sの非特異的な複合体を、そ

れぞれ反映している。

分画した偶数フラクションをUV照射して解析すると、 U2-preはスプライ
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図13.分画したスプライシング反応の複合体を用いたuvクロスリンク実

験

mRNA前駆体を核抽出液と 2砂子間インキュベートした後、グリセローノレ

の密度勾配遠心法で反応液を分画し、 各フラクションの放射活性を測定し

た。各偶数フラクションをバッファーで薄めずにuv照射し、 RNAを回収後、

電気泳動した。レーンTでは反応液を分画せずにuvクロスリンク実験を行

った。
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スソームを含むフラクシ ョンでのみ観察された。これは、 U2snRNPがフ。レ

スプライスソーム中に存在するという過去の報告はonarskaとSharp 1986 

)を考えると非常に興味深い。 この結果は、 U2snRNPがプレスプライスソ

ームに取り込まれた後、スプライスソームが形成されて初めて、 mRNA前

駆体に直接アソシエートするようになることを示していると思われる O

U 1-preI、U1-preIIはどちらもプレスプライスソームと非特異的な複合体を

含むフラクションで観察されたが、スプライスソームを含むフラクション

では観察されなかった。この結果は、 U1snRNPのスプライスソームへの結

合が弱いという過去の報告 (KonarskaとSharp198 ~ GrabowskiとSharp

1986) と一致している。また、 U6snRNPがスプライスソームにのみ観察さ

れるという過去の報告と一致してはonarskaとSharp1987、Bindereifと

Green 1987)、U6・preIはスプライスソームを含むフラクションでのみ観

察された。スプライスソームを含まないと考えられるフラクション 10 

-20でもU6-preIに似たクロスリンク産物が観察されたが、この産物は、

U6-preIより移動度が少し速く、先に述べたXRNAだと考えられる。

核抽出液と5分間インキュベートしてから分画した場合にも、これらのク

ロスリンク産物は、同様の複合体でを膝された(データは示さず)。また、

核抽出液と EDTA存在下でインキュベートした場合、 U6・preIIは、 U6-preI

と同様に、スプライスソームを含むフラクションでのみ観察された(デー

タは示さず)。

d) クロスリンク部位の解析

クロスリンクが起こった部位(クロスリンク部出を明らかにするため、

各クロスリンク産物を電気泳動によって精製し、 mRNA前駆体やsnRNAに

相補的な合成DNAおよびRNaseHとインキュベート後、切断された悶Aを解

析した。なお、この解析に様々な合成DNAを用いたが、おそらく UV照射に

よってRNAが損傷を受けているため、用いた合成DNAによっては、クロス

リンク産物を切断することができなかった。

まず、 mRNA前駆体上のクロスリンク部位を解析するため、各クロスリ

ンク産物を mRNA前駆体に相補的な合成DNA(図 14 b)を用いて、

RNaseHで切断した。切断されたRNAを、同じ合成DNAを用いたmRNA前駆

体の切断産物をマーカーとして、共に電気泳動して解析した。この実験か
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ら得られる結果と、クロスリンク部位との関係を模式的に図 14 aに示し

た。クロスリンク部位が、合成DNAに相補的な領域の上流に位置している

なら、 mRNA前駆体を同じ合成DNAで処理した時に産生されるこつのRNA

断片のうち、 3'側の断片に対応する断片 (3'側mRNA前駆体断片)が、

クロスリンク産物からも産生される。そして、 5' 側の断片に対応する

RNA (5'側mRNA前駆体断片)は、 snRNAとクロスリンクしているため、

mRNA前駆体由来の断片より移動度が遅くなる。逆に、クロスリンク部位

が、合成DNAに相補的な領域の下流に位置しているなら、 5'側mRNA前

駆体断片が、クロスリンク産物から産生される。

図 14 cに示すように、 Ul・prelとUl-preIIを5'E合成DNAを用いて切断

すると、短い 5'側mRNA前駆体断片が観察され、これらのRNAのクロス

リンク部位が5'E合成DNAに相補的な領域の下流に位置していることがわか

った。これに対して、 5'SII合成DNAを用いると、 3' 個!JmRNA前駆体断片

が産生された。従・って、 Ul-prelとUl-preIIのクロスリンク部位は、共に

5'E合成DNAと5・SIIi合成DNAに相補的な領域の間に位置していることが明ら

かになった。この実験では、 Ul-preIとUl-preIIの違いは明らかにできなか

ったが、 mRNA前駆体のこの領域内で違いがあるか、 snRNA上のクロスリ

ンク部位が異なっているためだと考えられる。同様にして、 U2・preのクロ

スリンク部位は、 BP合成DNAと3'S合成DNAに相補的な領域の聞に位置して

いることがわかった(図 14 d)。これらの結果は、 UlsnRNAとU2snRNA

が、それぞれ5' スプライス部位とブランチ部位に塩基対合を作って結合

するという過去の報告 (Zhua刊とWeiner1986、Zhua刊とWeiner1989) 

を裏付けている。

U6・prelとU6-preIIのクロスリンク部位を解析するために、これらのRNA

を、 5'S1，5・S11，Int合成DNAを用いて、 RNaseHで切断した(図 14 e) 0 

5'S1合成DNAを用いると、どちらのクロスリンク産物からも、短い 5'側

mRNA前駆体断片が産生された。同時に、 3'側mRNA前駆体断片もわずか

に産生されたが、この断片は、合成DNAを加えない場合に観察される、ク

ロスリンクしていないmRNA前駆体に由来していると考えられる。これに

対し、 Int合成DNAを用いると、 3'側mRNA前駆体断片が効率よく産生さ

れ、クロスリンク部位が、どちらのRNAの場合も5'S1合成DNAとInt合成

DNAに相補的な領域の間に位置していることがわかった。 5'SII合成DNAを

用いた場合には、 U6-prelとU6-preIIで分解産物の泳動ノてターンに大きな差
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mRNA前駆体上のクロスリ図 14. 



図14. mRNA前駆体上のクロスリンク部位の解析

a) この実験の論理を模式的に示した。太い直線は合成DNAを、 PAGEは

変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動を表す。 b)8EX14・15RNAの5' お

よび3' スプライス部位領域の配列と、実験に用いた合成DNAに相補的な

wc列を示した。 5'SS:は5' スプライス部位、 BPはプランチ部位、 3'SSは3'

スプライス部位を表す。 c-e) Ul・preIとU1・preII(c)、U2-pre(d)、

U 6 -preIとUふpreII(e)のクロスリンク部位の解析。 mRNA前駆体を核抽

出液と標準条件で5分間(U1・preIとU1・preII) 、 2砂子間 (U2・preと

U 6-preI)、または2.5mMEDTAの存在下で3妙子間 (UふpreII) インキュベ

ートし、 UV照射した試料から、各クロスリンク産物を2回の電気泳動によ

って精製した。いずれの標品にも、クロスリンクしていないmRNA前駆体

がわずかに含まれている。精製したクロスリンク産物とmRNA前駆体を各

レーンの上に示した合成DNAの存在下でRNaseHで処理し、電気泳動した。
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異が見られた。 U6-preIの場合には、移動度の遅いクロスリンクしたRNAと

短い5'側mRNA前駆体断片が産生され、クロスリンク部位が5'SI合成DNA

と5'SII合成DNAに相補的な領域の聞に位置していることがわかった。

U6・preIIの場合には、 3'側mRNA前駆体断片が効率よく産生され、クロ

スリンク部位が、 5'SII合成DNAに相補的な領域の上流に位置していること

がわかった。また、この時、同時に 5'側mRNA前駆体断片もはっきりと

観察された。このことから、 U6 -preIIのクロスリンク部位が5・SII合成DNA

に相補的な領域内に位置し、この合成DNAの存在下でクロスリンク部位の

両側が同時に切断されたことが示唆された。いずれにしても、 U6・preIIの

クロスリンク部位は5・SI合成DNAと5'SII合成DNAに相補的な領域の聞に位

置していると結論できる。また、以上のクロスリンク部位の解析の結果、

いずれのクロスリンク産物の場合も、そのクロスリンク部位の上流、下流

のどちら側で切断しても、直鎖状のmRNA前駆体断片が産生され、これら

のクロスリンク産物が、スプライス部位反応の中間体や産物でなく、反応

を受けていないmRNA前駆体と snRNAのクロスリンク産物であることが明

確に証明された。

次に、 U6snRNA_上のクロスリンク部位を明らかにするため、 U6-preIと

U6・preIIを、 U6snRNAに相補的な4種類の合成DNA個 15 a)を用いて、

RNaseHで切断した。 U6snRNAは標識されていないので、 mRNA前駆体がク

ロスリンクした分解産物のみが観察される。図 15 bに示すように、

U 6 -preIとU6-preIIどちらの場合にも、 U6aからU6cへと、用いる合成DNA

に相補的な領域を徐々に上流側にすると、分解産物の移動度は、それにつ

れて、大きくなった。この結果は、クロスリンク部位が、 U6c合成DNAに相

補的な領域の上流に位置していることを示している。 U6-preIIをU6d合成

DNAを用いて切断すると、 U6c合成DNAを用いた場合と比べて、非常に移動

度の遅い分解産物が観察された。このことは、 U6・preIIのクロスリンク部

位が、U6c合成DNAとU6d合成DNAに相補的な領域の間に位置していること

を示している。この領域は、過去に報告されたU6snRNAの機能にとって不

可欠な配列を含んでいる (Bindereifら 1990、Vankanら 1990、Fabrizioと

Abelson 1990) 0 U6・preIの場合は、 U6d合成DNAを用いると切断されなか

ったため、クロスリンク部位が、 U6c合成DNAに相補的な領域の上流に位置

すること以上には明らかにできなかった。
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図 15. U6snRNA_tのクロスリンク部位の解析

a) ヒトのU6snRNAの全塩基配列と、実験に用いた合成DNAに相補的な

配列を示した。 ste:m 1とstemIIはU4snRNAと塩基対合を形成する 2つの領

域 (Bindereifら 1990)を、矢田]はS.pombeのU6snRNA中のイントロンが挿

入されている部位 (TaniとOhshima1989) に対応する部位を示す。b)

U6・preIとU6・preIJ[のクロスリンク部位の解析。図 14と同様にして精製し

たクロスリンク産物を、各レーンの上に示した合成DNAの存在下でRNaseH

で処理し、電気泳動した。
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第四章考察

a)固定化したmRNA前駆体を用いた実験系

mRNA前駆体を固定化する実験系は、先に、 RubyとAbelson(1988) に

よって開発された。彼らは、 mRNA前駆体の3'末端の配列に相補的な、

ピオチン化した短いRNAをinvitroで合成し、このRNAを介して、 mRNA前

駆体をアカ。ロースビーズ上に固定化した。彼らは、この方法を用いて、酵

母のln νitroスプライシング系で、反応初期のU1snRNPの役割について解析

した。しかし、彼らの実験では、酵母の抽出液とのインキュベーションの

際に、かなりの量のmRNA前駆体が、非特異的にアガロースビーズから解

離してしまっている。筆者も、同様の方法で、 HeL~田胞の系で試みてみた

が、 mRNA前駆体の解離のため、筆者の目的とする反応後期の解析には適

さないことがわかった(データは示さず)。この原因は、いくつかの生物

種で観察されている RNAの二本鎖をunwindさせる活性 (BassとWeintraub

1988) によると考えられる。

筆者が新たに開発した、 mRNA前駆体を固定化する実験系では、 mRNA前

駆体自身をビオチン化しているので、核抽出液とインキュベートしでも、

mRNA前駆体は解離せず、安定に固定化されている。また、 RubyとAbelson

(1988) が用いた方法では、スプライシング反応効率が、固定化していな

いmRNA前駆体を用いた場合に比べて、非常に低かったのに対し、筆者の

方法では、反応効率はほとんど変わらなかヮた。この原因が、酵母の系と

HeLaの系の違いに起因するのか、固定化する方法の相違に起因するのか明

らかではない。いずれにせよ、筆者の用いた方法は、スプライシング反応

後期過程を解析する上で、非常に有効であると結論できる。

b)第二段階の反応に関与する因子

筆者は第二段階の反応に必要な因子、既FとDEAE-Iが、 ATPに依存せず

に、スプライスソームに作用することを明らかにした。乱Fは熱に弱い因

子であり、過去に同定され、第二段階の反応にのみ必要なことが報告され

ている (KrainerとManiatis 1 985)。この因子の活性は、モノ Qクロマト

グラフィーで、単一の分画に観察されることから(データは示さず)、お
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そらく単一の因子によると考えられる。 DEAE-Iは、今のところ全くの粗精

製標品に過ぎず、第二段階のみに必要であるかどうかも明らかでない。 し

かし、 DEAE-I活性を持つフラクションとほぼ同様に分画されたフラクショ

ン (1心中の因子が第二段階の反応にのみ必要であるととが報告されてい

るので (Perkinsら 1986)、この因子も第二段階だけに必要なのかもしれ

ない。

DEAE-IIIは、おそらく第一段階の反応前からスプライスソーム内に存在

し、第二段階の反応に必要な因子である。この因子はDEAE-celluloseカラム

から高塩濃度で溶出されるが、このフラクションには核酸が多く含まれ、

snRNPも多く含まれると考えられるので、この因子とsnRNPとの関連が注目

される。このことを、調べる方法としては、このフラクション中のRNA成

分ををMNaseで壊してから活性を検定することが考えられる。しかし、理

由は不明だが、この因子は、 MNaseの酵素活性に必要なカノレシウムに感受

性であるため(データは示さず)、この方法で調べることができなかった。

ただし、この因子が解離したスプライスソームからの第二段階の反応は、

MNaseで蛇毘した核抽出液とATPを加えれば起こるので(データは示さずい

少なくとも核抽出液の内ではMNaseに耐性の因子である可能性が強い。ま

た、この因子は、密度勾配遠心法でスプライスソームを分画するとスプラ

イスソームから解離してしまうことから、スプライスソームへの結合が弱

いと考えられるが、，U1snRNPも同様にスプライスソームへの結合が弱いこ

とが指j寵されており (KonarskaとSharp 1986、GrabowskiとSharp 1986)、

これらの因子の関係に興味が持たれ、今後の研究課題の一つである。

今後、これらの因子の機能を明らかにするためには、これらの因子をさ

らに精製する必要があるが、 HeL~田胞の核抽出液やS100フラクションから、

homogeneityになるまで精製することは非常に困難である。一方、酵母で

は、温度感受性突然変異株の研究から、第二段階の反応に必要な因子の遺

伝子がクローニンクやされており (VijayraghavanとAbelson 1 990、Burgess

ら 1990、Companyら 1990)、これらの遺伝子や、その産物に対する抗体

を用いて、 HeLa細胞の系で、スプライシング因子の機能を解析できれば、

非常に有効な手段になるであろう。

c)スプライシング経路と 3種類のスプライスソーム
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筆者は、スプライシング反応が、 3種類のスプライスソーム、 I、IIa、

IIbを経て起こることを明らかにした(図 16)。スプライスソームIは

mRNA前駆体を含むスプライスソームの総称である。このスプライスソー

ムの 3' スプライス部位領域はRNaseHに対して耐性であり、この部位にス

プライスソームの構成因子が結合していると考えられる。おそらく、この

構成因子は、過去に報告されたmRNA前駆体の3' スプライス部位に結合

する因子のうちのどれかであろう。今までに、 IBP(OerkeとSteitz1986、

Taziら 1986)、3種類のhnRNPタンパク質 (SwansonとDreyfuss 1988)、

U2AF (R uskinら 1988)、p62(Oarcia-Blancoら 1989) が、この部位に結

合することが報告さFれているO

スプライスソームIIaは、熱処理した核抽出液で形成される反応中間体を

持ったスプライスソームである。このスプライスソームは、密度勾配遠心

法で65Sの複合体として観察される。また、 Reedらはこのスプライスソー

ムをゲノレ減過クロマトグラフィーで分画し、電子顕微鏡写真を撮った(

Reedら 1988)。筆者の研究でスプライスソーム11aの3' スプライス部位

領域はRNaseHに対して感受性であり、スプライスソームの構成因子が結合

せず、露出していることが示された。通常のスプライシング反応において

も、スプライスソームlIaの場合のように、 RNaseHに対して感受性のラリ

アット型中間体が第二段階の反応初期に観察され、通常のスプライシング

過程でも、スプライスソームIIaが形成されることが示唆された。

スプライスソームIIbは、タンパク因子E江FとDEAE-Iの作用によってスプ

ライスソームIIaから形成される。このスプライスソームからの第二段階の

反応は、核抽出液等を加えなくても、 ATPを加えただけで起るので、スプ

ライスソームIIbは、第二段階の反応に必要なATP以外の全ての因子を持っ

ていると考えられる。スプライスソームIIbの3' スプライス部位領域は、

RNaseHに対して耐性であり、スプライスソームの構成因子がこの部位に結

合していると考えられる。同様にRNaseHに対して耐性のラリアット型中間

体が、熱処理していない核抽出液を用いた場合も、第二段階の反応後期に

観察された。このことは、通常のスプライシング反応においても、スプラ

イスソームIIbを経て、反応が起こることを示唆している。

d)スプライスソームのコンフォメーションの変化
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図16. スプライスソームのコンフォメーションの変化

第一部の実験結果から考えられるスプライスソーム形成後のスプライシ

ンクe反応過程のモデjレを模式的に表した。
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以上に述べたように、 3' スプライス部位領域のRNaseHに対する感受性

は、スプライシング反応過程で大きく変化している(図 16)。スプライ

スソームIは、 RNaseHに対して耐性だが、スプライスソームIIaでは、感受

性になっている。そして、スプライスソームIIbでは、再び耐性になってい

る。これは、おそらくスプライスソームのコンフォメーションの変化を反

映していると考えられる。スプライスソームIとIIb内で、どのような因子

が3' スプライス部位に結合しているか明らかでないが、スプライスソー

ムIIa内では因子が結合していないことを考えると、スプライスソームIと

IIbで異なる因子が結合している可能性が強い。 Reedは (1989)、第一段

階と第二段階の反応に必要な、 3' スプライス部位領域の配列が異なって

いることから、同様の可能性を指摘している。

スプライスソームIとIIbで結合している因子について考察する上で、

第一段階と第二段階での3' スプライス部位の役割を考えることは重要で

ある。第一段階では、この部位の認識が起こると考えられる。実際、この

領域に結合することが報告されている先に述べた諸因子の結合には、この

領域内のピリミジンクラスター(ピリミジンが連続する配列)や、 3' ス

プライス部位のAG配列が必要である。従って、スプライスソームI内でも、

これらの因子が結合していることが考えられる。これに対し、第二段階で

は、この部位で、 RNA鎖の切断再結合反応が起こる。従って、少なくとも

第二段階の最後には、反応を触媒する因子がこの部位に近接して存在する

はずである。スプライスソームIIbは、反応が起こるために、まだATPを必

要とするので、そのような最終段階のスプライスソームだとは考えられな

いが、このスプライスソーム内ですでに、反応を触媒する因子が結合して

いる可能性はある。一方、最近、ピリミジンクラスターが長い場合には、

第一段階の反応に 3' スプライス部位のAG配列が必要でないことが報告さ

れ (Smithら 1989、Reed1989)、3' スプライス部位の認識が、第一段

階での認識とは独立に、第二段階でも起こることが示唆された。この点か

ら考えると、スプライスソームIIb内でも、この部位を認識する第一段階の

場合とは別の因子が結合しているのかも知れない。 また、スプライスソ

ームIIbの形成にはATPが必要ないので、スプライスソーム内で大きな構造

変化が起こって3'スプライス部位領域がRNaseHに対して保護されるよう

になると考えるよりは、スプライスソームIIbの形成に関与する且Fや

DEA引が直接この領域に結合すると考えた方が自然に恩われる。第二段階
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の反応機構を考える上で、スプライスソームIIb内で3' スプライス部位領

域に結合している因子を明らかにすることは非常に重要であり、今後の解

析が望まれる。

e)第二段階の反応に必要なATPの役割

筆者は、第二段階の反応にATPが必要であること、また、 ATPは、反応

に必要な全てのタンパク因子を持った複合体、スプライスソームII~ が形

成されてから要求されることを明らかにした。 第二段階の反応に必要な

ATPの具体的な役割については明らかにできなかったが、考えられる幾つ

かの可能性について考察してみる。

まず、 RNA鎖の切断再結合反応に必要なエネノレギー源としてATPが要求

されるという可能性が考えられる。しかし、序論で述べたようにmRNAス

プライシング反応は、グループIイントロンやグループ11イントロンの場合

と同様に、 RNAが触媒するAT噂のエネノレギーを必要としないエステJレ交

換反応によって起こるという考えが提唱されている CSharp1985、Cech

1986)。従って、この可能性は薄いように恩われる。またATPは、反応に

必要な全てのタンパク因子が集合した後に必要になるので、タンパク因子

のスプライスソームへの結合に必要だという可能性は否定できる。

先ほども述べたように、第二段階の反応では、反応を触媒する因子が3'

スプライス部位に近接する必要がある。もし、触媒する因子が第一段階と

第二段階とで同一であれば、この因子は、第一段階では、ブランチ部位に

近接しており、第二段階では 3'スプライス部位に移動しなければならな

い。従って、 ATPのエネノレギーがこの移動のために必要である可能性が考

えられる。また、これと関連するが、 ATPがスプライスソ一ムを構成する

sr 

一ゼ様の活性に必3婆妻であることも考えられる。

f) SRFの役割

筆者は、スプライシング反応が終わった後、スプライスされたmRNAと

ラリアット型イントロンは自然に解離するのではなく、タンパク因子SRFと

ATPの作用で解離することを明らかにした。スプライスされたmRNAは、
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反応複合体から離れて、核外へ輸送され、タンパク質に翻訳される。 SRFは

おそらく、スプライシング反応の後、 mRNAが機能するために必須な因子

であると考えられる。また、 snRN医事のスプライシング因子が再利用され

るためにも必要な因子であろう。

酵母の温度感受性突然、変異株の研究から、 SRFと同様の活性を持っと考え

られる因子 (PRP2のが報告されている (Companyら 1989)。この因子の

温度感受性突然変異株では、非許容温度で、 mRNA前駆体とラリアット型

イントロンが蓄積し、酵母の生育に、必須の因子だと考えられる。この因

子の遺伝子は、最近クローニングされ、この因子がRNA結合部位と、 RNA

ヘリカーゼ等にみられるATI1吉合部位を持っていることが報告されている

(Companyら 1990)。おそらく、 PRP22やSRFは、 snRNA、mRNA、ラリ

アット型イントロンの聞の塩基対合などの相互作用をATPのエネノレギーを

使って壊し、これらのRNAを解離させるのであろう。

g) UlsnRNAとU2snRNAのmRNA前駆体とのアソシエーション

UVクロスリンク法は、過去にRNA分子間あるいは分子内の特異的なアソ

シエーションを解析するために使われてきた (Branchら 1989)。筆者が

この方法を用いて観察したUlsnRNAとU2snRNAのmRNA前駆体とのアソシ

エーションは、それが起こる条件や、 mRNA前駆体上の領域など、多くの

点で過去の報告と一致し、この方法によって得られた結果が、 mRNAスプ

ライシング反応過程を反映していることを裏付けている。しかしながら、

これらのsnRNAのmRNA前駆体とのアソシエーションを直接観察したのは

この研究が初めてであり、今までは、 スプライシング反応のどの過程でこ

のようなアソシエーションが起こるのかはっきりしていなかった。

UlsnRNAに関しては、今回の研究で、 snRNPとして5' スプライス部位に

結合したときから、 snRNAとこの部位との直接のアソシエーションが起こ

っていることがわかった。また、このアソシエーションはスプライスソー

ムが形成された後、観察されなくなる。 UlsnRNPがスプライスソームに存

在しているかどうかに関しては、過去に何回か議論されてきたが(

KonarskaとSharp 1986、GrabowskiとSharp 1986、BindereifとGreen1987 

)、最近の報告によれば (Zillmannら 1988)、UlsnRNPはスプライスソー

ム内に存在しているが、スプライスソームへの結合が弱いと考えられる。
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筆者の研究によれば、スプライスソームが形成されると、 UlsnRNAは

mRNA前駆体と塩基対合しなくなり、このように不安定になると考えられ

る。また、 U2snRNAに関しては、プレスプライスソームが形成される過程

で、問、wとしてはプランチ部位に結合するが CKonarskaとSharp 1986) 、

筆者の研究から、 U2snRNAが直接この部位と相互作用するのは、スプライ

スソームが形成された後であることが示唆された。

h) U6snRNAのmRNA前駆体とのアソシエーション

筆者は、 U6snRNAがスプライスソーム内で、直接5' スプライス部位領

域にアソシエートしていることを見いだした。しかし、 U6snRNAがこの領

域にアソシエートし、この領域と相互作用することが、スプライシング反

応に必要なのかどうかわからない。特に、 U6・preIとして観察されたアソシ

エーションに関しては、 U6snRNAのアソシエートしている部位は、 5' ス

プライス部位の下流の保存されていない領域であり、この部位との相互作

用がスプライシング反応に不可欠だとは考えにくい。これに対し、

U6・preIIとして観察されたアソシエーションの場合、アソシエートしてい

る部位は、 5' スプライス部位自身か、少なくともこれに非常に近い部位

であり、 U6snRNAがこの部位近くにアソシエートしていることの意味が非

常に興味深い。この領域とのアソシエーションは、 EDTA存在下で第一段階

の反応を阻害した時に顕著に観察されたが、通常のスプライシング反応条

件では微かにしか観察されなかった。おそらく、このアソシエーションは、

通常の反応では一過的 (transient)であり、またE町 Aは、スプライシング

反応過程で、 U6snRNAがこの領域にアソシエートしている状態から、次の

過程への移行を阻害していることが考えられる。さらにU6snRNAがスプラ

イシング反応を触媒するという仮説を考慮すれば、 U6snRNAは初め、 5'

スプライス部位の下流に位置しているが、第一段階の反応の前に、この部

位に非常に接近すると考えるのが妥当だと思われる。いずれにしても、プ

レスプライスソーム内で 5' スプライス部位にアソシエートしていた

UlsnRNAと入れ替わるように、スプライスソーム内では、 U6snRNAが5'

スプライス部位に近接していることが結論できる。

i) U6snRNAはスプライシング反応を触媒するか?
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U6snRNAがスプライシング反応を触媒するという仮説 (BrowとGuthrie

1989) にとって、このsnRNAが単独で何らかの反応を触媒できることを示

すことが一番直接的な証明法であるが、今のところそのようなU6snRNAの

活性は報告されていない。 U6snRNAはスプライスソーム内でしか触媒活性

を持てないことも十分考えられ、このような直接的な証明が成功するとは

限らない。これに対し、この仮説が成り立つための必要条件が満たされて

いることを示すことも非常に重要である。 U6snRNAが、触媒反応が起こる

一つの部位である 5' スプライス部位に近接しているという筆者の観察は

この仮説の一つの必要条件を満たし、この仮説を支持している。

もし、 U6snRNAがスプライシング反応を触媒するのであれば、第一段階

の反応は 5' スプライス部位とブランチ部位との間で起こるので、

U6snRNAは5' スプライス部位と共に、ブランチ部位にも近接しなければ

ならない。ところが、スプライスソーム内のプランチ部位には、筆者が示

したようにU2snRNAがアソシエートしている。このことから次に挙げるい

くつかの可能性が推察される。第一の可能性では、 U2snRNAが、第一段階

の反応が起こる直前にブランチ部位から離れ、それに替わって、 U6snRNA

がこの部位に接近する。第二の可能性では、 U2snRNAがフ。ランチ部位にあ

って、 U6snRNAを導く。第三の可能性では、 U2snRNAはU6snRNAと共同し

て、第一段階の反応を触媒する。これらの可能性を調べるためにも、第一

段階の反応後の、 snRNAのスプライスソーム内での位置を知ることは重要

である。また、 U6snRNAがスプライシング反応を触媒するのなら、この

snRNAは、第二段階の反応の際には、 3' スプライス部位に近接しなけれ

ばない。このような点で、今回観察できなかった反応中間体とsnRNAとの

アソシエーションそ解析することは非常に重要であり、今後検討して行き

Tこい。

j )スプライシング反応過程のモテなル

第一部、第二部での結果と、過去の報告を総合して、 snRNPを中心に、

スプライシング反応が起こる過程のモデルを考えた(図 17)。

1. U1snRNPが5' スプライス部位に結合する。この時点で、 UlsnRNA

とmRNA前駆体との直接のアソシエーションは弱いながら起こっているが、
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次のプレスプライスソームが形成される過程で安定化される 。 2.
U2snRNPがATPに依存して、 U2AFなど3' スプライス部位領域に結合する

因子を介して結合し、プレスプライスソームが形成される。 この時、

U2snRNAとmRNA前駆体は直接アソシエートしていない。 3.U4、U5、

U6snRNPがATPに依存して一つの複合体を作り、プレスプライスソームに

結合して、スプライスソームが形成される。この時、 UlsnRNPは5' スプ

ライス部位から離れ、替わってU6snRNAがこの部位の下流に位置するよう

になる。 4.U4、U6:snRNA聞の塩基対合が解離する。また、 U6snRNAが5'

スプライス部位に接近する。 5.U2snRNAが7+ランチ部位から離れ、替わ

ってU6snRNAがこの部位に接近する。また、 3' スプライス部位に結合し

ていた因子が解離する。 6.U6snRNAが触媒して、第一段階の反応が起こ

り、スプライスソームIIaが形成される。 7. HLFまたはDEAE-Iが3' スプ

ライス部位に結合し、スプライスソームIIbが形成される。 8.ATPのエネ

ノレギーを使ってU6snRNAが7+ランチ部位から 3' スプライス部位に移動す

る。また、 U5snRNAが7+ランチ部位に結合する。 U5snRNPの結合に関する

根拠は次の通りである。イントロンの 5'末端のα酒己列が塩基置換された

いくつかのmRNA前駆体では、第一段階の反応は起こるが第二段階の反応

は起こらない (ParkerとGuthrie 1985、Newmanら 1985、Aebiら 1986)。

NewmanとNormanは (1990) 、塩基置換が起こった酵母のU5snRNAが、

このような 5'スプライス部位の変異を抑制することを報告している。つ

まり、 U5snRNAが第二段階の反応の際、ラリアット構造によってブランチ

部位に連結されたイントロンの5'末端の配列と相互作用することが示唆

されている。 9.U6snRNAの触媒によって第二段階の反応が起こる。 1o. 
SRFとATPの作用で、スプライスされたmRNAとラリアット型イントロンが

解離する。この時、スプライスソーム内にあったsnRNPは、ラリアット型

イントロンにアソシエートしている。

おそらくこのようなスプライシング反応過程で、 snRNA聞や、 snRNAと

mRNA前駆体との聞の相互作用が激しく変化すると考えられる。そして、

このようなRNA閣の相互作用の変化はATPのエネノレギーを使ってRNAヘリ

カーゼによって引き起こされるのであろう。実際、酵母の温度感受性突然、

変異株の研究からクローニングされたスプライシング因子のいくつかは、

RNAへリカーゼによく見られる ATP結合部位を持っている(

Dalbadie-McFarlandとAbelson 1990、Burgessら 1990、Companyら 1990
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図17 .スプライシング反応過程のモデル

この研究の結果と過去の報告を総合して考えたスプライシ ング反応が起

こる過程のモテξルを、 snRNPを中心に模式的に表した。
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)。今後、このようなRNA聞の相互作用の研究が、スプライシング因子の

研究と共に、スプライシング反応機構の解明に大きく寄与するであろう。
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