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論文要旨

真核 生物 のmRNA前 駆体 の5朱 端 には、m7GpppNmpNで 表わ され る、 キャ ップ構 造 と

呼 ばれる特異 な構 造が存在 す る。 このキ ャップ構造 は、mRNA前 駆体 を安定化 させ ると

い う役 割 りの他 に、それ に最 も近 いイ ン トロンのス プライシ ングを促 進す ることが明 ら

か になっていた。 そ こで、ス プライシ ング反応 を三つ の過程 に分 ける ことの で きる∫η

yf面 ス プライシ ング反応系 を用 いて 、この キャ ップ構 造 による促 進効 果が、ス プライシ

ング反応の どの過程 に見 られ るか を解析 した。 まず、単一の イン トロ ンを持つmRNA前

駆体 を用 いて解 析 を行 った ところ、 キャ ップ構造 に よる促進効果 は、ス プライシング反

応 の最 も初期 の過程 であるス プライス ソーム形成 まで にみ られるこ とがわか った。次 に

二 つの イン トロ ンを持つmRNA前 駆体 を用 いて同様 の実験 を行 った ところ、 キ ャップ構

造 による促 進効 果 は、上流側 のイ ン トロンにおい てのみみ られ、少 な くと も第一段 階の

反応 の過程 まで にみ られる ことが明 らか になった。 また、 この とき、二つの イン トロン

においてスプ ライス ソームは独立 に形成 される ことが示唆 され、二つのイ ン トロ ンを持

つmRNA前 駆体 の場合 も、スプ ライス ソー ム形成 の過程 まで にみ られ ることが考 え られ

た。

さ らに、前述 の ようなキ ャ ップ構造 に よるス プ ライシ ング促進効 果 を担 う因子の候補

と して、HeLa細 胞核 抽出液 中に分子量80キ ロダル トンのキ ャッフ.構造結合 タ ンパ ク質 を

同定 し、ほぼhomogeneityに まで精 製 した。単離 した この核 内キ ャップ構造結合 タンパク

質(NuclearCapBindingProtein,NCBP)のcDNAか ら予想 されるア ミノ酸配列 は、酵母

3cerev131aeのGCR3と い う、解糖系 の遺伝 子の発現 に必須 な遺伝子 の産物 にわず かな相

同性 がみ られた。NCBPは キ ャ ップ構 造 に よる促進効果 を担 う因子の候補であ るので、

その細胞 内局在性 を、エ ピ トープ タギ ング法 を用 いて調べ た。 その結果、エ ピ トープを

付 けたNCBPはHeLa細 胞 内で核 質 に存在 す る こと、また、その核局在 シグナルは、N末

端の70ア ミノ酸の領域 に存在 す るこ とが明 らか になった。 さらに、NCBPと 相 互作 用す
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る細 胞 内 の 因 子 を 同定 す る こ とがNCBPの 機 能 を知 る うえ で重 要 で あ る と考 え 、酵 母

Two.HybridSystemを 用 い たInteractionCloningを 行 っ た。 そ の結 果 、 三つ の ク ロー ン(

#30、37、69)が 単離 さ れ た。#37は 分 子 量 約17キ ロ ダル トンのRNA結 合 タ ンパ ク質 を コ

ー ドして い た
。 さ らに 、NCBPと#37を 発 現 させ た酵 母 の細 胞 抽 出 液 を用 い た ゲ ル移 動 度

シ フ ト法 か ら、 キ ャ ッ プ構 造 へ の 結 合 に は この二 つ の タ ンパ ク 質が 必 要 で あ る こ とが示

され た。 ま た 、#30はATP結 合 モ チー フを持 ったRNA結 合 タ ンパク質 を コー ドしてお り、

#69は ア ル ギ ニ ン と グル タ ミ ン酸 が連 続 す る特 徴 的 な配列 を持 って い た 。 これ らの こ と

か ら、細 胞 質 の 場 合 と同様 に 、核 内 にお い て もキ ャ ップ構 造 結 合 複 合体 が存 在 し、 ス プ

ラ イ シ ン グやmRNAの 核 外 輸 送 な どの核 内 で の現 象 に関与 す る可 能 性 が 考 え られ た.
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序論

第一章 序論

は じめ に

生物の根 幹 を成す ものの一つ に遺伝 物質 、す なわち核酸が挙 げ られる。生物 はこの遺

伝 物質か ら情報 を発現 させ 、その個体 を形作 り、生 き、子孫 に情報 を伝 えてい く。 この

遺伝情報 の発現 は、通常 セ ン トラル ドグマ と呼 ばれる道筋 に したが って起 こる。遺伝物

質であるDNAが まずRNAに 転 写 され、そのRNAを 鋳型 と して タ ンパ ク質が合成 される。

この一連 の流 れ を初 め て知 った とき、生物 はなん と複雑 なことを しているのだろ うと思

うと同時 に、途 中の過程 にある"運 び屋"のRNAに 興味 を覚えた。遺伝物質 の中枢 とし

て脚光 を浴 び るDNA。 また、直接 の働 き手であ るタ ンパク質。 これ らについてはいろい

ろ知 られてい たがRNAに ついてはほ とん ど教 わ る機 会が なか った。 しか し、間にある情

報 の"運 び屋"が なければ、生命 は成 り立 たない。筆者 はRNA、 それ も情報 を抱 えこん

でいるmRNAに 興味を持 った。そ して、その後DNAは まずmRNA前 駆体 に転写 され、 キャッ

プ構 造 とポ リ(A)配 列 の付 加、 イ ン トロ ンの除去 とい うプロセ シ ングを受けてか らよう

や く核外 に輸 送 され、mRNAと して働 くことを学 んだ。生物 はなぜ こんな面倒 なことを

す るのだ ろ うか 、 この複雑 な過程 を正確 に行 う機構 は どんな もの なのか、 など、劇 的に

変化 す るRNAと い う分子 に対 してます ます興味が深 まった。そ こで、RNAの スプ ライシ

ングお よび輸送 について概 説す るこ とで本研 究の位置づ け と意義 を明確 に したい。
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序論

第 一 部 メ ッセ ン ジ ャーRNA(mRNA)ス プ ラ イ シ ング とそ れ に関 与 す る因子 群

第 一節mRNAス プ ラ イ シ ング

真 核 生 物 の 核 に コー ドされ る タ ンパ ク 質 の遺 伝 子 の 多 くは 、 イ ン トロ ン と呼 ばれ る介

在 配列 に よ っ て分 断 化 され て い る。 こ れ らの 遺 伝 子 は まずmRNA前 駆体 と して転 写 され

る。 そ の後 、5味 端 に は 、 キ ャ ップ構 造 と呼 ば れ る、m7GpppNpmNで 表 さ れ る特 異 な構

造 が 付 加 され る。 また 、3「末 端 の特 定 の部 位 でRNA鎖 の切 断 が起 こ り、 ポ リ(A)配 列 と

呼 ば れ る、 ア デ ノ シ ンが 通常200塩 基 程 度 つ なが っ た ものが 付 加 さ れ る。 そ して、RNA

分 子 の もっ と も劇 的 な変 化 と して、RNA分 子 中 か らイ ン トロ ンが 除 去 され てエ キ ソ ン同

士 が 連 結 さ れ る とい う変 化 が起 こ る。 この 現象 はmRNAス プ ライ シ ン グ と呼 ば れ、 遺伝

子 の発 現 に は必 須 な過 程 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。 まず 、 トラ ンス フ ァーRNA(tRNA)前 駆 体 のス プ ラ イ シ ングの場 合 は 、

HeLa細 胞 と酵 母 で は若 干 の 反応 様 式 の違 い は あ る もの の、 エ ン ドヌ ク レアー ゼ と リガ ー

ゼ とい う二 つ の酵 素 に よ って触 媒 され る反 応 で あ る こ とが 明 らか に な って い る(総 説

KrainerandManiatis1988)。 また 、 ミ トコ ン ドリアや 葉 緑体 の 遺伝 子 の 中 に は、 イ ン ト

ロ ンを含 む もの が 多 い。 そ して そ の うち の い くつ か は、 そ の保 存 配列 や二 次 構 造 か ら、

グル ー プ1イ ン トロ ン及 び グ ル ー プIIイ ン トロ ン と呼 ば れ て い る(総 説Cech1992)。 グ

ル ー プ1イ ン トロ ン は、 テ トラ ヒメ ナ の リボ ソー ムRNA(rRNA)前 駆体 の イ ン トロ ンに

見 られ る保 存 配 列 や 二 次 構 造 を持 って い る。 テ トラ ヒ メナ のrRNA前 駆 体 の イ ン トロ ン

は 、 タ ンパ ク質 因子 の 関与 な しに 、 イ ン トロ ン 自身 の触 媒 活 性 に よっ て除 去 され るセ ル

フス プ ラ イ シ ング を行 うこ とが 知 られ て い るが(Cech1992)、 グル ー プ1イ ン トロ ンの

うち の い くつ か にっ い て も、 セ ル フス プ ライ シ ング を行 うこ とが 報告 され て い る(Cech

l992)。 グル ー プ1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量ス プ ラ イ ス部 位 に働 きか け て切 断 し、 グ ア ノ シ ン自身 は イ ン トロ ンの5璽

末端 に連 結 され る。 次 に5'エ キ ソ ンの3LOH基 が3「ス プ ラ イス 部 位 に働 きか け て切 断 し、
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序論

GroupIintron

5'ss3'ss

↓ ↓

[ト ー
G

巨コG-一 一[]

GroupIIandNuclearintron

57ss3lss

↓bp↓一
口

1 2 G 1 2 ム

図1グ ル ー プ1イ ン トロ ン、 グル ー プIIイ ン トロ ン と核 型 イ ン トロ ンの ス プ ライ

シ ング様 式

各 イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング様 式 を模 式 的 に示 した。 エ キ ソ ンを箱 で 、 イ ン ト

ロ ンを直 線 で 示 した。mRNA前 駆 体 の左 側 が5'末 端 で あ る(以 後 の 図 も同様)。 グ

ル ー プ1イ ン トロ ンで の補 助 因子 グ ア ノ シ ン をGで 示 した。 図 中の略 号 は以 下 の 通

りで あ る。5冒ss:5'ス プ ラ イス 部 位 、3量ss:3冒部 位 ス プ ラ イ ス部 位 、bp:ブ ラ ンチ 部 位
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序論

二 つ の エ キ ソ ンが 連 結 され る(図1)。 グル ー プIIイ ン トロ ンは グ ル ー プ1イ ン トロ ン と

は異 な っ た保 存 配 列 と二次 構 造 を持 っ て い る(Cech1992)。 そ して 、 グ ル ー プIIイ ン ト

ロ ンの い くつ か もセ ル フス プ ライ シ ン グ を行 う こ とが知 られ て い るが その 反 応様 式 はグ

ル ー プ1と は異 な っ て い る。 まず 第 一 段 階 の 反応 と して 、5貫ス プ ラ イス 部位 が 切 断 され 、

同 時 に イ ン トロ ンの5'末 端 が 、3'ス プ ラ イ ス部 位 の 上 流 に位 置 す る ブ ラ ンチ 部 位 へ2L5'

ホ ス ポ ジエ ス テ ル結 合 で 結 合 す る。 この 反応 の結 果 、57エ キ ソ ンRNAと 、 ラ リア ッ ト

(投 げ縄)構 造 を持 つRNA(ラ リア ッ ト型 反 応 中間体)が 産 生 され る。 そ の後 第二 段 階

の 反 応 と して 、3'ス プ ラ イス 部 位 で の切 断 とエ キ ソ ン同士 の連 結 が起 こ り、mRNAと ラ

リア ッ ト型 イ ン トロ ンが産 生 され る(図1>。

真 核 生 物 の核 に コー ドされ て い る タ ンパ ク質 遺 伝 子 中 に存在 す る イ ン トロ ン(以 下核

型 イ ン トロ ン と呼 ぶ)の ス プ ラ イ シ ング様 式 は 、基 本 的 に は グ ル ー プIIイ ン トロ ンの場

合 と同 じ二段 階 の エ ス テ ル交 換 反 応 で あ る(図1)。 しか し、 グ ル ー プIIイ ン トロ ンの

い くつ か は他 の 因子 の 関与 な しに セ ル フス プ ラ イ シ ング を行 う こ とが 報 告 さ れ てい るの

に対 し、核 型 イ ン トロ ンの 場合 は、mRNA前 駆 体 の 他 に、UsnRNP(U-richsmallnuclear

ribonucleoproteinparticle)を 初 め と して多 くの 因子 の関与 を必 要 とす る(総 説Greenl991、

Mooreetal.1992)。 そ して反 応 を触 媒 す る 因子 な ど、 そ の 反 応 機構 は未 だ 明 らか に な っ

て い な い部 分 が 多 い。 以 後 核 型 イ ン トロ ンの ス プ ライ シ ング とmRNA輸 送 につ い て述 べ

て い くこ とにす る。

第二節mRNA前 駆体上 のスプ ライシ ングシグナルー シス配列一

1)ス プ ライ ス 部位 配 列 とブ ラ ンチ部 位 配 列

真 核 生 物 の 遺伝 子 配 列 の 解 析 が 進 む につ れ て 、 エ キ ソ ン とイ ン トロ ンの境 界 に は あ る

保 存 配 列 が存 在 す る こ とが 明 らか に な っ て きた。 す な わ ち 、5'ス プ ラ イス部 位 に は ・

AGIGTPuAGTと い う配列 が(RNA上 で はTで は な くUで あ る)・3電 ス プ ラ イス部 位 には

(Py)nNCAGIGと い う配 列 が 存 在 す る(図2・Puは プ リ ン残 基 を・Pyは ピ リ ミジ ン残 基
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序論

EXON1 ●EXON2

▲

INTRON

↑Py^
5'ss

MammalianAG/GURAGU

YeastAG/GUAUGU

(∫.cerev1'5jae)

bp3lss

YYR△Y(Y)nNCAG/G

UACUA△CYAG/G

図2mRNA前 駆体 上 の ス フ.ライ シ ン グ シ グナ ル 配列

哺 乳 動 物 と出芽 酵 母 にお け る保 存 配列 を示 した 、 図 中の略 号 は以 下 の 通 りで あ

る。5冒ss:5'ス プ ラ イ ス 部 位 、3「ss:3冒部 位 ス プ ラ イ ス部 位 、bp:ブ ラ ンチ 部 位 、Py:

ピ リ ミジ ン ク ラス ター、R:プ リ ン、Y:ピ リ ミジ ン、N:全 塩 基
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を・ ま た/は エ キ ソ ン とイ ン トロ ンの 境 界 を示 す)。3・ ス プ ラ イス部 位 の ピ リ ミジ ン残

基 の 連 続 は イ ン トロ ン ご と に長 さが 異 な っ て お り、 ピ リ ミジ ンク ラス ター と呼 ば れ て い

る。 下 線 を引 い たGTとAGは ほ ぼ100%保 存 され て お り、GT-AG則 と呼 ば れ てい る(

Breathnacheta1.1978)。 哺 乳 動 物 に お い て は この 部 分 以外 はそ れ ほ ど保 存 され て い る わ

け で は な いが 、 こ の保 存 配列 に近 い ほ どス プ ラ イス 部 位 と して 認 識 され や す い と考 え ら

れ る。 ヒ トの 遺伝 病 で あ る β一 サ ラセ ミアの い くつ か につ い て は、 β一 グ ロ ビ ン遺伝 子

の5,ま た は3"の ス プ ライ ス部 位 の配 列 に点 突 然 変 異 が お こ り、 ス プ ラ イ シ ング以 上 が起

こ るた め 正常 な タ ン パ ク質 が で きな い こ とに よる こ とが 報 告 され て い る(Fukumakietal
.

Ig82、Treismanetal.1983)。 この こ とか ら、 これ らの保 存 配 列 は実 際 に生 体 内で ス プ ラ

イ シ ン グ シ グナ ル と して働 い て い る こ とが 明 らか に な っ た。 ま た変 異 導 入 実 験 や ス プ ラ

イ シ ン グ因子 結 合 実 験 か ら実 際 に こ れ らの保 存 配 列 が ス プ ラ イ シ ング に重 要 で あ る こ と

が 示 され て い る(後 述)。

fnvf面 ス プ ライ シ ン グ反 応 系 を用 い た解 析 か ら、ス プ ラ イ シ ング反応 は前 述 の通 り二

段 階 の 反 応 か ら成 り立 つ こ とが 明 らか に な っ た(図 ユ)。 この 過程 で 、 イ ン トロ ンは ラ

リア ッ ト構 造 を形 成 す るが 、 この ホ ス ポ ジエ ス テ ル結 合 を作 る部 位 の 配列 は ブ ラ ンチ部

位 と呼 ば れ てお り、 通 常 ア デ ノシ ン残 基 が用 い られ る。 酵 母 で は この配 列 は厳 密 に保存

され て お り、UACUAACと い う保 存 配列(UACUAACボ ックス)と な って い る。 また 哺

乳 動 物 で はYYRAYと い うあ ま り保 存 され て い な い配 列 とな って い る。 酵 母 で は

UACUAACボ ックス に変異 を導 入 す る とス プ ラ イ シ ン グが起 こ らな くな る こ とが知 られ

て い る(Langfordetal.1984)の に対 し、 哺乳 動 物 で は ブ ラ ンチ部位 に変異 を導 入 して も

そ の 近 傍 の ア デ ノシ ンが選 ば れ て ス プ ラ イ シ ン グが起 こ る こ とが報 告 され て い る(

Ruskineta1.1985、RautmannandBreathnachl985)。 酵 母 に は ピ リ ミジ ンク ラス ター が存

在 しない こ とか ら、酵 母 と哺 乳 動 物 で は ブ ラ ンチ部 位 を含 む3'ス プ ライ ス部 位 の認 識 機

構 に何 らか の違 いが あ る と考 え られ る。

2)キ ャ ップ構 造 とポ リ(A)配 列
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細 胞 内 のmRNA前 駆 体 の多 くは 、5'末 端 には キ ャ ップ構 造 を 、3,末 端 に は ポ リ(A)配 列

を持 っ て い る。 これ ら二 つ の 構 造 もス プ ラ イシ ン グ に関 与 して い る か ど うかが解 析 され

て きた。 キ ャ ップ構 造 につ い て は、mRNA前 駆体 をエ キ ソヌ ク レアー ゼ か ら保 護 して安

定 化 させ る とい う こ とが 知 られ て い た。 この他 に 、 ス プ ライ シ ング反 応 その もの に は必

須 で は な いが 、 ス プ ラ イ シ ン グ反応 を3-4倍 促 進 す る こ とが報 告 され て い た(Kraineret

al.1984)。 しか し、 そ の効 果 を安 定 性 と切 り離 す こ とが で きて い な か っ た ため 、 ス フ.

ライ シ ングに積 極 的 に関 与 して い るか ど うかは 明 らかに され てい な か った。 そ れ はキ ャ ッ

プ構 造 を持 た ないmRNA前 駆 体 が速 や か に分解 を受 け るた め で あ るが 、 通常 のm7GpppN

とい うキ ャ ッ フ.構造 の代 わ りにApppNと い う偽 キ ャ ップ構造 を付 加 す る こ とに よ り解 決

され た(lnoueetal.1989)。 す な わ ち 、偽 キ ャ ップ構 造 はmRNA前 駆 体 を安 定 化 す る も

の の 、 キ ャ ップ構 造 と して は認 識 さ れ な い。 こ の キ ャ ップ構 造 を用 い て、 キ ャ ップ構 造

が そ れ に最 も近 い 、 す なわ ちす ぐ下 流 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング を促 進 す る こ とが

加 磁ro反 応 系 とア フ リ カ ツ メガ エ ル卵 母 細 胞 核 へ の微 量 注 入 実 験 系 の 両 方 で 明 らか に さ

れ た(Ohnoetal.1987、Inoueeta1.1989)。

ポ リ(A)配 列 につ い て も、mRNA前 駆体 の 安 定化 に関与 す る こ とが 考 え られ てい たが 、

ス プ ラ イ シ ング反 応 は ポ リ(A)配 列 の有 無 で差 が な か っ た た め、 ス フ.ライ シ ング には 関

係 が な い と結 論 さ れ て い た。 しか し、最 近 、 ポ リ(A)配 列 そ の もの で は な く、 ポ リ(A)配

列 を付 加 す るシ グナ ル(AAUAAA)が 重 要 だ とい う報 告 が 成 され た(NiwaandBerget

l991)。 この 配 列 が そ の上 流 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング を促 進 す る効 果 を持 つ こ と

が 示 さ れ た の で あ る。彼 らは 、 この 配列 周 辺 に複 合体 が 形 成 され る こ とが 、 最 後 の3買ス

プ ラ イス 部位 の 決 定 に 関与 して い る とい うモ デ ル を提 唱 して お り、 そ の モ デ ル にお いて

キ ャ ップ構 造 も同様 に最 初 の5響ス プ ラ イス部 位 の 決 定 に関 与 して い る と考 え てい る(

NiwaandBergetl991)Q

3)エ キ ソン認 識配列

近年 、エキ ソン内部の配列が スプ ライシングに影響 を与 え る例が い くつか報告 され、

ll
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Gene(exon) Sequence

IgM(exonM2)1 GGAAGGACAGCAGAGACCAAGAG

ASLV(env3uexon)2 CTCCAAGAAGAAGCCGCCAGCAACAAGCAAGAAGGA

cTNT(exon5)3 AAGAGGAAGAATGGCTTGAGGAAGACGACG

hprt(exon3)4 GAGATGTGATGAAGGAGATGGGAGG

BGH(exon5)5 TCTCCTGCTTCCGGAAGGAC

1.Watakabeetal.1993

2.Fuetal.1991

3.Cooper1992

4.Steingrimsdottiretal.1992

5.Hampsonetal.1989

表!ス プ ラ イ シ ング に影 響 を与 え る エ キ ソ ン配 列

エ キ ソ ン配 列 中 に突然 変 異 が 入 る とそ の上 流 の ス プ ラ イ シ ングが起 こ らな くな っ

た り、 エ キ ソ ンが跳 ば され た りす る こ とが 報 告 され て い る もの を示 した。 また 、

そ れ ぞ れ の参 考 文 献 を下 に示 した。 図 中 の遺 伝 子 の 略 号 は以 下 の とお りで あ る。

IgM:免 疫 グ ロブ リ ンμ鎖 遺 伝 子 、ASLV:ニ ワ トリ白血 病 ウイ ル ス、cTNT:心 筋 トロ

ポニ ンT、hpn,ヒ ポ キサ ンチ ンー グ ア ニ ンホ ス ホ リ ボ シル トラ ンス フ ェ ラーゼ ・

BGH:ウ シ成 長 ホ ル モ ン
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そ の うち の い くつ か は、 同定 され た 配列 が プ リ ン残 基 に富 ん だ配 列 で あ る こ とが 明 らか

に な っ て い る(表1)。 これ らの エ キ ソ ン配 列 は 、エ キ ソ ン認 識 に重 要 で あ る と考 え ら

れ 、 エ キ ソ ン認 識 配 列(ExonRecognitionSequence、ERS)と 呼 ば れ てい る(Wa囲(abeet

al.1993)。 ま た この 配 列 は そ の 上 流 の イ ン トロ ンの ス プ ライ シ ング を促 進 す る ため 、

エ キ ソ ン内 ス プ ラ イ シ ングエ ンハ ンサ ー(ExonicSplicingEnhancer、ESE)と も呼 ば れ て

い る(Xueta1.1993)。 人 工 的 な合 成 配 列 を用 い た実 験 か ら、 プ リ ンに富 む とい うだ け

で は な く、 あ る繰 り返 し単 位 の場 合 に強 くス プ ラ イ シ ング を促 進 す る こ と も報告 され て

い る(Tanakaetal.1993)。 これ らの 配 列 が どの様 に して ス プ ラ イ シ ング を促 進 して い

る の か につ い て は徐 々 に明 らか に な りつ つ あ る。 ウシ成 長 ホ ル モ ンの遺伝 子 の 第 五 エ キ

ソ ン中 に プ リ ン に富 む配 列 が あ り、 この 配列 が そ の上 流 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング

が効 率 よ く起 こ る ため に必 要 で あ る こ とが 報 告 さ れ て い たが(Hampsonetal.1989)、1η

vfヶoに お い て、 この 配 列 に ス プ ラ イ シ ン グ因子 で あ るSF2/ASF(後 述)が 結 合 す る こ と

が ス プ ライ シ ン グ促 進 に必 要 で あ る こ とが 明 らか に な っ た(Sunetal,1993)。 ま た 、

Watakabeら(1993)は 、免 疫 グ ロ ブ リ ンμ鎖 遺伝 子 の 膜結 合 型 特 異 的 エ キ ソ ン中のERS

が ピ リ ミジ ンク ラス ター が短 く、認 識 さ れ に くい3'ス プ ラ イス部 位 に対 して認 識 され や

す くな る よ うに働 くこ と を示 し、 さ らにそ の 機構 に はUlsnRNPが 関 与 して い る こ と を

示 した。 そ して彼 らは 、3'ス プ ラ イ ス部 位 とERS、 さ らにす ぐ下 流 の5'ス プ ライ ス 部位

が 一 つ の エ キ ソンの認 識(考 察 参 照)に 働 くとい うモ デ ル を提 唱 した。

第三節mRNAス プ ライ シングに関与 する因子一 トラ ンス因子一

グ ル ー プ1イ ン トロ ン及 び グル ー プIIイ ン トロ ン とは異 な り、核 型 イ ン トロ ンの ス プ ラ

イ シ ング は多 くの 因子 の 関与 を必 要 とす る(Green1991・MooreetaLI992)・ ス プ ラ イ

シ ング反 応 は お もに核 抽 出液 を用 い たfnv1鱒 反 応 系 と酵 母 の 温度 感 受 性 突 然 変 異株 を利

用 して解 析 が行 わ れ て きた。 ここで はそ の 両 方 か ら明 らか に な った知 見 を も とに ス プ ラ
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イシ ング反応 に関与す る因子 につ いて述べ てい くことにす る。

1)UsnRNP

ス プ ラ イ シ ン グ反応 に必 須 な 因子 と して よ く解 析 され て い るの がUsnRNPで あ る。

mRNAの ス プ ラ イ シ ング に関 与 して い る こ とが 明 らか に な っ てい るUsnRNPはUl,U2,

U5,U4/U6の 五 種 類 で あ る(Greenl991)。 これ は哺 乳 動 物 で も酵 母 で も同 じで あ るが 、

酵 母 のUlsnRNPは ヒ トの そ れ よ り も大 き く、 よ り多 くの特 異 的 な タ ンパ ク質 を含 ん で

い る こ とが 報 告 され て い る(Fabdzioetal.1994)。UsnRNPの うちU4snRNPとU6

snRNPは 通常RNA-RNAの 塩 基対 合 に よ って一 つの複合 体 を形成 して いる(Green1991)。

こ れ らのUsnRNPのRNA成 分 は100-190塩 基 で 、U6snRNPを 除 い て 、5宋 端 に

m2・2・7GpppNで 表 され る トリ メチ ル グア ノシ ンキャ ッフ構 造 を持 って いる(Green1991)。

ま た 、U6snRNPは γ一モ ノ メチ ル キ ャ ップ構 造 とい う特 異 なキ ャ ップ構 造 を持 って い る

(SinghandReddyl989)。 これ らのUsnRNP中 に は、 互 い に坑 原性 の 近 い(Sm坑 原)6

種 類 の タ ンパ ク質(B,B量,D,E,F,G)が 存 在 して い る。 さ らに 、UlsnRNPに はA,C,

70Kの 三種 類 が 、U2snRNPに はA',B"の 二 種 類 が そ れ ぞ れ存 在 す る こ とが 報 告 され て い

る(Greenl991)。 しか しそ の タ ンパ ク質 成 分 の働 きに 関 しては、 ほ とん ど明 らか に な っ

て い な い。UlsnRNPは 、 そ の5'末 端 が5'ス プ ラ イ ス部 位 に相 補 的 で あ る こ とか ら、5奪ス

プ ラ イス部 位 の認 識 に関 与 す る こ とが予 想 され て い た(Lemereta1.1980)。UlsnRNP

に特 異 的 な抗 体 を反応 系 に加 え る実 験 や(Padgettetal.1983)、UlsnRNAに 相 補 的 な合

成DNAとRNaseHを 用 い て核 抽 出液 中のUlsnRNAを 特 異 的 に破 壊 す る実 験 か ら(

Krameretal.1984)、 こ のsnRNPが ス プ ラ イ シ ング反応 に必 要 で あ る こ とが 示 され た。

ま た 、5・ス プ ライ ス部 位 の 配 列 に塩 基 置換 を導 入 し、 ス プ ラ イ シ ング反応 が 起 こ らな く

な っ たmRNA前 駆 体 に対 して 、 変異 した5サス プ ラ イ ス部 位 に相 補 的 に な る よ う にそ の5'

末 端 を置 き換 え たUIsnRNPを 用 い る こ と に よ り反応 性 が 回復 す る こ とか ら(Zhuanget

al.1986)、UlsnRNPが そ のRNA成 分 とmRNA前 駆 体 との塩 基 対 合 に よ り・5ス プ ラ イ

ス部 位 に結 合 して い る こ とが 明 らか に な っ た。 他 のUsnRNPに つ い て も、合 成DNAを 用
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い た特 異 的 な 破 壊 実 験 か らス プ ラ イ シ ン グ に 必 須 で あ る こ と が 明 ら か に な っ て い る(

KrainerandManiatis1985、Blacketal.1985、BergetandRobbersonl986、BlackandSteitz

l986)。 そ の うちU2snRNPに つ い て は 、UlsnRNPの 場 合 と同様 に、塩 基 置 換 を導 入 す

る実 験 か ら、mRNA前 駆 体 の ブ ラ ンチ部 位 に結合 す る こ とが 示 され た(Zhuangand

Weinerl989)。 た だ し、UlsnRNPの5冒 ス プ ラ イス部 位 へ の 結 合 に はATPは 必 要 な く、低

温(4℃)で も起 こる こ とが 報 告 され て い るが(Blacketal.1985、BindereifandGreen

l987)、U2snRNPの 場 合 はATPに 依 存 し、補 助 因子U2AF(後 述)が 必 要 で あ る こ とが

報 告 さ れ て い る(Ruskineta1.1988)。

2)非snRNPタ ンパ ク質 因子

1)SRタ ンパ ク質 群

HeLa細 胞 核 抽 出 液 にはfηvf`roで ス プ ラ イ シ ン グ反応 を起 こ させ る活 性 が あ るが 、HeLa

細 胞 の細 胞 質 画 分(SlOO)に は 、 そ の活 性 が ない 。 分 画 時 にUsnRNPが 核 か ら もれ 出 る

た め 、SlOO画 分 に もス プ ラ イ シ ング に必 要 なUsnRNPは 含 まれ て い る に も関 わ らず活 性

を持 た ない こ とが知 られ て い る。 そ こで 、S100画 分 に ス プ ラ イ シ ング活性 を相 補 す る こ

と を指 標 に して 、HeLa細 胞 核 抽 出液 を生 化 学 的 に分 画 して い く実 験 か ら、SF2(Splicing

Factor2)と い うタ ンパ ク質 が 単 離 さ れ た(Krainereta1.1990a)。 一 方他 の グ ル ー プは 、

SV40のmRNA前 駆 体 の ス フ.ラ イ シ ン グのパ ター ンがHeLa細 胞 と293細 胞(ヒ ト胎 児 腎 臓

由 来)で 異 な る こ とに注 目 し、HeLa細 胞 核 抽 出 液 に画 分 を加 え てス プ ラ イ シ ン グパ ター

ンが変 化 す る こ とを指標 に して293細 胞 核 抽 出液 か ら生 化 学 的手 法 で タ ンパ ク質 を精 製

した(AltemativeSplicingFactor、ASF)(GeandManleyl990)。 ア ミノ酸 配列解 析 の結

果 、 この 二 つ の タ ンパ ク質 は同 一 の もの で あ る こ とが わ か り(KraineretaLl991・Geet

al.1991)、 ス プ ラ イ シ ング に必 須 な 因子 で あ る と同時 にス プ ラ イス部 位 の選 択 に も関

与 す る とい う面 を合 わせ 持 つ 興 味 深 い タ ンパ ク質 とな った(Kraineretal.1990b)・ この

SF2/ASFの ア ミ ノ酸 配 列 上 の 特徴 と して 、RNA結 合 ドメ イ ン を持 っ て い る こ との 他 に・
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ア ル ギ ニ ン(R)と セ リ ン(S)が 連 続 す るRSド メ イ ンを持 って い る こ と挙 げ られ る(

Kraineretal・1991・GeetaL1991)。 この ドメ イ ンは 、他 に キ イ ロ シ ョウ ジ ョウバ エ(

Drosqρ 溜amelaηoga8`eの の スプ ラ イシ ング調 節 因子 舶 η51b㎜er(住a)(Boggsetal .lg87)、

伽nsfb」㎜ θr.2(舶 一2)(Amreineta韮.1988)に もみ られ る。 この タ ンパ ク質 の発 見 の後 、

RSド メ イ ン を持 った ス プ ラ イ シ ング因 子 が 続 々 と報 告 され る こ とに な る。 まず 、1ηv1面

反 応 系 で 形成 させ たス プ ライ ス ソー ム をマ ウス に免 疫 してで きた抗 体 の うち 、既 知 の ス

プ ラ イ シ ング因子 に反応 す る もの 以外 の抗 体 で 単離 され たSC-35(FuandManiatisl990)

や 、U2snRNPの ブ ラ ンチ部 位 へ の結 合 に必 須 な 因子 と して精 製 され たU2AF(U2

snRNPAuxiliaryFactor)(ZamoreandGreen1989)、 さ らにキ イ ロシ ョウ ジ ョウバ エ の ラ

ンプ ブ ラ シ染 色体 上 のRNAポ リメ ラー ゼIIに よ る転 写 が活 発 に行 わ れ て い る部 位 を認 識

す る抗 体(mAblO4)(Rothetal.1990)で 認識 される 一群 の タ ンパ ク質(SRタ ンパ ク質)

(Rothetal.1991、Zahleretal.1992)等 で あ る。SC・35は 抗体 を用 い て核 抽 出液 か ら除 去

す る実験 か ら、 ス プ ラ イ シ ング に必 須 で あ る こ とが 示 さ れ た(FuandManiatisl990)。

また 、U2AFは ヘ テ ロ ダ イマ ー で 、 二 つ の サ ブユ ニ ッ ト(65kDと35kD)が 存在 す る。 こ

の うちU2AFの 活 性 を担 っ て い るの は65kDで あ る が(ZamoreandGreen1991)、 最近

Two-HybridSystemを 用 い て35kD(Zhangetal.1992)の 役 割 が 報 告 され た(Wuand

Maniads1993)。 す な わ ち この タ ンパ ク質 はU2AF65と 相 互作 用 す る と同時 にス プ ラ イシ

ン グ因 子 で あ るSF2/ASFやSC-35と 相 互 作 用 して 、5'と3'の 両 ス プ ラ イス 部 位 の タ ンパ ク

質 を通 した相 互 作 用 を司 っ て い る とい う もの で あ る。 前 述 のSRタ ンパ ク質 は20,30,40,

55,75の5種 類 の分 子 量 の タ ンパ ク質 か らな っ て い るが(表2)、 この うち30kDの もの

に つ い て は 、SF2/ASFとSC-35の 二 つ の タ ン パ ク質 が含 まれ て い る こ とが 明 らか に な っ

た(Zahleretal.1992)。 ま た これ らの タ ンパ ク質 は どれ もす べ てRNA結 合 ドメ イ ンと

RSド メ イ ンを持 っ て お り、SlOO画 分 の ス プ ラ イシ ン グ活 性 を相 補 す る こ とが で きる。

実際SF2/ASFとSC.35は1ηv1㈲ にお いて互換 可能 で あ る ことが示 された(Fueta1.1992b)・

この他 に もRSド メ イ ンを持 っ た ス プ ラ イシ ン グ因子 が 報 告 され て い るが(表2)、 ス

プ ラ イ シ ング に必 須 な 因子 が 多 くの種 類 存 在 す る理 由 は何 だ ろ うか。 この こ とにつ い て
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SRProteins

Human Dro50phfla Mouse

SRp201

SRp30a1=SF22=ASF3

RBPlloX1616
(homologueofSRp20)(homologueofSRp20)

亡raη5fb㎜erll

SRp30bl=SC354=PR2645亡ran5f～)㎜er212

SRp401

SRp551

5ロ`wa/13

dSRp5514=B5215

(homologueofSRp55)

SRp751

9G86

P547

U2AF658

U2AF359

1.Zahleretal.1992

2.Kraineretal.1991

3.Geeta1.1991

4.Fu&Maniatis1992a

5.Vellardetal.1992

6.Cavalocetal.1994

7.Chaudharyetal.1991

8.Zamoreetal.1992

9.Zhangetal.1992

10.Kimetal.1992

11.Bo99setal.1987

12.Amreinetal.1988

13.Chouetal.1987

14.Mayedaetal.1992

15.Champlinetal.1991

16.Ayaneeta1.1991

表2SRタ ンパ ク質

これ まで に報告 されたSRタ ンパク質 を生物種別 に示 した。 また、それぞれの参

考文献 を下 に示 した。別 々 に報告 されたが同一の ものである ことが明 らか になっ

た タ ンパク質 につ いては等号 で示 した・
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一 つ 面 白 い報 告 が あ る
。Fu(1993)は 、 い くつ か のSRタ ンパ ク質 とmRNA前 駆 体 を用 い

て 、個 々 のSRタ ンパ ク 質 は そ れ ぞ れ 別 のmRNA前 駆 体 を"commit"す る、 す なわ ち ス プ

ラ イ シ ン グ反応 に向 か う こ と を運 命 づ け る とい う こ とを示 した。 真核 生物 の 多種 多 様 な

遺伝 子 の イ ン トロ ンに対 して"commit"さ せ る ため に多 くの種 類 のSRタ ンパ ク質 が必 要

に な る。 そ の た め多 種 類 のSRタ ンパ ク質 が存 在 して い る とい うの で あ る。 この説 は非

常 に興 味 深 いが 、異 な るSRタ ンパ ク質 がRNAの どの よ うな違 い を認 識 してい るの か 、

SRタ ンパ ク質 側 に も どの よ う な違 いが あ るの か な どは未 だ解 明 され て い ない 。 一群 の

SRタ ンパ ク質 は高 濃 度 のマ グ ネ シ ウム存 在 下 で沈 降す る こ と(Zahleretal.1992)や 、 あ

るSRタ ンパ ク質 の抗 体 で他 のSRタ ン パ ク質 が 共 沈 す る こ と(Cavaloceta1.1994)な どか

ら、SRタ ンパ ク質 は 会合 した状 態 で 存 在 して い る の で は な い か と考 え られ て い る。 そ

してそ の 会 合 した 中 か ら、 そ のmRNA前 駆 体 に合 っ たSRタ ンパ ク質 が 選 ば れ る とい うモ

デ ルが 考 え られ て い る。SRタ ンパ ク質 につ い て の ドメ イ ンの解 析 がSF2/ASFか ら報 告 さ

れつ つ あ り、RNA結 合 ドメ イ ン とRSド メ イ ンの 両 方 が 通常 の ス プ ラ イ シ ング には必 要

な こ と、RSド メ イ ンは ス プ ライ ス部 位 の選 択 に は必 要 が ない こ とが 明 らか に な った(

C6cerasandKrainerl993、ZuoandManleyl993)。 ま た、RSド メ イ ンにつ い て はSRタ ン

パ ク質 同士 の 相 互作 用 の 場 に な っ て い る とい う こ とが報 告 され てい る(WuandManiatis

l993、Amreinetal,1994)。 最 近 、SRタ ンパ ク質 が どうい う機i構 で働 い て い るの か に つ

い て い くつ か の興 味 深 い 示 唆 が 得 られ て い る。 まず 、Crispinoら(1994)は 、核 抽 出 液

中 のUIsnRNPを 合 成DNAとRNaseHを 用 い て特 異 的 に破 壊 して ス プ ラ イシ ン グ を起 こ ら

な く して お き、 そ の 後 こ の核 抽 出液 中 にSRタ ンパ ク質 を加 え る とス プ ラ イ シ ン グが 回

復 す る こ と を示 した。 ま たKohtzら(1994)は 、SF2/ASFがUl70Kタ ンパ ク質 と特 異 的 に

相 互作 用 す る こ とを明 か に した 。 またStaknisとReed(1994)は 、UlsnRNPを 含 むス プ

ラ イ シ ン グ複 合体 に はSRタ ンパ ク質 が 存 在 す る こ と を示 した。 これ らの こ とか ら・SR

タ ンパ ク質 の 一 つ の働 き と して 、UlsnRNPの5'ス プ ラ イ ス部 位 へ の結 合 を安 定 化 す る

こ とが考 え られ た。 しか し、 どの様 に して ス プ ラ イス部 位 の選 択 に 関 わ るか 等 まだ まだ

解 明 され なけ れ ば な らな い 点 は多 い 。

18



序論

II)hnRNP(heterogeneousnuclearribonucleoprotein)タ ンパ ク 質

核 内 に はRNAポ リ メ ラ ー ゼIIで 転 写 さ れ た 様 々 な 長 さ のRNAが 存 在 す る。 こ れ らの

RNAは 核 内 不 均 一RNA(heterogeneousnuclearRNA、hnRNA)と 呼 ば れ て い る(総 説

Dreyfussetal.1993)。 こ のhnRNAはRNA単 独 で 存 在 して い る わ け で は な く、 種 々 の

RNA結 合 タ ン パ ク 質 が 結 合 して 存 在 し て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 をhnRNP(

heterogeneousnuclearribonucleoprotein)タ ン パ ク 質 と呼 ぶ(Dreyfussetal.1993)。 この

hnRNPタ ン パ ク 質 に は 、 コ ア タ ン パ ク 質 と呼 ば れ る 、 最 も多 量 に存 在 す るAl,A2,Bl,

B2,Cl,C2の6種 類 の タ ン パ ク 質 を含 め 、 こ れ まで に23種 類 が 同 定 さ れ て い る(表3)。

こ れ らの タ ン パ ク 質 の う ち 、 ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る の は

hnRNPA1,C,1の3種 類 で あ る 。 こ の う ちhnRNPIはPTB(PolypyrimidineTractBinding

protein)と 同 一 の 因 子 で あ る(Ghettietal.1992)。PTBは ピ リ ミ ジ ン ク ラス タ ー に結 合

す る タ ン パ ク 質 と して 単 離 さ れ た もの で 、 ス プ ラ イ シ ン グ へ の 関 与 が 示 唆 さ れ て い た が

(Gileta1.1991、Pattonetal.1991)、PTB自 身 で は な く、 こ のPTBと 相 互 作 用 して い る

タ ンパ ク 質 で あ るPSF(PTB-associatedSplicingFactor)が ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 で あ る こ と

が 最 近 示 さ れ た(Pattonetal.1993)。 ま た 、hnRNPCに つ い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

が ス プ ラ イ シ ン グ を 阻 害 した た め ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る こ とが 示 唆 され た(Choiet

a1.1986)。 ス プ ラ イ シ ン グ に お い て 最 も脚 光 を 浴 び て い る の はhnRNPAlで あ る 。SRタ

ン パ ク 質 の 一 つ で あ るSF2/ASFは 、fηvf面 に お い て 、3量ス プ ラ イ ス 部 位 に よ り近 い 方 の

5'ス プ ラ イ ス 部 位 を 選 択 さ せ る 活 性 を持 つ こ と が 報 告 さ れ て い た(KraineretaL1990b、

GeandManleyl990)。 こ の 活 性 と 逆 の 活 性 、 す な わ ち3電ス プ ラ イ ス 部 位 か ら遠 い 方 の5'

ス プ ラ イ ス 部 位 を選 択 さ せ る よ う な活 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 を 生 化 学 的 に精 製 した と こ ろ 、

hnRNPA1で あ っ た(MayedaandKrainer1992)。 こ の タ ンパ ク 質 が ど の 様 に して ス プ ラ

イ ス 部 位 選 択 に 影 響 を 与 え て い る の か は 明 ら か に さ れ て い な い 。 ま た 、 他 のhnRNPタ ン

パ ク質 も結 合 配 列 が 異 な っ て い る こ と や 、 特 異 な モ チ ー フが 報 告 さ れ て い る 。 た と え ば

hnRNPEやF,Hは ポ リ(G)に 、K,Jは ポ リ(C)に 、Pは ポ リ(A)に 結 合 す る こ とが 知 ら れ て い

る(Dreyfussatal.1993)。 ま たhnRNPUは ア ル ギ ニ ン(R)一 グ リ シ ン(G)一 グ リ シ

19



序論

hnRNPProteins

Protein Mr(kDa) Structuralmotifs References

Al

A2/Bl

B2

C1/C2

D

E

G

F/H

I

K/J

L

M

N

P

q

R

S

T

u

図
攣

饗

饗

響

響

莞

η
7

糖

伽

2xRBD-Gly

2xRBD-Gly

RBD-AspGlu

RBDs

RBDs

RBDs

4xRBD

KHmotif

4xRBD

4xRBD

RGGbox

Beyereta1.1977

Beyeretal.1977

DreyfussetaLl993

Dreyfussetal.1984

DreyfussetaLl993

Swansonetal.1988

Dreyfussetal.1993

Swansonetal.1988

Ghettietal.1992

Siomietal.1993

Ghettietal.1992

Dreyfussetal.1993

DreyfussetaLl993

Swansonetal.1988

Dreyfusseta1.1993

Dreyfusseta1.1993

Dreyfussetal.1993

Dreyfussetal.1993

Dreyfussetal.1984

表3hnRNPタ ン パ ク質

これ まで に同 定 され たhnRNPタ ンパ ク質 を示 した。 そのcDNAと 構 造 が 明 らか に

な っ て い る もの につ い て は 、 モ チ ー フを示 した。 また 、 そ れ ぞ れの 参考 文献 を右

に示 した。
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ン(G)の 三 つ の ペ プ チ ドの 繰 り返 しを持 つRGGボ ッ クス を持 って お り
、 この領 域 が

RNAへ の 結 合 に 重 要 で あ る こ とが 示 され 、新 しいRNA結 合 ドメ イ ンで あ る と考 え られ た

(KiledjianandDreyfussl992)。hnRNPKはKHモ チ ー フ(KHomologymotif)と 呼 ば れ

る45ア ミノ酸 の 繰 り返 しを持 っ てお り、 この 領 域 は酵 母 のMERIタ ンパ ク質 や古 細 菌 の

リボ ゾ ー ム タ ンパ ク質S3な ど種 々 の核 酸 結 合 タ ンパ ク質 の 間 で 保 存 され て い る(Siomi

eta1.1993)。 この こ とか ら、 この モ チ ー フ も新 しいRNA結 合 ドメ イ ンで あ る と考 え ら

れ た。 実 際 、hnRNPKや 、脆 弱X染 色 体 症 候 群 の原 因遺 伝 子 の産 物FMRIの この モ チ ー

フ に変異 を導 入 す る とRNA結 合 能 が な くな る こ とが知 られ て い る(Siomietal.1994)。

この よ うにhnRNPタ ンパ ク質 の構 造 解 析 が 進 んで きて い るが 、 その 生 物 学 的 な機 能 につ

い て は明 らか に な っ て い な い部 分 が 多 い。 ポ リ(A)配 列付 加 や ス プ ラ イ シ ン グ、mRNAの

輸 送 に関 与 す る可 能 性 も十分 考 え られ る ため 、今 後解 析 が 進 む こ とが 期待 され る。

III)PRPタ ンパ ク質 群

前 述 の よう に、 ス プ ラ イ シ ング反応 の解 析 はお もにHeLa細 胞 核 抽 出液 を用 い たinvitro

ス プ ラ イ シ ング反応 系 を用 い て進 め られ て きた 。 しか し、 この 方 法 で は因子 を同定 、精

製 す る に は、HeLa細 胞 核 抽 出 液 を分 画 して い く しか な い ため 、 時 間 と労力 が か か りす ぎ

る。 そ こで 、 も う一 つ の解 析 の方 法 と して 、遺 伝 学 的 な解 析 が 可 能 な出 芽酵 母(

5accaromyce5cerevf5fae)の 温 度 感 受 性 突 然 変 異体 を用 い られ て きた。 ス プ ラ イ シ ング異

常 の起 こ っ た突 然 変 異 体 はPRP(Pre-mRNAProcessing)変 異 体 と呼 ば れ て お り、 現在 ま

で に多 数 のPRP遺 伝 子 が 同定 され て い る(総 説RubyandAbelson1991)。 また 、多 くの

場 合 、変 異 体 の酵 母 か ら調 製 した細 胞 抽 出液 を熱 処 理 す る とス プ ラ イ シ ング異常 が起 こ

る こ とが わか っ た(Lustigetal.1986)の で 、fηv1舶 で の 反応 解 析 も合 わせ て行 わ れ て い

る。PRP変 異 体 は 大 き く三 つ の グル ー プ に分 け られ る(表4)。 一つ め はmRNA前 駆体

が 蓄積 す る変 異 体 で あ る。 多 数 の 変 異 体 が この グ ル ー プ に属 す るが 大 半 はス プ ラ イス ソ

ー ム(後 述
、序 論 第 二 部)形 成 で の 異 常 で あ る。 二 つ め の グ ル ー プ は、 反応 中間体 が蓄

積す る もの 、 す なわ ち第 二段 階 の 反応 に関 わる 因子 の変 異 で あ る。 三 つめ の グルー プ は 、
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PRPProteins
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DEAHbox,Znfinger
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DEAHbox,Sldomain

DEADbox

Kimetal.1992

LustigetaL1986

Ruby&Abelson1991

Jacksonetal.1988

Legrain&Choulikal990

Legrain&Chouiikal990

Schwer&Guthrie1991

VijayraghavanetaLl989

Vijayraghavan&Abelsonl990

Ruby&Abelsonl991

Ruby&Abelsonl991

Companyetal.1991

Ruby&Abelsonl991

Chapman&Boekel991

Ruby&Abelsonl991

ChangetaL1990

Ruby&Abelsonl991

Ruby&Abelsonl991

Blantonetal.1992

表4PRPタ ンパ ク 質

これ まで に単離 されたPRP変 異体 の うち代 表的 な もの を示 した。その遺伝子が

単離 された もの につ いては、分子量 とモチー フを示 した・ また・そ れぞれの参考

文献 を右 に示 した。
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mRNA前 駆 体 か ら除 去 され た イ ン トロ ンが 蓄積 す る変 異 体 で 、 ス プ ラ イ シ ング反 応 後 の

イ ン トロ ンの解 離 や 分 解 に 関 与 す る 因子 の 変異 だ と考 え られ る。 これ らの遺 伝 子 の 多 く

は ク ロー ニ ング され 、Znフ ィ ンガ ー様 モ チ ー フ(PRP9、PRPII)な どい ろ い ろ なモ チ

ー フ を持 つ もの が 報 告 され て い るが(表4>
、 そ の 中 で も注 目 さ れ たの は、既 知 のATP

依 存 性RNAヘ リカ ー ゼ に相 同 性 を持 つ ものが あ った こ とで あ る。真 核 生 物 の タ ンパ ク質

合 成 開始 因子elF-4A(eukaryoticInitiationFactor4A)は 、ATP依 存性RNAヘ リカー ゼで あ

る こ とが 示 され たが(総 説Fuller-Pacel994)、 そ の ヘ リカ ーゼ と して の機 能 に重 要 なモ

チ ー フが い くつ か報 告 されて い る(PauseandSonenbergl992)。ATP結 合 モチ ー フ を持 っ

て い る他 に、 活性 に必 要 な配列 と して、DEAD(ア ス パ ラ ギ ン酸 一 グル タ ミ ン酸 一 ア ラ

ニ ンー アス パ ラギ ン酸)モ チ ー フ を持 ち 、DEADボ ックス タ ンパ ク質 と呼 ば れ てい る(

Fuller-Pace1994)。PRP5,28の 遺 伝 子 産 物 は と もにス プ ラ イス ソー ム 形成 に関 与 して い

るが(RubyandAbelsonl991)、 このDEADボ ッ クス タ ンパ ク質 の セ ン トラル ドメ イ ンに

相 同性 が あ る(WassarmanandSteitzl991)。 さ らに 、PRP2,16,22の 遺伝 子 産物 もこの

セ ン トラル ドメイ ンに相 同性 が あ っ たが 、DEAD配 列 がDEAHに 変 化 してい た(Rubyand

Abelsonl991)。 こ れ らのPRP遺 伝 子 の 産 物 は、活 性 は まだ 示 され て い ない が 、 そ のモ

チ ー フか ら考 え てRNAヘ リカ ー ゼ だ と思 わ れ る。 これ だ け 多種 類 の ヘ リカ ー ゼが ス プ ラ

イ シ ング反応 に どの よ うに 関与 す るの だ ろ うか。 まず そ の標 的 を考 え てみ る と、(1)

mRNA前 駆 体 内 の二 次 構 造(2)mRNA前 駆体 とsnRNAと の 間 の塩 基 対 合(3)二 種 類

のsnRNA間 の 塩 基対 合(4)snRNA内 の 二次 構 造 、 が考 え られ る。前 述 のPRPタ ンパ ク

質 の うち 、DEAD配 列 を有 す るPRP5と28は 、共 にsnRNPの 構成 タ ンパ ク質 で(Rubyand

Abelsonl991)、 ス プ ラ イス ソー ム形 成 に 関与 す る こ とが わ か って い る。 一 方DEAHタ ン

パ ク質 で あ るPRP2 ,16,22は そ れ ぞ れ 第 一段 階 の 反応 、 第 二段 階 の 反応 、mRNAの ス プ

ライ ス ソー ム か らの解 離 に必 要 で あ る こ とが示 され て い る(RubyandAbelson1991)。

この こ とか ら、DEADタ ンパ ク質 の標 的 と して は(1)、(2)、(4)が 考 え られ 、

DEADタ ンパ ク質 はmRNA前 駆体 上 の 二次 構 造 を解 きほ ぐ して ス プ ラ イ シ ング因子 が

mRNA前 駆体 に働 きか けや す くす る こ と、 そ して例 え ばU4snRNPとU6snRNP間 の様 な
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snRNA間 の 塩 基 対 合 を解 消 して"ア クテ ィ ヴ"な ス プ ラ イス ソー ム を形 成 す る こ と に関

わ っ てい る こ とが 予 想 され る。DEAHタ ンパ ク質 は いず れ もス プ ラ イス ソー ム形 成 後 に

必要 な ため 、 ス プラ イス ゾー ム 内在性 の 因子 で は な く一 過性 に働 く因子 だ と考 え られ る。

そ して(1)や(3)を 標 的 と し、 反応 の 進行 を助 け る と考 え られ る。各 ヘ リカ ーゼ様

タ ンパ ク質 の標 的 を 同定 す る こ とは そ の機 能 を知 る上 で 重 要 な意味 を持 つ と思 わ れ る。

今 後fn碗roで の ヘ リ カー ゼ 活性 の検 定 と と もに解 決 され るべ き問題 で あ る。

PRP遺 伝 子 の多 くは ク ロー ニ ング さ れ て い る た め 、対 応 す る遺 伝 子 産 物 を ヒ トで 同定

す る試 み も行 わ れ て い る。 ヒ トのU5snRNP中 にPRP8タ ンパ ク質 に対 す る抗 体 に反 応 す

る220キ ロ ダル トンの タ ンパ ク質 が 報 告 され た(Andersoneta1.1989)。 また 、酵 母

DEAHヘ リカ ーゼ様 タ ンパ ク質 の セ ン トラル ドメ イ ン内モ チ ー フの保 存 性 の高 さに注 目

し、 そ の 保存 さ れ た ア ミノ酸 配列 か ら プ ラ イマ ー を合 成 して分 裂酵 母 や ヒ トの相 同遺伝

子 を単離 した とい う報 告 もあ る(Inoueetal.1992、OnoetaLl994)。 この うち ヒ トで単

離 さ れ たHRHIは 酵 母PRP22の 相 同 遺伝 子 で 、PRP22の 温度 感 受性 突 然 変 異 体 の表 現 型

を相 補 した ため、 機 能 的 に も相 同遺 伝子 で あ る と考 え られ た(Onoetal.1994)。 しか し、

酵 母 と ヒ トで異 な っ て い た の は、HRHIに はRSド メ イ ンが 存 在 した こ とで あ る。 そ して

fηvf飽 にお いてHRH1はSRタ ンパ ク質 と相 互作 用 す る こ とが示 された(Onoeta1.1994)。

この よ うに今 後HeLa細 胞 核 抽 出 液 を用 い た系 と酵 母 の 突然 変異 体 の系 の両 方 を組 み合 わ

せ る こ とで、 両 者 の ス プ ライ シ ン グの類 似 性 と相 違 が 明 らか に な って い くもの と期 待 さ

れ る。
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第二部mRNAス プ ライ シ ングの反応機構

第一節 ス プライス ソームの構 築 と反応一 ス プライシ ング反応の場一

第 一部 で はス プ ラ イ シ ング に 関 与 す る因 子 を列 挙 して きた。 第 二 部 で は そ れ らの役 者

が どの過 程 で どの よ うに働 きな が ら反応 は 進行 してい くの か を これ まで に得 られ た知 見

を元 に述べ て 行 くこ とにす る 。

ス プ ラ イ シ ン グ反 応 は 、 図3に 示 す よ う に以 下 の 四 つ の 過程 か ら成 り立 って い る。

(1)ス プ ラ イス ソー ム形 成一 ス プ ライ シ ン グ因子 のmRNA前 駆体 上へ の 集合

(2)第 一段 階 の反 応 一5'ス プ ライ ス部 位 で の切 断 とラ リア ッ ト構 造 の形 成

(3)第 二段 階 の反 応 一3'ス プ ライ ス部 位 で の 切 断 とエ キ ソ ン同士 の連 結

(4)ス プ ラ イス ソ ー ムの解 離一mRNAの ス フ.ライス ソー ム か らの分 離

反応 の後 期 過 程 を解 析 す る方 法 と してinvitroで は次 の 二 つ の 方 法 が取 られ て きた。 核

抽 出 液 に二価 イ オ ンの キ レー ト剤 で あ るEDTAを 加 え る こ とに よ って ス プ ライ シ ング反

応 は ス プ ラ イス ソー ム形 成 の 後停 止 す る(Abmayreta1.1988)。 また 、核 抽 出液 に穏和

な熱 処 理(45℃)を 施 す と第 一段 階 の 反応 後停 止 す る(KrainerandManiatis1985)。 こ

れ らの実 験 系 か ら第 一段 階 の 反応 に も第 二段 階 の反 応 に もATPが 必 要 な こ とや(Moore

etal.1992)、 各 段 階 に必 要 な核 抽 出 液 画 分 が 明 らか に な っ た(perkinsetal.lg86、

Krameretal.1987、KrainerandManiatisl985)。 ま たス プ ライ ス ソ ー ムの電 子 顕微 鏡 写真

を取 る こ と も成 功 して い る(Reedetal.1988)。 以 下 ス プ ライ ス ソー ム形成 を追 い なが

ら因子 の会 合 とス プ ラ イ シ ング反 応 につ い て概 観 す る。

ス プ ラ イ シ ン グ反 応 は ス プ ラ イ ス ソ ー ム と呼 ば れ る巨 大 な複合 体 の 中 で起 こる。 この

複 合体 は リボ ソ ー ム に匹 敵 す る大 きさで 、 グ リセ ロ ー ル密 度勾 配 遠心 法 で沈 降係 数65S

の複 合 体 と して観 察 され る(Sawaetal.1988)。 グ リセ ロー ル密 度 勾 配遠 心 法 の 他 に、

非 変 性 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(KonarskaandSharpl986,1987)や ゲル 濾 過 に

よる分 画(MichaudandReed1991)な どの 方 法 に よ り解 析 され て きた 結 果 、 ス プ ラ イ ス
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図3mRNAス プライシ ング反応の反応過程

mRNAス プ ライシ ングの反応過程 を模式 的に示 した、ATPが 必要 な過程 には左

にATPと 記 した、図の右 にfηv1`roにおいて、反応 を特異 的に阻害す る操作 を示 し

た。
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ソ ー ム は い くつ か の段 階 を経 て形 成 され る こ とが 明 らか に な っ た。 ま た、非 変性 ポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り複 合 体 を分離 した後 、mRNA前 駆 体 やUsnRNAを プ ロ

ー ブ と して ノー ザ ンプ ロ ッ トを行 う こ と に よ り
、 複合 体 中のRNA成 分 が解 析 され た(

KonarskaandSharpl986,1987)。 哺 乳 動 物 の場 合 、 図4に 示 す よ うにH→E→A→B→Cの

順 に形 成 され る。

〈Hコ ン プ レ ック ス 〉

まず 初 め にRNAポ リメ ラ ー ゼIIに よっ て転 写 され たRNAに 一群 のhnRNPタ ンパ ク質 が

結 合 す る。 この複 合 体(Hコ ン フ.レ ックス)は どのRNAに 対 して も非 特 異 的 に形 成 され

るが 、 そ の構 成 成 分 は基 質 とな るRNAに よ って異 な る こ とが 報 告 さ れ た(Bennettetal.

1992a)。 この複 合 体 の 形 成 が そ の後 の複 合 体 へ の移 行 に ど うい う影 響 を与 え るか は今

の と こ ろ不 明 で あ る。hnRNPタ ンパ ク質 の ス プ ラ イ シ ングへ の 関与 と併 せ て今 後 の課 題

で あ る。

〈Eコ ンプ レ ックス 〉

この段 階 にお い て は 、UlsnRNPがATPを 必 要 とせ ず にmRNA前 駆体 の5'ス プ ラ イス 部

位 に結 合 す る。 そ して ピ リ ミジ ン ク ラス ター と3電ス プ ラ イス部 位 のAGを 認 識 す る 因子

U2AFが 同 じ くATP非 依 存 的 に結 合 す る。 この 複 合体 の 形 成 が ス プ ラ イ シ ン グ を受 け る

こ と を"運 命 づ け る"(COmmit)も の だ と考 え られ て お り、酵 母 で はCOmmitment

complexと 呼 ば れ て い る(Legrainetal.1988)。 最 近 、SRタ ンパ ク質 が この複 合 体 形 成 を

促 進 す る こ と、 さ らに この複 合 体 にSRタ ンパ ク質 が含 まれ る こ とが 示 され た(Staknis

andReedl994)こ とか ら、SRタ ン パ ク質 は 、UIsnRNPとU2AFと 共 に5',3'両 ス プ ラ イス

部 位 の 認 識 に 関与 して い る と考 え られ る。 そ して 、SRタ ンパ ク質 が そ のRSド メ イ ンを

介 してUlsnRNP中 のUI70Kタ ンパ ク質 とU2AFと に相 互 作 用 し、5'ス プ ラ イ ス部 位 と3'

ス プ ラ イス 部位 を決 定 して"commit"す る と考 え られ る。

〈Aコ ンプ レ ック ス 〉

この複 合体 は そ の形 成 にATPを 要 求 す る初 め て の複 合 体 で 、Eコ ンプ レ ックス形 成 後 ・

U2snRNPが ブ ラ ンチ 部 位 に安 定 に結 合 してで きる。 この と きUlsnRNPは 解 離 す る こ と
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図4ス プ ライス ソームの形成過程

ス プ ラ イ ス ソー ムの 段 階 的 な形 成 過程 を、UsnRNPの 会 合 を中心 に示 した。U

snRNP以 外 の 因 子 につ い て は 、UsnRNPが 会合 す るの を補 助 して い る と考 え られ

るSRタ ンパ ク質 とU2AFの み を示 した 。 また 、新 た に加 わ る因子 を図 の右 に示 し

た。 そ の形 成 にATPが 必 要 な場合 は 、 図 の左 にATPと 示 した 。
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が 最 初 報 告 され たが(GrabowskiandSharpl986)、 別 の実 験 系 を用 い る と複 合体 中 に存

在 して い る こ とが 報 告 さ れ た(BindereifandGreen1987、Reedetal.1988)。UlsnRNPの

mRNA前 駆 体 の結 合 はU2snRNPの 結 合 よ り も弱 くな っ て い る と考 え られ る。 ス プ ラ イ

ス ソー ム をゲ ル 濾 過 ク ロマ トグ ラ フ ィー で分 画 し、二 次 元電 気 泳動 で分 離 す る実 験 か ら

ス プ ラ イス ソー ム に含 まれ る タ ンパ ク質 が 同定 され て い る。 これ らはSAP(

Spliceosome-associatedprotein)と 呼 ば れ てお り、 そ の うち 七種 類 はU2snRNPの 構 成 タ ン

パ ク質 で あ る(BennettetaLl992b、Champion-ArnaudReedl994)。 この うちSAP49と

SAP145はU2snRNPに もmRNA前 駆 体 に も直 接 相 互作 用 して い る こ とか ら、 このSAP複

合 体 がU2snRNPをmRNA前 駆体 の ブ ラ ンチ部 位 に安 定 に結 合 させ て い る こ とが 示唆 さ

れ た(Champion-ArnaudandReedl994)。 なお 、 酵 母 で はPRP5とPRP9が この 複 合体 形 成

に関 与 して い る(RubyandAbelsonl991)。

〈Bコ ンプ レ ッ クス 〉

狭 義 の ス プ ラ イ ス ソー ム とは この複 合 体 を指 す 。 また 、 そ の場 合 、Aコ ンプ レ ックス

を ス プ ラ イス ソ ー ム前 駆 体 と呼 ぶ 。 この 複 合 体 には新 た にU5,U4/U6snRNPが 加 わ る。

これ ら三 つ のsnRNPは 個 々 に で は な く一 つ の複 合 体 とな っ てス プ ラ イ ス ソ ー ム に入 る と

考 え られ る。 そ の 理 由 は 、U5snRNAを 破 壊 した核 抽 出 液 で はU4/U6snRNPの ス プ ラ イ

ス ソー ムへ の作 用 が で き ない こ と(Seraphinetal.1991)、 ま た、熱 処 理 して ス プ ライ シ

ン グが起 こ らな くな っ た 核 抽 出 液 に生 化 学 的 に精 製 したU4/U6.U5snRNP複 合 体 を加 え

る と相 補 す る こ と(Utansetal.1992)で あ る。 この 三 つ のUsnRNPか らな る複 合体 は少

な くと も20種 類 の タ ンパ ク質 か らな り(Behrensetal.1991)、 そ の うち の一 つ が 酵 母 で

はPRP5タ ンパ ク質 で あ る(Lustigetal.1986)。 前 述 の よ うに 、抗 体 を使 っ た実 験 か ら、

哺 乳 動 物 にお い て この 相 同遺 伝 子 産 物 と してp220が 同定 さ れ て い る(Andersonetal.

1989)。 他 に酵 母 で は この複 合 体 の 形 成 にPRP2,4,6,28が 関与 して い る(Rubyand

Abelsonl991)。 この複 合 体 の 中で はRNAに も変化 が起 こ る。 まずU2snRNAの5領 域 が

U6snRNAの3領 域 と塩 基 対 合 す る(図5)。 さ らにU5snRNA内 の ル ー プ構 造 内 の保 存

され た配 列 が5・,3・両 ス プ ラ イス 部 位 と相 互 作 用 す る(図5)。 そ してU4/U6snRNP複 合
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図5mRNA前 駆体 とUsnRNAと の ネ ッ トワ ー ク

Mooreら の総 説(1992)か ら引用 した。 ス プ ライ シ ング反応 にお け るmRNA前 駆

体 とUsnRNAと の 塩 基対 合 と、 ス プ ラ イ シ ング反 応 に関 与 して い るUsnRNA同 士

の塩 基 対 合 を示 した。
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体 中 のRNAの 塩 基 対 合 が ほ どけ 、U4snRNPの ス プ ラ イス ソー ムへ の結 合 が 弱 ま る
。 そ

して新 た なU2-U6間 の 塩 基対 合 が で き る(図5)。 このU2-U6間 の 塩 基 対 合 に よって生

じる二 次 構 造 は ・ グル ー プIIイ ン トロ ンの保 存 され た領 域 との相 同性 が 指摘 され て お り

(図6)・ 触 媒 に関 わ る因子 の候 補 と してU6snRNPを 挙 げ る根 拠 の 一 つ と な って い る。

他 に もU6snRNAはUsnRNAの 中 で も生 物種 を越 え て よ く保 存 され て い る こ とや 、

U4/U6の 塩 基 対 合 は第 一 段 階 の 反応 の 直 前 まで保 持 され て い る こ と、分 裂 酵 母 のU6

snRNA中 にmRNA型 イ ン トロ ンが 存 在 した こ と(TaniandOhshimal989)が 挙 げ られ る
。

ま た、U6snRNAに 点 突 然 変 異 を導 入 す る実 験 か ら も同様 の 示 唆 が 得 られ て い る(

Bindereifeta1.1ggO、Vankanetal.lggO、FabrizioandAbelson1990)。 ま た第 一段 階 の 反応

に先 立 っ てU6snRNAが5"ス プ ラ イス 部位 領 域 に位 置 して い る こ とがUVク ロス リ ンク法

に よ って示 され(SawaandShimural992、SawaandAbelson1992)、U6snRNAが 触 媒 因

子 で あ る可 能性 が 強 ま っ て い る。 またB,Cコ ンプ レ ックス に特 異 的 な因子 と して

SAP60,90が 同定 され て い る(Gozanietal.1994)。

<Cコ ンプ レ ッ クス>

Bコ ンプ レ ック ス で 第 一段 階 の 反 応 、す な わ ち5'ス プ ラ イス部 位 で のRNAの 切 断 とラ

リア ッ ト構 造 の形成 が 起 こ った後 、 ス プ ライス ソー ム はCコ ンプ レ ックスへ と移 行 す る。

この複 合 体 中 で第 二 段 階 の 反応 が 起 こ るが 、 この反 応 に は3'ス プ ラ イス部 位 領 域 が重 要

に な る。 そ れ につ い て 、 反応 に先 だ っ てス プ ラ イ ス ソー ム に変 化 が 起 こ る こ とが報 告 さ

れ て い る。SawaとShimura(1991a)は 、 固 定化 したmRNA前 駆体 と分 画 したHeLa細 胞 核

抽 出 液 を用 い たfηvノ孟ro反応 系 にお い て 、3'ス プ ライ ス部 位 領 域 のRNaseHに 対 す る感 受

性 が 第 一段 階 の 反応 直 後 と第二 段 階 の反 応 直前 で異 な る こ と を示 した。 これ はス プ ライ

ス ソー ム に一 過性 に相 互作 用 す る ものが あ る こ と を示 唆 して い る。 酵 母 で の研 究 か ら、

こ の段 階 に 関 与 す る 因 子 と してPRP16,PRP17/SLU4,PRP18,PRP29,SLU7が 知 られ て い る

Mooreetal.1991)。 この 中で 特徴 的 なの はSLU7(synthticlethalU5mutations)とpRpl6

で あ る。SLU7の 変 異 体 で は 、 ブ ラ ンチ部 位 か ら遠 いAGは 選 ば れ に く くな る こ とか ら、

3'ス プ ラ イス 部 位 の 選択 に関 わ る 因子 と考 え られ て い る(FrankandGuthdel992)。
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図6U2-U6snRNA間 の 塩 基 対 合 と グル ー プIIイ ン トロ ンの構 造 の類 似性

Mooreら の総 説(1992)か ら引用 した 。U2-U6間 で 形成 され る塩 基対 合 とグル ー

プIIイ ン トロ ン内 の ドメ イ ン5と ドメ イ ン6の 二 次 構 造 の類似 性 を示 した。
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pRpl6はDEAH-boxRNAヘ リカ ー ゼ モ チ ー フ(前 述)を 持 つ タ ンパ ク質 で 、1ηvf`roで

ATP分 解 活 性 を示 す(SchwerandGuthrie1991)。 この タ ンパ ク質 の標 的 は 明 らかで はな

いが 、ATPを 消 費 してRNAの 塩 基 対 合 を解 き ほ ぐ し、3'ス フoライ ス部 位 のAGの 認識 や ス

プ ライ ス ソー ムの構 造 変 化 を引 き起 こ して い る と考 え られ る。PRPI7/SLU4ま た はSLU7

と、PRPI6ま た はPRPI8の 二 重 変 異 は 致 死 で あ る こ とか ら、 この 四 種 類 の タ ンパ ク質 は

第 二段 階 の 反応 ま た はそ の た め の構造 に必 要 で あ る と考 え られ る(Franketal.1992)。

一 方
、 哺 乳動 物 で はHeLa細 胞 核 抽 出 液 を分 画 して第 二段 階 の 反応 に必 要 な分 画 が 取 られ

た が(SawaandShimural991a、KrainerandManiatisl985)、 未 だ粗 精 製 の 段 階 で あ る。

〈 ス フ。ラ イス ソ ー ム とmRNAの 解 離 〉

ス プ ラ イ シ ン グ反応 終 了 後 、 ス プ ラ イ ス ソー ム とmRNAは 解 離 し(図4>、mRNAは

核 外 へ 輸 送 さ れ る。 切 り出 され た イ ン トロ ンは速 や か に ブ ラ ンチ構 造 が外 され(

debranchingreaction)分 解 を受 け る。mRNAの 解 離 に 関 わ る因 子 と して酵 母 で単離 され た

もの にPRP22が あ る(Companyetal.1991)。 この突 然 変 異 体 で はmRNAが ス プ ライ ス ソ

ー ム か ら解 離 せ ず
、 そ の結 果 ス プ ラ イス ソー ム の再 利 用 が で きな くな りmRNA前 駆 体 と

イ ン トロ ンが 核 内 に蓄積 す る。 この タ ンパ ク質 もDEAHモ チ ー フ を持 つRNAヘ リカ ー ゼ

様 タ ンパ ク質 で あ っ た(Companyeta1.1991)。mRNAの 解 離 にはATPが 必 要 で あ る こ と

が 報 告 され て い る こ とか ら(Green1991、Mooreeta1.1992、SawaandShimura1991b)、

この タ ンパ ク質 がATPの 加水 分解 のエ ネ ル ギ ー を使 っ てRNAの 塩 基対 合 を はず して解 離

させ る こ とが考 え られ る。 最 近 、単 離 さ れ た ヒ トのPRP22タ ンパ ク質 の相 同 タ ンパ ク質

で あ るHRHI(前 述 、 序 論 第 一 部III参 照)も 同様 の働 き を持 つ と思 わ れ る。 切 り出 され

た イ ン トロ ンの 分解 に 関 して は 、PRP26とPRP27が 知 られ て い る。PRP26タ ンパ ク質 は

ブ ラ ンチ構 造 を外 す活 性 を持 っ て い るが 、驚 い た こ とに酵 母 で は必 須 遺伝 子 で は な い(

ChapmanandBoekel991)。 蓄 積 した ラ リア ッ ト型 イ ン トロ ンが あ ま り影響 を与 え な い

理 由 は不 明 で あ る。1ηvf`mで は、 切 り出 さ れ た イ ン トロ ンはsnRNPと 結 合 した ままの 複

合 体 と して観 察 され る(KonarskaandSharpl987)。PRP27タ ンパ ク質 は 、 この複 合 体 の

解 離 に関 わ って い る と考 え られ て い る(VijayraghavanetaLl989)。
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第 二 節 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ(AlternativeSpliclng)

前 節 ま で に述 べ て きた ス プ ラ イ シ ング に お い て は 、複 数 の イ ン トロ ンが 存 在 す る場合

近接 す る ス プ ラ イ ス部 位 同 士 が 選 択 され 、 エ キ ソ ンが 連 結 され る ため 、 エ キ ソ ン を跳 ば

す こ と(exonskipping)は 起 こ らな い。 しか し、高 等 真 核 生 物 にお い て は、 そ の よ うな

例 が 多 数 報 告 さ れ て い る(Smithetal.1989)。 こ れ ら は選択 的 ス プラ イ シ ングと呼 ば れ 、

図7に 示 す よ う に い くつ か のパ ター ンが 報 告 され て い る。 エ キ ソ ンの 組合 せ を変 え る こ

と に よ り遺伝 子 産 物 の 多様 性 を 出す こ とが で きる とい う利 点 が あ る と考 え られ るが 、そ

の機 構 につ い て よ く解 析 が 進 ん で い る もの に キ イ ロ シ ョウジ ョウバ エ に お け る遺伝 子 発

現 調 節 が あ る。 第 一 に、 キ イ ロ シ ョウ ジ ョウバ エ で は そ の体 細 胞 の 性 決 定 が 選択 的 ス プ

ラ イ シ ン グに よ って制 御 され て い る(図8)。 性 決 定 の 遺伝 子 カス ケ ー ドの 上位 に位 置

して い る5ex-1αha1(5x1)遺 伝 子 の産 物 に は、雌 型 と雄 型 が存在 す るが 、 雌 型産 物 は そ

の 産 物 自身 を安 定 に供 給 す る た め に雄 に特 異 的 な3'ス プ ラ イス 部 位 の使 用 を妨 げ る こ と

で雌 様 式 の ス プ ライ シ ン グ を起 こ させ る(Belletal.lgg1、Sakamotoeta1 .lgg2、Horabin

andSchedll993a;1993b)。 ま たSxl雌 型 産 物 は遺伝 学 的 に はそ の 下位 に位 置 す る

加 η5fb㎜er(なa)の ス プ ラ イ シ ング様 式 に も影響 を与 え る。5x1雌 型 産物 は舶 の 非性 特異

的 な31ス プ ラ イス 部 位 の 使 用 を妨 げ る こ とで雌 特 異 的 なス プ ラ イ シ ング を起 こ させ 、 舶

雌 型 産 物 を発 現 させ る(Inoueetal.1990、Varcarceletal.1993)。 これ ら二 つ の調 節 にお

い て、5x1雌 型 産 物 は ピ リ ミジ ン配列 を含 む ア クセ プ ター部 位 に結 合 して い る こ と(

Inoueeta1.1990)やU2AFと 競 合 して そ の結 合 を妨 げ る こ と(Varcarceleta1.1993)が 報

告 され て い る。 た だ し5x1の 雌 型 産 物 の ス プ ライ シ ング 自己制御 にお い て は、 ア クセ プ

ター部 位 以 外 に もイ ン トロ ン中の ウラ シ ル残 基 が 連 続 す る領 域 に結 合 す る こ とが 示 され

てお り、何 らか の調 節 が存 在 す る可 能性 はあ る(Belletal.1991、Sakamotoetal.1992、

HorabinandSchedll993a;1993b)。5x1雌 型産 物 によ って 誘導 された舶 雌 型 タンパ ク質 は、

左朋5fb㎜ θr-2(`ra-2)タ ンパ ク質 関与 の もとに下 位 の 遺伝 子 で あ るdoロわ1e5θx(dsx)遺 伝

子 の 発 現 を調 節 す る。 加 雌 型 産 物 と`ra-2タ ンパ ク質 はdεxmRNA前 駆 体 の雌 特 異 的 なエ
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図7選 択 的ス プライシ ングの様 々なパ ター ン

これ まで に報告 され てい る選択 的ス プライシ ングのパ ター ンを模式化 して示 し

た。色 つ きの部分 が選択 的 に使 用 されるエ キソ ンで ある。 なお、5の 様式 は、 イ

ン トロ ンが エキ ソン配列 とみ なされて保持 される ものであ る。
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図8キ イロシ ョウジ ョウバ エの体細胞 の性 決定 における選択 的スプライシ ング

キ イ ロ シ ョウ ジ ョウバ エ の体 細 胞 の性 決定 過 程 に お い て 、 そ れ に関 与 す る遺 伝

子 の雌 特 異 的 ス プ ライ シ ン グ を示 した。Sex4etha1の 雌 特 異 的産 物 はtraの ス プ ラ イ

シ ン グ を負 に制御 す る他 に、 自己の ス プ ラ イ シ ング も負 に制御 して い る。 一 方tra

の雌 特 異 的産 物 はtra2産 物 の 関 与 の も とにdsxの 雌 特 異 的 ス プ ライ シ ング を正 に制

御 して い る。
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キ ソ ン中 に あ る繰 り返 し配 列 に結 合 し、上 流 にあ る雌 特 異 的 な3'ス プ ライ ス部 位 を使 用

させ る こ とで 雌 型 の ス プ ライ シ ン グ を起 こ させ る(Hoshijimaeta1 .1991、Tianand

Maniatisl992)。 こ の ス プ ライ シ ン グ促 進 機 構 につ い て最 近 示 唆 が 得 られ て い る。

`ra,`ra-2タ ンパ ク質 は と もにRSド メ イ ン(前 述)を 有 してい る(Bo99seta1 .1990、

Amreinetal.1988)。 」ηv1'ro反 応 系 にお い て、dsxmRNA前 駆体 の エ キ ソ ン中の 繰 り返 し

配 列 上 に形 成 され た複 合体 を ア フ ィニ テ ィ精 製 した と ころ 、 甑 なa-2タ ンパ ク質 の他 に

SRタ ンパ ク質 が含 まれ て い た(TianandManiatisl993)。 この こ とか ら以 下 の よ うな モ

デ ル が考 え られ た。dsxmRNA前 駆 体 の 雌 特 異 的 エ キ ソ ンの 上 流 の3'ス プ ライ ス部 位 は

ピ リ ミジ ン ク ラス タ ーの 長 さが 短 く、U2AFに よっ て認 識 され に くい。 なa,`ra-2両タ ンパ

ク質 は エ キ ソ ン内 の 繰 り返 し配 列 を認 識 して結 合 し、 そ のRSド メ イ ン を介 した相 互 作

用 でSRタ ンパ ク質 と複 合 体 を形 成 す る。 そ して この複 合 体 中 のSRタ ンパ ク質 がU2AFと

相 互 作 用 してU2AFを3「 ス プ ラ イス部 位 近 傍≡に位 置 させ 、 この3'ス フ.ラ イス 部位 の ス プ ラ

イ ス部 位 と して の認 識 を強 め る とい う もの で あ る。

選 択 的 ス プ ラ イ シ ング に よる他 の調 節 の例 と して 同 じ くキ イ ロ シ ョウ ジ ョウバ エ のP

因子 第 三 イ ン トロ ンの生 殖 細 胞 特 異 的 な ス フ.ライ シ ングが あ る(SiebelandRiol990)。

こ の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング は体 細 胞 で は 阻害 さ れ て い る が 、 これ は この イ ン トロ

ンの5'ス プ ラ イ ス部 位 の 上 流 の エ キ ソ ン中 に偽5'ス プ ラ イス 部 位 配 列 が 存 在 し、 この 配

列 がUIsnRNPの5'ス プ ラ イ ス 部 位 へ の 結 合 を競 合 阻 害 す る こ と、 この 配 列 に よ るス プ

ラ イ シ ング 阻害 に は二 種 類 の タ ンパ ク質 が 必 要 な こ とが 明 らか に な っ てい る(Siebelet

al.1992;1994)。

最 近 上 記 の よ う な特 異 的 な トラ ンス 因子 の 存 在 な しに 、基 本 的 な ス プ ラ イ シ ング因

子 の 組 合 せ で選 択 的 ス プ ラ イ シ ング を説 明 しよ う とい う試 みが 成 さ れ て い る。 そ れ は

SF2/ASFとhnRNPA1の 関 係 が 明 らか に な っ た こ とに負 う とこ ろが 大 きい 。基 本 的 な ス プ

ラ イ シ ング に必 須 な 因子 で あ るSF2/ASFは 、1nvf`roに お い て 、二 つ の5'ス プ ラ イス部 位

が 存 在 す る と き3「ス フ.ライ ス部 位 に近 い 方 の5'ス プ ラ イス 部 位 を選 択 させ る(Kraineret

al.1990b、GeandManley1990)。 一 方hnRNPAIは この活 性 と反対 の活 性 を示 し・遠 い
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方 の51ス プ ラ イ ス部 位 を選 ば せ る(MayedaandKrainerl992)。 他 のSRタ ンパ ク質 が 、

各 々 そ の活1生 に差 は あ る もの の5'ス プ ラ イス部位 選択 に関与 す る こ と(Zahlereta1.1993)

や 、SRタ ンパ ク質 群 の各 タ ンパ ク質 お よびhnRNPA1タ ンパ ク質 の発 現 比 が組 織 で異 な

る こ と(Zahleretal.1993、Mayedaetal.1993)が 明 らか に な っ た ため 、 も と も と組織 間

で ス プ ライ ス部 位 の 選 択 に 関 わ る 因子 の バ ラ ンス に よ っ てス プ ラ イス 部位 選択 性 に傾 向

が 出 る とい う こ とが考 え られ た。 またd5xの 場 合 の よ うに 、mRNA前 駆体 上 の 情 報 と し

て 、5'ま た は3久 プ ライ ス部 配 列 が 保 存 配 列 か ら外 れ た もの に な っ て い て ス プ ラ イス部

位 と して認 識 され に くい こ とが そ のバ ラ ンス に影 響 す る こ と も考 え られ る。3'ス プ ラ イ

ス部 位 選 択 に関 して も、SF2/ASF.SC-35が5'ス フ.ラ イス 部 位 に近 い3'ス プ ラ イ ス 部位 を

選 択 させ る こ と(Fuetal.1992)や 熱 に弱 い 因子 が 選 択 に関 わ っ て い る こ と(Ka{aokaet

al.1993)な どが 報 告 され て い る。 最 近 、培 養細 胞 中でSF2/ASFま た はhnRNPAlを 大 量

発 現 させ て その 中 で の レポ ー ターmRNA前 駆 体 の ス プ ライ シ ン グのパ ター ンを解 析 す る

実験 か らfnv∫面 と同様 の結 果 が得 られ 、 生 体 内 で もこ の両 因子 がfηv1`roと 同 じ活性 を持 っ

て働 い て い る こ とが 示 唆 され た(C6cerasetal.1994)。 しか しこの実 験 もい わ ば"異 常

な"状 態 を作 り出 して い る ため 、本 当 の 意 味 で のfη卿oで の証 明は未 だ な され て い な い。

ス プ ライ シ ン グ反応 の解 析 は∫ηv1面 反応 系 に負 う とこ ろが 大 きい た め 、簡 単 で は な いが

常 にfnyf孟roと ノηvルoを 結 ぶ こ とを考 え なけ れ ば な らな い。

第 三 節mRNAの 核 外 輸 送(mRNAexport)

1)輸 送 と酵 母の突然変異体

これ まで述べ て きたように、RNAポ リメラーゼIIに よって転写 されたmRNA前 駆体 は

プ ロセ シングを受 けた後核外へ輸送 され る。 この過程 は遺伝子発現 に必須 であ り、基本

的な過程 であ るに も関 わ らず ほ とん ど解析 が進んでい ない。その要因の一つはスプ ライ

シ ングの場合 とは異 な り、酵母 の突然 変異体 の解析 があ ま り有効 で ない ことにあ る。出

芽酵母3acchammycθ8cθ κv15ゴaeにおいて、核 内にmRNAが 蓄積す る温度感受性突然変異体

38



序論

はい くつ か 単離 され て いる(Aebietal.1990、Kadowakietal.1992)。PRP20の 変 異体 は、

RNAの 転 写 終 結 あ る い は3端 の プ ロセ シ ン グの 異 常 に よ り核 内 に通常 よ り長 いmRNAが

蓄 積 す る こ とが 報 告 さ れ た(Forresteretal.1992)。 この 遺伝 子 産 物 は、 分裂 酵 母

3chfzo5accharomyce8pombθ のPIMI遺 伝 子(MatsumotoandBeachl991)や 哺乳動 物 の

RCCI遺 伝 子(Ohtsuboetal.1987)と い う、 染色 体 の凝 縮 に必 要 な遺伝 子 の産 物 に相 同

性 が あ っ た。 実 際PRP20とRCCIは お互 い の 変 異体 を相 補 す る の で機 能 的 に も相 同遺伝

子 で あ る と考 え られ て い る(Fleischmannetal.1991)。 この よ う にmRNAの 核 内 へ の蓄

積 を指標 に して あ る変 異 体 とそ の 遺伝 子 を単 離 して も、mRNAの 輸 送 だ け に関 わ って い

る もの は単 離 され て お らず 、 単 離 さ れ た と して もそ の遺 伝 子 産 物 が輸 送 に 関 わ る 因子 本

体 で あ る こ との証 明 が 困 難 で あ る。 ま た、fηv1面 の 再構 成系 が な い こ と も大 きな理 由 で

あ る。

2)輸 送 と核 孔 複 合 体

電 子 顕 微 鏡 を用 い た解 析 か ら、RNAは 核 孔 複 合 体(nuclearporecomplex、 図9)を 通 っ

て核 外 に輸 送 され る こ とが示 唆 され た(DworetzkyandFeldherr1988)。 ま た核 孔 複 合 体

に存 在 す る タ ンパ ク質 に対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 がRNAの 核 外 輸 送 を阻害 した こ と(

Featherstoneeta1.1988)か ら、核 孔 複 合 体 は タ ンパ ク質 の み な らずRNAの 輸 送 に も重 要

な役 割 を成 す と考 え られ る。 この核 孔 複 合 体 は100～200の タ ンパ ク質 か らな る と考 え ら

れ て い るが 、 近 年 こ の タ ンパ ク 質 の 遺伝 子 が い くつ か の グル ー プに よ って相 次 い で ク ロ

ー ニ ン グ され て い る(Wenteeta1 .1992、WenteandBlobell993、Fabreeta1.1994)。 その

中の 一 つ に 出芽 酵母 のNUPI45が あ る。 この遺伝 子 産 物 はfη碗mでRNA結 合 活 性 を示 し、

この遺 伝 子 の発 現 を 阻害 す る とmRNAの 核 外 輸 送 や タ ンパ ク質 の核 内輸 送 が 阻害 され る

(Fabreetal.1994)。NUPI16に つ い て も同様 の 報 告 が され て い る(WenteandBlobel

l993)が 、 こ れ らの タ ンパ ク質 は核 孔 で の 物 質 の 受 渡 し役 を果 た して い る の か も知 れ な

いQ

39



序論
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図9核 孔複合体の構造

Forbesの 総 説(1993)か ら引用 した。 核 膜 上 に存 在 す る核 孔 複 合 体 の構 造 を模

式 的 に示 した。 図 の上 が細 胞 質 側 で 、 下 が核 質側 で あ る 。 図 中 の略 号 は以 下 の

とお りで あ る。OM:核 膜 外 膜 、IM:核 膜 内膜 、CF:細 胞 質 フ ィラ メ ン ト、CR:細

胞 質 内 リ ング、RA:ラ ジ ア ル ア ー ム 、NR:核 質 内 リ ング、BK:バ ス ケ ッ ト様 構 造

フ ィ ラ メ ン ト、T:中 央輸 送体構 造 、S:ス ポ ー ク
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3)輸 送 とス プ ラ イ シ ン グ

ス プ ラ イ シ ング に 関与 して い る因 子 で、RNAの 運 び屋 と しての 可 能性 が指 摘 され て い

るの はhnRNPタ ンパ ク質 で あ る。hnRNPAIタ ンパ ク質 は 、核 か ら細 胞 質 に 出 て ま た核

に戻 る とい う"シ ャ トル"を す る こ とが 明 らか に な った(Pino1-RomaandDreyfusslgg2)。

も と も とこの タ ンパ ク質 は 、核 内 に存 在 して い るRNA結 合 タ ンパ ク質 で あ る ため 、

mRNAに 結 合 した ま ま核外 に 出 て、細 胞 質 でRNAと 解 離 して核 に戻 る こ とが 考 え られ た。

広 い意 味 で はス プ ライ シ ン グ機 構 も核 外 輸 送 に関 与 して い る とい え る。mRNA前 駆体 上

にス プ ラ イス ソ ー ムが 集 合 してス プ ラ イ シ ング反 応 に 向 か わせ る こ と と核 外 へ 輸 送 す る

こ とは競 合 す る か らで あ る。 実 際 ス プ ラ イス ソ ー ム形 成 を阻 害 す る よ う な変異 をmRNA

前 駆 体 に導 入 す る と核 外 輸 送 が 促 進 され る こ とが 報 告 され て い る(LegrainandRosbash

l989、ChangandSharpl989、HammandMatt句1990)。 ま たmRNAは ス プ ライ ス ソ ー ム

か ら解 離 しな け れ ば輸 送 され な い はず で あ る。 この点 に お い て前 述 のPRP22タ ンパ ク質

やそ れ の相 同産物 と考 え られ るHRHIタ ンパ ク質 も輸 送 に関 与 して い る とい え る。 ま た、

切 り出 され た イ ン トロ ン上 にス プ ライス ソーム は保 持 され て いる はず であ るの で、 この"

ス プ ライ ス ソー ム に よ る保 持"モ デ ル は イ ン トロ ンが核 外 に輸 送 され ない こ と を説 明す

る の に都 合 が よい。 つ きつ め て 言 えば 、 ス プ ラ イス部 位 が核 内 にRNAを 保 持 す る シ グ ナ

ル とい う こ とに な る。 ま た、 イ ン フルエ ンザ ウイル ス のNS1(non-structuralprotein1)タ

ンパ ク質 は ウイ ル スRNAの ス プ ラ イ シ ング と核外 輸 送 を阻 害 す る こ とが知 られ て い る(

Alonso-Capleneta1.lgg2、Fortesetal.1994)。 ヒ ト免 疫 不 全 ウ イル ス(HIV)のRevタ ン

パ ク質(ChangandSharpl989)と 共 にそ の 阻害 機構 の解 明 が期 待 され る。

4)輸 送 とキ ャップ構造

最近、mRNA前 駆体 の キ ャップ構 造が、核か ら細胞 質への輸 送 に関与 している とい う

報告 が成 されてい る。 ア フリカッメガエルの卵 母細胞核 への微量注入実験 か ら、U

snRNA(U6snRNAを 除 く)やmRNA前 駆体 の ようなRNAポ リメラーゼIIの転写産物 に付

加 され るm7GpppNと い うキャ ップ構 造が必要であ る とい うことが示 された(Hammand
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Mattajl990)。UsnRNAに つ い て は、 転 写 され た後 はmRNA前 駆 体 と同 じキ ャ ップ構 造

を持 っ て い る が 、細 胞 質 で さ らに メ チ ル 化 を受 け て核 内 に戻 る。 このm2・2・7GpppNと い

う トリメ チ ル キ ャ ッ プ構 造 は 、UsnRNA上 に お い て 、Sm(前 述)結 合 部 位 と と もにU

snRNPの 核 内へ の輸 送 に関 与 して い る こ とが 知 られ て い る(Hammetal.1990)。U6

snRNAはRNAポ リメ ラ ーゼIIIで 転 写 され 、 そ の キ ャ ップ構造 も特 異 で あ る(Singhand

Reddyl989)。m7GpppNと い うキ ャ ップ構 造 を持 た な い このRNAが 核 外 に輸 送 され ない

こ と もキ ャ ッ プ構 造 が シ グ ナ ル で あ る こ との根 拠 と され て い る。 そ こ で 、 キ ャ ップ構 造

を認 識 し、RNA核 外 輸 送 の過 程 に 関与 す る因子 の候 補 と して キ ャ ップ構 造 結 合 タ ンパ ク

質 が精 製 され た(lzaurraldeeta1.1992)。 しか しまだ その 輸 送 へ の 関与 は示 され て い な

い 。核 孔 複 合体 タ ンパ ク質 の解 析 と併 せ て 、 タ ンパ ク質 因子 か らの ア プ ロ ー チで 輸 送機

構 に迫 る こ とが で きる可 能 性 もあ る 。

第四節 本研究の背景

我 々の研 究室 において、mRNA前 駆体 の5'末端 に存在 す るキ ャップ構 造が、ス プライ

シ ングに積 極 的に関与 し、最 も近 いイ ン トロンのスプライシ ングを促進す ることを1η

vf肋(Ohnoeta1.1987)及 びア フリカツメガエル卵 母細胞核へ の微量 注入実験(Inoueet

aLl989)か ら明 らか に していた。 この ことに よ り、キ ャップ構造 はス フoライシ ングに

必須で はない ものの、新 たなスプ ライシ ングシ グナル ともいえた。 この当時、ス プライ

シング反応 に関わる必須 因子 や反応機構 の解析 が驚 くべ き速 さで進 んでいた。キ ャップ

構 造 はスプライシ ングシグナル とい えるがキ ャップ構造 に よるスプライシング促進 はそ

れに最 も近 いイ ン トロ ンにしか及ぼない。筆者は この点 に興味 を覚 え、この促進機構 を、

反応 の解 析 とそれに関わる因子の解析 の両面か ら攻めてい くことでキ ャップ構造 による

促 進効 果の機構 のみな らずス プライシ ング反応 の機構解 明につなが るので は と考 え、解

析 を行 った。。本論文 の結 果 において、反応の解析 か らの結 果 を第一部 で、キャ ップ構

造結合 タ ンパ ク質 か らの解析 を第二部で述べてい くことにす る・
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第二章 材料 と方法

!)酵 素 及 び試 薬

標 識 され た ヌ ク レオ チ ドはAmershamよ り購 入 した。 また 、 プ ロ テ イナ ー ゼKはMerck

か ら・ キ ャ ップ構 造類 似体 はPharmaciaか ら購 入 した。SP6RNAポ リメ ラー ゼや 制 限 酵 素

は宝 酒 造 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。

2)オ リゴデ オ キ シ ヌ ク レオ チ ド

オ リ ゴデ オ キ シヌ ク レオチ ドはDNA合 成 機(A380,AppliedBiosystem)で 合 成 した後 、

ゲ ル 濾 過 カ ラ ムで あ るNAP-10カ ラ ム(Phamlacia)を 用 い て精 製 した。 合 成 した オ リ ゴ

デ オ キ シ ヌ ク レオチ ドの配 列 は 、 そ れ を用 い た後 述 の 各 項 に明 記 した、

3)HeLa細 胞 核 抽 出液 の 調 製

HeLa細 胞 は 、0.03%グ ル タ ミ ン、5%ウ マ血 清 を含 む イ ー グルMEM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 の調 製 は基 本 的 にDignamら(1983)の

方 法 に従 った 。 た だ し、 塩 抽 出 の際 に加 え るバ ッ フ ァーCのKC1濃 度 は0.6Mと し、HeLa

細 胞109個 あ た り1.3m1加 え た。 ま た、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤 と して 、PMSFの 代 わ りに

PAMSF(パ ラア ミノ ジ フ ェニ ル メ タ ンス ル フ ォニ ル フル オ ラ イ ド塩 酸 塩)を 用 い、 バ ッ

フ ァーCとDに 最 終 濃 度0.2mMに な る よ うに加 え た。

4)mRNA前 駆体 の調 製

ニ ワ トリ δ一 ク リス タ リ ン遺伝 子 の14番 目 と15番 目の エ キ ソ ン とそ の 間 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、pSPI4-15(Sawaeta1.

1988)を 制 限酵 素Smal(宝 酒 造)で 直 鎖化 し、1ηv伽o転 写 反 応 の鋳 型 と した。 また、 二

つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 の調 整 に用 い た プ ラス ミ ド、pSPI4-15△N/14-15(

DN)(lnoueetal.1989)も 同様 に して鋳 型 と して用 い た 。fηy伽o転 写 反応 はSawaら(

1988)の 方 法 に従 った。 キ ャ ップ構 造 を持 た ないmRNA前 駆体 を合成 す る際 はm7GpppG

の代 わ りにApppGを 用 い た 。転 写 反応 後 、8M尿 素 を含 む ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気

泳動 に よ りmRNA前 駆体 を精 製 した 。

5)1ηvノ 肋 ス プ ラ イ シ ング反応 とグ リセ ロー ル密 度 勾 配遠 心 法

1ηvlfroス プ ラ イ シ ング反応 は 、Sakamotoら(1987)の 方 法 に従 い 、10μ1の 反応 系 で

行 っ た。 反応 を第一段 階 の後 停 止 させ る場合 は核 抽 出液 を45℃ で10分 間処 理 して用 い た。

ま た 、 グ リセ ロ ール 密 度 勾 配 遠 心 に よる ス プ ライ ス ソー ムの 分 画 はSawaら(1988)の 方
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法 を用 い・EDTA(エ チ レ ン ジア ミ ン四酢 酸)を 最 終濃 度2 .5mMに な る よ うに加 え、所

定 の 時 間保 温 した後 分 画 した。

6)ス プ ラ イ シ ング複 合 体 形 成 の解 析

基 本 的 にkonarskaとSharpの 方 法(1986)に 従 っ た・ 加 碗roス プ ライ シ ング反応 を5μ

1の 系 で行 っ た後 、 ヘ パ リ ン を25μg加 え て氷 中で10分 間 保 温 した。 そ の 後4%ポ リア ク

リル ア ミ ド(ア ク リル ア ミ ドと ビス ア ク リル ア ミ ドの 比 が80:1)、50mMThs.glicine(

pH8.8)の ゲ ル を用 い て 電 気 泳 動 した 。

7)RNAを プローブ とす るゲル移動度 シフ ト法

プ ローブRNAの 調 製 と反応 はOhnoら(1990)の 方法 に従 った。熱処 理 したHeLa細 胞

核抽 出液 を用 いる場合 は、45℃ で所定の時 間熱処理 した.ま たEDTAを 加 える場合 は反

応液 に同時 に加 えた。 キ ャップ構 造類似体 を加 える場合 は核抽 出液 とキャ ップ構造類似

体 をあ らか じめ混合 し、20℃ で10分 間保 温 してか ら反応 を行 った。酵母細胞抽 出液 は希

釈 せず に反応 に用 い、 キ ャリヤー と しての酵母RNAの 量 を2μgと した。

8)核 内 キ ャ ップ構 造 結 合 タ ンパ ク質(NCBP)の 精 製 とそ の 一 次 配 列 の 決 定

NCBPの 精 製 は基 本 的 にOhnoら(1990)の 方 法 に従 っ た。 精製 の 最 終段 階 で あ るア フ ィ

ニ テ ィー カ ラム は以 下 の よ うに して調 製 した。 ゲ ル移 動 度 シ フ ト法 に用 い た プ ロー ブ

RNAと 同 じRNAを 合 成 す る際 、 ヌ ク レオ チ ドの 組 成 を500μMATP ,CTP,100μM

GTP,380μMUTP,120μMア ミ ノ ア リル ーUTPに 変 更 し、10mlの 反 応 系 で合 成 した。 この

RNAを8M尿 素 を含 ん だ6%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 で 精 製 し、RubyとAbe】sonの

方 法(1988)に 従 って 、NHS-LC-Biotin(PierceChemicals)を 用 い て ビオ チ ン化 し、 ス ト

レプ トア ヴ ィ ジ ンア ガ ロ ー ス(BethesdaResearchLaboratory)に 結 合 させ た。 これ らの カ

ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り、HeLa細 胞IX1011個 か ら調 製 した核 抽 出 液 か ら20μgの

NCBPを 得 た。 この タ ンパ ク質 を トリ プ シ ンと リジル エ ン ドペ プチ ダー ゼ で分解 し、 そ

のペ プ チ ドを逆 相 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィーで 分 画 した、 この うち46種 の ペ プチ ド分 画

を気 相 ペ プチ ドシ ー クエ ンサ ー(model470A,ApPliedBiosystems)で 解 析 しア ミノ酸 配列

を得 た。

9)逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 反 応(Reverse-TranscriptionPolymeraseChainReaction)

逆 転 写 反 応 はGeneAmpRNA-PCRキ ッ ト(Perkin-ElmerCetusInstruments)とHeLa細 胞

由 来 の ポ リ(A)+RNAを 用 い て 行 っ た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 反 応 はPCRサ ー マ ル サ イ ク ラ ー

(Perkin-ElmerCetusInstruments)を 用 い て 以 下 の よ う に 行 っ た 。

変 性(94℃ 、1分)、 ア ニ ー リ ン グ(46℃ 、2分)、 伸 長 反 応(72℃ 、5分 〉 を1サ イ ク ル
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と して40サ イ クル 行 い・72℃ で5分 間伸 長 反応 の 後4℃ で保 温 した
。 増 幅 され たcDNA断

片 は制 限酵 素EcoRIで 切 断 した後 プ ラス ミ ドpSP73(Promega)に ク ロ ーニ ング した、 ポ

リメ ラー ゼ伸 長 反応 に用 い た プ ラ イマ ー は以 下 の 通 りで あ る。

プ ラ イマ ー1(5冒)-GCGAATTCGAYGTNCCNAAYCCNAA-(3▼)

プ ライ マ ー2(5「)-ATGAATTCTTRAANACYTCRTGRAA-(3')

N,R,Yは そ れ ぞ れ全 塩 基 、 プ リ ン、 ピ リ ミジ ン を表 わ す 。5,端 のEcoRI切 断 部位 を下線 で

示 した 。

10)NCBPの 全 長cDNAの 単 離

逆 転 写 ポ リメ ラー ゼ伸 長 反 応 に よっ て得 られ たcDNA断 片 をジ ゴキシ ゲニ ンで標 識 し、

これ をプ ロー ブ と して λgtlOHeLa細 胞cDNAラ イ ブ ラ リー をス ク リーニ ング してNCBP

の全 長 を コー ドす る ク ロ ー ン を得 た。DNAの 標 識 及 び検 出 につ い て は 、Boehdnger

Mannheim社 の キ ッ トを用 い た。 また 、 λgt10HeLa細 胞cDNAラ イ ブ ラ リー は、東 京工 業

大 学 理 工 学 部 の半 田宏 先 生 よ り分 与 して い ただ い た.

12)プ ラス ミ ド

トラ ンス フェ ク シ ョンに用 い た プ ラス ミ ドは以 下 の よ うに して作 製 した 。T7フ ァー

ジ のgenelOタ ンパ ク質 のN末 端 の12ア ミノ酸 を コー ドす るオ リ ゴデ オ キ シ ヌ ク レオチ ド

を合 成 して ア ニ ー ル した後 、NCBPのcDNAの51末 端 のBamHI部 位 に挿 入 した、 この 断片

を高発 現 ベ ク ターpEF-BOS(MizushimaandNagatal990)のXbaI部 位 に ク ローニ ング した

(pEF-BOSIT7NCBP)。 また 、N末 端 か ら70ア ミ ノ酸 の 部 分 の み を持 つ プ ラス ミ ド、

pEFBOSIBglは 、NCBPcDNAの5宋 端 のEcoRI-Bg111断 片 を用 い た。 この 部 分 の み を欠 失

した プ ラス ミ ド、pEF-BOS/△Bg1はNCBPcDNAか らBamHI-BgllI断 片 を欠 失 させ て作 製 し

た 。 プ ラス ミ ドpEFBOSは 京 都 大 学 医 学 部 の 國定 隆 弘 先 生 よ り分 与 して い た だ い た。 オ

リ ゴデ オ キ シヌ ク レオチ ドの 配 列 は以 下 の 通 りで あ る。

セ ンス鎖(5')-GATCCATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCG-(3')

ア ンチ セ ンス鎖 ●(5')-GATCCGACCCATTTGCTGTCCACCAGTCATGCTAGCCATG-(3')

13)ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト及 び サ ザ ン プ ロ ッ ト

ノ ー ザ ン プ ロ ッ トは 、 以 下 の 手 川頁で 行 っ た 。1レ ー ンあ た り2μgのHeLa細 胞 由 来 の ポ

リ(A)+RNAを1%ホ ル ム ア ミ ドア ガ ロ ー ス に電 気 泳 動 後(Sambrooketal.1989)、

HybondNメ ン ブ レ ン(Amersham)に プ ロ ッ ト した 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は50%ホ

ル ム ア ミ ド、5XSSC、1%ブ ロ ッ キ ン グ リエ ー ジ ェ ン ト(BoehringerMannheim)、

0.1%N一 ラ ウ リ ル ザ ル コ シ ン 、0。02%SDSの 組 成 中 で42℃ で12時 間 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン後 、 メ ン ブ レ ン を 室 温 で2XSSC、0.1%SDSの 条 件 で 洗 い 、 さ ら に42℃ で

0.2XSSC、0.1%SDSの 条 件 で 洗 っ て オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を取 っ た 。 サ ザ ン プ ロ ッ トは 、
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1レ ー ンあ た り2μgのHeLa細 胞 由来 の ゲ ノ ムDNAを 制 限 酵素 で切 断 し、0 .7%ア ガ ロー

ス ゲ ル電 気 泳 動 を行 っ た。 そ の 後 の操 作 は ノ ーザ ンプ ロ ッ トと同様 に行 っ た
。

14)細 胞 培 養 と トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン

HeLa細 胞 は 、牛 血 清 を10%含 んだ ダ ルベ ッコ変 法培 地(ニ ッス イ)で 、37℃ 、CO2存

在 下 で培 養 した。 トラ ンス フ ェ ク シ ョンは リ ン酸 カル シ ウム法(Sambrooketal.198g)

を用 い た。 直径60mmの 培 養 皿 でHeLa細 胞 が約2×105cells/mlに なる よ うに培 養 し、そ こ

に10μ9の フ.ラス ミ ドDNAを 加 え た 。24時 間 後 に細 胞 をPBSで 洗 って か ら回収 し、蛍 光

染 色 や ウェ ス タ ンブ ロ ッ トに用 い た。

15)細 胞 の蛍 光 染 色

蛍 光 染色 は お もにHarlowとDane(1988)の 方 法 に従 った 、ホ ル ムア ル デ ヒ ド処理 に よ っ

て 固定 したHeLa細 胞 に、 一 次抗 体 と して抗hnRNPC抗 体(Choi&Dreyfussl984)ま た は

抗T7ペ プ チ ド抗 体(Novagen)をPBSで そ れ ぞ れ1000倍 に希 釈 して加 え 、室 温 で1時 間処

理 した。PBSで よ く洗 浄 した後 、 二 次 抗 体 と して フル オ レセ イ ン標 識 した抗 マ ウス抗 体

(DAKOAIS)を300倍 に希 釈 して用 い た 。 そ の後 蛍 光顕 微 鏡(KARLZEISS,model

AXIOPHOTOFL)を 用 い て蛍 光 を観 察 した 。

16)ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト

HeLa細 胞 をLeeとGreen(1990)の 方 法 に従 っ て核 画 分 と細 胞 質 画分 に分 画 し、細 胞 当

りの量 が 同 じに な る よ うに して15%SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電 気 泳動 を行 っ た。 そ

の 後 ニ トロセ ル ロー ス膜(Schleicher&Schuell)に うつ し、5%ス キム ミル ク(Difco)で

ブ ロ ッキ ング した。 そ の後 一次 抗 体 と して抗hnRNPC抗 体 また は抗T7ペ プ チ ド抗体(

Novagen)をNET-2溶 液(10mMTris-clpH8.0,150mMNaCl,0.2mMEDTA)で そ れぞ れ

1000倍 に希釈 して加 え 、室 温 で1時 間処 理 した。NET-2溶 液 で よ く洗 浄 した後 、 二 次抗

体 と して アル カ リフ ォス フ ァター ゼ を結 合 させ た抗 マ ウス抗 体(Amersham)を1000倍

に希 釈 して用 い た。 そ の後ECLキ ッ ト(Amersham)で 発 光 させ 、 フ ィル ム(

HyPernlm-ECL、Amersham)に 感 光 させ た。

18)酵 母Two-HybridSystemを 用 い たlnteractionCloning法

こ の 方 法 はZervosら(1993)の 方 法 に従 っ て お り、 そ れ に必 要 な プ ラ ス ミ ドやcDNA

ラ イ ブ ラ リ ー 、 酵 母 は 分 与 して い た だ い た 。NCBPのcDNAをLexAと の 融 合 タ ンパ ク質

発 現 プ ラ ス ミ ド(pEG202)のEcoRLXhoI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ した(pEG-NCBP)。 こ の

プ ラ ス ミ ド と β 一 ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 持 つ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド(pSHI8-34)と

共 に 酵 母EGY48(ura3,his3,trpl,LexAop-leu2)に 酢 酸 リ チ ウ ム 法(GuthheandFinklggl)
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で ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン した ・ こ の 酵 母 にHeLa細 胞 由 来 のcDNAラ イ ブ ラ リー4μ9

を トラ ンス フ ォー メ ー シ ョ ン し 、Glucose-His--Ura--Trp一 の プ レー ト150枚 に 広 げ た 。 こ の

後 コ ロ ニ ー 同 士 が 重 な ら な い う ち に コ ロ ニ ー を か き取 り、NCBPの ラ イ ブ ラ リ ー と した 。

こ の ラ イ ブ ラ リ ー のGlucose-His--Ura--Trp一 プ レ ー ト上 で の タ イ タ ー を 計 り、 そ の タ イ タ

ー か らの 計 算 上1 .5xlO7個 の コ ロ ニ ー が 出 る量 だ けGalactose-His--Ura--Trp--Leu一 プ レ ー ト

に ま い た 。30℃ で 保 温 後(以 後 特 に 断 ら な い か ぎ り培 養 は30℃ で 行 っ た)、 出 て き た コ

ロ ニ ー を 仮 の 陽 性 ク ロ ー ン と した 。 そ の 後 出 て き た コ ロ ニ ー をGlucoseとGalactoseの

His囑一Ura--Trp一 プ レ ー トに 広 げ 、 ナ イ ロ ン膜(BIODYNE,Pall)に 移 した 後 液 体 窒 素 に 浸

し、X-gal(5一 プ ロ モ ー4一 ク ロ ロ ー3一 イ ン ド リル ー β 一D一 ガ ラ ク トシ ド)を 含 ん

だZバ ッ フ ァ ー(60mMNa2HPO4,40mMNaH2PO4,10mMKCI,lmMMgSO4,39mMβ

一mercatoethanol)を 浸 し た 濾 紙 に乗 せ 、30℃ で 保 温 した 。 こ の 時Galactoseの プ レー ト上 で

広 げ た と き の み 青 く発 色 し た も の を 陽 性 ク ロ ー ン と し た 。 さ ら に こ の 陽 性 ク ロ ー ン を

GlucoseとGalactoseの プ レー トに広 げ 、Galactose-His層 一Ura'-Trp--Leu一 プ レー ト上 に しか 生

育 し な い こ と を確 か め た 。

18)cDNAを 含 む プ ラス ミ ドの 回収

上 記 の様 に して選 択 した 陽性 ク ロ ー ンを液 体 選 択 培 地(Glucose-His--Ura--Trp')で 、

波 長600nmで の吸 収 が1.0に な る まで 培 養 した.そ の後1.5m1分 の培 養 液化 ら酵 母 を回収

し、酵 母DNA抽 出用 試 薬(2%TritonX-100,1%SDS,100mMNaCl,10mMTris-clpH8.0,

lmMNa2EDTA)200μ1に 懸 濁 し、等 量 の フ ェノ ー ル ク ロ ロ フ ォル ム と0.3μ9の グ ラ

ス ビー ズ(Sigma)を 加 え、2分 間 ヴ ォル テ ックス した 。 遠心 して上 清50μ1を 回収 し、

そ の うち1μ1を 大 腸 菌KC8株(こ の株 は駐pC9830の 遺 伝 子 型 を持 ち、 ラ イ ブ ラ リー プ ラ

ス ミ ド上 の酵 母 のTRP1遺 伝 子 は これ を相 補 で きる)に トラ ンス フ ォー メー シ ョ ン した。

この大 腸 菌 か らプ ラス ミ ドを 回収 した後 、 そのcDNA断 片 をpSP73(Promega)に ク ロー

ニ ング し、塩 基 配列 の解 析 を行 った 。

19)酵 母細 胞 抽 出 液 の 調 製

酵 母 を液体 選 択 培 地 で 波 長600nmで の吸 収 が0.8-1.0に な る よ うに培 養 し、 そ の1ml分

の培 養 液 か ら酵 母 を 回収 した。 この 酵 母 を氷 冷 したバ ッフ ァーD(Dignametal.1983)に

懸 濁 し、 グ ラス ビー ズ を液 面 ま で加 え た。 この と きバ ッ フ ァーDにlmMDTT,0・2mM

PAMSF,lmMaprotinin,ImMLeupeptin,lmMPeptasratinを タ ンパ ク質 分解 酵 素 阻害剤 と し

て加 え た 。30秒 間 の ヴ ォル テ ックス の 後30秒 間 氷 中で 冷 や す こ とを1セ ッ トと し・ これ

を3セ ッ ト行 っ た、 遠心(5000rpm,4℃,5分)し て上 清 を 回収 した後 、14000rpm,4℃,15

分 間遠 心 し、 そ の 上 清 を酵 母 細 胞 抽 出液 と した 。

20)β 一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ 活 性 の 測 定
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酵 母 の 一 晩培 養 液 を液体 選択 培 地 で 波 長600nmで の吸 収 が0.25に な る よ うに希 釈 し、

05-1.0に な る まで 培 養 した 。 この培 養 液lml分 の 酵 母 を集 め て600μ1のZバ ッ フ ァー に懸

濁 し、 そ の うち の100μ1を 用 い て波 長600nmで の吸 収 を測 定 した 。残 りの500叫 に40mlの

ク ロ ロ フ ォル ム と25mlの0.1%SDSを 加 え、10秒 間 ヴ ォル テ ックス した。 そ の後5分 間28

℃ で保 温 し、100国 の4mg/mlONPG溶 液(o一 ニ トロ フェ ニル ー β一D一 ガ ラ ク トシ ド)

を加 え る こ とに よ り反応 を開 始 した。28℃ で保 温 しなが ら5分 間 ごと に溶 液 の色 をチ ェ ッ

ク し、 薄 い黄 色 に な っ た ら250μ1のIMNa2CO3を 加 え て反応 を停 止 させ た。 この と き反

応時 間 を測 定 し、記 録 した 。 反 応停 止 後 上 清 を回収 し、 波長420nmで の吸 収 を測 定 した。

β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活性 は以 下 の 計 算 式 に よ り算 出 した。

OD420×1000/(OD600X反 応 時 間)
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第三章 結果

部一第

果

1nv1的 ス プライシ ング反応 におけるキ ャップ構造 のスプライシ ング反応促進効

序論 で も述 べ た通 り、 キ ャ ップ構 造 はス プ ラ イ シ ング反応 に関 与 してい る こ とが示 唆

され て い た(Kraineretal.1984)。 しか し、 キ ャ ッ プ構 造 の及 ぼす 影 響 を考 え る場 合 、

mRNA前 駆体 を安 定 化 させ る とい う効 果 を持 つ た め 、 キ ャ ップ構 造 に よる影響 が 二次 的

な もの であ る とい う可 能性 が付 きま と うこ とに な る。 そ こで 、我 々の研 究 室 で は、 キ ャ ッ

プ構 造 の効 果 をmRNA前 駆 体 の安 定 性 と切 り離 して考 え る こ との で きる系 と して、 二種

類 の キ ャ ッ プ構 造 類 似 体 を用 い たmRNA前 駆 体 を用 い た ス プ ライ シ ン グ反 応 系 を開発 し

た(lnoueetal.1989)。 す な わ ち通 常 のm7GpppNを 用 い て プ ラ イ ミ ン グ したmRNA前 駆

体 の他 に、 プ ラ イマ ー と してApppGと い うジ ヌ ク レオ チ ド(図10)を 用 い る こ と に よ

り安定性 は ほぼ変わ らな いmRNA前 駆体 を合 成 した(こ れ以 後、 このmRNA前 駆体 をキ ャ ッ

プ構 造 を持 た ないmRNA前 駆 体 と呼 ぶ こ とにす る)。 キ ャ ップ構 造 を持 た な いmRNA前

駆体 は、 ス プ ラ イ シ ング反 応 中安 定 で あ る が 、 ス フ.ライ シ ング効 率 が 通常 の キ ャ ッ プ構

造 を持 つ もの よ り低 い こ とが 観 察 され た(図11B、 レー ン6)。 この結 果 、 キ ャ ップ

構造 はス プ ラ イ シ ング反 応 に積 極 的 に 関与 し、促 進 す る こ とが 示 さ れ た。 また序 論 で も

述 べ たが 、1ηvf面 ス プ ラ イ シ ング反 応 は、 ス プ ラ イス ソー ム形 成 の後 及 び 第 一段 階 の反

応後 停止 させ るこ とが で きる(KrainerandM{血atis1985)。 そ こで 、2種 類 の異 なる キャ ッ

プ構 造 を持 つmRNA前 駆 体 とfηvf孟mス プ ライ シ ング反応 系 を用 い て 、 キ ャ ップ構 造 に よ

る ス プ ラ イ シ ング反 応 促 進 効 果 が ス プ ライ シ ン グ反応 の どの段 階 に見 られ るか を解 析 す

る こ とに した。
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図10二 種類 のキ ャップ構造類似体

fηv1置ro転写反応 の際 にプライマー と して加 えた二種類の ジヌクレオチ ドプライ

マーの構 造 を示 した。
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第一節 単 一 の イ ン トロ ンを持つmRNA前 駆体 の1ηvf`roス プラ イシ ング反応 にお ける キャ ッ

プ構 造 の効 果

ス プ ラ イ シ ング反 応 を解 析 す る上 で 最 も簡 単 な モ デ ル系 と して、 二 つ の エ キ ソ ン とそ

の 間 の イ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆 体 を用 い たfηv1面 ス フ.ライ シ ング反応 系 が 一般 に よ

く用 い られ る。 我 々 の研 究 室 で は 、 ニ ワ トリ δ一 ク リス タ リ ン遺 伝 子 由来 のmRNA前 駆

体 を用 い てい る(Sakamotoetal.1987)。 このmRNA前 駆体 はfηvf`roス プ ラ イ シ ング反応

系 に お い て効 率 よ くス プ ラ イ シ ン グ を受 け る(図11B、 レー ン3)。 この 通常 の核 抽

出液 を用 い た反 応 にお い て、 キ ャ ッフo構造 はス プ ラ イシ ング を数 倍促 進 した(図11B、

レー ン3と6)。 前 述 の 通 り、1ηv1`roス プ ラ イ シ ング反応 は 、熱 処 理 した核 抽 出液 を用

い る こ と に よ り第 一段 階 の 反応 後停 止 させ る こ とが で き る(Krainereta1.1985)。 この

系 と2種 類 の異 な った キ ャ ッ プ構 造 を持 つmRNA前 駆体 を用 い たfηv1面 ス プ ラ イ シ ング

反応 を行 っ た。 図11Cに 示 した よう に、 キ ャ ップ構 造 を持 つmRNA前 駆 体 で は、 ス プ

ラ イ シ ング反 応 の 第 一段 階 の 反 応 が 効 率 よ く起 こ り、 そ の産 物 で あ る5'エ キ ソ ン とラ リ

ア ッ ト反 応 中 間体 が 観 察 さ れ た(レ ー ン3、4)。 これ に対 して キ ャ ップ構 造 を持 た な

いmRNA前 駆体 の 場 合 、 第一 段 階 の 反応 は ほ と ん ど起 こ らず 、5'エ キ ソ ンや ラ リア ッ ト

型 反応 中 間体 もほ とん ど観 察 され な い(レ ー ン6-8)。 この こ とか ら、 キ ャ ップ構 造

に よるス プ ラ イ シ ング 反応 促 進効 果 は 、 第 一段 階 の反 応 まで の過 程 に お い て見 られ る こ

とが 明 らか に な っ た。 ま た この と き、熱 処 理 を して い な い通 常 の核 抽 出液 を用 い た場合

よ り も、 キ ャ ップ構 造 の有 無 に よ るス プ ラ イ シ ン グ反応 効 率 の違 いが 大 きい こ とが観 察

さ れ た。

次 に 、 この キ ャ ッ プ構 造 に よる促 進効 果 が 、 さ らに初 期 の過 程 で あ る ス プ ラ イス ソー

ム形 成 の過 程 ま で に み られ る か ど うか を調 べ た。 血vf肋 ス プ ラ イ シ ン グ反 応 系 で は、 反

応 系 にEDTAを 加 え る こ とに よ り、 ス プ ラ イ シ ング反 応 を ス プ ラ イス ソー ム形 成 の 後 で

停 止 させ る こ とが で きる(Abmayreta1.1988)。2種 類 のmRNA前 駆体 を用 い た ス プ ラ

イ シ ン グ反 応 系 にEDTAを 加 え 、そ の 後 グ リセ ロー ル の密 度 勾 配 遠 心 法 に よ りス プ ラ イ
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図11単 一のイ ン トロンを持つmRNA前 駆体 のfηv1面ス プライシング反応 におけ

るキ ャップ構 造の効 果

(A)本 節 の実 験 に用 い たmRNA前 駆体 の構i造

エ キ ソ ン を表 す 箱 の 中 の数 字 お よび直 線 上 の ア ル フ ァベ ッ トは、 そ れ ぞ れ ニ ワ

トリ δ一 ク リス タ リ ン遺 伝 子 の特 定 の エ キ ソ ン とイ ン トロ ンを表 す 。各 エ キ ソ ン、

イ ン トロ ンの 長 さ を各 々 の上 に ヌ ク レオ チ ド長 で示 した。

δEX14-15mRNA前 駆体 を[α 一32P]存 在 下 で合 成 して 反応 に用 い た。 プ ラ イ マ ー

と してm7GpppGを 用 い た場 合 をm7Gで 、ApppGを 用 い た場 合 をAで 示 した.mRNA

前 駆 体 をHeLa細 胞 核 抽 出液 と混 合 して30℃ で 各 レー ン に示 した時 間保 温 し、RNA

産 物 を8M尿 素 を含 む6%ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳動 後 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を

とっ た。 各RNA産 物 の構 造 を模 式 的 に示 した 。

(B)通 常 の1ηv1肋 ス プ ラ イ シ ン グ反応

(C)熱 処 理 した 核 抽 出 液 を用 い た1ηvf`roス プ ラ イ シ ン グ反 応

52



結果

CPM

12000

10000

8000

6000

4000

2000

'

'

'、

＼

30S竃

:rr7GpppG

ApppG

fraction
topnumber

図12単 一 の イ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆体 の ス プ ライ ス ソ ー ム形 成 にお け る

キ ャ ップ構造 の 効 果 一1

通常 のfηvf面スプ ライシ ング反応液 にEDTAを 加 えて30℃ で15分 間保温 し、 グリ

セ ロールの密度勾 配遠心法 を用 いて反応液 を分画 した。その後各画分の放射活性

を測 定 し、 プロ ッ トした。 グラフ中に各 ピー クの沈 降係数 を示 し、ス プライス ソ

ーム を含 む ピークを矢印で示 した。 また、実線 はキャ ップ構造 を持つmRNA前 駆

体 を用 い た場合 を表 し、破 線 はキ ャッフ.構造 を持 たないmRNA前 駆体 を用 いた場

合 を表す。
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スソームを分画 し、放射活性 を調べ るこ とに よりス プライス ソーム形成 を観察 した。 キャッ

プ構造 を持つmRNA前 駆体 の場合 、15分 の段階 では沈 降係 数が65S,45S,30Sの3つ の複

合体が観察 され た(図12)。65Sの 画分 に核抽 出液 とATPを 新 た に加 えて保存す る と

効率 よ くス プライシ ング反応 が起 こったこ とか ら(デ ー タは示 さず)、 スプライス ソー

ム はこの画分 に含 まれてい ると考 え られた。 また、45Sの 複合体 にはスプ ライスソーム

の前 駆体 が含 まれてい ると考 え られ、30Sの 複合体 は非特異 的な複合体 である ことが考

え られ る(Sawaetal.1988)。30Sの 複合体 につい ては、 キャ ップ構 造 を持 つmRNA前 駆

体 と持 たないmRNA前 駆体 の両方 でみ られた。 しか し、45Sの 複合体 の形成 はキ ャップ

構 造の有無 によって少 し差 が見 られ、65Sの 複合体 は この段階 ではキ ャップ構 造 を持つ

mRNA前 駆体 でのみ観察 された(図12>。 以前 にス プライス ソーム形成 はキ ャップ構

造 に より促 進 される ことが示唆 されていたが(Patzelteta1.1987)、mRNA前 駆体 の安定

性 の問題 が切 り離せ なか ったため 、キ ャップ構造 が積極 的に関与 しているか どうかは明

らかに されてい なか った。今 回我 々の実験系 を用 いる ことに よ り、キ ャップ構造 に よる

スプ ライシング反応促 進効 果 は、スプライシ ング反応 の最 も初期 の過程 であるス プライ

ス ソーム形成 の過程 までに見 られる ことが わかった。 さ らに このスプライスソーム形成

過程 を詳 しく解析 す るため 、グ リセロール密度勾 配遠心法 と同様 にスプライスソームを

分離す る方法で あるRNPゲ ル電気 泳動 を用 いた(KonarskaandShalpl986)。 この方法

は、mRNA前 駆体 と核抽 出液 をス プライシ ング反応 条件 下で混合 し、非変性条件 下で ポ

リア クリル ア ミ ドゲル電気泳動 を行 うものである。 この実験系を用 いて同様 の解析 を行 っ

た。図13に 示 す ように、 キャ ップ構造 を持つmRNA前 駆体 ではスプ ライスソームの形

成過程 の特 異的 な複合 体(complexA,B,C)が 観察 される(レ ー ン2-6)。 一方キ ャッ

プ構造 を持 た ないmRNA前 駆体 の場合 は、最 も初期 の複合体で あるAは 少 し弱 いが形成

され る。 しか し、 その後 の複合体 に移行 す るのが遅い ことが明 らかになった(レ ー ン8

-12) 。 この こ とよ り、キ ャップ構 造 による促 進効 果は、スプライスソーム形成過程

において もよ り初期 の過程 、す なわちcomplexAの 形成の過程かそれ以前にみ られるこ

とが 明 らか になった。
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図13単 一 の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 の ス フ.ライス ソー ム形 成 に お け る

キ ャ ップ構 造 の効 果 一II

キ ャ ッ プ構 造 を持 つmRNA前 駆 体(m7G)と 持 た ない もの(A)を 用 い て通 常 の

fηv1`roスプ ライ シ ン グ反応 を行 な った後 、 ヘパ リ ン を加 えて氷 中 に15分 静 置 した。

そ の後4%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 を行 な い、 ス プ ラ イス ソー ム の形 成 を

観 察 した 。 ス プ ラ イス ソ ー ムのH、A、Bの 複 合 体 の 位 置 を図 の 右 に示 した 。
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第二節 二 つの イン トロ ンを持つmRNA前 駆体の1ηv1㈲スプライシ ング反応 にお けるキャッ

プ構造 の効 果

単 一 の イ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆体 の 場 合 、 キ ャ ップ構 造 に よる ス プ ラ イ シ ング反

応 促 進効 果 は、 ス プ ライ シ ン グ反応 の もっ と も初 期 の 過 程 で あ るス プ ラ イ ス ソ ー ム形成

まで に見 られ る こ とが 明 らか に な っ た、 キ ャ ップ構造 に よる ス プ ラ イ シ ング反 応促 進効

果 は、 二 つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 の場 合 、 キ ャ ップ構 造 に近 い イ ン トロ ンす

なわ ち上 流 側 の イ ン トロ ンに の み見 られ る(Ohnoetal.1987、Inoueeta1.1989)。 そ こ

で 、 二 つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 の場 合 に も同様 の結 果 が 得 られ るか ど うか を

調 べ た。 この実 験 に用 い たnlRNA前 駆体 は、 第 一 節 で用 い たmRNA前 駆体 が 二 つ 重複 し

た形 に な っ て い る(図14A、Inoueetal.1989)。 これ は 二 つ の イ ン トロ ンに よっ てス

プ ライ シ ン グ反応 効 率 が 異 な っ て しま う こ とを防 ぐため で あ るが 、 イ ン トロ ンの 長 さが

全 く同 じで あ るた め 反応 中 間体 の解 析 が で きな い。 そ こ で、 上 流 側 の イ ン トロ ン中 に欠

失 を導 入 し、 イ ン トロ ンの長 さ を変 えて あ る(図14A、Inoueeta1.1989)。 この 欠失

を導 入 して も イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング効 率 に変 化 が な い こ とは予 め確 認 してあ る(

Inoueetal.1989)。 このmRNA前 駆体 を用 い て 、 第 一 章 の実 験 と同様 に して キ ャ ッ フ.構

造 に よ るス プ ラ イ シ ング反 応 促 進効 果 が どの段 階 に見 られ る か を調 べ た。 まず 、何 も処

理 を して い ない 正常 な核 抽 出 液 を用 い た1ηyf孟roスプ ライ シ ング反 応 を行 っ た。 この

mRNA前 駆 体 を用 い た場 合 、最 終産 物 にい た る経 路 と して 、二 通 りの ス プ ラ イ シ ング経

路 が考 え られ る。 す な わ ち 、上 流 側 の イ ン トロ ンが 先 に 除去 さ れ る場 合 と(図14B左

側)、 下流 側 の イ ン トロ ンが 先 に 除去 さ れ る場 合(図14B右 側)で あ る。 図15に 示

す よ う に、 キ ャ ッ プ構 造 を持 つmRNA前 駆 体 で は、上 流 側 の イ ン トロ ンが 除 去 され た 産

物(図 中○ 印)が 効 率 よ く産 生 さ れ、 最 終 産 物 で あ る三 つ の エ キ ソ ンが連 結 したmRNA

(図 中口 印)が よ り早 く蓄 積 す る の が観 察 され た(レ ー ン3、4)。 しか し、 キ ャ ップ

構 造 を持 た な いmRNA前 駆 体 を用 い た 場合 、 下 流側 の イ ン トロ ンが 除去 され た産 物(図

中△ 印)の 産 生 は キ ャ ップ構 造 を持 つmRNA前 駆体 の 場合 と変 わ ら ない か そ れ 以上 で あ
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図14二 つ の イ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆 体 とそ の ス プ ラ イ シ ン グ経 路

(A)本 節 の実験 に用 い たmRNA前 駆体 の模式図

本節で用 いたmRNA前 駆体 の構造 を模式 図で図11と 同様 に示 した。上流側 の イ

ン トロ ンには欠失 を導入 してあ る。

(B)本 節 で用 いたmRNA前 駆体 を例 にと り、三 つのエキソ ンと二つの イン トロン

を持つmRNA前 駆体 か らmRNAが 産生 される経路 を模式的 に示 した。A型 のRNA産

物 を経 由す る左側 の経路 は上流側 のイ ン トロ ンが先 に除去 される経路 を示 し、B型

を経 由す る右側 の経路 は下流側の イ ン トロンが先 に除去 される経路 を示す。
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図15二 つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 のfηvゴfroスプ ライ シ ング反応 にお け

る キ ャ ップ構 造 の効 果 一1

δEX14-15△N/14-15(DN)mRNA前 駆 体 を 、[α 一32P]存 在 下 で プ ラ イマ ー と して

m7GpppGま た はApppGを 用 い て合 成 し、 反応 に用 い た。 これ らのmRNA前 駆 体 を

HeLa細 胞 核 抽 出液 と混 合 して30℃ で各 レー ン に示 した時 間保 温 し、8M尿 素 を含 む

6%ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電 気 泳動 で解 析 後 オ ー トラ ジ オ グ ラム を とっ た。 主 要

なRNA産 物 の構造 を図 の 右 側 に模 式 的 に示 した。
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るに もかか わ らず、上 流側の イ ン トロ ンが除去 され た産物の産生 はほとん ど見 られなか っ

た。 さ らに、それ と同時 に、最終産物の蓄積 もキ ャップ構造 を持つmRNA前 駆体 の場合

と比べ て遅 い ことが観 察 された。(レ ー ン7、8)。 欠失 を下流側 の イン トロンに導入

したmRNA前 駆体 を用 いて も同様 の結 果が得 られたこ とか ら(デ ータは示 さず)、 イ ン

トロ ンに導入 した欠失 に よる ものでは ない と考 えられ る。 これ らの ことよ り、キ ャップ

構 造 に よるス プライシ ング反応促進効果 は、上 流側 の イ ン トロンにのみ及ぶ ことが示 さ

れた。次 に、 この キ ャップ構造 に よる効 果が、ス プライシング反応 の第一段 階の反応 ま

で において見 られ るか どうか を調べ た。熱処理 した核抽 出液 とこのmRNA前 駆体 を用 い

てfηvf飽スプライシ ング反応 を行 った場合 、やは り二 つの経路 が考え られ る(図16)。

上 流側 の イ ン トロ ンで第一段 階の反応 が起 こる場合 と下流側 の イン トロンで第一段 階の

反応 が起 こる場合 であ る。 いず れの場合 も、最終産 物 と して5'エ キソ ン(エ キ ソン14)

と二種類 の ラ リア ッ ト型反応 中間体 が観 察 され ると期待 され る(図16)。 実際 に反応

を行 った ところ、 図17に 示す ように、キ ャッフ.構造 を持つmRNA前 駆体 では、上流側

の イ ン トロ ンで第一段 階の反応 が起 こった産物(図 中● 印)と 下流側 のイ ン トロンで反

応 が起 こった産物(図 中■ 印)の 両方が観 察 され たが(レ ー ン3、4)、 キ ャップ構造

を持 たないmRNA前 駆体 の場合 は下流側 のイ ン トロ ンで反応が起 こった産物 しか観察 さ

れ なか った(レ ー ン7、8)。 この ことか ら、単 一のイ ン トロ ンを持つmRNA前 駆体 で

み られたの と同様 に、キ ャ ップ構造 による促 進効 果 はス プライシング反応 の第一段階の

反応 までに見 られ ることが 明 らか になった。 また、キ ャップ構造 を持つmRNA前 駆体 で

のみ、図 中*印 で示 した産物が観 察 され た(レ ー ン3、4)。 この産物 をポ リア クリル

ア ミ ドゲルか ら回収 し、その構 造 を解析 した ところ、上流側 と下流側 の両方の イン トロ

ンで第一段階 の反応 が起 こった産物で、 キメラエ キソ ン(エ キソン1514)を 持 つ ラリ

ア ッ ト型反応 中間体 であ るこ とが明 らか になった(デ ー タは示 さず)。 前 述の通 り、 こ

れ はこの反応系 におけ る最 終産物 であ ることか ら、キ ャップ構造 が存在す るmRNA前 駆

体 で は、上流側 のイ ン トロンでの反応が効 率 よ く起 こ り、その後下流側の イ ン トロ ンで

も反応 が起 こる と考 え られ る。その根拠 は、 キャ ップ構 造 を持 つmRNA前 駆体 の場合 、
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図16二 つ のイ ン トロンを持 つmRNA前 駆体 の第 一段階の反応経路

本節で用 いたmRNA前 駆体 を例 に と り、二 つのイ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆体 の

第一段階 の反応 の二通 りの経路 を図!4と 同様 に示 した。
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図17二 つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体 のfηvノ肋 ス プ ラ イ シ ング反応 に お け

る キ ャ ップ構造 の効 果 一II

δEXl4-15△N/14-15(DN)mRNA前 駆体 を熱処 理 したHeLa細 胞核 抽 出 液 と混 合 し、

30℃ で 各 レー ンに示 した 時 間保 温 した 後 、 図15と 同様 の解 析 を行 な った。 主 要

なRNA産 物 の構 造 を図 の 右 側 に模 式 的 に示 した。
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上流側 で反応 が起 こった産 物(図 中● 印)が 、下流側 の産物 よ りもよ り早 く観察 され る

とい うこ とで あ る(レ ー ン2)。 また、下流側 の イン トロ ンでの反応 は、 キャ ップ構 造

の有 無 に関係 な く同程 度 に起 こる ことか ら、キ ャ ップ構 造 による促 進効 果 は上流側の イ

ン トロ ンにのみ及ぶ こ とが 明 らかに な り、 さらに、二つの イ ン トロ ンにお いてス プライ

ス ソーム形成 は独 立 に起 こる ことが示唆 された。
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第二部 核内キャップ構造結合因子

第一節 核抽出液の処理とキャップ構造結合活性

序 論で も述べ たが、核抽 出液 をあ らか じめキ ャ ップ構造類似体 で処理す る と、キ ャッ

フ精 造 によるスプライシング反応促進効果は見 られ なくなる(EderyandSonenbergl985)。

また、 ア フリカツメガエ ルの卵母細胞核へ の微量 注入実験 において も、キ ャ ップ構造 を

持つcompetiterRNAを 同時 に注入す る と促 進効果が見 られ な くなる(lnoueeta1.1989)。

これ らの現象 は、 キ ャップ構造 に よる促進効 果 は、核 内 に存在 す るキャ ップ構造認識 因

子 に よって担 われ ている ことを強 く示唆 す る ものであ る。そ こで筆 者 らは、RNAを プロ

ーブ とす るゲ ル移動度 シフ ト法 を開発 す るこ とで、 キャ ップ構 造 に特異的 に結合 す るタ

ンパ ク質 をHeLa細 胞核抽 出液 中に同定 し、 ほぼhomogeneityに まで精製 した(Ohnoetal.

1990)。 さ らに、 この タンパ ク質 は、既知 のス プライシング因子で あるU2-snRNPと 部

分的 にで はあるが会合 していることが免 疫沈降実験か ら明 らかにな り(Ohnoetal.1990)、

キ ャ ップ構 造 に よるス プライシ ング反応促進効 果 を担 う因子の候補 と考 え られた。第一

章で行 った実験 か ら、熱処理 した核抽 出液 やEDTAを 加 えた核抽 出液 で もキ ャップ構 造

に よる促進効 果 は見 られるこ とが明 らかになった、 そ こで、 このキ ャップ構 造結合 タン

パ ク質が 、第一章での実験の条件下 で もキ ャップ構造 に結合 しているかをゲル移動度 シ

フ ト法 を用 いて調べ た。

まず 、熱処理 した核 抽出液 を用 いてゲル移動度 シ フ ト法 を行 った。HeLa細 胞核抽 出液

を45℃ で様 々 な時間熱処理 し、ゲル移動度 シフ ト法 に用 いた(材 料 と方法参照)。 熱処

理 を10分 間行 った核 抽出液 をfηv1`mス プ ライシ ング反応 に用 いる と、ス プライシング反

応 は第 一段 階の反応 の後停止す る(図11C)。 この条件 のHeLa細 胞核抽 出液 をゲル移

動度 シ フ ト法 に用 いた ところ、キ ャ ップ構造 への結合活性 は熱処理 してい ないもの と同

程 度 に見 られ た(図18、 レー ン7>。 さ らに、熱処理の時 間を20分 まで長 くして も結

合 活性 は失 われ なか った(レ ー ン12)。
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図18熱 処理 した核抽 出液 を用 いたゲル移動度 シ フ ト法

45℃ で各 レー ン上 に示 した 時 間 熱 処 理 したHeLa細 胞 核 抽 出液 を用 い て ゲル 移 動

度 シ フ ト法 を行 な った 。 キ ャ ッフ.を持 つ フ.ロー ブ をm7G、 持 た な い プ ロー ブ をAで

表 した。 図 中Bで 示 した バ ン ドが キ ャ ップ構 造結 合 タンパ ク質 に よっ て シ フ トした

バ ン ドで あ り、Fで 示 したバ ン ドが フ リー の プ ロー ブの バ ン ドで あ る。 なお 、*で

示 したバ ン ドは フ リー の プ ロー ブ の 二 次構 造 の 異 な る もの の バ ン ドで あ る 。
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次 に、ゲル移動度 シフ ト法の反応液 中に様 々な濃度のEDTAを 加 え、キャ ップ構造結

合活性へ の影響 を調べ た(図19)。1ηv1`roス プライシ ング反応 は、反応 液中に2.5mM

のEDTAを 加 える とス プライス ソー ム形成 の後反応 が停 止す ることが知 られている(

AbmayretaLl988)。 しか し、 この条件 下で も、キ ャ ップ構造 へ の結合活性 は失 われ な

か った(レ ー ン5)。 さらに、EDTA濃 度 を4mMま で上昇 させ て も活性 に変化 はなか っ

た(レ ー ン7)。 また、あ らか じめ核抽 出液 をEDTAで 処理 してか らゲル移動度 シフ ト

法 を行 って も同様 の結果が得 られた(デ ー タは示 さず)。

以上 の結 果か ら、 この キャ ップ構 造結合 タンパ ク質 は、熱処理 した核抽 出液中で も

EDTAを 加 えた核抽 出液 中で も、キ ャップ構造 に結合 しているこ とが明 らか になった。

この キ ャップ構造結合 タ ンパク質 はス プライシング反応 中にmRNA前 駆体 のキ ャ ップ構

造 に結 合 してい ると考 え られ、 キャ ップ構 造 よるスプライシ ング反応促進 に関与 してい

るこ とが示唆 された。

第二節 核 内 キャ ップ構 造結合 タ ンパク質のcDNAの クローニ ング

前節 で述べ た ように、我 々がHeLa細 胞核 抽出液 中に同定 し、精製 した核 内 キャ ップ構・

造結合 タンパ ク質 は、 キ ャップ構造 に よるスプ ライシング反応促 進効 果 を担 う因子 の候

補 であ る。 そ こで、 この因子 を解析 す る ことがキ ャップ構造 によるス プライシ ング反応

促進 の機 能の解 明 につ なが ると考 え、 この因子のcDNA配 列の決定 を試み た。 まず、 こ

の タンパ ク質の ア ミノ酸 配列 を決定す るため、HeLa細 胞核 抽出液か らこの タンパ ク質 を

精製 を試 み た。精製方法 はお もにOhnoら(1990)の 方法 に従 った。ア ミノ酸 配列 を決定

す る場合 、標 品 をで きるだけ多 くした方がそ こか ら得 られる情報 は多 い と考 え られる。

そ こで、最終段 階の カ ラム クロマ トグラフ ィーで あるア フィニテ ィクロマ トグラフィー

には少 し変更 を加 えた。Ohnoら の方法で は、キ ャップ構造 を持 ったRNAをinvitroで 合成

し、 カラムク ロマ トグラ フィーの担体 にシアノジェ ンブ ロマ イ ド(CNBr)を 用 いて結
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図19EDTA存 在下 での ゲル移動度 シフ ト法

各 レー ン上 に示 した濃度 になるように反応液 中にEDTAを 加 え、ゲル移動度 シフ

ト法 を行 なった。 プ ローブの表記 お よび図 中に記号 で示す バン ドは図18と 同様

であ る。
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合 させ る こ と に よ り作 製 した(Ohnoeta1.1990)。 しか し、 この 方 法 で は、CNBrは 劇 薬

で あ るため 、 キ ャップ構 造が 影 響 を受 け て構造 が 変 化 して い る こ と も考 え られ る。 また 、

RNAの どの 部 分 が 担 体 に結 合 す るか わ か らな い ため 、 キ ャ ップ構造 の ご く近 傍 が 担体 に

結 合 す る可 能性 もあ る。 こ の キ ャ ップ構 造 結 合 タ ンパ ク質 は細 胞 質 キ ャ ップ構造 結 合 タ

ンパ ク質elF-4Eと は異 な り、m7GTP一 セ フ ァロー ス に は結合 しな い こ とが わ か っ て い た

(デ ー タは示 さず)。 こ れ は この タ ン パ ク質 の結 合 に は"ス ペ ー サ ー"部 分 とな るRNA

が 必 要 だ か ら と考 え ら れ る。 そ こで 、 よ り穏 和 な条 件 を用 い て 、 この"ス ペ ー サ ー"部

分 を確 保 す る カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー を作 る こ とに よ り、精 製 効 率 を上 げ る こ とが で

きる と考 え て 、 ア ビジ ンー ビ オチ ン複 合 体 を用 い た カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー を作 製 し

た(図20)。1nv1`roでRNAを 合 成 す る際 、UTPの 一部 を ア ミノ ア リルUTP(AA-UTP ,

Sigma)に して お く。AA-UTPは ポ リメ レース の 基 質 と して取 り込 まれ るた め 、RNAは そ

の ウ ラ シル の 配列 の うちの い くつ か にAA-UTPを 持 つ こ と に な る。 そ して このRNAを

RubyとAbelsonの 方 法(1988)に 従 ってNHS-LC-biotin(PierceChemicals)で ア ミノ ア リ

ル ウ リジ ン残 基 を ビオチ ン化 す る。 そ して このRNAを ス トレプ トア ビジ ンア ガ ロー ス に

結 合 させ る。 この様 に して作 製 さ れ た カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー は 、CNBr法 に比 べ て

2-3倍 の結 合 能 が あ った(デ ー タ は示 さず)。

Ohnoら(1990)の 方 法 と この ア フ ィニ テ ィ ク ロマ トグ ラ フ ィー を用 い て、 細 胞 濃 度 が

lmlあ た り5XlO5個 のHeLa細 胞 培 養 液100リ ッ トル分 の核 抽 出液 か ら、 お よそ20μgの 核

内 キ ャ ッ プ構 造 結 合 タ ンパ ク質(NuclearCapBindingProtein、NCBP)を 精 製 した(図2

1A)。 こ の タ ンパ ク 質 は分 子 量 約80キ ロ ダル トンで 、 キ ャ ップ構 造 を持 つRNAに 効 率

よ く結 合 した(図21B)。 このNCBPの ア ミ ノ酸 配 列 を解 析 す る た め 、 トリプ シ ン と

リ ジル エ ン ドペ プ チ ダ ーゼ で 分解 し、 そ の産 物 を逆 相 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で分 画

した。 そ の 画 分 の うち 、 い くつ か につ い て ア ミノ酸 配 列 を決 定 した。 その オ リゴペ プチ

ドの一 覧 表 を表5に 示 した。 これ らの ア ミノ酸 配 列 を元 に して プ ラ イ マ ー を合 成 し、

HeLa細 胞 由 来 の ポ リ(A)+RNAを 用 い た逆 転 写 ポ リメ ラー ゼ伸 長 反 応(

Reverse.TranscdptionpolymeraseChainReaction)を 行 っ た、 数 十種 の組 合 せ 中 、 一つ の 組
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図20核 内キ ャ ップ構造 結合 タンパク質 の精製 に用 いたア フィニテ ィカ ラム

ゲル移動度 シ フ ト法 に用 いるプローブRNAを ア ミノア リルUTP存 在下 で合成 し、

ビオチ ン化試薬 で ビオチ ン化 した(材 料 と方法参照)。 その後ス トレプ トアヴ ィ

ジンアガ ロース に固定化 し、 ア フィニテ ィカラムと した。 この カラムを粗精 製画

分 と混合 した後バ ッフ ァーで よ く洗浄 し、5M尿 素 を含 むバ ッフ ァーで溶出 した。
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図21精 製 したNCBPを 用 いたSDSポ リア クリルア ミ ドゲル電気 泳動 とゲル移動

度 シ フ ト法

(A)精 製 したNCBP150ngを 用 い て10%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳動 を行 な

い、 ク ー マ シ ー ブ リ リア ン トブル ー で染 色 した 。 マ ー カ ーの 分子 量 を左 に示 した。

約80キ ロ ダ ル トンのNCBPの バ ン ドを矢 印 で示 した、

(B)精 製 したNCBPlOngを 用 い た ゲ ル移 動 度 シ フ ト法 。 図 中 に記 号 で示 すバ ン ド

は 図18と 同様 で あ る。

69



結果

合 せ で 長 さ160塩 基 対 の 断 片 が 増 幅 さ れ た(デ ー タ は示 さず)。 ク ロ ーニ ング後塩 基 配

列 を調 べ る と、両 端 の プ ラ イマ ー配 列 の 他 に 、 ア ミ ノ酸 配列 の解 析 で 明 らか に な った 別

の オ リ ゴペ プチ ドが コー ドされ て い た 。 この こ とか ら、 この 断 片 はNCBPのcDNA断 片 で

あ る こ とが 明 らか に な っ た。 そ こ で こ の断 片 を プ ロ ー ブ と してHeLa細 胞 由来 のcDNAラ

イ ブ ラ リ ー をス ク リ ーニ ング し、2.9kbのcDNAク ロー ン を単 離 した。 このcDNAは790ア

ミ ノ酸 、 計算 上 の 分 子 量91734ダ ル トンの タ ンパ ク質 を コ ー ドして い た。 そ して 、そ こ

か ら予 想 され る ア ミノ酸 配 列 の 中 に は 、 ア ミ ノ酸 配列 の解 析 か ら明 らか に な っ た オ リゴ

ペ プ チ ドの ほ と ん ど を含 んで い た(図22) 。 こ のcDNAはNCBPの コー ド領 域 をす べ て

カ バ ー して い る と思 わ れ る。 その 理 由 と して 、最 初 の コ ドン と思 わ れ るメ チ オ ニ ンか ら

上 流 に 同 じフ レー ムで 停 止 コ ドンが 存 在 す る こ と(図22)、 ま た、2 .9kbと い うサ イ

ズ が ノ ーザ ンプ ロ ッ ト解 析(図24)か ら得 られ たmRNAサ イ ズ とほ ぼ一 致 す る こ と

(ポ リ(A)配 列 の 長 さが 平均 的 な長 さの200塩 基 と仮 定 した場 合)が 挙 げ られ る。 ア ミノ

酸 配列 の解 析 か ら明 らか に な っ た もの の 中で 、 二 つ の ア ミノ酸 配 列 が このcDNAが コ ー

ドす る 中 に含 ま れ て い なか った 。 これ はNCBPと 会 合 して い る何 らか の タ ンパ ク質 の標

品へ の混 入 が考 え られ た。 これ につ い て は後 で述 べ る こ と にす る。 予 想 され るア ミ ノ酸

配 列 上 の特 徴 と して は、N末 端 に電荷 を持 っ た ア ミノ酸 が 連 続 す る領 域 が あ る こ と、 ま

た 、C末 端 三分 の 一 の領 域 内 に アス パ ラ ギ ン酸 が 連 続 す る領 域 が 存 在 す る こ とで あ っ た

(図22)。 また 、 デ ー タベ ース を用 い て ホ モ ロ ジー検 索 を した と こ ろ、NCBPの ま ん

中 か ら後 半 にか け て の領 域 に、 出 芽 酵 母 の解 糖 系 の 遺伝 子 の 発 現 に必 要 な遺伝 子 で あ る

GCR3(UemuraandJigami1992)と 相 同性 が あ っ た(図23)。GCR3に つ い て も、 そ の

機i能 に つ い て の情 報 が な い た め 、 この相 同性 か らNCBPの 機 能 に つ い て類 推 す る こ とは

で きなか っ た。 また 、GCR3の 突 然 変 異体 に対 してNCBPのcDNAを トラ ンス フ ォー メー

シ ョン して も相 補 しなか っ た ため(デ ー タは示 さず)、 この 二 つ の タ ンパ ク質 の相 同性

が何 を意味 して い る の か は今 の と こ ろ明 らか に され て い な い。

前 述 の 通 り、NCBPのmRNAは 、 お もに3.lkbの もの が 発 現 して い た(図24)。 他 に

発 現 量 は少 な い が5.4kbのmRNAの 発 現 が 見 られ た(図24)。 このmRNAは 、HeLa細 胞
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Peptide Sequence

LT-10

LT-ll

LT-12-l

LT-12-2

LT-17

LT-19

LT-22

LT-24

LT-25

LT-26

LT-27

LT-28

LT-29

LT-30

LT-31

LT-33

LT-36

LT-38

IEENXH

lSYHQR

DXXQE

UPEK

FHEVFK

DGVLEEQIE(R)

TDWDAGFK

SDSYVELSQY

SFSHSFSALAK

IFANTESYLK

ANNYNEへVYLVR

MFDYrDDPEGPVMP(G)

NHPQ

DVPNPNQDDDDDEGFS(F)(N)

(V)MFEV(W)

ATNDE(1)(F)

NYNFGGEF>EAMI

LFV(W)肌XSTI(R)

表5精 製 したNCBPを 用 いた解析 か ら明 らか になった ア ミノ酸 配列

逆相 クロマ トグラフィーに より分取 したペ プチ ド画分のうち(材 料 と方法参照)、

ア ミノ酸 配列が明 らかにな った もの につい てその番 号 と配列 を示 した。 ア ミノ酸

配列 は一文字表記 で示 し、解析 で きなか ったア ミノ酸 はXで 示 した、 また、O

をつ けたア ミノ酸 はそのア ミノ酸 であ る可能性 が強 い ものであ る。
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図22 核内 キ ャップ構 造結合 タンパ ク質(NCBP)

ミノ酸 配列

のcDNA配 列 と予想 されるア

NCBPのgDNA配 列 とそ こか ら予想 され るア ミノ酸配列 を小 した。 ア ミ

は一文字表記 で不 した。精製 したNCBPを 用 いた解 析 か ら明 らかになっ

配列(表5参 照)を 網か けで示 した。 また、停止 コ ドンを.で 不 した。

ノ酸配列

たア ミノ酸
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GCR3

NCBP 鵬 灘1器 慧1:エAQ慧 慧ll劉EDLA慧

GCR3

NCBP 膿灘 器濫 。盤醐ll蹴1調翻 瀦

GCR3

NCBP

GCR3

NCBP

器誰 調ll囎 灘瓢 ∵ll;;二瓢 畿

ll灘

W-rich

図23NCBPとGCR3の 相 同 性

NCBPとGCR3の 相 同性 が見 られ る部分 を示 し、特 に相 同性 が高 い部分 に下線 を

施 した。 ア ミノ酸配列は一文字表記 と し、同一の ア ミノ酸 は四角 で囲んだ。 また、

類似 のア ミノ酸 を点線で結 んだ。
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全 体 か ら調 製 した ポ リ(A)+RNAを 用 い て も(図24、To田1)、HeLa細 胞 細 胞 質 画 分 か ら

調 製 した ポ リ(A)+RNAを 用 い て も見 られ た ため(図24、Cytoplasmic)、mRNA前 駆体

の 混 入 で は な い と考 え られ る。NCBPのcDNAか ら数 種 類 の ア ンチ セ ンス オ リゴデ オキ シ

ヌ ク レオ チ ドを合 成 し、 ポ リ(A)+RNAと 混 合 してRNaseHに よ り切 断 した後 同様 の ノー

ザ ンプ ロ ッ ト解 析 を行 っ た と ころ 、 この5.4kbのmRNAは3'非 翻 訳 領 域 が3,lkbのmRNAよ

り も2.3kb長 い こ とが 示 され た(デ ー タは示 さず)。 また 、 サ ザ ン プ ロ ッ ト解 析 か ら、

NCBPの 遺 伝 子 の コ ピ ー数 は少 な い こ と、 ニ ワ トリ に も相 同性 の 高 い遺伝 子 が 存在 す る

こ とが 示 され た(図24)。 筆 者 らは、 ニ ワ トリの脳 細 胞 の核 抽 出液 や マ ウスB細 胞 核

抽 出 液 中 に 、HeLa細 胞 核 抽 出液 と同様 の活 性 が 存 在 す る こ と を観 察 して い る こ とか ら も

(デ ー タは示 さず)、NCBPは 生物 種 にお い て広 く保 存 さ れ て い る こ とが 示 唆 され る。

第三節NCBPの 細胞 内局在 とそのシ グナル

前 述 の よ うに、NCBPはmRNAス プ ライ シ ン グ反応 かmRNAの 輸 送 、 あ る い はそ の 両 方

に関 与 す る 因子 の候 補 で あ る。 そ こで 、 この 因 子 の細 胞 内 局在 を調 べ る こ とは大 きな意

味 が あ る と考 え次 の よ う な実 験 を行 っ た。 この実 験 の た め には 、NCBPを 特 異 的 に認 識

す る抗 体 が 必 要 で あ るが抗 体 は この段 階 で は得 られ て い な か っ た。 そ こで 、発 現 タ ンパ

ク質 にエ ピ トー プ をつ け、 この エ ピ トー プ に対 す る特 異 的 な抗 体 を用 い て検 出す る とい

うエ ピ トー プ タギ ン グ法 を用 い た 、 この エ ピ トー プ と して、T7フ ァー ジのgene10タ ンパ

ク質 のN末 端 の12ア ミノ酸 を用 い た。NCBPのcDNAの5「 末 端 に この エ ピ トー プ を コー ド

す る オ リゴ デ オ キ シ ヌ ク レオ チ ドを付 け、 こ のcDNAを ペ プチ ド伸 長 因子(Elongation

Factor)1一 αの プ ロモ ー ター(MizushimaandNagata1990)の 下 流 に連 結 した(図25)。

そ して この プ ラス ミ ド、pEFIBOS-T7NCBPをHeLa細 胞 に リ ン酸 カ ル シ ウム法 を用 い て ト

ラ ンス フェ ク シ ョン した。24時 間後 に細 胞 を 回収 し、核 抽 出液 と細 胞 質画 分 を調製 した。

まず 、 この エ ピ トー プ に対 す る抗 体(anti-T7臓gantibody,Novagen)の 特 異 性 と タグ を付

け たNCBPの 局 在 を調べ る た め に 、 これ らの 画 分 を用 い た ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト解 析 を行 っ
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図24NCBPのcDNAを 用 い た ノ ーザ ンプ ロ ッ トとサ ザ ンプ ロ ッ ト

(A)HeLa細 胞 全RNA(Total)ま た は細 胞 質RNA(Cytoplasmic)か ら調 製 した ポ

リ(A)+RNAを 用 いた ノーザ ン プロ ッ ト。対 照 と して β一 アクチ ンのcDNAを 用 い た。

(B)HeLa細 胞(HeLa)ま た は ニ ワ トリ脳 細 胞(Chick)由 来 の ゲ ノムDNAを 用 い

た サ ザ ンプ ロ ッ ト。 図 中 の略 号 は用 い た制 限 酵 素 を表 してお り、 そ れぞ れ以 下 の

とお りで あ る。P:Pstl、H:HindllI、E:EcoRI、B:BamHI
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図25エ ピ トープ タグを用 い たNCBPの 細胞 内局在性 の解析 法

T7フ ァー ジ のgenelOタ ンパ ク質 のN末 端 の12ア ミ ノ酸 を コー ドす る オ リゴ デ オ キ

シ ヌ ク レオ チ ドをNCBPのcDNAの5'末 端 に連 結 した。 そ して そ の 断片 を タ ン パ ク

質伸 長 因 子1一 α(ElongationFactor1一 α)の プ ロ モ ー ターの 下 流 に挿 入 した。 こ

の プ ラス ミ ドをHeLa細 胞 に トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン し、24時 間 後 に細 胞 を回収 して

ウ ェス タ ンブ ロ ッ トや蛍 光 染色 に用 い た。
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た・ この 抗体 は 目的 の タ ンパ ク質 を特 異 的 に認 識 す る こ とが で き、 バ ック グ ラ ウ ン ドは

非 常 に低 い こ とが わ か っ た(図26左)。 さ らに 、NCBPの 局 在 を調 べ る と、 核 抽 出 液

と細 胞 質 画 分 の両 方 に検 出 され た(図26左)。 しか し、 この時 同 時 に抗hnRNPC抗 体

(ChoiandDreyfussl984)を 用 い て同様 の実 験 を行 った と ころ 、hnRNPCタ ンパ ク質 も

両 方 の 画 分 に存 在 す る こ とが 明 らか に な った(図26右)。hnRNPCタ ン パ ク質 は核 内

に局 在 す る こ とが 報 告 され て い るた め(ChoiandDreyfussl984)、 この 結 果 は分 画操 作

中 に核 か ら細 胞 質 画分 に もれ た と考 え られ る。 ま た、 エ ピ トー プ を付 け たNCBPの 計 算

上 の 分 子 量 は80キ ロ ダル トン よ り も少 し大 きい(92キ ロ ダル トン)が 、 この ウ ェス タ ン

ブ ロ ッ ト解析 で はSDSゲ ル電気 泳 動 にお い て精製 標 品 と同 じ約80キ ロダル トンを示 した 。

次 に、 この 抗 体 を用 い て、 トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン したNCBPの 細 胞 内 で の局 在 を調

べ た 。 タ グ付 きのNCBPを トラ ンス フ ェ ク シ ョン したHeLa細 胞 を この抗 体 で染 色す る と、

核 小 体 を除 く核 、す なわ ち核 質 が特 異 的 に染 ま る こ とが 明 らか に な っ た(図27)。 一

方 、 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドを トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン したHeLa細 胞 で は何 の シ グナ ル も観 察

され なか っ た(図27)。 このNCBPの 染 色 パ ター ンは 、 核 質 に存在 す る タ ンパ ク質 で

あ るhnRNPCに 対 す る抗 体 でHeLa細 胞 を染色 した と きの パ タ ー ン と非 常 に よ く似 て お り

(図27)、NCBPが 核 質 内 に局 在 す る こ と を強 く示 唆 して い る。 さ らに、C末 端 か ら

様 々 な長 さの 欠 失 を導 入 したNCBPのcDNAを 用 い て 同様 の実 験 を行 い 、NCBPの 核 局在

シ グ ナ ル が どの 部 分 に あ るか を調 べ た 。 そ の 結 果 、N末 端 か ら70ア ミ ノ酸 の 領 域 しか 持

た な いNCBPも 核 内 に局 在 で き る こ とが 明 らか に な っ た(図28A)。 ま た、 この70ア

ミ ノ酸 の 領 域 を欠 失 させ たcDNAを 用 い て実 験 を行 っ た と ころ 、 この タ ンパ ク質 は核 に

移 行 す る こ とが で きず 、細 胞 質 に留 ま っ て い る こ とが 明 らか に な った(図28A)。 こ

れ らの こ とか ら、N末 端 の70ア ミノ酸 領 域 にNCBPの 核 局 在 シ グナ ルが 存 在 す る こ とが

示 され た。
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図26ト ラ ンス フ ェ ク シ ョン したNCBPのcDNAのHeLa細 胞 内 で の 発 現

トラ ンス フェクシ ョン後 回収 したHeLa細 胞 を核 画分 と細胞 質画分 に分画 し、

15%SDSポ リアク リルア ミ ドゲル電気 泳動 を行 な った。その後エ ピ トー プタグに対

す る抗体 を用 いた ウェス タンブロ ッ トで発現 を検 定 した。 タグ付 きのNCBP由 来の

バ ン ドを矢 印で示 した。 また、対照 として抗hnRNP抗 体 を用 い、そのバ ン ドを二

本の矢 印で示 した。
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図27NCBPの 細胞 内局在性

HeLa細 胞 にベ クターまたは タグをつ けたNCBPのcDNAを トラ ンス フェクシ ョン

し、24時 間後 に回収 して タグに対 す る抗 体で免疫蛍光染色 を行 なった。左側が位

相差 の像 で、右側が蛍光 の像 であ る。対 照 と して、 トランス フェ クシ ョン してい

ない細胞 に対 して抗hnRNPC抗 体 を用 いた染色 を行 なった。
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図28NCBPの 核 局 在 シ グナ ル

(A)図27と 同様 の実 験 をN末 端 か ら70ア ミ ノ酸 の領 域 の み を持 つNCBPの

cDNA(Bgl)と 、 そ の領 域 を欠 失 させ たNCBPのcDNA(△Bgl)を 用 い て行 な っ

た 。

(B)(A)の 実験 に用 い たNCBPのcDNAの 模 式 図。
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第四節NCBPと 相 互作用 する因子の 同定

我 々が単離 したNCBPのcDNAが 本当 にキャ ップ構i造結合 タンパク質 のcDNAで あ るこ

とを確 かめ るには、 このcDNAを 用 い て合成 したタ ンパク質が キ ャップ構造 に結合 する

活性 を持 つ こ とを示 さなければ な らない。 そ こで、大腸菌 内での大量発現系 を試 した、

NCBPのcDNAを ・マル トース結合 タ ンパ ク質(NewEnglandBiolabs)、 グル タチ オ ンーS

トラ ンス フェ ラーゼ(Pha㎜acia)の それぞれのベ クターにつ な ぎ、大腸菌での大量発

現 を試 みた。 しか し、 どの場合 もタ ンパ ク質の分解 が激 し く、様 々 な条件 や大腸 菌株 を

試 したが、全 長のNCBPを 得 る ことはで きなか った.た だ、NCBPのN末 端 三分 の一の領

域や、前述 のGCR3と 相 同性 の ある領域 はマル トース結合 タ ンパ ク質 との融合 タ ンパ ク

質 とい う形 で大量発 現が可能 であったため(デ ー タは示 さず)、 この系 を用 いて大量発

現 を行 い、ポ リクローナル抗体作 製 のための坑原 として用 いる ことに した。 この タンパ

ク質 を坑原 と して ウサ ギを免疫 し、ポ リクローナル抗体 の作 製 を試 みた、通常 の フロイ

ン トコ ンプ リー トアジュバ ン トを用 いて免疫 を行 ったが、 この タンパク質 は非常 に免疫

原性 が弱 く、2カ 月間の免 疫の後 も抗体 価 の上昇 は見 られ なか った。 さ らに免疫 を継続

した ところ、HeLa細 胞核抽 出液 を用 いた ウェス タ ンブロ ッ トにお いて、80キ ロダル トン

のバ ン ドを与 える抗血清 が得 られ た(デ ー タは示 さず)。 これ らの血清 は ウェス タンブ

ロ ッ ト解析 で はNCBPに 反応 したが 、ゲル移動度 シフ ト法 の反応 液中 に加 えて もキ ャッ

プ構 造結合活性 に影響 を与 え なか った(デ ー タは示 さず)。 この こ とか ら、変性 した

NCBPを 認 識す る抗体 がで きて しまい、"ネ イテ ィヴ"な 形 のNCBPを 認識 で きない と

い うことが考 え られ た。

NCBPを 認 識す る抗体 がで きなか った こ とに加 えて大腸菌 でのNCBPの 全長 の大量 発現

が不 可能で あ ったため、 ウサ ギ網状赤血球 ライセ ー トを用 いたfηvノ面 翻訳系 でNCBPを

合成 し、 これを用 いてゲル移動度 シ フ ト法 を行 うことに よ りキ ャップ構造 結合活性 を検

定 しようと試み た。∫ηvf`ro翻訳系 で合成 したNCBPは 、SDSゲ ル電気 泳動 において約80

キ ロ ダル トンの産物 であ った(デ ー タは示 さず)。 これ を用 いてゲル移動度 シフ ト法 を
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行 った が 、 ウサ ギ網 状 赤 血 球 ラ イセ ー ト中 に内在 性 の キ ャ ップ構 造 結 合 活 性 が 存 在 す る

た め 、合 成 した もの と区別 で きなか っ た。 そ こで 、合 成 した産 物 を精 製 し、 ゲ ル移 動 度

シ フ ト法 に用 い た が キ ャ ップ構造 結 合 活性 は観 察 で きなか っ た(デ ー タは示 さず)。

前 に述 べ た よ う に、NCBPの ア ミ ノ酸 配 列 を決定 した 際 に明 らか に な っ た ア ミノ酸 配

列 の 中で 、NCBPのcDNAに コー ドされ て い な い オ リ ゴペ プ チ ドが 二 つ存 在 した(LT22,

24、 表5参 照)。 この こ と と組換 え タ ンパ ク質 に キ ャ ップ構 造 結 合 活 性 が な い こ と を考

え併 せ て 、 キ ャ ツプ構 造 結 合 活 性 に は 、NCBPの 他 に別 の 因子 が 必 要 で は ない か と考 え

た。 そ こで 、 タ ンパ ク質 問の相 互作 用 を検 定 す る方 法 で あ る酵 母Two-HybddSystem(

FieldsandSong1989)を 用 い たInteractionCloning法(Zervosetal.1993)に よるNCBPと 相

互作用す る因子 の 同定 を試み た。Two-HybridSystemの 概 略 は以下 の通 りで ある(図29)。

あ る タ ンパ ク質Xを 転 写 因子 のDNA結 合 ドメイ ンとの融 合 タ ンパ ク質 と して 出芽 酵 母

5accharomyce5cθrevf8faθ 中で発 現 させ る。 このXを"え さ"(bait)と 呼 ぶ 。 同時 にXと の

相 互作 用 を検 定 した い タ ンパ ク質Yを 、転 写 因子 の転 写 活 性 化 ドメ イ ン との融 合 タ ンパ

ク質 と して発 現 させ る。 このYを"獲 物"(prey)と 呼 ぶ 。 転 写 因子 のDNA結 合 ドメ イ

ンが あ る ため 、Xは レポ ー タ ー遺伝 子 の上 流 に存在 す る プ ロ モ ー ター領 域 に位 置 す る。

しか し、 この 状 態 で は転 写 活 性 化 ドメイ ンが ない た め 、 レポ ー ター 遺伝 子 の転 写 は起 こ

ら ない(図29A)。 このXがYと 相 互 作 用 す る と、 そ の 相 互 作 用 に よ り転 写 因 子 の 転 写

活 性 化 ドメ イ ンが プ ロモ ー ター近 傍 に位 置 す る ため 、 レポー タ ー遺伝 子 の 転 写 が 起 こる

(図29A)。 この レポ ー ター遺 伝 子 に は β一ガ ラ ク トシ ダーゼ 遺伝 子 が よ く用 い られ、

酵 母 細 胞 抽 出 液 の β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ活 性 を測 定 す る こ とに よ り、 タ ンパ ク質XとY

の 間 の相 互 作 用 の有 無 を調 べ る こ とが で きる。InteractionCloning法 で は、 この β一 ガ ラ

ク トシ ダーゼ 活 性 での 検 定 に加 え 、 ロ イ シ ン合 成 遺 伝子 も レポー ター遺伝 子 と して用 い 、

ロ イ シ ンマ イ ナ ス の培 地 で の 生 育 を指標 とす る方 法 を用 い る(図29B)。 また 、"獲

物"側 の タ ンパ ク質 は ガ ラ ク トー ス プ ロ モ ー ター の下 流 に あ るた め 、 ガ ラ ク トー ス を含

む培 地 で 生 育 させ た と きの み 発 現 す る よ うに な っ て い る。 そ こで 、 β一 ガ ラ ク トシ ダ ー

ゼ 活 性 もロ イ シ ンマ イ ナ ス の培 地 で の 生 育 もガ ラ ク トー ス を含 む培 地 で 生 育 させ た と き
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図29酵 母Two-HybridSystemを 用 い たInteractionCloning法

この シス テムにおいて用 い るプラス ミ ドと酵母お よびその遺伝 子型 を示 した。

まずス クリーニ ングの プローブ とな るタ ンパ ク質XをDNA結 合 タンパク質である

LexAと の融合 タンパク質 して発現 す る。 また、HeLa細 胞 由来のcDNAラ イブラ リ

ーを転 写因子の転写活性化 ドメイ ンとの融合 タンパク質 と して発現 させ る。 も し

Xが ある タンパク質Yと 相 互作 用す る とβ一ガ ラク トシ ダーゼ活性が見 られる よう

にな り(A)、 さ らにロイシ ンマイナスの培地 での生育 が可能 にな る(B)。
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の み み られ る は ず で あ る。 あ る タ ンパ ク質Xと 相 互作 用 す る 因子 を 同定 しよ う とす る場

合 は、Yの 部 分 をcDNAラ イ ブ ラ リー と置 き換 え て や れ ば よい。 す な わ ち 、XをNCBP、

YをHeLa細 胞 か ら作 製 したcDNAラ イ ブ ラ リー と して酵 母 に トラ ンス フ ォー メー シ ョン

し、選 択 培 地 に ま い て あ る一 定 の細 胞 数 だ け集 め 、 これ を"NCBPの ラ イ ブ ラ リー"と

した。 そ して こ の ラ イ ブ ラ リー を ガ ラ ク トース を含 む ロ イ シ ンマ イ ナ ス培 地 に ま き、生

育 した もの を仮 の 陽性 ク ロー ンと した。 そ してそ れ ぞ れ につ い て β一 ガ ラ ク トシ ダ ーゼ

活 性 を測 定 し、 ガ ラ ク トー ス に依 存 して β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ活1生 が観 察 され る もの を

選 んだ 。 そ して 、 この ク ロ ー ンか らラ イ ブ ラ リー プ ラ ス ミ ドだ け を回収 した 後 、 回 収 し

た ラ イ ブ ラ リー プ ラス ミ ドとNCBPを 同 時 に酵 母 に トラ ンス フ ォー メ ー シ ョン し、 この

酵 母 が ガ ラ ク トー ス に依存 して、 β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ活 性 と ロ イ シ ンマ イ ナス 培 地 で

の 生 育 を示 す か ど うか を検 定 した。 この よ うに して選 択 した結 果残 っ た ク ロ ー ンを陽 性

ク ロー ン と した。 そ の 結 果 、 三つ の 陽性 ク ロー ン を得 た(図30)。 この 陽性 ク ロ ー ン

の イ ンサ ー トを ク ロ ー ニ ン グ後 塩 基 配列 を決定 した。 そ れ ぞ れ をそ の 番 号 で#30、#

37、#69と 呼 ぶ こ とにす る。 デ ー タベ ース を用 い た ホモ ロ ジ ー検 索 の 結 果 、 どの ク

ロ ー ン も未 報 告 の もの で あ った 。 これ よ りこれ らの ク ロ ー ンを個 別 に見 て い くこ とに す

る 。

(1)ク ロ ー ン#37

この ク ロ ー ンは計 算 上 の分 子 量 約17キ ロ ダル トンのRNA結 合 タ ンパ ク質 を コ ー ドして

い る(図31)。 ま た、 予 想 さ れ る ア ミ ノ酸 配 列 の 中 に は、NCBP精 製 標 品 か らア ミノ

酸 配 列 決 定 した と き に明 らか に な っ た ア ミ ノ酸 の 配 列 で 、NCBPに 含 まれ て い なか っ た

二 つ の ア ミノ酸 配 列(LT-22とLT-24、 表5参 照)が 含 ま れ て お り(図31)、 キ ャ ップ

構 造 結 合 活 性 に関 与 す る 因子 で は な い か と考 え られ た。 そ こで 、 この ク ロー ン とNCBP

を酵母 中で 発現 させ 、 この 酵母 の抽 出液 を用 いたゲ ル移 動度 シ フ ト法 を行 っ た(図32)。

NCBPま た は#37を 単 独 で発 現 させ た酵 母 の抽 出 液 で は、 キ ャ ップ構造 に特 異 的 なバ

ン ドは検 出 され なか っ た(図32、 レー ン7-12)。 しか し、NCBPと#37の 両 方

を発 現 させ た酵 母 の抽 出液 で は 、 キ ャ ップ構 造 に特 異 的 なバ ン ドが見 られ 、 この 結 合 は
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Vec-Vec

bicoid-3

NCBP-37

NCBP.V

icoid-30

NCBP-30

oid-69

NCBP-69

図30単 離 したク ロー ンの ロイ シンマ イナス培 地上での生育

図29の 様 な方法 で単 離 した ク ロー ンのcDNAをNCBPま た はbicoidのcDNAと と

もに酵 母 に トラ ンス フ ォー メ ー シ ョン し、 ロイ シ ンマ イナ ス培 地 上 で の 生 育 を検

定 した 。対 照 と して 、ベ ク ター 同士 、NCBPと ベ ク ター とい う組 み合 わせ を行 な っ

た。
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CGG⊂CG⊂GGAT⊂CATTGTGGTCCGCTTCTC TGCACTATGT⊂GGGTGG⊂ ⊂TCCTGAAGGCG6②

MSGGLLKA

⊂TGCGCAGCGACTCCTACGTGGAGCTGAG⊂CAGTA(二 ⊂GGGACCAGCA⊂TTCCGGGGTGAC12②

LRSDSYVELSQYRDQHFRGD

AATGAAGAACAAGAAAAATTACTGAAGAAA

NEEQEKLLKKSC

AGCTGTA⊂GTTATATGTTGGAAATCTTTCT18②

TIL YVG NLlS

TTTTA⊂A(二AA⊂TGAAGAACAAAT⊂TATGAACT⊂TT⊂AG(=AAAAGTGGTGA⊂ATAAAGAAA24②

FYTT回EQ国YEL国SK回D[コKK

ATCATTATGGGTCTGGATAAAATGAAGAAA

I国MGLDKMKKTA

A⊂AGCATGTGGATT(=TGTTTTGTGGAATAT3② ②

lCG FCF VEYl

TACTCA⊂G⊂GCAGATGCGGAAAACTCCATG⊂GGTACATAAATGGGACGCGT⊂TGGATGA(36②

YSRADAENSMRYINGTRLDD

⊂GAATCATT⊂GCA⊂AGACTGGGACGCAGGCTTTAAGGAGGG⊂AGG(=AATACGGCCGTGGG42②

R工IRTDwDAGFKEGRQYGRG

CGATCTGGGGGCCAGGTTCGGGATGAGTATCGG(二AGGACTACGATGCTGGGAGAGGAGGC48②

Rl3GGQvRDEYRQDYDAGRGG

TATGGAAAACTGG(=ACAGAA(=CAGTGAGTG

YGKLAQNQ*

GTGAGAGCT⊂TGTCAGTGACAAACACT⊂CT54②

TTGG(⊂TGTTGAATTTG⊂TGAAGAACAT⊂AC(=TAAAGT⊂TGCACACGAG⊂ ⊂⊂ATTTTTA⊂ ⊂AAGATTTGA

GT⊂AGTGT⊂TTTA⊂TGAGCTGGAAG⊂ ⊂T⊂TGAAAGTTATTAAAGG⊂AGATCAAAAAAAAAAAAAA

61②

675

図31 ク ロー ン#37のcDNA配 列 と予想 されるア ミ ノ酸配列

単 離 され た ク ロー ン#37のcDNA配 列 とそ こか ら予 想 され るア ミ ノ酸 配 列 を示

した。RNA結 合 ドメ イ ン と思 わ れ る部 分 を四 角 で 囲 ん で表 した。 また 、 この ク ロ

ー ンは 、 表5中 の ア ミノ酸 配 列 で 、NCBPに コー ドされ てい なか っ た もの を含 ん で

い た(図 中 下 線 部)。 ま た 、停 止 コ ドン を*で 表 した。
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キ ャ ツフ.構造 類 似 体 に よっ て 阻 害 され た(レ ー ン4-6)。 この こ とか ら、NCBPと#

37は 親 和 性 が あ り、 キ ャ ップ構 造 結 合 活 性 に は少 な く と も この二 つ の タ ンパ ク質 が必

要 で あ る こ とが 示 され た 。 これ が 、NCBPの 組 換 え タ ンパ ク質 が キ ャ ップ構造 結 合 活 性

を示 さ なか っ た理 由 だ と考 え られ る。 分 子 量 が 約17キ ロ ダル トンで あ る こ と を考 え合 わ

せ る と、 この タンパ ク質 はEMBLのMa吻j博 士 らの グ ルー プ が報 告 して い るCBP20と い う、

キ ャ ップ構 造 に特 異 的 に ク ロ ス リ ン クす る タ ンパ ク質 と同 一 の もの で あ る と思 わ れ る(

Izaurraldeetal.1994)。 ノーザ ンプ ロ ッ トに よる解 析 か ら、 この ク ロー ンのmRNAは 、

2kbと0.8kbの 二種 類 が 発 現 して い る こ とが わ か った(図35)。cDNAス ク リー ニ ング

に よ っ て単 離 され た フ ァー ジ ク ロ ー ンの塩 基 配 列 の解 析 か ら、 この 大 き さの違 い は3'非

翻 訳 領 域 の長 さの違 い に よ る もの で あ る こ とが 明 らか に な っ た(デ ー タ は示 さず)。

(2)ク ロー ン#30

この ク ロー ンか ら予 想 され る ア ミノ酸 配列 はRNA結 合 ドメ イ ンを持 っ てお り、RNA結

合 タ ンパ ク質 だ と考 え られ た(図33>。 ま た、C末 端 にATP結 合 モ チ ー フ を持 って い

た 。 この ク ロ ー ンの全 長 のmRNAの 長 さ は、 ノ ーザ ン プ ロ ッ トか ら約9kbで あ る こ とが

わ か っ た(図35)。 現 在 の と こ ろそ の 一 次 配 列 はcDNAの3味 端 か らlkb程 度 しか 決 定

され て い な い。 残 りの塩 基 配列 を決 定 し、 この タ ンパ ク質 の 機 能 を解 析 しな け れ ば な ら

ない 。

(3)ク ロ ー ン#69

この ク ロー ンの コー ドす る タ ンパ ク質 は 、非 常 に特 徴 的 な配 列 を持 っ て い た。 す な わ

ち 、 ア ル ギ ニ ン また は リ ジ ン とグル タ ミ ン酸 の ジペ プ チ ド(ア ミ ノ酸 一 文 字 表 記 でRE

ま た はKE)の 繰 り返 し配 列 で あ る(図34)。 こ の ク ロ ー ンのmRNAの 大 き さは3.6kb

で あ っ た(図35)。 この ク ロ ー ンに関 して もcDNAの 全 長 が単 離 され て い ない の で 、

そ の解 析 を進 め て い る。

87



結果

Extract

probe

EGY48NCBP-437NCBP #37Bicoid-#37

一 一 「一 「一 「一
m7GpppG 一 一 十 一 一 十 一 一 十 一

十 一 一 十

B一 レ

F-・ レ

剛

冒一† 贈 噌r回 ■倒日
、.噸 』 緯

、 盈 ム

`
響 Ψ ▼ ▼ ワ.

123456789101112131415

図32酵 母細胞抽 出液 を用 いたゲル移動度 シ フ ト法

酵 母 中で 、NCBPと#37のcDNAを そ れ ぞ れ単独 で(図 中NCBP、#37)ま

た は両方(NCBP-#37)を 発現 させ 、 そ れぞ れか ら細胞 抽 出液 を調 製 し、キ ャ ッ

プ構 造 を持 つ プ ロ ー ブ と持 た な い プ ロ ー ブ を用 い て ゲ ル移 動 度 シ フ ト法 を行 な っ

た、 図 中Bで 表 したバ ン ドが 、 キ ャ ップ構 造 に特 異 的 に見 られ るバ ン ドで あ る。 ま

た 、 フ リー の プ ロー ブ はFで 表 した。 対 照 と して、 酵 母 のみ(EGY48)とBicoid

(Bicoid-#37)を 用 い た。
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図33 ク ロー ン#30のcDNA配 列 と予 想 され る ア ミ ノ酸 配 列

ク ロー ン#30のcDNA配 列 とそ こか ら予 想 され る ア ミ ノ酸 配 列 を示 した。RNA

結 合 ドメ イ ン と思 わ れ る部 分 を 四角 で 囲 ん で表 し、ATP結 合 モ チ ー フ に下線 を施

した 。 また 、 停 止 コ ドン を*で 表 した 。
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図34 ク ロー ン#69のcDNA配 列 と予 想 され る ア ミ ノ酸 配 列

得 られ た ク ロ ー ン#69のcDNA配 列 とそ こか ら予 想 され るア ミ ノ酸 配 列 を示 し

た 。 アル ギ ニ ン(R)ま た は リ ジ ン(K)と グル タ ミ ン酸(E)の 繰 り返 しが 多 く

見 られ る部 分 を下 線 で示 した 。 ま た、停 止 コ ドンを*で 表 した。
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図35単 離 した ク ロー ンのcDNAを 用 い た ノ ーザ ン プ ロ ッ ト

単 離 した ク ロー ンのcDNAを プ ロー ブ と して 、HeLa細 胞 由 来 の ポ リ(A)+RNAを 用

い て ノー ザ ン プ ロ ッ トを行 な っ た。 図 の左 端 にサ イズ マ ー カ ーの 位 置 を示 した。

ま た 、各 々 の ク ロ ー ンの サ イ ズ をそ れ ぞ れ の レー ンの 右 に示 した。 対 照 と して 、

β一 ア クチ ンのcDNAを 用 い た。
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第五節 ク ロー ン同士の相互作用

前 節 で 得 られ た ク ロー ン に関 して、NCBPと の 相 互作 用 や ク ロ ー ン同士 の 相 互 作 用 を

検 定 す る た め、 回 収 したcDNAを"え さ"側 のベ ク ター で あ るpEG202(Zervoseta1.1993)

につ な ぎ、Two-HybridSystemを 用 い て相 互 作 用 を検 定 した。 そ の β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ

活性 の結 果 を表6に 示 す 。 この シ ス テ ム で え さ側 の 負 の対 照 と してBicoidのcDNAを 用 い

た。 これ は、EG202を 対 照 と した場 合 、 わず か なが ら単 独 で の活 性 化 が み られ る か らで

あ る(表6最 上 段 参 照)。 今 後 組 合 せ を え さ側 一獲 物 側 の順 番 で 呼 ぶ こ と にす る。 強 さ

に差 はあ る もの のNCBP-#30、#37、#69の 組 合 せ は活 性 が み られ 、対 照 で あ

るNCBP-VecやBicoid-#30、#37、#69と 比 較 す る こ とに よ り、NCBPと の特

異 的 な相 互作 用が 確 かめ られた(表6、baitがNCBPの 段 参 照)。 この こ とは"え さ"と"

獲 物"を 入 れ換 えて もみ られ たが 、#69だ け はみ られ なか っ た(表6、 四角 参 照)。

この理 由 は 明 らか で は な いが 、以 下 の よ う な可 能 性 が 考 え られ る。 え さ側 の プ ラス ミ ド

で はLexAタ ンパ ク質 との 融 合 タ ンパ ク質 と して発 現 され る。 そ の こ とで 二 次構 造 が 変 わ

り、相 互 作 用 に必 要 な ドメ イ ンが 露 出 しな くな り相 互 作 用 で きな くな る とい うこ とで あ

る 。

NCBPと の相 互作 用 の他 に 、#30同 士 、#69同 士 の相 互 作 用 が み られ た(表6)。

この 結 果 よ り、#69に 関 して は前 節 で 述 べ た"REド メ イ ン"がRSド メ イ ン(序 論 参

照)の 様 に タ ンパ ク質 同士 の相 互作 用 の 場 と して働 くこ とが 考 え られ た、 ま た 、RNA結

合 ドメ イ ンがRNA結 合 ドメ イ ンを持 つ タ ンパ ク質 同士 の相 互作 用 に関 わ る とい う報 告(

Dreyfussetal.1993)か ら、#30は そ のRNA結 合 ドメ イ ン同士 で の相 互作 用 す る可能 性

が 示 唆 され た 。
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rey

bait
Vec. NCBP #30 #37 #69

Vec. 17.6 3.45 7.65 9.38 9.03

NCBP 16.4 8.81 727 76.0
41.9

X102

#30 23.3 1125 72.5 23.7 20.3

#37 6.94 499 3.37 15.2 4.60

#69 1.44 圃 0.85 0.76 66.1

Bicoid 3.77 ND 0.25 17.0 1.36

表6単 離 したクロー ン間の相互作用 の検定

単離iし た ク ロー ンのcDNAとNcBP、BicoidのcDNAを 用 いた様 々 な タ ンパ ク質 問

の相 互作 用 の検 定 を、Two-HybddSystemを 用 い て行 な っ た。 表 に示 した β一 ガ ラ

ク トシ ダー ゼ 活 性 の うち 、有 意 な値 だ と思 わ れ る もの につ い て は太 字 で示 し下線

を引 い た。NDは 未 検 定 を表 す 。 表 中の 四 角 で 囲 んだ もの につ い て は本 文 参 照 。

93



考察

第四章 考察

第一節 キ ャ ップ構 造 に よるスプ ライシング促 進効 果

1)キ ャ ップ構 造 に よるス プ ライス ソーム形成 の促 進

単一 のイ ン トロンを持 つmRNA前 駆体 の場合 、そのス プライシ ング反応促 進効 果 はス

プライス ソーム形成 の過程 まで にみ られる ことが 明 らか になった(結 果第一節図!2参

照)。 以前 に もス プライス ソーム形成 はキ ャップ構造 に依存 してい るので はないか とい

う示唆 は得 られていた(Patzeltetal.1987)。 しか し、対 照 として用 い られ た、キ ャップ

構 造 を持 たないmRNA前 駆体が非常 に不安定 で分解 を受 けやす い ことか ら、キ ャップ構

造がス プライシ ングを積極 的に促進 してい るのか、単 にmRNA前 駆体 の安定性 を増す こ

とに よる二次 的な効果 なのかが明 らか にされてい なか った。 また、何 も処理 していない

核抽 出液 を用 いていたため、反応 が進行 して しまい、ス プライス ソーム形成のみ を比較

で きてい なか った。今 回、ApppGと い う偽 キ ャップ構造 を持 つmRNA前 駆体 をキャ ップ

構造 を持 た ないmRNA前 駆体 と して対 照 に用 い るこ とで キャ ップ構 造のス フ.ライシング

に与 える効果 をmRNA前 駆体 の安定性 と切 り離 して考 え ることが で きた。 また、EDTA

を加 える ことで反応 がス プライス ソーム形成 の後停止す る系 を用 いてい るため、ス プラ

イス ソームの形成 のみ を比較で きた。その結果 キ ャップ構造 によるス プライシング促進

効 果 は、 スプ ライス ソーム形成 の過程 まで にみ られる ことが 明 らか になった、 グリセ ロ

ール密度 勾配遠心法 と非変性 ポ リアク リル ア ミ ドゲル電気泳動 を用 いた解析 か ら、スプ

ライスソーム形成過程 のBコ ンプレックスの形成 に大 きな差がみ られた(図12、13)。

序論 で も述べ た ように この複合体 は第一段 階の反応が起 こる場であ り、いわゆる"成 熟

しだ'ス プライス ソームで ある。 この複合体 の形成 にお いて新 たに加 わる因子 を考 えて

み る と、U5,U4/U6snRNP複 合体 が まず挙 げ られ る。 そ こでキ ャ ッフ.構造 は このsnRNP

複合体 のAコ ンプ レックスへ加 わ るの を促 進 している可能性 が考 え られ る。その機構 に

っ いては、 キ ャップ構 造が キ ャップ構 造結合 タ ンパク質 を介 してsnRNP複 合体 中の タ ン
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バ ク質 と相互作用 す る とい う直接 的 な促 進であ るか、 キ ャップ構造結合 タンパ ク質 と相

互作 用す る タンパク質が さらにsnRNP複 合体 中の タンパ ク質 と相 互作用 す る とい う間接

的 な促 進 であるか はわか らない。 また、Aコ ンプ レックスの形成 に も差 がみ られ た(図

12)。 この こ とは、 キャ ップ構 造 がU2snRNPのmRNA前 駆体への結合 を促進 してAコ

ンプ レックスの形成 を促 進 している可能性 を示 してい る。その促 進の二次効 果 と して、

Bコ ンプ レックスの形成 が促 進 されている という可能性 もあ り、今後検定 が必 要であ る。

二つ のイ ン トロンを持 つmRNA前 駆体 を用 いた場合 、キ ャ ップ構 造 によるス プライシ

ング反応促進効 果 は第一段 階の反応 の過程 までにみ られ ることが明 らか にな った(図1

7)。 二つ のイ ン トロンを持 つmRNA前 駆体 の場合 は、単一の イ ン トロ ンを持 つmRNA

前駆体 の場合 に用 いたス プライス ソーム形成 を解 析す る系が使 えない。 とい うの は、 ど

ち らか一方 のイ ン トロ ンのみ にス プライス ソームが形成 されたmRNA前 駆体 は、その沈

降係 数 もゲル電気 泳動 での移動度 も同 じで区別で きないか らである。 そ こでス プライス

ソーム形成 を比較す ることはで きないが、二つの イ ン トロ ンにおいてスプライシ ング反

応 は独 立 に起 こることとス プライシング反応 はス プライスソームで起 こるこ とを考 え合

わせ る と、二つ のイ ン トロ ンを持 つmRNA前 駆体の場合 において も、キ ャップ構 造 に よ

るス プライシ ング反応促進効 果はス プライス ソー ム形成 の過程 まで にみ られるこ とが考

え られ る。本研 究 において、スプ ライス ソーム形 成 はイ ン トロ ンにお いて独 立 に起 こる

とい う示唆 が得 られたが、 これはC㎞stoforiら の報告(1987)と 一致 している。 ただ彼

らはキ ャ ップ構 造の効 果 につ いては全 く解析 してい ないので、今後彼 らと同様 の系 を用

いて解析 してい く必要が ある。

二つ のイ ン トロンを持 つmRNA前 駆体 の場合 、図!4に 示 した ように二通 りのス フ.ラ

イシ ング経路 が考 え られ る。 キ ャップ構 造 による促進効 果は上流側 の イ ン トロ ンに しか

及 ばない(図15、17)。 上流側 のイ ン トロンのみでスプ ライシングがお こった 中間

産物 にお いて、キ ャ ップ構 造 に よる促進効果 は残 ったイ ン トロ ンに も及ぶ のだろ うか。

前述 の ように、ス プ ライス ソー ムが二つの イ ン トロンにおいて独立 に起 こるのな らば、

上流側 の イ ン トロ ンでスプ ライシングが起 こった とき、下流側 のイ ン トロンにもス プラ
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イス ソー ムはす でに形成 され てい る と考 え られる。 したが って、キ ャ ップ構 造 による促

進効 果がス プ ライス ソー ム形成過程 だけに限 られてい るの なら、下流側 の イ ン トロ ンに

は及 ばない と考 えられ る。そ こで、次 にスプ ライス ソー ム形成 後のキ ャ ップ構造 による

促 進効 果 について考察 す る。

2)キ ャ ップ構 造のス プライス ソーム形成後 の過程 への関与

キ ャ ップ構 造 に よる促進効果が ス プライス ソー ム形成 過程 まで にみ られ た とい う結果

は、キ ャ ップ構 造 に よる促進効果 がスプ ライス ソーム形成 に しか及 ばない というこ とを

意味 す る もので はない。 キ ャップ構 造が第一段 階及び第二段 階の反応 に関与 しているか

ど うか を調べ るにはその過程 のみ を取 り出 して解析 す る必要が ある。例 えば第一段 階の

反応 に関与 してい るか どうか を調べ る場合 、 まずス プライス ソーム形成が終了 した

mRNA前 駆体 を回収す る。 そ して ピロ フォス ファターゼの様 な脱 キ ャッフo構造酵素や 、

RNaseHと オ リゴデオキ シヌ ク レオチ ドを用 いたmRNA前 駆体 の5'末端付 近での切断 な

どを用 いてキ ャップ構 造 を特異的 に除去す る。 その後第一段階 の反応 を行 わせ、 キ ャッ

プ構 造 に よる促 進効 果 を観 察す る という方法が考 え られる。 しか し、キ ャップ構造付近

が タンパ ク質等 で覆わ れている場合 この方法 は使 えない とい う方法上 の問題 がある。そ

れに加 え、 も し促 進効 果がみ られて も、 それに関わる因子 がスプ ライス ソーム形成 時に

キ ャップ構造依存 的 に取 り込 まれている とい う可能性 は否定 で きず、スプ ライス ソーム

形成 におけ る差 と区別がつ かな くなる ことが考 え られ、実際 には困難だ と思われ る。

しか し、熱処 理 した核抽 出液 を用 いた系 におけ る、キ ャ ップ構造 の有無 に よる第一段

階 の反応 の効 率の劇 的な差(図11C)は 非常 に興味 深い。 キャ ップ構 造が無い場合 に

お いて なぜ 第一段 階の反応効率が極端 に低 下す るのだ ろ うか。 もともとこの核抽出液 を

熱処理す る系 は、第二段 階の反応 をブロ ックす る系 と して報告 された(Kraineretal.

lg85)。 その機構 は明 らかになっていないが、第二段 階の反応 に必要 な熱 に弱 い因子が

失活す るため と考 え られている。実 際はそれだけで はな く、第一段階の反応かそ れ以前

の過程 に関わ る因子が全 てではないが一部失活す るのか もしれない。 そ して この 因子が
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キ ャ ップ構 造 と なん らか の 相 互 作 用 を して い る と仮 定 す る と、 キ ャ ップ構 造 が 存 在 す る

場 合 は 、失 活 せ ず に残 っ た 因子 が ス プ ラ イス ソー ム に加 わ りやす くな る ため 第 一 段 階 の

反 応 が 起 こ る こ とが 考 え られ る。1ηv1`ro反 応 系 を用 い た これ以 上 の解 析 に は 限界 が あ る

た め 、Two-HybridSystemの 様 な系 を用 い た 因子 の 側 か らの ア プ ロ ー チ で 明 らか に さ れ る

こ とが 望 ま れ る。

第二節 核 内 キ ャップ構造結合 タンパ ク質(NCBP)

1)NCBPの 一次構 造 と細胞内局在

筆 者 らは、前述 のキ ャップ構造 によるス プライシ ング反応促 進効 果 を担 う因子の候 補

として、HeLa細 胞核抽 出液か ら80キ ロダル トンの タ ンパ ク質 を精製 した(Ohnoetal.

1990)。 この タンパ ク質 のcDNAを 単離 し、予想 されるア ミノ酸 配列 を解析 した ところ

既知の タンパ ク質 には大 きな相 同性 が な く、既知 の タ ンパ ク質で は酵母3.cerevf5faθの解

糖 系 の遺伝子 の発現 に必 要な遺伝子 の産物GCR3(UemuraandJigamil992)に 弱い相 同

性が あ った。GCR3タ ンパ ク質の機i能は未だ明 らか にされていないため、 この相 同性 か

らは機能 に関 して何 の情報 も得 られなかった。 この相同性 がみ られ た領域 は トリプ トフ ァ

ン残基 に富 んでお り、その トリプ トファン残基 は両方の タンパク質問で保存 され ていた

(図23)。GCR3の 突然変異体 にNCBPのcDNAを トラ ンス フォーメーシ ョン して も相

補 しなか ったため(デ ー タは示 さず)、 機 能的相同産物か どうかはわか らなかった。 し

か し、一部の領域 において相 同性 が高い こ とを考 える と、 この領域が何 らかの機能 ドメ

イ ンであ り、例 えばRNA結 合 ドメイ ンの ように種 を越 えて保存 されてい る ものであ るこ

とも考 え られる。今 後GCR3の 突然 変異体 をさらに詳細 に解析 す る ことで、NCBPや そ

れ に相 互作用す る因子 の機 能の解 析が行 える可能性 もあ るため、検 討 してい きたい。

NCBPの ア ミノ酸 配列 の中で、唯 一モチ ー フと して考 え られ た もの は、N末 端 に存在

す る核 移行 シグナルであ る。 ア ミノ酸配列 の3～6番 目にか けてアルギニ ン残基が続 き、
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11ア ミノ酸 をは さん で 電荷 の高 い ア ミ ノ酸 が 四 つ続 く構 造 を して お り(図22)、 ヌ

ク レオ プ ラズ ミ ンに み られ る、2部 か らな る(bipartite)核 移 行 シ グナ ル だ と考 え られ た

(Robbinsetal.1991)。 実 際 、 この シ グナ ル を含 むNCBPはHeLa細 胞 内 で は核 に移 行 で

き、 含 ま ない もの は核 移 行 で きない(図27、28)。 た だ し、全 長 のNCBPの 場 合 、

核 質 が 染 ま り、 核 小 体 が ほ とん ど染 ま らな いの に対 し(図27>、N末 端 か ら70ア ミノ

酸 の み を持 っ たNCBP(Bgl)で は核 内 に局 在 はす る もの の 、 核 質 と核 小体 の シ グ ナ ル の

差 が 弱 くな っ て いる(図28)。 この 理 由 と して次 の二 つ が 考 え られ る。 まず 一つ め は、

拡 散 に よる とす る もの で あ る。BglはN末 端 か ら70ア ミ ノ酸 しか な い た め、 分 子 量 の 非 常

に小 さ な タ ンパ ク質 と して発 現 して い る。 そ の た め 、非 特 異 的 な拡 散 に よ って核 小 体 に

もれ て しま う こ とで あ る。 二 つ め の 理 由 は、 欠 失 を導 入 す る際 に核 質 に保 持 す る(あ る

い は核 小 体 に移 行 させ ない)シ グ ナル に欠 失 を導 入 して しま っ た とす る もの で あ る。 二

つ め の説 は魅 力 的 で あ るが いず れ の説 も証 明 は され てい ない 。NCBPの 機 能 ドメ イ ンに

つ い て の情 報 は ほ とん どな い た め 、NCBPの 様 々 な部 分 に欠 失 を導 入 して い くこ とに よ

り、 この核 質 保 持 シ グ ナル の 存在 も含 め て 明 らか に して い きた い。

2)NCBPと 相 互作 用 す る因 子

タ ンパ ク質 同 士 の相 互 作 用 を検 定 す る方 法 で あ るTwo-HybridSystemを 用 い てNCBPと

相 互 作 用 す る因子 を同 定 した。 そ の結 果 、次 に述 べ る三種 類 の ク ロ ー ンが 同定 さ れ た。

(1)ク ロー ン#37

この タ ンパ ク質 はNCBPと 相 互作 用 して キ ャ ップ構造 結 合 活 性 を担 う因子 で あ る と考

え られ る。 実 際 、NCBPと 共 発 現 した酵 母 細 胞 抽 出液 で は キ ャ ップ構 造 に特 異 的 なバ ン

ドが み られ た(図32)。 ま た、EMBLの グ ル ー プ も、UVク ロス リ ン ク法 に よ りキ ャ ッ

プ構 造 に特 異 的 に結 合 す る タ ンパ ク質 と して分 子 量20キ ロ ダ ル トンの タ ンパ ク質(

CBP20)を 同定 して い る(Izzaurraldeetal.1994)。NCBPを 精 製 した際 に 、 図21よ り

も高 いパ ー セ ン トのSDSゲ ル電 気 泳動 を行 い、 よ り高 い感 度 の検 出方 法 を用 い て も この

タ ンパ ク質 は検 出 で きな か っ た(デ ー タ は示 さず)。 こ の理 由 と して考 え られ る の は 、
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#37ク ロ ー ンの タ ンパ ク質(以 後#37と 呼 ぶ)は そ のRNA結 合 モ チ ー フ でRNAに 強

く結 合 して い て カ ラ ムか ら溶 出 され な か った こ とで あ る。 精 製 の 最 終段 階 で あ るRNAカ

ラ ムか ら溶 出 す る際 、5M尿 素存 在 下 で溶 出す る が 、 この 溶 出 条件 にお い てNCBPと#3

7の タ ンパ ク質 問 相 互 作 用 だ け が解 離 し、溶 出 され た とい う もの で あ る。NCBPの 精 製

標 品 をSDSゲ ル 電 気 泳 動 で解 析 した 際 、#37が 検 出 で きる濃 度 の ゲ ル を用 い て も検 出

で きな か った こ と(デ ー タは示 さず)や 、 精 製標 品 を用 い た ア ミノ酸 配 列 解 析 の際 に 、

#37由 来 の ペ プ チ ドがNCBP由 来 の もの に比 べ て モ ル 比 にお い て少 なか っ た こ と(デ

ー タ は示 さず)か ら もそ の 可 能性 は十分 考 え られ る
。

(2)ク ロ ー ン#30

この タ ンパ ク質 はRNA結 合 モ チ ー フ を持 ち 、 さ らにATP結 合 モ チ ー フ を持 って い た。

その 全 塩基 配 列 は未 だ 決 定 され て い な い ため そ の機 能 は 明 らかに は な って な い。 しか し、

RNA結 合 タ ンパ ク質 で あ る こ と、 また 、 ス プ ラ イ シ ン グやmRNA輸 送 に はATPの エ ネ ル

ギ ーが 必 要 で あ る こ とを考 え る と、 この タ ンパ ク質 が これ らの 過程 に関与 して い る可 能

性 は高 い とい え る。 この タ ンパ ク質 のmRNAの 長 さ は約9kbと 長 い。 非 翻 訳 領 域 が5側 と

3'側 を合 わ せ てlkb程 度,ポ リ(A)配 列 の 長 さ を200塩 基 と考 え る と、 コー デ ィ ン グ領 域 は

約7,8kbと な り、 ア ミノ酸 に して約260残 基 、分 子 量 約280キ ロ ダル トンの タ ンパ ク質 と

な る。 今 後 抗 体 等 を用 い て、 タ ン パ ク質 の大 き さ に関 す る情 報 を得 る必 要 が あ る。 ス プ

ラ イ シ ン グ にお い て この よ う に分 子 量 の 大 き な タ ンパ ク質 は 、酵 母PRP8の 哺 乳動 物 に

お け る相 同遺 伝 子 産 物 で あ るp220が 知 られ て い る(Andersonetal.1989)。 しか し、

PRP8タ ンパ ク質 はRNA結 合 ドメ イ ン もATP結 合 モ チ ー フ も持 っ て お らず 、#30と は

異 な る もの だ と考 え られ る。 ご く最 近 、ス プ ラ イス ソー ム 中 に存 在 す るATP結 合 タ ンパ

ク質 が 、 ク ロス リ ンク法 に よっ て何 種類 か 同定 され た(ZhangandGreenl994)。 この 中

に、 分 子 量 が200キ ロ ダ ル トン以 上 あ る タ ンパ ク質 が 報 告 さ れ て お り、 こち らの タ ンパ

ク質 との相 同性 の検 定 が 待 た れ る。 また 、 最 近 報 告 さ れつ つ あ る核 孔 の タ ンパ ク 質群 の

中 に もRNA結 合 ドメ イ ンを持 つ もの もあ るた め(Fabreetal.1994)、#30が 核 孔 タ ン

パ ク質 か ど うか の解 析 を しな け れ ば な ら な い。
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(3)ク ロー ン#69

こ の タ ンパ ク質 の 持 つ繰 り返 し配 列 は ア ル ギ ニ ン また は リ ジ ン とグ ル タ ミ ン酸(ア ミ

ノ酸 一 文 字 表 記 でREま た はKE)で あ り、電 荷 と して は プ ラス とマ イ ナス の 繰 り返 し と

な って い る。 この電 荷 の繰 り返 しパ ター ンは 、 ス プ ラ イ シ ング 因子 にみ られ るRSド メ

イ ン と似 て い る。RSド メ イ ン中 の セ リ ン残 基 は リ ン酸 化 され て い る こ とが示 唆 され て

お り、 電 荷 のパ ター ンは プ ラス とマ イ ナ ス の繰 り返 し とな る。 このRSド メ イ ンは最 近

タ ンパ ク質 同士 の相 互 作 用 の場 と して働 くこ とが 示 唆 され て い る た め(Amreineta1.

1994、Kohtzetal.1994)、#69のREド メ イ ン も同様 に相 互 作 用 の場 と して働 い て い る

可 能 性 は大 きい 。 実 際 、#69タ ンパ ク質 同士 の相 互 作 用 が 、Two-HybridSystemに よっ

て検 出 され て い る(表6)。 今 後 この タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 を さ らに解 析 して い く

こ とで そ の機 能 に迫 りた い。

第 三節 核 内 キ ャ ップ構 造 結 合 複 合 体

核 内 キ ャ ップ構造 結 合 タンパ ク質 も細 胞 質 キ ャ ップ構 造 結 合 タ ンパ ク質 と同様 に キ ャ ッ

プ構 造 結 合 複 合 体 を形 成 して い る とい う事 実 は興 味 深 い。 細 胞 質 内 キ ャ ップ構 造 結 合 複

合 体(eukalyoticInitiationFactor-4F,eIF-4F)の 構 成 成 分 は 、細 胞 質 キ ャ ップ構 造 結合 タ

ンパ ク質 で あ るelF-4E(分 子 量24キ ロ ダル トン)、ATP依 存 性RNAヘ リカ ーゼ で あ る

elF4A(分 子量50キ ロ ダル トン)、 分 子 量220キ ロ ダル トンの タ ンパ ク質(p220)、 そ

してeIF-4B(分 子 量80キ ロ ダル トン)で あ る(総 説Sonennbergl988)。 核 内 キ ャ ップ構

造 結 合 複 合 体 は今 の と ころNCBPと#37の 二 つ で あ る。 分 子 量 か ら考 え る と、elF-4B

とNCBPは と もに80キ ロ ダル トンで 、eIF4Eが24キ ロ ダル トン に#37が17キ ロ ダ ル ト

ン と よ く似 て い る。 しか し、eIF-4Eが 単 独 で キ ャ ップ構 造 に結 合 で きるの に比 べ 、

NCBPと#37は 両 方の タ ンパ ク質 が存 在 した ときの み キ ャ ップ構 造 に結 合で きる こ と、

また 、NCBPの キ ャ ップ構 造 へ の結 合 に はATPも 二価 の 陽 イ オ ン も必 要 と しな いが(

Ohnoetal.1990)、eIF-4Bの キ ャ ッ プ構二造 結 合 複 合 体 へ の作 用 にはATPとMg2+が 必 要 で
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あ るこ と(Sonennbergl988)が 異 なっている。NCBPや#37とeIF.4Eと の間に大 きな

相同性 がみ られ ない こ とか ら考 えて、核 内 と細胞 質ではキャ ップ構 造の認識機構が異 なっ

て いる と思 われ る。elF.4Eで は、キ ャ ップ構 造への結合 に必要 な配列 として、種 を越 え

て保存 されてい る トリプ トフ ァン残基 が重 要であ ることが知 られてい る(Sonennberg

1988)。 今後NCBPと#37の ドメイ ンを詳 し く解析 してい くことで新 しいキ ャ ップ構

造結合 ドメイ ンが同定で きる と考 え られ る。

今 回同定 された他 の二種類 の タンパク質 もこの核 内キ ャップ構造結合複合体 に含 まれ

ている可能性 はあ る。 しか し、#37ほ ど強 くNCBPと 相互作用 しているわけでは ない

と考 え られ る。その理 由 としては、NCBPを 精製 した際 、最後 の精 製段 階 までNCBPと

共 に溶 出 されて きたの は#37だ けで ある ことが挙 げ られる。 いず れ にせ よこの二種類

の タンパク質 の機 能 を明 らか にす る ことで、核 内キ ャップ構造結合複合体 の構成成分 が

明 らか になる ことが期待 され る。

第四節 キ ャップ構造 によるス プライシ ング反応促 進機構

本 研 究 に よ り、 キ ャ ップ構 造 に よ るス プ ラ イ シ ング反 応促 進 機構 は ス プ ライ ス ソー ム

形 成 の 過程 まで にみ られ る こ とが 明 らか に な っ た。 そ して この 効 果 を担 う因子 の候 補 と

して 、筆 者 らは核 内 キ ャ ップ構 造 結 合 タ ンパ ク質 を精 製 した。 この タ ンパ ク質 を含 め た

キ ャ ップ構 造 に よるス プ ラ イ シ ン グ反応 促 進機 構 を考 え てみ た い。

EMBLのMattaj博 士 らの グル ー プ は 、最 初mRNAの 輸 送 に関与 す る 因子 の候 補 と して、

キ ャ ップ構 造 に結 合 す る タ ンパ ク質 を精 製 して い た(lzzaurraldeetal.1992)。 ご く最 近

この タ ンパ ク質(CBP80)が 我 々 の精 製 したNCBPと 同 一 の もの で あ る こ とが 明 らか に

な り、 さ らに キ ャ ッフ.構造 結 合 複 合 体 に はCBP20と い う もう一 つ の タ ンパ ク質 が 含 ま れ

る こ とが 明 らか に な っ た(Izzaurraldeeta1.1994)。 そ して 、彼 らは 、CBP80に 対 す る抗

体 を用 い た 実 験 か ら、核 内 キ ャ ップ構 造 結 合 複 合 体 が ス プ ラ イス ソー ム形 成 の促 進 に関

与 して い る こ と を示 した(Izzaurraldeetal.1994)。 い み じ く もNCBPが ス プ ラ イ シ ング
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反 応 促 進 に関 与 して い る こ とが 明 らか に な った わ け で あ る。 彼 らが 同 定 したCBP20に つ

い て は そ の 一 次 配 列 は 明 らか に さ れ て い な いが 、 そ の分 子 量 や性 質 を考 え る と我 々 が 同

定 した#37と 同一 の もの と考 え られ る。 しか し、彼 ら は二 つ の タ ンパ ク質 が キ ャ ップ

構 造 へ の 結 合 に必 要 で あ る とい う こ と を まだ 明 らか に して い ない た め 、今 後 比 較 してい

くこ とが 重 要 だ と考 え られ る。

ス プ ラ イ ス ソー ム形 成 過 程 の解 析 か ら、 キ ャ ッ プ構 造 はス プ ラ イス ソ ー ム形成 の 早 い

過程 で促進 効 果 を示 す こ とが 明 らか に な っ た(図12、13)。 この 過程 をみ てみ る と、

ス プ ライ ス ソ ー ムのAコ ン プ レ ックス(沈 降係 数45S)の 形 成 か ら少 し差 が み られ 、Bコ

ンプ レ ッ クス(60S)の 形 成 に お い て大 きな差 が み られ た 、 この こ と とス プ ラ イス ソ ー

ム の骨 格 で あ るUsnRNPに つ い て考 え て み る と、U2snRNPの ス プ ライ ス ソー ムへ の 会

合 とそ の 後 のU5,U4/U6snRNP複 合 体 の ス プ ラ イス ソ ー ムへ の 会 合 に差 が あ る と考 え ら

れ る。 この 点 に お い てNCBPが 部 分 的 にで はあ るがU2snRNPと 会 合 して い る とい うデ ー

タ(Ohnoetal.1990)は 興 味 深 い。NCBPはU2snRNPと 会 合 して お り、U2snRNPを 近 傍

に位 置 させ る こ とに よ りス プ ライ ス ソー ム に会 合 させ る速 度 を促 進 す る。 そ の結 果Aコ

ン プ レ ック ス の形 成 を早 め 、 さ ら にU5,U4/U6snRNP複 合 体 の ス プ ラ イス ソ ー ムへ の 会

合 の標 的 とな りBコ ンプ レッ クスの 形成 を促 進す る とい うモ デルが考 え られ る(図36)。

この モ デ ル が 正 しい と した 場 合 、U2snRNPやU5,U4/U6snRNP複 合 体 中 の タ ンパ ク質 が

NCBPと 相 互作 用 す る こ とが 予 想 され るが 、 い まの とこ ろ これ らの タ ンパ ク質 は本 研 究

で用 い たス ク リーニ ン グ法で は 単離 さ れ て いな い。 そ こで考 え られ る可能性 は三つ あ る。

まず 一 つめ は ス クリー ニ ング した ライ ブ ラ リー の数 が十 分 で はな い こ とで あ る。 しか し、

筆 者 らが ス ク リー ニ ン グで 単 離 した仮 の 陽 性 ク ロ ー ンの うち 、 β一 ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活

性 で偽 の 陽 性 ク ロー ンで あ る と判 明 した もの に は 同 じもの が い くつ か 含 まれ て い た こ と

か ら(デ ー タは示 さず)、 この 可 能 性 は薄 い と考 え られ る。 もう一 つ の 可 能 性 は、#3

0ま た は#69の タ ンパ ク質 の どち らか 、 あ る い は両 方がUsnRNPの 構 成 成 分 で あ る可

能 性 で あ る。 これ と関連 した もう一 つ の 可 能性 は#30ま た は#69の タ ンパ ク質 が さ

らにUsnRNPと 相 互 作 用 して い る こ とで あ る。 この 二 つ の可 能 性 を検 定 す る ため に は 、
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図36核 内 キャ ップ構造結合複 合体 に よるス プライシ ング促進機構 のモデル図

核 内 キ ャ ップ構 造 結 合 複 合 体(NCBPと#37)が ス プ ラ イ ス ソ ー ム形 成 に関与

し、促 進 す る モ デ ル を示 した 。 図 中 の 記号 は そ れ ぞ れ 以 下 の こ と を示 す 。5サss:5買

ス プ ラ イ ス部 位 、3'ss:3'ス プ ラ イス 部 位 、BP:ブ ラ ンチ 部 位
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この二つの タンパ ク質の構 造 と機能 が明 らか になる必要が ある。今後抗体等 を用 いた実

験 や これ らを"え さ"に したス クリーニ ングで明 らか に してい きたい。

第五節 キ ャップ構 造 によるスプライシ ング反応促進効 果の限定性

二 つ の イ ン トロ ン を持 つmRNA前 駆 体の場 合 、キ ャ ッ プ構造 に よ る促 進 効 果は上 流 側 、

す なわ ち キ ャ ッフ精 造 に最 も近 い イ ン トロ ンにのみ 見 られ る(本 研 究 、Ohnoeta1.1987、

Inoueetal.1989)。 この 限定 性 は ど こに起 因す る の だ ろ うか。 これ は キ ャ ップ構 造 に よ

るス プ ラ イ シ ン グ反 応 促 進 機 構 と関 連 す る こ とで あ るが 、 これ につ い て最 近 興 味 深 い モ

デ ル が提 唱 さ れ て い る。 そ れ はス プ ラ イ シ ング に お い て認 識 され る単 位 は エ キ ソ ンだ と

す る、ExonDefinitionModelで あ る(Robbersoneta1.1990)。 この モ デ ル(図37)で は、

Ul,U2snRNPを 含 む ス プ ラ イ ス部 位 認 識 因子 は まず3冒ス プ ラ イス 部 位 に集 合 す る。 そ し

て そ の 後UIsnRNPは5,か ら3'方 向 に エ キ ソ ン上 をス キ ャ ン し、5'ス プ ラ イス 部 位 を認 識

す る。 そ の結 果 エ キ ソ ン両 端 間 で 因子 を介 した相 互作 用 が 起 こ り、 安 定 な複 合体 が 形 成

さ れ る。 これ に よ りエ キ ソ ンが 認 識 され 、 そ の後 イ ン トロ ンが 決 定 さ れ る とい う もので

あ る。 この モ デ ル の根 拠 は次 の二 つ で あ る。 一 つ は、 イ ン トロ ンは長 さが 数 十 塩 基 か ら

か ら数 十 キ ロ塩 基 まで様 々で あ るが 、 エ キ ソ ンの 長 さ は300塩 基 以 下 の もの が ほ とん ど

で あ る とい う こ とで あ る。 この こ とにつ い て は 、 この モ デ ル にお い て提 唱 して い るエ キ

ソンス キ ャ ンの 限界 が300塩 基 だ と考 え れ ば説 明 可能 で あ る。 また、 も う一 つ の根 拠 は、

エ キ ソ ンの 下流 の5'ス プ ライ ス 部位 に変 異 が 入 る とそ の エ キ ソンは とば され る とい う現

象 で あ る(Kuoetal.1991)。 この よ うな変 異 が 入 っ た場 合 、 単 にエ キ ソ ン下 流 の イ ン ト

ロ ンの ス プ ラ イ シ ン グが起 こ らな くな る と考 え られ るが 、実 際 はそ の エ キ ソ ンが 飛 ば さ

れ る か 、付 近 の5膠ス プ ラ イ ス部 位 偽 似 配 列 で ス プ ラ イ シ ングが 起 こる。 この現 象 も、 こ

の モ デ ル で考 え てい る安 定 な複 合 体 が 形 成 され な い結 果 この エ キ ソ ンが認 識 され な い と

す れ ば説 明 で きる。

この モ デ ル はそ の 性 質 上 内部 エ キ ソ ンだ け に 限 られ て い る。Bergetら は 、5'と37端 の
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図37ExonDe負nitionModelの 模 式 図

ExonDefinitionModelを 模 式 的 に示 した。5冒お よび3'ス プ ラ イス 部 位 を認 識 す る

因 子 群 の 代 表 と して そ れ ぞ れU1お よ びU2snRNPの み を示 した 。 こ れ らの 因子 群 は

まず3'ス プ ラ イス部 位 を認 識 して集 合 す る(lnitialBinding)。 そ して下 流 側 へ の ス

キ ャ ニ ン グが 起 こ り、 近 傍 の51ス プ ラ イ ス部 位 を認 識 す る。 この 場 合 、5「と3の

両 ス プ ラ イス 部 位 に集合 した 因子 が安 定 な複 合 体 を形 成 し、 エ キ ソ ンが 定 義 され

る(ExonDeHnition)。 そ の 後 エ キ ソン とエ キ ソ ンの 間が イ ン トロ ン と定 義 され る

(lntronDefinition)。
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エキ ソ ンにつ いては、 キ ャップ構 造 とポ リ(A)鎖 付加 シグナルが それぞれ3,と5・のスプ ラ

イス部位の代 わ りにエ キソ ンの定義 に働 いてい ると考 えてお り、 ポ リ(A)鎖 付加 シ グナ

ルが上流 のスプ ライシ ングを促 進す る ことを示 している(Niwa&Bergetl991) 。 この

モ デル を用 いて キャ ップ構 造 に よる促進効 果 を考 える と、 なぜ促 進効 果が それに最 も近

いイ ン トロンに しか及 ぼないのかが説 明 しやすい。すなわち、本研 究で も示 されたキ ャッ

プ構 造結合 複合体 が キャ ップ構造 に結合 し、それが5軍ス プライス部位 のUlsnRNPと 相

互作用 して安定 な複合体 を形成 してエキ ソンと しての認 識 を行 うとする ものであ る。3冒

ス プ ライス部位認識 因子 にはU2snRNPも 含 まれる。 そ こでNCBPがU2snRNPと 部 分的

にではあ るが会合 してい る とい うデー タ(Ohnoetal.1990)は このモ デルを支持す る も

の といえ よう。

しか し、 このモデル をキ ャップ構造 の効 果の限定性 にすべ て当て はめて しまうの には

問題が あ る。筆 者 は、fηvf`roスフoライシ ング反応 において、5'エキ ソンの長 さを最大1kb

まで長 くして もキャ ップ構 造 に よる促進効果 は観察 され るとい う結 果 を得 ている(デ ー

タは示 さず)。 もしこのモ デルの通 りエ キ ソンスキ ャ ン機構 が存在 し、その限界 が300

塩基 程度 だ とす る とこの現 象 は説明 で きない。 この ことか ら考 えて、エキ ソ ンス キャ ン

機構 は存在 しないのか もしれない。筆 者 は5吸 び3'ス プライス部位 の認 識 は独立 に起 こ

り、そ れぞれの認識 因子 の間で相 互作用が起 こる と考 え る。 もしキ ャ ップ構 造 による促

進効 果が、 このモデル どお りエ キ ソン認識 を促進す る ことだ とすれば、以 下の ようなこ

とが考 え られ る。5'エ キ ソ ン内 にイ ン トロ ンの31ス プライス部位領 域の配列 を挿入 す る

ことに よ り、内部 エ キ ソンの場合 と同 じよ うに、 この3冒ス プ ライス部位 と5ス プ ライス

部位 の間がエ キ ソンと して認 識 され る。そ して このエキ ソン認識 はキ ャ ップ構造 に依存

しないため、 キ ャップ構造 による促 進効 果 はみ られな くなる。 この実験 は可能 なので、

キ ャップ構 造 に よる促進機構 を明 らか にす る上 で も検定 してみたい。
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第六節 今後の課題

前節 までの各項 で これか ら明 らかに していか なけれ ばな らない ことは述べ て きたが、

最後 にい くつ か残 った課題 を述べ て、本論 分の締 め くくりと したい。

1)タ ンパ ク質問の相 互作用一Two-HybridSystemの 問題点 な ど一

本研 究 において、Two-HybridSystemを 用 いたス クリーニ ング法 によ りNCBPと 相互作

用 す る因子 をい くつか 同定 した。 この方法の場合 、単離 された クロー ンが どうい う もの

かに よってその後の解 析方法が変 わる。す なわち、単離 されたクロー ンが既知 のもので、

しか も"え さ"に 用 いた タンパ ク質が機 能す る過程 に関与す る ものであ るなら、その ク

ロー ンの全長 のcDNAを 単離す る必要 もな く解析が で きる。 しか し、未知 の タンパク質

が同定 された場合 、その全長cDNAを 単離 し、その産物 の機 能 を解析 す ることを考 えな

ければな らない。 ただ、本研究 の場合 の ように、その クロー ンが解析 済 みのペ プチ ド配

列 を含 んでいた り(#37)、RNA結 合 タンパ ク質で さらにATP結 合 モチー フを持 つ と

いった、機 能 に示唆が得 られ るような ドメインを持 っている場合 はまだ解析 が容易 であ

る と考 え られ る。 また、 この ライブ ラ リー に関 して言 えば、 オ リゴdTプ ライマー を用 い

てcDNAの 平均 長がlkbの ライブ ラリー を調 製 してい るため、すべての タ ンパ ク質がその

C末 端部分 を発現 してお り、分 子量 の大 きなタ ンパク質 はそのN末 端近 くは発現 しない

とい うこ とが問題点 である。 もし、"え さ"の タンパ ク質 と相 互作用 す る因子が実際 は

そ のN末 端領 域で相 互作 用す る因子 だ とす る と、 この ライブ ラリーで はこの因子 は単離

で きない こ とになるか らであ る。例 えばラ ンダムプ ライマー を用 い たライブラリーを構

築 して組 み合 わせ て用 い るの も一つの方法 であろ う。

表6で み られた ように、 β一ガラク トシダーゼ活性 でみ る と、各 クロー ン問でNCBP

への相互作用 の強 さが異 なっていた。前述 の ように、#37の タンパ ク質はNCBPの 精

製の際 、最 後の段 階 まで安 定 にNCBPと 相 互作 用 していた タンパ ク質であ る。 しか し、

Two-HybridSystemの β一ガラク トシダーゼ活 性は他の二つのクローンよりも弱 い(表6)。
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こ の こ と は、Two-HybridSystemで の相 互 作 用 の 強 さは 、 実 際 の相 互作 用 の 強 さ を必 ず し

も反 映 して い な い とい う こ とを表 して い る。 す なわ ち 、 あ る程 度 以 上 の 活性 が検 出 で き

れ ば 、相 互作 用 す る とい う こ とは言 え て も、 そ の 強弱 まで は わ か ら ない とい う こ とで あ

る 。 ま た、 タ ンパ ク質 の 酵 母 内 で の 安 定 性 の問 題 もあ るた め 、 これ らの ク ロー ンの組 換

え タ ンパ ク質 や 抗 体 を用 い てfηv1面 で の 実 際 の相 互作 用 を調 べ る必 要 が あ る。Two-

HybridSystemと これ らの 方 法 の 両 方 を用 い て確 認 す る こ と に よ りは じめ て相 互作 用 して

い る こ とが 証 明 で き る とい え る。

2)キ ャ ップ構造 とmRNAの 核外 への輸 送

キャ ップ構造 はス プライシ ング反応 を促進す る ことが 明 らか にな ったが(本 研究 、

Ohnoeta1.1987、Inoueetal.1989)、 キ ャ ップ構造 はmRNAの 核外への輸送 において も重

要 なシグナル として働 い てい ることが示 されている(HammandMat吻1990b)。 前述 の

ように、 この輸送 とい う過程 はそ こで働 く因子 を含 めてほ とんど明 らかにな っていない。

核 内 キ ャップ構造結合複合体 がス フ.ライシ ングに関与 してい るとい う事実 は、 この複合

体が輸送に も関与 してい るとい う考えを妨 げる ものではない。広 い意味でいえば、キ ャッ

フ構 造結合複合体はス プライシ ングを促進 している ことで輸送 を促進 してい るといえ る。

と言 うの は、イ ン トロ ンの存在 す るmRNA前 駆体 が輸 送 され るため には、速 やか にス プ

ライシ ングを受 け る必 要があ るか らで ある。

キ ャ ップ構 造結合複合体 が輸 送の促 進 に関与す るか どうか を検定 す る実験 と して以下

の ような実験が考 え られ る。 まず レポー ター遺伝子 と して、 イン トロンを持 つ もの と持

た ない もの を用 意 し、 どち らか一方 をベ クターのみ またはNCBPと#37の 両方のcDNA

とと もに培 養細胞 に トラ ンス フェクシ ョンす る。細胞 を回収 して核 画分 と細胞 質画分 に

分画 し、それぞ れの画分 か ら得 られ たRNAを 用 いて逆転 写PCRを 行 ない、 レポー ター遺

伝 子 か らの転 写産物 の細胞 内局在性 を調べ る。 も し、 イン トロンの有無 に関係 な く、 レ

ポ ー ターmRNAの 細胞 質への局在が促進 され た場合、NCBPと#37の 二つの タ ンパク

質 はmRNAの 輸送 に関与す るこ とが示唆 され る。 この実験 は実施可能 だ と考 え られるの
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で検 定 して み た い。

NCBPと#37は キ ャ ッ プ構造 に非 常 に安 定 に結 合 して い る(Ohnoetal .1990)。 この二

つ の タ ンパ ク質 は核 内 で もmRNA前 駆 体 の キ ャ ップ構 造 に強 く結合 して い る と筆 者 は考

え る。 そ して、 ス プ ラ イ シ ン グ反 応 が 終 了 した 後 、mRNAが 核 外 へ輸 送 され る と きに は

解 離 して い るの だ ろ うか。 こ こで 二 つ の 可 能性 が 考 え られ る。 一 つ は 、結 合 した ま ま細

胞 質 に行 き、 そ の 後 解 離 して核 内 に戻 る、"シ ャ トル"を す る 可能 性 で あ る。筆 者 らの

示 したNCBPの 核 内局 在 性 と、Izzarauldeら(1994)が 抗 体 で示 した核 内局 在 性 か らは 、

この 可 能性 は薄 い と考 え られ るが 、hnRNPAIの よ うに、抗 体 染 色 で は核 内局在 性 を示

す が 、 ヘ テ ロ カ リオ ン を用 い た実 験 か ら、 シ ャ トル す る こ とが 明 らか に な っ た例 もあ る

の で(Pinol-RomaandDreyfuss1992)、 この 可 能性 は否 定 で き ない。 検 定 す る た め に は

ヒ トのNCBPと#37に の み 特 異 的 に反 応 す る抗 体 が 必 要 とな るた め 、現 時 点 で は不 可

能 で あ るが 、試 み たい 実 験 で あ る。 も う一 つ の 可 能 性 は 、mRNAが 核 か ら外 へ輸 送 さ れ

る と き に、核 膜 の と ころで キ ャ ップ構 造 か ら解 離 す る とい う可 能性 で あ る。 そ の 場合 、

mRNAが 核 外 へ輸 送 さ れ る際 も核 孔 を通 過 す る といわ れ てい るの で(Dwortzkyand

Feldherr1988)、 核 孔 また は そ の周 辺 に存 在 す る タ ンパ ク質 にmRNAを"受 渡 す"形 に

な る と考 え られ る。 そ の"受 渡 す"相 手 の タ ンパ ク質 に つ い て は情 報 が ない が 、本 研 究

で 同 定 さ れ た#30、#69も そ の候 補 の 一 つ か も しれ な い。 この よ う な因子 を同 定 す

る側 か らの ア プ ロー チ が突 破 口 とな っ て解 析 が 進 む こ とが期 待 され るの で 、今 回 同 定 し

た ク ロ ー ンの 解 析 を急 い で い る。 キ ャ ップ構 造 の 効 果 の解 析 を通 じて 、 ス プ ラ イ シ ング

と輸 送 とい う二 つ の過 程 をつ ない でい きた い。 この 二つ は一 続 きで密 接 に 関連 して お り、

真 核 生 物 の 遺伝 子 発 現 に お い て必 須 な過程 なの で あ る。
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