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スプライソソームのスプライシング以外の
機能

１． は じ め に

真核生物において，DNAから転写されたばかりの

mRNAは未成熟の状態であり，このような未成熟 mRNA

（precursor mRNA：pre-mRNA）は，５′末端のキャッピン

グ，３′末端のポリ A化，スプライシングによるイントロ

ンの除去などの転写後修飾を受け成熟型となり，細胞質へ

と輸送され，翻訳の鋳型となる１～３）．現在までに，転写や

転写後修飾機構に関しては数多くの研究がなされており，

それぞれの機構の詳細な分子メカニズムも解明されてき

た．さらに，近年，転写と転写後修飾が共役することで転

写後修飾が効率的に行なわれるという事実が明らかとな

り，現在では，mRNAの転写を行なう RNAポリメラーゼ

IIに様々な転写後修飾因子が結合し，転写後修飾が協調的

に行なわれる mRNAファクトリーという概念が一般化し

ている４）（図１）．加えて，最近の研究から，転写が転写後

修飾に与える影響だけでなく，転写後修飾因子同士が正確

な遺伝子発現を行なうために協調していることも明らかと

なってきた．本稿では，そのような例としてスプライシン

グ関連因子が，スプライシング以外の機能として３′末端

のプロセシングや mRNAの核外輸送をも制御していると

いう最近の報告に焦点を当て，その分子メカニズムなどを

概説したい．

２． mRNA転写後修飾

転写されたばかりの pre-mRNAは，遺伝情報を持つエキ

ソンと，遺伝情報を持たないイントロンが交互に並んだ構

造をしており，正確な遺伝子発現のためにはスプライシン

グによってイントロンが取り除かれ，エキソン同士が繋ぎ

あわされる必要がある．スプライシング反応の中心的な役

図１ mRNAの転写後修飾
転写された mRNAは，５′末端のキャッピング，スプライシング
によるイントロンの除去，３′末端のポリ A化を受け成熟型とな
り，核外輸送される．長方形はエキソン，実線はイントロン，
二重線は DNAを表す．
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割を果たすのは，スプライソソームと呼ばれる高分子複合

体であり，その構成因子は U１，U２，U４，U５，U６核内低

分子リボヌクレオタンパク質（small nuclear ribonucleopro-

tein：snRNP）という五つのサブコンプレックスである．

これらの snRNPは，snRNAと呼ばれる RNA分子に，そ

れぞれの snRNP特異的タンパク質が結合した構造をして

おり，snRNAが pre-mRNAのスプライシング部位周辺配

列と RNA-RNA結合を形成することにより，正確なスプ

ライシング部位の認識を行なっている３）．

スプライシング反応は，U１snRNP，U２AF，SF１がそれ

ぞれ，イントロンの５′末端（５′スプライス部位），イント

ロンの３′末端（３′スプライス部位），３′末端から２０～４０ヌ

クレオチド上流のブランチ部位に結合するところから始ま

る（図１）．その後，U２snRNPが SF１と入れ替わりブラン

チ部位に結合し，さらに，U４／U６・U５snRNPが結合す

る．この後，構造変換を経ることにより，活性型スプライ

ソソームとなり，スプライシング反応が行なわれる．スプ

ライシングの他，５′末端のキャッピング，３′末端のポリ A

鎖付加を受けた成熟型 mRNAは核外に輸送され，翻訳の

鋳型となる．

３． U１snRNPは pre-mRNAを異常なポリ A化から

保護する

上述のように，スプライソソームは五つの snRNPから

成っており，それぞれが１：１の割合で会合することによ

り形成されている．しかしながら，ヒトにおいては U１

snRNPは他の snRNPと比較して過剰に存在している５）．筆

者らは，U１snRNPにはスプライシング以外の機能があ

り，そのためスプライシングに必要な量より多くの U１

snRNPが存在する必要があるのではないかと考え，U１

snRNPの機能阻害がトランスクリプトームに与える影響

を観察することとした６）．

先に述べたように，U１snRNPは，U１snRNAと pre-

mRNAが RNA-RNA結合を作ることでスプライシング部

位を認識している．そこで，U１snRNAの pre-mRNA認識

配列に対するアンチセンス・モルフォリノオリゴ（U１

AMO）を用いて，RNA-RNA結合を阻害することにより，

その機能阻害を行なった．また，トランスクリプトーム解

析には，タイリングアレイを用いた．通常のマイクロアレ

イはエキソン部分にのみプローブが設計されているが，タ

イリングアレイは，ゲノム上の全ての領域にプローブが設

計されているため，スプライシング異常によって最も大き

な影響を受けると予想されるイントロン部分に関する情報

も得ることができる．さらに，観察された変化が，スプラ

イシング阻害によるものか，U１snRNPの機能阻害特異的

なものであるかを区別するために，U２snRNAに対するア

ンチセンスオリゴ（U２AMO）と，スプライソソームに結

合してスプライシングを阻害する化合物であるスプライソ

スタチン A（SSA）をコントロールとして用いた６，７）．

U１AMO，U２AMO，ならびに SSA処理細胞において

は，予想通りスプライシングが阻害され，イントロン領域

が蓄積している遺伝子が多数観察されたが，U１AMO処

理細胞においては，遺伝子の５′側のみが蓄積するという

興味深い現象が，多くの遺伝子において観察された．この

結果は，U１snRNPの阻害により転写が早期終結してしま

い，そのため遺伝子の５′側のみが蓄積していると解釈出

来る．そこで，３′RACE（rapid amplification of cDNA ends）

法により，転写終結点を決定したところ，転写は遺伝子の

途中で終了しており，さらに驚くべきことに早期に転写終

結した mRNAは，その３′末端においてポリ A鎖が付加さ

れていた．先に述べたように，通常は遺伝子の３′末端に

おいてポリ A鎖の付加が行なわれるが，U１snRNP阻害細

胞中では，転写が終結していないにもかかわらず，遺伝子

の途中においてポリ A鎖付加が起こることが明らかと

なった．一方，この現象は SSA処理や U２snRNPの阻害

では観察されなかったことから，U１snRNP阻害特異的な

ものだと考えられる．

次に，この異常なポリ A化が，３′末端で起こる正常な

ポリ A化と同一のメカニズムによるものかどうかを検討

した．まず，この異常なポリ A化を受けた部位の周辺

領域を調べたところ，３′末端の正常なポリ A化部位と

同様に，ポリ A化部位の１０～３０ヌクレオチド上流に

AAUAAAというポリ A化シグナルが存在していた．次

に，この異常なポリ A化シグナルを含むミニ遺伝子を作

成し，そのポリ A化シグナルに変異を導入すると，U１

snRNP阻害による異常なポリ A化は観察されなくなった．

すなわち，本来ならば遺伝子の３′末端のみで機能するポ

リ A化酵素が，U１snRNPを阻害することにより遺伝子の

途中に存在するポリ A化シグナルを認識してしまい，異

常なポリ A化を行なっていると考えられる．言い換えれ

ば，U１snRNPは pre-mRNAを異常なポリ A化から保護し

ているのである．

次に，U１snRNPが pre-mRNAを異常ポリ A化から保護

するメカニズムを明らかにするために，上述のミニ遺伝子

の５′スプライス部位に変異を導入し，U１snRNPと pre-

mRNAとの結合を阻害した．すると，U１AMO処理によ
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る U１snRNPの阻害なしに異常なポリ A化が観察された．

すなわち，U１snRNPが５′スプライス部位に結合すること

は，スプライシングのみならず，pre-mRNAを異常なポリ

A化から保護する機能にも必要であると考えられる．さら

に，５′スプライス部位の変異に加え，U１AMO処理を行な

うことにより U１ snRNPの結合を完全に阻害すると，より

多くのポリ A化が観察された．この結果は，U１snRNPは

スプライシングに必要な５′スプライス部位のみならず，

それ以外の５′スプライス部位と類似した配列にも結合す

ることにより，pre-mRNA全体を異常なポリ A化から保護

していると解釈出来る（図２A）．

ヒトのような高等真核生物は，エキソンと比較して非常

に長いイントロンを持っており，５′スプライス部位に結合

している U１snRNPだけではその長いイントロン全体を異

常なポリ A化から保護するには不十分なのであろう．そ

のため，U１snRNPは，５′スプライス部位以外のイントロ

ン中の様々な領域に結合する必要がある．それ故，スプラ

イシングに用いられるよりも多くの U１snRNPが必要であ

り，このことが U１snRNPが他の snRNPと比較して過剰

に存在している理由だと考えられる．

４． U２snRNPはmRNAの３′末端修飾を促進する

上に述べたように，U１snRNPは pre-mRNAを異常なポ

リ A化から保護する機能があるが，U２snRNPは，逆にポ

リ A化を促進する働きがあることが知られている８）（図２

B）．U２snRNPは pre-mRNAのブランチ部位に結合するこ

とにより，スプライシング反応を行なっているが，このブ

ランチ部位に変異を導入することで U２snRNPと pre-

mRNAの結合を阻害すると，スプライシングの阻害のみ

ならず，ポリ A化の阻害も観察される．また，U２snRNA

の pre-mRNA認識配列を分解することで U２snRNPの機能

を阻害した場合にも，スプライシングならびにポリ A化

の阻害が引き起こされる．これらの結果から U２snRNPは

スプライシング以外の機能として，ポリ A化を促進する

機能も持つと考えられる．

U２snRNPはポリ A化酵素である CPSFと結合すること

などから，イントロンを持つ pre-mRNAと結合した U２

snRNPは，ポリ A化酵素のリクルートや，ポリ A化酵素

と pre-mRNAの結合の安定化に貢献し，mRNAのポリ A

化を正に制御しているのであろう．また，最も下流のイン

トロンは，３′末端のプロセシングが終了した後にスプライ

シングを受けるという報告もあり９），効率的なポリ A化の

ためには U２snRNPが pre-mRNAと結合していることが必

要なのかもしれない．

さらに，U２snRNAは通常のポリ A鎖を持つ mRNAの

３′末端修飾だけでなく，３′末端にポリ A鎖の代わりにヘア

ピン様の構造を持つヒストン mRNAの３′末端修飾も促進

することが報告されている１０）．上述のように，U２snRNP

図２ スプライシング因子とポリ A化
（A）U１snRNPは，５′スプライシング部位やそれ以外の様々な部位に結合す
ることにより，mRNAを転写途中での異常なポリ A化から保護している．
（B）U２snRNPはイントロンに結合することにより，スプライシングのみな
らず，３′末端の正常なポリ A化を促進する．
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はイントロンに結合することにより mRNAの３′末端修飾

を促進するが，多くのヒストン mRNAはイントロンを持

たない．しかしながら，多くのヒストン mRNAにおいて

保存されている７塩基の共通配列をもち，この７塩基に

U２snRNPが結合し，３′末端修飾を促進する．この７塩基

はブランチ部位とは相同性がないこと，また，その結合に

は U２snRNAは必要ではないことから，U２snRNPの構成

タンパク質が直接その配列に結合していると考えられる．

先に述べたように，ヒストン mRNAの３′末端修飾は通常

の mRNAとは異なりポリ A化を受けることはないが，そ

の修飾には通常の mRNAと同様に CPSFが必須であるこ

とが知られている１１）．したがって，結合様式は違うもの

の，U２snRNPはヒストン mRNAにも結合し，CPSFを介

して，ヒストン mRNAの３′末端修飾を促進していると考

えられる．

５． スプライシング因子は pre-mRNAの核内係留に

関わる

最近の研究から，スプライシング因子は pre-mRNAの核

内係留にも関わっていることが明らかとなった．スプライ

シング機構に異常が起き，未成熟な pre-mRNAが核外に輸

送され，翻訳されると，異常なタンパク質が産生されてし

まう．そこで，細胞はこのような異常タンパク質の産生を

防ぐためにスプライシングを受けていない pre-mRNAを核

内に留めておく機構を持つ１２～１４）．最近，竹村らは新た

な pre-mRNAの核内係留因子としてスプライシング因子

である U１snRNPと U２AF６５を同定した１５）．U１snRNPや

U２AF６５は，pre-mRNAの核内係留に関わるだけでなく，

イントロンを持たない mRNAに人為的に結合させた場

合でも mRNAの核内係留を促進したため，U１snRNPと

U２AF６５はスプライシング非依存的に mRNAを核内係留

する活性を持つと考えられる．これらの因子がどのような

分子メカニズムで mRNAを核内に係留しているかは明ら

かになっていないが，スプライシング因子の結合が，正し

くスプライシングを受けていない mRNAを選別する一種

の品質管理機構として働くというのは，非常に合理的なシ

ステムであるといえる．

６． お わ り に

本稿で紹介したように，いくつかのスプライソソームの

構成因子は，他の転写後修飾を制御するというスプライシ

ング以外の機能を持つ．これらの機能は，転写や転写後修

飾，核外輸送のそれぞれのステップが互いに監視しあい，

遺伝子発現の正確性を保つために，正しいプロセシングを

受けた mRNAのみを翻訳するというメカニズムの一翼を

担っているのだろう．今後の研究から，さらなる転写後修

飾間の相互作用が明らかとなり，高等真核生物の持つ巧妙

な遺伝子発現機構の理解が深まることが期待される．
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