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研究成果の概要（和文）：遺伝子の転写・pre-mRNAスプライシング・mRNA核外輸送など、

従来は個別に研究されてきた諸反応が、生体内では互いに連携もしくは共役しながら進行

していることが近年明らかになりつつある。しかし、その分子機構には未だ謎が多いのが

現状である。本研究において、スプライシングやmRNA核外輸送の分裂酵母変異株の原因遺

伝子の機能及び相互作用解析を行い、真核生物における遺伝子発現を統合的に制御する機

構の一部を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Recent emerging evidence suggested that a functional linkage among 
transcription, pre-mRNA splicing and nuclear mRNA export, which had been analyzed 
independently, exists in a living cell. However, the molecular mechanism of the linkage 
still remains unclear. In this study, we analyzed the genes responsible for the fission 
yeast mutations that cause defective pre-mRNA splicing and nuclear mRNA export, and 
elucidated a part of the molecular mechanism of coordinated regulation of gene expression 
in eukaryotic cells.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 5,000,000 1,500,000 6,500,000 

2009 年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

2010 年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

年度    

  年度    

総 計 15,600,000 4,680,000 20,280,000 

 

 

研究分野：分子遺伝学 

科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 

キーワード：スプライシング、転写、mRNA 輸送、分裂酵母、遺伝子発現制御 

 
１．研究開始当初の背景 

  遺伝子の保存と転写の場である核と、タ

ンパク質への翻訳の場である細胞質が核膜

によって区画化されていること、また、ほと

んどの遺伝子にイントロンが存在すること

は、真核細胞のみに見られる大きな特徴であ

る。これらの特徴により、mRNA 前駆体からイ

ントロンを取り除くスプライシング反応と、

スプライシング反応を経た成熟 mRNA の核か

ら細胞質への輸送は、真核生物の遺伝子発現

において必ず必要とされる生命活動の重要

過程となっている。 

 我々は、pre-mRNA スプライシングと mRNA

核外輸送の分子機構を解明するために、遺伝
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学的操作が行いやすく、かつ遺伝子の構造や

スプライス部位配列の保存性など、多くの点

でヒトを含む高等真核生物と類似点の多い、

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe をモデ

ル生物に用いて研究を進めてきた。具体的に

は、分裂酵母の pre-mRNA スプライシングと

mRNA 核外輸送の温度感受性変異株を多数分

離し、それらの原因遺伝子をクローニングす

ることを行ってきた。原因遺伝子の機能解析

や表現型解析により、スプライシングと核外

輸送の分子機構とそれらの連携システムを

解明できると考えた。 

 いくつかの酵母変異株の表現型解析を含

めた種々の解析によって、従来はそれぞれが

独立した反応と考えられていた遺伝子発現

の諸反応、即ち、遺伝子の転写、mRNA 3'末

端形成、スプライシング、mRNA 核外輸送が、

細胞内においては密接な連携機構の下に進

行している可能性が示唆された。これら諸反

応の多くは、独立した反応系として in vitro

で個々に再現が可能である。しかし、細胞内

においては、遺伝子発現の効率や特異性を最

大限にするため、遺伝子の転写から輸送まで

の 反 応 を 密 接 に 連 携 し て 行 う 「 Gene 

expression factory」とも称すべき機構が存

在していると考えられた。 

 「Gene expression factory」の存在、即

ち、遺伝子の転写機構と転写後のスプライシ

ングや核外輸送との連携システムは、近年大

きな注目を浴びている（例えば Maniatis and 

Reed, Nature 2002）。しかしながら、その分

子基盤と制御については、未だ充分に解明さ

れていないのが現状であった。 
 

２．研究の目的  

 遺伝子の転写・pre-mRNA スプライシング・

mRNA 核外輸送など、従来は個別に研究されて

きた諸反応が、生体内では互いに連携もしく

は共役しながら進行していることが近年明

らかになりつつある。しかし、その分子機構

には未だ謎が多いのが現状である。 

 本研究では、現在まで精力的に進めてきた

スプライシングや mRNA 核外輸送の分裂酵母

変異株の原因遺伝子の機能及び相互作用解

析を更に進め、細胞内での転写、プロセシン

グ、mRNA 核外輸送の連携システムについて、

お互いの時空間的な相互作用による機能的

連携や共役に焦点をあて、遺伝学・生化学・

細胞生物学・蛍光イメージングの手法を駆使

して詳細に解析し、真核生物における「Gene 

expression factory」の実態、すなわち遺伝

子発現の統合的制御ネットワークの分子基

盤とその仕組みを解明することを目的とし

た。 
 
３．研究の方法 

（１）転写・mRNA 3' 末端形成と mRNA 核外

輸送の連携機構に関する解析 

 分裂酵母 mRNA 核外輸送変異株 ptr5、7、8、

9 及び 10 について、それぞれの原因遺伝子

をクローニングし、それら遺伝子の機能解

析を遺伝学や生化学的手法を駆使して行い、

転写・mRNA プロセシングと mRNA 核外輸送機

構との関連を解明する。 

 

（２）転写・mRNA 核外輸送とスプライシン

グとの連携機構に関する解析 

 現在までに分離したスプライシング変異

株prp1〜14におけるmRNA核外輸送阻害を、

oligo dT プ ロ ー ブ を 用 い た in situ 

hybridization や遺伝学的手法によって解

析し、スプライシングと mRNA 核外輸送の連

携について検証する。 

 

（３）蛍光イメージングによる遺伝子発現

プロセスの可視化解析 

  我々は、GFP タグシステムにより分裂酵

母内で RNA を可視化し、局在化 RNA を網羅的

にスクリーニングする実験系の確立に成功

している。その GFP タグシステムを改良し、

レポーター遺伝子の核内位置、転写された

mRNA 及び翻訳されたタンパク質のそれぞれ

を CFP/YFP/Cherry 蛍光タンパク質で可視化

する実験系を構築し、遺伝子の転写から翻訳

までの発現過程や阻害時の表現型を、生きた

野生型酵母内でリアルタイムに可視化解析

する。 
 
４．研究成果 

（１）転写・mRNA 3' 末端形成と mRNA 核外

輸送の連携機構に関する解析 
① 分裂酵母 mRNA 核外輸送変異株 ptr7
の原因遺伝子が mRNA の 3’末形成複合体
因子 Clp1 をコードしていることを明ら
かにし、mRNA の 3’末形成と mRNA 核外
輸送の間には密接な連携機構が存在し
ていることを明らかにした。ptr7 変異株
では制限温度下で mRNA の 3’末に付加さ
れる poly A 鎖の伸長が観察され、その
ことが輸送阻害に関連することが示唆
された。 
② ptr7 変異のサプレッサーを分離し、
Ptr7p と機能的に相互作用する因子の同
定を行った。その結果、サプレッサーと
して、ysh1 遺伝子が同定された。また、
ysh1 サプレッサーの変異部位同定を行
った。Ysh1p は 3’末形成複合体を構成



する因子の一つとして知られているこ
とから、Ptr7p と相互作用することで、
mRNA 3’末形成と mRNA の核外輸送を連
携している可能性が示唆された。 
 

（２）転写・mRNA 核外輸送とスプライシン

グとの連携機構に関する解析 
① 分裂酵母スプライシング変異株 prp1
〜prp14 において mRNA の細胞内分布を
in situ hybridization によって解析し
た結果、prp1 と prp3 では制限温度下で
mRNA の核蓄積が検出され、スプライシン
グ反応と mRNA 核外輸送との間の連携機
構の存在が示唆された。また、核膜孔複
合体因子 Nup85 遺伝子に変異をもつ
ptr5 変異株と prp8 などのスプライシン
グ変異の間に、合成致死等の遺伝学的相
互作用があることを明らかにした。これ
らの結果から、核膜孔複合体を介したス
プライシングと mRNA 核外輸送の連携機
構の存在が初めて示唆された。 
② mRNA 核外輸送変異株 ptr8 において、
セントロメアのヘテロクロマチン形成
に異常があることを、ChIP 解析や ura4
レポーター遺伝子を用いたサイレンシ
ングアッセイによって明らかにした。今
後の解析により、染色体を不活性な状態
に保つヘテロクロマチン形成に、mRNA
核外輸送関連因子が関与する新しい連
携機構が明らかになることが期待され
る。また、mRNA 核外輸送変異 ptr9 や
ptr10 が、転写と mRNA 核外輸送のカップ
リングを行う TREX2 の構成因子 Sus1p の
過剰発現によって、抑制されることを明
らかにした。これらの結果は、Ptr9p と
Ptr10p〈膜結合蛋白質〉が TREX2 複合体
を介して mRNA 核外輸送過程に関与して
いる可能性を示唆する。 
③ 分裂酵母の機能未知因子 spRNPS1 が
スプライソソームの構成成分であるこ
と、また spRNPS1 が mRNA 核外輸送に関
わる TREX 複合体因子と機能的相互作用
を示すことを、遺伝学的解析及び免疫共
沈解析により明らかにした。spRNPS1 は、
分裂酵母においてスプライシング後の
成熟 mRNA を mRNA 核外輸送経路にリンク
させる機能を持つことが示唆された。 
④ mRNA の核外輸送に関わる核膜結合因子
Ptr10p の変異が、転写伸長と mRNA 核外輸送
に関わる Thp2（TREX 複合体構成因子）の過
剰発現によって機能相補されることを明ら
かにした。Ptr10p は転写と mRNA 核外輸送を
リンクする因子の一つである可能性が強く
支持された。 
 

（３）蛍光イメージングによる遺伝子発現

プロセスの可視化解析 

 GFP タグシステムにより分裂酵母内で局在

化 RNA を網羅的に可視化する系を構築し、新

規な分裂酵母局在化 RNA を多数同定した。更

に、レポーター遺伝子の核内位置、転写され

た mRNA 及び翻訳されたタンパク質のそれぞ

れを蛍光タンパク質で可視化する実験系構

築を試みた。可視化プラスミドの構造を図 1

に示す。CFP-lac repressor と Lac operator 

repeat 配列により核内における遺伝子の位

置を可視化し、U1A-YFP と U1A binding repeat

配列により転写された mRNA を可視化し、タ

ンパク質への翻訳を Cherry タンパク質の蛍

光によって可視化するように設計した。遺伝

子位置の可視化以外の部分を研究期間内に

構築し、可視化に成功した。 
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