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研究成果の概要（和文）：mRNAスプライシングは真核細胞の遺伝子発現に必須な機構であり、スプライシングに
異常があると、異常なpre-mRNAが蓄積し、個体レベルでは疾患を引き起こす可能性がある。そこで、スプライシ
ング異常時には、異常なpre-mRNAを蓄積させないために、転写伸長を抑制するというチェックポイント機構が存
在すると考えた。本研究の結果から、実際にそのようなスプライシングチェックポイントメカニズムが存在する
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：mRNA splicing is a fundamental mechanism for the gene expression in 
eukaryotes. Splicing abnormality might cause pre-mRNA accumulation and diseases. Therefore, I 
assumed that cells have a checkpoint mechanism that detects splicing abnormality and suppresses 
transcriptional elongation to prevent pre-mRNA accumulation. I revealed that such a splicing 
checkpoint mechanism actually exists in this study. 

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞においては、転写されたばかり
の mRNA は未成熟の状態であり、スプライシ
ングによるイントロンの除去、５’末端の
キャッピング、３’末端のポリ(A)化などの
転写後修飾を受け成熟型となる。これらの
転写後修飾因子は転写因子と結合し、転写
直後の mRNA を常にスキャンすることによ
って、自身の結合配列を効率的に認識して
いる。言い換えれば、転写後修飾は転写と
共役する事によってその効率を高めている
のである。 
 一方、転写後修飾が転写活性に与える影
響に関しては、研究開始当初においてはあ
まり知見がなかった。そこで、予備実験と
して、スプライシング異常と転写伸長との
関係を調べるため、細胞をスプライシング
阻害剤であるスプライソスタチン Aで処理
し、スプライシングの阻害がトランスクリ
プトームに与える影響を解析したところ、
以下のことが明らかとなった。 
 
(1)スプライソスタチン処理時には、全体の
約１８%の遺伝子において、遺伝子の５’側
のみが発現し、３’側の発現が低下してい
た。 
(2)５’側のみが発現している遺伝子をい
くつか解析したところ、それらの遺伝子上
では、mRNA の転写を司る RNA ポリメラーゼ
II(PolII)が遺伝子前半で停滞していた。 
(3) さらに、スプライソスタチン処理によ
り、転写伸長を促進する PolII のリン酸化
が低下した。 
 
 以上の結果から、スプライシングに異常
があると、転写伸長を促進する Pol II のリ
ン酸化を低下させ、遺伝子の前半部分での
Pol II の停滞を引き起こし、スプライシン
グを受けていない異常な mRNA の産生や蓄
積を防止するスプライシングチェックポイ
ント機構が存在すると考えられた。しかし
ながら、実際にそのような機構が存在する
かどうかは証明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、細胞が遺伝情報の正
確性を守るために持つと考えられるスプラ
イシングチェックポイント機構の存在を証
明し、その詳細な分子機構を解明すること
を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 スプライシングチェックポイント機構の
存在の証明、ならびにその詳細なメカニズ
ムの解明のために、以下の実験を行った。 
 

(1) この転写伸長抑制が、スプライシング
阻害の結果によるものか、もしくは、SSA
処理の副次的効果なのかを区別するために、
SSA 以外のスプライシング阻害剤や、アン
チセンスオリゴを用いたスプライソソーム
の不活性化などを行い、同様の現象が観察
されるかどうかを確かめる。 
 
(2) SSA 処理時に観察された Pol II の脱リ
ン酸化が、スプライシング阻害特有の現象
なのか、それとも、転写や、翻訳など、他
の遺伝子発現機構の抑制でも同様の現象が
観察されるのかどうかを明らかにするため、
転写阻害剤のアクチノマイシン D や翻訳阻
害剤のシクロへキシミドで細胞を処理し、
その際のPol IIのリン酸化レベルを観察す
る。また、真に、スプライシング阻害の結
果であるかどうかを確かめるため、SSA 以
外のスプライシング阻害剤や、アンチセン
スオリゴを用いたスプライソソームの不活
性化などを行い、Pol II の脱リン酸化が観
察されるかどうかを確かめる。 
 
(3) 遺伝子 5’側のみの発現は、転写伸長
抑制の結果であると考えられるものの、RNA
の部分的な分解の結果である可能性も残さ
れている。そこで、pre-mRNA を分解する
Nuclear Exosome の構成因子を siRNA でノ
ックダウンすることにより、部分的な分解
の可能性を排除する。 
 
(4) Pol II は、P-TEFb というリン酸化酵素
により リン酸化される。SSA 処理による
Pol II のリン酸化レベルの低下は、P-TEFb
の不活性化である可能性を検討するために、
HeLa 細胞から抽出した P-TEFb と基質を混
ぜ、反応液中に SSA を加え、リン酸化活性
を測定することにより、SSA が P-TEFb のリ
ン酸化活性を制御するかどうかを観察する。 
 
(5) PolII の脱リン酸化は転写伸長が抑制
された遺伝子上に限って観察されるのか、
それとも全体的なリン酸化レベルが低下し
ているのかを確かめるために、リン酸化
PolII の抗体を用いたクロマチン免疫沈降
実験を行なう。 
 
(6) スプライシング阻害により引き起こさ
れる PolII の脱リン酸化のメカニズムを明
らかにするため、SSA 処理時に、PolII をリ
ン酸化するキナーゼや、脱リン酸化するフ
ォスファターゼのタンパク量の変化が観察
されるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 



(1) 転写伸長抑制がスプライシング阻害に
よるものであることを確かめるために、SSA
とは異なるスプライシング阻害剤であるプ
ラジエノライド B やスプライソソームに対
するアンチセンスオリゴを用いてスプライ
シング阻害を行い、その際の転写伸長を観
察したところ、これらの阻害剤やアンチセ
ンスオリゴにおいても転写伸長抑制が観察
された。このことから、転写伸長抑制は、
SSA の副次効果ではなく、スプライシング
阻害の結果であると考えられる。 
 
(2) SSA 処理時に観察された Pol II の脱リ
ン酸化がスプライシング阻害特有の現象で
あるかどうかを確かめたところ、転写阻害
剤のアクチノマイシン D や翻訳阻害剤のシ
クロへキシミド処理では観察されず、スプ
ライシング阻害剤であるプラジエノライド
B やスプライソソームに対するアンチセン
スオリゴ処理では観察された。このことか
ら、スプライシング阻害が Pol II の脱リン
酸化を引き起こしていると考えられる。 
 
(3) 遺伝子 5’側のみの発現が、RNA の部分
的な分解の結果である可能性を排除するた
めに、pre-mRNAを分解するNuclear Exosome
の構成因子を siRNA でノックダウンした細
胞を SSA 処理し、その際の RNA 量を測定し
たところ、Nuclear Exosome をノックダウ
ンしても、遺伝子 5’側のみの発現が観察
された。したがって、遺伝子 5’側のみの
発現は pre-mRNA の部分分解によるもので
はないと考えられる。 
 
(4) SSA が Pol II のリン酸化酵素である
P-TEFbの活性を阻害する可能性を検討した
ところ、P-TEFb の活性は SSA の添加により
影響を受けなかった。このことから、SSA
は直接 P-TEFb の活性を制御するわけでは
なく、スプライシング阻害を介して間接的
に制御していると考えられる。 
 
(5) Pol II の脱リン酸かが、転写伸長の抑
制された遺伝子上でのみ観察されるのか、
それとも、すべての遺伝子上で観察される
のかを確かめたところ、遺伝子特異的なリ
ン酸化の減少が観察された。 
 
 以上の結果から、SSA 処理によるスプラ
イシング阻害により、細胞が何らかの機構
により、pre-mRNA の蓄積、もしくはスプラ
イシング活性の低下を感知し、異常な
pre-mRNA の蓄積を防ぐために、転写伸長を
抑制するというスプライシングチェックポ
イントメカニズムが存在することが明らか
となった。 
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