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「研究プロジェクト」優秀論文推薦のことば

スプライシングを選択的に行い、ひとつの遺伝子から複数の蛋白質を作り出す現

象を選択的スプライシングという。そのメカニズムは未知であるがゲノム配列をコ

ンピュータ解析することによってラリアット分岐配列という特定のDN頒己列がキー

となっている可能性を示唆するなど すばらしい成果を収めた。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

富田 勝





選択的スプライシングにおける

ラリアット分岐配列の解析

環境情報学部富田研究室 伊藤ひとみ

Åbstract

真核生物の遺伝子発現における必須過程である選択的スプライシングは、遺伝子内の異なった

部分を組み合わせて用いることで複数のタンパク質を生成する現象である。この現象において、

pr㌣mRNAがラリアット構造を形成する際、ラリアット分岐配列（lariatbranch－POint）と呼

ばれる配列が深く関わっていることが知られている。ラリアット分岐配列は発現組織、発達段

階、生物種などによって多様なコンセンサスが存在するという報告もあることから、ある条件

下で特異的な選択的スプライシング制御に関わっている可能性が高いと考えられる。限られた

遺伝情報から効率よくタンパク質を作り出すことから、選択的スプライシングは注目されてい

る現象だというのにも関わらず、そのメカニズムなどには未だ解明されていない点が多い。そ

こで本研究は、C．eJ甲α几β，几meね乃叩αβfer，A．仇αJiαM，〃．m礼βC伽J叫且β呼豆emβ，を対象に、

ラリアット分岐酉己列を網羅的に解析することを目的とした。結果、各生物種のcDNA／mRNA

をゲノムにマッピングした結果より抽出されたイントロンにおけるラリアット分岐配列の分

布が、生物種ごとに特徴的であった。また、先行研究において抽出された選択的スプライシ

ング由来の〃．m祉βCl血βmRNAを対象に、選択的スプライシングのパターンごとにラリアッ

ト分岐配列の有無を検出したところ、ラリアット分岐配列が組織特異的な選択的スプライシ

ングの制御に関わっている可能性のある例を挙げることに成功した。

共同研究者小知和裕美

指導教官 富田勝
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1 はじめに

ヒトゲノム計画により、ヒトのDNA配列がほぼ全て明らかになりつつある中で、ヒトゲノムを巡る最近

の話題の中で最も衝撃的な一つに、ヒトゲノム上の遺伝子の数があげられる。ヒトの生体機能は高度かつ

複雑で、それを支える酵素などタンパク質も多種多様なものが存在しているため、それらのタンパク質の

設計図である遺伝子の数も他の生物に比べて多いはずであると、誰もが予測していた。だが、ヒトの遺伝

子の数は当初予想の10万個の約3分の1である約30，000個弱だという可能性が高いことが明らかになっ

た【1】。この30，000個の遺伝子情報から、10万個以上ともいわれるタンパクを発現させるメカニズムと

して注目を受けているのが「選択的スプライシング」と呼ばれる現象である。

連続的な遺伝情報を持っ原核生物の遺伝子構造とは異なり、真核生物における遺伝子のほとんどはイント

ロンと呼ばれる遺伝情報を持たない傾域によって分断されている。真核生物の遺伝子発現において必須

過程であるスプライシングとは、mRNA前駆体であるpre－mRNAからイントロンを除去し、イントロン

によって分断されたコード傾域であるエキソンを再結合させる過程を示す。また、このスプライシング

の過程において再結合するエキソンの組み合わせを変え、「スプライス・バリアント」と呼ばれる複数の

mRNAを生成しタンパク質の多型をつくることで細胞機能に多様性を与えることができるメカニズムが

選択的スプライシング（AlternativeSplicing）である（囲1）。
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囲1：選択的スプライシング
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ヒト遺伝子の35％から50％を占めると予測されている【2】【3】選択的スプライシングは、エキソンがイン

トロンと共にスプライスアウトされてしまう単純なものから、スプライスサイトがGT－AGではない複雑

なものまで、様々なパターンがあり【4】【5ト複数のパターンを組み合わせることにより、少ない遺伝子数

でも複雑な生命体を作ることが可能になる。また、選択的スプライシングは発現組織や発達段階などの特

定の条件下において、発現するタンパク質を制御する役割も果たしている。ダウン症精神遅滞候補遺伝子

は834kbに及ぶ一つの遺伝子から38，016個の「スプライス・バリアント」を作り出し、発達段階ごとに

発現を調節していることが知られている【6】．限られた遺伝情報から効率よくタンパク質を作り出し、発

現組織や発達段階ごとに発現を調節するということで、選択的スプライシングは注目されている現象だと

いうのにもかかわらず、そのメカニズムなどには未だ解明されてない点が多い。
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GT－AGイントロンはUl〃2，U4，U5そしてU6snRNP（核内低分子RNA）によりスプライシングされる

（囲2）。まず始めに、UIsnRNPとU2snRNPそれぞれが、5，－SPlicesiteにあるGtJ配列とラリアット分

岐配列に結合する（図2：Stepl）。次に、U4，U5，U6snRNPが囲2のStep2のように結合した後、Ul，

U4snRNPが放出される。Pre－mRNAはラリアット（投げ縄）構造を形成した後、U2，U6snRNPがGU

配列の5，側でmRNAを切断し、ラリアット分岐配列の中のアデニン（A）と結合させる（図2：Step3）。

最後に、5，エキソンと3，エキソン同士を繋ぎ、ラリアットの形をしたイントロンを切り離す。

真核生物におけるスプライシングは、Pre－mRNAがラリアット構造を形成することで、5，エキソンと3，

エキソン同士を繋ぎ、ラリアット（投げ縄）の形をしたイントロンを切り離すメカニズムで行われる（図2：

右）。このラリアット構造を形成するのに重要とされるのが、ラリアット分岐配列と呼ばれる7bp程度の

配列で、共通配列の保存率がとても低く、発現組織、発達段階、また生物種ごとに特異的な配列が存在す

ることが知られている。また、発現組織特異的なラリアット分岐配列が、選択的スプライシングの制御に

関わっているという報告もある【71【8】【9】。

そこで、本研究では、C・eJ甲αm5，几meJαmO夕α5fer，A．仇αJiα叫此m仙βC血β，且β呼盲e氾βの5種の真

核生物を対象とし、既知のラリアット分岐配列の保存率および位置分布を生物種ごとに調査し、先行研

究【10】において抽出された選択的スプライシング由来の肱m礼βC血βmRNAを対象に、特異的なラリ

アット分岐配列が存在するかを網羅的に解析することを目的とした。
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2 研究手法

2．1使用したデータ

今回の研究を行うにあたり、以下の各データベースを利用したので、ここに示す。

Species Data Datasets Databa5e

C・eJe夕肌β genOmicsequence 97Mbp NationaユCenterbrBiotechnologyI皿brmation

IntronDatabase【11】571seqs http：〃www・SOe・uCSC・edu／kent／i皿trOneratOr／
几meJαmOタαβfer genomicsequence l15Mbp NationalCenterbrBiotechno10gyInfbrmation

GenBank 560seqs NatiomalCenterbrBiotechno10gyInk）rmation

A・f九αJ盲肌α genOmicsequence lOOMbp TheInstituteforGenomicResearch

hl1－1engthcDNA 5017seqs TheInstitutebrGenomicResearch

〃・m址5Cl血β genOmicsequence 74Mbp NationalCenterbrBiotechnologyInbrmation

hll－1engthcDNA 21076seqs 理化学研究所

凡β呼号eγlβ genOmicsequence 2．7Gbp HumamGenomeProjectworkingdraftatUCSC
hlトlengthcDNA 8057seqs 東京大学医科学研究所

表1：使用したデータ

2．2 ゲノム配列へのマッピング

ゲノム配列へのマッピングは、CAP3r12】によるクラスタリングをした後、BLAST【13】により粗い範囲

決定をし、SIM4【14】によりイントロンとエキソンの境界に注目したアラインメントをするというマッピ

ング手法【15】により行われた。これにより作成されたマッピングデータから、5，－SPlicesiteと3’－SPlice

siteそれぞれに以下のコンセンサス【16】を持つイントロンのみを抽出した。

●3’splicesites：mG－G

●5Isplicesites：MAG－GURAGUwhereMisAorCa皿dRisAorG

2．3 ラリアット分岐配列の解析

ラリアット分岐配列のコンセンサス配列には様々な説【17】があるが、最も一般的に報告されているコン

センサスを囲3に示す。上述の手法により抽出されたイントロンに対し、これら7bpの保存率および位

置分布、そしてイントロンの長さと位置との相関を調べた。
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図3：各生物種のラリアット分岐配列コンセンサス
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3 結果

3．1 ラリアット分岐配列の保存率

まず、マッピングデータより抽出されたイントロンにおけるラリアット分岐配列の保存率を以下に示す。

Species Branch－Site Intron mRNA Branch－SiteperIntron

C．eJeタ肌β 454 3803 489 11・94％

β．meJαmO夕αβ£er 422 2899 453 15・56％

A．土九αJ豆α乃α 1307 10808 2314 12．09％

〃．ml15C祉J伽β 571 3398 625 1¢．80％

凡β呼号emβ 2184 14870 3179 14・69％

表2：ラリアット分岐配列の保存率

表2より、全ての生物種においてラリアット分岐配列の保存率が10％から20％であることが分かる。こ

れは、図3で示されたコンセンサス配列が強すぎたことが挙げられるとともに、残り約8割のイントロン

に、発現組織、発達段階、そして生物種ごとに特異的なラリアット分岐配列が存在している可能性も示し

ている。

3．2 ラリアット分岐配列の分布

次に、各生物種におけるラリアット分岐配列の位置分布をみた。

か■lr独巾叩●rC吋町l

毀＝

≠左

▼
、
．

q

h、

ネ
”
汀
（
暑
、
c
▲
巽
中
’
繋
．
点
叩
）

ウ

【
．
．
．

≠
”

九
H
ウ

【
さ
－
む
r
加
j
－
ぷ
き
宅
ぷ

マ
、

パ
“
∇

▼
、
．
、

．
．
．
一

と＝

′●●－、‥－■●●‥●■●－●’‥－－‾－‥：

●
－‥－‥●‥ヽ■●

‥‥●●、ヽ・ lG
方ご

女

ゝヽ触′（カ▲：椚7・繋がた今1、取手：モ¢

A

O榊ld仰●一山．w伽

「

ヽ■

九

Xご

ー1■‥‥一●
‥l

幼 √こ・

●了
J

ヱ〇
●’

Jウ

D㌔韻．tモ竹Y～祓ごヰl稚5〈しどI

・
㍍

叫

】「

：
÷
：

ヽ
．
．
．
．
：
．
；
ヽ
：
：
．
：

：
こ
；
．
：
．
．
：
．
．
：
．
．
；
．
：
．
：
．
：
：
一

ゞ

∵

三
・
㌧

l
、
・

㌢
こ
■

㌢ム

・
で
各

左付

言
；
小
■
＄
‥
オ
坤
エ
▲
軍
召
・
＿
げ

伽手I他l伽dP m●加叩t軸r

▲
、
′

又
、
ユ

ハ
つ
．

．
く
′
◆

‥
㌔
を
、
一
見
五
・
－
製
漑
笥
だ

P一手M肋nql▲仙l●れ●

ヽ
．

ヽ
●
l
r

＿
■
▲
r
一
■
●

・く

◆√・ ヽ′
1〇 抑

つ●d′L－丸Jl）｝♪：ヽたく・ねと；呼・

B

か刈巾b伽ndh、手●押れ●

ヽ‥●）

：
“
ご

チ
∵
ノ

「
一
・
・
・
。
。
．
．
．
′
．
，
′
．
‘
‘
．
′
√
・
・
～
一
・
－
～
！
一
′
～
′
・
‘
′
ご
」
・
～
・
－
1
・
～
－
・
－
・
→
・
；
・
・
・
′
′
一
・
イ
ー
・
・
√

■一一－■
1一■●‥－■●

‥●‥●▼●▲－●

●－‥■－‥■－●Itl
－・′

きら Jジ

i＞il計一史l・㌦つ）砕‡亡セミ舶▲払・≠〉

C

うや

等
、
C

●
く
′
・

“
七
つ

、
ン
＞

～
・
ノ
〇

7
で
＞
一
く
●
・
一
一
望
い
き
I
r
秦
‥
旦
に

r
モ
J

．イー

10 きヽ 〉〇

r、切結でlTヴ！3礼・～こt※ki鮨ヱ

D ∈

1〇 旬

九C．ele9a11S

B：D、meぬ‡1喝aSとel●

C：A【hi拍a11a

D：M．muscu‡us

∈：H．sapjens

囲4：各生物種ごとのイントロンにおけるラリアット分岐配列の分布



6

図4は、横軸が3，－SPlicesiteからラリアット分岐配列までの距離、縦軸がラリアット分岐配列の出現頻度

であり、7bpのウィンドウを3，－SPlicesiteから1bpづつスライドさせ、そのウィンドウがコンセンサス配

列と一致した頻度を表している。それぞれの生物種ごとに特徴的な分布を示しているが、同じ脊椎動物

である〃．m仙βC血βと且β呼ie氾βは似たような分布を示している。また、A．流血J盲αmαは、〃・m伽βC礼J伽β

と且β呼盲emβに比べ、比較的緩やかな分布を示していた。植物細胞における遺伝子ではイントロン全体

がAU－richであり、植物特異的なスプライシング機構【181【191もあることなどが影響している可能性が

考えられる。また、C．eJe夕αmβではラリアット分岐配列の分布が3，－SPlicesite付近に極端に偏っている傾

向が得られた。これはC．eJ甲肌5のイントロンが且β呼豆emβなどの脊椎動物に比べると短く、50bp程度

のものも多数存在することから、このように特徴的な傾向が見られた可能性がある。

3．3 ラリアット分岐配列の位置とイントロンの長さの相関

C．eJ巧α氾βのラリアット分岐配列の位置分布が3｝－SPlicesite付近に極端に偏っていた傾向があったことか

ら、イントロンの長さとラリアット分岐配列の位置との相関を調べた。
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囲5：分岐配列の位置とイントロンの長さの相関
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図5は、5種の相関囲で、横軸はイントロンの長さ、縦軸は分岐配列の位置である。全生物種において－0・02

から0．10という低い相関係数を示したことから、イントロンの長さとラリアット分岐配列の位置には、全

く相関がみられなかった。
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3．4 選択的スプライシングにおけるラリアット分岐配列

〃．m礼βC礼J叫βにおける選択的スプライシング由来のmRNAを対象に、選択的スプライシングパターンご

とのラリアット分岐配列の特徴を調べた。以下に、組織特異的な選択的スプライシングの制御にラリアッ

ト分岐配列が関わっている例を示す。

●Exon－Skipplng

●

Exon－Skippingとは、エキソンが選択的にスプライスアウトされるパターンで、囲6では上のcDNAl

に存在する4つのエキソンが下のcDNA2ではスプライスアウトされている。これらの周辺イント

ロンにおけるラリアット分岐配列の有無を調べたところ、4つの選択的エキソンの上流には既知ラ

リアット分岐配列のコンセンサスが検出されず、最後のエキソン上流にはコンセンサスが検出され

た。選択的エキソンがスプライスアウトされたcDNA2は中脳で発現しているmRNAで、他方の

cDNAは3つの違う組織で発現していたことから、ラリアット分岐配列が組織特異的なスプライシ

ングのメカニズムに関わっている可能性が高いことが示唆された。

Genolne

l 1 1 1

cDNAl－ 1

1

1

⊂DNA2■一

l
l

■ll
l

l

l l

l l

l l

l l

l
l

■■l
l l

l
l

l l

l
l

l l

l l l l

l
l l l

l l l l

l
l l

l

l
l

l l

l l

l
l

■
l l

l
l

l l

l l

l I

l l

l l

l l

l l

l l

l
1 1

1 1 1

l l

l l

■
l l

l 1

1 1

1
1

1 1

1 1

1 1

1 1

1
1

1 1

1
1

←
」
≡
1
．囲6：Exon－Skippingにおけるラリアット分岐配列

●InternalSplice－Sites

Internal－SPlicesiteとは異なる3，－SPlicesiteが選択されるパターンで、図7ではcDNAlがcDNA2

とcDNA3とは異なるsiteを選択している。この周辺のイントロンにおけるラリアット分岐配列を

調べたところ、2つの異なる3，－SPlicesiteの間にラリアット分岐配列が検出されたが、CDNAlで選

択された3，－SPlicesite上流では検出されなかった。これらのcDNAはいずれも同じ組織で発現して

いたが、Exon－Skipping同様、選択的スプライシングの制御に何らかの形で関わっている可能性が

ある。

Genome

CDNAI

CDNA2

CDNA3

→〓：≡
－

：L」：：．

囲7：InternalSplice－Sitesにおけるラリアット分岐配列
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3．5 RecursiveSplicingにおけるラリアット分岐配列

3．3の結果より、イントロンの長さとラリアット分岐配列の位置には相関がないという傾向が示されたが、

長さ15kbにおよぶ長いイントロンを、同じメカニズムでスプライスアウトしているとは考えにくい。そ

こで、長さ10kb以上のイントロンを対象にRecu血veSplicingによるスプライシング機構の可能性を確

かめた。RecursiveSplicingとは、囲8のように、Ratchet－POintと呼ばれる配列を境界に、長いイントロ

ンを少しづっスプライスアウトしていく現象【20】である。

ー
′ ●、▼

■▼ノー

九－

、、、：
．′ノ、・、．

1

1

1

’～－＿l

＼－、
′●－，、－

、㌧、

＼－、

図8：RecursiveSplicing

Ratchet－POint（別名、”zero－1engthexon”）は、5，－SPlicesiteと3，一SPlicesiteのHybridコンセンサスであ

る、mG－GURÅGtTを持っ。そこで、10kb以上に及ぶ長いイントロンを対象に、このRatchet－POint

の有無を検出し、その”zerひlengthexon”上流にラリアット分岐配列が存在するかを調べた。

G●n柵

d】HA鞘

∴∵J■■

声－♯簾

図9：RecursiveSplicingにおけるラリアット分岐配列

結果、”zero－1engthexon”が検出された部位の上流に、ラリアット分岐配列が検出される例が確認できた。

このことから、長いイントロンを分割してスプライスアウトしていくRecursiveSplicimgにもラリアット

分岐配列が関わっている可能性が示唆された。

4 考察

本研究は、発達段階や発現組織などある条件下で特異的な選択的スプライシング制御に関わっているラ

リアット分岐配列（Branch－Site）の解析を目的とし、（1）C．eJ甲α氾β，几meJα氾甲αβfer，A・仇αJ豆αm，〃・

m伽βC伽JM，且叩盲e乃βの5つの生物種におけるラリアット分岐配列の分布、（2）イントロンの長さとラリ
アット分岐配列との相関、（3）〃．m伽5C血βの選択的スプライシング由来のmRNAを対象に選択的スプ

ライシングのパターンごとのラリアット分岐配列の特徴、（4）RecursiveSplicingにおけるラリアット分岐
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配列の有無、を調べた。結果、各生物種のcDNA／mRNAをゲノムにマッピングした結果より抽出された

イントロンにおけるラリアット分岐配列の分布が、生物種ごとに特徴的であった。さらに、ラリアット分

岐配列が組織特異的な選択的スプライシングの制御に関わっている可能性のある例を挙げることに成功し

た。

まず、図3で示したコンセンサス配列の保存率が、全ての生物種において10％から20％という低い値を

示したことに注目したい。第1の原因として考えられるのは、マッピングデータより抽出したイントロ

ンである。現在、GeneSplicer［21】を始めとする様々なスプライスサイト予測プログラムが開発されてい

るが、その予測精度は8割程度といわれている【22】。Exon／Intronの境界を考慮してマッピングするこ

とができるSIM4もその例外ではなく、100％完璧にマッピングできるとは言いがたい。今回の解析では、

5つ－SPlicesiteと3）一SPlicesiteが既知のコンセンサスに従っているイントロンのみを解析対象としたが、や

はりスプライスサイトの予測精度が少なからず結果に影響したことが考えられる。第2の原因として、コ

ンセンサス配列が強すぎたことが挙げられるが、このことは残り約8割のイントロンに、発現組織や発達

段階ごとに特異的なラリアット分岐配列が存在している可能性も示している。今後、既知のイントロンを

解析対象とし、コンセンサス配列を弱めるなどして、追解析を行いたい。

次に生物種ごとのラリアット分岐配列の位置分布についてだが、同じ脊椎動物である且β呼盲e†1βと〃．

mlJSCl血βは似たような分布を示し、A．仇αJ盲αmαでも比較的似ているものの、やや緩やかな分布を示した。

これは、脊椎動物によく見られるスプライス機構〔23】とは別に、植物特異的なスプライス機構【18】【19】
が存在しているとが影響していると考えられる。しかし、今回の研究では植物はA．仇αJ豆αれαのみを扱っ

たため、断言することはできない。今後、0．βαf豆γαを研究対象にするなどして、この結果の検証を行う。

C．eJe♂α㍑βは、ラリアット分岐配列の位置が3，－SPlicesite付近に極端に偏っているという、5種の生物の

中で最も特徴的な分布が見られた。C．eJqαmβは平均200bp程度という短いイントロンを持つことが、特

徴的な分布を示した原因であると考え、イントロンの長さとラリアット分岐配列の位置の相関を調べた結

果、全く相関は見られなかった。この結果から、C．eJ甲αmβの特徴的な分布には他に原因があると考えら

れる。

イントロンの長さとラリアット分岐配列の位置に相関が見られなかったことから、且5呼盲e氾βなどの高等

真核生物に存在する15kbにもおよび長いイントロンのスプライシングメカニズムに注目した。長いイン

トロンをRatchet－POintと呼ばれる配列を境界に、少しづっスプライスアウトしていくRecursiveSplicing

という現象を考慮に入れ、ラリアット分岐配列の解析を試みたところ、長さ10kb以上のイントロンの中

で、”zero－1engthexon”上流にラリアット分岐配列が検出された例が確認できた。この結果より、Recursive

splicingと呼ばれるメカニズムにも、ラリアット分岐配列が関わっている可能性が示唆された。今後、こ

のメカニズムと選択的スプライシングの関わりなども見ていきたい。

先行研究【10】において抽出された選択的スプライシング由来のmRNAを対象に、選択的スプライシング

のパターンごとにラリアット分岐配列の特徴を見たところ、組織特異的な選択的スプライシングに関わっ

ている可能性のある例を挙げることに成功した。選択的スプライシング由来のmRNAのうち、ゲノム配

列へのマッピングに成功したcDNAが約80クラスタと少なかったにも関わらず、このような例を挙げる

ことに成功したことから、今後既知の選択的スプライシングのデータベース【24】などを使い検証を進め

るとともに、Micro－arrayデータを使用した解析を進めていくことが期待される。



5 今後の展望

ここ数年は、バイオテクノロジーと情報科学の急速な発展により蓄積された、大量のESTや完全長cDNA、

そしてゲノム配列を利用し、選択的スプライシング由来のmRNAの新規発見を試みる研究が行われてき

た【25】【26】。将来的には、今回の研究のように、それらのデータベースに構築された選択的スプライシン

グ由来のmRNAとMicro－a汀叩データを使用した解析を進めることで、限られた遺伝情報から効率よく

タンパク質を作り出し、発現組織や発達段階ごとに発現を調節する選択的スプライシングのメカニズムの

解明へ貢献できることが望ましいと考える。
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