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研究成果の概要（和文）： 
スプライシングでは、通常 mRNA とラリアット型のイントロン RNA が生成する。本研究では、生

体内のイントロン RNA に末端連結型が存在する可能性について検証した。これまでの結果、末

端連結型はイントロンや生体組織に依存せず、普遍的に検出される可能性が示唆された。また、

生体由来の total RNA を処理した RNase R 耐性 RNA には、予測されたイントロン RNA が含まれ

るだけではなく、第 1エキソン領域の未知の RNA が多量に存在することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Lariat intron is a by-product generated by pre-mRNA splicing. In this study, I 
investigated a possibility that an ends-connecting intron could be produced in vivo. The 
results suggested that the ends-connecting introns were widely detected. There was likely 
to be no tissue dependence or intron dependence. Besides, it was suggested that RNase 
R-resistant RNA contained not only intron RNAs, but also many unknown RNAs located in 
the first exon regions.   
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研究分野： 分子生物学 
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１．研究開始当初の背景 
 
デュシェンヌ型筋ジストロフィーを含めた難

病治療に有効な方法として、エキソンスキッ

プ療法が考えられている。デュシェンヌ型筋

ジストロフィーでは、DMD遺伝子(Dystrophin)

に未成熟終止コドンを生ずる遺伝的な変異や

欠失などが起こり、タンパク質が欠損する。

エキソンスキップ治療は、モルフォリノオリ

ゴなどのアンチセンス医薬により、特定のエ

キソンのスプライシングを抑制してインフレ

ームに復原し、正常型に近いmRNAとタンパク

質の発現を誘導する手法である。正常に近い

タンパク質が発現することで病態の改善が図

られると考えらており、実際にヒトやモデル
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犬において病態の改善が確認されている。ま

た、国際共同治験も行われている。エキソン

スキップ治療とアンチセンス医薬の開発には

、スプライシング研究の基礎的な知見が必要

不可欠である。 

 pre-mRNAスプライシングは、その発見から

現在に至るまで、一貫して2段階型スプライシ

ングモデルが提唱されている。このモデルで

は、第1段階の反応で5’スプライスサイトの切

断とラリアット型の中間体が形成され、第2

段階で3’スプライスサイトの切断とエキソン

同士の連結が行われる。つまり、このモデル

では、mRNAとその副産物としてラリアット型

のイントロンRNAが生成することになる。 

 こうした研究は、HeLa細胞の核抽出液を用

いたin vitroスプライシングや細胞内の過剰

発現系が用いられた。解析対象となるイント

ロンも、1kb未満から長くとも3〜4kbのもの、

あるいは中央を取り除いた人工的なイントロ

ンであった。従って、DMDのような巨大な遺伝

子やイントロンのスプライシングを検証する

ことは極めて難しい。 

 私は、DMD遺伝子のイントロンなど、各個別

のイントロンRNAを解析する研究を行ってき

た。生体由来のtotal RNAに含まれるイントロ

ンRNAに関して、ラリアットイントロン検出用

RT-PCR法や、RNase RによるイントロンRNA調

製法を行った。特に、RNase Rを用いた解析法

は私達がこれまでに確立した手法である。詳

細は、「３．研究の方法」に記述する。生体

由来のtotal RNAを用いた上記の解析から、イ

ントロンRNA由来と考えられる様々な未知の

産物が検出された。本研究では、従来のブラ

ンチ型とは全く異なる末端連結型のイントロ

ンRNA由来産物について検討を行った。これは

、イントロンの5’末端がブランチ部位ではな

く直接3’末端と連結しており、新規スプライ

シング機構の存在を示唆する。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、我々の発見した末端連結型

イントロンを生じる新たなスプライシング仮

説の証拠を積み重ねることである。現在、ラ

リアット型のイントロンを生じるスプライシ

ングモデルが広く受け入れられている。その

ため、より慎重な解析が必要となる。具体的

には、以下の３点について解明することを目

的とする。 

（1）末端連結型のスプライシング機構の普遍

性について、組織依存性やイントロン依存性

を検証する。 

（2）末端連結型が検出されるイントロンにつ

いて、in vitroスプライシングにより検証す

る。 

（3）イントロンRNAを含むと予測されるRNase 

R耐性RNAのゲノムワイドな検証を行う。 

 
３．研究の方法 
 
生体組織由来の total RNA に含まれるイント
ロン RNA を検出するため、ラリアットイント
ロン検出用 RT-PCR 法を行った（図 1）。逆転
写酵素は、ブランチ部位を乗り越えて cDNA
を生成する。プライマー（赤矢印・青矢印）
は、ゲノム上で反対向きである。Pre-mRNA や、
誤って混入したゲノム DNA は増幅されずに、

イントロン RNA のみが増幅される。PCR には
Nested PCR を行い、非特異産物の増幅を抑え
る。この方法は、通常の RT-PCR と同じよう
に、total RNA の種類やプライマーの配列を
変えることで、各個別のイントロン RNA を検
出することができる。 
 一方、RNase R によるイントロン RNA 調製
法には骨格筋の total RNA を用いた。RNase R
は、RNAの3次構造による影響を受けにくく、
効率的にRNAを分解する3'-5' エキソリボヌ
クレアーゼである。ただし、イントロン RNA
のブランチ部位を乗り越えられないため、イ
ントロン RNAの環状部分を分解することはで
きない。RNase R で total RNA を処理して得
られた RNase R 耐性 RNA には、多くのイント

 
図1 ラリアットイントロン検出用RT-PCR。

 

図2 RNase RによるイントロンRNA調製法。



 

 

ロン RNA が含まれると考えられる。ゲノムワ
イドにイントロン RNAを検証するため、RNase 
R 耐性 RNA を用いたタイリングアレイ解析を
行った。 
 
 
４．研究成果 
 
まず、末端連結型のイントロン RNA の普遍性
について検証した。DMD 遺伝子では、検証し
た 13 個のイントロン中、9個のイントロンで
末端連結型の産物を検出した。そのうち、第
31、35、及び 58 イントロンについて、DMD 遺
伝子の発現する脳や腎臓でイントロン RNAの
存在を検証した。その結果、第 31 と第 58 イ
ントロンは骨格筋以外の組織でも末端連結
型が検出された。第 35 イントロンについて
は、ラリアット型の産物が検出された。また、
ハウスキーピング遺伝子である ENO1 の第 4
イントロンと HSP90AB1 の第 1 イントロンに
ついても検証した。これらは、過去に HEK 細
胞由来の total RNA からラリアット型イント
ロンが検出されている。上記の組織では、こ
れらのイントロンでも末端連結型が検出さ
れた。限られたイントロンではあるが、末端
連結型イントロンを生じるスプライシング
は、組織やイントロンに関わらず、普遍的に
起こると考えられる。 
 次に、DMD 遺伝子のイントロン（第 31、35、
58）について、ミニ遺伝子を作製した。in 
vitro スプライシングの後、イントロン断片
を増幅して配列を確認した。その結果、いず
れも典型的なラリアット型が生成していた
(図 3)。in vitro スプライシング反応には
HeLa 細胞の核抽出液を用いるため、生体内で
の反応を完全には反映していない可能性が
示唆された。 

 RNase R 耐性 RNA を用いたタイリングアレ
イ解析からは、主に 2 つの点が観察された。
その典型的な例として、CLDND1 遺伝子におけ
る結果を図 4 に示した。最下部は、CLDND1 
mRNA のゲノム構造を示す。太線のエキソン部

分には、total RNA に含まれる mRNA 由来のシ
グナルが検出された。RNase R 耐性 RNA のシ
グナルに注目すると、最終イントロン領域に
RNase R 耐性 RNA におけるシグナルの増加が
観察できた。図 4上段に示すように、RNase R
耐性 RNA と total RNA の比を取ると明確にな
る。これは、イントロン性 RNA の蓄積を示す
と考えれられる。一方、より顕著なシグナル
が第 1エキソン領域に検出された。第 1エキ
ソンを除き、他のエキソン上のシグナルは著
しく減少した。RNase R は RNA を 3'側から分
解するため、第 1エキソンに向かって徐々に
シグナルが増加する可能性もある。しかし、
第 2エキソンのシグナルは顕著に減少してお
り、分解方向の問題ではないと考えられる。
CLDND1ようなパターンを示す遺伝子は、第 3、
21、22、及び X 染色体で少なくとも 80 個確
認された。これには DMD の選択的プロモータ
ー領域も含まれている。さらに、それらの第
1 エキソン領域に注目すると、エキソンの周
辺でシグナルが蓄積し、エキソン内部ではむ
しろ減少するというものが多く観察された。
第 1エキソン領域に特殊な RNA が RNase R 耐
性 RNA として存在することが示唆された。 
 本来目的としたイントロン性 RNAに由来す
ると考えられるシグナルは顕著ではなく、末
端連結型とラリアット型を見分けることは
困難であった。一方で、第 1エキソン領域の
非常に興味深い RNA の存在を検出した。これ
は、転写開始からスプライシングまでに、未
知のメカニズムが存在する可能性を示唆す
る。 
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