
バイオサイエンス研究科　博士論文要旨

所　属　　　バイオサイエンス研究科　分子生物学専攻
（主指導教官）　植物分子遺伝学講座（島本　功　教授）

氏　名　　　　一色　正之　　　　提　出　平成11年1月　7日

題　目 スプライシングによるイネⅧy遺伝子の発現制御

要旨

waズγ遺伝子のスプライシング・シス因子突然変異体の解析
イネⅧγ遺伝子はアミロース生合成に必要な酵素GBSSをコードしており、発
現量の異なる二つの対立遺伝子座が知られている。主にインディカに分布し、発
現量が多く、ぱさばさした米の原因となるのがWどである。それに対して、主に
ジャポニカに分布しており、発現量が低く、もちもちした米になるのがⅥなわであ
る。しかし、この発現量の違いはイネの食味といった育種上重要な問題にもかか
わらず、原因は全く解明されていなかった。
我々はWな■とⅥなぁの発現量の違いを解析するため、それぞれの遺伝子めプロモ
ーター及び5，mのシークエンスを比較した。その結果、腑の5，mにある第1
イントロン5，スプライス部位の＋1GがTに1塩基変異していることを発見した。そ
こで、WがのRNA解析を行うと、第1イントロンがスプライスされない転写産物
とWどのl／10程度のスプライスされたmRNAが存在した。また、W㌔のスプライス
部位を特定したところ、変異を持つオリジナルの部位の他に2ケ所の新しい部位
でのスプライシングが確認された。さらにWガとW㌔のそれぞれのプロモーター
から第1イントロンを含む翻訳開始点までの領域にGUSレポーター遺伝子をつけ
た融合遺伝子を作製し、それぞれの第1イントロンスプライス部位に突然変異を
導入し、プロトプラストに導入してスプライシングの解析を行った。この結果、
プロモーターには関係なく、ヾlGがTに変異するとスプライシング効率は低下し
た。これらの結果から、第1イントロン5，プライス部位の1塩基の変異がジャポ
ニカWがのスプライシング効率を低下させ、Wガに比較して低発現になる原因で
あることが明らかになった。

叩y遺伝子のスプライシングに影響する突然変異体dけ〃の解析
du〃はジャボニカ品種の金南風から得られた、胚乳で低アミロースの表現形を
示す突然変異体である。du〃はw朋γ遺伝子とは異なる遺伝子座にあることから、
Waズγ遺伝子の発現制御に関わるトランス因子であろうと予測されていた。
まず、胚乳のwavmRNAへの影響を調べると、血－J〆い2ともにWがで見られる
第1イントロンがスプライスされていない転写産物は金南風と同じであるのに対
して」スプライスされたmRNAの量が減少していた。このことから、du－わ血－2は
スプライス部位に変異をもつⅥなbのスプライシングが阻害されているか、スプラ
イスされたmRNAの安定性が低下しているかのどちらかであると推測された。そ
こで、du〟とWがをもつインディカ品種のラベルを交配し、その自殖後代でd山Jの
変異が肝に影響するかどうかをノーザン解析によって調べた。この結果、血〟は
Ⅵなわには影響するが、W沼こは影響が見られなかった。WガとⅥなbはそのコーディ

ング領域の塩基配列にほとんど違いがないことから、d此はwa町mRNAの安定性
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ではなく、Ⅵなわのスプライシングに影響のある因子の変異であることが明らかに
なった。

さらに、スプライシング因子には組織特異性を示すものが知られているため、
花粉でdu〃の影響を見た。W如タンパク質はdu」ではその変異の影響が顕著にな
り、dロー2では変異の影響がほとんどなかった。RT－PCR解析では、Wがのスプライ
ス部位の選択性がd両とdu－2では異なっていた。これらのことから、du－J，d山一2は
組織特異性をもつスプライシング因子の突然変異体であると考えられる。

撃ギ葦帯寧肇軍買電蒜蒜慧A結合。メインと云東
側のRSドメインを特徴とするスプライシング因子であり、スプライシングにおけ
るスプライソソームの構築やスプライス部位の選択など様々なスプライシング制
御を行っている。植物ではシロイヌナズナで複数のSRタンパク質が単離されてい
るが、機能解析は進んでいない。
我々はイネからヒトASF／SF2と相同な遺伝子ossRl，OSSR2およびシロイヌナズ
ナRSp31と相同なossR3の3つのcDNAを単離し、機能解析を行うため、それぞれ
のcDNAにCaMV35Sプロモーターをつけ、イネのプロトプラストに基質となる遺
伝子とともに導入してスプライシングへの影響を調べた。その結果、。SSR3は5・ス
プライス部位に変異を持つWがの第1イントロンのスプライシングを促進し、ス
プライス部位の選択を変えることがわかった。イネwaxγ遺伝子の第1ユキソンに
はプリンリッチネプライシングエンハンサーに似た配列があることからこその影
響をみるためにエンハンサーの配列を変異させたコンストラクトを作製し、解析
を行った。その結果、変異によりossR3によるスプライシングの促進が低下した

ことから、OSSR3はプリンリッチエンハンサーを介して選択的スプライシングを
行っていることが示唆された。
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序論

イネwa町遺伝子は胚乳，胚嚢および花粉で特異的に発現し、澱粉の一成分であるア

ミロースの生合成に重要な役割を持つ澱粉顆粒結合性澱粉合成酵素（Granuk七。u血

StarChsynthase；GBSS）をコードしている。GBSSはグルコースがα－1，4結合で連なった

直銀状の分子にAⅣグルコースを基質としてグルコース単位を付加し、アミロース

を合成する0イネにおいてGBSSが欠損したw訳γ変異体はモチ米と呼ばれ、アミロ

ースは全くつくられず、胚乳中の澱粉は全てアミロペクチンより成る0イネⅣ朋y遺

伝子はコーディング領域に12個のイントロンが存在しmiran0andSan0，1991；

Umdad＝山・，1991）、非翻訳領域に1・1kbの第1イントロンを持っている（W血getd．，

1995）0また、イネw鋸γ遺伝子のプロモーター解析によると、発現には転写開始点（＋1）

より－640までの領域が重要であった脚ak＊imaandShimamOtO，1994）。

イネのw朋γ遺伝子には二つの対立遺伝子肝とⅥなbが知られている。W㍍は主

にインディカイネに存在し、W㌔はジャポニカイネに見られる。W㌔とW㍍はコー

ディング領域において2塩基の違いしかなく、第10ユキソンの塩基置換において1

アミノ酸の違い（勒a：セリン，W更‥プロリン）がある。しかし、澱粉合成酵素で保

存されている活性に必要と思われるドメインは第5ユキソンまでにコードされてい

ると考えられており（S血畑al，1998）、この1アミノ酸の置換は両者の酵素活性には影

響がないと考えられる。ところが、W㍍とW如こはいくつかの異なった性質があり、

W少の発現量がW㍍の1／10以下であること（Sano，1984；SanOetal．，1986）と、弱低温に

より発現量が増加する弱低温感受性を持っていること（SanOetal．，1985；Hiran。and

Sano，1998）などが挙げられる。これらの性質はW㌔のプロモーター部分、あるいは転

写開始点付近の塩基配列が異なっているためではないかと考えられていたが、Wbng

ら（1995）の解析により、低アミロースの栽培品種にはすべて第1イントロンが含まれ

た転写産物が存在することが報告された。そこで、当研究室の森野和子氏によりW㌔

のプロモーター，第1ユキソン，第1イントロン，第2エキソンの一部のシークエン

スが行われ、三菱化学（珠）の中島みどり氏により決定されていたⅥなaと比較された。

この結果、第1イントロンの5，スプライス部位の共通保存配列である＋1GがTに1

塩基置換していた。この変異は腑を持つ5つの異なった栽培品種に保存されていた

が、肝を持つ品種では変異は存在しなかった（Isshikietal．，1998）。これらの結果から、

腑の低発現の原因は＋1Gの変異によるスプライシング異常によるものではないか

と考えられた。

動物においてはイントロンの認識機構については詳しく解析されており匹ubyand

Abelson，1991；Sharp，1994；MadhaniandGuthrie，1994；Chabot，1996）、幾つかのシス配列

が知られている。スプライス部位の共通配列はよく保存されており、5，スプライス部

位はAGP3TWT、3，スプライス部位はNCAG／となっている。このほか、3，スプライ

ス部位の直前にポリビリミジン配列をもち、イントロン内にスプライシングの中間体

（投げ縄イントロン）を形成するために必要なブランチ部位CTPuAPyが存在する。
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mRNA前駆体のスプライシングはスプライソソームと呼ばれるリボ蛋白質複合体の

中で行われる0スプライソソームは核内低分子RNA（SnRNA）とタンパク質との複合体

である数種の低分子核内リボ蛋白質（S山削P）から成る。このうち、SnRNAはスプライ

ス部位ヤプランチ部位の認識に関与していることが分かっている。UIsnRNAは5，ス

プライス部位の認識に、U2s膿NAはブランチ部位の認識に、U5snRNAはUlと共に

スプライス部位を認識し、エキソンの再結合の際にユキソン同士をそろえておく役割

があるのではないかと考えられている。また、U6s鵬削Aはイントロン切り出しのた

めの触媒作用をになっていると想像されている。他にもU4snRNAがスプライソソー

ムの中に含まれているが、U6と複合対を形成し、スプライソソームに集合させる役

割があるのではないかと考えられている。この他にもスプライシングに関わる非

SnRNP因子としてSRタンパク質（セリンーアルギニンリッチタンパク質）が知られて

いる0スプライシングの反応はA冊と丸晦加を要求する2投階の過程で行われている。

反応の第1段階では、5，スプライス部位での切断が起こると同時に、切断されたイン

トロンの5’末端のグアノシン残基がイントロン内のブランチ部位アデノシン残基の

2’oHとの間で2’－5’リン酸ジエステル結合を形成する。このとき、切り出された5，側ユ

キソンと下流側ユキソンのついた投げ縄イントロンが生ずる。第2投階ではイントロ

ンの切り出しと前後のユキソンの再結合が行われる。この反応は哺乳類、酵母、植物
に保存されていると考えられる。

n℃－mRNAスプライシングに必須のトランス因子のうち、SRタンパク質はその機能

の多様性と重要性により多くの解析が行われている（M狐吋皿dT肛kち1996）。その構

造的特徴はN末側に存在する1または2個のRNA認識モチーフ形のRNA結合ドメ

インとC末例の様々な長さのアルギニンーセリンリッチドメインである。SRタンパク

質の機能は大きくふたつに分けられる。その一つ、基本的なスプライシング機構にお

いてUIsnRNPに特異的な70kDタンパク質Ⅳ1．70K）やU2AFの35kDサブユニット

Ⅳ2AF35）と相互作用して正しいスプライス部位を認識させる（Ⅵ厄肌dM加血鮎，1993）。

また二番目に、選択的スプライシングにおいても中心的な役割を持っており、スプラ

イシング制御因子として知られる多くのスプライシングエンハンサーと結合し、弱い

スプライス部位を活性化する（ManleyandTacke，1996）。スプライシングエンハンサー

として良く知られているのはプリンリッチエンハンサーである。このタイプのエンハ

ンサーの多くは下流例のユキソンにあり、弱い3，スプライス部位を活性化するもので

ある仔ahleretal・，1993；Z血IerandRoth，1995；Tackeetal．，1997）。しかし、これまで2例

の報告しかないが、二つの5，スプライス部位の選択に関与している例もある

（Humphreyetal・，1995；Heimichsetal．，1998）。

植物のスプライス部位共通配列は脊椎動物に類似しているものの、動物に必須のシ

ス因子であるイントロン3－スプライス部位直前のポリビリミジン配列は存在しない

GJuehrsenetal・，1994；SinTPSOnandFihpowicz，1996）。ただし、植物のイントロンはAU

リッチであることから、AU－GCジャンクションがイントロンの認識に不可欠である

と報告されている（Goodal1and Fuipowicz，1989；MtCulloughand Schuler，1993；
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hd爪印狐dW山boち1994）0また、植物にヒトのβ－グロビンを導入したところ、スプ

ライシング効率が低下し、新規のスプライス部位を使うといった現象もあり、植物と

哺乳類ではイントロンの認識に異なる機構や因子が関与している可能性がある

（h血rsenctal・，1994；SimpsonandF揖powicz，1996）。また、動物と同じようにシロイヌ

ナズナからSRタンパク質の単離が行われており、AS町SF2や9G8のホモログが得ら

れているが（Lazaretal・1995；GolovkinandReddy，1998）、それと同時に動物にはない保

存配列を持ったRsp31ファミリーが得られている伽p如Odal．，1996）。しかし、植物に

おいては動物で一般的に用いられているHda細胞の核抽出液を使ったようなスプラ

イシングの血山地の解析系が作られておらず、スプライシングの機構の解析があまり
進んではいない。

W朋y遺伝子発現に影響を与え、胚乳において低アミロースの表現形を示す人為的

変異株である舶J変異体がジャポニカ・イネで知られている（Okunoetal．，1983）。血道

変異体のアミロース含量は野生型ジャポニカ・イネとw朗y変異体の中間型を示し、

モチ米と同じく白濁した胚乳になる。血〟変異体は梗米の一品種，金南風の受精卵を

N－メチルーN∴ニトロソ尿素（MⅣ叫で処理することにより得られた。この種子を選抜し、

相禰性試験を行った結果、血一卜∫の五つの異なった遺伝子座があることが判明した。

血〟変異体の特徴を列挙すると次のようになるげ血oetal．，1988）。

1）アミロース含量が仝澱粉中の3～9％に低下。

2）アミロペクチンの構造に変化なし。

3）w朋γ、遺伝子と異なる遺伝子座にある（附は第6、血－Jは第7、血イは第4染色

体）。

4）全て劣性遺伝子。

5）2つの血道があると相加的にアミロース含量を低下させる。

以上のような解析は行われていたが、どのような機構で血〟変異体がw朋γ遺伝子の

発現を制御しているかについての知見は少なく、転写，スプライシング，翻訳の各段階

で制御を行っているのではないかと仮定されているにすぎなかった。しかし、血沼変

異体が第1イントロン5，スプライス部位に変異のある腑を持つ金南風から得られた

ことを考えると、実際に血〃変異体の中にwav遺伝子のスプライシングに影響を与

えているものが存在しているのかどうかが問題となる0そこで、我々は血〃変異体の

mRNAの解析を行い、血－J及び血－2はW㌔のイントロンのスプライシングに影響す
る因子ではないかと示唆される結果を得た。

この研究において、我々はW㌔の低発現の原因が第1イントロンの5，スプライス部

位保存配列の1塩基の変異によるものであることをあきらかにし、血〟突然変異体の

うち、血－Jと血－2がWがのスプライシングに影響を与えるトランス因子の突然変異

体であることを示した。さらに、イネからSRタンパク質をコードしているcDNAを

単離し、W㌔のスプライシングに対する影響を調べた。
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材料と方法

材料

ジャポニカイネ品種の金南風とその突然変異体であるEM12（血－J）とE陀（血－ろ

Ⅳ血oetal・，1988】、インディカイネ品種のラベルなどすべての植物は温室にて14時間

明、10時間暗の状態で育てたものである。W㍍官那はキヌヒカリにエレクトロボレー

ションで導入され（ShimamOtOetal・，1989）、そのM2個体と血〃突然変異体を交配する

ことにより、血〟突然変異体にW㍍ぜぴざを導入した。この自殖後代F2種子において

W折甘郎／W㍍ぜ鮎：血触となるものを選抜した。開花後15日目の種子をRNA解析に

用いた（胚乳、胚、糊粉層等を含む）。また、花粉は開花直前に採取し、解析に用いた。

m単離

ノーザン解析用RNA単離にはATA法を用いた（Nagyetal．，1988）。抽出バッファー

は300rnMNaCl，50mMトリスバッファー（PH8・0），5mM EmA（pH8．0），2％（W仰

SDS，10mMβ－メルカプトエタノール，1mMアウリントリカルボン酸（AT句の溶液を調
整した。

種子のRT－PCR用RNA単離はフェノールーSDS法を応用して行った（Shirzadqganet

al・，1991）。抽出バッファーは100mM塩化リチウム，1％SDS，100mMトリスバッファー

（pH9・0），10mMEDTAのように調整した。抽出バッファーとフェノールを2：1の割合で
混合し使用した。

花粉とプロトプラストからのRNA単離はグアニジン・チオシアン酸塩法によった

（ChomczynSkiandSacchi，1987）。抽出バッファーの組成は4Mグアニジン・チオシアン

酸塩，25mMクエン酸ナトリウム（p＝7・0），0・5％サルコシル，0・1Mβ－メルカプトエタ
ノールである。

ノーザン解析

電気泳動は10FLgの全RNAを用いた。泳動後Hybond－N＋（Amersham）にトランスフ

ァーした0ノーザンハイプリダイズバッファーは5×SSC，5×デンハルト，2伽離山サ

ケ精液製mA・0・5％SDSのように調整した0プローブにはw朋yCDNA（1・3kb，BgEI

断片）、W朋y第1イントロン（770bp，BglII断片）、RBEl（1．4kb，励oRI断片）、AGPP

（1・6kb，助成Ⅰ断片）、OSSR13VTR（350bp，BglII一肋tI断片）、OSSR23m（350bp，

及∽Ⅱ一助rI断片）、OSSR33℃TR（350bp，肋fI一州）rI断片）とコントロールとして

アクチン（400bp，PCR産物）を使用した0プローブはMultiprimeDNAlabeuingsystems

（Amersham）によってラベルした0ラベルしたプローブはMicrospincolurrmまたは

Probe（加皿tG－50microcolumns（ともにPharmaCiaBiotech）にてフリーのRIを除いた。

メンプレンのハイプリグイズは65℃，一晩行った。メンプレンは洗浄後、オートラジ

オグラフイにて検出した。
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RT－PCR

センスプライマー（PreWxintl）；5’－ACCATKCTrCAGTICTm－3，は第1ユキソ

ンの転写開始点に設定した0アンチセンスプライマー（Post1857）；5′

TCCGTAGATCTrCTCACCGG－3′は第5ユキソンに設定した。このプライマーペアで

ラベルのd洲Aを増幅した場合、729bpの断片が生成される。

逆転写反応は郡APCRKit（Takarわを用いて行った0一度の逆転写反応には50ngの

ポリ（句＋RNAまたは1〝gの全RNAを使用した。この時プライマーにはランダム

9m訂を使用したopcR反応はサーマルサイクラーモデル9600（PERKⅡ寸ELM肥R）を使

用したo定量的にRT－PCRを行うためにあらかじめ、9，11，13，15サイクルでRT＿PCR

を行い、入れたm量と検出されたPCR産物の量の間にリニアな関係のあるサイク

ルを探した0その結果、PCR反応条件は98℃，15秒－58℃，1分一72℃，10分×13サイク

ルが最適であったため、この条件を使用した。RT－PCRの結果は1．5％アガロースゲル

で泳動後Hybond－N＋にトランスファーした0メンプレンは3年ラベルしたw朋γCDNA

（プライマーPreⅥな血トPost1857でインディカw朋γCDNAにより増幅された断片）

をプローブとしてサザン解析を行い、バンドを検出したoRT－PCR産物は、mClo血g

Kit（hvitrogen）またはpGEM－Tvectorsystem（Promega）によってクローニングした

コンペティティブRT－PCR

コンペティターmはpGEM－Tvector（Promega）にクローニングしたwaxyd洲Aの

第2ユキソンにある助JIサイトに61塩基のmA断片を挿入することによって作製

した0コンペティターmはコンペティターDNAに¶ポリメラーゼを作用させて作

製した0コピー数は0・D・2のと分子量より計算した。試料の全RNAは登熟中の種子と

やくから抽出した。RT－PCRには全RNA500ngと所定のコピー数のコンペティター

RNAを加え、mPCRkit（Takara）を用いて行った。PCRプライマーはユキソン1の

5l－ACCAmCTrCAGTrCTm－3’とエキソン5の5一－TCCGTAGATCTrCTCACCGG＿3・

を用いたoRT⊥PCR産物は2％アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイド

で染色した後、定量を行った（α11ilanddal．，1990）。

GUS解析

抽出バッファーの組成は50InMリン酸ナトリウムバッファー（pH7・0），川血Mβ－メル

カプトエタノール，10mMEDTA，0．1％サルコシル，0．1％トリトンX－100である。GUS

解析バッファーは抽出バッファーに溶解した20mM4－メチルウンペリフェリルーβ心

グルタロニドである。反応停止バッファーは0．2M炭酸ナトリウムである。種子を10％

次亜塩素酸ナトリウムで1時間殺菌後、よく洗浄し、抽出バッファーを加えて乳鉢で

粉砕する010秒間遠心し、上清を取り、Coomassieproteinassayreagent（PIRCE）にてタ

ンパク質の定量を行う0測定溶液は、140ml抽出バッファー，2伽山試料，30mlメタノ
ール，10ml解析バッファーのように混合した。測定溶液を37℃でインキエペートし、
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30分毎に50mlを取り、1mlの反応停止バッファーを加えて励起光を測定する。励起

波長は363nm，発光波長は傘17nmである。

ウエスタン解析

タンパク質は成熟した種子とやくから抽出した（Kawasabdal．，1996）。抽出バッファ

ーはウエスタンプロットのために10％SDS－PAGEにて20FLgのタンパク質を分離し、

POlyvinyhdenedifluoridemembrane（丸亀11ipore）にトランスファーした。ブロッティングは

イネWAXYタンパク質に対する抗体で行った（Hiran0，1991）。検出はECLwestem

blottingdetectionkit（Amersham）によって行った。バンドの強度はD飢Sitograph（ATIP）

にて解析した。

SRタンパク質遺伝子の単離

イネSRタンパク質遺伝子ossRl，OSSR2の単離はシロイヌナズナSRIBazaretal．，

1995）のRNA結合ドメインを参考にして作製したデイジェネレートプライマーPRE＿

PNP；　5’一GARmAYGAYGCNMGNGAYGC－3，　と　　POST－AUX；　5，－

RTGRTCYmARRTCYTGCG－3’を用いてイネ種子のRNAからRT－PCRを行い、得ら

れた断片をもとに日本晴の種子cDNAライブラリーからスクリーニングを行った。ま

た、OSSR3はイネESTを検索することにより得られたクローン（アクセッションN。．

D151糾）に全長が含まれていた。

コンストラクトの作製

35S－OSSRlおよび35S－OSSR2は得られたcDNAクローンから加ゎfIサイトで切り出

され、Cd止Ⅴつ5SプロモーターとNosターミネーターを持つpSN221ベクターの刃bfI

サイトにライゲーションした。また、35S－OSSR3はESTクローンから艮山と肋fIで

切り出され、pSN221の蝕Ⅰ一肋＝サイトにライゲーションしたo w㌔ぜぴβのエンハ

ンサー配列の変異導入は、次のように行った。プロモーターと第1エキソンの領域は

5’－GCCCAAGCTnlGAAACCACACACCAC－3，　　　　　　と　　　　　　　　5，＿

CAAGAAGGTGAmAACAACAGAACAACACAAGC－3，のプライマーによりPCRで増幅

した0上流のプライマーには肋dⅢサイトがつくってあり、下流のプライマーには

エンハンサー配列の変異を導入した。第1イントロンから第2ユキソンの領域は5，＿

GTrCATCACCTT℃mATCTGCAAGTTATAC－3，　　　　　　と　　　　　　　5，＿

TGGGA忙CGGTGAGAGCCGACAT－3’のプライマーを使用した。下流例のプライマー

には助m打Ⅰサイトをつくっている。それぞれのPCR産物はオパーラップした領域に

よりつなぎあわされ、肋dⅢ一助m椚処理され、pBI221の肋dⅡⅠ一触刀ガⅠサイト

に導入した。

プロトプラストの形質転換

OC培養細胞から得られた5×10‘個のプロトプラストが所定量のプラスミドmA
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と混合され、GenePulser（Bio－Rad）を用いてエレクトロボレーションされた（Shimamoto

dal．，1989）。30℃で一晩静置後GUS解析あるいはm単離を行った。
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結果

Ⅰ．waズ、計伝　のスプ‾　シン　ー・シス乱子突然変異牒の隣席

1．Wズbは第1イントロン5，スプライス部位に変異をもつ。

TWのタンパク質量は勒上の約10倍の発現量を持っている（San0，1984；SanOetal．，

1986）。そこで、胚乳におけるw朋γの転写産物をみると、肝では2．3kbに強い1本

のシグナルが現われているが、W㌔においては弱い2．3kbのシグナルとともに3．4kb

にもシグナルが現われる（図1a）。この大きさは第1イントロンを含んだ転写産物と

考えられ、第1イントロンをプローブにノーザン解析を行うと、この3．4kbのバンド

にハイプリダイズすることがわかる（図1b）。このようにW㌔として知られる発現量

の低い対立遺伝子座は第1イントロンを含んだスプライシングに異常のある転写産

物が生成されていた。

このスプライシング異常の原因は第1イントロン5，スプライス部位の共通保存配列

である＋1GがTに1塩基置換していたためと考えられることから、この＋1Gの変異

が腑の転写産物のスプライシングにどのような影響を与えているのかを確かめる

ため、定量的なRT－PCR解析を行った。肘はオリジナルなサイト（サイトⅠ）での

みスプライシングが行われており、その効率は100％である（図2a）。これに対して

W㌔ではスプライシングされていないバンドとともにスプライス産物が2本のバンド

として現われている（囲お）。このうち1本はサイトⅠと同じ大きさであるが、もう

1本はオリジナルなサイトより約100塩基短いスプライシング産物（サイトⅡ）であ

る0これらの転写産物の量をみると、肘に比べてサイトⅠは9％、サイトⅡは8．5％、

スプライシングされていないものは8・4％であった。こ叫らの結果は、W㌔のスプラ
イシング効率はW㍍の17．5％しかないことを示している。

また、W㌔のスプライス部位を特定するために12個の独立のcDNAをシークエン

スした（図2b）。このうち6つの転写産物はサイトⅠでスプライスされており、その

うち3つが変異した＋1Uで、3つが1塩基上流にシフトしたGでスプライスされて

いた。この1塩基上流にシフトしたものは新たにスプライス部位保存配列であるGU

が形成されていた。サイトⅠでスプライスされたものは1塩基の違いしかないため

RT－PCRではその量的なものはわからない（図加）。また、サイトⅡでスプライスさ

れたcmは6つ得られており、オリジナルのサイトから約100塩基上流にシフトし

た第1エキソン内にあるGUが新しいスプライス部位として使われている（図加）。

これらの結果から、W㍍は変異のあるオリジナルの部位と、ふたつのクリプティツタ

スプライス部位が活性化されていることがわかった。ただし、これらのスプライシン

グ産物は5’uTRでの変化であるため、全て正常なWAXYタンパク質に翻訳されてい

ると考えられる。また、第1イントロンがスプライスされないものは、第1イントロ

ン内に複数のAm翻訳開始コドンが存在するため、正常なWタンパク質への翻

訳は起こらか－と考えられる（Isshikはal．，1998）。
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図1．胚乳における碑とⅥなぁの発現。

Wがと勒蝮もつ栽培品種のノーザン解析。仝RNAは開花後15日目の登熱
中の種子より抽出した。使用したブロープはa；ⅥなcDNA、b；Ⅵな第1イントロ
ン、C；イネ都政りである。
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図2．W㌔とW㌔の転写産物。

（a）勒8と鵬写産物のRT－PCR解析。（b）傲㌔DNAのシークエンスによって
決定されたスプライス部位b分母にシークエンスを行った仝cDNAの数を、
分子に央印で示された位置でスプライスされていたcDNAの数を現わしてい

る。（C）脚とW㌔の転写産物の模式図。aで示されたW㌔のサイトⅠにおける
RT一服産物はスプライス部位が1塩基異なった2種類のcDNAを含んでい
る。
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2．Wズぁの低発現の原因はスプライス部位の変異にある。

我々は腑の低発現量の原因が第1イントロンのスプライス部位の変異にあるの

ではないかと考え、WがとW㌔それぞれの5，スプライス部位に変異を導入したGUS

レポーター遺伝子を用いたコンストラクトを作製し、スプライシングの状況を解析し
た。

当研究室の井沢毅博士は傲の発現に十分な領域であることがわかっている糾Obp

のプロモーターと第1ユキソン，第1イントロン，第2ユキソンの翻訳開始点までの

領域に卯gレポーター遺伝子がつないであるコンストラクトを作製し、それぞれ肝

とW㌔の配列に加えて、Wガのスプライス部位をGからTに変異させたものと、地上

の変異を持つスプライス部位のTをGに変えたものの4種類のコンストラクト（図3a）

をイネの液体培養した細胞から得られたプロトプラストに導入した（Iss鮎kietd．，
1998）。

この遺伝子導入されたプロトプラストからRNAを単離し、RT⊥PCR解析（図3b）

を行なった結果、肝－guSのスプライス部位に変異を導入するとスプライシング効率

が低下し、それに対して腑ぜぴぶのスプライス部位をTからGに変異させるとスプラ

イシング効率が上昇することがわかった。また、W㍍ぜ那に変異を導入したものと

勒㌔卿においてはW㌔の胚乳で見られたように第1イントロンがスプライスされ

ないバンドとスプライスされた2本のバンドが見られる。これらの結果から、W㌔

の低発現の原因は第1イントロンの1塩基の変異によるものであると結論づけられ
た。

ⅠⅠ・Waズ　遺伝　のスプライシングに影習□るハ日、変買閂du〃の目目。

1・血JJ突然変異体はスプライシングされたW更転写産物を減少させる。

血∫，血一2は低アミロ⊥ス突然変異体として単離され、胚乳におけるアミロース含

有量は野性型の金南風が約20％であるのに対して5～6％しか含んでいないげ血oetal．，

1988）o WAXYタンパク質を見ると、血一J，血Jは金南風に比較して31乳34捌こ低下

している（図9a）。そこで、RNAレベルでの血〟突然変異体の影響を見るために、

胚乳から単離したmを使いノーザン解析を行った。金南風（WT）の持つW㌔遺伝

子は第1イントロン5－スプライス部位共通保存配列に変異を持っているため、第1イ

ントロンがスプライシングされた2．3kbの成熟したⅥなmRNAと、第1イントロンを

持った3・4kbの転写産物の2つのバンドが現われる。これに対して、血－J，血Jにおい

ては、第1イントロンをスプライシングしていない3．4kbのバンドは野生型と変わっ

ていないが、スプライシングされた2．3kbの転写産物の量は5分の1まで減少してい

る（図4a）0　Ⅵなbには3つの異なったスプライス部位が存在するため（図加）、血－J，

血Jでスプライス部位の使われ方に変化がないかどうかを確かめるため、コンペティ

ティブRT－PCRを行った（図4b）。その結果、スプライシング効率は野生型の20～

25射こ低下していたが、サイトⅠとサイトⅠⅠは同じ効率で低下していた。

さらに、他の遺伝子のスプライシングあるいはプロセシングに影響があるのかを調
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園3．変異を導入したW㌔とW㌔融合遺伝子のトランジェント解析。

（a）解析に用いたコンストテクト。W㌔とW㌔それぞれのプロモーターから翻

訳開始点までの領域にg描レポーター遺伝子を融合させた。碑（G→¶は勒第

1イントロン5－スプライス部位の餌を［に変異させたものであり、疎T→
G）はTTをGTに変異させたものである。RT一犯に用いたプライマーは央印で
示した。（b）RT－PCR解析。1．5kbのバンドは第1イントロンがスプライスされ
ていないもの。0．4kbと0．5肋のバンドはスプライスされた転写産物。
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図4．血－Jと血Jの種子におけるW㌔とその他の遺伝子の発現。

（a）血一比血JにおけるW㌔のノーザン解析。（b）血一止血＿2におけるW㌔のコ
ンペティティプRT－PCR解析。（C）血－Jと血－2におけるRβ封、AGPP、a。血のノ
ーザン解析。
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ベるため、胚乳で澱粉合成にかかわっている二つの酵素をコードしている遺伝子、枝

つけ酵素遺伝子（RBEl）匹awasakietal．，1993］とADPグルコースピロホスホロラーゼ

遺伝子（Aα判【血血so畑山・，1989】の発現を調べた（図叫。その結果、血－J，ぬ2

によってRβ払AG押の発現は全く影響を受けていない。以上のことから、血一丁，血＿

2は腑pre－mRNAのスプライシングに影響のある因子か、スプライシングされた成

熟したⅥなmRNAの安定性を保持するための因子の変異の可能性が考えられる。

2．du〃突然変異体はⅣ㌔のスプライシングに影響する。

ⅥなさとW少はコーディング領域の塩基配列がほとんど変わらない。もし、血－J，血J

がW㍍の転写産物を減少させるならば、dトJ，血－2は成熟したⅥなmRNAの安定性を制

御している因子の突然変異体である0しかし、血－∫，血ト2が仰の転写産物に影響を与

えなければ、血－J，血－2はW㌔のスプライシングに影響する因子の突然変異体である。

この仮説を確かめるために以下の実験を行った。

最初に、W㍍の持つ正常な第1イントロンのスプライシングへの影響を見るために、

遺伝学的な解析を行った（図5a）。d山，dト2と肝を持つインディカイネ品種のラ

ベルとを交配し、F2種子における血〟の分離を調べた。もし、血〟がWに影響を与

えるのであれば、F2種子において野生型と血は3：1で現われると考えられる。しかし、

血〟が腑にのみ影響を与えるとすると、染色体の異なる2劣性遺伝子の変異となり、

野生型と血は15‥1で現われる。この解析の結果、血一J，血－2ともに野性型と突然変異
体の分離は15：1であった（表1）。

続いて、分子レベルで血〟がWに影響を与えないことを示すために、自殖後代で

あるF3種子において肝／腑：血涙血の分離世代を示すグループを選抜し、一粒づつ

mを単離し、W鋸γ遺伝子の発現についてノーザン解析を行った（図5b）。この結

果、血一J，血－2は仰の発現に全く影響を与えておらず（図6aレーン3，6、図6bレ

‾ン3，4）、W捌このみ影響を与えていた（図6aレーン5，7、図6bレーン1，5，7，9）。

このことから、血－J，血－2はⅥな∂には影響を与えず、W㌔のスプライシングに影響を
与えていると考えられる。

さらに、Wがのプロモーターから第1ユキソン、第1イントロン、第2ユキソンの

翻訳開始点までの領域にgぴぷをつけた融合遺伝子（図7a）を導入したジャポニカイネ

と血－J，血－2を交配し、F2種子においてW㍍甘鮎をホモにもち、低アミロースの表現

形を示すものを選抜して解析を行った0胚乳における導入遺伝子肝ぜぴぶと内在性の

W朗γ遺伝子の発現を見ると、血－J，血－2は第1イントロン5－スプライス部位に変異を

持つ内在性のW㍍転写産物には影響があるが、正常な第1イントロンをもつ晰巧卿

の転写産物には全く影響がなかった（図7b）。この結果から、血－J，血Jは腑のス

プライシングのみに影響を与えることが示された。

これらの結果から、血－J，血－2はⅥなmmの安定性にかかわる因子の変異ではなく、

W㌔のようなスプライス部位に変異を持ったpre－mRNAのスプライシングに必要な因
子の変異であることが示された。
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図5．血〟がⅥなaに与える影響の遺伝学的解析。

（a）血舵ラベルの交配によるF2種子の分離解析0（b）F3種子のノーザン解
析による分子レベルでの解析。
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表1・・血－J，血づとラベルを交配したF2種子の分離。

血肌nF2Seeds

Cross WT du〝　TotaJx2（15：1）

亡山・TxLabe脂　371　25　　396　　0．003

血十aくhbe＝e　431　32　　463　　0．345
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図6．血－Jと血JにおけるWが転写産物への影響。

（a）血HにおけるW㌔とW㌔が分離したF3種子における傲のノーザン解析。

全RNAは種子1粒づつから抽出した。（b）血－2におけるW㌔とⅥなぁが分離し
たF3種子におけるⅥなのノーザン解析。
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図7・血一比血－2における導入遺伝子W㌔ぜ鱒のスプライシング。

（わ碑ぜぴgコンストラクト。W㍍のプロモーターから翻訳開始点までの領域

にguルポ一夕一過伝子を融合させた。（b）碑ぜUβを導入した血－Jと血＿2のノ
ーザン解析0左側はgusをプロープにしたもの0右側はWxcDNAをブロープ

にしたもの。＋：W㌔馴鵡傲a甘∬をホモにもつ金南風、血一月枚㌔卿は

研ぜぴをホモにもつd山、血J∫勒aぜ揖は肋a－gぴをホモにもつ血Jを表わ
す。
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3．d山J突然変異体の影響は胚乳と花粉で異なっている

スプライシング因子にはSRタンパク質のように組織特異的な作用を持つものが知

られているため、血〟突然変異体に関しても組織によって影響が異なっているのでは

か－かと考え、胚乳と花粉において血〟がw㍊γ遺伝子の発現にどのような影響があ

るかを調べた。まず、花粉におけるアミロース蓄積量をヨード染色により確認すると、

血－Jはアミロース量が減少しているが、血Jは野生形とあまりかわらなかった。（図

8）。そこで、花粉におけるWタンパク質量を胚乳のタンパク質量と比較すると

（図9a）、血－Jは胚乳では野性型の31％であったものが、花粉では11％となり、そ

の影響が花粉では強調されている。これに対して、血－2は胚乳では血－Jとほぼ同じ

レベルの野性型の34％となっているが、花粉では74％となり、・血づの変異の影響が花

粉では小さい事を示している。

さらに、RNAレベルでの影響を見るために、コンペティティブRT－PCRにより定量

的に花粉でのスプライシングの解析を行った（図9b）。胚乳では野性型、血－J，血－2

すべてにおいてサイトⅠとサイトⅡのスプライス部位として使われる効率はほぼ1：1

であったのに対して（図4b，図9c）、・花粉ではスプライシングの状況がかなり異なっ

ていた（図9b）。花粉においては野性型でサイトⅠの使われる効率が低くなっている。

さらに、血一Jと血－2それぞれのスプライシングの状況が変わっており、血＿Jではサ

イトⅡがほとんど使われておらず、血－2においてはサイトⅠがほとんど使われていな

かった（図如）。この結果から、Du－1とDひ2タンパク質は花粉ではW㌔第1イント

ロンのスプライシングヘの役割が異なっており、Du－1はサイトⅡの選択に、m＿2は

サイトⅠの選択に必要なのではないかと考えられる。これらの結果から、d山，血一2は

イントロン5－スプライス部位に変異を持つW㌔転写産物のスプライシングを促進す

るために必要であり、組織特異的なスプライシング制御を行う因子の突然変異である
と結論される。

ⅠⅠⅠ・S町γ遺伝子のスプライシング剋塾
1．イネSRタンパク質遺伝子の単離

イネSRタンパク質遺伝子ossRl（図10a）および0＄SR2（図10b）はヒト

舶FβF2（Kr血眠m沈d・，1991）およびシロイヌナズナSRl（u以m沈札1995）と高い相同性

をもつタンパク質をコードしており、その構造的特徴は2つのRNA結合ドメインに

よる（図11a）。この領域のASF／SF2に対する相同性はossRlで55％、。SSR2で50％

であるが、RSドメインにおいてはアルギニンーセリンリッチであることが特徴である

ため、相同性は20％程度である。また、SRlにはASFβF2にはない特徴的なPSKド

メインがC末側にあり、植物に特徴的ではないかと考えられていたが、。SSRlおよび

ossR2にはそのようなドメインは存在しなかった。OSSR3（図1眈）はシロイヌナズナ

Rsp31（Lopatoetal・，1996）の相同遺伝子としてイネESTより得られた。その構造的特徴

はN末側に1つのm結合ドメインをもち、RSドメインとの問に機能不明な保存領

域が存在する（図11a）。この中間領域は動物には知られておらず、イネとシロイヌ
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図8．ヨード染色による花粉のアミロース含有量の比較0
（a）金南風、（b）waズy変異体、（C）dリーJ、（d）血－2。
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プRT－m解析。（C）血－Jと血－2におけるスプライス部位の使用効率の組
織特異性。

22



l

■－

1

L

l・

J

」

1

1

1

芦

【

ト

ー

l

－

‡

l

l

l

a

b

C

ATQAGIAQQCQC¶通人Q以QGACAATTTATQTC6GMCTCCCGく姶mACATCA‘ぬ8AQAdQdAQmQAQQATCTGTTCTACAABTATQG■CQCATTQlOO
M　＄　R R W　＄　R TIY V　¢　N L P Q D I R E R E V E D L F Y K Y Q R JV

TTQATATTuCTT臥AGATCCCCCG仙GQCCQ∝TG6TTTTGCTmGTTG＾GTTCMGATCCCCGTQATQCTGAAGATQCAATCCGTG伽C6QQATQ6　　2CO
DJD L KI P P R P P G F A F V E F E D P R D A E D A I R　6　R D O

C仰TnTGAT6G伽ACCGTTTGAGGGTGGAACTTGCACATGGT6GQAGAGGTAACTCTTCCTCCmAAC＾ATTCTG（；TGGAGGGQGACQTCQ・TQGG　300
Y N F D G N R L R V E L A H G Q R（；N S S S F N N S Q　6　Q Q R R Q

6QTOIWCTAQQCATACAQAQTATCQCGTTCTGQmCTQQACTACCTTmCJu3CATCATQQGA▲QACCTAMQACCATATQCQAAATGCTBQTQATG　　400
G V S R H T E Y R V L V T G L P S S A S W Q D L lく　D H M R N A G D V

TTT8TTAFCT独uβTmCGTGAQ6GTQQTQQTACTATAQQAATTCrrAGACTAC＾α仏ACTATGATQACATQA＾QTATQCTmCAQQAAmTGA　　500
C Y S E V Y R E Q Q Q TI QI V D Y T N Y D D M K Y A IR K L D D

TTCTQ仙1「TA＾Q一人T8CCTTCTCAAAQQCCTATATMQQQT別人QGAQTATtiATQ白人仙QCQWCCQTTCATACTCACQAAGCCOAAGCCQAAQTCQA O00
S E F K N A F　＄J（A Y（R V K E Y D（iK R　＄　R　＄　Y S R S R S R S R

QQTCuAGCTACA6GIGAAQCABQA6TCuAGCAAGTCTC制Q8CiAAAGTCATuCGCCGTTCAQCATCTAmAl℃QAQ爪AGCTTCTmCC　700

QTmAP＾FGgCAkAQeQ彗∝門別㌢y3A㌢A㌢貸CAPA㌢許響T㌍WT甲背丁管T㌣CyTe6T曾T2C鷲CA㌘C旨CC甘　800

GAMCGGAGCCC仙GG九GQAQCCCCCCCAAQAMC6TAQCCGAAGGAQGA（iCCCATCACQTTCCCGATCTCCTGATGCCAAQTCCG仙TGATQCTGATQT　900
K R　＄　P S R S P P K K R S P　＄　R　＄　P S R S R S P D A K S E

慧認諾器諾慧1等諾篭㌫ユ諾諾㌫荒認諾芸荒諾≡認諾慧芯化仰臥T；芸

AT包嶋G■08CQQT矧QCO白色帖色灯CT＾CmQQWCTCCmQTGAG灯C鳩8QAQ鳩8舶QTQ6A馴℃TCTTCT＾G仙QTATQQCCQAATTQlOO
N S R R W　＄　R TJY V Q N L P（iO IR E FIE V E D L F Y K Y Q R IV

TmACTTGA▲GATCCCTCWGACCA¢mTQCTTTTGTAQAQTTTQAAGATCCTCQTQATQCTG入場A＾QGITQTmQCAQ¢GATBQ　200
DID L K I P P R P P Q Y　▲　F V E F E D P R D　▲　E　∈　A C A（i R D（i

TTATAACmGATQQAmTCQTCTAAQQGTTGAAaT（iCTGAOQQTQQQAQAGQTAAT¢QTQGTmCTCCTTTCiACCQOCCCAQCAmTQQTQGTQu　300
Y N F D（iH R L R V E P A H G Q R G N（iQ　＄　S F D R P S N F Q Q Q

GGACQCCGTQGTGTGTCGAQQCACTGAG仙TACC6TGTTCTG6TT＾CTGGTTTGCCTTC一丁CTGCATWGQ鋸BATTTAAAQGAmTATGCQG仙GQ　▲00
Q R R Q V S Ft H S E Y R V L V T Q L P S　＄　A S W Q D L K D H M R K A

CTGQTWQTTTQTTTCTCAQ仙QTGTATCQCGAGQQCQGC6QTACTGTAQ（氾ATTGTGQACrr＾C＾G仙ACTATGATGiACATG〟肌TQCTA¶仏AGA＾　　＄00
Q D V C F S E V Y R　∈　G　6　G T V G JV D Y T N Y D D M K Y A J KIく

∧CTmATGACAQTGAATTC＾0飢∧TG∝TTTTCTAA＾QGTCACATA＾GG6TG仙OGAA11T（iATQQC仙GCGCG∝CGCTCCT＾TTCAC6TAQCCCiAAGC　600

L D D S E F R N A F S K Q H JR V K E Y D QJ（　R A R S Y S R S R S

OCAAQTCGTAGCCGAAQCA＾AAQCA（娼AGTCTAAGTAAATCTCCTAMTC6CCQTTCAQCATCCCQATCTCQATCTCQATCA＾6GTCTQTTTCTTCCC　　700
P S R　＄　R S K　＄　R S L SJ（S P R T R R S A S R S R S R S R S V　8　S R

8汀TGAOGGTCAQCATCAA＾AQQQC（；CTCTCCATmTCACCAQCAAGATWCTCCAAAT6CmTCCTGC舶AT6QTMα汀CAAQCCCCA＾　800
S R　＄　A S K G R S P S R S P A R S K　＄　P N A S P A N（i E　▲　＄　S Plく

QA仙CMCCC仙QCAQQAQ∝CATCTlnTTCLACQ6TCTCCTQmCQA人肌TQAATAG仙mATAT¢CluTQTQAQCAQTQACACQQACTTCTCA

K R　＄　P S R S P　＄　R S R　＄　P D A K S E

QQTCQ▲OCATATQ8GAOA

900

軍撃監；慧
ATGAQG∝CQTGTTCQTG6QG仙CCTCGACT〟：QACACCCGCCACTCCGA6CTCuCCGCCTCTTmCC6CT＾CQQCAQQATCQACCQCATCGACATQAlOO
M R P V F V Q N L E）Y D T R H S E L D R L F Y R Y Q R IE）R［D N K

AQTCAQQATTTOCTTTTGTCTACm＆OGATQAQCQTQATQQTQATCiAQQCG－TACQA（；CCCTTGATGGCTmmGOCCCTQGQA6GC6GAGQCT　200
S Q F A F V Y F E D E R D Q D E AIR A L D G Y P F（i P　6　R R R L

T¶DQQTQQAQTQ釘CWQQQGTG灯CGTGGmX；A（氾CQTGATBmAQCAAACG▲CCTGTGAATA打仙ACCCACGAA6AGACTATTTGTmC　300
S V E W S R Q D R G S R R D　6　Y　＄　K P P V N T K P T K T L F VIN

T汀G∧CCCGATCAAG帖GAGAQTuCWATCGAAAGQCA－rTCQA＾CCATTTQGAAAQCTTrCQAAT6TTCGQATCAQQAQG仙CTITQCTmQTGC　　400
F D PI N T R V T Dl∈　R H F E P F（∋J｛　L S N V RIR R N F A F V Q

AQTTTMCACAQ6仙QAGQC伽G…AQCACTmAAQCTAmTT訂ACCAAQTTCrrTGGAG伯GQTQAmCTQTTQA（iTATQO打TCAQαmA　　引氾
F E T Q E E A TJ（A L E A T H S T K L L D R V JS V E Y A F R D D

TAG伯鵬CQAQQTCiACAQQTATQATQ6TGCAA色相QTQQCTATt3G77LGQCQ伯ATQ灯AQTCCAW℃QTCG灯G鳩mQTCG鳩T（；TACAQQTmCQC　600
T E R O t）R Y D Q A R G G Y（iR R D D S P Y R R S V S P V Y R S R

CCAAGTCmmTCQTCAAAQQAGTCCT〔汀QTACQQTTCGTATQ＾CAGQ∧QTCCTGTTMTG灯CQCTATCQAAQCC6ATCTCCT馴℃CGGCGAT no
P　＄　P D Y（iR Q R S P V Y O S Y D R S P V N D R Y R S R S P V R R　＄

MmCCC〟mC伯AAGAQmATCiATTQACA6AQTmAAQQ¢TGQTTQQC・rGQTTQCTQ仙6Qm¢C＾TmQCCTCTCTAQATCT　　800
R S P L A N R R A Y D

mGCAOTQATAQCW6AACTTQTCmCC6－TACTATATATATAmGATATQ6QTACT⊂肌TOQ8TQ6TTCGTA6TCQA＾CT肌TmCCT　　　900

TTl－GTT8ACCTQGAACTCCGTAGlnQTmATTTAQATATQATQTGTTGTG伽Tt淡AO6CAAAACTCTCrrGC6ATQTWTQTt3C以G仙CQTTTTCTAT ICCOGACTACC6CACTTT＾TATTTG刷AAAAM

図10．osSRcDNA塩基配列。

（わOSSRl、コードしていると予想されるアミノ酸数は296。（b）osSR2、予想
されるアミノ酸数286。（C）osSR3、予想されるアミノ酸数245。
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ナズナで相同性は68％と高く保存されており、植物に特徴的なドメインといえる。

それぞれの発現の組織特異性を見るために、根，葉，登熱中の種子から単離した

mを用いてノーザン解析を行った。その結果、OSSRlは葉と種子で発現量が多かっ

たが、根で3kb、葉で2．4kbと0．8kbの大きさの異なる転写産物が現われたことから、

OSSRl自身が選択的スプライシングを受けている可能性がある（図11b）。また。SSR2

はossRlと異なった発現をしており、根で多く発現している（図11c）。OSSR3は種

子で多く発現しているが、根で2．8kb、1．5kbの大きさの異なるバンドが現われており、

やはり選択的スプライシングを受けている可能性がある（図11d）。

2・イネSRタンパク質はwaズγ遺伝子のスプライシングに影響する

植物においては動物のような血l庚mの解析系が存在しないため、これまで単離さ

れたシロイヌナズナのSRタンパク質についてはその機能が明確ではなかった。そこ

で、スプライス部位保存配列に変異を持ち、弱い2つの5，スプライス部位が形成され

ているW更遺伝子を用いて血房叩で解析ができないかと考え、イネのプロトプラスト

に遺伝子を導入してトランジュント解析を行った。イネSRタンパク質遺伝子はそれ

ぞれカリフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターで発現させ、レポーター遺伝子

として、それぞれの第1イントロンを含む職場喝W叛如を用いた（図12）。

W㍍ぜ揖にosSRlとossR2を加えると、GUS活性が低下した。これはossRlおよ

びossR2がW㍍の第1イントロンのスプライシングを阻害しているためだと考えら

れる0しかし、OSSR3は肝のスプライシングにほとんど影響しなかった（図13わ。

一方、スプライス部位に変異をもつ腑ぜUgに対しては、OSSRlとossR2はW㍍ぜ鮎

と同じく抑制に働いたが、OSSR3はスプライシング効率を約5倍に上昇させた（図

13b）。このとき、OSSR3によってW少のスプライス部位の選択性に影響があるかど

うかを調べるために形質転換したプロトプラストからmを単離し、RT－PCRを行っ

た。その結果、OSSR3を加えないとき、W㌔ぜぴぶの二つのRT－PCR産物（図加）は、

オリジナルのスプライス部位であるサイトⅠより約100塩基上流にシフトしたサイト

Ⅱがよりつかわれているが、OSSR3を加えることによって、サイトⅠでスプライスさ

れるものが増えていた（図13c）。これらのことから、OSSR3はW㌔の第1イントロ

ンのスプライシングにおいてスプライシング効率を上昇させると同時にスプライス

部位の選択も変える役割をしていることがわかった。

3．osSR3はエンハンサー依存的に働く

W朗γ遺伝子の第1エキソンにはプリンリッチエンハンサー印加止血離山，1993）と

して知られるスプライシングエンハンサーに似た配列（GGAAGAAC）が存在する。

この配列にSRタンパク質が結合することにより、W少のような弱い2つの5，スプラ

イス部位を持ったp代再血RNAのスプライシングに影響を与えるのではないかと考え、

W㌔ぜぴgおよびW㍍官那のこの領域をビリミジンリッチに変化させたコンストラクト

を作製し（図14a）、OSSR3の影響を調べた。この結果、エンハンサー配列を置換し
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図11．osSRの構造と発現の組織特異性。
（a）予想される0娼Rのタンパク質の構造的特徴。（b増異なった組織にお
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転写産物が今回単離されたcDNAに対応するものである。
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図12．トランジュント解析用コンストラクト。

Ⅵなa甘∬、Ⅵなぁっ叩ぶはそれぞれW㌔とⅥなわのプロモーターから翻訳開始
点までの領域にgぴルポ一夕ー遺伝子を融合した。それぞれのosSR遺
伝子はカリフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターに融合させ
た。
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えた。（b）W㌔即に対するos服の影軌Ⅵ娘脚部朋に対して35S－。S駅を10

〝g加えた。（C）osS郎の頑廃1イントロン5・スプライス部位の選択性の変
化。RT－PCRにより検出。サイトⅠには2種類の転写産物が含まれている。
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たコンストラクトではW㌔っ叩ぷ、W㍍ぜ那にかかわらず活性が低下しており、構成的

スプライシングに影響があった（図14b，C）。さらに腑ぜUgのエンハンサー配列に

変異を導入したWぜU叫R→ⅥにosSR3を加えてもその活性は1．5倍にしかならず、

野性型にosSR3を加えたときの7．8倍の活性上昇に比べて著しくossR3によるスプラ

イシングの活性化が抑制されていた（図14b）。また、W㌢甘那においてはエンハン

サー配列の有無にかかわらずossR3によるスプライシングの活性化は見られず、Wが

のような正常なスプライス部位をもつものに対しては影響がないことを示している。

これらの結果から、OSSR3は胚乳においてエンハンサーを介して腑のスプライシン

グに関与している可能性がでてきた。

今後、このようなW㌔ぜぴgを使ったトランジェントの解析系が植物におけるスプラ

イシング機構の解析に十分用いることができると考えられる。
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考察

1．スプライス部位突然変異体

我々はW㌔は肝の第1イントロンの5，スプライス部位の共通保存配列に1塩基の

変異を持つスプライシング変異体であることを明らかにした。W㌔の低発現量の原因

はこの5，スプライス部位の変異によってスプライシング効率が低下したために生じた

ものであった。

現在知られている限りにおいて、イントロンの5，スプライス部位であるGTのG

（＋1Gとする）に変異を持つ正常な遺伝子の存在は知られていない（Sen御地y成d．，

1990）。この＋1Gは真核生物のイントロンにおいて100％保存されている。スプライス

部位に対して変異を導入するという研究はしばしばなされてきており、＋1Gが変異す

るとスプライシングが不可能になったり、新たな5’スプライス部位（Cryptic5，splicesite）

が形成されると報告されている。例えば、C訂k－Udosteら（1994）は変異を導入したトウ

モロコシBz2イントロンをレポーター遺伝子に結合させトウモロコシのプロトプラ

ストを用いてトランジュント解析を行ってし、るが、＋1Gが＋1Tに変異しても全くスプ

ライシングは起こらなかった。しかし、M妃u皿oughら（1996）の報告ではタバコにおい

てβ－コングリシニンの第4イントロンの5，スプライス部位＋1GをAに変異させたと

ころ、新規にUUの部位でスプライシングが起こっている。血biら（1987）はウサギβ
グロピンイントロンの5，スプライス部位の＋1Gに変異を導入して血血でスプライ

シングの実験を行い、＋1Aや＋1Cの変異を導入した場合には正常なスプライシングは

全くこらなかったが、＋1Tの変異を導入した場合にはスプライシング効率は低下する

が、1塩基上流にシフトしてGTを形成し、正常なスプライシングが起こると報告し

た。また、＋1Gの変異体ではどの置換においても＋1の位置で開裂が起こり、スプラ

イシングの中間体である投げ縄イントロンを形成することを示した。ただし、＋1の変

異体は3’例の切り出しは起こらなかったことから、＋1Gは3，側の切り出しを促進する

ためには必要であるが、イントロンの5，側を認識するためには＋1のGよりもスプラ

イス部位付近の塩基配列がUl血RNAの認識部位と相補性が高ければよいと考察して

いる。しかし、血房叩の実験では必ずしもこの結果を再現できず、全く新しい5，スプ

ライス部位によりスプライシングが起こってしまった。我々が解析を行ったW㌔は5，

スプライス部位に変異を持ち、その結果低効率ながらも変異を持つオリジナルのスプ

ライス部位UUと新規に1塩基上流にシフトしたGUと約100塩基上流にシフトした

GUがスプライス部位として認識されている。この変異は幸いなことに5，uTRにある

ため、ユキソン内へのシフトであれば翻訳に影響を与えず、さらに澱粉合成における

最終段階の酵素をコードしていたため、植物の生存や稔性にも影響なく野生型ジャポ

ニカとして定着してしまった。これは現在植物においてあまり進展のないスプライシ

ングの血＝血相の実験系としてたいへん有用であると考えられる。

W更はスプライス部位の変異によりスプライシング効率が低下しているが、図2

のRT－PCRの結果によるとスプライスされた転写産物とスプライスされなかった転写
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産物の量の合計は切倒こ比べて17．5％しか存在しない。これには二つの可能性が考え、

られる。一つはスプライスされなかった転写産物が不安定で、Wの82．5射こあたる

転写産物はすぐに分解されてしまうということである。W㌔の第1イントロンがスプ

ライスされない転写産物はイントロン内に複数の翻訳開始コ下ンと終止コドンが存

在する。このため、異常な翻訳をするmmは事前に分解されてしまう可能性がある。

これはnonsense－md加力mRNAd∝叩（NM叫と呼ばれ、哺乳類の遺伝子において突然

変異などにより正常な終止コドンより上流に終止コドンができてしまったときに、突

然変異をもつm脱が分解されてしまうという現象であり田ent2X！andKulozik，1999）、

植物においてもNMDの例が知られている（VanHoofandGreen，1996）。この機構につい

てはまだ不明な点が多く、哺乳類で現在も解析が進められている。また、もう一つの

可能性はスプライシングが変異により阻害されたため、その遺伝子の転写が抑制され

ているのではないかということである。Tan奴aら（1990）はGUSレポーター遺伝子のN

末側にカタラーゼの第1イントロンとカリフラワーモザイクウイルス35Sプロモー

ターをつなげたコンストラクトをイネに導入してGUSの転写をみると、カタラーゼ

のイントロンを持たないものに比べて数十倍に増加していた。このことはスプライシ

ングが転写を上昇させる効果があることを示している。従ってW㌔においてもスプ

ライシングの効率が低下したため、転写も低下している可能性が考えられる。

また、W㍍の特徴の一つである登熟期における弱低温による発現量の上昇もスプラ

イス部位の変異に由来するものであると考えられる。最近、Sablowsb　と

M卸飢）W如（1998）はシロイヌナズナの花の形態形成遺伝子である甲3の温度感受性変

異株についての報告を行い、その原因がスプライス部位の変異によるものであること

を明らかにした0これは低温になることでスプライソソームが安定にp陀－mmに結

合することによるものと考えられている。したがって、W㌔を用いたスプライシング

機構の解析は冷夏における米の食味の低下を予防するといった育種上のテーマを解
決する糸口にもなりうる。

2．Du－1，Du－2タンパク質の役割

血－Jと血一2はW㌔の転写産物のスプライシングに影響する突然変異体であり、さ

らに、花粉と胚乳においてスプライス部位の選択性が異なるといった特徴を持ってい
た。

トウモロコシ、イネなどの穀物はその胚乳部分に蓄積される澱粉の品質によって食

品や工業製品への用途の広がりが大きく変わってしまう。それゆえに、澱粉の生合成

機構を詳細に解明するためにも多くの澱粉合成関連遺伝子の突然変異体が作出され、

解析されてきた。特にトウモロコシでこのような研究が進んでおり、代表的なものは

澱粉顆粒結合性澱粉合成酵素（granule－boundstarchsynthase；GBSS）の突然変異体でア

ミロースを合成できない、いわゆるモチと呼ばれるw朋γ、澱粉枝つけ酵素の突然変

異でアミロース含有量が多くなるゆeex加血、枝切り酵素の突然変異体である

ぶ喝鱒γ上ADPグルコースピロホスホリラーゼの突然変異体血－2と放出ねプなど
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が知られており（n℃iss，1991；NelsonandPan，1995）、イネにおいても同様の突然変異体

が存在する（Okunoetal．，1983；SatohandOmura，1981）。しかし、トウモロコシ、イネと

もにモチ、．ウルチが存在するが、モチとウルチの中間の形質、すなわち低アミロース

の形質を示すものはイネの血〟突然変異体しかなく、トウモロコシなどでは全く報告

のないユニークなものであった。トウモロコシで血肌Jという突然変異体があるが、

N末にユニークな配列をもつs伽Chsyn血鮎eⅢのホモログの突然変異であり、表現型

は高アミロースを示しており、イネの血道とは表現型が異なる（Gao成れ1998）。また、

イネにおいてもジャポニカ以外で作出されたとの報告はない。低アミロースの表現型

からw朋γ遺伝子の調節遺伝子ではないかと考えられていたが、その作用機構は不明

であった。

イネにおけるw鮎y遺伝子には2つの対立遺伝子座Wガ，W㌔が知られていたが、そ

の違いはW㌔が第1イントロン5－スプライス部位に変異を持つスプライシング突然

変異体であったことによる。トウモロコシやWがを持つインディカイネで血道突然変

異体が発見されておらず、血〟突然変異体に導入したW怒は影響を受けず、血〟変異

体中でのR別引，AGPPなど正常なイントロンを持つものに対しては全く影響がない

ことから、血〟はスプライシングに必要なスプライソソームを構築するsnRNPのよう

な重要なスプライシング因子の突然変異ではなく、W㌔のスプライス部位の突然変異

によってはじめて観察できた特殊なスプライシング因子の突然変異であると考えら

れる。SRタンパク質は多様な機能を持つスプライシング因子であり、5－スプライス部

位の認識、選択にかかわっていることは良く知られている。例えば、肋　と

Ro血（1995）はSV00にSRp55を加えることにより、5，スプライス部位が近位から遠位に

変わることを示した。また、4種のSRタンパク質ファミリーそれぞれをHd』細胞の

抽出液に加えてスプライシング試験を行い、選択的スプライシングに変化が起こるこ

とを示した（肋改札1993）。SRタンパク質の突然変異体としては、伽お印地にお

けるSRp55の突然変異体があるが、nuuの突然変異体では致死になってしまうことか

ら畔血gandus，1994）、もし、血〟がSRタンパク質のようなスプライシング因子の突

然変異体であったとしても、かなりマイナーなものか、組織特異性の非常に強いもの

であると考えられる。

組織特異的な選択的スプライシングとして良く知られているのは、キイロショウジ

ョウバエにおける性決定遺伝子群肋壷地域蝕J）、血m叫肋）、用地加m汎神ね功、

血び肋（由わのスプライシングである。キイロショウジョウバエの体細胞の性は三本

一組からなる常染色体とⅩ染色体の比によって決定され、この比が1だと性決定遺伝

子群が働き雌になるが、0．5だと遺伝子群が働かず雄になる。この時雌においては且冨J

及び如遺伝子は機能を持ったタンパク質をコードするmRNAが作られるが、雄では

選択的スプライシングにより別の3，スプライス部位が使われてしまい、機能を持った

タンパクをコードするmmが作られない。さらに血遺伝子は第4ユキソンの選択

が正常な如遺伝子産物と打訃2遺伝子産物、及びSRタンパク質によってなされてい

る。この3種のタンパク質が血遺伝子の雌特異的スプライシングには不可欠である
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（TianandM加iads，1993；HeinrichsandBaker，1995；Ⅰ・ynChandManiads，1995）。血一L，血T2

はぬ，加計プのような非常に選択性の強いスプライシング因子をコードしている可能性
もある。

血－Jと血Jは組織特異性があり、血－Jは花粉においてその影響が強くなり、それ

に対して血－2は花粉での影響が減少する。W朋γ遺伝子において花粉と胚乳において

スプライシングの効率が異なっている例としてはトウモロコシにおけるトランスポ

ゾン挿入による突然変異体ⅥなGがある。ⅥなGは第8イントロンに5．6kbのトランス

ポゾンをもっており、胚乳においては正常なスプライシング産物は転写産物の0．6％

しかなく、それに対して花粉では22％も存在する即aruornetandWessler，1997）。これ

らの結果は血－Jや血－2のように胚乳と花粉において異なったスプライシング因子が
働いていることを示している。

3．イネSRタンパク質の機能

イネから単離されたossRlおよびossR2はⅥな遺伝子の第1イントロンに対してス

プライシングを阻害する働きをし、OSSR3はプリンリッチエンハンサーを介して5，ス

プライス部位に変異を持ち、2つのクリブティックスプライス部位が使われている

W㌔第1イントロンのスプライシングを促進すると同時にスプライス部位の選択性も
変えた。

これまでシロイヌナズナから6種のSRタンパク質をコードした遺伝子が単離され

ているo SRlはRNA結合ドメインを2つ持ったASFβF2タイプのSRタンパク質で

ある。N末側にプロリン，セリン，リジンを多く含むPSKドメインを持っている。こ

のドメインはサイクリン／p34－C血2によってリン酸化されるのではないかと考えられ

ている阻拡訂虎al．，1995）。Rsp3i，Rsp35，Rsp41は1つの餌結合ドメインとRSドメ

インの間に他のタンパク質と相同性のない保存領域を持ったSRタンパク質であり、

植物にしか存在しない払Op如Odal．，1996）。SRZ－22，SR乙21はUト70Kに結合するタン

パク質として単離され、9G8タイプのジンタフィンガーモチーフを持ったSRタンパ

ク質である0しかし、9G8が持たないグリシンヒンジが存在することから、植物特異

的なSRタンパク質ではないかと考えられている（GolovkinandReddy，1998）。しかし、

これらのSRタンパク質の機能解析は動物で－搬に使われているSl00抽出物などを

使った方法で行われているだけで、植物でのスプライシングに対する機能は明らかに

なっていない0我々は今回用いたⅥなぜぴぷのトランジュント解析により、植物のSR

タンパク質の機能解析が飛躍的に進歩するのではないかと考えている。

ASF／SF2タイプのosSRlとossR2はⅥなpre－mRNAのスプライシングを阻害したが、

AS町SF2においても、β－サラセミアヤアデノウイルスElaなどのp陀－mmに対して

はスプライシングを促進するが（C批陀Sdl止，1994）、SⅥ0ヤアデノウイルスLlに対

してはスプライシングを阻害する（RomacandKeene，1995；WangandM血1ey，1995）。こ

のとき、AS打SF2が特異的に結合する配列がブランチポイントの近くに存在すると、

ASⅣSF2がここに結合することによって、真に必要としている因子の結合を阻害して
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しまう。また、その阻害にはRSドメインが必要であるという報告がされている。こ

のように、OSSRl，OSSR2においてもSRタンパク質を加えることによって、Ⅵなのス

プライシングに必須な因子がⅥなp托－mRNAに結合できなくなっていると考えられる。

ossR3はW㌔の第1イントロンのスプライシングを促進したが、これにはスプライ

シングエンハンサーが関与していた。プリンリッチエンハンサーはイントロンの下流

側のエキソンにあり、弱い3，スプライス部位を認識させている。その代表例であるチ

キン心筋トロポニンTではSRp75，SRp55，SRp40，ASFβF2などがプリンリッチエン

ハンサーに結合し、SC35は結合することができなかった。また、S叫嬉0はスプライ

シングを促進したが、SC35はできなかった帥h弛血帥軋れ19卵）。これらの結果

から、OSSR3はプリンリッチエンハンサーに結合し、スプライシングの促進とスプラ

イス部位の認識を行っていると考えられる。しかし、エンハンサーを変異させてもス

プライシング促進力は完全には失われていないことから、エンハンサーを介さず、ス

プライス部位を認識しているものもあると思われる。

ossRl，OSSR2とossR3の機能の違いはどのドメインに由来するのか。最近ドメイ

ンを置換することによってそれぞれの機能を解析しようとする試みがなされている。

RSドメインはタンパク質一夕ンパタ質相互作用に機能しており、Sl00抽出物における

活性にはRSドメインが必要であることがわかっている（C孤灯eS肌dK血nα，1993；Zuo

andManley，1993）。また、ASFJSF2とSC35のRSドメインは機能的に置き換えが可能

であった（Chandleretal．，1997）。さらに、RSドメインだけを他のm結合ドメインに

つけてもSRタンパク質の種類に関係なく、スプライシングは可能であった（Gr飢佗ky

狐dM加止如is，1998）。これらのことから、RSドメインはRNA結合ドメインとは独立に

スプライシングを促進するのに必要なドメインであることがわかる。しかし、ターゲ

ットとなる．p和一血RNAを認識するためにはRSドメインのリン酸化が重要である

仰鮎融i威d．，1998；Ⅹね0射通M孤1ey，1998）。また、基質特異性や選択的スプライシング

に関与しているのはRNA結合ドメインである（Caceres andKrainer，1993；Zuo and

Mdey，1993）。OSSRl，OSSR2はRNA結合ドメインが2つあり、OSSR3には1つしか

なく、さらに機能不明なドメインもあることか．ら、．RNAの認識において違いがあるも

のと考えられる。

植物のスプライシング機構はまだ十分に解明されていないが、今後この解析系を用

いることによって、それぞれのドメインの機能や特異性などを徐々に明らかにするこ

とができるだろう。

4．osSR3はDuか？

ossR3はイネプロトプラストにおいてW㌔第1イントロンの弱い5，スプライス部位

を活性化すろことができた。では、OSSR3はDu－1あるいはDu－2に相当するスプライ

シング因子なのか？

Du」と伽－2は組織によってW㌔第1イントロンのスプライシングに対する影響

が異なっている（図15a）。Du－1とDu－2は胚乳においては影響力に違いはない。し
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図15．Ⅵなわのスプライシングに影響を与える因子のモデル。

（a）Du－1，Du－2の組織特異的なスプライシング制御。（b）osSR3によるス
プライシングの促進。央印の太さの違いは作用する力の強さを示して
いる。
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かし、花粉ではm－2はサイトⅠを主に活性化させる働きがあると考えられるが、影響

力はあまりない。逆に、Du－1は花粉でサイトⅡを強く活性化する働きがある。また、

イネSRタンパク質の1種であるosSR3はプロトプラスト中でプリンリッチエンハン

サーを介してサイトⅠのスプライシングを強く活性化していた（図15b）。では、も

し花粉でDu－2を過剰発現させるとどうなるだろうか？プロトプラストでosSR3を発

現させた時と同じく、プリンリッチエンハンサーを介してサイトⅠのスプライシング

を活性化するのではないだろうか。そこで、nl－2がossR3の可能性があるのではな

いかと考え、血づにおけるossR3のRNAの発現およびcDNAの塩基配列を調べたが、

変化は全くなかった。同時に血－Jに関しても調べたが変化はなかった。OSSR3に相同

性をもつシロイヌナズナの鮎p31はファミリーを形成していることから、イネにお

いても複数のosSR3相同タンパク質が存在するのではないかと考えられる。これは今

後ossR3cDNAを用いてcDNAライブラリーからのスクリーニングを行うことによっ

て明らかになると思われる。また、Du－2やosSR3とは異なった5，スプライス部位を認

識するm－1も異なったタイプのSRタンパク質である可能性もあるため、今後イネか

らのSRタンパク質遺伝子の単離を進め、腑を使ったスプライシングの解析により

その正体が明らかになるのではないかと考えられる。
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