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序論  
 
 

  膜タンパク質や分泌タンパク質は、小胞体内において分子シャペロンと呼ばれる折
りたたみ補助タンパク質により正しく折り畳まれ、分泌される。しかし、細胞が様々

なストレスにさらされると、小胞体内に不完全な折りたたみ状態のタンパク質が蓄積

する。この状態を小胞体ストレスとよび、細胞に障害をもたらす。そこで、細胞には

小胞体ストレスを感知し、小胞体シャペロンやタンパク質の分解に関わる分子の転写

を促進することで小胞体ストレス状態を改善する応答機構が存在する。この応答機構

を unfolded protein response (UPR) という(1, 2)。 
ほ乳類細胞における経路の一つに小胞体膜局在型のタンパク質 IRE1! (inositol 

requiring enzyme 1) と転写因子 XBP1 (X-box-binding protein-1)で構成される IRE1! - 
XBP1経路が存在する。この経路は小胞体ストレス時に、転写因子 XBP1sを誘導合成
するために次のような巧妙な方法を用いている。転写因子 XBP1sの mRNAは常に前
駆体の形で細胞質に存在する。しかし、このままでは転写活性能をもつ XBP1s は合
成されない。なぜなら前駆体 mRNA (XBP1u mRNA) の翻訳領域が 26塩基の余分な配
列（以下イントロン）で分断されているためである。転写因子 XBP1s の翻訳にはこ
のイントロンが除去され２つの翻訳領域が連結されなければならない。この XBP1u 
mRNA スプライシング反応は IRE1! により開始される。I 型小胞体膜タンパク質
IRE1!は小胞体内腔に存在するセンサードメイン、そしてサイトゾル側に存在するキ
ナーゼドメインと RNaseドメインからなる。IRE1!は小胞体ストレスを感知すると二
量体化、もしくは多量体化する。その後、キナーゼドメインによる自己リン酸化によ

り活性型となる(3, 4)。活性型 IRE1! はエンドリボヌクレアーゼ活性をもち、XBP1u 
mRNA をイントロン部分で切断する。その後、切断された 2 つの翻訳領域（以下 5’
エクソン、3’エクソン）は未知の RNA ligaseにより連結され、成熟型の mRNA (XBP1s 
mRNA)となる。このスプライシング反応によって形成された成熟型の XBP1s mRNA
から bZIP型転写因子 XBP1sが翻訳される(5, 6)。XBP1sは、N末端側に核局在化シグ
ナル (NLS)と塩基性ロイシンジッパードメイン (bZIP)、C末端側に転写活性化ドメイ
ンを持つ転写因子で、標的遺伝子の上流に存在する ERSE (ER stress response element) 
配列や UPRE (unfolded protein response element) 配列を介して標的遺伝子の誘導を行
う(Figure 1)。XBP1sの標的遺伝子には、小胞体分子シャペロンや、小胞体に蓄積した
変性タンパク質の分解反応 (ER associated degradation; ERAD) に関わる分子が存在し
、小胞体内でのタンパク質の折りたたみの促進や、変性タンパク質の除去を行うこと

により小胞体ストレス状態を緩和する(6, 7)。 
この小胞体ストレス時におけるスプライソソームに依存しないスプライシング反
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応は真核生物において広く保存されている。出芽酵母では、小胞体ストレス時に

IRE1!の prototypeである Ire1が転写因子 Hac1の前駆体 mRNAを切断する (8, 9)。そ
の後２つの翻訳領域は酵母の tRNA ligase である Rlg1 によって連結され、成熟型の
mRNAとなる(10)。この成熟型 mRNAから転写因子 Hac1が翻訳され、UPR標的遺伝
子の誘導を行い、小胞体ストレス状態を改善する。この HAC1 mRNAスプライシング
機構は詳細に解析されており、転写因子 Hac1 は小胞体ストレス時に誘導されるよう
以下のメカニズムを用いている。HAC1 mRNA前駆体は非ストレス時にポリソームが
結合した状態で細胞質に存在している。しかし mRNA の 5’非翻訳領域とイントロン
との間に塩基対が形成されており、翻訳が抑制された状態になっている(11)。よって
、小胞体ストレスによって活性化した Ire1が HAC1 mRNA前駆体をイントロン部分で
切断し、その後２つの翻訳領域が Rlg1 によって連結されることにより、イントロン
が取り除かれ、翻訳抑制が解除される。この成熟型 mRNAから転写因子 Hac1が誘導
合成され小胞体ストレス状態を改善する。この HAC1 mRNAのスプライシングは出芽
酵母における pre-tRNAスプライシングに類似した機構で行われる。 Ire1は tRNAエ
ンドヌクレアーゼと同様に 5’エクソンの 3’末端を 2’, 3’-環状リン酸、3’エクソンの 5’
末端をヒドロキシル基の形で HAC1 mRNA を切断する (12)。その後 2 つのエクソン
は Rlg1によって 5’エクソンの 3’末端の環状リン酸の開環、GTPを用いた 3’エクソン
の 5’末端のリン酸化、そして 3’エクソンの 5’末端のリン酸化部位のアデニル化という
3つのステップを受け、アデニル化によって蓄えたエネルギーを使って Rlg1により結
合される (12, 13, 14)。連結反応ののち、2’-ホスホトランスフェラーゼの Tpt1が結合
部位に残された 5’エクソンの 3’末端の 2’位のリン酸基を取り除き、スプライシングが
完了する (Figure 2) (15)。 

HAC1 mRNAスプライシング機構とは対照的に、XBP1u mRNA スプライシングの
詳細な機構、特にスプライシングにおける連結反応は未だ解明されていない。その理

由として、XBP1u mRNAスプライシングに関わる RNA ligaseが同定されていないこ
とが挙げられる。XBP1u mRNAのスプライシングにみられる特徴的なスプライシング
反応は UPRで特異的に観察される機構であり、転写因子 XBP1sの翻訳に必須である
。よって、小胞体ストレスに対する応答経路を理解する上で、このスプライシング機

構の解明は重要である。そこで本研究では、in vitroにおいて XBP1u mRNAスプライ
シング反応の再構成を行い XBP1u mRNAスプライシング機構の解析を行った。 
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Figure 1 

 
 
 
Figure 1 

小胞体ストレス時における IRE1!-XBP1経路の概略図 
小胞体膜局在型タンパク質 IRE1αは小胞体ストレス条件下で活性化し転写因子
XBP1sの前駆体 mRNA (XBP1u mRNA)をスプライソソーム非依存的に切断し、その後
2つの翻訳領域 (5’-exon, 3’-exon)が連結され成熟型の mRNA (XBP1s mRNA)となる。
この XBP1s mRNAから翻訳された転写因子 XBP1sが UPR遺伝子群の上流にある 
Unfolded Protein Response Element (UPRE) や ER Stress response Element (ERSE)等のシ
ス配列に結合し UPR 標的遺伝子群を誘導する。これにより小胞体シャペロンやタン
パク質の分解に関わる分子の転写を促進することで小胞体ストレス状態を改善する。  
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Figure 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 

HAC1 mRNAスプライシングの概略図 
HAC1 mRNA前駆体は小胞体ストレス時に Ire1により 5’エクソンの 3’末端を 2’, 3’-環
状リン酸、3’エクソンの 5’末端をヒドロキシル基の形で切断される。その後これらの
エクソンは酵母の tRNA ligase (Rlg1) により連結される。Rlg1は 1)ホスホジエステラ
ーゼ活性による 2’,3’-環状リン酸の開環反応、2)キナーゼ活性による 3’エクソンの 5’
末端のリン酸化反応を行い、その後 3) 3’エクソンの 5’末端のリン酸化部位のアデニル
化のステップを経て２つのエクソンを連結する。この連結反応は、接合部位に 2’位の
リン酸が残る。よって、この 2’位のリン酸が酵母の 2’-ホスホトランスフェラーゼ Tpt1
によって取り除かれスプライシングが完了する。 
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材料と方法  
 
 

プラスミド作製 
XBP1u RNAを転写するためのプラスミドpBS-hXBP1uは、pCAX-F-XBPΔDBD-venus 

(16) のKpn"-BamH"断片を、pBluescript II SK (-)のKpn"-BamH"サイトに導入し作製した
。SL85 RNAを転写するためのプラスミドIVT-SL85は、SL85-template-sense 
(5’-CTCACTATTAGGGAAGAGGTCAGTGGTCGGATCTGTTGAGTCCGCAGTACT  
CAAACTACGTGTACCTCTGCAGTAGGTACAGGTCCAGTTATCACCCCTC-3’)  

と SL85-template-antisense 
(5’-GAGGGGTGATAACTGGACCTGTACCTACTGCAGAGGTACACGTAGTTTGA  

GTACTGCGGACTCAACAGATCCGACCACTGACCTCTTCCCTAATAGTGAG-3’) をテ
ンプレートにしてSL85-sense 
(5’-CGGGATCCCGCAGTAATACGACTCACTATTAGGGAAGAGGTCAGTG-3’) と
SL85-antisense (5’-GGAATTCCGATATCGAGGGGTGATAACTGGACCTGTACC-3’)を用
いて増幅した、T7プロモーター配列の直下にSL85の配列をもつPCR断片をBamHIと
EcoRIにより切断し、pEBFP (Clontech)のBamH"-EcoRIサイトに導入し作製した。SL59 
RNAを転写するためのプラスミドIVT-SL59は、SL59-template-sense (5’- 
CTCACTATTAGGGAAGAGGTCAGTGGTCGGATCTGTTGAGTCCGCAGTAGGTACA
GGTCCAGTTATCACCCCTC  

-3’) と SL59-template-antisense (5’- 
GAGGGGTGATAACTGGACCTGTACCTACTGCGGACTCAACAGATCCGACCACTGA

CCTCTTCCCTAATAGTGAG-3’) をテンプレートにしてSL59-sense 
(5’-CGGGATCCCGCAGTAATACGACTCACTATTAGGGAAGAGGTCAGTG-3’) と
SL59-antisense (5’-GGAATTCCGATATCGAGGGGTGATAACTGGACCTGTACC-3’)を用
いて増幅した、T7プロモーター配列の直下にSL59の配列をもつPCR断片をBamHIと
EcoRIにより切断し、pEBFP (Clontech)のBamH"-EcoRIサイトに導入し作製した。バキ
ュロウイルス発現用プラスミドpFB-WT!は、human IRE1! (アミノ酸468-977)をコード
するPCR産物をpFastBacHTaのEcoR"-Hind#サイトに導入して作製した。 
 

バキュロウイルスを用いたヒト IRE1!組み換えタンパク質の発現と精製 
ヒト IRE1! タンパク質の発現は、Bac-to-Bac Baculovirus Expression System 

(Invitrogen)にしたがって行った。Sf9細胞は、100 rpmで撹拌したスピナーフラスコ中
で、Sf-900 $ SFM (Invitrogen)を用いて培養した。２Lの Sf9細胞 (1×106 cell/ml)に培
地の 50分の 1量のウイルス液を加え 28℃で 72時間培養後、3,000 rpm、10 分、４℃
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で遠心し、細胞を回収した。回収した細胞は液体窒素で凍結し、30 mlの Lysis Buffer (20 
mM Tris-HCl pH7.4、150 mM NaCl、1% NP-40、1 mM aprotinin、1 mM leupeptin、1 mM 
pepstatin、1 mM PMSF) を加え氷上で融解したのち、30分静置し細胞を溶解した。こ
の細胞抽出液を 1,000 X g、10分、4℃で遠心後、さらに上清を 30,000 rpm、1時間、4
℃で超遠心し最上層にある脂質を取り除いた。その細胞抽出液に、あらかじめ Lysis 
Bufferで平衡化した TALON Metal Affinity Resins (Clontech) 500 µlを加え 4℃にて２時
間ローテートしたのちカラムに充填した。その後、Buffer " (50 mM NaH2PO4、300 mM 
NaCl、10% glycerol pH8.0 at 4℃) 5 ml、1 M NaClを含む Buffer " 5ml、Buffer " 5ml、Buffer 
$ (50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、5 mM MgCl2、1.5 mM imidazole、10 mM ATP pH8.0 
at 4℃) 5 ml、20 mM imidazoleを含む Buffer " 5mlでカラムを洗浄し、5 mlの Elution 
Buffer " ( 50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、10% glycerol、200 mM imidazole pH8.0 at 4
℃) で溶出した。溶出した画分を Buffer "で 20時間透析し、再びあらかじめ Buffer "
で平衡化したTALON Metal Affinity Resins (Clontech) 500 µlを充填したカラムに 3回通

した。その後、 Buffer " 5ml、1 M NaClを含む Buffer " 5ml、Buffer " 5ml、Buffer $ 5ml
、20 mM imidazoleを含む Buffer "、Rnase freeの Buffer " 5mlでカラムを洗浄し、Elution 
Buffer $ (50 mM NaH2PO4、300 mM NaCl、50% glycerol、200 mM imidazole, pH8.0 at 4
℃) で 500 µlずつ６回溶出した。そのうち 2、3回目の溶出画分を 20 mM HEPES、10 
mM MgCl2、50 mM KCl、50% glycerol pH 7.3 at 4℃の Bufferで 20時間透析しタンパク
質を得た。 
 

ほ乳類細胞抽出液の調製 
ウサギ赤血球抽出液の調製 

New Zealand White種のウサギ (北山ラベス) の外縁耳静脈から、ベノジェクトヘパ
リン含有真空採血管 (TERUMO) を用いて採血した。血液を 120 X g、12分、2℃で遠
心し、上清（血漿）を除去し沈殿を回収した。その後等量の冷生理食塩水 (0.14 M NaCl
、1.5 mM MgCl2、5 mM KCl) に懸濁し、650 X g、5分、2℃で遠心し沈殿を回収した
。生理食塩水による洗浄を６回繰り返したのち、等量の冷生理食塩水に懸濁し 1020 X 
g、15分、2℃で遠心した。遠心後、上清（白血球）を除去し、沈殿した細胞（赤血球
）を回収した。次に、沈殿と等量の冷蒸留水を添加し 30 秒間撹拌し、赤血球をバー
ストさせた。この懸濁液を 16,000 X g、18分、2℃で遠心し、上清を赤血球抽出液と
した。赤血球抽出液は、液体窒素で凍結し-80℃で保存した。 
HeLa細胞抽出液の調製 

HeLa細胞は、540 X g、10分間、4℃で遠心して回収し、5 packed cell pellet volume (cpv)
の氷冷 PBS(-)で洗浄した。その後、5 cpvの Buffer HA (10 mM HEPES pH 7.9 at 4℃、
1.5 mM MgCl2、10 mM KCl、0.5 mM DTT) に懸濁し、10分間氷上に静置した。その
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後、540 X g、10分間、4℃で沈殿を回収し、2 cpvの Buffer HA を加え 25Gのシリン
ジでホモジナイズし細胞膜を破砕した。この懸濁液を 540 X g、10分間、4℃で遠心し
、上清を回収した。この上清に 0.11倍量の Buffer HB (0.3 M HEPES pH 7.9 at 4℃、1.4 
M KCl、0.03 M MgCl2)を加え、5,000 X g、20分間、4℃で遠心し、上清を細胞質抽出
液として回収した。回収した細胞質抽出液は、50倍量以上の Buffer HD (20 mM HEPES  
pH 7.9 at 4℃、20% v/v glycerol、0.1 M KCl、0.2 mM EDTA、0.5 mM PMFS、  
0.5 mM DTT)で 2時間透析したのち、液体窒素で凍結し-80℃で保存した。 
 

in vitro スプライシング反応 
スプライシング反応に用いた XBP1u RNAは Spe"で直鎖状にした pBS-hXBP1uを用
いて、Riboprobe System (Peomega) で作製した。スプライシング反応は、0.05 pmolの
XBP1u RNAを2.5 pmolの組み換えヒト IRE1!タンパク質と30 µlの細胞抽出液、20unit
の RNasin (Promega)、0.25 mM DTT、1.25 mM ATP、0.75 mM GTPを含む 40 µl の kinase 

buffer (20 mM HEPES, 10 mM Mg(OAc)2, 50 mM KOAc, pH7.3 at 4℃) 中で、30℃、60
分間反応させた。RNA断片を RNAiso Plus (Takara) で抽出後、RT-PCRを行い 5%のア
クリルアミドゲル電気泳動とエチジウムブロマイド染色により検出した。RT-PCR 反
応は、XBP1-RTプライマー(5’-GGATCTTGAATCTGAAGAGTC-3’)を用いて Superscript 
first-strand synthesis system (Invitrogen) にて cDNA を作製し、5X プライマー(5’- 
GAACCAGGAGTTAAGACAGC-3’) と 3X プ ラ イ マ ー  (5 ’ - 
AGTCAATACCGCCAGAATCC-3’)を用いて PCRで増幅した。PCR反応は、KAPATaq 
Extra (KAPA Biosystems) を用いて、25 サイクル (96℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 30
秒)にて行った。バンドの定量は Image gauge (Fujifilm)を用いて行った。スプライシン
グ効率、ligase活性は以下の式で算出した。スプライシング効率 = {XBP1s / (XBP1s + 
XBP1u)}。Ligase活性 = スプライシング効率 / 活性測定に用いたタンパク質量 (µg)
。 
 

XBP1u mRNA スプライシングに関わる RNA ligaseの部分精製 
硫酸アンモニウム分画 
  10 mlの赤血球抽出液を Buffer A (20 mM Tris-HCl pH8.9 at 4℃、20%グリセロール、
0.2 mM EDTA、0.5 mM PMSF、0.5 mM DTT)で３倍に希釈したのち、穏やかに撹拌し
ながら硫酸アンモニウムを添加した。硫酸アンモニウムが完全に溶解した後、30分間
撹拌し、さらに 1時間静置した。その後、25,000 X g、30分間、4℃で遠心し沈殿を回
収し Buffer Aに溶解した後 PD-10カラム (GE Healthcare)で脱塩した。 
陰イオン交換クロマトグラフィー 
硫酸アンモニウム沈殿にて得られた活性画分 (45%-65%沈殿画分) をあらかじめ
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Buffer Aにて平衡化したMono Q HR5/5カラム (GE Healthcare) に添加した。10 mlの
Buffer Aにて洗浄した後、Buffer Aと Buffer B (20 mM Tris-HCl pH8.9 at 4℃、1M KCl
、20%グリセロール、0.2 mM EDTA、0.5 mM PMSF、0.5 mM DTT)を用いて 0.05 M 
KCl/minのリニアグラジエント（流速 0.5ml/min）で溶出した。溶出画分は Buffer Aで
２時間透析を行い in vitro スプライシング反応に用いた。 
 

IRE1!切断断片の末端構造解析 
基質 RNA（SL27）は以下のように作製した。基質の後半部分の配列を持つ合成 RNA 

(3’末端をアミノ基で修飾；5’-CAGCACUCAGACUA-3’) 500 pmol の 5’末端を
T4polynucleotide kinase (Takara) で 25 mCiの[%-32P]ATPにてリン酸化し、RNAiso Plus 
(Takara) で RNAを精製した。その後、T4 RNA ligase (Takara) を用いて、基質の前半
部分の配列を持つ合成 RNA (5’-UAGUCUGAGUCCG-3’) と連結させた。この連結し
た RNAを変性ポリアクリルアミドゲルから切り出し精製を行い、SL27RNAとした。 
作製した SL27 RNA (5,000 c.p.m.) を 100 pmolの組み換えヒト IRE1!タンパク質と

20unitの RNasin (Promega)、0.25 mM DTT、1.25 mM ATP、0.75 mM GTPを含む 40 µl の
kinase buffer中で、30℃、60分間反応させた。さらに、60unitの Calf intestine alkaline 
phosphatase (Takara) と T4 polynucleotide kinase (Takara) を反応液に加え、60分間、37
℃で反応させた。その後、10%変性ポリアクリルアミドゲルにて泳動し、オートラジ
オグラフィーで検出した。 
 

薄層クロマトグラフィー 
基質 RNA (SL85 RNA) と SL59 RNAは EcoRVで直鎖状にした IVT-SL85、IVT-SL59
をそれぞれ鋳型とし、Riboprobe System (Promega) で[!-32P]CTP 存在下にて作製した
。作製した SL85 RNA (160,000 c.p.m.) を 20 pmolの組み換えヒト IRE1!タンパク質と
30 µl の赤血球抽出液、20unitの RNasin (Promega)、0.25 mM DTT、1.25 mM ATP、0.75 
mM GTPを含む 40 µl の kinase buffer中で、30℃、60分間反応させた。その後、スプ
ライシングを受けた RNA 断片を変性ポリアクリルアミドゲルから切り出し精製を行
い SL85 RNAとした。 
精製した SL85 RNA (15,000c.p.m.) は 200unitの RNase" (Ambion) にて 37℃、3時間
反応させモノヌクレオチドに切断した。その後、切断産物 (3,000 c.p.m.) を PEI 
cellulose (Merck) にスポットし、二次元薄層クロマトグラフィーにて展開したのちオ
ートラジオグラフィーで検出した。一次元目は展開溶媒 A (isobutyric acid / saturated 
ammonia / water [66 / 1 / 3])、二次元目は展開溶媒 B (isopropanol / concentrated HCl / 
water [68 / 18 / 14]) で展開した(17)。 
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結 果  
 
 

in vitroでの XBP1u mRNAスプライシング反応の再構成 
ほ乳類細胞における XBP1u mRNAスプライシング反応を解析するため、このスプ
ライシング反応を in vitroで再構成した。現在までに XBP1u mRNA スプライシングに
関わる RNA ligaseは同定されていないが、このスプライシング反応は細胞質で起こる
事が報告されている (18, 19)。そこで ligase供給源として、HeLa細胞質抽出液、そし
て脱核され細胞質のみで構成される赤血球(20)に着目した。in vitro転写によって作製

したヒト XBP1u RNAと、バキュロウイルスを用いて作製した組み換えヒト IRE1!タ
ンパク質 (21)、そして ligase 供給源としてそれぞれの細胞抽出液を反応させ XBP1u 

RNAの連結反応を試みた。この反応によって得られた RNA断片は、XBP1u RNAと
スプライシングを受けた XBP1s RNA両方を増幅するプライマーで RT-PCRにより検
出した。その結果、細胞抽出液を加えた場合にのみ XBP1s RNAと考えられる断片が
確認された (Figure 3A, lane 2-5, lane 7-10)。この断片の DNA配列を確認したところ、
正しい位置でスプライシング反応が行われた XBP1s RNAだと確認された (Figure 3B)
。以上の結果より、スプライシング反応は正しく行われており in vitroで XBP1u mRNA
スプライシング反応を再構成することに成功した。 
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Figure 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  XBP1u mRNAスプライシング反応の in vitro再構成系 
Aスプライシング反応再構成系の概略図。ヒト組み換え IRE1! (rIRE1!) と in vitro転

写反応で作製した XBP1u RNA (XBP1u)、そしてウサギ赤血球抽出液 (REL) もしくは
HeLa細胞質抽出液 (HeLa) を加え反応を行い、RNAを精製した。その後得られたRNA
を XBP1特異的なプライマーで RT-PCRを行い検出した。RELはそれぞれ 0 &g (lane 1)
、25 &g (lane 2)、125 &g (lane 3)、250 &g (lane 4)、500 &g (lane 5) HeLa細胞質抽出液は
それぞれ 0 &g (lane 6)、1.6 &g (lane 7)、3.2 &g (lane 8)、6.4 &g (lane 9)、9.5 &g (lane 10)
もちいて反応を行った。Uと Sはそれぞれ XBP1u RNAと XBP1s RNAの RT-PCR産物
の位置を示している。B (A) で検出された XBP1u RNA (U)、XBP1s RNA (S) それぞれ
の cDNA断片の DNA配列を確認した。ヌクレオチド番号は、開始コドン(AUG)の A
を１として番号をつけた。 
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XBP1u mRNAスプライシング連結反応におけるヌクレオチド要求性 
出芽酵母のHAC1 mRNAのスプライシングに関わるRNA ligaseはRlg1である。Rlg1
は連結反応において、3’エクソンの 5’末端のリン酸化に GTPまたは ATPを必要とし
、また 3’エクソンの 5’末端のリン酸化部位をアデニル化するために ATP を必要とす
る(12, 22)。そこで、XBP1u mRNAスプライシングの連結反応における ATPおよび GTP
の要求性を調べた。まず、内在性の ATPおよび GTPの影響を除くため、ウサギ赤血
球抽出液の硫酸アンモニウム分画を行った (Figure 4A)。その結果、硫酸アンモニウム
濃度 45%~65％の画分に強い ligase活性が確認された (Figure 4A, 45-65ppt)。よって
この活性画分をもちいて、連結反応における ATPおよび GTPの要求性を確認した。
その結果、ATPと GTPはともに ligase活性に影響した (Figure 4B)。 

 
Figure 4 

 
 

 
Figure 4 

XBP1u mRNAスプライシング連結反応におけるヌクレオチド要求性 
A 内在性のヌクレオチドを取り除くため、ウサギ赤血球抽出液の硫酸アンモニウム分

画を行った。硫安濃度 45%の沈殿画分 (0-45%ppt)、65%の沈殿画分 (45%-65%ppt)を
回収し Buffer Aで透析した。透析後の各画分にて in vitro スプライシング反応を行い
、ligase活性を測定した。Uと Sはそれぞれ XBP1u RNAと XBP1s RNAの RT-PCR産
物の位置を示している。B IRE1!にて切断した XBP1u RNAと硫酸アンモニウム濃度
45%-65%沈殿画分をもちいて in vitro スプライシング反応を行った。ATP濃度1.25 mM
、GTP濃度 0.75 mMでの ligase活性を 100％とし、グラフに示した。３回の実験の標
準偏差をエラーバーで示した。 
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XBP1u mRNAスプライシングに関わる RNA ligaseの部分精製 
  上述のように、XBP1u mRNAスプライシングに関わる RNA ligaseは同定されてい
ない。そこで、作製した XBP1u mRNAスプライシング再構成系を用いてスプライシ
ング反応に関わる RNA ligaseの精製を行った。硫酸アンモニウム分画の後、活性画分
(Figure 4A 45-65%ppt) を陰イオン交換カラムにて分画し、それぞれの画分に対して
ligase活性を測定した。しかし、どの画分にも ligase活性が検出されなかった (Figure 
5A) 。この結果を受け私は ligaseが複数の因子から構成され、それぞれの因子が各画
分に分配されたために活性が消失したと予想した。この可能性を検討するため、陰イ

オン交換カラム後の各画分をそれぞれ組み合わせて混合し、ligase 活性を測定する再
構成実験をおこなった (Figure 5Bと 5C)。その結果、2つの溶出画分を混合した際に
、単独の場合と比べ、強いスプライシング活性が確認された (Figure 5B, lane 10 と
Figure 5C, lane 8)。この結果より、XBP1u mRNAスプライシングに関わる RNA ligase
は少なくとも２つの因子から構成される事が示唆された。これらの溶出画分 (fraction 
5と fraction 8) における ATP、GTPの影響を確認したところ、硫酸アンモニウム沈殿
の活性画分と同様に、ATP と GTP がともに ligase 活性に影響することが確認された 
(Figure 6)。また、それぞれのMono Q溶出画分 (fraction 5と fraction 8) の熱処理を行
った場合、ligase活性の消失がみられた (Figure 7B)。よって、連結反応に関わる因子
はそれぞれ熱に不安定であることが示唆された。 
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Figure 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5   2つのMono Q画分が XBP1u mRNAスプライシングに必要である 
A ウサギ赤血球抽出液 (REL)を硫酸アンモニウムにて分画したのち(45-65%ppt)、
Mono Qカラムで分離しそれぞれの ligase活性を測定した (lane 3~12)。B Mono Qカラ
ム後の各画分をそれぞれ以下に記す組み合わせで混合し、それぞれの ligase活性を測
定した (lane 3: fraction 5 + fraction 5, lane 4: fraction 5 + fraction 1, lane 5: fraction 5 + 
fraction 2, lane 6: fraction 5 + fraction 3, lane 7: fraction 5 + fraction 4, lane 8: fraction 5 + 
fraction 6, lane 9: fraction 5 + fraction 7, lane 10: fraction 5 + fraction 8, lane 11: fraction 5 + 

fraction 9, lane 12: fraction 5 + fraction 10)。 C Mono Qカラム後の各画分をそれぞれ以
下に記す組み合わせで混合し、それぞれの ligase活性を測定した (lane 3: fraction 8 + 
fraction 8, lane 4: fraction 8 + fraction 1, lane 5: fraction 8 + fraction 2, lane 6: fraction 8 + 
fraction 3, lane 7: fraction 8 + fraction 4, lane 8: fraction 8 + fraction 5, lane 9: fraction 8 + 
fraction 6, lane 10: fraction 8 + fraction 7, lane 11: fraction 8 + fraction 9, lane 12: fraction 8 

+ fraction 10)。 
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Figure 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 

Mono Q溶出画分におけるヌクレオチド要求性 
IRE1!にて切断した XBP1u RNAとMono Q溶出画分（fraction 5と fraction 8）をもち
いて in vitro スプライシング反応を行った。ATP濃度 1.25 mM、GTP濃度 0.75 mMで
の ligase 活性を 100％とし、グラフに示した。３回の実験の標準偏差をエラーバーで
示した。 
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Figure 7 
 

 
Figure 7 

RNA連結酵素は熱不安定性の因子である 
A 96℃で15分間処理したウサギ赤血球抽出液 (REL)をもちいて in vitro スプライシン
グ反応を行った (lane 1: REL, lane 2: 熱処理を行った REL)。Uと Sはそれぞれ XBP1u 
RNAと XBP1s RNAの RT-PCR産物の位置を示している。B 96℃で 15分間処理した
Mono Qフラクション (fraction 5と fraction 8) をもちいて in vitro スプライシング反応
を行った (lane 3: fraction 5, lane 4: fraction 8, lane 5: 熱処理を行った fraction 5, lane 6: 
熱処理を行った fraction 8, lane 7: fraction 5 + fraction 8, lane 8: 熱処理を行った fraction 
5 + fraction 8, lane 9: fraction 5 + 熱処理を行った fraction 8, lane 10: 熱処理を行った
fraction 5 + 熱処理を行った fraction 8)。 
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IRE1!は 2’, 3’-環状リン酸の形で XBP1u mRNAを切断する 
現在までに、ほ乳類動物の細胞質で働く RNA ligase は同定されていない。しかし

pre-tRNAを基質とした生化学的解析により、２つの異なる酵素反応の存在が報告され
ている (Figure 8A)。ひとつは 3’エクソンの 5’末端が新たにリン酸化され、このリン
酸基が 3’, 5’-ホスホジエステル結合に使用される酵母と類似の連結反応 (5’-P 経路) 
(23)、もう一方はエンドヌクレアーゼによって切断後形成される 5’エクソンの 3’末端
の 2’, 3’-環状リン酸と 3’エクソンの 5’末端のヒドロキシル基が直接連結され 3’, 5’-ホ
スホジエステル結合を形成する連結反応 (3’-P 経路) である (24, 25)。そこで XBP1u 

mRNAスプライシングでは、どちらの酵素反応で連結されるか調べるために以下の実
験を行った。 
まず始めに、IRE1αがどのような末端構造で XBP1u mRNAを切断するか解析した
。前述のように Ire1は tRNAエンドヌクレアーゼと同様に 5’エクソンの 3’末端を 2’, 3’-
環状リン酸で切断する (12)。しかし、IRE1αの切断によって形成される末端構造は
明らかになっていない。そこで、IRE1αで切断される部位のホスホジエステル結合の
みを 32Pでラベルした基質（SL27）を作製した (Figure 8B)。この SL27 RNAを組み換
えヒト IRE1αで切断し、切断断片を仔ウシ腸管粘膜由来アルカリホスファターゼ 
(CIAP) と T4ポリヌクレオチドキナーゼ (T4 PNK) で処理した。T4 PNKと CIAPは
ともに脱リン酸化活性を持つ。しかし、T4 PNKは 2’, 3’-環状リン酸を脱リン酸化す
る一方で、CIAPは 2’, 3’-環状リン酸を脱リン酸化することが出来ない (26)。よって
、この２つの酵素で処理することにより、切断断片が 2’, 3’-環状リン酸構造かどうか
を放射性シグナルの有無で解析することができる (Figure 8C)。 

SL27 RNAを組み換えヒト IRE1αで切断後、切断断片をオートラジオグラフィーに
て確認した。その結果、期待された位置に放射性ラベルされた RNA 断片が確認され
た (Figure 8D, lane 2) 。次にこの切断断片を CIAPと T4 PNKで処理したところ、T4 
PNKで処理した場合のみ、放射性シグナルが消失した (Figure 8D, lane 4) 。この結果
より IRE1αによる XBP1u mRNAの切断は、Ire1そして tRNAエンドヌクレアーゼと
同様に、2’, 3’-環状リン酸で切断することが示された。 
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Figure 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 IRE1!による XBP1u mRNAの切断で形成される切断断片の末端構造解析 
A ほ乳類細胞の RNA スプライシングにおける RNA 連結反応機構。B ヒト XBP1u 
mRNAの予測される RNA二次構造 (左図) と、この実験でもちいた RNA基質 (SL27) 
の模式図 (右図)。SL27は 5’切断部位の stem-loop構造に対応する配列と stem構造を
安定化するための４つの塩基配列をもつ。黒の三角形は IRE1!による切断部位を表す
。*pは 32Pにて放射性ラベルしたリン酸基を表す。C IRE1!による切断で形成される
切断断片の末端構造解析の模式図。T4 ポリヌクレオチドキナーゼ (T4 PNK) と仔ウ
シ腸管粘膜由来アルカリホスファターゼ (CIAP) はともに脱リン酸化活性を持つ。し
かし、T4 PNKは 2’, 3’-環状リン酸 (G>pで表す) を脱リン酸化出来るが CIAPは出来
ない。D IRE1!で切断した SL27 RNAを CIAPと T4 PNKで処理した。その後、10%
変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行いオートラジオグラフィーにて検出し

た。SL27 RNAと IRE1!による切断後の SL27 RNA断片の位置を左に示した。 
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5’エクソンの 3’末端のリン酸が XBP1s mRNAに取り込まれる 
  XBP1u mRNAスプライシングにおける連結反応をより明らかにするために、酵母と
類似の 5’-P 経路で行われているのか、もしくは 3’-P 経路で行われているかさらに解
析を進めた。現在ほ乳類細胞で確認されているこの２つの経路は、接合部位の 3’, 5’-
ホスホジエステル結合に使用されるリン酸基が異なる。すなわち、5’-P経路では、3’
エクソンの 5’末端が新たにリン酸化され、このリン酸が 3’, 5’-ホスホジエステル結合
に使用される。一方 3’-P 経路ではエンドヌクレアーゼによって切断後形成される 5’
エクソンの 3’末端の 2’, 3’-環状リン酸と 3’エクソンの 5’末端のヒドロキシル基が直接
連結されるため、連結後の RNA に 2’, 3’-環状リン酸由来のリンが取り込まれる 
(Figure 9A, stage 3)。そこで、この２つの経路を区別するためには 2’, 3’-環状リン酸を
32Pにてラベルし連結後のRNA産物に 32Pが残っているかどうかで判断できる (Figure 
9A stage 4) と考え以下の実験を行った。 
まず、[!-32P]CTP存在下にて IRE1!の切断部位のリン酸基が放射性ラベルされたモ
デル基質 (以下 SL85 RNA) (Figure 9B) を in vitro 転写で作製した (Figure 9A, stage 1)
。この放射性ラベルされた SL85 RNAをもちいて in vitro スプライシング反応を行い
、スプライシングをうけた RNA産物を精製した。RNA産物の接合部位であるグアニ
ン (G) とシトシン (C) 間の 3’, 5’-ホスホジエステル結合に、2’, 3’-環状リン酸由来の
32Pが残っているかどうか判断するために、この RNA産物を 4種類の塩基すべてのホ
スホジエステル結合を切断しヌクレオチド 3’-モノリン酸にする酵素 RNase I にて処
理を行った (Figure 9A, stage 4)。その後、二次元薄層クロマトグラフィーにて各ヌク
レオチド 3’-モノリン酸を分離し、32P にてラベルされたグアノシン 3’-モノリン酸 (
以下 G*p) の有無を検出した (Figure 9A, stage 4)。二次元薄層クロマトグラフィーに
て G*pスポットが検出された場合、XBP1u mRNAスプライシングにおける連結反応
は 3’-P経路によって行われていると考えられる (Figure 9A, stage 4)。 
上記の実験にあたり使用したモデル基質 SL85 RNA には IRE1! 切断部位付近の

XBP1u mRNA配列と相同な 85ヌクレオチド配列に複数の変異を加えた (Figure 9B)。
XBP1u mRNA の配列は、IRE1! 切断部位に存在する２つの GC 配列に加えて８つの
GC配列が存在する。そのため XBP1u mRNAの配列をもちいて解析を行った場合、こ
れらの GC 配列からの G*p のシグナルが検出されてしまい判断ができない。そこで
SL85 RNAは IRE1!切断部位に存在する GC配列以外の８つの GC配列を、RNA の
二次構造に変化のないように (6)、異なる塩基に置換した。このモデル基質 SL85 RNA
をもちいてスプライシング反応を行った場合、連結後の RNA 産物は接合部位のみに
GC配列を持つため、二次元薄層クロマトグラフィーにて検出した G*pスポットは、
接合部位の 3’, 5’-ホスホジエステル結合由来のシグナルのみになる。 
放射性ラベルした SL85 RNAをウサギ赤血球抽出液、または HeLa細胞質抽出液を
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もちいて in vitro スプライシング反応をおこなったところ、スプライシングを受けた
SL85 RNA (spliced SL85) が検出された (Figure 10A, lane 3, 4)。この spliced SL85 RNA
は、SL85 RNAの 26塩基のイントロンを除いた配列を持つ SL 59 RNAと同様の位置
で確認されたことより (Figure 10B, lane 1, 3, 4)、このモデル基質 SL85 RNAは XBP1u 
mRNAスプライシングと同じ機構でスプライシングを受けていると考えられる。精製
後の spliced SL85 RNAを RNase Iで処理し、最終産物を二次元薄層クロマトグラフィ
ーにて展開しオートラジオグラフィーにて検出した。その結果、ウサギ赤血球抽出液

、そしてHeLa細胞質抽出液のどちらにおいても、G*pのスポットが検出された (Figure 
11)。また、それぞれのヌクレオチド 3’-モノリン酸の放射活性を算出した結果、3’-P
経路で連結反応が行われた場合の期待値と良く一致していた (Figure 11説明文)。この
結果より、ほ乳類細胞質における RNA ligaseは 3’-P経路にて XBP1s mRNAの２つの
エクソンをつなぐことが明らかとなった。 
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Figure 9 
 

 
Figure 9 

XBP1s mRNAの連結反応の解析 
A 連結反応解析の模式図。*pは 32Pにて放射性ラベルしたリン酸基を、 >pは 2’, 3’-
環状リン酸を表す。RNase Iは 2’位のリン酸基をもつジヌクレオチド結合を切断する
ことが出来ない。よって、連結後の RNAを RNase Iにて切断した際に検出されるラ
ベルされたモノヌクレオチドは連結反応機構によって異なる (stage 4)。 B ヒト
XBP1u mRNAの予測される RNA二次構造 (左図) と、この実験でもちいた RNA基質 
(SL85) の模式図 (右図)。黒の三角形は IRE1!による切断部位を表す。SL85は XBP1u 
mRNA の IRE1!切断部位に存在する GC配列以外の８つの GC配列を、RNA の二次
構造に変化のないように、異なる塩基に置換した配列を持つ。置換した塩基は赤で示

した。 
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Figure 10 

Figure 10 

モデル基質 SL85 RNAをもちいたスプライシング反応 
A ヒト組み換え IRE1! (rIRE1!) と in vitro転写反応にて放射性ラベルした SL85 RNA
、そしてウサギ赤血球抽出液 (REL) (lane 3)もしくは HeLa細胞質抽出液 (HeLa) (lane 
4) を加え in vitro splicing反応を行った。その後 RNAを精製し、6%変性ポリアクリル
アミドゲルで電気泳動を行いオートラジオグラフィーにて検出した。SL85 RNA、ス
プライシングをうけた SL85 RNA (spliced SL85)、そして rIRE1!による切断断片の位
置を右に示した。B Spliced SL85 RNAの精製。Spliced SL85 RNAを変性ポリアクリル
アミドゲルから切り出し、ゲルから抽出した。精製した spliced SL85 RNA (lane 3: REL, 
lane 4: HeLa) は 6%変性ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を行いオートラジオグ
ラフィーで検出した。SL59 RNA (lane 1) は SL85 RNAの 26塩基のイントロンを除い
た配列をもつ。よって、SL59 RNAは 正しくスプライシングを受けた SL85 RNAの
サイズマーカーとしてもちいた。 
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Figure 11 
 

 
 
Figure 11 

Spliced SL85 RNAの二次元薄層クロマトグラフィー 
A SL85 RNAとウサギ赤血球抽出液 (REL) をもちいて in vitro splicing反応を行い、ス
プライシングを受けた RNAをゲルから精製した。その後、精製した spliced SL85 RNA
を RNase !で切断し、二次元薄層クロマトグラフィーで展開したのち、全放射活性に
対するそれぞれのヌクレオチド 3’-モノリン酸 (Ap, Gp, Cp, Up) の放射活性の割合を
算出した {実測値はそれぞれ、0.119 ± 0.006 (Ap), 0.078 ± 0.006 (Gp), 0.359 ± 0.004 (Cp), 
0.447 ± 0.007 (Up) :３回の実験の標準偏差を ± SDで示す}。Ap, Gp, Cp, Upはそれぞれ
のヌクレオチド 3’-モノリン酸の位置を表している。SL85 RNAが 3’-P経路でスプラ
イシングされる場合の期待値は、それぞれ 0.133 (Ap), 0.0667 (Gp), 0.333 (Cp), 0.467 
(Up)となり、実測値と期待値は一致した。B SL85 RNAと HeLa細胞質抽出液 (REL) を
もちいて in vitro splicing反応を行い、スプライシングを受けた RNAをゲルから精製
した。その後、精製した spliced SL85 RNAを RNase !で切断し、二次元薄層クロマト

グラフィーで展開し、全放射活性に対するそれぞれのヌクレオチド 3’-モノリン酸 
(Ap, Gp, Cp, Up) の放射活性の割合を算出した {実測値はそれぞれ、0.133 (Ap), 0.084 
(Gp), 0.385 (Cp), 0.387 (Up)}。 
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考 察  
 
 

転写因子 XBP1sは、小胞体ストレス時に活性化した IRE1αによって XBP1u mRNA
がイントロン部分で切断されたのち、２つの翻訳領域が結合して初めて翻訳される。

この XBP1u mRNAスプライシングは、スプライソソームに依存しないユニークな反
応である。しかし、２つの翻訳領域がどのように連結するのか未だ明らかにされてい

ない。そこで本研究では、in vitroでの XBP1u mRNAスプライシング反応再構成系を
もちいて XBP1u mRNAスプライシング反応の解析を行った。その結果、酵母の HAC1 

mRNAスプライシング機構と XBP1u mRNAスプライシング機構の類似点と相違点が
明らかになった。 
酵母 Ire1は HAC1 mRNA前駆体 の 5’エクソンの 3’末端を 2’, 3’-環状リン酸という
末端構造で切断する。切断反応において、酵母 HAC1 mRNA、ほ乳類細胞 XBP1u mRNA
中の切断部位は共通したステムループ構造 (CNGNNG 配列を持つ; N は任意の塩基) 
をもち、どちらの種においても 3番目の Gと４番目の任意の塩基のホスホジエステル
結合が切断される(12, 27)。またヒト IRE1αは Ire1 と同様のドメイン構造をもち、
RNase ドメインにおいては酵母 Ire1 と 33%の相同性を持つ (28)。このように、それ
ぞれの種においての切断反応における共通性が示されていた一方、IRE1αがどのよう
な末端構造で XBP1u mRNAを切断するかは明らかにされていなかった。そこで本研
究では、スプライシングの最初の段階である切断反応について脱リン酸化酵素を用い

て解析を行った。その結果、ヒト IRE1αも Ire1 や tRNA エンドヌクレアーゼと同様
に XBP1u mRNA の 5’エクソンの 3’末端を 2’, 3’-環状リン酸という末端構造で切断す
ることが示された (Figure 8)。tRNAエンドヌクレアーゼによる基質 tRNAの切断に必
要な活性残基とその触媒機構は、古細菌 tRNA エンドヌクレアーゼと基質 RNA との
共結晶構造により解析されている(29)。また、近年酵母 Ire1そしてヒト IRE1αのサイ
トゾル領域のタンパク質結晶構造が報告された(30, 31)。酵母 Ire1そしてヒト IRE1α
それぞれのRNaseドメインの結晶構造と上述の tRNAエンドヌクレアーゼの結晶構造
を比較したところ、科学的性質の似た活性残基が同様の配向で存在していた。この結

果は、Ire1そしてヒト IRE1αが tRNAエンドヌクレアーゼと同様に基質 RNAを 2’, 3’-
環状リン酸という末端構造で切断することを支持すると考えられる。 
酵母のHAC1 mRNAスプライシング機構とXBP1u mRNAスプライシング機構の類似
性が示された一方で、ほ乳類細胞質に存在するRNA ligaseは酵母Rlg1と異なる機構で
XBP1s mRNAの2つのエクソンを連結していることが本研究によって明らかとなった
。現在までに、ほ乳類の細胞質で働くRNA ligaseは同定されていない。しかし、ほ乳
類細胞におけるRNAの連結反応には、Rlg1と類似の反応である5’-P経路とそして3’-P
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経路の２つの異なる機構が存在することが報告されていた (Figure 8A)。そこでin vitro 

によるXBP1u mRNAスプライシング再構成系をもちいて、XBP1s mRNAの２つのエク
ソンの連結反応を解析した結果、ほ乳類動物の細胞質で働くRNA ligaseは、3’-P経路
でXBP1s mRNAの２つのエクソンを連結することが示された (Figure 11)。このことよ
り、XBP1u mRNAスプライシングにおける連結反応はHAC1 mRNAスプライシングに
おける連結反応と異なる機構で行われていると考えられる。酵母と類似した5’-P経路
による連結反応の場合、連結後のRNA産物には接合部位に2’位のリン酸基が残される
。そのため、スプライシングを完了させタンパク質が翻訳されるためには、この残さ

れたリン酸基が2’-ホスホトランスフェラーゼによって取り除かれる必要がある。酵母
ではTpt1がこの脱リン酸化反応を行う。しかし、Tpt1のほ乳類におけるホモログTRPT1
のノックアウトマウスをもちいた解析により、TRPT1はXBP1sの翻訳に影響しないこ
とが報告されていた (32)。本研究で示されたように、XBP1s mRNAの２つのエクソン
の連結反応が3’-P経路で行われる場合、連結後のRNA産物は接合部位に2’位のリン酸
基が残らないため2’-ホスホトランスフェラーゼの影響は受けないと考えられる。よっ
て本研究によって示された結果はTRPT1ノックアウトマウスを用いたin vivoの解析結

果と一致しており、TRPT1の不必要性を説明する結果となっている。 
また、酵母Rlg1の連結反応にはATPが必須である(22)。しかし、ほ乳類細胞質に存
在する酵素によるXBP1s mRNAの２つのエクソンの連結反応はATP、GTPの両方の影
響を受けた(Figure 4とFigure 6)。Rlg1による酵母のHAC1 mRNA連結反応において、ATP
は3’エクソンの5’末端のリン酸化部位のアデニル化に必須である。しかし、このアデ
ニル化は連結反応が3’-P経路で行われる場合、必要ないと考えられる。よって、この
ヌクレオチド要求性の違いは、酵母Rlg1とほ乳類細胞質に存在するRNA ligaseとの連
結反応機構の違いを反映しているのかもしれない。 

XBP1u mRNA スプライシングにおける連結反応は未だ解明されておらず、その理
由はこの連結反応に関わるRNA ligaseが同定されていないためである。そこで本研究
では、カラムクロマトグラフィーを用いた生化学的手法により、このRNA ligaseの同
定を試みた。残念ながら、XBP1u mRNAスプライシングに関わるRNA ligaseの同定に
は至らなかった。しかしカラムクロマトグラフィーにて酵素活性を濃縮した結果、ほ

乳類細胞質で働くRNA ligaseは少なくとも２つの因子で構成されるという非常に興味
深い結果が得られた。しかし、なぜ2つの溶出画分が必要なのか未だ明らかではない
。複数の因子が関わる可能性として、XBP1s mRNAの2つのエクソンを特異的に認識
するタンパク質が一つの因子として働いていることが考えられる。現在、IRE1αは
XBP1u mRNAスプライシングのエンドヌクレアーゼとして働くだけでなく、さまざま
なmRNAを切断し分解することが明らかとなっている(33, 34, 35)。もし、不必要な
mRNAの連結反応がおき、間違ったmRNAが形成された場合、このmRNAから翻訳さ
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れた異質なタンパク質は細胞に悪影響を及ぼすと考えられる。よって、IRE1αによっ
て切断を受けたmRNAのなかからXBP1s mRNAのエクソンのみが連結されるように、
XBP1s mRNAのエクソンを特異的に認識するタンパク質とRNA ligaseが存在し協調し
て働いているのかもしれない。 
現在までに、XBP1u mRNAスプライシングに関わるRNA ligaseは同定されていない
。その理由の一つとして、XBP1u mRNAスプライシングの連結反応がHAC1 mRNAス
プライシングと類似機構である5’-P経路で行われていると考えられていたことが挙げ
られる。本研究における解析の結果より、XBP1s mRNAの２つのエクソンの連結反応
は3’-P経路で行われており、XBP1u mRNAスプライシングにおける連結反応はHAC1 

mRNAスプライシングにおける連結反応と異なる機構であることが示された。この連
結反応における認識の大きなずれが、RNA ligaseの同定を困難にしていたと考えられ
る。また本研究によってRNA ligaseは少なくとも２つの因子で構成されることが示唆
された。この結果は、RNA連結反応機構の複雑性を示しており、複数の因子が関わる
場合、単一因子のcDNAの過剰発現を行うなどのシンプルな実験では、XBP1u mRNA
スプライシングにおけるRNA ligase活性の促進がみられない可能性がある。よって、
in vitroによるXBP1u mRNAスプライシング再構成系はこの反応に関与するRNA ligase
の同定、そしてこのスプライシング機構を明らかにするための有用な解析手段である

。今後は、本研究で得られた知見をもとにXBP1u mRNAスプライシングの全容を解明
する予定である。 
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