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研究成果の概要（和文）：腸管寄生虫 Giardia intestinalis において我々が発見した新型分割イントロンに注目し、
Giardiaゲノムの中での分割・通常イントロンの分布を明らかにするとともに、分割イントロンのスプライシングメカ
ニズムの解明とスプライセオソーム構成因子の解明を目的として研究を進めた。研究開始当初に明らかであったイント
ロンに加え、3つの通常イントロンと1つの分割イントロンをゲノム上に発見し、それらの存在を実験的に示した。一方
、Giardiaスプライセオソームを精製するために、スプライセオソームを構成する複数のタンパク質にタグをつけてGia
rdiaで発現させる形質転換系の確立に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：We previously found novel split introns in the divergent protozoan parasite, 
Giardia intestinalis. In this project, we explored distribution of the split and ordinary introns in the 
Giardia genome. In addition to the four ordinary and four split introns that were already identified, we 
newly found two ordinary and one split introns. The ordinary introns were present in the separate two 
genes whose functions were unknown, while a split intron found in the RNA-dependent helicase p68 gene, 
the coding region of which was split, and N- and C-terminal portions of the gene were located distantly 
in the Giardia genome. To further investigate the splicing machinery of the split intron, and to compare 
the Giardia spliceosome which can splice both ordinary and split introns with other spliceosomes from 
diverse eukaryotes, we started biochemical analyses to purify intact spliceosomes from Giardia.

研究分野：分子進化学

キーワード： イントロン　トランススプライシング　スプライセオソーム　Giardia　分子進化

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
 真核生物ゲノムでは、遺伝子からイントロ
ンを含む pre-mRNA が合成されるが、イン
トロンはスプライセオソームと呼ばれる
RNA-タンパク質複合体により取り除かれ成
熟 mRNA となる。真核生物ゲノムには多数
のイントロンが存在するため、DNA→RNA
→タンパク質という遺伝情報のスムーズな
伝達には、効率的なイントロンの除去とコー
ド領域の結合（スプライシング）は極めて重
要である。また、イントロンの出現は真核生
物の初期進化に深く関わるとする説もあり、
イントロンおよびスプライセオソームの進
化は、真核生物とそのゲノムの初期進化と、
その後の生物多様性を生み出した要因であ
る可能性が高い。しかし、これまで精力的に
研究されてきたスプライシング機構はヒト
など哺乳類や酵母のものであり、多様な真核
生物系統群のごく一部からのデータにすぎ
ない。一方、他の真核生物のスプライシング
機構の研究は、解析対象生物のゲノムデータ
に対し、ヒト・酵母配列を「問合せ配列」と
して用いた相同性解析が行われたにすぎず、
真核生物全体のスプライシング機構の全体
像とその進化は謎に包まれている。現在まで
の知見では、イントロンとスプライシング機
構の本質的理解に不可欠な、「真核生物全体
における普遍的・本質的事象」、「生物群特異
的な事象」を区別・同定することは困難であ
る。この現状を打破するためには、進化的に
幅広い生物種間でのスプライシング機構の
比較解析や、2種類の pre-mRNAから 1種類
の成熟 mRNA を作り出す trans スプライシ
ングなどの特殊なスプライシング機構の研
究が必要不可欠であると考えられた。 
 こうした中、研究代表者らのグループは、
嫌気環境に適応し典型的なミトコンドリア
を失う特異な進化を遂げた腸管寄生虫であ
る Giardia intestinalis のイントロンに着目
した研究を開始した。進化生物学において、
Giardia 属は原始的真核生物の候補として注
目を集めてきた。研究開始当初、Giardia ゲ
ノム解析では、通常のスプライセオソーム型
イントロンは 4つしか発見されていなかった。
その一方で、研究代表者のグループは、
Giardia の 3 種類のタンパク質遺伝子の
mRNA成熟には、特殊な「分割」イントロン
の新型 transスプライシングが必須であるこ
とを報告した（Kamikawa et al. Curr. 
Biol. ）（図）。このような特異なスプライシ
ングを行うためにGiardiaのスプライセオソ
ームは通常型のスプライシング機能の他に
特殊な機能を保持していると考えられたが、
Giardia のスプライセオソーム構成因子の全
容は未解明であった。また、Giardia のゲノ
ムに通常イントロンと分割イントロンがど
れぐらいあり、どのように分布しているかと
いう点にも興味がもたれた。このような背景
から、Giardia のイントロンを検索しスプラ

イセオソーム構成因子の全容を明らかにし
て、それを他の多様な真核生物のイントロン
やスプライセオソームと比較することによ
り、真核生物全体のスプライシング機構とそ
の進化の解明に繋がるカギが得られるので
はないかと考え、本研究課題に取り組んだ。 

 
 
２．研究の目的 
 
 研究開始当初までに、研究代表者らは
Giardia の 90kDa 熱ショックタンパク質
（HSP90）及びダイニン（OAD）遺伝子発
現に新型 transスプライシング機構が必須で
あることを明らかにした。その結果、Giardia
におけるイントロンとスプライシング機構
に関する以下の疑問点が明確となった。 
(1) これまでの Giardia ゲノム探索では通常
イントロンは 4つ、分割イントロンが 4つ確
認されたが、Giardia ゲノム中に通常・分割
を合わせてイントロンが何個あるのか？ 
(2) 分割イントロンのスプライシングに必要
な配列要素は何か？またGiardiaのスプライ
セオソームはどんな RNA・タンパク質因子
から構成さるのか？ 
(3) 通常イントロンと共に分割イントロンの
スプライシングも行うGiardiaスプライセオ
ソームと、イントロンのほとんどが通常型で
あるヒトや酵母のスプライセオソームと本
質的相違点があるのか、あるのならそれは何
か？ 
 そこで本研究では、上記 3つの疑問点の解
明を目指し、以下の 3つの目標を設定して解
析を行うこととした。 
《目標 1》Giardiaゲノム中の正確なイント 
          ロン分布の推測 
《目標 2》Giardiaスプライセオソームの全 
          容解明と機能解析 
《目標 3》真核生物スプライセオソーム進化 
          の解明 
 
３．研究の方法 
 
 上記の 3 つの目標を達成するために、以下
に示す5つの実験を計画して研究に取り組ん



だ。  
実験 1 配列相同性検索と 5’ RACE（rapid  
amplification of cDNA ends）解析
の結果を合わせることで、ゲノムデ
ータ中の分割イントロンを探索する。 

実験 2 網羅的転写産物（EST）解析を行い、
EST データをゲノムデータへマップ
することにより、通常・分割イント
ロンを探索する。 

実験 3 組換体 Giardia を用いて、pre-mRNA
が形成するステム構造など、trans ス
プライシングに必要な配列要素を in 
vivo 実験で検証する。 

実験 4 Giardia スプライセオソームを単離
し、その構成因子を網羅的に同定す
る。単離したスプライセオソームか
らタンパク構成因子を個別に分離し、
それらの部分的アミノ酸配列を決
定・ゲノムデータへの参照を行うこ
とで、スプライセオソーム構成因子
の全容を解明する。 

実験 5 trans スプライシングの有無、trans
スプライシングのタイプが異なる
Giardia、Trypanosoma、ヒト・酵母
の間でスプライセオソームの構成因
子を比較する。この比較解析から、
真核生物スプライセオソーム構成因
子の共通性と特異性を解明する。 

 
４．研究成果 
 Giardiaゲノムデータに対してmRNA配列を
マッピングすることで分割および通常イン
トロンを網羅的に検出する作業を進めた。そ
の結果、2 つの hypothetical protein 遺伝
子上の通常イントロンを発見した。それらに
ついて詳細な実験的解析を行うとともに、
Giardia の関連データベースでの検索を行っ
た結果、片方のイントロンに関しては、近縁
の Giardia 株の 1つで最近失われたことが明
らかになった。一方、分割イントロンについ
ては、RNA-dependent helicase p68 遺伝子
上に存在する可能性が示唆され、実験的解析
によりその存在を確認した。p68 遺伝子の分
割イントロンを既知の4つの分割イントロン
と比較解析した結果、基本的にそれらと同じ
メカニズムでスプライシングされる可能性
が高いことが明らかとなった。 
 Giardia スプライセオソームの精製を目指
す実験に関しては、スプライセオソーム構成
因子である3種類のタンパク質SMD1, SMD3, 
LSM1 に FLAG タグを付して大量発現させるた
めのプラスミドコンストラクトを作製し、
Giardia を形質転換するための実験を進めて
きた。現在、GFP タンパク質を Giardia 細胞
内で発現させることに成功しているため、今
後、FLAG タグ付タンパク質の大量発現と精製
のステップに取り組む予定である。 
 一方、さまざまな真核生物のスプライセオ
ソーム構成タンパク質のデータを整理する
作業を進め、Giardia を含めて全真核生物に

普遍的に存在すると考えられるタンパク質
に関するアライメント解析と分子系統解析
を行った。生物種・あるいは生物グループに
特異的に存在するタンパク質に関しても同
様の解析を進めている。これらの解析から、
スプライソソームは真核生物全体で保存さ
れているタンパク質に加え、系統特異的なさ
まざまなタンパク質から構成されており、超
分子システムとして非常に多様な構造とな
っているとの可能性が示唆された。 
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