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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、リボソーム渋滞を網羅的に解析する手法Disome-Seqを開発してきた
 (Han et al. Cell Rep 2020)。この手法をヒト、ゼブラフィッシュ (Han et al. Cell Rep 2020)のみならず、
大腸菌にまで展開させた (Fujita et al. RNA 2022)。パラメトリックな翻訳の動態を人工的に制御する新技術
としてdCas13を用いたCRISPRδ（クリスパー・デルタ）法 (Apostolopoulos et al. Nat Commun 2024)開発し
た。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we developed a new method (termed Disome-Seq), 
which can comprehensively survey ribosome collision sites across transcriptome (Han et al. Cell Rep 
2020). We applied this method to humans, zebrafish (Han et al. Cell Rep 2020), and bacteria (Fujita 
et al. RNA 2022). To engineer the parametric nature of translation artificially, we also developed 
CRISPRδ, which is based on dCas13 (Apostolopoulos et al. Nat Commun 2024).

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Disome-Seq法は翻訳そのものに関する基礎研究はもとより、リボソーム渋滞が原因で発症する疾患（神経変性疾
患など）の理解に貢献すると期待できる。CRISPRδ（クリスパー・デルタ）法は、非常に特異的であるため遺伝
子の機能を理解するという基礎生物学的応用ができる。また、ウイルス特異的な翻訳様式や神経変性疾患の原因
となり得る特殊な翻訳様式も抑制できることから、さまざまな応用につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
分子生物学のセントラルドグマは遺伝情報の核となる核酸の情報をアミノ酸という性質の異
なる分子配列へ変換する仕組みであるが、その変換速度の鍵を握るのがリボソームが行う翻訳
である。リボソームによるコドンの読み取り速度は一般に一定であると考えられがちである。し
かし、実は 多様な原因 (レアコドン、mRNAの二次構造、特定のアミノ酸配列など)によって一
時停止するという非常にパラメトリックな動態を示す。さらに、一時停止パラメトリック制御の
破綻が疾患につながるなどといったことが報告され始めており (Kimchi-Sarfaty et al., 2007; Kim 
et al,. 2015)その生理学的な機能の解明が喫緊の課題となっている。 
問い: 翻訳速度の一時停止を支配する共通の原理・ルールは存在するのだろうか？またそれは生
理学的にどう制御されるのだろうか？この問いに答えるためにはそもそも「細胞中に存在する 8
万種もある mRNAのどの mRNA上のどのコドン上でリボソームが一時停止しているのか」とい
う根本的な問い (Figure 1)に答える必要がある。しかしながら、リボソーム停止という現象がは
じめに見つかってから約半世紀経った現在でも (Protzel and Morris, 1974)ほとんど明らかになっ
ていない。これはこの問題に挑戦するために必要な網羅的・定量的・高感度の翻訳一時停止検出
技術が存在しなかったことによる。本研究ではこのボトルネックを解消し、さらには「翻訳一時
停止の生理学的意義は何か？」という問いに班員らと挑戦する 
 
２．研究の目的 
本研究では上述のボトルネック解消技術として新
手法『Disome-Seq法』を開発し、リボソーム位置停止
に由来するリボソーム渋滞というパラメトリックな
挙動を網羅的かつ 1コドン分解能で捉える。またこれ
を他班との共同研究に応用することにより、細胞内の
物理化学的な環境 (細胞内温度)ならびに高次生命現
象下 (脳の記憶学習や体内時計)におけるリボソーム
渋滞の役割を解明する (Figure 1)。 
 
３．研究の方法 
(1) リボソーム渋滞位置の網羅的探索 

mRNA上のリボソームの位置を網羅的に同定する手法として Ribo-Seq法がある。リボソーム
は非常に大きな複合体であるので、RNase 処理を施してもリボソームが直接結合する mRNA の
一部分は分解から免れる。この性質を利用し、Ribo-Seq法ではリボソーム一つ分によって保護さ

れた約 30 塩基長の RNA 断片 (リボソームフットプリン

ト)を回収し、次世代シーケンサーにより配列を読み解

く。これにより、ゲノム中のどの mRNAがどの程度翻訳

されていたかを網羅的に知ることができる (Ingolia et al., 
2009) (Figure 2 左)。しかしながら、従来の手法では一時

停止しているリボソームと通常の翻訳を行うリボソーム

を見分けることが難しく、リボソーム停滞位置を高感度

に見分けることできない。 
リボソームが十分な時間、mRNA 上で停滞していた場合、
次のリボソームが先頭のリボソームに衝突してリボソーム 2つ
が連なり、渋滞した複合体 Disome (di-ribosome)が形成され
ることが考えられる (Figure 2 右)。そこで本研究で確立する
Disome-Seq 法では、「渋滞した 2 つのリボソームからはリボソ
ーム 2つ分の長さのフットプリントが生じる」ことを利用し、その
ような長さのリボソームフットプリントのみを回収し、次世代シ

ーケンサーによって読み取る (Figure 2右)。この技術改変に
より、一時停止していたリボソームのみを抽出し、その停滞一

をコドン分解能かつ高い網羅性で解析できると考えた。 
 
(2) 翻訳ノックダウン法の開発 
これまでの研究から、翻訳の動態を人工的に制御することができれば、本学術領域の目指す翻

訳のパラメトリック制御の理解に貢献できると考えた。そこで、mRNAの量は変化させず、そこ

からの翻訳だけを特異的に抑えることのできる新手法の開発を目指した。近年、CRISPR-Casと

Figure 1. 本研究の狙い 

Figure 2. リボソーム渋滞を網羅
的に探索する新規 Disome-Seq法 
従来の Ribo-Seq と新規 Disome-
Seq法の概略。 



呼ばれる細菌の免疫に関わるシステムが注目を浴びて

いる。Cas13 と呼ばれるタンパク質は短いガイド RNA
と相補的な配列をもつ RNAを認識し、分解することの

できる RNase である。この Cas13 を利用し、翻訳を特

異的に抑える技術が確立できるのではないかと考え

た。Cas13 の RNase 活性中心に点変異を導入した dead 
Cas13 (dCas13)を用いることで、標的 RNA には結合す

るが分解を誘導しない実験系として利用した。これに

より、リボソームの立体障害として翻訳を抑えるとい

うシステムになる (Figure 3)。 
 
４．研究成果 

(1) リボソーム渋滞位置の網羅的探

索 
これまでに Disome-Seq 法を確立
し、それを多様な試料に応用してき
た (Han et al. Cell Rep 2020; Fujita et 
al. RNA 2022) 。 ヒ ト 培 養 細 胞 
(HEK293)に応用すると、2000 箇所ほ
どののリボソーム停滞位置が検出さ
れる。大まかに概算すると 11%の
mRNAが少なくとも１箇所のリボソ
ーム停滞を誘導する配列を持ってい
ると概算される。その一部はストッ
プコドン上にあたり、翻訳終結およびリボソームリサイクリングが律速になっていることが明
らかになってきた (Figure 4A)。また、disomeの上流にまた disomeが形成され、さらにその上流
に disome が形成されるという、リボソームの数珠繫ぎ状態が形成されることもわかってきた 
(Figure 4B)。このような、disomeを形成させやすいモチーフを探索すると P-G-Xあるいは R-X-
K のようなモチーフが見つかる 
(Figure 4C-D)。これらは元来、ペプチ
ド転移反応が起きにくいとされてい
る配列であり、そのようなコンテク
ストでリボソーム衝突が生じている
ことが明らかになってきた。 
同様のことを、ゼブラフィッシュ
の胚で行うと、ヒトで観察されたよ
うな数珠繫ぎ状態 (Figure 5A)、特異
的なモチーフ (Figure 5B-C)が観察
される。さらに、ゼブラフィッシュ
とヒトで共通で disome が観察され
る mRNAに着目すると、全く同じ位
置で disomeが形成されていることがわかってきた (Figure 5D)。リボソーム衝突が進化的に保存
されていること、プログラムされた機構であることを示唆している。 
特にヒト細胞で最も長いリボソーム数珠繫ぎがを誘導する mRNA が XBP1u である (Figure 

6A)。一般にリボソームの衝突は ribosome-associated quality control (RQC)という品質管理機構を
誘導し、新生ペプチド鎖の分解を誘導する。実際にに XBP1uの disome 形成配列をレポーター系
に導入すると、RQC が生じ、disome 形成配列以降からのタンパク質の合成が減少する (Figure 
6B)。その一方、RQC の必須因子である ZNF598 をノックダウンすると、その減少が回復する 
(Figure 6B)。これは XBP1uが RQCの
標的であることを示している。当時、
内在の RQC 標的配列は見つかって
おらず、この報告がその最初の例と
言える。これらの成果を Cell Reports
誌に発表した  (Han et al. Cell Rep 
2020)。またのその詳細な protocolを
公開した  (Mito et al. STAR Protoc 
2020) 
更に、研究を展開し、同様の

Disome-Seqを大腸菌にまで適用した 
(Fujita et al. RNA 2022)。大腸菌の場
合は、ヒトやゼブラフィッシュと明

Figure 3. dCas13 による翻訳抑制
のねらい 

Figure 4. ヒトにおける Disome-Seqの結果 

Figure 5. ゼブラフィッシュにおける Disome-Seqの結
果 

Figure 6. XBP1uの翻訳停止は RQCの標的となる 



確に異なり、ストップコドン上でリボソーム停滞
はしにくい (Figure 7A)、リボソーム数珠繫ぎは起
きていない (Figure 7B)、明確なモチーフが取得で
きない、といった違いがある (Fujita et al. RNA 
2022)。 
 
 

(2) 翻訳ノックダウン法の開発 
翻訳抑制が誘導可能か、複数の Cas13種で実験
をしたところ、Prevotella sp. P5-125 Cas13b(PspCas13b)が最も効率高くタンパク質合成を阻害し
た (Figure 8A-B)。このとき dPspCas13b にしておくことで mRNA の分解を誘導しない (Figure 
8C)。また、ガイド RNAを開始コドン上に配置する、あるいは 5′UTR上に配置すると翻訳抑制
を誘導できるが、ORFやストップコドン上では誘導できないことがわかった  (Figure 8D-G)。こ
れは翻訳がすでに始まっている
elongating ribosome は 非 常 に
processiveで阻害できないが、5′ UTR
上を滑り運動している scanning 
ribosome にたいしては立体障害とし
て機能することを示している。 
また、同様の手法は非典型翻訳に
も応用可能であることを示した。ウ
イルスは internal ribosome-entry site 
(IRES)という配列を利用して、
mRNAの末端ではなく途中から翻訳
を開始することができるが、dCas13
はこの場合であっても翻訳を抑制す
ることができる (Figure 9A-B)。ま
た、repeat-associated non-AUG (RAN) 
translation と呼ばれる様式では繰り
返し配列によって駆動される翻訳
で、読み枠 3 つからすべて翻訳して
しまい、神経変性疾患の原因となる
タンパク質を合成することが知られ
ているが、このような様式にも
dCas13は壮行する (Figure 9C-D)。 
重要なのが、この dCas13による翻
訳抑制を介したノックダウンが、非
常に特異的であることである。RNA-
Seqと Ribo-Seqをつかって、dCas13
による mRNAに対する影響と、翻訳
に対する影響を網羅的かつ定量的に
解析すると、mRNAに関しては標的、
非標的の mRNA 関わらず全く影響を与えない 
(Figure 10)。これに対して翻訳は、標的になって
いるものだけがノックダウン効果を受ける 
(Figure 10)。 
以上のような dCas13 を用いた翻訳ノックダウ
ン系として本手法をCRISPRδ [delta (δ): DEpLetion 
of Translation by blockAde]と名 付 け、 Nature 
Communications 誌に発表した (Apostolopoulos et 
al. Nat Commun 2024)。 

Figure 7. 大腸菌における Disome-Seq の
結果 

Figure 8. dCas13による翻訳抑制 

Figure 9. 非典型翻訳への応用 Figure 10. dCas13による翻訳抑制の特異性 
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