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研究成果の概要（和文）：１．蛍光標識したmiRNA前駆体を細胞内にマイクロインジェクションし、内在性の生
合成経路によりRISCに取り込ませた。ゴルジ体を中心にアクチンフィラメント上を動くmiRNAを１分子イメージ
ングできた。
２．Cy5標識アンチセンスプローブを用いてストレス下の細胞内mRNAの局在を超解像イメージングした。ストレ
ス顆粒（SG）内でmRNAは均一に存在するのではなく、直径約100 nmの高密度領域を形成していた。
３．SecMのリボソーム外の領域を部分的に欠損させた変異体の翻訳アレストの寿命を測定した。57-73と57-98番
目のアミノ酸が翻訳アレストの安定化に寄与していた。

研究成果の概要（英文）：1. Fluorescently labeled miRNA precursors were microinjected into a cell. 
They were matured by endogenous biosynthetic pathway and they were incorporated into RISC. 
Single-molecule imaging technique revealed that miRNAs move on actin filaments.
2. Localization of mRNAs labeled with Cy5-linear antisense DNA probe was investigated under the 
stress conditions. Super-resolution microcopy revealed that mRNAs are not uniformly present in the 
stress granule (SG) but are accumulated to form high density regions with a diameter of about 100 
nm.
3. The lifetimes of translational arrest of SecM mutants, whose amino acids outside ribosome were 
partially truncated, were investigated. Amino acid residues 57-73 and 57-98 contributed to the 
stabilization of translational arrest.

研究分野： 生物物理学

キーワード： １分子計測（SMD）　ナノバイオ　蛋白質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 DNA に蓄えられた遺伝情報は一時的に
mRNA にコピーされ、リボソームによってタ
ンパク質に翻訳される。翻訳の制御は、生命
活動の根幹に関わる重要なプロセスである。
最近、RNA とタンパク質の複合体である
RISC やストレス顆粒（SG）が翻訳の制御を
担っていることが報告されたが、まだ不明な
点が多い。さらに、最近、新たな遺伝子発現
制御機構として、「翻訳アレスト」と呼ばれ
る現象に関心が寄せられている。翻訳アレス
トは、新生ポリペプチド鎖が翻訳を一時的に
停止させる現象である。本研究では（１）
miRNA による遺伝子発現の制御、（２）SG
による遺伝子発現の制御、（３）翻訳アレス
トによる遺伝子発現の制御の３つの課題に
焦点を絞り、これらの遺伝子発現の制御機構
を解明することを目的とする。 
1-1．miRNA による遺伝子発現の制御 
miRNA は 20～25 塩基程度の non-coding 

RNAの一種である。miRNAの元になるDNA
配列は、miRNA の配列とほぼ相補的な逆向
きな配列を含んでおり、RNA に転写される
と pri-miRNA と呼ばれるヘヤピンループ構
造をとる。Pri-miRNA は核内でその一部が
Drosha によって切断されて pre-miRNA と
なり Exportin-5 によって核外に輸送される。
Pre-miRNA は Dicer によって切断されて
miRNA/miRNA* duplex と呼ばれる中間体
となり、一方の鎖のみが RNA-induced 
silencing complex（RISC）に取り込まれる。
これが一部の mRNA の 3'側非翻訳領域の相
補的な配列に結合し、翻訳を抑制することが
知られている（Bartel et al., 2009）。この翻
訳抑制は、生物の発生のタイミングや分化、
形態形成、細胞増殖、アポトーシスなどにお
いて重要な役割を果たしている。また、この
制御が破綻するとガンなどの疾患が引き起
こされる例が報告されている。miRNA はヒ
トの場合 2,000 種類以上存在し、遺伝子の１
／３以上がその調節を受けていると予測さ
れている。しかし、RISC の形成機構の詳細
は明らかになっておらず、RISC の形成過程
のダイナミクスを１分子レベルで高感度に
計測する技術が求められている。 
1-2．SG による遺伝子発現の制御 
細胞は外界からのストレス刺激に対して、
損傷を防御し生存を図るストレス適応機構
を有している。その機構の１つとして SG の
形成が重要であることが最近になって見出
された（Anserson and Kedersha, 2008）。SG
は、低酸素、熱ショック、ウイルス感染、砒
素などのストレス刺激に応答して形成され
る直径 100～200 nm の細胞質内構造体であ
り、mRNA、RNA 結合タンパク質、40S リ
ボソームなどから構成されている。SG が形
成されると一部の mRNA が SG 内に取り込
まれ、翻訳が一時的に停止する。そして、細
胞がストレスから回復すると SG は消失し、
翻訳が再開される。SG の作用機構を明らか

にするため、SG の生成と消失のダイナミク
スを計測する技術が求められている。また、
超解像光学顕微鏡を用いて SG の微細構造を
明らかにする必要がある。 
1-3．翻訳アレストによる遺伝子発現の制御 
翻訳アレストは、新生ポリペプチド鎖が翻
訳を一時的に停止させる現象である。この現
象は、原核細胞から真核細胞まで普遍的に存
在している。翻訳アレストの機構について最
も研究が進んでいるのが、大腸菌の分泌タン
パク質 SecM の翻訳アレストである。SecM
は、その C 末端に翻訳アレストを誘起する配
列（アレスト配列; FSTPVWISQAQGIRAGP）
を有している。アレスト配列が翻訳されると、
リボソームトンネル内で C 末端配列の構造
変化が誘起され、その翻訳が停止する。その
結果、同一オペロンの下流遺伝子 secA（Sec
膜透過装置の 1 つ）の発現が誘導される。
SecM が翻訳アレストされるためにはアレス
ト配列が必要十分であると考えられていた
が、SecM のリボソーム外領域も安定性に寄
与することが示唆されている（Yang et al., 
2015）。リボソームと相互作用する領域を明
らかにすることが望まれている。 
 
２．研究の目的 
DNA に蓄えられた遺伝情報は一時的に

mRNA にコピーされ、リボソームによってタ
ンパク質に翻訳される。翻訳の制御は、生命
活動の根幹に関わる重要なプロセスである。
本研究では（１）miRNA による遺伝子発現
の制御、（２）SG による遺伝子発現の制御、
（３）翻訳アレストによる遺伝子発現の制御
の３つの課題に焦点を絞り、これらの遺伝子
発現の制御機構を１分子イメージング、１分
子操作技術、さらには細胞内局所加熱技術と
細胞内温度計測技術などの独自に開発した
技術を駆使して解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
3-1 miRNA のイメージングと機能評価 
 蛍光標識した miRNA 前駆体を合成し、細
胞内にマイクロインジェクションにより導
入し、内在性の生合成過程を通して成熟させ
た（図１）。 
 
 
 
 
４．研究成果 
4-1 miRNA のイメージングと機能評価 
 蛍光標識した miRNA 前駆体を細胞内にマ
イクロインジェクションし、蛍光像を取得し
た。 
 
 
 
 
 
 図１ miRNA の蛍光標識 



3-2 SG による遺伝子発現の制御 
Cy5 標識線形アンチセンス DNA プローブ
により COS7 細胞内の poly(A)+ mRNA を蛍
光標識し、SGs を形成させた後に固定した試
料を用いて、超解像イメージングによる観察
を行った。また、生細胞内の mRNA の運動
を１分子イメージングするため、2MeSiR で
蛍光標識したアンチセンス DNA プローブ
を用いて mRNA を可視化した。 
3-3 翻訳アレストによる遺伝子発現の制御 
 翻訳アレストの安定化に寄与する領域を
同定するため、二次構造予測をもとに、翻訳
途上鎖のリボソーム外の領域を部分的に欠
損させた変異体（Δ1–37, Δ38–56, Δ57–73, 
Δ74–98, Δ99–132）を作製した。これらの
変異体のN末端にTCタグを付与したコンス
トラクトを in vitro 合成し、その産物を経時
的に解析することにより翻訳アレストの寿
命を測定した。 
 
４．研究成果 
4-1 miRNA のイメージングと機能評価 
蛍光標識した miRNA 前駆体を細胞内にマ
イクロインジェクションし、一定時間後に蛍
光像を取得した（図２A）。蛍光像から成熟し
た miRNA の割合を定量したところ、ループ
構造を持つ pre-miRNA 導入時にガイド鎖の
残存率が高かった（図 2B）。これらが、内在
性の生合成経路により効率よく RISC に取り
込まれたことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に、導入した蛍光標識 miRNA の標的
mRNA への結合と翻訳抑制効果を確かめた。
miRNA 標的配列を含む緑色蛍光タンパク質
（GFP）をコードする遺伝子を一過性に発現
させてGFPのイメージングを行ったところ、
pre-miRNAの導入によりGFPの発現が低下
することが分かった。生細胞内の miRNA を
１分子イメージングした結果、ゴルジ体を中
心にアクチンフィラメント上を動く miRNA
が観察された。 
4-2 SG による遺伝子発現の制御 
 Cy5標識線形アンチセンスプローブを用い
た超解像イメージングにより、化学固定した
COS7 細胞内の polyA+ mRNA の局在をナノ
メートルスケールで可視化した。その結果、
SG内でmRNAは均一に存在するのではなく、
直径約 100 nm の高密度領域を形成して分布
していることが明らかになった（図 4）。 

SG 内 mRNA 高密度領域の個数とサイズに
ついて解析を行ったところ、高密度領域個数
と SGs の大きさの間には正の相関が見られ
たが、高密度領域サイズと SGs の大きさの間
には相関がなく、常に一定のサイズを持つこ
とがわかった。以上の結果は、SG 内 mRNA
高密度領域は特定の大きさをもつ構造的単
位として機能することを示唆している。 
 次に、高密度領域が生細胞内でどのような
挙動を示すかを調べるために、生きた細胞内
で利用可能な明滅型色素 HMSiR を用いて、
生細胞内超解像イメージングを行った。観察
の結果、SGs 内 mRNA 高密度領域は生細胞
内で安定して存在するのではなく、時間によ
って大きく局在が変化するダイナミックな
構造であることを発見した。mRNA が小さな
集合体を単位として SGs への結合・解離を行
うことで、SGs 全体の動的な形成・離散が実
現されていると考えられる。 
4-3 翻訳アレストによる遺伝子発現の制御 
 翻訳途上の SecM のリボソーム外の領域を
部分的に欠損させた変異体（Δ1–37, Δ38–56, 
Δ57–73, Δ74–98, Δ99–132）の N 末端に TC
タグを付与したコンストラクトを in vitro 合
成し、翻訳アレストの寿命を測定した（図 5）。
シグナル配列を欠損させた Δ1–37 変異体の
翻訳アレストは最も安定であり、全長の
SecM に比べアレスト時間が大幅に延長され
た。一方、Δ38–56 及び Δ99–132 変異体は全
長の SecM と同程度のアレスト寿命を示した

従来の顕微鏡法　 超解像画像
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図 4 SGs 内 mRNA の超解像観察 
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の翻訳抑制能 
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前駆体の蛍光
像(A)と細胞内
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のに対し、Δ57–73, Δ74–98 および Δ57–98
変異体のそれは大幅に短縮された（図５）。
この結果から、57–73 残基目（SecM57–73）
および 57–98 残基目（SecM74–98）が翻訳
アレストの安定化に大きく寄与していると
考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、アラニンスキャニングを行い、翻訳
アレストの安定化に寄与する残基の同定を
試みた。その結果、α-ヘリックス上で正電荷
のクラスターを形成すると予想される
His-84, Arg-87, Arg-91 のアラニン置換体に
おいて、顕著にアレスト寿命が短縮されるこ
とが見出された。また、Arg-70および Arg-71
のアラニン置換体においても、アレスト寿命
が大幅に短縮した。これらの残基は、負に帯
電したリボソーム表面と静電的に相互作用
すると考えられる。 
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