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研究成果の概要（和文）：細胞の局所におけるタンパク質合成をリアルタイムに検出する目的で、タンパク質合
成を翻訳停止時におきる分子間反応に置き換えて捉える新たな系を開発した。翻訳停止時に会合する２つの因子
に着目し、この２つのタンパク質に蛍光タンパク質であるCFPとYFPを融合した分子プローブを作製し、これらを
特定のmRNAの停止コドン周辺に結合させた。翻訳反応が終了すると、翻訳停止に関わる因子間の近接によりCFP
とYFPの距離が縮まり、CFPの励起によりYFPの蛍光を検出することができる。この反応を検出することでタンパ
ク質合成の動きを細胞の構造を破壊することなく経時的に検出することに成功した。　

研究成果の概要（英文）：To develop a novel detection method of protein synthesis on time at 
restricted region of the cells, we focused on molecular interaction between two translation factors 
at the last phase of ribosomal scanning on specific mRNA. Two different fluorophores CFP and YFP 
were fused with the interacting trasnlation termmination factors to produce a pair of molecular 
probe. We expressed these probed in the cells and anchored them around the stop codon of specific 
mRNA. In this preparation, the end of the mRNA scanning induced proximity of two fluorophores by 
interaction of the molecular probes, so that excitation of CFP emitted YFP fluorescence. We detected
 the fluorescence energy transfer in the cells that are activated by serum and growth factors. In 
conclusion, this energy tranfer from CFP to YFP well related to translation state od the cells. We 
successfully detected protein synthesis rate in living cells without destroying cell structure.
    

研究分野：解剖学、神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
ニューロンは樹状突起に局在する

mRNAからタンパク質を合成し（局所タン
パク質合成；local protein synthesis）、個々
のシナプスにおいて独立した翻訳を行うこ
とができる。このようなシナプスにおける
自律的なタンパク質合成系は、脳の機能全
体に重要な役割を果たしていると考えられ
ている。しかし、シナプスにおけるタンパ
ク質合成がニューロンの活動によりどのよ
うに制御され、また逆にニューロン全体の
活動にいかなる影響を与えるのかについて
は十分な解析が成されているとは言い難い。
その理由として翻訳の動きをリアルタイム
にトレースし、さらにそれを操作する方法
論が存在しないことが挙げられる。これま
で、翻訳の最終産物であるタンパク質量が
翻訳の活動性の指標とされてきたが、タン
パク質量の変化は分解を含め翻訳以外の
様々な不確定要因による影響を受けるため、
翻訳の動きを解析するための指標としては
適切ではない。 
 
２．研究の目的 
ニューロンでは特定の mRNA が樹状突
起に局在し、個々のシナプスにおいて活動
の強度に応じた翻訳を受ける。しかし、シ
ナプスにおける翻訳がニューロンの活動に
よりどのように制御され、またニューロン
全体の活動にいかなる影響を与えるのかに
ついては十分な解析が成されているとは言
い難い。本研究では、シナプスにおけるタ
ンパク質合成の動きを、翻訳を受けている
mRNA 上で起きる翻訳因子間の相互作用
を指標として解析する新たな手法の開発を
行う。この手法は、タンパク質量の変化を
翻訳速度の指標とする従来の手法よりも、
より高い時間的・空間的解像度で捉えるこ
とが期待され、LTP や LTD の成立時にシ
ナプスのようなミクロな領域で起きるタン
パク質合成の動きをこれまでにない正確さ
で解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
翻訳をタンパク質量の変化として解析す
るのではなく、mRNA 上で起きる分子間相互
作用として解析するシステムの開発を目指
すため、目的の mRNA 上で起きる翻訳停止因
子間の近接を FRET により検出する系を確
立することを考えた。具体的には mRNA をプ
ラットフォームとして翻訳停止時に起きる
eRF3 と Upf1 との間の相互作用を再現し、
eRF3 と Upf1 それぞれに付加した CFP から
YFP へのエネルギー遷移を検出する。この
システムにより細胞の形態を破壊すること
なく、翻訳の動きを解析した。先において
起きる活動電位や翻訳レベルをどのように
変化させるのかを解析することが予想され
た。 
解析の対象とする mRNA を外因性に発現

させておき、tethering はλN ペプチドと
BoxB 配列との人工的な相互作用を利用す
る。この強制発現した mRNA は翻訳領域、終
止コドン直後に BoxB、その下流に I 3’UTR
を連結した構造となるように設計する 
(BoxB-CaM3’)。FRET プローブとして用い
る翻訳停止因子の組み合わせは、リボゾー
ムの機能を阻害することのないように配慮
する。eRF1 はリボゾームの Pサイトに入り
込むと考えられるため、蛍光タンパクを付
加することによりリボゾームに取り込まれ
ない可能性がある。そこで、リボゾームの
より外側に結合する eRF3 を利用し、それに
結合する Upf1 タンパク質との分子間相互
作用を CFP と YFP をそれぞれに付加するこ
とで FRET として解析する。Upf1 には N 末
端側にλN ペプチド配列を付加し、この配
列を介して BoxB-CaM3’ mRNA に tethering
する。つまり、λN-BoxB を介した人工的な
RNA-タンパク質複合体をリボゾームがスキ
ャンすることにより、停止コドン認識時に
eRF3 が導入され、eRF3-Upf1- BoxB-CaM3’ 
mRNA の ternary complex が形成される。こ
のように mRNA の終止コドン周囲で生じる
人工的な分子間反応を CFP の励起波長で見
ると FRET が起きて翻訳停止を検出するこ
とができ、YFP の励起波長で見ると mRNA の
細胞内局在を検出することができる。ネガ
ティブコントロールとして BoxB-CaM3’ 
mRNA の終始コドンをセンスコドンに変え
た read-through 型の mRNA を使用した。こ
の mRNA では BoxB がリボゾームによる翻訳
を受け BoxB で結合している Upf1 が mRNA
から排除されるため、eRF3-Upf1 の間の相
互作用が起きない。したがってコントロー
ル mRNA で FRET が検出できないことが確認
できれば、２者のプローブ間の相互作用が
翻訳停止時に特異的に起きることを示せる。 
 
４．研究成果 
リボゾームが停止コドンを認識したときに
起きる分子間反応を利用することにより、特
定の mRNA 上で起きる翻訳を可視化する新た
な翻訳検出系を構築する目的で、reporter 
mRNA と FRET プローブの作製をおこなった。
reporter mRNA は線維芽細胞の伸長端に局在
する beta-actin mRNA を利用し、beta-actin
の終止コドンの 3'側に box B配列を挿入した
beta-actin-BoxB mRNAを発現するベクターを
作製した。また、FRET 反応を観察するための
蛍光タンパク質である CFP、YFP を Upf1 と翻
訳停止因子 eRF3 にそれぞれ付加したベクタ
ーを作製した。Upf1-YFP にはさらに BoxB 領
域に結合するλN 配列を付加することにより、
reporter mRNA と BoxB-λN 間の RNA-タンパ
ク質相互作用を介して Upf1-YFP が結合でき
るように設計した。以上、reporter mRNA を
発現するベクターである beta-actin、FRET
プローブを発現する CFP-eRF3、λN-Upf1-YFP
の 3 種類のベクターを作製した。ベクターは



培養細胞発現用としてアデノウイルスベク
ターを基にクローニングを行った。さらに神
経細胞に発現させる目的でアデノ随伴ウイ
ルス(AAV)ベクターへのクローニングをおこ
ない、ウイルス粒子を得ることができた。
beta-actin-BoxB mRNA、CFP-eRF3タンパク質、
λN-Upf1-YFP タンパク質を発現するアデノ
ウイルス線維芽細胞に感染させて、ライゼー
トを回収し分光蛍光光度計により吸収波長
の YFP/CFP 比率を解析した。 
 各 FRET 解析用の蛍光プローブを発現させ
るベクター、また reporter mRNA を発現する
ためのベクターのコンストラクションは終
了し、アデノウイルスにより線維芽細胞に発
現させることが可能である。さらに高い力価
を有するウイルス粒子を得る目的で、継代し、
濃縮することにより、感染から 12 時間で可
視化レベルにまで FRET プローブを発現させ
ることが可能となっている。また、分光蛍光
光度計により吸収スペクトルを測定したと
ころ、430nm の CFP 励起波長により、530nm
付近の YFPの吸収波長のピークを検出するこ
とができた。これは CFP-eRF3、λN-Upf1-YFP
間の FRET が起きていることを示しており、
reporter mRNA 非存在下ではこのようなピー
クは確認できないことから、これら 2つのプ
ローブのランダムな相互作用を検出してい
ないと考えられた。以上より reporter mRNA
上でおきる翻訳を検出する系の基盤が確立
できたと考えている。 
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