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研究成果の概要（和文）：生体内の一部のmRNAにおけるウリジン（U）からシュードウリジン（Ψ）への修飾の
生理的作用を明らかにするため、人為的にΨを導入したアミロイド前駆体タンパク質（APP）mRNAの翻訳産物に
おけるアミノ酸置換を調査した。APPのE2領域をコードするmRNA断片のコドン435（UUC）の第2塩基にΨ化修飾を
導入し、小麦胚抽出物を用いて翻訳反応を行い、生じたタンパク質産物を免疫沈降により精製した。得られたタ
ンパク質試料は未修飾mRNAの翻訳産物と同じ分子質量を示し、APP mRNAのコドン435がUUCからUΨCに変化して
も、コードされるアミノ酸はフェニルアラニンのまま変化しないことが示された。

研究成果の概要（英文）：To estimate the biological significance of uridine-to-pseudouridine 
(U-to-Psi) modification found in natural mRNAs, possible amino acid substitution was investigated in
 the protein produced from a Psi-containing mRNA for amyloid precursor protein (APP). A Psi was 
introduced at the second site of codon 435 in the APP mRNA partial fragment, and it was used as 
template for in vitro translation using wheat germ extract. As the resultant protein product was 
analyzed, its molecular mass was quite identical to that observed in the case that a relevant mRNA 
fragment without Psi modification was used as template. This result indicates that the amino acid 
code remains unchanged even when Psi is introduced in the codon UUC for phenylalanine, at least in 
the case of codon 435 in APP mRNA. 

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
mRNA 配列中に天然に存在するシュードウ
リジン（Ψ）の生理的役割は知られていない
が、終止コドン内のウリジン（U）を人為的
に Ψ に置換するとアミノ酸コドンに変化す
ることが報告されている (1)。例えば、終止
コドンUAAおよびUAGをUAAおよびUAG
に置換するとセリンおよびトレオニンを、
UGA を UGA に置換するとチロシンおよびフ
ェニルアラニンを、それぞれコードするコド
ンに変化することが示された。一方、酵母お
よびヒト培養細胞において、細胞内の一部の
mRNA の特定部位における Ψ 化が報告され 
(2, 3)、それらにおけるΨ化率が栄養状態によ
りアミノ酸コドン中に生じた Ψ が翻訳産物
のアミノ酸配列に及ぼす作用は知られてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
Ψ 化修飾が報告されている mRNA について、
アミノ酸コドンにおける Ψ 化がその翻訳過
程においてアミノ酸コードを変化させる可
能性について、調査した。 
 
３．研究の方法 
Ψ 化の影響を調査するモデルとして、配列中
に Ψ 化部位が報告されているアミロイド前
駆体タンパク質（APP）mRNA を選んだ。APP 
mRNA の塩基配列中で、コドン 435（UUC）
の第 2塩基がΨ化を受けると報告されている。
本来フェニルアラニンをコードする UUC が
Ψ 化により UΨC になるとアミノ酸コードが
変化するのではないかと考え、以降の実験を
計画した。人工 mRNA の 3'側断片は、コドン
435 の Ψ 化部位から始まり FLAG タグコード
配列・終止コドンと続くよう設計し、依託合
成した。これと、in vitro 転写により調製した
APP の E2 領域のみをコードする 5'側断片を
連結し、モデル mRNA とした。 

 
調製した mRNA から、コムギ胚抽出物無細胞
翻訳系を用いて 24℃, 24 時間の翻訳反応を行
い、生じたタンパク質産物を免疫沈降により
精製した。 
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得 ら れ た タ ン パ ク 質 試 料 に つ い て
MALDI-TOF による質量分析を行った結果、
未修飾 mRNA の翻訳産物と同じ位置にピー
クを示し、分子質量は Ψ 化部位を含むコドン
435 がフェニルアラニンをコードした場合の
計算分子量 9193.04 とほぼ一致した。 
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４．研究成果 
APP mRNA のコドン 435 が UUC から UΨC
に変化しても、コードされるアミノ酸はフェ
ニルアラニンのまま変化せず、この場合の Ψ
化修飾はアミノ酸コードに変化を引き起こ
さないことが示された。今後は、他のアミノ
酸コドンに関しても同様の実験を行い、Ψ 化
がアミノ酸コードを変化させる可能性につ
いてさらに調査する必要がある。 
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