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研究成果の概要（和文）：遺伝情報であるmRNAの3’末端にはポリA鎖が付加されており、ポリA鎖の調節が、遺
伝子発現の転写後調節において中心的な役割をはたしている。これまで、独自に解明したmRNAポリA鎖分解
（mRNA分解開始）の分子機構に基づいて、ポリA鎖を標的とする遺伝子発現の負の調節機構を解明してきたが、
本研究においては逆にポリA鎖を伸長することによる正の遺伝子発現制御が体細胞において広く存在することを
明らかにし、その普遍的な分子機構を解明することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Messenger RNA (mRNA) carrying “genetic information” has 3’ poly(A) tail 
whose length regulation plays central roles in the post-transcriptional control of gene expression. 
 Thus far, we have elucidated the mechanism of mRNA deadenylation (the initiation of mRNA decay), as
 well as negative regulation of gene expression targeting the deadenylation step.  In this study, we
 have demonstrated that the positive regulation of gene expression by the post-transcriptional 
polyadenylation widely exists in somatic cells, and succeeded in verifying its general mechanism.  

研究分野： 分子生物学

キーワード： mRNAポリA鎖伸長

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内における遺伝子の発現調節は、翻訳の鋳型であるmRNAの量を調節することが重要であるが、その方法とし
てはmRNAの量を増やす転写の調節と、mRNA量を減らすmRNA分解の調節の２つの方法がある。これまで転写調節の
研究が進展したが、本研究ではmRNA分解調節に焦点を置いて研究を行い、mRNAポリA鎖分解による負の調節機構
に加えて、mRNAポリA鎖伸長による正の調節機構が存在することを新たに見出し、その普遍的分子機構を解明し
た点において学術的、社会的意義を有する。

※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 
mRNA3’末端ポリ A 鎖は、5’末端キャップ構造との会合によって mRNA の環状化を促進しリボ
ソームの再利用を効率化することで mRNA の翻訳に重要な役割をはたしている。また、mRNA
の分解の律速段階はポリ A 分解の過程にあることから、ポリ A 鎖は mRNA の安定性において
も機能している。ポリ A 鎖の長い mRNA は翻訳効率が高く安定であり、ポリ A 鎖の短い mRNA
は翻訳活性が低く不安定となる。したがって、ポリ A 鎖は mRNA の安定性と翻訳の両面におい
て遺伝子発現に大きく寄与している。 
これまで研究代表者らは、mRNA 分解の第一段階であり律速段階であるポリ A 分解の分子機構、
すなわち mRNA 分解開始の分子機構を世界に先駆けて解明した（Funakoshi et al., GenesDev, 
2007）。これはすべての mRNA においてはたらく普遍的な分子機構であり、翻訳終結と共役し
て mRNA 分解が開始することを示したものである。また、この独自に解明した分子機構に基づ
いて、このポリ A 鎖を標的としてその分解を促進する負の遺伝子発現調節のメカニズムについ
ても明らかにした（Hosoda et al., EMBO J 2011；Ogami et al., Oncogene 2014；Fukushima 
et al., FEBS Lett2019）。これは、転写産物特異的な調節機構であり、配列特異的な RNA 結合
タンパク質である CPEB, CPEB3 や TDP-43 などが、ポリ A 分解酵素(デアデニレース)Caf1 を
mRNA 上にリクルートすることでその標的 mRNA の翻訳抑制と分解が促進される。現在では
数多くの RNA 結合タンパク質が同様の調節をになうことが証明され、ポリ A 分解による負の
遺伝子発現調節機構が一般化されている。 
一方、これとは逆にポリ A 鎖を伸長することによる正の調節機構については、卵成熟や卵形成
といった発生の初期過程において存在することが証明されていたが、体細胞においては完全な
証明はされていなかった。研究代表者らは、ポリ A 分解酵素の抑制と組合せたパルスチェース
法を新たに開発することで、体細胞においてもポリ A 鎖伸長による正の遺伝子発現制御が存在
することをはじめて証明することに成功した（Yamagishi et al., NAR 2016）。これは、転写産
物特異的な調節機構であり、統合失調症原因因子として知られる RNA 結合タンパク質 QKI-7
が、ポリ A ポリメラーゼ PAPD4 をリクルートすることでその標的 mRNA の翻訳と安定性を促
進するメカニズムとして報告した。 
 
２．研究の目的 
研究の背景欄に記載のように、発生の初期課程においては遺伝子発現はすべて母性 mRNA のポ
リ A 鎖の伸長と分解によって制御されており、ポリ A 鎖伸長による遺伝子発現制御の全容が解
明されている。これに対して体細胞においては発生の初期課程においてポリ A 鎖伸長にはたら
く RNA 結合タンパク質 CPEB が体細胞においてもポリ A 鎖伸長にはたらくとされているが、
完全な証明はされていない。研究代表者らは、独自に開発したパルスチェース法を用いることで
QKI-7 が標的 mRNA をポリ A 鎖伸長することをすでに証明しており、本研究においては、この
独自の解析手法を応用することでポリ A 鎖伸長による遺伝子発現制御が体細胞において広く存
在することを検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
mRNA ポリ A 鎖伸長の解析を可能にする研究手法 
これまで体細胞において mRNA のポリ A 鎖伸長を証明する系は確立させていなかった。その理
由は、転写がおこらない発生の初期段階と異なり、体細胞において mRNA のポリ A 鎖長の増大
が観察されても、それが転写の促進によりポリ A 鎖の長い mRNA が蓄積されたためか、ポリ A
鎖伸長がおこったことに起因するのかといった点を正確に評価することができなかったことに
ある。本研究においては、ポリ A 鎖を分解する Caf1 と Pan2 のドミナントネガティブ変異体を
発現してポリ A 鎖分解を完全に抑制した条件下、テトラサイクリンによって転写を止めた後の
mRNA ポリ A 鎖長の変動を解析することで、ポリ A 鎖伸長を正確に評価した。具体的には、テ
トラサイクリンに応答して転写を調節可能な Tet リプレッサーを発現する TRex HeLa 細胞に、
Tet オペレーターを挿入したレポーターを導入し、テトラサイクリン（ドキシサイクリン）添加
により短時間レポーターを発現させた後、洗浄によりテトラサイクリン除去後のレポーター
mRNA の変動をノザンブロット法により解析した。この解析系の特徴は、レポーターの導入と
同時に、ポリ A 鎖を分解する Caf1 と Pan2 のドミナントネガティブ変異体を同時に発現させ、
ポリ A 鎖分解が全くおこらない条件下でポリ A 鎖の変動を解析できる点にある。この手法を用
いることで、体細胞においてもポリ A 鎖伸長を転写と区別して正確に評価することができる。 
 
４．研究成果 
（１）脊髄小脳変性症の原因因子 Ataxin-2 によるポリ A 鎖伸長を介した正の遺伝子発現制御 
Ataxin-2 は LSm(Like-Sm)ファミリーに属する配列特異的 RNA 結合タンパク質であり、N 末
端領域に存在するポリ Q 配列の異常伸長により、筋萎縮性側索硬化症や脊髄小脳変性症発症の
リスクが増大することが報告されている。Ataxin-2 は TDP-43 や cyclin D1 などの標的 mRNA



に結合し mRNA の安定性を増大させることが報告されていたが、その分子機構の詳細について
は不明な点が残されていた。研究代表者らは、Ataxin-2 を mRNA に繋留することで mRNA 鎖
長が増大することを見出し、独自に開発したパルスチェース解析のよって Ataxin-2 がポリ A 鎖
伸長特異性因子として機能することを新たに証明した（Inagaki et al., JBC 2020）。Ataxin-2 は
PAM2 モチーフを介してポリ A 鎖に特異的に結合するポリ A 鎖結合タンパク質 PABPC1 と相
互作用するが、この PABPC1 との結合もポリ A 鎖伸長活性に不可欠であることも明らかにし
た。また、この PAM2 配列を含む約 200 アミノ酸の領域がポリ A 鎖伸長に必要十分であるが、
この領域にポリ A ポリメラーゼ PAPD4 が結合し、標的 mRNA のポリ A 鎖伸長を触媒する。さ
らに、ポリ A 鎖伸長された標的 mRNA は安定化するだけでなく翻訳効率も上昇することをポリ
ソームプロファイル解析により証明した。 
以上の結果から、Ataxin-2 は QKI-7 に次いで体細胞においてポリ A 鎖伸長することを証明した
2 番目の因子であり、QKI-7 と共通する分子機構が明らかとなった。本研究成果は 2020 年の
Journal of Biological Chemistry 誌において掲載論文の上位 2%に対して与えられる “Editors’ 
Picks Article”に選出された。 
 
（２）Ataxin-2 が形成するポリ A 鎖伸長マシナリーの同定とポリ A 鎖伸長機構解析 
ポリ A 鎖伸長特異性因子として新たに同定した Ataxin-2 のポリ A 鎖伸長マシナリーを解析す
る目的から、Ataxin-2 の免疫沈降―LC-MS/MS を用いたインタラクトーム解析を行った。その
結果、PABPC1 を含む各種 PABPC ファミリーメンバーに加えて、DDX6 や LSM12、LARP1、
LARP4 などの RNA 代謝関連因子が同定された（Inagaki et al., BBRC 2021）。本研究において
は RNA ヘリカーゼ DDX6 に着目し、Ataxin-2 によるポリ A 鎖伸長反応への DDX6 の関与につ
いて検証した。その結果、DDX6 は Ataxin-2 の標的である TDP-43 や Cyclin D1 mRNA の正
常なポリA鎖長維持と、タンパク質発現に不可欠な役割をはたしていることが明らかとなった。
ただし、Ataxin-2 を強制的に繋留した場合に見られる標的 mRNA のポリ A 鎖伸長には DDX6
は必要ないことから、DDX6 は Ataxin-2 とその標的 mRNA との結合を促進することで、Ataxin-
2 によるポリ A 鎖伸長を正に制御する因子であることが推察された。このように、RNA ヘリカ
ーゼ DDX6 は、Ataxin-2 結合因子 PABPC1 や PAPD4 とともに複合体（ポリ A 鎖伸長マシナ
リー）を形成することで、Ataxin-2 標的 mRNA のポリ A 鎖伸長に関わる新規制御因子である
ことを明らかにした。 
 
（３）翻訳関連因子を標的とする RNA 結合タンパク質 LARP1 によるポリ A 鎖伸長を介した正
の遺伝子発現制御 
La 関連タンパク質ファミリーの１つ LARP1 は、5’末端にオリゴピリミジン配列を有する TOP 
mRNA を標的としてはたらく RNA 結合タンパク質である。一群の TOP mRNA は、翻訳に関
わるすべてのリボソームタンパク質や翻訳開始、伸長因子などをコードし、生体内の全 mRNA
のおよそ 20%を占める。研究代表者らが開発した独自のパルスチェース解析を LARP1 に適用
したところ、LARP1 が第３のポリ A 鎖伸長特異性因子として機能することが新たに判明した 
(Ogami et al., bioRxiv 2020)。本研究では、ナノポアシークセンサーを用いたポリ A 鎖長を網
羅的に解析する方法論を開発し、トランスクリプトームのおよそ 30%を占める TOP mRNA が、
アミノ酸飢餓時／mTOR阻害時にポリA鎖伸長することを見出し、そのポリA鎖伸長にLARP1
が関わることを証明した。このアミノ酸飢餓時に見られる TOP mRNA のポリ A 鎖伸長は、ア
ミノ酸飢餓から回復した後の翻訳開始に必要なリボソームタンパク質や翻訳因子を優先的かつ
効率的に発現するメカニズムとして報告した。 
以上のように、SATR ファミリーに属する RNA 結合タンパク質である QKI-7、Lsm ドメイン
をもつ RNA 結合タンパク質 Ataxin-2、そして LA モジュールをもつ RNA 結合タンパク質
LARP1 と、種類の異なる 3 つの RNA 結合タンパク質がその標的 mRNA のポリ A 鎖伸長を引
き起こすことを明らかにした。QKI-7 と Ataxin-2 はともにポリ A ポリメラーゼ PAPD4 をリク
ルートしてポリ A 鎖伸長を引き起こすこと、Ataxin-2 と LARP1 は PAM2 モチーフを持ち
PABPC1 とポリ A 鎖伸長マシナリーを形成することなどの共通性が明らかとなり、これら配列
特異的 RNA 結合タンパク質に共通する『ポリ A 鎖伸長を介した正の遺伝子発現制御の普遍的
分子機構』の存在が明らかになった。 
 
（４）mRNA3’末端ポリ A 鎖長が翻訳効率と正の相関関係にあることの証明 
以上のように、mRNA は、ポリ A 鎖分解による負の遺伝子発現制御に加えてポリ A 鎖伸長によ
る正の遺伝子発現制御が存在することを証明することができたが、ごく最近の論文において、体
細胞においてはポリ A 鎖と翻訳との相関が見られないとする論文が相次いで報告された。そこ
で、ナノポアシークエンサーを用いた網羅的ポリ A 鎖長解析と、ポリソームプロファイル解析
とを組み合わせた翻訳活性の同時測定を実施した。その結果、少なくともトランスクリプトーム
の 30%を占める TOP mRNA とミトコンドリア mRNA においてはポリ A 鎖長と翻訳活性との
間に明らかな正の相関があることを完全証明した（投稿準備中）。 
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