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研究成果の概要（和文）：　本研究では熱ストレスによるRNA分解酵素Xrn1, Xrn2（以降Xrn1/2）の活性化機構
及びRNA認識機構の解明を試みた。まずXrn1/2によるRNA認識機構を明らかにするために、様々なアフィニティタ
グを用いたXrn1/2の発現系の構築・精製条件を検討してきた。その結果、十分な純度・収量のXrn1/2を得ること
ができなかったが、Xrn2の活性を確認することはできた。
　Xrn1/2の活性化機構を明らかにするために温熱依存的にXrn1/2に結合・解離するタンパク質の同定を試みた結
果、複数のタンパク質の同定に成功した。現在、これらのタンパク質がXrn1/2の活性に関与しているのか検討し
ている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to elucidate the activation mechanism and RNA 
recognition mechanism of Xrn1 and Xrn2 (Xrn1/2) by heat stress. At first, to elucidate the RNA 
recognition mechanism of Xrn1/2, we examined the construction and purification condition of Xrn1/2 
expression system using various affinity tags. As a result, the yield and purity of Xrn1/2 could not
 be sufficiently obtained. However, Xrn2 activity could be confirmed in in vitro analysis.
In order to clarify the activation mechanism of Xrn1/2, we attempted to determine the proteins that 
bind to and dissociate from Xrn1/2 in heat-dependent manner. We succeeded in identifying multiple 
proteins. We are currently investigating whether these proteins are involved in the heat-induced 
activation of Xrn1/2.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　熱ストレス依存的なXrn1/2結合・解離タンパク質を同定することで、Xrn1/2の活性化機構を明らかにできると
考えている。今後、Xrn1/2活性化機構を明らかにしていくことで、ストレス応答研究の基礎的な知見として貢献
できると考えている。また、がん治療法の１つである温熱療法の基礎的な知見としても貢献できるだけでなく、
より効果的な温熱療法開発研究へと普及していくと考えている。
 またin vitro解析よりXrn2は開始tRNAを分解できたことから、細胞内で観察されていたXrn2の活性は正しかっ
たことが裏付けされた。そのため、Xrn2の新たな基質としての知見として貢献できたと考えている。
　

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
RNA発現量制御の生物学的意義 
 細胞内でのRNAの発現量は転写と分解によって緻密に制御されている。例えば、細胞周期の
進行に関与しているCyclinA のmRNAの発現量が制御されることで、細胞周期の進行が制御さ
れている。またマイクロRNA (miRNA)も細胞分化時に発現量が変化することで細胞分化が制御
されている。このようにRNAの発現量を緻密に制御することは細胞周期や細胞分化などの生物
学的プロセスにおいて重要である。 
 RNA の発現量は、細胞が熱や酸化といった環境ストレスに曝された時、大きく変化すること
が知られている。例えば、熱や酸化ストレスによりmRNAが分解することで翻訳が抑制される。
これにより、細胞はストレスに適応でき、生存することができる。このようにRNAの発現量制
御は細胞がストレスに適応するためにも重要である。 
 
熱ストレスによる開始 tRNA (iMet) の分解 
 我々は熱ストレスによる新たな翻訳抑制機構を報告している。ヒト培養細胞を熱ストレスに
曝すと、tRNA の中でも翻訳開始時にメチオニンをリボソームへと輸送する tRNA である開始
tRNA (iMet)が特異的に分解することで翻訳が抑制されていることを発見した。また、RNA分解
酵素である Xrn1, Xrn2 が iMet を分解することや、細胞内シグナル伝達に関与する mTOR が
Xrn2 の活性を制御していることも明らかにしている（Watanabe et al., Nucleic Acids Res. 
(2013)、FEBS Lett. (2014)）。さらに、Xrn1、Xrn2 による iMet の認識に関して、以下の知見
(A)と結果(B), (C)が得られている。 
 
(A) ヒト細胞内には配列が異なった様々な
tRNAが存在しているが、一般的に全てのtRNA
は L字型構造を形成している（図 1A）。 
(B) iMet は熱ストレスにより分解するが、翻訳
伸長中にメチオニンをリボソームへと輸送す
る伸長 tRNA (eMet)は分解しない（Watanabe 
et al., Nucleic Acids Res. (2013)）（図 1B）。 
(C) iMet と eMet の塩基配列は異なっている
が、iMetとeMetのTm値は、76.2˚Cと76.6˚C
と同じあることから、熱ストレス下でもiMetと
eMet は同じ立体構造を保持していると考えら
れる（Watanabe et al., Nucleic Acids Res. 
(2013)）（図 1C）。 
 以上より、Xrn1、Xrn2 は iMet の立体構造ではなく塩基配列を認識し、分解していると考え
ている。 
 
Xrn1 に関する課題 
 Xrn1 は RNA 発現制御を行う酵素として古くから研究が進められている。これまでの研究に
より、Xrn1 はキャップ構造がなくなった mRNA であればすべて分解してしまうため、基質特
異性がないと考えられていた。しかし、近年Xrn1 は数多く存在しているmiRNAの中でもmiR-
382 を特異的に分解していることが報告されている(Bail et al. RNA (2010))。さらに申請者ら



の研究結果より、Xrn1 は iMet のみを分解することがわかっている。これらの結果は、Xrn1 に
は基質特異性があることを示している。しかしながら、Xrn1 がどのようにして iMet やmiR-382
などの特定のRNAを認識し、分解しているのか明らかになっていない。さらに熱ストレスによ
りXrn1 がどのようにして活性化して iMet を分解しているのかも明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒト由来 Xrn1 による RNA 認識機構を明らかにすることを目的とした。また、熱
ストレスによるXrn1 の活性化には熱ストレスによる翻訳後修飾もしくは、熱ストレス依存的な
Xrn1 への結合・解離するタンパク質が関与している可能性が高い。そこで、Xrn1 の活性化機
構を明らかにするために、Xrn1 の翻訳後修飾及び熱ストレス依存的な Xrn1 結合・解離タンパ
ク質の同定を介してXrn1 活性化機構を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 熱ストレスによるXrn1 の翻訳後修飾解析及び、in vitro 解析によるXrn1 の修飾部位の同定・
基質認識機構を明らかにするために、様々なアフィニティタグを融合した Xrn1 の発現系の構
築、精製法を検討した。また、Xrn1 だけでなく、Xrn1 とともにXRNファミリーを形成してお
り、iMet の分解を行うXrn2 の発現系の構築、精製法を検討した。 
 熱ストレス依存的にXrn1, Xrn2 に結合・解離するタンパク質をプルダウン法及び質量分析を
用いて同定を試みた。 
 

 
４．研究成果 
Xrn1, Xrn2 発現系の構築及び精製法の検討 
 Xrn1 の発現・精製は後述するが困難であった。
そのため、基質特異性があり、XRNファミリーで
あるXrn2 の発現・精製も試みた。 
Xrn1, Xrn2 を発現・精製するためにN末端にア
フィニティタグである Halotag を融合した
Halotag-Xrn1, Halotag-Xrn2（まとめてHalotag-
Xrn1/2 と記載）を構築し、発現確認を行った 
（図２）。その結果、内在性のXrn1, Xrn2 に対して 5倍程度発現していることを確認すること
ができた。次に、活性化したXrn1, Xrn2 を得るためには細胞を一度熱ストレスに曝す必要があ
る。そこで、Halotag-Xrn1/2 を過剰発現させた細胞を熱ストレスに曝したのち、Xrn1, Xrn2 の
精製を試みた。その結果、純度が低く、少量のXrn1, Xrn2 を得ることしかできなかった。これ
は Halotag が熱ストレスにより変性してしまうため純度及び収量の低下が起こることが明らか
になった。また in vitro 解析により、部分精製したXrn1 による iMet 分解活性は確認すること
ができなかったが、部分精製した Xrn2 による iMet 分解活性は確認することができた。細胞を
用いた実験において、iMetの分解はXrn2により主に行われていることが明らかになっている。
つまり iMet の分解において、Xrn2 は Xrn1 よりも分解活性が高いことが示唆されている。そ
のため、部分精製した Xrn2 では活性を確認することができたが、量が少なく活性が低い Xrn1
では活性を確認することができなかったと考えている。 
Xrn1/2 の発現を改善するために、Halotag よりも小さい Flagtag を融合した Flagtag-Xrn1/2

図 2 本研究で作成した Xrn1, Xrn2発現ベクター 



を構築し、発現確認を行ったが、Flagtag では発現を確認することができなった。これはHalotag
が低発現タンパク質の発現を改善することから、Halotag が存在することでXrn1, Xrn2 が発現
していたと考えられる。 
Flagtag による精製では、Flagtag の前後にスペーサー配列がないと精製効率が低下するが、
PAtag は前後にスペーサー配列がなくとも精製効率は低下しないことが報告されている。そこで
Halotag の C 末部位に Flagtag もしくは PAtag を融合した Halotag-Flagtag-Xrn1/2, Halotag-
PAtag-Xrn1/2 を構築し、発現確認を行った。その結果、Halotag-Flagtag-Xrn1/2, Halotag-PAtag-
Xrn1/2 ともに Xrn1 及び Xrn2 の N 末領域で切断されていた。そのため、現在、Xrn1/2 の C
末端に Flagtag もしくは PAtag を融合した Halotag-Xrn1/2-Falgtag (もしくは PAtag)の構築を
試みている。 
 
Xrn1, Xrn2 の翻訳後修飾の解析及び熱ストレス依存的なXrn1/2 結合・解離タンパク質の同定 
上述したように Xrn1 及び Xrn2 の精製量が少量で、純度も低かったため、質量分析で
Xrn1,Xrn2 の翻訳後修飾を同定することは困難であった。そこで、温熱依存的にXrn1/2 に結
合・解離するタンパク質の同定を試みた。まず Halotag-Xrn1/2 を過剰発現させた細胞、及び
過剰発現後熱ストレスに曝した細胞それぞれからプルダウン法を用いて Xrn1/2 に結合したタ
ンパク質を抽出した。その後、質量分析を用いて通常培養及び熱ストレス後に Xrn1/2 に結合
したタンパク質を同定した。同定後、熱ストレス後でのみ結合していたタンパク質を熱ストレ
ス依存的な Xrn1/2 結合タンパク質とし、通常培養時には結合しているが熱ストレス後に結合
が確認できないタンパク質を熱ストレス依存的な Xrn1/2 解離タンパク質とした。結果、熱ス
トレス依存的な Xrn1 結合タンパク質を５種類、Xrn1 解離タンパク質を１種類同定した。ま
た、熱ストレス依存的な Xrn2 結合タンパク質を 6 種類同定した。Xrn1 解離タンパク質は同
定することができなかった。現在、これらの結合・解離タンパク質が iMet の分解に寄与してい
るのか、Xrn1/2 の活性化に関与しているのか検討している。 
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