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研究成果の概要（和文）：遺伝性疾患における変異のうち、約三分の一において異常な終止コドンを生じる。こ
の変異遺伝子由来mRNAは品質管理機構であるNMDにより分解排除される。この異常終止コドンを有するmRNA由来
のタンパク質が機能を有する症例由来の細胞では、mRNA監視機構阻害は細胞機能回復へつながる。本研究では、
独自に樹立した嚢胞性線維症疾患モデルマウス (mCFTR_W1278X)を用いたmRNA監視機構阻害による治療の可能性
について検討を行うべく研究を行った。マウスモデルによる解析は、繁殖の失敗により成果が得られなかった。
一方で、既存薬からmRNA監視機構を抑制する化合物の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) is an mRNA surveillance mechanism that 
eliminates aberrant mRNAs containing premature termination codons (PTCs). NMD inhibits the 
production of aberrant proteins that still retain, at least in part, wild-type function as well as 
dominant-negative peptides. Therefore, the selective inhibition of NMD has the potential to 
ameliorate NMD-exacerbated mutant phenotypes. However, we do not have sufficient knowledge of how to
 effectively suppress NMD with minimum cytotoxic effects. In present study, we identified several 
approved drugs which can repress NMD activity in cells. These drugs are previously not linked with 
NMD.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： mRNA分解　mRNA翻訳　ナンセンス変異　mRNA監視機構　嚢胞性線維症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた、複数のmRNA監視機構を阻害する臨床薬は、これまで、NMDとの関わりがわかっていなかった
化合物であり、培養細胞レベルではあるが、新たなNMD阻害法の発見となった。このmRNA監視機構阻害法は、臨
床で用いられる薬剤による物であるため、安全性などの情報が得られている。今後、動物モデルを用いたmRNA監
視機構抑制の検証後、早期に人における応用へつなげられる事が期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
遺伝性疾患における変異のうち、全体の約三分の一において異常な終止コドンを生じる。このような変
異遺伝子由来mRNAは品質管理機構である NMDにより分解排除される。この異常終止コドンを有する
mRNA 由来のタンパク質が機能を有する症例由来の細胞では、mRNA 監視機構阻害は細胞機能回復
へつながることをこれまでに明らかとしてきた（Usuki F, Yamashita A ら Ann Neurol, 55:740-744, 2004; 
Usuki F, Yamashita A ら Mol Ther, 14:351-60, 2006; Usuki F, Yamashita A ら Proc Natl Acad Sci USA, 
110:15037-42, 2013）(図１)。 
Cystic Fibrosis やデュシャンヌ型筋ジストロフィーを初めとする遺伝子変異の 10%を占める点変異による
異常終止コドンについては、終止コドンリードスルー剤の開発が進められているが、リードスルー剤は
NMD をほとんど阻害しないため、これに mRNA 監視機構阻害を組み合わせることで相乗効果があるこ
とも期待される（図２）。このような状況の中、近年、転写制御レポーターアッセイを元にしたNMD阻害薬
スクリーニングの報告が相次いでいる。しかし、NMD 阻害活性を追試できない「擬陽性」が含まれている
ことが大きなボトルネックとなっており、真の NMD 阻害剤が待ち望まれていた。 

２．研究の目的 
本研究では、NMD阻害による遺伝性疾患治療の可能性について個体レベルで検討･検証することを目
的とする。初期対象疾患として選定した嚢胞性線維症患者由来細胞を用い、新規に同定した SMG1 阻
害剤、リドスルー剤、CFTR 安定化剤（VX-770）による遺伝性疾患治療の in vitro レベルでの POC を取
得する。同時に、新たに樹立した嚢胞性線維症モデルマウス[mCFTR-W1278X]を用いて、リドスルー剤、
CFTR 安定化剤（VX-770）、SMG1 阻害剤投与による遺伝性疾患治療の in vivo レベルでの POC を取
得する。これらの解析により、希少遺伝性疾患治療の in vitro レベル、in vivo レベルでの POC(概念実
証)を取得し研究を加速させる事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
研究では、独自に開発したシーズ技術である①高精度転写後制御モニタリングシステム、② 新規
SMG1 阻害剤、 ③ mCFTR-W1278X ノックインマウスを用いる。培養細胞(hCFTR-W1283X)を用いた
分子生物学的解析を担当する。研究協力者である横浜市立大学高血圧腎臓内科学 教室員が薬剤投
与、組織解析を担当する。これらの解析を通じ、SMG1 阻害剤同定後の in vitro レベル、in vivo レベル
でのPOC取得目指す。また、hCFTR-W1283X細胞、mCFTR-W1278Xマウスに対し、リードスルー剤、
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CFTR 安定化剤（VX-770）を用いた解析も進める予定であった。 
 
４．研究成果 
（１）NMD活性ハイスループットスクリーニングシステムの樹立 
これまで、NanoLucやFirefly Luciferaseベースのレポーターを作成してきた。本研究では、これに加え、
蛍光タンパク質 GFP ベースの高精度 NMD 感受性レポーターベクターシステムを構築した。さらに、
CRISPR-CAS9 system を用いたスクリーニング系を導入し、新たな NMD制御因子のスクリーニングの実
施準備を整えた。しかし、海外の研究室から、蛍光タンパク質と CRISPR-CAS9 system を用いた NMD
スクリーニングの報告が相次いだため、この方向での研究の実施を中断した（PMID: 32668236、PMID: 
34665823）。 
 
（２）簡易な NMD 阻害法 の発見 
これまでの基礎研究の成果を基に独自に開発した高精度転写後制御モニタリングシステムを用い、臨
床に使われている既存薬の中から NMD を阻害する分子の探索を行った。具体的には、SMG1 が関わ
る新たな細胞機能（未発表）を阻害する分子により、培養細胞レベルで、簡易にNMDを阻害できる可能
性について検討を行った。その結果、複数の臨床薬が NMD を阻害することを発見した。同定された臨
床薬は、これまで、NMD との関わりがはっきりしなかった化合物であり、培養細胞レベルではあるが、新
たな NMD阻害法の発見となった。この NMD阻害法は、臨床で用いられる薬剤による物であるため、今
後、動物モデルを用いた NMD抑制の検証後、早期に人における応用へつなげるべく解析を進める。 
 
 
（３）疾患モデルマウスの解析 
mCFTR-W1278X ノックインマウス解析については、子供殺しにより、解析に必要な数の子マウスを得る
ことが出来なかった。今後、繁殖条件を検討し、新たに発見した簡易な NMD 阻害法による解析を進め
る予定としている。マウス繁殖と並行し、ヒト CFTR 発現ベクター構築と W1283X 変異導入を実施し、シ
ングルコピーのヒト CFTR 発現ベクターを作成した。今後、これを導入した培養細胞の樹立し、解析する。 
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