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研究成果の概要（和文）： 

① 酸化ＲＮＡ排除機構の解明の為、酸化ＲＮＡに特異的に結合するタンパクをヒト細胞抽出液

から網羅的に検索するシステムを開発した 

② 上記のシステムを用い、HeLa細胞抽出液から４つの酸化ＲＮＡ結合タンパクを同定した。そ

の中でも特にHNRNPD（Auf1）タンパク質は拮抗阻害試験により、酸化ＲＮＡにより選択的に結

合することが明らかとなった。 

③ これら４つのタンパクをsiRNAによりノックダウンする実験をおこなったところ、HNRNPD（

Auf1）に加え、HNRNPCタンパクのノックダウンが過酸化水素水やメナディオンの酸化ストレス

にたいし細胞の抵抗性を低下させることが明らかとなり、この２つのタンパク質が酸化ストレ

ス感受性に関与していることが結論できた。 

④ また、HNRNPDタンパクは細胞を酸化ストレス下に晒すと、細胞内での含量が急速に低下する

ことが明らかとなった。一方HNRNPCタンパクについては変動がなかった。 

⑤さらにダブルノックダウンの実験では、酸化ストレス感受性の低下はシングルノックダウンの 

 時とかわらず、２つのタンパクは同じ経路に働いていることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

We searched for proteins that specifically bind to 8-oxoguanine-containing RNA from human 

HeLa cell extracts, and the candidate proteins were identified using mass spectrometry.   

Among the identified candidates, splicing isoform 1 of heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein D0 (HNRNPD) and splicing isoform C1 of heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein C1/C2 (HNRNPC) exhibited strong abilities to bind to oxidized RNA.  The 

amount of HNRNPD protein rapidly decreased when cells were exposed to hydrogen peroxide, 

an agent that enhances oxidative stress.  Moreover, the suppression of HNRNPD expression 

by siRNA caused cells to exhibit an increased sensitivity to hydrogen peroxide.  The 

application of siRNA against HNRNPC also caused an increase in sensitivity to hydrogen 

peroxide.  Since no additive effect was observed with a combined addition of siRNAs for 

HNRNPD and HNRNPC, we concluded that the two proteins may function in the same mechanism 

for the accurate gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体内で生じる活性酸素はＲＮＡやその
前駆体であるヌクレオチドを酸化し、異常タ
ンパクの生成を引き起こすことが知られて
いるが、その抑制メカニズムについては殆ど
知られていない。 
 ＲＮＡの酸化により生じる酸化型塩基の
中で最も量が多く、かつ生物学的重要性があ
るのはグアニンの酸化型である
8oxoguanine(8oxoG)と考えられている。
8oxoG はシトシンのみならず、アデニンとも
塩基対合をとれるため、間違った翻訳を引き
起こし異常なタンパクを合成する。 
 大腸菌では MutT タンパクが酸化型
GTP,(8oxoGTP)を 8oxoGMP とリン酸に加水分
解することで、8oxoG のＲＮＡへの取り込み
を抑制し、その結果異常なタンパクの合成を
抑制していることを我々は先に報告した。さ
らにヒトを含む哺乳動物細胞においても同
様な酵素は広く存在し、普遍的な生体防御機
構と考えられる。 
 酸化型の前駆体の排除には MutT やそのホ
モログが働いていると考えられるが、これは
既に酸化したＲＮＡには働かない。 酸化し
たＲＮＡには別の機構が存在するとの仮定
をたてて酸化ＲＮＡに結合するタンパクを
大腸菌で検索したところ Pnp タンパクが同定
された。これを欠損する変異株は酸化ストレ
スを引き起こすパラコートに対する感受性
が野生株に比べ異なっていたことから、この
タンパクも何らかの仕組みで酸化ＲＮＡの
排除に機能しているものと思われる。同様な
タンパクはヒト細胞にも存在している。 
 以上なような研究の過程で哺乳動物細胞
には大腸菌に比べ多くのタンパクが酸化Ｒ
ＮＡの排除機構に働いている可能性が出て
きたので、あらためて今回網羅的に検索する
必要性を感じこの研究を進めた。 
 

２．研究の目的 
酸化ＲＮＡに結合する活性を手がかりに酸
化ＲＮＡの排除に関わる因子の同定を行う。
本研究ではさらに、それらのタンパクの分子
レベルでの作用機構や細胞レベルでの働き
を明らかにし、さらにそれらの遺伝子に欠損
をもつモデル動物を作出して、発がんや老化、
神経細胞変性におけるそれらの分子の役割
を明らかにすることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
酸化ＲＮＡ特異的接合タンパクのヒト細胞
からの網羅的検索 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Ａ 網羅的検索法 
 
①酸化ＲＮＡと正常ＲＮＡに結合するタン
パクを網羅的に同定し、半定量的質量分析に
より、選択的に酸化 RNA に結合すると思われ
るタンパクの候補を選択する。 
②候補タンパクの酸化ＲＮＡ結合活性を確
認する。  
③このタンパクの発現を siＲＮＡなどでノ
ックダウンし、酸化ストレス感受性に効果が
あるかどうかを調べる。 
 



４．研究成果 

酸化ＲＮＡ結合タンパクの同定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｂにそれぞれの結合タンパクを電気泳動で解

析したパターンを示す。１；正常のＲＮＡに

結合するタンパクの電気泳動像。２；酸化Ｒ

ＮＡに結合するタンパクの電気泳動像。 

 ］* の部分を切り出し質量分析にかけ、400

個のタンパクを同定し、その中から５個の候

補タンパクを絞り込んだ。 

 

その中で４つのタンパクは実際に酸化ＲＮＡ

結合活性有する。さらにその中で１個のタン

パク、HNRNPD（Auf1）は酸化ＲＮＡより選択

的に結合することが明らかとなった。（下図参

照） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ａ １；酸化ＲＮＡ結合活性をWBで確認、  

２；過剰量の正常ＲＮＡで競合実験をおこな

った時の結合活性、３；過剰量の酸化ＲＮＡ

で競合実験をおこなった時の結合活性 

Ｂ １；正常ＲＮＡへの結合活性、２；酸化

ＲＮＡへの結合活性 

 

酸化ＲＮＡ結合能をもつ４つのタンパクのう

ち、HNRNPD とHNRNPCタンパクはノックダウン

により細胞内のタンパクの発現を抑制すると

過酸化水素水による酸化ストレスに対し抵抗

性になることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ａ HNRNPDノックダウン細胞の過酸化水素水

に対する感受性試験、  

Ｂ HNRNPCのsiRNAでノックダウンした細胞

および、HNRNPD とHNRNPCの両siＲＮＡでダブ

ルノックダウンした細胞の過酸化水素水に対

する感受性試験。 

 

ダブルノックダウンでは感受性に相乗あるい

は、相加的増加が認められない 

 

なお、HNRNPD（Auf1）タンパクは細胞を酸化

ストレス下に晒すと細胞内でのタンパク含量

が急速に低下する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｂ 細胞を過酸化水素で処理し細胞内の

HNRNPDタンパクをコントロールとして使用下

β—アクチンとの相対量で示した。HNRNPDタン

パクは処理後４時間で急速に量が低下する。 

 

以上の様な結果から、 

① この２つのタンパク質が酸化ストレス感

受性に関与していること。 

② ２つのタンパクは同じ経路に働いている

が、その挙動はやや異なることが示唆され

た。 
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