
琉球大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１８００１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

ポスト翻訳終結イベントの調節機構及びその生理病理的意義の解明

Analysis of post-translation termination event

２０４０５０２０研究者番号：

山下　暁朗（YAMASHITA, AKIO）

研究期間：

２０Ｈ０３４３８

年 月 日現在  ５   ６ ２７

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：遺伝性疾患やがんにおける変異の約三分の一において、結果的に異常な終止コドンが
生じる。このようなmRNAは生体が有するmRNA監視機構のひとつであるNMD (nonsense-mediated mRNA decay)によ
り積極的に分解排除される。しかし、変異mRNA由来の新生タンパク質の運命についてはほとんど分かっていな
い。本研究では、NMD制御因子の新規結合タンパク質を足がかりとした、異常終止コドン識別複合体形成と新生
タンパク質解離 リボソーム解離の分子機構と細胞ストレスがポスト異常終止コドン識別イベントに与える影響
について研究を行い、新生鎖の分解抑制がNMDを阻害することを明らかにした。

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). Recent studies revealed 
the mechanism of PTC recognition. However, post-translational regulation of nascent polypeptides 
encoded by PTC-containing mRNAs were not well documented. In present study, we found that the 
inhibition of nascent polypeptides degradation repressed NMD. This finding would provide the novel 
regulatory tools to modulated NMD activity. Further analysis will promotes the development of new 
NMD inhibitor.

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　NMD　新生ポリペプチド

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、PTC-mRNAがコードする新生ポリペプチドの運命とNMDによるPTC-mRNA分解が密接に関わっている
ことが明らかとなった。この成果は、これまでに無い方法でのNMD阻害法の開発や、異常終止コドンを有する遺
伝性疾患の新たな治療法開発に繋がる。新生ポリペプチド鎖によるNMD活性の制御は、また、フレームシフトに
よりPTCを有するmRNAがコードするがん抗原コードペプチドの発現機構の解明にも繋がるものであり、今後の研
究の進展を期待している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性疾患やがんにおける変異の約三分の一に
おいて、結果的に異常な終止コドンが生じる。異
常終止コドンを有する mRNA は異常なタンパク
質をコードするが、生体が有する mRNA 監視機
構のひとつである NMD (nonsense-mediated 
mRNA decay)により分解排除されることにより、
その発現が抑制される。NMD) である。NMD と
いう現象は線虫の遺伝学及びヒトの遺伝性疾患
の解析で 1979 年に発見されたが、その分子機構
は長らく不明であった。我々は、2001 年以降、線
虫の SMG 遺伝子群に着目してそのヒトホモログ
の生化学及び分子生物学的な解析を進め、異常終
止コドン識別複合体の実態解明を通じて、NMD
の分子機構の概要を明らかにした。その成果に基
づくモデルが教科書に採用されている（図１：
Molecular Cell Biology, 8th Ed.2016）。NMD は
遺伝性疾患の症状と密接に関係している（総説: 
Schweingruber C, Yamashita A ら  Biochim 
Biophys Acta, 2013）。また、その抑制が、がん特
異的抗原の発現誘導を介してがん免疫を誘導す
る事もマウスモデルで示されている（Pastor F
ら、Nature, 2010）。我々は、分子生物学的な阻害
技術を用いて、遺伝子変異に起因する遺伝性疾患
においては、排除される必要のない mRNA が
NMD により排除されてしまっている例を示すと
同時に、実際に、NMD の抑制により、細胞の機
能回復(疾患症状の回復の可能性)が可能であるこ
とを示している (Usuki F, Yamashita A ら Proc 
Natl Acad Sci USA, 2013)。これらを踏まえて
NMD の低分子阻害剤の開発も進められている。
しかし、現段階では再現性のある特異的な阻害剤
の報告はない。 
 NMD が “正常”な遺伝子発現を NMD が制御
することも分かってきている。具体的には 3’非
翻訳領域にイントロンを持つ mRNA の終止コド
ンや、ストレス応答に関わる転写因子 ATF4 を含
む upstream open reading frame (uORF)を有す
る mRNA の uORF の終止コドンは NMD におけ
る異常終止コドンとして識別される（総説：
Schweingruber C, Yamashita A ら  Biochim 
Biophys Acta, 2013）。また、ストレス依存的に起こる翻訳制御は、uORF 開始コドン由来の翻
訳を抑制することで、翻訳依存的な uORF 終止コドン認識阻害を介し mRNA の蓄積を誘導す
る。同時に、メイン ORF の翻訳を促進することで、ストレス特異的な翻訳を誘導することも指
摘されている。一方で、ストレス依存的な翻訳抑制が限定的であることも報告されており、NMD
機構自体の動的制御の存在の有無が大きな議論となっている。これらの事実は、NMD が、異常
な配列を有する mRNA のみならず、生理的な mRNA の発現調節を介して、様々な生命現象に
関わっていることを強く示唆している。しかし、RNA 分解の測定法の煩雑さ、転写後プロセス
一般の解析法の原理的な困難さなどにより、NMD の低分子阻害剤の開発、生理的な意義、医学
的な意義の解明は道半ばと言って良い。 
我々は、NMD の分子機構の解析の過程で、NMD の中核をなす異常終止コドン識別複合体に

リボソーム解離因子 eRF1/3 を含むこと、又その中核をなす SMG1 の酵素活性の阻害が mRNA
上にリボソームを蓄積させることを見いだしている(Kashima I, Yamashita A ら Genes Dev, 
2006; Yamashita A ら Genes Dev, 23, 2009; López-Perrote A, Yamashita A ら Nucleic Acids 
Res, 2016; Melero R, Yamashita A ら Nat Commun, 2016)。これらの事実は、mRNA 分解系
の異常終止コドン識別複合体が、mRNA からのリボソーム解離にも関わることを強く示唆して
いる。つまり、mRNA 分解系と翻訳調節系とが密接に関わっていることを強く示唆している。
しかし、その実態と意義は不明である。異常終止コドンが翻訳時に読みとばされる現象（翻訳リ
ードスルー）も知られている。しかし、その機構との関わりも不明である。 
 
 

図１ 



２．研究の目的 
本研究では、研究代表者がこれまでに多面的
に研究を進めてきた NMD 分子機構解析や
NMD 制御因子の新機能に着目し、『(1) NMD
制御因子の新規結合タンパク質を足がかりと
した、NMD における異常終止コドン識別複
合体形成と新生タンパク質解離・リボソーム
解離の分子機の解明、(2) NMD 制御因子の新
機能を足がかりとした、細胞ストレスがポス
ト異常終止コドン識別イベントに与える影響
の解明』を行う（図２）。これらの解析により、
NMD を標的とした革新的新規遺伝性疾患・
がん抗原となり得る変異 mRNA 由来の新生
タンパク質発現亢進によるがん治療開発へ向
けた基盤を確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)発現誘導型プロモーターと Split ナノルシフェラーゼ（Nluc）である HiBit (11 アミノ酸)を
用いたレポーター遺伝子を準備する HiBit を p53 cDNA コード領域の N末端に配置し、HiBit-p53
融合タンパク質として発現する。異常終止コドンとして、p53 DNA 結合ドメインの途中で終結す
るもの、DNA 結合ドメインを全て含むもの、それぞれについて NMD 非感受性のものを作製する。
これを用いて、mRNA の構造や新生タンパク質の構造と新生タンパク質蓄積の相関を明らかにす
る。 
(2)複数の NMD 制御因子結合タンパク質について、これまでの研究で樹立した高精度 NMD 活性検
出レポータを用いて解析する。具体的には、阻害剤が存在するものについて、阻害剤依存的な NMD
阻害の可能性を検討する。また、各因子について合成 siRNA を用いたノックダウン解析を行い、
NMD 阻害の可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
図 3 にあるレポーターを作成した。購入した
p53 cDNA に問題があり実験が遅延したが、最
終的に設計したレポーター構築に成功し、現
在、Flp-In system による安定発現細胞の樹立
を進めている。今後、これらのレポーターを用
いた NMD 阻害剤や NMD 制御因子の siRNA を用
いた解析を進めていく。 
 TP53 レポーターの構築に手間取ったため、2)
の NMD 制御因子結合タンパク質に対する阻害
剤や siRNA を用いた解析を優先し、研究を行
った。その結果、複数の新規 NMD 制御因子の
同定に成功した。そのうち 1 つの遺伝子につ
いては、阻害剤が市販されており、阻害剤を用
いて、培養細胞だけでなくマウスレベルでの NMD 抑制に成功した。今後、遺伝子疾患モデルマウ
スを用いた疾患治療解析の POC 取得や、がん免疫依存的な自家移植マウスモデルを用いた抗が
ん活性の POC 取得を進めていく。 
 
 

図２ 

図３ 
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