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研究成果の概要（和文）：mRNAのポリA鎖の長さと翻訳活性は正に相関すると考えられてきた。一方で近年、そ
の相関性は発生の初期段階に限定され、その他では消失することが報告され、議論を呼んでいる。本研究では、
その議論に新しい見解を与えることを目的にdirect RNA-seqとポリソーム分画を併用したポリA鎖長-翻訳の相関
解析を行った。本研究では、明確に正の相関を示す335遺伝子を同定でき、それらの大多数はリボソームおよび
ミトコンドリア機能と関連する遺伝子であることを明らかにした。さらに、5'TOP配列が大多数のmRNAにおける
相関性を説明づける配列であり、RNA結合タンパク質LARP1の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Poly(A) tail length has long been believed to correlate positively with 
translation efficiency. In fact, multiple studies have reported the correlation in various types of 
cells. However, the concept is being challenged by recent studies utilizing the next generation 
sequencing, all agreeing that the correlation was observed only in the early embryonic cells but 
absent in the later developmental stages. To address the controversy, we employed direct 
RNA-sequencing in the combination with polysome fraction. We have identified 335 genes in which 
positive correlation is evident and found that large majority of them consist of ribosome protein 
genes and mitochondrial function-related genes. We further found that this exceptional correlation 
can be explained by the presence of 5'TOP or 5'TOP-like sequences at the 5' most end of these genes 
and that the RNA-binding protein LARP1, which directly binds to 5'TOP sequences, is correlated with 
the coupling of polyA-tail length and translation. 

研究分野：分子生物学

キーワード： 翻訳　ポリA鎖　ナノポアシークエンサー　directRNA sequencing　TOP mRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子発現の転写後における調節は、しばしばポリA鎖の分解や伸長を介してなされる。それらの分子メカニズ
ムを理解するにあたって、ポリA鎖の長さと翻訳活性との相関関係の有無は最も根幹的な問いであり、慎重な検
討が必要である。本研究では、相関関係の存在に否定的な最近の研究結果に概ね一致する見解が得られたが、そ
の一方で、例外的に強い相関性を示す遺伝子群を複数同定することに成功した。本研究の結果、翻訳におけるポ
リA鎖の役割について、新たな問いを投げかける重要な知見が得られた。

※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 
一部の例外を除く全ての mRNA の 3'末端には、アデニンの連続配列であるポリ A 鎖が付加さ
れている。mRNAのポリA鎖の長さと翻訳活性には正の相関があると古くから考えられてきた。
実際に、古典的な解析手法で個別の mRNA を対象に行われた研究では、種々の RNA 結合タン
パク質がポリ A 鎖の分解や伸長を介して遺伝子発現を調節する例が多く示されてきた。しかし
ながら、近年の次世代シークエンサーを用いた研究では、ポリ A 鎖の長さと翻訳活性との相関
関係は発生の初期のみに限定され、その後では消失することが報告された。このような結論は、
これまで積み重ねられてきた転写後の遺伝子発現調節機構の解釈の根幹を揺るがすものである
が、古典的手法で得られた結果と相容れない見解が得られた理由については十分な議論がされ
ていない。そこで本研究では、先行研究よりもバイアスの少ない方法によって最近の研究報告の
蓋然性と一般性を検証することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、最近否定的な見解が発表されたポリ A 鎖の長さと
翻訳活性との相関性を、ポリソーム分画とナノポアシークエンサ
ーによる direct RNA-seq(dRNA-seq)を組み合わせた方法により
再検証することを目的に開始した。 
 
 
３．研究の方法 
mRNA の翻訳活性は、その結合するリボソームの数に反映され
る。そこで、HEK293T 細胞の細胞質抽出液をショ糖密度勾配遠
心にかけ、mRNA をリボソーム非結合画分 (free)、リボソームが
1 つ結合したモノソーム画分(mono)、2~4 個結合した軽ポリソー
ム画分(light-poly)、5 個以上結合した重ポリソーム画分(heavy-
poly)の 4 つのフラクションプールに分離した（図 1）。各プール
から RNA を抽出した後、5'cap 構造に高い親和性を示す変異型
eIF4E タンパク質(eIF4EK119A)を用いて cap 構造をもつ RNA のみ
を精製した。Oxford Nanopore 社製 direct RNA-sequencing kit を
用いて RNA の 3'ポリ A 鎖にアダプターを付加し、ナノポアシー
クエンサーMinION を用いて dRNA-seq を実施した。この方法で
は、5’cap による精製と 3’ポリ A 鎖へのアダプター付加を組み合
わせているため、完全長の RNA のみが解析の対象となり、また、
PCR による増幅を必要としないため、先行研究で用いられた方
法よりも正確に翻訳-ポリ A 鎖長相関の解析ができる。得られた
リードをマッピングした後、各 mRNA リードのポリ A 鎖長を推
定した。一部の mRNA については、ノーザンブロッティングによ
るバリデーションを行った。 
 
４．研究成果 
 mRNA 種ごとのポリ A 鎖長分布の変化を表すメトリックとして、PASS(PolyA Shift Score)を
定義した（図 2A）。典型的なポリ A 鎖長分布パターンから無作為に任意の数のリード抽出をそ
れぞれ複数回行い、PASSおよびポリ A 鎖の平均長のばらつきをシミュレーションしたところ、
50 リードカウント程度あれば信頼性のある結果が得られることが確認された。そこで、全ての
フラクションプールにおいて 50 リードカウント以上得られた mRNA 260 種のみを対象に、free
画分との比較による PASS計算を行った。この 260 種を、リボソームの結合数とポリ A 鎖長に
正の相関が見られる”Positive linear group”と、それ以外の”Non linear group”に分類した（図 2A）。
Positive linear group の遺伝子において Gene Ontology(GO)解析を実施したところ、リボソーム
サブユニットの遺伝子が有意に多く見出された（図 2B）。リボソームサブユニットの mRNA の
5’末端には TOP (terminal oligopyrimidine)と呼ばれる配列が存在することが知られるが、実際に
Positive linear group の 5’末端配列のモチーフ解析では TOP 配列が同定され（図 2C）、TOP 遺
伝子らしさをスコア化した TOP score (Phillippe et al., PNAS 2020)による判別の結果、リボソ
ームサブユニット以外の TOP mRNA も複数含まれていることが明らかとなった。TOP 配列に
は RNA 結合タンパク質 LARP1 が結合することが報告されている。そこで、HEK293T 細胞にお
ける既報の LARP1 PAR-CLIP(Hong et al., eLife 2017)を再解析したところ、Positive linear group
の TOP mRNA のほとんどが LARP1 の結合標的であることが判明した（図 2D）。また、興味深
いことに、LARP1 は TOP mRNA のポリ A 鎖長制御に関与することをノックダウン実験により
明らかにした。 
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 多くの mRNA 種において、free 画分におけるリード存在比率は非常に少なかった。そこで、

リボソーム結合画分(mono, light-poly, heavy-poly)において>50カウント を満たす mRNA 1,418
種を対象に、free 画分を除外して同様の解析を行った。この場合、リボソーム結合画分において

リボソームの結合数とポリ A 鎖長に正の相関を示す遺伝子は 335 種得られ、全体の 24%未満に

過ぎないことが判明した。この 335 種について GO 解析を行った結果、リボソームサブユニッ

トに加え、ミトコンドリア機能と関連する遺伝子が多く含まれていることが明らかとなった（図

3A）。TOP score による判定を行ったところ、この 335 種のうち TOP 遺伝子は 70程度に過ぎ

ず、ミトコンドリア機能と関連する遺伝子も TOP 遺伝子には分類されなかった（図 3B）。一方

でミトコンドリア機能と関連する遺伝子の mRNA 5’末端配列のモチーフ解析を行ったところ、

TOP様の配列が有意に見出された。 
 

 

以上の結果から、最近の報告と同様に、大半の遺伝子転写産物において、ポリ A 鎖長と翻訳活

性との相関は認められないことが確認された。しかし一方で、TOP、あるいは TOP様の配列を

もつ mRNA では例外的に相関関係が認められることが判明した。先行研究の PAL-seq データ

(Subtelny et al., Nature 2014)を再解析したところ、TOP mRNA における相関性はマウス NIH3T3
細胞においても確認できたことから、マウス細胞においても TOP mRNA のポリ A 鎖と翻訳活性

相関が存在するようである。しかしながら、TOP mRNA でなぜそのような相関性が見られるの

か、その理由は不明のままである。今回の解析では、LARP1 が TOP mRNA とそれ以外の挙動

の違いを説明するファクターである可能性を示唆しており、さらなる研究が期待される。さらに、

本研究では正の相関を示す nonTOP 遺伝子も複数得ることができた。それら nonTOP 遺伝子の

間に何らかの共通した特徴があるか、今後の詳細な検討が求められる。 
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