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研究成果の概要（和文）：mRNAの翻訳や安定性の制御の解明には、そのmRNAがどのような蛋白質と複合体（mRNP）にな
っているかを知ることが重要である。本研究ではこれまでにアフリカツメガエル卵母細胞から同定したmRNP構成蛋白質
RAP55/Lsm14とP100/Pat1蛋白質の解析を進めた。RAP55と機能的に関わる蛋白質を探索する目的で、RAP55との共局在、
高発現での顆粒形成への影響、RAP55の顆粒からの消失、を指標にしたスクリーニングをおこなった。P100が卵成熟過
程で消失する機構を知るためP100の点変異体を作製し、安定性に影響する部位を同定した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate regulatory mechanisms involved in translation and stability of mRNA, 
it is essential to understand functions of mRNP components. In this work, we further characterized mRNP co
mponents RAP55/Lsm14 and P100 that we previously identified. To obtain proteins that functionally interact
 with RAP55, we performed a screening based on the co-localization with RAP55, effects of the overexpressi
on on the formation of mRNP granules or the disappearance of RAP55 from mRNP granules. In addition, to und
erstand the mechanism with which P100 disappears from oocytes during oocyte maturation, we prepared severa
l point mutants and analyzed their stability. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内で mRNA は常に蛋白質との複合体

mRNPとして存在するので、mRNPを形作る
蛋白質が翻訳や mRNA 安定性の制御に深く
関わっている。特に動物の卵成熟、初期発生
段階では転写が不活発で、卵毋細胞の時に転
写され貯蔵 mRNP として蓄えられてきた母
性 mRNA の翻訳段階での調節が遺伝子発現
調節の主要な位置を占める。研究代表者はア
フリカツメガエル卵毋細胞における母性
mRNA の翻訳抑制に関わる因子の解析を行
っている。研究代表者はこれまでに、翻訳抑
制因子 FRGY2と同じ mRNPに含まれる因子
として RAP55蛋白質と P100蛋白質を同定し、
このうち P100 を強制的に高発現すると卵成
熟の進行が遅れるという興味深い知見を得
た。 

 
２．研究の目的 
 本研究ではこれまでに同定した P100 蛋白
質と RAP55 蛋白質の解析を進める。P100 が
卵成熟過程に伴って消失するという知見に
基づき、P100 が卵成熟進行に関わる mRNA
の翻訳を抑制している可能性を追究してそ
の分子機構を明らかにする。また、RAP55も
翻訳抑制因子であり、間期には細胞質 mRNP
顆粒に局在してこれら顆粒の形成に必須で
ある。また、M期でスピンドルに局在するの
で、局在化した mRNAの翻訳を制御している
可能性を調べる。これら mRNP構成蛋白質に
よる特定の mRNAの時期、空間特異的翻訳制
御機構を明らかにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）P100 蛋白質の免疫沈降産物から RNA
を調製して、マイクロアレイにより、P100を
含む mRNP を構成する mRNA を網羅的に明
らかにする。 
 
（２）卵成熟過程での P100 消失機構を調べ
るため、P100の点変異体を作成して安定性を
調べる。 
 
（３）RAP55 にはこれまで解析してきた
RAP55A のほかに解析の進んでいない
RAP55B が存在する。これまでにヒト HeLa
細胞には A,B ともに mRNA の発現が見られ
る。ヒト RAP55Bの抗体によって、発現や細
胞内局在を観察する。 
 
（４）P100、RAP55A（または B）、RNAヘリ
カーゼ Xp54/RCK などは卵母細胞内でそれぞ

れ翻訳抑制因子として働くが、蛋白同士で結
合して複合体を作っている。複合体を解析す
ることで翻訳抑制因子複合体における P100
や RAP55の機能を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）アフリカツメガエル卵母細胞抽出液か
ら内在性P100を免疫沈降し、P100と共に免疫
沈降されるRNAをDNAマイクロアレイによ
って解析した。P100に結合すると思われる多
くの遺伝子を同定した。上位にはXcat-2, 
Xwnt-11, SOX3 mRNAなどが存在し、卵成熟や
細胞周期に関わるmRNAも多く見られた。 
 
（２）P100の消失時期から、蛋白質の分解に
よる消失と予想し、分解に関わると考えられ
るアミノ酸の点変異体を複数作成した。これ
ら P100点変異体をコードする mRNAをカエ
ル卵母細胞にマイクロインジェクションし
て卵母細胞内で点変異体を高発現させた。卵
成熟過程での安定性を調べたところ、いくつ
かの点変異体が野生株と比較して安定にな
っていた。これら点変異体を高発現させた卵
母細胞を卵成熟ホルモンで刺激して卵成熟
過程における効果を検討したところ、いずれ
の変異体でも卵成熟の遅延が見られた。 
 
（３）抗ヒト RAP55B抗体で HeLa細胞抽出
液のウエスタンブロッティングを行うと、発
現ベクターの導入で高発現させたRAP55Bは
検出できたが内在性の蛋白質は検出できな
かった。HeLa細胞には、RAP55B蛋白質は検
出限度以下しか発現していないと考えられ
る。高発現させた RAP55Bは細胞質 mRNP顆
粒に局在し、M期スピンドルへの局在は観察
されなかった。 
 
（４）RAP55と機能的に関わる蛋白質を探索
する目的で、RAP55 との共局在、高発現で
の顆粒形成への影響、RAP55 の顆粒からの
消失、を指標にしたスクリーニングをおこな
った。その結果、M期でスピンドルに局在す
る因子や複数の新規顆粒局在因子、顆粒形成
に関わる因子を同定した。 
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