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研究成果の概要（和文）：酵母を用いた解析から、終止コドンを欠失したmRNAを分解する、nonstop mRNA decay （NSD
）機構およびnonstop mRNAから産生されるノンストップタンパク質を分解する、nonstop protein degradation（NMPD
）機構が知られる。これらの機構には、mRNA3'末端で停滞したリボソームの解離因子としてPelota:Hbs1、E3ユビキチ
ンライゲースLtn1がノンストップタンパク質の分解を誘導するユビキチンライゲースとして関与することが知られてい
る。本研究課題では、酵母同様にショウジョウバエ細胞においてもNSD・NSPDが存在していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nonstop mRNA decay (NSD) is quality-control mechanism that detects and degrades mR
NAs lacking stop codons. Nonstop protein degradation (NSPD) eliminates aberrant proteins derived from nons
top mRNA. The previous studies in yeast indicate that the Dom34:Hbs1 complex, which are paralogues of mamm
alian eRF1:eRF3 complex, promotes peptidyle-tRNA release and stalled ribosome dissociation by binding to t
he empty A site of the stalled ribosome. This enables access of the Ski:Exosome exonuclease complex at 3' 
end of nonstop mRNAs for subsequent NSD. The E3 ubiquitin ligase Ltn1 is responsible for proteasome-depend
ent aberrant nonstop polypeptides degradation (NSPD) following the dissociation of ribosome. Here we show 
that Pelota (Dom34 paralog) and Hbs1 are involved in the degradation of nonstop mRNAs in showed as well as
 distinct manners compared with yeast, and Ltn1 is essential for NSPD via proteasome pathway in Drosophila
 Melanogaster cells.
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、ヒトを含む真核細胞におけるゲ
ノム情報の正確な発現を保証するシステム
の一つであるナンセンスコドン依存的な
mRNA 分解（Nonsense-mediated mRNA 
decay；NMD）機構の解析をこれまで行って
きた。NMD 機構は異常な位置に終止コドン
を有する mRNA（ナンセンス mRNA）を排
除することで、異常タンパク質断片の蓄積を
防ぐ。これまでの一連の解析から、異常終止
コドンの発見のためのダイナミックなタン
パク質複合体リモデリング、また、その異常
mRNA の迅速な分解にはエクソンジャンク
ション複合体（EJC）が足場となって機能す
ることを明らかにしてきた（Kashima et al. 
Genes and Dev. 2010;  Kashima et al. 
Genes and Dev. 2006）。エクソンジャンクシ
ョン複合体とは、スプライシングを経験した
成熟 mRNA 上、エクソンとエクソンの連結
部にスプライシング完了の目印として結合
するタンパク質複合体のことである。正常
mRNAの 5’UTR、および、翻訳領域に結合
している EJC は、リボソームによる初期段
階の翻訳によりmRNA上から取り除かれる。
一方、終止コドンの下流に存在する EJC は
リボソームによる翻訳により解離しないた
め、翻訳終結に伴い NMD因子の複合体が形
成される。まさに、この過程がナンセンスコ
ドン認識であることを示した(Kashima et 
al., Genes Dev., 2006)。申請者は、最近エク
ソンジャンクション複合体に結合するアミ
ノ酸配列モチーフ（EBM）とそれを有するタ
ンパク質（EBMタンパク質）を見つけ出し、
NMDエンドヌクレアーゼ SMG6は SMG6N
末に存在する EBM を介して標的 mRNA に
結合し mRNA の内部切断を引き起こす
（Kashima et al., Genes Dev., 2010）。NMD
以外にも mRNA の内部切断が引き起こす
mRNA 品質管理機構として No-go mRNA 
decay が知られる（Harigaya and Parker, 
RNA, 2010）。上記、NMD および NGD の
mRNA 内部切断により生じる 5’mRNA 断
片、3’mRNA 断片はそれぞれ 3’-5’エキ
ソヌクレアーゼ複合体である exosome、5’
-3’エキソヌクレアーゼ XrnI により分解さ
れ る こ と が 知 ら れ る (Gatfield D & 
Izaurralde, Nature, 2004; Inada and Aiba, 
EMBO, 2005)。言い換えると、NMDおよび
NMDの品質管理により生じる5’mRNA断片
は、終止コドンを欠損したmRNA（Nonstop 
mRNA）となる。申請者が申請時に所属して
いた研究室では、酵母を用いて nonstop 
mRNA の分解に関する解析を先行して行っ
ていた。酵母および試験管内翻訳システムに
おいては、終止コドンを欠失した mRNA
（nonstop mRNA）をリボソームが翻訳して、
その mRNA の 3’末端まで達すると翻訳終結
因子 eRF1:eRF3 と相同な構造をとる

DOM34:HBS1複合体がリボソームのAサイ
トに結合し、mRNAの 3’末端で停滞している
リボソームの解離を行うことが明らかとな
っている。翻訳終結コドンに依存せずにリボ
ソームが mRNA から解離する仕組みが存在
し、酵母においては DOM34:HBS1がその役
割を担っていることを、申請者が申請時に所
属していた研究室にて明確に示されている
（Tsuboi et al., Mol Cell., 2013）。この翻訳
終結コドンに依存しない mRNA3’末端から
のリボソーム解離によって、3’-5’エクソヌク
レアーゼが mRNA の分解を引き起こし
nonstop mRNAは急速に分解される。本研究
課題では、まず酵母において先行して解析が
進んでいた nonstop mRNA 分解系が真核生
物において進化的に保存されている品質管
理機構であるかを調べるために、ハエ細胞を
用いて nonstop mRNA 分解の解析系の確立
を行った。まずは、nonstop mRNA分解が存
在するかを確認して、その mRNA の分解経
路が先行する酵母と同じであるか確認を始
めた。また、酵母において翻訳終結コドンに
依存しないリボソーム解離に必要な因子、
DOM34:HBS1 複合体のオーソログであるシ
ョウジョウバエ Pelota:HBS1を中心に、どの
ようにして、どのような因子が翻訳終結コド
ンに依存せずにリボソームを解離すること
が出来るのか解析をすることを目的とした。 
 また、申請者が申請時に所属していた研究
室にて、興味深いことに、DOM34 欠損酵母
では終止コドンを欠損した mRNA3’末端で
のリボソームの停滞は、さらなる内部切断
（二次内部切断を引き起こすことをレポー
ター遺伝子によって示唆した（Tsuboi et al., 
Mol Cell., 2013）。これら酵母の解析から、申
請者は高等真核細胞内においてDOM34は終
止コドンを有さないmRNAの 3’側末端での
リボソーム停滞による nonstop mRNA の内
部切断の効率を測定すること、また、この過
程がさまに新規 non-coding small RNAの生
合成経路であるという作業仮説を立てた。研
究開始当時、ショウジョウバエ細胞における
nonstop mRNAの解析はなされておらず、本
終了報告書を作成している 2014年 4月にお
いても、未だ解析は発表されていない。また、
mRNA 内部切断により生じる終止コドンを
欠 損 し た mRNA の 内 部 切 断 に よ る
non-coding small RNA産生の有無、および
その生理的意義の解明は全くなされていな
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 



２．研究の目的 
 真核細胞の遺伝子発現過程において生じ
うるmRNA上の異常はmRNA品質管理機
構により排除される。本研究では、mRNA
監視・発現調節機構による mRNA 内部切
断、および、その結果生じる終止コドンを
欠失したmRNA（nonstop mRNA）の分解
メカニズムの解明また、先行する酵母での
知見に基づいたリボソーム翻訳停滞依存的
な mRNA 内部切断片を網羅的に同定する
ことで新規内在性 non-coding small RNA
の産生経路の検討を目的として解析を始め
た。 
 
本研究課題では下記の二点を明らかにする
ことを目的とした。 
 
（１）mRNA内部切断により生じる終止コ
ドンを欠失した mRNA 分解・翻訳制御に
おける DOM34:HBS1の解析 
終止コドンを欠失した mRNA からのリボ
ソーム解離に関して、酵母において先行し
て明らかにされている酵母 DOM34:HBS1
の機能“翻訳終結コドンに依存しないリボ
ソームの解離”がヒトおよびハエ細胞内で
も DOM34/Pelota:HBS1 が酵母同様に関
与しているか解析する。 
 
（２）停滞リボソーム依存の mRNA 切断
機構の検討 
 酵母の解析から示唆されたリボソーム解
離因子DOM34の機能阻害に依存した停滞
リボソーム依存の mRNA 切断機構の進化
的保存性をショウジョウバエ細胞を用いて
検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 先行する酵母の解析をもとに、ショウジ
ョウバエ培養細胞を用いて終止コドンを欠
失した mRNA（nonstop mRNA）の分解機構
を解析するためのアッセイシステムを構築
した。研究計画書には、ヒト細胞も平行し
て解析する計画を挙げていたが、レポータ
ー遺伝子由来の mRNA およびタンパク質
の解析、また、候補因子のノックダウンの
効率等を考慮した結果、ショウジョウバエ
細胞をまず取り扱い nonstop mRNAの解析
を行うことに決定した。酵母における解析
に基づき RNA 自身が自己切断を行う配列
(ハンマーヘッドリボザイム配列)を挿入し
て強制的に終止コドンの欠失した GFP 
nonstop mRNA を産生するショウジョウバ
エ細胞発現ベクターpAc5.1 にクローニン
グした。酵母同様に、ハンマーヘッドリボ
ザイム配列を有する転写産物が内部切断し
ているか否かを、ショウジョウバエ培養細

胞である S2細胞に一過的遺伝子導入法（ト
ランジェントトランスフェクション法）に
よりハンマーヘッドリボザイム配列を有す
る GFP をクローニングした pAc5.1 ベクタ
ーを導入した。細胞を回収して、タンパク
質解析用、および、mRNA解析用にアイソ
レーションして、ウェスタンブロッティン
グおよびノーザンブロッティンを行った。
その結果、酵母同様に、S2細胞においても
ハンマーヘッドリボザイム配列を挿入した
転写産物から GFP nonstop mRNAを産生で
きることが明らかになった。一過的発現系
（トランジェントトランスフェクション）
で解析を進めたが、トランスフェクション
による細胞へのダメージおよびトランスフ
ェクション試薬のコストの問題などから、
一過的発現系（トランジェントトランスフ
ェクション）ではなく S2 細胞に安定に発
現する細胞株（ステーブル細胞株）を作成
した。具体的には、 pAc5.1GFP-nonstop 
mRNA を発現するように組み込んだプラ
スミドベクターとブラスチジン耐性遺伝子
を発現する発現ベクターを同時に S2 細胞
にトランスフェクションして、ブラスチジ
ンを S2 細胞培地に処理し、プラスミド
DNA が S2 細胞のゲノム DNA にインテグ
レーションして、安定に発現している細胞
集団を選択した。同様の作業をハンマーヘ
ッドリボザイム配列を有さない、GFP 
nonstop mRNA のコントロールに相当する
GFPをコードし正常な翻訳終結コドンを有
する mRNAを発現する S2細胞安定発現株
も作成した。まず、nonstop mRNA の分解
経路を検証するために、5’-3’エクソヌクレ
アーゼ Xrn1 および 3’-5’分解酵素複合体
Ski:Exosome の機能破壊のための RNAi 法
を用いたノックダウン条件の確立を行った。
ショウジョウバエ細胞では試験管内 T7 
RNA ポリメラーゼ転写によって作成した
dsRNAを RNAiに用いられるが、dsRNAを
大量に合成して RNAi 法を安定に安価に行
うために市販の T7 RNA ポリメラーゼの
利用を取りやめ、申請者が T7 RNAポリメ
ラーゼを T7 ファージゲノム DNAから T7 
RNA ポリメラーゼを大腸菌発現ベクター
にクローニングして、大腸菌からリコンビ
ナント T7 RNA ポリメラーゼを大量精製
して、ショウジョウバエ細胞での RNAi に
用いる dsRNAの作成を行った。 
さらに、酵母および試験管内翻訳系にて終
止コドンを欠失した mRNA の 3’末端で停
滞したリボソームの解離に促進的に働くこ
とが知られている因子 DOM34:HBS1 のハ
エホモログ Pelot:HBS1a のノックダウンを
行い nonstop mRNA の分解および nonstop 
mRNA 由来のタンパク質の発現量を解析
した。具体的には、ノックダウンを行う各



遺伝子 mRNA配列に対応する領域を T7転
写開始配列を含むプライマーを用いて
PCR 法により増幅して鋳型 DNA を作成し
た。その鋳型 DNAと T7 RNA ポリメラー
ゼを用いて dsRNAを合成した。合成後鋳型
DNA を消化するために、DNA 分解酵素処
理を行った。dsRNAを生成するためにフェ
ノール・クロロホルム抽出を行い、そのア
クオスフェーズを回収してエタノール沈澱
法によって試験管内 T７ RNA ポリメラー
ゼ転写の際に用いたヌクレオチドを含む
dsRNAを回収した。dsRNAから試験管内 T
７ RNA ポリメラーゼ転写の際に用いた
ヌクレオチドを除去するために、G25カラ
ムを用いて dsRNAを精製した。G25カラム
精製後に、dsRNAを 95℃に熱したヒートブ
ロック、もしくは、沸騰した水（チューブ
の浮きを利用して浮かべた）で 5分間イン
キュベーションし、その後室温にオーバー
ナイトで放置して dsRNA のハイブリダイ
ゼーションを行った。ハイブリダイゼーシ
ョンを行った dsRNA の定量及び精製度の
確認ために核酸の濃度を定量することが出
来る分光光度計を用いて濃度を算出し、ま
た、アガロースゲルを用いて、収量・精製
度および dsRNAの鎖長の確認を行った。上
記の方法により得られた dsRNA をショウ
ジョウバエ細胞にノックダウン初日、４日
後に dsRNA を処理してノックダウンを開
始して一週間後に細胞をタンパク質解析用
およびRNA解析用に回収した。dsRNAは、
1000000細胞あたり約 20マイクログラム処
理して、dsRNA 処理時には S2 細胞培養液
か血清成分を除去した S2 細胞培養液中に
て S2 細胞を培養した。血清成分を除去し
た S2 細胞培養液で約二時間インキュベー
ションした後、通常の S2 細胞培養液の 2
倍の血清量を含む細胞培養液を dsRNA を
処理した培地に加えた。申請者が申請時に
所属していた研究室で示された、エクソヌ
クレアーゼ Skiと domの両方を欠損した酵
母株では、終止コドンを欠失した mRNAか
ら産生された新生ポリペプチド鎖に tRNA
が結合した、ペプチジル tRNA が検出され
た。このことから、ヒト細胞やショウジョ
ウバエ細胞においても DOM34 のホモログ
である Pelotaノックダウン時に終止コドン
を欠失した nonstop mRNAからペプチジル
tRNA が産生する可能性があることから、
ペプチジル tRNA の検出には、通常用いら
れるトリス・グリシンの SDS-PAGEのシス
テムではなく、pH を中性付近に設定した
Nu-Page法を用いた。 
 
４．研究成果 
mRNA 監視・発現調節機構による mRNA
内部切断とその結果生じる終止コドンを欠

失したmRNA（nonstop mRNA）の分解メ
カニズムの解明を進めるために、ショウジ
ョウバエ細胞を用いた nonstop mRNA 分
解機構のアッセイ系を構築に成功した。具
体的には、GFP をコードする nonstop 
mRNA を発現するショウジョウバエ細胞
安定発現株を樹立し、GFP nonstop mRNA
の分解機序の解析を行った。先行する酵母
と同様に、GFP nonstop mRNAの分解は
3'-5' お よ び 5'-3' の 経 路 、 そ れ ぞ れ
Ski:exosome 複合体、エクソヌクレアーゼ
Xrn1 によって行われることを明らかにし
た。酵母においては、終止コドンを欠損し
た mRNA の 3'末端からのリボソーム解離
には、Dom34/Pelota:Hbs1複合体が促進的
に働いていることが知られている。現在、
ショウジョウバエ細胞においてリボソーム
解離因子候補 Pelota、Hbs1 をノックダウ
ンした条件下での GFP nonstop mRNAの
挙動を解析することで、ショウジョウバエ
細胞における終止コドン非依存のリボソー
ム解離因子の検証をおこなっている。研究
目的（２）停滞リボソーム依存の mRNA
切断機構の検討に関しては、上記（１）の
解析結果から得られた情報をもとに検証を
行う予定である。 
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