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研究成果の概要（和文）：本研究では、分化が進行するゼブラフィッシュ初期胚において、コドンがmRNA安定性
に与える影響（コドン効果）を定量的に解析するPACE法を開発した。この方法を用い、コドン効果がコドンに対
応するtRNAの量とリボソームによる翻訳速度と相関することを明らかにした。またtRNAの量の変化がコドン効果
の変化につながることを実験的に証明した。さらに、コドン効果によるmRNA分解機構が、リボソームによる翻訳
の品質管理機構No-go decayとは独立の経路で働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method named PACE to quantitatively analyze 
the effect of codons on mRNA stability (codon effect) in early zebrafish embryos. Using the PACE 
method, we revealed that the codon effect correlates with the amount of tRNA corresponding to the 
codons and the translation rate by the ribosome. We also experimentally demonstrated that changes in
 the amount of tRNA lead to changes in the corresponding codon effect. Furthermore, we demonstrated 
that the mRNA degradation mechanism by the codon effect acts independently of the no-go decay 
pathway, which is a translational quality control mechanism by the ribosome.

研究分野：分子生物学

キーワード： ゼブラフィッシュ　コドン　tRNA　mRNA分解　リボソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、タンパク質読み枠のコドンの組み合わせが細胞内においてmRNAの安定性に影響を及ぼす際の原理
の一端が明らかとなった。また、コドンがmRNAの安定性に与える効果が、tRNAの量的な変化によって変動するこ
とが示された。この成果により、細胞内においてmRNAの安定性がどのように決まっているのかという本質的な疑
問の解明が進んだ。この成果は、生命の基礎原理の理解のみならず、将来的にはmRNAワクチンに代表されるmRNA
医薬品の開発にも大きく貢献することが期待される。

※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 
生体を構成するタンパク質のアミノ酸配列は、塩基のトリプレットからなるコドンの並びによ
って指定される。通常２０種類のアミノ酸は６１種類のコドンによって指定されるが、これらの
コドンは決して一様に翻訳されるわけではなく、対応する tRNA とのバランスによって、タン
パク質の量や質に大きな影響を与えている。例えば大腸菌や酵母では、ゲノムのコドン使用頻度
と対応する tRNA の量は良く相関しており、コドンの選択は翻訳伸長反応の効率や正確性に影
響を及ぼすことが知られている。高等真核生物においても、リボソームタンパクなど発現が高い
遺伝子は使用頻度の高いコドンを多く含む傾向にある。このようなコドンと tRNA の関係は、
これまで主として転写レベルで決定されていると考えられてきた。 
我々は、小型淡水魚ゼブラフィッシュをモデルとした研究から、受精直後の mRNA 安定性が

コドン組成によって規定されており、コドンには mRNA を安定化するものと不安定化するもの
が存在することを見出した①。この現象はリボソームによる翻訳に依存していることから、コド
ンが tRNA によって読み取られる際の動態が mRNA の安定性に影響を及ぼしていると考えら
れる。このようなコドン機能の新知見に加え、mRNA 安定性コードに影響を及ぼしうる tRNA
の量や修飾の状態も、細胞の状態や種類に応じて変化していることが明らかとなってきている。
しかし、コドンを介した mRNA の安定性変化の簡便かつ定量的な解析方法は存在しておらず、
各コドンの効果が tRNA の状態に応じて実際にどの程度変動するのかについても、ほとんど明
らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分化が進行するゼブラフィッシュ初期胚においてコドンが mRNA 安定性に与える
影響を定量的に解析し、コドン効果が生じる原因や、翻訳動態との関係について検証する。また、
実験的に tRNA を操作することによって、コドン効果の可変性についての検証を行う。以上の
アプローチにより、コドンによる遺伝子発現制御のダイナミズムを脊椎動物の個体において明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 検証するコドンとスペーサーコドンを 20 回繰り返すコドンタグ配列を GFP の 3’末端に挿入
したレポーターmRNA（コドンレポーター）を構築し、これをゼブラフィッシュ受精卵に顕微注入
することで、単一コドンが mRNA の安定性に与える影響を検出した。このコドンレポーターをラ
イブラリ化し、RNA-seq によってタグ部分の配列を解析することで、61 センスコドンが mRNA の
安定性に及ぼす影響を一括して定量できる実験系を開発した（以下 Parallel Analysis of 
Codon Effects ; PACE 法と呼ぶ）。この PACE 法を、発生過程の胚において実施し、コドンが mRNA
の安定性に及ぼす影響と、その際のリボソームの挙動の検証を行った。50 匹程度の受精後 2 時
間と 6時間の胚から RNA を回収し、RNA-seq と ribosome footprint profiling によりタグ部分
の量と翻訳効率を定量化した。この時、GFP mRNA の翻訳を特異的に阻害できるアンチセンスモ
ルフォリノオリゴ（MO）を導入した実験を平行して行い、翻訳の有無による差分を、コドンが翻
訳されることで生じた mRNA 安定性の変化として算出した。利用可能な tRNA の量を人為的に変
化させるために、アスパラギン分解酵素の過剰発現を行い、アミノ酸がチャージされた Asp-tRNA
の量を減少させて PACE 法を実施した。コドンによる mRNA 分解と関連する可能性がある Znf598
のゼブラフィッシュ変異体においても PACE 法を実施し、コドン効果に影響が生じるか検討した。 
 
 
４．研究成果 
コドンがmRNA安定性に及ぼす効果を純粋に検出できる独自の実験系として開発したPACE法を、
条件の最適化を行いながら実施した。コドンタグライブラリ DNA を混合し、in vitro 転写によ
りコドンタグライブラリmRNAを作成したのち、
ゼブラフィッシュ受精卵に顕微注入した。注入
後一定時間において RNA を回収し、RNA-seq に
よる解析を行い、各コドンが mRNA 安定に与え
る影響を測定した。その結果、各コドンが翻訳
依存的に mRNA の安定性に与える影響を厳密に
数値化することに成功した（図１）。次に、PACE
法の測定結果をゼブラフィッシュ初期胚にお
ける tRNA-seq の結果②と比較したところ、コ
ドンが mRNA 安定性に与える影響は、対応する
アンチコドンを持つ tRNA の量と一部相関する
ことが明らかとなった。さらに、リボソームの



 

 

フットプリント解析を行い、mRNA を不安定化するコドンがリボソームの A サイトに位置した状
態で、リボソームがより長い時間滞在していることを示す結果を得た（理化学研究所・岩崎信太
郎博士と共同研究）。以上の結果から、ゼブラフィッシュ初期胚では、コドン効果がリボソーム
と tRNA によってコドンがデコーディングされる際の動態の違いに起因しており、tRNA 量が少な
くリボソームの滞在時間が長いコドンほど mRNA を不安定化する効果があることが示唆された。 
次に、tRNA によるコドンのデコーディング過程がコドン効果を決定することを実験的に証明し、
かつその変動がコドン効果を変化させうるものであるかどうかを検証するために、tRNA の量を
ゼブラフィッシュ胚内で変化させ、その
影響を解析した。アスパラギンをアスパ
ラギン酸に加水分解する大腸菌の酵素
AnsB をゼブラフィッシュ胚で過剰発現さ
せ、アスパラギン枯渇によって Asn-tRNA
の量を低下させたところ、Asn コドン AAC
とAATがmRNAの不安定化を引き起こすよ
うになることを、レポーターおよび RNA-
seq の両方の結果から確認した。この結果
から、リボソームが利用可能な tRNA 量の
変動が、コドン効果の変化につながるこ
とが明らかとなった。 
リボソームによる翻訳動態が mRNA の安定性に影響を及ぼす現象は、コドン依存的な mRNA 分

解だけではない。翻訳伸長反応中に異常停滞したリボソームが生じると、翻訳されている mRNA
が分解される No-go decay という品質管理機構が働くことが知られている。そのため、PACE 法
で測定したコドン効果が、No-go decay による mRNA 分解を反映している可能性が考えられた。
この可能性を検証するために、出芽酵母で No-go decay の誘導に必須な E3 ユビキチンリガーゼ
Hel2 の脊椎動物オーソログである Znf598 のゼブラフィ
ッシュ変異系統を CRISPR-Cas9 法により樹立した。この
変異系統から得られた胚において PACE 法を実施した結
果、Znf598 の欠損時においても、野生型で測定されたコ
ドンがmRNAの安定性に与える効果は維持されていること
がわかった（図２）。 
以上の結果から、コドン依存的mRNA分解とNo-go decay

は、ともにリボソームによる翻訳伸長過程に生じる mRNA
分解機構であるが、その分子機構は相互に独立であるこ
とが明らかとなった（図３）③。 
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