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研究成果の概要（和文）：本研究課題は，免疫におけるmRNAの翻訳制御機構の解明を目的としている。これまで
の研究より，RNA分解酵素Regnase-1は翻訳が生じている免疫関連mRNAの分解を誘導することが分かっているが，
その詳細な分子メカニズムは不明である。そこで，本研究では，Regnase-1を介したmRNA翻訳制御機構に関して
研究を進めた。その結果，Regnase-1は翻訳初期段階のパイオニアラウンド翻訳が生じているmRNAを標的として
おり，そのRegnase-1によるパイオニアラウンド翻訳のmRNA分解が，迅速に炎症性mRNAの翻訳状態を解消し，素
早くそして効率的に炎症の終結を誘導していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Post-transcriptional regulation that modifies mRNA stability and translation
 provides rapid and flexible control of gene expression in immune system. Regnase-1-mediated mRNA 
decay (RMD), in which inflammatory mRNAs harboring specific stem-loop structures are degraded, is a 
critical part of proper immune homeostasis. However, the mechanisms of the RMD remain to be 
clarified. This study is aiming to investigate molecular mechanism of mRNA regulation and 
translation mediated by RMD. We found that Regnase-1 targets pioneer rounds of translation and is 
critical for rapid resolution of inflammation through restriction of the number of proteins 
translated by a given mRNA. Our findings reveal that RMD is essential for efficiently degrading 
inflammatory mRNAs undergoing pioneer rounds of translation.

研究分野： 免疫学，分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症は，病原体の排除に重要な免疫反応であるが，過剰な炎症は敗血症性ショックや自己免疫疾患，動脈硬化，
代謝性疾患など様々な病気の原因である。この炎症応答の厳密な制御にRNA制御が重要であることが近年明らか
となってきたが，その分子メカニズムは不明であった。本研究は，Regnase-1によるパイオニアラウンド翻訳が
生じているmRNA分解が免疫制御に重要であることを解明した。本研究の成果は，過剰もしくは慢性的な炎症で生
じる炎症性疾患の病態解明や，ワクチンの効果を高める添加剤(ワクチンアジュバント)の開発など，新たな治療
法の開発につなが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 
 細菌やウイルスなどの病原体が感染し体内に侵入すると，マクロファージや樹状細胞などの
自然免疫細胞により Toll 様受容体を介して最初に認識される。マクロファージや樹状細胞は，
炎症性サイトカインを分泌し，これが周辺の免疫細胞を活性化し，また免疫細胞の遊走を促すな
どして，炎症を引き起こす。炎症は，病原体の排除に重要な免疫反応であるが，過剰な炎症は敗
血症性ショックや自己免疫疾患，動脈硬化，代謝性疾患など様々な病気の原因となる。そのため，
生体には，炎症を精緻にコントロールする機構が備わっており，その破綻が炎症性疾患の発症に
関連すると考えられている。中でも，免疫細胞による炎症性サイトカインの産生量が，炎症の調
節において中心的な役割を果たしている。炎症性サイトカインは，感染に伴い自然免疫細胞で，
DNA から mRNA が転写され，次に mRNA からタンパク質が翻訳されるというステップで産生
されるが，mRNA は単に転写で作られるだけでなく，分解されることでその量が厳密に調節さ
れている。更に，mRNA からタンパク質への翻訳も複雑なメカニズムで制御されていると考え
られるが，その免疫システムにおけるタンパク質翻訳の制御メカニズムは不明である。 
 我々は，これまで，RNA 分解酵素 Regnase-1 を発見し，この分子が炎症性サイトカイン mRNA 
を分解して，その産生を負に調節するブレーキであることを報告してきた(Nature 458, 1185-1190, 
2009; Nature Immunology 12, 1167-1175, 2011; Cell 153, 1036-1049, 2013)。更に、Regnase-1 の制御
メカニズムに関して検討したところ，Regnase-1 が標的 mRNA 上に存在するステムループ構造
を認識し，RNA ヘリカーゼ UPF1 と協調的に作用して，タンパク質翻訳が生じている炎症性
mRNA を分解することを報告した(Cell 161, 1058–1073, 2015)。しかしながら，どのように
Regnase-1 が UPF1 と協調して翻訳が生じている炎症性 mRNA を分解しているのか不明であっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は，これまでの転写制御(mRNA 産生の制御)と比較して未知の領域である，免疫システ
ムにおける mRNA の転写後制御機構(mRNA の局在，分解，翻訳)を解明することを目的とした。
特に，近年，我々が免疫応答におけるmRNA制御に関わることを見出したRNA分解酵素Regnase-
1 および RNA ヘリカーゼ UPF1 に着目し，それらの制御因子を通じて免疫システムにおける新
たな mRNA の翻訳制御機構の解明を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 共免疫沈降実験 
 HeLa 細胞あるいは HEK293T 細胞などに Regnase-1 あるいは UPF1 などの発現プラスミドや
siRNA をトランスファクションし，一晩培養した。細胞を溶解後，Regnase-1 あるいは UPF1 を
抗体を用いて免疫沈降し，ウエスタンブロット法により，免疫沈降したタンパク質に結合してい
るタンパク質の結合量を評価した。 
 
(2) RNA 免疫沈降実験 
 Regnase-1 欠損細胞，HeLa 細胞あるいは HEK293T 細胞などに Regnase-1 あるいは UPF1 など
の発現プラスミドや siRNA をトランスファクションし，一晩培養した。細胞を溶解後，Regnase-
1 あるいは UPF1 などを抗体を用いて免疫沈降し，免疫沈降したタンパク質に結合している RNA
を回収し，RT-qPCR 法あるいは次世代 DNA シーケンスにより解析した。 
 
(3) mRNA 発現解析および mRNA 分解アッセイ 
 骨髄由来樹状細胞(bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs)，HeLa 細胞あるいは HEK293T
細胞などに Regnase-1 あるいは UPF1 などの発現プラスミドや siRNA をトランスファクション
し，一晩培養した。細胞を TLR リガンドや IL-1などで刺激後，RNA を Trizol を用いて回収し，
RT-qPCR 法により解析した。mRNA 分解アッセイでは，細胞を転写阻害剤 Actinomycin D によ
り処理した後，RNA を Trizol を用いて回収し，RT-qPCR 法により解析した。 
 
(4) ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 HeLa 細胞あるいは HEK293T 細胞にルシフェラーゼレポータープラスミド，Regnase-1 あるい
は UPF1 などの発現プラスミドや siRNA をトランスファクションし，一晩培養した。細胞を溶
解後，ルシフェラーゼ活性をルミノメーターにより測定した。 
 
(5) 試験管内 RNA 切断アッセイ 
 32P で 5′ 末端ラベル化した RNA プローブと Regnase-1 や UPF1 のリコンビナントタンパク質
を混ぜて反応させた。反応後，変性 TBE-Urea ポリアクリルアミドゲルで電気泳動して，RNA 切



断を解析した。 
 
(6) ATPase アッセイ 
 Regnase-1 や UPF1 のリコンビナントタンパク質を 2 mM ATP を含む反応液に混ぜて反応させ
た。反応後，UPF1 の ATPase 活性による遊離リン酸を BIOMOL GREEN reagent (Enzo Life Sciences 
Inc)により解析した。 
 
(7) ヘリカーゼ活性アッセイ 
 32P で 5′ 末端ラベル化した RNA プローブと Regnase-1 や UPF1 のリコンビナントタンパク質
を混ぜて反応させた。反応後，非変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動して，RNA を解析し
た。 
 
(8) 原子間力顕微鏡観察(AFM) 
 DNA フレームに Regnase-1 の標的ステムループ RNA をハイブリさせた。その DNA フレーム
上で，RNA と Regnase-1 や UPF1 のリコンビナントタンパク質を反応させ，高速原子間力顕微鏡
(Nano Live Vision, RIBM)により観察した。 
 
(9) フローサイトメトリー解析 
 骨髄由来樹状細胞(bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs)を TLR リガンドおよび SMG1 阻
害剤で処理した。反応後，anti-CD11c, anti-CD40, anti-CD80 抗体などで細胞を処理して，FACSVerse
および LSRFortessa X-20 (BD Biosciences)で解析した. 
 
(10) 樹状細胞と T 細胞の同種リンパ球混合培養反応 
 C57BL/6J マウス由来の骨髄由来樹状細胞(bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs)を TLR リ
ガンドおよび SMG1 阻害剤で処理した。反応後，X 線(30 Gy)を照射し，次に，C57BL/6J マウス
由来の脾臓の CD4+ T 細胞と共培養した。培養終了の 16 時間前に[3H]Thymidine を添加し，
[3H]Thymidine の T 細胞への取り込みを TopCount NXT (Packard)で解析した。 
 
 
４．研究成果 
 Regnase-1 はタンパク質翻訳が生じている mRNA の分解を誘導することが分かっているが，タ
ンパク質翻訳は大きく分けて 2 つのクラスに分類されることが知られている。1 つは，翻訳の初
期段階であるパイオニアラウンド翻訳と呼ばれるもので，mRNA の 5′-cap 構造に cap 結合蛋白
質 CBP80 が結合した mRNA から生じる。もう一つは，ステディーステート翻訳と呼ばれるもの
で，CBP80 が別の cap 結合蛋白質 eIF4E に置換されて，mRNA の 5′-cap 構造に eIF4E が結合し
た mRNA から生じる。RNA 免疫沈降法により Regnase-1 が CBP80 と eIF4E のどちらが結合した
mRNA と結合しているのかを検討した結果，Regnase-1 は CBP80 と結合した mRNA と結合して
いた。更に，RNA 免疫沈降シーケンスにより，Regnase-1 欠損細胞において，CBP80 が結合した
Regnase-1 標的 mRNA が増加していた。つまり，Regnase-1 はパイオニアラウンド翻訳において
mRNA の分解を生じていることが分かった。更に，この Regnase-1 によるパイオニアラウンド翻
訳状態の mRNA 分解が蛋白質の生成量に与える影響を数理モデルにより検討した結果，Regnase-
1 がパイオニアラウンド翻訳状態の mRNA 分解することで，1 分子の mRNA から生成される蛋
白質の量を低く制限していること分かった。すなわち，Regnase-1 による翻訳初期段階のパイオ
ニアラウンド翻訳の mRNA 分解が，迅速に炎症性 mRNA の翻訳状態を解消し，素早くそして効
率的に炎症の終結を誘導していることが明らかとなった。 
 
 次に，どのように Regnase-1 が翻訳初期段階のパイオニアラウンド翻訳の mRNA 分解を行っ
ているか検討した。RNA 分解酵素 Regnase-1 は，標的 mRNA 上に存在するステムループ構造を
認識し，タンパク質を翻訳している mRNA を特異的に分解するが，まず，タンパク質翻訳が
Regnase-1 の標的 mRNA への結合に必要かを検証した。その結果，タンパク質合成阻害剤
Anisomycin でタンパク質合成を止めても，Regnase-1 と標的 mRNA の結合に変化は無かった。ま
た，試験管内 RNA 切断実験で，Regnase-1 タンパク質がステムループ RNA を分解しなかったこ
とから，Regnase-1 は，翻訳と関係なく mRNA に結合していること，また，翻訳していない場合
には，Regnase-1 が結合していても標的 RNA を分解できないことが分かった。これらの結果は，
タンパク質翻訳によって Regnase-1 による RNA 分解を ON にする機構が存在することを示唆し
ている。そこで，Regnase-1 は RNA ヘリカーゼ UPF1 と結合することから，UPF1 が Regnase-1
による mRNA 分解のスイッチとなっている可能性を検証した。試験管内での RNA 切断実験や，
原子間力顕微鏡観察(AFM)による 1 分子イメージングの結果，Regnase-1 は UPF1 共存下でステ
ムループ RNA を素早く切断した。更に，最初にステムループ RNA を UPF1 と混ぜることでス
テムループ RNA が巻き戻されて一本鎖となった RNA は，Regnase-1 により素早く分解される
ことが明らかとなった。これらの結果は，UPF1 がステムループ RNA をほどくことが Regnase-1
による RNA 切断のスイッチになっていることを示している。 
 



 次に，UPF1 による Regnase-1 による mRNA 切断のスイッチがどのように制御されているかを
検討した。UPF1 は ATP 依存的 RNA ヘリカーゼであり，UPF1 はそのヘリカーゼ活性によって
RNA を解くが，UPF1 の N 末端の CH ドメインがヘリカーゼ活性に重要な RecA ドメインと分子
内で会合することで， UPF1 のヘリカーゼ活性が通常は抑えられていることが知られている。興
味深い事に，UPF1 の ATPase アッセイと非変性ポリアクリルアミドゲルを用いたヘリカーゼ活
性アッセイにより，Regnase-1 は UPF1 のヘリカーゼ活性を上昇させることが分かった。更に，
詳細な Regnase-1 と UPF1 の共免疫沈降実験により，Regnase-1 の (90-130)リンカー領域が UPF1
の RecA ヘリカーゼドメインに結合することで，UPF1 の CH ドメインと RecA ドメインの分子
内会合を阻害していた。以上の結果は，Regnase-1 が UPF1 の CH ドメインと RecA ドメインの分
子内会合を阻害することにより，UPF1 のヘリカーゼ活性を ON にしていることを示唆している。 
 
 Regnase-1 と UPF1 はタンパク質翻訳依存的に結合するが，UPF1 T28A 変異体を用いた共免疫
沈降実験により，この Regnase-1 と UPF1 の会合には UPF1 の T28 残基のリン酸化が必要である
ことが分かった。更に，UPF1 T28A 変異体の再構成実験により，この UPF1 のリン酸化は Regnase-
1 による RNA 分解にも必須であることが明らかとなった。更に，詳細な Regnase-1 と UPF1 の共
免疫沈降実験およびウフスタンブロット実験により，この UPF1 のリン酸化は Regnase-1 の (90-
130)リンカー領域が UPF1 の RecA ヘリカーゼドメインに結合することで誘導され，この UPF1
の T28 リン酸化は Regnase-1 の RNase ドメインの K257/R258 残基により認識され，Regnase-1 と
UPF1 の安定的な会合を形成していることが明らかとなった。 
 
 次に，この UPF1 のリン酸化を誘導しているキナーゼの同定を試みたところ，詳細な siRNA に
よる SMG1 のノックダウン実験，共免疫沈降実験やルシフェラーゼレポーターアッセイなどに
より，PI3 キナーゼファミリーの 1 つである SMG1 による UPF1 のリン酸化が Regnase-1 と UPF1
の結合および Regnase-1 による RNA 切断に必須であることを見出した。つまり，以上の結果に
より，SMG1 による UPF1 のリン酸化が Regnase-1 との安定的な相互作用を形成し，そして UPF1
がステムループ RNA を解くことで Regnase-1 が標的ステムループ RNA を切断すると考えられ
る。 
 
 最後に，Regnase-1 による mRNA 分解に SMG1 が必須であることが解明されたので，SMG1 の
キナーゼ活性を操作する事で，免疫応答をコントロールする事が出来るかどうかを試みた。その
ために，本研究では，SMG1 のキナーゼ活性を阻害する小分子化合物(SMG1 阻害剤)を使用した。
樹状細胞を SMG1 阻害剤で処理して，炎症性サイトカイン mRNA の発現量を定量 PCR 法によ
り測定した結果，Regnase-1 の標的の炎症性サイトカイン mRNA の発現が SMG1 阻害剤の処理
により亢進した。樹状細胞が病原体の認識により活性化すると，細胞表面の CD40 および CD80
共刺激分子の発現量が増加することが知られているが，SMG1 阻害剤の処理により，樹状細胞の
CD40 および CD80 の発現量が増加していた。この CD40 と CD80 の mRNA も Regnase-1 の標的
であることが遺伝子発現解析(ルシフェラーゼレポーターアッセイ)により確認された。更に，樹
状細胞と T 細胞の同種リンパ球混合培養反応により，SMG1 阻害剤で活性化した樹状細胞が T 
細胞の活性化も誘導することが明らかとなった。つまり，SMG1 のキナーゼ活性を操作する事で，
樹状細胞による自然免疫応答を活性化し，更に T 細胞の獲得免疫の活性化も誘導することが明
らかとなった。 
 
 以上の結果より，Regnase-1 による翻訳初期段階のパイオニアラウンド翻訳の mRNA 分解が，
迅速に炎症性 mRNA の翻訳状態を解消し，素早くそして効率的に炎症の終結を誘導しているこ
とが明らかとなった。更に，SMG1-UPF1-Regnase-1 経路による RNA 分解は免疫応答に重要な制
御機構であり，UPF1 による RNA の構造変化が Regnase-1 による RNA 分解のスイッチとして
働き，巧妙に RNA 分解を制御し，タンパク質の産生量をコントロールしていることが明らかと
なった。 
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