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研究成果の概要（和文）：本研究により、ナンセンス変異を有するmRNAからの異常タンパク質の発現を防ぐmRNA監視機
構-NMD(Nonsense-mediated mRNA decay)の分子機構の詳細明らかとした。さらに、NMD制御因子のうち、SMG-8の活性阻
害は細胞毒性を示さないことを示し、NMD阻害による遺伝性疾患治療が現実的であることを明らかとした。また、NMDの
生理的基質のうちATF4について、その発現調節がmRNA量よりも翻訳調節による寄与が大きいことを示した。これらの成
果により、NMDによる遺伝子発現制御の実態解明を進めることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The nonsense-mediated mRNA decay (NMD) pathway it acts to selectively identify 
and degrade mRNAs that contain a premature translation termination codon (PTC), and reduce the 
accumulation of potentially toxic truncated proteins. SMG-1 plays a critical role in NMD. I demonstrated 
that phosphorylated-Upf1 recruits the SMG-5:SMG-7 complex to phospho-S1096 to induce ribosome 
dissociation and induce decapping mediated PTC-mRNA decay. Phospho-Upf1 also recruits SMG-6 endonuclease 
to phospho-T28 which might be involved in PTC-mRNA end-cleavage. Intriguingly, SMG-6 and the stalk region 
of the UPF1 helicase domain, along with a contribution from the SQ domain, form a interaction and we also 
show that this region of the UPF1 helicase domain is critical for SMG6 function and NMD. I also 
demonstrated that UPF2, can be transferred to UPF1 within SMG-1, inducing UPF2-dependent conformational 
changes required to activate UPF1 within an SMG-1:UPF1:UPF2 complex.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
正常な蛋白質が発現し機能するために、生体
にはゲノム情報の伝達、発現の過程で様々な
品質管理機構が備わっている。そのシステム
の一つが nonsense-mediated mRNA decay 
(NMD) で、本来の終止コドンよりも 5′側
上流の位置に存在する異常な早期終止コド
ン（premature termination codon : PTC）
を有する mRNA（ナンセンス mRNA）を積
極的に分解、排除する mRNA 監視機構であ
る。PTCは、ナンセンス変異、塩基挿入や欠
損によるフレームシフト変異、スプライシン
グ部位の変異による異常スプライシングに
起因して生じるが、遺伝性疾患やがんでは全
変異の約三分の一に PTC が認められる。生
体は、NMD により異常な構造を持つ蛋白質
断片の蓄積を免れている。ナンセンスmRNA
は、多くの場合正常な mRNA とは１塩基の
違いしかない。細胞はどのようにしてこれを
見分けているのであろうか？これを見分け
ている実体として、酵母及び線虫の遺伝学的
な解析から、UPF及びＳＭＧ遺伝子群が同定
され、これらを含む仮想的な mRNA 監視複
合体の存在が予測されてきた。また、様々な
状況証拠から、翻訳装置、翻訳終止因子、
EJC(exon junction complex) などの関与が
推測されてきたが、その実体は不明であった。
申請者は 2001 年に、蛋白質リン酸化酵素
SMG-1 の同定とそのヒト NMD における必
須な役割を報告して以降、NMD の制御機構
（Yamashitaら、2001; Ohnishi,Yamashita
ら、2003; Fernández, Yamashitaら 2010）
と mRNA 分解機構(Yamashita ら、2005)を
解明し、長い間謎であった、細胞が PTC を
認識する分子装置の実態とそのメカニズム
を世界にさきがけ明らかとするなど
(Kashima,Yamashita ら、2006; Yamashita
ら、2009; Izumi,Yamashita ら、2010)、こ
の分野を牽引する役割を果たしてきた（総説
Yamashitaら、2005)。さらに、mRNA監視
機構は、ゲノム及び蛋白質合成の監視機構と
並び、遺伝子発現過程が正常に機能している
ことを監視する見張り役としての役割を有
し、進化的に早い時期に確立されたと推定で
きる。また、ナンセンス mRNA は、遺伝子
変異以外にも転写ミスやスプライシングミ
スなどによっても生じるはずである。したが
って、mRNAの品質監視機構は、遺伝子発現
過程を保証する基本的な機構のひとつと想
像できる。また、遺伝子の中には、ナンセン
ス mRNA をコードするものもあり、このよ
うな遺伝子の発現を生理的に発現調節とし
ている可能性もある。しかし、これらは予想
にとどまっている。高等動物及びヒトにおけ
る生物学、医学上の大きな課題といえる。さ
らに、基礎研究の成果をふまえ、NMD の阻
害技術を初めて実現し、身体を守るべき「遺
伝子発現の監視役」が、場合によっては「悪
さ」をしていることも示してきた。遺伝子変
異に起因する遺伝性疾患においては、排除さ

れる必要のない mRNA が排除されてしまっ
ている例があり、実際に、NMD の阻害によ
り排除される必要のない mRNA を発現させ
ることにより、細胞の機能回復(疾患症状の回
復の可能性)が可能であることを示すことに
成 功 し た (Usuki,Yamashita ら 、 2004; 
Usuki,Yamashitaら、2006)。一方で、NMD
制御因子の多くは、脊椎動物発生や肝細胞増
殖に必須であり、その阻害による細胞傷害に
ついても検討する必要があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの分子機構研究の課程
で樹立した独自の実験技術、実験材料を用い
以下の目的に焦点を絞り解析を進める。 
（１）異常終止コドン認識複合体濃縮技術と
次世代シークエンサーを用い、ヒト前立腺が
ん由来細胞にいてNMDにより直接制御され
る生理基質とナンセンス変異 mRNA の網羅
的同定をおこなう。さらに、NMD 阻害によ
る抗腫瘍作用機構との関わりを解明する。 
（２）既知の NMD制御因子の解析に夜分子
機構解明に加え、mRNA監視複合体プロテオ
ーム解析を行い、その構成蛋白質およびその
修飾状態などの分子的実体を同定する。これ
を通じ、転写・翻訳といった遺伝子発現の諸
過程とのクロストーク、細胞シグナル伝達系
とのクロストークを特に細胞増殖、細胞周期、
細胞死の観点から解析し、mRNA監視機構制
御因子の培養がん細胞レベルでの意義を明
らかとする。 
 
３．研究の方法 
NMD が直接制御する細胞内在性基質の網羅的
同定とその具体的な役割の解析：次世代シー
クエンサーを用いた前立腺がん培養細胞に
おけるNMD生理基質の網羅的同定とその機能
を解析する。さらに、研究成果を用い、がん
細胞における変異 mRNA の網羅的同定法を樹
立する。 
NMD 制御分子の新規相互作用分子の解析を
通じたNMDと細胞ストレス応答の分子機構の
解析：Upf/SMG 分子群の分子生物学的解析を
行い、変異 mRNA 検出・分解機構を解明する。 
 
４．研究成果 
（１）IR、UV、H2O2、NaAs 処理依存的に細胞
質に形成されるストレスグラニュール（SG）
に NMD制御分子 SMG-1 が局在することを明ら
かにした。さらに、SMG-1 およびその酵素活
性は H2O2 処理による SG形成に必須であるこ
とを明らかにした。一方で既知の SMG-1 の基
質である Upf1 のリン酸化は SGでは観察され
なかった。このことから、SMG-1 依存的な SG
形成には未知の基質に依存した機構が存在
する可能性が示唆される。この可能性を検討
するため、SMG-1 及びその抑制性サブユニッ
トである SMG-8, SMG-9 について、独自に改
良した方法を用いて質量分析による結合蛋
白質の同定を進めた。その結果、リボソーム



停滞に関わる新規結合分子の同定に成功し
た。 
（２）Hsp90 の阻害により DNA ダメージに対
する感受性が更新することがわかっていた
が、そのメカニズムの理解は完全には進んで
いない。Hsp90 が DNA ダメージ応答の中心的
な制御因子である PIKK ファミリータンパク
質全体を制御する分子であることを明らか
とした。さらに Hsp90 が既知の PIKK ファミ
リー全体を制御する分子複合体である
RUVBL1/2 複合体と Tel2 複合体と結合する
ことを示した。また、Hsp90 の阻害が NMD の
律速反応である SMG-1 による Upf1 のリン酸
化を阻害することをあきらかとした。PIKK 共
通の制御因子としてRuvbl1/2複合体とHSP90
の二つのシャペロンが存在することから、
PIKK の活性がこれらのシャペロンにより統
御される可能性について今後、解析を進める
必要がある。 
（３）SMG-1 が細胞内で Upf1 の N末端側のト
レオニン２８（T28)をリン酸化することを新
たに同定した。リン酸化 T28 には SMG-6 がそ
の 14-3-3 様領域を介して結合すことを示し
た。一方で、同じく 14-3-3 様領域を有する
NMD制御因子 SMG-5:SMG-7 複合体は Upf1 の C
末端側のセリン 1096 に SMG-1 によるリン酸
化依存的に結合することを明らかにした。さ
らに、これらのリン酸化依存的結合は NMD に
必須であることを証明した。また、
SMG-5:SMG-7 複合体の結合がリボソーム解離
と Upf1 の mRNA からの解離に関わること、
SMG-6 の結合が Upf1 の mRNA からの解離に関
わることを示唆する結果を示した。 
（４）いくつかのNMD制御分子の発現抑制が、
細胞増殖を阻害することを見いだしていた。
これは、NMD 阻害による遺伝性疾患治療の可
能性を考えた際問題となる。そこで、既知の
NMD 制御分子 15 種について発現抑制による
NMD 阻害と細胞障害活性の解析を行った。そ
の結果、解析したすべての分子の knockdown
で、異常終止コドンを生じる 2種の異なる遺
伝性疾患患者由来細胞において、疾患原因遺
伝子由来産物の蓄積（NMD の阻害）が観察さ
れた。さらに、SMG-8 を除くすべての既知 NMD
制御分子の発現抑制は、強い細胞障害活性を
認めた。これらの結果は SMG-8 が最も優れた
NMD 阻害剤開発ターゲットであることを示し
ている。 
（５）小胞体ストレス時に、upstream open 
reading frame(uORF)による発現制御を受け
る転写因子である ATF4 が翻訳されることが
知られている。uORF は NMD を誘導することか
ら、小胞体ストレスと NMD の関わりについて
解析を行った。その結果、小胞体ストレス時
に、ジェネラルな翻訳が抑制されることによ
り Upf1 のリン酸化と NMD が阻害されること
が明らかとなった。一方で、通常の培養条件
では、NMD 阻害によって、ATF4 mRNA の発現
が上昇するが、タンパク質発現は影響を受け
ないことも明らかとなった。このことは、

ATF4 発現が、mRNA 安定性制御よりも uORF 翻
訳制御によるものであることを示している。 
 
（６）（３）で明らかとした Upf1-T28 リン酸
化依存的な SMG6 の NMD 複合体リクルートメ
ントに加え、SMG6 がリクルート後に、Upf1
とリン酸化非依存的に結合すること、また、
その結合部位が、Upf1 のヘリカーゼドメイン
であることを明らかにした。さらに、リン酸
化非依存的な結合もまたNMDに必須であるこ
とも示した。NMD 制御酵素である Upf1 活性制
御および、エンドヌクレアーゼである SMG6
活性制御のどちらにも重要な可能性があり、
今後のあらたな、研究課題となる。 
（７）異常終止コドン識別時の分子複合体形
成機構について、試験管内再構築を試みた。
精製 SMG-1 複合体、Upf1、Upf2 および、その
変異体を用いた解析により、Upf2 が Upf1 非
依存的に SMG-1 の触媒領域に結合すること、
SMG-1:Upf2 複合体に Upf1 が結合し、
SMG-1:Upf1:Upf2 複合体を形成することを明
らかとした。さらに、この SMG-1:Upf1:Upf2
複合体形成には、Upf2 と Upf1 の結合が必須
であることも示した。一方で、SMG-1 の活性
化は観察されず、Upf3 などのさらなる分子を
含む試験管内再構築が必要であることも明
らかとなった。 
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