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研究成果の概要（和文）：哺乳動物におけるノンストップmRNAの速やかな分解機構について解析を進めた。ノンストッ
プmRNAは翻訳依存的に速やかに分解されること、エキソソーム複合体が速やかな分解に機能することを明らかにした。
さらに、損傷mRNAの一形態であるin vitro合成mRNAを細胞に導入しその動態を検証した。このようなmRNAはポリA鎖の
短縮化を経ずに速やかな分解を受けること、エキソソーム複合体がその分解に機能することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We further confirmed quality control mechanisms for non-stop mRNA using mammalian 
cells. The non-stop mRNA is degraded in a translation-dependent manner.  The decay requires exosome comple
x.  In addition, we examined decay of in vitro synthesized mRNA, which is an example of aberrant mRNA.  Th
e decay does not depend on poly(A) tail shortening.  The exosome functions in the mRNA decay as in the non
-stop mRNA decay.  
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１．研究開始当初の背景 
 

翻訳領域上に終止コドンが現れることにより蛋白

合成は終了する。リボソーム A サイトの終止コド

ン上では翻訳終結因子 eRF1-eRF3 が機能する。

eRF1 は tRNA 類似構造をとり終止コドンを認識

する。申請者は、G 蛋白質である eRF3 が、翻訳

終結後の mRNA 動態を運命づけるコントローラ

ーとして機能することを明らかにしてきた。さらに、

翻訳終結因子 eRF1-eRF3 の類似タンパク質とし

て Dom34-Hbs1 が知られている。eRF3 と同様に、

Hbs1 は G 蛋白質である。Dom34-Hbs1 の機能

は長らく不明であったが、近年、申請者を含め

いくつかのグループにより、翻訳停止時におけ

る mRNA 分解制御に機能することが明らかにさ

れつつあった。 

 

 

２．研究の目的 
 
細胞が紫外線・オキシダントなどのストレス環境

にさらされると、mRNA 塩基あるいは mRNA 鎖は

損傷を受ける。蛋白質コード領域中にこの損傷

が現れると、リボソームは翻訳途上で停止する。

その結果、C末端側が欠失した異常蛋白質が発

現し、細胞にダメージを与える。細胞はこのよう

な損傷 mRNA を速やかに分解することにより、ス

トレス環境に対応すると想定される。 

そこで本研究では、翻訳終結および翻訳停止を

引き金とする mRNA 分解制御に関する申請者の

研究実績に基づき、ストレス環境下において生

ずる損傷 mRNA を検知し選択的に分解する機

構を解明することを目指した。 

 
 
３．研究の方法 
 

(1) 哺乳動物細胞における mRNA 分解経路の

解析では、テトラサイクリン存在下で発現が制御

できるβグロビンレポーター遺伝子を HeLa 細胞

に導入し、mRNA の半減期・3’末端 poly(A) 鎖

短縮化を定量的に解析する実験系（パルス・チ

ェース解析）を用いた。βグロビン遺伝子の終止

コドンに変異を導入することにより、終止コドンリ

ードスルー型 mRNA とした。これらレポータにつ

いて、翻訳依存的な mRNA 分解、および siRNA

による 3’→5’方向エキソヌクレアーゼ複合体（エ

キソソーム）構成因子などの siRNA によるノックダ

ウンが mRNA 分解に及ぼす影響について検証

した。 

 

(2) in vitro 合成 mRNA を哺乳動物細胞に導入し、

その分解速度およびポリ A 鎖短縮化速度を定

量する実験系を確立した。Dom34-Hbs1、エキソ

ソーム構成因子などを siRNA によりノックダウン

し、損傷 mRNA を模倣する in vitro 合成 mRNA

の分解速度を解析した。 

 

	
 
４．研究成果	
 
 
(1) 終止コドンリードスルー型 mRNA の急速な分
解における翻訳依存性について、さらなる確認
を行った。鉄応答配列 IRE を 5’非翻訳領域に
もつβグロビンレポーター遺伝子を新たに作製し
た。このレポーターはヘム鉄存在下においての
み翻訳される。IRE を 5’非翻訳領域にもつレ
ポータ mRNA では、ヘム鉄存在下においての
み、終止コドンをもたない mRNA の急速な分
解が観察された。翻訳依存的にこの急速な分
解が引き起こされること確認された。 
 
(2) 終止コドンリードスルー型 mRNA の急速な分

解におけるエキソソーム複合体の関与について、

さらなる確認を行った。エキソソーム複合体にお

いて、RNase R ファミリーに属する Dis3 および

RNase D ファミリーに属する Rrp6 が 3’-5’RNA

分解活性を担っている。siRNA によるノックダウ

ン実験により、Dis3 がこの急速な分解において

主として機能することを見出した。同様のノックダ

ウン解析により、エキソソーム制御タンパク質で

ある RNA ヘリカーゼ Ski2 および Mtr4 が相補的

に機能することを見出した。 

 

(3) in vitro 合成 mRNA を HeLa 細胞に導入し、

そのポリ A 鎖短縮化を検討した。レポーターとし

て、72 塩基のポリ A 鎖を付加した EGFP mRNA

（EGFP-pA100 mRNA）を用いた。興味深いこと

に、導入した EGFP-pA100 mRNA では、ポリ A

鎖の短縮化を経ずに mRNA 本体が分解を受け

ることを見出した（図１参照）。この分解は翻訳阻

害剤シクロヘキシミドにより抑制されたことから、

翻訳と共役していることが示唆された。 

 

(4) mRNA 本体の分解では 5’-3’mRNA 分解に

おいては Xrn1 が、3’-5’mRNA 分解においては

エキソソーム複合体が機能する。Xrn1 および

Dis3 のノックダウンにより、導入した mRNA の分

解が抑制された。また、エキソソーム複合体結合



因子である RNA へリカーゼ Ski2 および Mtr4 の

ノックダウンにより、同様に導入した mRNA の分

解が抑制された。以上の結果から、損傷 mRNA

は翻訳依存的に 5’-3’および 3’-5’mRNA 分解

機構を動員することにより速やかに分解されるこ

とが示唆された。 
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