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研究成果の概要（和文）：ベロ毒素により損傷したリボソームの細胞内運命を調査する目的で、出芽酵母の系を
用いて、損傷部位に塩基置換を持つ機能不全rRNAを発現させ、このRNAが短い時間で分解されること、既知の品
質管理機構Nonfunctional 25S rRNA decay (NRD)の関連タンパク質Mms1が関わっていること、などを手がかりに
解析を行った。
本研究ではMms1複合体に結合する新たな因子を見出し、その因子のリボソームとの結合性を確認した。また新規
の因子としてリン酸化酵素の同定に成功し、その活性が分解に必要とされることを明らかにした。リボソームの
品質管理について本質的な理解を深めることに成功した。

研究成果の概要（英文）：To understand the fate of nonfunctional ribosomal RNAs damaged by 
Vero-toxin, we created a mutant 25S rRNA which has a point mutation in the Vero-toxin target site. 
In a S. cerevisiae model strain, this mutant RNA was degraded by Mms1-dependent pathway. We 
identified novel factors related to  this pathway. We found that one factor is physically 
associating to Mms1 complex (E3 ligase) and the ribosomes, indicating that this will be a bridge 
protein between the two complex. The other factor we newly identified was a kinase. We revealed that
 the active site mutation of this kinase completely abrogated the degradation of the mutant RNA, 
showing that the signal transduction system is involved in the elimination of nonfunctional 
ribosomes. Taken together, a series of experiments shed light on these unappreciated factors 
involved in this pathway.

研究分野： RNA
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 病原性大腸菌の産生するベロ毒素は、細
胞に取り込まれた後、リボソームの 60S サブ
ユニットを構成する28S rRNAの特定のアデ
ニン塩基を損傷することで細胞毒性を生じ
させることが明らかになっている。しかしこ
の損傷がリボソームの機能に与える影響や、
細胞が損傷リボソームをどのように扱うか、
細胞毒性に至るまでの作用機序の詳細は分
かっていなかった。近年、ベロ毒素を原因と
した食中毒の発生がしばしば報告され、いく
つかのケースにおいては死亡者も出ている
深刻な状況である。しかしながら感染者に対
して直接的に毒素の作用を防ぐような有効
な手立てはいまだに報告されていない。ベロ
毒素の作用による細胞の損傷や応答機構を
詳しく知ることにより、これらの問題に対し
て有効な手段を開発する基盤を構築する必
要があった。 
 
 
(2) われわれは出芽酵母のモデルを用いて、
リボソームに損傷が起きた場合の細胞の応
答機構を研究してきた。これまでに、ペプチ
ジル基転移中心（タンパク質合成反応に直接
関与するリボソーム中の重要な部位）に変異
を持つ 25S rRNA が機能不全となること、そ
のような RNA が細胞内で選択的に分解を受
けること、等を明らかにしてきた。またわれ
われは、この分解に Mms1 による 60S サブ
ユニットのユビキチン化が関わっているこ
とも明らかにした。出芽酵母を利用したこの
システムは機能不全リボソームの細胞内動
態を評価し、関連因子を解析するための、現
状では唯一のシステムであった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究ではまず、出芽酵母のモデルシス
テムを利用して、ベロ毒素による損傷リボソ
ームの動態を観察するための実験系の構築
に挑戦した。そのためにベロ毒素による損傷
を受けることが分かっているアデニンの相
同塩基を出芽酵母の25S rRNA上でさまざま
に変異させたものを作成し、酵母で発現をさ
せるシステムを構築した。新たに構築した実
験系を用いて、損傷 RNA が細胞内で分解さ
れるかどうかを検証する。 
 
(2)分解される場合にはその分解に関わる因
子をスクリーニングし、機構を解明すること
を目指した。 
 
(3) 動物細胞の培養細胞を用いてベロ毒素に
よる細胞障害を実際に生じさせ、上記で確認
された RNA の分解が観察できるかどうか、
関与する因子の阻害により RNA の分解が抑
制できるかどうかを調べることを目指した。 
 

３．研究の方法 
 
(1) ベロ毒素により損傷を受ける 28S rRNA
のアデニン塩基がすでに解明されている。こ
の塩基に相当する出芽酵母の25S rRNAの塩
基にさまざまな塩基置換を導入し、細胞内で
発現させた上で、それらの変異 RNA の安定
性をノザンハイブリダイゼーションや
qRT-PCR などの既存の方法で検証すること
にする。さらに、ショ糖密度勾配遠心法によ
りリボソームの画分を分離して変異 RNA の
大きさを調べることで、変異 RNA がリボソ
ームの 60S サブユニットに取り込まれるか、
80S の形成まで完了するか、などの基礎的な
知見を得ることとする。変異を導入したRNA
が正しく 25S rRNA として機能するか、機能
不全になるかについては、出芽酵母の RNA
ポリメラーゼ I 温度感受性株を用いて、ゲノ
ム上の rRNA の転写を停止させ、酵母の生育
がプラスミドから導入した変異rRNAに依存
するような状況を作ることによって確認す
る。（プラスミドから発現させる rRNA は
RNA ポリメラーゼ II のプロモータの下流に
挿入しておく。） 
 
(2) 上記の系の構築後に、酵母にさまざまな
遺伝子破壊を加え、分解に与える影響を調べ
る。これまでにペプチジル基転移中心に変異
を持つ機能不全rRNAの分解機構がある程度
明らかになってきている。この経路に関わる
E3 リガーゼなどの因子が、新たに構築した
変異 RNA の分解に与える影響を順次調べ、
スクリーニングにより新規関連遺伝子の同
定を試みる。 
 
(3) ヒトの培養細胞にベロ毒素を投与して損
傷を与えた後、一定時間ごとに RNA を回収
して qRT-PCR で損傷部位の定量を試みる。
損傷によるシグナルの減弱、その後の分解に
よる減弱などの観察に挑戦する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ベロ毒素による損傷リボソームの動態
を出芽酵母で観察する 
 
① 変異体の作成と活性の喪失の有無 
 
上述の通り、損傷部位にあるアデニンの前後
は、すべての生物のリボソームで非常によく
保存されている。本研究ではこのアデニンに
加え、隣接した系 3 塩基（AGA、下線部が損
傷部位）に点変異や欠損変異を導入した変異
体を 7種類作成した。これは、特定の塩基の
特定の置換だけでなく、さまざまな理由によ
りこの位置の塩基に損傷が起こった場合に
ついて、リボソームの機能に与える影響や、
分解の有無に対する影響を観察したいとい
う意図による。 
 



これらの変異 RNA を RNA ポリメラーゼ Iの温
度感受性株である出芽酵母で発現させ、さま
ざまな段階に希釈した後、プレートにスポッ
トした。それらのプレートを 30℃あるいは
37℃で培養したのが以下の結果である。 

ここで W1 は野生型 25S rRNA 発現プラスミド
を入れた場合であり、きれいに相補活性が観
察されていることが分かる。活性中心の変異
がある A2451U では相補活性がなく、37℃で
致死となっている。目的の変異体（SRL 領域
と呼ばれる位置への変異なのでSRL変異と総
称している）の場合は、ほとんど全てのケー
スで活性の低下が見られ、とくに一文字目の
アデニンが欠損した XGA の場合や、ピリミジ
ンに置換したCGAの場合にはほぼ活性の喪失
が認められた。以上の結果から、出芽酵母に
おいても、ベロ毒素の標的になるアデニンが
リボソームの活性に必須の塩基であること
が明らかになった。 
 
② 変異 25S rRNA の細胞内での分解 
 
上記の変異rRNAの活性が失われたことから、
われわれのこれまで研究してきた「リボソー
ムの品質管理機構（nonfunctional rRNA 
decay, NRD）」によりこれらの rRNA が分解を
受ける可能性が浮上した。プラスミドからの
転写を停止させた後、一定時間後に RNA の回
収を行い、プラスミド由来の rRNA の存在量
をノザンハイブリダイゼーションで検証す
ることにより、分解の有無を確認した。なお
プラスミド由来の 25S rRNA には、機能に影
響を与えない位置に 18-nt の短い「タグ」配
列を挿入してあり、内在性のリボソームと区

別する
ことが
できる
ように
設計し
てある。 
 
 
 

図に示した通り、機能を失った２つの変異体
を調べたところ、どちらも野生型 rRNA に比
べて極めて短時間で分解を受けることが明
らかになった。 
 
(2) 分解に関わる因子の探索 
 
① 25S NRD 関連因子の関与を発見 
 
当初の予定では、25S rRNAに挿入した「タグ」
配列をMS2結合配列に置換したプラスミドを
作 成 し 、 こ れ を 発 現 し た 株 に 同 時 に
GST-MS2coat protein を発現させることで、
変異 rRNA を持つリボソームのみを精製する
という手法を応用して関連因子の探索を行
うことになっていた。しかしながら、細胞内
での変異 25S rRNA の分解が思った以上に迅
速であり（ノザンハイブリダイゼーションの
図を参照）、このまま野生株に発現させても
ほとんど変異リボソームが存在せず、精製し
て生化学的な解析を行うのに十分な量と純
度を得ることができない、という問題に直面
した。 
 
なんらかの方法で分解を止めることができ
れば、変異リボソームの細胞内での存在量を
増やすことができ、関連因子の解明に道が開
かれるものと期待された。そのため、生化学
的アッセイをまず後にまわすこととして、既
存の変異株でこれらの変異 rRNA の分解が停
止したものがないかどうかを調べていくこ
とにした。 
 
まず、ショ糖密度勾配遠心法により変異 rRNA
の大きさを確認した（図は省略）。この結果、
分解されている変異 rRNA も、その大部分の
シグナルは 60S と 80S の画分に存在される、
ということが明らかになった。このことは、
変異 rRNA が単純にリボソームサブユニット
のアセンブリの不調によって分解されてい
るのではなく、きちんと成熟したサブユニッ
トまでは完成したものの、その後の品質管理
機構で分解されている、という可能性を示唆
している。この結果からわれわれは、これま
でにペプチジル基転移中心の変異を認識し
て分解すると考えられていたMms1などの25S 
NRD 因子が、これらの異なる部位の変異にも
働くのではないか、という仮説を立て、これ
らの因子のノックアウト株における変異
rRNA の安定性の変化を調べてみた。 
 

 
その結果、図に示したとおり、SRL 領域の変
異（ここでは AGG の例を示す）の場合も、
A2451U の場合と全く同様に、25S NRD に関連
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する因子の欠損株で分解が抑制され、細胞内
に蓄積する、ということが明らかになった。
このことは異なる部分の変異であれ、結果と
して機能を失ったリボソームが同じメカニ
ズムにより認識されて分解される、というこ
とを示すはじめてのケースである。 
 
② その他の因子の探索 
 
以上の結果から、25S NRD がこれらの変異リ
ボソームの分解にも共通して働いていると
いうことが明らかになった。そこでここから
は、この両者に対して働く機構の解明を、そ
れぞれの変異 rRNA を使って進めていくこと
とした。 
 
これまでに A2451U を用いて MS2coat protein
によるプルダウンを行い、質量分析により結
合タンパク質を分析したことがあった。この
結果、いくつかのリボソーム結合タンパク質
が、特に変異リボソームでは濃縮している、
ということが示唆されていた。これらのタン
パク質は、どれかが機能不全リボソームに直
接結合するもので、残りはその状態の複合体
に付加的に結合してくるものかもしれない、
と考えた。本質的な結合タンパク質を同定す
るため、候補の遺伝子を 20 弱ほど決めた上
で、それぞれ無細胞翻訳系を使って 35S 標識
したタンパク質を作成した。出芽酵母から精
製した E3 複合体（これが機能不全リボソー
ムを認識して選択的にユビキチン化を行う
ことは以前の研究で解明した）を使って、結
合の有無を検証する実験を行った。 
 
その結果、興味深いことに、ひとつのタンパ
ク質が機能不全リボソームに優先的に濃縮
されるのみならず、E3 複合体にも結合する、
ということが明らかになった。このタンパク
質は機能不全リボソームと E3 複合体を物理
的に結びつけるブリッジになって働く因子
であると想定された。このことを証明するた
めにこの因子のノックアウト株を作成し、機
能不全リボソームの分解が停止するかどう
か、選択的ユビキチン化が消失するかどうか
のアッセイを行った。結果は示さないが、期
待どおり、この因子がない株では機能不全リ
ボソームのユビキチン化は消失し、分解は全
く起こらないことが分かった。 
 
この因子が選択的に結合することが、機能不
全リボソームの「目印」になっていることが
示唆されたので、この因子のリボソーム上で
の結合部位や、E3 複合体との結合ドメイン、
また、リボソーム上のユビキチン化部位の同
定を進めた。それらの一連の解析から、機能
を失ったリボソームがどのようなルールに
よってこの因子の結合を受けるのか、細胞の
品質管理の仕組みが明らかになりつつある
ところである。 
 

（３）動物細胞の系を使って 
 
当初の予定では、（２）までの実験で得られ
た成果を動物細胞の培養細胞で、実際にベロ
毒素を投与して確認することを計画してい
た。実験において、購入したベロ毒素により
HeLa 細胞が効率的に死滅すること、rRNA の
分解が遅いながら観察されること、などが明
らかになったが、上述の分解メカニズムの解
明に時間を集中的に投資したため、動物細胞
での確認にまでは手が回らなかったのが実
情である。 
 
近年になって、損傷 RNA をリアルタイム PCR
を用いて感度よく検出する方法がいくつか
報告されている。これらを応用することで、
より正確にベロ毒素による損傷RNAの量と時
間経過による動態を確認することができる
ようになると思われる。今後これらの手法を
試してみると同時に、これまでに得られた因
子のノックダウンに挑戦したい。 
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