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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)の異常終止コドン複合体初期形成機構の詳細明らかとした。ま
た、SMG1が関わる新たなストレス応答機構について解析を進め、酸化ストレス依存的にSMG1が活性化すること、
SMG1が酸化ストレスの中心分子として機能する転写因子NRF2依存的なHO-1発現に必須な役割を果たすことを明ら
かにした。さらに、SMG1がNRF2を直接リン酸化すること、そのリン酸化部位の同定に成功し、SMG1によるNRF2活
性制御機構の解明を進めている。

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 hence 
reduce the accumulation of potentially toxic truncated proteins. SMG1, a member of the PIKK 
(phosphoinositide 3-kinase related kinases) family, plays a critical role in NMD. According to 
prevailing models, NMD begins by the assembly of the SURF (SMG1-UPF1-eRF1-eRF3) complex at the 
ribosome, followed by UPF1 activation by additional factors such as UPF2 and UPF3.In present study 
we demonstrated that the interaction between human UPF2 and eukaryotic release factor 3 (eRF3). In 
addition, we find that UPF2 associates with SURF and ribosomes in cells, in an UPF3-independent 
manner. In addition, we showed that the existence of a complex comprising SMG1, UPF1 and DHX34, with
 functioning as a potential scaffold for UPF1 and SMG1.

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。このことから生体
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と考えられる。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。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。我々は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 ,2011; 
Melero,Yamashita ら,2014）と mRNA 分解機構
(Yamashita ら ,2005; 
Okada-Katsuhata,Yamashita
ら,2012;Nicholson,Yamashita ら,2014)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,2013)。さらに、これらの成果
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 と と も に (Usuki,Yamashita
ら,2004; Usuki,Yamashita ら,2006)、細胞毒
性を示さない分子ターゲットの同定に成功
した (Usuki,Yamashita ら,2013)。酸化スト
レス下で、ATF4 などの NMDで分解される mRNA
について、その翻訳開始が eIF2alpha リン酸
化依存的に切り替わることで、NMD による分
解が抑制される。一方、SMG1 が酸化ストレス
に関わることが明らかになってきており、

NMD と統合的ストレス応答との関わりについ
てその詳細の解明が待たれている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ナンセンス変異を有する mRNA
からの異常蛋白質の発現を防ぐ mRNA 監視機
構－NMD (nonsense-mediated mRNA decay)-
の分子機構と生理的意義を、新たな研究手法
を用いて明らかとすることを目的とする。具
体的には、すべての mRNA が初期翻訳時に品
質管理機構により検査され、効率のよい通常
の翻訳に移行するという「品質管理機構によ
るチェックポイント」の存在と NMD 制御因子
による制御機構を解明する。さらに、NMD 制
御因子による細胞ストレスに応答した、翻訳
制御機構を解析することにより、mRNA 監視機
構と転写・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のストレス応答の
観点から明らかとする。 
 
 
３．研究の方法 
NMD 分子機構を生化学的、点分子生物学的手
法により解析する。同時に、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。ま
た、NMD 活性の簡易・正確な検出のため、新
しい設計思想のレポーターを開発する。これ
を用い、細胞ストレス下における NMD 活性の
測定を進める。さらに、細胞ストレスにおけ
る SMG1 の役割と NMD 制御とのクロストーク
についても解析を進める。 
 
 
４．研究成果 
１）動物細胞において、NMD は 3’側の
splicing により強く促進される。リボソーム
上で形成される異常終止コドンを識別する
分子複合体である SMG1-UPF1-eRF1/3(SURF)
複合体とスプライシング部位の目印となる
EJC は UPF2-UPF3 により連結され、Decay 
inducing complex を形成する。UPF2 につい
ては、EJC に UPF3 を介してリクルートされる
というモデルが支持されていた。今回、我々
は、細胞内においてSURF構成因子やribosome
と UPF2 の複合体形成が、EJC や UPF3 非依存
的であることを明らかにした。また、試験管
内 splicing 反応依存的に spliced mRNA に
UPF3 が結合するのに対し、UPF2 は結合しな
いことを示した。さらに、UPF2 が 40S と 60S
の両方の ribosome サブユニットと複合体を
形成することを発見した。これらの結果は
3’側の intron 非依存的な NMD の際に
ribosome を含む異常終止コドン識別複合体 
がどのように形成されるかを示す物である 
(NAR 2016)。 



 
２）1)で明らかとした EJC 非依存的な UPF2
の異常終止コドン識別複合体へのリクルー
ト機構解明のため、UPF2と UPF1, eRF1, eRF3, 
UPF3b との分子間相互作用の詳細を解析した。
その結果、動物細胞においてこれまで確認さ
れていなかった、UPF2 と eRF3 との直接の分
子 間 相 互 作 用 を 同 定 し た 。 Bio-layer 
interferometry (BLI)を用いた詳細な解析に
より、UPF2 と UPF3b の KDが 1-2 x10e-8 M で
あるのに対しUPF2と eRF3の KDは2~6 x10e-6 
M であった。さらに、Cryo-EM を用いた構造
解析と生化学的から、UPF3b と eRF3 は UPF2
上の非常に近い領域に競合的に結合するこ
とが明らかとなった。これらの結果から、3′
側の intron 非依存的な NMD の際に、
UPF2-eRF3 複合体形成後、UPF3b が eRF3 と入
れ替わることで ribosome-SURF-UPF2-UPF3b
複合体を形成するというモデルが考えられ
る (NAR 2016)。一方、UPF3b と eRF3 につい
ても弱い結合（KD：5 x10e-5 M）が確認され
た。さらに、SMG1C と UPF3b の相互作用も検
出されており、SMG1 キナーゼの活性化に際す
る分子間相互作用、分子複合体リモデリング
の詳細の解明が今後の課題となる。 
 
３）RNA helicase DHX34 は UPF1 を含む mRNP
複合体リモデリングに関わる因子であり、
SMG1 による UPF1 リン酸化に関わることが報
告されている（2014 Cell Rep.）。DHX34 と
UPF1、SMG1 との関わりを明らかとするため、
Cryo-EM による構造解析と生化学的・分子生
物学的解析を組み合わせることで、SMG1 が
DHX34と複合体を形成すること、DHX34とUPF1
が SMG1 に同時に結合しうることを明らかに
した。さらに、細胞内において、DHX34 と UPF1
の相互作用が SMG1 による UPF1 リン酸化に重
要であることを発見した（Nature Comm.）。
これまで報告してきたribosome-SURF-EJC複
合体の形成とDHX34との関わりの解明を進め
ることで、NMD の分子機構の詳細が明らかと
なることが期待される。 
 
４）細胞ストレス時には mRNA の翻訳が阻害
されるため、翻訳依存的に起こる NMD が細胞
ストレス時に阻害されるという報告がなさ
れている（Gardner ら,2010）。一方で、スト
レス時に特異的に翻訳される mRNA が品質管
理を受けているかについては解析されてい
ないため実際にはNMDがストレス時にも機能
している可能性も高い。これについて、①ス
トレス（小胞体ストレス、アミノ酸飢餓、酸
化ストレスなど）時に翻訳が抑制される
5TOP(eEF1A 5′UTR)レポーター、③ストレス
時に特異的に翻訳されるレポーター (ATF4 
5′UTR)、③その他（beta-globin 5′UTR）
を作成した。しかし、ストレズ付与前の段階
で蓄積したレポーターの活性が問題となり、
はっきりした結果を得ることが出来なかっ
た。そこで、転写と翻訳の両方を低分子化合

物により誘導することにより、ストレス付与
前のレポターの蓄積をほぼ無くすレポータ
ーを設計した。いくつかの方法を検討した結
果、最終的に転写と翻訳を個別に誘導可能な
レ ポ ー タ ー “ InTra2 ： Inducible 
transcription-translation system”の開発
に成功した。さらに、この方法が NMD だけで
なく、microRNA の転写後制御の解析にも応用
可能であることを確認した（未発表）。今後、
ストレス時の NMD 活性の解析や、NMD 以外の
さまざまな転写後制御機構制御剤スクリー
ニングへの応用が期待される。 
 
５）SMG1 が酸化ストレス依存的なストレスグ
ラニュール形成に関わること、高酸素依存的
なp53活性化に関わることが報告されている。
このことから、SMG1 が酸化ストレス依存的な
細胞ストレス応答に関わる新たな制御因子
として機能している証拠が蓄積してきた。こ
れらの背景から、SMG1 阻害が NMD 抑制による
がん細胞変異遺伝子由来の変異タンパク質
の蓄積や、未知の経路による酸化ストレス応
答制御異常により、抗腫瘍作用を示す可能性
を考え、研究を行った。その結果、SMG1 ノッ
クダウンは、がん細胞増殖抑制やゼノグラフ
ト増殖抑制を示すことを明らかにした。次に、
SMG1 の酸化ストレス応答への関与を明らか
とするため、新規に同定した SMG1 特異的阻
害剤を用い、SMG1 特異的阻害条件下における
酸化ストレス応答についての解析を行った。
SMG1 阻害剤を用いた解析により、酸化ストレ
スに対する細胞応答として p53 に加え、活性
酸素種による転写因子 NRF2 の活性化を SMG1
特異的阻害剤が抑制することを明らかにし
た。さらに、SMG1 が直接 NRF2 を特定のリン
酸化部位をリン酸化することを明らかにし
た（未発表）。このリン酸化の生理的意義に
ついてさらなる解析が必要となる。 
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