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研究成果の概要（和文）：本研究は、RNA結合タンパク質CPEBを介した負と正の両方向の遺伝子発現の調節に関
わる分子メカニズムを、それぞれ癌遺伝子c-mycおよびリボヌクレオチド還元酵素RNR2のmRNAを対象に解明する
ことを目的に実施した。CPEBによる負の制御では、CPEBによるc-myc mRNA分解の促進に関わる特徴的なRNA配列
構成を初めて決定した。CPEBによる正の制御では、ポリA鎖の分解が優勢となるDNA傷害時において、RNR2 mRNA
ではCPEBとポリAポリメラーゼPAPD7の利用される分子メカニズムによって、選択的にポリA鎖が伸長されること
を示唆する結果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The RNA-binding protein CPEB regulates gene expression both positively and 
negatively. Currently, c-myc mRNA is the only known target that is promptly degraded by a mechanism 
involving CPEB. In this study, we identified an RNA code comprising of the consesnsus and 
non-consesnsus CPE sequences that guides CPEB to degrade  c-myc mRNA. We also worked on CPEB's role 
during DNA damage responses, and found that CPEB and its binding poly(A) polymerase PAPD7 are 
essential for the increase of RNR2 protein after doxorubicin or UV treatment of U2OS cells. While 
many of the constitutively expressed mRNAs are deadenylated in response to the DNA damages, poly(A) 
tails of RNR2 mRNA are elongated. Our results suggesting that CPEB-PAPD7 discriminates RNR2 mRNA 
from the others to indeuce translation during DNA damage response.

研究分野：分子生物学

キーワード： RNA結合タンパク質　mRNA分解　翻訳

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転写後における遺伝子の発現制御は、mRNAの量や翻訳量を決定する重要な過程である。CPEBは、mRNAの3'末端に
付加されるポリA鎖の制御によってmRNAの運命を決定する。CPEBは標的遺伝子ごとにポリA鎖短縮化によるmRNA分
解促進と伸長による翻訳活性化を使い分けていると考えられるが、CPEBが標的mRNAのどのような情報を読み取っ
て制御の方向を決定しているかなど、CPEBによる遺伝子発現に関わる分子メカニズムには不明な点が多い。本研
究は、CPEBによる多様なmRNA制御に、どのような仕組みが関わるのかを完全に理解するために重要な基盤的な知
見を与えるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞質におけるmRNAの安定性や翻訳活性の調節は、産生されるタンパク質の量に速やかに影
響を及ぼす重要な制御過程である。細胞質ポリ A鎖伸長因子 CPEBは、アフリカツメガエルの
卵母細胞において、標的 mRNA の 3’末端非翻訳領域 (3’UTR)に結合してポリ A 鎖の伸長反応
を制御することで、特定のmRNAの翻訳活性を卵成熟過程の時期特異的に調節する因子として
同定された。ヒトを含む哺乳動物では、CPEBが生殖細胞だけでなく体細胞にも発現しており、
卵母細胞の場合と同様に、標的遺伝子特異的にポリ A 鎖伸長と翻訳活性化を制御していると考
えられている。研究代表者も独自に、CPEBが DNA傷害時におけるリボヌクレオチド還元酵素
RNR2 のタンパク質産生の誘導に必須であることを明らかにしている。上述のような正の遺伝
子発現制御への役割がよく知られる一方で、研究代表者は、CPEBが癌遺伝子 c-mycのmRNA
のポリ A 鎖短縮化を加速させ、c-myc mRNA 分解を促進することを報告した (Ogami et al., 
Oncogene 2014)。これは CPEBがポリ A鎖分解を介して遺伝子発現を負に制御する初めての例
であり、CPEB は標的遺伝子ごとにポリ A 鎖・遺伝子発現の制御の方向、すなわち、短縮化に
よるmRNA分解促進と伸長による翻訳活性化を使い分けていることを示す発見である。しかし
ながら、CPEBが標的mRNAのどのような情報を読み取って制御の方向を決定しているかは明
らかになっていない。また、DNA 傷害時における細胞質における CPEB による RNR2 の正の
遺伝子発現に関しても、不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、CPEBによる多様な遺伝子発現調節に関わる分子基盤の解明を目的として、
①c-myc mRNAの特異的な分解制御を決定づける RNA配列コードの同定、②DNA傷害時にお
ける RNR2 mRNAの翻訳活性化メカニズムについて解析した。 
 
３．研究の方法 
① c-myc mRNAの特異的な分解制御を決定づける RNA配列コードの同定 
c-myc mRNAの 3’末端には、機能性のポリ A付加シグナル(pA1, pA2)が２つ存在し、5’側のポ
リ A付加シグナル(pA1)を境に、上流と下流にそれぞれ CPEB結合のコンセンサス配列(CPE)１
つとそれに類似した非コンセンサス配列(ncCPE)２つが存在する（図１）。c-myc 3’UTRの全長、
終止コドンから pA1まで、pA1から pA2までの領域をそれぞれ付加したレポーターmRNA発
現プラスミドを作成し、どの領域が細胞内での CPEBによるmRNA
分解に関与するかノーザンブロッティングにより解析した。さらに、
CPE, ncCPE に種々の組み合わせで点変異や欠損変異を導入し、ど
のエレメントが分解に必須な役割を果たすかを調べた。これらの実
験では、CPEB の発現がウェスタンブロッティングで確認できない
HeLa 細胞を利用し、CPEB を外来性に発現させた時の gain-of-
function効果を調べた。また、CPEBと c-myc 3’UTRとの結合、特
にこれまで報告のない ncCPEとの結合性について、ゲルシフトアッ
セイにより解析した。 
 
②DNA傷害時における RNR2 mRNAの翻訳活性化メカニズム 
本研究では、内在性 CPEB タンパク質の十分な発現が確認できており、p53 が野生型であるな
ど、正常なストレス応答が期待できるU2OS細胞を利用した。DNA傷害は、抗がん剤ドキソル
ビシン処理、あるいは 50~75J/m2の UV処理により与えた。CPEBは非正準ポリ Aポリメラー
ゼ PAPD4, PAPD5と結合することが過去に報告されており、また、研究代表者等が過去に活性
型アイソフォームの同定に成功した PAPD7 (Ogami et al., BBRC 2013)とも相互作用すること
を独自に明らかにしている。これらのうち、どのポリ A ポリメラーゼが DNA 傷害時の RNR2
発現誘導に関与するか、siRNAを用いたノックダウン実験により調べた。さらに、DNA傷害時
の RNR2 mRNA のポリ A 鎖長の変化を、PCR を利用したポリ A 鎖長測定法である RL-PAT
法、あるいはノーザンブロッティングにより解析した。 
 
４．研究成果 
① c-myc mRNAの特異的な分解制御を決定づける RNA配列コードの同定 
c-myc 3’UTRを、pA1を境に前半部分と後半部分に分け、それらを含むmRNAに対する CPEB
過剰発現の影響を HeLa細胞において解析したところ、前半領域、後半領域ともに c-myc 3’UTR
の全長とほぼ同等の分解促進作用を示した。後半領域は前半領域と比べ、長さが短く他の RNA
結合タンパク質の結合配列エレメントも少なかったため、以後の詳細な解析には後半領域を用
いた。後半領域の CPE と ncCPE に、点変異・欠損変異を様々な組み合わせで導入し、同様に
CPEB発現による分解への影響を調べた。その結果、CPE配列の変異や欠損は分解を弱くしか
抑制せず、２つある ncCPEのどちらか一方の変異・欠損ではそれと比べやや強い抑制が見られ
た。ncCPE を両方とも変異あるいは欠損させると、CPEB による mRNA 分解は完全に抑制さ
れた。よって、c-myc mRNAの分解には ncCPEが必須であることが判明した。前半領域を用い
た解析でも同様に、ncCPE の分解への必要性が確認された。さらに、ゲルシフトアッセイによ
る CPEB との結合解析の結果、CPEB は CPE に対し高い親和性を示す一方で (解離定数

図１. c-myc 3’UTRの構造 



Kd=212nM)、2つのncCPEのどちらに対してもほとんど結合性を示さなかった (Kd, >800nM)。
ところが、CPEと ncCPEのどちらか、あるいは両方が共存した RNAプローブで同様の解析を
行ったところ、単独の場合ではほとんど見られなかった２分子目の CPEB の結合によるさらな
るバンドのシフトが観察された。この２分子目の CPEB結合はおよそ 150nMほどからみられ、
300~400nMの間で 1分子結合した RNAとほぼ 1:1の結合量となった。一方、ncCPE２つのみ
をもつ RNAでは、Kd値も>800nM以上とほとんど結合性が見られず、2分子結合も観察され
なかった。これらの結果から、CPEに結合した CPEBにより ncCPEへの２分子目の CPEB結
合が促進されることが明らかとなった。さらに、ヒト体細胞において CPEBの標的mRNAとし
てすでに同定されている p53 や c-jun の 3’UTR を付加したレポーターmRNA に対する CPEB
発現の影響と結合性についても解析した。これらの 3’UTRは CPEを含むが ncCPEを持たず、
CPEBによってmRNA分解が促進されることはなかった。一方、これら 3’UTRに対する CPEB
の結合は Kdが 150 nM未満と、c-mycの場合と比べ比較的強いことが判明した。よって、CPEB
によるmRNA分解には、CPEB結合の強さは関係なく、本来ではそれ自体親和性の低い ncCPE
への結合が関係していることが明らかとなった。CPEBによるmRNA分解は、現在までのとこ
ろ c-myc mRNA以外には報告がない。CPEBによる分解の標的となるmRNAの候補を見つけ
るため、CPEB を過剰発現した細胞とコントロールの細胞との間の mRNA 発現変動を調べた
RNA-seq データの分析に着手した。その結果、CPEB 発現時に発現減少する mRNA を複数見
出し、直接 CPEB により分解される標的を同定するための候補を得ることに成功した。これら
の mRNA から、CPEB の直接の結合標的となるものに絞り込み、c-myc mRNA の場合と同様
に、CPE と ncCPE から成る RNA コードが利用されているかさらなる詳細な解析が必要であ
る。 
 
 
②DNA傷害時における RNR2 mRNAの翻訳活性化メカニズム 
U2OS 細胞にドキソルビシンあるいは UV で DNA 傷害を加えると、少なくとも処理後 8 時間
までにおいて、RNR2 タンパク質の経時的かつ CPEB 依存的な発現上昇が観察される。CPEB
の結合パートナーであるポリAポリメラーゼ PAPD4, PAPD5, PAPD7をそれぞれノックダウン
した条件下で同様の実験を行ったところ、PAPD7のノックダウン時においてのみ、RNR2発現
の誘導が抑制された。さらに、RNR2 mRNAのポリ A鎖長の変化を解析したところ、DNA傷
害ストレスを加えて最初の２時間では、ポリ A 鎖が徐々に伸長していく様子が観察され、その
後再びポリ A 鎖は穏やかに短縮化されていくことが明らかとなった。一方で、リボソームタン
パク質など構成的に発現している遺伝子のmRNAや、-globinのレポーターmRNAでは、ポリ
A鎖の伸長は起こらず、むしろ短縮化が加速されていることが判明した。以上から、DNA傷害
ストレス時には、ポリ A鎖の分解および遺伝子発現の抑制が優勢となるが、RNR2 mRNAでは
CPEB と PAPD7 の利用される分子メカニズムによって選択的にポリ A 鎖が伸長され、翻訳が
上昇されることが示唆された。 
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