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研究成果の概要： 
本研究により、動物細胞内からの高精度 mRNP 複合体精製システムを新たに構築することに

成功した。具体的には、mRNP 精製のためのタグである BoxB 配列を挿入した beta-globin 遺

伝子由来の mRNA（翻訳型 mRNA）とその 5’非翻訳領域に翻訳開始を阻害する強固なステム

ループを形成する配列を挿入した遺伝子由来の mRNA（非翻訳型 mRNA）を mRNP 精製アフ

ィニティータグを用いて精製した。mRNP 精製アフィニティータグとして、BoxB 結合ペプチ

ドであるバクテリオファージ N タンパク質（N ペプチド)に Streptavidin binding peptide
（SBP）と GST と Flag epitope tag を融合した物を使用した。この解析により、動物細胞内

で翻訳中のリボソームが結合した mRNP（リボソーム、翻訳伸張因子を含む、スプライシング

依存的mRNA結合タンパク質複合体であるEJCを含まない）と翻訳されていないmRNP（EJC
をふくむ、リボソーム翻訳伸張因子を含まない）の構成因子が大きく異なることを生化学的に

明らかとした。この結果は、動物細胞内で翻訳依存的に mRNP の大きな再構成が起こるとい

うことを初めて示した物である。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,000,000 0 2,000,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 420,000 3,820,000 

 
 
研究分野：遺伝子発現転写後制御 
科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 
キーワード：①遺伝情報複製、②転写装置、③再編、④制御 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトの遺伝性疾患病およびガンにおける
変異のうち約 1/3は本来の終止コドンよりも
5’上流の位置に終止コドン(PTC: Premature 

termination codon)を生じる。NMD は PTC を
有する mRNA (PTC-mRNA)を積極的に分解する
ことにより、PTC-mRNA 由来の異常蛋白質の産
生を防ぐことにより、遺伝子変異から生体を



守る防御機構である (総説：Yamashita ら 
2005)。一方で、PTC-mRNA 由来の C 末端欠損
蛋白質が機能を保持している場合は NMDの阻
害は変異遺伝子の機能回復につながること
を Ullrich病をモデルとして明らかとし、NMD
の操作が疾患治療に使えることを初めて示
した (Usuki ら Annals of Neurology 2004, 
Usuki ら Molecular therapy 2006) 。複数の
遺伝子の変異の蓄積によって誘導されるガ
ン化において変異の蓄積は細胞の生存に対
し負の作用を引き起こす可能性が高いが、
NMD により変異遺伝子由来の異常な RNA が排
除されるため、恒常性が維持されていると考
えられているが、研究は全く進んでいない。 
 これまでに行った解析により、それまで全く分
かっていなかった細胞が PTC を認識する分子
装置の実態とそのメカニズムを明らかとすること
に成功した(総説：Yamashita ら 2005)。終止コド
ン認識時に、翻訳終結因子 eRF1,eRF3 と NMD
制 御 分 子 で あ る SMG-1, Upf1 が SURF 
(SMG-1:Upf1:eRF1:eRF3 複合体)を形成し、そ
の 3’側に EJC (Exon-junction complex)が存在し
た場合に、SURF が EJC と複合体を形成し、それ
が引き金となりスプライシングを受けた mRNA 上
で SMG-1 が Upf1 をリン酸化するという一連の生
化学的反応がまさに PTC の認識機構であること
を解明した (Yamashia ら Genes&Development 
2001, Kashima ら Genes&Development 2006)。
また、リン酸化された Upf1 が NMD 制御因子
SMG-5, SMG-7 と特異的に結合し、PP2A により
脱リン酸化されることも NMD に必須であることを
明らかにしている (Ohnishi ら Molecular 
Cell 2003)。一方で、NMD によって分解され
る mRNA とそれに結合する蛋白質複合体
(mRNP)がいつどのようなタイミングで形成
されるのか、また、細胞内のどこで mRNA が
分解されるのかはほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ナンセンス変異を有する mRNA
からの異常タンパク質の発現を防ぐ防御機
構－NMD (nonsense-mediated mRNA decay)
により分解される mRNA の細胞内局在をその
mRNA-Protein(mRNP)複合体を培養細胞から
の分離精製を通じて明らかとすると同時に
mRNA を可視化することにより解析するとこ
とを目的とする。mRNP 複合体を細胞からより
簡便、迅速で低コストに精製、分析する方法
の確立とその細胞内局在の可視化は、NMD の
みならず遺伝子発現の転写後制御全体の解
明にもつながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
a) mRNP複合体精製システムの開発 
mRNP 複合体精製は mRNA にアフィニティータ
グを結合させ精製することにより行う。アフ
ィニティータグの結合のため、既知の mRNA

結合タンパク質結合配列を含むレポーター
mRNA にバクテリオファージ N タンパク質(N
ペプチド)結合配列である、BoxB 配列を複数
コピー挿入したものを作成する。同時に、
BoxB 配列に結合する N ペプチドに SBP(スト
レプトアビジン結合ペプチド)および GST の
二種のタンパク質精製に使われるアフィニ
ティータグを付与した mRNP 複合体精製タグ
を設計し、これに、細胞内局在をモニターす
るための核移行シグナルを持つ GFPを融合さ
せた、動物細胞発現ベクターを作成する。ア
フィニティータグを組み合わせた二段階の
精製を行うことにより精製度を飛躍的に高
めることができる。 
 
b）誘導発現システムを用いた転写後のmRNA
動態とmRNP複合体の解析 
遺伝子発現は、転写、スプライシングなどに
よる mRNA 前駆体の成熟、mRNA 輸送、翻訳制
御、mRNA 分解といった様々な制御を受けてい
る。転写後のmRNA局在を解析するためには、
ごく短時間の転写による、均一な mRNA を分
析する必要がある。また、レポーターの発現
量を一定以下に押さえることが、より生理的
な条件下での mRNA 局在の実態をつかむ上で
重要である。具体的には、a)において作成検
証したレポーターを Tet システム（テトラサ
イクリンによる誘導発現系）に導入すること
により、短時間の一過的発現を行い、転写後
のスプライシング、核細胞質輸送、翻訳装置、
mRNA 分解装置への mRNA の移行、などの mRNA
動態を経時的に解析する。 
 
c) mRNP 複合体精製システムの検討 
新たに樹立を目指す mRNA をターゲットにし
た mRNP複合体の精製を試み、レポーターmRNA
の精製をノーザンブロット法により解析す
る。さらに、既知の mRNP 複合体構成因子の
存在をウェスタンブロット法により解析す
る。また銀染色により、全体の精製度を評価
する。 
 
４．研究成果 
a) mRNP複合体精製、可視化システムの開発 
mRNP 複合体精製のため 5 つの BoxB 配列を
beta-globin の 3’UTR に持つレポーターを作
成した。さらに、BoxB 配列に結合する Nペプ
チドに SBP(ストレプトアビジン結合ペプチ
ド)、Flag epitope および GST の 3 種のタン
パク質精製に使われるアフィニティータグ
を付与した mRNP複合体精製タグを作成した。
さらに、ストレプトアビジンカラムもしくは
グルタチオンセファロースカラムにより
mRNP を精製出来ることを既知の mRNP 複合体
構成因子の存在をウェスタンブロット法に
より解析し確認した。また、mRNA の局在を確
認するため精製タグに mCherry-NLSを組み込



んだ。 
mRNP精製レポーターのORFに翻訳をモニタ

ーするための myc epitope tag と、mRNP 構成
タンパク質の mRNA 上の位置を解析するため
の antisence oligo・RNaseH による機知の特
異部位による RNA 切断配列を挿入した。さら
に、BoxB 配列に結合する Nペプチドに 3種の
タンパク質精製に使われるアフィニティー
タグを付与した mRNP 複合体精製タグの N ペ
プチドにboxB配列とのアフィニティーが160
倍になる 2アミノ酸の変異を導入した。 
 
b）誘導発現システムを用いた転写後のmRNA
動態とmRNP複合体の解析 
遺伝子発現は、転写、スプライシングなどに
よる mRNA 前駆体の成熟、mRNA 輸送、翻訳制
御、mRNA 分解といった様々な制御を受けてい
る。転写後のmRNA局在を解析するためには、
ごく短時間の転写による、均一な mRNA を分
析する必要がある。また、レポーターの発現
量を一定以下に押さえることが、より生理的
な条件下での mRNA 局在の実態をつかむ上で
重要である。そこで、a)で作製検証したレポ
ーターを Tet システム（テトラサイクリンに
よる誘導発現系）に導入し、短時間の一過的
発現を可能とするベクターを作成した。さら
に、invitrogen 社の Flp-In system による安
定発現株の作製に用いる FRTをベクター中に
組み込んだ。これを用いて、1 コピーの FRT
サイトを持つ培養細胞樹立に向け、GFP 融合
型ブラストシジン耐性遺伝子を有する FRTサ
イト導入用レンチウィルスベクターを作成
し、1 コピーの FRT サイトを有する HeLa 
TetOff, HeLa TetOff-Advanced, HeLa 
TetOn-Advanced 細胞の樹立を進めている。樹
立後、a)の精製システムを安定発現する細胞
の樹立を進めている。 
 今後、mRNP 精製レポーターを発現する安定
細胞株を樹立し解析を進める。 
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