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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ初期胚の同じ領域に局在化する5つのmRNAのうち、dia、cno、pyd、
smashについて、それぞれの局在化機構を調べた。その結果、diaも既知の3’UTRの2次構造依存的な局在化では
無く、ani mRNAと同様に、翻訳依存的にPCFに局在することが明らかとなった。また、cno mRNAに関しても、翻
訳依存的に局在化する可能性が示されている。この機構が、この局在に限ったものか、他のパターンを示す局在
化mRNAでも機能しているのか、今後明らかにしていきたい。また、pydとsmashに関しては、発現量と局在パター
ンの結果より、PCF局在を示すスプライスバリアントを絞り込んだ。 

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of localization of the mRNAs (dia, cno, pyd, 
and smash) which localize to the same region in early Drosophila embryos. The results showed that 
dia mRNA localizes to the PCF in a translation-dependent manner, similar to that of the ani mRNA, 
rather than in a secondary structure-dependent manner in the 3'UTR as previously thought. It has 
also been shown that cno mRNA may also localize in a translation-dependent manner. It remains to be 
clarified whether this mechanism is limited to this localization or whether it also works for 
localized mRNAs that show other patterns. For the pyd and smash mRNA, we narrowed down the splice 
variants showing the PCF localization based on the expression levels and localization patterns.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
mRNAの局在化の過程では、翻訳が抑制されていることが知られている。これまでは、翻訳開始複合体形成の競合
的阻害やリボソームのリクルート阻害が知られていたが、阻害のために新たな因子が必要となり、多数の局在化
mRNAが明らかになるにつれ、既知の翻訳抑制機構だけで説明するのは困難となっていた。本研究において、我々
が明らかにした翻訳抑制機構は、新たな因子は必要なく翻訳されると同時に起動する機構であるため、非常に汎
用性が高いと考えている。そのため、一般的な翻訳抑制機構をなる可能性を秘めており、その場合、学術的にも
大きなインパクトとなる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエの多核性胞胚期の胚表面に一時的に形成される細胞膜の陥入（PCF）に局在す
る mRNAが 5種（ani、dia、cno、pyd、smash）発見され、そのうち aniは、翻訳依存的に PCFに
局在することを報告していた。残り 4つのうち、dia mRNAも ani同様翻訳依存的に PCFに局在
化するデータを得ていた一方、cnoは、自身の 3’非翻訳領域（UTR）依存的に PCFに局在化する
ことが示唆されていた。残り 2種（pyd、smash）は、スプライスバリアント（SV）の数が、それ
ぞれ 12種、10種予想されていたが、どの SVが発現しているかは不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
同一局在を示す複数の mRNA の局在化機構の比較により共通性を見出し、また、それらの局在
化の解析により、mRNA局在化の分子機構及び生物学的役割の解明をすることを目的とした。 
  
 
３．研究の方法 
ani mRNAは、自身の新生ペプチド鎖のアクチン結合ドメイン（ABD）を介して PCF先端に局在
化することを報告したが、その後、ABD の下流ある 7 つの連続したプロリン配列（polyP）が、
リボソームを停滞させ、ani mRNA が局在化されるまで翻訳を抑制している可能性を見出した。
そこで、この polyPを欠失したコンストラクトを作成し、polyPの有無で、ani mRNAの PCFへ
の局在化に影響を与えるか、翻訳に影響を与えるかを、ショウジョウバエ初期胚、培養細胞を用
いて解析した。また、dia mRNAは polyPを複数コードしていたため、その領域を欠損させたコ
ンストラクトを作成し、同様の解析を行った。cno mRNAに関しては、複数の欠失コンストラク
トを作成、それぞれにおいてトランスジェニックショウジョウバエを樹立した後、初期胚でそれ
ぞれのコンストラクトを発現させ、局在を in situハイブリダイゼーション法により可視化した。
pyd、smashは、PCR法、リアルタイム PCR法、in situハイブリダイゼーション法により、初期
胚において発現している SVの同定を行った。 
 
４．研究成果 
ani mRNAの polyPを CRISPR/Cas9により欠失を複数回試み、複数の欠失候補変異体を得ていた
が、シークエンス解析の結果、いずれの系統も polyPが欠失していなかった。in vitroでの解析で
は、polyPを欠失させることを確認したが、現在までのところ、欠失変異体の取得までは至って
いない。これと並行し、polyP 配列が、ani mRNA の翻訳に影響を与えるかどうか、ショウジョ
ウバエの培養細胞（S2 DRSC 細胞）において解析を行った。polyP によるリボソームの停滞は、
活性化 eukaryotic initiation factor 5A
（eIF5A）によって、乗り越えるこ
とができることが知られている。こ
の eIF5Aの活性化には、2つの酵素
が必要だが、そのうち一つの酵素の
阻害剤（GC7）により S2 DRSC細
胞を処理したところ、活性型 eIF5A
の量が低下した。そこで、この条件
下で、Aniタンパク質量に影響があ
るか調べたところ、Aniタンパク質
量の低下が検出された。polyPを欠
失させた ani mRNAは、効率は低下
するものの PCF へ局在化すること
は可能である。S2 DRSC 細胞での
結果を踏まえると、polyPによる翻
訳の一時停止とRNAの局在化は独
立して起こることが示唆された。 
dia mRNA も同様に polyP をコー
ドしており、翻訳依存的に自身の新
生ペプチド鎖を介して PCF へ局在
化することが示唆されていたため、
polyPを欠損した RNA（ΔFH1）の
局在化及びそのRNAがコードする
タンパク質の局在を調べた。その結
果、polyP 欠損 RNA は、PCF に局
在化することは可能である（図 1）
一方、タンパク質の異所的な発現が
検出された（図 2）。dia mRNAの解
析からも、polyPによる翻訳の一時
停止とRNAの局在化は独立して起



こることが指示されている。 
 pyd、smash mRNAは、それぞれ、12
種、10種の SVが存在することが予想
されていたが、PCF法、リアルタイム
PCR法により、初期胚において発現し
ている SVをそれぞれ 6種、5種に絞
り込んだ。しかし、SV 間で重複して
いる領域が多く、それ以上の絞り込み
が困難であったため、それぞれの SV
の発現パターンを in situハイブリダイ
ゼーション法により可視化した。その
結果、pydは 3種まで絞り込めたが、smashはそれ以上の絞り込みができなかったため、SVを構
成している exonを考慮し、トランスジェニックショウジョウバエを作製し、PCF局在に必要な
RNA領域の同定を進めている。 
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