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研究成果の概要（和文）：リボソームプロファイリングとmiRNA結合領域データの解析により、mRNAのCDSに結合
するmiRNAは、標的の分解や翻訳を抑制することなく、リボソームの速度を一時的に遅くさせる機能を持つ可能
性を示した。この概念を実験的に検証するために、新生鎖のミスフォールディングに脆弱なレポーターを作成
し、グローバルもしくは標的特異的なmiRNAの減少が翻訳速度を局所的に加速させ、新生鎖の折畳みを負に制御
することを示した。また、内在性のタンパク質においてもnon-cleaving shRNAによって翻訳速度を調節すること
で標的タンパク質の変性を抑制することが可能かどうか検証した。

研究成果の概要（英文）：A combined analysis of ribosome profiling and miRNA-binding sites revealed 
that CDS-targeting miRNAs can slow translating ribosomes without suppressing translational 
elongation. To further understand the notion in an experimentally, a reporter was designed to 
examine the folding status of nascent proteins which may be mediated by CDS-targeting miRNAs.  

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miRNAは標的mRNAに結合し、mRNAの分解や翻訳抑制を亢進することが広く知られている。miRNAはmRNAのCDSへも3
´UTRと同程度結合するが、CDSに結合するmiRNAの発現量への影響は小さく、なぜ多くのmiRNAがCDSにも結合す
るのかは分かっていなかった。本研究では、一部のmiRNAは、標的のmRNA分解や翻訳抑制ではなく、リボソーム
の翻訳速度を局所的に遅くすることで、新たに生まれたタンパク質の折り畳みを促進していることを示すととも
に、様々な疾患と関連するタンパク質変性の抑止策の一つとして新たな可能性を示すことができた。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
miRNA は標的 mRNA に結合し、mRNA の分解や翻訳抑制を亢進することが広く知られ
ている。miRNA は mRNA の CDS へも 3´UTR と同程度結合するが、CDS に結合する
miRNA の発現量への影響は小さく、なぜ多くの miRNA が CDS にも結合するのかは分
かっていなかった。リボソームが mRNA を翻訳する速度は、局所的に変化している。
mRNA の高次構造やコドンの最適化具合など様々な要因により速度は変化する。適度
かつ局所的な翻訳速度の低下は、変性に脆弱なタンパク質領域の適切な折り畳みに寄与
していると分かってきた。しかし、タンパク質の適切な折り畳みを促進するために、翻
訳速度の特異的かつダイナミックな制御機構は未だ分かっていなかった。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、一部の miRNA は、標的の mRNA 分解や翻訳抑制ではなく、リボソームの
翻訳速度を局所的に遅くすることで、新たに生まれたタンパク質の折り畳みを促進して
いるという概念を検証することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
リボソームプロファイリングと miRNA 結合箇所の網羅的データを解析することで、
miRNA が翻訳速度を局所的に制御し、タンパク質の変性を制御している可能性を検討
する。実験的に当該概念を検討するために、新生鎖のミスフォールディングに脆弱なレ
ポーターを作成し、miRNA のレポータータンパク質の折り畳みに対する影響を①グロ
ーバルな miRNA の減少、②レポーターに結合する miRNA の阻害、③miRNA mimic に
よるレスキュー、の３ステップにおいて生化学的に検討し、最終的に④内在性のタンパ
ク質における同様の機序の有無を検討する。 
miRNA の減少が新生鎖の変性に与える影響を生化学的に検証する。具体的には、miRNA
生成酵素の一つである DROSHA や AGO を 293T 細胞においてノックアウトしグローバ
ルに miRNA を減少させることでレポーターの凝集の変化を検討する。 
内在性のタンパク質においても miRNA/shRNA によって翻訳速度を調節することで標
的タンパク質の変性を抑制することが可能かどうか検証するために、どのような性質を
持った内在性タンパク質が翻訳速度の低下により変性・凝集を抑制できるのかを検証す
る。そのために、低濃度の翻訳阻害剤により細胞内の翻訳速度を低下させ、不溶性分画
（凝集タンパク質）を LC/MS/MS により解析し、対照群に対して相対量が減少してい
るタンパク質を同定する。 
また、miRNA/non-cleaving shRNA が翻訳速度を一時的に低下させることを検証するた
めに、miRNA の減少によるレポーターの局所的な翻訳速度変化を、リボソームプロフ
ァイリングを用いて検証する。また、蛍光レポーターを作成し、フローサイトメトリー
解析により、non-cleaving shRNA が標的タンパク質産生を阻害することなく、翻訳速度
を一時的に低下させることを確認する。 
 
 
４．研究成果 
 
リボソームプロファイリングと miRNA 結合箇所のデータの解析により、mRNA の CDS
に結合する miRNA は、標的の分解や翻訳を抑制することなく、リボソームの速度を一
時的に遅くさせる機能を持つことを示唆することができた。レポーターを用いた実験で
は、グローバルな miRNA の減少、もしくはレポーターの一部に結合する miRNA の特
異的な抑制により、レポータータンパク質の凝集が増加し、半減期も短くなるという結
果を得た。さらに、レポーターの一部に特異的に結合する非切断型 shRNA により、レ
ポータータンパク質の凝集が減少するという結果も得られた。また、miRNA/non-



cleaving shRNA が翻訳速度を一時的に低下させることを検証するために、蛍光レポータ
ーを作成し、フローサイトメトリー解析により、non-cleaving shRNA が標的タンパク質
産生を阻害することなく、翻訳速度を一時的に低下させることを確認した。さらに、内
在性のタンパク質においても non-cleaving shRNA によって翻訳速度を調節することで
標的タンパク質の変性を抑制することが可能かどうか検証するために、変性が２型糖尿
病とも関連があるとされるインスリンに着目し、non-cleaving shRNA を設計し、インス
リンの変性指標であるプロインスリンの dimer・trimer への影響を検討したところ、non-
cleaving shRNA により、monomer プロインスリンに対する dimer・trimer を減少させる
ことができた。 
これらのことから、一部の miRNA は標的の発現量を負に制御することなく、翻訳中の
リボソームの速度を局所的に調節することで新生鎖の折り畳みを補助しているという
可能性を明らかにすることができた。 
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