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研究成果の概要（和文）：翻訳過程における「揺らぎ仮説」の実態解明を目指して、これまでに申請者が開発し
てきたmRNA/tRNA同時リボソームプロファイリング法をさらに発展させ、より精度の高い網羅的解析シーケンス
技術をほぼ確立させた。その手法を、リボソーム関連品質管理が障害されたマウスの脳試料へ応用したところ、
未完成の翻訳産物（新生ポリペプチド鎖）の蓄積を防ぐために翻訳開始過程に阻害が生じること、逆にその阻害
のために神経細胞の突起伸長が遅れ、発達障害がもたらされることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to gain insights into wobble bases in mRNA translation, we have 
developed a novel simultaneous mRNA/tRNA ribosome profiling technique, This analytical method has 
allowed us to precisely analyze mRNA translation at single nucleotide resolution. We have applied 
this technique to a model mouse for neurodevelopmental diseases in which ribosome-associated quality
 control is dysregulated by lack of Ltn1, an E3 ligase. We found that in the Ltn1-deficneint brains 
the process of translation initiation is significantly compromised, which in turn impaired dendritic
 outgrowth and thereby led to manifestation of neurodevelopmental phenotypes. 
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAの遺伝情報がmRNAに転写されたあとに、どのようにしてリボソームがその遺伝情報をデコードし、タンパク
質の合成に変換しているかを理解することは、あらゆる生命現象の根源に関わる。本研究で新たに開発する翻訳
解析技術とバイオインフォマティクス解析手法は、疾患モデルの動物や細胞のおける翻訳解析に応用が可能であ
り、その疾患の病態解明や新たな治療法の開発につながる可能性がある。特に、どのような頻度、量の揺らぎ塩
基が翻訳中のリボソームに取り込まれるかを明らかにすることは、翻訳過程の深い理解につながる。

※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 
 

近年、同義置換により翻訳速度が変わることによって、合成最中のタンパク質のフォールディン

グ構造や機能まで変化しうることが示唆されてきた。つまり、ある mRNA コドンに対して「どの

tRNA がリボソーム内に取り込まれ、実際の翻訳に使われるか」は、細胞機能の根本に関わるも

のの十分に理解されていない。それを明らかにするため、翻訳最中にあるリボソーム内に取り込

まれた mRNA と tRNA を網羅的かつ精度高く解析する手法にはまだいくつかの問題点があった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、これまでに申請者が開発してきた新たなmRNA/tRNA同時リボソームプロファイリン

グ法(Chen et al., Cell Reports, 2018)をさらに発展させ、新たなmRNA/tRNA同時リボソーム

プロファイリング法を確立させ、「揺らぎ仮説」の実態解明を目指す。特に、揺らぎ塩基の使

用頻度を調べるための実験系とバイオインフォマティクス解析のための基盤技術を確立する。

特に、P部位のmRNAコドンとtRNAアンチコドンを高精度に同定するための試料調製やライブラリ

ー作成の条件を最適化し、各アミノ酸におけるmRNAコドンとtRNAアンチコドンの相関を明らか

にする。 

 
３．研究の方法 
 

アンチコドンを含む tRNA の配列を網羅的に明らかにするため、ライブラリー条件をこれまでの

手法からの高度化および最適化を進め、tRNA に関する RNA シーケンシングとリボソームプロフ

ァイリング実験を行った。特に、tRNA の配列や修飾を、より少ない試料から高い精度で調べる

ことができる条件を探索した。また、mRNA の解析についても、ノンコーディング RNA における

翻訳など、通常の CDS に由来する翻訳以外の翻訳過程を詳しく調べるためのデータ解析技術の

開発を行った。さらに、mRNA/tRNA 同時リボソームプロファイリング法を用いてリボソーム関連

品質管理機構の解明を試みた。リボソーム関連品質管理機構に関わり(1)、新生ポリペプチド鎖

をユビキチン化するユビキチンリガーゼである Ltn1 を欠損させたマウスの大脳へ応用し、網羅

的な mRNA および tRNA の翻訳解析を行った。 

 
 
４．研究成果 

培養細胞およびマウス脳の細胞抽出液を用いて、リボソームのP部位のmRNAコドンとtRNAアンチ

コドンを高精度に同定するための試料調製やライブラリー作成の条件の最適化を進めた。その

結果、より高い精度で、各種tRNA配列を分類し、かつ様々なtRNA修飾のより正確な定量を行う

ことができるように、これまでの研究で用いてきたバイオインフォマティクス解析手法を変更

し、既存のスクリプトの改変を行った(2-4)。それによって、より少量の試料を用いて、より正

確にmRNAコドンとtRNAアンチコドンの相関を調べることができる実験およびデータ解析のシス

テムをほぼ確立させた。 

また、tRNAの解析に加えてmRNAの解析も進め、特にリボソーム関連品質管理に関わり、不完

全な新生ポリペプチド鎖を分解させるユビキチン化するE3リガーゼであるLtn1を欠損させたマ

ウスの大脳を用いたmRNAの翻訳解析を進めた(5)。その結果、Ltn1欠損マウスが発達障害を示す

理由として、以下に記すように翻訳開始過程の抑制が明らかになった。 

Ltn1 KOマウス脳における翻訳抑制のメカニズムを明らかにするため、Ltn1欠損マウスにおい



て10倍以上の異常な発現上昇を認めているTTC3が、翻訳制御にどのように関わっているか調べ

た。本研究で開発を行ってきた翻訳プロファイリングによる定量的な解析を進めたところ、

Ltn1欠損マウスでは翻訳開始の段階が顕著に抑制されていることを、翻訳開始の阻害剤である

ハリントニンを用いたリボソームプロファイリング実験から明らかにした(5)。つまり、TTC3の

発現上昇のため翻訳開始の阻害を生じさせて全体の翻訳活性を低下させることで、不完全な新

生ポリペプチド鎖のさらなる蓄積を防いでいることを明らかにした。逆に、神経細胞におい

て、TTC3の発現上昇のために翻訳の阻害が起こることによって神経突起の成長が遅れること、

それによって神経発達が遅れて認知障害が生じたことを、TTC3のノックダウンによるレスキュ

ー実験から明らかにした。さらに、このようなmRNAの網羅的な翻訳解析によって、リボソーム

内における特異的なtRNAの変化が示唆された。 

また、これらの研究を通して、リボソームによって翻訳される通常のコーディング配列

（CDS）だけでなく、非翻訳領域に存在するupstream ORF(uORF)やノンコーディングRNAについ

ても、実際に翻訳されているかどうかを判断するためのデータ解析手法を確立させた。それに

よって、通常のCDSにおける翻訳だけでなく、より幅広いRNAに対して、mRNAおよびtRNAのバイ

オインフォマティクス解析から翻訳の詳細を明らかにできた。さらに、細胞内ストレスによっ

て、リボソーム内に取り込まれたtRNAの種類や揺らぎ塩基が、どのような影響を受けるかを解

析する実験系をほぼ確立させることができた。 
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