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研究成果の概要（和文）： 

 mRNA と種々の RNA 分解酵素からなる細胞質中の凝集体 Processing body（P-body）

は、mRNA の分解や一時的な翻訳抑制の場を形成していると考えられるが、その形成機

構や詳細な機能は不明な点が多い。本挑戦的萌芽研究では、微小管の重合阻害がP-body

の形成を促進するという知見に基づいて解析を進め、細胞骨格系を制御する低分子量

Ｇ蛋白質の Rho ファミリーが Rock を介して P-body の動態・機能制御に介在すること

を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Processing bodies (P-bodies) contain a common set of conserved RNA-processing 
enzymes, and mRNAs with AU-rich elements (AREs) are delivered to P-bodies for 
translational silencing.  It is unclear how small GTPases are involved in the P-body 
regulation and the ARE-mRNA metabolism.  We found here that overexpression of 
the RhoA-subfamily GTPases alters the P-body dynamics in HeLa cells.  Interestingly, 
both RhoA activation and glucose depletion inhibit the mRNA accumulation and 
degradation.  These findings indicate that RhoA participates in the stress-induced 
rearrangement of P-bodies and the release of nucleated ARE-mRNAs for their 
stabilization.   
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は恒常性を維持するために外界から
の様々な刺激に応じて適切に遺伝子発現を
制御しており、転写過程及び翻訳過程を通じ
て厳密に制御されている。近年、核・細胞質
中に様々な RNA-蛋白質凝集体が存在し、
RNA 代謝を空間的に制御することで、それ
ぞれが効率的な反応を行なっていることが
明らかになってきた。また、RNA 凝集体は
ガン化や老化をはじめとした様々な疾患と
関連することが明らかになりつつあり、その
役割が注目されている。 
 RNA 凝集体の中で、Processing body 
(P-body) は mRNA と蛋白質からなる細胞質
中の凝集体である。P-body に局在する
mRNA としては、翻訳抑制や分解を受ける
mRNA に加え、遺伝子発現の抑制を行う
miRNA や siRNA が知られている。また蛋白
質としては脱アデニル化酵素、脱キャップ酵
素や 5’-3’方向のエキソヌクレアーゼなどの
RNA 分解酵素、RNAi 経路において働く
RISC 構成因子 Ago2 などが含まれているこ
とが明らかになってきた。したがって、
P-body は mRNA 分解や一時的な翻訳抑制の
場をこれらの構成因子によって形成してい
ると考えられているが、その形成機構および
詳細な機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本挑戦的萌芽研究は、P-body の動的構造変
動と AU-rich なシスエレメントをもつ
ARE-mRNA の局在変化とを共役させる新規
シグナル伝達機構に焦点を当てている。スト
レス刺激に応答した mRNA の翻訳抑制や分
解を担う細胞内凝集体P-bodyの動態変動と、
細胞内環境に応じて mRNA 量が調節される
ARE-mRNA の制御機構とを共役させるマシ
ナリーとして、低分子量Ｇ蛋白質 Rho ファミ
リーの介在を様々な解析手法を用いて実証
し、その制御に関わる分子基盤の解明を目指
した。これまでに P-body の構造変化にＧ蛋
白質の介在を指摘した報告は全くなく、本研
究課題は極めて新規性が高い挑戦的萌芽研
究に相応しいものと考えられる。 
 
３．研究の方法  
 P-body の形成と消失については、siRNA
やプラスミドを過剰発現した培養細胞を用
いた。手法としては、免疫染色法、ウエスタ
ンブロット法を用いて解析した。また
ARE−mRNA の一つであるβ -globin-ARE 
mRNA の分解については、ノザンブロット法
を用いることにより機能解析を進めた。 
 

４．研究成果 
(１)RhoA の活性化により P-body の形成が促
進する 
 P-body の形成に低分子量Ｇ蛋白質が関与
する可能性を検討するため、各種 Rho ファミ
リー分子を過剰発現し、P-body 構成因子であ
る rck/p54 抗体による染色により P-body の
形態を観察した。RhoA の過剰発現により
P-body が小型化し、かつ P-body の数が増加
することを見出した。またこの表現型に対す
る RhoAのグアニンヌクレオチドフォームの
検討を行った結果、野生型および GTP 結合
型 RhoA のみが P-body の小型化および数の
増加を引き起こすことが明らかとなった。 
 
(２) RhoA 発現細胞では ARE-mRNA の P-body
への局在化、及び、その速やかな分解が抑制
される 
 AU-rich element (ARE) はサイトカイン
等、一過的に発現する mRNA に存在し、こ
の配列を有する mRNA は速やかに分解する
ことが知られている。ARE-mRNA は P-body
へと局在化することから、RhoA を過剰発現
した際の ARE-mRNA の動態を観察した。そ
の結果、 ARE mRNA の一つであるβ
-globin-AREはRhoAの発現とともにP-body
への局在化が抑制され、さらにβ -globin 
mRNA の分解速度は RhoA の発現に伴って
顕著に抑制された。したがって、RhoA を介
したシグナル伝達経路によりARE-mRNAの
P-body への局在化および分解が制御されて
いる可能性が示唆された (図１)。 

図１．RhoA 発現で P-body は減少し（A）、
-globin ARE mRNA の分解は遅延する（B）。 



 

 

(３) グルコース飢餓時に RhoA が活性化し、
P-body の形成が促進する 
 グルコース飢餓条件下の細胞をタイムラ
プス観察したところ、グルコース飢餓により
新規の P-body が形成され、その結果 P-body
の総数が増加する現象を見出した。また、こ
の際β-globin-ARE mRNA の P-body への局
在化は抑制され、その分解も遅延していた。
次にこの現象に対する RhoAの関与について
検討したところ、RhoA は飢餓開始より二時
間をピークに活性化した一方で、P-body の数
は飢餓直後から徐々に増加することが認め
られた。また Rhotekin の Rho 結合ドメイン
を細胞に発現し、RhoA の下流のシグナル伝
達を抑制した状態でグルコース飢餓を行っ
たところ、グルコース飢餓による P-body の
増加が抑制された。以上の結果から、グルコ
ース飢餓時に RhoAを介したシグナル経路に
より P-body の形成が促進し、ARE-mRNA
の局在や分解が制御されることが示唆され
た。 
 

 
図２ グルコース飢餓時に RhoAが活性化し、 
   P-body が増加する 
 
(４) RhoA 発現及びグルコース飢餓により
Tristetrapolin の蛋白量が減少する 
 ARE-mRNA の分解には、ARE-mRNA 結
合 蛋 白 質 Tristetrapolin (TTP) が ARE- 
mRNA を P-body へと局在化させることが重
要であることが知られている。そこで、
FLAG-TTP を発現した細胞に、RhoA 過剰発
現及びグルコース飢餓などの処理を行い、そ
の際の TTP 蛋白質量を検討した。その結果、
RhoA の発現、グルコース飢餓ともに TTP の
蛋白量が減少することを見出した。したがっ
て、これらの処理による ARE-mRNA 分解の
抑制は、TTP の蛋白質量が減少することによ
って ARE-mRNA が P-body に局在化できな
いために生じている可能性が考えられた。 
 
(５) RhoA による P-body の形成制御は Rho エ
フェクターROCK1 を介する 
 RhoA のエフェクターはこれまでに数多く
同定されていることから、RhoA が P-body
の形成を制御する際のエフェクターの同定
を試みた。それぞれのエフェクターに対して

親和性を特異的に低下させる RhoA各種変異
体を作成し、これを培養細胞に発現させた際
の P-body 形成能を評価した。その結果、セ
リン・スレオニンキナーゼ ROCK１との相互
作用を低下する変異体を発現した細胞にお
いては、RhoA 発現により引き起こされる
P-body の小型化が抑制された。また ROCK1
を発現抑制した細胞においては P-body が消
失したことから、P-body の形成には ROCK1
を介した RhoAシグナル経路が重要であるこ
とが示された。 
 

 図３ ROCK1 の発現抑制により、P-body が 
    消失する 
 
（６）まとめ 
 本挑戦的萌芽による研究の結果、低分子量
Ｇ蛋白質である RhoA が、ストレス下での
P-body ダイナミクスを変化させることで、
ARE-mRNA の局在と mRNA 分解を制御し
ていることが示された。 
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