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研究成果の概要（和文）： 

 mRNAの細胞核での品質管理については未解明の部分が多く残されている。本研究は、核内に
おけるmRNA品質管理に関わる因子の作用機序を明らかにするために、次世代シーケンサーを用
いた細胞核mRNA動態の網羅的解析を行う。加えてコンベンショナルな方法によりその重要性を
提示する。 
 エキソソームの構成因子の一つRRP45とMTR4をそれぞれノックダウンしたヒト細胞からその
内容を次世代シーケンサーによって網羅的に解析した。読まれた全シーケンスをゲノム上にマッ
ピングし、転写物の存在比の変化をコントロール細胞由来の解析結果と比較した。RRP45とMTR4
によって顕著に発現の上昇する遺伝子を特定した。 
 次いでコンベンショナルな方法によるヒトTRAMP(PAPD5-ZCCHC7-MTR4)複合体の同定と局
在の解析を行った。エキソソームやMTR4 は、核質に局在していることを観察した。またPAPD5、
ZCCHC7は、いずれも核内に局在することを確認した。さらにヒトTRAMP複合体の候補因子が
細胞内で相互作用していることを免疫沈降実験により確認した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

    The mRNA quality control in the nucleus remains largely unknown. Here, to analyze the molecular 
function of mRNA quality control factors in the nucleus, whole transcriptome analysis of the mRNA 
dynamics in the nucleus was exploited. And the importance of the mRNA quality control was also 
investigated using the conventional biochemical and molecular biology methods. 
    The whole transcriptome was analyzed from the cells treated with siRNA of RRP45, a core 
component of exosome, or MTR4, a subcomponent of exosome. Whole reads were mapped on the 
human genome and the changes of the number of reads mapped on the specific region were compared 
between siRNA treated- and control cells. The genes whose expressions were markedly increased were 
selected by the treatment of siRNA of RRP45 or MTR4. 
    Next, the identification and localization of human TRAMP (PAPD5-ZCCHC7-MTR4) complex 
were analyzed using conventional methods like immunoprecipitation and immunostaining. Exosome and 
MTR4 were localized in the nucleolus. PAPD5 and ZCCHC7 were localized in the nucleus. The 
candidate molecules of human TRAMP complex were associated in the nuclear extract.  
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質をコードする mRNAは、細胞

核内で RNA ポリメラーゼⅡによって合成

され、キャッピング、スプライシング、ポ

リアデニル化といったプロセシングを受

ける。細胞核内で mRNAは、品質管理機構

によってチェックされプロセシングを完

了したmRNAのみが細胞質へと輸送されて

タンパク質翻訳の鋳型となる。mRNA は、

細胞質でも最初のタンパク質翻訳の際に

再度品質管理のチェックを受ける。その理

由は、mRNA の不備により機能不全のタン

パク質を合成することを防止することに

ある。事実、ヒトの遺伝病の約 20％はmRNA

の品質管理が働かなくなるために生じる。

このことからmRNAの品質管理に関わる因

子の同定とその作用機序の理解は、mRNA

成熟ネットワークを理解する上で極めて

重要な研究課題と認識されてきた。 

 mRNA の品質管理のうち細胞質での品質

の管理機構は、この 5年間で急速に進行し

た。一方細胞核での品質管理機構は、まだ

よくわかっていない。 

 報告者は、これまで mRNAの核内におけ

るmRNAプロセシングと細胞質への輸送を

共役する TREXや AREX複合体の機能解析

を通してmRNA成熟ネットワークの解明を

進めてきた (Masuda et al. Nature, 417, 

304-308, 2002., Masuda et al. Genes Dev., 

19, 1512-1517, 2005., Yamazaki et al. Mol. 

Biol. Cell, 21, 2953-2965, 2010)。その過程

で、mRNA プロセシング因子をノックダウ

ンすると細胞核内にmRNAが蓄積する現象

を数多く観察してきた。加えて次世代シー

クエンサを用いた予備的解析から、細胞核

内に蓄積されたmRNAの中身はノックダウ

ンしたmRNAプロセシング因子によって全

く異なっていることを見いだした。この観

察から報告者は、次世代シークエンサを用

いて細胞核に蓄積したmRNAあるいはその

前駆体 mRNAの網羅的解析を行い、解析す

るmRNAの有力候補を複数選定したあと従

来法により作用機序を解析する方法論を

採用した。 
 

 

 

２．研究の目的 

 タンパク質の分解が主としてプロテアソ
ームによって行われているように、mRNA の
分解（品質管理）は主としてエキソソームが
担当している。エキソソームは、10個ほどの
サブユニットからなる RNA分解酵素である。
細胞質での mRNAの品質管理は、DECIDと呼
ばれる複合体がエキソソームをmRNA上にリ
クルートし、分解に導くことがわかってきた。
しかしmRNAの様々なプロセシングが行われ
る細胞核での品質管理については未解明の
部分が多く残されている。本研究は、核内に
おけるmRNA品質管理に関わる因子の作用機
序を明らかにするために、次世代シークエン
サを用いた細胞核mRNA動態の網羅的解析を
行う。加えてコンベンショナルな方法により
その重要性を提示する。これらの解析により
核内のmRNA品質管理の分子機構を解明する
基盤を構築する。 
 

 

３．研究の方法 

(3-1) 次世代シーケンサーによる核内に蓄

積した mRNA種の同定 

 エキソソームの構成因子の一つ RRP45 

(RRP45をノックダウンするとエキソソーム

全体がノックダウンされる)と MTR4をそれ

ぞれノックダウンしたヒト細胞から核を単

離し、細胞核 RNAを抽出する。ノックダウン

の確認は、特異抗体を用いた Western解析に

より行う。mRNAをオリゴ dTを用いて精製

し、その内容を次世代シーケンサーによって

網羅的に解析する。読まれた全シーケンスを

ゲノム上にマッピングする。各領域由来の転

写物の存在比の変化をコントロール細胞由

来の解析結果と比較する。プロファイルに大

きな変化（増加）がある場合、その因子は RNA

品質管理において重要な役割を持つと判断

する。上記２因子のノックダウン時に大きな

変化を見せたmRNAを標的分子候補として複

数抽出する。 

 

(3-2) RNA品質管理における作用点の情報抽

出 

 (3-1)で標的分子の候補となった個々の

mRNAについて２因子それぞれのノックダウ

ン時にどのようなプロセシング過程にある

分子が増加したか解析する。細胞質 mRNAの



みを対象とする従来の解析と異なり、通常で

は解析されることのない核内の未成熟 mRNA

を解析するための独自プログラムを必要と

する。そのためこの分野に造詣の深い三重大

学生物資源学研究科の奥村研究室と連携し

て行う。 

 

(3-3) PAPD5、ZCCHC7の細胞内局在の観察 

 エキソソームや MTR4は、核質に局在して

いることを観察している。PAPD5、ZCCHC7

の細胞内局在を蛍光免疫染色で観察する。 

 

(3-4)ヒト TRAMP(PAPD5-ZCCHC7-MTR4)複

合体の同定 

 これまでの解析から同定した因子が真の

ヒト TRAMP 複合体であるかについて、免疫

沈降法により検証する。それぞれの抗体を用

いて Western解析により検証する。さらに抗

PAPD5 抗体・抗 ZCCHC7 抗体・抗 MTR4 抗

体を用いて免疫沈降し、他の 2つの因子が共

沈することを Westernで解析する。エキソソ

ームとの相互作用も同様に評価する。また

FlagなどのタグをつけたMTR4を発現する細

胞株を取得し、他の 2因子を検出する。最後

に他の 2つの因子にタグをつけた場合も同様

の結果が得られることを示す。 

 

(3-5)ヒト TRAMP(PAPD5-ZCCHC7-MTR4)複

合体の活性測定 

 核内の mRNA 品質管理をうける mRNA は、

短いポリ Aの付加を TRAMP 複合体によって

受ける。これら 3者を大腸菌で発現し精製し

た標品、32Pで標識したオリゴ Aと ATPを用

いてポリ Aの付加活性を観察する。 

 

 
４．研究成果 
(4-1) 次世代シーケンサーによる核内に蓄積
した mRNA種の同定 
 
 エキソソームによって分解される核内
mRNA ターゲットを同定するためにエキソソ
ームのコアサブユニット構成因子 RRP45 や
MTR4 をノックダウンした細胞から核内の
RNAを抽出し、次世代シークエンサーで解析
した。その結果 mRNA だけでなく様々な
non-coding RNA やノイズ RNA の安定化がみ
られることを見いだした。表 1に次世代シー
クエンサーで解析した結果について、対照群
と比較したものを示した。MTR4 あるいは
RRP45をノックダウンすると有意に差が認め

られた。このことから、次世代シークエンサ
ーのよる解析は成功したと判断した。 

 
 次いで、顕著な差の認められる遺伝子をピ
ックアップした。その結果を図 1 に示した。 

 
図 1 MTR4 あるいは RRP45 で顕著に差の見
られる遺伝子 
 
この解析が妥当であるかについて検証する
ために、リアルタイム PCRを行った。その結
果を図 2に示した。次世代シークエンサでの
解析結果と同様の結果が得られた。この解析
から、MTR4や RRP45の標的となる遺伝子の
同定に成功した。 
 

図 2 リアルタイム PCRによる解析 
 
  

(4-2) PAPD5、ZCCHC7の細胞内局在の観察 
 Flagでタグを入れた PAPD5、ZCCHC7を細
胞に発現させた。抗体を用いて局在を観察し
た結果、いずれも核内に存在した。 
 
(4-3) 核内 RNA 分解複合体の同定と物理的
相互作用の解析 
 RRP45やMTR4をノックダウンすると、
核内に短いオリゴ A 鎖（mRNA に付加さ
れる長いポリAに対して短いという意味）
の付加された転写物が蓄積した。同様に、
A 付加された RNA の核内への蓄積は、核
内のエキソソームに特異的な補因子であ
る MTR4 をノックダウンした際にも観察



された（図３）。一方、細胞質側エキソソ
ームに特異的な補因子のノックダウン時 
 

 
図３ RNA 分解に関わる MTR4 による
RNA動態解析例 
    MTR4 のノックダウンとレスキュー
実験を示している。MTR4をノックダウン
すると、核にオリゴ A鎖をもつ RNAが蓄
積する。野生型のレスキューMTR4を発現
した細胞（矢印）はオリゴ A鎖をもつ RNA
蓄積が減少する。 
 
には観察されないことから、核内エキソソ
ームの機能阻害に特異的な表現型である
といえる。この結果から、出芽酵母でみら
れるオリゴ A 鎖付与によるエキソソーム
の基質分解の促進は、ヒトにおいてもある
程度相同の機構が存在すると予測した。そ
こで、核内エキソソーム特異的阻害で見ら
れる表現型を指標にして、基質の認識およ
び A 鎖付加を担う因子として PAPD5 と
ZCCHC7 をそれぞれ同定した。PAPD5 ま
たは ZCCHC7 との同時ノックダウンによ
って核内エキソソームの機能阻害時に観
察される A鎖付与された RNAの核蓄積は
大幅に緩和された。PAPD5 の RNA3’末端
への A付与活性を in vitroで評価したとこ
ろ、通常の mRNA にポリ A 鎖を付与する
ポリ A ポリメラーゼに比べて付与する A
の長さは短く、出芽酵母で報告されている
TRAMP による基質 RNA への A 付加を想
起させるものだった。 
 次いで、ヒトエキソソームのコアサブユ
ニットやヒト核内エキソソームの補因子
を特異的に認識する抗体を作成した。この
抗体と純度の高いヒト細胞由来核抽出物
を用いることで、核内のエキソソームを細
胞質エキソソームと生化学的に分離して
解析することに成功した。これらを用いた
免疫沈降によってエキソソームと相互作
用する因子を探索した結果、いくつかの核
特異的因子を同定した。また、前述の
PAPD5および ZCCHC7と核内エキソソー
ムとの相互作用を検出した。さらに、ノッ
クダウンとそれぞれの因子に対する特異
的抗体を用いた免疫沈降を組み合わせて
各因子間の物理的相互作用様式を解析し、
MTR4、RRP6、MPP6、C1Dは、PAPD5と

ZCCHC7 からなる A 鎖付加活性とエキソ
ソームの持つ RNA 分解活性を物理的に結
びつけるアダプターとして機能している
ことを見出した。 
 RRP6とMPP6あるいはC1DとMPP6を
同時にノックダウン（ヌクレアーゼ活性を
持ったエキソソームが A 鎖付加活性と物
理的に接触できない場合）すると、エキソ
ソームのコアサブユニットノックダウン
時に見られたのと同様に A 付加された
RNA の核蓄積が観察されるようになり、
生化学的手法で解析した複合体の形成様
式が裏付けられた。これらのことから、こ
れら核内で RNA分解を担う複合体を RNA
分解複合体と命名した。 
  
 以上の解析により、核内 RNA 品質管理
に関与する因子の同定と物理的相互作用
を行った。また基質となる RNA 種の同定
に成功した。 
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