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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌の産生するベロ毒素は，宿主リボソームRNAのSRL (Sarcin-Ricin Loop)と
よばれる塩基配列を損傷する．しかし特定のヌクレオチドの損傷がリボソーム全体の機能にどのような影響を与え，細
胞のどのような応答を引き起こすかについては，はっきりわかっていない．本研究では出芽酵母をモデルに，SRLに異
常があるリボソームが生体内で機能不全となること，品質管理機構により分解を受けること，その分解に複数の因子が
関わっていること，などを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Verotoxin is produced by enterohemorrhagic E. coli. It targets a small domain call
ed SRL (Sarcin-Ricin Loop) in the host ribosomal RNA. The target site of this toxin was precisely determin
ed; however, the consequence of this damage, including the effect on the ribosomal function and the cellul
ar stress-response systems, has not been explored extensively. In this research, we tackled this problem u
sing S. cerevisiae system as a model. We revealed that 25S rRNA with a mutation in SRL is nonfunctional an
d selectively degraded in vivo. From 5000 mutant strains of the yeast knock-out collection, we identified 
several strains that accumulate the SRL mutant 25S rRNA. Interestingly, the genes involved in the degradat
ion of the SRL mutant are partially overlapped with those involved in 25S NRD (degradation pathway for ano
ther type of nonfunctional 25S rRNA). These results suggest a general quality control mechanism that monit
ors a wealth of defects caused by a number of reasons.
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１．研究開始当初の背景 
 
 腸管出血性大腸菌の産生するベロ毒素の
標的が，細胞中のリボソームであり，その標
的部位が 28S rRNA の SRL と呼ばれる重要
ドメインにある特定のヌクレオチドである
ことはすでに報告されていた．しかしこのヌ
クレオチドの損傷がその後どのような細胞
傷害を誘導し，疾病へつながるかについては
はっきりわかっていなかった．一方で出芽酵
母を用いた解析から，rRNA に点変異をもち，
機能不全となったリボソームが細胞内で特
異的に認識され，ユビキチン化に依存して分
解される，という品質管理の系をわれわれの
グループは明らかにしてきていた． 
 本研究では，出芽酵母の研究によって得ら
れていた，rRNA への変異導入や安定性の検
出方法，関与する因子のスクリーニングなど，
多数の解析ツールを生かして，ベロ毒素によ
り SRL を損傷したリボソームが細胞内でど
のような運命をたどるかの解明を目指した．
そのためにまず出芽酵母における SRL 損傷
リボソームのモデルを作成して，その細胞内
での安定性を確認し，品質管理機構により分
解に導かれる場合にはどのような因子が関
与しているのかを明らかにすることを目標
とした．さらに動物細胞としてはベロ毒素の
感受性が比較的高いことが知られている
HeLa 細胞を材料に，毒素の投与が損傷
rRNA に対して分解を誘導するかどうかを検
証すること，この分解（あるいはダメージの
蓄積）に対して，出芽酵母で知見の得られた
機能不全リボソームに対する応答機構が，ど
のように関与しているかを，遺伝子ノックダ
ウンや阻害剤の投与などさまざまな方法で
検証することとした． 
 
２．研究の目的 
 
 細胞の中で損傷を受け，機能不全となった
リボソームがその後どのような処置を受け
るか，そのようなリボソームの存在に対して
細胞がどのような応答反応を示すかを明ら
かにし，特にベロ毒素による rRNA 損傷の系
を例として細胞のストレス応答の分子基盤
を明らかにする．過去の研究から，活性中心
（ペプチジルトランスフェラーゼ中心）に変
異を持つ25S rRNAが選択的な分解を受ける
ことは明らかになってきており，われわれの
グループでもこの分解におけるユビキチン
リガーゼの関与などの新しい知見を報告し
ている．SRL 損傷モデル 25S rRNA の安定
性を出芽酵母の中で検証した後に，分解が見
られる場合，スクリーニングによって分解に
関与する因子を探索し，メカニズムの解明を
行う．このことによって機能不全リボソーム
の分解に対し，常に同じユビキチンリガーゼ
が関与しているか，あるいは損傷の部位によ
って異なるシステムが使用されているのか，
などの重要な点を明らかにすることができ

る．さらに動物細胞での実験からは，これら
のリボソーム品質管理機構が高等真核生物
の中でどのような役割を果たすかを明らか
にすることができると期待される． 
 
３．研究の方法 
 
 これまでに損傷リボソームの品質管理機
構の解明に効果的に使われてきた，出芽酵母
の実験系を利用して，機能不全リボソームの
認識と分解に関わる新たな因子を網羅的に
スクリーニングする．具体的にはまず，25S 
rRNA の 5’末端付近に存在する，あまり進化
的に保存されていない領域に，25S rRNA の機
能に影響のない短い（18 塩基の）「タグ配列」
を導入する．同時に，SRL 領域の保存された
塩基に対し，それぞれ順番に点変異を導入し
ていく．こうしてつくられた「タグ」つきの
変異 25S rRNA は，35S rRNA の全長の形でプ
ラスミドにクローニングされ，RNA ポリメラ
ーゼ II のプロモーターである，Gal7 プロモ
ーターの制御下に置かれる．こうすることで，
培地中のガラクトースに依存して，変異 25S 
rRNA を発現誘導することが可能になる． 
 このようにして発現させた変異 25S rRNA
は，培地をグルコース培地にすることで，発
現をシャットオフすることが可能である．発
現を停止して一定時間後に細胞を回収して
RNA を精製し，「タグ」つき 25S rRNA の量を
ノザンブロッティングで調べることにより，
SRLに導入した変異によってその 25S rRNA が
どのように安定性を変化させたかを知るこ
とができる．野生型 25S の場合には 4時間後
でも分解を検出できないほど安定であるが，
ペプチジルトランスフェラーゼ中心に変異
を持つ 25S の場合には半減期 40 分程度で分
解していくことがすでに確認されている．
SRL の変異の場合にも同様の方法で半減期を
確定する． 
 分解が見られる場合は，「タグ」を標的と
したノザンブロッティングのシグナルが弱
くなると期待される．この場合，このプラス
ミドを 5000 株からなる出芽酵母の遺伝子破
壊株コレクションに導入し，発現させること
で，分解に関与する因子のスクリーニングを
行う．これらに含まれる変異株の中で，分解
に必要な因子が欠損しているものでは，「タ
グ」を持つ変異 25S の分解が行われず，結果
として「タグ」由来のシグナルが強くなる．
スクリーニングを繰り返していくことで擬
陽性の株を排除し，関与因子を同定する． 
 得られた因子に対しては，ホモログ等を探
し，ベロ毒素により損傷を受けたリボソーム
が細胞内でどのように処理されるか，その処
理に対して同定された因子がどのように関
わるかを詳しく解析する． 
 本研究では HeLa 細胞を使った動物細胞の
アッセイを行うことも計画している．これは
すでに，培地にベロ毒素を投与する実験が報
告されているので，それらの報告どおりの濃



度で投与を行う．またベロ毒素による rRNA
の損傷を検出する方法についても，すでに
qRT-PCR を用いた定量方法が確立している．
これらの方法を利用して，ベロ毒素の効果を
HeLa 細胞で定量的に追跡できる系を確立す
る．上記の出芽酵母で明らかになった関与因
子を，HeLa 細胞でノックダウンしたり，ある
いは既知の阻害剤がある場合にはそれをベ
ロ毒素と同時に投与するなどして，rRNA の損
傷効率に与える影響や，損傷部位以外の rRNA
の量（すなわち，損傷によって誘導される
rRNA 分解の効率）に対する影響を調べる．こ
うした実験により，出芽酵母と動物細胞で，
リボソームの品質管理機構にどのような共
通点・相違点があるかを調べることを計画し
た． 
 
４．研究成果 
 
 ベロ毒素により損傷を受ける 60S 中の RNA
ドメイン SRL は，出芽酵母の 60S でも配列が
完全に保存されている．そこでまず酵母のこ
の SRL 配列に塩基置換を導入し，ベロ毒素損
傷を模擬した60S変異体を作成することを試
みた．数種類の変異体が作成されたが，その
ほとんどのものは60Sとしての機能を失った
変異体であることが，相補実験を用いて確認
された．このことは SRL が種を超えて配列と
して保存されているだけではなく，機能的に
重要なドメインとして共通の役割を保存し
ている可能性を示唆するけっかである． 
 機能を失った SRL 変異体を材料に，野生型
酵母を用いて，変異 25S rRNA の安定性を in 
vivo で解析した．その結果，機能を失う変異
が SRL に導入された場合には，その 25S rRNA
は選択的な分解を受ける，ということが明ら
かになった．これは以前にわれわれのグルー
プが明らかにしてきた，25S rRNA の活性中心
（ペプチジルトランスフェラーゼ中心: PTC）
に変異を持つ機能不全 25S rRNA のふるまい
と同様であった．この結果は，真核生物の細
胞がSRLの損傷に対して選択的な分解機構を
発動する，未知の品質管理機構をもっている
ことを明らかにする成果である． 
 この未知の品質管理機構の実体を明らか
にするため，この SRL 変異体を，出芽酵母の
遺伝子破壊株コレクション 5000 株にトラン
スフォームし，さまざまな変異体の中での
SRL 変異体の安定性を追跡した．この結果，
SRL 変異体の分解に必要な因子が明らかにな
ってきた．ひとつのグループは，PTC 変異体
の分解に必要なことがわかっていた Mms1 と
その関連因子であった．もうひとつは，細胞
内の数多くの因子のリン酸化を行い，多様な
経路に関与するカゼインキナーゼ複合体の
サブユニット，Cka2 であった． 
 過去の研究を参考に，Cka2 の活性中心残基
を置換したところ，活性を失う変異を持つ
Cka2 は，SRL 変異体の分解を補助することが
できない，という結果を得た．このことから，

これまでに知られていない「リン酸化シグナ
ル」が機能不全リボソームの分解に必要であ
ることが強く示唆された．細胞内には多くの
リボソームがあるが，それらは常にさまざま
なストレスに暴露され，損傷を受け続けてい
る．それまでふつうに働いていたリボソーム
が急に機能不全になった場合，細胞はすみや
かにそのリボソームの使用を中止し，分解に
導く必要があると考えられる．一方で，正常
なリボソームについては，それが非常に巨大
で合成に多大なエネルギーが必要であるこ
とから，できるだけ安定に長期間使用する必
要がある．このような「分解」「安定性」の
スイッチの厳密な切り替えの機構は現在の
ところ不明であるが，Cka2 の関与は，このよ
うな切り替え機構に翻訳後修飾による情報
伝達が関わっている可能性を強く示唆して
おり，システム全体の理解のために重要な成
果であると考えられる． 
 本研究では平行して，動物細胞の例として，
ベロ毒素の感受性が比較的高いことが知ら
れている HeLa 細胞に，ベロ毒素を投与する
実験を行った．ベロ毒素を投与すると，投与
量および投与後の時間に応じて，28S rRNA の
特定部分（損傷の標的となる塩基）において
qRT-PCR のシグナルが減少することを確認し，
実験系が十分に鋭敏であることがわかった．
この系を利用して，カゼインキナーゼの阻害
剤である TBB が，rRNA の分解を遅延する効果
があるかどうかをおおまかに検討した．現在
までにまだはっきりとした結論はでておら
ず，TBB がカゼインキナーゼの rRNA 安定性に
対する効果を見るために最適な薬剤かどう
かも未だにわからない．しかしベロ毒素の効
果自体は再現性よく測定されるようになっ
ており，近い将来に出芽酵母で得られた知見
を高等動物細胞で確認するためのよいモデ
ルになるだろうと結論している． 
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