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研究成果の概要（和文）：環境ストレス、小胞体ストレスプレコンディショニングによりmRNA監視機構NMDは抑制され
、早期終止コドンPTCを有する疾患遺伝子がコードする蛋白質が発現した。NMD抑制は、eukaryotic initiation factor
 2αのリン酸化による翻訳抑制とNMD構成因子の発現抑制によって生じた。環境ストレスは、PTCを有する疾患細胞の表
現型に影響を及ぼす因子となりうる。

研究成果の概要（英文）：Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), an mRNA quality surveillance mechanism, was 
suppressed under environmental stresses and mild endoplasmic reticulum (ER) stress preconditioning. NMD 
suppression under mild ER stress preconditioning up-regulated the expression of mutant disease-related 
mRNA carrying premature termination codon (PTC) and restored partially the defect of protein. Mild ER 
stress preconditioning-induced NMD suppression was caused by phospho-eukaryotic initiation factor 2α- 
mediated translation suppression and downregulation of some NMD components. Environmental stresses and ER 
stress preconditioning has potential to affect phenotypes of PTC-related diseases.

研究分野：分子病態医化学
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　Snhg1 mRNA
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1. 研究開始当初の背景 

バイオインフォーマティクス研究の知見

から遺伝子疾患の約 3 分の 1 は異常な早期

終止コドン(PTC)を含む変異遺伝子に起因

する疾患であることが明らかになっている

が、このような PTCを有する疾患では PTC

を含む変異 mRNAを分解、排除する mRNA

監視機構 NMD がその病態に深く関与して

いる。PTCを含む mRNAは、がんでも認め

られ、また正常でも alternative splicingによ

って数多く発生する。生体は、NMDによっ

て異常な構造を持つ蛋白質断片の蓄積を免

れているが、NMDは常に生体に有益となる

わけではない。PTCを有する mRNAがコー

ドする蛋白質が正常な機能を保持する場合

は、NMDの作動によりその病態は増悪する。

このような例では、NMD抑制によりその病

態が回復することが考えられる。実際、我々

は PTCが生じた遺伝子疾患患者線維芽細胞

の NMD を分子薬理学的に制御することで疾

患遺伝子の発現を調節し、その細胞機能が部

分的に回復するものがあることを明らかにした。
1, 2) 

NMD の実行は一般的に PTC の位置に依

存するが、例外も多く報告され、さらに PTC の

位置は同じであるにも関わらず表現型の異な

る筋ジストロフィー例も報告されている。PTCの

位置以外にNMD実行を左右する因子が存在

することが考えられる。これまで、飢餓や低酸

素時などの環境ストレス下では NMDが抑制さ

れることが報告されているが、その抑制機序、

病態への関与については未解明な部分が多

い。NMD は、PTC を含む変異 mRNA を有す

る遺伝性疾患の病態を左右するのみならず、

非ストレス下では合成されない 5′ 非翻訳側に

open reading frame を有するストレス蛋白質の

動態を左右し、環境ストレス応答に関与する可

能性も指摘されている。 

 

2. 研究の目的 

疾患の発生、病態、進行に関与する環境ス

トレス（酸化ストレスや小胞体ストレス）がNMDに

及ぼす影響及びその機序を明らかにし、環境ス

トレスによるNMD変動が、遺伝性疾患の約 3分

の 1 をしめる PTC 変異疾患の表現型に及ぼす

影響を明らかにして、PTC 変異疾患やがん、環

境ストレス誘発性疾患の病態解明、治療に貢献

することを目的とする。具体的には、下記の 4 項

目を目的とした。 

(1) 環境ストレス（酸化ストレス、小胞体ストレス） 

負荷が NMD 活性に及ぼす影響を明らかにす

る。 

(2) 環境ストレスが NMD 変動を起こすメカニズ

ムを明らかにする。 

(3) 環境ストレスによるNMD変動がストレス応答

に及ぼす影響を明らかにする。 

(4) 環境ストレスによるNMD抑制が PTCを有す

る遺伝性疾患の病態に及ぼす影響について明

らかにする。 

 

3. 研究の方法 

(1) 環境ストレスとして酸化ストレスをおこすこと

が明らかになっているメチル水銀、弱い小胞体

ストレス（小胞体ストレスプレコンディショニング）

をおこすために ER Ca2+-ATPase inhibitorであ

る thapsigargin (TPG)を用いた。NMD 活性

は、早期終止コドン PTC をもつために通常は

NMD により分解されている蛋白質をコード

しない RNAである small nucleolar RNA host 

gene 1 (Snhg1) mRNAあるいは growth arrest 

specific 5 (GAS5) mRNA発現を指標に検討し

た。 

(2)細胞ストレス下では非ストレス蛋白質の翻訳

低下とストレス防御に機能するストレス蛋白質の

翻訳亢進がおこるが、この現象に中心的役割を

果たすのが eukaryotic initiation factor 2 alpha 

(eIF2α) のリン酸化である。NMD の実行は蛋白

質の翻訳と密接に関係することから、環境ストレ



 

 

ス下での NMD 抑制における eIF2α リン酸化の

意義について検討するために、リン酸化無効の

プロミシン選択性 eIF2α 変異体を作成した。 環

境ストレスに高感受性の細胞株であることをこれ

まで明らかにしてきた C2C12-DMPK160 細胞に

Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific)

を用いて eIF2α 変異体を導入後、プロミシン選

択を行い、変異 eIF2α発現安定細胞株を得た。 

(3) NMD が生体ストレス応答に及ぼす影響は、

C2C12-DMPK160 を用いて検討した。NMD 構

成因子 SMG-1、 SMG-7、転写因子 activating 

transcription factor 4 (ATF4) をノックダウンする

た め に siRNA を 作 成 し 、 LipofectaminTM 

RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)を用いて

C2C12-DMPK160に導入した。ストレス関連蛋

白質の発現を real-time PCR、Western blotにて

検討した。  

(4) PTCを有し、NMDがその病態に負に作用す

る NMD 関連疾患のモデル細胞として、Ullrich 

病患者線維芽細胞 1, 2) を用いた。本細胞では、

collagen VI 2鎖 (COL2(VI)) の triple helical 

domain をコードする exon 内の遺伝子異常によ

り PTCが出現すること、collagen VI の三鎖構造

を認識する抗 collagen VI 抗体による免疫染色

で collagen VI が欠損していることをすでに明ら

かにしている。siRNA 導入による NMD 抑制後

及び環境ストレス負荷後のCOL2(VI)mRNAの

発現を real-time PCRにて、collagen VI蛋白質

の発現は抗 collagen VI 抗体による免疫染色で

検討した。 

 

4.  研究成果 

(1) 環境ストレス負荷が NMD 活性に及ぼす影

響についての検討 

環境ストレス（酸化ストレス、小胞体ストレス）下

におけるmRNA監視機構NMDの変動につい

て、早期終止コドン PTC をもつために通常は

NMD により分解されている、蛋白質をコー

ドしない RNAである Snhg1 あるいは GAS5 

mRNA発現を指標に検討した。環境ストレス感

受性、非感受性筋芽細胞、ラット培養大脳皮質

神経細胞、グリア細胞いずれの細胞でも、酸化

ストレス、小胞体ストレス負荷により、Snhg1 ある

いは GAS5 の mRNAの発現増加が認められ

たことから、環境ストレス（酸化ストレス、小胞体

ストレス）によって NMD は抑制されると考えられ

た。 

 

(2) 環境ストレスが NMD 変動を起こすメカニズ

ムに関する検討 

環境ストレスによって NMD は抑制されること

が明らかになったが、NMDの実行は、蛋白質の

翻訳と密接に関係している。細胞ストレス下では

非ストレス蛋白質の翻訳は低下し、ストレス防御

に機能するストレス蛋白質の翻訳は亢進するが、

その中心的役割を担うのが eIF2α のリン酸化で

ある。環境ストレス下での NMD 抑制における

eIF2α リン酸化の意義について検討するために

作成したリン酸化無効 eIF2α安定発現細胞株の

内因性 eIF2αを siRNAでノックダウン後、小胞体

ストレスプレコンディショニングを行った。小胞体

ストレスプレコンディショニングによって、野生株

では NMD抑制の指標である Snhg1 mRNAが

増加したが、リン酸化無効 eIF2α 安定発現細

胞株では野生株に比し有意にSnhg1 mRNA発

現が低下した。従って、ストレス下での NMD

抑制において eIF2α のリン酸化は重要であると

考えられた。しかしながら、リン酸化無効 eIF2α

安定発現細胞においても、小胞体ストレスプレ

コンディショニング下では Snhg1 mRNA は非プ

レコンディショニング下に比し有意に増加した。

変異株では mammalian target of rapamycin 

(mTOR) mRNAの有意な低下が認められたこと

から、mTOR 抑制による cap-dependent mRNA 

translation 阻害の影響が考えられた。そこで、

小胞体ストレスプレコンディショニング下におい

てmTOR 活性剤であるMHY1485添加による

Snhg1 mRNA の変動を調べたところ、

MHY1485 添加によって変異株の Snhg1 

mRNA は非添加時に比し有意に減少した。



 

 

従って、変異株における小胞体ストレスプレコ

ンディショニング下の NMD 抑制は、 mTOR 

pathway の阻害が部分的に関係していると考え

られた。さらに、環境ストレス負荷時は NMD 構

成因子の一部は発現が低下することから、リン

酸化無効の eIF2α 変異体導入細胞における小

胞体ストレスプレコンディショニング下での NMD

抑制は、NMD 構成因子の発現抑制と mTOR 

pathway の阻害の両者が関与していると考え

られた。 

 

(3) 環境ストレス下におけるNMD変動によるスト 

レス応答への影響に関する検討 

細胞ストレス下では、非ストレス下で合

成されない転写因子 activating transcription 

factor 4 (ATF4) が下流のストレス蛋白質の転

写を活性化することから、ATF4 はストレス

応答における key factor と考えられている。

ATF4 の発現は、eIF2α リン酸化が関与すると考

えられているが、 ATF4は、非ストレス下では

合成されない 5′ 非翻訳側に open reading 

frame を有する転写因子で、その発現動態に

は NMD の関与も指摘されている。そこで、

siRNA を用いて NMD 構成因子 SMG-1、 

SMG-7をブロックしたNMD抑制細胞の環境

ストレス下における ATF4 発現について検討

したところ、ATF4 mRNAは増加したがATF4

蛋白質の発現増加は認められなかった。し

たがって、ATF4の発現は、NMD抑制ではな

く、主に eIF2αのリン酸化に依存すると推定

された。さらに ATF4 ノックダウン細胞では、

ストレス下における小胞体シャペロン

GRP78の発現が non-silencing siRNA導入細胞

よりも少なく、その発現には phospho- 

eIF2α/ATF4 pathway が関与していると考え

られた。 

 

(4) 環境ストレスによる NMD抑制が PTCを有 

する遺伝性疾患の病態に及ぼす影響 

環境ストレスによるNMD抑制がPTCを有する

遺伝性疾患の病態に及ぼす影響について、

PTC を有する疾患モデル細胞である Ullrich 線

維芽細胞を用いて小胞体ストレスプレコンディシ

ョニング下で検討した。小胞体ストレスプレコン

ディショニングによりUllrich線維芽細胞のSnhg1 

mRNAの発現は増加し、原因遺伝子の mRNA

発現の増加と欠損蛋白質の発現が認められた。 

siRNA導入による NMD構成因子 SMG-1ブ

ロックにおけるNMD抑制と小胞体ストレスプレコ

ンディショニングの併用では、小胞体ストレスプ

レコンディショニングによって欠損蛋白質の発現

は増加傾向が認められた。 

以上、環境ストレス下では mRNA 監視機構

NMDは抑制され、早期終止コドン PTCを有す

る疾患細胞の欠損蛋白質が発現したことから、

環境ストレスは、PTC を有する疾患細胞の表現

型に影響を及ぼす因子となりうることが推測され

た。 
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