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研究成果の概要（和文）：本研究では，インターロイキン6などのサイトカインmRNA の分解を行うことで過剰な免疫応
答を抑制するRNase Regnase-1の作用機構の解明を試みた。Regnase-1はサイトカインなどの分泌蛋白質の翻訳が生じて
いる小胞体に多く存在し，蛋白質合成装置であるリボソームと共局在する事が明らかとなった。そして，Regnase-1は
リボソームおよびRNAヘリカーゼUPF1と相互作用し，UPF1依存的に蛋白質翻訳が生じているmRNAを分解すること分かっ
た。この蛋白質翻訳と共役したRegnase-1によるmRNA分解機構は免疫応答において早急な蛋白質翻訳の停止を可能にす
ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Posttranscriptional regulation that modifies mRNA stability and translation 
provides rapid and flexible control of gene expression and control of mRNAs stability is important for 
coordinating the initiation and resolution of inflammation. However, the posttranscriptional mechanisms 
in innate immunity remain to be clarified. This study is aiming to investigate the posttranscriptional 
mechanisms in innate immunity based on the roles of an RNase Regnase-1 we identified.In this study, we 
demonstrate that Regnase-1 localized to cytoplasm and endoplasmic reticulum (ER), but not to PB and SGs, 
and colocalizes with ribosome. Regnase-1 destabilized translationally active mRNAs and the helicase 
activity of UPF1 was required for the Regnase-1-mediated mRNA decay, similar to the decay mechanisms of 
nonsense mRNAs. Our findings reveal that Regnase-1 might function in recognizing the translationally 
active mRNA and triggering mRNA destabilizing immediately.

研究分野： 分子生物学，免疫学
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1．研究開始当初の背景 
 自然免疫は，病原体感染を最初に認識し，
炎症性サイトカインを介して急性炎症を引
き起こす。この初期認識に関わる細胞種とし
て自然免疫細胞であるマクロファージや樹
状細胞などが知られ，これらの細胞は病原体
を感知するとサイトカインを産生・分泌し，
T 細胞を始めとする獲得免疫系の活性化など
により病原体の排除を行う(Cell 140, 805-820, 
2010)。炎症性サイトカインは炎症の調節にお
いて中心的な役割を果たしており，病原体に
よる免疫刺激に対する炎症性サイトカイン
の発現は，転写および転写後調節により厳密
に制御されている。中でも RNA の安定性や
翻訳を制御する転写後調節はサイトカイン
産生を制御する重要なプロセスの一つであ
り，転写後調節は炎症などの免疫応答の開始
や終結の制御にも重要である (Nat. Rev. 
Immunol. 10, 24-35, 2010)。我々は，これまで
転写制御と比較して未知の領域である，炎症
の転写後調節のメカニズムに関し研究を進
めてきた。そして，新規 RNase である
Regnase-1 (regulatory RNase-1, Zc3h12a, 
Mcpip1)が Interleukin-6 (Il6)や IL12p40 などの
サイトカイン mRNA の分解を行うことで過
剰な免疫応答を抑制するサイトカイン産生
のブレーキ役を担っている事を見出した
(Nature 458, 1185-1190, 2009; Nat. Immunol. 12, 
1167-1175, 2011)。また，Regnase-1 はマクロ
ファージなどの自然免疫担当細胞だけでな
く，獲得免疫 T 細胞において c-Rel や Icos, 
Ox40, Il2 などの mRNA を分解することによ
って過剰なT細胞活性化を抑制していること
を報告した(Cell 153, 1036-1049, 2013)。しかし
ながら，Regnase-1 の標的 mRNA の特異性や
作用機構はほとんど分かっていない。そこで，
Regnase-1 の作用機構を検証するために，最
近 Regnase-1 の細胞内局在に関し検討を加え
る と ， こ の Regnase-1 は こ れ ま で
tristetraproline (TTP)を始めいくつかの mRNA
安定性制御に関わる分子が局在することが
知られているRNAやRNA分解に関わる酵素
が豊富なprocessing (P)-bodiesや stress granules
では無く，サイトカインなどの分泌蛋白質の
翻訳が生じている endoplasmic reticulum (ER)
に多く存在し，蛋白質合成装置であるリボソ
ーム(ribosome)と共局在する事が明らかとな
ってきた(未発表)。この結果は Regnase-1 が翻
訳とカップルし mRNA 安定性を調節してい
る可能性を示しており，サイトカイン産生が
不必要な定常状態において蛋白質翻訳状態
(translationally active) と な っ た 不 必 要 な
mRNA を完全に除去するメカニズムと考え
ると合目的的である。そこで，本申請研究で
は，特にリボソームを介した Regnase-1 の作
用機構を解明すると共に，これまでほとんど
解明されていない自然免疫応答における転
写後調節の新たな作用機構の解明を試みる。 
 
 

2．研究の目的 
 本申請研究は，これまで転写制御(mRNA
産生の制御)と比較して未知の領域である，自
然免疫の転写後調節のメカニズムの解明に
関する研究であり，本申請研究の目的は，以
下に示す 2 点を達成し，自然免疫における転
写後調節に関わる RNase Regnase-1 の作用機
構を解明するとともに，自然免疫応答におけ
る転写後調節の新たな作用機構を解明する
ことである。 
(1) Regnase-1 によるリボソームを介した

mRNA 安定性制御の解明 
(2) Regnase-1 の相互作用蛋白質の同定とそ

の作用機構の解明–炎症の転写後調節に
おける新たな制御因子の探索と制御機
構の解明 

 
3．研究の方法 
 RNase Regnase-1 による mRNA 分解機構を
解明するために，以下の実験を行なった。 
(1) Regnase-1 の細胞内局在を解明するため

に，HeLe 細胞や NIH3T3 細胞を用いた
免疫染色による観察，免疫電子顕微鏡に
よる観察および細胞分画を行なった。 

(2) Regnase-1 が mRNA の蛋白質翻訳活性化
状態であるポリソーム(polysome)に局在
しているか検討するために，HeLa 細胞
について超遠心を用いた細胞分画法で
ある polysome fractionation を行なった。
また，Regnase-1 が polysome の mRNA を
標的としているかどうかを検討するた
めに，siRNA により Regnase-1 をノック
ダウンした HeLa 細胞について polysome 
fractionation を行ない，polysome 分画か
ら mRNA を回収し，RT-qPCR により
polysome 分画の mRNA 量を定量した。 

(3) Regnase-1 の相互作用蛋白質を網羅的に
同定するために，免疫沈降法により
Regnase-1 の相互作用蛋白質を pull-down
し，プロテオミクスの 1 つの方法である
iTRAQ (isobaric tags for relative and 
absolute quantitation)法を用いた質量分析
を行なった。 

(4) Regnase-1 が細胞内の蛋白質合成装置で
あるリボソームと直接結合するか検討
するために，Regnase-1 のリコンビナン
トタンパク質と HeLa 細胞から精製した
リボソームを用いた ribosome-binding 
assay (ribosome pull-down assay)を行なっ
た。 

(5) Regnase-1がRNA helicase UPF1と相互作
用するか免疫沈降法により検討した。 

(6) Regnase-1 が蛋白質翻訳が生じている
mRNA (translationally active mRNA)を特
異的に切断しているか検証するために，
蛋 白 質 合 成 阻 害 剤 (Anisomycin や
Cycloheximide)や蛋白質翻訳不活性化
mRNA (リボソームをストールさせる安
定な stem loop 構造を導入した mRNA)を
用いた Regnase-1 による Il6 mRNA 分解



アッセイを行なった。 
(7) Regnase-1 による mRNA 分解に UPF1 が

必要かどうかを検証するために，siRNA
により UPF1 ノックダウンして，
Regnase-1による Il6 mRNA分解アッセイ
を行なった。 

 
4．研究成果 
 Regnase-1 の作用機構を検証するために，
まず Regnase-1 の細胞内局在に関し検討を加
えると，Regnase-1 はサイトカインなどの分
泌蛋白質の翻訳が生じている endoplasmic 
reticulum (ER)に多く存在し，蛋白質合成装置
であるリボソームと共局在する事が明らか
となった。更に，Regnase-1 は mRNA の蛋白
質 翻 訳活性 化 状態で あ るポリ ソ ー ム
(polysome)に局在することが分かった。 
 次に，Regnase-1 の相互作用蛋白質をプロ
テオミクスの 1 つの方法である iTRAQ 法に
より網羅的に解析した結果，多くの ribosomal 
proteinとRNA helicase UPF1がRegnase-1の相
互用蛋白質として検出された。そこで，
Regnase-1 がリボソームと直接結合するか
ribosome-binding assay により解析した結果，
Regnase-1 はリボソームと直接結合する
RNase であることが分かった。更に，
Regnase-1はUPF1とも相互作用することが分
かった。以上の結果は，Regnase-1 がリボソ
ームや UPF1 と相互作用して translationally 
active mRNA を分解していることを示唆して
いる。 
 実際に，Regnase-1 のノックダウンは蛋白
質翻訳活性化状態である polysome の mRNA
を増加させていた。更に，Regnase-1 が
translationally active mRNA を分解しているか
どうかを，蛋白質合成阻害剤や蛋白質翻訳不
活性化 mRNA を用いて検討した結果，
Regnase-1 は蛋白質翻訳不活性化状態では
mRNA を分解しないことが分かった。つまり，
Regnase-1 は translationally active mRNA を分
解していることが分かった。 
 次に，Regnase-1 がどのように translationally 
active mRNA を分解しているか検討した。
Regnase-1は蛋白質翻訳の終結反応(translation 
termination)と共役して mRNA 分解を生じて
いた。そして，UPF1 をノックダウンすると
Regnase-1 による mRNA 分解は生じなくなる
ことから，Regnase-1 は UPF1 依存的に mRNA
を分解していた。更に，このRegnase-1とUPF1
の相互作用は蛋白質合成を阻害すると減少
することから，Regnase-1 と UPF1 の相互作用
は蛋白質翻訳依存的に生じていることが分
かった。また，Regnase-1 は UPF1 の helicase 
activity 依存的に mRNA を分解しており，こ
れは UPF1 の helicase activity による mRNA-
蛋白質 (mRNP)複合体のリモデリングが
Regnase-1 による mRNA 分解に関与している
ことを示唆している。 
 本研究により，Regnase-1 は蛋白質合成装
置であるリボソームおよび RNA helicase 

UPF1 と結合することによって，translationally 
active mRNA を分解するこれまでに報告され
ていない全く新しいタイプのRNaseであるこ
とが明らかとなった。この蛋白質翻訳と共訳
した Regnase-1 による mRNA 分解機構は免疫
応答において早急なサイトカイン蛋白質翻
訳の停止を可能にすると考えられる。以上の
研究成果が米国科学雑誌「Cell」に掲載され
た(Cell 161, 1058-1073, 2015)。 
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