
研 究 報 告 書（公開） 

 
「RNA 品質管理機構を介した遺伝子発現制御」 

研究期間： 平成 19 年 10 月～平成 23 年 3 月 

研 究 者： 山下 暁朗 

 

１． 研究のねらい 

ヒトの遺伝性疾患および癌における変異のうち約 1/3 は異常な早期終止コドンを生じます

が、mRNA 品質管理機構により変異 mRNA が排除されます。本研究では、異常な終止コドン

を有する mRNA 品質管理機構の分子メカニズムを基に、異常終止コドン認識過程を阻害し、

認識複合体を濃縮することにより、変異 mRNA およびその構造を簡易に明らかにする方法の

確立を目指します。この技術は、癌および遺伝性疾患の診断、治療の基盤技術となることが

期待されます。 

 

２． 研究成果 

１） 異常終止コドン識別機構に関する研究成果 

  正常なタンパク質が発現し機能するため

に、生体にはゲノム情報の伝達、発現の過

程で様々な品質管理機構が備わっている。

そのシステムの一つが nonsense-mediated 

mRNA decay (NMD) である。このシステムは、

本来の終止コドンよりも 5′側上流の位置に

存在する異常な早期終止コドン（premature 

termination codon : PTC）を有する mRNA（ナ

ンセンス mRNA）を積極的に分解、排除する

mRNA 監視機構である。PTC は、ナンセンス

変異、塩基挿入や欠損によるフレームシフト

変異、スプライシング部位の変異による異常

スプライシングに起因して生じ、遺伝性疾患

やガンでは全変異の約三分の一に PTC が

認められる。生体は、NMD により異常な構造

を持つタンパク質断片の蓄積を免れている。

ナンセンス mRNA は、多くの場合正常な

mRNA とは１塩基の違いしかなく、細胞がど

のようにしてこれを見分けているのかについ

ては長い間謎であった。動物細胞では、スプ

ライシングを受けた mRNA が NMD の基質と

なり、終止コドンと最後のエキソン連結部位

が NMD のシス配列として機能する。エキソン

連 結 部位に結 合 する タン パク 質複合 体

Exon-junction complex (EJC)が PTC を識別

する“ダウンストリームマーカー”として機能

する。一方で、異常終止コドンを識別する分

子複合体の実態は解明されておらず、本研

究者らは、その生化学的な同定を目指し解

析を行った。 

本研究における解析により動物細胞では、

初期翻訳時にリボソームが終止コドンに遭
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図１：NMD の分子機構 
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遇すると、NMD 制御因子（SMG-1、Upf1）と翻訳終結因子（eRF1、eRF3）からなる SURF 

(SMG-1：Upf1：eRF1：eRF3) 複合体がリボソーム上で形成されることを明らかにした。さら

に、リボソーム:SURF 複合体よりも 3'側に“ダウンストリームマーカー”EJC が存在した場

合、リボソーム:SURF 複合体と EJC が Upf2:Upf3 を介して結合し、Decay inducing complex

（DECID: リボソーム:SURF:EJC 複合体）が mRNA 上で形成され、PTC が認識されることを

解明した。この結果は、異常終止コドンを見分けている分子複合体を初めて生化学的に同

定したものである(図１)。分子複合体の生化学的同定は、NMD 制御因子の不活性化によ

り、連続したタンパク質複合体のリモデリングにより担われる異常終止コドンの識別から

mRNA を分解する過程を停止することによりもたらされた。同様の方法を用い、終止コドン

識別後、mRNA 分解にいたる過程についても解析を行い、SMG-1 による Upf1 リン酸化依

存的に SMG-5:SMG-7 複合体がリクルートされること、SMG-5 依存的にリボソームが解離

すること、SMG-5:SMG-7 複合体とは異なる Upf1 リン酸化部位に SMG-6 がリクルートされ

ることを明らかにした(図１)。 

さらに、新たに高精度細胞内タンパク質複合体精製法を樹立し、新規の SMG-1 結合タ

ンパク質の同定をおこなった。その結果、AAA+ (ATPases associated with diverse cellular 

activities) ファミリーに属する 2 つのタンパク質 RuvB-like (RUVBL) 1、RUVBL2、新規分子

である SMG-10、RNA polymerase 構成因子である RPB5 を同定した(図２)。これらの分子

の NMD への関与について解析したところ、いずれの機能阻害も SMG-1 による Upf1 のリ

ン酸化を抑制し、NMD を強く抑制することが明らかとなった。さらに RUVBL1 の機能阻害に

より、PTC の mRNA 認識を成立させる DECID 複合体の形成が抑制されることを見いだし

た。また、予想を超えた発見として、RUVBL1、RUVBL2 が PIKK ファミリー全体を制御して

いることを見いだした(図２)。SMG-1 を含む PIKK ファミリーの分子群は、ゲノム安定性や正

確な遺伝子発現を保障する役割を担っており、PIKK の適切な制御は生物学的、また医学

的見地から極めて重要である。この成果は、NMD にとどまらず、PIKK の関わるさまざまな

細胞ストレス応答制御の理解の基盤となるとともに、ガンや遺伝性疾患の治療へ向けた医

学応用研究への発展も期待される。 
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図２:SMG-1 新規結合タンパク質 RUVBL1/2 は PIKK を統御する。 

A:新たに樹立した方法による SMG-1 結合タンパク質の精製 

B:RUVBL1/2 による PIKK 制御機構（模式図） 
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２） SMG-1 の活性制御機構に関する研究成果 

NMD において SMG-1 による Upf1 のリン酸化はナンセンス mRNA の分解を決定づける

律速反応である。しかしどのようにして SMG-1 の活性が制御されているのかは明らかにな

っていなかった。SMG-1 制御機構を明らかにするために、細胞内在性の SMG-1 を免疫沈

降法により精製し、SMG-8, SMG-9 を同定した。SMG-1、SMG-8、SMG-9 はタンパク質リン

酸化酵素複合体(SMG1C: SMG-1 complex)を形成しており、触媒活性を有するSMG-1とそ

の活性を制御する SMG-8、SMG-9 により構成されることを明らかにした。SMG-8 は、通常

SMG-9 とともに SMG-1 と安定な複合体を形成し SMG-1 の酵素活性を抑制しており、NMD

においては SMG-1:SMG-8:SMG-9 複合体を、SMG-1 活性化の場である EJC へリクルート

することで SMG-1 の活性化に寄与する SMG-1 の活性制御因子であることを解明した。

SMG-9 は N 末端側に天然変性タンパク質領域を、C 末端側に NTPase 様領域を有するタ

ンパク質で、細胞内でホモ二量体としても存在しており、SMG1C 形成に必須の役割を果た

すことを明らかにした。 

さらに、動物細胞からタンパク質複合体を大量調整する方法を独自に樹立し、クライオ

電 子 顕 微 鏡 法 に よ る 構 造 解 析 を 共 同 研 究 に よ り 行 っ た 。 具 体 的 に は 、

SMG-1:SMG-8:SMG-9 複合体、SMG-1:SMG-9 複合体、SMG-1 単体を行ったが、

SMG-1:SMG-9 複合体、SMG-1 単体については、細胞内在性の SMG-8、SMG-9 の混入

が問題となった。そのため、1)内在性タンパク質の siRNA による発現抑制、2)特異抗体を

用いた精製後の SMG-8、SMG-9 の除去という新たな方法を考案し、高精度の複合体取得

を行い、クライオ電子顕微鏡法単独使用においては高解像度の立体構造取得に成功した

（図３）。3 つの分子複合体の比較と生化学的解析により SMG-8 が、SMG-1:SMG-9 複合

体の構造を大きく変えることにより、SMG-1 の酵素活性を抑制していることを解明した。 
 

24 Å structure24 Å structureA B

 
 

図３: SMG-1 複合体の精製とその構造。 

A:SMG-1:SMG-8:SMG-9 複合体、SMG-1:SMG-9 複合体の精製 

B: SMG-1:SMG-8:SMG-9 複合体、SMG-1:SMG-9 複合体の立体構造 
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３） RNA 品質管理機構による遺伝子発現制御に関する研究成果 

本研究において解明した、mRNA 品

質管理機構の分子メカニズムにより、

PTC認識複合体および、PTC認識後の

複合体が明らかとなった。この、PTC 認

識複合体を NMD を阻害することで蓄積

させ、そこに含まれる mRNA を次世代

シークエンサー（Illumina GAIIx）により

解析するという PTC-mRNA Trap 法を

考案した。研究の結果、複数の遺伝子

について PTC を生じる変異が同定され

ている大腸がん由来 HCT116 細胞を用

いて、異常終止コドン認識複合体を

SMG-1 ノックダウンにより蓄積させ、そ

こに含まれる mRNA を解析することで

NMD により直接制御される mRNA を同

定可能なことを見いだした。解析の結

果、NMD 制御因子群の多くが NMD に

より発現調節を受けるフィードバック制

御がなされていることが明らかとなっ

た。 

一方で、異常終止コドン認識複合体

には、微量の mRNA しか含まれておら

ず、定法では定量的な解析が難しいこ

とも明らかとなった。このため、シークエンスライブラリー作成法の改善を行い、0.5ng 以下

の RNA から library を作成することに成功した。 

図４: PTC-mRNA Trap 法。 

 

 

３． 今後の展開 

本研究では、目標に向けて研究を進めるに当たり、既存の方法を改良し、今後の研究にも

使用可能な、様々な、新たな実験プロトコールを樹立した。これらを用いて（１）PTC 識別複合

体の全体構造解析、（２）PTC 識別機構の解明に基づいた NMD 制御剤の開発、（３）NMD 制

御剤を用いた遺伝性疾患治療、（４）PTC-Trap 法を発展させ、変異 mRNA 同定法を確立、

（５）NMDが直接制御する mRNA 産物の解析による、がん細胞・幹細胞における NMDの生理

機能の解明といった新しいテーマに向けて挑戦していきたい。 

 

４． 自己評価 

異常終止コドンを識別する分子複合体を生化学的に同定するという目的と、NMD の分子

機構解析に対しては、本研究により大きな進展を達成できたと考えている。また、RNA 監視

機構による遺伝子発現制御を介した生理的意義を解明するという目的に対しても、次世代シ

ークエンサーを用いて異常終止コドン識別複合体に含まれる mRNA を網羅的に解析する方

法を樹立できた。さらに、生理的意義に関してもモデル動物を用いた解析により一定の成果

を上げることができ、当初目標にかなり近づくことができたと考えている。一方で、RNA 監視

機構の“制御遺伝子群”と“生理機能”を融合させるという目標については研究期間内には一

部しか達成できていない。現在精力的に解析を行っているが、今後も解析を続け、RNA 監視

機構による遺伝子発現制御の全体像を明らかにしていきたいと考えている。 
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５． 研究総括の見解 

変異 mRNA の中の多くのものは、異常な終止コドンが生じている。このような変異 mRNA を

排除する機構、すなわち NMD システムの分子機構を担う分子複合体を同定することに成功

した。NMD 研究にとって大きな貢献である。さらに、NMD 研究が、広く細胞機能の制御につな

がる重要な研究であることも示した。NMD 複合体に含まれる mRNA の種類を解析する方法

の構築にも成功し、現在、NMD の生理的意義の解析を行っているが、がんや遺伝性疾患の

治療に応用できる可能性があり、今後の成果に大きな期待が寄せられる。 
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