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緒 言 

 

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炎症

性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［1］。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制御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制御はサ

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、転写後制御は炎症などの免疫応答の開始や終結の制御にも重

要であることが明らかとなってきた［2］。我々は、これまで転写制御（シグナル伝達によるmRNA産生の制御）と比較

して未知の領域である、炎症の転写後制御のメカニズムに関し研究を進めてきた。そして、新規 RNA 分解酵素である

Regnase-1（Reg-1： Zc3h12a、 Mcpip1とも呼ばれる）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［3，4］。また、

Regnase-1 はマクロファージなどの自然免疫細胞だけでなく、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［5］。更に Regnase-1 による

RNA分解機構について検討を加えたところ、Regnase-1は標的mRNAの3′ 非翻訳領域（3′ UTR）に存在するステム

ループ構造を認識して、サイトカイン蛋白質の翻訳中に RNA helicase UPF1 と相互作用して、translationally active 
mRNA を分解していることを最近見出した［6］。しかしながら、どのようにUPF1 がRegnase-1 によるmRNA 分解

に関与しているのかほとんど分かっていなかった。そこで、本研究ではその作用メカニズムについて検討し、SMG1 に

よるUPF1 のT28 リン酸化がRegnase-1 とUPF1 の相互作用を制御し、Regnase-1 によるmRNA 分解に必要である

事を明らかにした。 
 

方法および結果 

 
1．UPF1のT28リン酸化はRegnase-1との結合およびRegnase-1によるmRNA分解に必要である 
 我々はこれまでの研究で、Regnase-1 は RNA helicase UPF1 と相互作用してタンパク質翻訳が生じている

（translationally active）mRNAを分解していることを明らかにした［6］。しかしながら、どのようにUPF1がRegnase-
1 による mRNA 分解に関与しているのかほとんど分かっていない。そこで、Regnase-1 と UPF1 の相互作用のメカニ

ズムを検討した。まず、Regnase-1 と相互作用している UPF1 の領域を免疫沈降法により検討した。その結果、UPF1
のN末端欠損体（ΔN）はRegnase-1と相互作用を生じなく、UPF1のN末端領域がRegnase-1との相互作用に必要

である事が分かった（図 1A，B）。UPF1 はN 末端とC 末端に進化的に保存されたセリン（S）／スレオニン（T）-グ
ルタミン（Q）（ST/Q）残基（T28、S1073、S1078、S1096、S1116）を有し、それらのアミノ酸残基が細胞内でリン酸

化を受けることが報告されている［7］。そこで、次にUPF1のリン酸化がRegnase-1との相互作用に必要かどうかを免

疫沈降法により検討した。その結果、UPF1 の S1073A/S1078A/S1096A/S1116A 変異体（4SA）は Regnase-1 との結

合を生じるが、UPF1のT28A変異体はRegnase-1と相互作用しなかった（図1C）。しかしながら、UPF1のT28E変

異体はRegnase-1との結合を生じたため、Regnase-1はリン酸基を認識しているわけではなく、UPF1のリン酸化に伴
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って生じるネガティブチャージがRegnase-1とUPF1との結合に必要であることが分かった（図1D）。次に、UPF1の

T28 リン酸化が Regnase-1 による mRNA 分解に必要であるか検討するために、HeLa 細胞において内在性 UPF1 を

siRNAによりノックダウンして、siRNA抵抗性UPF1R-T28A変異体を発現させ（図1E）、ルシフェラーゼ遺伝子の下

流にRegnase-1の標的3′ UTR（Il6およびPtgs2の3′ UTR）を挿入したレポーターアッセイを行なった。その結果、

UPF1 の T28A 変異は Regnase-1 による mRNA 分解を阻害した（図 1F）。以上の結果は、UPF1 の T28 リン酸化が

Regnase-1との相互作用を制御することでRegnase-1によるmRNA分解に必要である事を示唆している。 
 

 
 

図1．UPF1のT28リン酸化はRegnase-1との結合に必要である 
（A）ヒトUPF1の模式図。 
（B～D） 免疫沈降実験によるRegnase-1とUPF1の結合評価。 HeLa細胞にFlag-Regnase-1とHA-

UPF1を発現させ、Regnase-1とUPF1の結合をウエスタンブロットにより評価した。 
（E）UPF1のP-T28およびP-S1078/S1096-UPF1リン酸化レベルの評価。HeLa細胞に、UPF1特異的

な siRNA をトランスフェクションし、その後 siRNA 抵抗性 HA-UPF1Rを発現させ、UPF1 のP-
T28およびP-S1078/S1096-UPF1リン酸化レベルをウエスタンブロットにより評価した。 
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（F）ルシフェラーゼレポーターアッセイによるRegnase-1のmRNA分解評価。HeLa細胞に、UPF1特

異的なsiRNAをトランスフェクションし、その後ルシフェラーゼ遺伝子の下流にRegnase-1の標的

3′ UTR を挿入したルシフェラーゼレポーター遺伝子と Flag-Regnase-1 および siRNA 抵抗性 HA-
UPF1Rを発現させ、Regnase-1 による mRNA 分解をルシフェラーゼ活性により評価した。データ

は平均値 ± 標準偏差として示した。統計処理はStudent’s t 検定を行なった（*p < 0.05、**p < 0.01）。 
 
2．Regnase-1のKR257258はUPF1のT28リン酸化を認識する 
 次に、Regnase-1がUPF1のT28リン酸化をどのように認識しているのかを検討した。まずRegnase-1のUPF1の

T28リン酸化結合領域を免疫沈降法により検討した結果、Regnase-1のRNase domain がUPF1のT28リン酸化を認

識している事が分かった。更に、Regnase-1のRNase domainのポジティブチャージを持つ進化的に保存されたアミノ

酸（リシンやアルギニン）をアラニンに置換して、UPF1のT28リン酸化のネガティブチャージを認識しているRegnase-
1 のアミノ酸の同定を試みた結果、257 番目のリシン（K）と 258 番目のアルギニン（R）がUPF1 のT28 リン酸化と

結合しており、このRegnase-1のKR257258AA（KRAA）変異はUPF1との結合を阻害した（図2A）。また、Regnase-
1のKR257258によるUPF1のT28リン酸化の認識がRegnase-1によるmRNA分解に必要であるか検討するために、

ルシフェラーゼ遺伝子の下流にRegnase-1の標的3′ UTR（Il6およびPtgs2の3′ UTR）を挿入したレポーターアッセ

イを行なった。その結果、Regnase-1 の KRAA 変異は Regnase-1 による mRNA 分解を阻害した（図 2B）。これは、

Regnase-1のKR257258がUPF1のT28リン酸化を認識して安定なUPF1との相互作用を形成し、その結果Regnase-
1によるmRNA分解が誘導される事を示唆している。 
 

 
 

図2．Regnase-1のKR257258はUPF1のT28リン酸化を認識する 
（A）免疫沈降実験によるRegnase-1とUPF1の結合評価。HeLa細胞にFlag-Regnase-1とHA-UPF1を

発現させ、Regnase-1とUPF1の結合をウエスタンブロットにより評価した。 
（B）ルシフェラーゼレポーターアッセイによるRegnase-1 のmRNA 分解評価。HeLa 細胞に、ルシフェ

ラーゼ遺伝子の下流にRegnase-1の標的3′ UTRを挿入したルシフェラーゼレポーター遺伝子とFlag-
Regnase-1 を発現させ、Regnase-1 による mRNA 分解をルシフェラーゼ活性により評価した。デー

タは平均値±標準偏差として示した。統計処理はStudent’s t検定を行なった（*p < 0.05、** p <0.01）。 
 
 
3．SMG1によるUPF1のリン酸化はRegnase-1によるmRNA分解に必要である 
次に、Regnase-1 によるmRNA 分解に関わるUPF1 リン酸化のキナーゼの同定を試みた。これまでの研究により、

PI3 キナーゼのファミリーの 1 つである SMG1 が UPF1 をリン酸化することでナンセンス変異依存 mRNA 分解機構

（NMD）において重要な役割を担っていることが報告されている［8］。そこで、次にSMG1がRegnase-1によるmRNA
分解にも関わっているかどうかを検討した。SMG1のsiRNAによるノックダウンによりUPF1のT28リン酸化および

UPF1とRegnase-1の相互作用が減少した（図3A）。そして、SMG1のノックダウンにより、Regnase-1によるmRNA
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分解が阻害された（図3B）。これは、SMG1はUPF1のT28リン酸化を介してRegnase-1とUPF1の相互作用を制御

することでRegnase-1によるmRNA分解に必要である事を示唆している。 
 

 
図3．SMG1によるUPF1のリン酸化はRegnase-1によるmRNA分解に必要である 

（A）免疫沈降実験によるRegnase-1とUPF1の結合評価。HeLa細胞にSMG1特異的な siRNAをトランスフ

ェクションし、その後Flag-Regnase-1とHA-UPF1を発現させ、Regnase-1とUPF1の結合をウエスタン

ブロットにより評価した。 
（B）ルシフェラーゼレポーターアッセイによるRegnase-1のmRNA分解評価。HeLa細胞に、SMG1特異的な

siRNA をトランスフェクションし、その後ルシフェラーゼ遺伝子の下流にRegnase-1 の標的 3′ UTR を挿

入したルシフェラーゼレポーター遺伝子とFlag-Regnase-1 を発現させ、Regnase-1 によるmRNA 分解を

ルシフェラーゼ活性により評価した。データは平均値±標準偏差として示した。統計処理は Student’s t 検
定を行なった（*p < 0.05、**p < 0.01）。 

 
 

考 察 

 
本研究により、SMG1によるUPF1のT28リン酸化がRegnase-1とUPF1の相互作用を制御し、Regnase-1による

mRNA 分解に必要である事を明らかにした。すなわち、SMG1 は Regnase-1 による mRNA 分解を介した炎症の転写

後制御の新しい制御因子である事が明らかとなった。SMG1 のキナーゼ活性を SMG1 阻害剤などで調節する事により

サイトカイン産生量を制御出来るかもしれない。すなわち、SMG1 阻害剤は自然免疫応答を賦活化させるアジュバント

として機能する可能性が考えられる。 
本研究により、自然免疫におけるサイトカイン産生がSMG1により制御されている事が明らかとなった。しかしなが

ら、SMG1のキナーゼ活性がどのように制御されているのか不明である。例えば、免疫刺激によりSMG1のキナーゼ活

性が変化するのかどうかなどの検討が今後必要である。 
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