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緒 言 

 
ヒトの遺伝的疾患の約3割は終止コドンに関連した変異に起因する［1］。例えばデュシェンヌ型筋ジストロフィーで

は、報告された変異のうち約 2 割が終止コドンに関連する。このような変異を含むmRNA はmRNA の品質管理機構

によって異常なmRNAとして検知され、速やかに分解される［2］。結果として異常なタンパク質の合成は妨げられて

いるが、この応答が異常なタンパク質の合成よりも重篤な形質異常を引き起こすことも少なくない。このような遺伝的

疾患は症例が少なく治療法の研究も進展しにくいなか、終止コドンの認識機構や品質管理機構を創薬のターゲットにす

ることによって、多数の遺伝的疾患を包括的に治療しようとする研究が模索されている［3］。一方で、mRNA 品質管

理機構に関連した因子が細胞分裂周期［4］や脂肪生成［5］にも関与することが示唆されており、品質管理機構が異常

なmRNAの検出、分解とは異なった細胞の生理機能に対しても一定の役割を果たしていると考えられている。しかし、

品質管理機構の異常ではないmRNAへの作用は未だ十分に解明されておらず、遺伝的疾患を治療するための品質管理

機構の阻害がどのような副作用をどの程度引き起こし得るのか評価することも難しい。本研究課題では、異常ではない

mRNAに対するmRNA品質管理機構の役割を明らかにすることを目指して、mRNAの品質管理機構に関わるタンパ

ク質因子がどの（正常な）mRNAに作用しているのか同定することを目的とする。 
近年、特定のタンパク質に結合したRNAを網羅的に解析する方法が開発され、精力的に解析が進展している。とこ

ろが、mRNA の品質管理に関わるタンパク質因子は、リボソームを含め翻訳装置を介して間接的にかつ一過的に特定

のmRNAに作用しており、安定な複合体形成に依存した解析手法の適用が難しい。また、このようなタンパク質因子

の有無によるmRNA量変化の網羅的解析［6，7］では、分解を伴わない制御は検出できない。そこで、間接的にかつ

一過的なmRNA-タンパク質因子間の相互作用を効率よくかつ網羅的に検出することを目指して、デアミナーゼにより

アデニンがイノシンに、シトシンがウラシルに変換されるmRNA塩基配列の編集機構［8］を応用した新規方法の開発

に取り組んだ。 
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方法および結果 

 
1． mRNA-タンパク質間の相互作用に伴うRNA編集を出芽酵母の生育として判定する系の構築 
我々はまず、例えば酵母ツーハイブリッドシステムのように、出芽酵母の生育（コロニー形成）によってRNA-タン

パク質間の相互作用に依存したRNA 編集を判定する方法の開発を目指した。出芽酵母を用いたRNA 編集の検出方法

として、酵母ツーハイブリッドシステムでも用いられている転写因子Gal4 の活性をRNA 編集に依存して変化させる

実験系が報告されている［9］。この系では、転写因子Gal4と、Galに結合する阻害タンパク質Gal80を融合させた遺

伝子をRNA 編集の検出レポーター遺伝子として用いており、Gal4 とGal80 のコード領域の間にはRNA 編集を受け

ると終止コドンが生成される配列が組み込まれている。このレポーター遺伝子からは通常Gal4とGal80の融合タンパ

ク質が翻訳され、Gal80 によってGal4 の機能は阻害されている。ところが、この遺伝子のmRNA がRNA 編集を受

けるとGal80の上流に終止コドンが生じて活性型のGal4のみが翻訳される。我々はこの系を改変してRNA編集を介

した特定の RNA-タンパク質間相互作用の検出を試みた。すなわち、RNA 編集を担うデアミナーゼを RNA 結合タン

パク質MS2 coat proteinと融合させ、MS2 coat proteinの結合モチーフであるMS2 stem loopをGal4とGal80の間

に挿入した。しかし、これらの融合タンパク質の発現ベクターを構築し、酵母ツーハイブリッドシステムで用いられて

いる出芽酵母株AH109に導入しても、MS2 stem loop-MS2 coat protein間の相互作用に依存した出芽酵母の生育の差

を検出することはできなかった。 
次に、マーカー遺伝子（HIS3 ）が直接 RNA 編集されることによって出芽酵母の生育判定が可能な構築を試みた。

RNA 編集によって開始コドンが生じることにより効率的にマーカー遺伝子が翻訳されるようになることを意図して、

開始コドンを除去したHIS3 遺伝子のコード領域の上流にMS2 stem loop を挿入し、さらにその上流にHIS3 遺伝子

とフレームが合うようにACGを7コドン連続で挿入したレポーター遺伝子を構築した（図1a）。このレポーター遺伝

子とデアミナーゼ-MS2 coat protein融合タンパク質の発現ベクターを、出芽酵母株BY4727に導入した。融合タンパ

ク質との共発現によりRNA編集が起こる結果HIS3遺伝子が翻訳され、ヒスチジン不含培地での生育が促進すると期

待していた。しかし興味深いことに、期待とは全く反対の現象が観察された。すなわち、融合タンパク質を発現させた

場合に、出芽酵母のヒスチジン不含培地での生育が悪化した。 
2．次世代シークエンサーを用いたアンプリコン解析によるRNA編集の検出 
期待とは逆の結果ではあったものの出芽酵母の生育に違いが観察されたため、細胞内で何かしらの反応が生じている

ことが示唆された。そこで、出芽酵母内で発現しているレポーターmRNA の配列解析を実施した。まず、対数増殖期

の出芽酵母を破砕し、全RNAを抽出して精製した。次に、抽出した全RNAからpoly（dT）プライマーを用いてmRNA
のみを逆転写し、cDNA を合成した。さらに合成した cDNA を鋳型にし、アンプリコン解析に必要なアダプター配列

が付加されたHIS3 遺伝子特異的なプライマーを用いて、レポーターmRNA の転写開始点付近から450 塩基の領域を

増幅した。精製したPCR産物の塩基配列を次世代シークエンサーMiSeqを用いて解析し、配列解析の正確性が高かっ

た2～3 万配列を抽出して塩基置換の頻度を解析した。MS2 coat protein のみ（図1b）やデアミナーゼのみ（図1c）
を発現させた場合にはレポーターmRNA の 0.6%のみでしかシトシン残基からウラシル残基への塩基置換が検出され

なかったのに対して、MS2 coat proteinとデアミナーゼの融合タンパク質を発現させた場合（図1d）にはレポーター

mRNAの9.5%で塩基置換が検出された。また、1残基あたり最大2%の塩基置換が検出された。 
配列解析した領域のうち全てのシトシン残基のうち 26 箇所では RNA 編集による塩基置換が検出されたが、残りの

65箇所では検出ノイズと同程度の塩基置換しか検出されなかった。そこで、RNA編集が起こる条件を明らかにするこ

とを意図して、RNA 編集が観察されたシトシン残基と観察されなかったシトシン残基の 2 グループにわけ、その前後

の配列を解析した（図 2）。すると、RNA 編集を受けたシトシン残基の 1 塩基上流は全てプリン残基であった。特に、

シトシン残基の 1 塩基上流がアデニン残基である 23 箇所のシトシン残基のうち 22 箇所で RNA 編集が検出されてい

た。さらに、RNA編集が検出されなかった残りの1箇所もMS2 stem loopの内部に位置していた。 
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図1．アンプリコン解析によるRNA編集の検出 
a）レポーター mRNAの構成。 
b）MS2 coat protein を発現させた場合の塩基置換の検出頻度（%）。 
c）デアミナーゼを発現させた場合の塩基置換の検出頻度（%）。 
d）MS2 coat protein とデアミナーゼの融合タンパク質を発現させた場合の塩基置換の検出頻度 （%）。 

 

 
 

図2．RNA編集の周辺配列依存性 
RNA編集が観察されたシトシン残基（左、26 残基）と観察されなかったシトシン残基（右、65 残基）に

ついて、シチジン塩基を基準（0）に、上流側 6 塩基（－6 〜 －1）と下流側 6 塩基（1 〜 6）の配列

分布を抽出した。我々の実験系では、直前（－1）がプリン残基、特にアデニン残基、のシチジンに特異的

なRNA編集が観察された。 
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3． 次世代シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解析によるRNA編集の検出 
ここまでの研究で、RNA 編集と次世代シークエンサーを用いた配列解析により、細胞内の mRNA-タンパク質間相

互作用を解析できることが明らかになった。そこで次に品質管理機構に関わる因子が結合するmRNAを網羅的な検証

に取り組んだ。まず、品質管理機構に関わる因子のなかでも、特定の異常な mRNA だけでなくmRNA 一般に相互作

用し、かつ mRNA に直接結合することから、HRP1 をモデルとして実証実験を行うこととした。配列解析に先立ち

HRP1 とデアミナーゼの融合タンパク質が本来の活性を持つか確認した。HRP1 の欠損株を作製して融合タンパク質

がHRP1の欠損を相補するか検証したところ、融合タンパク質はもとのHRP1より活性は劣るものの一定の活性を示

すことが示された。そこで、HRP1とデアミナーゼの融合タンパク質を発現させた出芽酵母から全RNAを抽出して精

製し、トランスクリプトーム解析を行った。しかし明らかなRNA編集は検出されなかった。 
 

考 察 

 
本研究では、間接的にかつ一過的なmRNA-タンパク質因子間の相互作用を効率よくかつ網羅的に検出する方法の開

発へ向けた第一段階として、細胞内のmRNA-タンパク質間の直接的な相互作用をRNA 編集と次世代シークエンサー

を用いた配列解析により解析する方法の開発に成功した。本法では、RNA 編集によりmRNA 中にある“AC”配列の塩

基置換が検出された。“AC”配列は平均的には16塩基に1箇所存在するため、本法は多様なmRNA とタンパク質の相

互作用検証に用いることができると期待される。また、今回の相互作用部位であるMS2 stem loopから200塩基程度

下流のシトシン残機でもRNA編集が検出されている。広い範囲にわたってRNA編集が検出されることから、mRNA
上の 1 塩基あたりの塩基置換の頻度は最大でも 2%程度ではあったが、mRNA あたりでは 10%近くの塩基置換が検出

されており、十分高い検出感度が期待できる。 
現在までに、品質管理に関連する因子が結合するmRNAを、トランスクリプトーム解析によってゲノムワイドに探

索する実験には成功していない。現在、HRP1の代わりに、これまでに我々の研究室で研究が進められており、細胞株

や各種変異体などの実験材料が豊富な品質管理機構関連因子の SKI7［10］に注目して研究を進めている。SKI7 とデ

アミナーゼの融合タンパク質を発現させたときに、酵母ゲノム上に挿入された品質管理の対象となる異常mRNAのレ

ポーターmRNA が RNA 編集されるか、本研究によって方法が確立したアンプリコン解析によって検証する実験を進

めている。 
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