
上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 

 
 

20. 翻訳品質管理機構RQCの神経細胞での生理機能の解明 

稲田 利文 
東北大学 大学院薬学研究科 遺伝子制御薬学分野 

Key words：翻訳品質管理RQC，衝突リボソーム，タンパク質恒常性，CATテイル，ユビキチン化 

緒緒  言言  

 
正確な遺伝子発現は生命現象の根幹であり、その破綻や異常は様々な疾患の原因となる。細胞の保持する品質管理 

機構は、異常な遺伝子産物を認識し排除することで遺伝子発現の正確性を保証している。翻訳伸長段階での異常は  

遺伝子産物の機能に重大な欠損を示すため、品質管理機構によって認識され排除される必要がある。我々は、終止   

コドンを持たない異常 mRNAのポリ（A）鎖をリボソームが翻訳した場合に、翻訳伸長反応が停止する結果、新生鎖
のユビキチン化とプロテアソームによる迅速な分解が起こることを報告した［1］。その後の国内外の多数の研究室に 

よって解析が進んだ結果、合成途中のタンパク質を分解する品質管理機構の概要が解明され、現在 RQC（Ribosome-
associated Quality Control）と呼ばれている［2］。特に、RQCの初期段階である翻訳伸長中に停滞したリボソームを
認識し解離させる分子機構を解明し E3 ユビキチンライゲース ZNF598（酵母では Hel2）が翻訳伸長中に停滞した  

リボソームの特異的な構造を認識し、リボソームタンパク質uS10をユビキチン化することがRQCに必須であること
を発見し、また停滞した 80S リボソームを各サブユニットに解離する新規 RQC-Trigger（RQT）複合体を世界で   

初めて同定し報告した［3，4］。さらにクライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行い、E3ユビキチンライゲースZNF598
の酵母相同因子Hel2が衝突したリボソームの特異的構造を認識することを見出した［5，6］。以上より、ZNF598が
リボソームタンパク質の特異的残基をユビキチン化し、RQT 複合体がユビキチン化リボソームを特異的に認識してサ
ブユニットに解離する分子機構が明らかになった。 

RQC の分子機構の理解は急速に進んでいるが、その生理機能の理解は十分進んでいない。これまでに、合成途上の
異常タンパク質がリボソームから解離する因子であるANKZF1の機能欠損により、ミトコンドリアにおいて異常タン
パク質の顕著な凝集が観察されミトコンドリアの機能が破綻することを共同研究により報告した［7］。一方で、RQC
が神経において重要な生理的機能を持つことも明確になっている。RQC 品質管理において、翻訳途中で合成を停止し
た異常タンパク質を分解する E3 ユビキチンライゲースである LISTERIN（LTN1）の変異は、神経細胞死と行動  

異常を引き起こす［8］。また、自閉症とZNF598遺伝子内変異との関連が示唆されている［9］。しかしながら、RQC
関連因子の欠損による翻訳異常の実体や、記憶学習における RQC の機能はほとんど不明のままである。リボソーム 

機能の異常を認識し排除するシステムの実体を解明しつつある現状を踏まえ、本研究では RQC の神経細胞における 

機能解析を目的とした。神経初期培養細胞での神経突起伸長の阻害効果や神経細胞死とその分子基盤を解明することで、

RQCの生理機能の解明を進めた。その結果、RQCの破綻による異常タンパク質へのCATテイル化が、細胞死や神経
突起伸長阻害を誘導することが明らかとなった［10］。本研究成果は、タンパク質恒常性の破綻に繋がる異常翻訳の  

実体解明に貢献するものである。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
RQCにより新生タンパク質が分解される過程では、新生タンパク質の末端にCATテイルとよばれる、アラニンとス
レオニンからなるペプチドが付加され、この配列の付加により異常新生タンパク質が効率良く分解される。一方で、  

異常タンパク質を分解する E3 ユビキチンライゲースである LTN1 が機能欠損した際には、CAT テイル化した異常 
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タンパク質が凝集体の蓄積を誘導することも、出芽酵母で報告されている。また異常新生タンパク質にCATテイルを
付加する反応は出芽酵母で発見されたが、ヒトを含む哺乳類細胞では確認されていない。したがって、品質管理機構の

破綻により神経変性が発症する原因の解明を目的に、RQC 関連因子、特に異常タンパク質をユビキチン化し分解する
E3ライゲースである LTN1と CATテイル付加に必須な因子であるNEMFの発現低下条件における異常タンパク質
の発現と神経細胞機能への影響を、以下の方法で解析した。 
11．． 哺哺乳乳細細胞胞ににおおけけるるCCAATTテテイイルルのの確確認認ととアアミミノノ酸酸組組成成解解析析  
哺乳細胞における CATテイルの確認とアミノ酸組成解析：終止コドンを含まないmRNA由来の異常タンパク質は 

RQCの標的となる。LTN1ノックダウン条件下で異常タンパク質を精製し、質量分析を行った（図 1a）。その結果、 

哺乳細胞において RQC 因子であるNMEF依存にCATテイルが付加されること、またその特徴的なアミノ酸組成が
明らかとなった（図 1b）。また、V5-TEV-NEMFと結合する 60Sサブユニット中に存在する tRNA を RT-qPCR で  

定量した結果、アミノ酸組成とほぼ一致する tRNAが同定された（図1c）。 
  

図1．哺乳細胞における異常タンパク質へCATテイルが付加される 
a） LTN1 もしくは NEMF をノックダウンした HEK293 細胞に終止コドンを含まない  

β-globin mRNA（β-globin-Nonstop）のreporterを transfectionし、CCB染色後ゲル
抽出後、質量分析を行った。 

b） 哺乳細胞におけるCATテイルのアミノ酸組成。RQCの基質となる異常タンパク質であ
るβ-globin-Nonstopへ付加された質量分析により明らかとなったCATテイルのアミノ
酸組成。 

c） V5-TEV-NEMF結合 60Sサブユニット中に存在する tRNAの定量。HEK293 細胞に
V5-TEV-NEMFを発現させ、ショ糖密度勾配遠心により 60Sサブユニットを分画後、
V5-TEV-NEMF結合 60Sサブユニットを精製し、共精製された tRNAを RT-PCRに 

より定量した。 

  
22．． 哺哺乳乳細細胞胞ににおおけけるる異異常常タタンンパパクク質質へへののCCAATTテテイイルル付付加加にによよるる細細胞胞死死誘誘導導のの確確認認  

CAT テイル化した異常タンパク質が凝集体の蓄積を誘導することが、出芽酵母で報告されている。従って我々は、
哺乳細胞における異常タンパク質へのCATテイル化による細胞毒性効果を検証する実験の1つとして、細胞死につい
て解析した。HeLa細胞に 3xFLAG-EGFP-Ctrlまたはノンストップレポーターをトランスフェクションし、1日後に
死細胞と生細胞をカウントした。その結果、ノンストップレポーターの発現に依存して死細胞の割合が増加した      
（n＝5、平均±SEM）（図2a）。 
次に、アポトーシス阻害剤 Z-VAD-FMK もしくは DMSO 存在下での 3xFLAG-EGFP-Ctrl またはノンストップ  
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レポーターをランスフェクションした HeLa 細胞の死細胞と生細胞の比を測定した。その結果、Z-VAD-FMK 存在下
で、ノンストップレポーターの発現に依存した細胞死が有意に抑制された（n＝10、平均±SEM）（図 2b）。また    

ウエスタン解析により、ノンストップレポーターを発現する HeLa 細胞においてカスパーゼ-3 の切断が確認された 

（図 2c）。以上の結果により、哺乳細胞における異常タンパク質への CATテイル化によって、アポトーシスが誘導さ
れることが確認された。 
 

  
図2．異常タンパク質へのCATテイル付加によって細胞死が誘導される 

a） HeLa 細胞での 3xFLAG-EGFP-Ctrl またはノンストップレポーターをトランスフェクションし、1 日後に 

死細胞と生細胞をカウントした（n＝5、平均±SEM、Student’s t test、P＜1.4E-05）。 
b） 3xFLAG-EGFP-CtrlまたはノンストップレポーターをトランスフェクションしたHeLa細胞のアポトーシス
阻害剤Z-VAD-FMK（20μM）もしくはDMSO存在下での死細胞と生細胞の比（n＝10、平均±SEM、Student’s 
t test、P＜0.0025）。 

c） ノンストップを含む各種レポーターを発現する HeLa 細胞の粗抽出液をもちいたカスパーゼ-3 のウエスタン
解析。全長（上）および切断されたカスパーゼ-3（下）が抗カスパーゼ-3抗体で検出された。 

  
33．． 異異常常タタンンパパクク質質へへののCCAATTテテイイルルのの付付加加にによよりり神神経経突突起起伸伸長長がが阻阻害害さされれるる  
次に我々は、マウス神経初代培養細胞の神経突起伸長における RQCの機能解析を行った。shRNAを用いてマウス
神経初代培養細胞でRQC因子をノックダウンし、神経突起伸長を Sholl解析によって解析した（図 3a）。その結果、
LTN ノックダウンにより神経突起伸長が阻害されるが、NMEF をさらにノックダウンすると阻害効果が抑制された  

（図3b、c）。RQC 因子であるLTN1による異常タンパクの分解が欠損するとCATテイルが付加され、神経突起伸長
が阻害されることが明らかとなった。 
 

考考  察察  

 
タンパク質恒常性の破綻は、不良タンパク質の蓄積やオルガネラの損傷、シグナル伝達経路撹乱など、広範な細胞機

能障害を引き起こすため、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患の原因になると考えられる。タンパ

ク質合成途中のエラーによる翻訳停止はタンパク質の機能の重大な欠陥を引き起こすため、品質管理機構によって認識

され排除される必要がある。RQC は合成途上の異常タンパク質の凝集を抑制して分解へと導き、タンパク質恒常性を
維持し細胞の機能を守る極めて重要な品質管理機構であり、出芽酵母、線虫、ショウジョウバエ等の様々な生物種で  

保存された普遍的な品質管理機構である。我々は、タンパク質恒常性維持に極めて重要なRQCを世界に先駆けて発見
し、RQC 関連因子の同定と分子機構の解明を進めて来た。本研究で我々は、RQC の破綻による異常タンパク質への
CATテイル化が、細胞死や神経突起伸長阻害を誘導することを明らかにした。 
今後は、神経変性疾患の発症機構の理解にはRQCの生理機能解明が重要になることは間違いない。異常翻訳を識別
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するE3ライゲースであるZNF598変異と自閉症との関連が示唆されているが、その分子基盤は全く解明されてない。
翻訳伸長段階での異常とストレス応答との関連も次第に明らかになっており、神経における異常翻訳を解消する RQC
の生理機能解明を今後さらに進めていきたい。また我々は、ANKZF1 が合成途上の異常タンパク質をリボソームから
解離させることを構造機能相関解析により明らかにした。ANKZF1 の機能欠損は、エネルギー産生をはじめ老化や疾
患とも密接に関わるミトコンドリアでの異常タンパク質の顕著な凝集を引き起こし、その機能破綻を引き起こすため、

ANKZF1の神経細胞における機能解明はミトコンドリア機能維持における RQCの生理機能解明に大きく貢献するも
のと期待される。今後のRQC機能解析によって、神経細胞における翻訳異常の実体とマウス個体での生理機能の欠損
の関連が解明され、神経細胞における異常翻訳の実体解明と異常タンパク質の産生を抑制する技術開発の分子基盤にな

ると期待される。 
 

 
図3．異常タンパク質へのCATテイルの付加により神経突起伸長が阻害される 

a） 神経初期培養細胞の Sholl分析による突起伸長の評価方法の手順。DIV1の培養神経細胞に shLTN1
を発現するレンチウイルスを感染させ、DIV4 に Sholl 解析を行った。縦軸が神経突起と同心円との
交点の数、横軸は細胞体からの距離を表す。 

b） LTN1/NEMFダブルノックダウンニューロンのショル分析（shNS/shNS、n＝176、shNS/shLTN1、
n＝180、shLTN1/shNEMF、n＝189、平均±SEM）。 

c） LTN1 ノックダウンおよび LTN1/NEMF ダブルノックダウン時のニューロン生存率（shNS/shNS、
n＝80、shNS/shLTN1、n＝80、shLTN1/shNEMF、n＝79、平均±SEM、Student’s t test、P＜0.024、
P＞0.97）。 
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