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緒緒  言言  

 
生命のセントラルドグマの終端である翻訳過程に大きな未開のバイオロジーがあることがわかってきた。翻訳は、遺

伝子読み枠（ORF）内の開始コドンから始まって、淡々とコドンを読んでいき、最後に終止コドンにて終わるだけでは

ない。以前からよく知られているフレームシフト、リードスルー以外にも、これまで認識されていなかった非典型的な

翻訳現象が次々と明らかになってきている。私たちの最近の結果でも、翻訳伸長時の一時停止が ORF の 7～8 割にの

ぼるほど頻繁に起こっていること［1］、特定のアミノ酸配列を翻訳している際にリボソームが不安定化して途中終了し、

生理機能を有する現象などがわかってきた［2，3］。さらに、10年ほど前には、非典型的な翻訳が疾患に関わるリピー

ト関連非ATG（Repeat-Associated Non-ATG：RAN）翻訳が見つかった（図1）［4］。RAN翻訳では神経変性疾患に

関与する異常に伸長した塩基リピート配列内から、開始コドンATG に依らない翻訳開始が起こる。さらに、奇妙なの

はセンス鎖、アンチセンス鎖の全てのフレームで翻訳が起こることである。例えば、筋萎縮性側索硬化症（ALS）での

GGGGCCという異常伸長リピートにおいては、Gly-Ala、Gly-Pro、Gly-Arg、Pro-Ala、Pro-Argの5種類のジペプチ

ドリピート（DPR）の翻訳が確認されている。これらのRAN翻訳産物の一部が細胞内のタンパク質やRNAの液‐液

相分離を撹乱して細胞毒性を発揮するらしい［5］。RAN 翻訳は、これまでのアミロイド研究の枠を超えて神経変性疾

患の分子機構解明の鍵を握っていると目されているが、その分子機構や細胞内でどのようにRAN翻訳が起こるのかな

どよくわかっていない。 
これまでの RAN 翻訳研究では、細胞を破砕した上でウエスタンブロッティング（DPR 翻訳産物もしくは人為的に

導入したタグへの抗体）で行うのが常であるが、細胞破砕に伴い、細胞内での情報が失われる。例えば、1つのmRNA
から特定の読み枠だけが翻訳されるのか、それとも複数の読み枠が混合して翻訳されるのか、というようなことはRAN
翻訳の分子機構の理解にとって重要であるが、細胞を破砕するとその情報は失われてしまう。理想的には、生細胞内で

個別のmRNAから読み枠毎の翻訳産物を区別して観察できれば明らかとなる。そこで本研究では、最近、開発された

生細胞内で一つ一つの mRNA での翻訳産物を観察する系と、その応用であるフレームシフトの個別観察の系を RAN
翻訳に適用し、生細胞内でのRAN翻訳の分子機構を解析する系を確立する。この系の確立により、神経変性疾患にお

けるRAN翻訳の生理的意義の一端を解明することを目的とした。 
具体的には、生細胞内で個別のmRNA からの翻訳産物を可視化する方法を開発したStasevich博士（米国コロラド

州立大学、東京工業大学兼任）が、その発展系として確立したフレームシフトの可視化系［6，7］に、RAN 翻訳を起

こすGGGGCCリピートを組み込み、生細胞内でのRAN翻訳の可視化を行うことを目標とした。上原記念生命科学財

団のサポートによって、RAN 翻訳イメージング用のプラスミドの作製が終了し、予備的なイメージングを行った。そ

の結果、RAN 翻訳の一部のイメージングが観察できた。より高感度、かつ詳細な解析のため、当初は共同研究先の

Stasevich ラボで長期滞在する予定だったが、新型コロナ感染拡大により頓挫してしまった。そのために、イメージン

グ研究の際に活かせるための分子機構解析として、ヒト因子由来の再構成型無細胞翻訳系（ヒト因子由来 PURE シス

テム［8，9］）にてRAN翻訳を再現する実験にも着手し、十分な結果を得ている。 
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図1．リピート関連非ATG（Repeat-Associated Non-ATG: RAN）翻訳の概要 
10 年ほど前に、異常な塩基リピートが関わる神経変性疾患において、非翻訳領域、かつ開始コドン

がない領域から全てのフレームで翻訳が起こる非典型的な翻訳現象が見つかり、Repeat-Associated 
Non-ATG（RAN）と呼ばれるようになった。筋萎縮性側索硬化症（ALS）の C9orf72 遺伝子内の

GGGGCC リピートからは Gly-Ala など 5 種類の翻訳産物ができ、その一部は細胞内の液‐液相分

離を撹乱することで毒性を発揮すると言われているが、詳細は不明である。 
 

方方  法法  

 
11．．生生細細胞胞ででののRRAANN翻翻訳訳イイメメーージジンンググ用用ププララススミミドドのの作作製製  
生細胞内でRAN翻訳イメージングを行うためには1本のmRNAと各翻訳フレームの新生ポリペプチド鎖（新生鎖）

を可視化する必要がある。そのために図2に示したような1本のmRNAで複数の翻訳フレームを別々の蛍光で可視化

できる実験系［7］を応用してRAN翻訳の可視化を試みることとした。この実験系の基本は、Stasevichらが確立した

生細胞内での新生鎖トラッキング（Nascent chain tracking：NCT）法を用いる［6］。NCT法で使うmRNAにはmRNA
のイメージング用の3’側非翻訳領域に組込まれた複数のMS2ステムループ、新生鎖のN末端を認識するためのエピ

トープタグ（FLAGなど）が組込まれている。イメージングは、mRNAのMS2ステムループに特異的に結合するMCP
タンパク質、抗エピトープタグ抗体の Fab 領域にそれぞれ異なった蛍光色素を結合させて、細胞内にビーズローディ

ング法で導入し、mRNA、新生鎖をそれぞれイメージングする。翻訳中のmRNAとその翻訳産物である新生鎖は生細

胞内の細胞質において共局在するスポットとして可視化できる。RAN 翻訳の可視化のためには異なったフレームを

別々のエピトープタグで区別できる系を用いた。RAN 翻訳のターゲットとして ALS 関連遺伝子 C9orf72 が持つ

（GGGGCC）nリピート配列を選択し、RAN翻訳の可視化を行うこととした。 

 

図2．生細胞でのRAN翻訳可視化系の概要 
RAN翻訳では複数のフレームが翻訳されることが特徴の一つである。個別のmRNAからの翻訳産物、およびフレ

ームシフト観察系は共同研究者の Stasevich 博士が作製した実験系を用いる。フレームシフト観察系の上流に

C9orf72 由来のGGGGCC リピートを組込むことでRAN 翻訳におけるセンス鎖の 0 と＋1 の二つのフレームの可

視化を行う。 
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22．．生生細細胞胞内内イイメメーージジンンググ  
上記で作製した RAN 翻訳イメージング用プラスミド、新生ポリペプチド鎖可視化のための蛍光標識抗体（anti-

FLAG）、mRNAの可視化に使う蛍光標識MCP-Halo（JF646標識）をU-2OS細胞にビーズローディング法で導入し、

ライブセルイメージングを行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． RRAANN翻翻訳訳ををししてていいるるmmRRNNAAととRRAANN翻翻訳訳産産物物ののイイメメーージジンンググ  
RAN翻訳観察用プラスミドが完成したので、U-2OS細胞に観察に必要な蛍光標識抗体、mRNA観察用MCP-JF646

を導入し、イメージングを行った。その結果、再現性よく、0フレームからの新生鎖（SunTag）とmRNAが共局在す

るようすがわかった（図3）。その一方で、＋1フレームからの新生鎖は観察できなかった。 
 

 
図3．U-2OS細胞における生細胞でのRAN翻訳の観察結果 

作製したベクターを細胞内に導入し、観察したところ、0 フレームからの翻訳産物の

起点がmRNAと一致する細胞があった。スケールバー：10μm。 
 
この観察では、通常の共焦点蛍光顕微鏡を用いたが、Stasevich ラボでは自作の斜光照明によって、S／N 比がよい

環境で細胞内イメージングができること、NCT 法をベースとしたフレームシフト翻訳の観察のノウハウがあるため、

この研究を担当していたメンバーをStasevichラボに2020年4月より派遣して、詳細なイメージングを行う予定であ

ったが、新型コロナウイルスの感染拡大により、門戸が閉ざされ、詳細なイメージングは保留となっている。 
22．． 再再構構築築型型無無細細胞胞翻翻訳訳系系にによよるるRRAANN翻翻訳訳のの再再構構成成  

RAN 翻訳は不明点が多いが、中でも分子機構についてほぼわかっていない。細胞抽出液系（ウサギ網状赤血球抽出

液系など）でRAN翻訳が起こるという報告があるが、どのような翻訳因子が必要なのかわかっていないので、兵庫県

立大学の今高寛晃博士のグループらによって開発されている精製されたヒト因子由来の再構築型翻訳系（Human 
PURE）［8，9］を用いてRAN翻訳を行うこととした。その結果、図4に示すように IRES系にてC9orf72のGGGGCC
リピートの翻訳（図では0フレームのみ示したが、＋1、＋2フレームも検出）が確認された。これによってRAN翻訳

は翻訳に必須の因子だけで翻訳伸長が起こることが証明された。 
  

3



 

  
  

図4．ヒト因子由来の再構築型無細胞翻訳系によるRAN翻訳の再構成 
ヒト因子由来の再構築型翻訳系（Human PURE）とHeLa細胞抽出液での翻訳系

にて、GGGGCC リピートの翻訳を翻訳開始因子がない状況でも翻訳開始可能な

IRES系を用いて実施した。 
  

33．． 今今後後のの展展望望  
以上、上原記念生命科学財団の多大な支援を賜ることで、RAN 翻訳の生細胞内イメージング、精製したヒト翻訳因

子で再構成した翻訳系（Human PURE）でのRAN翻訳という世界的にも非常にユニークな実験系を確立することが

できた。今後、どちらの手法も、通常の細胞生物学、生化学ではアプローチできない研究を推進し、当該分野の進展に

大きく貢献できる。最終的には、RAN翻訳が関わる神経変性疾患の治療戦略や創薬にも結びつくことが期待される。 
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