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〈要 約〉

　miRNAはゲノムにコードされた約22塩基の小分子RNAであり，配列に相補性をもつ標的mRNAからの翻訳を抑制する．miRNAは単独で機能を発揮するわけではなく，RISCとよばれるRNA-タンパク質複合体を形成することによりはじめてその機能を発揮する．ショウジョウバエにおけるmiRNA経路において中心的な役割を担うのは，miRNA結合タンパク質であるAgo1である．Ago1を含むRISCはポリA鎖の分解およびmRNAの不安定化をひき起こすとともに，それとは独立に翻訳そのものを抑制する．筆者らによる以前の解析により，Ago1を含むRISCによる翻訳の抑制はリボソームが標的mRNAへと呼び込まれるまでの翻訳開始の段階の阻害によることが示されている．しかし，Ago1を含むRISCがどのように翻訳開始の段階を抑制しているかという詳細な作用機序は不明であった．今回，筆者らは，標的mRNAにおいて形成された翻訳開始因子複合体を定量的に検出できる新たな解析手法を構築し，Ago1を含むRISCがeIF4Aとよばれる翻訳開始因子を標的mRNAから特異的に解離させることにより，リボソームの呼び込みを阻害していることを明らかにした．

はじめに

　miRNA（マイクロRNA）はゲノムにコードされた約22塩基の小分子RNAであり，その配列に対して相補的な標的mRNAからの翻訳を抑制する転写後制御因子である．miRNAは単独ではたらくわけではなく，RISC（RNA-induced silencing complex）とよばれるRNA-タンパク質複合体を形成することによりはじめてその機能を発揮する．ショウジョウバエにおけるmiRNA経路において中心的な役割を担うのは，miRNA結合タンパク質であるArgonaute 1（Ago1）と，Ago1結合タンパク質であるGW182である．Ago1を含むRISCは標的mRNAのポリA鎖の分解をひき起こしその不安定化を誘導するとともに，それとは独立して翻訳そのものを抑制する1,2)．GW182はCCR4-NOT複合体およびPAN2-PAN3複合体とよばれるポリA鎖分解酵素と直接に結合することによりそれらを標的mRNAへと呼び込み，ポリA鎖の分解をひき起こすうえで必須の役割を担っている3-5)．一方で，以前の解析結果から，翻訳の抑制に関してはGW182に依存的および非依存的な2つの異なる経路の存在することが明らかにされている6,7)．これらの翻訳抑制機構はともに標的mRNAに40Sリボソームが呼び込まれるまでの翻訳開始の段階を阻害することが示されているが，どのように翻訳開始が抑制されているのかという詳細な作用機序は明らかにされていない．

　真核生物における翻訳においてmRNAに40Sリボソームが呼び込まれるためには，eIF4F複合体とよばれる翻訳開始因子複合体がmRNAの5’末端にあらかじめ形成されている必要がある．eIF4F複合体は，5’末端のキャップ構造を直接に認識するeIF4E，40Sリボソームと43S複合体を形成するeIF3との相互作用を介してmRNAとリボソームとを橋渡しするeIF4G，DEADボックス型のRNAヘリカーゼであるeIF4A，の3つから構成されている．eIF4Aは5’側非翻訳領域の2次構造を解きほぐすことにより43S複合体の呼び込みを促進していると考えられている．さらに，ポリA鎖結合タンパク質であるPABPはeIF4Gとの相互作用を介してeIF4F複合体の形成を安定化し翻訳開始を促進する役割を担っている．miRNAによる翻訳開始の抑制においてはこれらの過程のいずれかが阻害されていると考えられるが，その分子機構は不明である．そこで今回，筆者らは，部位特異的な紫外線架橋法と独自のin vitro反応系とを組み合わせることにより，翻訳開始因子複合体の形成に対しmiRNAがどのような影響を及ぼすのかについて定量的に解析した．

1．eIF4AのノックダウンによるmiRNAに依存的な翻訳抑制の脱抑制

　以前に筆者らは，Ago1を含むRISCによる翻訳抑制とポリA鎖の分解を忠実に再現するin vitro反応系を構築した．解析の結果，eIF4Gを直接的にmRNAに係留することにより活性化されるeIF4E非依存的かつeIF4A依存的な特殊な翻訳であっても，Ago1を含むRISCは翻訳抑制をひき起こすことが明らかになった．一方で，reaper遺伝子とよばれるアポトーシス誘導遺伝子のもつ5’側非翻訳領域を介したeIF4E非依存的かつeIF4A非依存的な翻訳は，Ago1を含むRISCによる翻訳抑制をほぼ完全にまぬがれることが示された6)（新着論文レビュー でも掲載）．以上の結果から，eIF4Aのはたらきに依存した翻訳開始の段階がmiRNAによる翻訳抑制の標的であることが示唆されていた．そこで，eIF4Aは細胞においてもmiRNAに依存的な翻訳抑制の標的であるかどうかを確かめるため，eIF4F複合体を構成するタンパク質をノックダウンしたショウジョウバエの培養細胞を用いてレポーターアッセイを行った．なお，この実験では，miRNAによりポリA鎖の分解をうけないよう3’末端に保護配列を付加したレポーターmRNAを用いている．その結果，eIF4Aをノックダウンした場合においてのみ，翻訳抑制が顕著に解除された．この結果は，細胞においてもmiRNAが翻訳抑制をひき起こすにあたりeIF4Aが重要な役割を担っていることを示唆した．一方で，in vitroにおける実験において用いた特殊な翻訳開始の機構，あるいは，翻訳開始因子のノックダウンは，翻訳そのものの効率や性質を変化させてしまうことから，これらの実験結果は注意深く解釈する必要があった．

2．部位特異的な紫外線架橋法によるmRNAに存在する翻訳開始因子の検出

　miRNAによる翻訳抑制が翻訳開始の段階のどこを標的としているのかをより詳細に解析するため，標的mRNAに存在する翻訳開始因子を検出する手法の開発した．in vitroにおいてmRNAを転写する際，通常のUTPの代わりに光架橋性の4-チオ-UTPを取り込ませることにより，すべてのUが4-チオ-Uに置換されたmRNAを作製した．転写ののち，このmRNAの5’末端のキャップ構造に放射性標識を導入した．5’末端から数えて2塩基目あるいは13塩基目にはじめてUが現われ，その直下ではじめてRNaseAによる切断をうけるように5’側非翻訳領域の配列を設計した．in vitroにおける翻訳ののち波長365 nmの紫外線を照射することにより，4-チオ-Uはそのごく近傍に位置するタンパク質と不可逆的な共有結合を形成する．そののち，RNaseAによりmRNAを断片化し，SDS-ポリアクリルアミドゲル泳動ののち放射性標識を検出することにより，2塩基目あるいは13塩基目の位置でmRNAと結合したタンパク質を検出した（図1）．その結果，2塩基目の位置においてeIF4E，13塩基目の位置においてeIF4Aが，それぞれmRNAと相互作用しているようすが観察された．この部位特異的な紫外線架橋法を用いることにより，標的mRNAにおける翻訳開始因子複合体の形成を定量的に検出することが可能になった．

3．Ago1を含むRISCはeIF4Aの解離をひき起こす

　部位特異的な紫外線架橋法を用いて，Ago1を含むRISCが翻訳開始因子複合体の形成に及ぼす影響について解析した．実験に用いた標的mRNAは3’末端に保護配列をもつため，ポリA鎖の分解による影響を排除した純粋な翻訳抑制を解析することができた．in vitroにおいてAgo1を含むRISCによる翻訳抑制をひき起こしたのち，紫外線の照射により標的mRNAとタンパク質とを架橋し，標的mRNAに存在するeIF4EおよびeIF4Aを定量した．その結果，eIF4Eとの架橋に変動はなかったが，eIF4Aとの架橋は顕著に減少していた．この結果は，Ago1を含むRISCが標的mRNAからeIF4Aを特異的に解離させることにより翻訳抑制をひき起こしていることを示唆した．もし，この考えが正しければ，eIF4Aの濃度の上昇は翻訳抑制に対し拮抗的にはたらくはずである．そこで，in vitro反応系に過剰量のeIF4EおよびeIF4Aの存在する条件において，それらがAgo1を含むRISCによる翻訳抑制に対しどのような影響を及ぼすのかについて検証した．その結果，過剰量のeIF4Eは翻訳抑制に対し影響しなかったのに対し，eIF4Aの濃度を上昇させるにつれAgo1を含むRISCによるeIF4Aの解離および翻訳抑制が解除されるようすが観察された．以上の結果は，eIF4Aの解離がAgo1を含むRISCによる翻訳抑制において重要であることを示した．

4．Ago1を含むRISCによるeIF4Aの解離はGW182およびPABPに非依存的である

　以前の解析により，GW182はmiRNAによるポリA鎖の分解において必須の役割をはたすが，翻訳抑制には必須でないことが示されている6,7)．Ago1を含むRISCによるeIF4Aの解離にGW182が必要かどうかを検証するため，GW182をノックダウンしたうえで紫外線架橋法により解析した．その結果，GW182がほとんど存在しない場合においてもeIF4Aの解離がみられた．このことは，Ago1を含むRISCがGW182に非依存的にeIF4Aの解離をひき起こすことを示した（図2a）．

　以前の解析により，ポリA鎖結合タンパク質であるPABPがGW182との相互作用を介してmiRNAによる翻訳抑制に関与することが示唆されていたが8-10)，そののち，PABPはmiRNAの機能の発揮に必須ではないことが報告された1,2)．Ago1を含むRISCによるeIF4Aの解離にPABPが必要かどうかを検証するため，ポリA鎖をもたない標的mRNAを用いて解析した．その結果，そもそもPABPが標的mRNAに存在しない条件においてもeIF4Aの解離が観察された．以上の結果から，Ago1を含むRISCがGW182およびPABPに非依存的にeIF4Aの解離をひき起こすことが示された．

5．GW182はeIF4EおよびeIF4Aの解離をひき起こす

　Ago1を含むRISCはGW182に非依存的に翻訳抑制をひき起こすが，一方で，以前の筆者らの解析により，λNタグおよびBoxB配列を介してGW182を標的mRNAに直接的に係留することにより，Ago1に非依存的に翻訳開始の段階が阻害されることが明らかになっている6)（新着論文レビュー でも掲載）．そこで，標的mRNAに係留されたGW182が翻訳開始因子複合体の形成にどのように影響するのかについて，紫外線架橋法により解析した．その結果，Ago1を含むRISCの場合とは異なり，GW182はeIF4EおよびeIF4Aをともに標的mRNAから解離させるようすがみられた．内在性のAgo1をほぼ完全に除いた条件においても同様の活性がみられたことから，GW182はAgo1に非依存的に翻訳開始因子複合体の形成を阻害することが明らかになった（図2b）．PABPの関与について検証するため，ポリA鎖をもたない標的mRNAを用いて解析した．その結果，GW182はPABPが標的mRNAに存在しない場合においてもeIF4EおよびeIF4Aの解離をひき起こした．つまり，GW182はAgo1およびPABPに非依存的に翻訳開始因子複合体の形成の阻害をひき起こすことが示された．

6．生理的な条件においてmiRNAはeIF4Aのみを解離する

　これまでの結果より，Ago1を含むRISCがGW182に非依存的にeIF4Aを標的mRNAから解離させること，mRNAに係留されたGW182は標的mRNAからeIF4EおよびeIF4Aを解離させることが明らかになった．そこで，生理的な条件において，GW182に依存的あるいは非依存的，どちらの経路がよりmiRNAに依存した翻訳抑制に貢献しているのか解明を試みた．これまでの実験系においては，in vitroにおいてRISCを形成させるのにAgo1を過剰に発現した細胞抽出液を用いていた．そこで，Ago1およびGW182の濃度は内在性のままmiRNAのみを発現させた細胞抽出液を用いて紫外線架橋法により解析した．その結果，eIF4Eとの架橋に変動はなかったが，eIF4Aとの架橋は顕著に減少していた．eIF4Eは標的mRNAからは解離せずにeIF4Aのみが解離するというこの結果は，少なくともショウジョウバエの培養細胞においてはGW182に非依存的な翻訳抑制が主であることを示唆した（図2c）．

おわりに

　この研究により，ショウジョウバエにおいてはAgo1を含むRISCがeIF4Aの解離をひき起こすことにより標的mRNAへのリボソームの呼び込みを阻害していることが明らかになった．一方で，ヒトにおいて，翻訳の抑制されているmRNAをプルダウンし，結合していた翻訳開始因子をウェスタンブロッティングにより解析する手法によっても，Ago2を含むRISCがeIF4AIおよびeIF4AIIの解離をひき起こすことが報告された11)．異なる解析手法また異なる生物種を用いた解析により同様の結論が導かれたことは，miRNAによるeIF4Aの解離が生物種をこえた普遍的なしくみであることを示した．
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〈図説明〉
図1　部位特異的な紫外線架橋法

図2　miRNAによる翻訳開始因子複合体の形成の阻害
（a）GW182に非依存的な翻訳抑制．

（b）mRNAに係留されたGW182による翻訳抑制．

（c）生理的な条件におけるmiRNAに依存的な翻訳抑制．
