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0. 要旨 
 

生物を形作るタンパク質は、DNA を鋳型として転写された mRNA がリボソー

ムによって正確に翻訳されることで産生される。この遺伝子発現の過程ではあ

る頻度でエラーが生じてしまうが、このようなエラーを検知して、産生された

異常 mRNA やそれ由来の誤ったペプチド鎖を細胞内から迅速に除去する仕組み

として、生体には品質管理機構が備わっている。本博士論文では、異常翻訳の

品質管理を含め、細胞内で生じるリボソームの動的変化に依存した多様な分解

機構に着目して解析を行った。 

タンパク質の合成過程である翻訳反応は、巨大な RNA-タンパク質複合体であ

るリボソームによって行われる。リボソームは、①mRNA にコードされた遺伝

暗号をコドンと呼ばれる読み枠に従って解読し、②アミノ酸へと変換すること

でペプチド鎖を合成する、という翻訳反応に必須な 2 つの活性を持つ。これま

で、特異的な mRNA の翻訳により、もしくはそれ由来のペプチド鎖の影響によ

って、上述した翻訳活性が阻害され、リボソームが停止するという現象が報告

されてきた(Inada and Aiba, 2005; Dimitrova et al., 2009; Yanagitani et al., 2011; 

Chandrasekaran et al., 2019; Shanmuganathan et al., 2019)。mRNA 上でのリボソーム

の停止は、その mRNA 由来の合成途上のペプチド鎖が産生されないだけではな

く、後続のリボソームによる翻訳を阻害するために、細胞にとって有害である。

このため、細胞内には Ribosome-associated Quality Control (RQC)と呼ばれる品質

管理機構が備わっており、RQC は合成途上のペプチド鎖を迅速に分解を誘導す

るのみならず、停止したリボソームを解離することで異常翻訳の解消を導いて

いる。これまで、RQC の分子機構については、主に出芽酵母を用いて研究が進

められており、その結果、RQC の惹起には、停止したリボソームと後続のリボ

ソームの衝突が必須であることが明らかになっている(Matsuo et al., 2017; 
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Juszkiewicz et al., 2018; Ikeuchi et al., 2019)。さらに、当研究室では、リボソーム

の衝突センサーとして E3 ユビキチンリガーゼである Hel2 がリボソームタンパ

ク質 uS10 に K63 型ポリユビキチン鎖を伸長することで、翻訳異常に陥ったリボ

ソームに対して目印をつけることを報告した(Ikeuchi et al., 2019; Matsuo et al., 

2020)。その後、uS10 のユビキチン化依存的に、停止リボソームの解離を担う

RQT 複合体がリクルートされ、解離後の 60S サブユニットを舞台として、合成

途上のペプチド鎖が分解へと誘導される(Shao and Hegde, 2014; Shao et al., 2015; 

Shen et al., 2015; Matsuo et al., 2020)。このように、RQC においては、リボソーム

ユビキチン化が引き金となり、停止リボソームの解離と合成途上のペプチド鎖

の分解が誘導され、異常翻訳が解消されることが明らかになっている。 

図 1. 出芽酵母における RQC を介した翻訳停止の解消機構 

本研究では、はじめに、リボソームのユビキチン化の種間での保存性につい

て検討を行った。これまで、哺乳類細胞における RQC の研究は、出芽酵母にお

いて同定された因子群の機能的ホモログを同定するまでにとどまっており、そ

の活性については不明な点が多く残されていた。そこで、内在性の RQC 標的配

列として同定された Xbp1u mRNA(Han et al., 2020)上でのリボソームの停止を in 

vitro で再現し、これまでに同定した Hel2 のホモログである ZNF598(Garzia et al., 

2017; Matsuo et al., 2017; Sundaramoorthy et al., 2017; Juszkiewicz et al., 2018)、RQT

複合体と高いホモロジーを持つ ASCC3-ASCC2-TRIP4 三者複合体(Hashimoto et 

al., 2020)について、RQC 反応の再構築を行うことでそれらの活性評価を行なっ
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た。その結果、哺乳類細胞においても、Xbp1u mRNA 上で停止したリボソーム

は、後続のリボソームと衝突することを明らかにした。また、出芽酵母 Hel2 と

同様に、ZNF598 は、衝突リボソームに対しユビキチン鎖という目印をつけるこ

と、その標的はリボソームタンパク質 uS10 および eS10 であること、さらに

ZNF598 はより強いリボソームの衝突を標的とし、uS10 に K63 型ポリユビキチ

ン鎖を伸長することを見出した。さらに、ASCC3-ASCC2-TRIP4 からなる三者複

合体が ZNF598 により形成された K63 型ポリユビキチン鎖に依存したリボソー

ムのサブユニット解離を行うことを明らかにした。このようにして、リボソー

ムのユビキチン化を引き金とする RQC を介した異常翻訳の解消は、出芽酵母か

ら哺乳類細胞まで、種間で高く保存されていた(Sugiyama et al., unpublished data)。 

図 2. 哺乳類細胞における RQC を介した翻訳停止の解消機構 

これまで特異的な mRNA やペプチド鎖により翻訳活性が阻害され、リボソー

ムが停止する例に着目してきたが、リボソーム自身の活性不全によってもその

異常停止が惹起されると考えられる。次に、コドン解読に必須なリボソームの

活性部位である Decoding Center(DC)に変異を有し、翻訳活性不全を誘発する機

能不全リボソームに焦点を当てた。先行研究により、出芽酵母において DC に変

異を持つリボソーム RNA(rRNA)は、18S Nonfunctional Ribosomal RNA Decay (18S 

NRD)と呼ばれる経路によって、細胞内で迅速にかつ特異的に分解を受けること

が報告されていた(LaRiviere et al., 2006)。このため、18S NRD においても RQC

と同様に、リボソームのユビキチン化が関与すると想定し解析を行った。その
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結果、18S NRD の惹起には、リボソームタンパク質 uS3-K212 残基のユビキチン

化が必須であることを明らかにした。さらに、18S NRD における uS3 のユビキ

チン化は、非常に特殊な多段階反応であり、E3 リガーゼ Mag2 によってモノユ

ビキチン化された uS3 を基質にして、E3 リガーゼ Hel2 や Rsp5 が K63 型ポリユ

ビキチン化を行うことを明らかにした。また、当研究室では、uS3 のユビキチン

化が機能不全リボソームのサブユニット解離に必須であることを明らかにして

おり、このようにして、解離後の変異を有する 40S サブユニット中の 18S rRNA

に対して、特異的に RNase がアクセスし、選択的な分解が可能になる、と考え

られる(Sugiyama et al., 2019)。 

図 3. 出芽酵母における 18S NRD を介した翻訳活性不全リボソームの分解機構 

 リボソームによる翻訳反応は一定の速度ではなく、緩急をつけて行われて

いる。この翻訳速度は「リボソームへのアミノアシル tRNA のリクルートのしや

すさ」に依存しており、この指標はコドン至適度として定義づけられている

(Pechmann and Frydman, 2013)。さらに先行研究によって、コドン至適度が低く翻

訳速度が遅延した mRNA の安定性は相対的に低いことが報告されていた

(Presnyak et al., 2015)。しかしながら、どのような因子群がリボソームの速度変

化をモニターし、mRNA 分解を誘導するのかは明らかになっていなかった。本

研究の結果、リボソームの翻訳速度遅延は、遺伝子発現を広範に制御する

Ccr4-Not複合体の構成成分であるNot5のN末端領域により検知されることが明

らかになった。そこで、翻訳遅延が生じたリボソームのユビキチン化に着目し
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解析を行った結果、Not4 によるリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化が、

Not5 の N 末端領域を介したリボソームへの安定な結合、およびそれによる非至

適 mRNA の分解に関与することが明らかになった。さらに、Not5 の N 末端領域

を介したリボソームへの結合は、mRNA 分解活性化因子 Dhh1 のリクルートを惹

起しており、これら一連の反応によって、コドン至適度に依存した mRNA 分解

が誘導されることが明らかになった(Buschauer et al., 2020)。 

図 4. 出芽酵母における翻訳遅延に伴う非至適 mRNA の分解機構 

以上のように、本研究では、リボソームの異常衝突、翻訳不全、速度遅延、

といった特徴的な反応に依存して誘導されるペプチド鎖分解、rRNA 分解、

mRNA 分解が、リボソームのユビキチン化により惹起されることを明らかにし

た。このように、これまで遺伝子発現の過程における翻訳マシンとして知られ

ていたリボソームが、細胞内で生じた緊急事態に応答するために、自身にユビ

キチン鎖という目印をつけることで、異常翻訳に陥った mRNA-リボソーム-新生

ペプチド鎖複合体の存在を細胞内に知らせ、それらの選択的かつ迅速な分解を

惹起することが明らかになった。 
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1-1. 細胞が備える RNA/タンパク質の分解機構 
 

1-1-1. 遺伝子発現の正確性を保証する品質管理機構 

タンパク質情報をコードする DNA は、核内において RNA ポリメラーゼによ

り mRNA に転写される。転写された未成熟 mRNA は、5’末端への Cap 構造の付

加や 3’末端への poly(A)鎖の付加を受け、さらにイントロンの除去を伴うスプラ

イシング等のプロセシングを経て、成熟型 mRNA となり核膜孔を通って細胞質

に運ばれる。細胞質に運ばれた mRNA は、巨大な RNA-タンパク質複合体であ

る翻訳装置リボソームによって翻訳されることでタンパク質が合成される。 

 生物の遺伝情報を正確に維持、伝達することが必須である一方で、DNA の複

製過程では 1/106、mRNA への転写過程は 1/105、mRNA の翻訳過程では 1/104 と、

ある頻度でエラーが生じていることが知られている。さらに、近年行われた、

出芽酵母や大腸菌を用いた Deep proteomics の結果、転写時のエラーは約 25000

塩基に 1 回とされていたのに対し、翻訳時のエラーは約 1000 アミノ酸に 1 回起

こるということが明らかになっている(Traverse and Ochman, 2016; Mordret et al., 

2019)。このように、遺伝子発現の過程では、ある頻度のエラーが起き、異常mRNA

および異常タンパク質が産生される。例えば、mRNA の塩基置換によってアミ

ノ酸をコードするコドンが終止コドンへと変化するナンセンス変異、塩基置換

により異なるアミノ酸が合成されるミスセンス変異、さらに、mRNA 中の一塩

基挿入もしくは欠失によりコドンの読み枠が変化してしまうフレームシフト変

異等により、異常産物が生じる。これらの異常産物は、細胞にとって有害であ

る可能性があり、合成されてしまった異常産物の分解を誘導する品質管理機構

は、生体の恒常性を維持する上で必須である。 

本博士論文では、翻訳反応過程における変化や異常を感知して、産生された

異常 mRNA やその mRNA 由来の誤ったペプチド鎖、さらには、翻訳不全に陥っ
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たリボソーム自身を除去する仕組みとしての品質管理機構について着目する。 

詳細は 1-3 以降で後述するが、ナンセンス変異により本来よりも早期に終止コ

ドンが出現することで異常翻訳終結をする mRNA は、Nonsense-mediated mRNA 

Decay (:NMD)により、また、それ由来の短鎖型タンパク質は、Nonsense-mediated 

Protein Degradation (:NMPD)により迅速に分解される。さらに、終止コドンの欠

失により、本来翻訳されるはずのない mRNA の 3’末端に存在する poly(A)鎖が翻

訳されてしまうノンストップ mRNA は、Non-Stop Decay (:NSD)により、それ由

来のタンパク質は、Ribosome-associated Quality Control (:RQC)によって生体内か

ら除去される。また、特異的な mRNA 配列やアミノ酸配列から構成されるペプ

チド鎖の合成過程で、リボソームが翻訳途上であるにも関わらず異常停止した

場合には、このような異常翻訳停滞の解消のために、翻訳されていた mRNA は、

No-Go Decay (:NGD)により内部切断を受けて分解誘導され、合成途上の新生ペ

プチド鎖は、Ribosome-associated Quality Control (:RQC)によって迅速に生体内か

ら除去される。前述した数例は、生体内に存在する品質管理機構の一部に過ぎ

ず、これらの分子基盤の解明に向けた研究が、近年精力的に行われている。 

 

1-1-2. mRNA 分解機構 

  真核生物では、まれな例外を除き、mRNA の 5’末端には Cap 構造、3’末端に

は poly(A)鎖を有しており、これらは mRNA の安定化と翻訳反応の促進に寄与す

る。5’末端の Cap 構造は、翻訳開始因子 eIF4E が、3’末端の poly(A)鎖にはその

結合タンパク質である PABP が結合する。これら両者を足場タンパク質である

eIF4G が繋留するようにして複合体を形成することで、mRNA は closed loop と

呼ばれる環状化構造をとることが知られている。このような構造をとることで、

翻訳終結部位と翻訳開始部位を空間的に近接させ、翻訳終結をしたリボソーム

が、次の翻訳開始反応へと直接リサイクルされることで、翻訳反応の促進に寄
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与している。さらに、closed loop の形成や Cap 構造、poly(A)鎖の付加は、mRNA

の両末端からのエキソヌクレアーゼによる分解を防ぎ、mRNA 自身の安定性を

維持し、転写後の遺伝子発現に大きく寄与している。 

 そのため、mRNA の分解を行うには、mRNA の末端に付加されている Cap 構

造や poly(A)鎖を除去する必要がある。一般的に、mRNA 分解経路の律速反応は

poly(A)鎖の短鎖化 (デアデニレーション:deadenylation)であり、続いて、Cap 構

造の除去(デキャッピング:decapping)が起こる。デアデニレーションは、poly(A)

鎖に結合する主要なタンパク質である PABP の結合を減少させ、mRNA の環状

化を緩めることで、翻訳開始速度を低下させる。その後、Cap 構造近傍の mRNP 

(messenger RiboNucleoProtein)の構造が変化し、デキャッピングが促進される。 

一般的な mRNA の分解過程において、poly(A)鎖を分解するデアデニレーショ

ンが律速段階である。翻訳終結因子 eRF1-eRF3 は、翻訳終結時にペプチド鎖を

解離する活性を持ち、さらに eRF3 の N 末端ドメインは poly(A)鎖上の PABP と

相互作用することで、翻訳終結と共役したデアデニレーションの開始を制御し

ている。真核生物において、デアデニレーションを担う酵素群は 4 種存在して

おり、(1)遺伝子発現を広く制御する多機能複合体 Ccr4-Not の構成因子である

Caf1/Pop2-Ccr4、(2)比較的初期段階のデアデニレーションに関与する PAN 複合

体の Pan2-Pan3、(3)poly(A)特異的エキソヌクレアーゼである PARN 

(Poly(A)-specific RiboNuclease)、(4) Caf1-Ccr4 と同じ EEP ヌクレアーゼである

Nocturnin や Angel1/2 が知られる。Ccr4-Not 及び PAN 複合体は、出芽酵母やヒ

トを含め、多くの真核生物において保存されている主要な酵素であり、種間を

超えたデアデニレーション機構である一方で、PARN 等は哺乳類細胞で発見され

ているものの、他の真核生物においても保存されているかは明らかになってい

ない(Yamashita et al., 2005; Funakoshi et al., 2007; Goldstrohm and Wickens, 2008; 

Norbury, 2013; Shirai et al., 2014; Bresson and Tollervey, 2018; Yi et al., 2018)。デア
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デニレーションの過程は、大きく 3 つに分かれており、その初期段階では、PAN

複合体が約 100 塩基程度まで素早く poly(A)鎖を分解する。PAN 複合体は、Pan2

及び Pan3 から構成されており、Pan2 は RNaseD ファミリーに属するエキソヌク

レアーゼドメインをもち、Pan3 は Pan2 に相互作用する因子として同定されてい

る。この過程では、Pan2 と相互作用する Pan3 が自身の PAM2 (PABP-binding Motif 

2)を介して PABP の C 末端領域ドメインと結合し、PABP に結合する翻訳終結因

子 eRF3 と入れ替わるようにして、翻訳終結と共役した素早いデアデニレーショ

ンを誘導するというモデルが提唱されている(Funakoshi et al., 2007)。その後、

Ccr4-Not (Carbon Catabolite Repression4-Negative On TATA-less complex)複合体の

構成因子である Caf1/Pop2-Ccr4 がデアデニレーションを行う(Collart, 2003, 2016; 

Denis and Chen, 2003; Collart and Timmers, 2004; Collart and Panasenko, 2012; Miller 

and Reese, 2012; Shirai et al., 2014)。Ccr4-Not 複合体はデアデニレーションのみな

らず、遺伝子発現を広く制御する因子群であるが、詳細は第 3 章で後述する。

デアデニレーション過程では、Caf1/Pop2 は PABP が結合していない領域を、Ccr4

は PABP が結合している領域を特異的に削り込むことで、ほぼ全ての poly(A)鎖、

及びそれに結合する PABP の除去を行う。この際には、Pan2 が Pan3 を介して

PABP と相互作用することと同様に、Caf1 は Tob と呼ばれる因子を介して PABP

と相互作用することで PABP を poly(A)鎖上から離脱させる。Pan3 と同様に、Tob

や翻訳終結因子である eRF3 も PAM2 モチーフを有し、これらの因子は PABP

との結合において競合関係にある。このために、翻訳終結反応に伴い eRF1- eRF3

が PABP から解離すると，それが引き金となって Pan3 あるいは Tob が PABP と

会合し、poly(A)鎖分解酵素であるPan2やCaf1がmRNA上にリクルートされる。

このようにして、デアデニレーションが引き起こされたのち、残存した 3’末端

からSKI-エキソソーム複合体やDis3エキソヌクレアーゼが3’-5’方向へとmRNA

の分解を進める(Houseley, LaCava and Tollervey, 2006; Halbach et al., 2013; Łabno, 
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Tomecki and Dziembowski, 2016)。この間には、TUTase と呼ばれる酵素群が残存

した poly(A)鎖をウリジル化することで分解反応を促進することもある。エキソ

ソームは、少なくとも 10 種類のサブユニットからなる巨大なタンパク質複合体

であり、10 種類全てのサブユニットが 3’-5’エキソヌクレアーゼ触媒活性をもつ。

また細胞質中においてエキソソームの補助因子として SKI 複合体が存在し、

DExH RNA ヘリカーゼである Ski2-Ski3-Ski8 複合体、及び GTPase 活性をもつ

EF-1α様の Ski7 が、エキソソームによる mRNA 分解に必要である。Ski2 は RNA

へリカーゼとして、Ski3 は Ski 複合体の足場タンパクとして機能し、WD repeat

ドメインをもつSki8はSki2及びSki3と相互作用する事が明らかになっている。

このようにして、SKI 複合体の有するヘリカーゼ活性によってほどかれた mRNA

は、エキソソームの持つヌクレアーゼ活性によって迅速に分解される。 

mRNA がデアデニレーションを受けると、5’-3’及び 3’-5’方向の双方向からの

mRNA 分解経路が活性化される。このうち、5’-3’方向の分解が主要な経路であ

り、5’末端に付加された Cap 構造の除去と、それに伴う 5’-3’エキソヌクレアー

ゼである Xrn1 による mRNA の分解が起こる。以上のことから、5’-3’及び 3’-5’

方向の双方向からの mRNA 分解経路が存在するものの、どちらに対しても律速

反応は、3’末端の poly(A)鎖の除去であることが知られている。 

mRNA のデキャッピングは、Dcpl と Dcp2 により行われ、Cap 構造が取り除か

れる。その後、5'-3'エキソヌクレアーゼである Xm1 によって mRNA の分解が進

行する。デキャッピング酵素は、Dcp1 と Dcp2 の 2 つのサブユニットからなり、

Dcp2 が触媒サブユニットである(Song, Li and Kiledjian, 2010)。また、Dcp1 は Dcp2

に直接結合して、触媒活性を促進する活性をもつ。デアデニレーションに伴い

PABP とともに eIF4F が mRNA から解離すると、Dcp1-Dcp2 複合体が mRNA に

結合し、N7 位メチル化された Cap 構造を特異的に認識し、m7GDP を解離させ

る。 
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1-1-3. タンパク質分解機構 

細胞内において不要なタンパク質は絶えず分解を受けており、主要なタンパ

ク質分解経路としてユビキチン-プロテアソーム系 (Ubiquitin-Proteasome 

System: UPS)がある。プロテアソームは、ユビキチン化されたタンパク質を標的

として認識し分解する。ユビキチン化による標的タンパク質の標識はタンパク

質の恒常性維持において非常に重要である。 

 ユビキチンは、E1(ユビキチン活性化酵素)、E2(ユビキチン結合酵素)、E3(ユ

ビキチン転移酵素: ユビキチンリガーゼ)の3種の酵素群の働きにより連続的に、

かつ可逆的な酵素反応が引き起こることでタンパク質に付加される。E3 ユビキ

チンリガーゼは、標的タンパク質のリジン残基のアミノ基にユビキチンを共有

結合させる活性を有し、結合したユビキチンのリジン残基に、さらにユビキチ

ンが付加する活性を持つ。このようにして形成されるポリユビキチン鎖は、そ

れを構成するユビキチン分子同士の連結様式に依存して細胞内に多種多様なシ

グナルを伝達する。詳細は 1-1-4 で後述するが、ユビキチン分子中の 48 番目の

リジン残基を介して連結した K48 型ポリユビキチン鎖は、プロテアソームによ

る選択的なタンパク質分解の識別シグナルとなる。E3 ユビキチンリガーゼは、

ヒトでは 700 種類以上存在し、ユビキチン修飾系における基質の多様性と特異

性を決定する重要な酵素である。さらに E3 ユビキチンリガーゼは、その活性中

心の構造によって大別され、HECT 型、RING 型、U ボックス型の 3 グループに

分類される。 

 プロテアソームは、主に K48 型ポリユビキチン化された標的タンパク質を選

択的に分解する。真核生物のプロテアソームは、通常、不活性型の 20S プロテ

アソームとして細胞内に存在しており、それぞれ 7 種のサブユニットから構成

される αリングと βリングが αββαの順に会合した円筒形の構造をしている。触
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媒粒子の 20S プロテアソームに調節粒子の 19S 複合体が会合することで、ATP

依存性プロテアーゼである活性化型の 26S プロテアソームとなる。19S 複合体の

基底部は ATPase 活性をもち、ATP 加水分解に由来するエネルギーを用いて標的

タンパク質の構造を変化させることで、それを解きながらプロテアソーム内部

までの到達を促進させる。 

 

1-1-4. 多彩な機能を持つユビキチン化修飾 

ユビキチン分子は 76 アミノ酸からなる小分子タンパク質であり、ユビキチン

化修飾は、真核生物において広く保存されており多彩な機能を持つ。 

 ユビキチンは、E1 ユビキチン活性化酵素のシステイン残基に結合し、E2 ユビ

キチン結合酵素のシステイン残基に受け渡される。E2 は、E3 ユビキチンリガー

ゼ上のドメインに結合し、E3-E2 複合体を形成する。この複合体は、E3 を介し

て基質タンパク質と結合し、E3 を足場とすることで E2 から基質のリジン残基

にユビキチンが付加される(図 1-1A)。非常に稀な例であるが、場合によっては、

E4 ユビキチン鎖伸長酵素が基質に結合し、E2 を介してポリユビキチン鎖をさら

に伸長することもある。 

 ユビキチンは、基質タンパク質の主にリジン残基や、ユビキチン分子自身の

リジン残基や N 末端のメチオニン残基に結合する。また、このようにして形成

されたポリユビキチン鎖には、その連結様式に応じて、M1 鎖、K6 鎖、K11 鎖、

K27 鎖、K29 鎖、K33 鎖、K48 鎖、K63 鎖が存在する(図 1-1B)。それぞれのポリ

ユビキチン鎖ごとに、下流へと伝達されるシグナルが異なり、K48 型ポリユビ

キチン鎖は、タンパク質分解酵素複合体であるプロテアソームによる分解のシ

グナルとなる一方で、K63 型ポリユビキチン鎖は、遺伝子発現制御やシグナル

伝達、オートファジー等を誘導するとされている。そのため、必要に応じて、

活性を持つ E3 が基質へとリクルートされ、意義のあるモノユビキチンもしくは
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ポリユビキチン鎖を付加、伸長する事が、細胞内応答を制御する上で必須であ

る。 

 

図 1-1. ユビキチン化の多様性 

A) ユビキチン化反応は複数の酵素群による連続的な反応によって起こる。 

B) ポリユビキチン鎖の持つ機能の多様性はその連結様式に依存する。(東京都医学総合

研究所 蛋白質代謝研究室 HP より引用) 
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1-2 翻訳停止に依存した細胞内機能制御 

 
1-2-1. 翻訳アレスト 

これまで、生命現象を司るタンパク質は、DNA-mRNA を介して伝達された塩

基配列をもとに合成され、翻訳反応が完了したのちに機能的な構造を形成し、

生体内で機能する、と考えられてきた。しかしながら、近年、次世代シーケン

サーを駆使した Ribosome profiling 法を用いた解析によって、翻訳伸長反応は必

ずしも一定速度ではなく、緩急をつけて進行しており、時には一時停止するこ

とが明らかになってきた。驚くべきことに、大腸菌を用いた網羅的解析では、

細胞内の 8 割以上のタンパク質の合成過程で、リボソームが 1 回以上停止する

ことが報告されている(Chadani et al., 2016)。さらに、翻訳の一時停止は、シャペ

ロンの不足や異常タンパク質の蓄積等に由来するタンパク質毒性条件や、熱ス

トレス条件でグローバルに誘発されることが報告されている(Liu, Han and Qian, 

2013; Shalgi et al., 2013)。 

一方で、翻訳途上で自身の合成反応を一時停止(アレスト)させることで形成さ

れる合成途中の新生ペプチド鎖が、細胞内の機能調節に関わることが報告され

ている(Tenson and Ehrenberg, 2002; Ito, Chiba and Pogliano, 2010; Wilson and 

Beckmann, 2011; Ito and Chiba, 2013; Chiba, 2018)。以下に示すように、多種多様

なアレストペプチドが、アミノ酸配列依存的にリボソームのペプチド出口トン

ネルや活性部位である PTC (Peptidyl Transfer Center)と相互作用することで、翻訳

伸長反応を一時停止させ、細胞内の遺伝子発現制御、機能的制御を行なってい

ることが示唆されている。それらにおける翻訳の一時停止は、翻訳反応と共役

した新生ペプチド鎖のフォールディングや局在化を促進し、細胞が置かれた環

境に適応するという点で必須であり、生理学的に意義のある現象であると考え

られる。機能性翻訳停滞における代表的な研究として、本項ではタンパク質分
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泌経路における SecM-SecA mRNA (Oliver et al. 1998)と、UPR (Unfolded Protein 

Response)における XBP1u mRNA について触れる。 

 

1-2-2. SecM mRNA を介したタンパク質分泌活性制御 

細胞質で合成された一部のタンパク質は、生物が有する分泌経路を介して細

胞外へと輸送される(Park and Rapoport, 2012)。大腸菌の SecM は、細胞のタンパ

ク質分泌活性をモニターし、その活性が不足した場合に膜透過を駆動する SecA 

ATPase の発現を誘導することで、細胞の持つ分泌能を一定以上に維持している。

大腸菌における主要な分泌経路であるSecトランスロコンを介したSec経路にお

いて、SecA は自身の ATPase 活性を駆使し、分泌タンパク質を細胞内から外へ

と押し出すモータータンパク質として働く。SecM の ORF は、SecA の上流にコ

ードされており、この位置関係が SecM による SecA を介したタンパク質分泌能

制御を可能にしている。原核生物における翻訳開始反応では、リボソームが

Shine-Dalgarno(SD)配列を認識することが必要だが、通常、SecM-SecA mRNA は

この SD 配列を含むようにしてステムループ構造を形成しているため、SD 配列

を介したリボソームのリクルートがされず、SecA mRNA の翻訳開始は阻害され

ている。しかしながら、SecM は、N 末端に膜輸送に関与するシグナル配列、終

止コドン手前の C 末端領域に翻訳アレストを引き起こすアレスト配列を有する

ため、翻訳途上のリボソームは、SecM mRNA 上に留まり、ステムループ構造の

形成を阻害し開裂させる。このような特徴的な翻訳反応により、SecM mRNA の

下流に位置する SecA mRNA からの翻訳開始が可能となっている(Nakatogawa 

and Ito, 2001)。この翻訳停止反応は、SecM の新生ペプチド鎖が SecA を介した膜

透過反応により物理的に引っ張られることで解除されることから、細胞の分泌

活性が高いときには、SecM の翻訳停止はごく短時間であり、これに依存した

SecA の翻訳反応は少量に過ぎない。一方で、分泌能が低いときには、SecM の
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翻訳停止は長時間におよび、SecA の翻訳反応が促進される。したがって、SecM

は翻訳途上の状態で、自身の分泌量および SecA により引っ張られる物理的作用

により、細胞の分泌活性を感知し、下流に位置する SecA の翻訳制御を行う機能

性アレストペプチドとして知られている(図 1-2A)。 

この特徴的なリボソームの停止は、166 番目の Pro コドンが A-site で

Proryl-tRNA と相互作用した状態で起こり、合成途中の新生ペプチド鎖が、リボ

ソームのペプチド出口トンネルやリボソーム中の活性部位である PTC と相互作

用することで惹起されることが報告されている。このように、リボソームのペ

プチド出口トンネルが単なる物理的なトンネルではなく、翻訳制御に関与する

重要な翻訳制御成分である(Nakatogawa and Ito, 2002)。 

 

図 1-2. SecM mRNA を介したタンパク質分泌活性制御 

A) SecM は翻訳途上の状態で、自身の分泌量および SecA により引っ張られる物理的作

用により、細胞の分泌活性を感知し、下流に位置する SecA の翻訳制御を行う機能性ア

レストペプチドとして知られている。 
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1-2-3. 原核生物におけるその他の機能性アレストペプチド 

  1-2-2 において、大腸菌 SecM mRNA におけるアレスト依存的なタンパク質分

泌経路の制御について論じた。細菌における膜タンパク質の膜への取り込み経

路は複数の報告があるが、主要経路は分泌経路と同じ Sec トランスロコンを介

したものである。一方で、Sec に依存しない膜タンパク質の挿入経路として YidC

経路が知られている(Kuhn, Koch and Dalbey, 2017)。YidC は、非チャネル型の膜

取り込み装置であり、枯草菌においては恒常的に発現する SpolllJ と、この発現

が低下したときに発現誘導される YidC2 がある(Rubio, Jiang and Pogliano, 2005)。

この発現誘導を行うのが MifM mRNA から合成されるアレストペプチドである

(Chiba, Lamsa and Pogliano, 2009; Chiba and Ito, 2015)。SecM-SecA と同様に、

MifM-YidC2 は同じオペロン上に存在し、MifM mRNA における翻訳アレストに

よって、ステムループにより隠されていた YidC2 の SD 配列が開裂し、露出す

ることで、YidC2 mRNA の翻訳開始が可能になる。さらに、MifM の N 末端領

域は膜貫通ドメインを有し、YidC 依存的に膜挿入されることで、MifM mRNA

上でのアレストが解除される点も、SecM-SecA の反応と酷似している。このよ

うにして、SpolllJ の活性が不足する場合には、MifM mRNA 上におけるアレスト

が長時間解除されず、YidC2 の発現が上昇することで、枯草菌は YidC の発現の

恒常性を維持している(Chiba, Lamsa and Pogliano, 2009; Chiba and Ito, 2015)。 

  また、海洋性ビブリオ菌における VemP も、タンパク質分泌に関与するアレ

ストを引き起こす(Ishii et al., 2015)。VemP は、SecM と同様に分泌駆動因子であ

る SecDF2 複合体の発現量を調節し、海洋性ビブリオ菌が多様な食塩濃度の環境

に適応するために必須であることが報告されている。SecDF2 は、低ナトリウム

イオン環境において発現が低下する SecDF1 の機能を補う分泌装置として発現

誘導されるが、これも SecM mRNA や VemP mRNA における翻訳アレストと類似

した機構により引き起こされる。 
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  以上のように、SecM、MifM、VemP はいずれも N 末端領域に局在シグナルを

有し、Sec 分泌経路や YidC 膜挿入経路の基質として機能する一方で、C 末端領

域にアレストモチーフを持つ。これらのアレストモチーフにおけるリボソーム

の一時停止により、同一オペロン上にコードされた下流の遺伝子発現を誘導す

ることが報告されている。クライオ電子顕微鏡を用いた解析から、SecM mRNA

における翻訳アレストは、その新生ペプチド鎖とリボソームのペプチド出口ト

ンネルや PTC 付近との相互作用により、ペプチジル転位反応が阻害されるため

に、(Bhushan et al., 2011)、MifM mRNA や VemP mRNA の場合には、同様にして、

リボソーム A-site へのアミノアシル tRNA の結合が阻害されるために(Sohmen et 

al., 2015)、誘発されることが示唆されている。いずれの場合にも、合成途上の新

生ペプチド鎖が膜透過や膜挿入され局在化し、物理的にアレストペプチドが引

っ張られることが、翻訳アレストの解除に必須である。つまり、このような引

っ張り力が生じうる細胞内システムであれば、未知のアレストペプチドを介し

た細胞内機能制御が存在する可能性がある。 

  以上の他にも、細胞内トリプトファン濃度をモニターする大腸菌 TcaC(Gong et 

al., 2001)や、抗生物質を感知し薬剤耐性遺伝子を誘導するグラム陰性菌 cat 遺伝

子(Alexieva et al., 1988; Rogers et al., 1990)や大腸菌 cmlA 遺伝子(Gu et al., 1994)、

ermA、ermB、ermC、ermD 遺伝子(Nora, Celine and Alexander, 2008; Ramu, Mankin 

and Vazquez-Laslop, 2009)も、細胞内代謝物や低分子化合物を感知して翻訳アレ

ストを引き起こすことで知られている。 

 

1-2-4. Xbp1u mRNA を介したタンパク質分泌活性制御 

 アレストペプチドの多くは、特定の条件下で翻訳の一時停止を誘発し、解除

をも行うことで細胞内外の環境センサーとして機能する。一方で、以下に示す

Xbp1u mRNA はセンサーとして機能するわけではなく、翻訳の一時停止を巧妙
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に利用し、自身の mRNA を小胞体膜上へと局在化させている。 

熱ストレス等によってミスフォールディングを引き起こしたタンパク質が小

胞体に蓄積し、小胞体ストレスが生じた場合には、分子シャペロンや異常タン

パク質の分解促進因子の発現を誘導し、ストレスを緩和する機構である小胞体

ストレス応答 (Unfolded Protein Response：UPR)が惹起される。この UPR により

発現誘導される転写活性化因子の一つがXBP1である(Yoshida et al., 2001)。XBP1

の前駆体 mRNA である Xbp1u mRNA には、26 塩基からなるイントロンが含まれ

ており、その下流には開始コドンに対し、-1 フレーム分ずれた読み枠で転写活

性化ドメインがコードされている。 

小胞体ストレス応答時には、未成熟型 Xbp1u mRNA がスプライシングを受け、

イントロンが除去されることで、成熟型 Xbp1s mRNA が産生される。このよう

にして、スプライシングを受け成熟型 mRNA へと変換されることで、開始コド

ンのコドンフレームと転写活性化ドメインのコドンフレームが一致し、転写活

性化因子としての活性を発揮できるようになる。 

以上のような、Xbp1u mRNA のスプライシングは、小胞体ストレス応答時に

活性化される小胞体タンパク質 IREαにより行われる。小胞体膜上に存在する

IRE1aは、小胞体ストレスによって自己(相互)リン酸化およびホモ二量体化する

ことで活性化し、活性型 IRE1aは、自身の細胞質側ドメインが有する RNase 活

性を駆使することで XBP1u mRNA のスプライシングを行う。 

そのため、Xbp1u mRNA が効率の良いスプライシングを受けるためには、IRE

αが位置する小胞体膜近傍に局在化される必要がある。Xbp1u mRNA の終止コ

ドン直前には、リボソームを停止させるアレストモチーフが存在し、さらに、

その N 末端側には HR2 と呼ばれる疎水性アミノ酸残基に富んだ領域を持つ、こ

の領域は SRP 依存的に小胞体膜へと局在させる役割を担う。つまり、翻訳され

リボソームトンネル内から細胞質へと露出した HR2 により小胞体膜上へとター
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ゲッティングされた Xbp1u mRNA-リボソーム-新生ペプチド鎖からなる三者複

合体を、アレストモチーフ上での翻訳アレストにより長時間維持することで、

効率のよい小胞体膜上への局在化とそれによるスプライシングを可能にしてい

る(Yanagitani et al., 2009, 2011; Han et al., 2020)。詳細は第 4 章で論じる。 

 

1-2-5. 真核生物における誘導性アレストペプチド 

真核生物においても、誘導性の翻訳アレストを利用したいくつかの細胞内機

能制御が知られている。 

アカパンカビ arg-2 は、アルギニンの生合成時に機能するカルバモイルリン酸

合成酵素の小サブユニットをコードしている。ARG2 は、細胞内アルギニン量の

不足を感知して合成誘導され、過剰な場合には合成が抑制される。arg-2 の上流

には、upstream ORF (uORF)が存在しており、AAP(Arginine Attenuator Peptide)と

呼ばれる 24 アミノ酸からなるペプチドを合成するが、アルギニン過剰生産条件

では、リボソームは A-site に終止コドンを位置させながら翻訳終結することな

く停止する(Wang and Sachs, 1997)。この結果、uORF の下流に位置する arg-2 

mRNA の翻訳が阻害される。このような翻訳制御機構は、アカパンカビのみな

らず、出芽酵母にも保存されており、uORF におけるリボソームの停止による

main ORF の翻訳阻害のみならず、1-5 で後述する NMD によって mRNA 分解も

誘導される(Gaba, Jacobson and S. Sachs, 2005)。 

原核生物の場合には、上流の ORF におけるリボソームの一時停止は、下流の

ORF の SD 配列を露出させ、翻訳開始を正に制御するが、これに対して、真核

生物においては、下流の ORF のスキャニングを阻害し、翻訳開始を負に制御す

る。これは、原核生物の翻訳開始ではリボソームが SD 配列を認識してリクルー

トされる一方で、真核生物においては 5’末端の Cap 構造にリボソームがリクル

ートされ、その後スキャニングを開始するという、翻訳開始機構の違いを反映
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した結果であると考えられる。 

さらに、シロイヌナズナ CGS1 は、翻訳アレストを利用してメチオニン生合成

経路を調節しており、メチオニン誘導体である S-adenosyl-L-methionine (SAM も

しくは AdoMet)により発現制御を受ける。CGS1 における SAM 依存的な翻訳ア

レストは、翻訳伸長阻害のみならず、後述する mRNA の切断をも惹起すること

で、メチオニン生合成経路の初期を担う CGS1 合成酵素の合成量を低下させる

(Haraguchi et al., 2008)。 

 

1-2-6. 創薬ターゲットとしての翻訳アレスト 

2017 年に血漿中の LDL コレステロールを低下させる化合物として

PF-06446846 が報告された。PF-06446846 は、血漿中の LDL コレステロール量を

正に制御する PCSK9(Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9)をコードする

PCSK9 mRNA における特異的な翻訳アレストを誘導する PCSK9 特異的合成阻

害剤として合成され、高コレステロール血症の治療薬として期待されている

(Lintner et al., 2017)。目的タンパク質の特定の立体構造やモチーフを標的とする

現状の創薬アプローチでは、特異性の高い薬剤を同定、合成することが困難で

あるが、翻訳アレストという新規でかつ特徴的な現象にアプローチすることが、

創薬の観点においても新たな切り口になる可能性がある。 

 

1-2-7. 翻訳停滞を誘発する翻訳アレスト配列の特徴 

これまで、細胞の環境適応に必須な機能性アレストペプチドについて論じて

きたが、生体内には様々なアレストモチーフが存在しており、それ由来のリボ

ソームの異常停止が異常翻訳を検知するシグナルとなることが明らかになって

いる。1-1-2 に前述したように、終止コドンを欠失した異常 mRNA が翻訳される

と、その下流にインフレームで終止コドンが存在しない限り、mRNA の 3’末端
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に存在する poly(A)鎖が翻訳されてしまう。このような poly(A)鎖の翻訳反応は、

細胞内で異常翻訳と検知されるために、そのノンストップ mRNA の翻訳が抑制

されることが明らかになっている(Inada and Aiba, 2005)。さらに、リジン残基や

アルギニン残基が連続した塩基性アミノ酸配列の翻訳は、正電荷を帯びたポリ

リジンやポリアルギニンペプチドを産生する。産生された正電荷ペプチドと、

新生ペプチド鎖が通過するリボソームトンネル内腔を構成する rRNA の負電荷

が静電的相互作用を生じるために、翻訳伸長阻害が起きるとされている

(Ito-Harashima et al., 2007; Lu, R.Kobertz and Deutsch, 2007; Lu and Deutsch, 2008; 

Dimitrova et al., 2009; Kuroha et al., 2010)。 

 また、レアコドンクラスターにおいても翻訳アレストが誘発される。レアコ

ドンとは、ゲノム中に出現する頻度が低く、さらにコドンに対応する tRNA の分

子数が極端に少ないコドン種を指す。出芽酵母において、CGA コドンに対応す

る tRNA には、完全一致の tRNAArg (UCG)が存在しないため、細胞は tRNAArg 

(ACG)から産生される tRNAArg (ICG)を使用して翻訳を進める。しかしながら、

tRNA アンチコドンループのイノシン(I)は wobble 位となり CGA コドンのアラニ

ン(A)との相互作用が弱い。そのため、mRNA 上に CGA コドンが出現すると翻

訳伸長速度が遅延し、さらに CGA コドンが連続しクラスターを形成すると、翻

訳アレストを引き起こす(Doma and Parker, 2006; Chen et al., 2010a; Letzring et al., 

2013)。 

 さらに、翻訳アレストは、ステムループ構造やグアニン四重鎖構造を含む強

固で安定な mRNA 二次構造(Doma and Parker, 2006; Kuroha et al., 2010; Tsuboi et 

al., 2012)、酸化修飾を受けた RNA(Simms et al., 2014)や inhibitory di-codon pairs

と呼ばれる翻訳を阻害するコドンの組み合わせ(Gamble et al., 2016)によっても

起こる。また、アミノ酸飢餓(Guydosh and Green, 2014)や tRNA の不足(Ishimura et 

al., 2014)、酸化ストレス(Simms et al., 2014)や遺伝子変異(LaRiviere et al., 2006)に
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よっても翻訳アレストが誘発されることが知られている。 
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1-3 出芽酵母における Ribosome-associated Quality Control 
(RQC)の分子機構 
 
1-3-1. リボソームの停滞により惹起される品質管理機構: RQC と NGD 

前述した SecM mRNA や Xbp1u mRNA における機能性アレストは、環境適応

後の物理的な引っ張り力によって解除される。しかしながら、異常翻訳を検知

し、リボソームが停止した際には、その由来となる異常翻訳を解除、除去する

必要がある。この際には、停滞したリボソームは解離され、合成途上の新生ペ

プチド鎖はプロテアソーム依存に、異常 mRNA はヌクレアーゼにより分解を受

ける。このような異常翻訳によるリボソームの停止に起因した、合成途上の新

生ペプチド鎖の分解系は、RQC (Ribosome-associated Quality Control)、異常 mRNA

の分解系は、NGD (No-Go Decay)と呼ばれる。 

 
1-3-2. 停滞リボソームの衝突、認識と E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 

YKR017C、YDR266C は酵母細胞内のヒストンタンパク質量を制御する E3 ユ

ビキチンリガーゼとして同定され、それぞれヒストンE3リガーゼHEL(Histon E3 

Ligase)1、HEL2 と命名された(Singh et al., 2012)。ヒストンタンパク質が過剰に生

産されると、細胞質に遊離ヒストンタンパク質が生成され、その塩基性に富む

性質によって様々なタンパク質や RNA、RNP と結合し正常な細胞機能に障害を

きたすと考えられる。過剰生産されたヒストン H3/H4 は E3 ユビキチンリガーゼ

Hel1、Hel2、Pep5、Snt2 によるユビキチン化を受け、プロテアソームによる分

解制御を受けることで、ヒストンタンパク質の発現量は厳密に制御されている。 

 Hel2 は、RING 型 E3 ユビキチンリガーゼであり、RING ドメインを介して E2

ユビキチン結合酵素 Ubc4 及び Ubc5 と結合する。また、Hel2 は RNA 結合タン

パク質としての活性も有し、in vivo UV クロスリンクと質量分析を用いた網羅的
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な解析により、翻訳中の mRNA や 18S rRNA と相互作用することや、リボソー

ムタンパク質 Asc1 や 18S rRNA と相互作用することで安定にリボソーム 40S サ

ブユニットに結合することが示されている(Winz et al., 2019)。さらに、当研究室

では、Hel2 は連続した塩基性アミノ酸配列依存的な翻訳アレストに必須な因子

であることを nad 変異株スクリーニングにより同定し、Jonathan S. Weissman 研

究室との共同研究により報告している(Brandman et al., 2012)。 

 当研究室で行われた nad 変異株スクリーニング及び in vivo における遺伝学的

解析の結果、翻訳アレストに必須な因子としてリボソームタンパク質 Asc1 と

E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 が同定された。さらに、これらは RQC 及び NGD

の誘導にも必須であることが明らかになっている(Kuroha et al., 2010; Brandman 

et al., 2012; Letzring et al., 2013; Matsuda et al., 2014; Saito, Horikawa and Ito, 2015; 

Wolf and Grayhack, 2015; Matsuo et al., 2017; Sitron, Park and Brandman, 2017; 

Ikeuchi et al., 2019; Ikeuchi, Izawa and Inada, 2019; Inada, 2020)。 

 まず、以下では Hel2 や Asc1 の RQC における活性に着目して論じる。Hel2 は、

ユビキチン化反応において基質特異性を決定するE3ユビキチンリガーゼとして

の活性を有し、Hel2 の E3 活性は翻訳アレストにより惹起される品質管理機構

RQC の誘導に必須である(Matsuo et al., 2017)。Hel2 は、翻訳中のリボソームに

結合しており、質量分析及び遺伝学的解析の結果から、Hel2 はリボソームタン

パク質 uS10 及び uS3、eS7 をユビキチン化することが明らかになった。このう

ち、Hel2によるuS10のK6/8残基におけるK63型ポリユビキチン鎖の形成がRQC

の誘導に必須であることを報告した(Matsuo et al., 2017; Ikeuchi et al., 2019)。また、

Asc1 は、リボソームを構成するタンパク質の 1 つであり、Hel2 のユビキチン化

標的である uS10 や uS3 の近傍に位置する。Asc1 は、真核生物で広く保存され

ている WD40 repeat ファミリーの 1 つであり、ヒトにおける RACK1(Receptor for 

Activated C Kinase 1)の出芽酵母ホモログである(Nilsson et al., 2004)。さらに、
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Asc1 は、bプロペラ構造の WD40 repeat が 7 つ、ほぼ点対称に並んだ王冠状の構

造を取り(Sengupta et al., 2004; Coyle, Gilbert and Doudna, 2009)、これによって

様々なタンパク質ドメインとの結合能を持つことで、種々のシグナリングにお

ける足場タンパク質として機能することで知られる。 

近年の遺伝学、構造学的所見から、「リボソームの衝突」が RQC の引き金と

なると考えられている。試験管内翻訳系とクライオ電子顕微鏡を用いた構造解

析の結果、出芽酵母において翻訳アレストを惹起するレアコドンを含み、ポリ

アルギニンをコードする(CGACCG)repeat を翻訳したリボソームは、2 つのリボ

ソームが衝突した disome (di-ribosome)構造を形成することが明らかになった

(Ikeuchi et al., 2019) (図 1-3A,D)。このうち、先頭で停滞したリボソーム(leading 

ribosome)は tRNA を P-及び E-site に含み、A-site が空である classical 

POST-translocation state であり、これに衝突した後続のリボソーム(colliding 

ribosome)は A/P-及び P/E-tRNA という Hybrid tRNAs を含む PRE-rotated state を形

成することが報告された(図 1-3B)。一方で、Hel2 と共精製されるリボソームは

hybrid tRNA を含む PRE-rotated state を形成していたことから(Matsuo et al., 2017)、

Hel2 は、hybrid tRNAs を含む colliding ribosome を好んで認識、結合し、RQC を

誘導することが示唆されている。また、nad 変異株スクリーニングにより同定さ

れたもう一つの因子である Asc1 についても、クライオ電子顕微鏡を用いた解析

から、disome 内でそれぞれのリボソーム中の Asc1 同士が直接相互作用している

ことが明らかになった(Ikeuchi et al., 2019) (図 1-3C)。したがって、「リボソーム

の衝突」が RQC を惹起する必要条件であり、これにより形成される hybrid tRNAs

を含む安定な PRE-rotated state、及びこの際に特異的に形成される Asc1-Asc1 の

直接相互作用を、Hel2 が特異的に認識することで RQC を誘導することが示唆さ

れている。 

 これを支持するように、出芽酵母ライセートを用いた試験管内翻訳系と試験
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管内ユビキチン化反応を共役させた実験系では、Hel2 は、停滞した leading 

monosome と比較して、衝突した collided disome に対しポリユビキチン鎖を形成

することが示されている(Ikeuchi et al., 2019) (図 1-4A)。 

 

図 1-3. クライオ電子顕微鏡による衝突リボソームの検出 

A-C) レアコドン上で衝突した Disome。(Ikeuchi et al., 2019) より引用。 

D) poly(A)上で衝突した Disome。(Tesina et al., 2020) より引用。 

E）内在性 RQC 標的配列 SDD1 mRNA 上で衝突した Trisome。(Matsuo et al., 

2020) より引用。 
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1-3-3. 停滞リボソームの解離と RQT 複合体 

 1-3-4 で後述するが、RQC において新生ペプチド鎖の分解に必須な E3 ユビキ

チンリガーゼ Ltn1 は、合成途上の新生ペプチド鎖が繋留された 60S サブユニッ

トに対し特異的に結合する。したがって、Hel2 によってユビキチン化されたリ

ボソームは、何らかの機構によって、それぞれのサブユニットに解離する必要

がある。 

 RQC における解離因子の同定を目的とし、当研究室松尾講師は、Hel2 と共精

製されるタンパク質群を質量分析により解析し、RQC の誘導に関与する

RQT(Ribosome-associated Quality control Trigger)複合体を同定した。出芽酵母にお

ける RQT 複合体は、ATP 依存性 RNA ヘリカーゼである Slh1、ユビキチン結合

ドメインを有す Cue3、機能未知の yKR023W からなる(Matsuo et al., 2017; Sitron, 

Park and Brandman, 2017)。それぞれの欠損株を用いた遺伝学的解析の結果、Slh1

は Hel2 と同程度に、Cue3 と yKR023W は Hel2 と比較して弱いながらも RQC の

誘導に必要であることが明らかになった。これらの因子は、uS10 のユビキチン

化には関与せず、さらに、Slh1 の ATPase 活性、Cue3 のユビキチン結合活性が

RQC の誘導に必須であることから、RQT 複合体は、uS10 のユビキチン化依存に

リボソームの解離反応に関与することが示唆された(Matsuo et al., 2017)。 

 また、1-3-5 で後述するが、当研究室では、RQC の内在性標的配列として、SDD1

を同定している。SDD1 mRNA を用いた試験管内再構成実験の結果、SDD1 mRNA 

を翻訳したリボソームは、3 つのリボソームが衝突した trisome(tri-ribosome)を形

成しており、Hel2 は trisome 中のリボソームタンパク質 uS10 を特異的にユビキ

チン化することが明らかになった(図 1-3E)。さらに、RQT 複合体は、Slh1 の

ATPase 活性依存に、Hel2 によってポリユビキチン化された trisome 中の、先頭

で停滞した leading ribosome を 40S と 60S の各サブユニットに解離させる活性を

持つ(Matsuo et al., 2020)。したがって、RQT 複合体は、uS10 上のポリユビキチ
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ン鎖を目印に認識、結合し、自身の ATPase 活性を駆使して、停滞したリボソー

ムを解離させることで、下流の RQC 経路へと導く活性があることが明らかにな

った(図 1-4A)。 

 
図 1-4. クライオ電子顕微鏡による衝突リボソームの検出 

A) 出芽酵母における RQC の分子機構。 
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1-3-4. 合成途上の新生ペプチド鎖の分解と RQC 複合体 

  合成途上の新生ペプチド鎖を繋留した解離後の60Sサブユニット上では、RQC

複合体が形成される。RQC 複合体は Ltn1、Rqc1、Rqc2、Cdc48 から構成される

(Shao, von der Malsburg and Hegde, 2013; Shao and Hegde, 2014)。Ltn1 は、哺乳類

細胞においても LISTERIN として保存されており、その変異マウスである lister 

mice は、運動神経障害や神経変性を引き起こす(Chu et al., 2009)。Ltn1 は、RING

ドメインを有する E3 ユビキチンリガーゼであり、新生ペプチド鎖に K48 型ポリ

ユビキチン鎖を伸長することで、プロテアソーム依存的な分解へと導く

(Brandman et al., 2012; Defenouillère et al., 2013, 2017; Shao, von der Malsburg and 

Hegde, 2013; Shao and Hegde, 2014; Shao et al., 2015; Brandman and Hegde, 2016)。

この反応をより効率良く行うために、RQC 複合体中の構成因子は、非常に巧妙

かつ特徴的な役割を担う(図 1-4A)。 

 Rqc2 は、解離後の 60S サブユニットのペプチジル tRNA 界面に結合し、40S

サブユニットとの再会合を防ぐだけではなく、さらに 60SサブユニットへのLtn1

のリクルートを促進している(Lyumkis et al., 2014; Shao et al., 2015)。また、Rqc2

は CAT(Carboxy-terminal Alanine and Threonine residues)-tailing に必須な因子であ

る。CAT-tailing は、mRNA 配列や 40S サブユニット非依存的に、解離後の 60S

サブユニット上の合成途上の新生ペプチド鎖の C 末端にアラニンやスレオニン

残基が付加される反応であり、分解の目印として機能する、RQC 経路特有の現

象である(Shen et al., 2015)。CAT-tailing には、新生ペプチド鎖のリジン残基をリ

ボソームトンネル内腔から細胞質へと物理的に押し出すことで、Ltn1 による新

生ペプチド鎖のユビキチン化の効率を高める役割がある、と考えられている

(Kostova et al., 2017; Osuna et al., 2017)。Ltn1 によるユビキチン化を受けた新生ペ

プチド鎖には、AAA+ATPase である Cdc48 がリクルートされ、コファクターで

ある Ufd1 及び Npl4 とともに、Cdc48 がユビキチン化されたペプチド鎖を 60S
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サブユニットから引き抜き、プロテアソームによる分解へと導く(Brandman et al., 

2012; Defenouillère et al., 2013; Verma et al., 2013)。Rqc1 は、当初ユビキチン化さ

れた 60S RNC(Ribosome-Nascent chain Complex)に Cdc48 をリクルートすること

が示唆されていたが(Brandman et al., 2012; Defenouillère et al., 2013)、加えて、Ltn1

によるユビキチン化の速度を亢進すること(Osuna et al., 2017)、Ltn1 によるユビ

キチン鎖の組成を K48 型ポリユビキチン鎖に限定する機能をもつことが報告さ

れている(Kuroha et al., 2018)。以上のようにして、Rqc2 が触媒する CAT-tailing

による新生ペプチド鎖と Ltn1 の空間的近接効果、Rqc1 によるユビキチン鎖の限

定効果等により、60S サブユニットに結合した Ltn1 は効率よく新生ペプチド鎖

をユビキチン化する。このように、合成途上の新生ペプチド鎖は 60S サブユニ

ット上から Cdc48 によって引き抜かれ、プロテアソームにより分解される一方

で、残存したペプチジル tRNA からペプチド鎖が切り離される過程については明

らかになっていなかった。 

翻訳終結因子である eRF1 と類似したドメインを有する Vms1 は、ペプチド鎖

をリボソーム上から切り離すペプチジル tRNA の加水分解酵素として報告され

(Verma et al., 2018; Zurita Rendón et al., 2018)、その後、tRNA エンドヌクレアーゼ

としての活性が報告された(Kuroha et al., 2018; Su et al., 2019)。Vms1 は、

CAT-tailing を終えた Rqc2 を 60S サブユニットから引き離すようにして、同様の

結合位置にリクルートされ、リボソーム A-site と相互作用する。また、ATPase

活性を持つコファクターである Arb1 は E-site に結合し、Vms1-Arb1 によって

P-site に存在するペプチジル tRNA を挟み込むようにして、tRNA の 3’末端に付

加されている CCA 末端の 5’側を特異的に切断する。このようにして、ペプチジ

ル tRNA から切り離された新生ペプチド鎖は、Cdc48 によってリボソームトンネ

ルから引き抜かれることが可能になる(Su et al., 2019)。哺乳類細胞では、CCA 末

端が除去された tRNA の修復酵素として TRNT1 や ELAC1 が同定されており、
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修繕された tRNA はアミノアシル化を受け、再度翻訳反応に利用される(Yip et al., 

2019, 2020)。以上のように、多数の因子による緻密かつ巧妙な反応の連続によっ

て、停滞したリボソーム上の合成途上の新生ペプチド鎖の分解系 RQC が進行す

る。さらに、上述した RQC 関連因子群は、出芽酵母から哺乳類細胞に至るまで

広く保存されている(図 1-5A)。 

  一方で、原核生物の場合には、Rqc2 の機能的ホモログである RqcH が、新生

ペプチド鎖の C 末端に Alanine-tail を付加する(Lytvynenko et al., 2019)。これは、

CAT-tailing のように、mRNA 配列や 40S サブユニット非依存的に付加されるが、

CAT-tailing とは異なり、付加された Alanine-tail がデグロンとして働き、直接分

解のシグナルになる。そのため、原核生物には Ltn1 による新生ペプチド鎖のユ

ビキチン化のような反応は存在しない。Alanine-tail の付加反応に関与する因子

として、YabO が同定されており、これは C 末端にアラニンが付加されたペプチ

ジル tRNA の移動を、YabO 自身のリボソームへの結合と解離によって制御する

ことで、効率的な RqcH による Alanine-tail 付加反応を促進している

(Crowe-McAuliffe et al., 2020; Filbeck et al., 2021)。その後、Alanine-tail を付加さ

れた新生ペプチド鎖は、プロテアソームではなく ClpXP と呼ばれる ATP 依存性

のプロテアーゼの複合体により、除去される。 
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図 1-5. RQC/NGD 因子の出芽酵母と哺乳類細胞における保存性 
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1-3-5. 出芽酵母における RQC の内在性標的配列 SDD1 

 これまで、出芽酵母を用いた RQC の分子機構の解明には、レアコドンクラス

ターである(CGA)repeat や連続した塩基性アミノ酸配列である poly(A)鎖がテス

ト配列として用いられてきた。しかしながら、RQC の内在性標的配列は同定さ

れておらず、RQC の生理学的意義の解明は困難であった。そのため、当研究室

において行われたCGA-CGA di-codonに着目した遺伝学的スクリーニングの結果、

RQC の標的配列として SDD1 mRNA が同定された(Matsuo et al., 2020)。遺伝学的

解析や個々の mRNA の翻訳状態を検出する ribosome profiling 法の結果、SDD1 

mRNA 上において、翻訳中のリボソームは、3 つのリボソームが衝突した trisome

を形成して安定に停止しており、これは Hel2 を介した uS10 のユビキチン化や

RQT複合体による解離、Ltn1によるRQCの標的となることが明らかになった(図

1-3E)。停滞に必須な最小領域として、196-FFYEDYLIFDCRAKRRK-212 のアミ

ノ酸配列が同定され、先頭のリボソームは、210 番目の R(CGA)コドンが P-site、

211 番目の R(CGA)コドンが A-site に位置した際に、CGA-CGA inhibitory di-codon

上で停滞していることが明らかになった(Gamble et al., 2016; Tesina et al., 2020)。

また、クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析の結果、SDD1 mRNA 上で停滞した

リボソームのうち、先頭の leading ribosome は P-site にペプチジル tRNA を含み、

空の A-site を持つ POST-translocation state、これに衝突した 2 番目、3 番目の

colliding ribosomeは、共にA/P-及びP/E-siteにhybrid tRNAを含むPRE-rotated state

であった。この結果は、disome を形成する(CGACCG)repeat mRNA を翻訳中に停

滞したリボソームの構造学的所見と一致しており、RQC の基質となるリボソー

ム の 衝 突 の 際 に は 、 先 頭 の leading ribosome は 空 の A-site を 持 つ

POST-translocation state、衝突した colliding ribosome は hybrid tRNAs を含む

PRE-rotated state を形成することが明らかになった(図 1-3E)。一方で、disome 形

成の際に特徴的であった、先頭の leading ribosome 中の Asc1 と衝突した colliding 
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ribosome 中の Asc1 の直接相互作用は、trisome 形成の場合には 2 つ目と 3 つ目の

衝突した colliding ribosome のみの間で起こっていた(図 1-3E)。さらに、構造解

析の結果、アミノ酸側鎖の立体障害が大きい 197-FY-198 は、リボソームのペプ

チド出口トンネル中の狭窄部位に位置するリボソームタンパク質 uL4や uL22と

相互作用し、211-RK-212 のうち CGA211 と AAA212 の最初の A は、18S rRNA 中

の C1623、A1756 と six-base π-stack 構造を形成する(Chandrasekaran et al., 2019; 

Tesina et al., 2020)。以上をはじめとして、18S rRNA 中のデコーディングセンタ

ー(Decoding Center: DC)や 25S rRNA 中のペプチジルトランスフェラーゼセンタ

ー(Peptidyl Transferase Center: PTC)、ペプチド出口トンネルの狭窄部位と SDD1 

mRNA もしくはそれ由来の新生ペプチド鎖が、特異的かつ強力な相互作用を生

むことで、リボソームの停滞が起こることが報告された。 

さらに、SDD1 mRNA を用いた試験管内再構成実験の結果、SDD1 mRNA を翻

訳したリボソームは、3 つのリボソームが衝突した trisome(tri-ribosome)を形成し

ており、Hel2 は trisome 中のリボソームタンパク質 uS10 を特異的にユビキチン

化することが明らかになった。さらに、RQT 複合体は、Slh1 の ATPase 活性依存

に、Hel2 によってポリユビキチン化された trisome 中の、先頭で停滞した leading 

ribosome を 40S と 60S の各サブユニットに解離させる活性を持つことが報告さ

れた(Matsuo et al., 2020) 
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1-4 出芽酵母における No-Go Decay (NGD)の分子機構 
 
1-4-1. mRNA 分子内切断; NGD 

これまで、リボソームの異常停滞に伴う新生ペプチド鎖の分解は RQC 経路を

介して行われることを論じてきた。一方で、翻訳されている異常 mRNA は NGD

経路により迅速に分解される。 

NGD は、安定でかつ強固な mRNA 二次構造であるステムループ構造を mRNA

中に挿入することで発見され、リボソームの異常停止は mRNA 分解をも導くこ

とが明らかになった(Doma and Parker, 2006)。その後、ステムループ構造のみな

らず、レアコドンクラスター、連続した塩基性アミノ酸配列、安定な mRNA 高

次構造であるグアニン四重鎖構造、8-oxoguanosine と呼ばれる mRNA の酸化障

害によっても、NGD が惹起されることが報告された(Doma and Parker, 2006; 

Kuroha et al., 2010; Tsuboi et al., 2012; Simms et al., 2014)。通常、mRNA は 5’末端

の Cap 構造や 3’末端の poly(A)鎖によって、エキソヌクレアーゼによる mRNA

末端からの分解を回避しているが、翻訳途中のリボソームが異常停止した場合

には、停滞したリボソームの近傍で mRNA がエンドヌクレアーゼによって内部

切断を受け、mRNA 断片のうち 5’側断片は 3’末端から SKI-エキソソーム複合体

により、3’側断片は 5’末端から Xrn1 により、露出した mRNA 末端からエキソヌ

クレアーゼによって分解される。切断された mRNA 断片のうち、3’側断片の 5’

末端はヒドロキシル基が露出しており、これをリン酸化酵素 Trl1 がリン酸化す

ることで Xrn1 による分解が促進されること(Navickas et al., 2020)や、Xrn1 不活

化細胞では 5’-3’RNase 活性を持つ Dxo1 が 3’側断片の 5’末端からトリミングす

る(Chang et al., 2012; Doamekpor et al., 2020; Navickas et al., 2020)こと等、詳細な

分子機構が報告されている。このような mRNA の内部切断を伴う異常 mRNA 分

解は NGD と呼ばれている。NGD は、出芽酵母を用いて発見され、ハエや植物
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には保存されていることが明らかになっているが、哺乳類細胞における保存性

については、未だ明らかになっていない(Passos et al., 2009; Szádeczky-Kardoss et 

al., 2018)。 

 前述した RQC に必須である Hel2 及び Asc1 は、NGD においても不可欠な因

子であり、これらの欠損株においては mRNA の切断が起こらない(Kuroha et al., 

2010; Ikeuchi and Inada, 2016; Simms, Yan and Zaher, 2017; Ikeuchi et al., 2019)。こ

のため、RQC と同様に Hel2 によるリボソームのユビキチン化が、NGD の惹起

に必須であると考えられており、詳細は 1-4-2 で後述する。 

  1-5-2 において後述する Dom34-Hbs1 複合体も NGD の惹起に関与する。

Dom34-Hbs1 は、翻訳終結因子である eRF1-eRF3 と構造相同性を示し、mRNA

末端で停滞したリボソームの解離を行う因子として報告されている。NGD にお

いても、Dom34-Hbs1 は、翻訳アレストに伴う mRNA 分子内切断を促進し、NGD

の結果として産生された 5’側断片の 3’末端で停滞したリボソームを解離させる

ことで、停滞したリボソームにより阻害されていたノンストップ mRNA の 3’末

端を露出させ、エキソソームによる分解を促進させることが明らかにされてい

る(Kobayashi et al., 2010; Izawa et al., 2012; Tsuboi et al., 2012; van den Elzen et al., 

2014)。しかしながら、DOM34 や HBS1 の欠損株においても、mRNA の内部切断

は引き起こされていたため、Dom34-Hbs1 は、NGD において mRNA の切断を促

進するものの必須ではないことが示されている(Kuroha et al., 2010; Brandman et 

al., 2012; Tsuboi et al., 2012)。 

 

1-4-2. NGD における Hel2 の機能と切断点の異なる 2 つの NGD 

mRNA を 3’から 5’方向に分解する SKI 複合体の構成因子である SKI2 欠損下

において 3’RACE を行なった報告によると、大部分の検出された 5’側 mRNA 断

片は、翻訳停滞部位の上流にマッピングされたことから、リボソームの停滞位
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置近傍における複数のリボソームの蓄積が、効率的な NGD を誘導するために必

要であることを示唆している(Simms, Yan and Zaher, 2017)。これらと一致して、

リボソームの停滞部位が、開始コドンから 105nt 以上下流でなければ、mRNA

切断は観察されず、さらに、mRNA に低いリボソーム密度をもたらす rpl1b 変異

株は NGD 効率を有意に低下させることが報告された(Simms, Yan and Zaher, 

2017)。以上の報告から、リボソームの停滞を引き起こした mRNA の分子内切断

は、高い密度でリボソームが衝突、蓄積した際に誘導されることが明らかにな

っている。 

これまで、NGD の解析は、レアコドンクラスター等を含むレポーター遺伝子

を用いて行われてきたが、近年、5’ hydroxyl RNA sequencing (5’OH-seq)や ribosome 

profiling と呼ばれる網羅的解析により、内在性の mRNA 断片が検出されている

(Peach, York and Hesselberth, 2015; Guydosh et al., 2017; Ibrahim et al., 2018)。また、

酸化損傷を受けた mRNA は塩基対形成に異常をきたし、翻訳伸長不全を起こす

ことから、酸化された mRNA についても NGD により切断を受けることが報告

されている(Simms et al., 2014)。 

前述したように、このようなリボソームの異常停滞とそれに起因する衝突は、

Hel2 が認識し、ユビキチン化を行う基質として報告されている(Matsuo et al., 

2017; Sitron, Park and Brandman, 2017; Ikeuchi et al., 2019)。これと一致して、Hel2

の E3 活性は、NGD の惹起に必要であり、mRNA の安定性にも寄与していた

(Sitron, Park and Brandman, 2017; Ikeuchi et al., 2019)。また、K63 型ポリユビキチ

ン鎖を形成できない ubi-K63R 変異株においては、RQC と同様に NGD も誘導さ

れないことから、NGD の惹起にも Hel2 による K63 型ポリユビキチン鎖の形成

が必須である(Ikeuchi et al., 2019)。これは、NGD が惹起される酸化ストレス時に、

リボソームタンパク質や翻訳因子等の K63 型ポリユビキチン化が亢進する報告

と一致している(Silva, Finley and Vogel, 2015)。 
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RQC の惹起において、Hel2 によるリボソームタンパク質 uS10 のユビキチン

化が必須であった一方で、NGD においては uS10 のユビキチンが進行しないユ

ビキチン化部位の変異体 uS10-K6/8R 株でも mRNA の切断は生じていた。しかし

ながら、さらなるノーザンブロットや primer extension による解析の結果、野生

株における切断点と比較して uS10-K6/8R 株における切断点はリボソームの停止

位置近傍から上流側 (5’側)にシフトしていることが明らかになっている。さら

に、RQC は誘導しないが NGD は誘導する Hel2-(1-315)変異株や、RQC において

停滞したリボソームの解離を行う SLH1 の欠損株においても、切断点の上流側へ

のシフトが観察されている。以上の結果から、RQC が起こらない条件では NGD

による切断点が上流方向にシフトすることが明らかになり、RQC と共役した

NGD (以下、NGD-RQC+)と RQC とは共役せず独立した NGD(以下、NGD-RQC-)

という切断点の異なる 2 つのタイプの NGD が存在することが報告された

(Ikeuchi et al., 2019; Yan and Zaher, 2019)。また、さらなる解析により、RQC-NGD+

では、uS10 の K6/8 残基における K63 型ポリユビキチン鎖の形成が必須である

一方で、RQC-NGD-では、リボソームタンパク質 eS7 の K83/84 残基における K63

型ポリユビキチン鎖の形成が必須であることが明らかになっている(Ikeuchi et 

al., 2019) (図 1-6A,B)。 

リボソームタンパク質 eS7 は、リボソーム小サブユニット構成タンパク質で

あり、出芽酵母からヒトまで広く保存されているが、原核生物にはホモログが

存在しない。eS7 は eS7A と eS7B の 2 つのパラログから構成され、eS7-ORF 内

の一塩基置換変異でダイアモンドブラックファン貧血(DBA)を発症することか

ら、リボソーム病との関連も示唆されている。出芽酵母においては、このうち

eS7A が E3 ユビキチンリガーゼである Not4 によりユビキチン化される

(Panasenko and Collart, 2012; Preissler et al., 2015; Panasenko et al., 2019; Matsuki et 

al., 2020)。 



2020年度博士論文	
 

 49 

In vivo 及び in vitro での反応解析により、eS7 のユビキチン化は非常に特有の

多段階反応であることが明らかになっている。Not4 は eS7 をモノユビキチン化

する活性を持ち、Hel2 は Not4 非存在下では反応できない。しかしながら、Hel2

は Not4 によりモノユビキチン化された eS7 に対して、K63 型ポリユビキチン鎖

を形成できる。したがって、NGD-RQC-における eS7 のユビキチン化は、Not4

と Hel2 による多段階反応であることが示唆された。実際に、RQC-NGD+を誘導

できないが RQC-NGD-を誘導できる Hel2-(1-315)変異体は、uS10 はユビキチン

化できないが eS7 をユビキチン化できる。さらに、uS10 及び eS7 のユビキチン

化が起きない出芽酵母変異株においては、著しく mRNA の切断断片量が低下す

ることが示されている。 

以上の結果と primer extension の詳細な帰属結果から、RQC と共役した

NGD-RQC+では、Hel2 は uS10 を K63 型ポリユビキチン化し、disome 内部での

mRNA 切断を誘導する一方で、RQC とは独立した NGD-RQC-においては、Hel2

はNot4によりモノユビキチン化された eS7をK63型ポリユビキチン化し、disome

より上流側に衝突したリボソームの間における切断を誘導することが報告され

ている(Ikeuchi et al., 2019; Yan and Zaher, 2019)。 

 

1-4-3. エンドヌクレアーゼ Cue2 
Hel2 による NGD の惹起機構については、このようにして明らかになってきた

が、実際に mRNA を切断する酵素については不明なままであった。NGD はリボ

ソームの衝突による物理的作用により切断が生じる、という示唆的な報告もあ

ったが(Simms, Yan and Zaher, 2017)、近年、Rachel Green 研究室から NGD におけ

る mRNA エンドヌクレアーゼとして、ユビキチン結合ドメインとヌクレアーゼ

活性部位を持つ Cue2 が同定された(D’Orazio et al., 2019)。Cue2 は、N 末端に 2

つの CUE ユビキチン結合ドメインをもち、それとは別にユビキチン結合ドメイ
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ンと推測される部位を 2 つ含む。このように、Cue2 は計 4 つのユビキチン結合

ドメインに加え、さらに C 末端に SMR ドメインを持つ。SMR ドメインは、バ

クテリアの RNaseE と構造学的に類似しており、RNA エンドヌクレアーゼ活性

を有する可能性が示唆されている(Fukui and Kuramitsu, 2011; Zhou et al., 2017)。

Cue2 の SMR ドメインは、バクテリアの翻訳開始因子 IF3 の C 末端ドメインと

高いホモロジーを示しており、IF3 と同様にリボソームの P-もしくは A-site に結

合することが推定される。実際に、Cue2 の SMR ドメインは、レアコドンクラ

スターを含む mRNA の NGD に必須であり、ribosome profiling や in vitro 切断ア

ッセイの結果からも衝突したリボソームの A-site 近傍で mRNA を切断すること

が報告された(D’Orazio et al., 2019)。さらに、内在性のノンストップ mRNA であ

る RNA14 mRNA や YAP1 mRNA 上においても、Cue2 依存の mRNA の切断が検

出されており、リボソームの停滞、衝突に起因した mRNA 切断機構である NGD

に Cue2 が必須であることが報告されている(D’Orazio et al., 2019)。出芽酵母のみ

ならず、線虫における Cue2 のホモログである NONU-1 は、NGD における mRNA

切断に関与することが報告されている(Glover et al., 2020)一方で、Cue2 の哺乳類

細胞におけるホモログは N4BP2 とされているが、現状では活性について報告は

ない。 
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図 1-6. ２種類の NGD。 

A) RQC と共役した NGD は、uS10 のユビキチン化に依存し、異常 mRNA は停滞したリ

ボソームの内部で切断される。 

B) RQC と独立した NGD は、eS7 のユビキチン化に依存し、異常 mRNA は停滞したリボ

ソームの間で切断される。 
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1-5 翻訳伸長阻害に起因する品質管理機構 
 
1-5-1. Nonsense-mediated mRNA Decay: NMD 

 ナンセンス変異は、アミノ酸に対応するコドンが終止コドンに置換してしま

う変異である。ナンセンス変異により生じた終止コドンは未成熟終止コドン

(Premature Termination Codon: PTC)と呼ばれ、PTC より下流の翻訳が生じなくな

ると、短鎖型タンパク質が産生されることから、ミスセンス変異と比較してタ

ンパク質の機能や構造にとって影響の大きい変異である。 

 遺伝性疾患の約70%はナンセンス変異が原因であるとされ(Mendell and Dietz, 

2001)、ディシェンヌ型筋ジストロフィーやβサラセミア、色素性乾皮症などが代

表例としてあげられる(Atkinson and Martin, 1994)。前述したように、ナンセンス

変異による遺伝性疾患は、全長タンパク質には存在していた活性ドメインが翻

訳されないことで、短鎖型のタンパク質が活性を失っているか、後述するmRNA

品質管理機構のNMDによってmRNAが分解され、タンパク質量が劇的に減少し

てしまうことが発症の原因とされる。 

 現在、ナンセンス変異を原因とする遺伝性疾患として、アンチセンスオリゴ

ヌクレオチドを用いたエキソンスキッピングやリードスルー剤投与によるPTC

の読み飛ばしが、特定の遺伝性疾患において細胞レベルで効果があることが報

告されている(Goyenvalle et al., 2004; Welch et al., 2007)。しかし、リードスルー

効率が終止コドンの種類に依存して大きく異なるなど、問題点も存在し実用化

には至っていない。 

 NMD は、酵母からヒトまで真核生物に広く保存される最も代表的な mRNA

品質管理機構である。Upf1、Upf2、Upf3 からなる Up-framdshift (Upf)複合体が、

ナンセンス変異を持つ mRNA を認識し、急速に分解することで、異常タンパク

質の発現を抑制している。 
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 NMD の分子機構モデルとしてスプライシング依存の EJC model とスプライシ

ング非依存の faux-3’UTR model が提言されている。EJC model は、酵母において

発見され(Gonzales et al., 2005)、その後哺乳類においても EJC model が提言され

た(Isken and Maquat, 2007)。mRNA のスプライシング過程において、エキソン-

エキソン結合の約 20〜30 塩基上流に Y14、MAGOH、barensz を主要構成成分と

する EJC が形成される。正常な mRNA の翻訳において、リボソームは最初の翻

訳でmRNA上に形成されたEJCをmRNA上から除去しながら翻訳を進めるが、

EJC の結合した exon-exon junction の 50-55nt 以上上流に生じた PTC で翻訳が終

結する場合、下流の EJC が除去されずに残存してしまう。この EJC に依存する

モデルでは、最終イントロンから 55 塩基以上上流に終止コドンが存在する場合

に、翻訳終結時における EJC の残存を異常と認識し、NMD の標的とする。リボ

ソームが終止コドンまで翻訳すると、NMD の制御因子である SMG1(Suppressor 

of morphogenetic protein kinase)、UPF1(Up-frameshift 1)、翻訳終結因子である eRF1、

eRF3 からなる SURF(SMG1-UPF1-Release Factor)複合体がリボソーム上に形成さ

れる(Yamashita et al., 2001; Amrani, Sachs and Jacobson, 2006)。リボソーム-SURF

複合体よりも 3’側に EJC が存在する場合、SURF 複合体中の UPF1 が EJC 中の

UPF2-UPF3 と結合することで活性型となり、リボソーム-SURF-EJC 複合体から

なる DECID（Decay Inducing）複合体が mRNA 上で形成される。DECID 複合体

形成後に、NMD の律速段階である SMG1 による UPF1 のリン酸化が誘導され、

このリン酸化は UPF1 の ATPase 活性及びヘリカーゼ活性を活性化する。リン酸

化型 UPF1 は、EJC にリクルートされたエンドヌクレアーゼ活性を持つ SMG6

あるいは SMG5-SMG7 と相互作用をすることで mRNA 分解へと導く(Amrani, 

Sachs and Jacobson, 2006; Kashima et al., 2006)。SMG6 もしくは SMG5-7 は、リン

酸化型 UPF1 に結合し、脱リン酸化を促進することで UPF1 のリサイクルを行っ

ている。 
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 一方で、EJC に依存しない Faux-3’UTR model が提唱されている。このモデル

では、正常な翻訳終結と比較して PTC が生じた場合には相対的に 3’UTR が長鎖

化することを利用して、終止コドンから 3’末端の poly(A)鎖までの距離の異常を

認識し、正常な終止コドンと PTC を区別する(Linde et al., 2007; Hogg and Goff, 

2010)。延長した 3’UTR をもつ mRNA は、酵母をはじめとして、ヒト、ショウ

ジョウバエ、植物においても NMD の基質となることが知られている。正常翻訳

終結においては、終止コドンを認識したリボソームにリクルートされる翻訳終

結因子 eRF3 と、ポリ A 鎖に結合した PABP が相互作用するが、本来の終止コド

ンよりも上流の ORF 中で異常な翻訳終結が生じると、正常翻訳の場合と比べて

3’UTR が異常に長くなる。出芽酵母では、3’UTR の長鎖化により、リボソーム

にリクルートされた eRF3 と PABP が相互作用できなくなり、Upf 因子が eRF3

と結合することで PTC を認識し、NMD が起こると考えられている。したがっ

て、Faux 3’UTR model では、終止コドンと PABP との距離の違いを検知し、異

常な翻訳終結を引き起こした mRNA を分解へと導いていると考えられている

(Muhlrad and Parker, 1999; Amrani et al., 2004)。近年では、3’UTRの長鎖化は、PABP

と終結因子の相互作用を阻害するだけではなく、遺伝子発現を抑制する効果を

持つ microRNA の 3’UTR への結合効率を高める、という報告もあり、現在も様々

な分子機構が提唱されている(Park et al., 2019)。 

 Upf1 は、システインとヒスチジンに富む CH ドメインを介して E2 ユビキチン

結合酵素である Cdc34 と相互作用することが知られている。NMD に必須な Upf1

の自己ユビキチン化には Upf3 との相互作用が必要であることが示されている

(Takahashi et al., 2008)。また、Upf1 は CH ドメインを介してリボソームタンパク

質 eS26 とも直接相互作用し、この相互作用が NMD の惹起にも必須であるが、

NMD におけるユビキチン化活性の重要性は明らかになっていない。 
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1-5-2. Nonsense-mediated Protein Degradation: NMPD 

 当研究室における出芽酵母を用いた研究により、Upf タンパク質がナンセンス

変異を含む異常 mRNA の分解のみならず、異常 mRNA 由来の短鎖型タンパク質

の分解にも必須であることが明らかになった(Kuroha, Tatematsu and Inada, 2009)。

この短鎖型タンパク質の分解系は、Nonsense-mediated Protein Degradation 

(NMPD)と呼ばれる。NMPD は、PTC に由来するタンパク質自身の構造異常と

3’UTR の長鎖化に由来する NMD の両方に依存した経路であることが明らかに

なっており、Upf1 がこの惹起に必須である。また、NMPD の基質となる短鎖型

タンパク質特異的に Hsp70 が結合していることが報告されている(Kuroha et al., 

2013)。Hsp70 は代表的な分子シャペロンであり、細胞内でタンパク質のフォー

ルディングを補助する機能を持つ。Hsp70 ファミリーは、代表的な熱ショックタ

ンパク質であり、タンパク質のフォールディングや熱ショック応答の制御など、

多彩な機能を持つ(Saibil, 2013)。Hsp70 は熱ストレスにより発現が誘導される一

方、構造及び機能が非常に酷似した Hsc70 は細胞内で恒常的に発現している。

出芽酵母においても代表的な分子シャペロンとして、哺乳類の Hsc70 にあたる

Ssa1、Ssa2 や Hsp70 にあたる Ssa3、Ssa4、さらにリボソームに結合する

Ribosome-associate complex(RAC)に含まれる Ssb1、Ssb2 などが存在している

(Willmund et al., 2013)。Hsp70 は、ATP/ADP と相互作用するヌクレオチド結合部

位と、タンパク質と相互作用する基質結合部位の 2 つの主要なドメインが構造

的に自由度の高いリンカーで繋がれている。多くのシャペロンは補助因子(コシ

ャペロン)の存在によって正常に機能することが知られている。HSP70 に結合し

てはたらくコシャペロンとして、HSP40 と NEF(Nucleotide Exchange Factor) が知

られている。HSP40 は基質と結合した後、基質を HSP70 へリクルートし、HSP70

のATPase活性を促進しタンパク質のフォールディングを補助していると考えら

れている(Kelley, 1998)。真核生物における NEF の代表的な因子は HSP110 ファ
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ミリーであり、ATP と ADP の交換を行うことで HSP70 の活性を制御する

(Harrison et al., 1997; Polier et al., 2008; Schuermann et al., 2008)。出芽酵母における

HSP110 ファミリーの Sse1 は、HSP70 のヌクレオチド結合部位に直接相互作用

することが明らかにされている。当研究室では、Hsp70及びHsp110/Sse1がNMPD

の誘導に関与することを明らかにし、ATP 結合型 Hsp110/Sse1 は、Hsp70 や標的

とする短鎖型タンパク質と相互作用することで、ペプチドの可溶性を維持し、

NMPD を促進することを報告した(Sugiyama et al., 2017)。したがって、分子シャ

ペロンである Hsp70 は、コファクターである Hsp110/Sse1 と協調することで、標

的ペプチドをリフォールディングするのみならず、分解をも誘導することが示

唆されている(Sugiyama et al., 2017)。HSP70 を標的とした阻害剤として、既に低

分子化合物が発見されており、HSP70 阻害剤が抗腫瘍効果を示す報告もされて

いる(Galluzzi, Giordanetto and Kroemer, 2009; Leu et al., 2009)。遺伝病の原因変異

の大半を占めるナンセンス変異による疾患の治療に向けて、HSP70 の阻害剤が

治療法開発の一助になる可能性がある。 

 

1-5-3. Non Stop Decay: NSD 

NSD は、終止コドンを欠失した異常 mRNA の品質管理機構である。終止コド

ンを欠失した mRNA はノンストップ mRNA と呼ばれ、これを翻訳するリボソ

ームは、mRNA の 3’末端に付加されている poly(A)鎖まで翻訳伸長反応を続ける

が、終止コドンが存在しないために翻訳終結反応ができない。さらに、poly(A)

鎖が翻訳されると、ポリリジン配列が合成されるために、この新生ペプチド鎖

の正電荷とリボソームトンネル内腔の負電荷との静電相互作用のためにリボソ

ームが停滞することが報告されている。一方で、mRNA のプロセシングのエラ

ーによる ORF 途中での poly(A)鎖の異常付加や、mRNA の分子内切断の結果生

じる 5’側断片もノンストップ mRNA の一種である。前述した mRNA 品質管理



2020年度博士論文	
 

 57 

機構 NGD における mRNA 分子内切断や、siRNA による標的 mRNA の切断など

により生じる 5’側断片もノンストップ mRNA であり、これらの場合には、A-site

にコドンが存在しなくなるためにリボソームが異常停止する。これらのノンス

トップ mRNA は、NSD により迅速に分解される(Frischmeyer et al., 2002; Hoof et 

al., 2002)。NSD は、酵母からヒトまで広く保存されている一方で、原核生物で

は後述する特有の経路によって翻訳停止を解消することから、真核生物におい

ては、異常なノンストップ mRNA を迅速に分解することで、下流の異常タンパ

ク質の合成を抑制する品質管理が、進化的に獲得されたと考えられる(Isken and 

Maquat, 2007)。 

原核生物においては、mRNA の 3’末端で異常停止したリボソームに対し、1

分子で tRNA と mRNA の両方の性質を持つキメラ状の tmRNA 

(Transfer-Messenger RNA)がリクルートされ、tmRNA がコードするタグペプチド

の翻訳を続けることで、新生ペプチド鎖の C 末端にタグペプチドが付加される

(Keiler, Waller and Sauer, 1996; Himeno et al., 1997)。tmRNA はアンチコドンを持

たないため、tmRNA に特異的に結合する SmpB がアンチコドンに相当する役割

を担い、tmRNA のアミノアシル化を促進するほか、アミノアシル tRNA に擬態

してリボソームの A-site に結合することが知られている(Karzai, Susskind and 

Sauer, 1999; Hanawa-Suetsugu et al., 2002; Bessho et al., 2007)。このような反応を、

トランストランスレーションと呼び(Huang et al., 2000; Kurita et al., 2007; Moore 

and Sauer, 2007; Himeno, Kurita and Muto, 2014; Huter et al., 2017)、これは mRNA

の末端で停滞したリボソームのレスキュー機構として知られている。さらに、

ノンストップ mRNA は最終的にその 3’末端から RNaseR によって、新生ペプチ

ド鎖は tmRNA にコードされるタグペプチドの付加によってプロテアーゼによ

って分解される。また、tmRNA-SmpB 経路のバックアップ機構として、

ArfA(Chadani et al., 2010)や YaeJ/ArfB(Chadani et al., 2011; Handa, Inaho and 
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Nameki, 2011)を介した翻訳停滞の解消機構が報告されているが、tmRNA-SmpB

経路ではリボソームの停滞が解消され、かつ異常 mRNA 及び新生ペプチド鎖が

分解を受けるのに対し、ArfA 経路や YaeJ/ArfB 経路では、リボソームの停滞が

解消されるのみで、新生ペプチド鎖は分解されない。原核生物ではこのように

mRNA の末端でのリボソームの異常停止に対し、3 つの特異的な解消機構を有し

ている(Goralski, Kirimanjeswara and Keiler, 2018; Inada, 2020)。 

原核生物における tmRNA-SmpB のように、真核生物においても、ノンストッ

プ mRNA 上に形成された空の A-site を認識することで、停滞したリボソームを

解消し異常なノンストップ mRNA の分解を誘導する因子が同定されている。出

芽酵母において、mRNAの 3’末端に停滞した 80Sリボソームの空のAサイトは、

エキソソーム結合因子である Ski7 の C 末端ドメイン（CTD : C terminal domain）

により認識されることが報告された(Frischmeyer et al., 2002; Hoof et al., 2002)。

Ski7 は、リボソームの A サイトを認識する翻訳伸長因子 1A (eEF1A)や翻訳終結

因子(eRF3)に含まれる GTPase ドメインに類似した構造を持つ。eEF1A は、翻訳

伸長過程においてリボソームの A-site にセンスコドンが存在している状態を、

eRF3 は、翻訳終結過程において A-site に終止コドンが存在している状態を認識

し、結合する。また、Ski7 との相互作用が欠損したエキソソーム変異体は、NSD

の惹起に欠損を示すことが報告されていることから(Hoof et al., 2002)、Ski7 の C

末端ドメインは、ノンストップ mRNA 上で停滞したリボソーム中の空の A-site

を認識し、eEF1A や eRF3 と同様に A-site に結合することで、SKI-エキソソーム

複合体をリクルートしノンストップ mRNA の分解を誘導すると考えられてい

た。 

しかしながら、SKI-エキソソーム複合体は、3’末端から 5’末端方向への mRNA

分解を促進するが、mRNA の 3’末端には停滞したリボソームが存在し、ヌクレ

アーゼのアクセスを阻害していることが考えられる。つまり、ノンストップ 
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mRNA の迅速な分解を可能にするためには、5’末端からの分解を行うか、停滞

したリボソームを解離するか、ノンストップ mRNA を分子内切断することで

mRNA の末端を露出させることが必要であると考えられる。先行研究により、

NSD は、SKI-エキソソーム複合体による 3’-5’側の分解だけでなく、5’末端に付

加されている Cap 構造の除去(デキャッピング)を介した 5’-3’側の分解も同時に

行うことにより、mRNA の両末端からの迅速な分解を確立していることが報告

ている(Inada and Aiba, 2005)。特に、前述した Ski7 を介した mRNA 分解を阻害

した際に、デキャッピングを介した 5’-3’側の分解が強く活性化されており、両

方向からの分解活性が、効率的かつ迅速なノンストップ mRNA の除去を可能に

していることが示唆された。 

また、先行研究により、Ski7 の C 末端領域が mRNA の 3’末端で停滞したリボ

ソームを認識し解離させる、というモデルが提唱されていたが、一方で、これ

を支持する結果は報告されていなかった。通常の翻訳終結反応においては、翻

訳終結因子である eRF1-eRF3 複合体が終止コドンを認識してリボソームの

A-site に結合し、ペプチド鎖解離反応を行うことで翻訳終結が起こる。このため、

ノンストップ mRNA の分解過程において、mRNA の末端で停滞したリボソーム

を解離させる因子群の同定を目的とし、当研究室において、自己切断活性をも

つハンマーヘッドリボザイムを用いて細胞内にノンストップ mRNA を効率よ

く発現させる系が構築され、eRF1-eRF3 複合体と構造相同性を示す Dom34-Hbs1

複合体の NSD における機能解析が行われた。この結果、翻訳終結因子 eRF1 と

類似した構造を含む Dom34 と GTPase 活性をもつ Hbs1 の複合体は、GTP をチ

ャージした状態で mRNA の 3’末端で停滞したリボソームにリクルートされ、

NSD の惹起に必須であることが明らかになった。その後、Hbs1 による GTP の

加水分解に依存して、Hbs1 が Dom34 から脱離することで、Dom34 は空の A-site

に結合する。それに伴い、ATP 依存性ヘリカーゼである Rli1/ABCE1 をリボソー
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ムにリクルートし、Rli1 により停滞したリボソームは mRNA から解離すること

が報告された(Inagaki and Ford Doolittle, 2000; Carr-Schmid et al., 2002; Inge-

Vechtomov, Zhouravleva and Philippe, 2003; Kong et al., 2004; Doma and Parker, 

2006; Jackson, 2007; Lee et al., 2007; Passos et al., 2009; Kobayashi et al., 2010; 

Becker et al., 2011, 2012; Tsuboi et al., 2012; Matsuda et al., 2014; Preis et al., 2014; 

Young et al., 2015)。この結果、ノンストップ mRNA の 3’末端は露出し、3’末端

への SKI-エキソソーム複合体のアクセスやノンストップ mRNA の迅速な分解

が可能になることが明らかになっている(Tsuboi et al., 2012)。この一連の

Dom34-Hbs1-Rli1 を介した解離反応は in vitro においても再現され、報告されて

いる(Shoemaker, Eyler and Green, 2010; Pisareva et al., 2011; Shoemaker and Green, 

2011)。前述した Dom34-Hbs1 複合体によるノンストップ mRNA の分解誘導は、

NGD の結果として生じる 5’側断片上においても作用しており、mRNA の末端で

停滞したリボソームが空の A-site を形成することが、Ski7 の C 末端領域非依存

の Dom34-Hbs1 を介したリボソームの異常停滞の解消に必須であることが明ら

かになった(Tsuboi et al., 2012)。さらに、解離後の新生ペプチド鎖-60S 複合体は、

Ltn1 等により認識され、前述した RQC 経路によって新生ペプチド鎖の分解が促

進されることも明らかになっており、停滞したリボソームは解離されると同時

に、ノンストップ mRNA 及び合成された新生ペプチド鎖はともに迅速に分解を

受けることが示されている。 

このようにして、Dom34-Hbs1 複合体は、mRNA の末端で停滞したリボソーム

を解離するために必須である一方で、mRNA の内部切断を促進することも報告

されている(Passos et al., 2009; Chen et al., 2010b; Kuroha et al., 2010; Tsuboi et al., 

2012)。DOM34 欠損株を含め、特に、停滞したリボソームの解離が阻害された条

件下では、mRNA 末端で停滞したリボソームの近傍において、停滞位置の上流

側におけるノンストップ mRNA の内部切断が促進されることも示されており、
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この切断にはリボソームタンパク質 Asc1 が関与することが報告されている

(Tsuboi et al., 2012; Ikeuchi and Inada, 2016)。 

 また、ノンストップ mRNA の産生が発症要因となる疾患も報告されている。

ムコ多糖症における mucopolysaccharidosis Ⅱ, ダイアモンドブラックファン貧血

における RPS19 遺伝子、無精子症における GPR54 遺伝子などにおいて、終止コ

ドン周辺の変異によりノンストップ mRNA が産生されることが報告されてお

り(Chatr-aryamontri et al., 2004; Lualdi et al., 2006)、ノンストップ mRNA の発現制

御は生体内で不可欠であることが示唆されている。 

このように、Dom34-Hbs1 複合体や Ski7 の C 末端領域を介したリボソームの

解離や、リボソームタンパク質 Asc1 が必須である mRNA 内部切断によって、

停滞したリボソームにより保護されている mRNA の末端が露出し、SKI-エキソ

ソーム複合体や Xrn1 エキソヌクレアーゼを介した両方向からの mRNA 分解が

促進されている。また、ノンストップ mRNA 由来の合成された新生ペプチド鎖

は、RQC 経路により分解されることで、細胞は異常翻訳の解除を行なっている。 
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第 2 章 
リボソームタンパク質 uS3 のユビキチン化を介した 

機能不全リボソームの分解系  
18S Nonfunctional Ribosomal RNA Decay (18S NRD)の解析 

  



2020年度博士論文	
 

 85 

2-1. 序論 
 

2-1-1. リボソームの活性と翻訳における重要性 

  リボソームは、mRNA にコードされた遺伝暗号を解読し、タンパク質を合成

する場であり、大小 2 つのサブユニットから構成される。これらはリボソーム

タンパク質(Ribosomal protein: r-ptoein)とリボソーマル RNA(Ribosomal RNA: 

rRNA)の複合体であり、分子量としては大腸菌では 2.7MDa、哺乳類では 4.6MDa

にも及ぶ。真核生物(出芽酵母/哺乳類細胞)においては、小サブユニットである

40S サブユニットは 1 種の 18S rRNA と 33 種のリボソームタンパク質

(Asc1/RACK1 を含む)、大サブユニットである 60S サブユニットは 3 種の 25S/28S、

5.8S、5S rRNA と 46/47 種のリボソームタンパク質から構成される(図 2-1A)。 

真正細菌や古細菌には、細胞核が存在せず、転写と翻訳は共役して行われる

ことから、転写された mRNA は速やかに翻訳され、毎秒 20 アミノ酸という非常

に素早くペプチド鎖が合成されていく。一方で、真核生物においては、核と細

胞質が核膜で隔てられており、核内で転写された mRNA が修飾を受けながら細

胞質へと輸送され、リボソームのある細胞質中で翻訳が行われるため、毎秒 2-4

アミノ酸という原核生物と比較してゆっくりした速度でペプチドが合成される。 

 リボソームは、コドンに対応したアミノ酸をチャージしている tRNA を選択し

たのち、その結合を許容することでコドン情報を解読し、運搬されてきたアミ

ノ酸をペプチド鎖として連結させてタンパク質を合成する、一連の反応を触媒

する。活性部位としては、小サブユニットにコドンを認識し mRNA と tRNA の

コドン-アンチコドン形成を行うコドン解読中心(Decoding Center: DC)、大サブユ

ニットにアミノアシル tRNAからペプチジル tRNAへのアミノ酸の転移を触媒し、

ペプチド結合の形成を行うペプチジル転移酵素中心(Peptidyl Transcerase Ceenter: 

PTC)が存在する。これらの活性発揮には、リボソームタンパク質ではなく、厳
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密に折りたたまれた rRNA が中心的な役割を担い、実際に、DC では 18S rRNA、

PTC では 25S rRNA の特定の塩基が活性中心として知られている(図 2-1B)。この

ように rRNA が活性を発揮している一方で、リボソームタンパク質はそれらの

構造安定化等の補助的な役割を担っている。 
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図 2-1. 翻訳装置リボソームの構造と活性 

A) 原核生物および真核生物におけるリボソームの構造組成 (Ban 研究室 HP より引用、

改変)。 

B) リボソームの翻訳活性部位。活性残基は rRNA 上に存在し翻訳伸長に必須な役割を

担う。 
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2-1-2. 翻訳サイクルとリボソーム 

 タンパク質を合成する翻訳サイクルは、(1)tRNA のアミノアシル化、(2)翻訳

開始、(3)翻訳伸長、(4)翻訳終結の 4 段階からなるが、本項では翻訳伸長反応に

ついて概説する。リボソームは、A-site、P-site、E-site の 3 つの tRNA 結合部位

を有しており、A-site にはアミノアシル tRNA、P-site にはペプチジル tRNA、E-site

にはデアシル tRNA が結合する(図 2-2A)。 

 まず、アミノ酸をチャージしたアミノアシル tRNA が GTP 結合型翻訳伸長因

子EF-TuによってA-siteに運ばれ、tRNAアンチコドンがA-siteに位置するmRNA

コドンと可逆的に対合する。この際、コドン-アンチコドンの塩基対合が正しけ

れば、リボソームの小サブユニットの構造変化が起き、EF-Tu に結合した GTP

は GDP へと加水分解され、アミノアシル tRNA を A-site に残して EF-Tu はリボ

ソームから解離する。しかしながら、この対合が正しくない場合、EF-Tu に結合

した GTP は加水分解を受けず、tRNA とともに EF-Tu はリボソームから遊離す

る。ここでの小サブユニットの構造変化については、2-1-3 で述べる。 

コドン-アンチコドンの塩基対合だけでは、翻訳の正確性を十分に保証できな

いため、このように EF-Tu は翻訳の精度を高める役割を担っている。前述した

ように、塩基対合が正確な場合には、リボソームは自身の構造を変化させるこ

とで、EF-Tu の GTPase ドメインを活性化し、結合した GTP を加水分解すること

で EF-Tu のコンフォメーションを劇的に変化させてアミノアシル tRNA との結

合を脱離させ、EF-Tu-GDP 複合体はリボソームから解離する。EF-Tu の解離後、

アミノアシル tRNA は A-site の深くに入り込み、アミノアシル tRNA にチャージ

されたアミノ酸は P-site に近接する。しかしながら、塩基対合が不正確な場合に

は、EF-Tu の GTPase 活性が活性化されず、結合した GTP が加水分解されないだ

けではなく、EF-Tu がアミノアシル tRNA から脱離しないことで、アミノアシル

tRNA が A-site に完全に収まる順応反応(accommodation)の過程をも阻害する。こ
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の結果、EF-Tu-GTP-アミノアシル tRNA 複合体は tRNA を結合したままリボソ

ーム上から解離する。以上のように、コドン-アンチコドンの塩基対形成の正確

性は、リボソーム小サブユニット中の DC の構造変化のみならず、EF-Tu を介し

た A-site におけるアミノアシル tRNA の安定化によっても保証されている。 

正しいコドン-アンチコドンの塩基対形成が行われると、PTC において、P-site

上のペプチジル tRNA に結合したポリペプチド鎖の C 末端のカルボキシル基が

tRNA から外れ、A-site 上のアミノアシル tRNA に結合したアミノ酸の N 末端の

アミノ基と新たに共有結合を形成する。ペプチド転移反応がおこると、小サブ

ユニットが保持する mRNA に対し大サブユニットが回転し移動することで、小

サブユニットの P-site と A-site に存在する 2 つの受容ステム部位が、アンチコド

ンステム部位をそのままに、それぞれ大サブユニット E-site と P-site へと移動す

る。最後に、GTP 結合型翻訳伸長因子 EF-G が、A-site に結合すると、EF-G-GTP

は tRNA の移動を促し、転座反応(translocation)がおこる。このようにして、tRNA

のアンチコドン部分と mRNA に対して、小サブユニットが元の状態に回転する

ことで 3 ヌクレオチド(1 コドン)分移動し、デアシル化された E-site に存在する

tRNA はリボソームから解離する。このサイクルが繰り返されることで、ペプチ

ド鎖が伸長していく。 

以上では、翻訳伸長因子を原核生物の名称で述べたが、真核生物においても

EF-Tu は eEF1A として、EF-G は eEF2 として保存されている。 
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図 2-２. 翻訳伸長反応サイクル 

A) 原核生物における翻訳伸長サイクル。大きく 4 つの反応を繰り返すことで翻訳伸長反

応を正確に、かつ円滑に進めている。 

B) コドン解読の正確性を保証する機構。リボソームの小サブユニットの構造変化がアミノア

シル tRNA の A-site への順応を促進する。 
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2-1-3. リボソーム A-site における分子スイッチとしての Decoding Center 

  翻訳過程における誤読率は 1/104 とされており、EF-Tu によりアミノアシル

tRNA の選別のみならず、リボソームも自身の構造を変化を介して、正確な塩基

対形成を保証している(図 2-2B)。コドン-アンチコドンの塩基対合は、コドン 1

文字目-アンチコドン 3 文字目とコドン 2 文字目-アンチコドン 2 文字目はワトソ

ン-クリック型の正確な塩基対を形成する一方で、コドン 3 文字目-アンチコドン

1 文字目は Wobble 位と呼ばれ、ミスマッチ塩基対を許容することが知られてい

る(詳細は第 3 章で述べる)。 

 以下では、コドン解読の正確性を保証する機構について、原核生物の 16S 

rRNA(真核生物における 18S rRNA)を例に述べる。この正確なコドン解読を可能

にしているのが、A-site 近傍の小サブユニットを構成する 16S rRNA である。こ

れは、RNA 分子スイッチとして働き、アミノアシル tRNA が A-site に運ばれて

くると、16S rRNA の活性残基である A1492 および A1493 が内側を向いた不活

性状態から、外側を向いた活性状態へと劇的なコンフォメーション変化を引き

起こし、コドン-アンチコドンシステムを認識する(Ogle et al., 2001, 2002) (図

2-3A)。このコンフォメーション変化の連続によって、外側を向いたアデニン残

基はコドン-アンチコドンの 1番目と 2番目の塩基対合がワトソン-クリック型の

塩基対であることを立体的形状から確認し、翻訳の正確性を維持している(Ogle 

et al., 2001, 2002)。活性状態においては、分子スイッチが外側へと裏返るように

してコンフォメーションが変化し、16S rRNA の A1493 残基はコドン 1 文字目-

アンチコドン 3 文字目と、A1492 残基はコドン 2 文字目-アンチコドン 2 文字目

に対し、コドン及びアンチコドンの両方のヌクレオシド中の糖の 2’ヒドロキシ

基と水素結合を形成し、コドン-アンチコドン間の安定化に寄与している。また、

16S rRNA 中の G530 残基も、コドン 2 文字目-アンチコドン 2 文字目中の両ヌク

レオシド中の糖の 2’ヒドロキシ基と相互作用しており、また、コドン 3 文字目-
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アンチコドン 1 文字目は Wobble 位として知られてはいるものの、この G530 残

基やリボソームタンパク質 eS12 を含むリボソームエレメントによって安定化さ

れている。このように、コドン-アンチコドンの塩基対合の正確性を、小サブユ

ニットの構造変化を伴いながら、16S rRNA の保存塩基(A1492、A1493、G530)

が副溝側から認識することで維持している(A マイナー相互作用と呼ばれ

る)(Ogle et al., 2001, 2002) (図 2-3B,C)。
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図 2-3. デコーディングセンターの活性残基を介したコドン解読の正確性の保証 

A) デコーディングセンターの活性残基である 18S rRNA-A1492/A1493 残基のコンフォメー

ション変化 ((Ogle et al., 2001)を引用)。 

B) デコーディングセンターの活性残基とコドン-アンチコドンとの相互作用 (日本結晶学会

誌 51, 145-521, 2009 から引用、改変)。 

C) 原核生物と真核生物のデコーディングセンターの配列比較 (日本結晶学会誌 51, 

145-521, 2009 から引用、改変)。 
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 実際に、バクテリア感染症の治療に用いられるアミノグリコシド系抗生物質

は、原核生物のリボソームの A-site の分子スイッチに作用し、高い殺菌効果を

示すことで知られる。これらの抗生物質は、A-site の分子スイッチの内部ループ

を認識して結合し、押し出すようにして活性部位を外側に向けて固定し、スイ

ッチを活性状態に限定することで、完全に適合しない誤った tRNA をも受け入れ、

校正を行えず、tRNA の選別を出来なくさせるために、タンパク質の誤読が促進

される。さらに、結晶構造解析や断熱モーフィング解析の結果、原核生物の A-site

のスイッチングはデコーディングに関わる 2 つのアデニン残基の構造変化のみ

でおこるのに対し、真核生物の A-site のスイッチングには大きな構造変化が必

要であり、より多くのエネルギーを必要とすることが明らかになった。したが

って、原核生物では、比較的緩いスイッチングを生かして迅速なタンパク質合

成を実現する一方で、真核生物では、比較的硬いスイッチングを生かして正確

性の高いタンパク質合成を実現していることが示唆されている。アミノグリコ

シド系抗生物質は、原核生物の A-site 分子スイッチを活性状態に固定し、翻訳

の正確性を顕著に低下させる一方で、真核生物の A-site 分子スイッチには、原

核生物とは異なり、選択的に不活性状態に結合するか、結合しないとされてい

る。A-site 分子スイッチを不活性状態に固定すると、翻訳反応は過度に正確にな

るが、A-site へのアミノアシル tRNA の結合効率が困難になり、翻訳の効率が顕

著に低下することが知られている。このために、真核生物の A-site 分子スイッ

チに対して、殺菌効果が高く人体への毒性が低い抗生物質バロモマイシンは結

合せず、殺菌効果がほぼなく人体への毒性が非常に高い化合物 NB33 は不活性状

態に固定することが明らかになっている。このような抗生物質によりもたらさ

れる副作用は、A-site の分子スイッチを不活性状態に固定させ、活性状態への切

り替えを阻害するとともに、不活性型 A-site 分子スイッチがリボソームの転座

反応に関与するリボソームタンパク質 eS12 の活性構造を乱すことで、転座を阻



2020年度博士論文	
 

 95 

害しタンパク質合成を完全に停止させることで引き起こると考えられている。 

 

2-1-4. Nonfunctional Ribosomal RNA Decay: NRD 

  リボソームの合成には、非常に多くのエネルギーが必要となるため、細胞は

完成されたリボソームを長期間使用する。増殖中の酵母においては、あまりに

リボソームの安定性が高いために、その分解を実験的に観察することはほどん

ど不可能である。しかしながら、このように安定なリボソームも、必要な場合

には効率的に分解される経路を細胞は備えている。一例としては、合成時のエ

ラーや成熟化等における損傷や変異によって、リボソーム自身が活性を失い、

機能不全となった場合である。このようなリボソームは、十分な活性を持ち合

わせていないために、翻訳反応を遂行できないだけではなく、mRNA 上で停止

してしまったり、他のリボソームの進行を阻害したり、場合によっては有害な

封入体を形成してしまう可能性が考えられる。このような機能不全リボソーム

は、Nonfunctional Ribosomal RNA Decay (NRD)によって生体内から迅速に除去さ

れる。次項の 2-1-5、2-1-6 では、2 種類の NRD 機構について概説する。 

 正常な活性を持つリボソームも分解される場合があり、この代表的な例は栄

養飢餓の場合である。栄養源が枯渇した場合、細胞はリボソーム量を減少させ

ることで余剰のタンパク質合成を抑制するとともに、分解したリボソームから

栄養素を抽出し、生存に最低限必須な分子の合成に転用すると考えられている。

栄養飢餓以外にも、酸化ストレスや小胞体ストレスの場合にもリボソームの分

解を促進することで、タンパク質合成を抑制しているとされている。次項の 2-1-7

では、このようなストレス条件等におけるリボソームの分解系について簡単に

述べる。 

  Melissa Moore 研究室では、出芽酵母を用いて、活性を失った機能不全リボソ

ームが細胞内で選択的に分解されることを報告し、Nonfunctional Ribosomal RNA 
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Decay (NRD)と名付けた(LaRiviere et al., 2006)。前述したように、本来、正常な

機能を持つ 18S rRNA や 25S rRNA はそれぞれのサブユニットに取り込まれ、極

めて安定に存在し、翻訳を行う。しかしながら、18S rRNA や 25S rRNA の重要

な活性部位において変異を持つ rRNA は、合成され、プロセシングを受け、そ

れぞれのサブユニットに取り込まれるにも関わらず、正常な翻訳ができないた

めに細胞内で迅速に分解されることが示されている(LaRiviere et al., 2006) (図

2-4A)。この際に、アセンブリされ、80S リボソームになった状態であったとし

ても、変異型ではないサブユニットは分解を受けず、変異型であるサブユニッ

トのみが選択的に分解を受けることが報告されている(LaRiviere et al., 2006; 

Cole and LaRiviere, 2008)。従って、このように細胞は機能を損なったリボソーム

を認識し、分解する品質管理機構を備えており、この品質管理では選択的なサ

ブユニット中の rRNA の分解を可能にするために、サブユニットの解離反応が

必須であると考えられる。以下では、25S rRNA 上の PTC に変異を持つ 60S サブ

ユニットの分解系である 25S NRD と、18S rRNA 上の DC に変異を持つ 40S サブ

ユニットの分解系である 18S NRD について述べる。 
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図 2-4. 機能不全リボソームの分解系 NRD の発見 

A) 変異型 rRNA を含むリボソームサブユニットの半減期測定 ((LaRiviere et al., 2006)

から引用)。 
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2-1-5. 25S Nonfunctional Ribosomal RNA Decay: 25S NRD 

  25S NRD は、25S rRNA の活性部位であるペプチジル転移酵素中心(PTC)に

変異を持つ rRNA/リボソームの分解系である(LaRiviere et al., 2006)。これまで、

25S NRD の解析には、PTC として機能する 25S rRNA の活性部位 A2451 や

U2585(大腸菌におけるナンバーリングを採用)の変異体が使用されてきた。25S 

rRNA:A2451 や U2585 は、PTC において種間で広く保存された残基であり、ペ

プチド結合形成に直接関与することが報告されている(Nissen et al., 2000; 

Cannone et al., 2002; Hansen et al., 2002)。また、in vitro において、25S rRNA:A2451

や U2585 の変異型 rRNA では、アセンブリされるにも関わらず、翻訳活性が損

なわれることが示唆されていた(Youngman et al., 2004)。さらに、これらの変異を

持つ大腸菌は致死であり、PTC における活性維持は生命にとって必須であるこ

とが明らかになっていた(Green, Samaha and Noller, 1997; Muth, Ortoleva-Donnelly 

and Strobel, 2000)。Melissa Moore 研究室では、A2451G 変異型 25S rRNA は、正

常に合成、アセンブルしたのち、細胞内で迅速に分解を受けることを報告した

(LaRiviere et al., 2006)。また、野生型 25S rRNA は細胞質に拡散していたのに対

し、変異型 25S rRNA:A2451G や U2585A は、細胞質中において核周辺の foci に

局在することが示されている(Cole et al., 2009)。変異型 25S rRNA を含むリボソ

ームは、PTC に変異を持ち、ペプチジル転移反応に異常が生じると想定される

ため、2 番目のコドンに対するアミノアシル tRNA が A-site に位置し、ペプチド

結合を形成する際に、リボソームの停止が惹起される可能性が高いと考えられ

る。 

25S NRD では、PTC 変異型 25S rRNA を含む機能不全リボソームが、

Rtt101-Mms1-Cdc34 Culin 型 E3 リガーゼによってユビキチン化を受ける(Fujii et 

al., 2009)。この際には、アクセサリー分子として Crt10 が Rtt101-Mms1-Cdc34 複

合体に結合して、基質認識を行うと示唆されている(Sakata et al., 2015)。ユビキ
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チン化された 60S サブユニットは Cdc48-Npl4-Ufd1 依存に解離し、60S サブユニ

ットを構成するリボソームタンパク質がユビキチン-プロテアソーム系によって

分解されることで、露出した変異型 25S rRNA が細胞内の RNase により迅速に

分解を受ける、というモデルが提唱されている(Fujii et al., 2012) (図 2-5A)。実際

にプロテアソーム阻害条件では、機能不全 60S サブユニットが蓄積することか

ら、25S NRD において、プロテアソームが rRNA の分解に必須な因子であるこ

とは明らかである(Fujii et al., 2012)。しかしながら、25S NRD におけるリボソー

ムのユビキチン化の詳細な部位、基質選択機構、サブユニット解離との関連性

については明らかになっていない。 

 

図 2-5. NRD と RQC の比較 

A) 25S NRD、B) RQC、C) 18S NRD の分子機構について比較を行った。 
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2-1-6. 18S Nonfunctional Ribosomal RNA Decay: 18S NRD 

18S NRD は、18S rRNA の活性部位であるコドン解読中心(DC)に変異を持つ

rRNA/リボソームの分解系である(LaRiviere et al., 2006)。これまで、18S NRD の

解析には、DC として機能する 18S rRNA の活性部位 A1492 や A1493、G530(大

腸菌におけるナンバーリングを採用)の変異体が使用されてきた。18S rRNA: 

A1492 や A1493、G530 は、DC において種間で広く保存された残基であり、コ

ドン解読における正確性の保証に関与することが報告されていた(Ogle et al., 

2001, 2002; Cannone et al., 2002)。また、in vitro において、18S rRNA:A1492 や G530

の変異型 rRNA では、アセンブリされるにも関わらず、アミノアシル tRNA の

A-site への結合が損なわれることが示唆されていた。さらに、これらの変異を持

つ大腸菌は致死であり、DC における活性維持は生命にとって必須であることが

明らかになっていた(Powers and Noller, 1990, 1993; Yoshizawa, Fourmy and Puglisi, 

1999)。Melissa Moore 研究室では、A1492C 変異型 18S rRNA は、正常に合成、

アセンブルしたのち、細胞内で迅速に分解を受けることを報告した(LaRiviere et 

al., 2006)。通常リボソームは非常に安定な複合体であるが、A1492C 変異型 18S 

rRNA を含む機能不全リボソームのうち、変異を有する 18S rRNA は迅速に分解

を受けるが、その会合パートナーである 25S rRNA は非常に安定であることが明

らかになっている。そのために、変異型 18S rRNA は、80S リボソームにまでア

センブリしたのちに、何らかの形でサブユニット解離を受け、解離後の 40S サ

ブユニットに対してのみ RNase がアクセスすると予想される(図 2-5C)。変異型

18S rRNA は、エキソヌクレアーゼである Rrp6 や Xtn1、エキソソームリクルー

ト因子である Ski7 の欠損下やコアエキソソームである Rrp44 の発現抑制下で安

定化したことから、これらの因子により分解を受けていることが示されている

(Cole et al., 2009; Limoncelli, Merrikh and Moore, 2017)。一方で、プロテアソーム

阻害剤である MG132 処理時にも、変異型 18S rRNA は依然として分解を受けて
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いたことから、25S NRD とは異なり、18S NRD はプロテアソーム非依存な分解

系であることが明らかになっている(Fujii et al., 2012)。さらに XRN1 欠損下では、

野生型 18S rRNA は細胞質中に拡散していたのに対し、変異型 18S rRNA は細胞

質に foci を形成して蓄積する(Cole et al., 2009)。また、18S NRD の基質は、同様

に Xrn1 に依存した分解系である NGD(第 1 章を参照)の基質や、P-body に高濃度

で局在するデキャッピング酵素 Dcp2 と共局在したことから、変異型 18S rRNA

は RNA の代謝の場として知られる P-body に局在し、Xrn1 により分解を受ける

ことが明らかになっていた(Parker and Sheth, 2007; Cole et al., 2009)。また、変異

型 18S rRNA を含むリボソームは、コドン解読反応に異常が生じると想定される

ため、開始コドンが P-site、2 番目のコドンが A-site に位置した時に、A-site に

おけるデコーディングが出来ずに、リボソームの停止が惹起される可能性が高

いと考えられる。18S NRD の基質は NGD の基質と同様に P-body で分解される

ことに加えて、RQC/NGD において必須なリボソームタンパク質 Asc1 やリボソ

ームの解離を担う Dom34 や Hbs1 についても、変異型 18S rRNA の分解に関与す

ることが報告されている(Cole et al., 2009; Limoncelli, Merrikh and Moore, 2017)。

さらに、翻訳伸長阻害剤である Cycloheximide の処理時では、変異型 18S rRNA

の分解が顕著に阻害されることから、18S NRD には翻訳伸長反応が必須である

可能性が示唆されている。以上のことから、18S NRD には共翻訳的な mRNA 品

質管理と同様の因子群が関与しており、翻訳伸長阻害に起因するリボソームの

異常停滞に起因するRQC/NGDと18S NRDの関連性が示唆されている(Cole et al., 

2009) (図 2-5B,C)。 

 

2-1-7. その他のリボソームの分解経路 

 リボソームは、転写後に核内において、アセンブリ以前の 40S や 60S サブユ

ニットの成熟過程には細胞質において、正常なプロセスを経なかった異常リボ
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ソームは厳密な品質管理により分解されることが知られている。本項では、ア

センブリが完了し 80S リボソームにまで組み立てられたにも関わらず分解を受

ける例に限定するため、アセンブリ以前の品質管理については割愛する(図2-6A)。 

オートファジーは、細胞が飢餓状態を生存するために自己消化することで栄

養源を確保する機構である。この過程では、細胞は、標的とする細胞質内の分

子をオートファゴソームと呼ばれる膜によって隔離し、リソソームや液胞に運

び、分解する。自食作用とも呼ばれ、細胞が自らのタンパク質をアミノ酸に分

解することで、エネルギー源やタンパク質合成の新たな材料として変換する、

生体材料のリサイクル経路として知られている。その一種として、リボソーム

のオートファジーであるリボファジー(Ribophagy)が報告されている(Kraft et al., 

2008) (図 2-6A)。実際に、窒素源飢餓下では、リボソームが液胞に運ばれており、

脱ユビキチン化酵素である Ubp3 や Bre5 がそれに関与することも報告されてい

る(Kraft et al., 2008)。さらに、窒素源飢餓下では、リボソームはタンパク質のみ

ならず、RNA 成分も分解を受けることが明らかになっている。液胞内に存在す

る RNase である Rny1 は、オートファジー経路によって液胞に運ばれた rRNA を

切断し、ヌクレオシドや塩基の形で細胞外へ漏出させていることが示唆されて

いる(Huang et al., 2015)。しかしながら、この RNA 分解は Ubp3 や Bre5 には依存

せず、リボファジーの分子機構には未だ様々な課題が残されている。 

 現在も、リボファジーについては多数の研究がなされており、RQC において

新生ペプチド鎖のユビキチン化を行う E3 リガーゼ Ltn1 によるリボソームタン

パク質 uL23 のユビキチン化が、リボファジーからリボソームを保護しているこ

とや、Ubp3 と Bre5 はこのユビキチン鎖を除去することでリボファジーを誘導

していることも報告されている(Ossareh-Nazari et al., 2014)。リボソームは多くの

タンパク質成分と RNA 成分を含む栄養価の高い構造体であることから、飢餓時

に新規タンパク質合成を抑制したり、生体材料をリサイクルしたりする点で、
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細胞にとってリボソームは好都合の分解対象であると考えられる。 

 また、TOR を阻害することで栄養飢餓シグナルを発動するラパマイシンの処

理は、翻訳開始の阻害やオートファジーの誘導、リボソームの合成阻害などを

誘導する。ラパマイシンの処理によっても、rRNA は急速に分解を受けるが、こ

れまでに述べた因子群は関与せず、リボファジーとは別経路であることが示さ

れている(Pestov and Shcherbik, 2012)。さらに、過酸化水素処理等の酸化ストレス

時には、前述の RNase である Rny1 は液胞から細胞質中に移動し、オートファジ

ー非依存に rRNA や tRNA を切断する(Thompson and Parker, 2009)。このように、

栄養飢餓やストレス時には、オートファジー依存にも非依存にもリボソームが

分解される。加えて、抗ウイルス応答時には RNaseL が(Wreschner et al., 1981; 

Hamajima et al., 2013)、小胞体ストレス応答時には Ire1 が(Iwawaki et al., 2001)、

rRNA を切断することが知られており、リボソームは様々な局面に応じて分解を

受け、細胞内のタンパク質合成の阻害に寄与すると考えられているが、今後も

詳細な解析が必要とされている。 
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図 2-6. リボソーム品質管理、分解経路の一例 

A) リボソームは多岐にわたる品質管理を受け細胞質へと移行する(考察を参照)。 
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2-1-8. リボソームタンパク質の欠失や変異に起因する疾患: リボソーム病 

リボソーム病は、リボソームを構成する因子や生合成に関わる因子の変異に

起因する疾患である(Draptchinskaia et al., 1999; Narla and Ebert, 2010)。代表例とし

ては、以下に挙げるダイアモンドブラックファン貧血、先天性角化不全症候群、

トリーチャー・コリンズ症候群がある。いずれもリボソームの生合成に関与す

る遺伝子が原因遺伝子として同定されているが、未解明な点が多く残されてい

る(図 2-7A)。 

ダイアモンドブラックファン貧血(Diamond-Blackfan Anemia; DBA)は RPS19, 

RPL5 を始めとしたリボソームタンパク質の変異によって発症する。主に造血組

織の異常が生じ、赤血球の成熟過程の阻害による再生不良性貧血を呈する先天

性疾患であり、リボソームの生合成が疾患の原因になることが明らかになった

最初の例である(Draptchinskaia et al., 1999)。DBA は、骨髄での赤芽球系の細胞が

ほとんど見られず、発癌リスクも高いことで知られているが、それは代表的な

癌抑制因子である p53 とリボソームタンパク質との関連性が原因であることが

示唆されている。p53 は、多様な生体ストレスや細胞環境の変化に応答して様々

なシグナルを発することで細胞の運命決定を行う役割を担っており、p53 自身は

E3 リガーゼである MDM2 を介して分解されることが報告されていた。これまで

に MDM2 に結合するリボソームタンパク質として RpL5 や RpL11 等の 8 種類の

タンパク質が報告されていることから、一部のリボソームタンパク質の異常に

よってリボソーム生合成量が低下し、余剰のリボソームタンパク質が産生され

ると、このうち RpL5、RpL11 等が MDM2 に結合し、その E3 リガーゼ活性を阻

害することによって、p53 が MDM2 による制御系から解放され、安定化された

p53 がアポトーシスを介した細胞死誘導を誘導することが示された(Lohrum et 

al., 2003; Dai and Lu, 2004; Chakraborty, Uechi and Kenmochi, 2011) (図 2-7B)。また

DBA モデルゼブラフィッシュ胚においてロイシン添加による翻訳活性化によっ
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て症状が緩和した報告から、リボソーム生合成異常による翻訳活性の低下が疾

患発症に関与する可能性が示唆されている(Payne et al., 2012)。 

先天性角化不全症候群(Dyskeratosis Congenita; DKC)は、爪の萎縮や皮膚の色素

沈着、粘膜の異常などの外的症状の他、骨髄不全や腫瘍化などの重篤な症状も

呈する疾患である。主な原因遺伝子としては、核小体タンパク質である DKC1

が同定されている(Heiss et al., 1998)。DKC1 は核小体低分子 RNA である snoRNA

に結合し、主に rRNA のシュードウリジン化と呼ばれるウリジン残基の異性化

に関わる因子である(Knight et al., 2001)。rRNA のウリジン化修飾は IRES(Internal 

Ribosome Entry Site)依存の mRNA の翻訳に必要であり、これらの mRNA の翻訳

効率の低下が原因であると考えられている(Yoon et al., 2006)。 

トリーチャー・コリンズ症候群(TreacherCollins Syndrome; TCS)は、頬骨や下顎

の形成不全や口蓋裂など骨格形成の異常や奇形をきたす病であり、TCOF1 が原

因遺伝子として同定されている(The Treacher Collins Syndrome Collaborative 

Group et al., 1996)。TCOF1 は rRNA の転写(Hayano et al., 2003)や 18S rRNA のメ

チル化を介した成熟化(Valdez et al., 2004; Gonzales et al., 2005)に関与する。

TCOF1 遺伝子をハプロ不全にしたマウスモデルでは、リボソームの合成量が減

少するとともに、神経外胚葉や神経堤細胞の増殖が抑制されることが知られて

いる(Dixon et al., 2006)。 

 以上の例を皮切りに、リボソーム病の発症例は多数報告されており、リボソ

ームタンパク質の変異や rRNA の成熟異常によって、造血、がん、皮膚から骨

格に至るまで様々な組織で、多様な疾患を呈することが明らかになってきた。

つまり、一見均一に存在しているように見えるリボソームも、それぞれが mRNA

に対し選択性を持っており、その特異性が多種多様な症状をもたらすという可

能性が示唆されている。近年では、このように、均一に見えるものの、本来組

み込まれているはずのリボソームタンパク質の欠失や、本来組み込まれていな
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いリボソームタンパク質の結合、またリボソームタンパク質のパラログの存在

等により、微細な差を持ったリボソームが、特定の翻訳反応を制御することが

示されており、このように特徴的なリボソームはまとめて Specialized Ribosomes

と呼ばれている(Xue and Barna, 2012; Dinman, 2016; Guo, 2018)。 

Specialized Ribosomes の一例として、DBA を誘発するリボソームが挙げられ

る。前述したように、DBA は赤血球細胞の産生障害を特徴とする遺伝性再生不

良性貧血であり、現在では、DBA の原因変異として 11 種類のリボソームタンパ

ク質のヘテロ変異もしくは染色体の欠失が報告されている。これは、全患者の

55%にも相当し、その分子基盤の解明が期待されているが、このようなリボソー

ム構成成分の変異や欠失が、なぜ赤血球細胞特異的に影響するのかは明らかに

なっていなかった。近年、リボソームとは無関係な GATA1 遺伝子が原因遺伝子

として同定され、議論を呼んでいる(Sankaran et al., 2012)。GATA1 は主に血球前

駆細胞で発現する転写因子であり、赤血球、巨核球、好酸球の前駆細胞の生存

とその分化に必須であるが、リボソームタンパク質のハプロ不全は、40S もしく

は 60Sサブユニットの合成量を低下させ生合成異常を引き起こすだけではなく、

そのようなハプロ不全リボソームは、GATA1 mRNA の翻訳活性を顕著に低下さ

せることが明らかになった。これまでの報告から、GATA1 mRNA の 5’UTR は非

常に短く、かつ特殊な RNA 二次構造を含んでいることから、このような特徴を

持つ mRNA がハプロ不全リボソームに対して選択的に影響を受けやすいことが

明らかになっている。このようにして DBA の原因変異として知られるハプロ不

全リボソームは、単にグローバルに翻訳活性を低下させる訳ではなく、選択的

に、かつ顕著に GATA1 mRNA 等の翻訳活性を低下させる。このために、転写因

子 GATA1 の産生量が極端に減少し、その下流の赤血球前駆細胞、赤血球細胞の

産生に必須な mRNA の転写やそれ由来のタンパク質の発現が損なわれる。この

ように、多様なリボソームタンパク質の変異や欠失の影響が最終的に同様の
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GATA1 mRNA の翻訳活性の低下を導き、赤血球細胞特異的に異常が生じると考

えられている(Cmejlova et al., 2006; Boultwood and Pellagatti, 2014; Ludwig et al., 

2014; Lahtvee et al., 2017; Khajuria et al., 2018) (図 2-7B)。 
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図 2-7. ダイアモンドブラックファン貧血に着目したリボソーム病の発症メカニズム 

A) リボソーム病の例。ダイアモンドブラックファン貧血はリボソーム病のモデル疾患として盛ん

に研究されている。 

B) ダイアモンドブラックファン貧血の発症メカニズム。リボソームの生合成量の低下のみなら

ず、特異的な mRNA の翻訳活性の変化が発症原因として知られている。  
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2-2. 目的 
 

本研究では、デコーディング活性を持たない機能不全リボソームの運命決定

機構について解析を行った。前述したように、A1492C 変異型リボソームは、デ

コーディングの際にリボソーム A-site の分子スイッチによる翻訳の校正機能が

完全に失われるだけではなく、小サブユニットのコンフォメーション変化が起

こらなくなるために、EF-Tu がアミノアシル tRNA から脱離せずに、翻訳反応自

体が進行しなくなることが考えられる。先行研究により、変異型 A1492C-18S 

rRNA を含む機能不全リボソームは、80S リボソームにまでアセンブリされ、翻

訳反応に参加したのち、変異を有する 40S サブユニット中の 18S rRNA のみが選

択的に分解されることが報告されている。この選択的な分解のためには、mRNA

上にリクルートされた機能不全リボソームが特異的に解離し、40S サブユニット

は分解経路に、60S サブユニットはリサイクル経路に取り込まれる必要があると

考えられる。 

 以上のことから、A1492C 変異型リボソームは、翻訳活性を持たないために

mRNA 上で停滞し、これを異常と感知されることで、特異的なリボソームの解

離反応を受けることが想定できる。そのため、18S NRD は、第 1 章で概説した

RQC 経路と酷似した反応である可能性が考えられることから、リボソームのユ

ビキチン化に着目し、解析を行った(Sugiyama et al., 2019) (図 2-8)。 

 

また、京都大学 ウイルス・再生医科学研究所の大野睦人教授、北畠真助教に、

本研究で使用したプラスミドを、東京都医学総合研究所の田中啓二理事長、佐

伯泰参事研究員には、本研究で使用したプラスミドおよび出芽酵母株を分与し

て頂いた。 
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図 2-8. 本研究の目的 
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2-3. 結果 
 

2-3-1. リボソームタンパク質 uS3 の K212 残基におけるユビキチン化は 18S 

NRD の惹起に必須である 

 RQC は、mRNA や新生ペプチド鎖の異常に伴うリボソームの異常停止、衝突

に起因する合成途上の新生ペプチド鎖の分解系である。リボソームの異常停止、

衝突は、そのセンサーである E3 リガーゼ Hel2 によって認識され、Hel2 は衝突

リボソームを構成するリボソームタンパク質 uS10 の K6/8 残基に K63 型のポリ

ユビキチン鎖を形成することで、異常翻訳中のリボソームに対し目印をつける。

RQC 経路においては、リボソームのユビキチン化は、その下流の RQT 複合体を

介したリボソームのサブユニット解離に必須であり、解離後の 60S サブユニッ

ト上では新生ペプチド鎖の分解が誘導される。 

 18S NRD においても、リボソームの翻訳活性不全により、mRNA 上で異常停

止し、80S リボソームのサブユニット解離が誘導されると想定されることから、

RQC と同様にリボソームのユビキチン化が引き金となるのではないかと考え、

変異型 rDNA をコードするレポーター遺伝子の過剰発現系を用いたスクリーニ

ングを行った。 

本研究では、18S NRD をモニターするためのレポーター遺伝子として、ガラ

クトース存在下で転写誘導される GAL7 プロモーターの下流に、18S rDNA 

WT/A1492C-5.8S rDNA-25S rDNA をコードするプラスミドを用いた(図 2-9A)。 

また、18S NRD の誘導に必須なユビキチン化標的の同定を目的とした検出感

度の高いスクリーニングを行うために、相同組替えを用いたゲノム編集技術を

用いて、リボソーム小サブユニットを構成する各リボソームタンパク質の C 末

端に 3HA タグを付加した出芽酵母株ライブラリーを構築した。これらの 3HA タ

グ出芽酵母株に対し、18S rDNA-WT もしくは 18S rDNA-A1492C をコードするレ
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ポーター遺伝子を形質転換し、ガラクトース培地で培養、転写誘導後に集菌し

た。TCA 沈殿によって濃縮、調整したサンプルをアプライし、抗 HA 抗体を用

いたウエスタンブロッティングを行うことで、細胞内で相対的に変異型 18S 

rRNA-A1492C の発現量を上昇させた際に、ユビキチン化が亢進するリボソーム

タンパク質の同定を目指した。その結果、リボソームタンパク質 uS3 の C 末端

に 3HA タグを付加した uS3-3HA 株において、プラスミドによる外因性 18S 

rRNA-A1492C の過剰発現により、uS3 のユビキチン化レベルが若干ながら増加

することが明らかになった(図 2-9B)。本解析は、GAL7 プロモーターによる過剰

発現系であるが、細胞内の 18S rDNA のコピー数とこれに由来する 18S rRNA の

発現量は非常に多いために、プラスミド由来の 18S rRNA-A1492C の発現により

検出された差は小さいと考えられる。一方で、18S rRNA-A1492C の過剰発現に

よっても、他のリボソームタンパク質のユビキチン化レベルは変化しなかった。

したがって、変異型 18S rRNA を含む機能不全リボソームでは、uS3 のユビキチ

ン化が亢進している可能性が示唆された。 
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図 2-9. 機能不全リボソームのリボソームタンパク質 uS3 ではユビキチン化が亢進する 

A) 本研究で用いた rDNA プラスミド。GAL7 プロモーターの下流に 18S rDNA を導入し、

ノーザンブロットによる検出用の特異的タグ配列や特異的精製用の MS2 配列を挿入した。 

B) 変異型 A1492C-18S rRNA の過剰発現による機能不全リボソームのユビキチン化標

的スクリーニング。野生型 18S rRNA の過剰誘導時と比較して、変異型１８S rRNA の発

現誘導時には uS3 のユビキチン化が亢進した。 
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  リボソームタンパク質 uS3 の C 末端テイルは、リボソームの表面に露出して

おり、翻訳後修飾を受けるとされている (図 2-10A)。uS3 のユビキチン化におけ

る C 末端テイルの重要性を明らかにするため、変異型 18S rRNA を過剰生産し

た酵母株から uL23-FLAG を介して 80S リボソームを精製後、ウエスタンブロッ

トを行った。uS3 の C 末端テイルには 212 番目と 223 番目に 2 つのリジン残基

が存在するが、uS3 の 212 番目のリジン残基をアルギニン残基に置換しユビキチ

ン化が起こらないようにさせた uS3-K212R 変異株においては uS3 のユビキチン

化がほぼ完全に消失した。このことから、uS3 の K212 残基は K223 残基と比較

して主要なユビキチン化部位であることが明らかになった (図 2-10B)。また抗

K63 型ポリユビキチン抗体もしくは抗 K48 型ポリユビキチン抗体を用いた解析

により、uS3 の主要なポリユビキチン鎖は K63 型である可能性が示唆された(図

2-10C)。 

実際に、uS3 の K212 残基におけるユビキチン化が変異型 18S rRNA の分解に

必須であるかを検討するため、rRNA の半減期測定を行った。18S rRNA の半減

期を測定する際には、レポーター遺伝子を形質転換した酵母株をガラクトース

培地で培養、転写誘導したのち、グルコース培地へと培地交換を行うことで転

写遮断を行った。その後、経時的にサンプリングを行い、RNA 抽出後、ノーザ

ンブロットを行った。内在性の rRNA と区別して、プラスミド由来の rRNA のみ

を特異的に評価するため、レポーター遺伝子中にタグ配列を挿入し、これに対

応するようなプローブを用いて検出を行った。 

 野生株においては、野生型 18S rRNA は非常に安定であった(t1/2>4hrs)一方で、

変異型 A1492C-18S rRNA は非常に不安定であり迅速に分解された(t1/2=0.7hrs)。

しかしながら、uS3 がユビキチン化を受けない uS3-K212R 変異株においては、

野生型 18S rRNA が非常に安定であった(t1/2>4hrs)ことに加え、変異型

A1492C-18S rRNA も分解を受けず、非常に安定であった(t1/2>4hrs)。したがって、
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uS3 の K212 残基のユビキチン化依存に変異型 18S rRNA の分解が惹起されてい

ることが明らかになった(図 2-10D)。 

以上の結果から、RQC の惹起は、E3 リガーゼ Hel2 による衝突リボソームの

uS10-K6/8 残基のユビキチン化に依存する一方で、18S NRD の惹起は、機能不全

リボソームの uS3-K212 残基のユビキチン化に依存することが示された。Hel2

によるユビキチン化標的として uS10 のほか、uS3 も報告されていたが、uS3 の

ユビキチン化は RQC の惹起に関与しないことから、その機能については未解明

であった(Matsuo et al., 2017; Simms, Yan and Zaher, 2017)。そこで、RQC の誘導

に必須な E2 酵素 Ubc4、E3 酵素 Hel2 の 18S NRD への関与について検討を行う

ため、変異型 18S rRNA の半減期測定を行った。野生株(t1/2=1.3hrs)と比較して

hel2∆においては弱いながらも表現型を示し(t1/2=1.3hrs)、部分的に寄与すること

が示唆された。また、ubc4∆において、変異型 18S rRNA は分解が完全に抑えら

れ劇的に安定化しており(t1/2>4hrs)、Ubc4 は 18S NRD に必須な E2 酵素であるこ

とが明らかになった(図 2-10E)。したがって、Hel2 を含めた複数の E3 酵素が 18S 

NRD における uS3 のユビキチン化に関与していることが考えられた。 
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図 2-10. 機能不全リボソームのリボソームタンパク質 uS3 の K212 残基ではユビキチン化が

亢進する 

A) リボソームタンパク質 uS3 のリボソーム上における位置。図は PDB: 4V88 を参照し

PyMol によって作成した。uS3 は薄黄色、uS3 のうち C 末端テイルを黄色、K212 残基を

赤色、リボソームタンパク質 Asc1 はオレンジ色で示した。 

B) リボソームタンパク質 uL23-FLAG を介した 80S リボソームの精製による uS3 のユビキチ

ン化レベルの比較。uS3-K212R 変異株においては uS3 がユビキチン化をほとんど受けない

ことが示唆された。 

C) リボソームタンパク質 uL23-FLAG を介した 80S リボソームの精製による uS3 のユビキチ

ン化レベルの比較。精製産物を抗 K63 型ポリユビキチン抗体を用いたウエスタンブロットによ

り解析すると、uS3 が受けるポリユビキチン化は K63 型であることが示唆された。(当研究室 

池内 実験データ) 

D) uS3-K212R 変異株における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定。uS3 の

K212 残基がユビキチン化を受けない uS3-K212R 変異株においては、18S NRD が完全

に阻害された。 

E) RQC関連因子hel2∆やubc4∆における変異型A1492C-18S rRNA の半減期測定。

ubc4∆においては、18S NRD が完全に阻害された一方で、hel2∆においては、部分的な表

現型を示した(当研究室 市村 卒業論文、修士論文、池内 実験データ)。 
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  当研究室 李は、機能不全リボソームにおける uS3 のユビキチン化の亢進につ

いて、詳細に解析を行うため、レポーター遺伝子の 18S rRNA 中の 9es3b region

にタンデムに繋いだ MS2 binding site を挿入することで、機能不全リボソームの

特異的精製系を構築した。MS2 binding site を挿入したレポーター遺伝子由来の

MS2-18S rRNA を組み込んだ 80S リボソームは、FLAG タグを付加した MS2 タ

ンパク質を結合させた Anti-FLAG Agarose Resin を介して特異的に精製すること

ができる(図 2-11A)。 

 実際に、機能不全リボソームの特異的精製を介して uS3 のユビキチン化レベ

ルを検討したところ、野生株では野生型リボソームと比較して変異型リボソー

ムにおいて uS3 のユビキチン化が顕著に亢進していた一方で、uS3-K212R 変異

株においては野生型リボソーム、変異型リボソームの双方において uS3 のユビ

キチン化はほぼ完全に消失していた。また、9es3b region を増幅する RT-PCR 法

により、精製産物が MS2 binding site を含む MS2-18S rRNA のみであることを確

認している。したがって、機能不全リボソームにおいて、特異的に uS3 のユビ

キチン化が亢進することが明らかになった(図 2-11B)。特に、機能不全リボソー

ムにおけるポリユビキチン化の亢進は顕著であった。 
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図 2-1１. 機能不全リボソームのリボソームタンパク質 uS3 の K212 残基では特異的にユビ

キチン化が亢進する (当研究室 李 修士論文) 

A) MS2-bs を介した機能不全リボソームの特異的精製系: MS2-Tagged RNA Affinity 

Purification (MS2-TRAP)。FLAG タグを付加した MS2 タンパク質を抗 FLAG 抗体アガ

ロースレジンに結合させ、これを介して MS2-18S rRNA を含む 80S リボソームを特異的に

精製した。 

B) MS2-TRAP により精製された 80S リボソーム中の uS3 のユビキチン化レベルの比較。

変異型 A1492C-18S rRNA を含む機能不全リボソームの uS3 の K212 残基では野生型

リボソームと比較してユビキチン化が亢進しポリユビキチン化されていた。 
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2-3-2. E3 ユビキチンリガーゼ Mag2 は uS3 をモノユビキチン化することで 18S 

NRD を誘導する 

  ユビキチン化は、E1 活性化酵素、E2 転移酵素、E3 リガーゼからなる複数の

酵素群による連続した反応である。これまでの結果から、18S NRD の惹起には、

uS3 の K212 残基のユビキチン化が必須であることが明らかになった一方で、前

項の結果により、RQC の惹起に必須な E3 リガーゼ Hel2 が 18S NRD に対し部分

的に関与することは示されていたものの、ユビキチン化反応の基質特異性を決

定づける E3 リガーゼの同定には至っていなかった。 

 当研究室では、E3 リガーゼ活性を有するドメインをコードした 75 の非必須遺

伝子の KO ライブラリを用いた遺伝学的スクリーニングを行うことで、18S NRD

の惹起に必須な E3 リガーゼとして Mag2 を同定している。実際に、rRNA の半

減期測定を行った結果、変異型 A1492C-18S rRNA が野生株において迅速に分解

されていた(t1/2=0.4hrs)一方で、mag2∆においては ubc4∆と同様に分解が完全に抑

えられ顕著に安定化する(t1/2>4hrs)ことが明らかになっている(図 2-12A)。また、

野生型 18S rRNA についてはいずれの変異株においても安定であった(t1/2>4hrs)。

したがって、E3 リガーゼ Mag2 は、E2 酵素 Ubc4 と同様に 18S NRD に必須であ

ることが明らかになった。しかしながら、18S NRD における Mag2 の作用点は

明らかになっていなかった。 

さらに、当研究室 加藤は、機能不全リボソームの特異的精製を介して uS3 の

ユビキチン化における Mag2 の機能を解析した。その結果、野生株で生じていた

機能不全リボソームにおける uS3 のユビキチン化の亢進は、mag2∆において完全

に消失していた。mag2∆における表現型は uS3-K212R 変異株と非常に類似して

おり、Mag2 による uS3 の K212 残基のユビキチン化の亢進が、機能不全リボソ

ームの分解に必須であることが明らかになった(図 2-12B)。 
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図 2-12. E3 リガーゼ Mag2 は 18S NRD における uS3 のユビキチン化に必須である (当

研究室 加藤 修士論文) 

A) mag2∆における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定。mag2∆においては、18S 

NRD が完全に阻害された。 

B) mag2∆における MS2-TRAP により精製された 80S リボソーム中の uS3 のユビキチン化

レベルの比較。変異型 A1492C-18S rRNA を含む機能不全リボソームの uS3 におけるユ

ビキチン化の亢進が mag2∆により阻害された。 
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本研究において 18S NRD の誘導に必須な因子として同定された Mag2 は

RING-Finger 型の E3 リガーゼである(図 2-13A)。そこで、18S NRD や uS3 のユ

ビキチン化における Mag2 の E3 活性の重要性について検討を行った。rRNA の

半減期測定を行ったところ、mag2∆において変異型 18S rRNA は分解を受けず顕

著に安定化されていた(t1/2>4hrs)一方で、野生型 Mag2 を相補させることで変異

型 18S rRNA は迅速に分解された(t1/2=0.46hrs)。しかしながら、Mag2 の RING ド

メインの欠失変異体(∆RING)や活性中心の点変異体(C195/198S)を発現させても

相補せず、変異型 18S rRNA は分解を受けなかった(t1/2>4hrs) (図 2-13B)。これと

一致するように、uS3 のユビキチン化レベルについても、野生型 Mag2 はその表

現型を相補した一方で、変異型∆RING や C195/198S では相補できなかった(図

2-13C)。したがって、Mag2 は自身の RING 型の E3 活性を生かし、リボソーム

タンパク質 uS3 をユビキチン化することにより、18S NRD を惹起することが明

らかになった。 

最後に、uS3 のユビキチン化における Mag2 の粗活性について、in vitro ユビキ

チン化反応を用いて解析を行った。内在性の uS3 ユビキチン化が入らない

ubc4∆uS3-3HA 株から 80S リボソームを精製して反応基質を、リコンビナントタ

ンパク質として大腸菌から Mag2 や Ubc4 等を精製し、酵素群を調整した(図

2-13D)。ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、E2 として Ubc4、

E3 として Mag2、基質として精製した 80S リボソームを反応させたのち、抗 HA

抗体を用いたウエスタンブロットを行うことで uS3のユビキチン化を検出した。

その結果、反応に必須な全ての成分を反応させた際にのみ、Mag2 は uS3 にユビ

キチン分子を 1 つ付加した(図 2-13E)。また、内在性の uS3 ユビキチン化が入ら

ない mag2∆uS3∆puS3-3HA 株から 80S リボソームを精製して基質とし、同様の反

応を行ったところ、野生型 Mag2 は uS3 をモノユビキチン化した一方で、∆RING

や C195/198S のような E3 活性を失った変異型 Mag2 は反応できなかった(図
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2-13F)。したがって、Mag2 は自身の RING ドメインを介し、uS3 に対してモノ

ユビキチン化を行う活性を有することが明らかになった。一方で、Mag2 は uS3

をポリユビキチン化する活性は有さなかった。 
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図 2-13. E3 リガーゼ Mag2 は自身の RING ドメインを介して uS3 をモノユビキチン化する 

A) Mag2 のドメイン構成。RING ドメインを青色、RING-Finger 型 E3 リガーゼで保存され

たモチーフを赤色で示した。 

B) MAG2 変異株における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定。Mag2 の RING

ドメインの活性依存に 18S NRD が惹起されることが示された。(当研究室 加藤 修士論

文) 

C) MAG2 変異株における uS3 のユビキチン化レベルの比較。Mag2 の RING ドメインの活

性依存に uS3 がユビキチン化されることが示された。(当研究室 加藤 修士論文) 

D) リコンビナント Mag2 タンパク質の精製。大腸菌株 Rosetta-gami2(DE3)において発現

誘導した Mag2 を精製し、CBB 染色により検出した。 

E) Mag2 を用いた In vitro ユビキチン化反応。ubc4∆uS3-3HA 酵母株から精製した 80S

リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、E2(Ubc4)、

E3(Mag2)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウエスタンブロットにより検出し、

uS3のユビキチン化レベルを評価した。Mag2はuS3に対しモノユビキチン化を行うことを示し

た。 

F) Mag2 を用いた In vitro ユビキチン化反応。mag2∆uS3∆puS3-3HA 酵母株から精製

した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、

E2(Ubc4)、E3(野生型もしくは変異型 Mag2)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によ

るウエスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Mag2 は uS3 に対

し RING ドメインに由来する E3 活性依存的にモノユビキチン化を行うことを示した。 
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2-3-3. Mag2による uS3のモノユビキチン化はK63型ポリユビキチン鎖の形成を

促進する 

 前項の結果から、Mag2 は uS3 をモノユビキチン化する活性を有することが明

らかになっていたが、機能不全リボソームの特異的精製の結果から、機能不全

リボソームの uS3 にはポリユビキチン鎖が伸長すること、また、抗 K63 型ポリ

ユビキチン抗体を用いたウエスタンブロットの結果から、uS3 には K63 型ポリ

ユビキチン鎖が伸長する可能性が示唆されていた。 

 まず、K63 型ポリユビキチン鎖を特異的に形成できない Ubi-K63R 変異酵母株

を用いて、実際に uS3 上に K63 型ポリユビキチン鎖が形成されるのか、を検討

した。Ubi-K63R 変異酵母株では、細胞内のユビキチン遺伝子を、全て K63 型ポ

リユビキチン鎖を伸長できない Ubi-K63R に置換しているため、K63 型ポリユビ

キチン鎖の形成が阻害される。その結果、Ubi-WT 野生酵母株において、uS3 に

は複数のユビキチン分子が付加されたポリユビキチン鎖が形成されることが明

らかになった。また、uS3 のポリユビキチン鎖の形成は、Mag2 や K212 残基に

依存していた。さらに、Ubi-K63R 変異酵母株においては、コントロールである

Ubi-WT 野生酵母株と比較して、ポリユビキチン鎖が消失し、モノユビキチン分

子が残存していたことから、uS3 に形成されたポリユビキチン鎖は K63 型ポリ

ユビキチン鎖であることを示している。したがって、Mag2 は uS3 の K212 残基

にK63型ポリユビキチン鎖が形成されるために必須であることが示唆された(図

2-14A)。 

次に、uS3 の K212 残基のポリユビキチン化に対する Mag2 の詳細な関与を明

らかにするために、FLAG タグを付加した uL23 を介した 80S リボソームのアフ

ィニティー精製と His6 タグを付加したユビキチンを介したユビキチン化タンパ

ク質のプルダウンを連続的に組み合わせ、ユビキチン化されたリボソームを精

製し、uS3 のユビキチン化の検出を試みた(図 2-14B)。その結果、uS3 のユビキ
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チン化は、野生株と比較して、uS3 にユビキチン化が入らない uS3-K212R やモ

ノユビキチン化が入らない mag2∆において劇的に減少することが示された(図

2-14C)。さらに、コントロールと比較して、Mag2 の過剰発現時には、モノユビ

キチン化型 uS3 のみならず、ポリユビキチン化型 uS3 が顕著に増加した。また、

K212 残基や Mag2 に非依存のユビキチン化型 uS3 も、非常に少ないながらも検

出された。 

以上の結果をあわせ、機能不全リボソームの uS3 の K212 残基には K63 型ポ

リユビキチン鎖が形成され、このポリユビキチン鎖の形成には Mag2 による uS3

のモノユビキチン化が必須である可能性が強く示唆されている。 
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図 2-14. リボソームタンパク質 uS3 の K212 残基は Mag2 依存に K63 型ポリユビキチン

化を受ける 

A) リボソームタンパク質 uL23-FLAG を介した 80S リボソームの精製による uS3 のユビキチ

ン化レベルの比較。K63 型ポリユビキチン鎖を形成できない Ubi-K63R 変異株を用いて解

析を行うことで、Mag2 は K212 残基における K63 型ポリユビキチン鎖の形成に必須である

ことを示した。 

B) Serial Affinity Purification。リボソームタンパク質 uL23-FLAG を介した 80S リボソーム

の精製後、RNase やグアニジン塩酸塩を用いて精製リボソームを変性させ、過剰発現した

ユビキチンの His6 タグを介して Ni-NTA ビーズによりユビキチン化リボソームタンパク質を精製

した。 

C) Serial Affinity Purification による uS3 のユビキチン化レベルの評価。uS3 の K212 残

基には Mag2 依存にポリユビキチン化が行われることが示された。 
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2-3-4. 18S NRD における Mag2 による uS3 のモノユビキチン化は Hel2 による

K63 型ポリユビキチン鎖の形成に必須である 

 これまでに、18S NRD に関与する E3 リガーゼとして Mag2 と Hel2 が同定さ

れた。18S NRD の惹起においては、uS3 が K63 型ポリユビキチン化される可能

性が示唆されていた一方で、Mag2 は uS3 のモノユビキチン化活性のみを有する

ことから、uS3 のユビキチン化における Hel2 の機能について評価した。 

 まず、Mag2 や Hel2 を過剰発現することにより uS3 のユビキチン化への影響

を検討した。その結果、Mag2 の過剰発現によっては主にモノユビキチン化が亢

進した一方で、Hel2 の過剰発現によっては主にポリユビキチン化が亢進した。

さらに、この Hel2 の過剰発現による uS3 のポリユビキチン化の亢進は、モノユ

ビキチン化が起こらない mag2∆やユビキチン化部位の変異株である uS3-K212R

では生じなかったことから、Hel2 による uS3 のポリユビキチン化は Mag2 によ

る K212 残基のモノユビキチン化に依存することが示唆された(図 2-15A,B)。 

 Mag2 によるモノユビキチン化に依存した Hel2 によるポリユビキチン化とい

う連続した多段階反応を再構成するため、in vitro ユビキチン化反応を行った。

出芽酵母に過剰生産させたのちにアフィニティー精製した Hel2 や大腸菌を用い

て発現誘導させた Mag2 を用いて、精製した 80S リボソームと反応させた(図

2-15C)。前述した結果と一致し、Mag2 の単独反応により uS3 はモノユビキチン

化された一方で、Hel2 を単独で混合した際には uS3 のユビキチン化反応は起こ

らなかった。しかしながら、Mag2 と Hel2 を共反応させることで uS3 が効率よ

くポリユビキチン化された(図 2-15D)。さらに、これらの反応は、基質とする 80S

リボソームとして、uS3 の 212 番目のリジン残基をアルギニン残基に置換した

uS3-K212R リボソームを用いた際には起こらなかった。したがって、Mag2 によ

りモノユビキチン化された uS3 を基質にして、Hel2 は uS3 の K212 残基にポリ

ユビキチン鎖を伸長することが明らかになった。 
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 さらに、Hel2 が uS3 に伸長するポリユビキチン鎖の連結様式について検討を

行うため、反応系に添加するユビキチンとして変異型ユビキチンを用いた。そ

の結果、Mag2 と Hel2 の共反応時に、野生型ユビキチンを用いた反応と比較し

て K63 型ポリユビキチン鎖を伸長できない K63R ユビキチンを用いると反応効

率が顕著に低下した(図 2-15E)。したがって、Hel2 は、Mag2 によりモノユビキ

チン化された uS3 に対し、K63 型ポリユビキチン鎖を伸長する E4 酵素として機

能することが明らかになった。 
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図 2-15. E3 リガーゼ Hel2 は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 を基質にして K６３

型ポリユビキチン鎖を形成する 

A,B) 各種変異株における Mag2 や Hel2 の過剰発現解析。Hel2 は Mag2 存在下にお

いて uS3 の K212 残基にポリユビキチン化を行うことが示唆された。 

C) リコンビナント Hel2 タンパク質の精製。Hel2-FLAG を過剰発現させた出芽酵母株から

FLAG タグを介して Hel2-FLAG を精製し、CBB 染色により検出した。 

D) Mag2 と Hel2 を用いた In vitro ユビキチン化反応。mag2∆uS3∆puS3-3HA もしくは

puS3-K212R-3HA酵母株から精製した80Sリボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必

須な ATP、ユビキチン、E1、E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2)を反応させた。反応産物を抗

HA 抗体によるウエスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Hel2

は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 の K212 残基に対しポリユビキチン鎖を伸長する

ことを示した。 

E) Mag2 と Hel2 を用いた In vitro ユビキチン化反応。ubc4∆uS3-3HA 酵母株から精製

した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン変異体、E1、

E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウエスタンブロッ

トにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Hel2 は Mag2 によりモノユビキチン

化された uS3 の K212 残基に対し K６３型ポリユビキチン鎖を伸長することを示した。 
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2-3-5. E3 ユビキチンリガーゼ Rsp5 は Hel2 と同様にかつ相加的に 18S NRD に

関与する 

 以上の結果から、uS3 は Mag2 によるモノユビキチン化、それに依存した Hel2

によるポリユビキチン化を受けることが明らかになった。しかしながら、変異

型 A1492C-18S rRNA の分解系である 18S NRD において、Mag2 は必須である一

方で、Hel2 はその欠損により非常に弱い表現型を示すことから部分的に関与す

ると考えられていた。そのため、Hel2 と相加的に機能する未同定の E3 リガーゼ

が存在すると想定し、必須遺伝子に焦点を当て、解析を進めた。 

 その結果、先行研究において、リボソームに作用し、多様なタンパク質に K63

型ポリユビキチン鎖を形成する報告例のある Rsp5 に着目した(Kwapisz et al., 

2005; Kraft and Peter, 2008; Shcherbik and Pestov, 2011)。必須遺伝子の発現抑制酵

母株の構築のため、DAmP (Decreased Abundance by mRNA Perturbation) 法と呼ば

れるゲノム編集技術を用いた。DAmP 法では、標的遺伝子の終止コドンの直後

に薬剤耐性遺伝子を相同組換えによって挿入し、相対的に 3’UTR の長さを延長

させることで、NMD を介した標的 mRNA の分解を誘導し、必須遺伝子の発現

量を低下させる。 

  18S NRD の惹起に E3 リガーゼ Rsp5 が関与するのか、を検討するため、rRNA

の半減期測定を行った。変異型 A1492C-18S rRNA は、野生株において迅速に分

解を受けていた(t1/2=0.6hrs)一方で、発現抑制株である rsp5-DAmP においては著

しく安定化した(t1/2=2.8hrs)。さらに、前述した結果より、hel2∆において変異型

A1492C-18S rRNA が若干安定化していた(t1/2=1.3hrs)が、二重変異株である

hel2∆rsp5-DAmP においては劇的に安定化しており (t1/2>4hrs)、mag2∆や

uS3-K212R 変異株と同様にその分解が完全に抑えられた(図 2-16A)。したがって、

Hel2 と Rsp5 は 18S NRD において独立に関与し、相加的に機能することが明ら

かになった。 
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 次に、uS3 のユビキチン化に対する Rsp5 の関与について検討を行うため、そ

れぞれの因子の過剰発現下における uS3 のユビキチン化レベルについて解析し

た。その結果、Rsp5 の過剰発現によって uS3 のポリユビキチン化が亢進してお

り、これは mag2∆において起こらなかったことから、Rsp5 は Mag2 依存に uS3

をポリユビキチン化することが示唆された(図 2-16B)。この表現型は、uS3 のユ

ビキチン化における Hel2 の機能と酷似しており、18S NRD の惹起において Rsp5

が Hel2 と相加的に機能することと一致する。 

 最後に、これまでに 18S NRD に関与することで同定した 3 つの E3 リガーゼ

について、各変異株において MS2 配列を介した機能不全リボソームの特異的精

製を行うことで、18S NRDにおけるuS3のユビキチン化との関連性を検討した。

野生株において、機能不全リボソーム中の uS3 は非常に効率よくユビキチン化

を受けていたが、mag2∆においては、uS3 のモノユビキチン化のみならずポリユ

ビキチン化も完全に消失した。この結果は、Mag2 による uS3 のモノユビキチン

化が、ポリユビキチン鎖の形成にも必須であることを示している。一方で、hel2∆

においては、uS3 のユビキチン化レベルにほぼ変化がなかったが、Rsp5 の発現

抑制株である rsp5-DAmP においては、uS3 のポリユビキチン化が顕著に減少し

ており、Rsp5 が機能不全リボソーム中の uS3 に対しポリユビキチン化を行うこ

とが明らかになった(図 2-16C)。 
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図 2-16. E3 リガーゼ Rsp5 は 18S NRD において Hel2 と独立に、かつ相加的に機能する 

A) rsp5-DAmP に お け る 変 異 型 A1492C-18S rRNA の 半 減 期 測 定 。

hel2∆rsp5-DAmP においては、18S NRD が完全に阻害された。 

B) 各種変異株における Mag2 や Hel2、Rsp5 の過剰発現解析。Rsp5 は Hel2 と同様

に Mag2 存在下において uS3 にポリユビキチン化を行うことが示唆された。 

C) rsp5-DAmP における MS2-TRAP により精製された 80S リボソーム中の uS3 のユビキ

チン化レベルの比較。変異型 A1492C-18S rRNA を含む機能不全リボソームの uS3 にお

けるポリユビキチン化の亢進が rsp5-DAmP により阻害された。 
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2-3-6. E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 と Rsp5 は、Mag2 によるモノユビキチン化

された uS3 を基質として、多段階のポリユビキチン化反応を行う 

これまでに、E3 リガーゼ Hel2 は、Mag2 によりモノユビキチン化された uS3

を基質にして、K63 型ポリユビキチン鎖を形成することを明らかにしている。

そこで、18S NRD に対して Hel2 と独立かつ相加的に機能することで同定した

E3 リガーゼ Rsp5 が、Hel2 と同様の多段階反応により uS3 にポリユビキチン鎖

を形成するのか、in vitro ユビキチン化反応を用いて解析を行った。 

基質として精製した 80S リボソームと、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユ

ビキチン、E1 酵素、E2 酵素として Ubc4、E3 リガーゼとして Mag2 や Hel2、Rsp5

を様々な組み合わせで反応させた。Hel2 は、出芽酵母に過剰生産させた後にア

フィニティー精製を行うことで、Mag2 や Rsp5 は、大腸菌で発現誘導させた後

にプルダウンを行うことで調整を行った(図 2-17A)。 

これまでの結果と一致して、Mag2 の単独反応では uS3 がモノユビキチン化さ

れ、Hel2 は Mag2 と共反応させることで uS3 をポリユビキチン化した。また、

Hel2 の単独反応では uS3 にユビキチン化が起こらなかった一方で、Rsp5 の単独

反応では uS3 がポリユビキチン化された。そこで、Rsp5 と Mag2 を共反応させ

たところ、Rsp5 の単独反応時と比較して、新たな uS3 のポリユビキチン化が検

出できたため、ウエスタンブロットにおける反応産物の泳動度の違いから、ユ

ビキチン鎖の帰属を行なった(図 2-17B)。Mag2 と Rsp5 の共反応時に検出できた

2 つのユビキチン鎖のうち、相対的に大きなバンドである Upper-Ub は、Mag2

と Hel2 の共反応時に形成されたユビキチン鎖と同じパターンである一方で、相

対的に小さなバンドである Lower-Ub は、Rsp5 の単独反応時に形成されたユビ

キチン鎖と同じ泳動パターンを示した。したがって、Upper-Ub は Mag2 による

モノユビキチン化に依存したポリユビキチン鎖、Lower-Ub は Mag2 に非依存の

ポリユビキチン鎖であることが明らかになった。 
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Hel2 は uS3 の K212 残基に対して、Mag2 によるモノユビキチン化依存にポリ

ユビキチン鎖を形成する。前述したポリユビキチン鎖の泳動度の違いが、ユビ

キチン化部位の差異により生じていると想定し、反応の基質として uS3 の K212

残基にユビキチン化が入らない uS3-K212R リボソームを用いて検討を行った。

その結果、uS3-K212R リボソームを基質とした反応では、Rsp5 の単独反応時に

形成される Mag2 に非依存の Lower Ub のみが検出できた一方で、Mag2 の単独

反応時に形成される uS3のモノユビキチン化やMag2とHel2もしくは Rsp5の共

反応時に形成される Mag2 に依存の Upper Ub は検出できなかった(図 2-17C)。

したがって、Mag2 による uS3 のモノユビキチン化、Upper Ub として帰属される

Mag2 によるモノユビキチン化に依存した Hel2 や Rsp5 による uS3 のポリユビキ

チン化はuS3のK212残基に生じていることが明らかになった。さらに、Lower Ub

として帰属される Mag2 に非依存の Rsp5 による uS3 のポリユビキチン化は uS3

の K212 残基以外の部位に生じていることが明らかになった。 

これまでの解析結果から、uS3 の K212 残基における Mag2 によるモノユビキ

チン化に依存した Hel2 や Rsp5 によるポリユビキチン化 (Upper Ub) は、18S 

NRD に必須であることは明らかである。そこで、uS3 の K212 残基以外に生じる

Mag2 に非依存の Rsp5 によるポリユビキチン化 (Lower Ub) が、18S NRD に関

与するのか、検討を行った。まず、Lower Ub が生じるユビキチン化部位を同定

するため、翻訳後修飾を受けると報告のある uS3 の C 末端テイルに着目した。

Rsp5 の単独反応の結果、野生型リボソームや uS3-K212R リボソームではポリユ

ビキチン鎖が形成された一方で、C 末端テイル(212-240 アミノ酸)を欠損させた

uS3-N(1-211)リボソームを基質にした場合には反応が起こらなかった(図 2-17D)。

したがって、Mag2 に非依存の Rsp5 によるポリユビキチン化 (Lower Ub) は、uS3

の C 末端テイルのうち、K212 残基以外の部位に生じていることが示唆された。

C 末端テイルに含まれ、ユビキチン化の標的となりうるリジン残基は、K212 残
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基とK223残基のみであることから、uS3のK223残基に着目して解析を進めた。

Rsp5 の単独反応の結果、野生型リボソームや uS3-K212R リボソームではポリユ

ビキチン鎖が形成された一方で、uS3 の K223 残基にユビキチン化が入らない

uS3-K223RリボソームやuS3-K212/223Rリボソームを基質にした場合には反応が

起こらなかった(図 2-17E)。したがって、Lower Ub として帰属された Mag2 に非

依存の Rsp5 によるポリユビキチン化は、K223 残基に生じていることが明らか

になった。さらに、野生型リボソームに対する Mag2 と Rsp5 の共反応時に形成

されていたUpper UbおよびLower Ubの2パターンのポリユビキチン鎖のうち、

uS3-K212R リボソームでは Mag2 に依存した Upper Ub が消失、uS3-K223R リボ

ソームでは Mag2 に非依存の Lower Ub が消失、uS3-K212/223R リボソームでは

Upper Ub および Lower Ub の両方が消失した。 

以上の結果から、少なくとも本研究で行った in vitro ユビキチン化反応中では、

uS3のK212残基におけるMag2によるモノユビキチン化に依存したHel2やRsp5

によるポリユビキチン化 (Upper Ub) と K223 残基における Mag2 に非依存の

Rsp5 によるポリユビキチン化 (Lower Ub)が生じていることが明らかになった。 
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図 2-17. E3 リガーゼ Hel2、Rsp5 は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 を基質にし

てポリユビキチン鎖を形成する 

A) リコンビナント Rsp5 タンパク質の精製。大腸菌株 Rosetta-gami2(DE3)において発現

誘導した Rsp5 を精製し、CBB 染色により検出した。 

B) Mag2 と Hel2、Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。ubc4∆uS3-3HA 酵母株か

ら精製した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、
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E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2、Rsp5)を反応させた。反応産物を抗HA 抗体によるウエスタ

ンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Hel2、Rsp5 は Mag2 により

モノユビキチン化された uS3 に対しポリユビキチン鎖を伸長することを示した一方で、Rsp5 は

Mag2 非依存にもポリユビキチン鎖を伸長した。 

C) Mag2 と Hel2、Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。uS3∆uS3-K212R-3HA 酵

母株から精製した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、

E1、E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2、Rsp5)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウ

エスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Hel2 や Rsp5 による

Mag2 依存のポリユビキチン化は uS3 の K212 残基に生じていた一方で、Rsp5 による

Mag2 非依存のポリユビキチン化は K212 残基以外の部位に生じていることが明らかになっ

た。 

D) Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。uS3∆uS3-WT-3HA、

uS3∆uS3-K212R-3HA、uS3∆uS3-N(1-211)-3HA 酵母株から精製した 80S リボソーム

を基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、E2(Ubc4)、E3(Rsp5)を反

応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウエスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化

レベルを評価した。Rsp5 による Mag2 非依存のポリユビキチン化は K212 残基以外の C

末端テイルに生じていることが明らかになった。 

E) Mag2 と Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。uS3∆uS3-WT-3HA、

uS3∆uS3-K212R-3HA、uS3∆uS3-K223R-HA、uS3∆uS3-K212/223R-3HA 酵母株

から精製した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、

E2(Ubc4)、E3(Mag2、Rsp5)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウエスタンブロ

ットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Rsp5 による Mag2 非依存のポリ

ユビキチン化は K223 残基に生じていることが明らかになった。 
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次に、Lower Ub として帰属した uS3 の K223 残基における Mag2 に非依存の

Rsp5 によるポリユビキチン化が、18S NRD に関与するのか、を検討するため

rRNA の半減期測定を行った。その結果、uS3 の K223 残基にユビキチン化が入

らない uS3-K223R 変異株においても、変異型 A1492C-18S rRNA は迅速に分解さ

れていた(図 2-18A)。したがって、uS3 の K223 残基におけるユビキチン化は、

18S NRD に関与しないことが明らかになった。以上の結果から、uS3 の K212 残

基におけるMag2によるモノユビキチン化に依存したHel2やRsp5によるポリユ

ビキチン化が、18S NRD に必須であることを明らかにした。

 

図 2-18. Rsp5 が Mag2 非依存に行う uS3-K223 残基におけるポリユビキチン化は 18S 

NRD に関与しない 

A) uS3-K223R もしくは uS3-K212/223R における変異型 A1492C-18S rRNA の半減

期測定。uS3-K223R 変異株においては、変異型 18S rRNA は迅速に分解された。 
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  最後に、18S NRD の惹起に必須なユビキチン鎖の連結様式の同定を試みた。

これまでの複数の解析結果により、uS3 に入るポリユビキチン鎖は K63 型であ

ることが示唆されていたため、In vitro ユビキチン化反応に添加するユビキチン

として、K63 型ポリユビキチン鎖のみを伸長できる K63(1)ユビキチン変異体を

用いて解析を進めた。その結果、uS3 の K212 残基における Mag2 によるモノユ

ビキチン化に依存した Hel2 や Rsp5 によるポリユビキチン化 (Upper Ub) や、

K223 残基における Mag2 に非依存の Rsp5 によるポリユビキチン化 (Lower Ub) 

のいずれについても、野生型ユビキチンを用いた反応と同様に、K63(1)ユビキチ

ン変異体を用いても伸長していたことから、いずれのユビキチン鎖も K63 型ポ

リユビキチン鎖であることが示唆された(図 2-19A)。 

 次に、解析の解像度を上げるために、uS3 の K223 残基にユビキチン化が生じ

ない uS3-K223R リボソームを基質として用い、18S NRD の惹起に必須である uS3

の K212 残基におけるユビキチン化反応のみをモニターした。その結果、前述し

た結果と一致して、Mag2 によるモノユビキチン化に依存したポリユビキチン鎖

は、野生型ユビキチンを用いた反応と同様に、K63(1)ユビキチン変異体を用いて

も伸長していたことから、Hel2 や Rsp5 はモノユビキチン化された uS3 に対し、

K63 型ポリユビキチン鎖を伸長する E4 酵素として機能することが示された(図

2-19B)。 

したがって、18S NRD の惹起では、Mag2 によりモノユビキチン化された uS3

の K212 残基を基質にして、Hel2 や Rsp5 が K63 型ポリユビキチン鎖を形成する

ことが、必須であることを明らかにした(図 2-19C)。
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図 2-19. E3 リガーゼ Hel2、Rsp5 は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 を基質にし

て K63 型ポリユビキチン鎖を形成する 

A) Mag2 と Hel2、Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。mag2∆uS3-3HA 酵母株か

ら精製した 80S リボソームを基質とし、ユビキチン化反応に必須な ATP、ユビキチン変異体、

E1、E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2、Rsp5)を反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウ

エスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。Hel2、Rsp5 は Mag2

によりモノユビキチン化された uS3 に対し K63 型ポリユビキチン鎖を伸長することを示した。 

B) Mag2 と Hel2、Rsp5 を用いた In vitro ユビキチン化反応。

mag2∆uS3∆uS3-K223R-3HA 酵母株から精製した 80S リボソームを基質とし、ユビキチ

ン化反応に必須な ATP、ユビキチン変異体、E1、E2(Ubc4)、E3(Mag2、Hel2、Rsp5)を

反応させた。反応産物を抗 HA 抗体によるウエスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン

化レベルを評価した。Hel2、Rsp5 は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 の K212 残

基に対し K63 型ポリユビキチン鎖を伸長することを示した。 

C) 提唱された多段階ユビキチン化反応モデル。翻訳不全を引き起こした機能不全リボソ

ームは、Mag2 によるモノユビキチン化を受けたのち、Hel2 や Rsp5 により K63 型ポリユビキ

チン化を受ける。翻訳に必要不可欠なリボソームの選択的な分解は、厳密な制御下で惹

起されることを示している。 
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2-3-7. リボソームタンパク質 Asc1 は uS3 の効率的なユビキチン化に関与する 

  先行研究において、18S NRD に関与することで報告されているリボソームタ

ンパク質 Asc1 や mRNA 品質管理因子 Dom34 について、18S NRD における uS3

のユビキチン化やサブユニット解離への影響を検討した(Cole et al., 2009; 

Limoncelli, Merrikh and Moore, 2017)。実際に、当研究室 市村や池内が行った変

異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定の結果、野生株 (t1/2=0.5hrs) と比較して、

asc1∆ (t1/2=2.44hrs) や dom34∆ (t1/2=2.96hrs) において半減期が延長し、安定化し

ていたことから、18S NRD の誘導には、Asc1 や Dom34 が関与することが示さ

れた(図 2-20A)。 

  まず、uS3 のユビキチン化における Asc1 や Dom34 の関与を検討するため、当

研究室 李は、それぞれの変異株において、MS2 配列を用いた機能不全リボソー

ムの特異的精製を行うことで、uS3 のユビキチン化レベルを検出した。その結果、

野生株と比較して dom34∆では変化がなかったが、asc1∆においては顕著に uS3

のユビキチン化レベルが低下していた(図 2-20B)。リボソームタンパク質 Asc1

はリボソーム上で 18S NRD におけるユビキチン化標的である uS3 に近接してお

り、様々な反応の足場タンパク質として機能することが報告されていることか

ら、Asc1 は E3 リガーゼ等がリクルートされる足場として関与し、uS3 のユビキ

チン化の効率に影響するのではないかと考えた。そのため、ASC1 の存在下もし

くは非存在下から 80S リボソームを調整し、これらを基質とした in vitro ユビキ

チン化反応を行うことで、Mag2 によるユビキチン化の濃度依存性を検討した。

その結果、Asc1 を含む 80S リボソームと比較し、Asc1 を含まない 80S リボソー

ムを反応の基質とした際には、Mag2 による uS3 のモノユビキチン化の効率が顕

著に低下していた(図 2-20C)。 

 以上の結果から、Asc1 は、効率的な Mag2 による uS3 のモノユビキチン化に

関与することが明らかになった。効率的なモノユビキチン化は、モノユビキチ
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ン化に依存した Hel2 や Rsp5 によるポリユビキチン鎖の形成の効率にも影響し

うることから、Asc1 は 18S NRD において効率的なユビキチン鎖の形成を支持す

ることで、18S NRD に寄与していると考えられる。 

  一方で、元来、Dom34 はノンストップ mRNA の 3’末端で停滞したリボソーム

の解離に必須な因子であり、その解離反応を介して異常ノンストップ mRNA の

分解系である NSD を促進することが報告されている(Tsuboi et al., 2012; Hilal et 

al., 2016)。そのため、機能不全リボソームの uS3 のユビキチン化レベルに関与

しなかった Dom34 は、uS3 のユビキチン化の下流で、もしくは uS3 のユビキチ

ン化とは独立に、機能不全リボソームの機能する可能性が考えられる。 
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図 2-20. リボソームタンパク質 Asc1 は効率的な uS3 のユビキチン化に関与する 

A) asc1∆や dom34∆における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定。asc1∆や

dom34∆においては、18S NRD が抑制された。(当研究室 市村 卒業論文、修士論文、

池内 実験データ) 

B) asc1∆や dom34∆における MS2-TRAP により精製された 80S リボソーム中の uS3 の

ユビキチン化レベルの比較。変異型 A1492C-18S rRNA を含む機能不全リボソームの

uS3 におけるポリユビキチン化の亢進が asc1∆では抑制された。(当研究室 李 実験デー

タ) 

C) Mag2 を用いた In vitro ユビキチン化反応。mag2∆uS3∆puS3-WT-3HA もしくは

mag2∆asc1∆uS3∆puS3-WT-3HA 酵母株から精製した 80S リボソームを基質とし、ユビ

キチン化反応に必須な ATP、ユビキチン変異体、E1、E2(Ubc4)、E3(Mag2)を反応させ、

uS3 のユビキチン化における Mag2 の濃度依存性を検討した。反応産物を抗 HA 抗体に

よるウエスタンブロットにより検出し、uS3 のユビキチン化レベルを評価した。 
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2-4. 考察 
 
2-4-1. 機能不全リボソームはリボソームタンパク質 uS3 の K212 残基において

ユビキチン化され、18S NRD により分解誘導される 

本研究では、コドン解読を行うリボソームの活性部位である 18S rRNA 上のデ

コーディングセンターに変異を持つ機能不全リボソームの運命決定機構につい

て解析を行った。デコーディングセンターの活性残基である 18S rRNA の A1492

残基は、コドン-アンチコドンの双方と水素結合を形成することで、正確な塩基

対形成をモニターし、自身の構造変化を伴いながら翻訳伸長反応を進める。つ

まり、活性残基に変異を有する 18S rRNA-A1492C 機能不全リボソームは、デコ

ーディング活性を失い、翻訳伸長不全に陥ると考えられ、また、その変異によ

って翻訳の正確性が欠損するのみならず、翻訳活性自体が失われ、初めてデコ

ーディング活性を要する翻訳開始時に mRNA 上で停止する、もしくは劇的にそ

の翻訳効率が低下すると想定される。 

翻訳伸長阻害を受けたリボソームをハブとする翻訳品質管理機構として RQC

が知られる。RQC は、mRNA や合成された新生ペプチド鎖の異常に依存してリ

ボソームが mRNA 上で停止した際に、先頭で停止したリボソームに対し後続の

リボソームが衝突することで惹起される。リボソームの衝突センサーとして E3

ユビキチンリガーゼ Hel2 が同定されており、Hel2 は衝突リボソーム中のリボソ

ームタンパク質 uS10 に対し K63 型ポリユビキチン鎖を伸長することで、異常翻

訳状態に陥ったリボソームに目印をつけ、RQC を惹起する。ユビキチン化され

たリボソームには、その解離を担う RQT 複合体がリクルートされ、リボソーム

を解離することによって、合成途上のペプチド鎖の分解を誘導する。このよう

に、異常翻訳を引き起こしたリボソームに対し、ユビキチン鎖という目印をつ

けることで、細胞内に品質管理の必要性を伝達していると考えられる。 
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変異型 18S rRNA を含む機能不全リボソームについても、前述したように翻訳

不全に陥り、mRNA 上で停止する可能性が高いと考えられることから、本研究

により、デコーディング活性を失った機能不全リボソームの分解系である 18S 

NRD には、リボソームタンパク質 uS3 の K212 残基におけるユビキチン化が必

須であることを明らかにした。 

RQC では、mRNA のコーディング領域において異常停止、衝突したリボソー

ムに目印をつけるため、uS10 をユビキチン化するが、18S NRD においては、翻

訳開始時に翻訳活性不全が判明すると想定されることから、開始コドン上で停

滞したリボソームに目印をつけるため、uS10 ではなく異なるリボソームタンパ

ク質である uS3 にユビキチン化を行うと考えられる。さらに、RQC の惹起時は、

mRNA や新生ペプチド鎖の異常により翻訳停止が起こるため、リボソーム自身

は正常であると考えられる。このため、新生ペプチド鎖は RQC により、mRNA

は NGD により分解する一方で、リボソームは分解せずにリサイクルすると想定

される。一方で、18S NRD の惹起時には、mRNA は正常である一方で、リボソ

ーム自身の活性に異常がある。そのため、mRNA は分解せずに、活性不全に陥

ったリボソームのサブユニットを特異的に分解する必要がある。以上のように、

同じようなリボソームの停止であっても、品質管理の対象となるリボソームの

mRNA 上での存在位置を、リボソームのコンフォメーションや新生ペプチド鎖

の有無、P-site tRNA の組成により検知することで、ユビキチン化する標的部位

を変化させ、RQC を誘導するべきか、18S NRD を惹起するべきかを細胞は選択

していると考えられる。 

 

2-4-2. 18S NRDにおける uS3のユビキチン化は複数の E3リガーゼによる多段階

反応であり、それによる K63 型ポリユビキチン鎖の形成が 18S NRD の惹起に必

須である 
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本研究の結果、18S NRD における uS3 のユビキチン化は複数の E3 リガーゼに

よる特徴的な多段階反応であることが明らかになった(図 2-21)。18S NRD の惹

起に必須である uS3 の K212 残基におけるユビキチン化については、Mag2、Hel2、

Rsp5 により行われる。rRNA の安定性測定の結果から、変異型 A1492C-18S rRNA

の半減期は、野生株で t1/2=0.4hrs と非常に不安定であった一方で、mag2∆では

t1/2>4hrs と分解が完全に抑えられ非常に安定であった。また、hel2∆では t1/2=1.3hrs、

rsp5-DAmP では t1/2=2.8hrs と単独変異株では弱い表現型であったが、

hel2∆rsp5-DAmP では t1/2>4hrs と著しく安定化した。したがって、Hel2 と Rsp5

は独立に、かつ相加的に機能していると考えられる。また、in vitro ユビキチン

化反応の結果から、Hel2 と Rsp5 は Mag2 によりモノユビキチン化された uS3 を

基質にして、K63 型ポリユビキチン鎖を伸長する E4 酵素であることを示した。

以上の結果から、18S NRD における uS3 のユビキチン化反応は 2 段階であり、1

段階目の Mag2 によるモノユビキチン化によって活性異常を示す機能不全リボ

ソームに対し目星をつけ分解対象の候補として選別したのち、2 段階目の Hel2

やRsp5によるK63型ポリユビキチン化によって分解対象としての正式な目印が

つけられ、18S NRD を介して分解誘導されると考えられる。このモデルは、MS2

配列を用いた機能不全リボソームの特異的精製の結果とも一致しており、野生

型リボソームと比較して、機能不全リボソームにおいてはモノユビキチン化の

みならず、特にポリユビキチン化が顕著に亢進していた。 

先行研究において、Rsp5 は栄養飢餓時に正常なリボソームを分解する

Ribophagy に関与することが示唆されているほか(Kraft and Peter, 2008)、豊富な栄

養培地中でもオートファジー非依存にリボソームを分解誘導する(Shcherbik and 

Pestov, 2011)ことが報告されている。豊富な栄養条件における細胞は、代謝活性

も高く、細胞内の RNase により無差別に損傷を受けた rRNA や noncoding RNA

を迅速に分解する活性を有しているために(Deutscher, 2003)、このように僅かで
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も損傷を受けたリボソームを除去し、無傷のリボソームのみを選択的に細胞内

に維持する。このプロセスに Rsp5 が関与すると示唆されている。この分子メカ

ニズムについては、不明な点が多数残されているが、実際に RSP5 の温度感受性

変異株においては、無差別に rRNA が断片化し、特に翻訳伸長中のリボソーム

を示す polysome 量が減少していることから、Rsp5 は翻訳伸長段階に移行した後

のリボソームを崩壊させることが報告されている(Shcherbik and Pestov, 2011)。本

研究においても、コントロールと比較して rsp5-DAmP 変異株では、野生型 18S 

rRNA の半減期が若干不安定化していることが検出されている。このようにして、

Rsp5 は正常なリボソームであったとしても、細胞内の RNase 等により何らかの

損傷を受けた rRNA を迅速に除去し、細胞内のリボソームの品質を高く維持す

る機能を有すると考えられ、翻訳活性不全を有する変異型 A1492C-18S rRNA の

分解に関与することとも一致する。Rsp5 は先行研究において polysome 中のリボ

ソームを崩壊させ、それぞれのサブユニット中の rRNA を断片化させているこ

とから、翻訳伸長中に異常を生じたリボソームに対しアクセスし、分解誘導し

ていると考えられる。また、Hel2 は、翻訳伸長阻害により異常停止、衝突した

リボソームに対しリクルートされ、RQC を惹起することから、翻訳伸長中のリ

ボソームに対してアクセスすることは明らかである。以上のことから、Hel2 や

Rsp5 は何らかの形で翻訳開始過程から翻訳伸長過程に移行してしまった機能不

全リボソームに対して作用し、uS3 のポリユビキチン化を介してリボソームの品

質管理を行う最後の砦として機能すると考えられる。 

以上の結果をあわせ、開始コドン上で翻訳不全に陥った機能不全リボソーム

は、Mag2 によりその uS3 がモノユビキチン化され、翻訳異常を示すリボソーム

の候補として選別された後、何らかの要因で、翻訳伸長過程に移行した機能不

全リボソームに対して、Hel2 や Rsp5 がそれらを認識し、uS3 を K63 型ポリユビ

キチン化することで、18S NRD を促進すると考えられる。しかしながら、これ
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らの基質特異性の詳細については未解明な点が多く残されており、今後の研究

が期待されている。 

さらに、前述したように、Rsp5 は野生型リボソームの僅かな損傷等を検知し

て分解へと導くことが報告されている。本研究で検出された uS3 のユビキチン

化は、野生型 18S rRNA を含むリボソームにおいても僅かながら生じていること

から、これにも何らかの意義があると考えられる。哺乳類細胞では、UV 照射や

アミノ酸飢餓等のストレス条件において、uS3 のモノユビキチン化が細胞生存率

に関与することが報告されており(Higgins et al., 2015; Jung et al., 2017)、野生型リ

ボソームであっても何らかの損傷やストレスを受けた際には、uS3 のユビキチン

化がその下流の反応に重要であると考えられる。これらを踏まえると、18S NRD

のように迅速な反応が必須な場合に、uS3 はポリユビキチン化され、細胞は即座

に応答すると想定される。 
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図 2-21. 本研究により提唱された機能不全リボソームの分解系 18S NRD のモデル 

デコーディングセンターに変異を有し、翻訳活性不全に陥った機能不全リボソームは、リボソ

ームタンパク質 uS3 の K212 残基において複数の E3 リガーゼによる多段階ユビキチン化反

応をうけ、K63 型ポリユビキチン鎖を形成する。これを引き金にして、機能不全リボソームが

サブユニット解離されることで、変異を有する 40S サブユニット中の 18S rRNA の選択的な

分解が可能になっている。 
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2-4-3. 機能不全リボソームはuS3のユビキチン化依存的にサブユニット解離し、

40S サブユニット中の変異型 18S rRNA の選択的な分解を可能にする 

 18S NRD では、変異を持つ 40S サブユニット中の 18S rRNA のみが分解をう

け、その会合パートナーであり正常な 60S サブユニット中の 25S rRNA は非常に

安定である(LaRiviere et al., 2006)。翻訳活性不全を示す機能不全リボソームは、

80S リボソームにまでアセンブリされた後に分解を受けることから、そのサブユ

ニット解離が必須であると考えられる。 

 当研究室では、ショ糖密度勾配遠心法とノーザンブロット法を用いて機能不

全リボソームのチェイス実験を行うことで、uS3 の K212 残基におけるユビキチ

ン化が機能不全リボソームのサブユニット解離に必須であることを明らかにし

ている(Sugiyama et al., 2019)。したがって、uS3 のユビキチン化に依存して機能

不全リボソームが解離するためには、ユビキチン化を認識して何らかのリボソ

ーム解離因子がリクルートされると考えられる。 

RQC の誘導過程においては、衝突リボソーム中のリボソームタンパク質 uS10

が Hel2 によって K63 型ポリユビキチン化を受ける。このリボソーム上のユビキ

チン鎖を目印として、リボソームの解離を担う RQT 複合体がリクルートされ、

衝突リボソームが解離し、新生ペプチド鎖の分解の舞台となる 60S RNCs が産生

される(Matsuo et al., 2017, 2020; Sitron, Park and Brandman, 2017)。RQT 複合体は、

RNA ヘリカーゼ活性を有する Slh1、ユビキチン結合能を有する Cue3、機能未知

の Rqt4/Ykr023w から構成される。当研究室では、18S NRD においても、RQC

と同様に翻訳不全に陥ったリボソームが、自身の K63 型ポリユビキチン化依存

に解離を受けることから、機能不全リボソームの解離反応における RQT 複合体

の機能解析を行っている。 

  18S NRD における RQT 複合体の関与を検討するため、当研究室 市村は、各

変異株における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定を行なった。その結果、
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slh1∆において、変異型 rRNA は分解を受けず劇的に安定化していた(t1/2>4hrs)。

Slh1 は、ATPase 活性を有する RecA ドメインと機能未知の Sec63 ドメインを 2

度繰り返す非常に特徴的なアミノ酸配列により構成されるが、そのうち N 末端

側の RecA1 ドメインの K316 残基が、RQC における衝突リボソームの解離活性

に必須であることが報告されている(Matsuo et al., 2017, 2020) (図 2-22A)。そこで、

slh1∆酵母株に対し、野生型 SLH1 をプラスミドにより発現させると、slh1∆の表

現型は完全に相補され、変異型 18S rRNA は迅速に分解された(t1/2=0.58hrs) 。そ

の一方で、ATPase 活性に欠損を示す変異型 SLH1-K316R をプラスミドにより発

現させても、slh1∆の表現型は相補されず、変異型 18S rRNA は分解されず非常

に安定であった(t1/2>4hrs)。以上の結果から、RQC において衝突リボソームのサ

ブユニット解離を行う RQT 複合体中の Slh1 の ATPase 活性が、18S NRD の誘導

に必須であることが明らかになった(図 2-25B)。 

  また、RQC における RQT 複合体の構成成分である Cue3、Rqt4/Ykr023w につ

いても、同様に解析を行ったところ、cue3∆においては、変異型 rRNA は分解を

受けていた(t1/2=0.72hrs)が、rqt4/ykr023w∆においては、弱いながらも変異型 rRNA

が安定化していた(t1/2=1.73hrs) (図 2-22B)。RQC においても、Cue3 や Ykr023w

は Slh1 と比較してその欠損株は非常に弱い表現型を示すことを鑑みると、18S 

NRD に対し Rqt4/Ykr023w は関与しており、Cue3 は関与しない、と考えられる。

したがって、18S NRD においては、Slh1 と Rqt4/Ykr023w が関与しており、それ

らがCue3以外のユビキチン結合能を持つ未同定のタンパク質Xと複合体を形成

し、機能不全リボソームの解離に機能すると考えられる。RQC においてはリボ

ソームタンパク質 uS10 のユビキチン化、18S NRD においてはリボソームタンパ

ク質 uS3 のユビキチン化が引き金となることから、それぞれのユビキチン鎖に

特化した認識分子(ユビキチンデコーダー)が存在し、その違いによって下流に伝

達されるシグナルが異なっていると想定される。さらに、当研究室では、ショ
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糖密度勾配遠心法を用いた機能不全リボソームのチェイス実験を行うことで、

Slh1のATPase活性が機能不全リボソームの解離に必須であることを明らかにし

ている(図 2-22C) (Sugiyama et al., 2019)。したがって、RQC と 18S NRD におい

ては、ともに RQT 複合体中の Slh1 が有する ATPase 活性によりリボソームのサ

ブユニット解離が誘導されるが、ユビキチン化を受ける標的タンパク質が異な

ることで、その基質を認識してリクルートされる RQT 複合体中のユビキチン結

合タンパク質が異なると推察される。 
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図 2-22. Slh1 の ATPase 活性は 18S NRD の誘導に必須である 

A) Slh1 のドメイン構造。Ski2-like RNA helicase ドメインの保存されたモチーフを赤色で

示した。 

B) RQT 複合体構成因子の変異株における変異型 A1492C-18S rRNA の半減期測定。

Slh1 の ATPase 活性の欠損により 18S NRD が完全に阻害された(当研究室 市村 修

士論文)。 

C) uS3 のユビキチン化と Slh1 の ATPase 活性は機能不全リボソームの解離に必須であ

る。  
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 哺乳類細胞においては、脱ユビキチン化酵素 USP10-RNA 結合タンパク質

G3BP1 複合体が、ユビキチン化された 40S サブユニットのリボソームタンパク

質からユビキチン鎖を除去することで、解離後の 40S サブユニットのリソソー

ムによる分解を防ぎ、それを正常な翻訳サイクルへと再利用させることが報告

されている(Meyer et al., 2020)。したがって、RQC と 18S NRD の双方の経路にお

いて、K63 型ポリユビキチン鎖はリボソームのサブユニット解離に必須である

一方で、細胞は、解離後の 40S サブユニットに残された uS10 もしくは uS3 上の

ユビキチン鎖の除去の有無あるいはそのタイミングに依存して、リボソームサ

ブユニットをリサイクルするか、分解するか、を決定している可能性もある。 

 さらに、ノンストップ mRNA 等の 3’末端で停滞したリボソームの解離に関与

し、NSD に必須である Dom34 についても、18S NRD に関与することを明らか

にした。Dom34 は、ノンストップ mRNA の 3’末端で停滞したリボソームの空の

A-site に対し結合することが報告されており(Tsuboi et al., 2012; Hilal et al., 2016)、

デコーディングセンターの変異により翻訳不全に陥った機能不全リボソームに

おいても、リボソームの A-site にアミノアシル tRNA が安定に結合せず、空の

A-site が生じる可能性があることから、これに対し選択的に結合すると考えられ

る。しかしながら、リボソームの解離に関与すると報告のある Slh1 と Dom34

が、18S NRD においてどのように反応基質を選択しているのか、は未解明であ

る。 
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2-4-4. 多様なリボソーム品質管理とリボソーム病の原因としての翻訳活性不全 

  翻訳反応を行う巨大 RNA-タンパク質複合体であるリボソームは、遺伝子発現

において必須な因子である。その精密さや緻密さを維持するため、リボソーム

の品質管理は多岐にわたり、厳密にその品質を保証している。 

リボソームは、転写後に核内において、アセンブリ以前の 40S や 60S サブユ

ニットの成熟過程には細胞質において、正常なプロセスを経なかった異常リボ

ソームは厳密な品質管理により分解されることが知られている。詳細は割愛す

るが、核小体から細胞質へ輸送されるまでの間、rRNA は様々なプロセシングを

受けたり、修飾を受けたりすることで成熟型 rRNA が産生される。その後、 

リボソームサブユニットとしてアセンブルされるために、rRNA を基盤として多

数のリボソームタンパク質が組み込まれ、正確なリボソームサブユニットが産

生される。もし、核内において異常が生じた場合には、その核外輸送を阻害し、

前駆体サブユニットを再編成することで、細胞質への移行を阻害したり、rRNA

に対して TRAMP 複合体により poly(A)鎖を付加し、エキソソームによる分解を

行ったりすることで、異常産物を除去する。また、リボソームタンパク質が組

み込まれるアセンブリ過程では、7 つのチェックポイント分子が適宜着脱するこ

とで、その成熟過程が正常に行われているかを確認している。このようにして、

正常にプロセシングおよびアセンブリされたリボソームのみが細胞質で機能し

ている。 

しかしながら、本研究で着目したデコーディングセンターに変異を有し翻訳

活性不全を示す機能不全リボソームは、その成熟過程が正常であるために、80S

リボソームにアセンブルされ、mRNA に結合し翻訳を開始するまで、その異常

が検知されない。序論で概説したように、デコーディングセンターに変異を有

する機能不全リボソームは 18S NRD により、ペプチジルトランスフェラーゼセ

ンターに変異を有する機能不全リボソームは 25S NRD により分解を受ける。ま
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た、近年、真核生物のリボソームにのみ拡張された Expansion Segment の変異に

よる翻訳異常についても報告されている。25S rRNA 中の Expansion Segment 7 

(ES7L)に変異を持つ変異型リボソームは、翻訳活性こそ有するものの、それに

よる翻訳によってタンパク質毒性が誘発され、細胞生存率を低下させることが

明らかになっている。この変異型 ES7L リボソームは 25S NRD を回避し、

TRAP(Translational Relocalization with Aberrant Polypeptides)と呼ばれる経路によ

って、細胞質中に Foci を形成する。TRAP は、このようにして変異型リボソー

ムを翻訳反応に使用しないように隔離することで、リボソームの品質を維持し

ていると報告されている(Ghosh et al., 2020)。 

  これらの翻訳活性不全をきたす rRNA の活性残基の変異は、大腸菌や出芽酵

母において致死であり、生体の生存にとって必須であることは明らかである

(Powers and Noller, 1990, 1993; Yoshizawa, Fourmy and Puglisi, 1999)。一方で、致死

にはならないが細胞内に重篤な影響を及ぼすデコーディングセンター の変異

が知られている。序論で概説したように、デコーディング活性の厳密さは、A-site

の分子スイッチの「かたさ」に依存する。その「かたさ」は、ヒトでは質を重

視した正確なタンパク質合成が必要であるために、非常に「かたい」スイッチ

である一方で、バクテリアでは量を重視した大量のタンパク質合成が必要であ

るために、「ゆるい」スイッチになっている。ヒト・ミトコンドリア A-site の

A1555G 変異は、そのスイッチの「かたさ」を「ゆるく」させ、翻訳の正確性を

低下させることで非症候性難聴を発症することが報告されている(Prezant et al., 

1993; Hobbie et al., 2008)。この変異は、ミトコンドリアで合成される 13 種類の

タンパク質群が全て電子伝達系に関与するために、これらの翻訳の正確性が低

下すると、細胞内の ATP 合成に異常をもたらす。これによってスーパーオキシ

ドが大量に産生され、ミトコンドリアが酸化的損傷を受けることで、非症候性

難聴を発症するとされている。この他にも、リボソームの成熟過程やそれを構
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成するリボソームタンパク質の欠失や変異によってもらたされる疾患は数多く

知られており、リボソーム病と呼ばれているが、これらについても特定の mRNA

の翻訳不全が直接的な原因となっていることが明らかになっている。今後、多

様なリボソームの運命決定機構や特定の mRNA の翻訳抑制機構の詳細が明らか

になれば、それらを結びつけることで、リボソームにまつわる疾患の新たな分

子基盤が構築されると期待できる。 
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第 3 章 
リボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化を介した 

コドン至適度依存 mRNA 分解系 Codon 
optimality-dependent mRNA Decay の解析 
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3-1. 序論 
 

3-1-1. コドン至適度(Codon optimality)、偏り(Codon bias)、使用頻度(Codon 

usage) 

mRNA は、各アミノ酸をコードするコドンごとに 3 塩基ずつ翻訳される。コ

ドンは、A(アデニン)、U(ウラシル)、C(シトシン)、G(グアニン)の 4 つの塩基の

並びから構成されているため、43 通りの組み合わせにより、64 種のコドンが存

在する。この多様なコドンに、20 種のアミノ酸と翻訳終結シグナルがコードさ

れている。同じアミノ酸をコードする同義コドンは、一見同じように考えられ

るが、全く異なる性質を持つことが報告されている。 

コドン至適度(Codon optimality)は、「コドン解読のしやすさ」の指標であり、

コドンは、それらが同義コドンであっても、「翻訳されるコドンが A-site に存在

する際に、細胞がどのくらい効率的に適切なアミノアシル tRNA を、細胞質中の

tRNA から選択し運搬できるか」に基づいて、至適コドン(optimal codon)と非至

適コドン(non-optimal codon)に分類される(図 3-1A)。このため、コドン至適度は、

翻訳反応の効率に直接的に影響を与えうる指標であることから、それぞれの細

胞種のゲノムには固有のコドンの偏り(Codon bias)が存在するとされている。大

腸菌や出芽酵母、線虫、ショウジョウバエや真核生物に至るまで、コドンの偏

りは tRNA の発現量と相関することが報告されており(Ikemura, 1981; Moriyama 

and Powell, 1997; Duret, 2000; Reis, Savva and Wernisch, 2004; Sabi and Tuller, 2014)、

特に、対応する tRNA 量の多いコドンは、その翻訳効率やそれに由来するタンパ

ク質合成量が高いと想定され、実際に高発現の遺伝子に豊富にコードされてい

ることも明らかになっている(Sharp and Li, 1986; Roth, 2012)。このように、コド

ン至適度は、様々な生物において、翻訳反応に関与する決定的な因子の一つで

あり、これらの生理学的意義については、現在も様々な議論がある(Gingold and 
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Pilpel, 2011; Plotkin and Kudla, 2011; Novoa and Ribas de Pouplana, 2012; Quax et al., 

2015)。 

40 年程前から、タンパク質合成における個々のコドンと翻訳効率の関連性を

示す指標として、至適コドンの使用頻度(The frequency of use of optimal codons: 

(Ikemura, 1981))や同義コドン間での使用頻度の偏り(Codon Bias Index: 

(Bennetzen and Hall, 1982))、高発現遺伝子におけるコドンの選択性(The codon 

adaptive index: (Sharp and Li, 1987)やそれぞれのコドンに対する tRNAの使用可能

量(tRNA adaptive index: (Reis, Savva and Wernisch, 2004))、といった様々な形で単

純化された解析値が提唱されてきた。しかしながら、いずれの場合にも、tRNA

存在量やアミノ酸組成、個々のコドンの翻訳効率等について網羅的かつ正確に

評価できた指標は存在していなかった。そして、2013 年に Judith Frydman 研究

室から、Normalized Translational Efficiency として、現在も用いられているコドン

至適度(Codon optimality)が再定義された(Pechmann and Frydman, 2013)。実際に、

至適コドンの翻訳効率は高いこと、その翻訳速度は速いこと、さらに、その翻

訳の正確性が高いことが報告されており、一方で、非至適コドンはゆっくりと

翻訳されることが示されている(Akashi, 1994; Drummond and Wilke, 2008)。 

翻訳反応では、mRNA 上のコドンに対応する特異的な tRNA が、リボソーム

の A-site にアミノ酸をチャージして運搬し、結合することが必要になる(Petrov et 

al., 2011)。細胞質中の tRNA の存在量は、tRNA 遺伝子のコピー数に相関してお

り、細胞ごとに著しく異なるため(Tuller et al., 2010)、tRNA の使用可能量(tRNA 

adaptive index)は、それぞれの細胞種において翻訳効率を反映する重要な指標と

して報告されていた(Reis, Savva and Wernisch, 2004)。一方で、2013 年以前に報告

されていたコドンに対する翻訳効率の指標は、高発現遺伝子に特化した解析の

結果得られた値であることから、全てのゲノムに渡る網羅性は満たしておらず、

さらに高発現の遺伝子には至適コドンが豊富に含まれていることから(Zhou, 
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Weems and Wilke, 2009)、至適コドンに対しバイアスがかかっている可能性があ

った(Zhou, Weems and Wilke, 2009)。また、翻訳伸長効率は、アミノ酸がチャー

ジされた tRNA の需要量と供給量のバランスによって定義されると考えられる

が、使用頻度の高いコドンに対応する tRNA については、翻訳反応においてその

需要が増えるために、その供給が追いつかなくなる可能性もあり、tRNA の存在

量のみならず、細胞内での mRNA の発現量やそれらを構成するコドンの使用頻

度についても併せて検討する必要があった。そのため、Frydman らは、tRNA の

需要と供給のバランスについて、ゲノムやそれを構成するコドンの発現プロフ

ァイルを含めて再検討したコドン至適度を新たに定義した。そこで、彼らは、

mRNA の存在量からコドンの使用頻度(Codon usage)を再算出し、tRNA の使用可

能量の指標である tRNA adaptive index(Reis, Savva and Wernisch, 2004)と組み合わ

せることで、細胞内のコドンと tRNA の相互作用を正規化した。つまり、この定

義では、Codon usage により算出されたアミノアシル tRNA の需要量に対し、使

用可能な tRNA の供給量が相対的に上回った際に、至適コドンとして定義される

(図 3-1B)。 

以下では、コドン至適度が関与することで報告のある、翻訳伸長効率や翻訳

正確性、タンパク質のフォールディングや mRNA 分解等との関連性について述

べる(Hanson and Coller, 2018; Nieuwkoop et al., 2020) (図 3-2A)。 
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図 3-1. コドン至適度の定義 

A) コドン至適度は、細胞質プール中に存在するアミノアシル tRNA の使用可能量と

mRNA 上のコドン使用頻度のバランスにより定義される。 

B) コドン至適度の定義におけるアミノアシル tRNA の需要と供給の関係。 
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3-1-2. コドン効果と翻訳伸長反応 

  前述したように、コドンは翻訳伸長効率に重大な影響を与えることが明らか

になっている。1991 年に、放射性ラベルをしたアミノ酸の取り込み実験により、

コドンが翻訳速度に影響を与えることが報告された(Sørensen and Pedersen, 1991)。

また、1 コドンあたりの翻訳速度は、対応する tRNA の存在量に依存しており、

非至適コドンにおける翻訳速度の遅延は、リボソームの A-site に対応する tRNA

が運搬されてくる効率が低下するためであることが示されていた(Koutmou, 

Radhakrishnan and Green, 2015) (図 3-2A)。現在では、mRNA の翻訳動態を網羅的

に検出する手法である Ribosome profiling 法の確立により、トランスクリプトー

ムワイドに、個々の mRNA、さらには個々のコドンレベルにおけるリボソーム

の占有率を評価することで、mRNA の翻訳効率を定量することが可能になった

(Ingolia, 2014)。Ribosome profiling 法では、細胞内のある時点でのスナップショ

ットを撮影するようにして翻訳動態を検出するため、至適コドンの翻訳速度は

速く、非至適コドンの翻訳速度は遅いことに基づくと、至適コドンと比較して、

非至適コドン上を占有するリボソーム量は相対的に多いことが想定される。こ

れと一致するように、リボソームの A-site に位置する特定のコドンに対するリ

ボソームの相対占有率を算出した複数の報告によると、tRNA の存在量とリボソ

ームの占有率には見事な逆相関が得られている。この結果は、A-site に至適コド

ンが位置する相対的な時間は短く、逆に非至適コドンが位置する時間は相対的

に長いことを示唆しており、それぞれのコドン至適度と翻訳効率の関係を反映

していた(Gardin et al., 2014; Lareau et al., 2014; Hussmann et al., 2015; Weinberg et 

al., 2016) (図 3-2A)。近年では、in vitro translation system や real time single molecule 

imaging 等の新手法の発展によって、コドン至適度と翻訳伸長効率との関連性が

明らかにされており、一分子解析の結果によると、至適コドンは 1 秒間に 4.9 コ

ドン翻訳される一方で、非至適コドンでは 3.1 コドンしか翻訳されず、コドンに
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よって翻訳速度が異なることを示している(Chekulaeva and Landthaler, 2016; 

Iwasaki and Ingolia, 2016; Yan et al., 2016) (図 3-2B)。

 

図 3-2. コドン至適度と翻訳伸長効率 

A) コドン至適度は翻訳効率と mRNA の安定性における重要な決定因子である。 

B) コドン至適度は高発現遺伝子の発現量維持や細胞種、組織に依存した遺伝子発現

の維持に関与する。  
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3-1-3. コドン効果と mRNA の翻訳効率 

 mRNA の翻訳伸長反応におけるコドン効果について、前項で述べたが、単な

る読み枠であるコドンが生体に与える意義については、現在も様々な議論があ

る。実際に、コドンの偏りは高発現遺伝子で多く検出されており、さらに進化

的に広く保存されていることが報告されている(Akashi, 1994; Dong, Nilsson and 

Kurland, 1996; Urrutia and Hurst, 2001; Yang and Nielsen, 2008)。しかしながら、ハ

イスループットプロテオミクスや遺伝学的解析の結果では、mRNA の発現量と

それ由来のタンパク質の発現量は完全には相関せず、むしろコドンの偏りと翻

訳効率の直接的な関連性は弱いことから、転写後制御がタンパク質量のアウト

プットに重要であることが示唆されていた(Lu et al., 2007; Kudla et al., 2009; 

Vogel et al., 2010; Goodman, Church and Kosuri, 2013; Li et al., 2014)。これらは、翻

訳開始効率の制御や、翻訳後のタンパク質自身が適切な構造をとるためのフォ

ールディング速度の違いや、翻訳と共役した mRNA 分解等に起因することが明

らかになっており、詳細は次項以降で述べる。特に、開始コドンの周辺に強固

で安定な mRNA の二次構造が存在する場合には、翻訳を開始するために高いエ

ネルギーが必要であったり(Kudla et al., 2009; Gu, Zhou and Wilke, 2010; Tsao et 

al., 2011)、非至適コドン上においてリボソームの進行速度が遅延する場合には、

開始コドン領域からコーディング領域にリボソームが移動する速度も遅延する

可能性があることから、様々な要因がそれぞれの翻訳開始効率に影響を与えう

ることが知られている(Mitarai, Sneppen and Pedersen, 2008; Potapov et al., 2012)。

これらの結果は、翻訳効率を最大にするためには、コドンを最適化することと

同様に、翻訳開始領域近傍の mRNA の二次構造を緩める必要があることを示唆

している。先行研究では、上述した多岐にわたる要因を無視して翻訳効率が算

出されていたために、コドン至適度とタンパク質合成量に強い相関が得られて

いないと考えられる(Tuller et al., 2010)。 
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 一方で、前述したように、tRNA の存在量は翻訳効率に対し重大な影響を与え

る因子である。一般的に、翻訳反応では、mRNA のコドンと tRNA のアンチコ

ドンは Watson-Crick 型塩基対合に基づいて、正確な組み合わせで塩基対形成を

行う。しかしながら、64 通りのコドンは、20 種のアミノ酸をコードするために

は過剰であり、終止コドンを除く 61 通りのコドンに対応する tRNA を合成する

ためには莫大なエネルギーを必要とすると考えられることから、Crick は Wobble 

(ゆらぎ)仮説を提唱している。実際に、1 種のアミノ酸をコードするコドンは複

数存在しており、加えて、これらの 1、2 番目のコドンは共通で、3 番目では異

なる塩基が使われる。これは、遺伝暗号の縮重と呼ばれ、1 種のアミノ酸に対応

する tRNA 分子を複数有し、2 種類以上のコドンと対合できる tRNA 分子種が存

在することで成り立っている。このため、実際にヒトゲノム中には完全に正確

なペアリングをできる tRNA 分子が存在しない場合もある。このようにして、生

体は、より効率的なタンパク質産生を可能にしている。前述したゆらぎ仮説で

は、コドンの 3’塩基と対合するアンチコドンの 5’塩基は他の 2 つの塩基対ほど

空間的な制限がなく、ある程度の自由度を持たせている、という仮説である。

この際に重要な修飾塩基として、イノシン(I)が知られており、ウラシル(U)、ア

デニン(A)、シトシン(C)と対合できることが報告されている。ゆらぎ塩基対形成

は、Watson-Crick 型塩基対合と比較して効率が悪く(Curran, 1995)、これと一致す

るように、Ribosome profiling の結果では、これらのゆらぎ塩基対形成をするコ

ドンによる A-site の占有率は高いことが明らかになっている(Weinberg et al., 

2016)。以上の結果から、単純な tRNA の使用可能量に加え、塩基対形成の仕方

やこれを踏まえたリボソームによる正しい tRNA の選択効率が、翻訳効率の差異

に関わると考えられる。 

 第 1 章で述べたが、Elizabeth J. Grayhack 研究室は、連続するコドンの組み合

わせ(Codon pair)のうち17種がリボソームの進行速度を遅延させることを報告し、
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これらを Inhibitory di-codon と呼んだ(Gamble et al., 2016)。Inhibitory di-codon は、

連続する di-codon のうち、少なくとも 1 つのコドンはゆらぎ塩基対形成をし、

それと連続して非至適コドンが存在する場合に生じ、翻訳効率を低下させるこ

とが示唆されている(Coleman et al., 2008; Gamble et al., 2016; Tesina et al., 2020)。

つまり、コドンの組成のみならず、コドンの並びも、翻訳効率を決定づける重

要な因子である。 

 

3-1-4. コドン効果とタンパク質のフォールディング 

 これまで、構造学的モチーフをコードする mRNA 領域における、至適度の低

いコドンの翻訳によるリボソームの進行速度の低下は、適切なタンパク質のフ

ォールディングを促進する、とされてきた(Thanaraj and Argos, 1996)。大腸菌を

用いた報告では、コドンの最適化は、タンパク質の合成量を亢進させるものの、

産生されたタンパク質にはフォールディング異常が生じ、ミスフィールディン

グ体として可溶性等が著しく低下することが知られている(Komar, Lesnik and 

Reiss, 1999; Zhang, Hubalewska and Ignatova, 2009)。さらに、非至適コドンに対応

する tRNA 分子の増加によっても、合成されたタンパク質のミスフォールディン

グを誘発することや(Zhang, Hubalewska and Ignatova, 2009)、タンパク質の機能に

必須な構造を形成するドメイン上のみのコドンの最適化によっても機能不全タ

ンパク質が産生されることから(Yu et al., 2015)、同義コドンであってもコドン至

適度の変化は、産生されるタンパク質のコンフォメーションに影響することが

報告されている。これは、コドンの最適化によって、リボソームの進行速度の

遅延が阻害されると、フォールディングに必要な時間が不足するために、その

ミスフォールディングが誘発されることを示唆している(図 3-3A)。さらに、バ

イオインフォマティクスや遺伝学的解析を駆使した報告によっても、タンパク

質が二次もしくは三次構造を形成する領域の下流には、非至適コドンが存在す
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る傾向が高く、そのようなコドン配置が共翻訳的なフォールディングに関与す

ることが示唆されている(Pechmann and Frydman, 2013; Yu et al., 2015; Zhou et al., 

2015)。したがって、リボソームは、構造ドメインの下流のリンカーをコードす

る領域をゆっくりと進むことで、合成途中のペプチド鎖の適切なフォールディ

ングを可能にしている(図 3-3A)。 

 このように、構造ドメインのリンカー領域には非至適コドンが豊富に含まれ

る傾向がある一方で、種間で高く保存され、構造形成や機能発揮に必須な残基

は至適コドンが含まれる傾向がある。これは、至適コドンの誤翻訳率が低いこ

とを示唆しており(Thomas, Dix and Thompson, 1988; Dix and Thompson, 1989; 

Kramer and Farabaugh, 2007; Drummond and Wilke, 2008; Huang et al., 2009; Kramer 

et al., 2010)、細胞は適切なコドン至適度やコドン配置を獲得することで、シャペ

ロン群に依存しない共翻訳的なフォールディングを可能にし、かつ、誤翻訳を

防ぎ、機能不全タンパク質の産生から回避していると考えられる(図 3-3A)。 

  さらに、Judith Frydman 研究室では、コドン至適度とタンパク質の二次構造と

の関連性について報告しており(Pechmann and Frydman, 2013)、種間で高く保存さ

れたαヘリックス構造を形成する領域では、それをコードするコドンについて

も、至適コドン、非至適コドンの両方が高く保存されていた。また、βシート

構造を形成する領域では非至適コドンが保存されていないのに対し、至適コド

ンの保存性は顕著に高くなっていた。αヘリックス構造はリボソームトンネル

内腔で共翻訳的にフォールディングされるが(Rocha, 2004; Chamary, Parmley and 

Hurst, 2006)、βシート構造はトポロジー的に一貫性がなく、合成後にフォール

ディングされる(Dong, Nilsson and Kurland, 1996)。また、βシート構造には疎水

性残基が富むことが一般的に知られており、このようなアミノ酸組成は、タン

パク質の凝集を促進しやすい。以上の結果から、βシート構造をコードする、

もしくは、疎水性度の高い領域をコードする mRNA には、種間で保存された至
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適度の高いコドンが富んでおり、翻訳効率やリボソームの進行速度を高く維持

することで、正確な翻訳反応を促進し、かつ、ミスセンス変異が生じたとして

もタンパク質の凝集を防ぐようなコドン組成になっている(Pechmann and 

Frydman, 2013)。加えて、前述したように、αヘリックス構造は、リボソームト

ンネル内腔でも共翻訳的にフォールディングされることで知られており、この

領域では、至適コドンと非至適コドンの両方が高く保存されていた。このよう

なコドン至適度の高い保存性は、合成されたペプチドがリボソームトンネルに

侵入する初期段階において、翻訳とフィールディングの速度を厳密に調節する

ために、コドンの至適度が進化的に選択されてきた、と考えられる(Kim et al., 

2015; Buhr et al., 2016)。 

上述したように、誤翻訳が最も影響する部位では至適コドンが、合成された

ペプチドのミスフォールディングが最も影響する部位では非至適コドンが、進

化的に保存され、選択されている。したがって、至適コドンの翻訳は、正確で、

かつ合成されたタンパク質の凝集を防ぎ、非至適コドンの翻訳は、翻訳反応と

共役したフォールディングを巧妙に調節する、といったように、コドンの選択

性は、単にリボソームの速度に依存した翻訳効率に影響を与えるだけではなく、

それぞれがコードするタンパク質の構造維持においても機能的な一面を持ち合

わせていることが明らかになっている(Kim et al., 2015) (図 3-2A)。 
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図 3-３. コドン至適度とタンパク質フォールディング 

A) コドン至適度は翻訳の正確性やフォールディングの精度に関与しており、翻訳されたタン

パク質の活性維持や構造維持においても重要である。 
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3-1-5. コドン効果と mRNA の安定性 

 mRNA の転写と分解の間の動的制御は、mRNA の安定性に大きく影響し、タ

ンパク質合成量の決定要因となることは明らかである(Presnyak et al., 2015; Boël 

et al., 2016; Lahtvee et al., 2017)。出芽酵母において、mRNA の半減期は数分から

数時間と多様である(Carlini, 2005; Presnyak et al., 2015; Tesina et al., 2019)が、対応

する tRNA 量が極端に少ないレアコドンの遺伝子内挿入により mRNA の安定性

が顕著に低下するという遺伝学的解析から、mRNA の安定性と翻訳反応の関連

性が示唆されていた(Hoekema et al., 1987; Caponigro, Muhlrad and Parker, 1993; W. 

Hu et al., 2009; Sweet, Kovalak and Coller, 2012)。Jeff Coller 研究室では、RNA ポ

リメラーゼⅡの温度感受性出芽酵母株を用いて、転写遮断後の mRNA の安定性

を RNA-seq により網羅的に定量した(Presnyak et al., 2015)。その結果、安定な

mRNA に富むコドンと不安定な mRNA に富むコドンが存在することが明らかに

なり、ある mRNA に含まれるそれぞれのコドンの頻度(Codon frequency)とその

mRNA の安定性(Transcript stability)の相関を、Codon stability Coefficient(CSC)とし

て定義した(図 3-4A)。CSC は、tRNA の使用可能量を示す tRNA adaptive index(tAI)

と強く相関し、これに基づくコドン至適度とも顕著に相関したことから、至適

コドンを富む mRNA は安定で、非至適コドンを富む mRNA は不安定な傾向にあ

ることが明らかになった(Presnyak et al., 2015) (図 3-4A)。実際に、レポーター遺

伝子のコドン至適度を変動させることで、mRNA の安定性を含め、リボソーム

の進行速度、翻訳効率が変化しており、コドンの至適度は、それにより構成さ

れる mRNA の安定性の決定にも関与することが報告されている(Presnyak et al., 

2015; Harigaya and Parker, 2016b, 2016a) (図 3-4B)。 

 出芽酵母では、コドン至適度に依存した mRNA 安定性制御に対して、

DEAD-box 型ヘリカーゼの DDX6 ファミリーであり、mRNA の 5’末端における

デキャッピングを促進する機能を有する Dhh1 の関与が示唆された。Dhh1 は非
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至適コドンに富む mRNA 上で翻訳速度が遅くなったリボソームを好んで結合す

ることが報告されている(Sweet, Kovalak and Coller, 2012; Radhakrishnan et al., 

2016) (図 3-4C)。これにより mRNA のデキャッピングを介した分解が惹起され

ると考えられるが、詳細な分子機構は明らかになっていない。 

また、哺乳類細胞においても、HEK293 細胞、HeLa 細胞や CHO 細胞等を用い

て、CSC が算出されており、tAI と強く相関することが報告されている(Narula et 

al., 2019; Q. Wu et al., 2019; Forrest et al., 2020)。さらに、哺乳類細胞において、

mRNA の安定性はコドンのみならず、コードされるアミノ酸組成にも相関があ

り、tRNA 量のみならず遊離アミノ酸の存在量にも依存することが明らかになっ

ている(Forrest et al., 2020)。加えて、コドン内の塩基の偏り(Codon bias)も重要な

制御因子であり、mRNA を構成する塩基の GC 含量をはじめとして、コドンを

形成する 3 番目の塩基が G もしくは C であればその mRNA は相対的に安定、A

もしくは T であれば相対的に不安定な傾向がある、といったように、コドンを

形成する塩基についても mRNA の安定性に影響することが示唆されている(Hia 

et al., 2019)。このようなコドンの偏りを認識する分子として RNA 結合タンパク

質 ILF2/3が同定されているが、詳細な分子機構については不明なままである(Hia 

et al., 2019)。アミノ酸組成については、この他にも複数の報告があり、特定の非

常に短いアミノ酸モチーフや、ポリプロリン等の特定のアミノ酸配列が翻訳さ

れることで、そのペプチドがリボソームの出口トンネル内との相互作用を引き

起こし、リボソームの停滞や翻訳の中断を惹起しうることが知られている

(Navon et al., 2016; Wilson, Arenz and Beckmann, 2016; Huter et al., 2017; Verma et 

al., 2019)。 

以上のようにして、至適コドンによる遺伝子発現は、タンパク質合成量と正

確性を最大に維持でき、また、誤翻訳によるエネルギー消費やタンパク質毒性

を最小限にし、かつ、mRNA を安定化することでそのターンオーバーを抑える
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ことができる。近年では、mRNA の修飾も、翻訳伸長効率や mRNA 分解に関与

することが報告されており、N6-メチルアデノシンや N4-アセチルシチジン等が

知られている(Choi et al., 2016; Zhao, Roundtree and He, 2017; Arango et al., 2018)。 

最後に、コドンが mRNA の安定性や翻訳効率等を変化させ、遺伝子発現に影

響を与えることは明らかではあるが、これが完全な決定要因ではない。コドン

至適度のみならず、ORF の上流や下流に存在する非翻訳領域の配列や構造、

microRNA 等の機能性核酸を介した mRNA 分解、RNA 結合タンパク質をはじめ

としてトランスに作用する因子群等、mRNA は多数の影響を受け、最終的な遺

伝子発現の量的、質的な調節を受けていると考えられる(Mohanty and Kushner, 

2016; Zhao et al., 2018; Menendez-Gil et al., 2020)。この一例として、ショウジョウ

バエの神経系では、コドン至適度と mRNA の安定性の相関が非常に低いことが

報告されており、主に、神経系特異的なトランスに作用する因子によって mRNA

の安定性やその制御が担われていると考えられる(Burow et al., 2018)。 
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図 3-4. コドン至適度と mRNA 安定性 

A) コドン至適度は mRNA 安定性と強く相関する。mRNA のコドン組成とその安定性を定

義する指標として CSC が報告されている(Presnyak et al., 2015)。 

B) 本研究においても使用したコドン至適度の異なる mRNA レポーター遺伝子。Jeff 

Coller 研究室において構築され、多数の報告で用いられている。 

C) コドン至適度に依存した mRNA 分解の誘導には、デキャッピング活性化因子 Dhh1 の

関与が示唆されていた。 
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3-1-6. コドン効果の生理学的意義 

 これまで述べたように、コドン至適度は、その mRNA の安定性、リボソーム

の進行速度の調整を介した翻訳効率、さらには合成されたタンパク質のフォー

ルディング等に広く影響し、遺伝子発現を微調節していると考えられる。実際

に、機能的に類似した mRNA のコドン至適度は似通っており、同じような速度

で分解を受けることが知られている(Wang et al., 2002; Akashi, 2003; Presnyak et 

al., 2015)。出芽酵母において解糖系に関与する酵素群をコードする mRNA は、

いずれも至適コドンに富んでおり、mRNA を安定化し、さらにタンパク質量を

最大限合成することで、細胞は、解糖系酵素をはじめとする代謝経路に重要な

酵素の発現を高く維持している。一方で、フェロモン応答等、刺激に対する一

過性応答に関与するタンパク質群をコードする mRNA は非至適コドンに富んで

いる。これは、このような細胞内調節や微細な制御系に関与する因子群の発現

を低く保つために関与し、これにより、mRNA が不安定化し、一過性応答を迅

速に解除するために必須である(Presnyak et al., 2015) (図 3-5A)。 

 このように、細胞は、それぞれの mRNA がコードするタンパク質の機能に基

づき、タンパク質の必要量に応じたコドン至適度を獲得してきた、と考えられ

る。一方で、組織の発達や分化によって細胞が要求するタンパク質とその量は

時事刻々と変化している。以下では、環境ストレス応答や細胞の発達、分化等

におけるコドン至適度の調節を介した制御やその生理学的意義について述べる。 

 大腸菌では、ロイシンは 6 つの異なる tRNA によって解読され、これらのコド

ン至適度には顕著な差がある。ロイシンの飢餓時には、至適コドンに対応する

tRNA に対するアミノ酸のチャージ率が顕著に低下する一方で、非至適 tRNA に

対するアミノ酸のチャージ率は相対的に変化しないことが報告されている(Elf 

et al., 2003)。この変化はそれぞれのロイシンコドンにおけるコドン至適度を切り

替え、特にアミノ酸の生合成やタンパク質のリサイクルに関与するタンパク質
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をコードする mRNA について、通常時では非至適コドンにより構成されていた

にも関わらず、アミノ酸飢餓により mRNA が至適化され、それらの翻訳量が相

対的に上昇することが知られている。したがって、アミノ酸飢餓時には、tRNA

プール中のアミノ酸チャージ率の内訳が動的に変化し、環境ストレスに応答し

て必要な mRNA の翻訳を促進することが報告されている(Wohlgemuth, 

Gorochowski and Roubos, 2013)。ヒト胎児腎臓細胞においても、チャージされた

tRNA プールがアミノ酸飢餓時に変化し、この変化がユビキチン-プロテアソー

ム経路に関与するタンパク質のリサイクル因子群の翻訳を上昇させる(Saikia et 

al., 2016)。また、tRNA の転写後修飾は、特にアンチコドン領域で生じ、多くの

mRNA における翻訳の正確性や効率に強く関与することが明らかになっている

(Nedialkova and Leidel, 2015; Chou et al., 2017; Kimura, Srisuknimit and Waldor, 

2020)。実際に、細胞は Wobble 位での特定の tRNA に対する修飾を動的に変化さ

せることで、酸化ストレス等に対する細胞応答に必要な mRNA の翻訳を優先的

に促進する例も知られている(Chan et al., 2010, 2012; Fernández-Vázquez et al., 

2013; Endres, Dedon and Begley, 2015)。このようにして、細胞は tRNA プール内

のアミノ酸のチャージ率や転写後修飾を動的に操ることで、mRNA のコドンを

そのままに、その至適度を変化させ、細胞が必要とする mRNA の翻訳を選択的

に優先させることで、環境ストレスに応答し、細胞内恒常性を維持している。 

 コドン至適度による制御は、ストレス応答を介した恒常性維持の他にも、生

物の発達や細胞の変化にも関与する。受精卵は、母体由来の mRNA 等の母性因

子により発生が誘導されるが、その後、接合体の転写開始後には母性因子は迅

速に分解され、接合体由来の mRNA やタンパク質の合成が活性化する。この母

性-胚性転移(Maternal-to-Zygotic transition：MZT)は、初期胚発生に重要な過程で

あり、この過程における母性 mRNA の分解は、コドン至適度に依存した制御を

受けていることが知られている。ゼブラフィッシュ胚やアフリカツメガエル胚
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において、分解を受ける母性 mRNA は非至適コドンの相対濃縮率と強い正の相

関を示すことが報告されており、これは、生物の発達過程において、コドン至

適度に依存した mRNA 分解系が大きく寄与していることを示している(Bazzini 

et al., 2016; Mishima and Tomari, 2016) (図 3-5B)。 

また、細胞は、tRNA 遺伝子近傍のクロマチン構造を制御することで、細胞内

tRNA 存在量を変化させることが示唆されている(Wohlgemuth, Gorochowski and 

Roubos, 2013)。がん細胞を含む増殖細胞では、細胞周期や細胞増殖等に関与する

細胞自律遺伝子の要求する tRNA 量が上昇し、最終分化細胞では細胞集団の配置

に関与する細胞接着遺伝子の要求する tRNA 量が上昇することが報告されてい

る(Gingold and Pilpel, 2011)。このように、腫瘍細胞で大きく変化する翻訳の動的

変化は、細胞内 tRNA プールの調節によって行われている。がん細胞は、通常の

細胞と異なるコドン至適度を採用しており、これは tRNA 量やコドン至適度の調

節による臨床展開の可能性を示唆している(Grewal, 2015)。 
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図 3-5. コドン至適度の生理学的意義 

A) 非至適コドンは、一過性応答遺伝子群に富んでおり、その発現制御に関与する。 

B) 生物の発生段階における遺伝子発現変動に、コドン至適度に依存した mRNA 分解

が関与する(Bazzini et al., 2016; Mishima and Tomari, 2016)。 
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3-1-7. 遺伝子発現を広く制御する Ccr4-Not 複合体 

Ccr4-Not 複合体は、種間で広く保存された多機能複合体であり、遺伝子発現

を広く制御することで知られる(Collart, 2003, 2016; Denis and Chen, 2003; Collart 

and Timmers, 2004; Collart and Panasenko, 2012; Miller and Reese, 2012; Inada and 

Makino, 2014; Panasenko, 2014; Shirai et al., 2014) (図 3-6A)。細胞質中では主要な

脱アデニル化酵素(Deadenylase)として poly(A)鎖の短鎖化を介した mRNA 分解や

翻訳抑制に重要であるのみならず(Wahle and Winkler, 2013)、poly(A)鎖の短鎖化

に依存しない転写後制御や共翻訳的な品質管理等にも関与することが報告され

ている(Cooke, Prigge and Wickens, 2010)。さらに、核内ではクロマチン修飾や転

写制御、RNA 輸送や DNA 修復等にも関与する。Ccr4-Not 複合体は、出芽酵母

において 1-2MDa にも及ぶ巨大なタンパク質複合体で、Ccr4、Caf1、Caf40、Caf130、

Not1、Not2、Not3、Not4、Not5 の 9 つのコアサブユニットにより構成されてお

り、ヒトにおいても、コアサブユニットの相同因子として CNOT1-CNOT10 が同

定されている(Liu et al., 1998; Bai et al., 1999; Gavin et al., 2002; Morel et al., 2003) 

(図 3-6A)。コアサブユニットのうち、最も大きい分子量を持つ Not1 を足場タン

パク質として複合体を形成し、様々な相互作用因子と結合することで、多彩な

機能を発揮するが、これらのうち、出芽酵母 Not4 はヒト CNOT4 を相同因子と

し、ユビキチン化反応に必須な RING 型 E3 リガーゼ活性を有する(図 3-6B)。出

芽酵母において、NOT4 欠損株やそのユビキチン化標的であるリボソームタンパ

ク質 eS7 の変異株 eS7-4KR 変異株は、顕著な生育阻害を示すことから、その生

体内における重要性が示唆されている(Ikeuchi et al., 2019)(図 3-6C)。また、出芽

酵母における Not4 は、自身の C 末端領域を介して Not1 と結合し安定に複合体

中に存在するとされているが、ヒトCNOT4は、そのC末端領域が欠損しており、

コアサブユニットの中で唯一、複合体中に安定に存在しない因子であることが

報告されている(Albert et al., 2002; Temme et al., 2010; Panasenko and Collart, 2011)。
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また、種間の保存性は一部重複もしくは分岐しており、ヒト CNOT3 は、出芽酵

母における Not3 と Not5 の機能的ホモログとして知られるが、これらは完全な

冗長性を持つわけではなく、NOT3 と比較して NOT5 の欠損はより強い表現型を

示すことが報告されている(Oberholzer and Collart, 1998)。 

さらに、第 1 章で述べたように、出芽酵母における Ccr4 は、

EEP(Endonuclease-Exonuclease-Phosphatase)ファミリーに属す RNase であり、ヒト

では CNOT6/CCR4a 及び CNOT6L/CCR4b として保存されている。さらに、Caf1

は、DEDD スーパーファミリーに属しており、RNaseD ドメインを有し、ヒト

CNOT7/CAF1 及び CNOT8/POP2 として保存されている。両者ともに poly(A)鎖

を除去するデアデニレースとしてのエキソヌクレアーゼ活性を持つ(Wang et al., 

2010)。Caf1 は Ccr4 と Not 複合体とを繋留させる役割も持ち合わせており、こ

の結合がデアデニレーションに重要であることも報告されている(Tucker et al., 

2002)。これらの因子群の欠損マウスは様々な表現型を示すことから、Ccr4-Not

複合体は生理学的にも重要であることは明らかである(Shirai et al., 2014)。 

Ccr4-Not 複合体は、これまで核内、細胞質内の両方に存在することが検出さ

れており、この幅広い局在は機能的側面とも一致する(Tucker et al., 2001; Temme 

et al., 2010)。ある報告では、この局在制御は細胞周期に依存し、G0 もしくは G1

期では Ccr4-Not 複合体は核内に存在するのに対し、DNA の複製が始まる S 期に

移行する前に細胞質中に局在するとされている(Morel et al., 2003)。細胞質中では、

翻訳が活発な polysome 上や RNA 代謝の場である P-body(Processing body)に局在

することが知られている(Teixeira and Parker, 2007; Dimitrova et al., 2009; 

Panasenko and Collart, 2012)。このように多数の構成成分を介して、Ccr4-Not 複合

体は様々な場所で多彩な機能を発揮するが、次項では、まず、核内におけるク

ロマチンリモデリング、転写制御、核内品質管理と mRNA 輸送、について簡単

に概説する。 
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図 3-6. Ccr4-Not 複合体の多機能性と Not4 による eS7 ユビキチン化の重要性 

A) 遺伝子発現を広範に制御する多機能複合体 Ccr4-Not は、細胞質において翻訳が

活発な polysome に結合する。 

B) E3 ユビキチンリガーゼ Not4 はリボソームタンパク質 eS7 のモノユビキチン化を行う。 

C) NOT4 欠損出芽酵母株や eS7 がユビキチン化を受けない eS7-4KR 変異出芽酵母株

は顕著な生育阻害を示す(Ikeuchi et al., 2019)。 
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3-1-8. 核内における Ccr4-Not 複合体の機能 

核内 DNA は、ヒストンタンパク質の助けを借りて、ヌクレオソームにパッ

ケージングされ、これがさらに束ねられたクロマチン構造を形成している。ク

ロマチンリモデリングは、アセチル化やメチル化、リン酸化を介した特異的酵

素によるヒストン修飾や、ATP 依存的なヌクレオソームの動的変化によって、

濃縮したゲノム DNA に対する RNA ポリメラーゼのアクセスを可能にする、と

いう転写量の調節を介した遺伝子発現制御である。NOT4 や NOT5 の欠損下では

酵素群の発現量や活性に変化が生じ、ヒストン H3 及び H4 のアセチル化や H3

のトリメチル化が顕著に低下するために、RNA ポリメラーゼⅡのアクセス及び

転写活性に影響を与えることが知られている(Laribee et al., 2007; Mulder et al., 

2007; Peng et al., 2008; Mersman et al., 2009)。 

 また、Ccr4-Not 複合体は、転写開始点であるプロモーター領域に結合するこ

とが報告されており、これは転写の活性化や抑制といった制御に関与する

(Benson et al., 1998; Deluen et al., 2002; Swanson et al., 2003; Zwartjes et al., 2004; G. 

Hu et al., 2009; Kruk et al., 2011; Venters et al., 2011; Venturini et al., 2012)。一例と

して、Not1 はレチノイン酸 X 受容体(RXRα)にリガンド依存的に相互作用する

(Winkler et al., 2006)。また、転写活性化因子である出芽酵母 Yap1(Gulshan, 

Thommandru and Moye-Rowley, 2012)やヒトにおける PAF1(Sun et al., 2015)は

Not4/CNOT4 によるユビキチン化標的であることが示されている。このようなプ

ロモーター領域上での転写開始の制御のみならず、Ccr4-Not 複合体は RNA ポリ

メラーゼⅡの進行による転写伸長にも関与する。転写伸長の過程において、あ

る種の DNA 配列上では RNA ポリメラーゼⅡの進行が阻害され、後方へ後戻り

し一時停止することがある(Backtracking と呼ばれる)。この際に、RNA ポリメラ

ーゼⅡの Rpb4 モジュールが Ccr4-Not 複合体の構成成分である Not3 及び Not5

と相互作用することで、Ccr4-Not 複合体は転写伸長中の RNA ポリメラーゼⅡに
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結合し、この一時停止を回避し前方へ押し進める機能を持つ(Wind and Reines, 

2000; Reese, 2013; Villanyi et al., 2014)。 

  核内で転写された mRNA は、細胞質へと輸送される。この過程では、機能的

な mRNA のみを輸送するために、核内 mRNA の品質管理が存在する。Ccr4-Not

複合体は、THO 複合体中の核内 poly(A)結合タンパク質である Nab2 や Hrp1、核

膜孔複合体(NPC: Nuclear Pore Complex)の構成因子である Mlp1 と結合すること

で、品質管理の対象となった mRNA と核内エキソソームである Rrp6 やそのコフ

ァクターであるRNAヘリカーゼMtr4との相互作用を可能にしている(Libri et al., 

2002; Kerr et al., 2011)。このように、Ccr4-Not 複合体は、mRNA の転写制御だけ

ではなく、mRNA の細胞質への輸送とその過程における品質管理に関与するこ

とが示されている。 

 

3-1-9. 細胞質内における Ccr4-Not 複合体の機能 

  細胞質へと輸送された mRNA は、活発に mRNA が翻訳されている polysome

と翻訳されていない mRNA を貯蔵する RNA 顆粒を循環することが知られてい

る(Decker and Parker, 2012)。特に神経細胞では、細胞体のみならず、樹状突起や

軸索でも翻訳が行われるが、このように細胞体から離れた場所でのタンパク質

合成である局所翻訳には、mRNA を含んだ RNA 顆粒による特定の場所への

mRNA 輸送が必須である。RNA 顆粒に含まれる mRNA は翻訳されることなく輸

送され、細胞外からの刺激等によって翻訳抑制が解除されることで、mRNA の

翻訳が開始され局所翻訳が可能になる。翻訳を終了した mRNA は最初に P-body

と呼ばれる mRNA 分解因子を豊富に含む RNA 顆粒に移動し、リモデリングの

のち、翻訳開始因子とともに Stress granule と呼ばれる翻訳開始因子を豊富に含

む RNA 顆粒に移動する。そして、翻訳を再開する準備ができた後、mRNA は再

放出され翻訳の再開が可能になる、とされている。これらの RNA 顆粒は、mRNA
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分解や翻訳の再開に適したタンパク質群の局所濃度や、mRNA プールに対する

翻訳の許容量についての緩衝作用を提供するために、mRNA の貯蔵庫として機

能する(Decker and Parker, 2012)。 

  実際に、Ccr4-Not 複合体の全ての構成因子は polysome 上に存在しており、さ

らに NOT2、NOT4、NOT5 の欠損下において新生タンパク質は大量に凝集するこ

とが知られている(Panasenko and Collart, 2012)。また、野生株と比較して NOT4

や NOT5 の欠損下では polysome 中に含まれる mRNA の割合が変化しており、

個々の mRNA 毎に Not4 や Not5 依存的に翻訳効率が上がる mRNA と下がる

mRNA が知られている(Villanyi et al., 2014; Matsuki et al., 2020)。つまり、少なく

とも Ccr4-Not 複合体は、Not4 や Not5 を介して翻訳効率やタンパク質のフォー

ルディングに何らかの影響を与えている可能性がある。また、Ccr4-Not 複合体

が特定の mRNA についての RNA 顆粒と polysome の間の循環や、フォールディ

ングを補助する分子シャペロンとの相互作用に関与する可能性も考えられるが

(Panasenko and Collart, 2011; Boulon, Bertrand and Pradet-Balade, 2012)、これらの詳

細な分子機構については明らかになっていない。 

  Not4 は、前述した通り、ユビキチン化に必須な E3 活性を有し、リボソームタ

ンパク質 eS7 やリボソーム結合型シャペロンである NAC (Nascent polypeptide 

Associated Complex)を標的とする(Panasenko et al., 2006; Panasenko and Collart, 

2012; Matsuda et al., 2014; Ikeuchi et al., 2019; Matsuki et al., 2020)。当研究室におけ

る先行研究により、Not4 による eS7 のユビキチン化は、リボソームの異常停滞

に起因し mRNA の切断を伴う品質管理機構 NGD や小胞体ストレス応答時の翻

訳制御に関与することが報告されている(Ikeuchi et al., 2019; Matsuki et al., 2020) 

(図 3-7A)。また、リボソームの異常停滞に起因した新生ペプチド鎖の品質管理

機構 RQC や、栄養飢餓時のグローバルな翻訳抑制に Not4 が関与することも報

告されているが、この際のユビキチン化標的については明らかになっていない
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(Dimitrova et al., 2009; Bengtson and Joazeiro, 2010; Halter, Collart and Panasenko, 

2014; Matsuda et al., 2014; Preissler et al., 2015)。特に、栄養飢餓時にはアミノアシ

ル化された tRNA が顕著に減少し、様々な mRNA 上でリボソームの一時停止が

惹起される可能性が考えられるが、この際には、Ccr4-Not 複合体は新生ペプチ

ド鎖の分解に関与するのみならず、デキャッピング活性化因子である Dhh1 をリ

クルートし、mRNA の 5’末端の Cap 構造を除去することで、翻訳開始の阻害を

誘導することが示唆されている(Preissler et al., 2015)。以上の報告から、Not4 は、

リボソームの異常停滞を含め、多彩な翻訳状態の検知やそれに対する共翻訳的

な応答に必須であると考えられる。加えて、Ccr4-Not 複合体の足場タンパク質

である Not1 は、自身の MIF4G ドメインを介して、デキャッピング活性化因子

である Dhh1 と直接相互作用し、mRNA 分解や翻訳抑制を促進する機能を持つこ

とから、これらの応答において Not4 は単独ではなく複合体として機能している

と考えられる(Coller and Parker, 2005; Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014; Rouya 

et al., 2014)。 

  このように、Ccr4-Not 複合体は多彩な機能を発揮するが、特筆すべき活性は

デアデニレースとしての poly(A)の短鎖化である。第 1 章で前述した通り、

Ccr4-Not 複合体中の Caf1 や Ccr4 がこの活性を担っており、Caf1 は poly(A)鎖の

PABP が結合していない領域を、Ccr4 は PABP が結合している領域を削り込むこ

とで、翻訳終結後の普遍的な mRNA 分解を促進する(Webster et al., 2018)。また、

Ccr4-Not 複合体は、正常な翻訳終結時には poly(A)鎖上の PABP により

Caf1/CNOT7 を介してリクルートされるが、ナンセンス変異に起因する早期異常

翻訳終結時には NMD 因子である SMG7 により Pop2/CNOT8 を介してリクルー

トされることで、デアデニレーションを開始する(Funakoshi et al., 2007)。さらに、

Ccr4-Not 複合体は、特異的な配列に相互作用するような種々の RNA 結合タンパ
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ク質や小分子 RNA である microRNA を介して、mRNA の非翻訳領域である

3’UTR にリクルートされることも多く知られている。 

 第 1 章では、デアデニレーションが mRNA 分解経路の律速段階であり、デキ

ャッピングはその下流で起こる、と述べたが、必ずしもそうとは限らない。出

芽酵母におけるデキャッピング活性化因子である Dhh1 は Not1 の MIF4G ドメイ

ンと直接結合しており、mRNA 上にリクルートされた Ccr4-Not-Dhh1 複合体は

デアデニレーションを介さずにデキャッピングを促進することが可能である。

この一例として、EDC1 mRNA は自身の 3’UTR に含む poly(U) tract によってデ

アデニレーションから保護されており、Not2 や Not4、Not5 に依存したデキャッ

ピングのみによって mRNA 分解を受ける基質として報告されている(Muhlrad 

and Parker, 2005)。 
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3-2. 目的 
 
前述したように、Ccr4-Not 複合体は遺伝子発現を広く制御する多機能複合体

である。細胞質中において翻訳が活発な polysome に結合することが報告されて

いる一方で、リボソームに結合した Ccr4-Not 複合体の詳細な機能、結合の特異

性、及びそれを担うサブユニットは解明されていない。 

また、当研究室では、Ccr4-Not 複合体がリボソームタンパク質 eS7 をユビキ

チン化することで共翻訳的な品質管理を惹起することを報告しているが

(Panasenko and Collart, 2012; Ikeuchi et al., 2019)、NOT4 欠損株や eS7 がユビキチ

ン化を受けない eS7-4KR 株では、顕著な生育阻害が起こる(図 3-6C)ことから、

リボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化には更に広範でかつ普遍的な翻訳制

御機能が存在すると考えられる。 

そこで、本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた構造学的解析や Ribosome 

profiling 法を用いた翻訳動態の網羅的解析、mRNA の安定性試験をはじめとする

遺伝学的解析を組み合わせることで、翻訳反応における Ccr4-Not 複合体の普遍

的な機能の解明を試みた(Buschauer et al., 2020) (図 3-7)。 

 

また、本研究はミュンヘン大学(ドイツ)の Roland Beckmann 研究室、ケースウ

エスタンリザーブ大学(アメリカ)の Jeff Coller 研究室との共同研究である。 



2020年度博士論文	
 

 203 

 
図 3-7. 本研究の目的 
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3-3. 結果 
 

3-3-1. Ccr4-Not 複合体は至適度が低いコドン上のリボソームを認識し結合する 

当研究室 松尾講師により、Ccr4-Not 複合体がどのような mRNA を翻訳中の

リボソームに対し結合するのか、翻訳状態を網羅的に検出する Ribosome 

profiling 法を用いて解析された。Ribosome profiling 法は mRNA 上のリボソーム

の結合状態を評価する解析手法である。80S リボソームによって覆われている

mRNA 配列は RNase 処理から保護されることを応用し、Ribosome profiling 法で

は次世代シークエンサーを用いてその配列を網羅的かつ定量的にシークエンス

することで、個々の mRNA の翻訳レベルをゲノムワイドに解析できる。本研究

では、通常の Ribosome profiling 法と Not4 を bait とした免疫沈降法を組み合わせ

た Selective ribosome profiling が 行 わ れ た 。 内 在 性 の NOT4 に FTP 

(FLAG-TEV-ProteinA)タグを付加した出芽酵母株を培養し、翻訳伸長阻害剤であ

りリボソーム A-site に結合する Tigecycline を処置した菌体から Ccr4-Not 複合体

結合型リボソームを精製した(図 3-8A)。Not4によって精製された polysome中に、

Not4 が結合していないリボソームが含まれている可能性を避けるため、Not4 に

よる免疫沈降の間にインキュベーションのステップを加えることにより、内在

性の RNase による polysome の解離を誘発させ、バックグラウンドを低下させた

(図 3-8B)。これにより得た精製産物を SDS-PAGE によって泳動後、CBB 染色を

行うと、Ccr4-Not 複合体の構成成分や Not4 により共精製されたリボソームを構

成するリボソームタンパク質が検出された(図 3-12A 参照)。また、精製産物をシ

ョ糖密度勾配遠心法により分画した結果、内在性の RNase により polysome が解

離し、monosome の状態で精製されていることが確認できた。以上のようにして、

内在性の Not4 を bait とし、Ccr4-Not-リボソーム複合体が精製された。 

次世代シークエンサーを用いた解析の結果、Not4 により免疫沈降されたリボ
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ソームが翻訳中の mRNA には、CSC が低くコドン至適度が低い mRNA が多く

含まれることが明らかになった(図 3-8C,D)。また、mRNA レベルではなくコド

ンレベルで評価することで、Not4 に結合したリボソームの A-site に含まれるコ

ドンのカウントのエンリッチメントと、CSC 及び tAI は、非常に強い逆相関を

示すことが明らかになった(図 3-8E)。したがって、Not4 が結合したリボソーム

の A-site に存在するコドンには、CSC が低く、かつ tAI が低い非至適コドンが

多く含まれていることが明らかになった。以上の結果から、Ccr4-Not 複合体は、

コドン至適度の低い mRNA を翻訳中のリボソームを好んで結合しており、特に

A-site に非至適コドンが位置するリボソームに対し強く結合することが明らか

になった(図 3-9)。つまり、Ccr4-Not 複合体は、A-site コドンの至適度が低いこ

とで、翻訳速度が遅延したリボソームを検知して結合する可能性が示唆された。 

さらに、Ribosome profiling において、80S リボソームによって保護される通常

の mRNA 断片は 29mer 程度(Classical footprint)であることに比べて、空の A-site

を持つリボソーム由来の mRNA 断片は、21mer 程度(Short footprint)と短いことが

知られている(C. C.-C. Wu et al., 2019)。コントロールとしたリボソームタンパク

質 uL30 で精製し RNase 処理を行った mRNA 断片(図 3-10A,B)や、Input として

調整したTotal lysateに対しRNase処理を行ったmRNA断片(図 3-10C)には 29mer

程度の Classical footprint が多く含まれたのに対し、これらと比較して、Not4 に

より精製した Selective ribosome profiling の結果では 21mer 程度の short footprint

が多く検出された。したがって、Not4 が結合したリボソームは、通常と比較し

て、空の A-site を含むリボソームが富んでおり、Ccr4-Not 複合体は、コドン至

適度が低いために、A-site へのアミノアシル tRNA の結合速度が遅延し、空の

A-site を含むリボソームに対し多く結合することが示唆された。 
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図 3-8. Ccr4-Not 複合体は至適度が低いコドンを A-site に含むリボソームを認識し結合す

る。(当研究室 松尾講師) 

A) Monosome-enriched selective ribosome profiling。A-site に結合する翻訳伸長阻

害剤 Tigecycline を処理した細胞抽出液から、Not4 と共精製されるリボソームが翻訳中の

mRNA について次世代シークエンサーにより解析した。精製過程に、Incubation のステップ

を加えることで、内在性の RNase によって polysome を monosome 化し、Not4 と直接結

合したリボソームのみを特異的に精製した。共精製されたリボソームに対し、RNase 処理を

し、リボソームにより保護されている mRNA 領域のみをフラグメント化し、網羅的な

Ribo-Seq を行った。 

B) ショ糖密度勾配遠心法による Monosome-enriched サンプルの確認。内在性の

RNase により Not4-Monosome 複合体が精製されたことを確認した。 

C) クオリティチェック。Not4 により共精製された Not4-IPed ribosome fraction とコントロー

ルとした Total ribosome fraction について、精度および再現性が高いサンプル調整ができ

ていることが確認された。 

D) Not4 により共精製された Not4-IPed ribosome が翻訳中の mRNA と、コドン至適度

の指標となる Codon Stabilization Coefficient (CSC)と tRNA Adaptive Index (tAI)の

比較。Not4 による共精製における mRNA の enrichment とその mRNA についての CSC

もしくは tAI は逆相関することが示された。 

E) Not4 により共精製された Not4-IPed ribosome の A-site に含まれるコドンと、コドン至

適度の指標となる Codon Stabilization Coefficient (CSC)と tRNA Adaptive Index 

(tAI)の比較。Not4 による共精製における A-site に位置するコドンの enrichment と CSC

もしくは tAI は逆相関することが示された。 
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図 3-9. Ccr4-Not 複合体が結合したリボソームの A-site コドンの enrichment とコドン至適

度の指標となる CSC、tAI は強く逆相関する。(当研究室 松尾講師) 

A) Monosome-enriched selective ribosome profiling により明らかになった、

Not4-IPed ribosome の A-site に含まれるコドンの enrichment。至適コドンは緑色、非至

適コドンは赤色で示しており、コドン至適度と Not4-IPed ribosome の A-site に含まれるコ

ドンの enrichment は強く逆相関することが示された。 

B) CSC と Not4-IPed ribosome の A-site に含まれるコドンの enrichment の比較。 

C) tAI と Not4-IPed ribosome の A-site に含まれるコドンの enrichment の比較。  
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図 3-10. Ccr4-Not 複合体は空の A-site を含むリボソームと効率よく結合する。(当研究室 

松尾講師) 

A) Fast selective ribosome profiling。リボソームタンパク質 uL30 による精製をコントロー

ルとし、Not4 と共精製されるリボソーム中の mRNA を Ribo-Seq により解析した。 

B) Fast selective ribosome profiling で得られたリード長の比較。コントロールと比較して、

Ccr4-Not 複合体が結合したリボソームが保護する fragment 長は 21-23nt の short 

length であり、空の A-site を含むことが示唆された。 

C) Monosome-enriched selective ribosome profiling で得られたリード長の比較。イン

プットと比較して、Ccr4-Not 複合体が結合したリボソームが保護する fragment 長は

21-23nt の short length であり、空の A-site を含むことが示唆された。 

  



2020年度博士論文	
 

 210 

3-3-2. Not4 を介したリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化は、コドン至適

度に依存した mRNA 分解系に必要である 

 前述したように、Ccr4-Not 複合体は、コドン至適度が低い mRNA を翻訳中の

リボソームに対し、優先的に結合することが明らかになった。コドン至適度は、

mRNA 自身の安定性やその翻訳効率、それに由来するタンパク質合成量を決定

する主要な指標として知られている。多くの場合、コドン至適度は細胞質中の

tRNA 量と強く相関しており、A-site に非至適コドンが存在するときに、対応す

るアミノアシル tRNA の結合時間が相対的に遅延し、翻訳中のリボソームは空の

A-site を生じる。したがって、Ribosome profiling の結果は、非至適コドン上で空

の A-site の時間が相対的に延長すると、Not4 を含む Ccr4-Not 複合体がそれを翻

訳中のリボソームに対し結合する、ということを示唆している。 

 それでは、コドン至適度に由来するリボソームの速度変化を検知して結合し

た Ccr4-Not 複合体は、リボソーム上でどのような機能を持つのか。本研究では、

コドン至適度に依存した mRNA 分解に着目して解析を行った。mRNA の半減期

測定では、ガラクトース存在下で転写誘導される GAL7 プロモーターの下流に、

コドン至適度の異なる HIS3 遺伝子をコードするレポーター遺伝子を用いた。ノ

ーザンブロットによる検出を行うため、HIS3 遺伝子の上流に FLAG-Tag 配列を

挿入し、FLAG-Tag mRNA 配列に対応するプローブを用いて mRNA の安定性を

検出、定量した。このようなレポーター遺伝子をコードするプラスミドを出芽

酵母株に形質転換し、ラフィノース培地で前培養を行った後、ガラクトース培

地で転写誘導を行った。一定の濁度まで培養した後、グルコース培地に培地交

換することで転写を遮断し、経時的にサンプリングを行った。その結果、先行

研究と一致して、野生株においては、非至適コドンにより構成される non-optimal 

HIS3 mRNA(以下、non-OPT-0%レポーター)の半減期は 2.43±0.55 min、中間的な

至適度の middle-optimal HIS3 mRNA(以下、mid-OPT-50%レポーター)の半減期は
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6.27±0.54 min、至適コドンにより構成される optimal HIS3 mRNA(以下、OPT-100%

レポーター)の半減期は 17.20±2.08 min であり、同じアミノ酸をコードする HIS3 

mRNA にも関わらず、それぞれの mRNA 安定性はコドン至適度に相関し、コド

ン至適度に依存した mRNA 分解が検出された(図 3-11)。 

次に、Ribosome profiling 時に bait として使用した Not4 が、コドン至適度に依

存した mRNA 分解に関与するか、検討するため、not4∆株におけるそれぞれの

mRNA の半減期を測定した。その結果、not4∆株においては、non-OPT-0％レポ

ーターの半減期は 7.17±0.76 min (野生株では 2.43±0.55 min)、mid-OPT-50％レポ

ーターの半減期は 14.17±0.56 min (野生株では 6.27±0.56 min)、OPT-100％レポー

ターの半減期は 15.63±1.47 min (野生株では 17.20±2.08 min)であった。

non-OPT-0％レポーターと OPT-100％レポーターの半減期の差は、野生株では

14.77min であったのに対し、not4∆株においては 8.46min となり、コドン至適度

に依存した mRNA 分解が著しく阻害された。特に、野生株に比べ、not4∆株では

non-OPT-0％レポーターの半減期が 4.74min 延長し、非至適 mRNA が顕著に安定

化していたことから、Not4 はコドン至適度に依存した mRNA 分解に必須である

ことが明らかになった(図 3-11)。 

さらに、Not4 は RING 型の E3 ユビキチンリガーゼであり、リボソームタンパ

ク質 eS7 をモノユビキチン化することが報告されている。次に、コドン至適度

に依存したmRNA分解系におけるeS7のユビキチン化の関与について検討した。

Not4 による eS7 のユビキチン化部位は、eS7-K83/84 残基であるが、本研究では、

これらを含むeS7-K72/76/83/84の4つのリジン残基をアルギニン残基に置換した

eS7a-4KR 変異体を用いた。出芽酵母の eS7 には、eS7A と eS7B のパラログが存

在しているため、eS7A 及び eS7B を欠失させ、プラスミドで野生型 eS7A-WT を

相補させた es7a∆es7b∆peS7A-WT 株、もしくは変異型 eS7a-4KR を発現させた

es7a∆es7b∆peS7a-4KR 株を用いて、レポーターmRNA の半減期測定を行った。そ
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の結果、es7a∆es7b∆peS7a-4KR 株では、non-OPT-0％レポーターの半減期は

8.07±0.90 min (es7a∆es7b∆peS7A-WT 株では 2.80±0.43 min)、mid-OPT-50％レポー

ターの半減期は 13.53±0.60 min (es7a∆es7b∆peS7A-WT 株では 8.13±1.81 min)、

OPT-100％レポーターの半減期は 18.33±5.00 min (es7a∆es7b∆peS7A-WT 株では

21.17±2.29 min)であった。これらは、前述した not4∆株における表現型と著しく

類似しており、non-OPT-0％レポーターと OPT-100％レポーターの半減期の差は、

es7a∆es7b∆peS7A-WT 株では 18.37min であったのに対し、es7a∆es7b∆peS7a-4KR

株においては 10.26min であった。特に、es7a∆es7b∆peS7A-WT 株に比べ、

es7a∆es7b∆peS7a-4KR株では non-OPT-0％レポーターの半減期は 5.27min延長し、

eS7 のユビキチン化の欠損により非至適 mRNA が顕著に安定化していた。以上

のことから、Not4 を介したリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化はコドン

至適度に依存した mRNA 分解に必須であることが明らかになった(図 3-11)。 
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図 3-11. Not4 によるリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化は、コドン至適度に依存した

mRNA 分解に関与する。 

A) Non-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Non-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

B) Mid-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Mid-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

C) OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の OPT FLAG-HIS3 mRNA の安定性をノー

ザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

D) A-C の定量結果。コドン至適度に依存した mRNA 分解は Not4 による eS7 のユビキチ

ン化に依存することが明らかになった。 
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3-3-3. Ccr4-Not 複合体は Not5 の N末端領域を介してリボソームの E-site に結合

する 

リボソームと Ccr4-Not 複合体の結合様式について明らかにするため、ミュン

ヘン大学 Roland Beckmann 研究室との共同研究により、Ccr4-Not 複合体が結合

した翻訳伸長中のリボソームについて、クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析

を行った。Selective ribosome profiling の際と同様に、内在性の NOT4 に FTP 

(FLAG-TEV-ProteinA)タグを付加した出芽酵母株を培養し、翻訳伸長阻害剤であ

る Tigecycline を処置した菌体から Ccr4-Not 複合体結合型リボソームを精製した

(図 3-12A)。その後、精製産物をショ糖密度勾配遠心法によって monosome 画分

と polysome 画分に分画し、構造解析が行われた。その結果、Not4 により精製さ

れた Ccr4-Not-リボソーム複合体は、80S リボソームであり、さらに驚くべきこ

とに、tRNA は P-site のみに存在し、A-site は空であった(図 3-12B)。この結果は、

Selective ribosome profiling の結果とも一致し、Ccr4-Not 複合体は、mRNA のコド

ン至適度が低く相対的にデコーディング速度が遅延したために、空の A-site を

含んだ 80S リボソームを好んで結合することが明らかになった。E-site tRNA は

A-site の順応に必要では無いことから、非至適コドンが A-site に位置し、相対的

に空の A-site の時間が延長することで、結果的に生じた P-site tRNA のみを持つ

(--/PP/--)80S リボソームを Ccr4-Not 複合体が認識すると考えられる。 

さらに、2.8Å の解像度で解析することで、E-site には、Ccr4-Not 複合体の構成

成分である Not5 の N 末端領域(2-113 残基 :N-Terminal Domain: NTD)が結合して

いることが明らかになった。Not5 の N 末端領域以外の部分や、Ccr4-Not 複合体

の他の構成成分については、結合様式がフレキシブルであるために、検出され

なかったと考えられる(図 3-12B)。Not5 の N 末端領域は、3 つの αヘリックスの

束と 4 つ目の短い α ヘリックスを、短いリンカーが直接繋いだ構造を形成して

おり、このうち 3 つの αヘリックスの束が安定な疎水性コアを形成し、60S サブ
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ユニットと 40S サブユニットの間に正確に相互作用することで、Not5 の N 末端

領域は E-site に安定に結合する。Not5 の N 末端領域は、P-site tRNA、25S rRNA、

18S rRNA、リボソームタンパク質 eS25 の N 末端テイルと直接相互作用してい

たことから、P-site に tRNA を持つアセンブルされた 80S リボソームが、Ccr4-Not

複合体の結合に必要であることが示唆された(図 3-12C,D)。以上の構造は、ショ

糖密度勾配遠心後の monosome 画分、polysome 画分のいずれでも検出された。 
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図 3-12. Ccr4-Not 複合体は、Not5 の N 末端領域を介して、空の A-site を含む 80S リ

ボソームの E-site に結合する。 (Roland Beckmann 研究室 Robert Buschauer ら) 

A) Not4 で共精製される 80S リボソーム-Ccr4-Not 複合体。ゲノム編集によって Not4 に

FLAG-TEV protease site-ProteinA (FTP)タグを付加した出芽酵母の細胞抽出液から、

Ccr4-Not 複合体とそれに共精製されるタンパク質群を SDS-PAGE で泳動、検出した。ク

ライオ電子顕微鏡を用いた構造解析に進める前に、質量分析によってタンパク質群の帰属

を行った。*は溶出の際に用いた TEV protease。 

B) クライオ電子顕微鏡で得られたデンシティマップ。Ccr4-Not 複合体の構成成分である

Not5 の N 末端ドメインがリボソームの E-site に結合していることが明らかになった。 

C) Not5 の N 末端領域とリボソーム成分(tRNAiMet、18S rRNA、25S rRNA、リボソームタ

ンパク質 eS25)の相互作用の概要。tCM は tRNA-clamp motif を示す。 

D) Not5-80S リボソーム複合体の原子モデル。 

 

  



2020年度博士論文	
 

 218 

実際に、Not5 の N 末端領域が、Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合に必要か、

を明らかにするため、not5∆に NOT5-HA もしくは Not5-∆NTD-HA を発現するプ

ラスミドを形質転換した出芽酵母を培養及び集菌後、調整した細胞抽出液をシ

ョ糖密度勾配遠心法により分画した。その後、TCA 沈殿によりタンパク質サン

プルとし、抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングを行うことで、Not5

タンパク質の局在を検出した。その結果、野生型の Not5 は monosome 画分から

polysome 画分にかけて広く局在したのに対し、N 末端領域を欠損した変異型の

Not5-∆NTD はリボソームに結合せず、free 画分に局在した(図 3-13A)。したがっ

て、Not5 の N 末端領域は Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合に必須であること

が明らかになった。一方で、Ccr4-Not 複合体とリボソームが結合しない

not5∆pNot5-∆NTD 株においても、Not4 を介した eS7 のユビキチン化は依然とし

て起こっており、Not4 による eS7 のユビキチン化には、Not5 の N 末端領域を介

した Ccr4-Not とリボソームの結合は必要ではないことが示された(図 3-13B)。 
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図 3-13. Not5 の N 末端領域を介した Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合活性は、リボ

ソームタンパク質 eS7 のユビキチン化に関与しない。 (当研究室 松木) 

A) ショ糖密度勾配遠心法を用いた Not5 の局在評価。出芽酵母細胞抽出液を

10%-50%のショ糖密度勾配にアプライし遠心後、分画したサンプルを TCA 沈殿により濃縮

し、抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングにより Not5 のリボソームへの結合活性を検

出した。これにより Not5 の N 末端領域はリボソームとの結合に必須であることが明らかになっ

た。 

B) ショ糖密度勾配遠心法を用いた eS7 のユビキチン化レベルの評価。A)と同様の解析時

の eS7 のユビキチン化レベルを検出することで、Not5 を介したリボソームの結合活性は、

eS7 のユビキチン化に影響しないことが示された。 
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3-3-4. Ccr4-Not 複合体は、翻訳開始過程後期及び翻訳伸長反応中のリボソーム

に結合する 

Roland Beckmann 研究室において行われたクライオ電子顕微鏡による構造解

析は、Not4 により共精製される Ccr4-Not-リボソーム複合体をショ糖密度勾配遠

心法により分画したサンプルを用いて行われた。その結果、monosome 及び

polysome のフラクションから分取したいずれの電子顕微鏡像においても、Not5

の N 末端領域はリボソームの E-site に結合していた。この際に、リボソーム上

に存在する mRNA 及び tRNA はランダムであることが想定されたが、驚くべき

ことに monosome 画分由来の電子顕微鏡像においては、P-site に開始メチオニン

tRNA が存在した(図 3-14A)。したがって、Ccr4-Not 複合体は翻訳伸長過程のみ

ならず、翻訳開始過程の後期にもリボソームに結合することが明らかになった。

また、薬剤処理なし、リボソーム A-site に結合する翻訳伸長阻害剤 Tigecycline、

リボソーム E-site に結合する翻訳伸長阻害剤 Cycloheximide を処置した出芽酵母

の細胞抽出液から、Not4 で精製する前の 80S フラクション(total)と精製した後の

80S フラクション(Pull)を調整し、tRNA ノーザンブロッティングが行われた。開

始 tRNA である tRNAiMetと伸長 tRNA の一種である tRNAAla に対するプローブを

用いて検出した結果、精製前の 80S リボソームと比較して、Ccr4-Not 複合体が

結合した精製リボソームにおいては、コントロールとして用いた伸長 tRNA の一

種である tRNAAla の結合効率に差が見られなかった一方で、開始 tRNA である

tRNAiMetは顕著に多く含まれていることが示された(図 3-14B)。このような開始

tRNA の結合効率の上昇は Tigecycline の処理に依存しなかった一方で、

Cycloheximide の処置サンプルでは顕著に低下していることが明らかになった。

これは Ccr4-Not 複合体が 80S リボソームの E-site を介して結合することと一致

しており、Cycloheximide と Not5 の N 末端領域が E-site において競合したため

に、結合効率が低下した可能性が考えられる。 
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さらに、当研究室 松尾講師により行われた Not4 を介した Selective ribosome 

profiling の結果において、Not4 と共精製されたリボソーム由来のピークが ORF

に広く分布していたことに加え、コントロールとしたリボソームタンパク質

uL30 に共精製されたリボソーム由来のピークと比較して、Not4 に共精製された

リボソーム由来のピークは、開始コドン上に著しく蓄積していた(図 3-14C,D)。

したがって、翻訳開始反応の後期課程において、スキャニングを終えて開始コ

ドン上に位置し、開始メチオニン tRNA がリクルートされた後の 80S リボソー

ムに対し、Ccr4-Not 複合体、少なくとも Not4 がリクルートされることが示唆さ

れた。Not5 の N 末端領域が結合する E-site と Not4 がユビキチン化するリボソー

ムタンパク質 eS7 は、リボソーム上において非常に遠位な位置に存在するため、

E-site に結合した Not5 を含む Ccr4-Not 複合体と eS7 をユビキチン化する Not4

を含む Ccr4-Not 複合体は同一分子である可能性は低いと考えられる。さらに、

Not4によるリボソームタンパク質eS7のユビキチン化は、Not5を介したCcr4-Not

複合体とリボソームとの安定な結合には依存しないことから、翻訳開始反応の

後期において、Not4 は単独で、もしくは Ccr4-Not 複合体として、Not5 の N 末

端領域非依存にリボソームにリクルートされ、リボソームタンパク質 eS7 をユ

ビキチン化することが示唆された。しかしながら、Not5 の N 末端領域の翻訳開

始反応における機能については明らかになっていない。 
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図 3-14. Not5 の N 末端領域を介した Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合活性は、リボ

ソームタンパク質 eS7 のユビキチン化に関与しない。 (A,B: Roland Beckmann 研究室 

Robert Buschauer ら、C,D: 当研究室 松尾講師) 

A） クライオ電子顕微鏡で得られたデンシティマップと原子モデル。Ccr4-Not 複合体の構成

成分である Not5 の N 末端ドメインが開始 tRNA である tRNAiMet の D-loop と相互作用し

ていることが明らかになった。 

B) tRNA ノーザンブロッティング。薬剤処理なし、リボソーム A-site に結合する翻訳伸長阻

害剤 Tigecycline、リボソーム E-site に結合する翻訳伸長阻害剤 Cycloheximide を処置

した出芽酵母の細胞抽出液から、Not4 で精製する前の 80S フラクション(total)と精製した

後の 80S フラクション(Pull)を調整し、等量のリボソームをアプライした。開始 tRNA である

tRNAiMet と伸長 tRNA の一種である tRNAAla に対するプローブを用いて検出した結果、

Ccr4-Not 複合体が結合したリボソームには開始 tRNA が多く含まれていることが示された。 

C) Fast selective ribosome profiling。リボソームタンパク質 uL30 による精製をコントロー

ルとし、Not4 と共精製されるリボソーム中の mRNA を Ribo-Seq により解析した。 

D) Fast selective ribosome profiling で得られたリード位置の比較。コントロールと比較し

て、Ccr4-Not 複合体が結合したリボソームが保護する fragment は開始コドンで顕著に増

加しており、Ccr4-Not複合体は翻訳開始段階で80Sリボソームに結合することが示唆され

た。 
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以上のように、ショ糖密度勾配遠心法により分画した monosome 画分における

Ccr4-Not-リボソーム複合体は、翻訳開始反応過程の後期であることが示された

ため、次に、polysome 画分における Ccr4-Not-リボソーム複合体の構造解析が行

われた。その結果、polysome 画分においても、A-site が空であり、tRNA は P-site

のみに存在し、E-site に Not5 が結合した電子顕微鏡像が得られた(図 3-15A,B)。

polysome 画分で得られた構造は、monosome 画分で得られた構造と非常に類似し

ていたが、tRNA 領域の解像度が低く、得られた像は多種の tRNA 分子の混合物

であると考えられることから、polysome 画分に含まれる Ccr4-Not 複合体が結合

した翻訳伸長反応中のリボソームには様々な tRNA が含まれることが示唆され

た(図 3-15A,B)。 

実際に、monosome 画分由来のリボソームのペプチジルトランスフェラーゼセ

ンター近傍では、P-site tRNA の CCA 末端にメチオニン残基がひとつ付加されて

いるのに対し、polysome 画分では、新生ペプチド鎖がペプチジルトランスフェ

ラーゼセンターからリボソーム出口トンネルに向けて伸長しており、それぞれ

が翻訳開始過程後期、翻訳伸長過程であることが確認されている(図 3-15C,D)。 

  本項の結果から、Ccr4-Not 複合体は、翻訳開始後期と翻訳伸長中にリボソー

ムへと結合しており、かつ Not5 を介した E-site への結合は Not4 による eS7 のユ

ビキチン化に関与しないことから、Ccr4-Not 複合体は、翻訳開始後期に Not4 を

介して eS7 をユビキチン化したのち、翻訳伸長中には Not5 を介してリボソーム

の E-site に結合する可能性が示唆された。 
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図 3-15. Ccr4-Not 複合体は、翻訳開始および翻訳伸長中の 80S リボソームと Not5 の N

末端領域を介して結合する。 (Roland Beckmann 研究室 Robert Buschauer ら) 

A,B） Not5 の結合部位についてクライオ電子顕微鏡で得られたデンシティマップ。A)では翻

訳開始段階、B)では翻訳伸長段階のリボソームに対して、Ccr4-Not 複合体は Not5 の N

末端領域を介して結合することが明らかになった。緑色は P-site tRNA、赤色は Not5 の N

末端ドメインを示す。 

C,D） リボソームの活性中心であるペプチジルトランスフェラーゼセンター(PTC)についてクライ

オ電子顕微鏡で得られたデンシティマップ。Not5-80S リボソーム複合体中の P-site tRNA

の CCA 末端は、C）では青色で示されたメチオニンとエステル結合を形成しており、翻訳開

始段階であること、D）では青色で示された新生ペプチド鎖を形成しており、翻訳伸長段階

であることが明らかになった。 
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3-3-5. Not5 の N 末端領域はリボソームタンパク質 eS25 との相互作用により、安

定に E-site に結合する 

Roland Beckmann 研究室において行われた Ccr4-Not 複合体結合型リボソーム

の構造解析の結果より、Not5 の N 末端領域は、P-site tRNA と相互作用すること

が明らかになった。Not5 の N 末端領域のうち、ヘリックス α2 が tRNA の D-loop

のバックボーンとの間に、ヘリックス α2 と α3 は D-arm との間に複数の水素結

合を形成していた。さらに、Not5 の K103-L110 残基は、tRNA のアンチコドン

ステムループのリン酸バックボーンと相互作用することで、Not5 と P-site tRNA

の結合を安定化させるため、tRNA clamp-motif (tCM)と名付けた(図 3-16A)。 

このうち、Not5 の F105/A109 残基はリボソームタンパク質 eS25 の K25/K29

残基と水素結合を形成しており、これによって、リボソームタンパク質 eS25 の

N 末端テイルは、Not5 の tCM を所定の位置に保持し、tCM と tRNA の相互作用

をさらに安定化していることが示唆された(図 3-16B)。通常、eS25 のテイルは構

造学的にフレキシブルであるにも関わらず、Not5 の存在下においては、eS25 の

N 末端テイルが P-site 方向へと伸長することで、eS25 が 18S rRNA と新たに安定

な構造を形成していた。その結果、Not5 の N 末端領域と 18S rRNA との相互作

用を誘発し、Not5 の tCM と tRNA バックボーンとの結合を安定化すると考えら

れる。 

したがって、Not5 の N 末端領域は、リボソームタンパク質 eS25 の構造安定

化、相互作用パートナーの変化をはじめとする、非常に特異的で複雑な結合様

式により、P-site に位置する tRNA と複数の相互作用を形成し、E-site に安定に

結合することが明らかになった(図 3-16C)。 
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図 3-16. Not5 の N 末端領域は、P-site tRNA、18S rRNA、25S rRNA、リボソームタン

パク質 eS25 と相互作用し、リボソーム E-site に安定に結合する。 (Roland Beckmann

研究室 Robert Buschauer ら) 

A) Not5 の tRNA clamp motif (tCM)と開始 tRNA である tRNAiMet、リボソームタンパク質

eS25、18S rRNA の間の相互作用部位の概略。赤色は Not5 の tCM、緑色は開始

tRNA、青色はリボソームタンパク質 eS25、黄色は 18S rRNA を示す。 

B） A)で示した相互作用部位のうち、アンチコドンステムループ近傍の原子モデル。 

C） A)で示した相互作用パートナー分子の概略。実線矢印は極性相互作用、破線矢印

は疎水性相互作用を示す。  
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3-3-6. リボソームタンパク質 eS25 により安定化される Not5 の N 末端領域の

E-site への結合は、コドン至適度に依存した mRNA 分解系に関与する 

クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析の結果、Ccr4-Not 複合体は、その構成

因子である Not5 の N 末端領域を介して、リボソームの E-site に結合することが

明らかになった。Not5 は種間で広く保存されており、ヒトでは CNOT3 として

mRNA の安定性制御に関与することが知られている(Muhlrad and Parker, 2005; 

Suzuki et al., 2015; Alhusaini and Coller, 2016)。このため、Not5 の N 末端領域を介

した Ccr4-Not 複合体とリボソームへの結合が、コドン至適度に依存した mRNA

分解に関与するか、not5∆に空ベクター、野生型 NOT5-HA、N 末端領域を欠失し

た変異型 Not5-∆NTD-HA を発現するプラスミドを形質転換した出芽酵母を培養

し、mRNA の半減期測定を行った。その結果、non-OPT-0%レポーターの半減期

は、not5∆欠損株では 6.43±0.21 min であり、野生型 not5∆pNOT5 株では 2.20±0.16 

min と相補したのに対し、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 5.83±0.12 min と相補

しなかった。したがって、Not5 の N 末端領域は、非至適 mRNA の分解に必須で

あることが明らかになった。また、mid-OPT-50%レポーターの半減期は、not5∆

では 8.70±1.58 min であり、野生型 not5∆pNOT5 株では 7.56±0.56 min と相補した

のに対し、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 8.57±0.88 min と相補しなかった。さ

らに、OPT-100%レポーターの半減期は、not5∆では 23.90±3.49 min、野生型

not5∆pNOT5 株では 29.03±4.36 min、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 25.43±4.20 

min であった。non-OPT-0％レポーターと OPT-100％レポーターの半減期の差は、

野生型 not5∆pNOT5 株では 26.83min であったのに対し、not5∆では 17.47 min、変

異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 19.60 min であり、Not5 の N 末端領域を欠失させ

ると、mRNA 分解におけるコドン至適度依存性が抑制された。したがって、Not5

の N 末端領域は、コドン至適度に依存した mRNA 分解に関与することが明らか

になった(図 3-17)。 
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図 3-17. Not5 の N 末端領域を介したリボソームへの結合活性は、コドン至適度に依存し

た mRNA 分解に関与する。 

A) Non-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Non-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

B) Mid-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Mid-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

C) OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の OPT FLAG-HIS3 mRNA の安定性をノー

ザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

D) A-C の定量結果。コドン至適度に依存した mRNA 分解は Not5 の N 末端領域を介し

たリボソームへの結合活性に依存することが明らかになった。 
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前述したクライオ電子顕微鏡を用いた構造解析により、リボソームの E-site

に結合した Not5 は、リボソームタンパク質 eS25 と直接相互作用しており、こ

れにより Not5 と P-site tRNA の相互作用が安定化されることが示唆されている。

Jeff Coller 研究室において行われた mRNA 半減期測定の結果、eS25 は非至適コ

ドンにより構成される non-OPT-0%レポーターの分解に必須であることが明ら

かになった(図 3-18)。したがって、リボソームタンパク質 eS25、および、これ

により安定化される Not5 の N 末端領域とリボソーム E-site との結合は、コドン

至適度に依存した mRNA 分解を促進することが示唆された。 

 

図 3-18. リボソームタンパク質 eS25 は、コドン至適度に依存した mRNA 分解に必須であ

る。(Jeff Coller 研究室 Ying-Hsin Chen ら) 

A) Non-OPT および OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Non-OPT もしくは OPT 

PGK1 5’UTR-Synthetic ORF-PGK1 3’UTR mRNA の安定性を、32P ラベルしたアンチ

センスオリゴヌクレオチドを用いたノーザンブロッティングにより検出した。その結果、コドン至適

度に依存した mRNA 分解に不可欠である Dhh1 と同程度に eS25 も必須であることが示

された。 
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3-3-7. Not4 による eS7 のユビキチン化は、Not5 の N 末端領域の E-site への結合

に必須である 

 これまでの結果から、Ccr4-Not 複合体は、(1) Not4 を介したリボソームタンパ

ク質 eS7 のユビキチン化、(2) Not5 の N 末端領域を介したリボソーム E-site への

結合、を行うことで、コドン至適度に依存した mRNA の分解を誘導することが

明らかになった。前述したショ糖密度勾配遠心法の結果から、Not5 の N 末端領

域は、Not4 による eS7 のユビキチン化に必須ではないことが明らかになってい

る。このため、Not4 によるユビキチン化が行われる際に、Ccr4-Not 複合体が Not5

を介してリボソームに結合しているわけではなく、これらは別のタイミングで

あることが示唆されている。 

 Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 を介したリボソーム E-site への結合の

関連性を検討するため、多重欠損株を用いて mRNA の半減期測定を行った。前

述したように、non-OPT-0%レポーターの半減期は、野生型 not5∆pNOT5 株では

2.20±0.16 min、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 5.83±0.12 min であり、その差は

3.63min だった。これに対し、not4∆not5∆の二重欠損株に野生型 NOT5-HA もし

くは変異型 Not5-∆NTD-HA をプラスミドで発現させ、半減期測定を行うと、

not4∆not5∆pNOT5-WT 株では 9.10±0.72 min、not4∆not5∆pNot5-∆NTD 株では

8.97±0.63 min であり、その差は 0.13min となった。したがって、NOT4 の欠失に

よりほぼ完全に Not5 の N 末端領域の効果が抑制されることが明らかになった。

同様に、mid-OPT-50%レポーターの半減期は、野生型 not5∆pNOT5 株では 

7.56±0.56 min、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 8.57±0.88 min であり、その差は

1.01min だったのに対し、 not4∆not5∆pNOT5-WT 株では 18.77±1.02 min、

not4∆not5∆pNot5-∆NTD 株では 19.17±2.69 min であり、その差は 0.40min となり、

同様に NOT4 の欠失によりほぼ完全に Not5 の N 末端領域の効果が抑制された。

また、OPT-100%レポーターの半減期は、野生型 not5∆pNOT5 株では 29.03±4.36 
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min、変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株では 25.43±4.20min であり、その差は 3.60min

だ っ た の に 対 し 、 not4∆not5∆pNOT5-WT 株 で は 18.30±1.47 min 、

not4∆not5∆pNot5-∆NTD 株では 18.87±0.93 min となり、その差は 0.57min であっ

た。これらの結果から、コドン至適度の異なるレポーターmRNA の半減期にお

いて、NOT4 の欠失により完全に Not5 の N 末端領域の効果が抑制されることが

示唆された。さらに、non-OPT-0%レポーターと OPT-100%レポーターの半減期

の差は、not5∆pNOT5-WT 株では 26.80min、not5∆pNot5-∆NTD 株では 19.60min で

あ り 、 Not5 の N 末端 領 域 の効 果 が 7.20min で あっ た の に対 し 、

not4∆not5∆pNOT5-WT 株では 9.20min、not4∆not5∆pNot5-∆NTD 株では 9.90min で

あったことから、NOT4 の欠失により Not5 の N 末端領域の効果が 0.70min とほ

ぼ完全に阻害された。したがって、コドン至適度に依存した mRNA 分解におけ

る Not5 の N 末端領域の活性は、Not4 に依存することが示された(図 3-19)。 

  さらに本研究では、Not4 と同様に eS7 のユビキチン化も Not5 の N 末端領域

の活性に必須であることが明らかにした。es7a∆es7b∆not5∆の三重欠損株に eS7

がユビキチン化を受けない eS7a-4KR を発現するプラスミドと、野生型 NOT5-HA

もしくは変異型 Not5-∆NTD-HA をプラスミドで発現させ、non-OPT-0%レポータ

ーの半減期測定を行うと、es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5-HA 株では 9.83±1.72 

min、es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5∆NTD-HA 株では 9.10±0.22 min であり、

その差は 0.73min となり、eS7 のユビキチン化の欠損によっても、NOT4 欠失下

と同様に、ほぼ完全に Not5 の N 末端領域の効果が抑制された。同様に、

mid-OPT-50%レポーターの半減期は、es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5-HA 株で

は 17.43±0.78 min、es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5∆NTD-HA 株では 16.27±2.16 

min であり、その差は 1.16min であった。さらに、OPT-100%レポーターの半減

期 は 、 es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5-HA 株 で は 16.30±0.88 min 、

es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5∆NTD-HA 株では 16.40±2.11 min であり、その
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差は 0.10min であったことから、コドン至適度の異なるレポーターの mRNA の

半減期において、eS7 のユビキチン化の欠損によっても完全に Not5 の N 末端領

域の効果が抑制された。また、non-OPT-0%レポーターと OPT-100%レポーター

の半減期の差は、not5∆pNOT5-WT 株では 26.80min、not5∆pNot5-∆NTD 株では

19.60min であり、Not5 の N 末端領域の効果が 7.20min であった一方で、

es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5-HA 株 で は 6.47min 、

es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KRpNOT5∆NTD-HA 株では 7.30min であったことから、

eS7 のユビキチン化の欠損下では Not5 の N 末端領域の効果が 0.83min とほぼ完

全に阻害された。したがって、以上の結果から、コドン至適度に依存した mRNA

分解における Not5 の N 末端領域の活性は、Not4 を介した eS7 のユビキチン化

に依存し、また、Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 を介した Ccr4-Not 複

合体とリボソームの結合が同一経路であることが示された(図 3-19)。 
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図 3-19. Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域を介したリボソームへの結

合は、同一経路である。 

A) Non-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Non-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

B) Mid-OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Mid-OPT FLAG-HIS3 mRNA の安

定性をノーザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

C) OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の OPT FLAG-HIS3 mRNA の安定性をノー

ザンブロッティングにより FLAG 配列に対応するプローブを用いて検出した。 

D) A-C の定量結果。Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域を介したリボ

ソームへの結合は、同一経路であることが明らかになった。 
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次に、Not5 を介した Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合が、Not4 を介した

eS7 のユビキチン化に依存するのかを検討した。NOT5 が欠失した各種変異株と

して、not5∆株、not4∆not5∆株、es7a∆es7b∆not5∆peS7A-WT 株、

es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KR 株に、NOT5-HA を発現するプラスミドを形質転換し

た出芽酵母を培養及び集菌後、調整した細胞抽出液をショ糖密度勾配遠心法に

より分画した。その後、TCA 沈殿によりタンパク質サンプルとし、抗 HA 抗体

を用いたウエスタンブロッティングを行うことで、Not5 タンパク質の局在を検

出した。その結果、not5∆株に相補させた Not5 は monosome および polysome 画

分に局在したのに対し、not4∆not5∆株に相補させた Not5 はリボソームに結合せ

ず、free 画分に局在した(図 3-20A)。さらに、es7a∆es7b∆not5∆peS7A-WT 株に相

補させた Not5 は、not5∆株と同様に翻訳中のリボソームに結合したのに対し、

es7a∆es7b∆not5∆peS7a-4KR 株に相補させた Not5 は、not4∆not5∆株と同様に翻訳

中のリボソームに結合しなかった(図 3-20A)。したがって、Not4 を介したリボソ

ームタンパク質 eS7のユビキチン化反応は、Not5のN末端領域を介したCcr4-Not

複合体とリボソームの結合に必須であり、Not5 とリボソームの E-site の結合反

応の上流で起こることが明らかになった。以上の結果とクライオ電子顕微鏡を

用いた構造解析の結果と合わせると、翻訳開始過程後期において、Not4 はリボ

ソームタンパク質 eS7 をユビキチン化し、翻訳伸長反応時に、Ccr4-Not 複合体

はリボソームの翻訳伸長速度の低下を検知し、Not5 の N 末端領域を介してリボ

ソームの E-site に結合することで、コドン至適度に依存した mRNA 分解を誘導

することが明らかになった。 

また、NOT4 と NOT5 の二重欠損株は致死であることから、これらが関与する

コドン至適度に依存した mRNA 分解の生体における重要性が示唆されている

(図 3-20B)。 
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図 3-20. Not4 による eS7 のユビキチン化は Not5 とリボソームの結合に必須である。 

A) ショ糖密度勾配遠心法を用いた Not5 の局在評価。HA タグを付加した Not5 を発現す

るプラスミドを形質転換した出芽酵母由来の細胞抽出液を 10%-50%のショ糖密度勾配

にアプライし遠心後、分画したサンプルを TCA 沈殿により濃縮し、抗 HA 抗体を用いたウエ

スタンブロッティングにより Not5 のリボソームへの結合活性を検出した。これにより Not5 の N

末端領域とリボソームの結合には Not4 による eS7 のユビキチン化が必須であることが明らか

になった。 

B) 出芽酵母の Spot assay。Not4 を過剰発現し、アミノ酸選択マーカーとして Uracil 合

成酵素遺伝子であるURA3をコードするp416GPDp-NOT４を出芽酵母株に形質転換し

培養後、10 倍の希釈系列を調整した。URA3 がコードするオロチジン酸デカルボキシラーゼ

はピリミジンアナログである 5-FOA を代謝し毒性物質に変換するために、URA3 を含む酵母

細胞は、5-FOA 存在下では生育不能になる。Uracil を含まない SDC-Ura プレートと、

Uracil を含まず 5-FOA を含む SDC-Ura+5-FOA プレートに対し、形質転換後の出芽酵

母液を滴下することで、NOT4 と NOT5 の二重欠損株は致死であることが示された。  
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3-3-8. Not4 による eS7 のモノユビキチン化が、コドン至適度に依存した mRNA

分解に必須である 

先行研究において、Not4 による eS7 のモノユビキチン化は、リボソームの停

滞、衝突のセンサータンパク質である E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 による K63

型ポリユビキチン鎖の形成を可能にし、mRNA 品質管理機構 NGD を惹起するこ

とが報告されている(Ikeuchi et al., 2019)。このため、Not5 の N 末端領域を介した

Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合に必須である eS7 のユビキチン化が、モノ

ユビキチン化であるのか、K63 型ポリユビキチン化であるのか、検討を行なっ

た。 

内在性のユビキチンをコードする遺伝子を全て欠失させ、野生型ユビキチン

(Ubi-WT)もしくは K63 型ポリユビキチン鎖を形成できない変異型ユビキチン

(Ubi-K63R)を発現させた出芽酵母株に、NOT5-HA 及び eS7A-HA を発現するプラ

スミドを形質転換し、培養及び集菌後、調整した細胞抽出液をショ糖密度勾配

遠心法により分画した。その後、TCA 沈殿によりタンパク質サンプルとし、抗

HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングを行うことで、Not5 タンパク質の

局在と eS7A のユビキチン化レベルを検出した。その結果、eS7A のポリユビキ

チン鎖は、Ubi-WT 株と比較して Ubi-K63R 株において完全に消失したことから、

eS7A 上に形成されるポリユビキチン鎖は、主に K63 型ポリユビキチン鎖である

ことが明らかになった。その一方で、Not5 は Ubi-K63R 株においても polysome

画分に局在したことから、Not5 を介した Ccr4-Not 複合体とリボソームとの結合

は、eS7 の K63 型ポリユビキチン化には依存せず、モノユビキチン化に依存す

る可能性が示唆された(図 3-21)。 
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図 3-21. Not4 による eS7 のモノユビキチン化は Not5 とリボソームの結合に必須である。 

A) ショ糖密度勾配遠心法を用いた Not5 の局在と eS7 のユビキチン化レベルの評価。HA

タグを付加した Not5 と HA タグを付加した eS7 を発現する各プラスミドを形質転換した出

芽酵母由来の細胞抽出液を 10%-50%のショ糖密度勾配にアプライし遠心後、分画した

サンプルを TCA 沈殿により濃縮し、抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロッティングにより Not5

のリボソームへの結合活性を検出した。これにより、Not5 の N 末端領域とリボソームの結合

には eS7 のポリユビキチン化は関与せず、モノユビキチン化が必須であることが明らかになった。

本実験では、出芽酵母内のユビキチンをコードする全遺伝子を欠損させ、プラスミドにより野

生型ユビキチンを相補させた UB-WT 株と K63 型ポリユビキチン鎖を形成できない K63R ユ

ビキチンを相補させた Ubi-K63R 株を用いた。 
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3-3-9. Not4による eS7のユビキチン化とNot5のN末端領域のE-siteへの結合は、

Dhh1 のリボソームへの結合に必須である 

  これまでに、非至適 mRNA 上で進行速度が遅延したリボソームを認識し、そ

の mRNA の分解を惹起する因子として、デキャッピング活性化因子である Dhh1

が同定されている。しかしながら、本研究により、デアデニレーションに関与

する Ccr4-Not 複合体中の Not4 及び Not5 がコドン至適度依存の mRNA 分解系を

制御することを明らかにした。そこで、この分解系における Ccr4-Not 複合体と

Dhh1 の関係性について解析を行った。 

 Jeff Coller 研究室における mRNA の半減期測定の結果、野生株では、至適

mRNA と非至適 mRNA の安定性に顕著な差が検出された一方で、先行研究と一

致して、デキャッピング活性化因子である dhh1∆株においては、至適 mRNA と

非至適 mRNA の安定性がほぼ同じであり、mRNA の安定性におけるコドン至適

度依存性が完全に阻害された。また、デキャッピング酵素である dcp2∆株や、

Ccr4-Not 複合体中に含まれるデアデニレースである pop2/caf1∆株や ccr4∆株にお

いても、野生株と比較して、mRNA の安定性におけるコドン至適度依存性が強

く抑制された。したがって、コドン至適度依存の mRNA 分解には、Dhh1 により

促進されるデキャッピングのみならず、Ccr4-Not 複合体を介したデアデニレー

ションも関与することが示唆された(図 3-22A)。 

 次に、Dhh1 のリボソームへのリクルートと Ccr4-Not 複合体の関連性を明ら

かにするため、野生株もしくは not4∆株、es7a∆es7b∆peS7-WT 株もしくは

es7a∆es7b∆peS7-4KR 株に Dhh1-HA を発現するプラスミドを形質転換した出芽酵

母を培養及び集菌後、調整した細胞抽出液をショ糖密度勾配遠心法により分画

した。その後、TCA 沈殿によりタンパク質サンプルとし、抗 HA 抗体を用いた

ウエスタンブロッティングを行うことで、Dhh1 タンパク質の局在を検出した。

その結果、野生株において Dhh1 は monosome および polysome 画分に局在した
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のに対し、not4∆株においてはリボソームに結合せず、free 画分に局在した(図

3-22B)。さらに、es7a∆es7b∆peS7-WT 株では Dhh1 が翻訳中のリボソームと結合

したのに対し、リボソームタンパク質 eS7 がユビキチン化を受けない

es7a∆es7b∆peS7-4KR 変異株においては、not4∆株と同様に、翻訳中のリボソーム

に結合しなかった(図 3-22B)。以上の結果から、Dhh1 とリボソームの結合には、

Not4 による eS7 のユビキチン化が必須であることが明らかになった。また、野

生型 not5∆pNOT5-WT 株と比較して、Ccr4-Not 複合体とリボソームが結合しない

変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株においても、Dhh1 は翻訳中のリボソームに結合しな

かったことから、Not4 を介した eS7 のユビキチン化に依存した Not5 の N 末端

領域を介したリボソーム E-site との結合は、Dhh1 のリボソームへの結合に必須

であることが示された(図 3-22C)。 

  Dhh1 は、Ccr4-Not 複合体中の足場タンパク質である Not1 に直接結合するこ

とが報告されているため、進行速度が遅延したリボソームを Ccr4-Not 複合体が

認識し、Not5 がリボソーム E-site に結合することで、Dhh1 がその複合体中の

Not1 にリクルートされ、デキャッピングを介した mRNA 分解を誘導する可能性

が示唆された。さらに、一般的な mRNA 分解においては、デアデニレーション

が律速反応であり、デキャッピングの上流で起こる。また、この mRNA 分解系

には、デアデニレーションも関与することを踏まえると、デアデニレーション

の下流で Dhh1 を介したデキャッピングの活性化が促進されている可能性も考

えられる。 
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図 3-22. リボソームタンパク質 eS25 は、コドン至適度に依存した mRNA 分解に必須であ

る。(A,C: Jeff Coller 研究室 Ying-Hsin Chen ら) 

A) Non-OPT および OPT mRNA 半減期測定。転写遮断後の Non-OPT もしくは OPT 

PGK1 5’UTR-Synthetic ORF-PGK1 3’UTR mRNA の安定性を、32P ラベルしたアンチ

センスオリゴヌクレオチドを用いたノーザンブロッティングにより検出した。 

B) ショ糖密度勾配遠心法を用いた Dhh1 の局在評価。HA タグを付加した Dhh1 を発現

するプラスミドを形質転換した出芽酵母由来の細胞抽出液を 10%-50%のショ糖密度勾

配にアプライし遠心後、分画したサンプルを TCA 沈殿により濃縮し、抗 HA 抗体を用いたウ

エスタンブロッティングにより Not5 のリボソームへの結合活性を検出した。これにより Dhh1 とリ

ボソームの相互作用には Not4 による eS7 のユビキチン化が必須であることが明らかになっ

た。 

C) ショ糖密度勾配遠心法を用いた Dhh1 の局在評価。出芽酵母由来の細胞抽出液を

10%-50%のショ糖密度勾配にアプライし遠心後、分画したサンプルを TCA 沈殿により濃縮

し、抗 Dhh1 抗体、抗 uL4 抗体を用いたウエスタンブロッティングにより Dhh1 のリボソームへ

の結合活性を検出した。これにより Not5 の N 末端領域とリボソームの結合は Dhh1 のリボ

ソームへのリクルートに必須であることが明らかになった。 
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3-3-10. Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域の E-site への結合

の阻害は、デキャッピング反応を介した mRNA 分解を抑制する 

  最後に、Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域を介したリボ

ソーム E-site への結合が、直接デキャッピング反応に必須であるかを確認するた

めに、EDC1 mRNA を用いて解析を行った。一般的には、デアデニレーションが

mRNA 分解経路の律速段階であり、デキャッピングはその下流で起こる、とさ

れているが、3-1-9 で前述したように、出芽酵母においてはデキャッピング活性

化因子である Dhh1 は Not1 と直接相互作用し、mRNA 上にリクルートされた

Ccr4-Not-Dhh1 複合体はデアデニレーションを介さずに直接デキャッピングを

促進することが可能である。EDC1 mRNA はデアデニレーションを受けず、Not4

やNot5等に依存したデキャッピングのみを介してmRNA分解を受ける基質とし

て報告されている。そこで、各種酵母株を培養し、集菌、RNA を抽出後、ノー

ザンブロッティングを行い、EDC1 mRNA に対応するプローブを用いて検出を行

った。その結果、野生株と比較して not4∆や not5∆、dhh1∆欠損株では、EDC1 mRNA

が安定化し、その発現量が上昇した(図 3-23A,B)。また、eS7 がユビキチン化を

受けない es7a∆es7b∆peS7-4KR 株においても、コントロールである es7a∆es7b∆

peS7-WT 株と比較して EDC1 mRNA の発現量が上昇した(図 3-23A,B)。さらに、

Not5 がリボソームの E-site に結合できない変異型 not5∆pNot5-∆NTD 株において

も、コントロールである野生型 not5∆pNOT5-WT 株と比較して EDC1 mRNA の発

現量が上昇した(図 3-23A,B)。加えて、NOT4 の欠失下や eS7 のユビキチン化の

欠損下においては、Not5 の N 末端領域に依存した表現型が観察されなかった(図

3-23C,D)。以上のような、EDC1 mRNA のデキャッピングを介した mRNA 分解

についての表現型は、これまでに示したコドン至適度依存の mRNA 分解におけ

る表現型と非常によく一致していた。したがって、Not4 を介した eS7 のユビキ

チン化に依存した Not5 のリボソーム E-site への結合は、デキャッピングに依存
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した mRNA 分解に必須であることが明らかになった。 

 

図 3-23. Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域を介したリボソームとの結

合は、デキャッピングを介した mRNA 分解を促進する。  

A,C) EDC1 mRNA の発現量の定量。各種出芽酵母を培養、集菌後、RNA 抽出を行っ

た。調整した RNA サンプルをアプライし、ノーザンブロッティングを行なった。内在性の EDC1 

mRNA に対応するプローブを用いて検出した。 

B,D) A,C の定量結果。Not4 による eS7 のユビキチン化と Not5 の N 末端領域を介したリ

ボソームへの結合は、デキャッピングを介した EDC1 mRNA の分解を促進することが明らか

になった。  
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3-4. 考察 
 

3-4-1. Ccr4-Not 複合体は、コドン至適度に依存したリボソームの動的速度変化

をモニターする重要なセンサーである 

本研究では、Ccr4-Not 複合体が、コドン至適度に依存したリボソームの速度

変化をモニターし、それに依存した mRNA 分解を誘導することを明らかにした。

さらに、この過程には、Ccr4-Not 複合体中の構成成分である E3 リガーゼ Not4

によるリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化と、RNA 結合タンパク質 Not5

による 80S リボソームの E-site への結合が関与することを示した(図 3-24)。 

クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析の結果から、Not5 は自身の N 末端領域

を介して、空のA-siteを含む Post-translocation stateと呼ばれる(--/PP/--)状態の 80S

リボソームの E-site に特異的に結合しており、また、Ribosome profiling を用いた

網羅的翻訳動態解析の結果により、Ccr4-Not 複合体は A-site に非至適コドンが

位置した 80S リボソームを好んで結合することを明らかにした。したがって、

Ccr4-Not 複合体は、tRNA 量の相対的不足等によるデコーディング速度の遅延を

感知し、相対的に空の A-site を形成する時間が長くなったリボソームを認識し

て結合していると考えられる。 

 生体内で機能発揮するタンパク質の発現量は、多数の決定要因により定義さ

れるが、mRNA の安定性に基づいた発現量の変化は、それに由来するタンパク

質の合成量に最も大きな影響を及ぼす。コドン至適度は、mRNA 安定性と顕著

に逆相関しており、翻訳されにくい非至適 mRNA は、翻訳されやすい至適 mRNA

と比較して、迅速に分解される(Presnyak et al., 2015)。本研究では、コドン至適

度に依存した mRNA 分解に、Not4 による eS7 のユビキチン化に依存した Not5

の N 末端領域を介したリボソームへの結合が関与することを明らかにした。こ

の特徴的な結合様式は、下流のデアデニレーションやデキャッピングを促進す
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ることで mRNA 分解を促進する。これまで、デキャッピング活性化因子である

Dhh1 が、コドン至適度に依存したリボソームの動的変化をモニターし、mRNA

分解を誘導していると考えられていたが (Sweet, Kovalak and Coller, 2012; 

Radhakrishnan et al., 2016)、本研究により、Ccr4-Not 複合体がリボソームの動き

を感知していることが明らかになった(図 3-24)。Dhh1 は、Ccr4-Not 複合体の構

成成分であり、それらの足場タンパク質である Not1 と直接相互作用することが

報告されており(Coller and Parker, 2005; Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014; 

Rouya et al., 2014)、Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合頻度に応じてリクルート

されていることが示唆された。また、デキャッピングのみならず、非至適 mRNA

は Caf1/CNOT7 を介したデアデニレーションを受けることも報告されており

(Webster et al., 2018)、これらによって mRNA の両末端が露出することで迅速な

mRNA 分解が可能になっていると考えられる(図 3-24)。 

  



2020年度博士論文	
 

 249 

 

 

図 3-24. 本研究により提唱されたモデル。 

非至適コドンに富む mRNA は、そのコドン至適度に依存して分解を受けることが報告されて

おり、この惹起には Ccr4-Not 複合体が関与することを明らかにした。デコーディング速度が

著しく低下する非至適コドン上では、リボソームの A-site にアミノアシル tRNA が結合するま

でに相対的に長い時間を要するため、その間、リボソームは空の A-site を形成し、アミノアシ

ル tRNA の結合を待機する。Ccr4-Not複合体の構成因子であるNot5のN末端領域は、

A-site が空である 80S リボソームの E-site に結合し、Dhh1 により活性化されるデキャッピン

グを介した mRNA 分解を促進する。さらに、Not5 とリボソームの相互作用には、その上流で

Not4 によりリボソームタンパク質 eS7 がユビキチン化されることが必須であり、これらの一連の

反応を介して、Ccr4-Not 複合体はリボソームの速度変化を感知し、コドン至適度に依存し

た迅速な mRNA 分解を可能にしている。 
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3-4-2. Not4 によるリボソームタンパク質 eS7 のユビキチン化は、様々な応答を

即座に指令するための、前処置のような反応である可能性がある 

 本研究では、翻訳伸長段階におけるリボソームの動的速度変化に着目したが、

構造解析の結果から、Ccr4-Not 複合体は翻訳伸長過程のみならず、翻訳開始過

程後期にも 80S リボソームに結合することが示唆されている。翻訳開始過程後

期にも、P-site に開始 Met-tRNA を含み、A-site と E-site が空である、Ccr4-Not

複合体の結合標的となる Post-translocation state の状況が起こりうる。Not5 が結

合するリボソーム E-site と Not4 がユビキチン化する eS7 は、リボソーム表面上

で近接しておらず、これらの反応を行う Ccr4-Not 複合体は別分子である可能性

が推測されるため、翻訳開始過程後期に Ccr4-Not 複合体が Not4 による eS7 ユビ

キチン化を担う可能性が十分に考えられる(図 3-25)。Not4 による eS7 のユビキ

チン化は、異常翻訳に起因する品質管理やストレス応答における翻訳制御等に

必須であり、多様な状況で機能を発揮することから、コドン至適度に依存する

遺伝子発現制御を含め、様々な応答に備えた前処置反応である可能性が考えら

れる(Dimitrova et al., 2009; Ikeuchi et al., 2019; Matsuki et al., 2020) (図 3-25)。つま

り、ある一定頻度、もしくは特定の翻訳開始時に eS7 がユビキチン化されるこ

とで、細胞内の翻訳動態に異常事態が生じた場合に、eS7 のモノユビキチン化は

即座に必要に応じた反応や結合を可能にし、それらを促進する前処理のような

機能を持つ可能性がある(図 3-25)。実際に、コドン至適度に依存した mRNA 分

解は、一過性の応答や細胞が晒された条件に依存して特異的な反応等を誘導す

る(Presnyak et al., 2015)。出芽酵母においてフェロモン応答等、刺激に対する一

過性応答に関与するタンパク質群をコードする mRNA は非至適コドンに富み、

不安定化されている。これは、このような細胞内調節や微細な制御系に関与す

る因子群の発現を低く保つために重要であり、さらに一過性応答を迅速に解除

するために必須な遺伝子発現制御である。そのほかにも、本章の序論で述べた
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ように、リボソームの異常停滞や小胞体ストレス応答等をはじめとする特異的

な一過性応答に対応するために、Not4 によるリボソームユビキチン化が必須で

あることが報告されている。さらに、本研究の結果、コドン至適度に依存した

制御においては、翻訳開始段階で Not4 は eS7 をユビキチン化という前処理をす

ることで、翻訳伸長途上であっても即座に Not5 がリボソームに直接結合できる

ように誘導している可能性が示唆された(図 3-25)。しかしながら、in vivo での解

析結果によると、polysome 中の eS7 のユビキチン化はその効率こそ高いものの

全てがユビキチン化を受けているわけではなく、ある頻度でユビキチン化され

ている(図 3-13A)。今後、eS7 がユビキチン化された、もしくはされていないリ

ボソームの違いについて、標的とする mRNA 成分やその細胞内局在、リボソー

ムに結合した翻訳促進因子群等を検出することで、eS7 のユビキチン化がもたら

す下流のシグナル経路の全容の解明が期待される。 

一方で、翻訳開始過程後期における Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合は、

コドン至適度に依存した遺伝子発現制御には依存しない全く異なる機能を持つ

可能性も考えられる。例えば、翻訳開始反応から翻訳伸長反応への移行がスム

ーズに進まず、リボソームが一時停止しまった場合に、その翻訳反応を解除し

ようとCcr4-Not複合体が開始コドン上にリクルートされることでmRNA分解を

惹起する可能性がある。また、一般的に mRNA は closed-loop と呼ばれる環状化

構造を形成していることから、mRNA の 3’末端においてデアデニレーションを

終えた Ccr4-Not 複合体が、5’末端を介して橋渡しされ、開始コドン上へとリク

ルートされることで、分解途上の mRNA に対し、さらなる翻訳開始反応が起こ

らないように、立体構造的に新たなリボソームの結合を阻害し、かつ、5’末端に

おけるデキャッピング酵素のアセンブリやその活性を促進している可能性も考

えられる。 
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図 3-25. Not4 による eS7 ユビキチン化は多彩な翻訳制御に関与する 

A) 本研究の結果を受けて提唱する Not4 による eS7 のユビキチン化を介した翻訳制御モ

デル。Not4 による eS7 のユビキチン化は、翻訳動態や細胞内環境の変化に応じた多様な

遺伝子発現制御における前処置反応として広く関与すると考えられる。 
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3-4-3. Not5 と eIF5A は微細な基質の違いを見極めてリボソームの E-site に結合

する 

  構造解析の結果、Not5 が結合したリボソームは、A-site が空であり、P-site の

みに tRNA を含む(--/PP/--)ことが明らかになった。これは、翻訳伸長反応のうち

トランスロケーション後の、E-site に脱アシル化された tRNA、P-site にペプチジ

ル tRNA を含み、A-site は空である(--/PP/EE) POST-translocation state と呼ばれる

状態から、脱アシル化 tRNA が E-site から解離した状態のときに形成される

(--/PP/--)。翻訳伸長反応の過程では、アミノアシル tRNA が A-site に結合した

(AA/PP/--)、ペプチド転移反応が起き、トランスロケーションが完了した

(--/PP/EE)、脱アシル化 tRNA が E-site から解離し、次のコドン解読を行う(--/PP/--)

の 3 つのプロセスを繰り返すことで、mRNA のコドン暗号を解読し、ペプチド

鎖を合成していく(Budkevich et al., 2014)。この間、リボソーム上では、単に tRNA

が移動するのみならず、リボソーム 40S サブユニットや L1 ストークと呼ばれる

タンパク質部位がコンフォメーション変化を行うことが報告されている

(Subunit rolling)。(--/PP/--)の状態では、リボソーム 40S サブユニットは E-site の

方向に回転するために、L1 ストークが 40S サブユニットとの衝突を避けるよう

にして、リボソームの内部へと入り込まず外側に露出する一方で、A-site にアミ

ノアシル tRNA が結合した(AA/PP/--)の状態では、40S サブユニットは逆方向へ

と回転し L1 ストークがリボソームの内部へと入り込み、E-site に移動してきた

脱アシル化 tRNA を放出する(図 3-26A)。このように、tRNA の移動と連動して、

リボソーム自身のコンフォメーション変化が正常な翻訳伸長反応に重要である。 

  eIF5A は真核生物から古細菌まで広く保存されている多機能分子であり、ハイ

プシン修飾部位を持つ唯一のタンパク質である。これまで、eIF5A は連続したプ

ロリン配列等による翻訳伸長阻害の解消に必須であることが報告されているこ

とに加え、翻訳伸長段階のみならず、翻訳終結におけるペプチド鎖の解離を促
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進することでも知られている。さらに、eIF5A はリボソームの E-site に結合し、

ペプチジル tRNA の CCA 末端を安定化することで、ペプチジルトランスフェラ

ーゼセンターにおけるペプチド転移反応を促進することが明らかになっている

(Schmidt et al., 2016)。したがって、本研究の結果とあわせると、Not5 はデコー

ディングセンターにおけるコドン解読の遅延を感知して、(--/PP/--)リボソームの

E-site へと結合する一方で、eIF5A はペプチジルトランスフェラーゼセンターに

おけるペプチド転移反応の遅延を感知して、(AA/PP/--)リボソームの E-site へと

結合することが明らかになっている(図 3-27B)。 

 Not5 は空の A-site を持つリボソームを認識する一方で、eIF5A はアミノアシル

tRNA が A-site に結合したリボソームの E-site に結合することから、これらの構

造基盤を比較することで、Not5 が認識するリボソームの基質特異性について検

討した(Schmidt et al., 2016) (図 3-27A-C)。その結果、Not5 の基質となる空の A-site

を持つリボソームでは、A-site に tRNA を取り込んだ eIF5A の基質と比較して、

P-site tRNAのアンチコドンステムループがE-siteの方向へと 1.6Å移動しており、

この微細なコンフォメーション変化がNot5の tCMとの相互作用を可能にしてい

ることが明らかになった(図 3-27C)。一方で、eIF5A の基質である(AA/PP/--)リボ

ソームにおいては、P-site のアンチコドンステムループは、Not5 の tCM と衝突

してしまい、効率的かつ安定に相互作用を形成できないことが示唆された(図

3-27D-E)。さらに、前述した Subunit rolling によるリボソーム小サブユニットや

L1ストークの構造変化もNot5と eIF5Aの基質の違いとして考えられるために、

(--/PP/--)の状態で、L1 ストークが 40S サブユニットとの衝突を避けるようにし

て、リボソームの内部へと入り込まず、外側に向いたような構造を相対的に長

時間維持することが、Ccr4-Not 複合体による基質認識に必要な可能性もある(図

3-26A)。しかしながら、これがリボソームと Not5 との結合に関与するのか、そ

の下流の Dhh1 を介した mRNA 分解のシグナルとなるのかは、明らかになって
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いない。 

以上の結果から、Not5 の N 末端領域は非常に微細なリボソームのコンフォメー

ション変化を検知し、空の A-site を持つリボソームに特異的に結合することが

明らかになっている(Hanson et al., 2018)。また、Not5 はコドン解読の遅延を検知

して POST-translocation state (--/PP/--)を認識する一方で、eIF5A はペプチド転移反

応の遅延を検知して PRE-translocation state (AA/PP/--)を認識し、E-site に結合す

ることが示された。 

 

図 3-26. A-site tRNA に依存してサブユニットが回転しリボソームのコンフォメーションが変化

する。(Roland Beckmann 研究室 Robert Buschauer ら) 
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図 3-27. Not5 の N 末端領域は空の A-site を持つリボソームに対し選択的に結合する。

(Roland Beckmann 研究室 Robert Buschauer ら) 

(A) Not5 が結合した(--/PP/--)の 80S リボソームのうち、40S サブユニットのクライオ電子顕

微鏡で得られたデンシティマップとモデル。Ccr4-Not 複合体の構成成分である Not5 の N 末

端ドメインがリボソームの E-site に結合していることが明らかになった。 

(B) eIF5A が結合した(AA/PP/--)の 80S リボソームのうち、40S サブユニットのクライオ電子

顕微鏡で得られたデンシティマップとモデル。Ccr4-Not 複合体の構成成分である Not5 の N

末端ドメインがリボソームの E-site に結合していることが明らかになった。 

(C) (A)と(B)の重ね合わせ。60S サブユニットは完全に重なる一方で、40S サブユニットが回

転していることが示されている。 

(D) Not5 が結合した(--/PP/--)の 80S リボソームのうち、Not5 の tCM とアンチコドンステムの

相互作用。(--/PP/--)の 80S リボソームでは、Not5 の tCM は P-site tRNA のアンチコドン

ステムと安定に相互作用することが明らかになった。 

(E) eIF5A が結合した(AA/PP/--)の 80S リボソームのうち,Not5 の tCM とアンチコドンステム

の相互作用。(AA/PP/--)の 80S リボソームでは、A-site の順応の際に Not5 の tCM は

P-site tRNA のアンチコドンステムと衝突し、正常で安定な相互作用ができないことが示さ

れた。 
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3-4-4. Not5 の N 末端領域を介したリボソームへの結合は、哺乳類細胞において

も保存され、この結合活性の欠損が様々な疾患発症に関与している可能性があ

る 

リボソームとの結合において、その結合活性を担う Not5 は、CNOT3 として

哺乳類細胞でも保存されており、ホモログである CNOT3 も mRNA 安定性を制

御することで知られている(Muhlrad and Parker, 2005; Alhusaini and Coller, 2016)。

実際に、CNOT3 が枯渇した MEF においては、細胞死誘導に関与するタンパク

質の mRNA が安定化し、ネクロトーシスを介した細胞死が促進されることから、

いくつかの特定の mRNA の分解に CNOT3 が関与しており、CNOT3 がそれらを

制御することで、細胞がネクロトーシス死に至るのを防いでいると報告されて

いる(Suzuki et al., 2015)。 

また、本研究で明らかになった Not5 とリボソームの詳細な結合様式は、

Ccr4-Not とリボソームの結合活性の欠損が癌の発症に関与する可能性があるこ

とを示唆している。Not5-(F105-A109)と水素結合を形成する eS25-(K25-K29)や、

18S rRNA-G1575 と相互作用する eS25-W27 を含む、eS25 の KKKWSK モチーフ

は種間で高く保存されており、このうち、出芽酵母における eS25-K25 に対応す

るヒトにおける eS25-K33E 変異は甲状腺癌細胞において報告されている(Tate et 

al., 2019)。また、Not5 の N 末端領域は CNOT3 にも高く保存されており、CNOT3

においてもリボソームの結合活性が保存されている可能性がある。CNOT3 の N

末端領域には多数の癌変異が報告されており、出芽酵母における Not5-K58 に対

応するヒトにおける CNOT3-R57W/E 変異が代表例である(De Keersmaecker et al., 

2013; Tate et al., 2019)。Not5-K58 残基は、25S rRNA のリン酸バックボーンと直

接相互作用しており、CNOT3-R57 残基においても同様の活性が期待される。

Not5-R57/CNOT3-K58 残基のトリプトファンやグルタミン酸への変異は、この水

素結合の形成ができず、25S rRNA との相互作用を顕著に不安定化させる可能性
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がある。先行研究により、腫瘍細胞で大きく影響する翻訳の動的変化は、細胞

内 tRNA プールの調節によって行われ、がん細胞は、通常の細胞と異なるコドン

至適度を採用していることが示唆されていることから(Gingold and Pilpel, 2011; 

Grewal, 2015)、このような遺伝子産物の合成だけではなく、本研究によって明ら

かになったCcr4-Not複合体を介したコドン至適度に依存したmRNA分解につい

ての理解と応用は、疾患の発症やその進行機序の解明、それに対する臨床基盤

の確立に対し大きく寄与できる可能性がある。 
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第 4 章 
リボソームタンパク質 uS10 のユビキチン化を介した 

リボソームの異常停止に起因する新生ペプチド鎖の分解系  
Ribosome-associated Quality Control (RQC)の解析 
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4-1. 序論 
 

4-1-1. 哺乳類細胞におけるリボソームの停止、衝突 

第 1 章で述べたように、出芽酵母においては、対応する tRNA 量が極端に少な

い CGA レアコドンクラスターや内在性標的配列 SDD1 mRNA が RQC の標的

mRNA 配列として知られている。このような配列を挿入したレポーター遺伝子

を用いて、RQC 関連因子の機能評価が行われてきた。しかしながら、哺乳類細

胞においては、内在性標的配列が同定されておらず、テスト配列として AAA コ

ドンを繰り返す poly(A)鎖が用いられてきた。Poly(A)鎖は、プロセシングの一種

として mRNA の 3’末端に付加されるため、通常翻訳されることはない。しかし、

mRNAコーディング領域における poly(A)鎖の異常付加はある頻度で起きており、

この際に産生されるノンストップ mRNA 上ではリボソームが停止し、RQC の標

的となる。 

 Poly(A)鎖は、翻訳を受けると(AAA)コドンによりコードされるポリリジンを

産生する。連続した塩基性アミノ酸クラスターであるポリリジン配列は、その

側鎖が正電荷を帯びており、リボソームトンネル内腔が帯びる負電荷と静電相

互作用を生じることで、リボソームによる翻訳伸長速度を低下させると考えら

れてきた。しかしながら、(AAA)コドンクラスターと比較して、同様にポリリジ

ンをコードする(AAG)コドンクラスターによっては顕著な翻訳効率の低下が検

出されない。Ramanujan S. Hegde 研究室や V. Ramakrishnan 研究室は、クライオ

電子顕微鏡を用い、poly(A)鎖上で停滞したリボソームの構造解析を行ったとこ

ろ、poly(A) mRNA 上のリボソームではその活性部位の異常なコンフォメーショ

ン変化が起きていることを見出している(Chandrasekaran et al., 2019)。 

コドンの解読を担うデコーディングセンターにおいては、mRNA 中の+1 位か

ら+4 位の 4 つのアデノシン塩基がスタックし、single-stranded helix 構造を形成
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する(図 4-1A)。この poly(A) mRNA 特異的な mRNA 構造の形成は、18S rRNA の

うち保存性の高い A1825 および C1698 残基によって安定化されていることが示

唆されている。特に、18S rRNA A1825 残基は、通常の翻訳時には内側へと入り

込んでいるが、poly(A) mRNA 特異的に mRNA に近づくようにして外側へとず

れ、異常なコンフォメーション変化を引き起こしている。この構造変化により

A1825 残基が突き出ることで、翻訳伸長因子 eEF1A-GTP によるアミノアシル

tRNA のリクルートを阻害し、翻訳伸長停滞が誘発されていると考えられる(図

4-1B)。さらに、特に Lys-tRNA には、空間的な大きな障壁となる

2-methylthio-N6-(aminocarbonyl-L-theronyl) 修飾が A37 に付加されており、18S 

rRNA のコンフォメーション変化の影響を大きく受けるとも考えられている(図

4-1C)。A1825 残基は、poly(A) mRNA による single-stranded helix 構造との相互作

用のみならず、28S rRNA 中の A3760 残基の構造変化によっても外側にずれた状

態から内側を向いた本来の構造に戻ることができなくなっており、poly(A) 

mRNA 上では、複数の構造変化が要因となり、外側を向いた異常コンフォメー

ションに固定されている(図 4-1B)。 

  デコーディングセンターにおける異常コンフォメーションのみならず、ペプ

チド転位反応を行うペプチジルトランスフェラーゼセンターにおいても、P-site 

tRNA に最も近位のリジン残基の側鎖が A-site 方向を向き、そのカルボニル基が

反対方向へと異常配向することが示されている。このような異常コンフォメー

ションは、通常の翻訳伸長反応では見られない。この poly(A) mRNA 特異的な異

常配向は、P-site tRNA にチャージされた近位のリジン残基と A-site tRNA にチャ

ージされたリジン残基が反発的な静電相互作用を生じるために、A-site tRNA の

順応が阻害されるためであると考えられる。そのために、通常の翻訳伸長時に

は 4Å以下であるアミノアシル tRNA のアミノ基とペプチジル tRNA のカルボニ

ル基のエステル結合に要する物理的距離が、poly(A) mRNA 上では 5.4Åにも及
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び、ペプチド結合形成の効率を低下させているとも考えられる。以上のような、

新生ペプチド鎖とリボソームトンネル内腔の静電相互作用によるペプチド伸長

阻害のみならず、poly(A) mRNA 特異的にリボソームの活性部位における異常コ

ンフォメーション変化が生じることで、リボソームは poly(A) mRNA 上で強く停

止することが明らかになっている(Chandrasekaran et al., 2019)。 

 このようにして、poly(A)鎖をテスト配列とした in vivo における解析によって、

RQC 関連因子群が同定されてきたが、in vivo で停止リボソーム上における特異

的な反応をモニターすることは容易ではなく、近年では in vitro における生化学

的な手法を用いて、その酵素活性や機能評価が進められている。先行研究にお

いては、ウサギ網状赤血球由来ライセートを用いた試験管内翻訳系に対し、翻

訳終結時にリボソームの解離を担う翻訳終結因子 eRF1 のドミナントネガティ

ブ変異体(eRF1-AAQ)を共反応させることで、終止コドン上でリボソームを強制

停止させて得られる停止リボソームが RQC 反応の基質として用いられている

(Juszkiewicz et al., 2018; Juszkiewicz, Speldewinde, et al., 2020)。この eRF1-AAQ を

介した人工的な停止リボソームは、出芽酵母と同様に後続のリボソームと衝突

することで、哺乳類細胞においても 2 つのリボソームが衝突した Di-some を形

成することが報告されている(Juszkiewicz et al., 2018) (図 4-1D)。 
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図 4-1. 哺乳類細胞における衝突リボソームのクライオ電子顕微鏡像。 

A-C) poly(A) mRNA 上ではデコーディングセンターに特異的なコンフォメーション変化が生じ、

翻訳伸長阻害がおこる。(Chandrasekaran et al., 2019) 

D) eRF1-AAQ 変異体を用いて強制停止させることで合成した Disome。(Juszkiewicz 

et al., 2018) 
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4-1-2. 衝突リボソームに目印をつける E3 ユビキチンリガーゼ ZNF598 

  出芽酵母においては、E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 がリボソームの衝突を検知

し、目印としてリボソームタンパク質 uS10 の K6/8 残基に対し K63 型ポリユビ

キチン鎖を伸長する。哺乳類細胞においては、出芽酵母 Hel2 のホモログとして、

RING 型 E3 ユビキチンリガーゼ ZNF598 が同定されている(Garzia et al., 2017; 

Matsuo et al., 2017; Sundaramoorthy et al., 2017; Juszkiewicz et al., 2018; Hashimoto 

et al., 2020)。ZNF598 は、N 末端領域に GC-rich region を含み、それに隣接する

ようにして RING ドメインを有する。中央領域には 3 つの核酸結合活性を有す

る C2H2 型 Zinc Finger ドメインを持ち、C 末端側には Proline-rich region が存在

する。ZNF598 は細胞質に局在し、翻訳中のポリソームにも結合しており、その

E3 活性は E2 酵素 UBE2D3 と協調して機能することで、リボソームの異常停止

に起因する品質管理 RQC に必須であることが報告されている。また、変異体解

析によって、C2H2 型 Zinc Finger ドメインや Proline-rich region についても、RQC

の誘導に必須であることを報告している(Garzia et al., 2017; Hashimoto et al., 

2020)。4-thiouridine(4-SU) PhotoActivatable Ribonucleoside enhanced Cross-Linking 

and ImmunoPrecipitation (PAR-CLIP)を用いた報告によると、ZNF598 は tRNA に

対し高い親和性を示し、mRNA や rRNA にもクロスリンクされることが明らか

になっている(Garzia et al., 2017)。ZNF598 は tRNA の D-loop 領域にクロスリン

クされ、特に(AAA)コドンに対応する tRNA-Lys(UUU)との結合効率が顕著に高い

ことが示されている。また、rRNA についても、5S(pos.96-121)、18S 

rRNA(pos.686-707、745-778)に対して ZNF598 が顕著にクロスリンクされていた

ことから、ZNF598は 40Sサブユニットを足場にして結合することが考えられる。

以上のことから、poly(A)鎖上で停滞し tRNA-Lys(UUU)がリクルートされたリボ

ソームの 40S サブユニットに対し、ZNF598 がリクルートされることが示唆され

ていた(Garzia et al., 2017) (図 4-2A)。 
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また、複数の報告により、ZNF598 の E3 活性によりユビキチン化を受ける標

的タンパク質の同定が進められている。トリプシン消化によって得られるユビ

キチンのダイグリシン残基を介した精製法である Remnant Immuno-Affinity 

Profiling が行われた結果、ZNF598 によるユビキチン化標的としてリボソームタ

ンパク質 eS1-K249残基、eS10-K138/139残基、uS10-K4/8残基やHeat-Shock protein 

HSPH1-K234 残基が同定された。Poly(A)鎖をテスト配列とするレポーター遺伝

子を用いた解析により、このうち、eS10、uS10 についてはリボソームの停止に

関与する一方で、eS1 は関与しなかったことからその下流で何らかの関与がある

と考えられる(Garzia et al., 2017)。さらに、翻訳伸長阻害剤 Anisomycin の処理条

件でユビキチン化が亢進する uS5-K58/K275 残基、eS10-K138/139 残基、uS10-K4/8

残基に着目した解析によると(Higgins et al., 2015)、eS10、uS10 についてはリボソ

ームの停止に関与する一方で、uS5 は関与しないことが報告されている

(Sundaramoorthy et al., 2017)。しかしながら、これらの報告は、野生型リボソー

ムタンパク質、もしくはユビキチン化部位の変異型リボソームタンパク質を過

剰発現もしくは安定発現させた解析系によって行われており、内在性の野生型

リボソームタンパク質におけるユビキチン化修飾を無視したものであるため、

さらなる解析が必要である。さらに、in vitro で精製した 80S リボソームとリコ

ンビナントタンパク質 ZNF598 を反応させた後、質量分析を行うことで、ユビキ

チン化標的として uS3-K214 残基、eS10-K138/139 残基、uS10-K4/8 残基が同定さ

れている(Juszkiewicz and Hegde, 2017)。また、安定同位体標識を用いた

SILAC-based proteome approach により網羅的な解析が行われた結果、ZNF598 の

標的タンパク質として、uS5-K58 残基、uS3-K62/K90/K214 残基、eS10-K138/139

残基、uS10-K8/K20 残基、RACK1-K106/K271 残基が同定されているが、実際に

これらの ZNF598 によるユビキチン化修飾が、衝突リボソーム上で起こるか、

RQC に対し影響を及ぼすか、については検討されておらず、今後の課題となっ
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ている(Sundaramoorthy et al., 2017)。 

このようにして、いくつかのリボソームタンパク質が ZNF598 依存にユビキチ

ン化を受けることが明らかにされてきたが、上述した基質特異性についての課

題を解決するために、ウサギ網状赤血球由来ライセートを用いた in vitro 翻訳系

を用いた解析が進められた(Juszkiewicz et al., 2018)。その結果、ZNF598 は 2 つの

リボソームが衝突した Di-some に対し効率よく結合し、かつ eRF1-AAQ 変異体

を用いた試験管内翻訳系によりリボソームを強制停止させることで合成した衝

突リボソーム中のリボソームタンパク質 eS10 に対し、モノユビキチン化を行う

ことが示されている(Juszkiewicz et al., 2018) (図 4-2A)。 

以上の報告を併せ、これまで E3 ユビキチンリガーゼ ZNF598 は、出芽酵母

Hel2 と同様に、リボソームの衝突によって合成される Di-some に対し結合し、

リボソームタンパク質 eS10 をモノユビキチン化することが示されていた。しか

しながら、ZNF598 依存にユビキチン化されるリボソームタンパク質は eS10 以

外にも複数同定されており、これまでの報告で用いられてきた基質は人工的な

配列や反応を駆使して合成されていることから、細胞内でどのようにリボソー

ムが停止、衝突し、どの標的タンパク質にユビキチン鎖という目印を付けられ

ているかについては、さらなる問題として残ったままである。また、ユビキチ

ン鎖の長さや連結様式は、それを認識するデコーダー分子や下流に伝達するシ

グナルを決定づけることからも、生体内において非常に重要な指標となる。出

芽酵母において Hel2 は衝突リボソーム上の uS10 の K63 型のポリユビキチン鎖

を形成する一方で、哺乳類細胞においては eS10 がモノユビキチン化を受けるこ

としか検出されていない。したがって、出芽酵母と哺乳類細胞の間で、ユビキ

チン鎖の形成に差異が生じることで、その下流のシグナル伝達経路が変化する

のか、分解様式が同じなのか、異なるのか、についても検討が必要である。 
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4-1-3. 出芽酵母 RQT 複合体と高いホモロジーを有する 3 者複合体 

  出芽酵母においては、Hel2 によって K63 型ポリユビキチン化された衝突リボ

ソームは、RQT 複合体によって解離を受ける。RQT 複合体は、当研究室におい

て同定され、ATP 依存性 RNA ヘリカーゼである Slh1、ユビキチン結合能を持つ

Cue3、機能未知の Ykr023w からなる三者複合体である。我々は、出芽酵母 RQT

複合体と非常に高い配列相同性を持つ因子群により構成される Activating Signal 

Cointegrator-1 (ASC-1) complex に着目し、RQC への関与を検討した(Hashimoto et 

al., 2020)。元来、ASC-1 complex は、ASCC3、ASCC2、ASCC１、TRIP4/ASC-1

の四者複合体であり、Serum Response Factor(SRF)、c-Jun、p50 や p60 に対し直接

結合することで、SRF や Activating Protein 1(AP-1)や Nuclear Factor κB(NF-κB)

の活性化を促進する因子群として同定されている(Kim et al., 1999; Jung et al., 

2002)。TRIP4 は、Zinc Finger ドメインを含むトランス活性化モチーフを有し、

これを介して TATA-binding protein(TBP)や TFIIA、SRC-1、CBP/p300、核内受容

体と結合することによって、核内において転写活性化活性を持ち、核内受容体

や AP-1、NF-κB の発現制御に関与する(Lee et al., 1995; Jung et al., 2002)。一方

で、ASCC3、ASCC2、ASCC1 は三者で ASCC complex をも形成していることで

知られる。ASCC3 は脱メチル化酵素である ALKBH3 と結合し、様々な腫瘍細胞

におけるアルキル化損傷耐性の獲得に必須であることが報告されている。DNA

修復過程においては、ASCC3 は 3’-5’ DNA ヘリカーゼ活性を有していることか

ら、ALKBH3 が基質とする一本鎖 DNA の生成のために、二本鎖 DNA を解くこ

とで、DNA のメチル化修飾を脱離させることで機能する。実際に、ASCC3 の発

現抑制下においては、3-メチルシトシンが増加し、細胞増殖を抑制することから、

ASCC3 はそのヘリカーゼ活性を介して細胞型特有のゲノム維持に関与すること

で知られている(Dango et al., 2011)。この過程においては、ASCC2 に含まれユビ

キチン結合活性を持つCUE ドメインを介したK63型ポリユビキチン鎖の認識が、
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DNA 損傷部位への ASCC complex の適切なリクルートに必須であることが報告

されており、ASCC2 は K63 型ポリユビキチン鎖を特異的に認識することが示唆

されている(Brickner et al., 2017)。さらに、ASCC1についても、病巣部位へのASCC 

complex のリクルートを制御している(Soll et al., 2018)。 

 以上のように、核内において、転写活性化に関与する ASC-1 complex や DNA

修復に関与する ASCC complex のうち、その構成因子である ASCC3 は、出芽酵

母 Slh1 と非常に類似したドメイン構成であり、RecA 型 ATP 依存性ヘリカーゼ

活性を有する DEAD ドメイン、HELICc ドメイン、機能未知の Sec63 ドメインを

2 度繰り返す構造を形成する。ASCC3 は、細胞質中にも存在しており、Poly(A)

鎖をテスト配列としたレポーター遺伝子を用いた解析によって、ASCC3 は

ZNF598 と同様に RQC の誘導に必須であることが明らかになっている(Matsuo et 

al., 2017)。さらに、同様の解析から、ASCC2 や TRIP4 についても RQC の惹起

に関与した一方で、ASCC1 は RQC に関与しなかった(Hashimoto et al., 2020)。さ

らに、RQC の誘導に関与することで同定した ASCC3、ASCC2、TRIP4 は、ASCC1

の非存在下においても複合体を形成していたことから、我々は、出芽酵母 RQT 

complex (Slh1-Cue3-Ykr023w)の哺乳類細胞における機能的ホモログとして、

ASCC3-ASCC2-TRIP4 からなる三者複合体を同定した(Hashimoto et al., 2020)。実

際に、RQC においては、ASCC3 の RNA ヘリカーゼ活性や ASCC2 のユビキチン

結合活性が重要であったことから、出芽酵母と同様に哺乳類細胞においても、

ZNF598 によりユビキチン化された衝突リボソームに対し、RQT 複合体はリクル

ートされ、その解離を担うと想定されている(Juszkiewicz, Speldewinde, et al., 

2020) (図 4-2A)。 
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図 4-２. 哺乳類細胞における RQC の分子機構。 
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4-1-4. 哺乳類細胞における RQC 複合体上での合成途上の新生ペプチド鎖の分

解 

解離後の 60S サブユニット(60S-RNCs)上には、合成途上のペプチド鎖-ペプチ

ジル tRNA が残存する(Shoemaker, Eyler and Green, 2010; Pisareva et al., 2011)。こ

れらを生体内から排除するため、哺乳類細胞においても出芽酵母と同様に RQC

複合体が形成され、ユビキチン-プロテアソーム経路を介して合成途上のペプチ

ド鎖が分解される。RQC 複合体は、出芽酵母において 60S-RNCs に対し、Rqc1、

Rqc2、Ltn1 が結合して構成される一方で、哺乳類細胞においても、そのホモロ

グである RQC1/TCF25、RQC2/NEMF、LISTERIN が結合して形成される。以下

では、哺乳類細胞において RQC 複合体を構成する 3 つの因子を含め、解離後の

60S RNCs に作用する因子群について、RQC 複合体上における機能を概説する

(Ikeuchi, Izawa and Inada, 2019; Joazeiro, 2019; Inada, 2020; Sitron and Brandman, 

2020)。 

LISTERIN は、RING 型 E3 ユビキチンリガーゼであり、新生ペプチド鎖を K48

型ポリユビキチン化することにより、プロテアソームを介した分解を促進する。

出芽酵母 Ltn1 と同様に、LISTERIN は自身の N 末端領域を介して 60S サブユニ

ットのリボソーム会合面に位置し負電荷を帯びた rRNA のリン酸骨格に結合す

る。このような特徴的な結合様式により、40S サブユニットを含む 80S リボソー

ムには相互作用できず、解離後の 60S サブユニットに対し特異的な結合が可能

になっている。LISTERIN の N 末端領域がリボソーム会合面に位置する一方で、

C 末端領域は反対側のリボソーム表面へと相互作用し、C 末端に位置する RING

ドメインがリボソームトンネル出口付近にアンカーされることで、新生ペプチ

ド鎖のユビキチン化を行う(Lyumkis et al., 2014; Shao and Hegde, 2014; Shao et al., 

2015; Shen et al., 2015; Doamekpor et al., 2016; Kostova et al., 2017; Osuna et al., 

2017) (図 4-3)。 
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以上のように、LISTERIN による新生ペプチド鎖へのユビキチン鎖の形成につ

いては、上述した構造学的基盤によって基質特異性が担保されているだけでは

なく、その効率的な反応や活性の発揮に、RQC2/NEMF や RQC1/TCF25 が関与

している。 

出芽酵母 Rqc2 のホモログである NEMF は、60S サブユニットの会合面に結合

し、その N ドメイン、C ドメインは P-site tRNA と直接結合する。さらに、その

M ドメインは LISTERIN の N 末端領域と相互作用することで、Ltn1 と 60S サブ

ユニットの新たなアンカーポイントとして機能し、それらの結合安定性を高め

ている。このような P-site tRNA-NEMF-LISTERIN の特徴的な相互作用によって、

NEMF は、LISTERIN とペプチジル tRNA を含む解離後の 60S サブユニットとの

結合特異性を担保する機能を持つ。さらに、NEMF は 60S サブユニットの 40S

サブユニットとの会合面に結合することで、解離後のリボソームサブユニット

の再会合を防ぐとされている(Brandman et al., 2012; Defenouillère et al., 2013; 

Lyumkis et al., 2014; Shao and Hegde, 2014; Shao et al., 2015; Shen et al., 2015) (図

4-3)。 

一方で、LISTERIN は、新生ペプチド鎖のリジン残基に対し K48 型ポリユビ

キチン鎖を伸長することで、その分解を促進するが、リボソーム出口トンネル

の外側にリジン残基が露出していない場合にはユビキチン鎖を伸長できない。

このような事態を回避するために、NEMF は CAT-tailing と呼ばれる特別な反応

を RQC 基質に対し行う。CAT-tailing は、mRNA 配列や 40S サブユニット非依存

的に、解離後の 60S サブユニット上の合成途上の新生ペプチド鎖の C 末端にア

ラニン残基やスレオニン残基を付加する反応であり、RQC 経路特有の現象であ

る。CAT-tailing には、新生ペプチド鎖のリジン残基をリボソームトンネル内腔

から細胞質へと物理的に押し出すことで、Ltn1 による新生ペプチド鎖のユビキ

チン化の効率を高める役割があり、近年出芽酵母のみならず哺乳類細胞におい
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ても保存されていることが報告されている。また、CAT-tailing は Ltn1 に依存し

たユビキチン化を促進するのみならず、Ltn1 の不足時には、付加されたアラニ

ン残基やスレオニン残基から構成されるペプチド鎖の C 末端のアミノ酸配列が

分解のデグロンとして機能し、Ltn1 に非依存かつプロテアソームに依存のリカ

バリー経路の活性化にも必須であることが報告されている(Defenouillère et al., 

2013; Shen et al., 2015; Choe et al., 2016; Kostova et al., 2017; Osuna et al., 2017; 

Sitron and Brandman, 2019; Wu et al., 2019)。 

最も機能未知の RQC 複合体構成因子として TCF25 が挙げられる。過去の報告

では、TCF25 は、ユビキチン化されたペプチド鎖をリボソームトンネルから引

き抜く AAA+ ATPase である Cdc48/p97/VCP のリクルートに関与する、とされて

いた。これに加え、近年の in vitro における解析により、TCF25 は、LISTERIN

によるペプチド鎖のユビキチン化効率を上昇させ、かつ形成するユビキチン鎖

を K48 型ポリユビキチン鎖に限定し、ユビキチン鎖の選択性を高めることで、

LISTERIN による新生ペプチド鎖の分解誘導を促進することが示唆されている

(Brandman et al., 2012; Defenouillère et al., 2013; Shao et al., 2015; Osuna et al., 

2017; Kuroha et al., 2018)。しかしながら、その作用機序は未解明な点が多い。 

以上のようにしてユビキチン化された新生ペプチド鎖に、Cdc48/p97/VCP がコ

ファクターである Ufd1/UFDL1 や Npl4/NPLOC4 を伴う形でリクルートされ、ペ

プチド鎖をリボソームトンネルから引き抜き、プロテアソーム依存的な分解へ

と導く。 

しかしながら、ユビキチン化された合成途上の新生ペプチド鎖は、リボソー

ム内とペプチジル tRNA を介して結合していることから、プロテアソームに運ば

れるためにはペプチジル tRNA と新生ペプチド鎖を切り離す必要がある。出芽酵

母Vms1は、翻訳終結における解離因子 eRF1と類似したVms1-Like Release Factor 

1(VLRF1)ドメインを有し、RQC において新生ペプチド鎖を 60S RNCs から切り
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離すことが報告されている。Vms1 は、哺乳類細胞において ANKZF1 として保

存されており、当初はペプチジル tRNA 加水分解酵素であることで同定されたが、

のちに tRNA エンドヌクレアーゼであることが報告された。Vms1/ANIKZF1 の

VLRF1 ドメインはリボソームの A-site に結合し、酵素活性ループをペプチド鎖

とペプチジル tRNA の繋ぎ目である tRNA の 3’CCA 末端へと配向することで、

Vms1/ANKZF1 は tRNA の CCA 末端を切断し、CCA が付加されたペプチド鎖と

tRNA を産生する(Verma et al., 2013, 2018; Kuroha et al., 2018; Zurita Rendón et al., 

2018; Su et al., 2019; Yip et al., 2019)。このようにして、新生ペプチド鎖をリボソ

ームトンネルから細胞質へと遊離し、プロテアソームによる分解を可能にして

いる。 

このようにして、解離後の 60S-RNCs においても、適切なユビキチン化や

CAT-tailing を新生ペプチド鎖に施すことで、厳密な分解対象の選別、迅速な分

解が行われている。 
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図 4-3. クライオ電子顕微鏡を用いた RQC 複合体の検出。 

A)出芽酵母における Rqc2 と Ltn1 が結合した 60S RNCs。(Shen et al., 2015)より引

用。 

B)哺乳類細胞における NEMF と LISTERIN が結合した 60S RNCs。(Shao et al., 

2015)より引用。 
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4-1-5. Disome profiling による内在性 RQC 標的配列 Xbp1u mRNA の同定 

 Ribosome profiling 法は、リボソームによる mRNA の翻訳動態を網羅的かつ定

量的に解析する手法である。この手法では、細胞内の mRNA のうち、翻訳中の

リボソームにより保護されている領域のみが RNase に耐性を持つことを利用し、

細胞抽出液に対しRNaseを処理して得られたmRNAフラグメント(フットプリン

ト)をシーケンスする。これにより、細胞内においてリボソームが実際に「どの

mRNA の、どの領域を」翻訳中かを解析することができる。理化学研究所 岩崎

研究室では、当研究室を含めた共同研究により、ヒト細胞における mRNA 上で

のリボソームの交通渋滞、衝突位置を網羅的に明らかにするため、典型的な

Monosome profiling を改変した Disome profiling が行われた。Monosome profiling

では、1 つのリボソーム(Monosome)によって保護された 17-34nt 長の mRNA フ

ラグメントを RNase 処理によって単離しシーケンスを行うが、Disome profiling

では、2 つのリボソームが衝突し Disome が形成された際にのみ産生される

40-65nt 長の mRNA フラグメントを RNase 処理によって単離しシーケンスを行

う(図 4-5A)。この Disome profiling の結果、リボソームを停止させる多様な mRNA

モチーフが明らかになり、このうち RQC の内在性標的配列として Xbp1u mRNA

が同定された(図 4-5B)。 

熱ストレス等によってミスフォールディングを引き起こしたタンパク質が小

胞体に蓄積し、小胞体ストレスが生じた場合、シャペロンや異常タンパク質の

分解因子の発現を誘導し、ストレスを緩和する機構である小胞体ストレス応答 

(Unfolded Protein Response：UPR)が惹起される。この UPR により発現誘導され

る転写活性化因子の一つが XBP1 である(Yoshida et al., 2001) (図 4-4A)。 

小胞体ストレス応答時には、未成熟型 Xbp1u mRNA がスプライシングを受け、

26 塩基からなるイントロンが除去されることで、活性を有する成熟型 Xbp1s 

mRNA が産生される(図 4-4A)。この際、スプライシングを受けることで、開始
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コドンのコドンフレームと転写活性化ドメインのコドンフレームが一致し、転

写活性化因子としての活性を発揮できるようになる(図 4-4A)。Xbp1u mRNA の

スプライシングは、小胞体ストレス応答時に活性化される小胞体タンパク質 IRE

αにより行われるため、Xbp1u mRNA が効率の良いスプライシングを受けるた

めには、IREαが位置する小胞体膜上に局在化される必要がある(Yanagitani et al., 

2009) (図 4-4B)。 

Xbp1u mRNA は、イントロンの下流にアレストペプチド(AP)をコードしてお

り、それによる翻訳の一時停止を巧妙に利用し、自身の mRNA を小胞体膜上へ

と局在化させている(図 4-4B)。 

Xbp1u mRNA 由来の AP は、ペプチジルトランスフェラーゼセンターの近傍で

顕著なターンを形成することで独特なコンフォメーションを生じ(図 4-5D)、28S 

rRNA やリボソームトンネル内部の狭窄部位を構成するリボソームタンパク質

uL4 や uL22 と直接相互作用したり(図 4-5E)、ペプチジルトランスフェラーゼセ

ンターを歪め、活性を阻害したりすることにより、翻訳を停止させる(Yanagitani 

et al., 2011; Shanmuganathan et al., 2019) (図 4-5F)。 

Xbp1u mRNA の AP 上でリボソームが一時停止すると、その上流にコードされ

ており既に合成された疎水性アミノ酸領域(HR2)がリボソーム出口トンネルの

外側に露出し、シグナル認識粒子(SRP)依存に認識、輸送されることで小胞体膜

上のトランスロコン Sec61 へと係留される。このようにして、スプライシング

を行う IRE1αが局在する小胞体膜上に、Xbp1u mRNA が翻訳停止したままアン

カーされることで、効率のよいスプライシングを受けることができるようにな

る。したがって、Xbp1u mRNA における翻訳停止は、効率的な SRP の動員、小

胞体膜上への局在化、IRE1αによるスプライシングを可能にしている(Yanagitani 

et al., 2011; Shanmuganathan et al., 2019) (図 4-4B)。 
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図 4-4. Xbp1u mRNA における翻訳停止は、効率的な小胞体膜上への局在化、IRE1

αによるスプライシングを可能にしている。 

A) 小胞体ストレス応答時の XBP1 タンパク質発現機構。 

B) Xbp1u mRNA における翻訳停止と効率的な小胞体膜上への局在化の関連性。 
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実際に、Disome profiling によって、既知の翻訳停止位置上に Disome footprint

のピークが検出されたことから、Xbp1u mRNA 上ではリボソームの衝突が生じ

ていることが明らかになった(図 4-5B)。さらに、その上流側に 11 コドンの間隔

で 5 つの Disome footprint のピークが並んでいたことから、少なくとも 6 つのリ

ボソームが連続して衝突していると考えられる(Han et al., 2020) (図 4-5B)。 

また、レポーター遺伝子を用いた解析により、Xbp1u mRNA 由来のペプチド

鎖は、RQC に必須な LISTERIN や ZNF598 に依存して発現制御を受けていた(図

4-5C)。このことから、Xbp1u mRNA 上で停止したリボソームは、後続のリボソ

ームと衝突し、停止リボソーム上に係留された合成途上の未成熟型 XBP1u ペプ

チド鎖は RQC による分解を受けることが明らかになった。このようにして、出

芽酵母 SDD1 mRNA のような、哺乳類細胞における内在性 RQC 標的配列として

Xbp1u mRNA が同定された(Han et al., 2020) (図 4-5C)。 
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図 4-5. 内在性 RQC 標的配列 Xbp1u mRNA。 

A-C) Disome profiling に基づいた RQC 標的配列としての Xbp1u mRNA の同定。 

D-F) クライオ電子顕微鏡を用いた Xbp1u mRNA 上での停滞様式の検出。 
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4-1-6. リボソームの衝突と細胞内応答 

リボソームの衝突は、合成途上の新生ペプチド鎖の分解系である RQC のみな

らず、多彩なイベントを惹起する(Meydan and Guydosh, 2020b, 2020a)。第 1 章で

前述したように、出芽酵母においては、mRNA の切断を伴う NGD により異常

mRNA が分解されるが、哺乳類細胞においてその保存性が報告された例はない。 

哺乳類細胞において、リボソームの衝突センサーである E3 リガーゼ ZNF598

は、m4EHP (mammalian eIF4E homologous protein)複合体の構成成分として同定さ

れた(Amaya Ramirez et al., 2018; Tollenaere et al., 2019)。m4EHP は、翻訳開始因

子 eIF4E と競合的に mRNA の 5’ Cap 構造に結合することで翻訳抑制を行うとさ

れていた。近年、衝突リボソーム上の ZNF598 は、GIGYF2 と 4EHP と共に複合

体を形成しており、このうち、GIGYF2 と 4EHP は、翻訳停滞配列を含む mRNA

の新規の使用を防ぐため、その異常 mRNA の翻訳開始を阻害する機能を持つこ

とが報告されている(Hickey et al., 2020)。さらに、GIGYF2 と 4EHP は、翻訳開

始の阻害のみならず、共翻訳的な異常 mRNA の分解にも関与することが明らか

になっている(Weber et al., 2020)。このように、ZNF598 が RQC を介して合成途

上の新生ペプチド鎖の分解促進を行う一方で、細胞は、GIGYF2 依存に翻訳反応

の鋳型となる mRNA を分解し、かつ、4EHP 依存に翻訳開始阻害をすることで、

異常 mRNA にロードするリボソーム量を抑え、異常翻訳の蓄積を最小限に抑え

ている(図 4-6)。 

  さらに、複数の報告により、ZNF598 とは独立の衝突センサーとして、EDF1

や ZAKαが報告されている。 

EDF1 は、出芽酵母においても Mbf1 として保存されており、リボソーム同士

の衝突界面近傍において、後続のリボソームの 40S サブユニット内の mRNA エ

ントリーチャネルに特異的に結合することが示されている(Sinha et al., 2020)。

Mbf1/EDF1 は、停滞リボソームのフレームシフトを阻害し、mRNA 上にリボソ
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ームを固定することでその読み枠の維持に関わるのみならず(Wang et al., 2018)、

ZNF598 に非依存、RACK1 に依存して衝突リボソームにリクルートされ、

GIGYF2 や 4EHP を介した翻訳制御を誘導することが示唆されている

(Juszkiewicz, Slodkowicz, et al., 2020; Sinha et al., 2020)。さらに、これらの報告に

おいては、EDF1 や GIGYF2、4EHP は ZNF598 非依存に衝突リボソームにリク

ルートされることから、EDF1 は GIGYF2 や 4EHP を衝突リボソーム上にリクル

ートすることで比較的マイルドに翻訳停滞を抑える一方で、ZNF598 が衝突リボ

ソームにリクルートされた際には比較的強行的にRQCによって新生ペプチド鎖

を分解誘導する可能性が考えられる(図 4-6)。 

リボソームの異常停止は、異常 mRNA や合成された新生ペプチド鎖による翻

訳伸長阻害に起因する例のみならず、環境ストレス時にも生じうると想定され

る(Liu, Han and Qian, 2013; Shalgi et al., 2013; Darnell, Subramaniam and O’Shea, 

2018; Pochopien et al., 2020)。分子シャペロンの絶対量不足や、熱ストレス、小胞

体ストレス、酸化ストレス等の Proteotoxic stress 時には、細胞内のミスフォール

ドタンパク質の存在量が増えることから、分子シャペロンである Hsc70 や Hsp70

が遊離のミスフォールドタンパク質に奪われるために、共翻訳的なタンパク質

フォールディングが追いつかず、ストレス下においては、翻訳伸長速度が低下、

停止する可能性がある。また、栄養飢餓や UV 照射、翻訳伸長阻害剤の処置等

の Ribotoxic stress 時には、アミノ酸不足や RNA 修飾、リボソームの強制停滞の

誘導が起こるために、リボソームが停止すると考えられる。このうち一例とし

て、アミノ酸飢餓時に、アミノ酸をチャージしていないデアシル化 tRNA がリボ

ソームに対し結合すると、ペプチド結合形成が出来ずに翻訳が停止しリボソー

ムが衝突する。その後、Gcn1 がリボソームの衝突によって形成された disome

にまたがるようにして結合することが示されている(Pochopien et al., 2020)。Gcn1

が結合した disome には、リン酸化酵素 Gcn2 がリクルートされ、それによって
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eIF2αがリン酸化されることで、グローバルな翻訳抑制や転写因子 Gcn4/ATF4

を介した特異的遺伝子の発現誘導といったストレス応答が起こる。このような

eIF2αのリン酸化を介した一連の翻訳制御は、eIF2αキナーゼを活性化する様々

なストレスによって共通して惹起されることから、統合的ストレス応答

(Integrated Stress Response :ISR)と呼ばれている。このように、Proteotoxic stress

や Ribotoxic stress をはじめとする環境ストレス時にも、リボソームの停止やそ

の衝突が生じると想定されるが、細胞は、これによって形成された disome を特

徴的なハブとして、ISR を惹起する可能性が示唆されてきた。 

それでは、ISR 時にはどのようなセンサーが衝突リボソームを検知するのか。

RQC の惹起時には ZNF598 がセンサーとして衝突リボソーム上にリクルートさ

れるが、ISR の惹起時には MAPKKK である ZAKα/MLK7 が細胞内ストレスセ

ンサーとして衝突リボソームに結合することが示唆されている(Wu et al., 2020)。

リン酸化型 ZAKαは、衝突リボソームに対し特異的に結合することで、

GCN1-GCN2-GCN20 をリクルートし、リボソームの衝突に応じて eIF2αのリン

酸化を促進する。これにより、ISR が惹起され、ストレスが軽減されるために細

胞は生存する。一方で、ストレスのレベルに応じて、リン酸化型 ZAKαは

MAPKKs をリン酸化し、p38 や JNK のリン酸化をも活性化することで、アポト

ーシスを介した細胞死の誘導にも関与することが示唆されている(Wu et al., 

2020) (図 4-6)。 

以上のように、細胞内では、リボソームの衝突によって、①EDF1 をセンサー

とする翻訳開始阻害や mRNA 分解を介した停滞リボソームの蓄積の抑制、②

ZNF598をセンサーとする合成途上の新生ペプチド鎖のRQCを介した強制分解、

③ZAKαをセンサーとする eIF2αのリン酸化を介した ISR による細胞生存、④

ZAKαをセンサーとする MAP キナーゼ経路を介したアポトーシスによる細胞

死、という複数の経路が応答でき、細胞内の状況に応じて反応経路が選択され
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ると考えられている。RQC と ISR は互いに活性化レベルを制御しており、一方

の経路の不活化はもう一方の経路の過剰活性化をもたらす可能性が示唆されて

いることから(Yan and Zaher, 2020)、細胞のダメージレベルが低いとき(例えば、

単一の mRNA 上でのみリボソームの停止が生じているとき)には RQC によって

それぞれの衝突ユニットで処理し、ダメージレベルが高いとき(例えば、細胞内

全体で広くリボソームの停止が生じているとき)には ISR によって細胞内全体の

制御系を動かすことによって翻訳の異常事態を処理している可能性もある(図

4-6)。 

 

図 4-6. リボソームの衝突による RQC と ISR。 
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4-2. 目的 
 

  これまで、RQC の分子基盤は、主に出芽酵母を用いた研究によって確立され

てきた。その結果、出芽酵母においては、RQC の惹起に、①リボソームの衝突

による特異的な構造の形成、②リボソームの衝突センサーである E3 ユビキチン

リガーゼ Hel2 によるリボソームタンパク質 uS10 の K63 型ポリユビキチン化、

③RQT 複合体によるリボソームユビキチン化依存的な衝突リボソームの解離、

が誘導されることが必須であることが明らかになっている。特に、出芽酵母に

おける内在性の RQC 標的配列 SDD1 mRNA 上においては、3 つのリボソームの

衝突により形成される Trisome が Hel2 によるユビキチン化における 1 ユニット

として認識される。 

 一方で、哺乳類細胞においては、前述したような人工的な配列や反応を駆使

することにより、RQC に関与する因子として E3 ユビキチンリガーゼ ZNF598

や出芽酵母 RQT 複合体と非常に高いホモロジーを有する ASCC3-ASCC2-TRIP4

複合体が同定されてきた。しかしながら、細胞内においてリボソームがどのよ

うにして停滞、衝突し、それが解除されるのか、については明らかになってい

なかった。また、ユビキチン鎖の連結様式は、その下流シグナルを決定づける

非常に重要な因子であるが、Hel2 は uS10 に対し K63 型ポリユビキチン化を行

う一方で、ZNF598 は eS10 に対しモノユビキチン化を行うことで報告されてい

た。さらに、ASCC3-ASCC2-TRIP4 複合体についても出芽酵母 RQT 複合体と同

様にリボソームの解離に関与するのかは明らかになっていない。 

 そのため、本研究では試験管内翻訳系において RQC 反応の再構築を行うこと

で、それぞれの RQC 因子の活性評価を行い、その分子実態や反応の詳細を明ら

かにすることを目的とした(図 4-7)。 
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図 4-7. 本研究の目的。 
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4-3. 結果 
 

4-3-1. Xbp1u mRNA 上でリボソームは停止し衝突する。 

 先行研究において、Disome profiling が行われた結果、哺乳類細胞における RQC

の内在性標的配列として Xbp1u mRNA が同定されている(Han et al., 2020)。Xbp1u 

mRNA は、それによりコードされるペプチド鎖の C 末端側にアレストペプチド

(AP)領域を含み、この領域においてリボソームが一時停止することが知られて

いる。このリボソームの一時停止は、小胞体ストレス時に、Xbp1u mRNA-リボ

ソーム-新生ペプチド鎖複合体を効率的に小胞体膜上にターゲッティングさせ、

小胞体膜上のRNaseである IRE1αによってXbp1u mRNAが効率よくスプライシ

ングを受けるために必須である(Yanagitani et al., 2009, 2011)。詳細については、

4.1.5 で前述した。しかし、驚くべきことに、Xbp1u mRNA 上ではリボソームが

衝突し、その合成途上の新生 XBP1u ペプチド鎖は RQC によって分解を受けて

いることが明らかにされている(Han et al., 2020)。 

 このため、本研究においては、哺乳類細胞における RQC の内在性標的配列と

して初めて同定された Xbp1u mRNA をテンプレートとした試験管内翻訳反応を

行い、RQC の惹起反応の再構築を行なった。 

 まず、T7 プロモーターの下流に、Xbp1u mRNA のコーディング領域を挿入し

たテンプレート mRNA を、ウサギ網状赤血球由来ライセート(Rabbit Reticulocyte 

Lysate: RRL)中で翻訳させることで、試験管内で Xbp1u mRNA 上でのリボソーム

の停止、衝突を再現しようと試みた(図 4-8A)。実際には、Xbp1u mRNA の開始

コドンの直下に、リボソーム-新生ペプチド鎖複合体 (Ribosome-Nascent chain 

Complex: RNC)の精製用に His6 タグ、その下流にウエスタンブロットによる検

出用に PA タグを付加したテンプレート mRNA を用いた。これにより、もし、

反応中で Xbp1u mRNA を翻訳中のリボソームが停止すれば、N 末端の His6 タグ
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を介して停止リボソームを精製することが可能になる(図 4-8B)。実際に、

His6-PA-Xbp1u mRNA を RRL 中で翻訳させ、N 末端の His6 タグを介して RNC

を精製した後、抗 PA 抗体を用いたウエスタンブロットを行うと、リボソームの

停止の指標となるペプチジル tRNA 結合型の新生ペプチド鎖(peptRNA-AP)が検

出された(図 4-8C)。実際に、ペプチジル tRNA 結合型の新生ペプチド鎖に対し、

RNaseA を処理すると、ペプチジル tRNA が消化されることを確認している。ま

た、精製された RNC がリボソームの停止に由来するかを検討するため、先行研

究においてリボソームの停止に欠損を示すことで同定されている W256A 変異

を用いた(Yanagitani et al., 2011)。リボソームの停止を阻害する点変異体

Xbp1u-W256A mRNAやアレストペプチド領域を欠損させたXbp1u-∆AR mRNAを

用いた反応では、ペプチジル tRNA 結合型の新生ペプチド鎖が検出されなかった。

したがって、in vitro において Xbp1u mRNA 上でのリボソームの停止が再現でき、

その結果生じる RNC を精製することに成功した。 

 次に、RNC 精製によって得た停止リボソームをショ糖密度勾配遠心法によ

って分画した。その結果、アレストペプチド領域を欠損させた Xbp1u-∆AR mRNA

を用いた反応では、リボソームが Xbp1u-∆AR mRNA 上で停止しないためにリボ

ソーム由来の吸光が検出されなかった。一方で、野生型 Xbp1u mRNA を用いた

反応では、80S リボソームのみならず、停止リボソームに対し後続のリボソーム

が衝突することで形成された Disome(2 つのリボソームの衝突)、Trisome(3 つの

リボソームの衝突)、Tetrasome(4 つのリボソームの衝突)、Pentasome(5 つのリボ

ソームの衝突)、Hexasome(6 つのリボソームの衝突)も精製された(図 4-8D)。さ

らに、RNC に含まれる新生ペプチド鎖について、分画後のサンプルを抗 PA 抗

体によるウエスタンブロットによって検出したところ、野生型 Xbp1u mRNA 由

来の精製 RNC においてのみ、衝突リボソーム上にシグナルが検出された(図

4-8E)。したがって、本研究における RNC 精製によって得られる産物は、リボ
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ソームの停止に由来しており、Xbp1u mRNA 上では 2 つ以上のリボソームが衝

突することが明らかになった。この結果は、Disome profiling を用いた先行研究

において、Xbp1u mRNA 上で複数の Disome footprint が検出されていることと一

致する(Han et al., 2020)。また、Xbp1u mRNA 上では 3 つ以上のリボソームが衝

突することから、哺乳類細胞における RQC の基質としては、2 つのリボソーム

が衝突した Disome では不十分であり、さらなるリボソームの衝突が必要である

可能性も考えられる。

 

図 4-8. Xbp1u mRNA 上でリボソームは停止し衝突する。 

A) テンプレート mRNA の構造。T7 プロモーターの下流に His6 タグ、PA タグ、Xbp1u 

mRNA 配列を挿入した。 

B) 本実験の流れ。新生ペプチド鎖の N 末端の His6 タグを介して RNC を精製した。 

C) RNC 精製。Xbp1u mRNA 由来の RNC を検出すると、ペプチジル tRNA 結合型新生

ペプチド鎖が検出できた。 

D,E) RNC 精製後にショ糖密度勾配遠心法により分画した際の吸光と抗 PA 抗体を用い

たウエスタンブロット。  
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4-3-2. E3 リガーゼ ZNF598 は衝突リボソーム上のリボソームタンパク質 uS10

および eS10 をポリユビキチン化する。 

 出芽酵母においては、E3 リガーゼ Hel2 が衝突リボソーム中のリボソームタン

パク質 uS10 を K63 型ポリユビキチン化することで RQC を惹起する。出芽酵母

Hel2 の哺乳類ホモログとして、E3 リガーゼ ZNF598 が同定されている(Garzia et 

al., 2017; Matsuo et al., 2017; Sundaramoorthy et al., 2017; Juszkiewicz et al., 2018; 

Hashimoto et al., 2020)。一方で、これまで複数のアプローチによって、ZNF598

によるユビキチン化標的の探索が行われてきた(Garzia et al., 2017; Juszkiewicz 

and Hegde, 2017; Sundaramoorthy et al., 2017)が、これらの結果は ZNF598 の潜在

活性を評価したものであり、リボソームの衝突依存性という基質特異性につい

ては議論されていない。また、翻訳終結因子 eRF1 の変異体を過剰量反応させた

試験管内翻訳系を用いた解析によって、リボソームタンパク質 eS10 のモノユビ

キチン化が衝突リボソーム上で起こることが示されている(Juszkiewicz et al., 

2018)ものの、RQC の正確な基質を用いて評価した例はない。 

 そのため、本研究では、正確な RQC 基質として、Xbp1u mRNA 上で衝突リボ

ソームを用いて解析を行った。まず、RRL を用いた試験管内翻訳系によって合

成された衝突リボソームを、その新生ペプチド鎖の N 末端に含まれる His6 タグ

を介して magnetic beads に繋留させた。Beads に繋留させた RNC に対し、ユビ

キチン化反応に必須な ATP、ユビキチン、E1、E2 として UBE2D3 (Garzia et al., 

2017)、E3としてZNF598を反応させた(図4-9A)。ZNF598タンパク質は、HEK293T

細胞に 3FLAG タグを付加した ZNF598 をプラスミドによって過剰発現させた後、

抗 FLAG 抗体ビーズを用いて精製した(図 4-9B)。Beads 上で RNC をユビキチン

化させた後、溶出することで試料とした。先行研究において、基質特異性につ

いては担保されていないものの ZNF598 のユビキチン化標的候補として示唆さ

れていた、リボソームタンパク質 uS5、uS3、eS10、uS10 に対する抗体を用いて
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ウエスタンブロットを行うことで、リボソームの衝突に依存した ZNF598 のユビ

キチン化標的の同定を行なった。その結果、uS5 および uS3 は、ZNF598 を反応

系に添加しても変化がなかった一方で、eS10、uS10 は、ZNF598 依存的にユビ

キチン化された(図 4-9C)。さらに、これらは、これまでに検出されていなかっ

たポリユビキチン鎖であった。したがって、E3 リガーゼ ZNF598 は、衝突リボ

ソーム中のリボソームタンパク質 eS10、uS10 に対し、ポリユビキチン鎖を形成

することが明らかになった。 

 一方で、RRL による翻訳中に精製 ZNF598 タンパク質を共反応させることで、

共翻訳的なユビキチン化反応を行った結果(図 4-9D)、Beads 上におけるユビキチ

ン化反応と一致して、eS10、uS10 はポリユビキチン化を受けた。一方で、uS3、

uS5 についてもモノユビキチン化効率が亢進することが明らかになった(図

4-9E)。この結果は、uS3、uS5 のモノユビキチン化について、RRL 中に含まれ

る未知の因子が ZNF598 依存の反応を促進していることを示唆している。以上の

結果から、ZNF598 は eS10、uS10 をポリユビキチン化すること、また未知の因

子と協調することで uS3、uS5 のモノユビキチン化を促進することが示された。 
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図 4-9. E3 リガーゼ ZNF598 は衝突リボソーム上のリボソームタンパク質 uS10 および eS10

をポリユビキチン化する。 

A) 本実験の流れ。Magnetic beads に繋留した RNC に対し、ZNF598 によりユビキチン

化反応を行なった。 

B) ZNF598 タンパク質の精製。HEK293T 細胞に 3FLAG-ZNF598 を過剰発現し、

FLAG タグを介して精製した。 

C) 精製 RNC に対する Beads 上でのユビキチン化反応。 

D) 本実験の流れ。RRL による翻訳中に ZNF598 を共反応させ、ユビキチン化反応を行

なった。 

E) RNC に対する Lysate 中でのユビキチン化反応。  
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4-3-3. E3 リガーゼ ZNF598 は、衝突したリボソームを認識しリボソームタンパ

ク質 uS10 をポリユビキチン化する。 

出芽酵母における RQC の内在性標的配列 SDD1 mRNA 上において、E3 リガ

ーゼ Hel2 は 3 つのリボソームが衝突した Trisome を 1 ユニットとして認識し、

特異的にユビキチン化を行う。このため、哺乳類細胞における RQC の内在性標

的配列 Xbp1u mRNA 上において、E3 リガーゼ ZNF598 がどのような衝突リボソ

ームを基質にするのか、検討を行った。 

本実験では、まず、翻訳中の RRL に対し精製 ZNF598 タンパク質を共反応さ

せることで、リボソームタンパク質 uS10 のユビキチン化効率を比較するため、

翻訳と共役してユビキチン化を行ったのち、RNC を精製後、ショ糖密度勾配遠

心法によって分画した(図 4-10A)。その結果、精製された Monosome-RNC 上の

ユビキチン化効率と比較して、2 つのリボソームが衝突した Disome-RNC 上にお

けるユビキチン化効率は亢進しており、さらに 3 つ、4 つのリボソームが衝突し

た Trisome-RNC、Tetrasome-RNC 上におけるその効率はさらに顕著であった、し

たがって、リボソームの衝突の数が多く、その程度が強いほど、ZNF598 による

反応基質になりやすいことが明らかになった(図 4-10B)。 

これをさらに検証するため、精製 RNC をショ糖密度勾配遠心法によって分画

したのち、ユビキチン化反応に必須な ATP、E1、E2 として UBE2D3、E3 として

ZNF598 を反応させ、経時的にサンプリングを行うことで反応効率について詳細

に検討した(図 4-10C)。その結果、リボソームタンパク質 uS10、eS10 のいずれ

においても、Monosome-RNC と比較して、Disome-RNC、Trisome-RNC、

Tetrasome-RNC においてユビキチン化効率が高かったことから、リボソームの衝

突の数が多く、その程度が強いほど、ZNF598 が好むことを明らかにした(図

4-10D)。 
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図 4-10. E3 リガーゼ ZNF598 は強いリボソームの衝突を反応基質として好む。 

A) 本実験の流れ。RRLによる翻訳中にZNF598を共反応させ、ユビキチン化反応を行な

った。 

B) RNC に対する Lysate 中でのユビキチン化反応。 

C) 本実験の流れ。精製 RNC をショ糖密度勾配遠心法により分画後、ユビキチン化反応

を行なった。 

B) 分画後の RNC に対するユビキチン化反応の kinetics の比較。 
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再穂に、Beads 上に繋留した RNC に対して、ユビキチン化反応を行った後、

溶出し、その精製産物をショ糖密度勾配遠心法によって分画した。その結果、

ZNF598 非存在下において uS10 はユビキチン化を受けていない一方で、ZNF598

存在下においては、uS10 はポリユビキチン化されていた。さらに、このポリユ

ビキチン化は、複数のリボソームが衝突した画分において顕著であった。また、

3FLAG タグが付加された ZNF598 についても、同様の画分に効率よく結合して

いた。したがって、ZNF598 は、少なくとも Xbp1u mRNA 上において、複数のリ

ボソームが衝突を認識し、その uS10 をポリユビキチン化することが明らかにな

った(図 4-11A,B)。 

 

 

図 4-11. E3 リガーゼ ZNF598 は Tri-,Tetra-some 等の衝突リボソームに対しユビキチン化

を行う。 

A、B) ユビキチン化した RNC をショ糖密度勾配遠心法により分画した。 
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これまでの遺伝学的解析の結果から、出芽酵母において Hel2 や RQT 複合体

を介したリボソームの解離反応を惹起する配列として、内在性 SDD1 mRNA や

poly(A)配列をはじめとする連続した塩基性アミノ酸配列、レアコドンクラスタ

ーやステムループを含む RNA 二次構造等、が知られている。これらには、「コ

ーディング領域中に翻訳伸長阻害配列が存在し、A-site に mRNA が存在する状

態で、リボソームの衝突が生じる」という共通項が存在し、この場合に、「Hel2

によるリボソームのユビキチン化-RQT 複合体によるリボソームの解離」が誘導

され、RQC や NGD が起こると考えられる。 

一方で、mRNA の切断等によって生じる poly(A)鎖を含まないノンストップ

mRNA を翻訳するリボソームは、「mRNA の末端まで移動し、A-site に mRNA が

存在しない状態で停滞する」と考えられる。このような場合には、「空の A-site

を認識して結合する Dom34-Hbs1 複合体-Rli1 によるリボソームの解離」が誘導

され、RQC や NSD が起こると考えられる。 

また、終止コドンの欠失等により、mRNA の 3’末端に存在する poly(A)鎖上

でリボソームが停止する際には、多くの場合、リボソームは poly(A)鎖の末端ま

で移動できず途中で停止するために、「空の A-site-Rli1 経路」ではなく「Hel2 に

よるユビキチン化-RQT 複合体経路」を介して処理されると考えられる。これま

で、「空の A-site-Rli1 経路」についての解析は、自己切断活性を持つハンマーヘ

ッドリボザイム配列をレポーター遺伝子中に挿入することで、強制的に mRNA

を切断し、その末端でリボソームを停止させることで行われてきた。哺乳類細

胞においても、出芽酵母 Hel2-Slh1 は ZNF598-ASCC3 として、出芽酵母

Dom34-Hbs1-Rli1 は PELO-HBS1L-ABCE1 として保存されていることから、哺乳

類細胞において「ZNF598 によるユビキチン化-hRQT 複合体経路」を介したリボ

ソームの解離反応の対象となるのは、「コーディング領域中に翻訳伸長阻害配列

が存在し、A-site に mRNA が存在する状態で、リボソームの衝突が生じる」場
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合であると考えられる。 

これを踏まえ、次に、以上の 2 経路を惹起する基質の違いや ZNF598 によるポ

リユビキチン化の基質特異性について詳細に検討を行うため、これまでと同様

に、T7 プロモーターの下流に、AUG-His6-PA-Xbp1u(1-V193) mRNA を挿入し、

その下流に複数のテスト配列を導入した。コントロールとして、V193 の直後に

終止コドンを配置させた Xbp1u(1-V193)-stop mRNA を用いた (図 4-12A)。

Xbp1u(1-V193)はアレストペプチド(AP)領域を含まないため、Xbp1u(1-V193)-stop 

mRNA の翻訳ではリボソームは停止しない(図 4-12A)。 

また、解析にあたり、出芽酵母において ZNF598 のホモログである Hel2 の基

質として知られている 3 つのテンプレート mRNA を作成した。一つ目は、Xbp1u 

mRNA のうちアレストペプチド領域の Xbp1u(194-261)で、二つ目は、A(アデニ

ン)を 60 回繰り返し 20 回連続したリジン残基を翻訳する poly(A)である。三つ目

は、非常に強固な二次構造を形成するステムループを導入した Stem-loop である

(図 4-12A)。 

さらに、出芽酵母において Hel2 ではなく Dom34-Hbs1 複合体-Rli1 経路の対象

となることで知られている 2 つのテンプレート mRNA を作成した。一つ目は、

終止コドンを挿入しない Truncate で、二つ目は、自己切断活性を持つ Rz-ribozyme

である。これらの mRNA では、Xbp1u-V193 が mRNA の末端となるため、ここ

でリボソームが停止する(図 4-12A)。 

本実験では、以上のような計 6種のテスト配列を挿入したテンプレートmRNA

を作成した。まず、それぞれの配列がリボソームを停止させ、翻訳伸長効率が

低下するか、検討を行った。前述したテンプレート mRNA の Xbp1u(1-V193)領域

を Nluc に置換した mRNA をそれぞれ作成し、RRL 中での反応後に Nluc の活性

を測定することでタンパク質合成量を検討した。その結果、本実験で用いる 6

種のテスト配列によって翻訳伸長効率が低下することが確認できた(図 4-12B)。
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次に、作成した AUG-His6-PA-Xbp1u(1-V193)-X mRNA (X=stop, Xbp1u(194-261), 

poly(A), Truncate, Rz-ribozyme, Stem-loop)を RRL 中で翻訳させ、RNC 精製後に抗

PA 抗体を用いたウエスタンブロットを行なった。その結果、テスト配列を挿入

した Xbp1u(194-261), poly(A), Truncate, Rz-ribozyme, Stem-loop mRNA 由来の RNC

では、ペプチジル tRNA 結合型新生ペプチド鎖が検出された一方で、コントロー

ルとした stop mRNA では、それが検出されなかった(図 4-12C)。したがって、

コントロール以外のいずれのテスト配列の翻訳によっても、リボソームは

mRNA 上で停止しており、RNC として精製されていることが明らかになった。 

 次に、これらの反応基質としての違いについて明らかにするため、それぞれ

の精製 RNC をショ糖密度勾配遠心法により分画後、新生ペプチド鎖に相当する

抗 PA 抗体を用いたウエスタンブロットを行うことで、RNC がどのような状態

で精製されているか検証を行った(図 4-12D)。その結果、Xbp1u(194-261), poly(A), 

Stem-loop mRNA 由来の RNC においては、主に Disome 以上の重いフラクション

にシグナルが検出されたことから、Xbp1u(194-261), poly(A), Stem-loop mRNA 上

においてはリボソームが衝突することが示された。一方で、Truncate, Rz-ribozyme 

mRNA 上においてはリボソームの衝突は検出されず、Monosome-RNC として停

止していることが明らかになった(図 4-12D)。 

以上の結果を踏まえ、Xbp1u(194-261), poly(A), Stem-loop mRNA 由来の衝突し

た Multisome-RNC と、Truncate, Rz-ribozyme mRNA 由来の Monosome-RNC を調

整後、それぞれの RNC に対し、ZNF598 によるユビキチン化反応を行なった(図

4-12E,F)。その結果、これまでの Xbp1u mRNA を用いた解析と一致して、衝突

リボソームである poly(A), Stem-loop mRNA 由来の RNC において、uS10、eS10

はともにポリユビキチン化されることが明らかになった。一方で、リボソーム

が衝突していない Truncate, Rz-ribozyme mRNA 由来の Monosome-RNC において

は、ZNF598 により uS10 がユビキチン化を受けないものの、eS10 はモノユビキ
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チン化されることが明らかになった(図 4-12E,F)。 

以上の結果は、前述したそれぞれの mRNA における異常翻訳の特徴と一致し

ており、「コーディング領域中に翻訳伸長阻害配列が存在し、A-site に mRNA が

存在する状態で、リボソームの衝突が生じる」Xbp1u(194-261), poly(A), Stem-loop 

mRNA 由来の RNC 中の uS10、eS10 に対し、ZNF598 は K63 型ポリユビキチン

化を行うことを示している。一方で、リボソームの衝突を伴うことなく「mRNA

の末端まで移動し、A-site に mRNA が存在しない状態で停滞する」ために「空

の A-site-ABCE1 経路」の対象となる Truncate, Rz-ribozyme mRNA 由来の RNC に

対して、ZNF598 は uS10 に反応せず、eS10 にモノユビキチン化を行った。以上

の結果からも、RQC の惹起における ZNF598 を介したリボソームのポリユビキ

チン化の重要性が明らかになった。つまり、「停止したリボソームが ZNF598 の

認識標的となりうるリボソームの衝突界面を形成するか否か」が、「ZNF598 に

よるユビキチン化-hRQT 複合体経路」を介した RQC の惹起における必要条件で

ある可能性が示唆される。 
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図 4-12. E3 リガーゼ ZNF598 は RQC の標的となる衝突リボソーム上のリボソームタンパク

質 uS10 および eS10 を K63 型ポリユビキチン化する。 

A) 本実験で用いたテンプレート mRNA。T７プロモーターの下流に、His6 タグ、PA タグ、

Xbp1u(1-V193) mRNA、テスト配列を挿入した。 

B) T７プロモーターの下流に、His6 タグ、PA タグ、Nluc mRNA、テスト配列を挿入したテン

プレート mRNA を RRL 中で翻訳させた後、Nluc の活性を測定した。 

C,D) RNC 精製。それぞれのテスト配列を含む mRNA 由来の RNC を検出すると、ペプチ

ジル tRNA 結合型新生ペプチド鎖が検出できた。 

E,F) Truncate, Rz-ribozyme, Stem-loop mRNA 由来の RNC に対し、ユビキチン化反

応を行なった。 
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4-3-4. E3リガーゼZNF598はRQCの標的となる衝突リボソーム上のリボソーム

タンパク質 uS10 および eS10 を K63 型ポリユビキチン化する。 

これまでの解析から、E3 リガーゼ ZNF598 は衝突リボソーム上の uS10 および

uS10 に対し、ポリユビキチン鎖を形成することを明らかにした。ポリユビキチ

ン鎖を形成するユビキチン分子の連結様式は、それを認識し結合するデコーダ

ー分子を決定し、その下流に伝達するシグナルを左右する、非常に重要な指標

である。出芽酵母 Hel2 は uS10 に対し、ユビキチン分子の 63 番目のリジン残基

を介して連結した K63 型ポリユビキチン鎖を形成することから、ZNF598 が K63

型ポリユビキチン鎖を伸長するのか、検討した。本実験では、beads 上に繋留し

た RNC に対して行うユビキチン化反応の際に、野生型ユビキチンをコントロー

ルとして、K63 鎖のみを形成できる K63only ユビキチンや K63 鎖を形成できな

い K63R ユビキチンを反応させることで、その反応効率を比較した(図 4-13A)。

その結果、uS10、eS10 ともに、野生型ユビキチンを用いた反応と同様に K63only

ユビキチンを用いた反応においても、ポリユビキチン鎖が形成されていた(図

4-13B,C)。一方で、K63 鎖を形成できない K63R ユビキチンを用いた反応時には、

顕著に反応効率が低下していた(図 4-10B,C)。このことから、E3 リガーゼZNF598

は RQC の標的となる衝突リボソーム上のリボソームタンパク質 uS10 および

eS10 を K63 型ポリユビキチン化することが明らかになった。また、RQC の基質

として既に報告されている poly(A) mRNA の翻訳によって、Xbp1u mRNA と同様

に、衝突リボソームの uS10、eS10 が K63 型ポリユビキチン化を受けるか、検討

を行った。その結果、poly(A) mRNA 上で停止したリボソームにおいても、uS10、

eS10 ともに K63 型ポリユビキチン化を受けることが明らかになった(図

4-13D,E) 
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図 4-13. E3 リガーゼ ZNF598 は RQC の標的となる衝突リボソーム上のリボソームタンパク

質 uS10 および eS10 を K63 型ポリユビキチン化する。 

A) 本実験の流れ。Magnetic beads に繋留した RNC に対し、ユビキチン変異体を用いて

ZNF598 によりユビキチン化反応を行なった。 

B,C) Xbp1u mRNA 由来の RNC に対し、ユビキチン変異体を用いて反応を行なった。 

D,E) poly(A) mRNA 由来の RNC に対し、ユビキチン変異体を用いて反応を行なった。 
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4-3-5. ASCC3-ASCC2-TRIP4 により構成される hRQT 複合体は衝突リボソーム

の解離に関与する。 

出芽酵母では、RQT 複合体は、Hel2 による uS10 のユビキチン化依存に、衝

突リボソームを解離する。RQT 複合体は、RNA ヘリカーゼ活性を有する Slh1、

ユビキチン結合能を有する Cue3、機能未知の Ykr023w により構成される。この

ため、Cue3 のユビキチン結合ドメインがユビキチン化された uS10 に対し結合

することで、RQT 複合体が衝突リボソームにリクルートされると考えられる。

当研究室では、出芽酵母 RQT 複合体の構成成分と非常に高いホモロジーを有す

る哺乳類細胞 ASCC3-ASCC2-TRIP4 を同定し、RQC の誘導に関与することを報

告している(Hashimoto et al., 2020)。 

そこで、哺乳類細胞 ASCC3-ASCC2-TRIP4 複合体(以後、hRQT 複合体)が、出

芽酵母 RQT 複合体と同様に、衝突リボソームの解離を行うか、検討を行った。 

まず、精製 hRQT 複合体を調整するため、HEK293T 細胞にプラスミドによっ

て 3 つの因子を過剰発現させ精製を試みたが、精製された産物量が少なく、反

応に不十分であったことから、出芽酵母を用いた複合体精製を行った。出芽酵

母野生株に、3FLAG-ASCC3、ASCC2、TRIP4 を発現するプラスミドを形質転換

し、培養後、抗 FLAG 抗体ビーズを用いて精製し、CBB 染色によって検出した(図

4-14A)。 

本実験では、野生型ユビキチンを用いて ZNF598 によりユビキチン化させた

RNC を magnetic beads から溶出後、ATP と精製 hRQT 複合体と反応させた。そ

の後、ショ糖密度勾配遠心法を用いて分画後、抗 uS10 抗体を用いてウエスタン

ブロットを行うことで、ユビキチン化された uS10の局在を評価した(図 4-14B)。

その結果、hRQT 複合体非存在下では、ZNF598 によりユビキチン化された uS10

は、主に Trisome や Tetrasome の画分に局在した一方で、hRQT 複合体を反応さ

せることでユビキチン化された uS10 は 40S サブユニット画分に移行した(図
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4-14C,D)。この結果から、hRQT 複合体は、衝突リボソームの解離を行うことが

明らかになった。 

 

図 4-14. ASCC3-ASCC2-TRIP4 により構成される hRQT 複合体は衝突リボソームの解

離に関与する。 

A) hRQT 複合体の精製。出芽酵母野生株に 3FLAG-ASCC3、ASCC2、TRIP4 を過

剰発現し、FLAG タグを介して精製した。 

B) 本実験の流れ。Magnetic beads に繋留した RNC に対し、ZNF598 によりユビキチン

化を行なった後、溶出した。ユビキチン化された RNC と ATP、hRQT 複合体を反応させた

後、ショ糖密度勾配遠心法により分画した。 

C,D) 衝突リボソームの解離実験。Xbp1u mRNA 由来の RNC に対し、野生型ユビキチン

を用いてユビキチン化、hRQT 複合体を用いて解離させた。hRQT 複合体により uS10 がユ

ビキチン化された衝突リボソームは解離した。 
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4-3-6. hRQT 複合体は K63 型ポリユビキチン鎖に高い親和性を持つ。 

 次に、衝突リボソームの解離を担う hRQT 複合体が、K63 型ポリユビキチン

鎖に親和性を持つか、試験管内結合解析によって検討を行った。 

 E2 酵素 Ubc13/Mms2 は K63 型ポリユビキチン鎖を形成することで知られてい

る。そのため、GST タグを付加したユビキチンに対し、大腸菌において発現誘

導したのち精製した(図 4-15B)これらの酵素群を反応させることで、人工的に

K63 型ポリユビキチン鎖を調整した(図 4-15C)。調整したモノユビキチン分子、

K63 型ポリユビキチン鎖を、それぞれに付加された GST タグによってビーズ上

に繋留させ、そこに精製 hRQT 複合体を混合することで、これらが結合するか、

解析を行った(図 4-15A)。その結果、hRQT 複合体の構成成分である ASCC3 や

ASCC2 は、K63 型ポリユビキチン鎖に結合した(図 4-15D)。さらに、モノユビ

キチン分子を用いた反応と比較しても、hRQT 複合体と K63 型ポリユビキチン

鎖の親和性は、非常に高いことが明らかになった(図 4-15D)。 

 また、hRQT 複合体とユビキチン分子の結合が、ユビキチン鎖の長さではなく、

連結様式に依存することを検討するため、hRQT 複合体に対するモノユビキチン

分子、人工合成され 4 分子が連結した Tetra-K48 型ポリユビキチン鎖、Tetra-K63

型ポリユビキチン鎖の結合実験を行った(図 4-15E)。その結果、モノユビキチン

分子、Tetra-K48 型ポリユビキチン鎖と比較して、Tetra-K63 型ポリユビキチン鎖

と hRQT 複合体の親和性が顕著に高かったことから、hRQT 複合体は、その連結

様式に依存して K63 型ポリユビキチン鎖に対し、特異的に結合することが示さ

れた(図 4-15F)。 
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図 4-15. hRQT 複合体は、K63 型ポリユビキチン鎖に高い親和性を持つ。 

A) 本実験の流れ。試験管内合成した K63 型ポリユビキチン鎖とモノユビキチン分子をビー

ズに繋留させ、精製 hRQT 複合体と混合することで、結合解析を行った。 

B) yUbc13、yMms2 の精製。大腸菌に出芽酵母の Ubc13 もしくは Mms2 を発現誘導さ

せ、精製した。 

C) 試験管内ユビキチン化反応。GST タグを付加したユビキチンに対し、Ubc13 や Mms2

等を反応させることで、人工的に K63 型ポリユビキチン鎖を合成した。 

D) 試験管内結合解析。モノユビキチン分子を用いた反応と比較し、hRQT 複合体と K63

型ポリユビキチン鎖の親和性は、非常に高かった。 

E) 本実験の流れ。精製 hRQT 複合体をビーズに繋留させたのち、人工合成した

Tetra-K63 型ポリユビキチン鎖、Tetra-K48 型ポリユビキチン鎖とモノユビキチン分子を混合

することで、結合解析を行った。 

F) 試験管内結合解析。モノユビキチン分子、Tetra-K48 型ポリユビキチン鎖を用いた反応

と比較し、hRQT 複合体と K63 型ポリユビキチン鎖の親和性は、非常に高かった。 
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4-3-7. hRQT 複合体は K63 型ポリユビキチン鎖依存に衝突リボソームの解離に

関与する。 

 前述した結果から、衝突リボソームの解離を担う hRQT 複合体は、K63 型ポ

リユビキチン鎖に対し高い親和性を持つことが示された。また、RQC の惹起段

階において、ZNF598 は衝突リボソーム中の uS10、eS10 を K63 型ポリユビキチ

ン化することで、その異常翻訳中のリボソームに目印をつける。これらを踏ま

え、ZNF598 によるリボソームの K63 型ポリユビキチン化が、hRQT 複合体を介

した衝突リボソームの解離に必須であるか、検討を行った。 

 本実験では、beads 上に繋留した RNC に対して行う ZNF598 によるユビキチ

ン化を、K63 鎖のみを形成できる K63only ユビキチンもしくは K63 鎖を形成で

きない K63R ユビキチンによって行うことで、その後のリボソームの解離におけ

る K63 型ポリユビキチン鎖の重要性を評価した(図 4-16A)。ユビキチン化した

RNC を溶出し、ATP や hRQT 複合体と反応させた後、ショ糖密度勾配遠心法に

よって分画した。 

 その結果、K63 鎖のみを形成できる K63only ユビキチンを用いた反応系にお

いて、hRQT 複合体の非存在下で、ZNF598 によりユビキチン化された uS10 は、

主に Trisome や Tetrasome の画分にエンリッチしていた一方で、hRQT 複合体を

反応させることで、ユビキチン化された uS10 は 40S サブユニット画分と 80S サ

ブユニット画分に移行し、衝突リボソームが解離されたことがわかる (図

4-16B,C)。一方で、K63 鎖を形成できない K63R ユビキチンを用いた反応系にお

いては、uS10 は ZNF598 によって、おそらく複数のリジン残基でモノユビキチ

ン化を受けるマルチプルモノユビキチン化を受けており、その反応効率は 80S

画分や Trisome 画分、Tetrasome 画分でほぼ変わらず、そのユビキチン化基質の

特異性が失われていた(図 4-16D,E)。また、hRQT 複合体の有無によって、ユビ

キチン化された uS10 の局在に大きな変化がなかった。以上の結果から、hRQT
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複合体による衝突リボソームの解離には、uS10 の K63 型ポリユビキチン化が必

須であることが明らかになった。この結果を支持するように、抗 FLAG 抗体に

よって検出された ASCC3 は、K63 型ポリユビキチン化された Trisome、Tetrasome

に顕著に結合していた(図 4-16B,C)一方で、モノユビキチン化された Trisome、

Tetrasome には結合していなかった(図 4-16D,E)。さらに、抗 PA 抗体によって検

出されたペプチジル tRNA 結合型新生ペプチド鎖(peptRNA-AP)は、K63only ユビ

キチンを用いた反応系においてのみ、hRQT 複合体依存に解離を受け、60S サブ

ユニットに検出された(図 4-16B,C)。 
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図 4-16. hRQT 複合体は K63 型ポリユビキチン鎖依存に衝突リボソームの解離に関与す

る。 

A) 本実験の流れ。Magnetic beads に繋留した RNC に対し、ZNF598 によりユビキチン

化を行なった後、溶出した。ユビキチン化された RNC と ATP、hRQT 複合体を反応させた

後、ショ糖密度勾配遠心法により分画した。 

C,D) 衝突リボソームの解離実験。Xbp1u mRNA 由来の RNC に対し、K63only ユビキ

チンを用いてユビキチン化、hRQT 複合体を用いて解離させた。hRQT 複合体により uS10

が K63 型ポリユビキチン化された衝突リボソームは解離した。 

C,D) 衝突リボソームの解離実験。Xbp1u mRNA 由来の RNC に対し、K63R ユビキチン

を用いてユビキチン化、hRQT 複合体を用いて解離させた。hRQT 複合体により uS10 がマ

ルチプルモノユビキチン化された衝突リボソームは解離しなかった。 
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4-4. 考察 
 

4-4-1. 哺乳類細胞における RQC の惹起において、衝突リボソームは ZNF598 に

より K63 型ポリユビキチン化を受け、hRQT 複合体依存に解離される。 

 RQC は、リボソームの異常停止、衝突によって惹起される合成途上の新生ペ

プチド鎖の分解系である。これまで RQC の分子基盤は、主に出芽酵母を使用し

た研究から明らかになってきた。 

 出芽酵母における RQC の内在性標的配列 SDD1 mRNA 上で停止したリボソー

ムは、後続のリボソームと衝突することで、3 つのリボソームが衝突した Trisome

を形成する。これを 1 ユニットとして、リボソームの衝突センサーである E3 リ

ガーゼ Hel2 が認識し、衝突リボソーム上のリボソームタンパク質 uS10 を K63

型ポリユビキチン化する。このようにユビキチン鎖という目印をつけることで、

リボソームは、細胞内に自身の異常停止を知らせる。その後、RQT 複合体が uS10

のユビキチン化依存にリクルートされ、その構成因子である Slh1 の ATPase 活性

により衝突リボソームを解離させる。このようにして、新生ペプチド鎖の分解

の舞台である 60S RNCs が形成される。 

 一方で、哺乳類細胞においては、これまで人工的な配列や反応を駆使して RQC

関連因子が同定されてきた一方で、その活性や機能については未解明な点が多

くあった。本研究では、哺乳類細胞における内在性の RQC 標的配列として報告

された Xbp1u mRNA をモデル配列として用いることで、実際に細胞内でリボソ

ームがどのように停滞し、衝突するのか、またどのようにそれが解消されるの

かを明らかにした。In vitro 翻訳系を用いた生化学実験の結果、出芽酵母 Hel2 の

ホモログである E3 リガーゼ ZNF598 は、Xbp1u mRNA 上で衝突したリボソーム

に対し、非常に効率よくポリユビキチン化を行うことが明らかになった(図 4-17)。

また、ユビキチン変異体を用いた解析や様々なテスト配列を使用した解析の結
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果、ZNF598 は、衝突リボソーム上のリボソームタンパク質 uS10、eS10 に対し、

K63 型のポリユビキチン化を行うことが明らかになった(図 4-17)。 

一方で、先行研究において、eRF1-AAQ 変異体を用いて強制的に合成された

Disome では、ZNF598 により eS10 がモノユビキチン化を受けることが報告され

ている(Juszkiewicz et al., 2018)。本研究においても、eS10のモノユビキチン化は、

Truncate, Rz-ribozyme mRNA を翻訳することで、リボソームの衝突を伴うことな

くその mRNA 末端で停滞したリボソームを基質にした反応において検出された。

しかしながら、Truncate, Rz-ribozyme mRNA 由来の RNC は、in vivo において、

Dom34/PELO-Hbs1/HBS1L-Rli1/ABCE1 により解離されることが示されており、

Hel2/ZNF598 によるユビキチン化を必須とする RQT 複合体の基質ではない。 

これを支持するように、本研究の結果、ZNF598 は、より強く衝突し、その衝

突界面がより多く存在するリボソームを好むことが明らかになった。このこと

から、Xbp1u や poly(A) mRNA 由来等、「ZNF598 によるユビキチン化-hRQT 複

合体経路」を介した RQC の対象となる RNC は、Disome のみならず、Trisome、

Tetrasome 等、より強いリボソームの衝突を形成し、uS10 や eS10 においてポリ

ユビキチン化を受けたと考えられる。一方で、Truncate, Rz-ribozyme mRNA 由来

の RNC や、先行研究において使用されていた eRF1-AAQ 変異体により強制的に

合成された RNC は、Trisome、Tetrasome 等の強いリボソームの衝突を形成せず、

Monosome の状態で停止するために、ZNF598 によるポリユビキチン化を受けな

い、という可能性が想定される。したがって、「停止したリボソームが ZNF598

の標的となるより強いリボソームの衝突を形成するか否か」が、「ZNF598 によ

るユビキチン化-hRQT 複合体経路」を介した RQC の惹起における必要条件であ

る可能性が示唆される。そのため、上述した反応で検出された eS10 のモノユビ

キチン化は、RQT 複合体の活性発揮に直接的に必要ではない機能不明の反応で

ある考えられる。 
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さらに、本研究の結果、少なくともリボソームタンパク質 uS10 の ZNF598 に

よる K63 型ポリユビキチン化が、hRQT 複合体を介した衝突リボソームの解離

反応に関与することが明らかになった(図 4-17)。先行研究において、hRQT 複合

体の構成成分でありユビキチン結合能を有する ASCC2 は、K63 型ポリユビキチ

ン鎖に対し相互作用することが示唆されている(Brickner et al., 2017)。また本研

究の結果から、ASCC2 を含む hRQT 複合体は、モノユビキチン分子と比較して

K63 型ポリユビキチン鎖に対し非常に高い親和性を持つことが示された。した

がって、ZNF598 は hRQT 複合体の効率的なリクルートのために、リボソームに

K63 型ポリユビキチン鎖を形成していると考えられる(図 4-17)。 

 

図 4-17. hRQT 複合体は ZNF598 による K63 型ポリユビキチン鎖依存に衝突リボソーム

の解離を行う。 
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4-4-2.Tri-, Tetra-some: 哺乳類細胞における RQC を介した分解ユニット 

 本研究の結果、リボソームの衝突センサーZNF598 は、Tri-, Tetra-some 等のよ

り強いリボソームの衝突を１ユニットとして認識し、ユビキチン化することが

示唆された。また、出芽酵母における Hel2 についても、SDD1 mRNA 上でリボ

ソームが 3つ衝突したTrisomeを１ユニットとして認識する(Matsuo et al., 2020)。

リボソームの衝突は、特異的なリボソーム同士の相互作用を生じ、これによる

リボソームの衝突界面は、Disome では 1 つ、Trisome では 2 つ、Tetrasome では

3 つ生じると考えられるため、単にこの数が Hel2/ZNF598 のリクルートに起因す

る RQC の誘導に関与している可能性がある。しかしながら、例えば Trisome に

おける先頭と 2 つ目のリボソームの間の相互作用と、2 つ目と 3 つ目のリボソー

ムの間の相互作用は完全に同じではないことが知られている(Matsuo et al., 

2020)。その代表例がリボソームタンパク質 Asc1/RACK1 同士の相互作用である。

Asc1/RACK1 は、RQC の惹起に必須であることから(Sitron, Park and Brandman, 

2017; Sundaramoorthy et al., 2017)、その表現型には、それらの特徴的な相互作用

が関与している可能性がある。Trisome においては、Asc1 同士の直接相互作用は

2 つ目と 3 つ目のリボソームの間でのみ生じていた。したがって、単に衝突界面

の数ではなく、Asc1 同士の直接相互作用の場所やそのリボソームの状態、tRNA

の組成との関係、先頭のリボソームとの空間的距離等が Hel2/ZNF598 のリクル

ートに関与している可能性も考えられる。 

 4-1-6で前述したが、衝突リボソームのセンサーとしてZNF598のほか、EDF1

や ZAKαが報告されている。EDF1 は、その結合によって GIGYF2 や 4EHP を衝

突リボソームにリクルートし、その mRNA の分解や新規の翻訳開始を阻害する

ことで、比較的マイルドにリボソームの停止を抑制する。一方で、ZAKαは、

その結合により細胞内ストレスに対して ISR を誘導することで細胞生存を導い

たり、MAPK 経路を活性化することで細胞死を誘導したりする。これらの違い
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から、細胞のダメージレベルが低いとき(例えば、単一の mRNA 上でのみリボソ

ームの衝突が生じているとき)には、EDF1 がリクルートされマイルドに新規の

異常停止を抑え、細胞のダメージレベルが中程度のとき(例えば、単一の mRNA

上でのみリボソームの強い衝突が生じているとき)には、ZNF598 がリクルート

され RQC によってそれぞれの衝突ユニットで処理し、ダメージレベルが高いと

き(例えば、細胞内全体で広くリボソームの衝突が生じているとき)には、ISR に

よって細胞内全体の制御系を動かすことによって翻訳の異常事態を処理してい

る可能性もある。 

本研究により、少なくとも Xbp1u mRNA 上において、ZNF598 は Disome のみ

ならず、Trisome、Tetrasome に対しても作用し RQC を惹起することが明らかに

なった。先行研究において、EDF1 が Disome に結合したクライオ電子顕微鏡像

が示されている(Sinha et al., 2020)ことから、EDF1 は 2 つのリボソームが衝突し

た Disome に対し高い親和性を持つと考えられる。したがって、EDF1 は Disome

形成時にリクルートされ、新規の異常翻訳を mRNA 分解や翻訳開始阻害によっ

て防ぐと考えられるが、この反応を行うことによっても細胞内のダメージが軽

減されない場合には、後続のリボソームが衝突し続けてしまう。この場合には、

ZNF598 が Tri-,Tetrasome に対してリクルートされ強制的に RQC を介して分解す

るという、異常翻訳解消の最後の砦として機能しているかもしれない。 

  また、出芽酵母において HEL2 欠損株では eIF2αのリン酸化が亢進すること

から、ZAKαを介した ISR は、報告されている通り環境ストレスに応答して誘

導される可能性も考えられるが、Hel2/ZNF598 を介した RQC 経路が破綻もしく

は追いつかない場合に、そのバックアップ経路として存在している可能性も考

えられる(Meydan and Guydosh, 2020b; Yan and Zaher, 2020)。 

 

4-4-3. RQC による新生ペプチド鎖 XBP1u の分解の生理学的意義 
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本研究では、RQC の内在性標的配列として Xbp1u mRNA を用いた。Xbp1u 

mRNA は、イントロンの下流にアレストペプチド(AP)をコードしており、それ

による翻訳の一時停止を巧妙に利用し、自身の mRNA を小胞体膜上へと局在化

させることで、効率のよいスプライシングを受け、その活性を発揮している

(Yanagitani et al., 2011; Shanmuganathan et al., 2019)。それでは、なぜ Xbp1u mRNA

に由来する XBP1u ペプチドが RQC により分解される必要があるのか。 

一つは、スプライシング後の Xbp1s mRNA を細胞質中に遊離するためである

と考えられる。小胞体膜上にアンカーされた Xbp1u mRNA-リボソーム- XBP1u

ペプチド複合体は、IRE1αによりスプライシングを受けると、Xbp1s mRNA-リ

ボソーム- XBP1u ペプチド複合体に変換される。しかしながら、スプライシング

後の Xbp1s mRNA-リボソーム- XBP1u ペプチド複合体は、XBP1u ペプチドを介

して小胞体膜上のトランスロコン Sec61 に繋留されている。したがって、Xbp1s 

mRNA を細胞質に遊離するためには、この複合体を解消する必要がある。その

ため、RQC を介してリボソームを解離し、かつ XBP1u ペプチドを分解すること

で、Xbp1s mRNA の細胞質への遊離を可能にしているかもしれない。また、これ

が解消されず蓄積すると、トランスロコンが繋留された XBP1u ペプチドによっ

て閉塞され、小胞体内の恒常性が乱れる可能性も考えられる。 

もう一つは、小胞体膜以外にミスターゲッティングされてしまった Xbp1u 

mRNA-リボソーム- XBP1u ペプチド複合体の解消のためである可能性がある。

出芽酵母において、RQC も NGD も誘導できない not4∆hel2∆や not4∆slh1∆の変異

株は、not4∆と比較して顕著な生育阻害を示す(Ikeuchi et al., 2019)。したがって、

細胞内における RQC/NGD の欠損、それによって起こると想定される衝突リボ

ソームの細胞内異常蓄積は、強い細胞毒性を誘導すると考えられる。 

先行研究で行われた Disome profiling やレポーター遺伝子を用いた解析は、小

胞体ストレス非存在下で行われているため、Xbp1u mRNA における RQC の生理



2020年度博士論文	
 

 339 

学的意義としては、後者の方が有力かもしれない。今後、新たな内在性標的配

列の同定が進むことによって、RQC を含め、さらなる翻訳品質管理の生理学的

重要性が明らかになると期待される。 
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本博士論文では、翻訳装置リボソームをハブとした 3 つの反応に着目して論

じた。これらはいずれも、リボソームの速度変化に依存して惹起されるイベン

トであり、細胞内の翻訳恒常性を保つ上で必須の経路である。 

第 2 章では、機能不全リボソームの分解系 18S NRD について論じた。リボソ

ームの活性部位であるデコーディングセンターはコドン解読を行う場である。

デコーディングセンターの活性残基である 18S rRNA の A1492 残基の変異は、

翻訳活性不全を誘発し、それを含む 80S リボソームは mRNA 上で停止すると考

えられる。このような機能不全リボソームは 18S NRD と呼ばれる経路により細

胞内から迅速に排除されるが、この惹起にリボソームタンパク質 uS3 の K212 残

基における K63 型ポリユビキチン化が必須であることを見出した。18S NRD に

おける uS3 のユビキチン化は非常に特殊な多段階反応であり、E3 リガーゼ Mag2

によってモノユビキチン化された uS3 を基質にして、E3 リガーゼ Hel2 や Rsp5

が K63 型ポリユビキチン化を行うことを明らかにした。このようにして生じた

uS3 のユビキチン化は、機能不全リボソームの解離反応に必須であり、この解離

反応は RNA ヘリカーゼ Slh1 の ATPase 活性に依存して誘導されることを明らか

にした。以上のようにして、uS3 のユビキチン化依存に機能不全リボソームが解

離することで、変異を有する 40S サブユニット中の 18S rRNA に対し特異的に

RNase がアクセスし、選択的な分解が可能になる、と考えられる。 

第 3 章 で は、 コ ドン 至 適 度に 依 存し た mRNA の 分 解系  Codon 

optimality-dependent mRNA decay について論じた。コドン至適度は、細胞質プー

ルに存在する翻訳反応に使用可能なアミノアシル tRNA 量と mRNA 上のコドン

使用頻度のバランスによって定義される翻訳伸長速度の指標である。コドン至

適度は、mRNA の翻訳効率に強く関与することから、結果としてタンパク質の

合成効率と直接リンクする。さらに、先行研究により、コドン至適度が低く翻

訳速度が遅延した mRNA の安定性は相対的に低いことが知られており、その分
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解系は Codon optimality-dependent mRNA decay と呼ばれていた。本研究では、共

同研究によりクライオ電子顕微鏡を用いた構造解析、リボソームによる翻訳動

態を網羅的に解析する Ribosome profiling 法、mRNA 安定性試験をはじめとする

遺伝学的解析を組み合わせることで、遺伝子発現を広範に制御する多機能複合

体 Ccr4-Not がコドン至適度に依存したリボソームの速度変化をモニターし、速

度遅延を生じたリボソームに対して効率よく結合することを見出した。Ccr4-Not

複合体は、自身の構成成分である Not5 の N 末端領域を介して、速度遅延した

80S リボソームの E-site に結合し、デキャッピング活性化因子 Dhh1 を遅延リボ

ソームに対しリクルートすることで、mRNA 分解を誘導していた。また、Not5

の N 末端領域を介したリボソームとの安定な結合には、Not4 による eS7 のユビ

キチン化が必須であり、これらがコドン至適度に依存した mRNA 分解に関与す

ることを明らかにした。様々な知見を併せると、Not4 による eS7 のユビキチン

化は翻訳開始時に起き、細胞内の多様なイベントに対し即座にレスポンスする

ための予備的な反応であると想定される。 

第 4 章では、翻訳伸長停滞に起因する新生ペプチド鎖の分解系 RQC について

論じた。RQC は、mRNA や合成された新生ペプチド鎖の異常による翻訳伸長阻

害によって、リボソームが停滞、衝突することで惹起され、最終的に合成途上

の新生ペプチド鎖を分解する機構である。これまで RQC の分子基盤は出芽酵母

を用いた研究により確立されてきたが、本研究では哺乳類細胞における RQC 反

応の保存性の解明と再構成系を用いた活性評価を行った。内在性の RQC 標的配

列として Xbp1u mRNA を用いた試験管内翻訳系によって、Xbp1u mRNA 上で停

止したリボソームは、後続のリボソームと衝突することを明らかにした。さら

に、出芽酵母 Hel2 と同様に、リボソームの衝突センサーである ZNF598 は衝突

リボソームに対し、ユビキチン鎖という目印をつけること、その標的はリボソ

ームタンパク質 uS10 および eS10 であること、さらに ZNF598 は 3 つのリボソ
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ームが衝突した Trisome や 4 つのリボソームが衝突した Tetrasome 等のより強く

衝突したリボソームを標的とし、uS10 に K63 型ポリユビキチン鎖を伸長するこ

とを見出した。出芽酵母においては、ユビキチン化された衝突リボソームは RQT

複合体によって解離されるが、哺乳類細胞において出芽酵母 RQT 複合体と非常

に高いホモロジーを持つ ASCC3-ASCC2-TRIP4 からなる三者複合体が RQC に関

与することを報告し、これが ZNF598 により形成された K63 型ポリユビキチン

鎖に依存したリボソームのサブユニット解離を行うことを明らかにした。 

以上のように、本研究では、リボソームの翻訳不全、速度遅延、異常衝突と

いった特徴的な反応に依存して誘導される rRNA 分解、mRNA 分解、新生ペプ

チド鎖分解が、リボソームのユビキチン化により惹起されることを明らかにし

た。それぞれの反応に応じて、リボソームは、①異なるリボソームタンパク質

に、②異なる E3 ユビキチンリガーゼ群によって修飾を受け、③異なるもしくは

未知のユビキチン結合タンパク質群により認識され、④異なる下流シグナルを

伝達する、ことが明らかになっており、以上のような差異によって分解系惹起

の特異性が保証されている。このように、本研究では、これまで遺伝子発現の

過程における翻訳マシンとして知られていたリボソームが、細胞内で生じた緊

急事態に応答するために、自身にユビキチン鎖という目印をつけることで、異

常翻訳に陥った mRNA-リボソーム-新生ペプチド鎖複合体の存在を細胞内に知

らせ、それらの選択的かつ迅速な分解を惹起することを明らかにした。 

各章の考察で論じたように、特に、リボソーム中の変異やそれに伴う翻訳機

能不全はリボソーム病、Ccr4-Not 複合体とリボソームの結合活性不全は腫瘍形

成や細胞死、RQC の不全はタンパク質毒性やそれに伴う神経変性に対して関与

することが示唆されており、今後さらなる生理学的な意義について議論される

ことが期待される。さらに、多くの遺伝性疾患の発症は、変異型タンパク質の

異常蓄積や発現抑制により生じると考えられているため、これらの発現制御に
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対し翻訳過程におけるリボソームの速度変化が関与する可能性も考えられる。 

リボソームのユビキチン化標的部位は、本研究において解析対象となった出

芽酵母における uS3-K212 残基、eS7-K83/84 残基、哺乳類細胞における uS10-K4/8

残基、eS10-K138/139 残基以外にも多数同定されている。さらにリボソームは、

ユビキチン化のみならず、リン酸化、アセチル化等、多彩な翻訳後修飾を受け

ることから、これらによる緻密かつ厳密な制御が、多様な翻訳品質管理に関与

する可能性もある。したがって、リボソームをハブとした反応のさらなる詳細

な理解が、これまで未知であった翻訳動態を解明する上で重要であることは間

違いない。 
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図 5-1. 本博士論文の総括 
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第 6 章 
材料と実験方法 
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6-1 出芽酵母株 
 
Table 1. 本研究で使用した出芽酵母株 

本研究では、出芽酵母 W303-1a 株とそれを親株とする遺伝子変異株を用いた。 

また、第 2 章における遺伝学的スクリーニングでは、BY4741 株由来の Yeast 

KnockOut library strain (Open Biosystems)を使用した。 

Strains Genotype/plasmid Source Section 

W303-1a MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 Lab stock 2,3,4 

YKI969 W303-1a us3delta::natMX4 p416GPDp-uS3 This study 2 

YKI110 W303-1a hel2delta::natMX4 Matsuo et al., 

2017 

2 

YKI339 W303-1a ubc4delta::natMX4 Matsuo et al., 

2017 

2 

YMK7 W303-1a rpa190-3 ts Nogi et al., 

1991 

2 

YMY47 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG058 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

ubc4delta::natMX4 

This study 2 

YMY88 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

hel2delta::natMX4 

This study 2 

YMK285 W303-1a mag2delta::kanMX4 This study 2 

YSG105 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

mag2delta::kanMX4 

This study 2 

YSG114 W303-1a mag2delta::kanMX4 This study 2 
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us3delta::natMX4 p416GPDp-uS3 

YMY46 W303-1a uS10-3HA::hisMX6 Matsuo et al., 

2017 

2 

YMY87 W303-1a uS10-3HA::hisMX6 

hel2delta::natMX4 

Matsuo et al., 

2017 

2 

YSG012 W303-1a eS10A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG013 W303-1a eS10B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSS2191 

(UB-WT) 

MATa lys2-801 leu2-3,2-112 ura3-52 

his3-∆200 trp1-1 ubi1-∆1::TRP1 

ubi2-∆2::ura3 ubi3-∆ub-2 ubi4-∆2::LEU2 

(YEpKan-TEF1p-kozak-yUb-CYC1t) 

(pUB100)  

This study, 

parental strain 

is SUB328 

(DF5, Finley 

Lab.)  

2,3 

YSS2192 

(UB-K63R) 

MATa lys2-801 leu2-3,2-112 ura3-52 

his3-∆200 trp1-1 ubi1-∆1::TRP1 

ubi2-∆2::ura3 ubi3-∆ub-2 ubi4-∆2::LEU2 

(YepKan-TEF1p-kozak-yUbK63R-CYC1t) 

(pUB100)  

This study, 

parental strain 

is SUB328 

(DF5, Finley 

Lab.)  

2,3 

YSG117 YSS2191 mag2delta::natMX4 This study 2 

YSG118 YSS2192 mag2delta::natMX4 This study 2 

YSG102 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

rsp5DAmP::kanMX4 

This study 2 

YSG103 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

hel2delta::natMX4 rsp5DAmP::kanMX4 

This study 2 

YLD159 W303-1a xrn1delta::kanMX4 Kuroha et al., 2 
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2010 

YKI1455 W303-1a xrn1delta::kanMX4 

us3delta::natMX4 p416GPDp-uS3 

This study 2 

YMK326 W303-1a xrn1delta::kanMX4 

mag2delta::natMX4  

This study 2 

YIT2004 W303-1a upf1delta::kanMX4 Kuroha et al., 

2009 

2 

YSA033 W303-1a dom34delta::hphMX4 Kuroha et al., 

2010 

2 

YKK542 W303-1a asc1delta::kanMX4 Kuroha et al., 

2010 

2 

YAI583 W303-1a asc1delta::kanMX4 

us3delta::natMX4 p416GPDp-uS3 

This study 2 

YLS157 W303-1a dom34delta::hphMX4 

us3delta::natMX4 p416GPDp-uS3 

This study 2 

YLS158 W303-1a mag2delta::hphMX4 

asc1delta::kanMX4 us3delta::natMX4 

p416GPDp-uS3 

This study 2 

YKI1720 W303-1a rqt2delta::natMX4 Matsuo et al., 

2017 

2 

YKI1722 W303-1a rqt3delta::natMX4 Matsuo et al., 

2017 

2 

YKI1721 W303-1a rqt4delta::natMX4 Matsuo et al., 

2017 

2 
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YAI575 W303-1a xrn1delta::kanMX4 

rqt2delta::natMX4 

This study 2 

YAI590 W303-1a uS3-3HA::hisMX6 

rqt2delta::natMX4 

This study 2 

YSG002 W303-1a eS1A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG006 W303-1a eS6A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG007 W303-1a eS6B-3HA::hisMX6 This study 2 

YMY48 W303-1a eS7A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG009 W303-1a eS7B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG010 W303-1a eS8A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG011 W303-1a eS8B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG014 W303-1a eS12-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG015 W303-1a eS17A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG016 W303-1a eS17B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG017 W303-1a eS19A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG018 W303-1a eS19B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG020 W303-1a eS21B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG021 W303-1a eS24A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG022 W303-1a eS24B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG023 W303-1a eS25A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG025 W303-1a eS26A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG029 W303-1a eS28A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG031 W303-1a eS30A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG032 W303-1a eS30B-3HA::hisMX6 This study 2 
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YSG033 W303-1a eS31-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG034 W303-1a uS2-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG037 W303-1a uS4A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG038 W303-1a uS4B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG039 W303-1a uS5-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG041 W303-1a uS8A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG044 W303-1a uS9B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG047 W303-1a uS11B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG052 W303-1a uS14A-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG053 W303-1a uS14B-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG054 W303-1a uS15-3HA::hisMX6 This study 2 

YSG057 W303-1a uS19-3HA::hisMX6 This study 2 

yJC151  MATa, ura3, leu2, his3, met15  Hu et al., 

2009 

3 

yJC1708  ura3, leu2, his3, met15 or MET15, LYS2, 

not5::LEU2  

This study 3 

yJC1892 

or 93 

MATa, ura3, leu2, his3, met15 

[pGAL-PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

URA3]  

Presnyak et 

al., 2015 

3 

yJC1913 

or 14 

MATa, ura3, leu2, his3, met15 dhh1::NEO 

[pGAL- PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

URA3]  

Presnyak et 

al., 2015 

3 

yJC1917 

or 18 

MATa, ura3, leu2, his3, met15 dcp2::NEO 

[pGAL-PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

Presnyak et 

al., 2015 

3 
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URA3]  

yJC1961 

or 62 

MATa, ura3, leu2, his3, met15 ccr4::NEO 

[pGAL-PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

URA3]  

Presnyak et 

al., 2015 

3 

yJC2364 

or 65 

MATa, ura3, leu2, his3, met15 pop2::NEO 

[pGAL-PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

URA3]  

Presnyak et 

al., 2015 

3 

yJC2587 

or 88 

ura3, leu2, his3, met15 or MET15, LYS2, 

not5::LEU2  [pGAL-PGK1-SYNOP or 

SYNNONOP-pG, URA3]  

This study 3 

yJC2809 

or 10  

MATa, ura3, leu2, his3, lys2, 

rps25a::KANMX, rps25b::KANMX 

[pGAL-PGK1-SYNOP or SYNNONOP-pG, 

URA3]  

This study 3 

yJC2708 MATa, ura3, leu2, his3, met15, 

NOT5-HA::HIS  

This study 3 

Not4- 

FTPA  

MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

NOT4-FTPA::natNT2 

Matsuo et al., 

2017 

3 

uL30-TAP  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

uL30-TAP::TRP1 

Matsuo et al., 

2017 

3 

YLD258  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

not4∆::kanMX6 

Ikeuchi et al., 

2019 

3 

Y124  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

eS7a∆::HIS3MX6 eS7b∆::natNT2 

Ikeuchi et al., 

2019 

3 
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p416-eS7A-HA 

YSG125  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

not5∆::natNT2 p416-NOT5-HA 

This study 3 

YSG131  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

not5∆::HIS3MX6 not4∆::kanMX6 

p416-NOT5-HA 

This study 3 

YSG132  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

not5∆::kanMX4 eS7a∆::HIS3MX6 

eS7b∆::natNT2 p416-eS7A-HA 

This study 3 

YSA024  MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 

dhh1∆::kanMX4 

This study 3 
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6-2 プラスミド 
 

Table 2. 本研究で使用したプラスミド 

Plasmids Features Source Section 

p414GPDp TRP1 CEN6 Lab stock 2 

p415GPDp LEU2 CEN6 Lab stock 2 

p416GPDp URA3 CEN6 Lab stock 2 

pWT4 URA3 2µ GAL7p-rDNA 25S-tag 

18S-tag 

Fujii et al., 2009 2 

pA1492C URA3 2µ GAL7p-rDNA 25S-tag 

18S A1755C-tag 

Fujii et al., 2009 2 

pKI123 p414uS3p-uS3 Matsuo et al., 2017 2 

pKI139 p414uS3p-us3-K212R Matsuo et al., 2017 2 

pSM16 p415TEFp-FLAG-MS2 This study 2 

pLS9 URA3 2µ GAL7p-rDNA 25S-tag 

18S-MS2 bs 

This study 2 

pLS10 URA3 2µ GAL7p-rDNA 25S-tag 

18S A1755C-MS2 bs 

This study 2 

pKI269 p414uS3p-uS3-3HA This study 2 

pKI270 p414uS3p-us3-K212R-3HA This study 2 

pMK26 p415GPDp-MAG2-FLAG This study 2 

pMK38 p415GPDp-MAG2 

deltaRING-FLAG 

This study 2 

pMK39 p415GPDp-MAG2 This study 2 
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C195/198S-FLAG 

pMK33 p416GPDp-MAG2-FLAG This study 2 

pSG185 p414uS3p-us3-K223R-3HA This study 2 

pSG186 p414uS3p-us3-K212/223R-3HA This study 2 

pSG187 p414uS3p-us3-N(1-211)-3HA This study 2 

pFS3 p415GPDp-uL23-FLAG Matsuo et al.,2017 2 

pGEX-UBC4 pGEX6P1-UBC4  Matsuo et al.,2017 2 

pSG171 pGEX6P1-MAG2  This study 2 

pMK53 pGEX6P1-MAG2-FLAG  This study 2 

pMK54 pGEX6P1-MAG2 

deltaRING-FLAG  

This study 2 

pMK55 pGEX6P1-MAG2 

C195/198S-FLAG  

This study 2 

pMK28 p415GPDp-MAG2 This study 2 

pKI82 p413GPDp-uL23-FLAG Matsuo et al.,2017 2 

YEplac195 URA3 2µ Lab stock 2 

pKI214 YEplac195CUP1p-6HIS-Ubiquiti

n 

This study 2 

pKI191 p416GPDp-uL23-FLAG Matsuo et al.,2017 2 

pSG188 pRS317-uS3p-uS3-3HA This study 2 

pSG189 pRS317-uS3p-us3-K212R-3HA This study 2 

pKK19 p415GPDp-HEL2-FLAG Matsuo et al.,2017 2 

pSG170 p415GPDp-FLAG-RSP5 This study 2 

pGEX-RSP5 pGEX6P1-RSP5  Saeki et al., 2005 2 
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pKI200 p415RQT2p-RQT2 Lab stock 2 

pMY601 p415RQT2p-rqt2 K316R Lab stock 2 

pKI201 p415RQT2p-RQT2-3HA Matsuo et al., 2017 2 

pMY529 p415RQT2p-rqt2 K316R-3HA Matsuo et al., 2017 2 

pMK58 p414uS3p-us3-K45R-3HA This study 2 

pMK59 p414uS3p-us3-K75R-3HA This study 2 

pMK60 p414uS3p-us3-K106R-3HA This study 2 

pMK61 p414uS3p-us3-K108R-3HA This study 2 

pMK62 p414uS3p-us3-K132R-3HA This study 2 

pMK63 p414uS3p-us3-K141R-3HA This study 2 

pMK64 p414uS3p-us3-K151R-3HA This study 2 

pMK65 p414uS3p-us3-K185R-3HA This study 2 

pMK66 p414uS3p-us3-K200R-3HA This study 2 

pJC296  PGK1pG reporter (under control 

of GAL1 UAS)  

Hu et al., 2009 3 

pJC672  PGK1pG reporter with SYNOP 

ORF (under control of GAL1 

UAS)  

Presnyak et al., 

2015 

3 

pJC673  PGK1pG reporter with 

SYNNONOP ORF (under control 

of GAL1 UAS)  

Presnyak et al., 

2015 

3 

pJC857  0% optimal HIS3 with N-terminal 

FLAG tag (GAL1 promoter)  

Radhakrishnan et 

al., 2016 

3 

pJC862  50% optimal HIS3 with Radhakrishnan et 3 
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N-terminal FLAG tag (GAL1 

promoter)  

al., 2016 

pJC867  100% optimal HIS3 with 

N-terminal FLAG tag (GAL1 

promoter)  

Radhakrishnan et 

al., 2016 

3 

pRS416-Not5-HA  CEN, URA3, Not5-HA (NOT5 

promoter)  

This study 3 

pRS415  CEN, LEU2  Lab stock 3 

pRS415-Not5-HA  CEN, LEU2, Not5-HA (NOT5 

promoter)  

This study 3 

pRS415- 

Not5∆NTD-HA  

CEN, LEU2, Not5∆NTD-HA 

(NOT5 promoter), the region from 

2 to 113 A.A. is deleted  

This study 3 

pRS416-eS7-HA  CEN, URA3, eS7a-HA (eS7A 

promoter) 

Ikeuchi et al., 2019 3 

pRS315-eS7-HA  CEN, LEU2, eS7a-HA (eS7A 

promoter) 

Ikeuchi et al., 2019 3 

pRS315-eS7-4KR

- HA  

CEN, LEU2, eS7a-4KR-HA (eS7A 

promoter) 

Ikeuchi et al., 2019 3 

pYM032  CEN, ADE2, eS7a-WT-HA (eS7A 

promoter) in pASZ11  

Lab stock 3 

pYM033  CEN, ADE2, eS7a-4KR-HA (eS7A 

promoter) in pASZ11  

Lab stock 3 

pSM037 CEN, URA3, DHH1-HA (GPD Lab stock 3 
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promoter)  

pKI346 CEN, URA3, FLAG-NOT4 (GPD 

promoter)  

Ikeuchi et al., 2019 3 

pTX573 pcDNA3.1(+)-HA-Xbp1u Lab stock 4 

pRY224 pcDNA3.1(+)-3FLAG-ZNF598 Lab stock 4 

pNM11 p425GPDp-3FLAG-ASCC3 This study 4 

pNM14 p416GPDp-ASCC2 This study 4 

pNM16 p414GPDp-TRIP4 This study 4 

pNM18 p413GPDp-ASCC1 This study 4 

pKI111 p416GPDp-UBA1-FLAG Ikeuchi et al., 2019 4 

pOKA111 pGEX6P1-UBC13 Saeki et al., 2004 4 

pOKA112 pGEX6P1-MMS2 Saeki et al., 2004 4 

pGEX6P1 pGEX6P1 Matsuo et al., 2017 4 

pGEX6P1-Ub pGEX6P1-Ubiquitin Matsuo et al., 2017 4 
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6-3 抗体 
 
Table 3. 本研究で使用した抗体 

Antibodies Source Catalog Number Section 

Anti-HA-Peroxidase Roche Cat# 12013819001, 

RRID:AB_390917 

2,3,4 

Anti-uL14 antibody Abcam Bacterial and 

Virus Strains 

Cat# ab112587, 

RRID:AB_10866400 

2 

Anti-FLAG M2 antibody Sigma Cat# F1804-1MG 2,3,4 

Anti-Ubiquitin (P4D1) 

HRP 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-8017 2,4 

Anti-K48 Ubiquitin 

antibody 

EMD Millipore Cat# 05-1308 2 

Anti-K63 Ubiquitin 

antibody 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 8081 2 

Anti-eEF2 (Inada and Aiba, 2005) N/A 2 

Anti-PA-Peroxidase Wako Cat# 015-25951 4 

Anti-uS5 antibody Bethyl Labs Cat# A303-794A; 

RRID: 

AB_11218192  

4 

Anti-uS3 antibody Bethyl Labs Cat# A303-840A; 

RRID: AB_2615588 

4 

Anti-eS10 antibody Abcam Cat# ab151550; 

RRID: AB_2714147  

4 
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Anti-uS10 antibody Abcam Cat# ab133776  4 

Anti-ZNF598 antibody Novus Biological Cat# NBP1-84658 4 

Anti-ASCC3 antibody Proteintech Cat# 17627-1-AP-150 4 

Anti-ASCC2 antibody Bethyl Labs Cat# A304-020A  4 

Anti-ASCC1 antibody Bethyl Labs Cat# A303-871A  4 

Anti-TRIP4 antibody Bethyl Labs Cat# A300-843A  4 

Anti-GST antibody コスモバイオ Cat# 66001-2-IG 4 

ECL Anti-mouse IgG, 

horseradish Peroxidase 

GE Healthcare Cat# NA931V 2,3,4 

ECL Anti-rabbit IgG, 

horseradish Peroxidase 

GE Healthcare Cat# NA934V 2,3,4 
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6-4 プローブ 
 
Table 4. 本研究で使用したプローブ 

Probe Forward primer Reverse primer Section 

5' DIG-labelled 

18S rDNA-Tag 

5’-CGAGGATTCAGGCT

TTGG-3’  

 
2 

5' DIG-labelled 

LNA 18S 

rDNA-Tag 

5’-AGcGAGGATTcAGG

CTTTGGtC-3’ 

 
2 

5' DIG-labelled 

FLAG-Tag 

5′-CTTGTCGTCGTCGT

CCTTGTAGTC-3′  

 
3 

5' DIG-labelled 

EDC1 

5′-ATGTCGACGGATAC

CATGTATTTCAACAG-3′  

5′- 

TTAGCCTCCCTTGGAC

CATTAGTG-3′.  

3 
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6-5 プライマー 
 
Table 5. 本研究で使用したプライマー 

● RT-PCR for insertion of MS2 bs 

5’-CATCAAAGAGTCCGACTCGAACTTGGGTGATCCTCAAGTTTTCTTGAGTC 

GACCTGCAGACAAGGGTGATCCTCTTGTTATCAGACATTGATTTTTTATCTAAT

AAATAC-3’,  

5’-AAAAAATCAATGTCTGATAACAAGAGGATCACCCTTGTCTGCAGGTCGAC 

TCAAGAAAACTTGAGGATCACCCAAGTTCGAGTCGGACTCTTTGATGATTCA

TAATAAC-3’ 

 

● Template DNA for T7-kozak-His6-PA-Xbp1u 

Fw:  

5’-ggccagtGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGACACTTGCTTTTGACACAAC 

AGCCACCATGCATCATCATCATCATCATggtgttgctatgccaggtgctgaagatgatgttgttGGAg

tggtggtggcagcc-3' 

Xbp1u_WT_Xho1_Rev:  

5’-GGGATAGGCTTACCTCTAGACTCGAGgttcattaatggcttccagcttgg-3' 

Xbp1u_W256A_Xho1_Rev:  

5’-GGGATAGGCTTACCTCTAGACTCGAGgttcattaatggctttgcgcttgg-3' 

Xbp1u_∆AP(236-261)_Xho1_Rev:  

5’-GGGATAGGCTTACCTCTAGACTCGAGctgggtagacctctgggagc-3' 

Xbp1u_V193-Stop_Rev: 

5’-tacgccCTCGAGACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAtac 

cgccagaatccat ggg-3' 
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Xbp1u_V193-(194-261)_Rev: 

5’-tacgccCTCGAGACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAgtt 

cattaatggcttcc agcttg-3' 

Xbp1u_V193-polyA60_Rev: 

5’-tacgccCTCGAGACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAttttt 

ttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttaccgccagaatccatgggga-3' 

Xbp1u_V193-HHRz_Rev: 

5’-tacgccCTCGAGCGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTACCT 

GTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACCGGAAAACACATCCGGTGACAGGtacc

gccagaatccatgggga-3' 

Xbp1u_V193-nonstop_Rev: 

5’-taccgccagaatccatggg-3' 

Xbp1u_V193-stemloop_Rev: 

5’-tacgccCTCGAGAACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTA 

CGATATCCCGTGGAGGGGCGCGTGGTGGCGGCTGCAGCCGCCACCACGCGC

CCCTCCACGGGATATCGtaccgccagaatccatgggga-3' 

 

●Template DNA for T7-kozak-His6-PA-Nluc 

Fw: 

5’-gccagtGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGACACTTGCTTTTGACACAACA 

GCCACCATGCATCATCATCATCATCATggtgttgctatgccaggtgctgaagatgatgttgttATGGT

CTTCACACTCGAAGATTT-3' 

Nluc-Stop_Rev: 

5’-tacgccAAGCTTCACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAC 

GCCAGAA TGCGTTCGC-3' 
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Nluc-Xbp1u(209-261)_1st_Rev: 

5’-aagggaggctggtaaggaactgggtccttctgggtagacctctgggagctcctccaggctggcaggctctggggaagg 

gcatttgaagaa catgactgggtccaagttgtcaccaccacggcggcggcCGCCAGAATGCGTTCGC-3' 

Nluc-Xbp1u(209-261)_2nd_Rev: 

5’-tacgccAAGCTTCACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAgt 

tcattaatggctt ccagcttggctgatgacgtccccactgacagagaaagggaggctggtaaggaac-3' 

Nluc-polyA60_Rev: 

5’-tacgccAAGCTTCACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAttt 

tttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttcaccaccacggcggcggcCGCCAGAATGCGTTCG

C-3' 

Nluc-HHRz_Rev: 

5’-tacgccAAGCTTCACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTAC 

CTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACCGGAAAACACATCCGGTGACAGGc

accaccacggcggcggcCGCCAGAATGCGTTCGC-3' 

Nluc-nonstop_Rev: 

5’-caccaccacggcggcggcCGCCAGAATGCGTTCGC-3' 

Nluc-stemloop_Rev: 

5’-cAAGCTTCACGTGCGCAGCTGGCCACGTACGTATCGCTATCTAGCTACGA 

TATCCCGTGGAGGGGCGCGTGGTGGCGGCTGCAGCCGCCACCACGCGCCCC

TCCACGGGATATCGcaccaccacggcggcggcCGCCAGAATGCGTTCGC-3' 
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6-6 出芽酵母を用いた実験方法 
 

6-4-1 培地 

 出芽酵母の培養には以下の培地を用いた。 

YPD 培地: 1% Yeast extract, 2% polypeptone, 2% glucose 

SC 培地: yeast nitrogen base without amino acids 6.7g/L, アミノ酸混合物 1.3g/L, 

2% glucose 

適宜、2% galactose、2% raffinose 培地を用いた。 

 

6-4-2 遺伝子変異株の作製法 

 PCR を用いた遺伝子欠損株作製法により、遺伝子変異出芽酵母株を作成した

(Baudin et al., 1993)。ゲノム中の変異標的遺伝子の 5’末端/3’末端配列と薬剤耐性

マーカーを持つ kanMX4, hphMX4, natMX4, natNT2 あるいは HIS3MX6 カセット

の 5’末端/3’末端配列をそれぞれつなげたプライマーを作成し、カセット内の配

列を増幅させた。PCR 産物を親株に対し、相同組み替えを利用して導入し、薬

剤を添加した、もしくはアミノ酸を欠乏させた培地で選別することで、遺伝子

欠損株を作成した。 

 

6-4-3 出芽酵母の培養 

 YPD 培地またはマーカーとなるアミノ酸を除いた SC 培地を用いて、酵母細

胞を 30℃で培養した。タンパク抽出/RNA 抽出に用いる菌体は、培養液を遠心分

離 (3500rpm, 1min, RT)によって集菌し、液体窒素を用いて凍結させた。 

 

6-4-4 タンパク質の抽出 

 凍結させた菌体を TCA buffer 500µL に懸濁し、20% TCA 500µL と 0.5mm 
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Zirconia/Slica Beads 500µL を含む 1.5mL tube に添加した。vortex(30sec×3)によっ

て菌体を破砕後、その上清を遠心分離(13000rpm、4℃、10min)した。上清を捨て、

ペレットを SDS sample buffer(150µl/OD=0.6)に溶解し、100℃で 5min 加熱した。

これを SDS-PAGE のサンプルとした。ユビキチン化を検出する際には、77℃で

5min 加熱した。 

TCA buffer: 20mM Tris-HCl (pH6.8), 50mM NH4OAC, 200mM EDTA, 1mM pmsf 

1x SDS Sample Buffer: 0.125M Tris-HCl pH6.8, 4% SDS, 20% Glycerol, 0.01% 

Bromophenol Blue 

 

6-4-5 CBB 染色 

 調製したタンパク質サンプル 5µL を 10% SDS-PAGE で電気泳動した。泳動後、

ゲルを CBB 染色液に浸し、1.5 時間常温振盪した後、CBB 脱色液で 2 時間脱色

した。 

 10% SDS-polyacrylamide running gel: 9.67% acrylamide, 0.33% N,N’-methylene bis 

acrylamide, 375mM Tris-HCl pH8.8, 0.1% SDS, 0.05% TEMED, 0.1% APS 

 SDS-polyacrylamide stacking gel: 4.843% acrylamide, 0.167% N,N’-methylene bis 

acrylamide, 125mM Tris-HCl pH6.8, 0.1% SDS, 0.12% TEMED, 0.1% APS 

 CBB 染色液: 45% Methanol, 10.4% Acetic acid, 1g/L CBBR250 

 CBB 脱色液: 25% 2-propanol, 10.45% Acetic acid 

 

6-4-6 Western Blotting 

 上記で作製したタンパク質試料 5-10µL を 10%または 12% SDS-PAGE もしく

は 10%または 12% Nu-PAGE で電気泳動した。泳動後、ゲルを Cathord buffer で

平衡化した。PVDF 膜をメタノールで洗浄し、Anode2 buffer で平衡化後、メンブ

レンに先程のゲル中のタンパク質を electro-blotting により転写させた。転写後、
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メンブレンのブロッキングを PBS/0.1% Tween-20 に溶かしたスキムミルクで行

い、一次抗体反応を行った。メンブレンを PBS/0.1% Tween-20 で洗浄後、さら

に二次抗体反応を行った。その後、検出試薬でメンブレンを反応させた後、

LAS-3000 mini または LAS-4000 mini (FUJIFILM)を用いて検出を行った。 

SDS buffer : 250mM Tris, 2M Glycine, 1% SDS 

Anode1 buffer : 300mM Tris-HCl pH10.4, 25% Methanol 

Anode2 buffer : 25mM Tris-HCl pH10.4, 25% Methanol 

Cathode buffer : 25mM Tris-HCl pH9.4, 25% Methanol, 0.3% Glycin 

PVDF 膜 : Millipore 

抗 mouse IgG 抗体 : Anti-mouse IgG Horseradish peroxidase linked whole antibody 

(from sheep) (GE healthcare) 

抗 rabbit IgG 抗 体 : anti rabbit IgG horseradish peroxidase linked-whole 

antibody(from donkey) (GE Healthcare) 

PBS/0.1% Tween-20: 10mM Na2HPO4/HaH2PO4 (pH 7.5), 0.9% NaCl, 0.1% 

Tween-20 

Immunostar LD : WAKO 

 

6-4-7 RNA の抽出 

 凍結させた菌体を RNA buffer 300µL に懸濁し、RNA 用フェノール 250µL を加

え vortex(10sec)でよく混合し、65℃で 5 分間静置した後、5 分氷冷した。遠心分

離(13,000rpm, 5min, RT)し、上清に対して再度 250µL の RNA 用フェノールを加

え同様の操作を行った。上清を取り、200µL の RNA 用フェノール/クロロホルム

を加え、vortex(10sec)でよく混合し、遠心分離(13,000rpm, 5min, RT)した。上清に

200µL の RNA 用 PCI を加え、vortex(10sec)でよく混合し、遠心分離(13,000rpm, 

5min, RT)した。上清を分取し、エタノール沈殿を行い、RNA ペレットを DEPC
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処理水 30µL に溶解した。 

RNA buffer: 30mM NaCl, 20mM Tris-HCl (pH9.5), 10mM EDTA, 1% SDS 

PCI: フェノール、クロロホルム、イソアミルアルコール、量比 25:24:1 の混

合物 

 

6-4-8 RNA 半減期測定における RNA の抽出 

 目的の株に導入したプラスミドのマーカーに対応したアミノ酸または塩基を

除いたラフィノース含有 SC 液体培地に植菌後、ガラクトース含有 SC 液体培地

に置換し、転写誘導をかけた。30oCでOD600=0.30(第 2章の rRNA半減期の場合)、

もしくは 0.50(第 3 章の mRNA 半減期の場合)まで培養後、培養液 10mL を遠心

分離(2,330g×2min RT)し、培地をデカントで取り除いた後、グルコース含有 SC 液

体培地15mLを加えよく懸濁した。同時にカウントアップを開始し、培養液1.5mL

を分注後、遠心(7,740g×15sec)し、0h の菌体として集菌した。残りの培養液は 30oC

で引き続き振盪培養し、指定した時間が経過するごとに培養液1.5mLを分注し、

同様に集菌した。得られた菌体を氷上で 200µL の RNA buffer に懸濁した。懸濁

液に水飽和フェノール 200µLを加えVortexで混合し、65oCで 5分間静置した後、

再び Vortex でよく混合し、5 分間氷上に静置後、遠心分離(16,200g×5min RT)し、

水層 200µL を新しいチューブに移し替えた。得られた水層にフェノール/クロロ

ホルム/イソアミルアルコール 25:24:1 を 200µL 加え、Vortex で混合後、遠心分

離(16,200g×5min RT)し、水層 180µL を新しいチューブに移し替えた。得られた

水層に対し 18uL の 3M NaOAc と 450uL の 100% EtOH を加え、ボルテックス後、

-80oC で 10 分以上静置した。その後、4oC で遠心(17,000gx15min)後、上清を除き、

300uL の 75% EtOH を加えてさらに 4oC で遠心(17,000gx15min)後、上清を除き、

Vacuum で乾燥後、30uL の DEPC 処理水で溶解した。得られた RNA 溶液 3µL と

DEPC 処理した水 3µL とを混合し、RNA 試料とした。ノーザンブロッティング
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の際には、RNA 溶液を 6µL アプライした。 

 

6-4-9 Northern Blotting (Glyoxal method) 

 上記で作成した RNA 試料の濃度を nanodrop で測定後、RNA 1.2ug を DEPC 処

理水と混合し 6µL とし、RNA sample buffer 27µL に加え、74℃で 10min 加熱し、

氷上で急冷した。これを MOPS 1.2%アガロースゲルにアプライし電気泳動を行

った。泳動後、20x SSC を用いたキャピラリーブロッティング法により RNA を

メンブレンに転写させ、UV crosslinker (GEヘルスケア)によりRNAを固定した。

Digoxigenin(DIG)-11-dUTP で標識した目的の RNA のプローブを用いて 50℃で一

晩、ハイブリダイゼーションを行った。メンブレンを wash buffer 1, 2 で洗浄し

た後、マレイン酸 Buffer に希釈した Blocking reagent でブロッキングし、抗

DIG-AP 抗体と反応させた。wash buffer 3 でメンブレンを洗浄し、wash buffer 4

でメンブレンを平衡化させた。CDP-Star detection kit (Roche)でメンブレンを 10

分間反応させた後、LAS-4000 mini (FUJIFILM)を用いて検出を行った。 

Glyoxal Mix: 60% DMSO, 20% Glyoxal (Deionized), 1.2xMOPS buffer, 5% RNA 

loading dye, 5% Glycerol 

RNA Loadind dye: 50% Glycerol, 10mM EDTA(pH8.0), 0.05% BPB, 0.05% Xylen 

cyanol 

Agarose gel: 1xMOPS, 1.2% agarose 

10×MOPS buffer (pH7.0): 0.2M MOPS, 50mM NaOAc, 10mM EDTA, pH7.0 

20×SSC: 3M NaCl, 0.3M Trisodium citrate dihydrate 

wash buffer 1: 2×SSC, 0.1% SDS 

wash buffer 2: 0.1×SSC, 0.1% SDS 

マレイン酸 Buffer：100mM maleic acid, 150mM NaCl, pH7.0, adjusted by NaOH 

wash buffer 3: 100mM maleic acid, 0.3% Tween-20 
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wash buffer 4: 100mM Tris-HCl, 100mM NaCl, pH9.5 

メンブレン : Hybond-N+ membrane (Amersham) 

Anti-digoxigenin-AP :  (Roche) 

DIG-DNA labeling Kit :  (Roche) 

CDP-Star detection Kit :  (Roche) 

 

6-4-10 Northern Blotting (Formaldehyde method) 

上記で作成した RNA 試料の濃度を nanodrop で測定後、RNA 1.2ug を DEPC 処理

水と混合し 6µL とし、RNA sample buffer 21.5µL に加え、65℃で 5min 加熱し、氷

上で急冷した。これを Formaldehyde-MOPS 1.2%アガロースゲルにアプライし電

気泳動を行った。以降は Glyoxal method と同様。 

Glyoxal Mix: 60% Formamide (deionized), 20% Formaldehyde, 1.2xMOPS buffer, 

5% Glycerol, BPB 

Agarose gel: 1xMOPS, 1.2% agarose, 17% Formaldehyde(37%) 

 

6-4-11 RT-qPCR (SuperScript method) 

 上記で作成した RNA 試料の濃度を、SuperScript® Reverse Transcriptase キット

(invitrogen)を用いて逆転写反応を行った。RNA 濃度を nanodrop で測定後、RNA 

500ng と MiliQ を混合し 4µL とした。PCR チューブに Oligo dT15 プライマー 

(500ng)、dNTP mix (10mM each) を 4µL 加えた後、RNA 溶液 3.6µL を加えて混合

した。インキュベート(65℃, 5min)後、氷上で急冷した。12µL のプレミックス(5x 

first-strand buffer 4µL, 0.1M DTT 1µL, RNasin 1µL, SuperScript III Reverse 

Transcriptase 0.5µL, MiliQ 5.5µL)を加え、ピペッティングにより混合した。イン

キュベート(50℃ 60min, 80℃ 5min)後、TE buffer 40µL を加え、cDNA サンプルと

して用いた。 

 上記の操作で作製した cDNA を、CFX ConnectTM Real-Time System (BIO-RAD)
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を用いて定量した。反応には KAPA SYBR® FAST qPCR キット  (KAPA 

BIOSYSTEMS)を用いた。テンプレート cDNA 1µL に、2x qPCR Master Mix 7.5µL、

10µM Primer Fw&Rev Mix 0.2µL、MiliQ 6.3µL を加え、15µL とした。反応温度は、

95℃ 3 分間を 1 サイクル、95℃10 秒間、55℃30 秒間を 40 サイクル、95℃10 秒間

を 1 サイクルで行った。 

RNasin：RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega) 

TE Buffer：10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH8.0 

 

6-4-12 RT-qPCR (ReverTra Ace method) 

 上記で作成した RNA 試料の濃度を、ReverTra Ace キット(TOYOBO)を用いて

逆転写反応を行った。RNA 濃度を nanodrop で測定後、RNA 500ng と MiliQ を混

合し 6.5µL とした。PCR チューブに調整した RNA 溶液と Oligo dT15 プライマー 

(500ng)を加えて混合した。インキュベート(65℃, 5min)後、氷上で急冷した。4µL

の 5xRT buffer、8µL の 2.5mM dNTPs、0.5µL の ReverTra Ace を加え、ピペッテ

ィングにより混合した。インキュベート(30℃ 10min, 42℃ 60min, 99℃ 5min)後、

TE buffer 40µL を加え、cDNA サンプルとして用いた。以降は SuperScript method

と同様。 

 

6-4-14 ポリソーム解析 

 目的の株におけるマーカーのアミノ酸を除いた SC 液体培地に植菌し、30℃で

OD600=0.5-0.7 まで培養した後、翻訳伸長阻害剤である Cycloheximide もしくは

Tigecycline を処理し(第 3 章においてタンパク質の局在を検出する場合は、

Cycloheximide と Not5 がリボソーム E-site への結合において競合してしまうため、

処理しない)、培養液 200ml を遠心分離(6000rpm, 3min RT)により集菌し、液体窒

素を用いて凍結した。凍結した菌体を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、
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lysis buffer 3ml/1L に溶解後、遠心分離(40000g, 30min 4℃)で不溶性画分を沈殿さ

せ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した細胞粗抽出液 800µl を Gradient 

master(BIO COMP)により作成した 10-50%スクロース溶液に重層した。これを

SW41Ti rotor (Beckman Coulter)を用いた 10-50%スクロース密度勾配遠心

(40000rpm, 80min, 4℃)により分離し、BIO-MINI UV MONITOR(ATTO)で A260 の

測定並びに Position Gradient Fractionator(TOWA LABO)でポリソームの分画を行

った。ショ糖密度勾配遠心法後に分画した各サンプルを Northern Blotting 用に調

製する際は、226µL の各画分のサンプルに 500µL の 8M グアニジン塩酸と 750µL

の 100%エタノールを加え、遠心分離(1300rpm、15 分、4℃)を行った。上清の除

去後エタノール沈殿を行い、沈殿物を 30µL の DEPC 処理水に懸濁し、RNA 試

料としてノーザンブロットに使用した。ショ糖密度勾配遠心法後に分画した各

サンプルを Western Blotting 用に調製する際は、TCA 沈殿により濃縮することで、

タンパク質試料としてウエスタンブロットに使用した。 

Lysis buffer: 20mM HEPES pH7.4, 2mM Mg(OAc)2, 100mM KOAC, 1mM DTT, 

1mM PMSF, 0.01% NP-40, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

10% sucrose solution: 10% sucrose, 10mM Tris, 70mM NH4OAC, 4mM Mg(OAC)2 

50% sucrose solution: 50% sucrose, 10mM Tris, 70mM NH4OAC, 4mM Mg(OAC)2 
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6-7 培養細胞を用いた実験方法 
 

6-7-1 継代 

 ディッシュに接着した培養細胞は、1xPBS を用いて洗浄した後、37℃で 5 分

間トリプシン処理にて剥離した。その後、DMEM-FBS 培地でトリプシンを不活

化し、細胞を懸濁し、適量に希釈してディッシュに播き、37℃、5% CO2 の CO2

インキュベーター内で培養した。 

DMEM-FBS: DMEM (nacalai tesque) 500ml, FBS(gibco) 50ml 

2.5%トリプシン+EDTA: (nacalai tesque)  

1xPBS: ダルベッコ PBS(-)粉末「ニッスイ」(日水) 9.6g/L 

 

6-7-2 レンチウイルス作製及び感染 

 トランスフェクションの際に接着した HEK293T 細胞が、70-80%程度となるよ

うに細胞を 6well プレートもしくは 6cm ディッシュに播種した。Transfection の

際、mixA と mixB を 1.5ml チューブ内でそれぞれ調整し、mixB を mixA に加え

ピペッティングにより混合し、室温で 30 分間静置した。この間に、DMEM-FBS

培地を無血清培地である Opti-MEM に半量交換し、37℃、5% CO2 の CO2 インキ

ュベーター内で静置した。30 分後に、混合液を滴下し、37℃、5% CO2 の CO2

インキュベーター内で培養した。一晩培養後、DMEM-FBS 培地で培地交換を行

い、その後 2 日間 37℃、5% CO2 の CO2 インキュベーター内で培養した。 

  蛍光顕微鏡で GFP の発現と、細胞の融合度合を確認後、10ml シリンジ

(TERUMO)、及び滅菌フィルター(Millipore)で回収した。回収したレンチウイル

スは-80℃で保存した。 

 培養細胞に感染させる際は、6well プレート(6cm ディッシュ)に DMEM-FBS

培地 1ml と細胞懸濁液 500µl(1000µl)、レンチウイルス 800ul(1600ul)を加え、37℃、
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5% CO2 の CO2 インキュベーター内で 3 日間培養した。 

mixA: pll3.7 shRNA 1.7µg (3.3µg), pSPAX2 1.25µg (2.5µg), pMD2.G 0.85µg 

(1.7µg), Opti-MEM(gibco) 150µl (500µl) 

mixB: PEI-Max(コスモバイオ) 12µl (17µl), Opti-MEM 150µl (500µl) 

 ()内は 6cm ディッシュの使用量を示す。 

 

6-7-3 トランスフェクション 

 レポータージーンアッセイを行う際は、shRNA を発現するレンチウイルスを

感染させた後に、レポーターを導入することで解析を行った。2-2-3 で 6cm ディ

ッシュ上で感染させた細胞を、1xPBS で洗浄した後トリプシン 400ul を加え 37℃

で 5 分間処理することで剥離した。ここに DMEM-FBS 培地を 3.6ml 加え、ピペ

ッティングにより懸濁した。この細胞懸濁液を 6well プレートに 600ul ずつ分注

し、37℃、5% CO2 の CO2 インキュベーター内で一晩培養した。翌日、2-2-3 の

トランスフェクションと同様の手法でレポーターを発現するプラスミドをトラ

ンスフェクションし、一晩培養後、後述する 6-5-4 の手法で回収した。 

mixA: reporter plasmid 4ug, transfection control(pLacZ-V5) 0.2ug, Opti-MEM 

150ul 

mixB: PEI-Max 12ul, Opti-MEM 150ul 

   

6-7-4 タンパク抽出及び Bio-Rad assay 法によるタンパク定量 

 回収する細胞を 1xPBS で洗浄し、用事調製した Protease inhibitor (Roche)を含

む Passive lysis buffer(Promega)を 200ul 加え、氷上で細胞を剥離した。これを 1.5ml

チューブに移し、10 分間氷上で静置後、4℃、15000rpm で 10 分間遠心し、上清

を新たな 1.5ml チューブに回収し氷上に置いた。 

 Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories Inc.)を用い
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てタンパク質定量を行った。BSA 10mg/mL (NEB)を最終濃度 0、1.25、2.5、5、

7.5、10、12.5、25、37.5、50mg/mL になるように水で希釈した。この BSA サン

プルを各 100uL、もしくは回収した細胞試料 2µL に水を 98µL 加え 100µL とした

ものを、それぞれ 96well プレートに移した。5 分の 1 に希釈した Bio-Rad Reagent

を、全 well に 100µL ずつ加え、5 分間インキュベートした。その後、吸光度を

波長 595nm で測定した。得られた数値から検量線を作製し、各細胞由来のタン

パク質量を計算し求めた。 

 

6-7-5 Luciferase assay 

  タンパク質 5µg を 96well プレートに移した。ルミノメーターで蛍光を測定し

た。 基質として、Luciferase Assay Reagent II と、50 分の 1 に希釈した Stop & Glo® 

Reagent を用いた。 

     Luciferase Assay Substrate (lyophilized) (Promega) 

     Luciferase Assay Buffer II (Promega) 

     Stop & Glo® Reagent Substrate (Promega) 

     Stop & Glo® Reagent Buffer (Promega) 

Nano-Glo® Luciferase Assay (Promega) 

 

6-7-6 RNA 抽出 

      回収する細胞から培地を取り除き、IsogenⅡ(和光)を 1ml 加え、粘性がなくな

るまでピペッティングすることで細胞を剥離した。これを 2ml チューブに移し、

400µl の水を加え、激しく振盪した。室温で 15 分間静置後、室温、12000g で 15

分間遠心した。上清 1ml を RNase-free の 1.5ml チューブに移した後、

p-bromoanisol(WAKO)を 5ul 加え、激しく振盪した。室温で 5 分間静置後、室温、

12000g で 10 分間遠心した。上清 900µl を RNase-free の 1.5ml チューブに移した
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後、p-bromoanisol を 4.5µl 加え、激しく振盪した。室温で 5 分間室温で静置後、

室温、12000g で 10 分間遠心した。上清 750ul を RNase-free の 1.5ml チューブに

移した後、イソプロパノールを 750ul 加え激しく振盪し、室温で 10 分間静置し

た。室温、12000g で 10 分間遠心し、RNA ペレットを吸わないように上清を取

り除いた。75%エタノールで 2 回洗浄を行い、30µl の MilliQ に溶解した。 

 

6-7-7 ウエスタンブロッティング、ノーザンブロッティング、RT-qPCR 

 ヒト培養細胞由来のタンパク質サンプル、RNA サンプルについては、出芽酵

母を用いた解析と同様の手法で解析した。  
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6-8 タンパク質精製法 
 

6-8-1 Ccr4-Not 複合体精製 

ゲノム編集により内在性のNOT4に FTPタグを付加した出芽酵母株をYPD液

体培地に植菌し、30℃で OD600=0.5-06 まで培養した後、遠心分離(6000rpm, 3min 

RT)により集菌し、液体窒素を用いて凍結した。凍結した菌体を乳棒と乳鉢を用

いて液体窒素下で破砕し、purification buffer 1 に溶解後、遠心分離(40,000g, 30min 

4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した細胞粗

抽出液をmagnetic IgG-coupled Dynabeads M-270 Epoxy (Life Technologies)と 4℃で

1 時間 incubation した後、Purification buffer 1 によって 5 回洗浄を行った。

Homemade His-TEV protease と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行った。 

Purification buffer 1: 50mM Tris-HCl pH7.5, 10mM MgCl2, 100mM NaCl, 1mM 

DTT, 0.5mM PMSF, 0.01% NP-40, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-2  80S ribosome の精製 (Ribosome-IP) 

 目的の株に導入したプラスミドのマーカーに対応したアミノ酸または塩基を

除いた SC 液体培地に植菌し、OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。菌体は

250mL ボトルを用いて遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用

いて凍結した。凍結した菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、

Purification buffer 2 3ml/L を加え、撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離

(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。

抽出した細胞粗抽出液を anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 1 時

間 incubation した後、Purification buffer 2 によって 7 回洗浄を行った。250µg/mL 

FLAG peptide (GenScript)と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行った。 

Purification buffer 2: 50mM Tris-HCl pH7.5, 150mM KCl, 10mM Mg(OAc)2,, 
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0.05% NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-3  ユビキチン化リボソームタンパク質の精製 (Serial Affinity Purification) 

目的の株に pCUP1p-His6-Ubiquitin と puL23-FLAG を導入後、プラスミドのマ

ーカーに対応したアミノ酸または塩基を除いた SC 液体培地に植菌し、

OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。CUP1 promoter からの転写誘導のため、

集菌の 2 時間前に最終濃度が 0.1mM となるように Cu2+を処置した。菌体は

250mL ボトルを用いて遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用

いて凍結した。凍結した菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、

Purification buffer 3 3ml/L を加え、撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離

(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。

抽出した細胞粗抽出液を anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 1 時

間 incubation した後、Purification buffer 2 によって 7 回洗浄を行った。250µg/mL 

FLAG peptide (GenScript)と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行った。溶出し

た 80S リボソームに対し、RNase-It (mixture of 5U/µl of Rnase T1 and 2µg/µl of 

RNase A, Agilent)を処置し、最終濃度が 6M となるように Guanidine-HCl を混合

し、変性条件とした。変性させたリボソームタンパク質群に対し、Ni-NTA agarose 

(QIAGEN)を加え、4℃で 12 時間反応させた後、Purification buffer 4 で 2 回、

Purification buffer 5 で 2 回洗浄を行った。その後、最終濃度 300mM の Imidazole

によってユビキチン化されたリボソームタンパク質群を溶出した。 

Purification buffer 3: 50mM Tris-HCl pH7.5, 150mM KCl, 10mM Mg(OAc)2,, 

0.05% NP-40, 2mM 2-mercaptoethanol, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 

1tablet/10 ml 

Denaturation condition: 50mM Tris-HCl pH7.5, 300mM NaCl, 6M Guanidine-HCl,, 

10mM Imidazole, 0.05% NP-40, 2mM 2-mercaptoethanol 
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Purification buffer 4: 50mM Tris-HCl pH7.5, 300mM NaCl, 6M Guanidine-HCl,, 

10mM Imidazole, 0.05% NP-40, 5mM 2-mercaptoethanol 

Purification buffer 5: 50mM Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 10mM MgCl2,, 10mM 

Imidazole, 0.01% NP-40, 5mM 2-mercaptoethanol 

 

6-8-4  MS２配列を用いた機能不全リボソームの精製 (MS2-TRAP) 

 pTEFp-FLAG-MS2を導入した出芽酵母株をグルコース含有SC液体培地に植菌

し、OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。菌体は 250mL ボトルを用いて遠

心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用いて凍結した。凍結した菌

を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、Purification buffer 6 3ml/L を加え、

撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈

殿させ、その上清を FLAG-MS2 lysate とした。抽出した細胞粗抽出液を

anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 1 時間 incubation した後、

Purification buffer 6 から Purification buffer 7 へと段階的に塩濃度を低下させなが

ら 7 回洗浄を行った。 

 FLAG-MS2 lysate を anti-DYKDDDDK tag antibody beads に結合させる間に、

18S-MS2 lysate の調整を行なった。pGAL7p-18S-MS2 bs WT or A1492C を導入した

出芽酵母株をガラクトース含有 SC 液体培地に植菌し、OD600=0.7 まで培養後、

菌体を回収した。菌体は 250mL ボトルを用いて遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)に

より回収し液体窒素を用いて凍結した。凍結した菌を乳棒と乳鉢を用いて液体

窒素下で破砕し、Purification buffer 7 3ml/L を加え、撹拌しながら 4℃で溶解させ

た。遠心分離(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を 18S-MS2 

lysate とした。18S-MS2 lysate を FLAG-MS2 lysate-bound anti-DYKDDDDK tag 

antibody beads と 4℃で 1.5 時間 incubation した後、Purification buffer 7 によって 7

回洗浄を行った。250µg/mL FLAG peptide (GenScript)を含む Purification buffer 7
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と 4℃で 1 時間反応させることで溶出を行った。 

Purification buffer 6: 50mM Tris-HCl pH7.5, 300mM KCl, 12mM Mg(OAc)2,, 

0.01% NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

Purification buffer 7: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM KCl, 12mM Mg(OAc)2,, 

0.01% NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-5  In vitro reaction 用の 80S リボソームの精製 (出芽酵母 W303-1a) 

目的の株に導入したプラスミドのマーカーに対応したアミノ酸または塩基を

除いた SC 液体培地に植菌し、OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。菌体は

遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用いて凍結した。凍結した

菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、Purification buffer 8 10ml/L を加え、

撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈

殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した細胞粗抽出液を

anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 1 時間 incubation した後、

Purification buffer 8 から Purification buffer 9 へと段階的に界面活性剤濃度を低下

させながら 7 回洗浄を行った。250µg/mL FLAG peptide (GenScript)を含む

Purification buffer 9 と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行った。 

Purification buffer 8: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM NaCl, 10mM MgCl2,, 0.01% 

NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

Purification buffer 9: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM NaCl, 10mM MgCl2,, 1mM 

DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-6  In vitro reaction 用の Hel2-FLAG もしくは Uba1-FLAG の精製 (出芽酵母

W303-1a) 

目的の株に導入したプラスミドのマーカーに対応したアミノ酸または塩基を
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除いた SC 液体培地に植菌し、OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。菌体は

遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用いて凍結した。凍結した

菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、Purification buffer 10 10ml/L を加

え、撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分

を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した細胞粗抽出液を

anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 1 時間 incubation した後、

Purification buffer 10 から Purification buffer 9 へと段階的に塩濃度および界面活性

剤濃度を低下させながら 7 回洗浄を行った。250µg/mL FLAG peptide (GenScript)

を含む Purification buffer 9 と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行った。 

Purification buffer 10: 50mM Tris-HCl pH7.5, 500mM NaCl, 10mM MgCl2,, 0.01% 

NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-7  In vitro reaction 用の hRQT 複合体の精製 (出芽酵母 W303-1a) 

目的の株に導入したプラスミドのマーカーに対応したアミノ酸または塩基を

除いた SC 液体培地に植菌し、OD600=0.7 まで培養後、菌体を回収した。菌体は

遠心分離(3,500rpm, 5min, RT)により回収し液体窒素を用いて凍結した。凍結した

菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、Purification buffer 11 3ml/L を加え、

撹拌しながら 4℃で溶解させた。遠心分離(40,000g, 30min, 4℃)で不溶性画分を沈

殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した細胞粗抽出液を

anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 2 時間 incubation した後、

Purification buffer 11 によって 7 回洗浄を行った。250µg/mL FLAG peptide 

(GenScript)を含む Purification buffer 11 と 4℃で 2 時間反応させることで溶出を行

った。 

Purification buffer 11: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM NaCl, 10mM MgCl2,, 0.1% 

NP-40, 10% Glycerol, 5mM 2-mercaptoethanol, 10µM ZnCl2,, 100mM L-Arginine, 
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1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

 

6-8-8  In vitro reaction 用の rGST-Ub, rUbc4, rUbc13, rMms2 および rMag2, rRsp5

の精製 (大腸菌 Rosseta-gami 2 (DE3)) 

目的のプラスミドを形質転換した大腸菌株を、50µg/ml ampicillin と 24µg/ml 

chloramphenicol を含む LB 液体培地に植菌し、37℃で OD600=0.5 まで培養した。

その後、最終濃度 0.2mM となるように IPTG を加え、rGST-Ub、rUbc4、rUbc13、

rMms2 の場合には 30℃で 6 時間、rMag2、rRsp5 の場合には 20℃で 16 時間発現

誘導行なった。菌体は遠心分離(3,500rpm, 10min, RT)により回収し液体窒素を用

いて凍結した。凍結した菌を乳棒と乳鉢を用いて液体窒素下で破砕し、

Purification buffer 12 10ml/L を加え、撹拌しながら 4℃で溶解させた。この際に、

DNase1 を 10µl/10ml 加えることで、核酸を溶解した。溶解後、遠心分離(40,000g, 

30min, 4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した

細胞粗抽出液を Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare)と 4℃で 1 時間 

incubation した後、Purification buffer 12 から Purification buffer13 へと段階的に塩

濃度および界面活性剤濃度を低下させながら 5 回洗浄を行った。PreScission 

protease (GE Healthcare)を含む Purification buffer 13 と 4℃で 16 時間反応させるこ

とで溶出を行った。また、protease による切断ではなく、精製タンパク質に GST

タグを残したまま溶出する場合には、最終濃度 10mM の還元型グルタチオン

(GSH)を含む Purification buffer 13 と 4℃で 16 時間反応させることで溶出を行っ

た。 

Purification buffer 12: 50mM Tris-HCl pH7.5, 500mM NaCl, 10% Glycerol, 0.2% 

Triton X-100, 1mM DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 

Purification buffer 13: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM NaCl, 10% Glycerol, 1mM 

DTT, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 
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6-8-9  In vitro reaction 用の 3FLAG-ZNF598 の精製 (ヒト培養細胞 HEK293T) 

目的のプラスミドを形質導入した培養細胞を回収し PBS で 3 回洗浄後、

Purification buffer 14 を加え、25G syringe を用いて溶解させた。遠心分離(7,300g, 

10min, 4℃)で不溶性画分を沈殿させ、その上清を細胞粗抽出液とした。抽出した

細胞粗抽出液を anti-DYKDDDDK tag antibody beads (Wako)と 4℃で 2 時間 

incubation した後、Purification buffer 14 から Purification buffer15 へと段階的に塩

濃度および界面活性剤濃度を低下させながら 7 回洗浄を行った。250µg/mL FLAG 

peptide (GenScript)を含む Purification buffer 15と 4℃で 2時間反応させることで溶

出を行った。 

Purification buffer 14: 10mM HEPES pH7.4, 500mM NaCl, 10% Glycerol,, 5mM 

2-mercaptoethanol, 2% NP-40, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 

ml 

Purification buffer 15: 10mM HEPES pH7.4, 100mM NaCl, 10% Glycerol,, 5mM 

2-mercaptoethanol, 1mM PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml   
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6-9 試験管内反応法 
 

6-9-1  In vitro 80S ribosome ubiquitination assay 

ユビキチン化反応は、以下の精製産物を反応させることで行った。uS3 のユビ

キチン化を検出する場合には、25℃で 1-3 時間反応させた後、4x SDS sample 

buffer を加えることで反応を停止させ、77℃で 10 分間加熱することで反応試

料とした。 

Reaction Buffer: 50mM Tris-HCl pH7.5, 100mM NaCl, 10mM MgCl2,, 1mM DTT 

50µM His6-Ubiquitin (UBPBio) 

100nM UBE1 (UBPBio) or Uba1-FLAG 

300nM Ubc4 

150nM Mag2, Hel2-FLAG and/or Rsp5 

2A260 units of purified 80S ribosomes 

Energy Regenerating Source (ERS) (1mM ATP (Roche), 10mM Creatine Phosphate 

(Wako), 20µg/ml Creatine kinase (Roche)) 

 

6-9-2  In vitro transcription and template mRNA preparation 

    T7 promoter 下流に目的の DNA 配列を挿入した DNA 断片を PCR により増

幅した。mMESSAGE mMACHINETM T7 Transcription Kit (Thermo Fisher)を用い

た In vitro transcription により、調整した PCR 断片を鋳型として、5’末端に Cap

構造を付加させた mRNA テンプレートを作成した。その後、転写産物に対し

TURBO DNase を処理することで PCR 断片を消化後、RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN)を用いて mRNA を精製した。 

 

6-9-3  In vitro translation and RNC purification 
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   In vitro translation は、TnT® T7 Quick for PCR DNA (Promega)を用いて行った。

まず、ウサギ網状赤血球由来ライセート(Rabbit Reticulocyte Lysate: RRL)に対

し、最終濃度 0.8mM となるように CaCl2 を加え、Micrococcal Nuclease (MNase: 

Takara)を反応させ、23℃で 15分間静置した。これにより、RRL中の内在の

mRNAを完全に消化することで、後に加える mRNAテンプレート由来の翻訳

効率を上昇させる。反応後、最終濃度 2mMとなるように、EGTAを加え、mRNA

の消化反応を停止させた。その後、MNase-treated	RRLに対し、5µg/200µl RRL 

reaction となるように調整したmRNAを加え、30℃で 15分間静置した。反応

時間については、mRNAテンプレートに応じて、15-60分間と変化させた。翻

訳反応後、最終濃度 750mM	KOAc、25mM	Mg(OAc)2、250mM	Sucrose、2mM	

Spermidineとなるように、それぞれを加え、氷上に移した。次に、反応後の

RRLと 600µl/200µl RRL reaction の Dynabeads	His-Tag	Isolation	and	Pulldown	

(Thermo	Fisher)を混合し、RNC	Purification	bufferにより 1mlまでメスアップ

した後、4℃で 10分間 incubationした。その後、RNC	purification	bufferによ

り 5回洗浄し、最終濃度 300mMの Imidazoleを含む RNC Purification buffer

において 20℃で 15分間反応させ溶出した。 

RNC Purification buffer: 50mM HEPES pH7.4, 750mM KOAc, 25mM Mg(OAc)2, 

0.05% NP-40,, 250mM Sucrose, 2mM Spermidine, 5mM 2-mercaptoethanol, 

RNase inhibitor (Promega), Complete mini EDTA-free (Roche) 1tablet/10 ml  

 

6-9-4  In vitro RNC ubiquitination assay 

6-9-3と同様にして、反応後の RRLと 300µl/200µl RRL reaction の Dynabeads	

His-Tag	Isolation	and	Pulldown	(Thermo	Fisher)を混合し、RNC	purification	

bufferにより 1mlまでメスアップした後、4℃で 10分間 incubationすること

で beadsに bindingさせた。その間に、E2酵素にユビキチン分子をチャージ
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させるため、200µl RRL reaction あたり、500µM Tag-Free Ubiquitin (UBPBio)を

10µl、15µM UBE1 (UBPBio)を 1µl、5µM UBE2D3 (Funakoshi)を 6µl、10xERS

を 15µl、500mM Mg(OAc)2 を 1µl 混合し、33µl の溶液を 23℃で 15分間静置す

ることで、Ubiquitin	Preincubation	reactionを行った。	

  Dynabeads への binding が終了した後、beads を RNC Purification buffer で 2

回、RNC Ubiquitination buffer で 2 回洗浄し、最終的に beads を 100 µl の RNC 

Ubiquitination buffer に懸濁した。その後、100µl の RNC-conjugated beads に対

し、Ubiquitin	Preincubation	reactionを 33µl、RNase inhibitor を 1µl、最終濃度

が 5-25nM となるように 3FLAG-ZNF598 を混合し、RNC Ubiquitination buffer

により 150µl までメスアップした。この際、反応液中の Sucrose 濃度が 250mM

になるように再調整した。このようにして、20℃で 30分間反応させることで、

RNC を beads に繋留させた状態でユビキチン化反応を行なった。 

   ユビキチン化反応後、beads を RNC	Ubiquitination	bufferにより 3回洗浄し、

最終濃度 300mMの Imidazoleを含む RNC Ubiquitination buffer において 20℃

で 15分間反応させ溶出した。 

RNC Ubiquitination buffer: 50mM HEPES pH7.4, 100mM KOAc, 25mM 

Mg(OAc)2, 0.05% NP-40,, 250mM Sucrose, 2mM Spermidine, 5mM 

2-mercaptoethanol, RNase inhibitor (Promega), Complete mini EDTA-free 

(Roche) 1tablet/10 ml  

RNC Ubiquitination condition: 30µM Tag-Free Ubiquitin、100nM UBE1、200nM 

UBE2D3、1mM ATP, 10mM Creatine Phosphate, 20µg/ml Creatine kinase、

5-25nM 3FLAG-ZNF598、200µl RRL 由来の RNC、RNC Ubiquitination buffer 

(250mM Sucrose は混合後に要調整)、RNase inhibitor 

 

6-9-5  In vitro RNC splitting assay 
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6-9-4と同様にして、RNC を beads に繋留させた状態でユビキチン化反応を行

なった後、beads を RNC	Purification	bufferにより 2回、RNC	Ubiquitination	buffer

により2回、RNC Splitting bufferにより2回洗浄し、最終濃度300mMの Imidazole

を含む RNC Splitting buffer において 20℃で 15分間反応させ溶出した。	

溶出後のユビキチン化された RNC に対し、最終濃度 1mM ATP、10-25nM hRQT 

complex、RNase inhibitor を混合し、20℃で 60分間反応させた。	

反応後の RNC を、SW41Ti rotor (Beckman Coulter)を用いた 15-50%スクロース密

度 勾 配 遠 心 (40000rpm, 120min, 4℃) に よ り 分 離 し 、 BIO-MINI UV 

MONITOR(ATTO)で A260 の測定並びに Position Gradient Fractionator(TOWA 

LABO)でポリソームの分画を行った。 

RNC Splitting buffer: 50mM HEPES pH7.4, 300mM KOAc, 5mM Mg(OAc)2, 

0.05% NP-40,, 250mM Sucrose, 2mM Spermidine, 5mM 2-mercaptoethanol, 

RNase inhibitor (Promega), Complete mini EDTA-free (Roche) 1tablet/10 ml  

15% sucrose solution: 15% sucrose, 50mM HEPES pH7.4, 100mM KOAc, 5mM  

Mg(OAc)2, 2mM Spermidine 

50% sucrose solution: 50% sucrose, 50mM HEPES pH7.4, 100mM KOAc, 5mM  

Mg(OAc)2, 2mM Spermidine 
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 本研究を遂行するにあたり、ご指導ご鞭撻を賜りました稲田 利文 教授に心

より感謝申し上げます。稲田教授とデータを挟んで議論する中で、1 つの生デー

タから多くの可能性を見出すことの重要さを学びました。稲田教授は「妄想」

と仰いますが、その「妄想」によって数々のモデルが立てられ、そこから科学

の新たなページが切り開かれている様を、大学院生の今、目の前にできたこと

で、研究の楽しさや難しさを学べたと感じています。実験データがなかなか出

ない停滞時期にも、多彩なアプローチから一つの事象を追い求める稲田教授の

姿勢を見習うことで、一歩一歩ではありましたが前に進めたと実感しています。 

 

 本博士論文の審査をご快諾いただき、数々のご指導とご助言を下さいました、

東北大学大学院薬学研究科 衛生化学分野 松沢 厚 教授、東北大学大学院薬学

研究科 分子細胞生化学分野 井上 飛鳥 准教授に深く感謝申し上げます。著者

の研究に真剣に耳を傾けて下さり、事前説明会や予備審査の際には的確なコメ

ントやアドバイスを頂けたからこそ、このような博士論文を書き上げることが

できたと実感しています。予備審査の際には、発表を通して「伝えること」の

大切さやその難しさを、学ぶことができました。この経験は、今後の研究者人

生においても生かしていきたいと思います。 

 

 本博士論文 第 3 章の Codon optimality-dependent mRNA decay についての研究

は、ドイツ・ミュンヘン大学 Roland Beckmann 研究室、アメリカ・ケースウエ

スタンリザーブ大学 Jeff Coller 研究室との共同研究によって行われました。世

界の最先端で研究を進めるグループとの共同研究に加わり、その進め方を目の

当たりに出来たことを深謝いたします。また、コロナ禍の 2020 年 9 月にオンラ

インで行われた国際学会において口頭発表をさせて頂いた際、その発表直後に
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Roland Beckmann 教授から頂いた「Great Job!」というメールは今でも忘れられ

ません。貴重な機会をいただき、ありがとうございました。 

 

本博士論文 第 2 章の 18S Nonfunctional Ribosomal RNA Decay についての研究

においては、京都大学 ウイルス・再生医科学研究所 大野 睦人 教授、北畠 真 

助教から貴重なプラスミドを分与して頂きました。さらに、東京都医学総合研

究所 田中 啓二 理事長、佐伯 泰 参事研究員には貴重なプラスミドや出芽酵母

株を分与して頂きました。この場をお借りして、感謝申し上げます。 

 

 本研究を遂行するにあたり、多大なるご指導やご助言を賜りました研究室の

皆様に心より感謝申し上げます。松尾 芳隆 講師には、考え方から手法、モチ

ベーションの保ち方まで、研究者として生きていく上で必要な様々なエッセン

スを頂きました。著者が辛かった時期に、松尾先生の PC を見ながら、あまりの

データの綺麗さに驚きつつも、思わず目を見合わせ、喜んだ時間を鮮明に覚え

ています。また、著者が不慣れな生化学実験に行き詰まった時期にも、相談に

乗って頂きました。心より感謝申し上げます。また、宇田川 剛 助教には、学

部生時代に培養細胞やマウスを用いた実験を教えて頂きました。研究はおろか

学生として不十分だった著者を厳しくも時に温かくご指導いただいたことを、

深く感謝いたします。井澤 俊明 助教には、その温厚な雰囲気に助けられ、著

者が実験で行き詰まった時期に、軽く談笑させて頂くことで前向きになれたよ

うな気がしています。信田 理沙 学術研究員には、配属当初からいままで、細

かな実験手法をご教示いただき、さらにその研究室中に響き渡る笑い声に励ま

されたのは著者だけではなく皆同じかと思います。池内 健 元特任助教 (現 ミ

ュンヘン大学 Roland Beckmann 研究室) には、出芽酵母を用いた実験の数々を

ご教示頂き、博士課程の間、その遠く大きな背中を身近な目標としていました。
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プライベートでも何度か飲みに連れて行って頂き、特に、EMBO J に論文が受理

された日には、外が明るくなるまで飲み明かしたことを鮮明に覚えています。

ありがとうございました。また、皆が充実した研究生活を送れるよう、いつも

細かなケアをしてくださった秘書の稲田 敦子 様には心より感謝申し上げます。 

 

松木 泰子さんには、1 学年上の先輩として、いや良き友人として、研究室配

属当初から励まして頂きました。博士課程の間、身近な先輩としていてくれて、

お互いに励まし合いながら研究を続けられたことは、本当に幸せだったと思っ

ています。 

橋本 怜史さんとは、Scientific reports の論文を共著で出させて頂きました。そ

の知識量は著者自身見習わなければならないほどで、博士課程を一緒に卒業で

きることを幸せに思います。 

研究室に配属された当初の先輩方や、修士課程まで同期として研究室活動を

共にした仲間たち、学部時代の同期の皆様についても、卒業後であってもこま

めに連絡をくれたり、飲みに連れて行ってくれたりと、心の支えになりました。

感謝申し上げます。 

市村 淳さん、李 思涵さん、加藤 海輝さんには、18S NRD の解析にあたり、

大変お世話になりました。特に、李さん、加藤さんとは、論文受理までの険し

い道のりを一緒に支え合いながら進められたこと、深謝いたします。成田 桃子

さんとも、RQC の解析において、一緒に研究が出来て嬉しかったです。また、

実験台やデスクが近く、毎日お互いに励ましあいながら過ごせた奥山 卓 さん、

関 萌香 さん、友松 翔太 さん、斎藤 大志 さんに御礼申し上げます。 

この章には収まり切らないほど、たくさんの方々に大変お世話になりました。

誠にありがとうございました。 
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最後になりましたが、遠方からいつも温かな愛情を持って見守ってくれた故

郷静岡の家族に深く感謝いたします。 
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SUMMARY

18S non-functional rRNA decay (NRD) eliminates
non-functional 18S rRNA with deleterious mutations
in the decoding center. Dissociation of the non-func-
tional 80S ribosome into 40S and 60S subunits is
a prerequisite step for degradation of the non-func-
tional 18S rRNA. However, the mechanisms by which
the non-functional ribosome is recognized and
dissociated into subunits remain elusive. Here, we
report that the sequential ubiquitination of non-func-
tional ribosomes is crucial for subunit dissociation.
18S NRD requires Mag2-mediated monoubiquitina-
tion followed by Hel2- and Rsp5-mediated K63-
linked polyubiquitination of uS3 at the 212th lysine
residue. Determination of the aberrant 18S rRNA
levels in sucrose gradient fractions revealed that
the subunit dissociation of stalled ribosomes re-
quires sequential ubiquitination of uS3 by E3 ligases
and ATPase activity of Slh1 (Rqt2), as well as Asc1
and Dom34. We propose that sequential uS3 ubiqui-
tination of the non-functional 80S ribosome induces
subunit dissociation by Slh1, leading to degradation
of the non-functional 18S rRNA.

INTRODUCTION

The ribosome is a crucial platform for precise gene expression,

including translation, protein folding, and targeting. It has been

demonstrated that the non-functional ribosome itself is sub-

jected to quality control systems to avoid production of poten-

tially harmful products by abnormal translation. In yeast, Cole

et al. (2009) and LaRiviere et al. (2006) showed that non-

functional rRNA decay (NRD) quality controls detect and elimi-

nate mature rRNA containing individual point mutations that

adversely affect ribosome function possessed by fully assem-

bled ribosomes and ribosomal subunits. With the fundamental

but differential functions of the 40S and 60S subunits in transla-

tion, NRD quality controls eliminate non-functional subunits

in distinct pathways. 25S NRD quality control eliminates 25S

rRNA with mutations in the peptidyl transferase center, and

18S NRD eliminates mutated 18S rRNA containing deleterious

point mutations in the decoding center (Cole et al., 2009;

LaRiviere et al., 2006).

In NRD, subunit dissociation of the non-functional 80S ribo-

some is a prerequisite step for degradation of the non-functional

subunit. 25S NRD requires an E3 ubiquitin ligase complex, and

proteins associated with a non-functional ribosome are ubiquiti-

nated in an Rtt101-Mms1-dependent manner (Fujii et al., 2009),

with Crt10 responsible for substrate recognition of the Rtt101-

Mms1-containing E3 ligase complex (Sakata et al., 2015). The

non-functional and ubiquitinated 60S subunit is dissociated

from the 40S subunit in a Cdc48-Npl4-Ufd1 complex (Cdc48

complex)-dependent manner before it is attacked by the protea-

some (Fujii et al., 2012). The non-functional 60S subunits accu-

mulate under proteasome-depleted conditions, and the majority

of mutant 25S rRNAs retain their full length, indicating that the

proteasome is an essential factor triggering rRNA degradation.

However, the mechanism whereby the E3 ubiquitin ligase com-

plex recognizes the substrate and ubiquitinates the ribosome

and the precise role of ribosome ubiquitination in subunit disso-

ciation remain to be elucidated.

The mechanism of 18S NRD is mostly unknown. However,

several lines of evidence have suggested a connection between

18S NRD and the ribosome-associated quality control (RQC)

system. Asc1 has been reported to be involved in 18S NRD

(Cole et al., 2009; Limoncelli et al., 2017) and is required for

RQC as well (Juszkiewicz and Hegde, 2017; Kuroha et al.,

2010; Sundaramoorthy et al., 2017). RQC is a translation ar-

rest-induced quality control system leading to degradation of

the arrest products (Bengtson and Joazeiro, 2010; Brandman

et al., 2012; Defenouillère et al., 2013). In the first step, RQC rec-

ognizes the abnormal stalling ribosome and ubiquitinates the

specific residue(s) in the stalled ribosome. In yeast, an E3 ubiq-

uitin ligase, Hel2, ubiquitinates uS10 at K6 and/or K8 and plays

a crucial role in RQC (Matsuo et al., 2017). ZNF598, amammalian

homolog of Hel2, ubiquitinates the ribosomal protein eS10 at

K138 and/or K139 and uS10 at K4 and/or K8, stimulating the

translational arrest and RQC triggered by poly-lysine mRNA

sequences (Juszkiewicz and Hegde, 2017; Sundaramoorthy

et al., 2017). In the second step of RQC, ribosome ubiquitination

induces subunit dissociation, which is a crucial event for Ltn1-

dependent ubiquitination of the arrest products on the 60S large

ribosomal subunit (Becker et al., 2012; Bengtson and Joazeiro,
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2010; Pisareva et al., 2011; Shao et al., 2013; Shoemaker et al.,

2010; Shoemaker and Green, 2011), leading to subsequent pro-

teasomal degradation (Bengtson and Joazeiro, 2010; Brandman

et al., 2012; Hilal and Spahn, 2015; Lyumkis et al., 2014; Shao

and Hegde, 2014; Shen et al., 2015). The RQC-triggering (RQT)

complex is required for RQC and has been proposed to recog-

nize the ubiquitinated stalled ribosome and induce subunit

dissociation. The RQT complex is composed of three factors:

the RNA helicase family protein Slh1 (Rqt2), the ubiquitin-binding

protein Cue3 (Rqt3), and Rqt4 (Matsuo et al., 2017; Sitron et al.,

2017). The ATPase activity of Slh1 and the ubiquitin-binding

activity of Rqt3 are crucial for RQC (Matsuo et al., 2017).

An important question regarding RQC is how Hel2 and its

mammalian homolog ZNF598 recognizes and ubiquitinates the

specific substrate. The first observation for the substrate speci-

ficity of Hel2 is that ribosomes co-purified with the tagged Hel2

are mainly in the rotated state with the hybrid tRNAs (Matsuo

et al., 2017). More recently, Juszkiewicz et al. (2018) demon-

strated that the di-ribosome (disome) is a preferential substrate

for ZNF598-dependent ubiquitination with the in vitro translation

system. The disome is formed by using mutant eRF1 that is

defective in peptide-releasing activity, and cryoelectron micro-

scopy (cryo-EM) analysis of the disome revealed that the

colliding ribosome is in a rotated form (Juszkiewicz et al.,

2018). Further, other recent studies demonstrated that not only

RQC but also another quality control system, no-go decay

(NGD), responds to ribosome collision (Ikeuchi et al., 2019;

Simms et al., 2017). In yeast, NGD and RQC require common

factors and biochemical events, suggesting a coupling of these

two quality control pathways (Shoemaker and Green, 2012).

A disome unit consists of the leading stalled ribosome and the

following colliding ribosome. Endonucleolytic cleavage of an

NGD reporter mRNA occurs at sites within this disome unit and

is dependent on Hel2-mediated K63-linked polyubiquitination

of uS10 as well as the activity of the RQT component Slh1 (Ikeu-

chi et al., 2019). These results suggest that NGD and RQC are

coupled via this ubiquitination event. Taken together, Hel2 and

its mammal homolog ZNF598 recognize the disome containing

the colliding ribosome in the rotated state (Juszkiewicz et al.,

2018; Ikeuchi et al., 2019), leading to ubiquitination of uS10 in

yeast and uS10, eS10, and uS3 in mammals. Subsequently,

the RQT complex targets the ubiquitinated ribosomes in the

hybrid state specifically, allowing dissociation of the stalled ribo-

some into subunits (Matsuo et al., 2017). These findings strongly

indicate involvement of the ubiquitination of ribosomal protein(s)

in subunit dissociation and subsequent events in quality control

induced by ribosome stalling. However, there is no experimental

evidence to demonstrate involvement of the RQT complex in the

dissociation of the stalled ribosome into subunits.

A recent study showed that the C-terminal 212–240 region

of uS3 is essential for 18S NRD (Limoncelli et al., 2017). The

212th lysine residue (K212) of uS3 was also identified as a target

of Hel2-dependent ubiquitination (Matsuo et al., 2017) but was

dispensable for RQC, leading to the possibility that the non-func-

tional 80S ribosome with inactive 18S rRNA could be recognized

and ubiquitinated by a specific E3 ligase and dissociated into

subunits, followed by degradation of the non-functional 18S

rRNA in the 40S subunit without affecting the 60S subunit. There-

fore, it should be determined whether uS3 ubiquitination as-

sumes a role in 18S NRD. Here we report that sequential

ubiquitination of uS3 triggers subunit dissociation in 18S NRD.

18S NRD requires Hel2- and Rsp5-mediated K63-linked

polyubiquitination of uS3 at K212 with the premise of Mag2-

mediated monoubiquitination. The decay of aberrant 40S was

partially impaired in the xrn1D mutant background, and the

defect in subunit dissociation was monitored by accumulation

of the mutated 40S. Ubiquitination of uS3 at K212 and ATPase

activity of Slh1 were required for subunit dissociation. The re-

ported 18S NRD factor Asc1 is involved in uS3 ubiquitination

and, thus, is required for subunit dissociation. We propose that

the non-functional 80S ribosomes stall because of decoding fail-

ure and are ubiquitinated sequentially at the K212 residue of uS3.

Mag2 mediates monoubiquitination of uS3 at K212, followed by

Hel2- or Rsp5-mediated polyubiquitination. Subsequently, Slh1

stimulates the subunit dissociation that leads to Xrn1-dependent

degradation of the non-functional 18S rRNA in the 40S

subunit. Taken together with the mechanism of RQC, we pro-

pose that the crucial roles of ribosome ubiquitination and Slh1

are conserved in quality control induced by ribosome stalling.

RESULTS

Ubiquitination of uS3 at K212 Is Essential for 18S NRD
The non-functional 40S ribosomal subunit composed of the 18S

rRNA containing the A1492C mutation could initiate translation

but may stall at the elongation step because of a defect in the

fidelity of decoding. Given that RQC requires ubiquitination of

uS10 at K6 and/or K8 residues on the stalled ribosome (Matsuo

et al., 2017), we suspected that ubiquitination of ribosomal pro-

teins is also involved in 18S NRD. We reported previously that

uS3 is ubiquitinated at K212 in a Hel2-dependent manner and

that substitution of the K212 residue of uS3 with arginine

(K212R) disrupted its ubiquitination but without affecting RQC

(Matsuo et al., 2017). Therefore, we hypothesized that ubiquiti-

nation of uS3 at K212 may participate in 18S NRD. To test this,

we determined the ubiquitination levels of ribosomal proteins

when expression of the mutated 18S:A1492C rRNAs under

control of the GAL7 promoter was induced by galactose in the

medium (Cole et al., 2009; LaRiviere et al., 2006) in a series of

strains expressing 3 consecutive epitope tag sequences derived

from human influenza hemagglutinin (3HA)-tagged ribosomal

40S subunit proteins (Figure 1A). Western blot analysis with

anti-HA antibody revealed that the exogenous expression of

18S:A1492C increased the levels of di-, tri-, and tetra-ubiquiti-

nated forms of uS3 but not that of other ribosomal proteins

(Figure S1A and S1B, lanes 6 and 7). We also confirmed that

ubiquitination of uS3 was strongly diminished in uS3-K212R

mutant cells, the lysine-to-arginine substitution mutant of uS3

(Figure S1B, lanes 6–9). Moreover, western blotting with anti-

bodies against K63- or K48-linked polyubiquitin revealed that

the polyubiquitination of uS3 wasmainly K63-linked (Figure S1B,

lanes 18 and 19).

We next verified whether K212 of uS3 is necessary for 18S

NRD by half-life measurement of the mutated 18S:A1492C

rRNA in uS3-K212R mutant cells. The 18S:A1492C rRNA

was drastically stabilized in uS3-K212R mutant cells (half-life
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Figure 1. Ubiquitination of uS3 Is Essential for 18S NRD

(A) Construction of the rDNA plasmid with the A1492C mutation and MS2 site.

(B) Ubiquitination of uS3 at K212 and the E2-conjugating enzyme Ubc4 are required for 18S NRD. The stability of 18S:WT or 18S:A1492C rRNA in the indicated

mutant cells was determined as described in the STAR Methods.

(legend continued on next page)
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[t1/2] > 4 h) (Figure 1B), indicating that ubiquitination at the K212

residue of uS3 is essential for 18S NRD. In addition, the increase

in the ubiquitination level of uS3 by exogenous expression

of mutated 18S:A1492C was completely diminished in uS3-

K212Rmutant or C-terminal tail deletion cells (Figure S1C, lanes

4, 5, 10, and 11). These results are consistent with a recent study

showing that the C-terminal 212–240 region of uS3, which is

known to be subject to post-translational modification, is crucial

for the decay pathway of themutated 18S rRNA (Limoncelli et al.,

2017; Figure 1C). To assess the role of ubiquitination of other

lysine residues of uS3 in 18S NRD, we also constructed a series

of uS3 mutants in which each lysine residue that is reported to

be ubiquitinated was substituted with arginine (Swaney et al.,

2013; Figure S1D). We determined the stability of the

mutated 18S:A1492C in these uS3 mutants and found that the

18S:A1492C rRNA was drastically stabilized only in the uS3-

K212R mutant but not in the other mutants (Figure S1D). These

strongly suggest that the ubiquitination of uS3 at K212 plays a

crucial role in 18S NRD, although we cannot exclude the possi-

bility that the ubiquitination of other lysine residues plays minor

or additional roles in this decay pathway.

A critical question regarding 18S NRD is how the quality con-

trol system recognizes the aberrant ribosome with the delete-

rious mutation in the decoding center. It is known that an E3

ligase, Hel2, and an E2 ubiquitin-conjugating enzyme, Ubc4,

play essential roles in RQC via ubiquitination of uS10 at the K6

or K8 residue (Matsuo et al., 2017). Because Hel2 is also involved

in ubiquitination of uS3 (Matsuo et al., 2017; Simms et al., 2017),

we examined the role of HEL2 in 18S NRD. 18S:A1492C was

modestly but significantly stabilized but still degraded in hel2D

mutant cells (t1/2 = 1.3 h versus wild-type [WT] t1/2 = 0.4; Fig-

ure 1B), indicating that Hel2 partially contributes to 18S NRD,

possibly via ubiquitination of uS3. On the other hand, the

mutated 18S:A1492C rRNA was drastically stabilized in ubc4D

mutant cells (Figure 1B; t1/2 > 4 h versusWT t1/2 = 0.4), indicating

that Ubc4 is essential for 18S NRD.

We then established a method to purify the non-functional

ribosome with the insertion of MS2 coat protein binding sites

into the mutated 18S rRNA. Tandem MS2 binding sites were

inserted into the 9es3b region, which is a non-conserved

expansion segment in yeast 18S rRNA that barely interacts

with ribosomal proteins and rRNA residues around it (Figure 1D).

The insertion did not affect cell growth (Figure 1E). MS2-tagged

ribosomes were affinity-purified with MS2-FLAG protein and

eluted by FLAG peptide (Figure 1F). Sucrose density gradient

centrifugation revealed that the affinity-purified MS2-tagged

80S ribosomes were mainly monosomes (Figure 1G). Negligible

contamination of the non-tagged endogenous ribosome in

purified samples was detected with RT-PCR to amplify the

9es3b region (Figures 1H, bottom, lanes 8–13, and 1I, bottom,

lanes 11–20). The level of ubiquitination of uS3 in the MS2-

tagged 80S ribosome with the 18S:A1492C mutation was dras-

tically increased (Figure 1H, lanes 12 and 13), and K212 was

the only lysine residue for ubiquitination of uS3 (Figure 1I,

lanes 18 and 20). Because Hel2 and Ubc4 are involved in 18S

NRD (Figure 1B), we determined the level of polyubiquitinated

uS3 of affinity-purified non-functional 80S ribosomes in hel2D

and ubc4Dmutant cells. The polyubiquitinated uS3 was strongly

reduced in ubc4D but negligibly affected in hel2D mutant cells

(Figure 1J, lanes 3 and 4). These results strongly suggest that

a putative E3 ligase, in concert with the E2 enzyme Ubc4, is

involved in polyubiquitination of uS3 on the non-functional 80S

ribosome to induce 18S NRD.

18S NRD Requires Mag2-Mediated Monoubiquitination
To identify the putative E3 ligase that is responsible for K63-

linked polyubiquitination of uS3 in the non-functional 80S ribo-

some, we screened 75 non-essential genes encoding E3 ligases.

We introduced a plasmid expressing the aberrant 18S:A1492C

under control of the GAL7 promoter. Transformants were

cultured in the presence of galactose and harvested 3 h after

transcription shutoff by addition of glucose. We identified a

mag2D mutant in which the level of the mutated 18S:A1492C

rRNAs was not reduced even 3 h after transcription inhibition

(Figure S2A). We determined the stability of the 18S:A1492C

rRNA in the mag2D mutant and confirmed the drastic stabiliza-

tion of the 18S:A1492C rRNA (Figure 2A). Indeed, the level of pol-

yubiquitinated uS3 in the affinity-purified non-functional MS2-

tagged 80S ribosome was strongly diminished inmag2Dmutant

cells (Figure 2B, lanes 7 and 8). Mag2 is a RING-finger type E3

ubiquitin ligase (Figure 2C) predicted to be involved in repair of

alkylated DNA because of interaction with Mag1 (Samanta and

Liang, 2003). The WT MAG2 complemented the defect of

mag2D mutant cells in 18S NRD but the RING domain deletion

(C) The structure diagram was generated in PyMOL using PDB: 4V88. The ribosomal proteins uS3 and Asc1 are shown in pale yellow and orange, respectively.

The C-terminal tail of uS3 subject to post-translational modification is shown in yellow, and the 212th Lys residue is shown in red.

(D) Predicted position of theMS2 binding site on the ribosome. A tandemMS2 binding site (MS2-bs) was inserted into 9es3b on 18S rRNA, located at the tip of the

left foot of the 40S subunit (dark gray, 18S rRNA; red, bases 229–234 of 9es3b). The image was generated by PyMol using PDB: 4V88.

(E) The insertion of MS2-bs into 9es3b did not affect cell growth. rpa190-3mutant cells were transformed with the indicated rRNA genes, and cells were streaked

on synthetic complete (SC) medium containing 2% galactose.

(F) The experimental procedure for purification of non-functional ribosomes with insertion of MS2-bs into the mutated 18S rRNA (MS2-tagged RNA affinity

purification [TRAP] method).

(G) The affinity-purified MS2-tagged 80S ribosomes with MS2-FLAG protein were mostly monosomes.

(H) uS3 of the non-functional 80S ribosomes was polyubiquitinated. MS2-tagged 80S ribosomes were affinity-purified with MS2-FLAG protein as described in (F)

and subjected to SDS-PAGE. The levels of endogenous 80S and MS2-tagged 80S were determined by RT-PCR with the specific primers. An asterisk indicates

the band derived from the endogenously 3HA-tagged uS3 allele but not from the plasmid-derived uS3-3HA allele.

(I) K212 of uS3 is responsible for polyubiquitination of the non-functional 80S ribosomes. The non-functional 80S ribosomes were purified from the indicated

strains as described in (F).

(J) The E2 enzymeUbc4 is required for uS3 polyubiquitination of the non-functional 80S ribosomes. The non-functional 80S ribosomes were purified as described

in (F). An asterisk indicates the band derived from the endogenously 3HA-tagged uS3 allele but not from the plasmid-derived uS3-3HA allele.
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mutant and C195SC198S (C195 and 198S) double substitution

mutant did not (Figure 2D). Western blot analysis revealed that

the ubiquitinated uS3 was strongly diminished in the mag2D

mutant cells (Figure 2E, lanes 1 and 2), indicating that Mag2 is

required for the ubiquitination of uS3. We next investigated

whether overproduction of Mag2 facilitates polyubiquitination

of uS3. Overproduction of WT Mag2 significantly increased the

ubiquitinated form of uS3 but the RING domain mutants did

not (Figure 2E, lanes 3–5). These results indicate that K212 is

a primary site of the Mag2-dependent ubiquitination of uS3.

We also investigated the substrate specificity of Mag2-depen-

dent ubiquitination of ribosomal proteins and found that Mag2

increased the level of the ubiquitinated uS3-3HA but not uS10-

3HA or eS10-3HA (Figure S2B).

We next performed an in vitro ubiquitination assay with puri-

fied Mag2 (Figure S2C), Ubc4, and purified ribosome from

mag2DuS3Dmutant cells expressing uS3-3HA from the plasmid

(Figure 2F). The monoubiquitinated form of uS3, but not the

polyubiquitinated one, was observed in the reaction with WT

Mag2 protein (Figure 2F, lane 5), whereas it was not observed

in the RING domain mutants (Figure 2F, lanes 6 and 7), strongly

suggesting that Mag2 is an E3 ubiquitin ligase responsible for

monoubiquitination of uS3. We also performed an in vitro ubiqui-

tination assay with ribosomes purified from ubc4DuS3-3HA

mutant cells and observedMag2-dependentmonoubiquitination

of uS3 (Figures S2D). We concluded that the Mag2-dependent

monoubiquitination of uS3 was recapitulated with the in vitro

ubiquitination reaction. Taken together, we propose that Mag2,

in concert with Ubc4, is required for 18S NRD via ubiquitination

of the ribosomal protein uS3 at K212.

K63-Linked Polyubiquitination of uS3 by Hel2 Requires
Mag2-Mediated Monoubiquitination
The results shown above indicate that Mag2-dependent

monoubiquitination is required for polyubiquitination of uS3

at K212. To confirm the involvement of Mag2 in poly-

ubiquitination of uS3 at K212, we purified the ubiquitinated

ribosomal proteins using serial affinity purification from cells

expressing FLAG-tagged uL23 and His6-tagged-ubiquitin (Fig-

ure S3A). The ubiquitinated uS3 was drastically decreased in

mag2D or uS3-K212R mutant cells (Figure S3B, lanes 13 and

15) compared with WT cells (Figure S3B, lane 11). Further,

Figure 2. 18S NRD Requires Mag2-Mediated Monoubiquitination of uS3

(A) The E3 ligase Mag2 and the E2 enzyme Ubc4 are essential for 18S NRD. The stability of 18S:WT or 18S:A1492C rRNA in the indicated mutant cells was

determined as described in Figure 1B.

(B) Mag2 is required for ubiquitination of uS3 on the non-functional 80S ribosome with 18S:A1492C rRNA. The non-functional 80S ribosomes were purified as

shown in Figure 1F.

(C) Schematic drawing of the Mag2 domain structure. The conserved motif of the RING-finger type E3 ligase is indicated in red.

(D) The mutations in the RING-finger domain of Mag2 strongly diminished 18S NRD.

(E) Ubiquitination of uS3 was defective in the Mag2 RING domain mutants.

(F) The recapitulation of Mag2-mediated monoubiquitination on uS3 using an in vitro ubiquitination reaction.
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overproduction of Mag2 increased the mono- and poly-

ubiquitination of WT uS3-3HA (Figure S3B, lanes 11 and 12)

but not uS3-K212R-3HA (Figure S3B, lanes 13 and 14). We hy-

pothesized that the polyubiquitination of uS3 was mainly K63-

linked based on several lines of results. First, western blotting

with antibodies against K63- or K48-linked polyubiquitin re-

vealed that the polyubiquitination of uS3 was mainly K63-linked

(Figure S1B). Second, Hel2-mediated K63-linked poly-

ubiquitination of uS10 at K6 or K8 is crucial for RQC (Ikeuchi

et al., 2019). To identify the linkage of the polyubiquitin chain

on uS3, we used the Ub-K63R mutant strain in which all endog-

enous ubiquitin-encoding genes are modified. Polyubiquitinated

forms of uS3 were significantly decreased in Ub-K63R mutant

cells, indicating that the polyubiquitination of uS3 is mainly

K63-linked (Figure 3A, lanes 9 and 13). It has been confirmed

that this reduction in Ub-K63R mutant cells was not due to

the decreased expression level of Hel2 in the mutant cells (Ikeu-

chi et al., 2019). Furthermore, K63-linked polyubiquitination was

detected only in the presence of Mag2 and the lysine 212 resi-

due of uS3 (Figure 3A, lanes 9–11). To further verify the K63-

linked ubiquitination, affinity-purified MS2-tagged functional or

non-functional 80S ribosomes were incubated with a K63-spe-

cific tandem ubiquitin binding entity (TUBE) that recognizes the

K63-linked polyubiquitin chain. K63-TUBE was specifically

associated with the non-functional 80S ribosomes but not the

functional 80S ribosomes (Figure S3C, lanes 7 and 8).

Figure 3. K63-Linked Polyubiquitination by Hel2 Is Multi-step and Requires Mag2-Mediated Monoubiquitination

(A) Mag2 and the K212 residue of uS3-dependent ubiquitination are K63 linked.

(B) Hel2 forms a polyubiquitin chain on uS3 in a Mag2-dependent manner in vivo. Shown is a western blot analysis of the polyubiquitinated levels of uS3 in the

indicated strains with overproduction of Mag2 or Hel2.

(C) The K212 residue of uS3 is responsible for polyubiquitination by Hel2. The in vitro ubiquitination reaction recapitulated Mag2-mediated monoubiquitination,

and Hel2-mediated polyubiquitination of monoubiquitinated uS3 depends on K212.

(D) The recapitulation of K63-linked and Hel2-mediated polyubiquitination of Mag2-mediated monoubiquitinated uS3 in the in vitro ubiquitination reaction.
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Mag2 directly monoubiquitinated, but not polyubiquitinated,

uS3 in vitro (Figure 2F; Figure S2D), whereas Mag2 is required

for the polyubiquitination of uS3 (Figure 2B, 2E, and 3A). Thus,

we suspected that another E3 ligase, Hel2, which partially partic-

ipates in 18S NRD (Figure 2A), might be involved in the poly-

ubiquitination of uS3 that depends on the monoubiquitination

by Mag2. We then investigated whether overproduction of

Hel2 facilitates the polyubiquitination of uS3. The overproduction

of Hel2 significantly increased the polyubiquitinated but not the

monoubiquitinated form of uS3 at K212 in WT cells (Figure 3B,

lane 3) but not in mag2D or uS3-K212R mutant cells (Figure 3B,

lane 6; Figure S3D, lane 6). This strongly suggests that Hel2 is

involved in the polyubiquitination of uS3 in 18S NRD and that

the Hel2-mediated polyubiquitination of uS3 depends on

Mag2-mediated monoubiquitination in vivo. We noticed that

overproduction of Mag2 also increased the level of monoubiqui-

tinated uS3, even in uS3-K212R mutant cells, slightly but signif-

icantly (Figure S3D, lane 5). This monoubiquitination by overpro-

duction of Mag2was also observed in uS3-N(1-211)mutant cells

(Figure S3E, lanes 6 and 12), which indicates that target(s) other

than K212 and the C-terminal tail of uS3 might be monoubiquiti-

nated when overproducing Mag2. Because none of the substitu-

tion mutants of the reported ubiquitination substrates but K212

stabilized the mutated 18S rRNA (Figure S1D), we conclude

that lysine residues other than K212 are dispensable for 18S

NRD, even when they might be ubiquitinated under specific

conditions.

Finally, we performed an in vitro ubiquitination assay with

purified Mag2, Hel2-FLAG, and Ubc4 and recapitulated the

Hel2-dependent polyubiquitination on the monoubiquitinated

uS3 by Mag2. Hel2 failed to ubiquitinate uS3 on ribosomes puri-

fied from mag2DuS3-3HA mutant cells (Figure 3C, lane 2) but

polyubiquitinated uS3 in the presence of Mag2 (Figure 3C, lanes

1–4). The in vitro ubiquitination reaction with themag2DuS3-3HA

ormag2DuS3-K212R-3HA mutant ribosomes also revealed that

Hel2 forms a polyubiquitin chain on uS3 at K212, depending on

Mag2-mediated monoubiquitination (Figure 3C, lanes 4 and 8).

We also confirmed that the polyubiquitin chain formed by Hel2

was K63-linked (Figure 3D, lanes 4–12). These results indicate

that Hel2 serves as an E4 ubiquitin chain elongation factor for

K63-linked ubiquitination of uS3 and that the Mag2-mediated

monoubiquitination of uS3 is prerequisite for Hel2-mediated

K63-linked polyubiquitination.

Rsp5- and Hel2-Mediated K63-Linked
Polyubiquitination Requires Mag2-Mediated
Monoubiquitination
The 18S:A1492C rRNA in hel2D mutant cells was less stable

than in ubc4D mutant cells (Figure 1B, hel2D, t1/2 = 1.3 h versus

ubc4D t1/2 > 4 h), suggesting that other E3 ligases are involved

in K63-linked polyubiquitination of uS3. An essential E3 ligase,

Rsp5, is involved in K63-linked polyubiquitination of various pro-

teins (Kraft and Peter, 2008; Kwapisz et al., 2005; Shcherbik and

Pestov, 2011). Therefore, we examined the role of Rsp5 in K63-

linked polyubiquitination of uS3 and 18S NRD. To investigate

the role of RSP5 in uS3 polyubiquitination and 18S NRD, we uti-

lized rsp5-DAmP cells in which the RSP5 mRNA level was

significantly reduced because of insertion of the drug-resistant

open reading frame in the 30 UTR (Schuldiner et al., 2005).

The 18S:A1492C rRNA was significantly stabilized in rsp5-

DAmP mutant cells and completely stabilized in hel2Drsp5-

DAmP double-mutant cells (Figure 4A; hel2D t1/2 = 1.3 h versus

rsp5-DAmP t1/2 = 2.8 h versus hel2Drsp5-DAmP t1/2 > 4 h). This

suggests that two E3 ligases, Rsp5 and Hel2, are involved in

18S NRD in distinct pathways. Overproduction of Hel2 or

Rsp5 significantly increased the polyubiquitinated form of uS3

at K212 in WT cells (Figure 4B, lanes 3 and 4) but not in

mag2D mutant cells (Figure 4B, lanes 7 and 8), confirming that

Rsp5 is also involved in the polyubiquitination of uS3 and that

Rsp5-mediated polyubiquitination depends on Mag2-mediated

monoubiquitination. We next determined the level of polyubiqui-

tinated uS3 of the affinity-purified non-functional 80S ribosomes

in the mutant cells. The mono- and polyubiquitinated forms of

uS3 were eliminated in mag2D mutant cells (Figure 4C, lanes 2

and 6), indicating that Mag2-mediated monoubiquitination is

required for the polyubiquitination of uS3 in 18S NRD. The poly-

ubiquitinated form of uS3 was strongly reduced in rsp5-DAmP

mutant cells (Figure 4C, lane 8), indicating that Rsp5 plays a

Figure 4. Both Hel2 and Rsp5 Form a K63-Linked Polyubiquitin Chain on the Monoubiquitinated uS3 by Mag2 In Vitro

(A) The E3 ligases Hel2 and Rsp5 are involved in 18S NRD in distinct pathways. The stability of 18S:A1492C rRNA in the indicatedmutant cells was determined as

described in Figure 1B.

(B) Overproduction of Rsp5 increases the levels of Mag2-dependent polyubiquitination of uS3 in vivo.

(C) Rsp5 and Hel2 are involved in polyubiquitination of monoubiquitinated uS3 of the non-functional 80S ribosome with 18S:A1492C rRNA. The non-functional

80S ribosomes were purified as described in Figure 1F.

(D–H) In vitro ubiquitination assay.

(D) The in vitro ubiquitination reaction recapitulates Hel2- or Rsp5-mediated polyubiquitination of themonoubiquitinated uS3. The reaction samples contained the

indicated purified E3 ligase Mag2, Hel2-FLAG, Rsp5, the E2 enzyme Ubc4, E1, Ubiquitin (Ub), and substrate uS3-3HA ribosome purified from ubc4DuS3-3HA

cells.

(E) Hel2 and Rsp5 polyubiquitinates monoubiquitinated uS3 at the K212 residue.

(F) The K212 and K223 residues of uS3 are polyubiquitination sites for Rsp5-mediated Mag2-dependent or -independent polyubiquitination.

(G and H) Hel2 and Rsp5 form a K63-linked polyubiquitin chain on Mag2-mediated monoubiquitinated uS3 at K212. The K63(1) ubiquitin mutant with

a single Lys 63rd residue was used to determine the polyubiquitin linkage specificity with the substrate uS3-3HA ribosomes (G) or uS3-K223R-3HA

ribosome (H).

(I) Rsp5-mediated uS3 ubiquitination at the K223 residue is dispensable for 18S NRD. The stability of 18S:A1492C rRNA in the indicated mutant cells was

determined as described in Figure 1B.

(J) Sequential ubiquitination of uS3 at K212 is required for 18S NRD. The ribosome with the non-functional 40S subunit with mutation in the decoding center is

subjected to Mag2-mediated monoubiquitination of uS3 at the Lys 212 residue, followed by Hel2- and Rsp5-dependent K63-linked polyubiquitin chain formation

on the monoubiquitinated uS3.
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crucial role in polyubiquitination of uS3 on the non-functional

80S ribosome.

To reveal the mechanism of sequential ubiquitination of uS3

in the non-functional 80S ribosome by the E3 ligase Mag2 and

the E4 enzymes Hel2 and Rsp5, we reconstituted Mag2-medi-

ated polyubiquitination of uS3 with an in vitro ubiquitination

assay with Mag2, Hel2-FLAG, Rsp5, Ubc4, uS3-3HA-tagged ri-

bosomes, E1, and ATP (Figure 4D). Hel2 polyubiquitinated uS3

in a Mag2-mediated monoubiquitination-dependent manner

(Figure 4D, lanes 2 and 5). In contrast, Rsp5 still ubiquitinated

uS3 on ribosomes purified from uS3-3HAubc4D mutant cells

in vitro even in the absence of Mag2 (Figure 4D, lane 3). Notice-

ably, in the presence of Mag2, additional ubiquitinated prod-

ucts were detected in comparison with the absence of Mag2

(Figure 4D, lanes 3 and 6), and those are almost the same as

the polyubiquitinated products in the presence of Mag2 and

Hel2 (Figure 4D, lanes 5 and 6). Given that Hel2 forms a poly-

ubiquitin chain on uS3 at K212 dependent on Mag2-mediated

monoubiquitination (Figure 3C), one possibility is that Rsp5

forms a polyubiquitin chain on uS3 at K212 dependent on

Mag2-mediated monoubiquitination and a polyubiquitin chain

on uS3 at other lysine residues in the absence of Mag2. Indeed,

the in vitro ubiquitination reaction with uS3-K212R-3HA mutant

ribosomes revealed that Rsp5 forms a polyubiquitin chain on

uS3 at lysine residues other than K212 in a Mag2-independent

manner (Figure 4E, lanes 3 and 6). We revealed that the

carboxyl-terminal 212–240 amino acid region of uS3 is required

for Mag2-independent polyubiquitination of uS3 by Rsp5 (Fig-

ure S4A) and that K223 is the only lysine residue other than

K212 in this region (Figure 1C). The mutational analysis of lysine

residues in the region revealed that K223 of uS3 is the Rsp5-

mediated polyubiquitination site in the absence of Mag2 (Fig-

ure 4F, lanes 5–7). Moreover, the polyubiquitinated uS3 prod-

ucts by Mag2 and Rsp5 with uS3-K212R mutant ribosomes

(Figure 4F, lane 2) were the same as Mag2-independent

Rsp5-mediated polyubiquitinated uS3 products with the uS3-

WT or uS3-K212R mutant ribosomes (Figure 4F, lanes 5 and

6). Taken together, these results indicate that K223 of uS3

is responsible for Rsp5-mediated polyubiquitination without

Mag2. We then performed an assay with the uS3-3HA

ribosome purified from uS3-3HAmag2D (Figure 4G) or uS3-

K223R-3HA (Figure 4H) and the WT ubiquitin or the ubiquitin

mutants bearing a single 63rd lysine residue (K63(1)) for restric-

tion of ubiquitin chain formation. The assay revealed that Hel2

or Rsp5-mediated polyubiquitination of the monoubiquitinated

uS3 is mainly K63-linked (Figure 4G, lanes 4, 5, 8, and 9).

The K63-linked polyubiquitinated uS3 products by Mag2 and

Hel2 ligases with uS3-K223R mutant ribosomes (Figure 4H,

lanes 2 and 4), were the same as the products by Mag2 and

Rsp5 ligases (Figure 4H, lanes 3 and 5) in both the WT (Fig-

ure 4H, lanes 2 and 3) or K63(1) ubiquitin (Figure 4H, lanes 4

and 5). Taken together, we concluded that both Hel2 and

Rsp5 form a K63-linked polyubiquitin chain on the monoubi-

quitinated uS3 at K212. Given that 18S NRD was not affected

in uS3-K223R mutant cells (Figure 4I), we propose that 18S

NRD requires Mag2-dependent monoubiquitination of uS3 at

K212, followed by K63-linked polyubiquitination by Hel2 and

Rsp5 (Figure 4J).

Polyubiquitination of uS3 at K212 Is Required for
Subunit Dissociation in 18S NRD
To avoid the uneconomic decay of an intact 60S subunit in the

stalled ribosome, subunit dissociation should be a prerequisite

for the decay of a non-functional 40S subunit but not the 60S

in 18S NRD. We next examined whether ubiquitination of uS3

is involved in dissociation of the stalled ribosome into the

mutated 40S and the normal 60S subunits. 18S:A1492C rRNA

was rapidly degraded in WT cells but stabilized in xrn1D mutant

cells (Cole et al., 2009; Fujii et al., 2012). The level of 18S:A1492C

rRNA was drastically decreased 2 h after inhibition of transcrip-

tion in WT cells but only moderately in xrn1D mutant cells

(Figure 5A), making the mutated 18S:A1492C detectable at a

late stage of 18S NRD. We determined the distribution of

18S:WT or 18S:A1492C rRNAs in sucrose gradient fractions

with cell extracts of WT or xrn1D mutant cells. Northern blot

analysis of 18S:A1492C rRNA in the fractions revealed that

18S:A1492C rRNA was distributed mainly in the 80S fractions

in WT cells (Figures S5A and 5B, left). In xrn1D cells, the level

of 18S:A1492C rRNA in 40S fractions was increased 2 h after in-

hibition of transcription (Figure 5B, bottom right). In contrast, the

18S:WT rRNA mainly remained in 80S fractions in WT and xrn1D

mutant cells even 2 h after inhibition of transcription (Figure S5B).

This strongly suggests that the non-functional 80S ribosome is

dissociated into 40S and 60S subunits and that Xrn1 rapidly de-

grades the 18S:A1492C rRNA of the 40S subunit in WT cells. We

also assumed that the 18S:A1492C rRNA might be accumulated

in the 80S fraction when the dissociation of the non-functional

80S ribosome into subunits of themutation or deletion of specific

18S NRD factors is impaired.

To address the role of ubiquitination of uS3 in subunit dissoci-

ation, we examined whether 18S:A1492C rRNA remains in the

80S fractions in uS3-K212Rxrn1D mutant cells. 18S:A1492C

rRNA was mainly distributed in 80S fractions in the uS3-

K212Rxrn1D mutant (Figure 5C, bottom right) but in 40S

fractions in the uS3-WTxrn1D mutant 2 h after the inhibition of

transcription (Figure 5C, bottom left). We also confirmed

that 18S:A1492C rRNA was mainly distributed in 80S fractions

2 h after inhibition of transcription in mag2Dxrn1D mutant

cells, leading to the conclusion that subunit dissociation of the

non-functional 80S ribosome depends on the ubiquitination of

uS3 at K212 by Mag2 (Figure 5D, bottom). Based on these re-

sults, we propose that the non-functional 80S ribosome is stalled

by the decoding failure and ubiquitinated at K212 of uS3. Subse-

quently, the aberrant 80S ribosome with the ubiquitinated uS3 is

dissociated into subunits, and the mutated 40S subunit is

degraded in an Xrn1-dependent manner.

Asc1 and Dom34 Are Required for Subunit Dissociation
in 18S NRD
We next investigated the precise roles of Dom34 and Asc1 in

18S NRD. 18S:A1492C rRNA was significantly more stable in

dom34D (t1/2 = 2.96 h; Figure 6A) or asc1D (t1/2 = 2.44 h;

Figure 6A) cells than in WT cells (t1/2 = 0.5 h; Figure 1A). We

investigated the role of Dom34 and Asc1 in the ubiquitination

of uS3 at K212. Mainly, uS3 monoubiquitination of the non-

functional 80S ribosome was strongly diminished in asc1D

mutant cells (Figure 6B, lane 7), indicating that ASC1 facilitates
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monoubiquitination on uS3. To further clarify the function of Asc1

in uS3 ubiquitination, we performed an in vitro ubiquitination

assay with ribosomes purified from mag2D or mag2Dasc1D

mutant cells. The efficiency of monoubiquitination on uS3 in

the mag2Dasc1D ribosome by Mag2 was decreased compared

with that ofmag2D ribosomes (Figure 6C). These results indicate

that Asc1 is required for efficient monoubiquitination on uS3 of

the non-functional 80S ribosome and, hence, may contribute

to monoubiquitination-dependent polyubiquitination by Hel2

and Rsp5. 18S:A1492C rRNA was stabilized and distributed

in 80S fractions but not accumulated in 40S fractions in

asc1Dxrn1Dmutant cells 2 h after inhibition of transcription (Fig-

ure 6D, bottom left). This is consistent with results showing that

subunit dissociation was impaired in the uS3-K212Rxrn1D

mutant and strongly supports that Mag2-dependent ubiquitina-

tion of uS3 is required for dissociation of the non-functional

80S ribosome into the 40S and 60S subunits.

We then examined the role of Dom34 in the ubiquitination

of uS3 and subunit dissociation. The level of the ubiquitinated

uS3 of the affinity-purified mutant 80S ribosome with

18S:A1492C in WT cells was almost the same as that of the

dom34D mutant cells (Figure 6B, lanes 6 and 8). 18S:A1492C

rRNA was stabilized and mainly distributed in 80S fractions but

not accumulated in 40S fractions in the dom34Dxrn1D mutant

cells 2 h after inhibition of transcription (Figure 6D, bottom

right). These results imply that Dom34 is required for subunit

Figure 5. Ubiquitination of uS3 Is Required for Dissociation of Non-functional 80S Ribosomes into Subunits

(A) Xrn1 is involved in 18S NRD. The stability of 18S:WT or 18S:A1492C rRNA in the indicated strains was determined as described in Figure 1B.

(B) W303 or xrn1D cells harboring a plasmid expressing 18S:A1492C rRNAs by the GAL7 promoter were grown to optical density 600 (OD600) = 0.3 and

resuspended in medium containing 2% glucose to inhibit transcription from the GAL7 promoter. Cells were harvested 2 h after addition of glucose, and cell

extracts were subjected to centrifugation in sucrose density gradients. The levels of 18S:A1492C rRNAs in fractions were quantified by northern blot analysis with

a digoxigenin (DIG)-labeled probe for the tag sequence.

(C) Ubiquitination of uS3 at K212 is required for subunit dissociation of the non-functional 80S ribosome. The lysates of the indicated cells expressing 18S:A1492C

rRNAs were analyzed as described in (B).

(D) Mag2 is required for subunit dissociation of the non-functional 80S ribosome. The lysates ofmag2Dxrn1D cells expressing 18S:A1492C rRNAs were analyzed

as described in (B).
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dissociation in 18S NRD without playing a role in uS3 ubiquitina-

tion. We suspect that Dom34 contributes to dissociation of the

stalled 80S ribosomes into subunits after ubiquitination of uS3,

or it could play a role independent of ubiquitination. It has been

reported that Dom34 is also required for dissociation of the

stalled ribosome at the 30 end of nonstop mRNA and that it plays

a crucial role in NSD (Chen et al., 2010; Tsuboi et al., 2012). Both

the Dom34-F47A and Dom34-D(F47-T60) mutants were defec-

tive in dissociation of the stalled ribosome at the 30 end of

nonstop mRNA that is required for NSD (Tsuboi et al., 2012).

To see whether the activity of Dom34 that is essential for subunit

dissociation at the 30 end of mRNA is also required for 18S

NRD, we determined the stability of the 18S:A1492C rRNA in

these dom34 mutants. The 18S:A1492C rRNA was drastically

stabilized in Dom34-D(F47-T60) mutant cells (t1/2 = 2.62 h)

but only moderately stabilized in Dom34-F47A mutant cells

(t1/2 = 0.93 h; Figure 6E), indicating that the defect of 18S NRD

in dom34 mutants is not due to the defect in NSD. Moreover,

although NSD was completely abolished in the absence of

Dom34, 18S NRD seems to be less sensitive to this factor. We

propose that Dom34-Hbs1 is involved in dissociation of stalled

non-functional ribosomes during translation elongation in a

Figure 6. Distinct Roles of Asc1 and Dom34 in Ubiquitination of uS3 and Dissociation of Non-functional 80S Ribosomes into Subunits

(A) Asc1 and Dom34 are involved in 18S NRD. The stability of 18S:A1492C rRNA in the indicated mutants was determined as described in Figure 1B.

(B) Asc1, but not Dom34, is required for uS3 monoubiquitination of non-functional ribosomes. The levels of ubiquitinated uS3 in affinity-purified ribosomes from

the indicated strains were determined as described in Figure 1F.

(C) Asc1 is required for efficient Mag2-mediated monoubiquitination of uS3 in the in vitro ubiquitination reaction.

(D) The levels of 18S:A1492C rRNAs in sucrose gradient fractions in asc1Dxrn1D or dom34Dxrn1D mutant cells were determined as described in Figure 5B.

(E) The stability of 18S:A1492C rRNA in the indicated Dom34 mutants was determined as described in Figure 1B.
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manner distinct from its roles in releasing ribosomes stalled at

the 30 end of nonstop mRNA.

ATPase Activity of Slh1 Is Required for Subunit
Dissociation in 18S NRD
Because it is unnecessary to eliminate the 60S subunit of the

non-functional ribosomewith amutation in the 40S subunit, sub-

unit dissociation is proposed to be an essential step for 18S

NRD. Subunit dissociation is also required for RQC, where the

RQT complex, especially the ATPase activity of Slh1, is crucial

for the subsequent events. (Figure 7A). We proposed that the

RQT complex targets the ribosomes, which are ubiquitinated

at uS10, and facilitates dissociation of the stalled ribosome

into subunits (Matsuo et al., 2017). Because ubiquitination of

ribosomal protein is also essential in 18S NRD, we investigated

the roles of the components of the RQT complex in 18S NRD.

We determined the stability of 18S:A1492C rRNA in rqt mutant

cells (Figure 7B). 18S:A1492C rRNA was drastically stabilized

in slh1/rqt2D (t1/2 > 4 h) and slh1/rqt2-K316R mutant cells

(t1/2 > 4 h), indicating that ATPase activity of Slh1 is essential

for 18S NRD. 18S:A1492C rRNA was also significantly stabilized

in rqt4Dmutant cells (t1/2 = 1.73 h) and onlymoderately stabilized

in rqt3D mutant cells (t1/2 = 0.72 h), suggesting that Slh1–Rqt4

also play a crucial role in 18S NRD. We then investigated the

role of Slh1 in dissociation of the stalled ribosome in 18S NRD.

18S:A1492C rRNA was mainly distributed in the 80S fractions

but not the 40S fractions in slh1/rqt2Dxrn1Dmutant cells 2 h after

inhibition of transcription (Figure 7C, bottom left). This pheno-

type was complemented by WT SLH1/RQT2 (Figure 7C, bottom

center) but not by slh1/rqt2-K316R (Figure 7C, bottom right).

These results indicate that the ATPase activity of Slh1 is required

for dissociation of the non-functional 80S ribosome into 40S and

60S subunits.

In RQC, the RQT complex is associated with the stalled

ribosome bound to the E3 ligase Hel2 which is crucial for RQC

(Matsuo et al., 2017). Therefore, we examined whether Slh1 is

also associated with the non-functional MS2-tagged 80S ribo-

somes that are affinity-purified with FLAG-tagged MS2 coat

protein (Figure 7D). Slh1 was co-purified with MS2-tagged 80S

ribosomes containing 18S:A1492C rRNA more efficiently than

with ribosomes containing 18S:WT rRNA (Figure 7D, lanes 7

and 8), indicating that Slh1 is recruited to the non-functional

80S ribosomewith themutation in the decoding center. Because

the results in this study demonstrate that ubiquitination of uS3 at

K212 is required for subunit dissociation, one possibility is that

Slh1 is involved in uS3 ubiquitination and, therefore, crucial for

18S NRD. To address this possibility, we investigated the role

of Slh1 in the ubiquitination of uS3. The level of ubiquitinated

uS3 of the non-functional 80S ribosomes was not affected in

slh1/rqt2D mutant cells (Figure 7E), indicating that Slh1 is not

required for the ubiquitination of uS3. Taken together, we pro-

pose that the ATPase activity of Slh1 is required for the dissoci-

ation of stalled 80S ribosomes into subunits after ubiquitination

of uS3 (Figure 7F).

DISCUSSION

Quality controls for aberrant mRNAs prevent the production of

potentially harmful protein products by repressing translation

and promoting protein and mRNA degradation (Brandman and

Hegde, 2016; Lykke-Andersen and Bennett, 2014; Pechmann

et al., 2013; Schoenberg and Maquat, 2012; Shao and Hegde,

2016). Recent studies have demonstrated that the ubiquitination

of specific ribosomal proteins plays a crucial role in RQC (Jusz-

kiewicz and Hegde, 2017; Matsuo et al., 2017; Sundaramoorthy

et al., 2017). In yeast, the ubiquitination of uS10 at the K6 and/or

K8 residues is essential for RQC (Matsuo et al., 2017). Cells also

specifically recognize ribosomes that are functionally deficient

and target them for clearance. In this study, we demonstrated

the essential function of ribosome ubiquitination in 18S NRD,

the decay pathway of non-functional 18S rRNA. uS3 ubiquitina-

tion at K212 is critical for 18S NRD, indicating conserved roles of

ribosome ubiquitination in the two quality controls induced by

ribosome stalling. In RQC, an E3 ligase, Hel2, in concert with

an E2 enzyme, Ubc4, is solely responsible for the ubiquitination

of uS10 in yeast (Ikeuchi et al., 2019; Matsuo et al., 2017). On the

other hand, in 18SNRD,Mag2-dependentmonoubiquitination of

uS3 at K212 is required for 18S NRD (Figures 1 and 2). We

also identified the Hel2 and Rsp5 ligases, which are involved

in K63-linked polyubiquitination of monoubiquitinated uS3 at

K212 and revealed essential roles of Hel2 and Rsp5 in 18S

NRD (Figures 3 and 4). Although Rsp5 potentially polyubiquiti-

nates K223 of uS3 in a Mag2-independent manner (Figures

4D–4F), 18S NRD was not disturbed in uS3-K223R mutant cells

(Figure 4I). We conclude that Rsp5 facilitates degradation of

non-functional 18S:A1492C via formation of a K63-linked

polyubiquitin chain of monoubiquitinated uS3 at K212 in a

Mag2-dependent manner. Further, although the polyubiquiti-

nated form of uS3 was significantly diminished in rsp5-DAmP

mutant cells (Figure 4C), polyubiquitination was not completely

abolished. Because uS3 ubiquitination is a complicated multi-

step event, we could not exclude the possibility that an addi-

tional E3 ligase may be involved in polyubiquitination of uS3 for

degradation of the non-functional 18S rRNA, and further study

Figure 7. ATPase Activity of Slh1 Is Required for Subunit Dissociation in 18S NRD

(A) Schematic drawing of the domain structure of Slh1 (Rqt2). The conserved motif of the Ski2-like RNA helicase is indicated in red.

(B) Slh1 and Rqt4 are involved in 18S NRD. The stability of 18S:A1492C rRNAs in the indicated rqt mutants was determined as in Figure 1B.

(C) Slh1 is required for subunit dissociation of the non-functional 80S ribosome. The levels of 18S:A1492C rRNAs in sucrose gradient fractions in the indicated

cells were determined as described in Figure 5B.

(D) The efficient association of Slh1 with the non-functional 80S ribosome. The levels of Slh1-3HA co-purified with MS2-tagged 80S ribosomes were determined

by western blot analysis.

(E) Slh1 is dispensable for uS3 ubiquitination of non-functional 80S ribosomes. The levels of ubiquitinated uS3 of affinity-purified 80S ribosomes from the

indicated strains were determined by western blot analysis as described in Figure 1F.

(F) The proposed model for 18S NRD.
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would be necessary to investigate whether the two E4

enzymes, Hel2 and Rsp5, are sufficient for polyubiquitination of

monoubiquitinated uS3 in 18S NRD. We also noticed that the

WT uS3 ribosome is substantially ubiquitinated (Figures S1A,

1H, and 1I). Several studies have reported that monoubiquitina-

tion of mammalian uS3 is required for cell viability under stress

conditions such as UV exposure and amino acid starvation

(Higgins et al., 2015; Jung et al., 2017). In yeast, uS3 has been

reported to be ubiquitinated in response to ribosome stalling

with cycloheximide treatment (Simms et al., 2017). Therefore,

we reasoned that substantial uS3 ubiquitination might be crucial

for a rapid stress response under various conditions. HowMag2,

the master regulator of uS3 monoubiquitination, as well as Hel2

and Rsp5 participate in this natural ubiquitination event remains

to be elucidated.

It has been proposed that subunit dissociation is a prerequisite

for decay of the non-functional 40S subunit in 18S NRD to avoid

uneconomic decay of the 60S subunit in the stalled ribosome

(Cole et al., 2009; LaRiviere et al., 2006; Limoncelli et al.,

2017). To monitor dissociation of the aberrant 80S ribosome

into subunits, we determined the distribution of 18S:A1492C

rRNA before degradation in xrn1D mutant cells. 18S:A1492C

rRNA was accumulated in 40S fractions after inhibition of tran-

scription in xrn1Dmutant cells (Figure 5A), implying that aberrant

80S ribosomes are dissociated into subunits and that Xrn1

rapidly degrades the 18S:A1492C rRNA of the 40S subunit.

Ubiquitination of uS3 at K212 is required for subunit dissociation

in 18S NRD (Figure 5C), indicating that ribosome ubiquitination

plays an essential role in the early stage of this quality control

pathway. Moreover, we have proposed that the RQT complex

is responsible for subunit dissociation of the stalled ribosome

in RQC (Matsuo et al., 2017). In this study, our results demon-

strate that the ATPase activity of Slh1 is required for subunit

dissociation of the stalled 80S ribosomes after ubiquitination of

uS3 but dispensable for Mag2-dependent ubiquitination of uS3

(Figure 7). Based on these results, we propose that the ATPase

activity of Slh1 is commonly required for subunit dissociation

of stalled 80S ribosomes after ubiquitination of specific ribo-

somal proteins in quality control pathways. However, the ubiqui-

tin-binding activity of Rqt3, which is involved in RQC (Matsuo

et al., 2017), did not appear to be required for 18SNRD, suggest-

ing that a putative ubiquitin-binding protein may be involved in

18S NRD in concert with Slh1.

18S NRD also requires Dom34 and a 40S subunit-associated

protein, Asc1 (Cole et al., 2009; LaRiviere et al., 2006; Limoncelli

et al., 2017), which also participate in NGD, an mRNA quality

control system induced by stalled ribosomes (Chen et al.,

2010; Doma and Parker, 2006; Ikeuchi and Inada, 2016; Kuroha

et al., 2010; Tsuboi et al., 2012). In this study, we demonstrate

that Asc1, but not Dom34, contributes to the ubiquitination of

uS3 (Figure 6B). We propose that Asc1 facilitates stalling of the

mutated 80S ribosome or recognition of the stalled ribosome

by the E3 ligase(s). Interestingly, in the asc1Dmutant, two quality

controls, RQC and NGD, induced by the R(CGN)12 sequence,

were severely impaired (Ikeuchi and Inada, 2016; Matsuda

et al., 2012). It has also been reported that RACK1, the human

homolog of Asc1, is involved in RQC via ribosome ubiquitination

(Juszkiewicz and Hegde, 2017; Sundaramoorthy et al., 2017).

Moreover, our results indicate that Asc1 is involved in efficient

monoubiquitination by Mag2 on uS3 and may contribute

to monoubiquitin-dependent polyubiquitination by Hel2 and

Rsp5. Notably, Asc1 directly interacts with uS3 via an antiparallel

b sheet structure and clamps the C-terminal tail of uS3 (Fig-

ure 1C), suggesting that Asc1 seems to be required for efficient

ubiquitination on the K212 residue located in the base of the

C-terminal tail of uS3. This suggests that Asc1 may play a role

in facilitating the recognition and ubiquitination of the stalled

ribosome, possibly via interactions with the ubiquitination tar-

get(s) in quality controls, including 18S NRD.

Biochemical analyses have demonstrated that yeast Dom34-

Hbs1 and its human homologs promote dissociation of the trans-

lation elongation complex into subunits, release of mRNA, and

drop-off of peptidyl tRNA (Becker et al., 2012; Pisareva et al.,

2011; Shao et al., 2013; Shoemaker et al., 2010; Shoemaker

and Green, 2011). Dom34-Hbs1 promotes the degradation of

nonstop mRNAs from their 30 ends by exosomes, and the 47th

Phe in the domain N is crucial for dissociation of the stalled ribo-

some (Tsuboi et al., 2012). Cryo-EM analysis of the structure of

Dom34 and Hbs1 bound to a yeast ribosome programmed with

nonstop mRNA has demonstrated that the domain N of Dom34

is inserted into the upstream mRNA-binding groove via direct in-

teractions with conserved nucleotides of 18S rRNA (Hilal et al.,

2016), indicating that it senses the absence of mRNA at the

A-site and part of the mRNA entry channel by direct competition.

Our results show that Dom34 is required for rapid degradation of

18S:A1492C rRNA (Figure 6A) and subunit dissociation of the

non-functional ribosome (Figure 6D) but not necessary for ubiqui-

tination of uS3 (Figures 6B and 6C). We propose that Dom34 is

required for 18S NRD in step(s) after or independent of uS3 ubiq-

uitination. The mutations in the F47 residue of Dom34 eliminated

NSD (Tsuboi et al., 2012) but not 18S NRD (Figure 6E), whereas

the b-loop region was required for 18S NRD (Figure 6E). It has

been reported that the b-loop region profoundly penetrates into

themRNAchannel andmimicsmRNA from the secondnucleotide

of the A-site codon to position +9 (Hilal et al., 2016). We propose

that the b-loop acts as a mechanical sensor that competes with

mRNAmore efficiently in aberrant stalling ribosomes than in intact

ribosomes, triggering 18S NRD. Knowing that, in NSD, Dom34

recruits Rli1 to dissociate the 80S ribosome into subunits, further

experiments are required to investigate whether Dom34 binds to

theA-site of the stalled non-functional 80S ribosomes and recruits

Rli1 to dissociate them into subunits in 18S NRD. It also remains

unclear how both Dom34 and Slh1 are involved in subunit disso-

ciation. With the similarity of Slh1 to the spliceosomal RNA

helicase Brr2 (Plaschka et al., 2017; Absmeier et al., 2016), it is

possible that Slh1modulates the structure of the stalled ribosome

to be a substrate for Rli1-dependent subunit dissociation.

A question that remains is how the aberrant 18S rRNA is

eventually degraded after subunit dissociation. In 25S NRD, a

ribosome with a mutation in the peptidyl transferase center is

ubiquitinated by Mms1-Rtt101, an E3 ligase complex. The

Cdc48-Ufd1-Npl4 complex recognizes the ubiquitinated ribo-

some, dissociates it into the normal 40S and the aberrant 60S us-

ing the ATPase activity of the Cdc48 complex, and recruits the

aberrant 60S to the proteasome. The proteasome removes the

ribosomal proteins and the ribosome-associated proteins from
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the aberrant 60S, allowing the specific RNase to access the

mutated 25S rRNA. However, the degradation of mutant 18S

rRNA in 18S NRD appears to be independent of the proteasome

(Fujii et al., 2012). This could mean that the RNases, Xrn1, and

the exosome could access the non-functional 18S rRNA without

degradation of the protein components around it or that the ribo-

somal proteins in the dissociated 40S subunit could be degraded

in a proteasome-independent manner; for example, via the vac-

uole degradation pathway. An intermediate of the mutant 18S

rRNA was observed in the absence of Xrn1 (Cole et al., 2009),

implying that the eventual degradation of 18S:A1492C might

be a multi-step event where disassembly of the 40S subunit

might be the rate-limiting step. Further study will reveal the fate

of the protein components of the 40S subunit and whether

they are degraded or dissembled for recycling.

Based on the results of this study, we propose a model for 18S

NRD in comparison with RQC (Figure 7F). In RQC, Hel2 recog-

nizes the rotated ribosomes, leading to ubiquitination of uS10

(Matsuo et al., 2017). Subsequently, the RQT complex targets

the ubiquitinated ribosomes and dissociates them into subunits

depending on the ATPase activity of Slh1 and the ubiquitin-bind-

ing activity of Rqt3. In 18S NRD, the E3 ligase(s) Mag2, Hel2, and

Rsp5may recognize the ribosome that is stalled by decoding fail-

ure and ubiquitinate uS3 at K212 in concert with the E2 enzyme

Ubc4. The Slh1-Rqt4 complex facilitates subunit dissociation of

the uS3-ubiquitinated ribosomes in an ATPase activity-depen-

dent manner. Subsequently, the non-functional 40S subunit is

subjected to Xrn1-dependent degradation. It remains to bedeter-

mined whether the two quality controls are coupled, including

whether Ltn1-dependent ubiquitination of peptidyl tRNA occurs

on the dissociated 60S subunit in 18S NRD. Our study demon-

strates conserved roles of ribosome ubiquitination and the

ATPase activity of Slh1 in two quality controls induced by ribo-

some stalling. Ribosomes are stalled during translation elonga-

tion because of the translation of specific codon pairs or delete-

rious mutation in the rRNAs. The E3 ubiquitin ligase recognizes

the ribosome that stalled in a specific state and ubiquitinates

specific residues of ribosomal proteins. Slh1 and its associated

factors dissociate the ubiquitinated ribosome into subunits de-

pending on the ATPase activity of Slh1. Given that the unfolded

protein response triggers site-specific ubiquitination of 40S ribo-

somal proteins (Higgins et al., 2015), further experiments will un-

cover the roles of ribosome ubiquitination in the determination of

the fates of translating ribosomes and translational control in

response to stresses and environmental changes.
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STAR+METHODS

KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Anti-HA-Peroxidase Roche Cat# 12013819001, RRID:AB_390917

Anti-RpL23 (uL14) antibody Abcam Bacterial and Virus Strains Cat# ab112587, RRID:AB_10866400

Anti-FLAG M2 antibody Sigma Cat# F1804-1MG; RRID:AB_262044

Anti-Ubiquitin (P4D1) HRP Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-8017; RRID:AB_628423

Anti-K48 Ubiquitin antibody EMD Millipore Cat# 05-1308; RRID:AB_10859893

Anti-K63 Ubiquitin antibody Cell Signaling Technology Cat# 8081; RRID:AB_1587580

ECL Anti-mouse IgG, horseradish Peroxidase GE Healthcare Cat# NA931V; RRID:AB_772210

ECL Anti-rabbit IgG, horseradish Peroxidase GE Healthcare Cat# NA934V; RRID:AB_772206

Anti-eEF2 N/A

Bacterial and Virus Strains

E. coli. Rosetta-gami 2(DE3) Novagen Cat# 71351

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

G-418 Sulfate Wako Cat# 074-05963

Hygromycin B Wako Cat# 085-06153

LEXSY-NTC, Nourseothricin JenaBioScience Cat# AB-101S

cOmpleteTM, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Roche Cat# 11836170001

Anti DYKDDDDK tag, Antibody Beads Wako Cat# 016-22784

DYKDDDDK peptide GenScript N/A

Glutathione SepharoseTM 4B GE Healthcare Cat# 17-1756-05

PreScission Protease GE Healthcare Cat# 27084301

Ni-NTA agarose QIAGEN Cat# 1018240

RNase-It Agilent Cat# 400720-81

Creatine kinase Roche Cat# 10127566001

Creatine phosphate Wako Cat# 030-04584

His-ubiquitin UBPBio Cat# E1300

His-ubiquitin (K6R) UBPBio Cat# E1720

His-ubiquitin (K11R) UBPBio Cat# E1730

His-ubiquitin (K27R) UBPBio Cat# E1740

His-ubiquitin (K29R) UBPBio Cat# E1750

His-ubiquitin (K33R) UBPBio Cat# E1760

His-ubiquitin (K48R) UBPBio Cat# E1770

His-ubiquitin (K63R) UBPBio Cat# E1780

His-ubiquitin (K0) UBPBio Cat# E1710

His-ubiquitin (K63(1)) UBPBio Cat# E1880

Human UBE1 UBPBio Cat# B1100

Ubc4 This study N/A

Mag2 This study See Figure S2

Hel2-FLAG This study See Figure S2

Rsp5 This study See Figure S2

Mag2-FLAG This study N/A

Mag2 DRING-FLAG This study N/A

Mag2 C195 and 198S-FLAG This study N/A

(Continued on next page)
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CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Prof.

Toshifumi Inada (tinada@m.tohoku.ac.jp).

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Saccharomyces cerevisiae strains used in this study were W303-1a (ATCC stock number, 208352; genotype: MATa ade2-1 ura3-1

his3-11 trp1-1 leu2-3 leu2-112 can1-100) and BY4741 (ATCC stock number, 201388; genotype: MATa his3delta1 leu2delta0

met15delta0 ura3delta0). The genotypes of the strains and their mutant derivatives are listed in Table S1. Cells were grown in YP

or synthetic complete (SC) medium at 30�C. The respective media contained either 2% glucose or 2% galactose.

METHOD DETAILS

Yeast Strains
Yeast strains W303-1a and its derivatives used in this study are listed in Table S1. Yeast knock out library strains (BY4741) (Open

Biosystems) used in E3 ligase screening are indicated in Figure S2. Gene disruption strains and C-terminally 3xHA tagged strains

were constructed by established homologous recombination strategies using PCR-amplified selection marker genes with cassette

sequences (kanMX4, hphMX4, natMX4, natNT2 or HIS3MX6)(Janke et al., 2004; Longtine et al., 1998). Used antibiotics for selection

are G-418 Sulfate (# 074-05963, Wako), Hygromycin B (# 085-06153, Wako) and LEXSY-NTC, Nourseothricin (# AB-101S,

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Critical Commercial Assays

DIG Easy Hyb Granules Roche Cat# 11796895001

Blocking Reagent Roche Cat# 11096176001

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments Roche Cat# 11093274910

PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche Cat# 11636090910

CDP-Star Roche Cat# 11759051001

Experimental Models: Organisms/Strains

S. cerevisiae: W303-1a (parental strain) Lab stock See Table S1

S. cerevisiae: BY4741 (Yeast KnockOut strain)

S. cerevisiae: other strains Lab stock and This study See Table S1

Oligonucleotides

PCR forward primer for insertion of MS2 bs: 50-CACTA
TCGACTACGCGATCATGGCG-30

This study N/A

PCR reverse primer for insertion of MS2 bs: 50-TGATTT

CTCGTAAGGTGCCGAGTGG-30
This study N/A

Forward oligonucleotide for MS2 bs: 50-CATCAAAGA

GTCCGACTCGAACTTGGGTGATCCTCAAGTTTTCTT

GAGTCGACCTGCAGACAAGGGTGATCCTCTTGTTA

TCAGACATTGATTTTTTATCTAATAAATAC-30

This study N/A

Reverse oligonucleotide for MS2 bs: 50-AAAAAATCAAT
GTCTGATAACAAGAGGATCACCCTTGTCTGCAGGTC

GACTCAAGAAAACTTGAGGATCACCCAAGTTCGAGT

CGGACTCTTTGATGATTCATAATAAC-30

This study N/A

50 DIG-labeled 18S rDNA-tag probe: 50-CGAGGATTCA

GGCTTTGG-30
This study N/A

50 DIG-labeled LNA 18S rDNA-tag probe (LNA in

lower cases): 50-AGcGAGGATTcAGGCTTTGGtC-30
This study N/A

Recombinant DNA

Yeast expression plasmids Lab stock and This study See Table S2

E. coli. expression plasmids for recombinant protein Lab stock and This study See Table S2

Software and Algorithms

Multi Gauge version 3.0 Fujifilm Fujifilm
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JenaBioScience). For analysis of essential ribosomal protein gene uS3, uS3mutant strains were constructed by plasmid shuffle. uS3

gene in parent strain harboring a uS3-expressing plasmid with URA3 selection marker gene, was disrupted by the PCR-based

method using kanMX4 cassette. Plasmids encoding uS3 or uS3 K212R mutant with TRP1 selection marker gene were transformed

into the uS3D::kanMX4; URA3+ strain. uS3D::kanMX4; uS3/TRP1+ and uS3D::kanMX4; uS3 K212R/ TRP1+ strains that had lost the

URA3+ plasmid were selected on synthetic complete (SC) plates containing 0.5 mg/mL of 5-fluoroorotic acid (5-FOA) (#F9001-8,

Zymo Research).

Plasmids
Plasmids used in this study are listed in Table S2. DNA cloning was performed with PCR amplification by using gene specific primers

and PrimeSTAR HS DNA polymerase (# BIO-21040/DM5, Takara-bio), and by using T4 DNA ligase (# M0202L, NEB). Plasmid

encoding uS3 point mutant and plasmids encoding 18S rRNA with MS2 binding site were constructed by site-directed mutagenesis

by PCR using primer sets harboring the point mutation or the MS2 binding site sequence, respectively. All cloned DNAs amplified by

PCR were verified by sequencing.

Yeast Culture and Media
All yeast cells were grown in YPD or synthetic complete (SC) mediumwith 2%glucose at 30�C, and harvested at log phase (OD600 of

0.5 �0.8) by centrifugation and discarding medium, unless otherwise noted. For expression of plasmid-derived 18S rRNA in poly-

some analysis, half-life determination and MS2-TRAP, cells were grown in SC medium containing 2% galactose to introduce tran-

scription from the GAL7 promoter. For polysome analysis (Figure 5H), yeast cells harboring pGAL7p-rDNA 18S-tag WT4 or A1492C

were cultured in SC medium containing 2% galactose exponentially at 30�C until OD600 reaches 0.3, and 200 mL of the cell culture

was harvested as 0 h sample. Another 200 mL of the culture was re-suspended in 200 mL pre-warmed SC medium containing 2%

glucose to inhibit transcription from GAL7 promoter, and continuously cultured at 30�C for 2 h. Cells were then harvested as 2 h

sample. For half-life determination, cells harboring pGAL7p-rDNA 18S-tag WT4 or A1492C were grown in SC medium containing

2% galactose until OD600 reaches 0.3. 10 mL of the culture was re-suspended in 15 mL of pre-warmed SC medium containing

2% glucose for inhibition of transcription from GAL7 promoter. Cells were continuously cultured at 30�C, and 1.5 mL of the yeast

cell culture was harvested at time points (0, 1, 2, 4 h) after transcription inhibition. For MS2-TRAP, cells harboring pGAL7p-rDNA

18S-MS2 bs WT or A1492Cwere cultured at 30�C in SCmedium containing 2% galactose, and 300 mL of the culture was harvested

at log phase (OD600 of 0.5 �0.8) by centrifugation and discarding medium. All cell pellets were frozen in liquid nitrogen immediately

after harvest and stored at �80�C until used.

RNA Isolation for determination of rRNA stability
Total RNA samples were used for Northern blotting shown in Figures 1B, 2A, 2D, 4A, 4I, 5A, 6A, 6E, 7B, S1D, and S2A. Yeast cells

expressing 18S-tag rRNAwere harvested at time points (0, 1, 2, 4 h) after transcription shut-off. Total RNA solutionswere prepared by

acidic phenol RNA extractionmethod as follow. The cell pellet was re-suspended with 200 mL of RNA buffer (Tris-HCl pH 7.5, 300mM

NaCl, 10 mM EDTA, 1%SDSwith DEPC-treated MilliQ water, room temperature) on ice, followed by immediate addition of 200 mL of

water-saturated phenol and a 10 s vortex. Themixture was incubated at 65�C for 5 min, mixed by vortex for 10 s and chilled on ice for

5min. After centrifugation at 16,000 x g for 5min, room temperature, 200 mL of the water layer was transferred to a new 1.5mLRNase

free tube. 200 mL of water-saturated phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1) was then added, followed by a 10 s vortex and a

centrifugation at 16,000 x g for 5 min, room temperature. 180 mL of the water layer was pipetted into a new 1.5 mL RNase free

tube and subjected to ethanol precipitation. The RNA pellet was finally dissolved with 30 mL of DEPC-treated water to gain total

RNA solution.

RNA Electrophoresis and Northern Blotting for determination of rRNA stability
6 mL of total RNA solution was mixed with 24 mL of glyoxal mix (600 mL of DMSO, 200 mL of deionized 40% glyoxal, 120 mL of 10x

MOPS buffer (200 mM MOPS, 50 mM NaOAc, 10 mM EDTA, pH 7.0), 62.5 mL of 80% glycerol and 17.5 mL of DEPC-treated water

in 1 mL) and 3 mL of RNA loading buffer (50% glycerol, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene cyanol). The

mixture was incubated at 74�C for 10min and left to stand on ice for 10min to obtain RNA samples. 25 mL of each sample was electro-

phoresed at 200 V for 40 min on a 1.2% agarose gel in 13MOPS buffer (20 mMMOPS, 5 mMNaOAc, 1 mMEDTA, pH 7.0), followed

by transfer of RNA to Hybond-N+ membrane (GE healthcare) with 20 x SSC (3 M NaCl, 300 mM Trisodium citrate dihydrate) for 20 h

using capillary system. RNA was cross-linked on the membrane by CL-1000 ultraviolet crosslinker (UVP) at 120 mJ/cm2. The mem-

brane was incubated with DIG Easy Hyb Granules (# 11796895001, Roche) for 1 h in a hybridization oven at 50�C. 50 end DIG-labeled

18S rDNA oligonucleotide (50-CGAGGATTCAGGCTTTGG-30, in Figures 1B, 2A, 6A, and 6E) or DIG-labeled LNA 18S rDNA oligonu-

cleotide (50-AGcGAGGATTcAGGCTTTGGtC-30, in Figures 2D, 4A, 4I, 5A, 7B, S1D, and S2A) for the Tag sequence (50-AAAGCCT

GAATCCTCG-30) was added and incubated for over 18 h. The membrane was washed with wash buffer I (2x SSC, 0.1% SDS) for

15 min, 2 times, in a hybridization oven at 50�C, followed by an additional wash with wash buffer II (0.1x SSC, 0.1% SDS) for

15 min at 50�C. The membrane was then washed with 1x maleic acid buffer (100 mM maleic acid, 150 mM NaCl, pH 7.0, adjusted

by NaOH) for 10 min at room temperature and incubated with Blocking Reagent (# 11096176001, Roche) for 30 min. Anti-Digoxige-

nin-AP, Fab fragments (# 11093274910, Roche) was added to Blocking Reagent and membrane was further incubated for 1 h. After
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that, the membrane was washed with wash buffer III (1x maleic acid buffer, 0.3% tween 20) for 10 min, 3 times, and equilibrated

by equilibration buffer (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 9.5). To detect 18S-tag rRNA, the membrane was reacted with CDP-

star (# 11759051001, Roche) for 10 min, and chemiluminescence was detected by ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare). Relative

RNA levels were determined using Multi Gauge v3.0 (Fujifilm, Japan) by comparison to a standard curve using a series of dilutions of

samples from time point 0 h (just after transcription shut off).

Total Protein Sample Preparation for SDS-PAGE and Western Blotting
Trichloroacetic acid (TCA) precipitation

10mL of exponentially grown yeast culture was harvested at OD600 of 0.5�0.8. Cell pellet was allowed to stand on ice, re-suspended

with 500 mL of ice-cold TCA buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mMNH4OAc, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF) and added 500 mL of 0.5 mm

dia. ZIRCONIA/SILICA beads (BioSpec) as well as 500 mL of ice-cold 20% TCA. After thorough vortex for 30 s each, 3 times at 4�C,
supernatant was collected into a new 1.5 mL tube, and beads were further washed with 500 mL of ice-cold TCA buffer followed by

collection of supernatant to the 1.5 mL tube. After centrifugation at 18,000 x g, 4�C for 10 min, supernatant was removed completely

and pellet was dissolved with SDS sample buffer (120mMTris, 3.5%SDS, 14%glycerol, 8 mMEDTA, 120mMDTT and 0.01%BPB;

added 150 mL/10 mL culture at OD600 of 0.6). For SDS-PAGE followed by western blotting except for detection of ubiquitylated

proteins, total protein samples were incubated at 100�C for 10 min followed by centrifugation at 16,000 x g for 10 min, room temper-

ature. For ubiquitylated proteins, total protein samples were incubated at 77�C for 10 min before centrifugation.

Electrophoresis and Western Blotting

Protein samples were separated by SDS-PAGE, and were analyzed by CBB staining or were transferred onto PVDF membrane

(Immobilon-P, Millipore). After blocking with 5% skimmilk in PBST (10mMNa2HPO4/NaH2PO4 pH 7.5, 0.9%NaCl, 0.1% Tween-20),

membrane was incubated with primary antibodies for 1 h at room temperature followed by wash with PBST for 3 times and further

incubation with ECL Anti-mouse or Anti-rabbit IgG, horseradish Peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies purchased

from GE healthcare (# NA931V, # NA934V) for 1 h at room temperature. In the case of HA-tagged protein detection, membrane

was incubated with HRP-conjugated antibodies. After washing with PBST for 3 times, chemiluminescence was detected

by LAS4000 (GE Healthcare). Primary antibodies for western blotting are shown below. Anti-HA-Peroxidase was purchased

from Roche (# 12013819001, RRID: AB 390917). Anti-uL14 (RpL23) was purchased from Abcam Bacterial and Virus Strains

(# ab112587, RRID: AB 10866400). Anti- Ubiquitin antibody was purchased from Santa Cruz Biotechnology (# sc-8017).

Anti-K48 Ubiquitin antibody was purchased from EMD Millipore (# 05-1308). Anti-K63 Ubiquitin antibody was purchased from

Cell Signaling Technology (# 8081).

MS2-tagged RNA affinity purification (MS2-TRAP)
Preparation of FLAG-MS2 lysate

Yeast cells expressing pTEFp-FLAG-MS2 were cultured in 1 L of SC medium containing 2% glucose at 30�C until OD600 reaches

0.7. Cells were harvested by centrifugation and discardingmedium. After grinding the cell pellets in liquid nitrogen with amortar and a

pestle, 3 mL of ice-cold LB300 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM KCl, 12 mM Mg(OAc)2, 0.01% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF,

cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/10 mL)) was added to the cell powder. The

suspension was centrifuged at 10,000 x g, 4�C for 10 min in 50 mL tubes followed by thorough centrifugation of supernatant at

15,000 x g, 4�C for 15 min in 1.5 mL tubes. The supernatant was collected into new 1.5 mL tubes, centrifuged at 15,000 x g, 4�C
for 15 min to obtain clear supernatant as FLAG-MS2 lysate. For each sample, FLAG-MS2 lysate (equivalent to 100 A260 units)

was incubated at 4�C with 50 mL of pre-equilibrated anti-DYKDDDDK tag antibody beads (# 016-22784, Wako) for 1 h (FLAG-

binding). After binding, beads were washed with LB300 for 3 times, LB200 for 1 time, LB150 for 1 time and LB100 for 1 time before

used for the following MS2-rRNA binding step.

Purification of ribosomes expressing 18S-MS2 bs rRNA

During FLAG-binding, pellets of cells expressing pGAL7p-rDNA 18S-MS2 bs WT or A1492C (equivalent to 300 mL of yeast cell

culture) were ground in liquid nitrogen and lysed in 1 mL of ice-cold LB100 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCl, 12 mMMg(OAc)2,

0.01% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/

10 mL)). The rRNA-expressing cell lysates were prepared as described in preparation of FLAG-MS2 lysate. The rRNA-expressing

lysate (equivalent to 75 A260 units) was added to beads after FLAG-binding andwashes and incubated for 1.5 h at 4�C forMS2-rRNA

binding. At the same time, 5 mL of each rRNA-expressing cell lysate was pipetted to a new tube and 45 mL of 1 3 Laemmli Sample

Buffer (2% SDS, 10% glycerol, 50 mM Tris-HCl pH 6.8, 25 mM DTT, 0.1% Bromophenol Blue) was added to prepare input protein

samples. After MS2-rRNA binding, beads were washed with LB100 7 times. FLAG-MS2-rRNA was then eluted from beads by 400 mL

of LB100 containing 250 mg/mL FLAG peptide (GenScript) at 4�C for 1 h. Beads were removed using aMobicol with a filter (MoBiTec),

and the Individual elution fractions were concentrated to 25-35 mL using 100K MWCO centrifugal filter units (Millipore). 43 Laemmli

Sample Buffer (200mMTris-HCl pH 6.8, 8%SDS, 40%glycerol, 100mMDTT, 0.04%BPB) was then added based on the volumes of

the concentrated elution fractions to prepare elution protein samples. Protein samples for observation of ubiquitination were heated

at 77�C, otherwise at 95�C for 10 min, centrifuged at 16,000 x g for 10 min, room temperature, and subjected to 10% SDS-PAGE
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followed by CBB staining or western blotting. PCR primers for site directed mutagenesis for insertion of MS2 bs are 50-CATCAAA
GAGTCCGACTCGAACTTGGGTGATCCTCAAGTTTTCTTGAGTCGACCTGCAGACAAGGGTGATCCTCTTGTTATCAGACATTGATTT

TTTATCTAATAAATAC-30 and 50-AAAAAATCAATGTCTGATAACAAGAGGATCACCCTTGTCTGCAGGTCGACTCAA

GAAAACTTGAGGATCACCCAAGTTCGAGTCGGACTCTTTGATGATTCATAATAAC-30

Sucrose density gradient centrifugation (SDG)

Frozen cell pellets (equivalent to 200 mL of yeast cell culture) were ground in liquid nitrogen using a mortar and a pestle. Cell powder

was suspended in SDG lysis buffer (20 mM HEPES-KOH pH 7.4, 100 mM KOAc, 2 mMMg(OAc)2, 0.1 mg/mL Cycloheximide, 1 mM

DTT, 1 mM PMSF, cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche) (1 tablet/10 mL)). The suspension

was centrifuged for 10 min at 5,600 x g, 4�C. The supernatant was pipetted into a new tube and centrifuged for 15 min at 20,080 x g,

4�C.The supernatant was again pipetted into a new tube and centrifuged at 20,080 x g, 4�C for 15 min. The clean supernatant was

collected as cell lysate. The total quantity of individual cell lysates was layered onto sucrose gradients (10%–50% sucrose in 10 mM

Tris-acetate pH 7.4, 70 mM NH4OAc, and 4 mM Mg(OAc)2) prepared in 25 3 89 mm poly-allomer tubes (Beckman Coulter) with a

Gradient Master (Biocomp Instruments). After centrifugation at 131,000 x g in a SW28 rotor (Beckman Coulter) for 170 min at 4�C,
the gradients were fractionated by fractionator (TOWA lab, Tsukuba), and the polysome profiles were generated by continuous

absorbance measurement at 254 nm using a single path UV-1 optical unit (ATTO Biomini UV-monitor) connected to a chart recorder

(ATTO digital mini-recorder). 226 mL of each fraction was collected and processed for RNA isolation.

RNA isolation followed by SDG

500 mL of 8 MGuanidine-HCl was immediately added to each sucrose fraction on ice. After vortexing for 10 s, 750 mL of 100% EtOH

was added and themixed well by vortexing for another 10 s. Themixtures were then left to stand at�30�C for at least 1 h. Following a

centrifugation for 15min at 20,080 x g, 4�C, the supernatants were discarded and 300 mL of 75%EtOHwas added to each tube. After

centrifuging at 20,080 x g, 4�C for 15 min and removal of supernatants, pellets were suspended in 200 mL of RNA buffer (0.3 M NaCl,

20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA pH 8.0, 1% SDS). 20 mL of 3 M NaOAc and 600 mL of 100% EtOH were subsequently added.

After vortexing for 10 s, the mixtures were allowed to stand still at �30�C for 1 h, and then centrifuged at 20,080 x g, 4�C for 15 min.

The supernatants were discarded and 300 mL of 75% EtOH were added to each tube, followed by a centrifugation at 20,080 x g, 4�C
for 15 min. The supernatants were well removed and pellets were dried using a centrifugal vacuum concentrator. 30 mL of DEPC-

treated water was added to each tube to dissolve the pellets and obtain RNA solutions. 27 mL of RNA sample buffer (60% DMSO,

20% glyoxal, 5 mM NaOAc, 1 mM EDTA, 20 mM MOPS, 5% glycerol, 0.1 mg/mL Bormophenol Blue, 0.1 mg/mL xylene cyanol)

was added to 6 mL of each RNA solution to obtain RNA samples. The RNA samples were subjected to Northern blotting which

was performed the same as that for rRNA stability determination.

Ribosome Immuno-Precipitation

C-terminally 3xHA tagged strains were used for purification. Ribosome was purified from 50ml of yeast cell culture in SC

containing 2% glucose by one-step affinity purification method using uL23-FLAG expressing plasmid, as described previously

(Inada et al., 2002). Ground yeast pellet was re-suspended in ice-cold LB150 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 10 mM

Mg(OAc)2, 0.05% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) containing cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

(#11836170001, Roche)(1 tablet/10 mL), centrifuged at 10,000 x g, 4�C for 10min followed by thorough centrifugation of supernatant

at 20,000 x g, 4�C for 30min to obtain clear lysate. To purify ribosomewith FLAG-tagged ribo-protein, the lysate was incubated at 4�C
with 30 mL of pre-equilibrated anti-DYKDDDDK tag antibody beads (# 016-22784, Wako) for 1 h. After wash steps by batch with

LB150 for 7 times, ribosomes were eluted from beads by incubation with 400 mL of LB150 containing 250 mg/mL FLAG peptide

(GenScript) at 4�C for 1 h. Eluted ribosomes were concentrated by TCA precipitation method and dissolved with SDS sample buffer.

The ubiquitylated ribosomal proteins were detected by PAGE followed by western blotting.

Serial-Affinity Purification by uL23-FLAG containing ribosome and 6HIS-tagged ubiquitin

The ubiquitylated ribosomal proteins were purified by two-step affinity purification method using uL23-FLAG and 6HIS-tagged ubiq-

uitin expressing plasmid. 1L of yeast cells harboring pCUP1p-6HIS-Ubiquitin and puL23-FLAG were cultured in SC containing 2%

glucose. To induce the expression of 6HIS-Ubiquitin, the cells were cultured in the presence of 0.1 mM Cu2+ for 2 h. Ground yeast

pellet was re-suspended in ice-cold LB150 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 10 mMMg(OAc)2, 0.05% NP-40, 2 mM 2-mercap-

toethanol, 1 mM PMSF) containing cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/10 mL),

centrifuged at 10,000 x g, 4�C for 10 min followed by thorough centrifugation of supernatant at 40,000 x g, 4�C for 30 min to obtain

clear lysate. To purify the FLAG-tagged ribosomes, the lysate was incubated at 4�Cwith 200 mL of pre-equilibrated anti-DYKDDDDK

tag antibody beads (# 016-22784,Wako) for 1 h. After wash steps by batch with LB150 for 7 times, ribosomeswere eluted frombeads

by incubation with 600 mL of LB150 containing 250 mg/mL FLAG peptide (GenScript) at 4�C for 1 h. The eluted ribosomes were then

treated with RNase-It (mixture of 5U/ml of RNase T1 and 2mg/ml of RNase A)(#400720-81, Agilent) and incubated at denaturation

condition (50mM Tris-HCl (pH7.5), 300mM NaCl, 10mM Imidazole. 6M Guanidine-HCl, 2 mM 2-mercaptoethanol, 0.01% NP-40).

To purify ribo-protein-bound ubiquitin, the denatured ribosomes were incubated at 4�C with 50 mL of pre-equilibrated Ni-NTA

agarose (# 1018240, QIAGEN) for 12 h. After wash steps by batch withWB1 (50mM Tris-HCl (pH7.5), 300mMNaCl, 10mM Imidazole.

6M Guanidine-HCl, 5mM 2-mercaptoethanol, 0.05% NP-40) for 2 times and WB2 (50mM Tris-HCl (pH7.5), 150mM NaCl, 10mM

MgCl2, 10mM Imidazole. 2mM 2-mercaptoethanol, 0.01% NP-40) for 2 times, ribo-protein-bound ubiquitin was eluted from beads

by incubation with 300 mL of EB150 containing 300mM Imidazole (50mM Tris-HCl (pH7.5), 150mM NaCl, 10mM MgCl2, 300mM

Imidazole. 2mM 2-mercaptoethanol, 0.01% NP-40) at 4�C for 1 h. Eluted ubiquitylated ribo-proteins were concentrated by TCA
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precipitation method and dissolved with SDS sample buffer. The ubiquitylated ribosomal proteins were detected by PAGE followed

by western blotting.

Protein Purification
Ribosome for In Vitro Ubiquitylation Assay

Ribosome was purified from 1 L of yeast cell culture of SC 2% glucose by one-step affinity purification method using uL23-FLAG

expressing plasmid, as described previously (Inada et al., 2002). To detect ubiquitylated ribosomal proteins by PAGE followed by

western blotting after in vitro ubiquitylation reaction, C-terminally 3xHA tagged strains were used for purification. It is notable that,

to be free of ubiquitylated ribosomal proteins in purified ribosome, ribosomewas purified from indicatedmutant background. Ground

yeast pellet was re-suspended in ice-cold LB100 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.01% NP-40, 1 mM DTT,

1mMPMSF) containing cOmpleteMini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/10mL), centrifuged at

10,000 x g, 4�C for 10 min followed by thorough centrifugation of supernatant at 40,000 x g, 4�C for 30 min to obtain clear lysate. To

purify ribosome with FLAG-tagged ribo-protein, lysate was incubated at 4�C with 100 mL of pre-equilibrated anti-DYKDDDDK tag

antibody beads (# 016-22784, Wako) for 1 h. After wash steps by batch with LB100 for 7 times and LB100 w/o detergent for 3 times,

ribosomes were eluted from beads by 150 mL of Elution Buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 10 mMMgCl2, 0.01% NP-40,

1 mM DTT, 1 mM PMSF, 250 mg/mL FLAG peptide (GenScript)) at 4�C for 1 h. Eluted ribosomes were confirmed by PAGE and CBB

stain, and were used for in vitro ubiquitylation assay.

Hel2-FLAG

Hel2-FLAG was purified from 1 L of SC 2% glucose culture of yeast cell harboring pGPDp-HEL2-FLAG-CYC1t. Ground yeast pellet

was re-suspended in ice-cold LB500 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl, 10 mMMgCl2, 0.01% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)

containing cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/10 mL), centrifuged at 10,000 x g,

4�C for 10 min followed by thorough centrifuge of supernatant at 40,000 x g, 4�C for 30 min to obtain clear lysate. To purify Hel2-

FLAG, lysate was incubated at 4�C with 100 mL of pre-equilibrated anti-DYKDDDDK tag antibody beads (# 016-22784, Wako) for

1 h. After wash steps by batch with LB500 for 5 times, LB400 for 1 time, LB300 for 1 time, LB200 for 1 time and LB100 w/o detergent

for 3 times, Hel2-FLAG was eluted from beads by 150 mL of Elution Buffer at 4�C for 1 h.

Recombinant proteins of Ubc4

Recombinant Ubc4was purified as GST-Ubc4 from E. coliRossetta-gami 2 (DE3) (#71351, Novagen) harboring pGEX6P1-Ubc4, and

was eluted as no tagged Ubc4 by PreScission Protease (# 27084301, GE Healthcare).

E.coli cells were grown in 1 L of LB medium supplemented with 50 mg/mL ampicillin and 35 mg/mL chloramphenicol at 37�C to

OD600 = 0.3, cooled to 16�C, and induce with 0.1 mM isopropyl thio-b-galactopyranoside (IPTG) for 16 h before harvested.

E. coli cells were lysed by ultrasonic wave with 10 mL of ice-cold PBS(-) KCl(-) (137 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4,

1 mM DTT, 0.5 mM PMSF) containing cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/

10 mL). The lysate was centrifuged at 10,000 x g, 4�C for 10 min followed by thorough centrifuge of supernatant at 35,000 x g,

4�C for 1 h to obtain clear lysate. The clear lysate was incubated with 1 mL of Glutathione Sepharose 4B (# 17-1756-05, GE

Healthcare) pre-equilibrated with PBS(-) KCl(-), followed by wash with PBS(-) KCl(-) for 5 times. Ubc4 moiety was eluted from beads

using 1 mL of elution buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) with 80 mL of PreScission protease

(# 27084301, GE Healthcare) at 4�C for 16 hr. Finally, 50% glycerol was added to the eluate.

Recombinant proteins of Mag2, Rsp5

Recombinant Mag2 and Rsp5 were purified as GST-tagged forms from E. coli Rossetta-gami 2 (DE3) as described above section.

E.coli cells were grown in 200 mL of LBmedium supplemented with 50 mg/mL ampicillin and 24 mg/mL chloramphenicol at 37�C to

OD600 = 0.5, cooled to 20�C, and induce with 0.2 mM IPTG for 16 h at 20�C before harvested. Particularly, E. coli cells were ground

by amortar and a pestle in liquid nitrogen and resulting powder was collected in a 50mL tube. The powder was re-suspended by ice-

cold LGB100 (50mMTris-HCl pH 7.5, 100mMNaCl, 10%glycerol, 0.2%Triton X-100, 1mMDTT, 1mMPMSF) containing cOmplete

Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche)(1 tablet/10 mL), added 10 mL of DNase1 and centrifuged at

10,000 x g, 4�C for 10 min followed by thorough centrifuge of supernatant at 40,000 x g, 4�C for 30 min to obtain clear lysate. Lysate

of E. coli cells was incubated with 200 mL of Glutathione Sepharose 4B (# 17-1756-05, GE Healthcare) pre-equilibrated with LGB100,

followed bywashwith LGB100 for 5 times and LGB100w/o detergent for 3 times. Ubc4moiety was eluted frombeads using 200 mL of

protease buffer (8 mL of PreScission protease (# 27084301, GE Healthcare) in LGB100 w/o detergent) at 4�C for 16 h.

In vitro Ubiquitylation Assay

In vitro ubiquitylation assays of ribosome were performed in Figures 2F, 3C, 3D, 4D–4H, S2D, and S4A. Ubiquitylation reactions in

reaction buffer (50mMTris-HCl pH 7.5, 100mMNaCl, 10mMMgCl2, 1mMDTT) contained 50 mMHis-ubiquitin (as described below),

100 nMUBE1 (# B1100, UBPBio), 300 nMUbc4, 150 nMMag2, 150 nMHel2-FLAG and/or 150 nMRsp5 (See Figure S2), 2 A260 units

of ribosome and energy regenerating source (1 mM ATP, 10 mM creatine phosphate (# 030-04584, Wako) and 20 mg/mL creatine

kinase (# 10127566001, Roche)). Initially, reaction was mixed at room temperature without E3 ligase and ribosome. Then, ribosome

and E3was added and incubated at 25�C for 3 h. To stop ubiquitylation reaction, 4x Laemmli sample buffer was added to the reaction

tube. Samples were incubated at 77�C for 10 min to proceed to SDS-PAGE followed by western blotting. The following ubiquitin mu-

tants were purchased from UBPBio: WT (#E1300), K6R (#E1720), K11R (#E1730), K27R (#E1740), K29R (#E1750), K33R (#E1760),

K48R (#E1770), K63R (#E1780), K0 (#E1710) and K63(1) (#E1880).
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

For half-life determination in Figures 1B, 2A, 2D, 4A, 4I, 5A, 6A, 6E, and 7B, the intensity of each 18S rRNA-derived band in Northern

blotting was quantified using Multi Gauge (v3.0, Fujifilm) to determine the 18S rRNA level at each time point. The average half-lives

and SD were calculated in Microsoft Excel based on the results of three independent experiments. A representative result of 18S

rRNA levels was also shown. For data of sucrose density gradient centrifugation in Figures 5B–5D, 6D, 7C, and S5B, the intensity

of each 18S rRNA-derived band in Northern blotting was quantified using Multi Gauge (v3.0, Fujifilm) to determinate the 18S

rRNA level in each sucrose fraction. The percentage of 18S: A1492C rRNA level in each gradient fraction among the total 18S:

A1492C rRNA level was calculated in Microsoft Excel. Each experiment was repeated at least twice, and a representative result

was shown.
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INTRODUCTION: The tightly controlled process
of gene expression requires messenger RNAs
(mRNAs), which represent DNA-derived blue-
prints for polypeptides, to be translated by the
protein-producing machinery of the cell, the
ribosomes. Therefore, protein levels depend
largely on cellular mRNA levels, and the con-
trol of mRNA decay is one of the most critical
processes for setting the overall level of gene
expression. Half-lives of mRNAs vary greatly
between different transcripts, and regulation of
the mRNA decay rate is intimately connected
to the elongation phase of mRNA translation.
To that end, codon optimality has been estab-
lished as a key parameter for determining
mRNA half-life in multiple eukaryotic orga-
nisms. It has also been established that the
timely decay of short-lived mRNAs enriched
with nonoptimal codons requires the Ccr4-Not
complex. Ccr4-Not is an essential protein com-
plex, with its best understood role in mRNA
degradation, where it serves as themajor cyto-
plasmic 3′-poly(A)-tail deadenylase that initiates
decay of most mRNAs. By deadenylation and
subsequent activation of the mRNA decap-
pingmachinery, theCcr4-Not complex renders

mRNAs accessible to themajor degrading exo-
nucleases, such as Xrn1 on the 5′ end and the
exosome on the 3′ end. The molecular mech-
anism underlying codon optimality monitor-
ing and coordination with mRNA decay by
the Ccr4-Not complex has remained elusive.

RATIONALE: Because nonoptimal codons affect
decoding kinetics of the ribosome and mRNA
degradation occurs largely cotranslationally,
it is highly plausible that codon optimality is
directly monitored on the ribosome. In addi-
tion, a direct physical link between the par-
ticipating Ccr4-Not complex and the ribosome
has been suggested previously, and the Not4
subunit of the complex, an E3 ligase, ubiq-
uitinates the eS7 protein of the 40S ribosomal
subunit in yeast. Therefore, we set out to gain
insights into the connection between the Ccr4-
Not complex and the translationmachinery in
the context of mRNA homeostasis by combin-
ing cryo–electron microscopy (cryo-EM), ribo-
some profiling, and biochemical analysis.

RESULTS:We used affinity-purified native Ccr4-
Not–ribosome complexes from Saccharomyces

cerevisiae for analysis by cryo-EM and found
that recruitment of Ccr4-Not to the ribosome
occurs via the Not5 subunit. The N terminus of
Not5—in particular, a three a-helix bundle—
interacted specifically with the ribosomal
E-site, and deletion of the Not5 N-terminus
resulted in the loss of stable ribosome asso-

ciation of the Ccr4-Not
complex. However, ubiq-
uitination of the small ri-
bosomal subunit protein
eS7 through the Not4 sub-
unit still occurred. The
Not5 interaction involved

the ribosomal protein eS25 of the small sub-
unit, in addition to transfer RNA (tRNA) and
ribosomal RNAs (rRNAs). We found that Ccr4-
Not interacts with both initiating and elongat-
ing ribosomes. In either case, Not5 engaged
the E-site only when the ribosome adopted a
distinct conformation lacking accommodated
tRNA in the A-site, indicative of impaired de-
coding kinetics. Ribosome profiling revealed
that low-optimality codons were enriched in
the A-site in the Ccr4-Not–bound elongating
ribosomes. This observation explained the low
A-site tRNA occupancy observed with cryo-EM
and suggested a link to codon optimality mon-
itoring. Consistently, using mRNA stability
assays, we found that loss of Not5 resulted
in the inability of the mRNA degradation
machinery to sense codon optimality. The ob-
served dysregulation of mRNA half-life was
detected upon Not5 deletion, Not5 N-terminal
deletion, eS25 deletion, and loss of eS7 ubiq-
uitination by Not4, which apparently serves as
an upstream prerequisite for further Ccr4-Not
activity on the ribosome. In addition, mRNA
decapping was found to be impaired in these
mutants, which confirmed that, in this path-
way, Ccr4-Not triggers decapping downstream
of optimality monitoring.

CONCLUSION: Our analysis elucidates a di-
rect physical link between the mRNA decay–
mediating Ccr4-Not complex and the ribosome.
Dependent on preceding ubiquitination of eS7
by the Not4 subunit, the Ccr4-Not complex
binds (via the Not5 subunit) specifically to the
ribosomal E-site when the A-site lacks tRNA
because of slowdecoding kinetics. This state of
the ribosome occurs in the presence of non-
optimal codons in the A-site, which explains
the shorter half-lives of transcripts enriched in
nonoptimal codons. Thus, our findings pro-
vide mechanistic insights into the coordina-
tion of translation efficiency with mRNA
stability through the Ccr4-Not complex.▪
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Non-optimal decoding mRNA degradation
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Ccr4-Not couples translation efficiency to mRNA degradation. When ribosomes encounter nonoptimal
codons, low decoding efficiency leads to an increased likelihood of dissociation of the E-site tRNA before
the cognate tRNA is accommodated in the A-site. As a result, the ribosomal E-site adopts a specific
conformation, which is recognized by the Ccr4-Not complex through the N-terminus of its Not5 subunit,
eventually triggering mRNA degradation by Xrn1.
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Control of messenger RNA (mRNA) decay rate is intimately connected to translation elongation,
but the spatial coordination of these events is poorly understood. The Ccr4-Not complex initiates mRNA
decay through deadenylation and activation of decapping. We used a combination of cryo–electron
microscopy, ribosome profiling, and mRNA stability assays to examine the recruitment of Ccr4-Not
to the ribosome via specific interaction of the Not5 subunit with the ribosomal E-site in Saccharomyces
cerevisiae. This interaction occurred when the ribosome lacked accommodated A-site transfer RNA,
indicative of low codon optimality. Loss of the interaction resulted in the inability of the mRNA
degradation machinery to sense codon optimality. Our findings elucidate a physical link between the
Ccr4-Not complex and the ribosome and provide mechanistic insight into the coupling of decoding
efficiency with mRNA stability.

T
he Ccr4-Not (carbon catabolite repressor
4–negative on TATA) complex is an es-
sential and conserved protein complex
comprising at least six core subunits
arranged in a modular architecture. Al-

though Ccr4-Not has roles in many aspects
of regulating gene expression (e.g., chromatin
remodeling, transcription, mRNA export, and
RNA interference), its most defined and best
understood role is in mRNA degradation,
serving as themajor cytoplasmic deadenylase
other than Pan2-Pan3 (1, 2). Two subunits of
Ccr4-Not (Caf1 and Ccr4) are poly(A)-specific
nucleases that initiate decay of most mRNAs.
Their activity in shortening the 3′-poly(A)
tail is typically followed by removal of the
7-methylguanylate cap at the 5′ end by theDcp2-
Dcp1 holoenzyme and then subsequent 5′-to-3′
degradation by Xrn1 (3). For most transcripts,
decapping is strictly dependent on prior de-
adenylation. However, little is known about
the spatial organization that allows the coor-
dination of deadenylation with decapping by
Ccr4-Not.
The control of mRNA decay is one of the

most critical processes for setting the overall
level of gene expression. Half-lives of mRNAs
vary greatly between transcripts, and codon
optimality has been established as a major
parameter for determining mRNA half-life

in eukaryotes (4–6). The timely decay of short-
livedmRNAs enrichedwithnonoptimal codons
involves the Ccr4-Not complex (7) and the acti-
vator of decapping Dhh1 (8), but the molecular
principles underlying codon optimality reading
have remained enigmatic. Because nonoptimal
codons affect decoding kinetics and mRNA
degradation occurs cotranslationally (9), it can
be reasoned that codon optimality is directly
monitored on the ribosome. A physical link of
the Ccr4-Not complex to the ribosome has
been suggested previously (10, 11). The Not4
subunit of the complex, an E3 ligase, ubiq-
uitinates proteins of the 40S ribosomal sub-
unit (12, 13), and the Not5 subunit appears to
be important for mRNA translatability and
polyribosome levels in yeast (14). In this study,
we set out to gain mechanistic insights into
the connection between Ccr4-Not and the
translationmachinery in the context ofmRNA
homeostasis.

The Not5 subunit anchors Ccr4-Not
to the ribosome

To look for a physical link between the ribo-
some and Ccr4-Not, we copurified endogenous
ribosome-bound Ccr4-Not complexes from
Saccharomyces cerevisiae, using tagged Not4
as bait.We performed sucrose density gradient
centrifugation and isolated amonosome 80S
and a polysome fraction, both stabilized by the
antibiotic tigecycline to prevent ribosomal
runoff. Single-particle cryo–electron micros-
copy (cryo-EM) analysis (table S1) of the mono-
some fraction resulted in a structure of an 80S
ribosome with a vacant A-site; a transfer RNA
(tRNA) in the P-site; and additional, mostly
a-helical, density in the E-site (Fig. 1A). The

overall resolution of 2.8 Å (fig. S1, A to C)
allowed us to identify the extra density as the
N-terminal domain (NTD) of Not5 (residues 2
to 113). Not5 is a highly conserved component
of Ccr4-Not (CNOT3 in humans) with known
roles in controllingmRNA stability (15, 16).We
were able to build an atomic model of the
previously structurally uncharacterized Not5-
NTD (Fig. 1B and fig. S1D). The remaining part
of Not5 and also the entire Ccr4-Not complex
were apparently flexibly linked to the NTD
and therefore not resolved, with the excep-
tion of a small helical bundle extending from
the NTD near the 40S head, which we could
visualize but not model in a chemically cross-
linked cryo-EM sample (fig. S1, E and F).
Nevertheless, the presence of the entire Ccr4-
Not complex in the cryo-EM sample was con-
firmedbySDS–polyacrylamidegel electrophoresis
(SDS-PAGE) andmass spectrometry (Fig. 1C).
The NTD of Not5 was composed of a three–a-
helix bundle and a short linker, followed by
a b turn directly leading into a short fourth a
helix (Fig. 1, D and E). The three-helix bundle
established a stable hydrophobic core, and the
entire NTD bound to the ribosome in the E-site
by precisely spanning the distance between
the 60S and the 40S ribosomal subunits. The
domain directly interacted with the P-site
tRNA, the 25S ribosomal RNA (rRNA), 18S
rRNA, and the N-terminal tail of the ribo-
somal protein eS25, suggesting that binding
requires a fully assembled 80S ribosome with
tRNA in the P-site (Fig. 1, E toG). To rule out the
possibility of an artifact induced by tigecycline,
we repeated the structure determination in ab-
sence of antibiotics and confirmed the presence
of the NTD in the same position and confor-
mation (fig. S1, G to I). Moreover, the same
overall architecture was also observed for the
complexes after chemical cross-linking or when
isolated from the polysome fraction (see below).
To test whether the NTD is required for ribo-
some association of the Ccr4-Not complex
in vivo, we generated a yeast strain carrying
a Not5 construct lacking the NTD. Analysis
of this mutant strain using sucrose density
gradient centrifugation revealed that associa-
tion of the Ccr4-Not complex with ribosomes
was decreased, as evident from the signal for
the Not5 subunit (Fig. 1H and fig. S2, A and
B). Most of the mutant complex was observed
in the top fraction of the gradient, with low
signal remaining throughout the gradient.
Thus, the NTD of Not5 makes a key contribu-
tion to the association of the Ccr4-Not complex
with the ribosome. The remaining association
with the translation machinery is likely to re-
flect a second binding mode of Ccr4-Not that
could involve the interaction of the Not4 sub-
unit with ribosomal proteins for ubiquityla-
tion. Consistent with this idea, ubiquitination
of eS7 still occurred in the Not5-DNTD strain
(Fig. 1I and fig. S2, A and B).
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Not5 targets initiating and elongating ribosomes
We initially used the native Ccr4-Not:80S
complexes from the monosome fraction of
the sucrose gradient and expected to find a
mixture of different mRNAs and tRNAs. To
our surprise, the codon present within the
P-site was well resolved and identified as
AUG (Fig. 2A). Moreover, the tRNA could be
unambiguously identified as the initiator
tRNAi

Met, not the elongator tRNAMet (Fig. 2B
and fig. S2C). These data suggest an association
of the Ccr4-Not complex with late-initiation
complexes. To confirm this, we probed by
Northern blotting for individual tRNAs in 80S
fractions before and after Not4 pull-down assay
and in the presence or absence of tigecycline
or cycloheximide (CHX) (Fig. 2C). As expected,
we observed a strong enrichment of tRNAi

Met

and not tRNAAla (as control) in the ribosomal
samples upon pull-down assay independent
of tigecycline, whereas copurifications in
presence of CHX yielded significantly fewer
ribosomes. A structural feature of tRNAi

Met

that is also shared by other tRNAs is a short
D-loop (17) (fig. S2D), which in our structure
directly interacted with the three-helix bundle

of Not5 (Fig. 2, B and D). This may suggest
some degree of specificity of Not5 conferred
by proximity and probing of the tRNA D-loop.
Finally, interaction with late-initiation com-
plexes was also consistent with the results of
selective ribosome profiling after coimmuno-
precipitation using Not4 as bait (Not4-IP) or
the ribosomal protein uL30 as control (Fig.
2E): We observed a broad association of Not4
over the entire open reading frame (ORF), yet
with a twofold enrichment of ribosomes on
the initiation codon compared with the con-
trol (Fig. 2F).
We next asked whether the Ccr4-Not com-

plex also binds to elongating ribosomes and
determined cryo-EM structures from heavy
fractions of a sucrose gradient (between three
and six ribosomes). We also observed a popu-
lation of ribosomes with Not5 bound in the
E-site, tRNA present in the P-site, and a vacant
A-site. This structure resembled our observa-
tions with Not5 bound to the late-initiation
complex (Fig. 2, G and H). However, the local
resolution of the tRNA was not high enough
to identify the tRNA unambiguously, suggest-
ing the presence of a mix of different tRNAs

species. In contrast to the initiation structure,
there was clear density for a nascent chain ex-
tending from the peptidyl transferase center
into the ribosomal exit tunnel, confirming the
elongating state of the ribosomes (Fig. 2, I and
J). Thus, Not5 links the Ccr4-Not complex to
both late-initiating and elongating ribosomes
within the ORF.

Molecular interactions of the Not5-NTD

One interaction of the NTDwith the ribosome
is established through the P-site tRNA. It in-
volves multiple hydrogen bonds between the
backbone of the tRNA D-loop and helix a2 of
Not5 (Fig. 3A and fig. S3A), whereas the back-
bone of theD-armhydrogen bondswith helices
a2 and a3 ofNot5 (Fig. 3, B andC, and fig. S3B).
Another interaction involves residues K103
to L110 of Not5, which we termed the tRNA
clamp-motif (tCM) (Fig. 3D and fig. S3, C to
E) because it locks the phosphate backbone of
the tRNA anticodon stem loop. This interac-
tion is further stabilized by the N-terminal tail
of the ribosomal protein eS25 (Fig. 3, D and E).
This tail of eS25 is usually flexible; however, in
the presence of Not5 it is stabilized and can be
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Fig. 1. The N terminus of Not5 binds to the ribosomal E-site. (A) Cryo-EM
density map and (B) atomic model of the Not5-80S complex. (C) SDS-PAGE
analysis and mass spectrometry of the cryo-EM sample (asterisk: TEV-protease).
(D) Overview of Not5-NTD, interacting ribosomal features, and tRNAi

Met

(tCM: tRNA clamp-motif). Residues that establish the hydrophobic core of
the three-helix bundle are shown as sticks. (E) Topology of the Not5-NTD. Key
residues are highlighted (pink: hydrophobic core, green: interaction with tRNA,
blue: interaction with eS25, beige: interaction with 18S rRNA, gray: interaction
with 25S rRNA). Single-letter abbreviations for the amino acid residues
are as follows: A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I, Ile;

K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val;
W, Trp; and Y, Tyr. (F) Atomic model of the 40S subunit, P-site tRNA, and
Not5-NTD, as seen from the ribosomal intersubunit space. Locations of head
(h), beak (bk), platform (pf), shoulder (sh), left foot (lf), and right foot (rf) of
the 40S subunit are indicated. (G) Atomic model of the 60S subunit, P-site
tRNA, and Not52-113, as seen from the ribosomal intersubunit space. Locations
of the central protuberance (cp) and other characteristic features are
indicated. (H) Density gradient profiles of Not5-HA and Not5-DNTD-HA strains
and corresponding Western blot. (I) Western blot of eS7-HA in the fractions
of the sucrose density gradients from (H).
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observed extending from the globular part of
eS25 at the head of the small ribosomal sub-
unit to the ribosomal P-site (Figs. 1F and 3C).
There, residues K25 and K29 of eS25 form hy-
drogen bondswith the carbonyl groups of F105
and A109 of Not5, respectively. Thereby, eS25
holds the tCM of Not5 in place, and together
the tCM, eS25, and 18S rRNA form a groove
that accommodates the tRNA backbone (Fig.
3E). W27 of eS25 pins the flexible N-terminal
tail to this location through a stacking inter-
action with G1575 of the 18S rRNA between
rRNA helices h29 and h42. G1575 also stabi-
lizes the b turn of Not5 through a stacking
interaction between the ribose and F105 of
Not5 (Fig. 3D). Residues K25, W27, and K29 of
eS25 belong to the highly conserved KKKWSK
motif, and a human K33E mutation (corre-
sponding to yeast K25E) has been found in
thyroid carcinoma cells (18). The central resi-
due F105 of Not5 is coordinated simulta-
neously by 18S rRNA through the side chain, by
eS25 through the carbonyl oxygen, and by the
tRNA through the backbone nitrogen. Fur-
thermore, interactions of the Not5-NTD with
the 18S rRNA involve rRNA helices h23 and
h24 (Fig. 3F and fig. S3F). Interaction with the
25S rRNA involves helix a2 of Not5 and the
extension of rRNA helix H69 (Fig. 3G and fig.
S3G) aswell as helix a1 ofNot5 and rRNAhelix

H74 (Fig. 3H and fig. S3H). The human homo-
log of Not5, CNOT3, contains a highly con-
served NTD (fig. S3I), suggesting a conserved
function of CNOT3 as an anchor to the human
ribosome. Multiple cancer mutations cluster
in the NTD of CNOT3 (18), with one of the
most frequent mutations being R57W/E (K58
in yeast) (19). K58 directly interacts with the
phosphate backbone of 25S rRNA in our struc-
ture (Fig. 3G), and analogous interaction can
be predicted for R57 of the human homo-
log. Mutation of K58 (or R57 in human) to
tryptophan or glutamate would not allow
hydrogen bond formation and would there-
fore destabilize the interaction. Thus, the
Not5-NTD engages in a highly specific and
complex binding mode in the ribosomal E-site
involving 40S and 60S ribosomal rRNA aswell
as eS25 and a P-site tRNAwith a small D-loop.

A-site occupation determines E-site
preference for either Not5 or eIF5A

We observed Not5 binding to ribosomes in the
posttranslocation state, in which ribosomes
usually carry a deacylated tRNA in the E-site
and a peptidyl-tRNA in the P-site but no A-site
tRNA (–/PP/EE). Not5 can apparently bind
to this posttranslocation-state conformation
as soon as also the E-site is vacant (–/PP/–)
(Fig. 4A). In this state, the small ribosomal

subunit is rotated toward the E-site and the
L1-stalk cannot adopt the far inside confor-
mation, which is necessary to accommodate
eIF5A because of a potential clashwith the 40S
subunit (fig. S3J). By contrast, upon accom-
modation of the A-site tRNA (AA/PP/–) (fig.
S3, K to N), the 40S ribosomal subunit under-
goes a conformational change in the opposite
direction, known as subunit rolling (20) (Fig. 4,
B and C). Together, these movements result in
characteristic remodeling of the E-site. In the
presence of CHX, we observed enrichment of
the (AA/PP/–) state and found eIF5A bound
to the E-site, as previously described (21).
Not5 and eIF5A binding to a vacant E-site

appear to bemutually exclusive, not only because
of a direct steric clash between the two factors,
but also as a result of different conformational
requirements for E-site binding. Comparison
of the Not5-bound (–/PP/–) ribosome with the
eIF5A-bound (AA/PP/–) ribosome shows that,
upon A-site accommodation, the anticodon
stem loop of the P-site tRNAhasmoved toward
the E-site. This involves nucleotides 41 to 43,
which are clamped by the tCM of Not5, and
this subtle movement of the tRNA backbone
(~1.6 Å) would cause clashes with the tCM
upon A-site accommodation (Fig. 4, D and E).
This explains how Not5 can probe the shape
of the E-site and stably and specifically bind
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Fig. 2. Not5 interacts with initiating and elongating ribosomes. (A) Cryo-EM
density and atomic model of the codon-anticodon interaction. (B) Cryo-EM density
and atomic model of tRNAi

Met. The position of Not5-NTD is outlined in pink. AC,
anticodon. (C) Northern blot against tRNAi

Met (top) and tRNAAla (bottom). The same
amount of ribosomes was loaded before (80S) and after (Pull) affinity purification.
The samples were prepared without antibiotics (noAB), in the presence of tigecycline

(TIG), or in the presence of cycloheximide (CHX). (D) D-loop recognition through Not5.
(E and F) Selective ribosome profiling of Ccr4-Not associated ribosomes (Not4 IP)
and total ribosomes (uL30 IP). (G and H) Cryo-EM densities of the Not5 binding
site in the initiator and elongating ribosome (low-pass filtered to 5 Å). (I) Peptidyl
transferase center (PTC) of the Not5-80S complex with ester bonded methionine
(blue). (J) PTC of the elongating Not5-bound ribosome (nascent chain: blue).
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to the E-site in the absence of an accommo-
dated A-site tRNA. In agreement with this
observation, we found ribosomes simulta-
neously interacting with A-site tRNA and
Not5-NTD only when in a nonrolled and non-
accommodated conformation, resembling a
tRNA sampling situation (fig. S4C). Also, we
generally observed only small populations of
Ccr4-Not:80S complexes in the presence of
CHX, which stabilizes the unfavored, A-site
tRNA-accommodated pretranslocation state.
Preferential association of Ccr4-Not to ribo-

someswith emptyA-siteswas further confirmed
by ribosome profiling, which has previously
been shown to yield shorter (~21-nucleotide
oligomer) fragments from ribosomes with an
empty A-site (22). Using Not4 as bait for selec-
tive profiling, we indeed observed enrichment
of these short mRNA fragments (Fig. 4F).
Despite slight variations of the exact fragment
length distribution in different experiments,
the effect of enrichment of short reads in Ccr4-
Not–bound ribosomes was consistent (fig.
S3O). The allosteric coupling between the A-
and E-sites of the 80S ribosomewas illustrated
by quantified trajectories of ribosomal pro-
teins (Ca atoms) and RNA (P atoms) that de-
scribe a transition between the Not5-bound
posttranslocation state and the A-site tRNA
accommodated pretranslocation state (Fig. 4G).

Thus, the NTD of Not5 can probe the ribo-
somal E-site in a highly selectiveway, resulting
in the Ccr4-Not complexmost efficiently inter-
acting with ribosomes with a vacant A-site, as
schematically summarized in Fig. 4H. Conse-
quently, the Ccr4-Not complex and eIF5a may
facilitate a differential readout of the transla-
tional state of the ribosome via E-site probing:
The Ccr4-Not complex would be recruited with
preference to ribosomes displaying low decod-
ing efficiency and thereby would increase the
likelihood of mRNA deadenylation, decap-
ping, and degradation (23). By contrast, the
competing eIF5A would preferentially inter-
act with ribosomes that remain longer in the
pretranslocation state because of slowpeptidyl
transferase kinetics, thereby allowing for stabi-
lization of a productive peptidyl transferase
center geometry and effectively counteracting
Ccr4-Not recruitment.

Not5 senses codon optimality for mRNA decay
dependent on Not4

Codon optimality is a major determinant of
mRNA degradation, with the proportion of
nonoptimal codons within the transcript de-
termining its half-life (4). In essence, a non-
optimal codon is one whose functional tRNA
concentration is low, resulting in prolonged
vacancy of the ribosomal A-site. Because evic-

tion of the E-site tRNA does not require A-site
accommodation (24), prolonged vacancy of the
A-site results in an increased probability of a
ribosome adopting the (–/PP/–) state, which
can be recognized by Not5. Thus, a ribosome
with an empty E-site in the posttranslocation-
state conformation could be specifically sensed
by Not5 as a proxy for the presence of a non-
optimal codon in theA-site. To test thishypothesis,
we performed selective ribosome profiling upon
coimmunoprecipitation of Ccr4-Not:ribosome
complexes, again usingNot4 as bait.We aimed
at reducing the background of ribosomes,
which are copurified merely because of asso-
ciation with a Not4-bound ribosome within
the same polysome. To that end, we included
an incubation step during the Not4-IP, result-
ing in polysome dissociation [most likely
through endogenous ribonucleases (RNases)]
after adding tigecycline to prevent runoff (fig.
S5, A to D). The data revealed a significant
inverse correlation between enrichment of
messages upon Not4-IP and their associated
codon stabilization coefficient (CSC) or degree
of codon optimality, respectively (Fig. 5A). An
even stronger correlation was observed at the
codon level: Enrichment of specific codons at
the A-site position upon Not4-IP was inversely
correlated with CSC and tRNA adaptation
index (tAI) (Fig. 5B). Listing the A-site codons
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Fig. 3. Not5-80S complex interface. (A) Interactions of the Not5-NTD with the
D-loop of tRNAi

Met. Hydrogen bonds and ion bridges are shown as black dashed lines.
(B) Interactions of Not5 with the D-stem of tRNAi

Met. (C) Overview of the interaction
sites of the Not5-NTD and the initiator-80S ribosome. (D) Interactions between
the tCM of Not5, tRNAi

Met, eS25, and 18S rRNA. Hydrogen bonds and ion
bridges are shown as black dashed lines. Hydrophobic interactions are

shown as gray dotted lines. (E) Surface representation of the interface
shown in (D) and atomic model of the anticodon stem loop of tRNAi

Met.
(F) Interactions of Not5-NTD with 18S rRNA. (G and H) Interactions of Not5
with 25S rRNA. (I) Schematic summary of the binding interface of the
tCM of Not5 with the initiator 80S (solid arrows: polar interactions; dashed
arrows: hydrophobic interactions).
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according to their enrichment through Not4-IP
resulted in an almost perfect separation into
optimal and nonoptimal codons (Fig. 5C and
fig. S5E). Thus, the presence of Ccr4-Not on the
ribosome correlates strongly with low codon
optimality of the associated mRNAs and in
particular with the presence of nonoptimal co-
dons in the ribosomal A-site. This strongly sup-
ports our hypothesis that the Ccr4-Not complex
is recruited by ribosomes during slowed de-
coding of nonoptimal codons in the A-site.
We next tested whether the Not5 subunit

of the Ccr4-Not complex affects optimality-
dependent mRNA degradation and evaluated
the decay rates of reporters previously devel-
oped tomonitor effects of codon optimality on
mRNA half-life. Loss of Not5 indeed stabilized
nonoptimal mRNAs and, to a lesser extent,
also destabilized optimalmRNAs, whereas the
semi-optimal mRNAs were stabilized (Fig. 5D
and fig. S5F). Thus, loss of the entire Not5
largely disables a cell’s ability to degrade
mRNAs according to codon usage. Because our

structures suggest a central role for the NTD
of Not5, we tested whether codon optimality–
dependentmRNA degradation could bemain-
tained in the absence of this domain. We
performed mRNA half-life measurements in
Not5 deletion cells that expressed nothing,
full-lengthNot5, orNot5 lacking theNTD from
plasmids. The N-terminally truncated Not5
failed to rescue the deletion phenotype of
global dysregulation of mRNA decay, in con-
trast to full-length Not5 (Fig. 5E and fig. S6A).
Moreover, deletion of eS25, the central ribo-
somal interaction partner of Not5, also stabi-
lized nonoptimal mRNAs (fig. S5G). Thus, the
interaction of the Not5-NTD with the ribo-
somal E-site is required for communicating
codon optimality to the mRNA degradation
machinery. Consistent results have also been
reported for the mammalian system, in which
deletion of the NTD of CNOT3 led to a stabi-
lizing effect for several mRNAs (25).
In addition to the interaction of Not5-NTD

with the E-site, the Ccr4-Not complex estab-

lishes a second interaction with the ribosome,
which is mediated through the Not4 E3 ligase
by ubiquitination of the small subunit protein
eS7. As presented earlier (Fig. 1I), the activity
of the Not5-NTD is not required for efficient
eS7 ubiquitination. However, we wondered
whether eS7 ubiquitination byNot4 affects the
function of Not5 in sensing codon optimality.
Deletion of Not4 strongly stabilized nonop-
timal and semi-optimal reporters, similar to
the deletion of the Not5-NTD (Fig. 5E and
fig. S6B). This effect could be clearly ascribed
to a loss of eS7 ubiquitination, because mu-
tation of the four lysine residues targeted by
Not4 (eS7-4KR) resulted in the same pheno-
type, with respect to codon optimality, as that
produced by Not4 deletion. The phenotypes of
neither the Not4 deletion nor the eS7a-4KR
mutation were additive with the Not5-NTD
deletion (Fig. 5E and fig. S6, B and C). Thus,
eS7-ubiquitination by Not4 is part of the same
pathway as Not5 but occurs upstream of E-site
probing. Consistent with this finding, Not5
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Fig. 4. eIF5A and Not5 compete for the E-site in an A-site–dependent
manner. (A) Density (top) and model (bottom) of the Not5-bound 40S subunit of
the (–/PP/–) 80S ribosome (only 18S rRNA model shown). (B) Density (top)
and model (bottom) of the eIF5A-bound 40S subunit of the (AA/PP/–) 80S
ribosome (only 18S rRNA model shown). (C) Superposition of the densities
(top) and the models (bottom) from (A) and (B). Subunit rolling is indicated.
Structures in (A) to (C) were aligned with respect to the 60S subunits. (D) The
tCM of Not5 is contacted by the anticodon stem of the P-site tRNA in the

(–/PP/–) situation (also see Fig. 3D). (E) Conformational changes of the P-site
tRNA upon A-site accommodation would cause clashes (red crosses). (F) Length
distribution of mRNA fragments during selective ribosome profiling using Not4
and uL30 as baits. (G) Illustration of A-site–E-site coupling. Arrows represent
quantified trajectories of Ca atoms (protein) and P atoms (RNA) during transition
from (–/PP/–) to (AA/PP/–) conformations. Ribosomal A- and E-sites are
schematically indicated with gray ellipsoids. (H) Schematic summary of subunit
rolling and the competition between eIF5A and Not5.
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binding to ribosomeswas dependent on prior
eS7 ubiquitination, because deletion of Not4 or
eS7a-4KRmutation substantially reduced Not5
association with (poly)-ribosomes (fig. S5H).
The codon optimality–dependent mRNA

degradation pathway has previously been
demonstrated to strictly depend on Dhh1 (8),
which activates mRNA decapping downstream
of Ccr4-Not action (7). We determined whether
the Not5:E-site interaction or eS7 ubiquitina-
tion also affects the presence of Dhh1 on the
translation machinery. Either deletion of the

Not5-NTD or disabling of eS7 ubiquitination
was indeed sufficient to prevent Dhh1 associ-
ation with ribosomes (fig. S5, H and I) and
also to cause a decapping defect (fig. S7). This
observation confirmed the previously deter-
mined sequence of events during codon
optimality–dependent mRNA decay (7).
Stabilization of mRNA can also be triggered

by CHX treatment, which was ascribed to a
steric protection of the mRNAs through accu-
mulation of stalled ribosomes (26). Accord-
ing to our results, CHX should indeed have

a stabilizing effect on mRNAs, but rather
through a mechanism of stalling ribosomes
with an altered E-site conformation that dis-
favors Not5 binding, effectively impairing
codon optimality sensing. To test this, we
employed increasing concentrations of CHX
and analyzed polysome association of Not5, as
well as the half-life of a nonoptimal mRNA
reporter in vivo. In agreementwith our hypoth-
esis, treatment of cells with CHX resulted in a
dose-dependent depletion of Ccr4-Not from
ribosomes (fig. S5J) and in a dose-dependent
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Fig. 5. Not5-NTD and eS7 ubiquitination by Not4 are involved in degradation
of nonoptimal mRNAs. (A) Monosome-enriched selective ribosome profiling of
Ccr4-Not associated ribosomes and total ribosomes. Enrichment of messages
through Not4-IP is inversely correlated with codon stabilization coefficient (CSC) and
codon optimality of the messages. (B) Enrichment of specific codons present
in the A-site through Not4-IP is inversely correlated with their CSC and the
corresponding tAI. (C) Individual codons present in the A-site listed according to
their enrichment through Not4-IP. (D) Half-life determination of optimal and

nonoptimal PGK1pG reporter mRNAs through Northern blotting at various time
points after transcriptional shutoff (T) in either wild-type or not5D strains. (E) HIS3
reporter mRNA half-life measurements in different cell lines (not5D, WT, not4D,
eS7a/bD, and not5DeS7a/bD) in combination with expression of different constructs
from plasmids (pNot5, pNot5-DN, peS7a, and peS7a-4KR) on the basis of Northern
blotting (fig. S6; data are means ± SDs, N = 3 replicates). (F) Quantification
of the association of Not5 with the translation machinery and stabilization of a
nonoptimal PGK1pG reporter mRNA in relation to CHX concentration.

RESEARCH | RESEARCH ARTICLE
on O

ctober 1, 2020
 

http://science.sciencem
ag.org/

D
ow

nloaded from
 

http://science.sciencemag.org/


stabilization ofmRNA (Fig. 5F). Together, these
in vivo data support a model in which E-site
probing by the Not5-NTD represents the key
event for sensing codon optimality in the A-site
and for coupling it to mRNA degradation. On
the basis of our results, we propose a general
model for codon optimality–dependent mRNA
degradation (Fig. 6).

Discussion

We discovered a physical link between the
Ccr4-Not complex and the ribosomemediated
by the Not5 subunit, which specifically binds
to ribosomes in the posttranslocation state
with simultaneous vacancy of E- and A-sites.
Along with the observed strong correlation of
Ccr4-Not association to the ribosome with the
presence of nonoptimal codons in the A-site,
this finding demonstrates that the Ccr4-Not
complex is specifically recruited to the trans-
lation machinery, when decoding is slowed.
In vivo analysis of mRNA half-life showed

that recruitment of Ccr4-Not to the ribosome
through Not5 is crucial for the discriminative
degradation of mRNAs with different codon
optimality. Moreover, the interaction of Ccr4-
Not and the ribosome is necessary for the
presence of Dhh1 on the translation machin-
ery. Decapping of nonoptimal messages was
previously reported to depend strictly onDhh1
and to occur downstream of deadenylation (7).
We also discovered that ubiquitination of eS7
by Not4 is an upstream prerequisite for Not5
binding and the downstream events.
In addition to elongating ribosomes, we also

found that a large fraction of the Ccr4-Not
complex bound to late-initiation 80S complexes.
From a structural perspective, these complexes
are ideal targets for Ccr4-Not because they are
fully assembled 80S ribosomes in the posttrans-
location state with tRNA in the P-site and
empty A- and E-sites. With respect to codon
optimality sensing, however, the location seems
puzzling. One possibility is that, independent of

codon optimality, mRNA decay could also be
triggered in this situation, owing to a flawed
transition from translation initiation to elonga-
tion. This is supported by our finding that these
initiation complexes were mainly present in
the 80S monosome and not in the polysome
fractions. Another possibility is that we were
observing a later stage in the mRNA degra-
dation pathway: Considering the closed-loop
mRNAmodel, one could speculate that Ccr4-
Not is handed over from the 3′ end to the 5′
end of the mRNA after deadenylation. Such a
handover could be beneficial, because anchor-
ing the complex to the E-site of an 80S ribo-
some located on the start codon would be an
ideal way to assemble and activate the decap-
ping machinery within spatial proximity to
the 5′ cap while probably inhibiting further
initiation. This idea is further supported by
recent RNA-binding studies of deadenylation
and decapping factors, showing a distributed
allocation on the 5′ and3′ ends of the transcripts
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Fig. 6. Model of cotranslational mRNA degradation. Upon subunit association,
eS7 is ubiquitinated by Not4. Ccr4-Not can then be anchored to the ubiquitinated
(–/PP/–) ribosome through the Not5-NTD. In the case of successful decoding, the
ribosome adopts the rolled (AA/PP/–) conformation, disfavoring Ccr4-Not
association. Efficient peptidyl transfer leads to translocation, resulting in a classical
posttranslocation state (–/PP/EE). If peptidyl transfer is slow, eIF5A binds to
the E-site, promoting PTC activity and rescuing translation. When decoding

efficiency is low because of a nonoptimal codon in the A-site, there is an
increased probability that the E-site tRNA dissociates before the correct tRNA
is accommodated in the A-site, resulting in a (–/PP/–) posttranslocation-
state ribosome. This complex is recognized by the Not5-NTD, leading to
deadenylation and Dhh1-dependent mRNA degradation. It is unclear whether
the mRNA also enters the degradation pathway in the case of the Ccr4-Not–
bound initiator ribosome.
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(27). Nonetheless, Ccr4-Not function during
initiation is likely to extend beyond mRNA
decay (28).
Fundamentally, our study demonstrates that

the ribosomal conformation, and specifically
the E-site, is used as an allosteric indicator of
both slow peptidyl transfer kinetics and slow
decoding kinetics (movie S1). In either case,
translation elongation slows, resulting in tran-
sient stabilization of a distinct ribosomal con-
formationwith an accessible E-site. In the case
of slow peptidyl transfer, this can be recog-
nized by eIF5A, which promotes peptidyl trans-
fer activity and hence rescues translation. In
the case of slow decoding kinetics, this can be
recognized by Ccr4-Not, thereby leading to an
increased probability of mRNA degradation.
This may represent a universal mechanism
that can explain how mRNA decay is coupled
to translation efficiency in eukaryotes.

Materials and methods
Yeast strains and genetic methods

Gene disruption and C-terminal tagging were
performed by established recombination tech-
niques as previously described (29, 30). The
S. cerevisiae strains used in this study are
listed in table S2.

Plasmids

All recombinant DNA techniques were per-
formed according to standard procedures
using Escherichia coli DH5a for cloning and
plasmid propagation. All cloned DNA frag-
ments generated by polymerase chain reaction
(PCR) amplification were verified by sequenc-
ing. Plasmids used in this study are listed in
table S3.

Native complex purification

A S. cerevisiae strain with genomically Flag-
TEV-ProteinA–tagged Not4 (Not4-FTPA) was
cultured in 10 l YPD medium supplemented
with 5 mg/ml ampicillin and 10 mg/ml tetracy-
cline and harvested by centrifugation at OD600

of 0.9. The pellet was washed in water and
lysis buffer [20 mMHEPES pH 7.4, 100 mM
KOAc, 10 mMMg(OAc)2, 1 mMDTT, 0.5 mM
PMSF, 100 mg/ml tigecycline, protease inhibi-
tor cocktail tablet (Roche)] and frozen in liq-
uid nitrogen. Lysis was performed by grinding
the frozen cell pellet in a Freezer Mill (6970
EFM). The ground powder was thawed in 15ml
of lysis buffer, and the lysate was cleared by
centrifugation at 12,000g for 15 min at 4°C.
Cleared lysate was distributed and layered on
top of six sucrose density gradients [10 to 50%
sucrose in 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM
KOAc, 10mMMg(OAc)2, 1 mMDTT, 10 mg/ml
tigecycline in 25-mm–by–89-mm polyallomer
tubes, SW32, Beckman Coulter] and centri-
fuged at 125,755g for 3 hours at 4°C. The
gradients were subsequently fractionated
from top to bottom using a Gradient Master

(BioComp). The fractions corresponding to the
80S peak (monosome sample) or corresponding
to polysomes in the range of 2 to 5 ribosomes
(polysome sample)were pooled and treated equal-
ly for the remaining purification. The pooled
samples were incubated with 100 ml of pre-
equilibratedmagnetic IgG-coupledDynabeads
M-270 Epoxy (Life Technologies) for 1 hour at
4°C. Beads were washed with 3 × 1 ml wash
buffer [20mMHEPES pH 7.4, 100mMKOAc,
10 mM Mg(OAc)2, 1 mM DTT, 10 mg/ml tige-
cycline]. The Ccr4-Not:ribosome complexes
were eluted from IgG beads by incubation
with 70UAcTEV protease (Thermo Fisher) in
50 ml of elution buffer [20mMHEPES pH 7.4,
100 mMKOAc, 10 mMMg(OAc)2, 1 mMDTT,
10 mg/ml tigecycline] for 1.5 hours at 4°C. For
the cross-linked sample, chemical cross-linking
was performed using 0.5 mM BS3 (Thermo
Fisher) for 30 min on ice before the reaction
was quenched with 20 mM Tris. All samples
were kept on ice until cryo-EMgrid preparation
or were frozen in liquid nitrogen and stored at
−80°C. ForNorthern blotting in the presence of
CHX, the purification was performed following
the same protocol, but instead of tigecycline,
100 mg/ml CHXwere used in the lysis buffer and
10 mg/ml CHX were used during sucrose den-
sity centrifugation and affinity purification.
The sample leading to the eIF5A-bound

(AA/PP/–) ribosome was prepared by cultur-
ing the Not4-FTPA strain in 10 l YPD medium
supplemented with 5 mg/ml ampicillin and
10 mg/ml tetracycline and harvesting by cen-
trifugation at OD600 of 0.9. The pellet was
washed in water and lysis buffer [20 mM
HEPES pH 7.4, 100 mM KOAc, 10 mM Mg
(OAc)2, 1 mMDTT, 0.5 mM PMSF, 100 mg/ml
CHX, protease inhibitor cocktail tablet (Roche)]
and frozen in liquid nitrogen. Lysis was per-
formed by grinding the frozen cell pellet in a
Freezer Mill (6970 EFM). The ground powder
was thawed in 15 ml of lysis buffer, and the
lysate was cleared by centrifugation at 12,000g
for 15min at 4°C. Cleared lysate was incubated
with 100 ml of pre-equilibrated magnetic IgG-
coupled Dynabeads M-270 Epoxy (Life Tech-
nologies) for 1 hour at 4°C. Beads were washed
with 3 × 2 ml wash buffer [20 mM HEPES
pH 7.4, 100mMKOAc, 10mMMg(OAc)2, 1 mM
DTT, 10 mg/ml CHX]. Elution was performed
by incubation with 200 U AcTEV protease
(Thermo Fisher) in 300 ml of elution buffer
[20mMHEPES pH 7.4, 100mMKOAc, 10mM
Mg(OAc)2, 1 mM DTT] for 1.5 hours at 4°C.
The eluate was layered on top of a sucrose den-
sity gradient [10 to 50% sucrose in 20 mM
HEPESpH7.4, 100mMKOAc, 10mMMg(OAc)2,
1mMDTT, 10 mg/mlCHX in 14-mm–by–95-mm
polyallomer tubes, SW40, Beckman Coulter]
and centrifuged at 192,072g for 2.5 hours at 4°C.
The gradient was subsequently fractionated
from top to bottom using a Gradient Master
(BioComp). The 80S fraction was pelleted for

1 hour at 436,000g at 4°C (TLA-100, Beckman
Coulter); resuspended in 20mMHEPESpH7.4,
100 mM KOAc, 10 mMMg(OAc)2, 1 mM DTT,
and 10 mg/ml CHX; and kept on ice until cryo-
EM grid preparation.

Electron microscopy and image processing

For all samples, 0.05% b-octylglucoside was
added shortly before grid preparation. The
final concentration of the ribosomal samples
was 4 to 5 OD260 units per ml. Before sample
application, grids were glow-discharged for
20 s at 2.2 × 10−1 torr using a PDC-32G plasma
cleaner (Harrick). Cryo-EM grids were pre-
pared by application of 3.5 ml of the sample
containing purified Ccr4-Not:ribosome com-
plexes onto R3/3 copper grids with 3-nm
continuous carbon support (Quantifoil) and
vitrification in liquid ethane using a Vitrobot
Mark IV (ThermoFisher) (45 s of wait time, 2.5 s
of blotting time, blot force 0, 95% humidity, 4°C,
Whatman 595 blotting paper). Data collection
was performed on a Titan Krios TEM (Thermo
Fisher) equippedwith a Falcon II direct electron
detector. Data were collected at 300 kV with
a total dose of 28 e−/Å2 fractionated over 10
frames with a pixel size of 1.084 Å per pixel
and a target defocus range of −1.3 to −2.8 mm
using software EPU (Thermo Fisher). The raw
movie frames were aligned using MotionCor2
(31) and contrast transfer function (CTF) esti-
mation was performed using Gctf (32). See
table S1 for cryo-EM data, refinement statis-
tics, and validation statistics.
For the tigecycline monosome dataset, 9945

micrographs were used for automated particle
picking with Gautomatch, resulting in 557,059
initial particles, of which 359,890 were selected
for further processing upon 2D classification in
RELION-2.1 (33). After an initial round of 3D
refinement, 3D classification with a mask on
the ribosomal intersubunit space was per-
formed. The dataset featured twomajor classes:
a ribosome lacking tRNAsbut containing eIF5A
(~31% of the data) and a ribosome contain-
ing P-site tRNA and additional density in the
E-site, whichwas later identified as theNTD of
Not5 (~48% of the data). The 176,111 particles
belonging to the Not5-containing class were
refined to a final resolution of 2.8 Å using 3D
refinement, CTF refinement, and postprocess-
ing in RELION-3.0 (34). The final volume was
filtered according to local resolution using
RELION-3.0. A classification scheme is pro-
vided in fig. S4A.
For the polysome dataset, 9611 micrographs

were used for automated particle picking with
Gautomatch, resulting in 828,516 initial parti-
cles, of which 435,002 were selected for further
processing upon 2D classification in RELION-
3.0. After an initial round of 3D refinement, 3D
classification was performed with a mask on
the ribosomal intersubunit space, yielding
threemajor classes: a ribosome lacking tRNAs
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but containing eIF5A (~31% of the data), an
AP/EE hybrid (~39% of the data), and a
ribosome containing P-site tRNA and Not5
(~21% of the data). The Not5-containing class
was further classified using a mask on Not5
and, finally, without amask to further enrich
particles containing Not5 and to remove bad
particles. The final class containing P-site
tRNA, Not5, and density for a nascent chain
was refined to a resolution of 3.2 Å using 3D
refinement, CTF refinement, and postpro-
cessing in RELION-3.0. The final volume was
filtered according to local resolution using
RELION-3.0. A classification scheme is pro-
vided in fig. S4B.
For the CHX monosome dataset, 12,697 mi-

crographs were used for automated particle
picking,withGautomatch resulting in 1,378,230
initial particles, of which 1,194,480 were se-
lected for further processing upon 2D classi-
fication in RELION-3.0. After an initial round
of 3D refinement and 3D classification, bad
particles and empty ribosomes were discarded,
resulting in 274,817 particles (100%) featuring
A- and/or P-site tRNA, which were used for
extensive 3D classification. This resulted in a
class of (AA/PP/–) ribosomes containing eIF5A
(~19%), a class of (–/PP/–) ribosomes contain-
ing Not5 (~18%), a class of ribosomes contain-
ing P-site tRNA and eRF1 in the A-site (~19%),
a class of (AA/PP/–) ribosomes in a nonrolled
state containing Not5 (~11%), a class of (AA/
PP/–) ribosomes (~3%), a class of (–/PP/–)
ribosomes (~16%), and a class of empty ribo-
somes bound to a hibernation factor (~14%).
The 50,989 particles belonging to the eIF5A
containing (AA/PP/–) class were refined to a fi-
nal resolution of 3.1 Åusing 3D refinement, CTF
refinement, and postprocessing in RELION-3.0.
The final volume was filtered according to lo-
cal resolution using RELION-3.0. A classifica-
tion scheme is provided in fig. S4C.
For the cross-linked monosome dataset,

10,654 micrographs were used for automated
particle picking with Gautomatch, resulting in
589,191 initial particles, of which 337,215 were
selected for further processing upon 2D classi-
fication inRELION-3.0. After an initial roundof
3D refinement, 3D classificationwas performed
using a mask comprising the ribosomal P- and
E-sites, yielding a major class containing P-site
tRNA and Not5 (~37% of the data). The class
was further subclassified without a mask to
remove low-quality particles. The final volume
was refined to 2.9 Å using 3D refinement, CTF
refinement, and postprocessing inRELION-3.0.
A classification scheme is provided in fig. S4D.

Model building and refinement

A full model was built for the Not5-bound
(–/PP/–) ribosome. The model was based on
the crystal structure of the yeast 80S ribosome
(PDB ID 4V88). Ribosomal proteins and RNA
were modeled and refined using COOT (35)

and PHENIX (36). A second copy of the ribo-
somal protein eL41 was identified adjacent to
helix 54 and was then modeled and refined.
Initiator-tRNA was modeled on the basis of
the crystal structure of yeast tRNAi

Met (PDB ID
1YFG) and subsequently refined. For identifi-
cation of the additional density in the riboso-
mal E-site, we placed three helices of poly-Ala
into the helical density and assigned individ-
ual, highly resolved side chains close to the
D-loop of the tRNA as one specific amino acid
(e.g., W), as belonging to a group of possible
amino acids (e.g., [FYH]), or as any amino acid
(X). The resulting pattern [VIL]-[NQ]-X-[FYH]-
R-X(2)-[VIL]-[KRQ]-X-W was compared to the
UniProt databank (restricted to S. cerevisiae)
using the motif search function on prosite.
expasy.org, yielding two hits: residues 56 to
66 of the Not5 subunit of Ccr4-Not and resi-
dues 834 to 844 of the SEH-associated pro-
tein 4. The SEH-associated protein could be
excluded because the pattern had to be located
within the first 100 residues of the unknown
protein (N terminus clearly identifiable). Be-
cause the N termini of Not3 and Not5 are
highly similar, we compared the density of dis-
tinctive residues such as I27 (Not5) versus Y27
(Not3), H59 (Not5) versus L58 (Not3), or L67
(Not5) versus Q66 (Not3). The density could
be unambiguously assigned to Not5. Not52-113

was de novo modeled and refined.
The model of the eIF5A-bound (AA/PP/–)

ribosome was derived from the Not5-bound
ribosome. The model of eIF5A and the A-site
tRNA were derived from a previously solved
cryo-EM structure (PDB ID 5GAK). Themodels
were refined to fit the (AA/PP/–) density map
using COOT and PHENIX.
Cryo-EM densities and molecular models

were visualized using ChimeraX (37).

Probe generation for tRNA Northern blotting

Specific digoxigenin (DIG)–labeled antisense
probes for tRNA Northern blotting were gen-
erated by amplifying an unrelated DNA se-
quence of 230 nucleotides (nt) from a pcDNA5/
FRT/TO-derived plasmid by PCR in the pres-
ence of 1 mM DIG-dUTP. The reverse primer
used in the PCR reaction had a 3′ overhang of
30 nt, which were the reverse complement
to the initial 30 bases at the 5′ end of the re-
spective tRNAs.
Hybridizing sequence for tRNAi

Met: 5′-CCC-
TGCGCGCTTCCACTGCGCCACGGCGCT-3′
Hybridizing sequence for tRNAAla: 5′-GGA-

GCGCGCTACCGACTACGCCACACGCCC-3′

tRNA Northern blotting

The samples for tRNA Northern blotting
were prepared as described above. In essence,
cells were lyzed in the presence of no anti-
biotic, 100 mg/ml tigecycline, or 100 mg/ml CHX.
For sucrose density gradient centrifugation,
the concentrations of antibiotics were reduced

to 10 mg/ml. After fractionation, samples of the
total 80S fractions of all preparations were
taken, and the remaining 80S fractions were
subjected to affinity purification as described
above. Upon elution of the complexes through
tag cleavage using AcTEV protease (Thermo
Fisher), the ribosome concentrations were
measured according to A254.
The Northern blots were performed accord-

ing to Roche DIG Northern Starter Kit proto-
col. Equal amounts of ribosomes (~160 pmol)
of each sample and 100 ng of yeast tRNA mix
as control were separated on NOVEX TBE-
Urea Gels 10% (Invitrogen), transferred to
Nylon Hybond N+ membranes (Amersham),
and probed against tRNAs with DIG-labeled
antisense probes. Chemoluminescence was
detected on an Amersham 600 imager (GE
Healthcare).

Preparation of ribosome protected mRNA
fragments for selective ribosome profiling
(Not4- and L7-Iped–based approach)

The yeast strains with genomically taggedNot4
(Not4-FTPA) or uL30 (uL30-TAP)were cultured
in YPD medium and harvested by centrifuga-
tion at OD600 of 0.5 to 0.6. The harvested cell
pellet was frozen in liquid nitrogen and then
ground in liquid nitrogen using a mortar. The
cell powder was resuspendedwith the no-drag
lysis buffer (50 mM Tris pH7.5, 100 mM NaCl,
10mMMgCl2, 0.01%NP-40, 1 mMDTT) to pre-
pare the whole-cell lysate. The whole cell lysate
was centrifuged at 39,000g for 30 min at 4°C,
and the supernatant fraction was used for the
purification step. The supernatant fraction
was incubated with magnetic IgG-coupled
Dynabeads M-270 Epoxy (Life Technologies)
for 1 hour at 4°C, and then beads were washed
with lysis buffer five times. Elution was per-
formed by incubation with homemade His-
TEV protease for 2 hours at 4°C. The elution
containing 10 mg of total RNAwas treatedwith
12.5 units of RNase I (Epicentre) at 23°C for
45 min. The ribosome protected mRNA frag-
ments were extracted by TRIzole regent
(Thermo Fisher Scientific) and used for the
library preparation.

Preparation of ribosome protected mRNA
fragments for monosome-enriched selective
ribosome profiling

The yeast strain expressing genomically tagged
Not4 (Not4-FTPA)was cultured inYPDmedium
until mid-log phase (OD600 = 0.5 to 0.6), and
then the cell pellet was rapidly harvested by
centrifugation. The harvested cell pellet was
immediately frozen in liquid nitrogen and
then ground in liquid nitrogen using amortar.
The cell powder was resuspended with lysis
buffer containing 100 mg/ml tigecycline. The
whole-cell lysate was centrifuged at 39,000g
for 30 min at 4°C, and the supernatant frac-
tion was used for the following step. For total
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ribo-seq (input), the supernatant fraction con-
taining 10 mg of total RNA was treated with
12.5 units of RNase I (Epicentre) at 23°C for
45 min, and then ribosome fraction was sedi-
mented through 1 M sucrose cushion. The
ribosome protected mRNA fragments were
extracted by TRIzole regent (Thermo Fisher
Scientific) and used for the library prepara-
tion. For Not4-IPed ribo-seq, the supernatant
fraction was incubated with magnetic IgG-
coupled Dynabeads M-270 Epoxy (Life Tech-
nologies) for 3 hours at 4°C to ensure binding
of Not4 to IgG and to partially digest mRNAs
by endogenous nuclease. The Not4-bound IgG
beadswerewashedwith lysis buffer containing
100 mg/ml tigecycline. Elution was performed
by incubation with homemade His-TEV pro-
tease for 2 hours at 4°C. The elution containing
10 mg of total RNA was treated with 12.5 units
of RNase I (Epicentre) at 23°C for 45min. The
ribosome-protected mRNA fragments were
extracted by TRIzole regent (Thermo Fisher
Scientific) and used for the library preparation.

Library preparation for ribosome profiling

Library preparation was performed according
to the method previously described with the
following modifications (38). As linker DNA,
5′-(Phos)NNNNNIIIIITGATCGGAAGAGCA-
CACGTCTGAA(ddC)-3′ [where (Phos) indicates
5′ phosphorylation and (ddC) indicates a ter-
minal 2′,3′-dideoxycytidine] was used. The Ns
and Is indicate a randombarcode for eliminat-
ing PCR duplication and multiplexing barcode,
respectively. The linkers were preadenylated
with a 5′DNAAdenylation kit (NEB) and then
used for the ligation reaction. Unreacted link-
ers were digested by 5′ deadenylase (NEB) and
RecJ exonuclease (epicentre) at 30°C for
45 min. An oligo 5′-(Phos)NNAGATCGGA-
AGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAG(iSp18)GT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC-3′ [where
(Phos) indicated 5′ phosphorylation and Ns
indicate a random barcode] was used for re-
verse transcription. PCR was performed with
oligos 5′-AATGATACGGCGACCACCGAGATC-
TACACTCTTTCCCTACACGACGCTC-3′ and
5′-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATJJJJJJ-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3′ [where Js
indicate the reverse complement of the index
sequence discovered during Illumina sequenc-
ing]. The libraries were sequenced on a HiSeq
4000 (Illumina).

Data analysis for selective ribosome profiling

Sequencing reads were demultiplexed and
stripped of 3′ linker sequence using FASTX-
toolkit v0.0.14. The unique molecular iden-
tifiers (UMIs), which can serve to remove PCR
duplications generated during library prepa-
ration, were extracted by UMI-tools v1.0.1 (39).
The datasets after these steps are deposited at
Gene Expression Omnibus (GEO): GSE131408
and GSE144250. The reads were first filtered

bymapping to Bowtie Index composed of non-
coding RNA genes using Bowtie2 v2.2.5. Reads
were thenmapped to the genome using Tophat
v2.1.1. Only uniquely mapping reads from the
final genomic alignment were used for sub-
sequent analysis. We estimated the position
of the A-site from the 5′ end of the reads at
the initiation codon on the basis of the length
of each footprint using plastids v0.4.7 (40). The
mapped read counts were calculated by plas-
tids v0.4.7.
For the analysis of ribosome pause score

(Fig. 2F), all footprints containing short form
(21 to 22 nt for Not4-IPed and 21 to 23 nt for
L7-IPed ribo-seq) and classical form (28 to
30 nt for Not4-IPed and 29 to 31 nt for L7-IPed
ribo-seq) were used. The offsets were 17 for
23-nt reads; 16 for 22-, 29-, 30-, and 31-nt reads;
and 15 for 21- and 28-nt reads. As previously
published (41), we basically took the footprints
accumulation over the average of the footprint
density in the given ORFs. Analyses were re-
stricted to the mRNAs with 0.5 footprints per
codon and more. The averaged pause scores
on given codons were computed by R v3.3.2.
For calculatingNot4-enrichment (Fig. 5), we

employed themonosome-enriched ribosome
profiling dataset. All footprints containing
short form (21 to 24 nt for input and 20 to 23 nt
for Not4-IPed ribo-seq) and classical form (29
to 33 nt for input and 28 to 30 nt for Not4-IPed
ribo-seq) were used for analysis. The offsets
used in this analysis were 17 for 33-nt reads;
16 for 21- to 24- and 29- to 32-nt reads; and 15
for 20- and 28-nt reads. Transcript-level Not4-
enrichment analysis was computed by R pack-
age “DESeq” (42). Transcripts that mapped less
than 25 reads were omitted from transcript-
level enrichment analysis. Codon stabilization
coefficient (CSC, fraction of optimality (codon
optimality), and tAIwere referred for (4, 43, 44).
For meta-gene assay of Not4-enrichment at
individual codons within the ORF, we first cal-
culated reads permillion (RPM) for each codon
from overall ORFs (n = 6696 genes), excluding
initiation and termination codons, and then
mean RPM at each codon (n = 61 amino acid–
coding codons) from Not4-IPed ribo-seq data-
set were divided by input one.

Analytical sucrose density gradient centrifugation

Yeast cells were grown exponentially at 30°C,
treated with 0.1 mg/ml of CHX for 5min be-
fore harvesting, and then harvested by centri-
fugation. The harvested cell pellet was frozen
and ground in liquid nitrogen using amortar.
The cell powder was resuspended with lysis
buffer [20mMHEPES-KOH, pH 7.4, 100mM
potassium acetate, 2mMmagnesium acetate,
0.5 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, 1 tablet/10ml Completemini
EDTA-free (11836170001, Roche)] to prepare
the lysate. The lysate (the equivalent of 50
A260 units) was layered on top of the 10 to

50% sucrose gradients and then centrifuged
at 150,000g in a P28S rotor (Hitachi Koki,
Japan) for 2.5 hours at 4°C. The polysome pro-
files were generated by continuous absorbance
measurement at 254 nm using a single-path
UV-1 optical unit (ATTO Biomini UV-monitor)
connected to a chart recorder (ATTO digital
mini-recorder). Proteins in each fraction were
separated by 10% Nu-PAGE and transferred
to PVDFmembranes (Millipore; IPVH00010).
After blocking with 5% skim milk, the blots
were incubated with the Anti-HA-Peroxidase
(12013819001, Roche), and detected by Image-
Quant LAS4000 (GE Healthcare).
In the sucrose density gradient centrifuga-

tion analysis of fig. S5H, yeast cells were grown
exponentially at 30°C and then harvested by
centrifugation without CHX treatment. The
lysate (the equivalent of 50 A260 units) were
layered on top of the 10 to 50% sucrose gra-
dients and then centrifuged at 270,700g in a
SW41Ti rotor (Beckman Coulter) for 80 min
at 4°C. Other experimental handling was sim-
ilar to that described above.

Transcriptional shutoff and RNA Northern
blot analysis

For theGAL1UAS transcriptional shutoff anal-
ysis, cells expressing the appropriate plasmids
were grownat 24°C in syntheticmediawith 2%
galactose/1% sucrose to allow for expression
of the reporter mRNA. Cells were shifted to
synthetic media without sugar at an OD600 =
0.4, and then transcription was repressed by
adding glucose to a final concentration of 4%.
Cells were collected at the time points indi-
cated in the figures. For the CHX-treated ex-
periments, different concentrations of CHX
(0, 0.2, 50, or 100 mg/ml) were added to cells
(OD600 = 0.4) for 40 min, followed by the tran-
scriptional shutoff analysis.
TotalRNAwasextractedbyphenol/chloroform

and precipitated with 95% EtOH overnight.
RNA (30 mg) was separated on 1.4% agarose-
formaldehyde gels at 100 V for 1.5 hours, trans-
ferred to nylon membranes, and probed with
32P-labeled antisense oligonucleotides to de-
tect poly (G) (oJC168), HIS3 (oJC2564), or
SCR1 (oJC306) (table S3). Blots were exposed
toPhosphorImager screens, scannedbyTyphon
9400, and quantified by ImageQuant.

Half-life measurement and RNA Northern blot
for HIS3 mRNA stability analysis

For the HIS3mRNA stability analysis, cells ex-
pressing the respective plasmids were grown at
30°C in syntheticmediawith 2%galactose after
preculture in syntheticmediawith 2% raffinose
to allow for expression of the reportermRNA.
At an OD600 = 0.5, galactose-containingmedia
was removed and then transcription was re-
pressed by adding glucose to a final concen-
tration of 2%. Cells were collected at the time
points indicated in the figures. See Fig. 5E for
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HIS3 reporter mRNA half-life measurements
and fig. S6 for Northern blots of HIS3 re-
porter mRNA.
TotalRNAwasextractedbyphenol/chloroform

and refined with ethanol precipitation. RNA
(500or 1000ng)wasmixedwith 27 ml of glyoxal
mix [600 ml of DMSO, 200 ml of deionized 40%
glyoxal, 120 ml of 10x MOPS buffer (200 mM
MOPS, 50 mMNaOAc, 10 mM EDTA, pH 7.0),
62.5 ml of 80% glycerol, and 17.5 ml of DEPC-
treated water in 1 ml] and 3 ml of RNA loading
buffer (50% glycerol, 10 mM EDTA pH 8.0,
0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene cyanol)
and separated on 1.2% agarose-MOPS gels at
200V for 40min, the transferred toHybond-N+
membrane (GE healthcare) with 20xSSC (3M
NaCl, 300 mM Trisodium citrate dihydrate)
for 20 hours using a capillary system. After
cross-linking on amembrane by CL-1000 ultra-
violet cross-linker (UVP) at 120 mJ/cm2, the
membrane was incubated with DIG Easy Hyb
Granules (Roche) for 1 hour in a hybridization
oven at 50°C. 5′ end DIG-labeled oligonucleo-
tide for the FLAG-Tag sequence (5′-CTTGTC-
GTCGTCGTCCTTGTAGTC-3′) was added and
incubated for more than 18 hours, followed by
an additional wash with wash buffer I (2.0x
SSC, 0.1% SDS) and wash buffer II (0.1x SSC,
0.1% SDS) for 15 min at 50°C. The membrane
was then incubated with 1x maleic acid buf-
fer (100mMmaleic acid, 150mMNaCl, pH 7.0,
adjustedbyNaOH) containingBlockingReagent
(Roche) for 60 min at room temperature. Anti-
Digoxigenin-AP, Fab fragments (Roche), was
added to Blocking Reagent and further incu-
bated for 1 hour. For washing, membrane was
incubated with wash buffer III (1xmaleic acid
buffer, 0.3% tween 20) for 10 min, three times,
and equilibratedby equilibrationbuffer (100mM
Tris-HCl, 100mMNaCl, pH 9.5). For detection,
membrane was reacted with CDP-star (Roche)
for 10 min, and chemiluminescence was de-
tected by LAS-4000 (GE healthcare). Relative
RNA levels were determined usingMulti Gauge
v3.0 (Fujifilm, Japan) by comparison to a stan-
dard curve using a series of dilutions of samples
from time point 0 hours (just after transcription
shutoff). The displayed values represent the
averages of biological triplicates (N = 3) and
their standard deviations.

Polyribosome analysis and Western blotting

CHX (100 mg/ml) was added when cells reach
toOD600 = 0.4 before harvesting. For detecting
Dhh1p by Western blotting, cells were cross-
linked at a final concentration of 0.25% for-
maldehyde for 5min, then treatedwith 125mM
glycine for 10 min to quench cross-linking be-
fore adding CHX. Cells were then lysed into
lysis buffer (10 mM Tris pH 7.4, 100 mMNaCl,
30 mMMgCl2, 1 mM DTT, 100 mg/ml CHX)
by vortexing with glass beads, and cleared
using the hot needle puncture method. 1%
Triton X-100was added into the supernatant.

7.5 OD260 units were loaded on 15 to 45% (w/w)
sucrose gradients prepared on a BiocompGra-
dient Master in gradient buffer (50 mM Tris-
acetate pH 7.0, 50 mMNH4Cl, 12 mMMgCl2,
1 mMDTT) and centrifuged in a SW-41Ti rotor
at 41,000 revolutions per minute for 2 hours
and 26 min (to detect Dhh1p signal, the cen-
trifugation step is optimized to 1 hour 13min
for all groups in fig. S5I (45) at 4°C]. Gradients
were fractionated by using a Brandel Frac-
tionation System and an ISCO UA-6 ultra-
violet detector. Fractions were precipitated
at −20°C with 10% TCA (final concentration)
overnight. Pellets were washed with 80% ace-
tone, resuspended in 50 ml of SDS-PAGE load-
ing buffer, and boiled at 95°C for 5 min, then
separated by 10% SDS polyacrylamide gels,
followed by Western blotting with primary
antibodies (anti-HA [BioLegend, PRB-101C],
anti-Rpl4 [Proteintech, 11302-1-AP], anti-Dhh1p
at 4°C overnight and incubated with second-
ary antibodies (goat-anti-Mouse [Santa Cruz
sc-2005] and goat-anti-Rabbit [Pierce 31460])
at room temperature for 1 hour. Signal was
detected by chemiluminescence using Blue
Ultra Autorad film.

Endogenous mRNA Northern blot for
EDC1 mRNAs

For the endogenous mRNA Northern blot,
the indicated cells were grown at 30°C in
synthetic media with 2% glucose. Cells were
harvested at an OD600 = 0.7. Total RNA was
extracted by phenol/chloroform and ethanol
precipitation. RNA (5 mg) was separated on
1.2% agarose-formaldehyde gels at 200 V for
60 min, and then transferred to nylon mem-
branes. After the RNA-transfer step, experi-
mental handling was similar to that described
for the HIS3 half-life measurements. Relative
RNA levelsweredeterminedusingMulti Gauge
v3.0 (Fujifilm, Japan). The displayed values
represent the averages of biological triplicates
(N = 3) and their standard deviations.
DIG-labeled EDC1 probes were prepared by

PCR-based nucleic acid labeling using PCR
DIG Probe Synthesis kit (Roche, NJ, USA)
according to the procedure specified by the
manufacturer and primers 5′- ATGTCGACG-
GATACCATGTATTTCAACAG-3′ and 5′- TTA-
GCCTCCCTTGGACCATTAGTG-3′.
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