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概要

　免疫細胞の初期活性化における翻訳制御機構を解明するため、本課題では免疫細胞の活性化に伴うリボソーム
構成の変化（Ribosome heterogeneity）に着目して研究を行った。われわれの予備的解析により、ナイーブ B細胞
にリポポリサッカライド（LPS）刺激を 3時間与えると翻訳動態が急激に変容することが分かっており、この大
きな翻訳パターン変化はリボソーム構成因子の変化、すなわち免疫細胞特有のリボソーム「免疫リボソーム（イ
ムノリボソーム）」の形成による可能性が示唆された。そこで本研究では、マウス由来の免疫細胞の初期活性化
に焦点を当て、TCP-seqや Ribo-seqをはじめとする新規翻訳解析技術を駆使して免疫リボソームの包括的解析を
行った。その結果、LPS刺激によってマクロファージにおける翻訳活性が著しく上昇し、併せてリボソーム構成
因子も動的に変化することを見出した。特に、翻訳開始抑制因子 PDCD4のリボソーム結合減少を確認し、これ
が休眠状態の免疫細胞で翻訳を抑制する機構に関与することが示唆された。これらの成果により、免疫細胞の活
性化に特有な翻訳制御メカニズムの一端を解明することができた。なお、本研究の遂行にあたり三菱財団からの
研究助成により多大な支援を受けた。

背景および目的

　免疫細胞の分化や活性化に際しては、エピジェネティクス変化や転写レベルでの制御、さらにリン酸化など翻
訳後修飾による調節が重要であることがよく知られている。一方で、mRNAからの新生タンパク質産生といった
タンパク質翻訳レベルでの制御についての理解は、他の階層に比べてまだ十分に進んでいない。近年になり実験
技術の発達に伴って翻訳制御の重要性が徐々に明らかとなり、動的な細胞応答において翻訳段階での制御が遺伝
子発現調節の主役となる場合もあることが示されている。実際、翻訳制御により細胞はタンパク質合成量を直接
調節することで刺激に迅速に応答でき、幹細胞の分化過程などで翻訳制御が決定的な役割を果たす例が報告され
ている。
　真核生物における翻訳開始の過程では、まず 40Sリボソーム小サブユニットが翻訳開始因子とともに 43S開始
前複合体を形成して mRNA上を走査し、開始コドンに到達すると 60Sリボソーム大サブユニットが結合して翻
訳を開始する（80Sリボソーム形成）という段階的機構を取る。細胞内リボソーム構成は長らく全て同一である
と考えられてきたが、近年の研究によりリボソーム構成要素や修飾状態の違いによって特定の mRNA翻訳活性が
変化しうることが示唆され、「リボソームの不均一性（Ribosome heterogeneity）」という概念が提唱されている。
この仮説によれば、リボソーム構成の違い（例えば特定のリボソームタンパク質のパラログやリボソーム RNA
修飾の差異）が選択的な翻訳制御を生み出し、転写制御に加えて新たな遺伝子発現調節層を提供していると考え
られる。われわれはリボソームの不均一性が組織間でも存在するのではないかと着目し、実際に横紋筋特異的な
リボソームとして RPL3Lを含有する「Myo-ribosome」を同定した。RPL3L含有リボソームは心臓および骨格筋
に特異的に発現するリボソームタンパク質パラログであり、従来型 RPL3含有リボソームとは機能的に異なり心
筋における翻訳伸長動態を変化させ、心臓収縮機能の維持に寄与することが明らかとなった。この発見は、組織
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特異的なリボソーム構成の変化が生理機能に与える影響を示す一例であり、リボソーム不均一性の生物学的意義
を支持する成果である。
　一方、免疫細胞においても刺激応答に伴うリボソーム不均一性が存在する可能性が考えられる。我々は予備的
実験において、ナイーブ B細胞に LPS刺激を与えると数時間以内という短時間で翻訳動態が大きく変化するこ
とを見出した。この急激な翻訳パターン変化はリボソーム構成因子の変化、すなわちリボソーム不均一性による
可能性があり、免疫細胞に特徴的な構成を持つリボソームを「免疫リボソーム」と称することとした。以上を踏
まえ、本研究課題では免疫細胞の初期活性化に着目し、我々のグループがこれまでに開発・改良してきた複数の
新規手法を活用して免疫リボソームの包括的解析を行い、免疫細胞活性化時の翻訳制御機構を解明することを目
的とした。

方法

　マウス由来のマクロファージ細胞を用い、LPS刺激による初期活性化に伴う翻訳動態変化の包括的解析を実施
した。マクロファージは、生体内から単離した腹腔マクロファージと、骨髄由来マクロファージ（BMDM）の 2
種類を用いた。これらの細胞に対し LPS刺激を行い、以下の解析手法を組み合わせて細胞内翻訳の包括的な解析
を行った。まずポリソームプロファイリングによってポリソーム（複数リボソームが結合した mRNA）とモノ
ソーム（単一リボソームが結合した mRNA）の比率変化を調べ、刺激に伴う細胞全体の翻訳活性変動を評価し
た。次に、RNA-seq法により mRNAの発現変動を網羅的に解析し、翻訳変動との関連を解析した。また、リボ
ソーム動態解析手法として TCP-seqおよび Ribo-seqを導入した。Ribo-seq（リボソームプロファイリング）は細
胞内の翻訳リボソーム（80Sリボソーム）が担持する mRNA断片を網羅的にシーケンスすることで各遺伝子上の
リボソーム占有位置を解析する手法であり、翻訳中のリボソーム位置（コドン単位の解像度）を明らかにする。
一方、TCP-seq（翻訳複合体プロファイリング）はホルムアルデヒド固定により翻訳前複合体を含むリボソーム
位置を保存し、40S小サブユニット及び 80Sリボソームそれぞれの担持断片を分画・シーケンスすることで、走
査中の 40Sリボソームと伸長中の 80Sリボソームそれぞれの位置を同時に可視化する手法である。以上の手法
を組み合わせることで、刺激応答における各遺伝子の転写変動と翻訳変動、および翻訳開始から伸長に至る動的
変化を包括的に解析した。
　さらに我々は、リボソーム不均一性の解析を目的として Sel-TCP-MS法を新たに開発している。Sel-TCP-MSは
上記 TCP-seqと同様の原理で 40S走査リボソームと 80S翻訳リボソームを分画し、それぞれを質量分析（Mass
Spectrometry, MS）によって構成因子を同定する手法である。本研究ではこの Sel-TCP-MS法を免疫細胞に適用
し、LPS刺激前後における 40Sおよび 80Sリボソームそれぞれの構成タンパク質や結合因子の変化を網羅的に解
析した。これにより、免疫細胞活性化に伴い量的変動または結合状態の変化を示すリボソーム関連因子（免疫リ
ボソームの構成因子）の同定を試みた。最後に、以上の網羅的解析で候補として得られた免疫リボソーム特異的
因子について、その機能を検証するためノックアウト（遺伝子欠損）マウスの作製や細胞レベルでのノックアウ
ト実験に着手した。具体的には、標的因子遺伝子を欠失させた遺伝子改変マウスの作製に加え、野生型マクロ
ファージへ CRISPR/Cas9システムをエレクトロポレーション導入することで当該因子を急速に欠失させる実験
系も構築し、急性および恒常的な欠失条件下で免疫応答に与える影響を調べた。

結果および考察

　まず、LPS刺激に伴うマクロファージのグローバルな翻訳活性変化をポリソームプロファイリングにより評価
した。LPS刺激 3時間後の細胞から抽出したポリソーム画分をモニタリングした結果、未刺激状態では多くのリ
ボソームがモノソーム画分として検出されたのに対し、LPS刺激後にはポリソーム画分のピークが顕著に上昇
し、ポリソーム／モノソーム比の劇的な増加が確認された。これは、免疫刺激のない安静時のマクロファージで
は翻訳開始率が低く全体的な翻訳活性が抑制された休眠状態であるのに対し、LPS刺激によって翻訳が一斉に活
性化され多数のリボソームが同時に mRNAに結合していることを示す。この知見は、刺激応答における免疫細胞
の機能変化に翻訳制御が深く関与する可能性を示唆するものであり、従来注目されてきた転写レベルでのリプロ
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（完）

グラミングに加えて、翻訳レベルでのリプログラミングが生じていることを示す。実際、TCP-seqや Ribo-seq解
析でも多く遺伝子でリボソーム占有量の有意な変化が検出された。刺激による翻訳選択性の大規模な書き換え
が起こっていることが明らかになった。これは、免疫細胞応答において転写制御にとどまらず翻訳制御が広範囲
に機能していることを示す新たな知見である。
　リボソーム構成因子の変化（リボソーム不均一性）については、Sel-TCP-MS法により 40Sリボソームと 80S
リボソームに結合するタンパク質群の比較解析を行った。LPS刺激によって結合量に顕著な変化を示す因子が
複数同定され、その中でも PDCD4（Programmed Cell Death 4）タンパク質に注目した。PDCD4は 40Sリボソーム
小サブユニットに結合して翻訳開始複合体の機能を抑制することが知られており、N末端ドメインを介して 40S
サブユニットの mRNAエントリーチャネルに直接結合し、C末端ドメインで翻訳開始因子 eIF4Aのヘリカーゼ活
性を阻害することで翻訳開始を抑制する役割を持つ。免疫刺激のない安静状態のマクロファージでは PDCD4が
40Sリボソームに結合することで翻訳開始を阻害し、全体的な翻訳活性を低く抑えた休眠状態を維持していると
考えられる。一方、LPS刺激 3時間後には 40Sリボソームに結合する PDCD4量が顕著に減少しており、PDCD4
による翻訳抑制が解除されて多数の mRNAで翻訳が開始されたと考えられる。
　PDCD4の機能的意義をさらに検証するため、我々は PDCD4ノックアウトマウスを樹立し解析を進めている。
また、野生型マウス由来マクロファージに CRISPR/Cas9システムのガイド RNAと Cas9タンパク質をエレクトロ
ポレーション法で導入し、一過的に PDCD4を欠損させる実験系も確立した。加えて、Pdcd4遺伝子座に 3xFLAG
タグ配列をノックインしたレポーターマウスも作製済みであり、生体内および細胞内で PDCD4の動態や相互作
用を追跡する研究基盤を整えた。今後、これら PDCD4欠損・標識系の解析を通じて、免疫細胞の休眠維持や活
性化における PDCD4の役割を明らかにしていく予定である。ひいては、本研究で提唱する「免疫リボソーム」
の概念を発展させ、免疫細胞特異的なリボソーム構成と翻訳制御機構を明確にすることで、免疫応答の新たな制
御基盤の解明につながるものと考える。
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