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論 文 題 目

CLP1 acts as the main RNA kinase in mice                                          

（マウスにおいて CLP1 が主な RNA キナーゼである）                                          

要     旨

緒言

CLP1 は mRNA 3 '末端を切断しポリアデニル化に関わる酵素複合体の構成タンパク質として、また

tRNA 前駆体のスプライシング機構に関与する tRNA スプライシングエンドヌクレアーゼ（TSEN）複

合体の構成タンパク質として重要な役割を果たすことが知られている。一方で NOL9 は細胞の核小

体に局在し、リボソーム RNA の成熟に重要な役割を果たす。 CLP1、NOL9 はいずれも RNA の 5 '末

端を直接リン酸化できる RNA キナーゼであると報告されている。また、mRNA の破壊によって遺伝子

発現を抑制する機構である RNA 干渉に関与する siRNA は、二本鎖 siRNA の 5 '末端リン酸化がその

機能に必要不可欠であり、これまで CLP1 と NOL9 がそれを担う分子であると予想されていた。しか

し、それを直接示した報告は存在しなかった。本研究で、マウス NOL9 には RNA キナーゼ活性がな

く、RNA 干渉における RNA キナーゼ活性は主に CLP1 が担っていることを明らかにした。

研究対象及び方法                                

マウス胚線維芽細胞(MEFs)（野生型及び CLP1 のキナーゼ活性を喪失したノックインマウス（Clp1 

K/K)）とそれらの組織（野生型、Clp1 K/K）を用いて、in vitro kinase assay により内在性マウス

NOL9 の RNA キナーゼ活性を評価した。また MEFs 及び無細胞タンパク質発現系を用いてマウス NOL9

組換えタンパク質を作製し、マウス NOL9 の RNA キナーゼ活性を評価した。さらに、NOL9 の siRNA

経路に及ぼす影響を検討するため、MEFs（野生型、Clp1 K/K）の NOL9 過剰発現株を用いて GAPDH mRNA

を標的とした siRNA のノックダウン効率を評価した。                                   

結果

本研究で行ったいずれの in vitro kinase assay においても、マウス NOL9 の明らかな RNA キナー 
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ゼ活性は認められなかった。また GAPDH siRNA のノックダウン効率は Clp1 K/K MEFs では減少した

が、NOL9 過剰発現の影響は受けず、CLP1 の RNA キナーゼ活性が主に siRNA 経路に関わることが示

唆された。                                                                           

考察とまとめ                                                                         

マウス NOL9 の RNA キナーゼ活性を検討するため、内在性タンパク質及び組換えタンパク質を用い

て in vitro kinase assay を行なったが、既報とは異なり NOL9 には RNA キナーゼ活性がないこと

を見出した。また我々は本研究により、マウス細胞において、siRNA 経路の RNA 5 '末端リン酸化

に作用するのは主に CLP1 であり、NOL9 は関与しないことを示した。今後、NOL9 のキナーゼ活性に

関わるとされるドメインを変異させたキナーゼ活性喪失ノックインマウスを作成することで、NOL9

の生体内での機能をより詳細に解析できる可能性がある。              


