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－平成２１年度終了研究課題－ 

 

  研究総括 野本 明男 

 

１． 研究領域の概要 

     本研究領域は、RNA 分子の多様な機能を明らかにし RNA の生命体維持に関する基本原理についての理解を

深めると同時に、RNA 分子の医療応用等に関して、個人の独創的な発想に基づく革新的な技術シーズの創

出を目指している。 

具体的には、生命現象を支え制御する RNA の新たな機能を探索する研究、および既知の RNA 機能の活用を

目指した研究が対象である。後者の研究には、機能性 RNA のデザインや機能向上を目指す技術、機能性

RNA により細胞機能を制御する技術、１分子レベルで特異的 RNA を検出する技術、RNA を標的組織・細胞に

送達するドラッグ・デリバリー・システム技術などに関するものが含まれ、先端医療技術等への機能性 RNA 分

子の新たな活用技術の開発へとつながることが期待される研究が対象となる。 

 

２． 研究課題・研究者名 

別紙一覧表参照 

 

３． 選考方針 

選考の基本的な考えは下記のとおり。 

１） 選考は「RNA と生体機能」領域に設けた選考委員 11 名と研究総括で行う。 

２） 選考方法は、書類選考、面接選考及び総合選考とする。 

３） 面接選考においては、申請者の研究の主体性、研究のねらい、研究計画の妥当性、将来性等を中心に審

査する。研究構想が本研究領域の趣旨に合っていること、高い独創性と新規性に富むことを重視する。長

い歴史を持つ RNA 研究の新展開には、これまでの伝統的研究を大切に生かしつつ、新しい視点を大胆に

取り込む姿勢を重視する。 

 

４． 選考の経緯 

書類審査は各応募課題につき領域アドバイザー3 名が担当し評価を行い、この評価と研究総括の評価をあわ

せて書類選考会議において面接選考の対象者を選考した。続いて、面接選考会での評価および総合選考によ

り採用者を選定した。 

 

選 考 書類選考 面接選考 採用者 

対象者数 116 名 24 名 11 名 

                        

５． 研究実施期間 

平成 18 年 10 月～平成 22 年 3 月 

 

６． 領域の活動状況 

領域会議：7 回   

研究報告会：１回 

研究総括（または技術参事）の研究実施場所訪問： 

研究開始時に研究総括、技術参事、事務参事が研究者とその上司を訪問した。上司にさきがけ研究実施に

あたっての協力を依頼した。研究室、研究設備等を確認し、研究環境の説明を受け、研究実施に支障がない

ことを確認した。事務的な手続きについての説明もおこなった。 

さらに、３年目を迎える研究者を技術参事が訪問し、研究の進捗状況についての研究総括からのメッセージ

を伝えると共に、今後２年間の目標、問題点と課題などを話し合い、結果を研究総括に伝えた。その他、研究

者の異動時には研究総括以下のサイトビジットを再度実施した。 

 

７． 評価の手続き 

研究者による研究報告書と自己評価を基に、研究総括が領域アドバイザーの協力を得ながら実施した。領域
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会議での討議や研究報告会の参加者の意見も参考にした。 

 

（評価の流れ） 

平成 21 年 12 月    研究報告会開催 

平成 22 年 2 月     研究報告書及び研究課題別評価提出 

平成 22 年 3 月     研究総括による評価 

平成 22 年 3 月     研究期間終了 

 

８． 評価項目 

（１） 研究計画書の目標と研究課題に対する達成度 

（２） 外部発表(学術論文、口頭発表など)、プレスリリースと特許などから見た研究成果と発信状況 

（３） 学術賞、学会招待講演、新聞記事など外部からの評価状況 

（４） 達成した研究成果の科学、技術、社会への貢献度 

 

９． 研究結果 

近年になり、リボザイム、miRNA、RNA の分子擬態、その他多くの機能性 non-coding（nc）RNA の発見により、

RNA は蛋白質と同等の機能を持つ分子でもあると認識されるようになってきた。今や RNA は、遺伝情報発現や

代謝の制御に働く必須の分子であると同時に、 発生、分化、疾患の発症など高次複合形質の動態にも深く関与

していることが明らかであるが、その研究は緒についたばかりともいえる。 

本研究領域では、生命現象における RNA の新たな機能を探索する研究を対象とすると共に、明らかとなってい

る機能性 RNA を活用し、医療応用等を含めた RNA テクノロジーに関する研究を対象として幅広い研究課題が採

択されている。広範な専門分野の研究者間やアドバイザーとの切磋琢磨および協調した研究推進により著明な

進展が各課題にみられた。研究者毎に研究のねらい、結果および評価を以下に述べる。 

 

○井川 善也  研究者 

機能を持つ人工RNAの創製は、基礎化学、生物学、さらには医療やバイオ工学などへの応用面からも重要な課

題である。これまで、創製法として、「立体構造的知見に基づく合理的な分子設計（デザイン法）」と「ランダム配

列ライブラリーからの進化工学を用いた選択（セレクション法）」の２つのアプローチが試みられてきた。本研究で

は、これら創製法の長所を組み合わせた「Design and Selection法（DS法）」を基盤とし、機能性人工RNAの創製

を行った。その結果、DS 法により新規な人工リボザイムの構築に成功し、さらにペプチド連結反応を促進するモ

ジュール型 RNA の創製に成功したことは高く評価出来る。今後、さらに天然の機能性 RNA の機能レベルに迫る

人工 RNA 分子の創製に向けた研究への展開を期待する。 

 

○伊藤 耕一  研究者 

mRNA 上のコドンの内、終止コドンは tRNA ではなく、ペプチド鎖解離因子と呼ばれるタンパク質に認識される。ペ

プチド鎖解離因子は、tRNA 擬態タンパク質として知られている。本研究では、真核細胞における、終止コドンを

介した mRNA 動態制御機構の解明を目指した。真核細胞の翻訳終結においては、ペプチド鎖解離因子 eRF1 と

解離因子サブユニット eRF3 が結合した複合体が機能することが明らかになっていた。そこで、本研究では、

eRF1-eRF3 の複合体構造を X 線結晶解析と X 線小角散乱法を組み合わせて解明し、複合体構造に見られた特

徴的部位の機能解析を行い、終止コドン認識システムなど、解離因子固有の機能解明を進めたものである。本

研究で明らかとなった成果が、今後終止コドンと共役する生命機能をターゲットとした応用研究の基盤となること

を期待する。 

 

○上野 義仁  研究者 

パイ電子に富むベンゼン環の特性を活用し、高機能化した人工 RNA 分子の開発を目指した研究を展開した。ま

ず、ヌクレオシドの糖部をベンゼン環で置換したヌクレオシドアナログ（ベンゼンーリン酸骨格からなる）をステム

部分に持つモレキュラービーコンを作製した。この RNA は、ヌクレアーゼに対する抵抗性が向上し、ステム部分

は核酸と二本鎖を形成しないため、蛍光強度が変化するといった問題点を改善することができた。また、siRNA

の末端の鎖の配向性を制御することによりヌクレアーゼ抵抗性とし、Ago タンパク質に取り込ませた。この修飾

siRNA は 0.1nM の濃度で in vitro においてＣ型肝炎ウイルスの複製を阻害した。このように、パイ電子に富むベン

ゼン環を活用した人工 RNA の開発を行い有効に働く可能性を示した功績は高く評価される。今後医療への応用

なども視野に入れた大きな展開を期待する。 
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○影山 裕二  研究者 

本研究では、ショウジョウバエ mRNA 型 non-coding RNA 遺伝子群のうち 6 個の遺伝子の機能を解析することに

より、RNA 分子の新たな機能を発見することを目指した。その中で、MRE29 遺伝子はアクチン細胞骨格の再構

成制御機構を介して細胞の形態形成（denticle 形成）に関与していることを明らかにし、細胞の形態から MRE29

遺伝子を polished rice (pri)と再命名した。さらに pri が転写因子（E74 および E75A）を介した変態期の遺伝子発

現制御に重要な役割を果たしていることを明らかにした。ところが、その後 pri の 10 個の ORF の内、5’側の 4 個

の ORF は翻訳されていること、この pri 遺伝子産物が pri 遺伝子活性を担っていることなどが判明した。Denticle

形成のマスター遺伝子 shavenbaby (svb)産物（転写因子）は pri 存在下で活性を持つようになることも明らかにし

た。当初の目標であった mRNA 型 non-coding RNA の解析とはならなかったが、MRE29 に関する多くの細胞機能

を明らかにした点は非常に高く評価出来る。ORF のうち３個はわずか１１アミノ酸からなる短鎖ペプチドをコードし

ており、真核生物では最も小さな遺伝子産物の発見でもあった。今後の大きな研究展開に結びつくものと期待す

る。 

 

○田原 浩昭  研究者 

RNA interference (RNAi) とは細胞に 2 本鎖 RNA (dsRNA) を導入した場合に相同配列を持つ遺伝子の発現

抑制が生じる現象である。線虫を研究材料とし、生化学的および遺伝学的手法を組み合わせた解析により RNAi

のサイレンシング効率に関連する反応についての理解を深めることを目標とした。そのために、サイレンシングシ

グナルの増幅に重要な役割を果たす RNA 依存 RNA ポリメラーゼの生化学的性質を解明すること、および配列

特異的 mRNA 切断活性の性質を明らかにし、その活性を担う因子を同定することを目指した。その結果、RNAi

の機能発現機構について、外来の RNA によって誘導される反応機構のモデルの提唱に至った。RNAi に関連す

る酵素活性を見るための無細胞反応系の開発などを含む優れた技術により、当初の目的をほぼ達成したことは、

大変立派である。さらに、内因性の反応についての興味ある研究を展開中であり、今後に期待する。 

 

○泊 幸秀  研究者 

生物の重要な機能の多くが、small RNA (siRNA や miRNA)によって制御を受けていることが明らかとなっている。

このような制御は RNA 単独ではなく、複数のタンパク質と複合体を作って行われる。本研究では、このような複

合体がどのようにしてつくられるかを主にショウジョウバエの系を使用して、明らかにすることを目的とした。その

結果、二本鎖 RNA にミスマッチが存在するか否かで取り込むタンパク質が異なることを明らかにした。この取り

込みの機構は完全には明らかとなっていないが、取り込みに ATP が必要であること、二本鎖が一本鎖になると

き（unwinding）には ATP を必要としないことなどを明らかにし、人工的な miRNA 遺伝子を設計することも可能にし

た。さらに、混乱を極めていた miRNA による翻訳抑制の仕組みを見事に整理し、Ago1 と Ago2 の働きに大きな違

いが存在することを解明した。本研究は、世界的にとくに競争の激しい当該分野において、世界をリードする日

本発の研究成果であり、大きく発展していくことを期待する。 

 

○朝長 啓造  研究者 

機能性 RNA 分子を利用した研究と医薬品の開発には、RNA を生体内の適所に安全に運ぶための効率的なデリ

バリーシステムの構築が不可欠と考えられる。ボルナ病ウイルス（BDV）は、神経親和性を持ち、細胞核で持続

感染する。この特性を生かし、独創的な RNA ウイルスベクターの開発を目標とした。まず、ウイルスの RNP がク

ロマチンに結合していること、核膜のなくなる分裂期の細胞では、濃縮したクロマチンに接合しており、分裂後期

では RNP が娘染色体とともにそれぞれの細胞核へと運ばれることを示し、感染細胞のなかで BDV ゲノムが安定

に維持されるメカニズムが存在することを示した。GFP の発現がマウスおよびラットの海馬や大脳皮質領域の神

経細胞で少なくとも 8 ヶ月は安定に続くことを示した。また、miRNA を発現するベクターの作製にも成功したことか

らBDVをベクターとして使えることを示した。現在、アミロイドを分解するネプリライシン遺伝子を挿入したベクター

を作製し、有用性についての検討を行っている。最終目標をクリアーしたことは高く評価できる。さらに、本研究

遂行の過程で、BDV の N 遺伝子が宿主ゲノムにインテグレートされることを見出したことは、驚くべき成果である。

宿主ゲノムの進化のメカニズムや BDV の新たな病原性発現機構に新知見をもたらしたことを高く評価している。

今後のさらなる発展を期待する。 

 

○中村 崇裕  研究者 

植物のオルガネラゲノム（葉緑体、ミトコンドリア）にコードされる遺伝子の発現は、核にコードされる遺伝子によ

って、主に RNA の段階で制御されている。このような制御のために、植物は多くの PPR タンパク質ファミリー（35
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アミノ酸からなる PPR モチーフの約 10 個の繰り返しで構成）を持つ。PPR タンパク質それぞれは別の配列を持つ

オルガネラ RNA に結合し、切断、編集、スプライシング、翻訳などの RNA プロセシングに関わる。そこで、PPR モ

チーフの配列と RNA 認識の関係を明らかにし、任意の RNA 配列に結合し、切断する RNA 調節酵素を開発する

ことを目的とした。PPR と RNA の相互作用は非常に複雑であり、PPR 配列と RNA の相互作用の一般則を見出

すことは出来なかったが、本研究で、RNA 結合に能動的に働く幾つかのアミノ酸を同定することに成功したこと、

さらに、一部の PPR タンパク質中の DYW モチーフは RNA 切断酵素であることを証明したこと、また雄性不稔を

稔性へと回復させる PPR タンパク質はミトコンドリア不稔原遺伝子からの RNA を切断していることなどから、PPR

タンパク質の機能に関する理解が深まったことは評価される。今後の研究の進展を期待する。 

 

○中村 貴史  研究者 

難治性悪性腫瘍の早期診断法および新規治療法の確立を目指し、これに RNA とウイルスの特性を活用するこ

とを目指した。まず RNA をゲノムとして持つ弱毒化麻疹ウイルスに一本鎖抗体を提示させた抗体ディスプレイラ

イブラリーを構築し、新規抗体医薬開発を目標とした。抗体ライブラリーの性能故に難航したが、ライブラリーを

換えることにより進行し始めた。次に、ワクシニアウイルスワクチン株ゲノムに特定のマイクロ RNA 標的配列を挿

入し、癌細胞のみを破壊する新規癌ウイルス療法の開発を行い、大変順調に進行した。LC16m8 株は、B5R 遺

伝子に変異があり、正常細胞での増殖性が著しく減弱している。B5R はウイルスの弱毒化だけでなく、腫瘍溶解

性とも関係している。そこで、本研究では、ウイルスを、癌細胞では B5R を発現するが、正常細胞では B5R を発

現しないように改良した。肺癌、膵臓癌、メラノーマなどの癌細胞で発現が低下している let7a miRNA に注目し、

この miRNA の標的配列（２２塩基）を B5R 遺伝子の 3’UTR に挿入した。この組換えワクシニアウイルスは、let7a 

miRNA の低下している癌細胞では B5RmRNA の分解は起こらず、発現し癌細胞を溶解させるが、正常細胞では

B5RmRNA の分解が起こり細胞は破壊されない。良く考えられた見事な実験であり、ウイルスを使いこなしている

点は高く評価できる。今後の応用への展開を期待する。 

 

○沼田 倫征  研究者 

遺伝情報の翻訳過程において、tRNAによる正しいコドンの認識は、適正な蛋白質を生合成する上で極めて重要

である。本研究では、グルタミン酸、リジン、グルタミン等のアミノ酸に対応する tRNA のアンチコドン一文字目に

存在する修飾ヌクレオシド、５-カルボキシメチルアミノメチル-２-チオウリジンの形成反応メカニズムを解明する

目的で、関与する二種類の酵素（GidA と MnmE）のＸ線結晶構造解析および立体構造に基づいた機能解析を行

った。その結果、主に GidA が tRNA との相互作用に関わること、GidA は触媒部位においてチミジル酸合成酵素

と類似のメカニズムでウリジンの５位を修飾すること、MnmE に 5,10-メチレン THF が結合することなどを明らかに

した。この成果により、新しい反応メカニズムを提唱することができたことは評価される。今後は、これら両酵素の

複合体結晶、さらには tRNA も加えた三者複合体結晶を得て、検証が進むことを期待する。 

 

○藤原 俊伸  研究者 

DNA から RNA として転写された遺伝情報の発現は、様々な RNA 結合タンパク質による複雑かつ巧妙な転写後

遺伝子発現調節機構により制御され、高次生命現象を規定する。そこで、真核生物のリボソーム生合成制御と

細胞周期が連携するしくみ、および神経細胞特異的な翻訳制御機構を、そこに関わる RNA 結合タンパク質を同

定し解明することを目的として研究を行った。その結果、前者のメカニズムについては、転写ではなく rRNA プロ

セシングの不具合のため細胞周期が G1 期でアレストすることを明らかにした。後者については、HuD が翻訳伸

長因子 eIF4A および poly(A)との結合を介し、翻訳開始複合体に結合し、cap 依存的翻訳を促進することを発見し

た。翻訳因子ではない RNA 結合タンパク質による eIF4A を介した翻訳開始促進機構の新たな提唱である。いず

れの研究も大きな発見に結びついており、今後の発展を期待する。 

 

１０． 評価者 

研究総括 野本 明男 東京大学 名誉教授 

領域アドバイザー 

伊庭 英夫 東京大学 医科学研究所 教授 

大野 睦人 京都大学 ウイルス研究所 教授 

奥野 哲郎 京都大学 大学院農学研究科 教授 

堅田 利明 東京大学 大学院薬学系研究科 教授 

坂本  博 神戸大学 大学院理学研究科 教授 

塩見 春彦 慶応義塾大学 医学部 教授 
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杉本 亜砂子 理化学研究所 発生・再生科学総合研究センター チームリーダー 

永田 恭介 筑波大学 大学院生命科学研究科 教授 

古市 泰宏 (株） ジーンケア研究所 会長 

松藤 千弥 東京慈恵会医科大学 医学部 教授 

水本 清久 北里大学 名誉教授 

 

 

 

 

（参考） 

（１）外部発表件数                                        

 国 内 国 際 計 

論 文 0 68 68 

口 頭 82 59 141 

その他 12 3 15 

合 計 94 130 224 

※平成 22 年 3 月 31 日現在 

（２）特許出願件数 

国 内 国 際 計 

9 3 12 

 国内特許４月出願確定分１件を含む 

（３）受賞等 

・泊 幸秀 

国際ヒューマンフロンティアサイエンスプログラム キャリアディベロップメントアワード (平成 20 年 6 月) 

 

・沼田 倫征 

財団法人手島工業教育資金団 平成 18 年度手島記念研究賞 （平成 19 年 2 月 28 日） 

 

（４）招待講演 

国際 13 件 

国内 20 件 
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別紙 

「RNA と生体機能」領域 研究課題名および研究者氏名 

研究者氏名 

（参加形態） 

研 究 課 題 名 

（研究実施場所） 

現 職 

（応募時所属） 

研究費 

(百万円)

 

井川 善也 

（兼任） 

 

  「純和製リボザイム DSL」を基盤とし

た RNA 工学の開発 

（九州大学大学院工学研究院）    

九州大学大学院工学研究院  

准教授 

（同上 助教授） 

43 

 

伊藤 耕一 

（兼任） 

 

  終止コドンを介した mRNA 動態制御

機構の解明と応用 

（東京大学医科学研究所）    

東京大学医科学研究所 准教授 

（同上 助教授） 
39 

 

上野 義仁 

（兼任） 

 

  パイ電子充填型人工核酸の創製と

活用 

  （岐阜大学工学部生命工学科）   

岐阜大学工学部生命工学科  

准教授 

（同上 助教授） 

43 

 

影山 裕二 

（専任） 

 

  ショウジョウバエをモデル系とした

mRNA 型 non-coding RNA の解析 

    （岡崎統合バイオサイエンスセン

ター発生遺伝学研究部門）    

（独）科学技術振興機構  

さきがけ研究者 

（奈良先端科学技術大学院大学 

バイオサイエンス研究科 助手） 

49 

 

田原 浩昭 

（専任） 

 

  線虫を用いた RNAi 反応機構の遺

伝生化学的解析 

（京都大学生命科学系キャリアパス形

成ユニット）    

（独）科学技術振興機構  

さきがけ研究者 

（京都大学医学研究科科学技術振

興助教授） 

38 

 

泊 幸秀 

（兼任） 

 

  RNAi 複合体形成の生化学的解析 

 （東京大学分子細胞生物学研究所） 

東京大学分子細胞生物学研究所 

准教授（米国マサチューセッツ州立

大学医学部ポスドク） 

55 

 

朝長 啓造 

（兼任） 

 

  リボウイルス創薬：ウイルスに学ぶ

RNA 分子の可能性とその応用 

 （大阪大学微生物病研究所）    

大阪大学微生物病研究所 准教授 

（同上 助教授） 
46 

 

中村 崇裕 

（兼任） 

 

  PPR 蛋白質ファミリーの解析と RNA

調節酵素への応用 

（高等研究機構 若手研究者養成部

門 ） 

    

高等研究機構 若手研究者養成部

門 准教授 

（名古屋大学遺伝子実験施設  

博士研究員） 

47 

 

中村 貴史 

（兼任） 

 

  RNA ゲノムを用いた悪性腫瘍の診

断・治療法の開発 

（東京大学医科学研究所治療ベクター

開発室）    

東京大学医科学研究所  

特任准教授 

（オンコリスバイオファーマ（株）  

主任研究員） 

42 

 

沼田 倫征 

（兼任） 

 

  RNA による生命反応制御機構の構

造的基盤の解明（産業技術総合研究

所生物機能工学研究部門） 

    

産業技術総合研究所 

生物機能工学研究部門 研究員 

（東京工業大学大学院 

生命理工学研究科 助手） 

48 

 

藤原 俊伸 

（兼任） 

 

  細胞周期とリボソーム生合成制御

の連携システムの解明 

（神戸大学大学院工学研究科 応用化

学専攻生物化学工学分野） 

    

神戸大学大学院工学研究科 准教

授 

（同上 自然科学研究科 助手） 

48 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

「純和製リボザイム DSL」を基盤とした RNA 工学の開発 

 

２． 氏名 

井川 善也 

 

３． 研究のねらい 

 「機能性生体高分子のテーラーメイドな創製」は、RNA に限らず広く生体高分子の研究におい

て、基礎化学・生物学的に、さらに医療・バイオ工学などへの応用面からも重要な課題である。

従来、その創製法としては、「立体構造的知見に基づく合理的な分子設計（デザイン法）」と「ラン

ダム配列ライブラリーからの進化工学を用いた選択（セレクション法）」という、原理が異なる２つ

のアプローチが試みられてきたが、両手法は固有の長所と短所を有している。本研究では、両

手法を融合化することで短所を克服し、長所を組み合わせた次世代の機能性生体高分子の人

工創製法である「Design & Selection 法（DS 法）」を基盤とし、以下の２課題について研究を行っ

た。（１）新規な機能性 RNA の創製による DS 法の汎用性の実証。(2)DS 法により創製されたリボ

ザイムのモジュール集積構造を活かした高機能化。 

 

４． 研究成果 

（１）新規な機能性 RNA の創製による DS 法の汎用性の実証 

 (A) DS 法による新規モジュール集積型リボザイム YFL の創製および機能・構造解析 

Design & Selection法の有用性は本研究以前に高機能なリガーゼ・リボザイムDSLの創製により

実証されていたが、その汎用性の実証には、複数の異なる機能性RNAの人工創製例が必要であ

る。本研究では、DSLリボザイムと類似のRNA構造体を骨格構造として、DS法により、β-NMNを

脱離基とする人工リボザイムの創製を行い、YFLと命名した新規リボザイムの創製に成功した。 

YFLリボザイムはDS法に基づくモジュール

集積型の構造を有し、その触媒ユニットは

β-NMN依存的なRNA断片間の連結反応

を 105倍加速することを明らかにした。さら

に機能・構造相関の解析より、YFLリボザ

イムは連結反応の脱離基としてβ-NMN

だけでなく、ピロリン酸も利用できることを

明らかにした。RNAワールド仮説において

リガーゼあるいはポリメラーゼリボザイムは、核酸型の脱離基を用いるタイプからピロリン酸を用

いるタイプへと進化した可能性が提唱されている。YFLリボザイムの脱離基特性はこの仮説の実

証モデルの初めての例である。生化学的な構造解析より、YFLリボザイムの触媒ユニットは 3 およ

び 13 塩基からなる小さな内部ル

ープで構成されていることを明ら

かにした。従来の人工リガーゼ・

リボザイムにない単純な触媒ユニ

ットは、３’-末端の一本鎖領域に

よる干渉（不活性構造の形成）に

敏感であり、その干渉を低減する

ために、３’-末端のヘアピン構造

（図２）が重要な役割を果たしてい

る事を明らかにした。 
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 (B) モジュール集積型 RNA によるペプチド連結システムの構築および機能解析 

mRNA の遺伝情報をペプチド配列に翻訳する過程の主役であるリボソームは mRNA 配列に対応

してアミノアシル tRNA を配置し、ペプチド結合の形成を促進する。近年の構造解析からリボソー

ム上でのペプチド結合生成の加速機構は近接効果が主たる駆動力であり、反応加速におけるリ

ボソームの役割は mRNA 配列依存的に二つの反応基質を正しく配置する鋳型機能であることが

明らかになりつつある。RNA-RNA 間の高次相互作用モジュールと RNA-ペプチド相互作用モジュ

ールを DS 法により集積することで、リボソーム類似の鋳型効果を発揮する RNA を構築し RNA 上

でのペプチド形成反応のモデル系を創製した。モジュール集積型 RNA として、天然リボザイムの

構造ドメイン、人工創製された RNA 構造体を用い、DS 法により２組のペプチド認識モチーフを導

入した。ペプチドのみでは反応がほとんど進行しない条

件下、人工 RNA の添加により連結反応は大きく促進され

た。鋳型のプラットフォームとして用いる RNA 構造体とし

ては人工創製された自己組織能をもつ tectoRNA(図３)

が最も優れていることを明らかにした。この結果は、リボ

ソーム、スプライセオソーム等、高次機能を有する RNP

の RNA 成分が複数の RNA 分子から構成されることと関

連して興味深い。 

 

（２）DS 法により創製されたリボザイムのモジュール集積構造を活かした高機能化 

 (A) モジュール工学による DSL リボザイムのターンオーバー能力の最適化 

DS 法により最初に創製された人工リボザイム DSL は基質ユニットと触媒ユニットが共有結合で連

結されているが、両ユニット間の認識モチーフを非共有結合相互作用モチーフである GNRA ルー

プ/レセプターで置き換えることにより、基質ユニットと触媒ユニットの物理的分割が可能となる。

基質と触媒ユニット間の認識が２組の GNRA ループ/レセプター相互作用に担われる transDSL リ

ボザイムは、人工リガーゼ・リボザイムとしては例外的にターンオーバー能力を有する。２組の

GNRA ループ/レセプター相互作用モジュールの組み合わせを系統的に変化させ、ターンオーバ

ー能が最大となる組み合わせを探索した。その結果、GGAA/R(1)とGAAA/R(11nt)の２種のモジュ

ールを上部および下部にそれぞれ導入した transDSL リボザイムは、１分間に約１回、総計 500 タ

ーンオーバーの触媒能を示した。この値は類似の反応を触媒する蛋白質酵素には及ばないが、

生成物阻害を受け易いリガーゼ・リボザイムとしては卓越した値である。 

 

(B) モジュール工学による DSL リボザイムの基質認識モチーフの改変 

トランス型人工リボザイム DSL（transDSL）はそのモジュール性に基づき、二組の相互作用モジュ

ールを介して基質ユニットと触媒ユニット間の分子認識を達成している。transDSL リボザイムに対

するモジュール工学の適用範囲を検討するため、二組の相互作用モジュールに対し、GNRA ルー

プ/レセプター・モジュール、ワトソン-クリック塩基対モジュール、C-loop/レセプター・モジュールを

系統的に導入し、その活性への影響を検討した。その結果、ワトソン-クリック塩基対モジュールを

上部ユニットに有する変異体（図４、transDSL-upBP）のみ活性が見られないものの、その他の相

互作用モジュールの組み合わせは、いずれも触媒活性を保持していた。この結果は DSL リボザイ

ムの基質認識ユニットに対し、モジュール工学が有効かつ柔軟に適用できることを示している。ま

た、下部モジュールとして１１塩基対を有する変異体

(transDSL-S2E)はターンオーバー能を保持する事も明

らかにした。これは以前に報告された下部モジュールと

して１０塩基対を有する類似の変異体がターンオーバ

ー能を示さないのと異なり、ワトソン-クリック塩基対モジ

ュールについても適切な分子設計により、高次機能を

付与できることを示唆している。 
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５． 自己評価 

 研究期間内にDS法により新規な人工リボザイムYFLの構築と機能解析、およびペプチド連結を

促進するモジュール型 RNA の創製に成功したことは、DS 法の汎用性の実証として一定の成果と

考えている。本研究期間中に DS 法の適用例が他グループからも報告されていることを考えると、

「DS 法の RNA 工学の汎用法としての確立」という当初目的はかなり達せられたと言える。しかしな

がら、バイオセンシングなど「役立つツール」の創製まで至らなかった事は力不足であった。現在

進展中の課題には応用展開に有望な結果が得られつつあるため、それらの完成により本研究の

当初目的の完全な達成を目指したい。 

 

６． 研究総括の見解 

機能を持つ人工 RNA の創製は、基礎化学、生物学、さらには医療やバイオ工学などへの応用

面からも重要な課題である。これまで、創製法として、「立体構造的知見に基づく合理的な分子設

計（デザイン法）」と「ランダム配列ライブラリーからの進化工学を用いた選択（セレクション法）」の

２つのアプローチが試みられてきた。本研究では、これら創製法の長所を組み合わせた「Design 

and Selection 法（DS 法）」を基盤とし、機能性人工 RNA の創製を行った。その結果、DS 法により

新規な人工リボザイムの構築に成功し、さらにペプチド連結反応を促進するモジュール型 RNA の

創製に成功したことは高く評価出来る。今後、さらに天然の機能性 RNA の機能レベルに迫る人工

RNA 分子の創製に向けた研究を加速して欲しい。 

 

７． 主な論文等 

（A）さきがけ個人研究者主導で得られた成果で主なもの 

（１）論文（原著論文）発表  *Corresponding author 

1. Y. Fujita, H. Furuta and Y. Ikawa*  Tailoring RNA modular unit on a common scaffold: a 

modular ribozyme with a catalytic unit for β-nicotinamide-activated RNA ligation.   

RNA 15, 877-888 (2009). 

2. J. Ishikawa, S. Matsumura, L. Jaeger, T. Inoue, H. Furuta and Y. Ikawa*   Rational 

optimization of the DSL ligase ribozyme with GNRA/receptor interacting modules.  

  Arch. Biochem. Biophys. 490, 163-170 (2009). 

3. N. Kashiwagi, K. Yamashita, H. Furuta and Y. Ikawa*  Designed RNAs with two peptide 

binding units as artificial templates for nativ chemical ligation of RNA binding peptides. 

  ChemBioChem 10, 2745-2752 (2009) 

4. Y. Fujita, H. Furuta and Y. Ikawa*  Evolutionary optimization of a modular ligase 

ribozyme: a small catalytic unit and a hairpin motif masking an element that could form 

an inactive structure.   Nucleic Acids Res. 38, in press (2010) 

5. J. Ishikawa, N. Isomoto, Y. Fujita, H. Furuta and Y. Ikawa*  The transDSL ligase 

ribozyme can utilize various forms of modules to clamp its substrate and enzyme units. 

      Biosci. Biotech. Biochem. 74, in press (2010). 

 
 

（２）総説 

1. 井川善也 RNA 医薬としてのリボザイムの現状と展望 

 「核酸医薬の最前線」（CMC 出版）, p176-186 (2009) 

2. 井川善也 RNA ワールドへの逆進化  「最新 RNA と疾患研究」（遺伝子医学 MOOK）

（メディカル DO）, p198-202 (2009) 

 

（３）招待講演 

1.  RNA Technology through Design & Evolution  56th Global Seminar, Joint Seminar on 

"DNA/RNA Nanobio" (福岡, H20 年 9 月 5 日) 

2.  RNA Science & Technology through Design & Evolution    Prof. Jean-Marie Lehn 
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Symposium III (福岡, H20 年 10 月 17 日) 

3.  RNA モジュール工学：分子デザインと進化工学の複合法による機能性 RNA の人工

創製  第 23 回日本薬物動態学会年会（若手研究者シンポジウム）（熊本, H20 年 11

月 1 日） 

4.  Toward a reciprocal evolution system between RNA and peptides as an artificial 

model for the early RNP world  The 6th international symposium on nucleic acids 

chemistry (高山, H21 年 9 月 28 日) 

5.  RNP ワールドの単純モデル系としてのデザイン型 RNA-ペプチド複合体  第 82 回日

本生化学会年会 シンポジウム (生命の起源と初期進化)（神戸, H21 年 10 月 21 日） 

 

（B）本研究課題に関連した成果で主なもの 

（１）論文（原著論文）発表 

1.  S. P. Ohuchi, Y. Ikawa and Y. Nakamura  Selection of a novel class of RNA-RNA 

interaction motifs based on the ligase ribozyme with defined modular architecture.   

 Nucleic Acids Res. 36, 3600-3607 (2008). 

2.  Y. Ikawa, S. Moriyama and H. Furuta  Facile syntheses of BODIPY derivatives for 

fluorescent labeling of the 5’ and 3’ ends of RNAs.   Anal. Biochem. 378, 166-170 

(2008). 

3.  Y. Ikawa, T. Shiohara, S. Ohuchi and T. Inoue  Concerted effects of two activator 

modules on the group I ribozyme reaction.  J. Biochem.(Tokyo) 145, 429-435 (2009). 

4.  N. Kashiwagi, H. Furuta and Y. Ikawa  Primitive templated catalysis of a peptide 

ligation by self-folding RNAs.  Nucleic Acids Res. 37, 2574-2583 (2009). 

5.  S. Matsumura, R. Ohmori, H. Saito, Y. Ikawa and T. Inoue  Coordinated control of a 

designed trans-acting ligase ribozyme by a loop-receptor interaction.   

 FEBS Lett. 583, 2819-2826 (2009) 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

終止コドンを介した mRNA 動態制御機構の解明と応用 

 

２． 氏名 

伊藤 耕一 

 

３． 研究のねらい 

現存する生命は、終止コドンに様々な意味を付け加え多様な新機能性を獲得してきましたが、

そのメカニズムは未解明です。終止コドンは、核酸であるtRNAではなく、ペプチド鎖解離因子

と呼ばれるtRNA擬態タンパク質によって解読されます。本研究では、真核細胞におけるペプ

チド鎖解離因子の関わる多彩なRNA制御機能を解析し、RNAとタンパク質の世界をつなぐ生

命原理の基盤を明らかにし、さらにその応用を目指します。 

 

４． 研究成果 

   我々は、tRNAの機能・構造を模倣することで、終止コドンの解読を媒介するタンパク質因子、

ペプチド鎖解離因子をtRNA擬態タンパク質として位置づけ、その分子機構解明のための研究

をすすめてきた。これまで先行して行ってきたバクテリア解離因子の研究から、タンパク質が

実際にtRNA様の機能性を発揮する分子機構が数々明らかになっている。バクテリアの終止

遺伝暗号解読は、（１）終止コドン特異性を示す解離因子がリボソームの遺伝暗号解読部位

（DC）において、担当するコドンの解読を行うという点、（２）リボソームのペプチド転移活性中

心部位（PTC）の活性化を伴うという点でtRNAに類似する一方、（３）翻訳伸長因子EF-Tuのよ

うなキャリアGタンパク質を必要としないという点で根本的な相違点が見られる。その後の機

能・構造解析では、リボソーム機能時のバクテリアペプチド鎖解離因子の構造は、tRNAの主

要な機能部位を模倣しつつ、単独でリボソームに結合し機能する特殊な構造を発達させたこと

が明らかになってきた。 

 一方、真核生物の翻訳終結においては、上記の、tRNAによる遺伝暗号解読機能との共通

点（１）（２）を示す、ペプチド鎖解離因子eRF1に加え、（３）に関しても、EF-Tu（真核生物ではEF

-1α）に高い相同性をもち、必須な第二の解離因子サブユニットeRF3が存在しeRF1と結合す

ることで複合体を形成し機能するという共通点が明らかになっている。 

  バクテリアと真核生物の解離因子は、アミノ酸配列上の相同性が乏しく、反応の詳細も上述

のように異なり、進化の途上全く異なる経路で確立したシステムと考えられた。このように真核

生物の終止コドン解読機構は最後に残された未解明の遺伝暗号解読機構といえる。同時に、

終止コドンの認識を介して引き起こされる遺伝子発現制御であるリコーディング機構や、NMD

などのmRNA品質管理機構を解明し、新規タンパク質合成や制御や疾病治療等、医工学的に

応用する期待が高まっており、eRF1およびeRF3の機能構造解明を急ぐ必要があった。 

   我々は、まず、真核生物解離因子の複合体構造解明を試み、eRF1-eRF3の複合体構造をX

線結晶解析と、X線小角散乱法を組み合わせた補完手法で解明した。複合体構造に見られた
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特徴的部位の機能解析を実施し、検証した結果、これまでに明らかにしていた単体立体構造

からでは理解できなかった解離因子固有の機能モードを分子レベルで解明する決定打を得る

ことに成功した。以下のように要約される。 

【１】真核生物eRF1-eRF3複合体のEF-Tu・tRNAシステム形態擬態性 

  eRF1とeRF3・GTPの複合体は、EF-Tu・tRNA・GTP複合体に酷似する立体構造をとり、tRNA同

様に、eRF1のコドン解読部位と、大サブユニット側のペプチド鎖転移活性中心で機能するGGQ

モチーフがtRNA機能部位と対応して配向する（図A参照）。EF-Tu様のキャリアGタンパク質を

必要としないバクテリアとは全く異なり、真核生物では終止コドンの解読も、リボソームへの解

読因子の運搬と終止コドンのプルーフリーディングといったtRNAと同様なGタンパク質制御シ

ステムを持つことが強く示唆される。 

【２】eRF1のコドン認識機能ポケットの同定 

   新規eRF1結晶構造上のtRNAのアンチコドン対応部位にヌクレオチド結合部位（ATPポケット）

を同定した（図A）。この結合部位のアミノ酸残基置換により、終止コドン２番目と３番目の塩基

特異性を改変することが可能になった。また、３つの終止コドンのうち、異なる終止コドン特異

性を保持する二つの変異体型ヒトeRF1を同時に酵母内で発現することにより、真核生物にお

いてバクテリアライクな終止コドン運用が実現可能なことを示した（”Dual eRF1 System”）。Du

al eRF1 Systemは、本研究において、真核生物で初めて実現可能なことが示されたバクテリ

ア様終止コドン認識システムであり、終止コドン特異的なリコーディングを個別に解析したり、

リコーディング機構を応用した新規なタンパク質産生に活用することができる。また、この技術

を用いる事で、１アミノ酸残基が異なるだけのeRF1どうしの比較解析でコドン認識状態(Cognat

e vs Non-cognate)の比較解析が可能になった。自然界に存在する変則的遺伝暗号認識を

示すeRF1はこのポケット部位の制御を行う事で変則性を獲得したものと考えられる。 

【３】複合体上に見いだされた２カ所の主要なeRF1-eRF3結合インターフェース領域 

   eRF1とeRF3の結合部位は、eRF3上の２箇所（Site1, Site2；図C）に明確に分割され、細胞

質ではSite1での結合のみが優先的にグアニンヌクレオチド非依存的に起きている。Site2には、

tRNAのCCAアームに対応するeRF1の可動性ドメイン（GGQアーム）が結合しうるが、細胞質

中のeRF3は、GDPフォームに偏っておりリボソーム上で初めてGTPの結合促進が起きると想

定されている。そのため、eRF1の可動性の高いドメイン間連結構造によりGGQアームはフリー

な可動性を維持する。この可動構造により、tRNAシステムのような、リボソーム上で正しい終

止コドン認識とGTPase活性発現がカップルした機能が実現可能になると考えられると当時に、

リボソームAサイトで終止コドン認識を行った後で、accommodationステップとして、tRNAがCC

Aアームを向けPTCの活性化によるペプチド転移を受けるのと同様な機能性が発揮できるの

だと思われる。 

【４】eRF1タンパク質によるeRF3-GAP機能モデル 

    Site2にGGQアームが結合した後のeRF3のGTPase活性発現は、eRF1のArg-richアームから

eRF3の活性中心方向に突き出た、保存性アルギニン残基が重要である（図B）。これは、Ras

-RasGAPタンパク質間のGTPase活性化機構において、RasGAPからRasの提示されることで

  
344



電化の中和とGTPaseの促進化を引き起こすアルギニン残基（Arg-finger）を想起させる。この

ことによりコドン認識が正しく起きてもGGQアームがSite2にアクセスしない限り、リボソーム上

でのGTPase活性が正しく促進されないため、これまでに示唆されてきた解離因子に結合する。

機能制御因子はこの構造上の遊びをターゲットにする可能性が高い（図C）。これによ

り、アミノアシル化がなくともリボソーム上で３者複合体が適切に形成されたときに

初めてGTPaseが誘引されることが合理的に説明できる。 

上記、【３】【４】で示された構造と機能モデルは、これらの結合インターフェース

が、本研究で目標にしてきた、eRFの機能性をターゲットとする創薬研究の重要部位で

あることを示唆するものである。 

 

 
図 ：

(A) 伸長因子EF-Tu・tRNA (GTP) の立体構造（左）と、本研究で得られたeRF1・eRF3 (GTP) の

立体構造モデル。 eRF1・eRF3(GTP)の立体構造は、全体として酷似した形態をとり、真核生物に

おいては、バクテリアよりも終止コドンの解読がtRNAに類似することを強く示唆した。本研究では、

tRNA（左）に示した、コドン解読部位（緑○）であるアンチコドンに対応した部分にATP分子が結合

した立体構造を取得し、その機能解析を行い、この部位は実際にコドン識別に関与することを示

すことができた。 （B）（C）詳細は本文参照。 

 

５． 自己評価 

本研究では、「なぜ、どのようにタンパク質が終止コドンを解読するのか？」に答えるために、真

核生物ペプチド鎖解離因子eRF1およびeRF3の複合体構造を解明することで、そこから得られた

新しい翻訳終結機能モデルや、新概念・モデルの実証を行ってきた。新知見によるモデルは、こ

れまでにバクテリア研究で得られていた解離因子のtRNA擬態性の通常概念を破る側面を示して

おり、これまでの相違点を包括的に説明することができる。タンパク質がタンパク質合成のために、

RNAではなし得なかった巧みな制御機能構造を進化させた筋道は印象深く、特にGTPaseの活性

化機構は、その他の生理機能に関わる数多くのGTP結合性タンパク質の機能性を考える上で重

要な手かがりを提供できたと思う。これらは、今後終止遺伝暗号と共役する生命機能をターゲット

とする、医工学的応用のターゲット部位として重要であると考えられる。 

 

６． 研究総括の見解 

mRNA上のコドンの内、終止コドンはtRNAではなく、ペプチド鎖解離因子と呼ばれるタンパク質に

認識される。ペプチド鎖解離因子は、tRNA擬態タンパク質として知られている。本研究では、真核
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細胞における、終止コドンを介したmRNA動態制御機構の解明を目指した。真核細胞の翻訳終結

においては、ペプチド鎖解離因子eRF1と解離因子サブユニットeRF3が結合した複合体が機能す

ることが明らかになっていた。そこで、本研究では、eRF1-eRF3の複合体構造をX線結晶解析とX

線小角散乱法を組み合わせて解明し、複合体構造に見られた特徴的部位の機能解析を行い、終

止コドン認識システムなど、解離因子固有の機能解明を進めたものである。本研究で明らかとな

った成果は、今後終止コドンと共役する生命機能をターゲットとした応用研究の基盤として貢献す

るものと期待される。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

パイ電子充填型人工核酸の創製と活用 

 

２． 氏名 

上野 義仁 

 

３． 研究のねらい 

パイ電子に富むベンゼン環の特性を活用した高機能化した RNA 検出分子および RNA 発

現抑制分子の開発を目的とした。具体的には、ベンゼン−リン酸骨格から成る核酸アナログ

が、天然の核酸とは二重鎖構造を形成しないがアナログ同士では安定なハイブリッドを形成

することに着目した、高機能化した RNA 検出用のモレキュラービーコン（MB）の開発を目的と

した。このものを基盤上に固定化することで RNA 診断あるいは DNA 診断に応用可能なチッ

プを作成することが可能となる。 

また、ベンゼン−リン酸骨格から成る核酸アナログとタンパク質との疎水性相互作用に着

目した、ベンゼン−リン酸骨格をダングリングエンドに導入した新規 siRNA（small interfering 

RNA）の開発を目指した。ベンゼン−リン酸骨格をダングリングエンド部位に導入することによ

り、これまでのダングリングエンド部位における制約を回避した、将来的に、核酸医薬への応

用も可能な高機能化した siRNA の創製が可能となる。 

 

ベンゼン–リン酸骨格から成る核酸アナログの構造とステム

部位にアナログを導入したモレキュラービーコン（MB）によ

る標的 mRNA の検出。 

図１

４． 研究成果 

 筆者は、本研究を開始するに当たり、DNA の構成単位であるヌクレオシドの糖部を、糖とは

全く異なるベンゼン環で置換した核酸塩基−ベンゼンから成るヌクレオシドアナログを基本単

位としたベンゼン−リン酸骨格から成る核酸アナログの開発に成功していた（図１）。本ヌクレ

オシドアナログは、ベン

ゼン環と塩基部位が直

接結合していることから

両者の間に二面角を持

つ。オリゴマー中におい

ても、ベンゼン−リン酸骨

格に対して各塩基が角

度を持って配向し、相補

鎖中の各塩基と効果的

に水素結合していると推

察される。実際に、ベン

ゼン−リン酸骨格から成

る本核酸アナログは、天

然の核酸とは二重鎖を

形成しないが、アナログ

同士で熱的、熱力学的に

安定なハイブリッドを形

成することが明らかとな

っている。 

一方、モレキュラービ

ーコン（MB）はステム&ループ構造から成るヘアピン型核酸で、この状態では蛍光剤から発

せられた蛍光は消光剤によって消光されている。しかし、ループ部位に相補な核酸が存在す

ると二重鎖を形成しステム部位が解離するため、消光剤が蛍光剤から離れ蛍光が観察され

F Q

F Q

MB: モレキュラービーコン

標的ｍＲＮＡ

蛍光発光

ループ部位

ステム部位

ステム部位

ステム部位との不必要な相互作用

ヌクレアーゼによる分解

F: 蛍光剤 Q: 消光剤
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ビアリール型ユニットをリン酸ジエステル結合で連結した蛍光色

素集積体の構造とステム部位にビアリール型ユニットを導入した

モレキュラービーコン（MB）による標的 mRNA の検出。 

図２ 

る。これにより、標的 DNA および RNA を検出することが可能となる。MB を RNA 検出に利用

する際の問題点として、MB 自身が細胞内に存在するヌクレアーゼにより分解され、RNA 非

存在下においても蛍光を発しバックグラウンドが上昇しまうこと、また、ステム部位とループ部

位あるいは標的以外の RNA との不必要な相互作用により蛍光強度が変化してしまうこと等

が挙げられる。 

本研究では、これらの問題点を解決すべく、ベンゼン−リン酸骨格から成る核酸アナログを

ステム部位に導入したMBを設計・合成し、その性質について検証した（図１）。ベンゼン−リン

酸骨格から成る核酸アナログは、天然の核酸とは二重鎖を形成しないがアナログ同士では

安定なハイブリッドを形成することから、本アナログをステム部位に導入することで上述した

問題点を解決できると考えた。その結果、アナログをステム部位に導入することにより、ヌク

レアーゼに対する抵抗性が向上すること、また、ステム部位の不必要な相互作用により蛍光

強度が変化すると言った問題点を改善できることが明らかとなった。 

続いて、ベンゼン環に

各種芳香環を結合させ

たビアリール型ユニット

をリン酸ジエステル結合

で連結させた蛍光性色

素集積体の合成並びに

ビアリール型ユニットを

ステム部位に導入した

MB の合成と、その RNA

検出能について検討した

（図２）。各ビアリール型

ユニットは、ベンゼン環と

芳香環との間に二面角

を持つことから、これらを

リン酸ジエステル結合で

連結することにより各種

芳香環をベンゼン−リン

酸骨格に沿って水平に

集積することが可能とな

る。 

合成した蛍光性色素集積体の蛍光特性を検証した。その結果、ビアリール型ユニットの種

類、数、配列を変えることにより、単一の励起波長で 380～650nm 間の様々な波長の蛍光を

生じさせることが可能であることが分った。また、ビアリール型ユニットを導入した DNA 二重

鎖の性質を検証した。その結果、ビアリール型ユニットを導入することにより二重鎖の熱的、

熱力学的安定性が向上すること、また、その安定化は芳香環の疎水性相互作用によるもの

であることが明らかとなった。ピレンを導入したビアリール型ユニットを DNA の中央に集積さ

せることにより、エキシマー発光が観察され、その強度はユニットの数に伴い増大した。 

続いて、ビアリール型ユニットの本特性を MB に応用した。即ち、ピレン型ビアリールユニッ

トをステム部位に導入することで、モノマーおよびエキシマー発光により一塩基多型を検出可

能なエンドフリーの MB を創製出来ると考えた（図２）。薬物代謝酵素 CYP2C9 の遺伝子を標

的とした。その結果、ピレン型ビアリールユニットを MB のステム部位に導入することで、モノ

マーおよびエキシマー発光により CYP2C9 中の一塩基多型を検出することが可能であること

が分った。本MBはエンドフリーのため、末端の水酸基を介してMBをさらに修飾することが可

能であり、今後、様々な応用が可能になる。 

RNA 特異的な核酸アナログを開発する過程で図３に示す糖部開環型三環性ヌクレオシド

アナログを合成した。本アナログは、400nm を中心に強い蛍光を持ち、メタノール中での蛍光

量子収率は0.83であった。また、その蛍光強度は溶媒の極性に依存し、極性溶媒中では強く

ペリレン

ナフタレン

ピレン

アントラセン

10 mM Na-Phosphate buffer (pH 7.0), 100 mM NaCl
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糖部開環型三環性ヌクレオシドアナログを導入した蛍光性

核酸プローブによる一塩基多型の検出。 

図３ 

ビアリール型ユニットを導入することにより鎖の配向性を制御したヌク

レアーゼ抵抗性 siRNA 並びに光反応性残基を導入したタンパク質捕

捉能を有する siRNA の構造。 

図４ 

非極性溶媒中では低下した。

本アナログを用いた一塩基多

型の検出について検討した。

即ち、本アナログをバルジ型に

鎖の中央に導入した DNA プロ

ーブを設計・合成した。アナロ

グに隣接する塩基が相補塩基

と塩基対を形成する場合には、

自由度の高い糖部開環型の

三環性アナログは二重鎖外に

フリップアウトし、水中に露出

するため蛍光を発する。一方、

隣接する塩基が、標的塩基と

ミスマッチの場合には、よりイ

ンターカレートし易い三環性ア

ナログが二重鎖内に入り込み

疎水性条件下に置かれるため

蛍光が消光する。これにより一

塩基多型を検出可能と考えた。薬剤耐性に関与する MDR1 の遺伝子を標的とした。標的が

DNA 鎖、RNA 鎖いずれにおいても隣接する塩基が標的塩基とマッチ配列の場合に最も蛍光

が強くなることが判明した。 

このことから本三環性アナログを用いることにより DNA および RNA 鎖中の四種の一塩基

多型を検出可能であることが明らかとなった。また同時に、隣接塩基と標的塩基が T（U）：G

ペアーの場合においても蛍光強度が増大した。これは、T（U）、G 塩基間における wobble 型

の塩基対形成に起因するものである。これに関しては、今後解決法を検討して行く予定であ

る。 

siRNA（small interfering RNA）は、疾患に関与する遺伝子の塩基配列が明らかであれば、

siRNA を論理的に設計・合成できることから、核酸医薬としての期待が高い。Ｘ線結晶構造解

析 の 結 果 よ り 、

siRNAの3′–末端ダ

ングリングエンド二

塩基は、Ago タンパ

ク質中の Paz ドメイン

に存在する疎水性ポ

ケットに入り込み認

識されていることが

明 ら か に な っ て い

る。 

siRNA のヌクレア

ーゼ耐性の向上およ

び RNAi 誘導活性の

増強を目的とし、ダ

ングリングエンド部

位に各種ビアリール

型ユニットを導入し

た siRNA を設計・合

成し、そのタンパク質

発現抑制活性につ

いて検証した。その
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結果、ベンゼンおよびナフタレン型ビアリールを導入した siRNA の活性はチミジンを導入した

ものと同等かそれ以上であったのに対し、フェナントレン、ピレン型ビアリールを導入した

siRNAでは活性が大幅に減弱した。このことからPazドメインの疎水性ポケットにはナフタレン

型ビアリール程度までの大きさが許容されることが明らかとなった。 

これらの結果を基に、センス鎖の 5′–末端ならびにアンチセンス鎖の 3′–末端にナフタレ

ン型ビアリールを導入した siRNA を設計・合成した（図４）。両鎖にこれらのユニットを導入す

ることにより、導入した末端部位の二重鎖の熱力学的安定性が上昇しアンチセンス鎖の選択

性が向上すること、さらにセンス鎖の 5′–末端にビアリール型ユニットを導入することでセン

ス鎖の 5′–末端リン酸化が抑制され、センス鎖によるオフターゲット効果が抑制されると考

えた。センス鎖の 5′–末端領域に U：A 塩基対が多く存在する配列を用いて活性を検証した。

その結果、未修飾の siRNA では活性が全く見られないのに対し、修飾 siRNA では 30nM にお

いてタンパク質の発現を効果的に抑制した。本修飾 siRNA は、0.1nM の濃度で in vitro にお

いて C 型肝炎ウイルス（HCV）の複製を効果的に抑制した。また、3′–末端ダングリングエン

ドのベンゼン–リン酸骨格部位に光反応性残基を導入した siRNA を設計・合成し（図４）、その

機能について検証した。その結果、本修飾 siRNA は、RNA 干渉に関与するタンパク質を解析

する上で有用なプローブであることを明らかにした。 

 

５． 自己評価 

二分子の芳香族化合物を直接結合させることにより生じる二面角を利用した新しいヌクレ

オシドユニットとして、ベンゼン環に直接核酸塩基及び各種芳香族化合物を結合させたビア

リール型のヌクレオシドアナログを設計・合成し、このものをモレキュラービーコン及び siRNA

に導入することにより、設計したビアリール型ユニットの有用性、即ち、本ユニットを導入する

ことによりそれぞれの分子を高機能化することが可能であることを示すことに成功した。また、

糖部開環型の新規三環性ヌクレオシドアナログを含む蛍光性核酸プローブ、及び光反応性

残基を導入したクロスリンク能を有する siRNA を設計・合成し、in vitro の系において、それぞ

れの分子の有用性を示すことに成功した。 

一方で、当初計画していた合成したモレキュラービーコン、核酸プローブのマイクローアレ

ーへの応用、及び siRNA の in vivo への応用研究は不十分なものであった。これらに関して

は、今後引き続きチャレンジして行きたいと考えている。また、研究期間中の研究成果の論

文化に関するアクティビティーが必ずしも十分なものではなかった。得られた成果は今後出

来るだけ早く論文化して行きたい。 

 

６． 研究総括の見解 

ベンゼン環の特性を活用し、高機能化した人工 RNA 分子の開発を目指した研究を展開した。

まず、ヌクレオシドの糖部をベンゼン環で置換したヌクレオシドアナログ（ベンゼンーリン酸骨

格からなる）をシュテム部分に持つモレキュラービーコンを作製した。この RNA は、ヌクレアー

ゼに対する抵抗性が向上し、シュテム部分は核酸と二本鎖を形成しないため、蛍光強度が

変化するといった問題点を改善することが出来た。また、siRNA の末端の鎖の配向性を制御

することによりヌクレアーゼ抵抗性とし、Ago タンパク質に取り込ませた。この修飾 siRNA は

0.1nM の濃度で in vitro においてＣ型肝炎ウイルスの複製を阻害した。このように、パイ電子

に富むベンゼン環を活用した人工 RNA の開発を行い有効に働く可能性を示した功績は高く

評価している。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

ショウジョウバエをモデル系とした mRNA 型 non-coding RNA の解析 

 

２． 氏名 

影山 裕二 

 

３． 研究のねらい 

 真核生物のゲノムからはおびただしい数の non-coding RNA が転写されていると考えられ

ている。これら non-coding RNA の多くは、比較的高分子（500 nt〜）で、3’末端に poly(A)鎖を

含み、しばしばスプライシングを受けることから、mRNA 型 non-coding RNA と呼ばれている。

mRNA 型 non-coding RNA は、その存在量の多さから、生物学的に重要な分子であると推測

されているが、それらが本当にタンパク質をコードしていないのかどうかも含めて、その生物

学的役割についてはほとんど解析が進んでいない。 

 ショウジョウバエでは、32 個の mRNA 型 non-coding RNA 候補遺伝子（MRE 遺伝子）が同

定されており、そのほとんどが組織特異的な発現様式を示すことが明らかになっている。細

胞分化や行動・記憶などの高次生命現象を指標に、ショウジョウバエ遺伝学の多彩な手法を

駆使した解析を行うことにより、mRNA型non-coding RNAの機能を明らかにすることができる

と期待される。本研究課題では、ショウジョウバエ mRNA 型 non-coding RNA 遺伝子群のうち

6 個に焦点を絞り、その機能を詳細に解析することにより、従来の研究では明らかにされてこ

なかった RNA 分子の新たな機能の発見を目指した。 

 

４． 研究成果 

i）MRE29/polished rice 遺伝子の生理機能の同定 

 ショウジョウバエには32個の

mRNA型non-coding RNA候補遺

伝子（MRE遺伝子）があり、そのう

ちの6個（MRE3, 16, 29, 31, 32, 

33）は転写産物のほぼ全長を含

む完全長cDNAがクローニングさ

れている。これら6個のMREにつ

いてRNAi系統を作成し、その表

現型を解析したところ、MRE29の

RNAi系統が胚性致死を示すこと

が明らかとなった。なお、これま

での研究により、MRE29は胚発

生期においては表皮、消化管お

よび気管に発現していることを明

らかにしている。 

MRE29遺伝子について転写領

域を完全に欠失した変異系統を

作成し、その表現型を解析した

ところ、幼虫表皮にある細胞突

起（ventral denticleおよびdorsal 

hair）が完全に消失しており、呼

吸器官である気管にみられる細

胞突起（taenidium）に著しい異

図１．胚発生期における pri 表現型  

pri 変異体（右）では、野生型（左）にみられる腹部幼虫

表皮の細胞突起（上段矢頭および中段）が欠失してお

り、細胞突起直下に観察されるはずのアクチン束も消

失する（下段）。 
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常が見られた（図１）。これらの表現型から、MRE29遺伝子をpolished rice（pri）と再命名した。

pri変異体では上記の細胞突起形成に必須とされているアクチン束構造が完全に消失して

おり、アクチン細胞骨格の再構成制御機構を介して細胞の形態形成に関与していると結論

づけられた。 

 priは胚発生期ばかりでなく、幼虫から蛹にかけての変態期に強く発現するが、pri変異の

遺伝学的モザイク個体が変態期に致死であることから、変態期の成虫原基の発生におい

てもpriが必須であることが示された。さらに変態期特異的に致死となるpriの対立遺伝子を

作成して解析を行ったところ、変 態期において脱皮ホルモンのシグナル伝達に中心的な役

割を果たす転写因子群の一部（E74およびE75A）の発現が減少していた。このことから、priが
転写因子を介した変態期の遺伝子発現制御に重要な役割を果たしていることが明らかとな

った（図２）。 

 

ii) 真核生物で最小の ORF の発見 

 pri遺伝子産物がnon-coding RNAである

かどうかを検証するため、pri cDNA中の各

ORFにEGFP ORFを挿入したコンストラクト

をそれぞれ作成し、ショウジョウバエ培養

細胞に導入すると、5’側の 4 つのORF

（11-32 アミノ酸長）との融合コンストラクト

では蛍光が観察されることから、これら 4

つのORFが実際に翻訳されていると考え

られた。いずれのORFについても、ORF断

片のみを含むトランスジーンがpri表現型

をほぼ回復することができ、また全ての

ORFにフレームシフトを導入したトランスジ

ーンでは遺伝子活性が完全になくなること

から、これらのORFが遺伝子活性に必要十分であり、個々のORFが機能的に冗長であること

が判明した。これらのORFは極端に短いため、近縁種のゲノム配列を元にした通常のアミノ

酸配列の類似性解析では高いスコアを示さないが、核酸配列の類似性を元に手動で近縁種

ゲノム配列のアラインメントを行うと、核酸配列よりもむしろアミノ酸配列の類似性が高いこと

が明らかとなった。また、これら 4 つのORFはLDPTG[Q/T]Yという共通のアミノ酸配列を含ん

でおり、機能の冗長性とよく一致する。以上の結果から、pri遺伝子は機能的に冗長な 4 つの

短鎖ペプチドをポリシストロニックにコードするユニークな遺伝子であることが明らかになった

（図３）。これらORFのうち 3 個はわずか 11 アミノ酸からなる短鎖ペプチドをコードしており、こ

れは真核生物では最も小さいものである。 

iii) pri 遺伝子産物の分子機能 

 pri遺伝子産物（PRIペプチド）の分子機能を明らかにするため、幼虫表皮のdenticle形成に

図２．変態期における pri の機能 

変 態 期 に は 、 脱 皮 ホ ル モ ン

ecdysone の受容体 EcR を起点とし

た転写因子の遺伝子発現制御カ

スケードが形成されている。pri は、

従来知られていた DHR3/FTZ-F1

経路とは独立に、E74 および E75A

の発現を制御しており、前蛹期/蛹

期の移行に重要な役割を果たして

いる。 

図３．pri 遺伝子の ORF 

pri mRNA は約 1.5 kb であり、10 個の ORF を

含む。このうち 5’側の 4 個の ORF は翻訳さ

れ、遺伝子産物として機能する。これらの遺

伝子産物は LDPTG[Q/T]Y という 7 アミノ酸の

共通配列を含んでいる。
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焦点を絞り、pri表現型のさらに詳細な解析を行った。denticle形成のマスター遺伝子

shavenbaby（svb）は転写因子をコードしており、その標的遺伝子であるminiatureやshavenoid
の発現を制御することが知られている。一連の解析により、a) pri変異体ではsvbの発現には

変化がみられないにもかかわらず、miniatureおよびshavenoidの発現はほぼ完全に消失する

こと、b) SVBタンパク質は核内においてドット状に局在しているが、PRIペプチド存在下では核

質全体に検出されること、c) 培養細胞を用いた転写レポーターアッセイから、SVB単独では

転写抑制因子として機能するが、PRIペプチド存在下では転写活性化因子として機能するこ

と、d) SVBにはN末端を大きく欠いたアイソフォームが存在し、このアイソフォームはPRIペプ

チド依存的にみられることが判明し、PRIペプチドはSVBタンパク質の活性制御を介して細胞

突起形成に関与することが明らかとなった（図４）。 

図４．PRI ペプチドの機能 

Shavenbaby は転写抑制ドメイ

ン（赤）、転写活性化ドメイン

（青）、Zn フィンガー型 DNA 結

合ドメイン（灰）を含む転写制

御因子である。PRI ペプチド非

存在下では転写抑制因子とし

て機能するが、PRI ペプチド存

在下では N 末端が欠失し、転

写活性化因子となる。 
 

５． 自己評価 

 研究計画にあった 6 個の MRE 遺伝子に対する RNAi 系統および強制発現系統の作成と表

現型の解析については、各系統の致死性や形態異常の有無の観察に関しては計画通り達

成された。しかしながら、個々の遺伝子に関する詳細な解析については、MRE29/pri に関す

る解析以外では、MRE32 変異体の DNA マイクロアレイ解析と大まかな表現型の解析が行わ

れたのみであり、目標とした 6 個全ての遺伝子に関する解析は達成できなかった。また、

non-coding RNA の翻訳性の有無に関しては MRE29/pri のみについて行われており、それ以

外の遺伝子についての解析は行われていない。これらは計画当初に予想していなかった短

鎖ペプチド遺伝子の発見に伴い、並行的に複数の遺伝子を解析するのではなく、特定の遺

伝子の詳細な解析に発展的に研究を展開したことに起因している。pri 遺伝子の遺伝学的解

析については予想外の成果を上げることができた一方で、他の MRE 遺伝子群の解析につい

ては未解決のままであり、特に non-coding RNA として働く MRE の同定と分子機能の解析に

ついては全く進展がみられず、今後の大きな課題として残された。 

 

６． 研究総括の見解 

真核生物のゲノムからは、多くの non-coding RNA が転写されている。ここでは、ショウジョウ

バエの mRNA 型 non-coding RNA のうち MRE29 に着目し、その機能解析を行った。その結果、

この遺伝子は、アクチン細胞骨格の再構成制御機構を介して細胞の形態形成（denticle 形

成）に関与していることを明らかにした。細胞の形態から、MRE29 遺伝子を polished rice (pri)

と再命名した。さらに pri が転写因子（E74 および E75A）を介した変態期の遺伝子発現制御に

重要な役割を果たしていることを明らかにした。ところが、その後 pri の 10 個の ORF の内、5’

側の 4 個の ORF は翻訳されていること、この pri 遺伝子産物が pri 遺伝子活性を担っている

ことなどが判明した。Denticle 形成のマスター遺伝子 shavenbaby (svb)産物（転写因子）は pri

存在下で活性を持つようになることも明らかにした。最初の目標である mRNA 型 non-coding 

RNAの解析とはならなかったが、MRE29に関する多くの細胞機能を明らかにした点は非常に

高く評価出来る。ORF のうち３個はわずか１１アミノ酸からなる短鎖ペプチドをコードしており、

真核生物では最も小さな遺伝子産物であった。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

線虫を用いた RNAi 反応機構の遺伝生化学的解析 

 

２． 氏名 

田原 浩昭 

 

３． 研究のねらい 

   RNA interference (RNAi) とは細胞に 2 本鎖 RNA (dsRNA) を導入した場合に相同配列を

持つ遺伝子の発現抑制が生じる現象である。様々な真核生物において遺伝子発現を制御するす

る新しい手段として、基礎研究において盛んに利用されているのみならず将来の医療や植物育種

等への RNAi の応用が期待されている。又、RNAi は転移因子やウイルスに対する防御反応と

類似した現象であることが分かってきている。このように、RNAi は基礎および応用の両面で興味

深い現象であり、RNAi の反応機構を詳しく解析して理解することが求められている。 

 本研究では、線虫 C. elegans をモデル生物として生化学と遺伝学を組み合わせた複合的な解

析を行うことによって、RNAi のサイレンシング効率に密接に関連する反応について新たな理解を

得ることを目指した。特に、以下の課題に重点を置いて研究を進めることにした。① RNAi におけ

るサイレンシングシグナルの増幅装置に相当すると考えられる RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ 

(RdRP) の生化学的性質を解明する。② 一般的な RNAi においては配列特異的な mRNA 切

断活性が誘導されると考えられており、RdRP を持たない生物ではサイレンシング効率の鍵を担

う中心的反応として研究がなされている。RdRP を持つ線虫においても mRNA 切断活性の性質

を明らかにし、その活性を担う因子を同定する。 

 

４． 研究成果 

  (1) 背景

 RNAi および類似現象においては、標的遺伝子と相同な 20-25 塩基長 (nt) の small 

interfering RNA (siRNA) が中間産物として重要な役割を果たしていることが知られている。 

 線虫や植物そして菌類における遺伝学的な研究は、RNAi および類似現象の機構に 

Argonaute 蛋白や RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ (RdRP) 等が関与していることを明らかとし

てきた。又、ショウジョウバエや哺乳類細胞における研究では、試験管内で RNAi を再現する無

細胞反応系が構築されて活用され、以下の 2 つの活性が明らかとなっている。導入された 

dsRNA は、Dicer の RNase III 活性によって 5' 末端にモノ燐酸を持ち 3' 末端が突出している 

2 本鎖 siRNA (初期型) へと断片化される。siRNA はエンドヌクレアーゼ活性を持つ Argonaute 

蛋白と一緒に RNA-induced silencing complex (RISC) と呼ばれる複合体を形成し、RISC は標的 

mRNA を配列特異的に認識して切断する (Slicer 活性)。 

 現在、標的遺伝子と相同な小分子 RNA が関与する多様な遺伝子発現抑制現象も、RNAi と広

義に呼ばれるようになってきている。又、典型的な RNAi の経路は標的 mRNA の不安定化を生

じるが、内在性の RNAi 反応の一種として染色体の標的領域のヘテロクロマチン化を誘導する

経路も存在することが分裂酵母等の研究で分かっている。 

 

(2) 線虫の RNAi 反応機構を解析するための無細胞反応系の開発

 これまでに本研究者は線虫 C. elegans をモデル生物として用いて RNAi について遺伝学的な

解析を行い、RNAi に必要な因子を複数同定してきた。研究の次の段階として、RNAi 反応機構

における左記の RNAi 必要因子の上下関係および RNA の流れを明らかにしたいと考えた。そ

こで、線虫の細胞抽出液を用いて RNAi に関連する酵素活性を試験管内で解析するための無細

胞反応系を独自に開発して、これまで単離されてきた RNAi 欠損変異体と組み合わせた解析を

行うことによって、RNAi 反応機構の概略を遺伝生化学的に記述することにした。 
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 開発した無細胞反応系が適切に機能することを確かめるために、まず RNAi 反応の初期に働く 

Dicer の活性を調べたところ、長い dsRNA を 23-24 nt の 2 本鎖 siRNA へ断片化する活性

を確認できた。ちなみに線虫に一つだけ存在する Dicer 蛋白は DCR-1 と呼ばれ、DCR-1 と 

dsRNA 結合蛋白である RDE-4 の複合体が初期型 siRNA の産生を担っていることが知られて

いる。 

 

 
 

(3) サイレンシングシグナルの増幅装置に相当する RNA 依存性 RNA ポリメラーゼの生化学的

性質の解明

  植物や菌類等では、double-psi ・-barrel (DPBB) 構造の活性ドメインを持つ RdRP が RNAi 

および類似現象におけるサイレンシングシグナルの増幅に関与している。DPBB 構造を持つ 

RdRP は線虫やナメクジウオにおいても存在しているが、脊椎動物や昆虫では見つかっていな

い。 

 線虫が持つ RdRP 活性の生化学的性質を明らかにすることを目的として細胞抽出液へ鋳型 

RNA を導入する実験を行い、RdRP 活性を反映すると考えられる 21-23 nt の小分子 RNA の

産生を検出した（図 1A）。その RdRP 活性の鋳型としては、dsRNA よりもむしろ mRNA のような

長い 1 本鎖 RNA が適しているという結果を得た。線虫においては、RdRP のコア蛋白をコード

する遺伝子が 4 つ存在している。無細胞反応系を用いた解析によって、RdRP の変異体の一つ

であり RNAi に異常を示す rrf-1 では小分子 RNA を合成する RdRP 活性が 10% もしくはそ

れ以下に減少していることが分かった。幾つかの他グループの最近の研究は、線虫において in 
vivo で RNAi が生じる際に蓄積する siRNA の多くが 5' 末端にトリ燐酸を持つことを明らかに

しており、その知見は蓄積する siRNA の多くは mRNA を鋳型として RdRP 活性によってプライ

マー非依存的に合成された二次型 siRNA であることを意味している。つまり、二次型 siRNA の 

5’ 末端形成はモノ燐酸化末端を持つ切断産物を生じる Dicer には依存していない。生じてくる

新たな疑問は、二次型 siRNA の 3' 末端形成も Dicer (DCR-1) 非依存的な反応であるのかと

いう問題である。本研究者らは、小分子 RNA を産生する RdRP 活性は dcr-1 変異体由来の

抽出液においても存在するという実験結果を得た。 

  次に、RRF-1 の蛋白複合体について解析を行った。RRF-1 複合体中にヘリカーゼの一つで
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ある DRH-3 が存在することを見つけたが、DCR-1 の存在は検出できなかった。ちなみに 

DRH-3 は DExH 型ヘリカーゼであり、その構造は Dicer のヘリカーゼ領域や哺乳類において

ウイルスセンサーとして働く RIG-I と類似している（図 2A）。又、免疫沈降した RRF-1 複合体は、

鋳型 mRNA に対して相補的なトリ燐酸化 siRNA をプライマー非依存的に合成する RdRP 活性

を実際に示すことを確認した（プライマー伸長活性は検出できなかった）。RRF-1 複合体が合成し

た小分子 RdRP 産物をクローニング解析したところ、93% の RdRP 産物の 5' 末端が G でス

タートしており、96% の RdRP 産物は鋳型 RNA の末端ではなく内部配列に合致していた。以上

の解析結果は、Dicer 活性とは独立した様式で、RRF-1 が DRH-3 の協力を得て mRNA 派生

物を鋳型として二次型 siRNA を合成することを意味している。 

 

(4) 線虫の RNAi において配列特異的な mRNA 切断活性を担う主要因子の同定

 ハエや哺乳類では、Dicer 産物であるモノ燐酸化 siRNA によって標的 mRNA を切断する 

Slicer 活性が誘導されることが示されている。線虫をモデル生物とした遺伝学的な研究は RNAi 

関連因子を他生物にさきがけて数多く同定してきたが、Slicer 活性についての生化学的な情報は

全く存在しない状況であった。 

  本研究者らは、数種類の異なる形状の合成 siRNA を細胞抽出液へ導入して、標的 mRNA 

を配列特異的に切断する Slicer 活性を誘導することを試みた。Slicer 活性はモノ燐酸化された 

2 本鎖 siRNA (初期型) によって弱く、モノ燐酸化された 1 本鎖 siRNA によって中程度に誘導

された。興味深いことに、RdRP 産物を模したトリ燐酸化された 1 本鎖 siRNA (二次型) が最も

強力に Slicer 活性を誘導することが判明した（図 1B）。又、モノそしてトリ燐酸化 siRNA によっ

て誘導される Slicer 活性はそれぞれ異なる蛋白に対応していることが、ゲル濾過解析によって

示唆された。 

 

 
 

 次に、様々な RNAi 欠損変異体から細胞抽出液を調製して Slicer 活性を調べる実験を行った。
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その結果、本研究者らが作製した Argonaute 変異体の一つである csr-1(fj54) においては二次

型 siRNA による Slicer 活性がひどく損なわれていることが分かった。大腸菌で作製した 

CSR-1 リコンビナント蛋白はモノ燐酸化された 1 本鎖 siRNA と一緒に弱く、そして二次型に相

当するトリ燐酸化された 1 本鎖 siRNA と一緒に強く Slicer 活性を示した。つまり、CSR-1 が

二次型 siRNA によって誘導される Slicer 活性を担っていると考えられる。 

 以上の研究結果に基づき、“線虫の RNAi における標的転写産物の不安定化においては、初

期型よりもむしろ RdRP による増幅産物である二次型 siRNA が主要な役割を果たしているとい

うモデルを提唱した（図 2B）”。 

 

５． 自己評価 

  遺伝学と生化学を組み合わせた複合的な解析によって、線虫という生物種における RNAi の

機構について、外来の RNA によって誘導される反応の概略を提示する研究ができたと考えてい

る。しかしながら、初期型の siRNA が RdRP を標的 mRNA へ選択的にリクルートする仕組み

が未だ不明である等、未解明の問題も存在している。又、線虫と他生物における RNAi 反応機構

は類似した蛋白因子を用いているが、RNA の流れについてはかなりの違いが見受けられること

も、本研究および関連する他グループの研究によって分かってきた。他生物と保存性の非常に高

い機構が浮かび上がってくることを期待していたことから、少し残念に思っている。 

 今後は、生化学的な研究から生理学的な研究へ立ち戻って、広い意味で RNA が関与する他

生物でも共通性の高い生命現象の解明に再び挑戦したいと考えている。 

 

６． 研究総括の見解 

線虫を研究材料とし、生化学的および遺伝学的手法を組み合わせた解析により RNAi のサイレン

シング効率に関連する反応についての理解を深めることを目標とした。そのために、サイレンシン

グシグナルの増幅に重要な役割を果たすRNA依存RNAポリメラーゼの生化学的性質を解明する

こと、および配列特異的 mRNA 切断活性の性質を明らかにし、その活性を担う因子を同定するこ

とを目指した。その結果、RNAiの機能発現機構について、外来のRNAによって誘導される反応機

構のモデルの提唱に至った。RNAi に関連する酵素活性を見るための無細胞反応系の開発などを

含む優れた技術により、当初の目的をほぼ達成したことは、大変立派である。さらに、内因性の反

応についての興味ある研究を展開中であり、今後も大変楽しみである。 

 

７． 主な論文等 

Ａ．さきがけ個人研究者主導で得られた成果で主なもの 

①論文 

1. Aoki, K., Moriguchi, H., Yoshioka, T., Okawa, K., & Tabara, H.*  In vitro analyses of the 

production and activity of secondary small interfering RNAs in C. elegans.  EMBO J. 
26, 5007-5019 (2007). 

 

  
359



 

研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

RNAi 複合体形成の生化学的解析 

 

２． 氏名 

泊 幸秀 

 

３． 研究のねらい 

タンパク質の鋳型としては使われることのない、小さな RNA（small RNA）が、遺伝子発現の制

御に大きな役割を演じており、生物の発生や形態形成、癌化など重要な生物学的機能を緻

密にコントロールしていることが明らかになってきました。小さな RNA の中でも特に、small 

interfering RNA と micro RNA は、共に特異的なターゲット遺伝子の発現を抑制することで細

胞機能の制御を行います。これらの小さな RNA は、単独で働くのではなく、複数のタンパク質

と複合体を作って、初めてその機能を発揮できます。本研究は、このような複合体がどのよう

にして作られるのかに着目し、小さな RNA の働く仕組みを明らかにすることを目指します。 

 

４． 研究成果 

small RNAの振り分け機構 

 

siRNA と miRNA は、その由来こそ違いますが、共に RISC (RNA-induced silencing complex)

と呼ばれる、複数のタンパク質と一本鎖の small RNA から成るエフェクター複合体を通して、

特異的な標的遺伝子の発現抑制を行います。RISC を通して、miRNA は通常不完全に相補

的な結合部位を複数個持つターゲット mRNA の翻訳抑制を引き起こすのに対し、siRNA は相

補性の高い結合部位を一つでも持つターゲット mRNA の切断・分解を引き起こします。RISC

の中で中心的役割を果たすのは、Argonaute と呼ばれるタンパク質です。私たちが主な実験

材料として用いているショウジョウバエには、Argonaute1 (Ago1)、Argonaute2 (Ago2)という二

種類の Argonaute が存在しますが、一般に miRNA は Ago1 を含む RISC に、siRNA は Ago2

を含む RISC に取り込まれます。 

 

ショウジョウバエでは、miRNA と siRNA は、それぞれ Dicer-1、Dicer-2 という別々の酵素によ

って生成されるため、それぞれの生合成経路と Argonaute へ取り込まれる経路は連動してい

ると、もともと考えられてきました。しかし、私たちは、マサチューセッツ州立大学 Phillip 

Zamore 研究室との共同研究により、miRNA と siRNA は、それらの生合成経路とは独立して、

能動的にそれぞれの Argonaute に振り分けられているということを明らかにしました。この時

重要になるのが、miRNA と siRNA の生合成過程における small RNA 二本鎖中間体、すなわ

ち Dicer による切断を受けた直後の miRNA/miRNA*二本鎖と siRNA 二本鎖という中間体の

構造です。私たちは、様々な生化学的実験を通して、small RNA 二本鎖の中心付近にミスマ

ッチが存在する場合は Ago1 に、そうでない場合は Ago2 に振り分けられているということを見

いだしました。この際、私たちが以前定義した RISC-loading complex (RLC, Ago2 を含む RISC

に small RNA を「積み込む」働きをしている複合体で、RISC 形成の上流に位置する)が、結合

強度の差を利用して、ミスマッチの位置を見分ける役割を果たします。統計的に見ると、天然

に存在する miRNA/miRNA*二本鎖には、中心部分にミスマッチが存在することが多く、RLC

は siRNA 様のものを積極的に Ago2 に送り込み、miRNA 様のものを排除する「門番」の役割

を果たしていると言えます。同時に、天然に存在する miRNA の中には、Ago1 だけでなく Ago2

にも取り込まれるものが存在するという予測が立てられましたが、実際、そのようなものが数

多く報告されています。この研究成果は 2007 年 Cell 誌に 2 つの連報論文として発表しまし

た。 
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miRNAはどのようにしてエフェクター複合体を形成するのか? 

 

miRNA は、ゲノムから長い前駆体として転写(DNA から RNA が作られること)されたあと、2 段

階の切断を受け、最終的に 22 塩基程度の長さの成熟体 miRNA が作り出されます。この途中

で miRNA/miRNA＊（スター）二本鎖と呼ばれる 22 塩基程度の長さの RNA がペアに成ったよ

うな中間体が作られます。miRNA/miRNA＊二本鎖のうち、一方の鎖のみが選択的に RISC

に取り込まれ(この鎖が成熟体 miRNA に相当します)、もう一方の鎖は RISC には取り込まれ

ずに分解されてしまいます(この鎖が miRNA＊鎖に相当します)。 

 

私たちは miRNA 経路のモデルと位置づけられるショウジョウバエの Ago1 というタンパク質に

着目し、RISC の形成過程を、アガロースネイティブゲルと呼ばれる生化学的な手法によって

直接検出できるシステムを初めて確立しました。そして、miRNA が Ago1 に取り込まれ RISC

が作られるまでの道筋を詳しく調べました。その結果、miRNA/miRNA＊は、まず二本鎖のま

まの状態で Ago1 ヘと取り込まれることが分かりました。その際、エネルギーである ATP が必

要であること、また、miRNA/miRNA＊鎖のミスマッチ(塩基対が形成されないこと)が中心部

分(9-11 番目)に存在すると、Ago1 により効率よく取り込まれることが明らかとなりました。私

たちは以前、RNA 干渉を引き起こす small interfering RNA (siRNA)が Ago2 を核とする RISC

に取り込まれる際には、中心部分のミスマッチが嫌われるということを見いだしていましたが、

Ago1 と Ago2 は全く逆の(相補する)「好み」を持っているということになります。 

 

次に、miRNA/miRNA＊鎖から miRNA 鎖のみが選択され miRNA＊鎖が分解される過程(この

過程のことを unwinding [巻き戻し]と呼びます)を調べました。これまで、unwinding には ATP

を利用して、二本鎖 RNA をほどく様な巻き戻し酵素(helicase)が関わっていると考えられてき

ましたが、驚くべきことに、実際には ATP は全く必要なく、miRNA/miRNA＊二本鎖の 2-8 番

目(seed 領域)あるいは 12-15 番目(3’-mid 領域)の塩基にミスマッチが存在することことが、

成熟型Ago1-RISCの形成に必要であることが分かりました。興味深いことに、unwindingの際

に「ミスマッチが必要」な領域は、miRNA が標的 mRNA を認識する際に「塩基対形成が必要」

な領域と、全く同じものでした。これは、miRNA/miRNA＊から miRNA が選択される過程と、

miRNA が標的 mRNA を認識する過程が、鏡写しの関係にあるということを表しています。つ

まり、これは、これまでは全く別物であると考えられてきた 2 つの過程が、共に Argonaute とい

うタンパク質の中で RNA が取り得る特殊な構造により説明できるということであり、従来の考

え方を大きく変えることになります。 

 

さらに私たちは、ショウジョウバエ Ago1 についての知見をもとに、ヒトに 4 種類存在する

Argonaute についても、二本鎖の取り込みと巻き戻しという 2 つのステップに着目し、解析を

行いました。その結果、ショウジョウバエ Ago1 と同様、miRNA が複合体を形成するためには、

特定の領域(seed 領域および 3’-mid 領域)にミスマッチが必要であることが分かりました。こ

の性質はヒト Argonaute の 4 種類すべてに共通のものでした。また、ミスマッチを持たない

siRNA の場合には、ヒトの 4 種類の Argonaute のうち RNA を切断する活性をもつもの

(Argonaute2)のみでしか効率よく複合体が形成されないことが明らかになりました 

 

今回の発見により、miRNA が RISC を形成する複雑な過程が初めて明らかになったと同時に、

miRNA 遺伝子が特定の領域に持つミスマッチが重要な役割を果たしていることを見いだしま

した。実際、天然に存在する miRNA 遺伝子の構造を調べたところ、ほとんどのものが、今回

我々が見いだした RISC 形成に必要な要件(特定の領域にミスマッチが存在すること)を満たし

ており、それは様々な生物種で保存されていることが分かりました。すなわち、なぜ miRNA 遺

伝子が進化の過程において特定の領域に多くのミスマッチを持ち続けているのかということ

を、生化学的に説明することが可能になったわけです。さらに、これを応用することで人工的
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な miRNA 遺伝子を設計することも可能になると考えられます。これらの研究成果は、2009 年

と 2010 年、Nature Structural and Molecular Biology 誌に 2 報の論文として発表しました。 

 

miRNAによる翻訳抑制のしくみ 

 

miRNA が標的 mRNA の翻訳を抑制するしくみに関しては、数多くの報告がなされてきました

が、1. cap 構造認識段階での阻害  2. cap 構造認識後の後期翻訳開始段階での阻害  3. 

翻訳伸長段階での阻害  4. poly(A)の短縮と mRNA の不安定化  5. P-body (mRNA の分解

と貯蔵を司る細胞質顆粒)への移行 等、様々な仮説が提唱されており、混乱を極めています。

前述の通り、ショウジョウバエでは、miRNA はその中間体の構造に従って、Ago1 と Ago2の間

に分配されます。私たちは、miRNA が取り込まれる Argonaute の種類によって、その翻訳抑

制作用が異なるのではないか、という仮説を立てました。ショウジョウバエの「small RNA 振り

分け機構」を利用すれば、その生合成を考慮しなくとも、ミスマッチの位置をデザインすること

で、Ago1-RISC と Ago2-RISC を、ほぼ排他的に形成させることが可能となります。私たちは、

独自に開発した in vitro 系を使うことで、Ago1 と Ago2 による作用を個別に評価し、それらの

翻訳抑制の様式を丹念に調べました。その結果、1. Ago1 は標的 mRNA の poly(A)を分解す

るが、Ago2 はしない  2. Ago1 は(poly(A)分解と独立して)cap 認識後の段階を阻害するが、

Ago2 は cap を認識する eIF4E と eIF4G との相互作用を特異的に阻害する 3. Ago1 の働きに

は P-body 構成要素である GW182 が必要であるが、Ago2 には必要ではない  という様に、

Ago1 と Ago2 の働きには大きな違いがあるということが明らかになりました。よって、これまで

の矛盾した結果の少なくとも一部は、別々の Argonaute の活性を混同して評価していたため

であると考えられます。この研究成果は 2009 年 Molecular Cell 誌に発表しました。 

 

５． 自己評価 

小さな RNA がエフェクター複合体を形成する過程に着目し、小さな RNA が働く仕組みを解明

するという当初の目的に対しては、この 4 年間でかなりの進展を達成できたと考えています。

ただし、これですべてが明らかになったわけでは決して無く、例えば「二本鎖 RNA として生ま

れた小さな RNA が、どのようにして複合体の中核である Argonaute タンパク質に取り込まれ

るのか」という根本的疑問に対する答えはまだ得られていません。よって、今後もこの経路に

注目しながら、小さな RNA が働く仕組みの全体像に迫って行きたいと考えています。 

 

６． 研究総括の見解 

重要な生物の機能の多くが、small RNA (siRNA や miRNA)によって制御を受けていることが明

らかとなっている。このような制御は RNA 単独ではなく、複数のタンパク質と複合体を作って

行われる。本研究では、このような複合体がどのようにしてつくられるかを主にショウジョウバ

エの系を使用して、明らかにすることを目的とした。その結果、二本鎖 RNA にミスマッチが存

在するか否かで取り込むタンパク質が異なることを明らかにした。この取り込みの機構は完全

には明らかとなっていませんが、取り込みにATPが必要であること、二本鎖が一本鎖になると

き（unwinding）には ATP は必要ないことなどを明らかにし、人工的な miRNA 遺伝子を設計す

ることも可能にした。さらに、混乱を極めていた miRNA による翻訳抑制の仕組みを見事に整

理し、Ago1 と Ago2 の働きに大きな違いが存在することを解明した。本研究は、世界的にとく

に競争の激しい当該分野において、世界をリードする日本発の研究成果として、特に高い評

価を与えたい。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

リボウイルス創薬：ウイルスに学ぶ RNA 分子の可能性とその応用 

 

２． 氏名 

朝長 啓造 

 

３． 研究のねらい 

近年、機能性RNA分子を利用した研究と医薬品の開発が世界各国で精力的に進められている。

特に、非コード小分子 RNA である short interfering RNA や short hairpin RNA を利用したターゲッ

ト遺伝子の発現抑制と microRNA を用いた翻訳制御は、がんや難治性疾患の治療ならびに感染

症への応用が期待されている。機能性 RNA 分子の研究は、生命科学の発展に寄与するのみなら

ず、創薬や再生医療へと応用可能な RNA テクノロジーを生み出すと考えられる。一方で、RNA 分

子を創薬として実用化するためには、いまだ解決すべき問題が残されている。それは、壊れやす

い RNA 分子を細胞内で長期間安定に発現させる技術開発に加えて、RNA を生体内の適所に安

全に運ぶための効率的なデリバリーシステムの構築と考えられる。 

本研究のねらいは、特異な性状を持つ RNA ウイルスの感染動態を利用することにより、機能性

RNA 分子を効率かつ持続的に発現でき、生体への適用にも優れた新規 RNA ウイルスベクターを

開発することにある。私たちが研究対象としているボルナ病ウイルス（Borna disease virus: BDV）

は、マイナス鎖一本鎖の RNA をゲノムに持つ神経細胞親和性のウイルスである。BDV は細胞核

で持続感染するという他のウイルスでは見られない特徴を持っている。本研究では、細胞核にお

けるBDVの複製と持続感染のメカニズムを分子レベルで解明することで、細胞内でRNAを長期に

安定化させる技術基盤の構築を目指した。また、独自に開発した組換え BDV 作製技術を応用す

ることで、これまでにない独創的な RNA ウイルスベクターの開発に挑戦した。本研究の最終目標

は、BDV の特性を利用したリボウイルス創薬の確立にある。 

 

４． 研究成果 

1） ボルナ病ウイルスの持続感染機構に関する研究成果 

数多く存在する動物由来 RNA ウイルスの中で、細胞核を複製の場として利用するウイルスは

ボルナウイルス科とオルソミクソウイルス科の 2 科だけである。しかしながら、この 2 科の RNA ウ

イルスの間には、感染様式に違いがある。オルソミクソウイルス科に属するウイルスが感染細胞

への強い細胞傷害性と細胞死の誘導を特徴としているのに対し、ボルナウイルス科に属する

BDV は非細胞傷害性の増殖と持続感染を性状としている。この独特な感染様式から、BDV は細

胞核に寄生できる唯一の RNA ウイルスであると考えられている。私たちは、動的な環境にある細

胞核において BDV がゲノム RNA を安定に維持するメカニズムについて解析を行った。 

はじめに、細胞核におけるウイルスゲノム RNA の動態を明らかにするために、ゲノム RNA を含

むウイルスのリボヌクレオ蛋白質複合体（RNP）の核内局在について解析した。BDV 持続感染細

胞には、核内に BDV 主要抗原のドット状構造物（viral speckle of transcripts: vSPOT）が観察され

た（図 1a、矢印）。vSPOT は、ゲノムならびにアンチゲノム RNA を含み、複製の場あるいはゲノム

RNA の成熟の中心であると考えられた。共焦点レーザー顕微鏡ならびにクロマチン結合解析法を

用いた観察により、vSPOT はクロマチンに接合して形成されることが明らかとなった。また、核膜

が消失した分裂期の細胞では、RNP が濃縮したクロマチンに接合している様子が観察された。興

味深いことに、分裂後期では RNP が娘染色体とともにそれぞれの細胞核へと運ばれることが示さ

れた（図 1b）。さらに、クロマチン免疫沈降法を用いた解析から、BDV RNP はヌクレオプロテイン

（N）蛋白質とコアヒストンとの結合を介してクロマチンに接合していると考えられた。また、染色体

上の RNP は複製能力を持つことも確かめられた 

次に、クロマチン上での RNP の複製制御機構について、BDV のリン酸化（P）蛋白質と結合する
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クロマチン結合性 DNA 構造変換因子、HMGB1（High-mobility group box protein 1）、に着目して解

析を行った。HMGB1 は核内に豊富に存在する蛋白質であり、DNA の構造変換を介して転写を促

進する働きを持っている。shRNA を用いて HMGB1 をノックダウンした結果、ノックダウン細胞では

クロマチンに局在する P 蛋白質が減少し、ウイルス mRNA の発現レベルが顕著に低下することが

判明した。また、クロマチン上における RNP の安定性も低下することが明らかとなった。さらに、生

細胞を用いた観察から、HMGB1 は vSPOT への出入りを頻繁に繰り返していることも確かめられ、

BDV はクロマチン上での複製に HMGB1 との相互作用を利用していることが示唆された。 

以上の解析により、BDV は細胞周期を通じてクロマチンに局在することで、安定したゲノム RNA

の保持と複製制御を成し遂げていると考えられた（図 1c）。本研究により、細胞内における一本鎖

RNA の安定化に関して有用な知見が得られた。 

 

DNA

Core histonesRNP

a

b

c

BDV N DAPI Merged
図1．クロマチンを利用した

ボルナ病ウイルスの核内安
定化機構． (a) BDV持続感

染細胞核に見られるドット状
構造物（vSPOT; 矢印）．間
期の細胞核．BDV RNPは
抗BDV N抗体（赤）で，クロ
マチンはDAPI（青）で染色を
行った． (b) 分 裂後 期の
BDV持続感染細胞像．BDV
RNPは染色体とともに娘細
胞 の 核 へ と 運 ば れ る ． (c)
BDV RNPは細胞周期を通じ

て，コアヒストンを介してクロ
マチンに接合できる．

2） ボルナウイルス N mRNA の逆転写と宿主染色体へのインテグレーションに関する研究成果 

私たちの研究成果により、BDV の生活環はクロマチンに高い依存性を示すことが明らかとなっ

た。一方、BDV をウイルスベクターとして利用するためには、BDV 複製が宿主染色体に与える影

響についてより詳細に理解する必要があると考えられる。そこで、感染細胞における BDV ゲノム

の存在様式について検討を行った。BDV が持続感染した様々な哺乳類細胞より DNA を抽出して、

DNase あるいは RNase 処理を行ったのちに BDV 特異的プライマーを用いて PCR を行った。その

結果、ヒト由来 OL 細胞、293T 細胞ならびにイヌ由来 MDCK 細胞において、DNase 感受性の BDV 

DNA が検出された（図 2a）。一方、サル由来 Vero 細胞ならびにラット由来 C6 細胞では確認されな

かった。また、BDV が感染したマウス脳においては、感染後約 30 日目より BDV DNA が産生され

ることが判明した。詳細な解析の結果、検出された DNA は BDV mRNA を鋳型に作り出されている

ことが明らかとなった（図 2b）。 

次に、検出された BDV DNA が染色体外に存在するものなのか、あるいは宿主ゲノムにインテ
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グレーションされたものかを明らかにするために、Alu-PCR法を用いた解析を行った。BDV持続感

染細胞から抽出した高分子 DNA を Alu 配列と BDV に特異的なプライマーで増幅を行った。その

結果、感染後約 30 日目より特異的バンドが検出され、BDV DNA が宿主ゲノムにインテグレーショ

ンされている可能性が示された。さらに、novel Alu-PCR 法と inverse PCR 法を用いて、染色体上

における BDV DNA の構造を解析した結果、インテグレーションされた BDV DNA は、その 3’末端

に poly A 様配列を有しており、多くの配列で 5’側が欠損していることが判明した。また、一部の配

列ではその両末端に特異的な繰り返し配列があることが確認された。これらの観察結果により、

核内で転写された BDV mRNA は、宿主のレトロトランスポゾン（LINE1 など）の作用により、宿主ゲ

ノムにインテグレーションされることが示唆された（図 2c）。 

一方、すべての真核生物のゲノムデータベースを解析した結果、ヒトをはじめとする多くの哺乳

類において、BDV の N 遺伝子と相同性の高い配列が存在することが明らかとなった。このことは、

ボルナウイルス RNA の逆転写と宿主ゲノムへのインテグレーションが過去の感染で実際に起こっ

たことを示している。これらの結果は、ボルナウイルスの持続感染が宿主ゲノムに遺伝的な新奇

性をもたらす可能性を示しており、BDV の新たな病原性機構の存在が示唆された。 
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3） ボルナ病ウイルスを利用した新規ウイルスベクターの開発に関する研究成果 

私たちは、BDV のゲノム RNA を発現するプラスミドと N、P、L 蛋白質を発現するプラスミドの計

4 種類を 293T 細胞に導入することで組換え BDV を産生させるリバースジェネティクス技術を独自

に確立している。そこで、この技術を応用することで BDV のゲノム内に外来遺伝子をコードする

BDV ベクターの開発を試みた。 

はじめに、BDV ゲノム内における外来遺伝子の挿入部位について検討を行った。GFP 遺伝子

をゲノム上のさまざまな領域に挿入して、その発現効率を解析した結果、P 遺伝子と M 遺伝子の

間の非コード領域（P/M）への挿入において、外来遺伝子が効率的に発現されることが明らかとな
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り、組換えウイルスの産生も可能であることが示された（図 3a）。P/M 間に GFP 遺伝子を挿入した

BDV ベクターから産生された組換え BDV（BDV-P/M GFP）は、ゲノムの 5’末端に GFP 遺伝子を

持つウイルス（BDV-5’ GFP）よりも、GFP の発現効率が高く、長期にわたり安定に GFP を発現す

ることが示された。また、P/M 間領域は、5'末端と比較してより大きな外来遺伝子の挿入が可能で

あることも明らかとなった。さらに、BDV P/M ベクターの外来遺伝子発現の持続性を確認するため

に、BDV-P/M GFP をマウスおよびラットの脳へ接種を行った。その結果、少なくとも 8 ヶ月間は

GFP の発現が海馬あるいは大脳皮質領域の神経細胞で観察され、外来遺伝子の持続的発現が

可能なベクターであることが示された（図 3b）。 

次に、より効率的で安全性の面でも優れたウイルスベクターの確立を目標に BDV P/M ベクター

の改良を行った。主な改良点は、以下の 3 点である。① 病原性と伝播能力を欠損させるために、

エンベロープ（G）蛋白質をコードする G ORF の開始コドンに変異を導入した。② 複製効率を上昇

させるために、ポリメラーゼ（L）遺伝子内に存在するイントロン配列を欠損させた。③ 外来遺伝子

の挿入能力を上げるために、M 遺伝子を欠損させた。①および②の変異を持つ組換え BDV

（BDV-dGLL-P/M）（図 3a）は、G 遺伝子を恒常的に発現する Vero 細胞を用いることで回収が可

能であった。一方、上記のすべての変異を持つ組換えウイルス（BDV-dGdMLL-P/M）（図 3a）は、

G と M 遺伝子を恒常的に発現する細胞を用いて回収した。面白いことに、BDV-dGLL-P/M は、培

養細胞内での伝播能力を欠いていたが、持続感染を維持する能力は保持しており、外来遺伝子

を長期間、安定に発現できることが示された。BDV-dGdMLL-P/M も培養細胞において持続的な

感染が確認されている。以上の結果より、BDV を利用して安全性が高く、効率的で持続性の発現

が可能な新規 RNA ウイルスベクターの基本技術の確立に成功した。 

確立した BDV ベクターの応用についても検討を行っている。これまでに、P/M 間にアミロイド β

ペプチドを分解する中性エンドペプチターゼであるネプリライシン（NEP）遺伝子を挿入したベクタ

ーを作成した。NEP をコードしている組換え BDV からは機能性 NEP が発現することが確認された。

現在、アミロイド β ペプチドを蓄積するトランスジェニックマウスを用いて、NEP 発現 BDV ベクター

の有用性について検討を行っている。 

また、本研究の最終目標であった機能性 RNA 分子を持続的に発現するベクター開発も試みた。

P/M 間領域に microRNA （miRNA）を産生する配列を挿入することで、RNA ウイルスとしては初め

ての機能性 RNA 発現ベクターの作製を試みた（BDV-dGLL-P/M-miR）（図 3a）。具体的には、

miRNA-155 （miR155）をコードしているゲノム領域をマウスゲノムよりクローニングし、BDV ベクタ

ーの P/M 間領域に挿入した。リバースジェネティクス技術により、そのアンチゲノム鎖に miR155

配列を持つ組換え BDV（BDV-P/M miR155）を作成し、Vero 細胞への感染を行った。その結果、

感染細胞において成熟 miR155 の発現が確認され、ターゲット配列を持つ遺伝子の翻訳を有意に

抑えることが明らかとなった。また、他の遺伝子に対する miRNA 配列の導入も成功しており、

miRNA を発現する組換え BDV が感染したマウス脳内では、ターゲット遺伝子の発現が低下してい

ることも示されている。 
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た（BDV-dGdMLL-GFP）．P-M間にmiRNAを発現できる配列を挿入することでmiRNAを発現できるベクター
を構築した（BDV-dGLL-P/M-miR）．(b) GFP発現組換えBDV P/Mウイルスを感染させたマウス脳．GFPの
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５． 自己評価 

本研究の最終目標は、BDVを利用して機能性RNA分子を発現できる新規RNAウイルスベクタ

ーを開発することあった。上記4-3）で示したように、これまでにBDVベクターの基本技術の開発は

成功し、実験的なレベルではあるがmiRNAを発現するベクターの作製にも成功している。これらの

新規の技術に関しては、既に特許出願済みであり、研究成果の②でも示したように、今後のさら

なる改良と応用は間違いなく期待できる。BDVを用いたウイルスベクターの開発という観点からは、

本研究の目標は達成され、高く評価できると考える。 

一方、RNAを細胞内で安定化する技術構築に関しては、クロマチン動態を利用したBDVの持続

感染機構の証明で終わっている。現在、BDV RNAがRNPとして核内で安定化する機構を他の

RNA分子にも応用できるかを試みている最中であり、今後の課題となっている。また、特許との関

連もあるが、研究期間内で発表できなかった論文があるのも反省点の一つである。現在、精力的

に執筆中であり、1年以内には数報を発表したいと考えている。 

 

 

６． 研究総括の見解 

ボルナ病ウイルス（BDV）は、神経親和性を持ち、細胞核で持続感染する。この特性を生かし、

独創的な RNA ウイルスベクターの開発を目標とした。まず、ウイルスの RNP がクロマチンに結合

していること、核膜のなくなる分裂期の細胞では、濃縮したクロマチンに接合しており、分裂後期で
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は RNP が娘染色体とともにそれぞれの細胞核へと運ばれることを示し、感染細胞のなかで BDV

ゲノムが安定に維持されるメカニズムが存在することを示した。BDV ベクターの開発は順調に行

われ、GFP の発現がマウスおよびラットの海馬や大脳皮質領域の神経細胞で少なくとも 8 ヶ月は

安定に続くことを示した。また、miRNAを発現するベクターの作製にも成功した。現在、アミロイドを

分解するネプリライシン遺伝子を挿入したベクターを作製し、有用性についての検討を行っており、

最終目標をクリアーしたことは高く評価できる。さらに、本研究遂行の過程で、BDV の N 遺伝子が

宿主ゲノムにインテグレートされることを見出したことは、驚くべきことであった。宿主ゲノムの進化

のメカニズムや BDV の新たな病原性発現機構に新知見をもたらしたことを非常に高く評価した

い。 
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１． 研究課題名 

PPR 蛋白質ファミリーの解析と RNA 調節酵素への応用 

 

２． 氏名 

中村 崇裕 

 

３． 研究のねらい 

  植物オルガネラ（葉緑体、ミトコンドリア）ゲノムにコードされる遺伝子の発現は、核にコードされ

る遺伝子によって、主に RNA の段階で制御されている。このような制御のために、植物が 500 個

もの新規の蛋白質ファミリー、PPR（pentatricopeptide repeat）蛋白質、を進化の過程で独自に獲

得してきたことがゲノム配列情報より明らかになった（シロイヌナズナ全蛋白質遺伝子の 1/50）。 

  500 個の PPR 蛋白質はそれぞれが別の配列をもつオルガネラ RNA に結合し、切断、編集、ス

プライシング、もしくは翻訳、などの様々な RNA プロセシングに関わることが明らかになってきた。

殆どの PPR 蛋白質は 35 アミノ酸から成る PPR モチーフの約 10 個の繰り返しで構成されており、

性質の異なる PPR モチーフの組み合わせによって、配列特異的な RNA アダプターとして働くと考

えられている。しかし、ゲノム配列情報の計算科学的な手法で見いだされたモチーフであるため、

その配列と機能の相関関係は全く不明である。 

  そこで本研究では、この植物特異的な蛋白質の分子機能を明らかにすると共に、その機能の

根幹をなす各 PPR モチーフの RNA 結合特性の解明、および PPR モチーフを人工的に組み上げ

ることで、任意の RNA 配列に結合し、切断する RNA 調節酵素を開発するための基盤技術の確立

を目指した。 

 

４． 研究成果 

A. PPR 蛋白質の分子機能 

i) 配列特異的な RNA 切断酵素として働く PPR 蛋白質 

  約 15%の PPR 蛋白質には、PPR モチーフの連続のほかに、C 末端に約 100 アミノ酸の機能未

知の保存モチーフが見いだせる。このモチーフは、アスパラギン酸(D)、チロシン(Y)、トリプトファン

（W）が C 末端に保存されているため、DYW モチーフと呼ばれている。DYW モチーフは、RNA 編集

（RNA での塩基の置換）との進化的な相関関係が見いだされたため、RNA 編集の触媒酵素だと推

測されていた。 

  この DYW モチーフの酵素化学的な解析を行ったところ、実際には新規の RNA 切断酵素ドメイ

ンであることを明らかにした（論文 2）。また、12 個の PPR モチーフ、1 個の DYW モチーフで構成さ

れる PPR 蛋白質、CRR2、の解析を行い、PPR 部分で RNA の認識、DYW 部分で切断を行う配列

特異的な RNA 切断酵素であることを試験管内で再現することができた。 

 

ii) RNA 編集に関わる PPR 蛋白質の進化 

  植物オルガネラでは、RNA 上で C が U に変換される RNA 編集が多く見いだせる（葉緑体 30

個、ミトコンドリア 500 個）。この複数の RNA 編集を経ることでオルガネラ遺伝子の情報は正しく発

現する。また、RNA レベルでの遺伝情報の補完という現象であることからも、その意義、分子機構

に関する研究が活発に行われている。 

  植物では、オルガネラ RNA 編集の部位指定に PPR 蛋白質で働くことが明らかになってきたが、

編集を触媒する酵素は未だ発見されていない。近年、いくつかの PPR 蛋白質が持つ DYW モチー

フが、編集酵素実体であるとの仮説が提唱されたが、研究成果 i)で示したとおり、いくつかの DYW

モチーフは RNA 切断酵素として働くことを既に見いだしていた。 

  今回、新たに RNA 編集に必要な蛋白質として PPR 蛋白質(CRR22、28)を遺伝学的に同定した

が、この PPR 蛋白質は RNA 切断に働く DYW モチーフを有していた。そのため、一部の DYW モチ
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ーフが当初の仮説通り、RNA 編集酵素である可能性が考えられた。しかし、解析を行ったところ、

今回同定した CRR22、CRR28 の DYW モチーフは既に RNA 切断活性を失っていること、in vivo で

の RNA 編集における機能に DYW モチーフは必要ないことが明らかになった。また、CRR22、

CRR28 の DYW モチーフは、RNA 切断に働く CRR2 の DYW モチーフの機能を相補できないことが

明らかになった（論文 1）。 

  このことから、最初は RNA 切断に働いていた DYW をもつ PPR 蛋白質が、RNA 編集に流用さ

れるようになり、機能的に必要でなくなった DYW モチーフは変異により酵素的な活性が失われて

いること、さらに DYW 部分が消失することで、アダプター部分の PPR モチーフのみで構成される

PPR 蛋白質が RNA 編集に働くように進化してきたことが示唆された。 

 

iii) 細胞質雄性不稔の稔性回復因子として働く PPR 蛋白質 

  細胞質雄性不稔（CMS）とは、細胞質（主にミトコンドリア）遺伝子の変異に起因する現象であり、

ヒトでは無精子症に相当する。CMS は、雑種強勢を利用した F1 採種を効率よく行うための農業上

の重要形質であり、多くの作物の育種に利用されている。ある種の親株の核に存在する稔性回

復因子（Rf）によって、異常ミトコンドリア遺伝子によるCMSの効果は打ち消され、稔性が回復する。

この CMS・Rf 相互作用のメカニズムの解明は、有用農作物の作出手段としてだけでなく、核と細

胞質の相互作用のモデルとして世界中で研究対象となっている。 

  近年、いくつかの植物で稔性回復遺伝子が同定され、多くの場合、PPR 蛋白質をコードしてい

ることが明らかになった。代表的な CMS の研究材料である BT 型 CMS イネの稔性回復因子であ

る Rf1 は、不稔原遺伝子であるミトコンドリア atp6-orf79 RNA からの orf79 の発現を抑えることで、

稔性を回復する。この Rf1 の分子機能を解析したところ、Rf1 は atp6-orf79 RNA に結合し、その切

断を誘導することで、orf79RNA とリボソームとの結合阻害、切断された orf79 RNA の分解促進、

の２段階で ORF79 蓄積を妨げていることを明らかにした（論文 3）。 

 

B PPR 蛋白質の RNA 結合能の解析と利用 

  ほとんどのPPR蛋白質は平均11個のPPRモチーフが連続した単純な構造を持つが、それぞれが

異なる基質 RNA に結合する。この配列特異的な RNA 結合能は、蛋白質を構成する PPR モチーフそ

れぞれの性質、および組み合わせに依存すると考えられている。過去の研究で、PPR蛋白質とRNAと

の結合を実験的に検出するためには 2 個の PPR モチーフが必要であることがわかっていた。 

 そこで、2 個の PPR モチーフから成る一連の部分長蛋白質を、HCF152 を含めた合計 3 種類の PPR

蛋白質より調製し（約 20 個）、それぞれの蛋白質の RNA への結合親和性、各塩基（A、C、G、U）への

認識特異性を解析することで、RNA との結合親和性が強い PPR モチーフ、配列認識特異性が強い

PPR モチーフを同定した。次に、統計処理および蛋白質の構造モデリングを行い、RNA との結合表面

を予測し、結合表面に現れる全てのアミノ酸に変異を導入した。 

 その結果、5 箇所のアミノ酸において、機能欠失型の変異体を得ることができた。さらに変異導入を

行い、上記 5 箇所のうち、3 箇所において、機能獲得型の変異体を得ることができた。よってこの 3 箇

所のアミノ酸に依存して、PPR モチーフの RNA 結合能が成立していることを明らかにした（論文・特許

出願、準備中）。 

また、いくつかの塩基に特異的に結合する PPR モチーフを同定した。その結果、同じウリジン（U）に結

合するモチーフでも、RNA との結合に働くと考えられる 3 箇所のアミノ酸は非常に多岐であることが明

らかになった。 

 

５． 自己評価 

A. PPR 蛋白質の分子機能について 

2000 年に初めて同定された植物特有の成分である PPR 蛋白質について、本研究でいくつかの機

能解析を行ったことで、その分子機能の概要をつかむことができたと考えている。PPR 蛋白質の

解析は主に遺伝学手手法で行われることが多く、その蛋白質科学的な特徴を解析した報告例は

非常に少ない。本研究期間中に報告した事例は、PPR 蛋白質の分子機能、植物における役割を

理解する上で、重要な知見を提供していると考えている。 
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B. PPR 蛋白質の RNA 結合能の解析と利用 

PPR モチーフの RNA 結合能に関しては全く知見がなかった。本研究で RNA 結合に能動的に働く

いくつかのアミノ酸を同定することができた。これは、PPR モチーフが RNA 結合ドメインとして機能

するための条件を明らかにしたものであり、非常に重要な知見だと考えている。PPR モチーフとよ

く似た TPR モチーフ（34 アミノ酸；蛋白質-蛋白質相互作用に働く）との機能的差異、進化を考察す

る上でも重要な知見である。しかし、PPR 蛋白質と RNA との結合の原子レベルでの理解、目標に

掲げた任意の配列に結合・切断する人工タンパク質の開発には、本研究期間中には到達できな

かった。以後も、同研究開発を継続したいと考えている。 

 

６． 研究総括の見解 

植物のオルガネラゲノムにコードされる遺伝子の発現は、核にコードされる遺伝子によって、主

に RNA の段階で制御されている。このような制御のために、植物は多くの PPR タンパク質ファミリ

ー（35 アミノ酸からなる PPR モチーフの約 10 個の繰り返しで構成）を持つ。PPR タンパク質それぞ

れは別の配列を持つオルガネラ RNA に結合し、切断、編集、スプライシング、翻訳などの RNA プ

ロセシングに関わる。そこで、PPR モチーフの配列と RNA 認識の関係を明らかにし、任意の RNA

配列に結合し、切断する RNA 調節酵素を開発することを目的としてきた。PPR と RNA の相互作用

は非常に複雑であり、最終的な PPR 配列と RNA の相互作用の規則は不明であるが、本研究で、

RNA 結合に能動的に働く幾つかのアミノ酸を同定することに成功したことは評価できる。さらに、

本研究により、一部の PPR タンパク質中の DYW モチーフは RNA 切断酵素であることを証明し、

また雄性不稔を稔性へと回復させる PPR タンパク質はミトコンドリア不稔原遺伝子からの RNA を

切断していることなども明らかにし、PPR タンパク質の機能に関する理解を深める貢献をした。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

RNA ゲノムを用いた悪性腫瘍の診断・治療法の開発 

 

２． 氏名 

中村 貴史 

 

３． 研究のねらい 

癌は日本における死亡原因で最も多い病気であり、特に現行の治療法に対して極めて高い

抵抗性を示す難治性悪性腫瘍の早期診断法、および新規治療法の確立が望まれている。そ

こで本研究では、RNAとウイルスの特性に着目し、１）RNAをゲノムとしてもつ弱毒化麻疹ウイ

ルスに一本鎖抗体を提示させた革新的抗体ディスプレイライブラリーを構築し、その技術を用

いて新規抗体医薬の開発を目指す。２）純国産ワクシニアウイルスワクチン株ゲノムに特定の

マイクロ RNA 標的配列を挿入したマイクロ RNA 制御増殖型ワクシニアウイルスを構築し、癌

細胞のみを破壊する新規癌ウイルス療法の開発を目指す。 

 

４． 研究成果 

研究項目１ 

 
麻疹ウイルスの特性を利用した Virobody ライブラリー開発の概略 

 

A麻疹ウイルスに一本鎖抗体を提示させた革新的抗体ディスプレイライブラリーの構築 

弱毒化麻疹ウイルスのリバースジェネティクス法により、一本鎖抗体（scFv）をウイルス表

面 H 蛋白上に提示し、かつ元来のウイルス親和性を排除することによって、scFv が持ってい

る特異性と親和性を介して特定の標的腫瘍細胞にのみ感染させる技術を開発した。そこで、

このテクノロジーを応用し、ウイルスに scFv を提示させた革新的ディスプレイライブラリー、

“ウイルス(Virus) + 抗体ライブラリー(Antibody Library) = ビロボディライブラリー(Virobody 

Library）”を構築する。 

最初に、より多様性の高いscFv提示麻疹ウイルスライブラリーを調整するため、より効率

の良いプラスミドライブラリーの構築法と、リバースジェネティクスによるウイルスレスキュー

法を最適化する必要があった。従来のライゲーション反応によるプラスミドライブラリーの構

築では、目的とするプラスミドの獲得効率が悪く、同時に不安定なものであった。そこでλファ

ージの部位特異的組換え反応を利用したプラスミドライブラリーの構築法の開発を試みた。

その結果、この構築法では、非常に効率よく、安定して目的とするプラスミドを獲得することが

可能となった。一方、従来の麻疹蛋白発現ヘルパー細胞を用いたリバースジェネティクスに

よるウイルス回収は非常に低い効率であった。この問題を解決するため、非増殖型Ｔ７ポリメ

ラーゼ発現 5 型アデノウイルス（Ad5-T7）、又は非増殖型Ｔ７ポリメラーゼ発現ワクシニアウイ

ルスDIｓ株（DIｓ-T7）を構築し、Ad5-T7、又はDIｓ-T7を293-αHis細胞に感染後、この感染細
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胞へ麻疹ウイルス感染性ｃDNAとＴ７プロモーター下にあるウイルス蛋白発現ヘルパープラス

ミドをトランスフェクションし、その２日後にVero-αHis細胞を加えた。その結果、レスキュー効

率は大幅に向上し、１ｃｍ２あたり１ｘ１０４TCID50 というウイルス産生に達した。  

 

B麻疹抗体ディスプレイライブラリーからの癌特異的抗体スクリーニング 

上皮成長因子受容体（EGFR）、又はユビキチンに対する既知の scFv を、それぞれ麻疹ウ

イルスゲノムに挿入したプラスミドを構築し、さらに前者には緑色蛍光タンパク質（GFP）を、後

者には赤色蛍光タンパク質（DsRed）を、ウイルス感染細胞において発現するように麻疹ウイ

ルスゲノムへ挿入した。そして、各プラスミド（EGFR: ユビキチン）を１：１から１：１０００の割合

で混合し、上述 A で開発したリバースジェネティクス法にて麻疹ウイルスをレスキュー、増殖さ

せた。その各ウイルスライブラリーを EGFR 発現腫瘍細胞（ヒト乳癌細胞 MDA-MB231）に直接

感染させてバイオパニングを行った。その結果、１：１からのライブラリーでは、MDA-MB231細

胞において広範な GFP 発現と細胞融合が観察されたが、DsRed 発現を伴う細胞融合は見ら

れなかった。一方１：１０００のライブラリーにおいても、１：１と比べると顕著に少なかったが、

GFP 発現と細胞融合は確認された。 

次に、GFP 発現と細胞融合が見られたウイルスプラークより、ウイルス RNA を回収し、

RT-PCR 法により scFv 遺伝子を増幅し、クローニング後、scFv 遺伝子のシークエンスを行っ

た。その結果、１０クローン中、７個が EGFR scFv であった。これらの結果より、ユビキチンを

介してのみ感染する麻疹ウイルスの中に、１：１０００という割合で、ごく少量含まれている

EGFR を介してのみ感染する麻疹ウイルスも、その標的分子 EGFR を発現している腫瘍細胞

でのバイオパニングによって簡単に分離できることを確認した。 

上述Aで開発したプラスミド構築法より、イギリスGeneservice Ltdから提供されているヒト

scFv合成ライブラリーIとライブラリーJを、それぞれ麻疹ウイルスゲノムに挿入したプラスミドラ

イブラリーを構築した。IとJを合わせた麻疹ゲノムscFvライブラリーサイズ は、約５ｘ１０６であ

った。このプラスミドライブラリーから麻疹ウイルスライブラリーを構築し、ヒト膵臓癌PancI細胞

に感染させてバイオパニングを行った。しかしながら、同定されたscFv抗体の親和性は抗体

単体として機能するほど高くはなかった。そこで、複数ドナーの新鮮な末梢血リンパ球から合

成したｃDNAよりscFv遺伝子ライブラリーを調整し、これらを提示する麻疹ウイルスライブラリ

ーによるバイオパニング、癌特異的抗体の同定を試みている。 

 
 

研究項目２ 

癌マイクロ RNA の特性を利用 
した癌特異的ウイルス療法開発の概略 

miRNA 
標的配列 

 

 
正常細胞 

 

核 

ウイルスの増殖能低下
による高い安全性

 
癌細胞 

 

核 

 

 

miRNA の
発現低下  

B5R 発現によるウイルス増殖
と癌細胞の破壊 

miRNA による
B5R 発現抑制 

miRNA 制御ウイルス 

ゲノムへ挿入  
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A癌細胞のみを特異的に破壊するマイクロRNA制御増殖型ワクシニアウイルスの構築 

現在世界中において、生きたウイルスを利用して癌を治療する癌ウイルス療法に関する

前臨床研究、および臨床治験が積極的に行われている。これは、ウイルスが本来持ってい

る癌細胞に感染後、癌組織内で増殖しながら死滅させるという性質（腫瘍溶解性）を利用す

る新しい癌治療法である。純国産ワクシニアウイルス LC16m8 は、B5R 遺伝子にフレームシ

フト変異が見られ、この蛋白が機能しなくなるため、正常細胞での増殖性が著しく減弱して

いる弱毒化ワクチン株である。一方、B5R はウイルスの弱毒化だけではなく、腫瘍溶解性と

も深く関与していることを見出してきた。これより、癌細胞では B5R を発現するが、正常細胞

では B5R を発現しないように LC16m8 を改良できれば、強力な腫瘍溶解性による抗腫瘍効

果と高い安全性を兼ね備えたウイルス療法になり得る。 

そこで、正常細胞と癌細胞におけるマイクロ RNA(miRNA)の発現プロファイリングにより、

正常細胞に比べて、肺癌、膵臓癌、およびメラノーマなどの癌細胞で発現が低下している

let7a miRNA に注目した。相同組換え法を用いて、LC16m8 株からその変異 B5R 遺伝子を

完全に欠失させたウイルス LC16m8Δに、全長 B5R 遺伝子を再挿入し、その遺伝子の 3’非

翻訳領域（UTR）に miRNA の標的配列（２２塩基）を４回繰り返して挿入した。 

この let7a miRNA 制御増殖型ワクシニアウイルスは、let7a 高発現 Hela 細胞において B5R

の発現が低下し、そのウイルス増殖と殺細胞効果は B5R 遺伝子欠失 LC16m8△と同等であ

った。一方let7a低発現A549細胞では、B5Rの高発現と、それに伴うウイルス増殖と殺細胞

効果の増強が見られた。さらに、let7a が結合できないよう標的配列に変異を加えた場合、

let7a の発現に関わらず両方の細胞で同等のウイルス増殖・殺細胞効果を示した。また、

Hela 細胞の let7a を Decoy RNA によって特異的にノックダウンした Hela－let7ako 細胞への

感染では、let7a 発現 Hela-NC 細胞で抑制された B5R の発現が回復し、それに伴うウイルス

増殖と殺細胞効果を示した。 

以上より、この miRNA 制御型ウイルスでは、let7a マイクロ RNA 制御機構による遺伝子発

現調節と同調して、正常細胞における B5R 発現は抑制されるが、癌細胞では miRNA が低

下しているので、癌特異的に B5R を発現することを証明した。 

 

BマイクロRNA制御増殖型ワクシニアウイルスの抗癌作用と安全性 

5 x 106個のヒト膵臓癌細胞株BxPC3 を免疫不全ヌードマウスの右腹側の皮下に移植し、

その腫瘍直径が約 0.6ｃｍに到達した時、107pfuのウイルスを腫瘍内に 0 日、3 日、6 日目と合

計 3 回投与した（各群 5 匹）。let7a miRNA制御増殖型ワクシニアウイルス（LC16m8Δ

-B5Rlet7a/LG）は、LC16m8 の

親株でB5Rが機能するウイル

ス（LC16mO/LG）、及びlet7a 
miRNAの標的配列に変異をも

つ ウ イ ル ス （ LC16m8 Δ

-B5Rlet7a mut/LG）と同等に、強

力な抗癌作用を示した（図１

上 ） 。 し か し な が ら 、

LC16mO/LG、又はLC16m8Δ

-B5Rlet7a mut/LGを投与マウス

では、治療６０日後までに急激

な体重減少によって全てのマ

ウスが死亡した。それに対し

LC16m8Δ-B5Rlet7a/LGは、治

療６０日後で 5 匹中 4 匹のマウ

スにおいて完全な腫瘍の消失

が観察され、100％のマウスが

生存していた（図１下）。 

 
図１ BxPC3 担癌マウスに対する癌ウイルス療法 
（上図；腫瘍増殖曲線、下図；生存曲線） 
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次に、このBxPC3 担癌マ

ウスにおいて２７日、５２日後

にルシフェリンを投与して、ウ

イルス感染・増殖細胞を非侵

襲 的 に モ ニ タ ー し た 。

LC16mO/LG と LC16m8 Δ

-B5Rlet7a mut/LGの投与マウス

では、２７日後に全身の正常

組織でウイルス増殖が見ら

れ、５２日後と時間経過に従

ってウイルス増殖は増加し、

それに伴う急激な体重減少

によって死亡した。それに対

しLC16m8Δ-B5Rlet7a /LGの

投与マウスでは、２７日後の

ウイルス増殖は移植した癌

細胞のみに限局し、完全に

腫瘍が消失したマウスを含

め、正常組織におけるウイル

ス増殖は見られなかった。さ

らに、５２日後の腫瘍が消失

したマウスにおいて、ウイル

スは完全に消失していた（図

２）。 図２ let7a 制御ウイルスの腫瘍特異的増殖性 
（各ウイルスは、感染細胞内でルシフェラーゼ

を発現するので、ウイルス投与 27、52 日後に

おける BxPC3 担癌マウス体内のウイルス分布

をルシフェリンの投与によって非侵襲的にモ

ニターした。増殖ウイルス数は赤色ほど多く、

紫色ほど少ないことを示す。） 

以上の結果より、マイクロ

RNA 制御ワクシニアウイルス

は、癌細胞では B5R を発現

するが、正常細胞では B5R

を発現しないため、強力な腫

瘍溶解性による抗腫瘍効果

と高い安全性を兼ね備えた

ウイルスとなった。 

 

５． 自己評価 

研究項目１に関しては、当初の目標に対して５０％程度の達成率であるが、同時に問題点と

その解決策を研究期間内で見いだしていることより、それらは今後の展開として取り組んで

いく。一方、研究項目２に関しては、当初の目標に対して１００％の達成率であり、今後は臨

床応用を視野に入れた研究へと発展させる。 

 

６． 研究総括の見解 

難治性悪性腫瘍の早期診断法および新規治療法の確立を目指し、RNA とウイルスの特性を

活用することが目的である。まず RNA をゲノムとして持つ弱毒化麻疹ウイルスに一本鎖抗体

を提示させた抗体ディスプレイライブラリーを構築し、新規抗体医薬の開発を目指した。第２

に、ワクシニアウイルスワクチン株ゲノムに特定のマイクロ RNA 標的配列を挿入し、癌細胞

のみを破壊する新規癌ウイルス療法の開発を目指した。第１の開発計画は、抗体ライブラリ

ーの性能故に難航したが、ライブラリーを換えることにより進行し始めた。これからも進めて

欲しい。第２の開発計画は大変順調に進行している。LC16m8 株は、B5R 遺伝子に変異があ

り、正常細胞での増殖性が著しく減弱している。B5R はウイルスの弱毒化だけでなく、腫瘍溶

解性とも関係している。そこで、本研究では、ウイルスを、癌細胞では B5R を発現するが、正
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常細胞では B5R を発現しないように改良した。肺癌、膵臓癌、メラノーマなどの癌細胞で発現

が低下している let7a miRNA に注目し、この miRNA の標的配列（２２塩基）を B5R 遺伝子の

3’UTR に挿入した。この組換えワクシニアウイルスは、let7a miRNA の低下している癌細胞で

は B5RmRNA の分解は起こらず、したがって癌細胞は溶解するが、正常細胞では B5RmRNA

の分解が起こり細胞は破壊されない。良く考えられた見事な実験であり、ウイルスを使いこな

している点は、賞賛に値する。 
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研 究 課 題 別 評 価 書  
 

１． 研究課題名 

RNA による生命反応制御機構の構造的基盤の解明 

 

２． 氏名 

沼田 倫征 

 

３． 研究のねらい 

遺伝情報の翻訳過程において、tRNA は mRNA にコードされたヌクレオチド配列情報をアミノ

酸配列情報に変換するアダプター分子として機能する。従って、tRNA による正しいコドンの認識

は、適正な蛋白質を生合成する上で極めて重要である。tRNA によるコドンの認識は、コドン-アン

チコドン間の塩基対の形成によりなされているが、その際、tRNA のアンチコドンに存在する修飾ヌ

クレオシドが、正しいコドンの認識に重要な役割を果たすことが知られている。特に、tRNA のアン

チコドン一文字目に存在する修飾ヌクレオシドは、コドン第三塩基との対合に関わることから、コド

ンの縮重（揺らぎ）と密接に関わっている。5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジンは、グ

ルタミン酸、リジン、グルタミン等のアミノ酸に対応する tRNA のアンチコドン一文字目に存在する

修飾ヌクレオシドであり、これら tRNA のアンチコドンが正確にコドンを認識し結合する上で不可欠

である。つまり、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジンは、リボソームにおける蛋白質合

成反応において、誤ったアミノ酸の取り込みを抑制するという重要な役割を担っている。5-カルボ

キシメチルアミノメチル-2-チオウリジンの 5 位のカルボキシメチルアミノメチル化修飾には、二種

の酵素（GidA と MnmE）が関与する。両酵素は複合体を形成することが知られており、さらに、葉

酸（THF）化合物由来の炭素原子とグリシンがカルボキシメチルアミノメチル基の骨格を形成する

ことが推定されている。しかしながら、その詳細な修飾反応メカニズムに関してはあまり理解され

ていない。本研究では、GidA と MnmE の X 線結晶構造解析および立体構造に基づいた機能解析

から、カルボキシメチルアミノメチル化修飾反応における両酵素の役割を解明することを目的とす

る。 

 

４． 研究成果 

v（１） GidA の構造解析 

本研究では、高度好熱菌 Aquifex aeolicus 由来 GidA の結晶構造解析を行った。まず、GidA

の大腸菌内における大量発現系を構築し、各種クロマトグラフィーを用いた精製スキームを確立

した。精製した酵素を用いて結晶化条件をスクリーニングした結果、幾つかの条件で GidA の結晶

を得ることに成功し、単波長異常分散法によってその結晶構造を決定した（図 1a）。その結果、

GidA にはフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）が補酵素として結合しており、変異体解析と併せ

FAD のフラビン環結合部位周辺が GidA の活性部位であることが明らかとなった（図 1b）。FAD 結

合部位近傍には種間で高度に保存されたシステイン（Cys48）が存在していた（図 1b）。Cys48 をセ

リンに置換した変異体を作製し、gidA 欠損大腸菌変異株を用いた in vivo 相補実験から、Cys48 が

カルボキシメチルアミノメチル化反応において触媒残基として機能することを明らかにした。 

カルボキシメチルアミノメチル化反応には GidA および MnmE が関与し、両酵素は複合体を形

成することが報告されている。しかしながら、tRNA が両酵素とそれぞれ相互作用するのか、また、

どちらか一方の酵素のみと特異的に相互作用するのかは明らかではない。そこでゲルシフト解析

を行ったところ、tRNA が GidA と強固に相互作用することが明らかとなり、GidA と MnmE が形成す

る複合体において、GidA が主に tRNA との結合に関わることを示唆した。GidA には活性部位を中

心とした広範な塩基性領域が存在しており、変異体解析から、この塩基性領域が tRNA との結合

に関わることが明らかとなった。これらの結果から、修飾反応過程において tRNA のアンチコドン

一文字目のウリジンが、触媒に関わる Cys48 の近傍に配置されることが予想され、GidA がチミジ

ル酸合成酵素と類似の反応メカニズムでウリジンの 5 位を修飾することを示唆した。 
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図 1. GidA の結晶構造。全体構造（a）と活性部位の詳細構造（b）を示す。FAD

のフラビン環の上に位置する Cys48 が触媒残基である。 

 

（２） MnmE の構造解析 

高度好熱菌 Thermotoga maritima 由来 MnmE を大量精製、結晶化し、その結晶構造を決定し

た（図 2a）。構造解析の結果、MnmE は三つのドメイン（N 末端ドメイン、ヘリカルドメイン、GTPase

ドメイン）から構成されており、N 末端ドメインを介して二量体化することが明らかとなった。立体構

造の相同性から、MnmE の二量体化した N 末端ドメインの構造は、THF 結合モジュールと類似す

ることが明らかとなった。構造を詳細に解析した結果、N 末端ドメイン同士が会合する分子境界付

近に、深いクレフトが形成されており、そのクレフトに強い電子密度が観察された。N 末端ドメイン

が THF 結合モジュールと類似していること、さらに、カルボキシメチルアミノメチル化修飾には THF

誘導体が炭素源として利用されることを勘案すると、この電子密度の正体がカルボキシメチルアミ

ノメチル化修飾に利用される THF 化合物であることが推定された。そこで、質量分析法によって、

MnmE に結合している物質を解析したところ、5,10-メチレン THF 及びその分解産物である THF が

検出された。これらの結果より、カルボキシメチルアミノメチル化修飾には 5,10-メチレン THF が基 

 

 
 

図 2. MnmE の結晶構造。（a）MnmE の二量体構造。N 末端ドメインを介して二

量体化している。（b）5,10-メチレン THF との相互作用部位。 
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質として利用されることを示唆した。また、MnmE の結晶を 5,10-メチレン THF を含む溶液に浸潤さ

せ、複合体の結晶構造を決定するとともに（図 2b）、mnmE 欠損大腸菌変異株を用いた in vivo 相

補実験から、5,10-メチレン THF 近傍に位置する保存されたリジン残基が、カルボキシメチルアミノ

メチル化修飾に不可欠であることを示した。ただ、このリジン残基の役割は、現段階では明らかに

なっておらず、その解明は今後の大きな課題である。 

 

（３） カルボキシメチルアミノメチル化修飾における GidA と MnmE の役割 

これまでに、カルボキシメチルアミノメチル化修飾に関わる GidA と MnmE は複合体を形成す

ること、また最近になって、カルボキシメチルアミノメチル基の骨格は 5,10-メチレン THF 由来のメ

チレン炭素とグリシンから構成されることが報告されている。しかしながら、如何にして tRNA アン

チコドン１文字目のウリジンに、このような非常に複雑な側鎖を導入しているのかといった機構は

明らかではない。本研究における GidA と MnmE の構造機能解析から、(i) 主に GidA が tRNA と

の相互作用に関わること、(ii) GidA の触媒部位においてチミジル酸合成酵素と類似の反応メカニ

ズムでウリジンの 5 位を修飾すること、(iii) MnmE に 5,10-メチレン THF が結合することが明らかと

なっている。これらの結果に基づき以下の考察を行った。まず、MnmE の活性部位においてグリシ

ンと 5,10-メチレン THF が反応し、イミン誘導体（カルボキシメチルアミノメチル基前駆体）を形成す

る。次いで、このイミン誘導体が GidA の触媒部位に輸送され、ウリジンに取り込まれて 5-カルボ

キシメチルアミノメチルウリジンが生成する。この仮説を検証するためには、GidA と MnmE との複

合体の結晶構造を決定する必要性があるが、現在のところ、良質な複合体結晶が得られておら

ず、その解明は今後の課題である。 

 

 

５． 自己評価 

tRNA アンチコドン１文字目のカルボキシメチルアミノメチル化修飾に関わる酵素 GidA と

MnmE の構造機能解析を通して、これら酵素の役割を明らかにし、新しい反応メカニズムを提唱で

きたことは評価できると考えられる。しかし、その反応メカニズムを検証するためには、さらに様々

な実験が必要であり、特に、GidA と MnmE との複合体構造さらには tRNA も含む三者複合体の構

造情報の取得が不可欠である。これまでに複合体構造を解析すべく、その結晶化を行ってきたが、

構造解析に適した良質な複合体結晶は得られていない。今後も引き続き果敢に結晶化に取り組

み、複合体構造を決定することによって、反応機構を明らかにしたいと考えている。また当初、さき

がけ研究では、tRNA の修飾メカニズムの解明に加えて、ncRNA や RNP の結晶構造解析も進め

る予定であった。しかしながら、これらについては結晶までは作製できたものの、分解能が悪く、

結果として結晶構造を決定することが出来なかった。この点においては、当初の目標をあまり達

成できておらず、反省すべき点である。 

 

６． 研究総括の見解 

mRNA 上のコドン認識には、tRNA 上のアンチコドンによる正しいコドン認識が求められる。そ

の際、tRNA のアンチコドンに存在する修飾ヌクレオシドが、正しいコドンの認識に重要な役割を果

たすことが知られている。特に、tRNA のアンチコドン一文字目に存在する修飾ヌクレオシドは、コ

ドンの第三塩基との対合に関わるので、コドンの揺らぎと密接に関わっている。本研究では、グル

タミン酸、リジン、グルタミン等のアミノ酸に対応する tRNA のアンチコドン一文字目に存在する修

飾ヌクレオシド、５-カルボキシメチルアミノメチル-２-チオウリジンの形成反応メカニズムを解明す

る目的で、関与する二種類の酵素（GidA と MnmE）のＸ線結晶構造解析および立体構造に基づい

た機能解析を行った。その結果、主に GidA が tRNA との相互作用に関わること、GidA は触媒部

位においてチミジル酸合成酵素と類似のメカニズムでウリジンの５位を修飾すること、MnmE に

5,10-メチレン THF が結合することなどを明らかにした。この成果により、新しい反応メカニズムを

提唱することが出来たことは評価出来る。今後は、これら両酵素の複合体結晶、さらには tRNA も

加えた三者複合体結晶を得て、さらなる解析を行い、検証する必要がある。 
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細胞周期とリボソーム生合成制御の連携システムの解明 

 

２． 氏名 
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３． 研究のねらい 

 DNA から RNA として転写された遺伝情報の発現は、様々な RNA 結合タンパク質による複雑か

つ巧妙な転写後遺伝子発現調節機構により制御され、高次生命現象を規定する。そして、転写後

遺伝子発現調節のうち、mRNA をはじめとする RNA の適切な部位への輸送および、局所における

翻訳の制御は、遺伝子の発現を時空間的に制御する機構として最適である。RNA 結合タンパク

質がこのような転写後遺伝子発現の調節における主役として働いている。特に、分化・発生等の

高次な細胞機能においては mRNA 上の制御信号、microRNA とともに RNA 結合タンパク質の働き

が鍵を握っている。本研究のねらいは、このような RNA 結合タンパク質の働きにより、①真核生物

のリボソーム生合成制御と細胞周期とを連携するしくみ、②神経細胞特異的な翻訳制御機構を解

明することである。 

 

４． 研究成果 

（１）細胞周期とリボソーム生合成制御との連携機構に関する研究の成果 

 本研究開始前までに、種を超えて高度に保存されている RNA 結合タンパク質・RBD タンパク質

の機能解析を線虫 C. elegans をモデル生物として行い、これまで酵母においてのみ報告されてい

た RBD タンパク質の rRNA 前駆体プロセシング活性が、多細胞真核生物においても保存されてい

ることを最初に証明し、線虫における rRNA 前駆体のプロセシング経路の概要も初めて明らかにし

た。この経路は線虫のデータベース WORM BASE に登録されている。 

さらに、線虫の初期発生は、簡略化された細胞周期を持つ卵割期から中期胞胚変移（MBT）を

経て形態形成期へと続く。この MBT に至り初めて細胞周期に G１及び G2 期が現れ、体細胞型の

細胞周期に近づく。そして、本研究者は rRNA 前駆体のプロセシングは、線虫において MBT に相

当する時期まで抑制されていることを発見した。線虫では、rRNA 前駆体は受精直後より新たに転

写されることが知られている。このことは、胚発生の初期では rRNA 前駆体の転写とそのプロセシ

ングが連動しないということを意味する。そこで、タンパク質生産装置であるリボソームの安定供

給は細胞の維持や増殖、そして発生・分化に必須であるという概念から「細胞内あるいは細胞外

の環境に応答した積極的なリボソーム生合成制御システムが存在する」という仮説を立てた。 

この命題を検証するために、哺乳類の培養細胞を用いた実験系の構築を試み、徳島大学との

共同研究で、WDR55 という核小体に局在する機能未知であったタンパク質が rRNA 前駆体の切断

に必須なタンパク質であり、その機能を阻害することで細胞周期が G1 期で停止することを証明し、

仮説が実証された（図１＆２）。現在その分子機構を哺乳類の培養細胞を用いて解析している。ま

た、C.elegnas より初めて U3 snoRNA を同定し、報告している（図 3）。さらに、これまで高等真核生

物にのみ見いだされていた U8 snoRNA の線虫ホモログを生化学的に同定し、その機能解析を行

った。 

（２）RNA 結合タンパク質による神経細胞特異的な翻訳制御機構に関する研究の成果 

 Hu タンパク質群は、発生過程の神経系に強く発現している RNA 結合タンパク質である。これま

での本研究者のグループを含む国内外の研究により、神経細胞特異的に発現のみられる 3 種の

マウス Hu タンパク質(HuB、HuC、HuD)を、神経成長因子・NGFにより神経細胞に分化するラット副

腎褐色細胞腫由来細胞（PC12 細胞）に過剰発現させると、NGF 非存在下にも関わらず神経細胞

への分化が誘導されることが判明している。さらに、全組織で発現がみられる HuR は分化誘導能

を持たないことから、神経細胞特異的に発現がみられる 3 種の神経細胞特異的 Hu タンパク質は
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神経分化を正に制御する因子であることが示唆されている。Hu タンパク質は標的 mRNA へ結合し

てその安定化をはかり、さらには翻訳を促進することで神経系の細胞の運命決定に関与している

と考えられており、Hu タンパク質による翻訳制御機構の解明は、神経細胞の分化機構を明らかに

する上で必須であるが、その分子機構はこれまで知見が乏しかった。 

 そこで、Hu が poly(A)に結合すること、そして翻訳が活発に行われている polysome 画分に存在

することから、「Hu は翻訳機構に直接関わる」と予測した。さらに、「翻訳制御がこのタンパク質の

機能の本質であり神経分化誘導能に必要である」という仮説を立てた。Hu と類似した特徴を持つ

因子として PolyA binding protein (PABP)が挙げられる。そこで、Hu の機能を PABP のアナロジー

で考え、翻訳開始複合体と相互作用するかどうかを検証した。Cap 構造の認識から開始される翻

訳開始複合体の形成は翻訳の律速段階であり、タンパク質合成を正あるいは負に調節するうえ

でこの過程を制御することは効率がよく、実例も数多くある。そして、HuD の変異タンパク質および

cap アナログカラムを用いた生化学実験により、HuD が polyA および eIF4A との結合を介して、翻

訳開始複合体と相互作用することを明らかにした（図４）。    

次に、HuD が本当に翻訳機構に関与するのかどうかを、培養細胞抽出液を用いて cap-poly(A) 

mRNA からの翻訳を in vitro で再現できる実験系を構築し、検証した。この in vitro 翻訳系では既

存のウサギ網状赤血球ライセートを用いた翻訳系とは異なり、cap 依存的な翻訳をレポータータン

パク質の発現を指標に厳密に定量することができる。microRNA による翻訳制御機構の解析など、

今後の拡張性を考え、線虫や組織など培養細胞以外の抽出液を用いた翻訳系もこの系の応用で

構築することに成功している。そして、この翻訳系に野生型および様々な変異体HuDタンパク質を

加えることで、HuD が polyA および eIF4A との結合を介して、翻訳開始複合体と相互作用し、翻訳

を正に制御することを発見した。次に PC12 細胞および N1E-115 細胞を用いて翻訳活性化能と分

化誘導能との関係を検証しました。その結果、HuD の翻訳活性化機能が神経細胞への分化に必

須であることが明らかになり、仮説が正しいことが示された。 
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５． 自己評価 

 RRM 型 RNA 結合モチーフを持つ RNA 結合タンパク質をプローブとし、線虫をモデル生物として

用いた研究は困難を極めた。しかしながら、その過程において、線虫を高純度に大量調製する手

法を開発し、その結果これまで未同定であった U3 snoRNA を同定することができた。そして、哺乳

類の培養細胞を用いた研究により、転写の不具合ではなく rRNA プロセシングの不具合が P53 を

介した細胞周期の停止を引き起こすことを明らかにすることができた。今後、どのような因子がセ

ンサーとして機能しているかを突きとめたい。 

 一方、同じ RRM 型 RNA 結合モチーフを持つ神経細胞特異的 RNA 結合タンパク質の機能解析

を行った結果、本研究者は、HuD が翻訳伸長因子 eIF4A および poly(A)との結合を介して、翻訳開

始複合体に結合し、cap 依存的翻訳を促進することを発見している。翻訳因子ではない RNA 結合

タンパク質による eIF4A を介した翻訳開始促進機構に関する初めての例である。また、HuD による

PC12 細胞の分化誘導能は eIF4A の機能に依存することも明らかにした。この結果は、神経分化

に必須なタンパク質合成（翻訳）機構の存在を示しており、今後この翻訳機構を応用することによ

り、ES 細胞や iPS 細胞を人工的に神経細胞へと分化させる手法の開発や、発症・進行のメカニズ

ムが不明で有効な薬がない神経変性疾患治療のための創薬へとつながるものと期待される。 

 

 

６． 研究総括の見解 

 真核生物のリボソーム生合成制御と細胞周期が連携するしくみ、および神経細胞特異的な翻訳

制御機構を、そこに関わる RNA 結合タンパク質を同定し解明することを目的として研究を行ってき

た。その結果、前者のメカニズムについては、転写ではなく rRNA プロセシングの不具合のため細

胞周期が G1 期でアレストすることを明らかにした。何がセンサーとなっているかは今後の問題で

ある。後者については、HuD が翻訳伸長因子 eIF4A および poly(A)との結合を介し、翻訳開始複合
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体に結合し、cap 依存的翻訳を促進することを発見した。翻訳因子ではない RNA 結合タンパク質

による eIF4A を介した翻訳開始促進機構の新たな提唱である。いずれの研究でも、大きな発見に

結びついており、今後の発展が望まれる。 
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