
認められるのに対し（表１，感作後２―４週以降），一方，

CftrΔF５０８／ΔF５０８マウスでは，同時期において全く発症しない

（表１）．このことは，CftrΔF５０８／ΔF５０８マウスにおける皮膚炎

が，既存の自然発症型モデルマウスと異なり，ダニ感染に

よる掻痒感をきっかけに itch-scratch cycleから皮膚炎病態

を誘発する新規モデルマウスである可能性を示唆している

（図２）．Nc／Ngaと同様に自然発症型であることから，入

手の利便性や再現性に問題が残るが，CftrΔF５０８／ΔF５０８マウス

は，ADの多様な症状の中で，掻痒感誘発性皮膚炎症状を

解析するための有用なモデルになるかもしれない．

５． お わ り に

これまで，ADの病態形成において重要な役割を担う掻

痒感の誘発においては，図１に示すさまざまな因子（ヒス

タミン・プロテアーゼ・IL-１・TNFα・ECP・MBP・活性

酸素・サブスタンス P・NGFなど）が同定されてきたが１５），

著者らは，CFTRがこれらの上流の制御因子の一つである

可能性を示した．今後，どのように CFTRが NGF発現を

制御するのか，ヒト皮膚における CFTRがマウスと同様に

掻痒感誘発に関わるのか，また，CFTR機能の活性化が，

病態の改善に貢献するかなど，解決するべきことは多く残

されている．幸いにも CFTRを標的とする活性化剤や阻害

剤は，欧米で盛んに行われている CF治療研究から多く見

いだされており，入手が可能となってきた．今後，これら

のツールを用いた掻痒誘発性皮膚炎に対する研究展開によ

り，既存薬が功を奏しない難治性の AD患者に対する新規

治療法が開発できる日もくるかもしれない．
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遺伝子機能応用学分野）

The novel spontaneous mouse model of mite-induced itch
symptoms
Tsuyoshi Shuto（Department of Molecular Medicine, Gradu-
ate School of Pharmaceutical Sciences, Kumamoto Univer-
sity,５―１Oe-Honmachi, Kumamoto８６２―０９７３, Japan）

鋳型非依存的 RNA合成酵素の特異性の分
子基盤

細胞内の多くの mRNAは DNAから転写された後，そ

の３′末端に，鋳型 DNA上にコードされていないポリ A

配列がポリ A付加酵素と呼ばれる鋳型非依存的 RNA合成

酵素によって合成付加される．mRNAの３′末端に付加さ

れたポリ A配列は，その mRNAの安定性や翻訳促進など

に関わっており，遺伝子発現に重要な役割を果たしてい

る１）．また，最近では鋳型非依存的に RNAの３′末端に余

分なヌクレオチド配列を合成付加する鋳型非依存的 RNA

合成酵素群が RNAの積極的な分解による遺伝子発現制御

に関与していることが報告されてきている２）．

大腸菌のような真正細菌ではポリ A付加酵素によって

その mRNAの３′末端にポリ A配列が付加され，細胞内で

は付加されたポリ A配列は RNA分解のシグナルとして働
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図１ 真正細菌のポリ A付加酵素の全体構造
a．真正細菌ポリ A付加酵素全体構造．ヘッド，およびレッグドメ
イン内の点線は不定形構造を有する領域を示す．b．真正細菌 CCA
付加酵素全体構造７）．c．ポリ A付加酵素（赤）と CCA付加酵素の
構造の重ね合わせ．

図２ ポリ A付加酵素のヌクレオチド結合ポケット構造
a．ポリ A付加酵素（PAP：赤）と CCA付加酵素（CCA：青）の
ヌクレオチド結合ポケットの重ね合わせ．CCA付加酵素のアミノ
酸残基番号は Thermotoga maritima のアミノ酸残基番号．
b．ポリ A付加酵素による ATP認識
c．ポリ A付加酵素（左）と CCA付加酵素（右）のヌクレオチド
認識の違い．
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くことが知られている３）．真正細菌のポリ A付加酵素は

tRNAの３′末端に普遍的に存在する CCA配列を鋳型非依

存的に合成する CCA付加酵素とアミノ酸１次配列の相同

性は高いことが知られている４）．特に，アミノ末端側の２５

kDa領域の相同性の高さは顕著であり，アミノ酸１次配列

の比較からではそれらの活性を予想することは困難であ

る．真正細菌の CCA付加酵素のヌクレオチドあるいは

tRNAとの複合体の X線結晶構造はこれまでに報告されて

おり，CTPあるいは ATPとの複合体の解析から，両方の

塩基は保存されたふたつのアミノ酸残基，Argと Aspに

よってWatson-Crick様水素対合で認識されていることが

明らかにされている５～７）．しかしながら，この鍵となるふ

たつのアミノ酸残基は真正細菌のポリ A付加酵素でも保

存されており，なぜ，ポリ A付加酵素では ATPのみを特

異的に認識し，ポリ A鎖のみを RNAへ付加するかは不明

であった．また，CCA付加酵素が tRNA特異的に CCA配

列を合成付加するのに対し，ポリ A付加酵素が，あらゆ

る RNAにポリ A配列を合成付加する理由も未解明であっ

た．

本稿では，筆者らが決定した真正細菌のポリ A付加酵

素の X線結晶構造に基づく基質特異性，および CCA付加

酵素構造との比較から導き出された，真正細菌由来のポリ

A付加酵素と CCA付加酵素の特異性の分子基盤について

紹介する８）．

真正細菌由来ポリ A付加酵素の全体構造

筆者らは大腸菌由来のポリ A付加酵素，およびその

ATP複合体の X線結晶構造を決定した８）．その結果，ポリ

A付加酵素の全体構造は，ヘッド，ネック，ボディ，レッ

グの四つのドメインからなるラッコ（Sea-otter）様の構造

をとっていた（図１a）．この構造は，同じ化学反応を触媒

する真核生物由来のポリ A付加酵素９，１０）が U字型構造をと

るのとは対照的であった．また，全体構造がタツノオトシ

ゴ（Sea horse）様である真正細菌由来の CCA付加酵素の

構造とも異なっていた５）（図１b）．しかし，ポリ A付加酵素

は活性触媒部位やヌクレオチド結合部位を含むヘッド，

ネックドメインにおいて，CCA付加酵素と非常によく似

ていた（図１c）．これは，真正細菌のポリ A付加酵素と

CCA付加酵素のアミノ末端側の２５kDa領域の高い相同性

を反映している．一方ポリ A付加酵素のカルボキシ末端

側のボディ，レッグドメインは CCA付加酵素のボディ，

テールドメインの構造とは大きく異なっていた．特に，ポ

リ A付加酵素では αへリックスが束ねられた構造をとっ
ているボディドメインの一つのヘリックス（ハンド領域）

がネックドメインの方向に突き出し，ネックドメインと相

互作用している構造をとっていた（図１a）．

ポリ A付加酵素の活性ポケット構造と ATP認識

ポリ A付加酵素の活性触媒ドメイン，ヌクレオチド結

合部位を含むヘッド，ネックドメインの構造は CCA付加

酵素のそれらの構造と非常に似ていたが，ヌクレオチド塩

基結合部位，ネックドメイン内のいくつかのアミノ酸のコ

ンフォメーションが異なっていた（図２a）．ポリ A付加酵

素の Asp１５１と Arg２００（赤）は伸びたコンフォメーション

をとっているが，CCA付加酵素のこれらのアミノ酸に相

当する残基（青：Asp１３０，Arg１８０）は折れ曲がった構造

をしている（図２a）．ポリ A付加酵素では，Asp１５１と Arg

２００はそれぞれ，ヌクレオチド認識に関わる保存されたア

ミノ酸（Arg１９７，Asp１９４）と分子内水素結合を形成し，

また，Asp１５１と Arg２００も水素結合を形成していた．その

結果，ヌクレオチド塩基結合部位が固い構造をとってい

た．ATPとの複合体構造解析から，ヌクレオチド結合ポ

図３ ポリ A付加酵素と CCA付加酵素の基質認識の違い
a．ポリ A付加酵素．b．CCA付加酵素．
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ケットの形と大きさが ATPのみに適したものになってお

り，CCA付加酵素では CTPと ATPの両方の認識に関与し

ている保存されたふたつのアミノ酸のうちひとつのアミノ

酸（Arg）のみがヌクレオチドの塩基認識に用いられてお

り，もうひとつのアミノ酸（Asp）はヌクレオチドの結合

ポケットを形成する足場の役割を果たしていることが明ら

かになった（図２b）．

当初，ポリ A付加酵素と，CCA付加酵素は同じ機構で

ATPを認識するものと予想されていたが，今回の構造解

析から，両者の ATPの認識機構は大きく異なることが判

明した（図２c）．

ポリ A付加酵素と CCA付加酵素のヌクレオチド認識

ポリ A付加酵素と CCA付加酵素の全体構造の比較か

ら，ヌクレオチド結合部位を含む，ボディ，およびネック

ドメインを含むアミノ末端側の全体構造は非常に似通って

いるにも関わらず，ヌクレオチド結合ポケットの構造が異

なるのは何故であろうか？

ポリ A付加酵素のカルボキシル末端部分，ボディー，

レッグドメインの構造は CCA付加酵素の，ボディ，テイ

ルドメインとは異なる．前述したように，ポリ A付加酵

素では，RNA認識に関わるボディドメインが，ネックド

メインと相互作用している（図１，図３）．今後の詳細な解

析をまつ必要があるが，ポリ A付加酵素では，このボ

ディとネックドメインのハンド領域を介した相互作用が，

ヌクレオチド塩基結合部位ポケットの構造を固い形で固定

化していると想定される．一方，CCA付加酵素では，ポ

リ A付加酵素とは異なり，ボディードメインとネックド

メイン間の相互作用は見られない．その結果，CCA付加

酵素ではヌクレオチドの結合ポケットの塩基認識に関わる

アミノ酸は，ポリ A付加酵素とは異なり，分子内水素結

合を形成せず，フレキシブルな構造をとる（図３）．この

ことによって，これらのアミノ酸残基を用いて，反応ス

テージに依存して，CTPと ATPを認識して，CCA配列を

合成することができることが示唆された．

ポリ A付加酵素のプライマー RNA認識

ポリ A付加酵素の表面電荷分布から，RNAプライマー

はボディー，レッグドメインに結合し，RNAの３′末端は

ヘッド，ネックドメインの間に入り込むと考えられる．

レッグドメインのカルボキシ末端のおよそ３０アミノ酸は

塩基性アミノ酸が多く，さらに適切な構造をとらないこと

が幾つかの二次構造予測プログラムで示唆された．実際，

筆者らが決定した全長のポリ A付加酵素の構造では，こ

のカルボキシ末端部分は電子密度がはっきりせず，不定形

構造をとることが示唆された．

CCA付加酵素のカルボキシ末端領域のテイルドメイン

は，tRNA分子の TΨCループを認識し，CCA付加反応の

途中で tRNAプライマーが酵素から解離してしまうのを防

ぐ，アンカーの役割を果たしている６）．一方，ポリ A付加

酵素では，全ての RNAへポリ Aを付加する．したがっ

て，CCA付加酵素にみられる tRNAのテイルドメインの

ようなアンカーは必要ではないと考えられる．ポリ A付

加酵素のレッグドメインのカルボキシ末端領域を欠失させ

ると，in vitro で，ポリ A付加酵素のポリ A付加反応のプ

ロセシビティーが損なわれることが示された８）．したがっ

て，ポリ A付加酵素のカルボキシ末端領域はポリ A付加

反応において，ポリ Aが付加された RNAプライマーの酵

素上での転移，移動を促進して，連続的に長いポリ A配

列を RNAプライマーへ付加するために必要な領域である

ことが示唆された．

最 後 に

今回の真正細菌由来のポリ A付加酵素の ATPとの複合

体構造解析および CCA付加酵素の構造との比較から，両

者の酵素の ATP認識機構が異なっていることが明らかに

なった．ポリ A付加酵素では，ヌクレオチド塩基結合部

位の形と大きさが ATPに適したものになっており，一つ

のアミノ酸のみが ATPの塩基と水素結合を形成していた．

ポリ A付加酵素と CCA付加酵素のヌクレオチド結合部位

を形成するアミノ酸の１次配列の相同性は高いが，ヌクレ

オチド結合ポケットの構造は異なっており，活性触媒ドメ

インとは別のドメインによって，これらの鋳型を用いない

RNA合成酵素のヌクレオチドの特異性が変化しているこ

とは興味深い１１）．また，CCA付加酵素は反応ステージに

依存して，RNAの末端と酵素の複合体によって特異性を

CTPから ATPへと変換するが，ポリ A付加酵素では，ヌ

クレオチドの特異性が酵素自身に存在する．このことは，

ポリ A付加酵素は CCA付加酵素から進化してきたことを

示唆すると考えられる．
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Mechanism of template-independent RNA polymerization
Kozo Tomita（Biomedical Research Institute, National Insti-
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細胞内シグナル伝達の可視化技術と分子標
的治療薬の耐性判定への応用

は じ め に

下村脩博士によって，Aequorea victoria の発光器官から

緑色蛍光タンパク質 GFP（green fluorescent protein）が発

見され，１９９２年にその cDNAが単離されて以来，生細胞

イメージングは生物学研究の必須ツールになっている．シ

グナル伝達のネットワークにおいては，構成要素であるタ

ンパク質の局在のみならず，他のタンパク質との相互作

用，リン酸化をはじめとする翻訳後修飾，構造変化や酵素

活性など質的変化がダイナミックに生じている．これらの

動的イベントの可視化を可能にする技術の一つが，フェル

スターの蛍光共鳴エネルギー移動（FRET, Förster／fluores-

cence resonance energy transfer）である．本稿では，これら

蛍光イメージングを用いたイメージングの基礎と，最近

我々が開発した FRETバイオセンサーを用いた体外診断試

薬の臨床検査手法としての適応や有用性について紹介した

い．

１． 細胞内シグナル伝達の可視化技術

（１） 緑色蛍光タンパク質（green fluorescent protein, GFP）

今さら改めて紹介するまでもないが，下村脩博士によっ

てオワンクラゲの発光器官から単離された蛍光タンパク質

であり１），下村博士はその功績によりRoger Y. Tsien，Martin

Chalfieと共に２００８年ノーベル化学賞を受賞した．GFPが

これほどまでに普及した契機は，１９９２年の cDNA単離で

あり２），以来 GFPと解析したい分子との融合タンパク質を

コードする発現ベクターを遺伝子導入するだけで細胞を

「染め上げる」ことが可能となった．過剰発現系の実験で

はあるが，生理的環境下での生きた細胞の観察が可能であ

り，ダイナミックなタンパク質動態や環境変化の可視化に

汎用されている．現在多くの変異体やクラゲ以外の刺胞動

物由来の蛍光タンパク質が開発され，カラーバリエーショ

ンが非常に豊富となり，選択可能な波長域も広がった．短

波長・長波長側の端的な例として，北海道大学の永井健治

博士らによって開発され，１５年ぶりに蛍光タンパク質の

最短波長記録更新となった群青色蛍光タンパク質 Sirius

（励起波長：３５５nm；蛍光波長：４２４nm）３）から，近赤外の

蛍光タンパク質４）等があげられる．

（２） フェルスターの蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）

共鳴エネルギー移動現象自体は発光物質等でも生じる

が，ここでは蛍光タンパク質を用いた FRETに限定する．

FRETはドナー（エネルギー供与体）からアクセプター（エ

ネルギー受容体）へと励起エネルギーが移動する現象であ

る５，６）．GFPを用いた FRETではシアン色と黄色の蛍光タン

パク質のペア（CFPと YFP）が使用される場合が多く，

両者が近接した時のみドナーである CFPの励起エネル

ギーがアクセプターである YFPへと遷移し FRETが観察

される（図１A）．会合状態を調べたい２分子をそれぞれ

CFPと YFPとの融合タンパク質として発現させると，相

互作用時のみ FRETを観察する系ができ，これは分子間

FRET（または二分子 FRET）と呼ばれる（図１B）．この

二分子をさらに融合させ，一つの分子で FRETを生じさせ

る系も構築可能で，分子内 FRET（または一分子 FRET）と

呼ぶ（図１C）．

GFPを用いた FRETバイオセンサーを最初に開発したの

は当時 Tsien研究室にいた宮脇敦史博士であり，カルシウ

ムセンサー Cameleonはあまりに有名でもはや説明は不要

であろう７）．それに引き続き多数の FRETバイオセンサー

分子が開発され，様々なシグナル伝達分子のイメージング
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