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Sensory-motor transformation pathway in Caenorhabditis
elegans
Tokumitsu Wakabayashi（Department of Chemistry and
Bioengineering, Faculty of Engineering, Iwate University,４―
３―５Ueda, Morioka, Iwate０２０―８５５１, Japan）

動物における Dicer依存性小分子 RNA機
構

１． は じ め に

microRNA（miRNA）と small interfering RNA（siRNA）

はそれぞれ miRNA経路および RNA interference（RNAi）経

路で機能している小分子 RNAである．これらの小分子

RNAには，様々な共通点がある．例えば，両者はヘアピ

ン状 RNAあるいは二本鎖 RNAから，細胞質に存在する

RNase IIIである Dicerにより切り出され，その後エフェク

ター分子である Argonauteタンパク質（AGO）に取り込ま

れる（図１）．一方で生成機構に相違点もある．通常，

miRNAの前駆体は核内で転写された長い RNA分子が

Droshaと呼ばれるもう一つの RNase IIIによって切断され

て生成される．siRNAと miRNAは長さも非常に似ている

が，siRNAが２１塩基長に強いピークを持つ分布を示すの

に対して miRNAは２１―２４塩基長程度のやや幅の広いピー

クを持つ．この十年ほどの間の大量シーケンスやコン

ピューターを用いた遺伝子予測により，現在ではおよそ１

万の miRNA遺伝子が登録されている１）．さらに重要なこ

ととして，これらの試みから予想外の Dicer依存性小分子

RNA遺伝子群が見いだされてきた．本稿では，これらの

発見のうち特に最近明らかになってきた miRNA経路と

siRNA経路の新しい側面について解説したい．

２． 様々な種類の Dicer依存的小分子 RNA

２．１ Drosha非依存的に産生されるmiRNA

通常の miRNAはおよそ３０塩基長の二本鎖領域を持ち，

成熟 miRNAの配列を含む“upper stem”領域と，１０塩基

程度の“lower stem”領域に分けられる２）（図２A）．lower stem

領域は Droshaの補因子である Pasha（哺乳類では DGCR８

と呼ばれる）により認識され，Droshaの切断部位が決め

られる．しかし，通常の miRNAより短いヘアピン構造か

ら産生される小分子 RNAも見つかっている．このような

小分子 RNAの多くはヘアピン構造をとる短いイントロン

の５′および３′末端に正確にマップされており，これらの

ヘアピン状イントロンは「mirtron」と名付けられた３）

（図２B）．mirtronは，Droshaによる切断を受けるのではな

く，スプライシングおよび投げ縄状イントロンの脱ブラン

チ反応を経て miRNA前駆体様の RNAへと変換され，通

常の miRNA同様に Dicer-１により切断を受けたのち

AGO１に取り込まれる３，４）（図１a）．mirtronの Pasha／DGCR８

非依存的な生成は，その後ショウジョウバエやマウスの変

異体の解析でも確認された５，６）．また，マウスの DGCR８あ

るいは Dicerノックアウト細胞を用いた解析では，mirtron

のみならず，Dicer依存性，Drosha非依存性小分子 RNA

遺伝子が多数発見された．例えば，この研究では内在性

short hairpin（sh）RNAが発見されている．ノックダウン

実験に用いられている shRNAのように，RNAポリメラー

ゼ IIIが miRNA様の短い転写産物を生成しているのでは

ないかと提唱されている５）．また一部の tRNAからも Dicer

依存的に産生される小分子 RNAが見つかっている．これ

らの小分子 RNAはクローバー型の tRNAからではなく，

ヘアピン構造をとった tRNA分子から産生されると考えら

９０４ 〔生化学 第８１巻 第１０号

みにれびゆう



れている．また別の研究では，一部の small nucleolar RNA

（snoRNA）からも miRNA様の機能性分子が産生されるこ

とが確認されており７），Dicerが他の機能を持つ RNA分子

から調節性 RNAを産生することが示唆されている．

２．２ 内在性 siRNA

哺乳類では，Dicer遺伝子がゲノム中にひとつしか見い

だされていないのに対し，ショウジョウバエでは二つの

Dicer遺伝子が存在し，miRNA生成には Dicer-１，外来

siRNA生成には Dicer-２が必要である２）．さらに siRNAは

AGO２に取り込まれて３′末端に２′O メチル修飾を受ける

が，miRNAは AGO１に取り込まれて３′末端のリボース

の２′と３′位に OH基を持つ．ショウジョウバエではこれ

らの違いから siRNAと miRNAを区別することができる

（図１）．ごく最近，このような特徴をもとに，ショウジョ

ウバエで発現する内在性 siRNAが発見された８～１３）．内在性

siRNAは大きく分けて，長い逆向き反復配列（ヘアピン

RNA，hpRNA）由来のもの，両方向から転写された遺伝

子由来のもの（cis-natural antisense transcripts, cis-NAT）お

よびトランスポゾン由来のものという三つのグループに分

けられる．内在性 siRNAはトランスポゾンや内在 mRNA

の発現を抑制することが明らかになっている．miRNAの

標的とは違い，内在性 siRNAの標的は，完全またはほぼ

完全に相補的な配列を持ち，実際に幾つかの標的は切断さ

れることも示されている８～１３）．

マウスの卵母細胞や ES細胞を用いた研究からもほぼ同

時期に同様の内在性 siRNAが報告されている５，１４，１５）．これ

らの細胞では，他の多くの哺乳類細胞と違い二本鎖 RNA

によるインターフェロン応答が確認されないことから，内

在性 siRNAの発現には好都合であると考えられる．マウ

スでは，ショウジョウバエで見つかった３種類の siRNA

のみならず，アンチセンス方向に転写された偽遺伝子が元

の遺伝子から転写された mRNAと対合して形成された二

本鎖 RNA（trans-NAT）からも siRNAが生成されている．

Dicerあるいは AGO２ノックアウト卵母細胞では標的遺伝

子の発現が上昇していることから，少なくとも幾つかの偽

遺伝子が遺伝子発現制御機構として機能していると考えら

れる１４，１５）．

３． miRNA経路と siRNA経路の接点

RNAi因子と miRNA因子の変異体の表現型の違いから，

これまでショウジョウバエの siRNA経路と miRNA経路は

完全に独立していると考えられてきた．しかし，最近の研

究から両経路の接点が指摘されている．例えば Dicer-１結

合因子として同定された loquacious（loqs）２）が miRNA生成

のみならず，内在性 siRNA産生にも非常に重要であるこ

とが示されている９～１１）（図１c）．興味深いことに，二つの異

なるアイソフォーム（loqs-PBおよび loqs-PD）がそれぞれ

miRNA経路および endo-siRNA経路で機能することが報告

されている１６，１７）．AGO１および AGO２複合体中の小分子

RNA解析から，siRNAと miRNAが非常に効率よく振り分

けられていることが確認された一方で，わずかな量の

siRNAが AGO１複合体に，また少量の miRNAが AGO２複

合体に含まれていることも明らかになった１１）．これは単に

振り分けのエラーであるとも考えられるが，ヘアピン

RNA由来の siRNAが AGO１複合体中にも確認できること

から，進化の過程でヘアピン RNAが miRNAへと変化す

る可能性も考えられる．植物では実際に逆向き反復配列か

ら miRNA遺伝子が誕生したことが示唆されている１８）．先

に紹介した mirtronや tRNA，snoRNAから作られる分子も

含めて，これらが有用な miRNA遺伝子の誕生に貢献して

いるのか，興味深い課題である．

４． 新規の小分子 RNA遺伝子の発見の可能性

高速シーケンスを用いて非常に多くの小分子 RNAが発

見されているが，それでも新規の小分子 RNA遺伝子発見

の可能性はまだ残されている．例えば，ストレス条件下の

みで産生されるような小分子 RNAはこれまで見逃されて

いるかもしれない．植物ではストレス条件下で発現する小

分子 RNA遺伝子探索が行われ，遺伝子のオーバーラップ

領域から産生される siRNAがストレス関連遺伝子の発現

制御に関わることが発見されている１９）．少数の細胞のみで

発現している小分子 RNAも発見の可能性が残されてい

る．線虫の miRNAのひとつである lsy-６は，遺伝学的解

析から正常な神経細胞の運命決定に必要であることが知ら

れているが２０），約４０万リードの大量シーケンシングでは

発現が確認されなかった２１）．これは lsy-６の発現が非常に

少数の神経細胞に限られており，線虫個体からのサンプル

中での存在量が非常に少なかったためと考えられる．

また，多くの小分子 RNAクローニング法では５′末端に

一リン酸，３′末端に水酸基を持つ小分子 RNAを選択的に

クローン化している１）．このような方法は分解産物などを

最小限にする一方，条件に当てはまらない機能性小分子

RNAを排除してしまう可能性もある．線虫では，RNA依

存性 RNAポリメラーゼにより増幅された内在性の二次性

siRNAが細胞内で豊富に存在していると考えられている
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が２２），二次性 siRNAは５′末端に三リン酸化を持つため，

５′末端の一リン酸に依存する方法で行われた高速シーケン

スではわずかな数しか検出されていない２１）．先に述べた

shRNAも５′側からの産物はほとんど検出されていないが，

これも５′末端の構造の違いによりクローニング過程で排

除された可能性がある５）．これまでクローニングを阻害す

る３′末端の修飾は知られていないが，もしもそのような

修飾を受ける小分子 RNAが存在した場合，現在の方法で

は発見できない可能性が高い．

これまで注目されているサイズ以外の長さの小分子

RNAも存在するかもしれない．例えば，生殖細胞で豊富

に存在している piwi interacting RNA（piRNA）は siRNA

や miRNAよりもやや長く２４―３０塩基程度である２）．植物

では，バクテリア感染に応答して３０―４０塩基程度の「long

siRNA」と呼ばれる分子が発現することが知られている２３）．

興味深いことに long siRNAの発現も Dicer様タンパク質

や AGOタンパク質に依存している．

以上のように，この数年の間に多くの Dicer依存性小分

子 RNAが見いだされ，そして siRNA経路や miRNA経路

が複雑で多様であることが明らかになった．今後も大量

シーケンス，様々なクローニング法，そしてこれまで重要

性が認識されていなかったサイズや前駆体の構造などを注

意深く解析することで，重要な新規小分子 RNA遺伝子が

さらに発見されると期待している．
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図２ 典型的な小分子 RNAのクローニングパターン
茶色の線がゲノム配列上にされた小分子 RNAを示す．
A．miRNAのクローニングパターン．典型的な miRNAである bantamを例に示している．小さなヘアピン構造の両腕から小分子

RNAが生成される．miRNA遺伝子は，通常 miRNA前駆体のヘアピン配列に加えてさらに１０塩基程度の相補的な配列が見られ
る（lower stem）．この lower stemが Drosha／Pasha複合体による切断に必要であると考えられている．

B．mirtronから生成される小分子 RNAのクローニングパターン．数多くの小分子 RNAがイントロンの５′および３′両端から生成さ
れている．このイントロンは pre-miRNA様の小さなヘアピン構造をとることや，“lower stem”領域を持たないことから，Drosha
非依存的に pre-miRNA様の分子が切り出されるのではないかと予想された．

C．ヘアピン RNAから生成される小分子 RNAのクローニングパターン．多数の小分子 RNAが CG１８８５４遺伝子の５′領域と３′領域
の二箇所から生成されている．この二つの領域は相補性を持つことから，大きなヘアピン構造をとると予測できる．小分子
RNAは周期性のあるクローニングパターンを示し，このヘアピン RNA分子を Dicerが連続的に何度も切断したものと考えられ
る．この特徴は外来 siRNAの生成パターンと一致する．
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鱗翅目昆虫の生体異物代謝と抵抗性の分子
機構

１． は じ め に

農作物を加害する鱗翅目昆虫ハスモンヨトウならびにコ

ナガについては，農薬に対する抵抗性が顕在化しているの

は周知の通りである．これら害虫制御を目的とした化学農

薬の使用は，農業生産の拡大において大きな成果をあげ

た．一方で，農薬抵抗性昆虫の出現，農薬の残留性そして

ヒトへの影響等を考慮し，慎重に行わなければならない．

昆虫における農薬抵抗性は，農薬に対する代謝能力を増加

させることにより発展してきた．その主要因として，（１）

農薬を代謝する酵素遺伝子の発現量増加，（２）遺伝子内変

異による基質分解能力の変化ならびに増加，（３）遺伝子増

幅の３項目があげられる１）．これらの生化学的機構を詳細

に理解することは，害虫の農薬代謝そして抵抗性獲得機構

の理解へと繋がる．農作物を食害する農業害虫の多くは鱗

翅目昆虫に属しているが，その農薬制御に関する分子生物

学的研究は，ショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）

ならびにイエバエ（Musca domestica）などの双翅目昆虫

類に比較して，非常に少ない．本稿では，昆虫の農薬代謝

に関する最近の知見を著者らの鱗翅目昆虫における解析結

果を含めて紹介する．

２． 農薬を代謝する酵素遺伝子の発現量比較

農薬剤の代謝による解毒は，第 I相反応と第 II相反応に

分類される．第 I相反応は水酸化を介した生体外異物の解

毒代謝であるのに対し，第 II相反応ではグルタチオン抱

合や硫酸抱合等により解毒が行われる．シトクロム P４５０

（CYP）は，第 I相反応における主要な酵素である．薬剤

の曝露により CYPが誘導されることは，魚類，両生類，

ほ乳類の幅広い生物種で報告されている１）．ピレスロイド

剤に対して抵抗性を有するイエカおよびイエバエも，CYP

を過剰生産することで解毒能を強化している１）．筆者は，

鱗翅目昆虫のモデル動物であるカイコ（Bombyx mori）に

おいて，有機リン剤ならびピレスロイド剤に抵抗性を有す

る系統をそれぞれ LD５０値を調べることにより見いだして

いる２）．この抵抗性系統と感受性系統を比較した場合，グ

ルタチオン転移酵素（GST）の過剰発現が抵抗性系統中で

認められた．GSTは，第 II相反応において重要な役割を

持ち，農薬を含む生体外異物に還元グルタチオンを抱合さ

せ，異物の体外への排出を促進する．GSTアミノ酸配列

の相同性に基づいて，多くの生物種では数種の GSTクラ

スが知られている３）．ハエやカ等の双翅目昆虫類では，６

種類の GSTクラス（delta，epsilon，sigma，theta，omega，

zeta）が報告されており，基質特異性の異なる複数のアイ

ソザイムが存在することが分かっている４）．筆者は，カイ

コより delta（bmGSTD），sigma（bmGSTS），omega（bmGSTO）

および zeta（bmGSTZ）の４種類の GSTそして他の鱗翅目

昆虫類より４種類の GSTを同定している５～９）．有機リン剤

に対するカイコ抵抗性系統では bmGSTOが，ピレスロイ

ド剤に対するカイコ抵抗性系統では bmGSTZの高発現が

確認された２）．GST過剰発現と抵抗性の関連性について

は，ショウジョウバエ，ガンビエハマダラカ（Anopheles

gambiae）ならびにネッタイシマカ（Aedes aegypti）の DDT

抵抗性系統中で確認され，GSTを過剰発現することによ

り DDTに対する抵抗性を獲得していることが示されてい

る１）．

３． GSTのアミノ酸配列の違いによる基質特異性の変化

ショウジョウバエの DDT抵抗性系統中でみつかってい

る CYP６A２では，その配列中のアミノ酸変異が発見され

ており，この変異が抵抗性に関与していることが示唆され

ている１）．カイコ CYPの変異と農薬抵抗性の関連について

はまだ具体例は報告されていない．一方，筆者は鱗翅目昆

虫 GSTの数残基変異が農薬代謝に及ぼす影響について検

討した８）．カイコ bmGSTSとアメリカシロヒトリ（Hyphan-

tria cunea，hcGST２）のアミノ酸配列を決定したところ，

両者のアミノ酸配列における相同性は８７％であり，特に

bmGSTSの N末端領域 Ala-１３から Asp-３１領域においては

相違が大きかった．またこの領域中に存在する基質認識サ

イトの残基数が hcGSTの場合５個であるのに対し，

bmGSTSは３個であった．hcGSTと bmGSTSの基質特異

性について比較を行ったところ，１-chloro-２，４-dinitrobenzene
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