
DNA配列に対するタグ付けが可能である１５）．従って，分

割型メチル化酵素の基質結合ポケットの最適化によって，

配列特異的な DNA標識が行えると考えられる．分割型メ

チル化酵素の機能解析については現在，in vitro での解析

および哺乳類細胞内における機能という両面からのアプ

ローチを展開している．

Znフィンガータンパク質の DNA配列に対する特異性

を利用した標的遺伝子マニピュレーションでは DNA切断

酵素が医療への実用化という面において一歩リードしてい

る．今後は，他の酵素（組換え酵素，メチル化酵素など）

もそれぞれの特長を生かして，医療分野でのニーズに即し

た実用性のある研究展開が行われることが期待される．
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植物における小分子 RNAの動態制御

１． 植物における小分子 RNAの発見

線虫において lin-４，let-７といった小分子 RNAが発見さ

れると，これがきっかけとなりショウジョウバエからヒ

ト，さらにはシロイヌナズナ，イネなどの植物にも２１塩

基長ほどの小分子 RNAが多く発見されるようになった．

そのなかで microRNA（miRNA）は１９―２４塩基長の非翻

訳 RNAとして動物，植物で広く知られるようになった．

miRNAは相補的な配列をもった標的 mRNAと結合し，そ

の mRNAの分解あるいは翻訳抑制を導き１），遺伝子の発現

の on／offを微調整する．miRNA／標的 mRNA制御系は多

くの遺伝子に関係することが明らかとなるにつれ，今では

真核生物の遺伝子発現において広く一般的に用いられてい

るもので，制御の緻密さを与えているものとして考えられ

るようになった２）．遺伝子の数が問題なのではなく，いか

にしてそれらを使うか，抑えるかが，生物が進化するうえ

で重要だったのであろう．

植物の形態形成について，最近分子レベルでの研究が進

展し理解が進んでいる．そしてオーキシンなどの植物ホル

モンの作用，組織間の信号伝達が関与する形態形成や環境

応答における遺伝子発現制御にも miRNAが関与している

ことが明らかとなっている３）．たとえば植物の茎の先端に

は茎頂分裂組織があって，そこには分裂を続ける主な細胞

が存在する．そこから，分裂を続ける細胞群と，未分化状

態からはずれて組織の分化へと向かう細胞群とが生まれて

いく．上下，向背性・向腹性（葉の表裏など）などの軸方

向に沿って運命の異なる複数の組織，細胞群が生み出さ
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れ，形態形成がなされる．このとき，異なる組織の細胞群

同士が明確な境界を形成するうえで，miRNAが登場する．

こうした miRNAは，対極的なはたらきをもった転写因子

mRNAが境界を越えて発現した際にその mRNAからの翻

訳を抑制する（たとえば裏側の組織で，表の組織の特徴付

けを誘導するような mRNAが発現することを抑制する

miRNAが存在する）．こうしたことで異なる組織同士の境

界が明確となるのである３）．

２． miRNAの誕生の場

植物でも miRNAの生成過程，機能に関与する因子につ

いて分子レベルで明らかとなってくると，関与する因子は

意外にも動物にもホモログ，あるいはオルソログが見いだ

せるようなものが多かった．動物と植物が分かれてから

１５億年といわれる．分岐以前にこうした分子機構の原型

があったことが示唆される．動物と植物とが分かれた後に

それぞれの進化適応のためにこうした因子や分子種を適材

適所に配属し，遺伝子発現を巧妙に利用してきたのであろ

う．

植物での miRNAの生成過程をみてみよう．miRNAは

まず前駆体 RNAの配列として染色体上にコードされてい

る（MIR遺伝子と呼ぶ）．それぞれのMIR遺伝子配列は自

身のプロモーターから数百から千塩基長ほどの前駆体 pri-

miRNAを転写する．この前駆体を成熟させる段階に関与

するのが RNase IIIタイプ酵素で動物の Dicerホモログで

ある DCL１（Dicer-like１）と呼ばれる酵素と，二本鎖 RNA

結合タンパク質 HYL１（hyponastic leaves１）である．形態

異常として単離された突然変異体に関する先行研究があ

り，その原因遺伝子が RNAサイレンシングに関与する

（と他の生物で示唆されていた）産物をコードすること，

それぞれの突然変異体において多くの miRNAの生成が減

少することなどから，DCL１や HYL１の miRNAの生成へ

の関与が明らかとなった．pri-miRNA→pre-miRNA→

miRNA／miRNA＊と段階的に切断を受けること（図１），

DCL１と HYL１の相互作用によって，miRNA前駆体の切

断の正確さ，効率が上がること４，５）なども示された．ちなみ

に miRNA＊とはこの切断過程でできた二本鎖 RNA中，

miRNAと相補的な小分子 RNAをさす．

細胞内のどこでそのプロセッシングが起こっているかを

知る目的で，蛍光タンパク質を融合した DCL１，HYL１遺

伝子を構築した後，タバコで発現させ，その挙動を観察し

た．すると，二つのタンパク質は核小体に隣接したある構

造体に共局在すること，そして，その構造体内で二つのタ

ンパク質同士が相互作用することが示された５，６）．DCL１の

みでも前駆体 RNAを切断できるが，その切断部位の正確

さを保障するのが HYL１と考えられる５）．HYL１の別の機

能として，細胞内での局在を決定することがあげられる６）．

DCL１と HYL１による構造体を調べたところ，スプライ

ソソームの snRNP構成因子として知られる SmD３や SmB

と共局在した．このことは従来から SmD３，SmBをもと

に記載されている Cajal body６）と同じ構造体ということを

示す．miRNAが標的とする mRNA自体が転写―成熟化す

る同じ場で miRNAも完成していくことは非常に興味深

い．標的 mRNAの成熟化する場と近接して，miRNAのプ

ロセッシングが完成することは，生成過程で最初から標的

mRNAと出会う可能性もあり，非常に興味深い．

３． Argonauteタンパク質について

核内で誕生した miRNA／miRNA＊は核から翻訳の場であ

る細胞質へと出ていく．そして AGO１（Argonaute１）と相

図１ 植物における miRNAの合成過程
前駆体である pri-miRNA，一段階プロセスされてできる pre-miRNAは DCL１，HYL１，SE（serrate）と呼ばれるタンパク質の作用で
最終的に miRNAを生み出す．細胞質へと輸送するのは exportin５のアナログ，HASTYと呼ばれるタンパク質である．写真は HYL１，
SERRATEの分子間相互作用によって認められる Cajal bodyでの局在を示す．バーは１０µm.

図２ 植物 Argonauteタンパク質の機能分担
AGO１，AGO２，AGO５はいずれも２１塩基長の小 RNAを結合しているが，その５′末端の塩基種類に好みがある．AGO１は U，AGO２
は A，AGO５は Cを末端にもつ RNAを好んで結合し，RISCを形成していると考えられる．

図３ 植物細胞内での RNAをめぐる世界
植物の miRNAを合成する核内の構造，miRNAをくわえている AGO１，RISCを包含すると考えられる P-body，tasiRNA合成に関与
する SGS３／RDR６bodyを示す．植物の細胞にはウイルスなど侵入が起こり，ウイルス複製構造（VRC）からうまれるウイルスゲノ
ム RNAを相補的な siRNAを活かした RISCが攻撃を加えると考えられる．
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図２
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互作用すると miRNA＊の方が切断され，miRNA／AGO１が

標的 mRNAに立ち向かう RISC（RNA-induced silencing

complex）が完成すると考えられている７）．AGOタンパク

質は，動物や酵母にも見いだされ，短い二本鎖 RNAをと

らえたのち一方の RNAを分解する活性をもつ．生物ご

と，あるいは複数ある AGOタンパク質のそれぞれの機能

や，細胞内の動向を追うことは，細胞質内での遺伝子発現

制御の詳細を知る上で非常に重要と考えられた．

AGOタンパク質はショウジョウバエでは２種類，ヒト

では５種類，シロイヌナズナでは１０種類のホモログが存

在する７）．ショウジョウバエの場合には AGO１が miRNA

に依存した RISCを，AGO２が siRNAに依存した RISCを

形成し，役割分担が明確となっている．シロイヌナズナの

１０種の AGOについて，これまでの研究で AGO１が

miRNA-RISC，siRNA-RISCの両方を構成すること，AGO７

は二段階プロセッシングを経て生まれる tasiRNAと呼ばれ

る小分子 RNAに依存した標的 RNAの分解，AGO１０が

miRNA，siRNAを介した翻訳抑制への関与，AGO４，AGO６

は後半でふれる核内での２４b-siRNAを介したヘテロクロ

マチン維持への関与などが明らかとなっている７）．最近，

我々は HAタグを付加した AGO２，AGO５を発現するよう

な形質転換シロイヌナズナをそれぞれ確立し，これらの植

物を破砕後に HA抗体で沈降される分画に含まれる小分子

RNAを解析した８）．すると，特定の分子種への偏った傾向

は見いだされなかったが，唯一各分子種の５′末端の塩基

に注目すると，AGO１は U，AGO２は A，AGO５は Cの塩

基の小分子 RNAを圧倒的に多く含むことが判明した（図

２）．この好みがそれぞれの AGO分子の性質を示すことは

次の実験で明らかとなった．AGO２に結合していた sRNA

の末端を Cにかえると AGO５と親和性をもつようになり，

AGO５と結合していた sRNAの末端を Aにかえると AGO２

と結合するようになったのである８）．こうして AGO分子

種の間での，あらたな分業のパターンが発見された．複数

の AGO分子がどのようにして，特定のグループの小分子

RNAを認識するのかは，これから検討されなければなら

ない．

こうした RISCあるいは個々の AGOタンパク質の細胞

内での局在の場を知ることは，生化学的な解析ではわから

ない，より詳細な機能を知る上で重要と考えられる．細胞

質内の mRNAの分解の場，貯蔵の場，調節機能の場とし

て動物，酵母で知られている processing body（P-body）と

いう構造がある．DCP１（decapping enzyme１），DCP２とい

う脱キャップ酵素のサブユニットが構築する構造体で，既

存のオルガネラとは別の実体であるとされ，その中では

種々の mRNAからの翻訳がおさえられていることが報告

されている９）．そのなかでは mRNAが休眠といわれるよう

な翻訳抑制を受けたり，特異的に分解されたりして

mRNAからの発現が抑制されるといわれている．我々は

シロイヌナズナのゲノム中にも DCP１，DCP２遺伝子が存

在し，その翻訳産物がやはり同じ活性をもつことなどを示

した１２）．DCP１は細胞質内で P-bodyと思われる構造体の存

在を示した（実際に P-bodyを規定する一義的な因子）．単

独で発現させた際には細胞質内に分散してしまう性質をも

つ DCP２だが，DCP１と共発現すると P-bodyと共局在し

た１０）．

我々は DCP１と AGO１との関係を知る目的で細胞内局

在を確認した．すると，AGO１は単独では細胞質内で P-

bodyと思われる構造体に局在すること，そして若干核に

も局在が確認された．それが DCP１と共発現すると P-

body構造体にのみ確認された．これは DCP１が AGO１を

P-bodyへと導く可能性を示している（図３）．AGO１が核

内にも存在する可能性が示されたことは，AGO１が RISC

を形成する前に核内でまず miRNA／miRNA＊と結合し，

RISCの状態になって細胞質へ，さらに P-bodyへと移行す

る可能性も示されたが，まだ推測の域を出ない．

４． 複雑な tasi RNAの生成

植物はさらに複雑な小分子 RNA種を合成している．

miR３９０と い う miRNAが TAS-RNAと 呼 ば れ る 標 的

mRNAをねらい打ちする．RISCの作用で，TAS-RNAは

切断をうける．その切断された産物が，RNA依存 RNAポ

リメラーゼ６（RNA-dependent RNA polymerase; RDR６）と

呼ばれる植物特有の酵素と SGS３というタンパク質によっ

て，完全な二本鎖 RNAとなる．それが核へと移行し DCL４

（DCL１のホモログ）の作用でプロセッシングをうけて，

siRNAと呼ばれる次の小分子 RNAが誕生する．これが

tasi RNA（trans-acting siRNA）と呼ばれるもので１１），その

標的としてオーキシン応答性転写因子をコードする

mRNAなどが含まれる．そのためこの tasi RNAの合成系

に関係する遺伝子の変異体は，葉の形態が変化し，細くな

るなど特有の形態をみせる．この tasi RNAの合成系は，

AGO１／RISC／P-bodyとどのような関係があるだろうか．興

味深いことに SGS３-RDR６は相互作用し，その局在は P-

bodyと近接しているが，完全には重ならないことが判明

した（図３）１２）．tasi RNAの生成，プロセッシングに関わ

る中間体分子について複雑な受け渡しがなされている．
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５． 栄養状態，病原体ストレス応答に関わる小分子 RNA

植物は自から動くことはなく，傷害や転覆などを受けて

もなされるがまま，気温や乾燥などの非生物学的なストレ

スに対しても非常に受け身のイメージがある．しかし，動

物と異なった戦略をもち，環境の変化，生物学的なストレ

スに対して立ち向かっている．こうした局面で働くとされ

る miRNAとしては生育する土壌の硫黄，銅イオン，リン

酸の栄養状態で反応する miR３９５，miR３９８，miR３９９など

が明らかとなっている３）．

ウイルスが感染するとその RNA複製反応は，溶液中で

の酵素反応のように進行するのではなく，ある種の膜に囲

まれて進行すると考えられる（植物では RNAウイルスが

多い）．植物体上で GFPと融合した移行タンパク質と呼ば

れるタンパク質を発現するタバコモザイクウイルス

（TMV）をタバコの葉に感染させ，複製と細胞間の移行に

注目して時間を追って観察した．すると，感染１４時間ほ

ど後，感染中心と思われる細胞でウイルス産物による複数

の構造体がある速度で細胞内を移動している様子が輝点と

して見えてくる．２０時間後にはいくつかの構造体が細胞

膜に張り付いたようになったあと，隣の細胞へと細胞間移

行をする場面がとらえられた．こうした構造体は，移行し

た先の細胞で，最初の細胞と同じように細胞内を移動し

た．そして今度は４時間ほどのちに次の細胞へと移行し

た１３）．この観察で見える構造体 VRC（virus replication com-

plex）のなかにはウイルスの子孫ゲノム，複製複合体が含

まれると予想している．ウイルスは宿主の膜構造を自分の

ために改変利用し，いわばウイルスの生産工場を新規に増

設しながら，周囲の細胞へと移設させ，そこでまた勢力範

囲を広げていくのである（図３）．

このような効率的な増殖戦略をはかるウイルスに，いか

にして植物は立ち向かっているか．干渉作用によって次の

ウイルス感染阻止ができる事実は，逆に植物がこの実体を

攻撃していることを予想させる．RNAサイレンシングの

機構によって，TMV感染の際に，そのゲノム配列と相補

的な情報をもった２１塩基長の siRNAを合成することが示

されている１４）．類似のウイルスが以後感染した際には，

AGO１など RISC因子が関与し，特定のウイルスに対する

記憶分子のようにこの siRNAを保持し，入ってくるウイ

ルスゲノムを標的とすることが予想される（図３）．ウイ

ルスに対して抵抗性を示す場面で活躍していると考えられ

る siRNA-RISCと呼ぶべき構造の実体はまだ不明な点が多

い．ウイルスの増殖がここで紹介した VRCの状態で起こ

り，その増殖をこの RISCが抑えているとすると，P-

body／siRNA-RISCと VRCという構造体同士の勝負が起

こっていることが予想される．

６． ゲノム内部の寄生体，トランスポゾンを抑える siRNA

植物では小分子 RNAは核内でも機能するものが知られ

ている．その役割で面白い発見がある．植物のゲノムのな

かにもトランスポゾンが多く存在する．トランスポゾンが

自由にゲノム上を移動すると，機能している遺伝子の発現

を喪失させるような影響が想定される．そのトランスポゾ

ンを抑えるべく siRNAが植物細胞内に多く発現している．

外敵のウイルスのみならず，内在的なトランスポゾンとい

う敵をゲノム維持のために攻撃するシステムとして機能し

ているのである．被子植物では，花粉がめしべの柱頭に到

達すると花粉管が伸長し，胚珠を求めていく（図４）．こ

のときに，次世代へと遺伝子を伝える二つの精細胞（精核）

と大きな細胞の生殖核は，伸長する先について行き，受精

にそなえる．この場において，生殖核では核内で多くのト

ランスポゾンを標的とした siRNAが産生されること，そ

図４ 植物の受精時に起こる siRNAに関する新しい知見
花粉管内には重複受精にかかわる二つの精細胞（中に精核があ
る）と，花粉細胞の生殖核が存在し，受精しようと胚珠へと向
かう．その過程で，生殖核からは核内トランスポゾンに相補的
な配列をもつ siRNAが合成されていることが見いだされた．
これらは精細胞へと移行し，それらの核内でのトランスポゾン
の転位を抑制するものと考えられる．
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してこれが二つの精細胞へと移行していることが示唆され

た（図４）．生殖核でいわば見せしめのようにその中のト

ランスポゾン配列に由来する siRNAを合成し，その

siRNAを次世代につながる精核に移動させ，そこで RNA

サイレンシングの機構でトランスポゾンが飛ばないように

作用していると考えられるのである１５）．

最 後 に

結果として広く RNAサイレンシングの系が活性化され

るなどして，植物が常時，ストレスに対する臨戦態勢をし

くようになっている気がする．今後，複数の環境変化など

が加わった際の，植物の応答の研究などから未知の姿がさ

らに出てくることを期待している．

本研究は，渡邊研究室に所属した多くの卒業生，大学院

生の実験結果をもとに流れを紹介した．彼らに感謝した
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選択的 pre-mRNAスプライシング制御機
構解明の新たなアプローチ

は じ め に

多細胞生物は，その複雑な形態や巧妙な機能を実現する

ために，組織・細胞の種類や発生段階に応じて多様なタン

パク質を産生している．しかし，ゲノムプロジェクトによ

り，タンパク質をコードする遺伝子の数は，たとえばヒト

で約２万数千個程度と，当初予想された数よりはるかに少

なく，タンパク質の多様性実現のためには，一つの転写産

物からでも多様な mRNAを産生できる mRNA前駆体（pre-

mRNA）の選択的スプライシングが主要な役割を担ってい

ると考えられるようになった．実際に，近年の mRNAの

網羅的解析により，後述のように多くのタンパク質遺伝子

にスプライスバリアントが存在し細胞の種類や発生段階に

応じて特異的に発現していることが示され，選択的スプラ

イシングは多細胞生物にとって重要な遺伝子発現制御機構

であることが明らかとなった．

多くの遺伝子の pre-mRNAが生体においてそれぞれ細胞

特異的なパターンで選択的スプライシングを受けるという

事実は，それぞれの細胞に特異的に存在する制御因子群が

pre-mRNA上の何らかの配列情報（シスエレメント）を手

がかりにスプライシングパターンを決定していることを示

唆する．しかし，生体の各細胞におけるスプライシング制

御機構の実体は解明されておらず，「細胞暗号（cellular

codes）」と呼ばれる．この「細胞暗号」の解読，すなわち，

組織・細胞特異的なスプライシング制御因子群やシスエレ

メントの同定と，それらの作用によって pre-mRNAの運命

が特異的に決定する分子機構と規則性の理解が，ゲノム情

報が明らかにされた今日における遺伝子発現制御機構解明

の重要な課題である．

本稿では，今世紀に入って急速に発展したグローバルな

解析方法，すなわち，マイクロアレイや比較ゲノムによる
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