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はじめに

　Non-coding RNA（ncRNA）はタンパク質に翻訳される
ことなく，RNAのままで様々な機能を遂行する分子の総
称である．古典的には，転移 RNA（tRNA）やリボソーム
RNA（rRNA）等をさすが，21世紀に入ってから膨大な数
の，新しい機能性 ncRNAの存在が，生物界の３つのドメ
インである真性細菌（バクテリア），古細菌（アーキア）
そして真核生物（ユーカリア）の全てで報告されている．
さらに近年では，ウイルスなどの比較的小さいゲノムの中
にも数多くの ncRNAが見いだされている．この総説では，
これら ncRNAのうち，低分子の機能性 ncRNA（本稿で
は低分子 RNAと記載する）に焦点をあて，ncRNAとウ
イルスやファージ，あるいはトランスポゾンのような可動
性遺伝因子（Mobile genetic element）との制御関係を考
察したい．　
　詳細な説明をする前に，新しい ncRNAの代表例につい
て，大まかな位置づけを確認しておきたい．これらの

ncRNAの多くが，21世紀になってから，ゲノムプロジェ
クト以降のトランスクリプトーム解析（cDNAプロジェク
ト）の結果として発見された 1-5）．ここで，先に述べた生
物のドメインとRNA分子の大きさ（長さ）を目安にすると，
新しい ncRNAについて考えやすい．まず，真核生物には
miRNAと呼ばれる 21～ 24塩基程度の低分子RNAがあり，
基本的には標的となるmRNAに結合（ハイブリダイズ）し，
標的 mRNAの翻訳抑制や分解を介して，その機能を遂行
する 6）．低分子 RNAと標的 mRNAとの塩基配列が完全
に相補の関係にあるときには，その低分子 RNAを特に
small inhibitory RNA（siRNA）と呼び，標的となるmRNA
鎖の切断が起こる．いわゆる「RNA干渉」の主体をなす
分子である．また，主に生殖細胞で発現している piRNA
と呼ばれる 26～ 31塩基程度の低分子 RNAがあるが，こ
ちらは標的となる RNAがコードされるようなゲノム領域
の転写の不活性化や DNAのメチル化を介して，遺伝子発
現の抑制に関与している 7,8）．さらに，真核生物には通常
の mRNAのようにエクソンやイントロンを持ち，キャッ
プ構造の付加や Poly（A）テイルをもつ，mRNA様 ncRNA
（または高分子 ncRNAや long ncRNA, lncRNAと呼ばれ
る）が存在する．この mRNA様 ncRNAは，その機能が
明確なものは数少ないが，遺伝子の発現調節やエピジェネ
ティックな制御に関わることが報告されている 2,9,10）．一
方で，原核生物である真性細菌や古細菌では，50-200塩
基程度の，その名の通り small RNA（sRNA）と呼ばれる
分子種が報告されている 11）．原核生物のゲノムではタン
パク質をコードする遺伝子が密につまっているので，これ
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図 1 miRNAの発現，プロセシングと標的となるウイルス RNA分解の模式図．
宿主細胞の miRNAがウイルス RNAを分解するまでの過程について説明する．核内で転写された pri-miRNAに対して，
RNase IIIドメインを持つ酵素 Droshaが第 1段階目のプロセシングを遂行する．その結果，pri-miRNAの特異的な箇所で基
質が切断され 70 ～ 100塩基長の pre-miRNA (前駆体 miRNA)が生じることになる．この pre-miRNAは，核外への輸送にか
かわる Expotin-5を主体とした複合体により認識され，細胞質に運び出される．細胞質の pre-miRNAは，第 2のプロセシン
グを担う酵素であり，これも RNase IIIドメインを持つ酵素である Dicerにより切断されることで，miRNAとなり，RISCと
呼ばれるタンパク質複合体の中でウイルスの RNAを分解すると考えられる．

表 1　ウイルス，ファージ，トランスポゾンと低分子 RNA

低分子RNA 長さ (nt) 主な生物ドメイン 標的 低分子 RNAの機能

miRNA (siRNA)

piRNA

tRNA

CRISPR RNA

small RNA

21～24

26～31

73～93

約30 *

50～200

ウイルス、真核生物

真核生物

真核生物

真性細菌、古細菌（アーキア）

真性細菌

ウイルスゲノム
トランスポゾン

トランスポゾン

レトロウイルスのゲノム

ウイルスやファージのゲノム、プラスミド
他の細菌ゲノム

細胞増殖に関わるmRNA
細菌ゲノムのプロファージ領域

ウイルスの増殖抑制あるいは促進
トランスポゾンの発現抑制

トランスポゾンの発現抑制

DNA複製のプライマーとなる

ウイルスやファージの増殖抑制、プラスミドの分解
ゲノム水平伝搬の抑制

細菌の増殖制御？

＊CRISPR RNAの１ユニットに対応するスペーサーとリピートの典型的な長さ（詳細は本文を参照）

miRNA 遺伝子

転写

ゲノム DNA

pri-miRNA

DGCR8/Pasha

Drosha

Microprocessor

Exportin-5
Ran-GTP核

細胞質

pre-miRNA

RISC-Loading Complex

miRNA

RISC

ウイルス RNA

ウイルス RNA
の分解

Dicer
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ら新しく発見された ncRNAは，今まで既知であった遺伝
子と遺伝子の間（遺伝子間領域）や，タンパク質をコード
する遺伝子のアンチセンス側で見つかることが多い．また，
これに加えて，原核生物の多くには CRISPRと呼ばれる
ゲノム領域から産生される低分子 RNAが，宿主の生体防
御において重要な働きをすることが明らかになりつつある
（原核生物の RNA干渉と云われている）12）．
　繰り返すが，ncRNAの機能は多様であり，それは，遺
伝子発現の調節から，細胞の増殖，分化，発生，癌化，生
体防御までにおよぶ．一方で，全ての生物種において共通
と考えられる事象は，自己と，自己以外の核酸を有した生
物種との，低分子 RNAを介してのせめぎ合いである．こ
の意味では，ウイルスがコードする miRNAや，宿主細胞
がコードする miRNAでウイルスゲノムを標的にするもの
のリストやその詳細をまとめて行くのが，本来の筋でもあ
ろうが，既に優れた総説が発表されていることもあり 13-15），
本稿においては，より一般的な視点を追い求めることとし
た．すなわち，機能性の低分子 RNAと標的となるウイル
スだけでなく，ファージも，あるいはトランスポゾンのよ
うな可動性遺伝因子（Mobile genetic element）との制御
関係もあわせて比較することで，その共通性なり，異質性
を考察した．本稿に登場する主たる低分子 RNAについて
は表 1にまとめてある．

ウイルスゲノムを標的とする宿主由来の
miRNAとウイルスゲノムがコードする miRNA

　機能性低分子 RNAがウイルスに対する生体防御に関わ
るということは，ウイルスゲノムを標的にする宿主細胞の
miRNA（あるいは siRNA）があるということに他ならない．
ここで，宿主細胞が miRNAを作り出す過程を理解するこ
とが，ウイルスの miRNA研究を理解するにも必要である
ので，その概略を図 1にまとめた（厳密には miRNAを生
じる過程と siRNAを生じる過程は区別される）6）．まず，
miRNAも短いとはいえ，ゲノムDNAにコードされており，
特定の合成酵素によって生じるのではないことに留意いた
だきたい．直接の転写産物は pri-miRNA（primary 
miRNA）と呼ばれ，図に示すように特徴的な RNAの二次
構造を有する．この pri-miRNAに対して，Drosha と呼ば
れる酵素が第 1段階目のプロセシングを遂行し，70 -100
塩基長の pre-miRNA（前駆体 miRNA）が生じることにな
る．Drosha は 2つの RNase IIIドメインと dsRNA結合ド
メインを持つ酵素であり，Pasha（Partner of Drosha；哺
乳類では DGCR8と呼ばれる）との複合体を形成している．
次に，pre-miRNAは，核外への輸送にかかわる Expotin-5
を主体とした複合体により認識され，細胞質に運び出され
る．その結果，pre-miRNAは，第 2のプロセシングを担う，
これもまた，RNase IIIファミリーに属する酵素である
Dicerにより切断されて，miRNAが生じる．細胞質にお

いて，Dicer は単独で働くのではなく，RISC-loading 
complex（RLC）と呼ばれる複合体を形成していることが
わかっている．これは miRNA（siRNA）が最終的に機能
を発揮し，ウイルス RNAを攻撃する場である RISC（RNA 
induced silencing complex）の前段階ともいうべき複合体
である．
　具体的な例を使って説明したい．2005年にフランスCNRS
のグループが，レトロウイルスであるPFV-1（Primate foamy 
virus type-1）は，ヒトゲノムがコードするmiR-32 の標的
になっていると報告した 16）．このウイルスゲノムは Gag，Pol，
Env，EnvBet，Tas，Betなどのタンパク質をコードする
ための mRNAをオールタナティブスプライシングにより
生成するが，これらの RNAに共通する領域に miR-32の
結合領域が存在する．すなわち miR-32はこのウイルスの
増殖を押さえることが出来る．興味深いことに，同ウイル
ス由来の Tasタンパク質は哺乳類の細胞における miRNA
依存性のサイレンシングを抑制する．つまり，ヒトの
miRNAとウイルスのタンパク質が RNA干渉に関わる分
子を使ってせめぎあっていることになる．C型肝炎ウイル
ス（HCV）でも面白い研究がある．米国カルフォルニア
大学のグループは，インターフェロンβでヒト肝癌細胞株
の Huh7を処理すると 8種の miRNAが誘導されてくるば
かりか，HCVのゲノムがその標的になりうることを報告
した 17）．論文中で明確にウイルス RNAの複製が阻害され
ているのはmiR-448（ウイルス粒子のコアタンパク質に対
応する RNA領域を標的とする）と miR-196（非構造性タ
ンパク質であるNS5Aに対応するRNA領域を標的とする）
である．インターフェロンに抗ウイルス作用があるのは良
く知られたことであるが，インターフェロンで誘導される
miRNAにも抗ウイルス作用を持つものがあるということ
になる．一方で，HCVの増殖には肝臓特異的な miR-122
が必要とされている 18）．この miRNAが如何にウイルス
の増殖に関わっているのかは今後の研究を待たねばならな
いが，miRNAは使い様で毒にも薬にもなるということが
分かる．さらに，もう一つの例として，miRNAのプロセ
シングに関わる Dicerが，ヒト免疫不全ウイルス（HIV）
の複製にも関わっているということを述べておきたい．
HIVの両端に LTRという複製に必要な領域があるが，ウ
イルス由来の転写活性化タンパク質である Tatは LTRの
初期転写産物上にある TAR配列に結合してその転写を促
進することが明らかになっている．この TAR配列から
miRNAが産生されるという報告があり，TAR miRNAを産
生するのが Dicerである 19,20）．TAR miRNAの機能はいまだ
明らかとなっていないが，ウイルス複製の阻害が示唆され
ている．さらに，TAR miRNAと同じ図式が，HIVの Nef
にもあてはまる．Nefは宿主の細胞膜に局在し，エイズの
発症に重要な役割を演じていると考えられているが，Nef
領域に対応するヘアピン構造をとった 2本鎖 RNAからも
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miRNAが産生される 21）．この miRNAも自身のゲノムに
作用して，Nefの発現を押さえ，その結果ウイルスの感染
性を押さえることになる．さて，2007年に我々の研究グ
ループは，ヒトに感染するウイルスとしないウイルスのゲ
ノムについて，ヒトの miRNAを用いた標的配列のコン
ピュータ解析を行い，ヒトに感染するウイルスは，そうで
ないものに比べて，よりヒトの miRNAの標的になりやす
い傾向を持つことを報告した 22）．標的となる可能性のある
ウイルスのリストを作成したところ，1本鎖の RNAウイ
ルスが多いことが統計的に示唆された．この研究は標的と
なるウイルスの配列と miRNAのリストをより厳密に検討
している段階である．
　一方，ウイルスゲノムの方もmiRNAをコードしているものが
ある．ウイルスmiRNAで最初に詳細な報告がなされたのは，
2004 年の Science誌において Epstein-Barr virus（EBV）
を用いた例であろう．著者らは，EBVを感染させた細胞から

低分子 RNAのクローニングを行ない，クローンの中に EBV
ゲノム由来の miRNAを 5種見つけるに至った 23）．その後，
今日に至るまで，miRNAを持つウイルスは 20種以上に及び，
その数は未だに増え続けている．例えばヒトと関連するウイル
スで代表的なところでは，Herpes Simplex Virus-1　及び -2，
Human cytomegalovirus，Human immunodeficiency 
virus-1，JC Polyomavirus，Kaposi sarcoma-associated 
herpesvirusといったところである．ここで，ヒト以外に
感染するものも含めても，miRNAをコードするウイルス
の大半は DNAウイルスのようである．それは miRNAの
産生が核内と細胞質の RNAプロセシングを経ていること
と無縁でないように思われる．少なくとも，細胞質に持続
感染する RNAウイルスでは，核における miRNAのプロ
セシングシステムは利用できない．実際，EBVの miRNA
をはじめ，ほとんどのウイルス miRNAがゲノム中で
miRNA前駆体に特徴的なステムとループよりなる RNA

CRISPR 遺伝子
CAS 遺伝子群

ファージ DNA

ファージ DNA

の分解

転写、 翻訳
転写

CAS タンパク質
による RNA プロセシング

複合体の形成

CRISPR RNA

CAS タンパク質

図 2 CRISPR遺伝子の発現，プロセシングと標的となるファージ DNA分解の模式図．
宿主となる細菌の CRISPR RNAがファージ DNAを分解するまでの過程について説明する．CRISPR遺伝子は短いリピート
配列（図中の三角形）の間に外来のファージに相補的な配列であるスペーサーを持っている (図中の長方形 )．一方，CAS遺
伝子群は CRISPRの一次転写産物のプロセシングや標的 DNA に対するサイレンシングに必要なタンパク質群である．プロセ
シングを受けた低分子の CRISPR RNA が CASタンパク質とともに複合体を形成し，標的となるファージ DNA の分解を誘導
すると考えられる．
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二次構造を有した形でコードされている．すなわちウイル
スの miRNA産生は，宿主細胞の miRNAプロセシングシ
ステムを利用していると考えられる．また，これらの
miRNAは自身の RNAや宿主細胞の特異的な mRNAを標
的として，ウイルスの感染や増殖を制御している 24-26）．
　

トランスポゾンの発現を抑制する低分子 RNA

　2006年くらいから複数の研究グループにより生殖細胞
系列に特異的な発現を示す新しいタイプの低分子 RNAの
存在が報告された 7,8）．それはmiRNAより少し長い 26 ～ 
31塩基程度の大きさをもっていた．前述のように miRNA
や siRNAは RISCという複合体を介して，その機能を遂
行するが，RISCを構成するタンパク質因子の中で，最も
重要と考えられているのが，Argonatute（AGO）タンパ
ク質である．ここで，miRNAなどが AGOファミリーの
なかの AGOサブファミリーと複合体を形成するのに対し
て，先の新しい低分子 RNAは，AGOファミリーのなか
の PIWI サブファミリーと複合体を形成することから，
piRNA（Piwi-interacting RNA）と呼ばれている．piRNA
と特異的に結合する PIWI サブファミリータンパク質につ
いて，まず，マウスの例をとりながら説明したい．マウス
では同サブファミリーに属する 3種のタンパク質，MIWI，
MILI，MIWI2（MISTI）が報告されている 7）．これらの
すべてが生殖細胞で，かつ時期特異的に発現しており，特
に精巣の発生過程についての解析が進んでいる．遺伝子の
ノックアウトマウスを作製すると，すべてのケースにおい
て，そのホモ変異体は不妊となり，生殖細胞でレトロトラ
ンスポゾン（ゲノム上に数多く存在するリピート様配列）
の発現が上昇してくる．ここで，レトロトランスポゾン発
現の上昇はゲノム DNA上の脱メチル化と強くカップルし
ている．すなわち，レトロトランスポゾン領域の発現を，
メチル化を介して押さえ込むことが，精子形成過程や成体
の精巣におけるマウス PIWI サブファミリーの役割とみる
ことができる．同様な事象は，ショウジョウバエの精巣や
卵巣においても詳細な研究が報告されているが，こちらで
は，DNAのメチル化というより，遺伝子発現を何らかの
形で抑えているようである 8,27）．ここで，ショウジョウバ
エの piRNAは，ほとんどがリピート配列由来のため
repeat associated small interfering RNA（rasiRNA）と呼
ばれており，その大半が前駆体であるレトロトランスポゾ
ンの転写産物から生じている．すなわち，哺乳類でも昆虫
においても，生殖細胞の形成過程において，遺伝子に異常
をきたすようなトランスポゾンの転移を piRNAが防いで
いると考えられる．これに加えて，植物（シロイヌナズナ
など）では非常に多くのトランスポゾンが知られているが，
これらの発現を押さえ込むのは siRNAである．この時に
は DNAのメチル化に加え，ヒストンのメチル化がその遺
伝子の不活性化に関与している 28,29）．最近の研究では，

植物体がストレスを受けたときにレトロトランスポゾンの
活性化が観察されるが，この活性化過程を押さえるのにも
siRNAの経路が重要な役割を担うことが報告されている 30）．
　少し付け加えておかなければならないのは tRNAについ
てである．レトロウイルスの DNA合成に tRNAがプライ
マーとして働くことは周知のことである 31）．また，ショ
ウジョウバエにおけるコピアなどのトランスポゾンでも部
分的に切断された tRNAをプライマーに用いている 32）．と
すれば tRNAは翻訳といった仕事以外にもウイルスの増殖
を制御する機能性低分子 RNAということになる．最近，
私たちのグループは主に古細菌の tRNAを詳細に解析し，様々
な形で分断された tRNA分子を見つけるに至った 33-35）．tRNA
はウイルスが宿主のゲノムに入り込む時のターゲットサイ
トになるという報告があるが，面白いことに，分断された
 tRNAはウイルスのゲノムへの攻撃を防御することが示唆
されている 36,37）．

原核生物の RNA干渉を担う CRISPRシステムと
新しい低分子 RNA

　RNA干渉というと真核生物特有のシステムと思われる
方も多いようだが，2005 年くらいから明らかになって来
た CRISPRが，原核生物の RNA干渉システムに相当する
と考えられるようになった 38-40）．原核生物のうち，真性
細菌では約 40％が，また古細菌では約 90％のゲノムがこ
のシステムを有している．ここで，CRISPRとは clustered 
regularly interspaced short palindromic repeatの略称であ
るが，これはゲノム上に存在する一群の短い低分子 RNA
をコードする領域に相応する．図 2を参照していただきた
い．CRISPRはリピート（同一のクラスターでは同じ配列）
とスペーサーと呼ばれる領域（ファージやプラスミドの配
列が入り込んでいる）が繰り返した構造をとっている．多
くの場合，その上流には CRISPR-associated genes（CAS
遺伝子群）が存在するが，CAS遺伝子産物は CRISPR 
RNAのプロセシングやその機能発現を担うと考えられて
いる．すなわち，CRISPRシステムは独自の機構を持ちな
がらも，真核細胞の RNA干渉システム（図 1）と類似す
るところがある．CRISPR遺伝子が真核生物でいうところ
の siRNAに，また CAS遺伝子群が siRNAのプロセシン
グや機能遂行にかかわる Dicerや AGOなどに相当するこ
とになる（真核生物の siRNA制御に関わるタンパク質の
ホモログではない）．
　CRISPRの機能について，さらに詳しく見ていこう．原
核生物がファージ等の攻撃にさらされると，そのファージ
の配列を含んだ CRISPR遺伝子の発現が誘導されると考
えられる．まず，短い RNAユニットが連なった形の転写
が行なわれ，ここから CASタンパク質がリピートとスペー
サーを１組ずつ含むような形でプロセシングを行ない，
CRISPR RNAを産生する．プロセシングの目印になるの
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は大腸菌を分裂させないために，この低分子 RNAを生み
出したのだろうか？それならば何故，プロファージとなっ
た現在の領域からも，通常の培養条件下にて，DicFはあ
る一定のレベルで発現を続けているのだろうか？ DicF 
RNAの生理機能を知るためにはもう少し時間がかかりそ
うである．また，最近に枯草菌低分子 RNAの RNA-seq
が行なわれ，本細菌においても，プロファージ領域から低
分子 RNAの発現があることが述べられている 46）．

低分子 RNAによるウイルスや
細菌の増殖を阻害する試み

　これまで，低分子 RNAによりウイルスやファージ，ま
たはトランスポゾンの増殖を変動させるような具体例につ
いて述べて来た．これらは生体内で実際に備わっているシ
ステムの例である．それでは，低分子 RNAを使って人工
的にウイルスなどに抵抗性のある個体を作り出せるのだろ
うか？さらには，人工的な低分子 RNAを用いることで，
宿主側である細菌や細胞の増殖もコントロールすることが
可能なのではないだろうか？
　最初の命題に直接答えるわけではないが，2006年に米
ハーバード大から Herpes simplex virus -2（HSV-2）を用
いた面白い系の構築が報告されている 47）．ここで，
HSV-2は HIV感染伝搬の補助因子であるので，性交渉を
介した HSV-2の伝搬を防ぐことは，HIVの感染拡大を防
ぐためにも貢献することになる．著者らは，siRNAを脂
質と混合することで，マウスの膣や子宮頸膣部で効率よく，
その上皮の細胞に取り込まれること，また，少なくとも 9
日間は導入した siRNAが効果的に標的とする遺伝子の発
現（翻訳）を抑制することを見いだした．そこで，HSV-2
の UL27遺伝子（エンベロープタンパク質をコード）や
UL29（DNA結合タンパク質をコード）を標的にする
siRNAを用いたところ，そのマウスは致死量の HSV-2感
染からも防護されたのである．これは，適当な siRNAを
うまく適所に発現させてやることで，個体レベルで，ウイ
ルスの攻撃から逃れられる可能性を示している．その一方
で，HSV-2の感染が内臓ではなく，上皮細胞という点で
siRNAの効果が届きやすい場所であったことは否めない
だろう．これはアンチセンス RNAやリボザイムを用いた
時も同じ考察がなされることが多い．通常は，細胞レベル
では効果があっても，個体となるとなかなか難しい．いわ
ゆる，「ドラックデリバリー」の問題がある．
　それでは，バクテリアのような単細胞生物を用いれば，
それも細胞内で人工の低分子の RNAを発現するようにし
た場合はどうだろうか？この問いに答えるために，我々の
研究グループでは大腸菌の増殖を抑制するような人工低分
子 RNAを同定するようなシステムの構築に挑んだ 48）．図
3Aは構築した系の概略を示している．我々は，まず，ラ
ンダムな 60塩基の塩基配列含んだインサート領域を発現

はリピート配列に由来する RNAの二次構造であると考え
られる．次に，各 CRISPR RNAは CASタンパク質と複
合体を形成し，この複合体中でスペーサーによって探し求
められたファージゲノム中の同一配列を切断することで，
ファージからの攻撃を回避することになる．興味深いこと
に，CRISPRシステムは，標的となるファージやウイルス
を撃退するだけでなく，他の細菌に由来するようなゲノム
の水平伝搬を抑制しているとの報告もある 41）．また，非
常に重要な機能の一つとして，CRISPRは感染したファー
ジの配列の一部をスペーサーとして取り込み，次回の感染
に備えることが出来る 40）．一方，最近，CASタンパク質
がない種では CRISPR RNAのプロセシングを RNase III
が行なっているとの報告があった 42）．真核生物でも原核
生物でも，この RNase IIIという酵素の仲間は低分子 RNA
を産生するのに中核的な位置を占めているようである．
　さて，近年に著しい発展が見られるタイリングアレイや
RNA-Seq（次世代シークエンサを用いた RNA解析）といっ
た手法は，細菌の低分子 RNAについても非常に多くの知
見をもたらした．私たちのグループでも，大腸菌の幾つか
の生理条件下で低分子 RNAの網羅的な解析を試みたが，
その結果，大腸菌など非常に良く研究されている生物種に
おいても，まだまだ新しい低分子の RNAが 100種以上存
在し，またその中にはゲノムに内在しているプロファージ
領域から発現しているものが，約 10種類はあることが分
かって来た（新原ら，投稿中）．ここで，プロファージ領
域からでる低分子 RNAといったものが，いままで述べて
来た自己と（低分子 RNAを作る側），非自己（低分子
RNAの標的になる側）を考える上で面白い観点を提供す
ることに気がついた．いったいこれらの低分子 RNAは，
ファージとして持っていたのだろうか？あるいは大腸菌の
ゲノムに取り込まれることにより生まれたのだろうか？と
いうことだ．残念ながらプロファージ領域には塩基の変異
が蓄積しており，オリジナルのファージを同定することが
困難なため，そのファージが低分子 RNAを発現するか否
かということも現状では分からない．また，このような低
分子 RNAは極めて限定された種間でしか保存されていな
いために，進化的な解析アプローチも限定的であり，なか
なか機能に結びつかない．そんな現状下でもう 15年も以
前から面白い機能が示されているのが，プロファージ領域
から発現する大腸菌低分子 RNAの１つ DicFである．
　DicFはまずオペロンとして発現し，その後に 60塩基程
度の低分子 RNAにプロセシングされる．この切断に必要
な酵素は RNase IIIと RNase Eである 43,44）．また，プロ
セシングを受けた Dic F RNAの標的となるのは，大腸菌
の細胞分裂に関与する FtsZであり，その結果，FtsZ 
mRNAの翻訳を阻害することになる 45）．実際，DicFを過
剰発現させた大腸菌では，細胞分裂が阻害されるために，
長く伸びた菌の表現型が観察される．それでは，ファージ
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の増殖に影響をもたらすクローンのスクリーニングを行
なった．IPTGの有無で増殖に差があるものが目的のもの
である．スクリーニングを効率的にするために，IPTGの
有無において次なる連続した 2段階のスクリーニングを行
なった．すなわち，（i）IPTGを含んだ寒天培地上での大
腸菌コロニーの大きさによる選別を行なう．（ii）96穴の
プレートを用い液体培地の吸光度（600 nm）を比較し，
IPTG依存（低分子 RNAの発現依存）に大腸菌の増殖を
抑制するプラスミドクローンを同定することである．その
結果，様々な増殖パターンをインサート配列依存に呈する

するようなプラスミドライブラリを作成した．この時に，
ランダム配列の上流からは，翻訳への目印となるリボソー
ムの結合領域を除去し，そこに，読み枠をずらした複数の
停止コドンを導入した．このことにより，人工低分子
RNAからタンパク質への翻訳が起こらないようにしたの
である．ここで，インサート領域は誘導剤である IPTGで
発現可能となっているが，どんな低分子 RNAでも非常に
高発現の場合は増殖に影響が出てくるので，なるべく薄い
IPTGの濃度で，かつ効果的な濃度を求めた（40 µM）．次
に，この低分子 RNA発現ライブラリを使用して，大腸菌

B

A

O
.D
.

NNN

図 3 大腸菌の増殖を抑制する人工低分子 RNAスクリーニング系の開発（文献 48）を改変）．
(A) 大腸菌の増殖を抑制するような人工低分子 RNAのスクリーニング系．
まず，人工低分子 RNAからタンパク質への翻訳がないようにするために，読み枠をずらした複数の停止コドンの後に，ラン
ダムな 60塩基長の配列を含んだ (NNNで表示 )インサートを持つプラスミドライブラリの構築を行なう．このインサート領
域は誘導剤である IPTGで発現可能となっている．IPTGの有無において次なる連続した 2段階のスクリーニングを行なう．
(i) IPTGを含んだプレート上での大腸菌コロニーの大きさによる選別を行なう．
(ii) 96穴のプレートを用いた吸光度 (600 nm)を比較し，IPTG依存 (低分子 RNAの発現依存 )に大腸菌の増殖を抑制するプラ
スミドクローンを同定する．
(B) 人工低分子 RNAの発現誘導が無し (-IPTG)と有り (+IPTG)の条件下における大腸菌の増殖曲線 24例．
様々な段階で増殖の抑制を起こすクローンが得られていることが分かる．
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大腸菌を区別することが可能になった（図 3B）．これまで
のところ，大腸菌の増殖を抑制するような 80種以上の低
分子 RNAの配列が得られている．しかしながら，その配
列からメカニズムに至る共通性はまだ見えてこない．将来
的にさらに数多くの配列と増殖のパターンを比較して，も
し，ここにルールを導きだすことが出来るならば，そのルー
ルは，例えば，病原性細菌の増殖阻害などに応用可能と思
われる．

おわりに

　本稿で述べてきたように，低分子の機能性 RNAは生体
防御という観点から，生物界の 3大ドメイン（真核生物，
真性細菌そして古細菌）の全てで重要な役割を演じている．
そして，その制御機構の中心にあるものが RNA干渉のメ
カニズムであることは疑いがないだろう．一方で，RNA
干渉のメカニズムといっても全てが明らかとなっているわ
けではない．その上で，例えば細菌に内在するような低分
子 RNAについて考えてみても，百以上の新たなる遺伝子
の存在が示唆されており，しかも，ほとんどの機能は未知
のままである．まして，先の節で紹介した人工低分子
RNAの細菌増殖抑制のメカニズムに至っては，まだまだ
始まったところである．とどまるところ，RNAは奥が深い．
だからこそ，その先には，極めて重要な基礎的な知見が横
たわり，それに立脚する応用技術（ここではウイルスゲノ
ムの分解，病原性細菌の増殖阻害など）に展開できると期
待するのである．
　また，本稿を読んでいただけた諸兄には自明だろうが，
制御機構を考える上では，機能性 RNA側ばかり見ていて
は駄目なことを再認識させられる．図 1も図 2も低分子
RNAがタンパク質との複合体を形成することで，その機
能を最終的に遂行している．そして，今回の総説のように，
並列的に生物種や機能性低分子 RNAを書き連ねたからこ
そ，関連するシステムの比較がある程度可能になったと思
われる．間違いなく，機能性 RNAの解析にはそれと相互
作用するようなタンパク質側からも現象を見つめなければ
ならない．例えば，RNase IIIという酵素は，節が変わって，
取り扱う低分子 RNAの種類が変わっても繰り返し現れて
来る．とすれば，この酵素が今後も RNA干渉のメカニズ
ムやシステムの進化を考える上での鍵になるだろう．
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 Many reports have been accumulated describing not a few microRNAs (miRNAs) in eukaryotes 
target viral genomes, whereas a number of viruses also encode miRNA genes. These small RNAs play 
important roles on viral infection and their replication. In germ cells, another small RNA, piRNA is 
reported to repress endogenous transposons. Furthermore, CRISPR RNA target virus/phage 
genomes in both archaea and bacteria. Therefore, small RNA is deeply involved in a broad range of 
biological defense systems. This system may be applied not only to control replication of viruses or 
phages but also provide implication on regulating the growth of microorganisms including pathogenic 
bacteria.


