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〈研究の目的と進め方〉
細胞内にはタンパク質をコードしないnon-coding (nc)

RNAが大量に存在し、これらが機能性高分子として振る
舞い、遺伝子発現や細胞の営みに深く関わっていること
が次第に明らかになりつつある。機能性RNAは、転写後
にスプライシングやRNA修飾あるいはエディティングな
どのプロセシングを経て成熟し本来の機能を発揮する。
機能性RNAの修飾異常は疾患の原因となることが知ら
れ、修飾はRNAに質的な機能を付加するものであると考
えられる。また、脳mRNA中に大量に見出されるイノシ
ンは、トランスクリプトームの複雑性の増大に寄与し、
脳がもつ高次なレベルでの情報ネットワークの構築に関
与している可能性がある。本研究はRNAの機能発現に必
要な修飾構造の全体像の解明をめざすために、以下の2つ
のプロジェクトから構成されている。(1)逆遺伝学的な手
法と高感度質量分析法を用い、ゲノムワイドにRNA修飾
遺伝子を同定するリボヌクレオーム解析を用い、機能未
知遺伝子群から新規なRNA修飾遺伝子を網羅的に探索す
る。取得した遺伝子の組換えタンパク質を用いin vitroで
のRNA修飾反応の再構成を行い、RNA修飾反応の分子機
構を解明する。また、これらのヒトホモログの同定を行
い、RNA修飾異常に起因する疾患の探索を目指し、RNA
修飾が関与する高次生命現象を理解する。（2）ESTデー
タベースとゲノム配列の比較から、ヒトおよびマウス
mRNAにおけるA→Iエディティング部位の絞込みを行い、
我々が開発した微量RNA中に含まれるイノシン化部位を
明確に同定する方法(ICE;inosine chemical erasing)(特許
出願済)を駆使して網羅的に新規RNAエディティング部位
の探索を行う。また、RNAエディティングのデータベー
ス化を目指し、最終的には組織の違いや疾患により変動
するイノシン化部位を探索し、疾患の性格付けや細胞の
分化の指標とRNAエディティングの関係を明らかにして
いきたい。

〈研究開始時の研究計画〉
大腸菌と酵母におけるリボヌクレオーム解析を継続し

て行い、新規RNA修飾遺伝子の探索を行う。また取得し
た遺伝子のヒトホモログの探索を行い、疾患との関連性
を追及する。さらにこれまでに得られた、Lysidine(L),
ac4C(4-acetylcytidine), m3C (3-methylcytidine), m2G(2-
methylguanosine), yW(Wybtosine), mnm5s2U(5 -
methylaminomethyl-2 -thiouridine), mcm5s2U(5 -
methoxylcarbonylmethyl-2-thiouridine)などの生合成に関
わる遺伝子について機能解析を行い、in vitroでの再構成
系の構築とRNA修飾反応の分子機構の解析を行う。また、
修飾酵素とRNAの相互作用の解析を行う。RNA修飾異常
に起因する疾患としては、感音性難聴と糖尿病を併発す
るMIDDや先天性代謝異常症の解析を行い、発症の分子
メカニズムの解明を目指す。

RNAエディティングに関しては、ICE 法の改良による
イノシン化部位の同定精度の向上とICE法とマイクロア
レイを組み合わせたイノシン化部位の網羅的探索を行う。

in silicoで絞り込まれたA→Iエディティング候補部位を継
続して行い、新規イノシン化部位500箇所の同定を目指す。
また新規に見つかった各エディティング部位が、霊長類
を含めた種々の哺乳動物の脳で保存されているかの解析
を行い、高次な脳機能とエディティングの関係を追及す
る予定である。

〈研究期間の成果〉
我々は、逆遺伝学的な手法と高感度質量分析法を用い、

ゲノムワイドにRNA修飾遺伝子を同定するリボヌクレオ
ーム解析[Suzuki, T. (2005) In Fine-tuning of RNA
functions by modification and editing. Topics in Current
Genetics, vol 12, Springer-Verlag, NY pg 24-69]を開発し、
大腸菌および酵母の機能未知遺伝子よりRNA修飾遺伝子
を網羅的に探索する解析を行っている。これまでに大腸
菌においては17個、酵母においても12個の新規RNA修飾
関連遺伝子を発見した。特にLysidine合成酵素遺伝子
(tilS)の同定[Mol Cell, 12, 689-698 (2003)]とその機能解析
に成功した[Mol Cell, 19, 235-246 (2005)]ことは、リボヌ
クレオーム解析の有効性を証明する大きな成果の一つで
ある。LysidineはtRNAIleのアンチコドン1字目に位置す
るCの修飾塩基であり、修飾によってコドン認識がAUG
→AUAと変化し、さらにはtRNAのアミノ酸受容能がMet
→Ileへとスイッチすることが知られている。tilSはすべて
のバクテリアに共通に存在する必須遺伝子であり、抗生
物質の新規ターゲットとして阻害剤の探索が期待されて
いる。更に、最近は2チオウリジンの生合成に関与する5

つの新規遺伝子の同定に成功し、これらの役割を解明し
た[Mol Cell, 21, 97-108 (2006)]。

また、RNAエディティングの探索に関しても、公開さ
れている約500万のESTデータベースとヒトゲノム配列の
比較から絞り込まれたA/G置換部位から、ESTの由来臓
器や組織の情報を加味することで、A→Iエディティング
候補部位の絞込みを行った。また、mRNA中のイノシン
の同定に関しては、イノシン特異的な化学修飾とRT-PCR
法を組み合わせたICE法(特許出願済)を確立した。この手
法の利点は、微量なtotal RNA(約10ng)で解析が可能であ
る、SNPとの判別が確実にできる、部分的なイノシン修
飾の解析が可能、偽遺伝子やマルチコピーに由来する偽
シグナルとの判別が容易である、などの数々の利点を有
している。ICE法は微量RNA中に含まれるイノシンを迅
速かつ確実に同定する方法として他の手法の追随を許さ
ない。実際にこの方法を駆使し、これまでにヒト脳
mRNA中に含まれる200箇所以上の新規イノシン化部位の
同定に成功している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
RNA修飾遺伝子は機能未知遺伝子の中で、大きなカテ

ゴリーの一つであり、世界的にも我々の研究グループ以
外にいくつかの下ループで同定競争が激化している。
Crecy-Lagardらは比較ゲノムとRNA修飾の保存性から遺
伝子を同定するアプローチをとっている。Phizickyらは
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酵母のORFをすべてGST融合タンパク質として発現させ、
RNA修飾の酵素活性を指標に直接同定するアプローチを
とっている。また、BjorkとBystromらはtRNAの機能を指
標に変異体の解析から修飾遺伝子を同定している。しか
し、比較ゲノムだけでは、保存性の低いRNA修飾遺伝子
を同定することは困難であるし、組換えタンパク質から
のアプローチでは生合成が多段階である場合やRNA修飾
の基質が不明な場合は同定することはほぼ不可能である。
また変異体の解析はRNA修飾の機能を指標とした優れた
スクリーニングではあるものの、網羅性を欠いている。
我々のリボヌクレオーム解析は、破壊株の入手が律速で
はあるものの、原理的には全ての非必須なRNA修飾遺伝
子を同定できるという点が優れている。また、必須遺伝
子に関しても、発現制御株や温度感受性変異株を利用す
ることで同定が可能である。日本の優秀なゲノム資源を
大いに活用できるという点でも有効な手段であると考え
ている。いずれの研究グループもアプローチに一長一短
が、必須遺伝子の中で多くのグループが同定を試みてき
たライシジン合成酵素を同定できたことは、我々のアプ
ローチの有効性が証明された大きな成果である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
プロジェクトの開始当初は、大腸菌の遺伝子破壊株の

入手が予想以上に苦戦したが、最終的には三木健良先生、
森浩禎先生、加藤潤一先生のご協力により、ほぼ完全な
破壊株のライブラリーを収集することができた。また、
発現プラスミドに関しても、西村昭子先生のご協力によ
り利用することが可能になった。本プロジェクトの成果
はこれらの日本独自な大腸菌リソースに支えられたもの
であり、この場をお借りして感謝の意を表したい。

〈今後の課題〉
大腸菌においては、引き続き、RNA修飾遺伝子の探索

と機能解析を行う。また、酵母に関しては、更に多くの
遺伝子がRNA修飾の生合成に関与することが予想される
ことから、既知遺伝子も含めて網羅的に探索する予定で
ある。本プロジェクトは新ゲノム特定で継続し、RNA修
飾が関与する生命現象の全貌を解明していきたい。
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