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テロメア伸長酵素の新たな機能がヒトのRNAサイレンシングを司る

InvolvementofhTERTinRNAsilencingthroughitsRNAdependent
RNApolymeraseactivity

はじめに

1.染色体を保護するテロメア

ヒトの染色体の末端には，テロメアと呼ばれる特殊な

構造がある．テロメアはTrAGGGの6塩基が6～10数Kb

に渡って繰り返す反復配列であり，染色体末端をループ

状に巻き込んで保護し，染色体の癒合や断裂を防いでい

る．正常な染色体の維持にはテロメア構造による末端の

保護が不可欠であるが，ヒトの身体を構成する多くの細

胞ではテロメアは徐々に失われる．これは，細胞分裂に

伴うDNAの複製過程において，我々の染色体の末端（す

なわちテロメア）が完全には複製されないこと（末端複

製問題）に起因している．細胞分裂の回数を重ねテロメ

アが極度に短縮すると，細胞は以後の増殖を停止する

(repUcativesenescence).Replicativesenescenceは細胞

レベルでの老化と捉えられている．

Ⅱ、テロメラーゼはテロメアを伸長する

受精以降，絶え間なく増殖と分化を続けるヒトの細胞

にとって，細胞分裂ごとのテロメア短縮は重大な問題で

ある．仮に配偶子を通じて親から子へ，少しずつテロメ

アの短縮した染色体が引き継がれていたなら，ヒトは正

常な染色体を維持できずに絶滅していたかも知れない．

このテロメア短縮の危機から我々を守っているのがテロ

メラーゼである．テロメラーゼはテロメアを特異的に伸

長する酵素である．テロメラーゼの酵素活性を保証する

最小単位は，触媒サブユニットであるhTERI,(human

telomerasereversetranscriptase)と構成RNAである

hTERC(humantelomeraseRNAcomponent)との複合体

である（図1).hTERCは451塩基のnon-codingRNAで，

テロメアDNAに相補的な塩基配列(CCCUAA)を含んで

いる.hTERI､はhTERCを鋳型として,RNA依存性DNA

ポリメラーゼ活性(逆転写酵素活性）により染色体末端

にテロメアDNAを合成付加している．

ヒトでは生殖細胞や増殖の盛んな一部の体細胞にテロ

メラーゼ活性を認めるが，体細胞の多くには通常テロメ

ラーゼ活性は検出されない．一方，多くの癌ではテロメ

ラーゼが活性化しており，癌種を問わず約90％の頻度で

テロメラーゼ活性が認められる')．このことは，ヒトの

癌化にはテロメラーゼの活性化によるテロメア長の維持

が必須の条件であることを示している．癌に特異的なテ

ロメラーゼの活性化はhTERTの発現の有無によって規

定されていることから,hTERTの発現を癌の診断や治

療に応用すべく様々な研究が続けられている')．テロメ

毎田佳子（まいだよしこ）

ラーゼ研究が臨床応用へと発展する一方，基礎研究にお

いてはTERrにテロメア伸長以外の機能が存在する可能

性が報告され新たなトピックとなっている2)-41.TERI､の

新たな機能の一つとして，今回我々はhTERTがヒト細

胞におけるRNAサイレンシングを仲介することを立証

した5)(図1)．

Ⅲ、機能性smallRNAとRNAサイレンシング

生体内で働くRNAとして，従来からメッセンジャー

RMAtnRNA)やリボソームRNA(rRNA),トランスファ

-RNAtRNA)が知られていた．これらのRNAは,DNA

にコードされた遺伝情報がRNAを経てタンパク質に変換

されるいわゆる「セントラルドグマ」の中で,DNAと最

終産物であるタンパク質とを繋ぐ仲介分子として位置づ

けられていた．mRNAやrRNA，tRNA無しには現在の生

物の繁栄は有り得ないわけだが，近年RNAの世界はさら

に深淵であることがわかってきた．最新のRNA研究は，

生体がRNAを従来考えられていた以上に広く巧妙に利用

して生命現象を営む様を次々に明らかにしている｡、

1998年にFire,Melloらにより報告されたRNA干渉

RNAmteltrence;RNAi)の発見はそれまでに知られてい

た遺伝子発現制御のモデルを大きく変える契機となった刀．

彼らは，線虫に2本鎖RNAを導入すると塩基配列特異的

な遺伝子発現抑制が起きることを見出した．その後，

植物やショウジョウバエなど多くのモデル生物でRNA干

渉の存在が確認されている．RNA干渉など，近年新たに

発見されたRNAによる遺伝子発現制御機構の中でも特に

注目されているのがmicroRNA(miRNA)"small

mteltmgRNA$iRNA)など20～30塩基長の小さなRNA

によるRNAサイレンシングである8)．miRNAとsiRNAは

どちらも22塩基前後の小さなRNAで，相補的な塩基配列

を有するRNAを標的としてその機能を阻害する．ヒトで

は1,000種を超えるmiRNAが見つかっており，その生理

的・病理的役割が次々に報告されている．miRNAは

mRNAの3'非翻訳領域(3'皿廿anslatedregion;3'UrR)に

存在する標的配列に結合し，主に翻訳抑制により標的

mRNAの機能を阻害する．一方,siRNAは3'UTRだけで

なく翻訳領域⑩penreadmghame;ORF)に存在する標的

配列にも結合し，主に標的mRNAの切断によりその機能

を阻害する．miRNAとsiRNAはともに長い2本鎖RNAの

切断によって合成される．両者に共通する2本鎖RNA切

断酵素としてDicerが知られるが，前駆体となる長鎖2本

鎖RNAの合成方法は異なっている.miRNAの前駆体はへ
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アピン型の2本鎖RNAであるが，ゲノム上にすでにヘア

ピン構造の元となる塩基配列が存在する.miRNAの前

駆分子は1本鎖の長鎖RNAとしてDNAから転写された

後，長鎖RNA分子内に形成されるstem-loop構造の2段階

の切断を経て最終産物であるmatm℃miRNAとなる（図2).

一方，内在性siRNAの前駆分子は細胞内で1本鎖RNAから

2本鎖RNAへと合成されている．この2本鎖RNAの合成を

担うのが1本鎖RNAを鋳型に相補鎖RNAを合成するRNA

依存性RNAポリメラーゼ(RNA-dependentRNA

polymerase;RdRDである.RdRPはRNAサイレンシング

を司る重要な酵素として植物や線虫，分裂酵母などのモ

デル生物での発現が知られており,RdRPを介した転写

抑制や転写後抑制の機構が報告されている（図3)．しか

し，ヒトを始めとする哺乳類ではRdRPの存在が立証さ

れておらず,｢RdRPを持たない哺乳類では，内在性

siRNAの合成は行われていない」ことが長年の定説であ

った．我々はこの定説を覆し，ヒトRdRPの存在を立証

した．

hTERrがRdRPとして機能し得るのではないかと考え検

討を行った鋤．

n.hTERTはRdRP活性を有する

実験は主にHeLa細胞（子宮頚癌細胞株),MCF7細胞

(乳癌細胞欄および2931細胞(SV401argeTantigenを導入

したヒト胎児腎細胞）を用いて行った．これら3種の細胞

株はいずれも内在性にhflERTを発現し，テロメラーゼ活

性を有している．テロメラーゼで知られるようにhlERr

はRNA結合蛋白であることから，我々はまずhTERI､に

結合するhTERC以外のRNAの探索を行った.TAP

(tandema伍nitypeptide)purificationによりT乳PhTERr

を過剰発現させたHeLa戸S3細胞からhTERr結合RNAを回

収して解析し,hTERrと結合する新規RNAとしてRMRP

(RNAcomponentofmitochondrialRNAprocessing

endolibonuclease)を同定した(図4A).また，内在性に発

現するhTERTの免疫沈降により,Hela細胞および293I,

細胞内でのhflERrとRMRPとの物理的相互作用を確認し

た（図4B).RMRPは267塩基のnon.codingRNAで，低身

長や毛髪の異常，免疫不全，リンパ腫などを症候とする

軟骨毛髪低形成の原因遺伝子として知られている．

新規の結合が確認されたhflERrとRMRPとの複合体は

どのような機能を有するのであろうか．我々はまず，

hTERTとRMRPによるRdRP活性の有無に関して以下の

検討を行った．耽り"roUTPincomorationassayはRNA

に特異的な塩基であるUTPの取り込みによりRNA(鎖）

の新規合成・伸長を確認する方法である.hTERTと

RMRP,或いはhTERTとhTERCを用いてj〃〃""UTP

incomorationassayを行ったところ,hTERrとRMRP特

異的に[q-32PIUTPを取り込んだ長短2本の生成物が認め

られ,hTERr-RMRP複合体による新規RNA鎖の合成が

示唆された（図4D)．なお,hTERTLhTERCのテロメラ

ーゼ複合体や,hTERTのポリメラーゼ活性に必要な2価

ヒトRdRPの発見とRNAサイレンシングへの関与

I.ヒトRdRPの候補分子

RdRPは構造的類似性に基づいてウイルス型RdRPと細

胞型RdRPの2つの型に分類される9).ポリオウイルス，

インフルエンザウイルス,C型肝炎ウイルスなどのRNA

ウイルスが持つウイルス型RdRPは，レトロウイルスの

RNA依存性DNAポリメラーゼ（逆転写酵素）とともに

pahnandnngersstrucmreを有するRighthand型ポリメラ

ーゼに分類される．一方，植物，分裂酵母，アカパンカ

ビ，線虫などのモデル生物が持つ細胞型RdRPはDouble

barrel型ポリメラーゼに分類され，これら2つの型の

RdRPは異なる祖先から進化したと考えられている9).モ

デル生物と同様の細胞型RdRPは現在のところ哺乳類で

は見つかっていない．しかし，テロメラーゼを構成する

hTERrはウイルス型RdRPと同様にRighthand型ポリメ

ラーゼに属し，系統遺伝学的にもRNAウイルスのRdRP

と近縁であることが報告されていた'0)．そこで我々は，

’1
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図1.hTERrの新たな酵素活性とその機能
hTERrはhTERCとともにテロメラーゼとして機能する．テロ

メラーゼは染色体末端のテロメアを特異的に伸長する酵素であ

り，細胞の不死化やがん化にはテロメラーゼによるテロメア長
の維持が不可欠である．一方,hflERrはRMRPとともにテロメ
ラーゼとは異なる複合体を形成する．hTERILRMRP複合体は

RNA依存性RNAポリメラーゼ活性を有し，内在性siRNAの合成
を介して遺伝子発現制御に関与する．

図2.microRNAの合成経路と作用機序

microRNA(miRNA)の前駆分子は染色体DNAからRNAポリメ
ラーゼII(PoIII)により転写される(primarymiRNA;pri.
miRNA)．pri-miRNA内でmiRNAを含む配列はstem･loop栂造を
とっており,DroSha/DGCR8複合体によって基部から切断され
precursormiRNA(pIで-miRNA)となる.premiRNAはExportin-5
を介して細胞質に移動し,Dicerによる2度目の切断を受ける．
約22塩基に切断されたmiRNAはAGO蛋白に結合して1本鎖とな
り，標的mRNAに塩基配列特異的に結合してmRNAの機能を阻
害する．
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金属結合モチーフに変異を入れたドミナントネガティブ

型hTERrとRMRPとを用いた実験では[α』2PIInPの取り

込みは認められなかった．

よる鋳型RNA3'端への塩基付加の3つのモードを考えた

(図4c).hTERrr-RMRP複合体にRdRP活性があるか否か

を知るためには，生成物がどのモードで合成されたもの

かを区別する必要があった．前述のようにhTERT-

RMRP複合体を用いたUTPincorporationassayではU'IP
を取り込んだ長短2本のRNAが生成される．このうち長

"RNAはRMRPの約2倍（約530塩基）の長さを有してお

り，このRNAは1本鎖RNAに対する特異的切断処理によ

って約267塩基にシフトし（図4D),且つ,2本鎖RNAに

対する特異的切断処理では消失することが分かった．こ

hflERILRMRP複合体によるRNA鎖の合成(UTPの取り

込み）方法には幾つかの可能性が考えられた．これまで

に報告されていたウイルスでのRdRPの詳細な検討を参

考に，我々はhTERILRMRP複合体によるRNA鎖の合成

方法として,@RdRP活性によるde"o"の相補鎖RNA合

成,@RdRP活性による鋳型RNAの3'fOld-back構造を利

用した相補鎖RNAの合成,Oterminaltransferase活性に

A分裂酵母における
ヘテロクロマチン形成とRdRP
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図3．モデル生物におけるRdRPを介した遺伝子発現調節機構

モデル生物では,Rdm>を介して合成された内在性siRNAによる遺伝子発現調節機構が知られている.A分裂酵母ではセントロメア領域か
ら転写されたRNAを鋳型にRdRPが2本鎖RNAを合成する．2本鎖RNAからDicerによって切り出されたsiRNAとArgonaute蛋白を含む複合体
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の結果は,hTERT-RMRP複合体が合成した約530塩基の

RNAが，約267塩基で折り返す長いヘアピン構造を有す

ることを示唆している．さらにUTPincorporationassay

産物に対するNorthernblottingにより，このRNAには

RMRPのセンス配列とアンチセンス配列とがともに含ま

れることが示唆された．以上の結果から,hTERT-

RMRP複合体により生成される約530塩基の産物はassay

に用いたRMRPセンス鎖と新たに合成されたRMRPアン

チセンス鎖から成り，センス鎖とアンチセンス鎖とが対

合した約267塩基の2本鎖RNA部分を含むヘアピン型

RNAであると推察された．このような産物は先に挙げ

たモードのうち②で得られ,hTERTがRdRP活性により

RMRP3'端からのbaclfprimingにより相補鎖を合成した

ことを示していた.UTPincolPorationassayに見られる

短い約267塩基の産物は2本鎖RNAを特異的に切断する

RNaselIIに耐性であったことから，すでに報告のある

hTERTのterminaltransferase活性産物⑥のモード)で

あることが考えられた．

m.hTERTは細胞内でRdRPとして機能する

hTERTが"z〃i伽でRdRP活性を示すことが証明された

が，細胞内でも同様にRdmlとして機能することが立証さ

れれば哺乳類での内在性siRNA合成経路の存在を示す重

要な根拠となる．そこで細胞内にも”〃"γ0UTP

mcorporationassayと同様の約530塩基のヘアピン型RNA

(センス＋アンチセンス型RMRP)が存在するか否かを

Nornlemblottingにより検討した.hrIERrとRMRPをとも

に発現するHeLa細胞,293F1細胞およびMCF7細胞よりそ

れぞれ抽出したtotalRNAを用いて検討したところ，いず

れの細胞内にもセンス＋アンチセンス型RMRPの存在が

確認された（図5A).これらの細胞内におけるRMRPアン

チセンス鎖の発現はRNaseprotectionassayによっても確

認されたが,hTERrの発現のない細胞ではセンス＋アン

チセンス型RMRPやRMRPアンチセンス鎖の発現は認め

られず，細胞内でのRMRPアンチセンス鎖合成はl江ERr

依存性であることがわかった．以上の結果から，ヒトの

細胞内でもhTERTがRdRPとしてback-primingによる

RMRPの相補鎖合成に関与していることが示唆された．

Ⅳ、hTERTを介した内在性siRNAの発現とRNAサイレ

ンシング

hTERTがRdRP活性によりRMRPのアンチセンス鎖を

合成する結果，細胞内では何が起きるのであろうか．セ

ンス＋アンチセンス型RMRPの細胞内での機能を考える

上で，我々は興味深い現象を見出した.RMRPの過剰発

現を試みたところ,hTERrを発現している細胞株では，

導入したRMRPの細胞内発現が確認されるにも関わらず

細胞内RMRPの総発現量が減少したのである（図5B)．一

方で,hTERrを過剰発現させると内在性のRMRP発現量

は減少し，逆にl江ERrの発現を抑制するとRMRP発現量

は増加した．これらの現象は,RMRPに対する転写後抑

制，すなわちh'IERr依存性にRMRPの発現量を転写後に
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図5.hTERrのRdRP活性とRNAサイレンシング(文献5より転載・改変）
AhTERr発現細胞におけるセンス＋アンチセンス型RMRPの発現B.hTERI発現細胞ではRMRPの導入によりRMRPの総発現量が減少す
る.C.Dicer依存性に発現するRMRP特異的な内在性siRNA.DhTERI,が仲介するRNAサイレンシングのモデル.hTERr,はRdRP活性によ
りRMRPの相補鎖を合成．合成されたヘアピン型2本鎖RNAをDicerが切断切り出された内在性siRNAはhAGO2に取り込まれ，相補的な
配列を持つRNAの発現を抑制．
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抑制する機構が細胞内に存在することを示唆していた．

モデル生物ではRdRPが内在性siRNAの合成に携わる

ことが知られていた．内在性siRNAの重要な機能の一つ

が標的RNAの転写後抑制である．我々はhTERTにより

合成されたセンス＋アンチセンス型RMRPがDicerによ

る切断を受けて内在性siRNAとなり,RMRPを標的とし

たRNAサイレンシングに関与している可能性があると

考えた.Dicerによる切断を経て合成されるRNAの鎖長

は22塩基前後と一定している．そこでRMRPに特異的な

短いRNAの有無をNorthernblottingにより検討した．

種々のプローブを用いた検討の結果,hTERTを発現す

る細胞株において,RMRPの21塩基から40塩基の部位に

設定したプローブによりセンス鎖とアンチセンス鎖とが

ともに検出される22塩基のRNAの存在が確認された．

これらのRNAはDicerによる切断端に合致する5'-

monophosphateおよび2',3'-hydroxylgroupの構造を有

し，その発現がDicerに依存していたことから,Dicerが

能動的に切断した生成物であると考えられた（図5C).

Dicer依存性に合成されるこの22塩基のRNAの発現量は

RMRPの発現量とは逆相関の関係にあり,22塩基のRNA

がRMRPの発現を負に制御していることが示唆された．

内在性siRNAはArgonaute蛋白に結合して機能する．ヒ

トにはhAGO1からhAGO4まで4種のAGO蛋白が知られ

るが，外来性に導入したsiRNAは主にhAGO2に結合して

作用することが知られている'1)．我々の同定した22塩基

のRNAが内在性siRNAであるならば,1AGO2に結合し

て機能している可能性が高いと考えられた．そこで

AGO蛋白の免疫沈降により結合するRNAについて検討

したところ,RMRPに由来するこの22塩基のRNAが

hAGO2に取り込まれていることが確認された．

我々は以上の結果により,l江ERTがRdRP活性によっ

てヘアピン型の長い2本鎖RNAを合成し，長い2本鎖

RNAからDicerによる切断を受けて形成された内在性

siRNAを介して遺伝子の転写後抑制に関与する，という

新しいモデルを立証した(図5D).

今後に向けて

今回我々が提唱したモデルはテロメラーゼとして知ら

れるhTERTの新機能の発見という側面に加え，哺乳類

におけるRdRPの存在を初めて立証したモデルでもある．

このヒトRdRPの発見に続き，哺乳類同様にRdRPはない

とされていたショウジョウバエでもRdRPの存在が報告

された'2)．今後これらの生物ではRdRPの存在に立脚し

たRNA研究の新たな展開が見込まれる．

モデル生物を用いた研究では,RdRPや内在性siRNA

Profile

が遺伝子発現の転写後抑制だけでなくヘテロクロマチン

形成による転写抑制にも働くことが報告されている．果

たしてヒトRdRPはへテロクロマチン形成に関与するの

か，ヒトRdRPや内在性siRNAはどのような遺伝子群・

どのような生命現象を制御しているのかなど，明らかに

すべき課題は山積している．このような謎を一つ一つ解

明しながら，今後は本研究の成果を"z""","zり"0での

RNA増幅技術やRNA医薬開発，特に新たながん治療法

開発へと発展させていきたい．
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