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R N A i( R N A i n t e rf e r e n c e ; R N A 干渉) とは
､

2 本鎖 の R N A(d o u bl e
-

s t r a n d e d

R N A : d s R N A) を細胞内に導入す る こ とで ､ そ の 相補配列 の m R N A が切断され ､

そ の 結果遺伝子 の 発現が抑制され ると い う現象で あり ､ 1 9 9 8 年に初め て 線虫で

報告された(Fi r e et al .

,
1 9 9 8) ｡ 当初､ 3 0 b p 以上 の d s R N A を晴乳動物細胞に導

入す る と , 細胞の 防御機構 であ るイ ン タ ー

フ ェ ロ ン応答 に よ り ア ポ ト ー シ ス が

誘導されて しまう とい う現象が観察され , 晴乳動 物 へ の 応用 は 困難と考え らゎ

た . しか し ､ T u s c hl らの 研究 により ､ 2 1 塩基の s m a11 i n t e rf e ri n g R N A ( si R N A)

を細胞導入する こ とに より ､ d s R N A に よるイ ンタ
ー

フ ェ ロ ン 応答を回避す る こ

とで 晴乳動物で の応用が可能となり(Elb a s hi r et al .
,
2 0 0 1) , 以来 R N A i は ､ 簡

便な遺伝子解析の 方法 と して 研究分野 および 医療分野 で の 応用 が注 目さ れて い

る ｡ 特 に
､ R N A i に よ る遺伝子発現抑制活性の 高さ と手法の 簡便さか ら , R N A i

を用 い た ライ ブ ラリ ー

の 作製が 世界的に 行われ ､ 遺伝子 の網 羅 的解析に対 す る

試 み が進め られて い る ｡ しか しなが ら､ si R N A を合成 して 細胞に導入す ると い

う方 法で は ､ 遺伝 子抑 制効果が 一

過性 に しか 働 か な い こ と ､ ライ ブ ラリ
ー

の よ

う に大量 に合成す る に は コ ス トがかかりすぎる こ とな ど の 重大な問題が あ る こ
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とが分か っ て き た ｡ 宮 岸 らは ､ 細胞 内で D N A か ら si R N A を 合成す る発現 ベ ク

ターー

系 を開発 し
､

こ れ に よ っ て ､ よ り長時 間 にわ た る安定 した遺伝子 の 発現抑

制を可能 と した( M iy a gi s h i a n d T ai r a
,
2 0 0 2) ｡ さ らに ､

ベ ク タ ー

系で は
一

度構築

して し まえ ば
､ 大腸菌内 に トラ ンス フ ォ

ー メ
ー

シ ョ ンす る こ と で無 限 に利 用す

る こ とが可能で あ り ､ 低コ ス トで の ライ ブラ T) - の 構築が実現した o

s i R N A の 遺伝子抑制効果 は
､ あ るサ イ トで は十分 な抑制効果が得 ら れ て も ､

他 の サ イ トで は不十分で ある とい う よう に
､ タ

ー ゲ ッ トサイ ト依存 的で あ る o

一

つ
一

つ の 遺伝子 に対 す る ライ ブラリ
ー

を作製す る際に は , 十分な遺伝子 抑制

作用 を得 る ため に ､ 最 適なタ
ー

ゲ ッ トサイ トを予測す る こ とが必 要で あ る o 宮

岸らは ､ 独自の 効果 の 高 い タ ー ゲ ッ トサイ ト選択ア ル ゴ リ ズム の 作 製に成功し ､

又 ､ 特異性 を高め る ため の 検索 シ ス テ ム の 構築な どを行う こ とで ､ 遺伝 子抑制

作用
･ 特異性とも に高い サイ トを高効率に ピ ッ ク ア ッ プする こ とが で き るよ う

にな っ た o こ れ によ り , 大規模な レベ ル で の 質の 高 い si R N A ライ ブラ リ
ー 作製

が可能 とな っ た( M i y a gi s h i e t a l
‥
2 0 0 4; M iy a gi s h i a n d T a i r a

,
2 0 0 3) 0

しか し な が ら ､ 更 な る研 究 の 積み 重 ね に よ り
､ 当 初考 え られ て い た よ う な

si R N A によ るイ ンタ ー フ ェ ロ ン応答 の 回避は完全 で はなく ､ si R N A によ っ て も

ある程度の イ ンタ ー

フ ェ ロ ン応答が起きて い る ことが観察されて きた( Sl e d z e t

al .
,
2 0 0 3) ｡ 私は siR N A を直接細胞内 に導入す るより も ､ 独自 に開発 した発現 ベ

ク タ ー

に よ り ､ 細胞内で si R N A を発現さ せ る ほ うが ､ イ ン タ ー

フ ェ ロ ン応 答を

起 こ さ な い 事 を見 出 した o こ の 独自 の 発 現 ベ ク タ
ー ライ ブ ラ リ ー

を用 い て ､

d s R N A によ る アポト
ー シ ス に関連する遺伝子 を解析した ｡

si R N A 発現 ベ ク タ ー ライ ブ ラリ ー を用 い た d s R N A に よる ア ポト ー シ ス の 経路

の 解析

ウイ ル ス感染を起 こ した細胞が ア ポト
ー シ ス を起 こ す こ と はす で に 知られ て

い る ｡ こ れ に は ､ 長い d s R N A が細胞内 に 入る こ と で 引き起 こ され る アポト
ー

シ

ス の 経路 が関わ っ て い る が ､ そ の 経路 に 関 して はい まだ未知 の 部分 が多 い ｡ 私

は ､ こ の 経路に関す る遺伝子 を新規 に 同 園 1 N I N 2

定す るた め に
, アポト

ー

シス 関連遺伝子 ､

キナ
- ゼ

､ 転写因子な どの お の お の の 遺

伝子 に対 して ､ お よそ 70 0 の si R N A 発

現 ベ ク タ ー を作製し ､ ス ク リ ー ニ ン グを

行 っ た ｡

d s R N A が引き起 こす ア ポト
ー

シ ス に

P I( R が関与して い る こ とは ､ 今まで に報

告され て お り ､ P E R に対す る si R N A 発
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現 ベ ク タ
ー

を ､
ア ポ ト

ー

シ ス を抑制す る 陽性 コ ン ト ロ
ー ル( P K R sit e l

,
P E R

sit e 2) と して作製し ､ R e D l

1

11 a l u ci fe r a s e に対する si R N A 発現ベ ク タ ー を陰性コ

ン トロ
- ル( N l

,
N 2) とし て 作製 した . こ れ らを細胞 に導入 し ､ そ の 後 d s R N A で

アポ ト
ー シス を誘導 した ｡ 図 1 の 顕微鏡写真に 示す とお り , 陰性 コ ン トロ ー ル

で はほ と ん ど の 細胞が ア ポ ト
-

図 2

シ ス を起 こ して い る の に対 し
､

p K R を ノ ッ ク ダウ ン し た細 胞

で は アポ ト ー シ ス が抑制され 生

き残 っ て い る こ とが示さ れた ｡

こ の 陽性 コ ン ト ロ
ー ル と陰性コ

ン ト ロ
ー ル を用 い て

､
ス ク r) -

ニ ン グの 系 を立ち上 げた( 図 2) 0

H e L a S 3 細胞を4 8 ウ ェ ル プ レ

ー

トに撒き ､ 2 4 時間後 に si R N A

発現 ベ クタ
ー

を 1 ウ ェ ル あたり

1 ベ クタ ー とな る よう に トラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン した ｡ 3 6 時間 の

培養の 後 ､ 1 LLg/ m l の ビ ュ
ー ロ マ

T r a n sf e ctl o n o f H e L a S 3 c elI s w lt h li b r a r y o f

$l R N A - e x p r e S S[ o n v e ct o r s

, " @
P u r o m y c l n (1 p glr nl)

O n e v e ct o r p e r w elt

R e s LJ S P e n Sl o n a n d r e p暮atl n g l n t h r e e

= = コ

T r a n s †e c tl o n w it h d s R N A 【p o ly( トC))

S t al n l n g w lt h 0 .2 % c ry s t al vl ol et

1 x l O
5

c e = $l w e =

イ シ ン で ベ クタ ー

の ト ラ ン ス フ 工 ク シ ョ ンされた細胞 の みセ レク シ ョ ン し て 】

ウ ェ ル あた り 1 × 1 0 5 細胞とな るよう に細胞数をそ ろ えて 撒きなお した ｡ さ らに

2 4 時 間培養 し
,

F u G E N E 6 を用 い て , d s R N A [p oly(Ⅰ
-

C)】を細胞 に 導入 し アポト

ー シ ス を誘導 した｡ 2 4 時間後 に
､ 4 % パ ラホ ル ム ア ルデ ヒ ドで 固定 し ,

ク リ ス タ

ル バ イ オ レ ッ トで 染色す る こ とで ,

に染色された ｡ これ らの ウ ェ ル を

ピ ッ クア ッ プし , そ の 遺伝子 を解

析 した ｡ 私は ､ こ の ス ク リ ー ニ ン

グ方法 を確立 し ､ これ を用 い て ､

興味深 い 因子 の 同定に 成功 した ｡

表 1 に あ げ る よ う に ､ P K R
,

c a s p a s e 8 な どの 現在 ま で に知 ら

れて い る P K R 依存的な古典的経

路 に 加 え て ､ c y t o c b r o m e c
,

A p a f -

1
,

V D A C
,

B A X
,

B i d ,

c a s p a s e 9 な どの ミ トコ ン ドリア

関 連 遺伝 子 ,
M A P K l

,
M A P K 9

,

M A P K 1 3
,

M A P K 1 4
,

M K K ,

ア ポ ト ー シス を抑制 した ウ ェ ル だ けが紫色

* 1 . G o n o 8 i d o ntifi e d u 8i ng 8iR N A ヰ X P r O 8 8i o n v o ct o r 8

t h t i n hib it e d d 8 R N A ･i n d u c e d a p o p t o 8i 8

G r o u p G e n e o d LJ C t A c c e s s io n Jl u m b e r

N M 00 43 4 6

N M 03 29 9 6

N M OO 12 3 8

N M 13 87 6 1

N M 00 1 19 6

c a 8 P a 暮0 3

c a 8 P ■8 0 9

卿 1 0

B A X

Bjd

B cJ - 2 †訂IIRy

Kl n 4 8 e fa m I吋 P K R

M A P 3 K 1

M A P 3 K 2

M A P 3 K 6

M A P 2 K 1

M A P 2 K 2

M A P 2 K 4

M A R K 1

M A P K 9

M A P K1 3

M A P K1 4

S T K 3

P K C α

M L K4

D A P K 2

RJ円く2

RIP K3

N M 00 27 5 9

X M 04 20 6 6

N M 00 66 0 9

N M 00 46 7 2

N M 00 27 5 5

N M O3 O6 6 2

N M 仙 1 0

N M 00 27 4 5

N M 00 27 5 2

N M 00 27 54

N M 13 90 1 3

N M 00 62 8 1

N M 00 27 37

N M 03 24 3 5

N M 0 1 43 2 6

N M … 2 1

N M 0 06 8 7 1

C D C 6

D E D D

V D A C

∧p ■ ･ 1

o ch r o m o c

1
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N M 0 0 1 2 5 4

N M ∝叫2 16

N M 0 0 33 74

N M O O l1 6O

N M 0 1 8 9 47



M E K K などの M A P K フ ァ ミ リ
ー

な どをノ ッ ク ダウ ン す る事 で アポ ト
ー

シ ス が

抑制さ れ こ れ らが d s R N A に よ る ア ポ ト
ー

シ ス の 経路 に関与す る もの と して 新

た に認め られ た ｡ 私は ､ これ らの 新た に とれ て きた因子 の 相互 関係 に 関して も

解析 を行い ､ d s R N A に よる ア ポト
ー

シ ス を経路的に解明す る こ と に 成功 した ｡

ミ トコ ン ドリ ア に 関連する経路 は ､ ア ポト
ー

シス の 経路 と し て は広 く認識され

て い るも の で あるが ,
d s R N A によ る アポ ト ー

シ ス 経路で の 報告は余り認め られ

て い な い ｡ そ こ で ､ ミ トコ ン ドリ ア の 経路 の 関与 を確認す る ため に
､ d s R N A を

細胞に導入 したの ち に cy t o c h r o m e c が ミ トコ ン ドリ アか ら放出 され るか どう か

を細 胞質 を分 画 して ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を行 っ た と こ ろ ､ た しか に
.

c yt o c b r o m e c の放出が確認さ れた ｡ 私は ､ ミ ト コ ン ドリ ア の 経路 の 上 流 に 位置

す る遺伝 子 を同定 す る ため に ､
ス ク リ

ー

ニ ン グで取 れて きた遺伝子 お の お の を

ノ ッ ク ダウ ンし ､ d s R N A に よる ア ポト
ー シ ス を誘導した と きに c yt o ch r o m e c

の 放出を抑制す る遺伝子 を検索した ｡ こ の 実験 の 結果 , J N K /S A P K を ノ ッ ク ダ

ウ ン する と , cy t o c h r o m e c の 放出が抑制さ れ , アポ ト ー シ ス が起 こ ら なく な る

こ とを見出 した . これ に よ り d s R N A に よ る アポ ト ー シス にお い て J N K /S A P K

がミ トコ ン ドリ ア の 経路の 上流に位置して い る こ とが示 唆された ｡

さ らに興 味深 い こ と に
,

E R K 2( M A P K l) と い う ､ 今まで は細 胞の 増 殖ある い

は 生存 に 関与 す る と考 え られて い た 因子 をノ ､

ソク ダウ ンす る こ とで ､ ア ポ ト ー

シス が抑制され る こ とを見 出しノた . リ ン酸化 の E R K を認識す る抗体 で ウ エ ス タ

ン プロ ッ トを行 っ た と こ ろ ､ d s R N A を細胞 に導入す る こ と により ､ E R K 2 はリ

ン酸化 を受ける こ とが確認され た ｡ そ こで , E R K 2 の 上流 に位置す る遺伝 子 を

解析す るため に , ス クリ ー ニ ン グ 図 3
. S R N A

で 取れ て きた遺伝子お の お の をノ

ッ ク ダウ ン し ､ d s R N A によ る ア

ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た と き に

E R K 2 の リ ン 酸化を抑制す る 因子

を解析 した ｡ そ の 結果 ,
M S T 2 お

よ び p K C α をノ ッ ク ダウ ン した時

にア ポト
ー

シ スが抑制さ れ ､ さ ら

に d s R N A によ る E R K 2 の リ ン酸

化が抑 制され る こ とを見 出した ｡

こ れ らよ り ､ M S T 2 およ び p K C α

は ､ E R K 2 の リ ン酸化 を介 して ､

d s R N A 依存的な ア ポト
ー シ ス に

関与 して い る こ とが示された ｡

㈱
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私は今回 の 研究に よ り , d s R N A の ア ポト ー シス の 経路に
, 今ま で考 え られ

て きた P K R 依存 的な経路 に加 えて ､ J N K /S A P K を介 した ミ トコ ン ドリ ア の 経

路 ､ M S T 2 およ び p K C αを介 した E R K 2 の 経路,
の 少なく と も 3 つ の 経路が関

与 して い る こ と を初めて 示唆す る こ と に成功 した ｡ 私は ､ 本研究 を通 して ､ ア

ポ ト
ー シ ス の 経路に 関す る新 し い 知見を呈示す る の み な らず ､ si R N A 発現 ベ ク

タ
ー を用 い て 遺伝子 を網羅 的に解析 し ､

さ ら に ､ そ の 遺伝子 の 相 互 関係 に つ い

て も詳細 な解析 を行う こ とが 出来 る こ と を示 した ｡ 今 回 の 研究の 様 な d s R N A 依

存的な経路を網羅 的に解析した例 は初め て で あり ､ さ らに si R N A ライ ブ ラリ
ー

を用 い た網羅 的な解析手法が シ グナル ト ラ ン ス ダク シ ョ ン ネ ッ ト ワ
ー ク の 解明

に 非常 に有効で あ る こ とをも示す事が出来た と考えて い る ｡

E lb a s h i r
,
S . M

"
H a rb o rt h a .

,
Le n d e c k el

,
W . , Y al ci n

,
A .

,
W eb e r

,
K . a n d T u s c h l

,

T . (2 0 0 1) D u pl e x e s of 2 1
-

n u cl e oti d e R N As m e di a t e R N A i n t e rfb r e n c e

i n c u lt u r e d m a m m ali a n c e ll s . N a t u r e , 4 1 1 . 4 9 4
･

4 9 8 .

F i r e
,
A .

,
Ⅹu

,
S .

,
M o n t g o m e r y ,

M . K .
,
K o st a s

,
S . A .

.
D ri v e r

,
S . E . a n d M ell o

,
C . C ,

(1 9 9 8) P ot e n t a n d s p e cific g e n e ti c i n t e r fe r e n c e b y d o u b l e
-

s t r a n d e d

R N A i n C a e n o r h a b diti s el e g a n s . N a t w e
, 3 9 1

,
8 0 6

･

8 1 1 .

M i y a gi s h i
,
M " M a t s u m ot o , S . a n d T a ir a ,

K . (2 0 0 4) G e n e r a ti o n of a n s h R N A i

e x p r e s si o n li b r a r y a g a l n S t t h e w h ol e h u m a n t r a n s c r ip t s . Vl

'

z
･

u S R e s
,

1 0 2
,
1 1 7

-

1 2 4 .

M iy a gi s h i
,

M . a n d T a ir a
,
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