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研究成果の概要（和文）：アンチセンス転写物はメッセンジャーRNAと相補的な配列を持つRNAである。本研究では線虫
を用いて、アンチセンス転写物が高次生命現象に与える影響を明らかにしようと試みた。まず、熱ショック転写因子や
Notchシグナル経路の因子のアンチセンス転写物が実際に存在することを確認した。次に、メッセンジャーRNAの相補鎖
を発現するライブラリーを構築した。これを線虫に食べさせてアンチセンス転写物を線虫に導入し、発生や稔性などに
おいて表現型が現れるか調べた。その結果、線虫の成長遅延または不妊の表現型が観察された。この方法は、発生等に
関与するアンチセンス転写物を同定解析する基盤になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：An antisense transcript (asRNA) has a sequence that is complementary to its messen
ger RNA (mRNA). In this study, we tried to clarify the effects of asRNAs on higher-order life phenomena in
 a nematode. We confirmed that asRNAs were transcribed from a heat shock factor gene and a gene encoding a
 protein in the Notch signaling pathway. Then, we constructed a library to express transcripts that were c
omplementary to mRNA. Nematodes were fed with the library to express asRNAs inside of the nematodes, and t
hen phenotypic changes in development or fertility were examined. Indeed, developmental retardation or ste
rility of the nematodes was observed. Therefore, this method may provide a basis to functionally analyze t
he asRNAs that are involved in development.
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１．研究開始当初の背景 
 
 アンチセンス転写物（AS 転写物）は、
mRNAの相補鎖（アンチセンス鎖）と同じ配
列を持つ RNAである。mRNAはタンパク質
に翻訳されるが、大部分の AS転写物はタン
パク質に翻訳されず、AS 転写物自体が重要
な機能を持つと考えられている。私たちは、
炎症に深く関連する誘導型一酸化窒素合成
酵素（iNOS）の mRNA の 3’非翻訳領域
（3’UTR）に相補的な AS 転写物が存在する
ことを見出した [Matsui et al. (2008) 
Hepatology 47: 686–697]。さらに肝細胞にお
いて、iNOSの AS転写物が iNOS mRNAの
安定性を増加させていることも発見した。 
 AS 転写物が mRNA の安定化する際には、
mRNAに存在する塩基配列が関わっている。
とりわけ、mRNA の 3’UTR に対応する AS
転写物の領域が mRNA と結合して、機能を
果たすと考えられている[Nishizawa et al. 
(2012) Front Biosci (Landmark Ed) 17: 
938–958]。 

iNOS 以外にも多くの遺伝子から AS 転写
物が作られており、さまざまな生物種で AS
転写物が見出されている。mRNA安定化だけ
でなく、AS 転写物が遺伝子の発現制御にさ
まざまな影響を与えていることが多数報告
されているが、AS 転写物が個体レベルの高
次生命現象にどのような役割を果たしてい
るかはほとんど不明であった。 
線形動物の一種である線虫 C. elegansは、
体長が 1 mm程度と短く比較的飼育が容易で
あることから、発生やストレス耐性など個体
レベルでの解析に適したモデル系の一つで
ある。また変異体や RNA干渉（RNAi）法に
よる遺伝子機能阻害実験系などさまざまな
遺伝学的な解析ツールが充実している。線虫
の全ゲノムは解読されており、さらにトラン
スクリプトーム解析により線虫においても
AS 転写物が存在すると示されていた。しか
しながら、直接的には線虫の AS転写物は確
認されていなかった。また AS転写物が高次
生命現象に関与するかどうかも未知であっ
た。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、線虫の全 RNA を用いて、
mRNAの 3'UTRを逆向きに組込んだプラス
ミドを作り、大腸菌内で転写させると相補的
RNA（一本鎖アンチセンス RNA）を合成で
きるようなライブラリーの構築を試みた。こ
れを線虫に導入して、表現型にどのような影
響が起こるか網羅的に検討することを目指
した。表現型が変化した線虫では、導入した
プラスミドに AS転写物が発現し機能してい
る可能性があるので、mRNAの発現量を調べ
て、AS転写物がmRNAに対してどのような
作用をしているか検討しようとした。 
 このように、AS 転写物の過剰発現を通じ

て過剰発現表現型解析を行い、個体レベルで
の生理現象に機能を持つ AS転写物を網羅的
に見出すアッセイ系を確立することで、高次
生命現象における AS転写物の意義を総合的
に理解する基盤を作ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）AS転写物発現のパイロット実験 
 発生に関わる細胞間シグナル伝達経路で
ある Notch経路の因子、および熱ショック遺
伝子発現に関わる転写因子（heat shock 
factor 1, HSF1）について、遺伝子特異的な
センスオリゴプライマーを用いて逆転写
（RT）を行い、PCR によって AS 転写物を
検出した。HSF1 mRNAでも同様に、RT-PCR
法によって検出した。 
 RNA-seq 法によって線虫の初期胚の全転
写物の配列解読を行った。RiboMinus Kit（イ
ンビトロジェン社）を用いて、初期胚の全
RNA からリボソーム RNA を除去した。
cDNAは断片化した後、ScriptSeq RNA-Seq 
Library Preparation Kit（epicentre社）を
用いてライブラリーを構築した。次世代シー
ケンサー（イルミナ社）を用いて全 cDNA配
列を決定し、TopHat RNA mapping software
を用いて線虫ゲノム配列にマッピングした。 
 また 3’UTR の cDNAを単離して組み込ん
だ発現ベクターからアンチセンス RNA を合
成し、線虫に導入したときに現れる表現型を
観察した。 
 
（２）発現ライブラリーを用いた AS転写物
の探索 
 
① AS転写物の発現ライブラリーの作製 
 
 線虫の初期胚から全 RNA を抽出し、
RiboMinus Kitによってリボソーム RNAを
除去した。Gateway法（インビトロジェン社）
を用いてライブラリーを構築するために、オ
リゴ(dT)プライマー・アダプターを用いて逆
転写を行い、cDNAを合成した。全長が最大
1 kb までの cDNA を分画して精製し、もう
１つのアダプターと連結した。Gateway法に
従い、組換え酵素クロナーゼを用いて、cDNA
を エ ン ト リ ー ベ ク タ ー pDONRattPR 
[Kimura et al. (2010) Med Mol Morphol 
43:145–157]に逆向きに組み込んだ。そして、
大腸菌 HST08 株の形質転換を行い、コロニ
ーを得た。なお pDONRattPR には T7 プロ
モーターが含まれているので、一本鎖アンチ
センス RNA（AS転写物）を発現させること
ができる。またランダムプライマーを用いて
逆転写を行い、上記と同様に cDNA を
pDONRattPRに組込み、形質転換を行った。 
 
② 線虫における AS転写物の発現 
 
 線虫での RNAi 法の一つである feeding 



RNAi 法では、餌となる大腸菌内で二本鎖
RNA を発現させ、線虫に大腸菌ごと取り込
ませることによって、二本鎖 RNA の片側鎖
がmRNAと結合してその発現を減少させる。
同様にして、①で構築した発現ライブラリー
のプラスミド DNA を用いて、線虫の餌とな
る大腸菌 HT115 株 [Kamath et al. (2001) 
Genome Biol 2:1–10]を形質転換した。 
 HT115 株では IPTG 添加により T7 RNA
ポリメラーゼが発現するので、pDONRattPR
上の cDNA が転写されてアンチセンス RNA
（AS転写物）が合成される。そこで、IPTG
を与えてアンチセンス RNA の合成を誘導し、
大腸菌ごと餌として線虫に取り込ませた。AS
転写物が過剰に発現する状態を模している
と考えられるので、アンチセンス RNA が導
入された線虫の表現型を観察した。 
 
③ アンチセンス RNA 導入による遺伝子発
現への影響の解析 
 
 ②において表現型の観察された線虫から
全 RNA を抽出し、RT-PCR 法によって該当
する mRNA の定量を行った。コントロール
の線虫における mRNA 量と比較し、導入さ
れたアンチセンス RNA が与える影響を解析
した。 
 
４．研究成果 
 
（１）線虫での AS転写物発現 
 
① AS転写物発現とパイロット実験 
 
 多細胞生物における重要な細胞間シグナ
ル伝達経路の１つである Notch経路は、主要
な因子として２つの膜タンパク質（Notchタ
ンパク質と Deltaタンパク質）から構成され
ている。異なる細胞間で Notchおよび Delta
が結合することで、両細胞の細胞運命の決定
に影響を与え、細胞の非対称分裂・分化など
の発生や器官形成の過程に関わっている。線
虫の Notch経路は、産卵口形成における細胞
運命決定や生殖細胞の細胞分裂の維持など
を制御することが知られている。Notch, 
Delta の線虫ホモログがそれぞれ２遺伝子ず
つ存在し、初期胚発生、神経発生、腸・産卵
口形成および生殖細胞の運命決定などに関
与する。 
 これら４遺伝子について、それぞれの遺伝
子の 3’UTR に対合する特異的なセンスオリ
ゴプライマーを用いて逆転写後、PCRによる
cDNA の増幅を確認した。その結果、Delta
に相当する lag-2遺伝子についてのみ 3’UTR
の相補鎖由来の cDNAが増幅した。すなわち、
lag-2 遺伝子に AS 転写物が存在することが
示唆された（未発表データ）。lag-2 遺伝子
は神経、生殖腺、産卵口形成前駆細胞などの
細胞に発現しており、それらの細胞運命の決
定に重要であると報告されている。 

一方、熱ショック因子HSF1は、熱ストレ
スによる熱ショックタンパク質（heat shock 
protein, HSP）の誘導に関わる転写因子であ
る。熱以外にもさまざまな外因ストレスに対
抗するための遺伝子群の転写制御や細胞死
にも関わっている。HSF1 の線虫ホモログ
hsf-1 遺伝子についても、3’UTR に対合する
特異的なセンスオリゴプライマーを用いた
RT-PCR法で調べた。その結果、3’UTRの相
補鎖に由来する cDNA の増幅が確認され、
hsf-1 遺伝子の AS 転写物の存在が示唆され
た[発表論文①]。 
機能性食品 AHCC は肝癌患者の肝切除術
後の癌再発を抑制し予後を高めることが報
告されている。線虫に対して AHCC を与え
ると熱耐性が向上され、熱ショックによる
hsp遺伝子の誘導がさらに促進されることが
分かった[発表論文①]。また AHCC は hsf-1
遺伝子の mRNA および AS 転写物の発現を
ともに増加させていた。これらの結果から、
AHCCは線虫に対して hsf-1遺伝子の AS転
写物に影響を与えて mRNA の発現を増加さ
せることで、熱ショックによる hsp遺伝子誘
導を促進し、熱耐性を向上させることが考え
られた[発表論文①]。 
 
② RNA-seq法による AS転写物発現の確認 
 
 RNA-seq 法によって線虫の全転写物の配
列解読を行い、AS 転写物の発現を調べた。
その結果、上記の遺伝子 lag-2 および hsf-1
についてmRNAに相当する配列が確認され、
さらに 3’UTR に相補的な配列も確認できた
（未発表データ）。lag-2および hsf-1遺伝子
には3’UTRを含む領域に相補的なAS転写物
が存在すると考えられた。 
次に、2遺伝子のmRNAの 3’UTRに対す
る cDNAを単離して、発現ベクターに組み込
んだ。これらのプラスミドから、3’UTRの相
補的配列を持つアンチセンス RNA を発現さ
せて線虫に導入し、発生や稔性における表現
型を観察した。しかしながら、成長速度や体
長、産卵口形成などの形態に対して大きな影
響は観察されず、また成虫からの産卵数や孵
化率に大きな影響は観察されなかった（未発
表データ）。 
 
（２）発現ライブラリーを用いた AS転写物
の探索 
 
①AS転写物の発現ライブラリーの作製 
 
 リボソーム RNA を除去した線虫初期胚の
全 RNA から cDNA を合成し、Gateway 法
に従って pDONRattPRベクターに組込み、
mRNAの 3’UTRの逆向き発現ライブラリー
を構築した。オリゴ(dT)プライマーを用いて
逆転写を行った場合には約900個のコロニー
（形質転換体）を、ランダムプライマー用い
た場合には約 400個のコロニーを得た。 



 これらのうち、約 200個のコロニーからプ
ラスミド DNA を抽出して、feeding RNAi
で餌として使う大腸菌 HT115 株を形質転換
した。なおHT115株では、IPTG添加により
T7 RNA ポリメラーゼが発現するので、
pDONRattPR 上の cDNA が転写されて AS
転写物が合成される。 

 
② 線虫における AS転写物の発現 

 
IPTG存在下で、形質転換したHT115株内
で 3'UTRのアンチセンス RNAを誘導し、線
虫に食べさせることによって、大腸菌ごとア
ンチセンス RNA を取り込ませた。形態形成
や配偶子形成などの発生等に関わる遺伝子
について調べるため、親世代（P0）からアン
チセンス RNAを導入し、それらの子（F1）
の個体を観察した。200 クローンのうち、4
クローンで発生遅延が観察され、1 クローン
で不妊が観察された。発生遅延が観察された
クローンについてプラスミドの塩基配列を
決定した結果、4 つのうち、2 つがリボソー
ムタンパク質 large subunit（rpl）をコード
する遺伝子の配列を含んでいた（未発表デー
タ）。これらは、3’UTR のポリ(A)付加部位
から上流 401 bpと 376 bpの領域をそれぞれ
含んでいた。 
 
③アンチセンス RNA 導入による遺伝子発現
への影響の解析 
 
見出された rpl 遺伝子について mRNA 発
現量を RT-PCRによって確認したところ、ア
ンチセンス RNA 導入により表現型が観察さ
れた線虫で減少したが、コントロールの線虫
では影響がなかった（未発表データ）。すな
わち、3’UTRのアンチセンス RNAの導入に
より特異的に遺伝子発現が阻害されること
が分かった。 
これまでの線虫における feeding RNAi法
では二本鎖 RNA を導入する方法が採用され
ており、RNA が二本鎖を形成することが細
胞への取り込みや遺伝子の発現阻害に関係
すると考えられていた。本研究において一本
鎖 RNA であっても遺伝子発現を十分に阻害
することが示された。 
 
 以上のように、本研究では線虫を用いて、
個体レベルで影響を与える AS転写物を同定
解析するアッセイ系を確立した。効率を改善
して、さらに多数のクローンをスクリーニン
グできれば、発生などに関与する多くの機能
的 AS転写物を同定できると思われる。この
アッセイ系は、発生等における AS転写物に
よる発現制御機構を解き明かす端緒となる
と考えている。 
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