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研究成果の概要（和文）：クロマチン関連蛋白質HMGB2 蛋白質と結合するアンチセンスRNAを同定し、疾患アン
チセンスRNAを同定したのち、同RNA 定量の検査試薬を作製するなかで、HMGB2 蛋白質と結合するアンチセンス
RNA の候補を挙げたが、疾患アンチセンスRNA を同定するにはいたらなかった。測定系の開発のため国産プロー
ブを用いて疾患関連遺伝子を定量PCR法で測定したところ、既存の米国のTaqManプローブと同等の感度と特異度
を得ることができた（doi: 10.1371/journal.pone.0202429）。これは、国産技術を用いた研究開発結果であ
り、遺伝子関連検査の向上に寄与すると期待される。

研究成果の概要（英文）：Long non-coding RNAs(lncRNAs) have widespread roles in regulating gene 
expression. Very few lncRNAs that regulate disease progression, are identified to associate with 
Hmgb2. Quantitative RT-PCR using original probe can successfully detect lncRNAs and can be expected 
to improve laboratory medicine.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： アンチセンスRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
国産プローブを用いた定量PCR法は、既存の米国のTaqManプローブと同等の感度と特異度を得ることができた。
これは我が国の遺伝子関連検査の向上に寄与すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
シーケンサー技術の進歩とともに、蛋白質をコードしない RNA がヒトのゲノムから大量に転

写されることが明らかになった。このような RNA のうち、アンチセンス RNA は、蛋白質をコ
ードするメッセンジャー（センス）RNA とゲノム上で対立する相補鎖から転写され、センス
RNA と一部のエクソンを逆向きに共有する。アンチセンス RNA は、センス RNA の発現や安
定性を、正あるいは負に調節する。これまでにアンチセンス RNA は、細胞の多能性や分化、細
胞周期の調節などさまざまな過程を制御し、さらに、多くのヒト疾患の病態にかかわることが明
らかになってきた（Wahlestedt C, Nat RevDrug Discov 2013）。アルツハイマー病(AD) では、
アンチセンス RNA について次のような知見が得られている。 
（１） AD の脳ではβ-site APP Cleaving Enzyme (BASE) 1 の量が増加し、アミロイド・ベ
ータが蓄積している。BASE1 のアンチセンス RNA （BACE1-AS）は、AD の脳で高く発現し、
BACE1 の発現を上げる（Faghihi MA et al. Nat Med 2008）。 
（２） AD の脳では Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) の量が減少している。BDNF 
のアンチセンス RNA （BDNF-AS）は、ヒストン修飾酵素 EZH2 を動員して BDNF の発現を
下げる（Modarresi F et al. Nat Biotechnol 2012）。 
（３） AD の脳では Low-density lipoprotein Receptor-related Protein (LRP) 1 の量が減少し、
アミロイド・ベータのクリアランスが低下している。申請者は、LRP1 のアンチセンス RNA
（LRP1-AS）がアルツハイマー病の脳で高く発現し、クロマチン関連蛋白質の High Mobility 
Group Box (HMGB) 2 の活性を調節することで、LRP1 の発現を下げることを見出した
（Yamanaka Y et al. Cell Reports 2015）。 
 
２．研究の目的 
ヒト疾患においてアンチセンス RNA が病態の形成や進行に果たしている役割について不明

な点が多く、特に、アンチセンス RNA の発現量と、疾患の病期や重症度との間で相関があるの
かいなかについて理解がすすんでいない。今後はアンチセンス RNA が果たすエピゲノム制御
の機序に注目して疾患研究が進み、さらに、患者検体を対象とするアンチセンス RNA の発現定
量が病態把握に活用されて、臨床応用が進むと考えられる。これまでに次のような予備的な研究
開発の結果を得ている。 

 
（１）新たに同定した HMGB2 が結合する RNA の長さは、およそ 500 塩基から 1,000 塩基に
多く分布する（未発表）。ヒトのメッセンジャーRNA の平均的な長さは 1.5 から 2.0 キロ塩基
なので、これらはアンチセンス RNA を含むと考えられる。 
 
（２）HMGB2 は、アンチセンス RNA とセンス RNA が逆向きに共有するエクソンに特異的
に結合する（未発表）。これは HMGB2 が RNA の部分的かつ一過的な二重鎖を認識し、アンチ
センス RNA に結合することを示唆する。 
 
（３）安価かつ正確な RNA 定量法が遺伝子関連検査に求められるなか、定量 RT-PCR に利用
可能な国産蛍光プローブ（Eprobe; Hanami T et al. PLoS One 2013）は、米国 TaqMan プロ
ーブと同等あるいはそれ以上の感度と特異度をもつ（未発表）。 
 
３．研究の方法 
（１）クロマチン関連蛋白質 HMGB2 蛋白質と結合するアンチセンス RNA を同定する。結合
する RNA を網羅的に同定するために、つぎの異なる手法を用いて解析する。 
① Cross-linking immunoprecipitation (CLIP)を用いた解析を行う。アンチセンス RNA の
LRP1-AS を用いたクロマトグラフィーで新規に同定された HMGB2 は、ヒト組織に偏在する。
HMGB2 に結合する RNA を同定するため、ヒト細胞株（HEK293, 皮質神経細胞 HCN-1a）に
おいて、HMGB2 抗体（コントロールとして正常 IgG）をもちいて CLIP を行い、沈降物と Input 
について RNA-seq を行う。この CLIP では、UV で細胞内の蛋白質と RNA をクロスリンクし
たのち、RNase で処理すると、蛋白質と直接結合した RNA の部分は分解されないことから、
蛋白質に結合する RNA を同定することができる。以下は予備検討の結果である。 
 
② RNA immunoprecipitation (RIP)を用いた解析を行う。CLIP で得られる RNA の収量が極
めて少なく、RNA-seq に供することができない事態も考えられる。そこで、ヒト細胞株におい
て、HMGB2 抗体と正常 IgG をもちいて RIP を行い、沈降物と Input について RNA-seq を
行う。以下は予備検討の結果である。 
 
③ RNA のなかからアンチセンス RNA を同定する。RNA-seq のデータから、HMGB2 抗体
（あるいは正常 IgG）で沈降したリードと Input のリードの比率を求め、Exact test ののち
FDR を算出し、HMGB2 蛋白質・抗体の複合体に特異的に結合するリードを同定する。次に、
正常 IgG に比して HMGB2 抗体で高濃縮されたリードを、HMGB2 蛋白質だけに特異的に結
合するリードと判断する。さらに、そのリードを参照ヒトゲノム（UCSC Genome Browser）に



マップし、このうち mRNA のエクソンと逆向きに位置した RNA をアンチセンス RNA と判断
する。データベース（antiCODE, NATsDB）も参照する。 
 
④ アンチセンス RNA が HMGB2 に相互に結合することを確認する。アンチセンス RNA を
固定したクロマトグラフィーを作製し、細胞抽出液から HMGB2 が捕捉されることを調べ、そ
れらの結合を確認する。HMGB2 は、アンチセンス RNA とセンス RNA が逆向きに共有するエ
クソンに特異的に結合するので（未発表）、そのエクソンに位置するように合成オリゴヌクレオ
チドを作成し、合成オリゴヌクレオチド存在下では GST 融合 HMGB2 蛋白質とアンチセンス
RNA の結合が阻害されることを調べる。 
 
（２）アンチセンス RNA と対をなすセンス RNA によってコードされる蛋白質が、病態にかか
わるヒト疾患を探索し、疾患アンチセンス RNA を同定する。そのセンス RNA がコードする蛋
白質について、OMIM データベースを参照し、病態に関わるようなヒト疾患を探索する。 
 
（３）疾患アンチセンスRNA の遺伝子発現の調節機能を解析する。ヒト細胞株（HEK293, HCN-
1a）でアンチセンス RNA をノックダウンあるいは過剰発現し、アンチセンス RNA がセンス
RNA の発現量に与える影響を定量 RT-PCR で調べる。 
 
（４）疾患アンチセンス RNA 定量の検査試薬を作製し、臨床研究を準備する。センス RNA と
アンチセンス RNA の発現量やそれらの比率を正確に測定するため、研究用試薬を作製する。国
産蛍光プローブ（Eprobe）は、米国 TaqMan プローブと同等あるいはそれ以上の感度と特異度
をもつ（未発表）。 
 
４．研究成果 
クロマチン関連蛋白質 HMGB2 蛋白質と結合するアンチセンス RNA を同定し、疾患アンチセンス
RNA を同定したのち、同 RNA 定量の検査試薬を作製するなかで、HMGB2 蛋白質と結合するアン
チセンス RNA の候補を挙げたが、疾患アンチセンス RNA を同定するにはいたらなかった。測定
系の開発のため国産プローブを用いて疾患関連遺伝子を定量 PCR 法で測定したところ、既存の
米 国 の TaqMan プ ロ ー ブ と 同 等 の 感 度 と 特 異 度 を 得 る こ と が で き た （ doi: 
10.1371/journal.pone.0202429）。これは、国産技術を用いた研究開発結果であり、遺伝子関連
検査の向上に寄与すると期待される。 
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