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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ・ヒト・ニワトリ細胞を用いて、 RNAサイレンシング効果のレポー
ター解析を行った。生育温度が低いショウジョウバエで最も強い活性が見られたため、生育温度に依存してRNA
サイレンシング活性が異なる可能性が強く示唆された。また、細胞内の温度分布に依存した影響を明らかにする
ため、Argonauteタンパク質に各細胞内小器官のセンサーシグナルをつけたコンストラクトを作製した。
microRNAの生合成過程において、二次構造が温度の影響をうけるかをノーザンブロットで検出中である。さら
に、2本鎖RNAのセンサータンパク質R2D2とTRBPの温度依存的２本鎖RNA結合力を検討している。

研究成果の概要（英文）：To reveal the effect of growth temperature for the efficiency of RNA 
silencing, reporter assay of RNA silencing activity was performed using cultured cells derived from 
Drosophila, human, and chicken. Since the strongest activity was observed in the cells of Drosophila
 raring in a low growth temperature, it was strongly suggested that the RNA silencing activity may 
depend on the growth temperature. In addition, in order to clarify the effects of the temperature in
 the different places in the cells, the constructs expressing Argonaute protein with the sensor 
signals of each intracellular organelle were prepared. During the biosynthesis process of microRNA, 
it is also being detected by Northern blot if the secondary structure is affected by temperature. 
Furthermore, the temperature dependent binding activities for double-stranded RNAs of their sensor 
proteins R2D2 and TRBP are studied.

研究分野： ゲノム情報生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトやマウスなどの高等生物では、
microRNA を始めとするタンパク質をコー
ドしない non-coding RNA (ncRNA)が、タン
パク質をコードする RNA よりも多量に存
在することが明らかになり、ncRNA は生物
の進化に伴って出現してきた、複雑な高次
生命機能を担う重要な分子であることがわ
かってきた。 
 RNAサイレンシングはmicroRNAや small 
interfering RNA(siRNA)といった約 21塩基の
小さなncRNAによる転写後遺伝子抑制機構
であり、相補的な塩基配列をもつ mRNA と
対合してその機能を抑制する。しかしなが
ら、ヒトを始めとする哺乳類細胞では、有
効な siRNA は特定の配列規則性をもつ、限
られたものであることを我々は明らかにし
ている（Ui-Tei et al. Nucleic Acids Res. 2004; 
Naito et al. Nucleic Acid Res. 2004）。現在、世
界的に利用されている siRNA は我々のガイ
ドラインに基づくものが多く、その後の多
くのグループの生化学的・構造生物学的研
究から、それらは RNA サイレンシングの分
子メカニズムを非常によく反映したもので
あることが明らかにされている。このよう
に、RNA サイレンシングの動作原理の研究
が進むにつれて、siRNA の 5’末端から 2-8
塩基のほんの 7 塩基の“シード”と呼ばれる
領域が、まず最初に標的となる mRNA を識
別する領域であることがわかってきた。大
変興味深いことに、哺乳類細胞では、siRNA
がシードと相補的配列をもつ遺伝子を抑制
する効率は、この領域の熱力学的な安定性
に依存することを我々は見出した（Ui-Tei et 
al. Nucleic Acids Res. 2008）。すなわち、塩基
対合力が強いシード配列をもつ siRNA は相
補的遺伝子を強く抑制し、弱い siRNA はそ
の抑制効果が弱い。このような傾向は
microRNA でも同様であった（Hibio et al. Sci. 
Rep. 2012）。さらに驚いたことに、体温の異
なるさまざまな生物のもつ microRNA のシ
ード配列の融解温度の平均値を計算してみ
ると体温に依存して増加していた。 
 
２．研究の目的 
研究期間内には、RNA サイレンシングによ
る遺伝子抑制効果が生物の体温や生体内の
個々の細胞温度、あるいは１つの細胞内の
温度分布によって制御されていることを明
らかにして、細胞内温度が RNA サイレンシ
ングによる遺伝子発現機構を制御している
ことを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 「RNA サイレンシング効果のショウジョ
ウバエ・ヒト・ニワトリ細胞を用いたレポー
ターおよびマイクロアレイ解析」により、体
温に依存して RNA サイレンシング活性が異
なることを実証する。さらに、 (2) 「細胞内
の温度分布の相違に依存した RNA サイレン

シング活性の測定」により、細胞内の温度が
異なる領域におけるサイレンシング活性へ
の影響の相違を解析する。また、(3) 「miRNA
二次構造の温度による制御機構の解析」によ
り、温度により miRNA の生合成過程が影響
をうけるかどうかを明らかにし、(4) 「2 本鎖
RNA 対合力のセンサータンパク質 R2D2 と
TRBP の機能解析」により、RNA サイレンシ
ング関連分子の進化的相違を考察する。 
 
４．研究成果 
温度はさまざまな形で生体に影響を与えて
いる。我々は RNA サイレンシングの強さが
塩基対合の強さに依存していることを明ら
かにした。塩基対合の強さは、温度に依存し
て変動する性質をもっている。そこで、RNA
サイレンシングによる遺伝子発現制御とい
う極めて重要な生命機能が、細胞内温度に依
存するという目から鱗の性質を明らかにす
るために、まず生育温度が異なる生物種とし
て、ショウジョウバエ、ヒト、ニワトリの３
種の培養細胞を用いたレポーター実験を行
った。ショウジョウバエは変温動物であるが、
通常 25˚C で飼育される。恒温動物であるヒ
トの体温は37˚C付近であり、ニワトリは42˚C
付近である。ショウジョウバエ細胞としては
S2 細胞、ヒトは HeLa 細胞、ニワトリでは我々
が独自に樹立した繊維芽細胞由来培養細胞
株を用いて、RNA サイレンシング活性を測定
するためのレポーターアッセイを行った。レ
ポーター遺伝子としてはホタルルシフェラ
ーゼ遺伝子を用い、シード領域の塩基対合力
が異なるルシフェラーゼ遺伝子に対する 20
種類の siRNA を用いて、RNA サイレンシン
グ活性を測定した。標的配列は測定感度を上
げるために３回連続した重複配列を挿入し
たレポーターを用いた。RNA サイレンシング
の強さは、同一の siRNA を用いた場合には、
ショウジョウバエ細胞で最も強い抑制作用
を示す傾向が認められた。そこで、同一生物
種でも温度が異なると RNA サイレンシング
活性が異なることを示すために、ショウジョ
ウバエ細胞では 18~28˚C、ヒト細胞では
35~40˚C 程度で培養可能であるので、異なる
温度環境下でも RNA サイレンシング活性を
測定中である。さらに、ヒトのがん化細胞を
用いた解析を実施している。がん細胞は正常
細胞に比べて、低温を好み、35˚C付近という
低温で最もよく増殖することが知られてい
る。そこで、低温条件下における遺伝子発現
調節機構の変化を解析していく予定である。 
 また、１つの細胞においても、細胞内の温
度も均一ではなく、細胞核や中心体は特にあ
たたかく、ミトコンドリア近くでは熱が発生
して温度が低いことが明らかになってきて
いる。そのため、細胞内温度の分布に依存し
た RNA サイレンシング活性の変化を測定す
る手法を構築している。RNA サイレンシング
に必須なタンパク質である Argonaute タンパ
ク質に、細胞内小器官のセンサーシグナルを



つけて Argonaute タンパク質の局在をコント
ロールすることで、異なる細胞内局在におけ
る RNA サイレンシング活性をレポーターア
ッセイにより測定する。現在、センサーシグ
ナルを付加したコンストラクトを作製中で
ある。 
 microRNA は、その生合成過程で特徴的な
二次構造を形成する。前駆体の stem-loop 構
造は、その後の生合成過程における Drosha
やDicerといった二本鎖RNA切断酵素による
プロセシングや、Argonaute タンパク質への取
り込みに大きな影響を与えることがわかっ
ている。しかし、その構造の安定性は温度に
よる強い影響を受けると想定されるため、そ
の生合成効率を測定する目的で、前駆体から
成熟型の microRNA の合成効率をノーザンブ
ロットで検出中である。 
 さらに、ショウジョウバエでは、siRNA の
両末端のうち、２本鎖 RNA の対合力が強い
ほうの末端を感知して対合できるタンパク
質として R2D2 が同定されている。アミノ酸
配列の同一性は非常に低いが、類似のドメイ
ン構造をもつヒト遺伝子として TRBP と
PACT がある。これらの siRNA との結合様式
は全くわかっていなかったが、我々は siRNA
の一部をシステマティックに DNA に置換す
ることで、TRBP が結合する部位の特定を行
い、その結合部位は末端ではなく、約 10 塩
基分の長さの２本鎖領域と考えられる結果
を得ている。このような R2D2 と TRBP の結
合様式の違いは、生育温度の低いショウジョ
ウバエでは R2D2 はより強固に対合している
２本鎖 RNA の末端に結合するが、体温の高
いヒトでは TRBP は対合力は弱くてもある程
度の長さがあれば２本鎖 RNA に結合できる
というゆるい結合でも機能することを示し
ているのかもしれない。これらのタンパク質
の大腸菌で発現される系は構築できたので、
温度に依存した in vitro での小分子RNAへの
結合実験を行い、機能分子の進化を考察する。 
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