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研究成果の概要（和文）：　環状RNA（circRNA）は、遺伝子発現を制御する新しいncRNAとして注目されてい
る。最初に機能が報告されたciRS-7は、miRNA（miR-7）を吸着し、その標的遺伝子の発現調節を担う。
　このciRS-7の生合成機構を解明した。ciRS-7エクソン両端近傍に存在する哺乳類のMIR反復配列同士の相補的
結合によりciRS-7エクソン両端をつなぐ逆位スプライシングが誘導され環状化されていた。
　以前は､霊長類特異的なAlu反復配列だけしか関与が知られておらず、MIR反復配列の発見は、哺乳類全般にお
けるcircRNA生合成が逆位スプライシングで起こっている事実を、合理的に説明する。

研究成果の概要（英文）：  The circRNAs are abundant and stable noncoding RNAs with closed circular 
structure.  The function of ciRS-7 (CDR1as) as ‘sponges’, or decoys, of the miR-7 micro RNA shed 
light on the biological roles of circRNAs.
  We elucidated the biosynthesis pathway of this functional ciRS-7. Anti-sense oligoribonucleotide 
experiments targeting the relevant splice sites suggested the generation of ciRS-7 by back-splicing.
 We identified conserved inverted elements of MIR (mammalian-wide interspersed repeat) in the 
flanking region of the ciRS-7, which promoted the back-splicing event. Splicing reporter assays in 
stably transfected HEK293 cells with mini-genes, with and without MIR element, demonstrated the 
essential role of inverted MIR sequences in the ciRS-7 generation.
  Previously the inverted repeats of Alu, primate-specific SINE was reported to involve in the 
back-splicing. The MIR-dependent circRNAs have emerged as a new category of circRNAs that are widely
 conserved in mammalian.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

次世代シーケンサーによる大規模解析によ

って、ヒト、マウス、線虫などで数千個の環状

RNA（circRNA）が組織・発生段階特異的に
発現し、また安定に細胞内に存在しているこ

とがわかり、circ RNAは、新たな機能的ノン
コーディング RNA 群として世界的に注目さ
れている。しかしながら、それがどういう経

路で作られ輸送されているか、まだよくわか

っていないことが多々ある。 
circRNA が単数・複数のエクソンから構成
されていることから、circRNA が mRNA 前
駆体からスプライシング依存的に作られるこ

とは想定され、現在、有力な２つのモデルが

ある（後述）。私たちは、最初に機能が明らか

にされた ciRS-7（CDR1as）に注目、未知の
生合成経路、そして核外輸送機構を明らかに

しようと考えた。 

２．研究の目的 

スプライシングで mRNA 前駆体から切り
捨てられたRNA断片から機能のあるRNAが
作られているようだ！	 しかもその構造は完

全な環状である。circRNAの一種 ciRS-7は、
miRNA（miR-7）の吸着材として働き、miR-
7 の遺伝子発現抑制機能を解消しているとい
う画期的な論文が発表された[Nature 495, 
333; 384 (2013)]。環状 RNAは、新たな機能
的ノンコーディング RNA 群として世界的に
注目され始めた。以下の挑戦的な３課題に取

り組んだ。 
(1) ciRS-7生合成機構の解明 

Kjems 研からプラスミド構築、配列情報な
どの提供を受け、世界に先駆けて最初に機能

が判明した ciRS-7 をモデルに circRNA 生合
成の経路を解明する。miRNAを制御する機能
が明らかになっている ciRS-7 の生合成機構
の解明は、きわめて重要である。 
(2) circRNAの体系的解析と分類 

circRNA の生合成経路には２つのモデル
「逆位スプライシング経路」と「投縄状産物

再スプライシング経路」があるが、前者は進

化的短鎖反復配列（SINE）が生合成に関与し
ていることに注目した。しかし、関与が知ら

れているのは霊長類特異的な Alu配列のみで
ある。霊長類以外の circRNAの生合成にはど
のような配列が関与しているのだろう？ 
(3) 翻訳される circRNA存在の検証 

circRNA はエクソンで構成されているから、
アミノ酸コード情報を有する。また環状であ

り終止コドンがないので、内部リボソーム導

入部位（IRES）やコザック配列など翻訳開始
シグナルが存在すれば、連続的な翻訳が予想

される。はたしてこのような circRNAの翻訳
系が細胞内でも存在するのだろうか？ もし
翻訳されているならば、circRNAが脳や神経
系細胞で他の細胞に比べ圧倒的に多量存在す

る意義に迫れるかもしれない！ 

３．研究の方法 

(1) ciRS-7生合成機構の解明 
circRNA 生合成で提唱されている２つの仮
説のどちらで最初の機能的なcircRNAである
ciRS-7が作られているかを決定するアイデア
がある。経路特異的な中間産物の検出と、ア

ンチセンス RNA 実験により論理的に証明で
きるのだ。 
(2) circRNAの体系的解析と分類 
既に circRNAのデータベースが公開されて
おり、Alu以外の SINEの関与を明らかにし､
進化的保存されているcircRNA生合成の統合
的理解をめざす。多くの機能的 RNA モチー
フを指標に体系的分類も可能だろう。 
(3) 翻訳される circRNA存在の検証 
活発に翻訳が起こっているポリソーム分画

から RNAを抽出して RNase R処理で直鎖状
RNA を分解後に次世代シーケンサーで解析
し、circRNAを検出する。 

４．研究成果 

(1) ciRS-7生合成機構の解明 
circRNA の生合成経路には有力な２つのモ
デルがある： （i） Alu反復配列のような相
補的配列を介してループ構造を作り circRNA
の尾部 5’スプライス部位から頭部 3’スプライ
ス部位への逆方向のスプライシングを誘導す

る「逆位スプライシング経路」と、（ii） mRNA
前駆体から circRNAコーディングエクソンを
除外するスプライシングより切り出された投

縄状 RNA が再びスプライシングしてエクソ
ンが環状化する「再スプライシング経路」で

ある（図１）。 
ヒト脳の全転写物配列（RNA-Seq）の調査
により、約８万塩基長の４つのイントロンを

含む前駆体転写物が存在することが判明し、

ciRS-7生成の前に、この前駆体が選択的スプ
ライシングを受け４種類のアイソフォームが

できることを見いだした。そこでアンチセン

スオリゴヌクレオチドを用いて ciRS-7 エク
ソン近傍のスプライス部位を阻害したところ、

どのアイソフォームも ciRS-7 の生成に影響
がなかった（図１、赤棒）。この結果は、

CRISPR/Cas9 によるゲノム上の相当部位の
切除によって確実に証明された。上記（ii）「再
スプライシング経路」は、これらのアイソフ

ォームと同時に作られる投縄状 RNA が再ス
プライシングされて ciRS-7ができるため、上



記のアンチセンスオリゴヌクレオチドで

ciRS-7の生成が阻害されるはずである（図１、
赤棒）。以上の結果は、（i）の「逆位スプライ
シング経路」によって ciRS-7が産生している
ことを支持している。 
逆位スプライシングを促進するループ構造

形成に必要な相補的配列であるが、相補的な

Alu配列は、ciRS-7エクソンの両端近傍イン
トロンに近傍に見つからなかった。ところが、

MIRという SINE（反復配列）の一種が ciRS-
7 エクソンが存在し、相補的な配列を形成で
きることを発見した。そこで、発現誘導可能

な ciRS-7 レポーターを培養細胞に導入する
実験で、レポーターからMIR配列を除外する
と ciRS-7が産生しないことがわかった。 

以上の結果より、ciRS-7 は近傍に存在する
MIRの相補的配列により、逆位スプライシン
グが誘導され、ciRS-7が環状化すると結論で
きた[論文投稿中]。 
(2) circRNAの体系的解析と分類 
「逆位スプライシング経路」によって生合

成される circRNAは、環状化されるエクソン
の両端近傍イントロンに存在する反復配列

Alu の相補的配列が環状化に必要なことが知
られているが、Alu は霊長類になってから出
現した反復配列なので、霊長類以外にも保存

されている circRNAの環状化が説明できない。 
今回の私たちの研究によって､MIR という
哺乳類全般に保存されている新たな反復配列

を用いてcircRNAが環状化される事実を示し
た。実際に､データベース調査をして、ciRS-7
以外に、circCDK8、circSPNS1、という２種
類の circRNAが、環状化エクソン両端近傍の
相補的な MIR 配列によって環状化している
ことを、ミニ遺伝子導入実験によって証明し

た 。 た だ 、 同 時 に 、 circTMEM109 、
circZMYND8、circSRGAP2Cの２種類に代表
される相補性の低い MIR 配列は環状化に利
用されないことも見いだした。このような

MIR 配列非依存的 circRNA が、どのような
相補的配列を環状化に用いているかは、現状

ではわからない。 
私たちは、MIR 配列依存的に環状化される
新しい circRNA のカテゴリーを見いだした。
この発見により、哺乳類に広く保存されいて

る circRNA生合成を説明することが可能にな
った[論文投稿中]。 
(3) ciRS-7核外輸送機構の解明 
上記「研究の目的」で記載したように､研究

開始当初は翻訳されるcircRNAの探索を課題
としていたが､海外のグループが、翻訳される

circRNA の同定に成功したことを Annual 
Meeting of the RNA Society (2016)で知り､実
際に論文発表されてしまった[Mol. Cell 66, 
22 (2017); Cell Res. 27, 626 (2017)]。私たち
の予想は的中していたが、研究は先を越され

てしまった。従って、当初の課題が諦め､ciRS-
7 生合成機構の解明に続く、未知の核外輸送
機構の解明に集中し、実験を遂行した。 

circRNA はスプライシング依存的に作られ
ているが、mRNAと異なりその輸送機構はま
ったく研究されておらず、circRNAの多くが
細胞質に局在するものの、積極的に輸送され

ているのか、あるいはM期の核膜崩壊時に受
動的に拡散しているのかすら知られていない。 
私たちは ciRS-7の核外輸送機構を調べるた
めに、アフリカツメガエル卵母細胞へのプラ

スミドDNA注入実験を用いて ciRS-7の動態
を調べた（ウイルス再生医科学研究所、大野

陸人研究室との共同研究）。その結果、転写さ

図１ circRNA 生合成経路の２つのモデル 

再スプライシング経路（上図）と 

逆位スプライシング経路（下図） 



れ、スプライシングを受けた ciRS-7が核から
細胞質へ積極的に輸送されることが判明した。

さらに ciRS-7の輸送はmRNA核外輸送因子
TAPに依存していることを競合阻害実験およ
び培養細胞を用いたノックダウン実験により

明らかにした。現在 ciRS-7側の TAPのアダ
プター因子を探索している。候補としてEJC、
TREX というタンパク質複合体が考えられる
が、ノックダウン・CLIP実験の結果から、EJC
ではなく TREX が TAP のアダプターである
という予備的結果がでている[論文準備中]。す
こぶる興味深く、独創的な研究になりそうだ。 
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