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研究成果の概要（和文）：miRNAの中には数塩基の違いしか持たない相同miRNA群からなるファミリーが存在す
る。その中には癌遺伝子の活性を制御するものがあり、その発現プロファイルの解析は癌診断や治療戦略の策定
に重要である。本研究では、ミスマッチ認識タンパク質を利用した高精度の逆転写反応によって相同miRNAを識
別する簡易な手法の確立を目的とした。高度好熱菌由来の機能未知タンパク質群の中から、DNA/RNAハイブリッ
ドから成る不対合塩基を認識できるタンパク質を同定した。それらが、誤対合したプライマーからの逆転写反応
を特異的に抑制することを明らかにし、高精度逆転写反応に利用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Homologous miRNAs have only a few base differences to each other. Some of 
them control the expression of oncogenes; therefore, analyses of their expression profiles are 
important for cancer diagnosis and therapeutic strategies. In this study, we aimed to establish a 
simple method to identify expression patterns of homologous miRNAs by highly accurate reverse 
transcription using mismatch recognition proteins. From the group of functionally unknown proteins 
derived from extremely-thermophilic bacterium, we identified proteins capable of recognizing 
unpaired bases consisting of DNA / RNA hybrids. It was revealed that those proteins specifically 
suppress reverse transcription from mispaired primers and showed that they could be used for 
high-precision reverse transcription.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の基礎研究、診断や治療戦略策定手順の改善は国民の福祉に関する大きな課題である。各種癌組織で特異的な
発現パターンを示す相同miRNAの正確な解析は上記の課題にとって今後益々必要になると予想される。本研究で
は、ミスマッチ認識タンパク質を利用することで、相同miRNA発現パターンの簡便な解析方法の構築を目指し
た。まず、複数のミスマッチ認識タンパク質を新たに同定する事に成功した。さらに、これらのタンパク質が逆
転写反応の高精度化に有効であることを示した。今後、この手法をさらに発展させることが出来れば癌に関する
基礎研究や診断手法の前進に貢献できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

miRNA は 20-25 塩基からなるノンコーディング RNA で、mRNA に相補的に結合するこ
とで多様な遺伝子の発現を調節している。中でも、細胞増殖に関わる miRNA は、各種がん細
胞のマーカーとなるため大きな注目を集めている。miRNA を検出する技術の中で代表的なも
のは逆転写定量 PCR に基く手法で、特別なプライマーを用いて逆転写反応を行い cDNA を
合成した後、定量 PCR を行うというものである。 

miRNA の中には、数塩基の違いしか持たない相同 miRNA 群からなるファミリーが多数存
在する。例えば, ヒト let-7 ファミリー miRNA は、8 種類以上のホモログの存在が知られて
いる。これらは Ras や HMGA2 といった癌遺伝子の活性を抑制しており(Johnson et al. 
(2005) Cell 120, 635-47)、乳がん、肺がん、胃がん、肝がん組織での特徴的な発現プロファイ
ル変動が確認されている。このように相同 miRNA の発現プロファイルの解析はがんの診断、
治療戦略の選択や基礎研究に重要である。 
 
２．研究の目的 
 
これまでに、好熱性細菌由来の耐熱性 DNA ミスマッチ認識タンパク質 MutS を用いること
で、PCR における非特異的増幅を抑制する技術を確立した (Fukui et al. (2013) Int. J. Mol. 
Sci.14, 6436-53)。これは、鋳型鎖とプライマーの誤対合により生じたミスマッチ塩基に MutS 
が強く結合し、ポリメラーゼの接近を阻害するためである。このミスマッチ認識タンパク質を
利用することで逆転写反応の特異性を向上させ、相同 miRNA の識別が可能な簡便な技術を確
立する。 
 
３．研究の方法 
 
高度好熱菌や超好熱菌由来のミスマッチ認識タンパク質の大量発現系を構築し、精製法を確立
した。これらのタンパク質の詳細な機能解析を行い、各種ミスマッチ塩基対に対する親和性を
確認した。さらにそれらのタンパク質を用いて DNA を鋳型にした PCR 反応や RNA を鋳
型にした逆転写反応への影響を調べた。また、これまでに同定されていたミスマッチ認識タン
パク質以外の未知のミスマッチ認識タンパク質の同定を目指し、核酸結合ドメインを有する機
能未知タンパク質群 (好熱性真正細菌由来 MutS2、好熱性古細菌由来 MutS1 や MutS5、ウ
イルス由来 MutS7、その他の機能未知タンパク質) についても同様の解析を行った。この過程
で得られたミスマッチ認識タンパク質を用いて、miRNA 検出の逆転写反応の高精度化を試み
た。具体的には、let-7 miRNA (全 8 種類) のうち 1 種を鋳型として選び、8 種に対応したプ
ライマーを用いて逆転写反応を行った。この反応に MutS2 または BsbP を加えることで、
正しい鋳型とプライマーの組合わせでのみ逆転写が行われる条件を探索した。 
 
４．研究成果 
 
高度好熱菌および超好熱菌由来 MutS は DNA/DNA から成るミスマッチは認識できるが、
DNA/RNA からなるミスマッチを認識できなかった。そのため、DNA を鋳型にした PCR で
は機能するが、RNA を鋳型にした逆転写反応では非特異的増幅抑制効果は示さなかった。そ
こで、好熱性細菌由来タンパク質の中からスクリーニングによって DNA/RNA から成る幅広
いミスマッチを認識するタンパク質を 2 種類同定した。ひとつは、過去に相同組換え中間体
である分岐 DNA構造を認識するタンパク質として同定されていた MutS2、もうひとつは、機
能未知タンパク質 BsbP である。両者ともに、数塩基の突出ループ部位を含む 2 本鎖 DNA 
構造を特異的に認識した。このような構造は、プライマーが鋳型鎖と誤対合した際に生じる構
造であり、これらのタンパク質が PCR におけるノイズの低減に役立つ可能性を示す結果であ
った。実際に、両タンパク質を PCR 反応液に加えることで、非特異的増幅を抑制する効果が
得られることを確かめた (図 1)。 
 さらに、MutS2 および BsbP は、MutS と異なり、DNA/RNA から成るループ構造を認識
することが出来、逆転写反応への応用が期待できた。ループ構造を生じるように設計したプラ
イマーからの逆転写を特異的に阻害することが確かめられた。次に、8 種類の let-7 miRNA を
鋳型として、それぞれに対応したプライマーを用いて逆転写反応を行い、MutS2 および BsbP 
の効果を調べた。この際、正しくない組合わせの場合に、6 塩基以上のループ構造が生じるよ
うにプライマーを設計する必要があることが分かった。そのため、MutS2 および BsbP では、
8 種全てを識別することが困難であり、1 塩基のミスマッチでも認識できる DNA/RNA 結合
タンパク質が必要であることが分かった。 
そこで、BsbP または MutS2 タンパク質の改変を目指し、両タンパク質の X 線結晶構造
解析を行った。両者ともに良好な結晶が得られ、大型放射光施設 SPring-8 の放射光を用いて、
X 線回折像の測定に成功した。 
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図 1: 逆転写反応における MutS2 および BsbP の効果。鋳型 RNA に対してミスマッチを生じ
ないプライマー (PM) または 1、2、3、6、および 10 塩基の T がループ状に突出するよう
に設計したプライマー (それぞれ T1、T2、T3、T6、および T10) を用いた逆転写反応を各濃
度の MutS2 N-terminal domain (NTD) または BsbP 存在下で行った。逆転写後の DNA を鋳
型に qPCR を行い、Ct を計算した。それぞれ、MutS2 NTD や BsbP を加えなかった際を基準
とし、Ct 値の増加をグラフに表した。つまり、ΔCt 値が増えるほど、抑制がかかったこと
を示している。ネガティブコントロールとして、ミスマッチ認識能の無い MutL NTD を用い
た。 
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