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研究成果の概要（和文）：(1)マイクロRNAの一塩基レベルでの化学修飾を解読するための確立された技術は未だ
ない。全マイクロRNAのモドミクスを厳密にプロファイリングするために、相互補完的な２つの技術を応用し
た。①質量分析法による分子内修飾の高精度計測②トンネル電流シークエンス（TS）法による短配列のデータ蓄
積を進めた。(2)上記の計測技術で単細胞レベルのマイクロRNAのモドミクス解析を進め、新しい視点で組織恒常
性の機構を理解し把握することができた。マイクロRNAのメチル化酵素の遺伝子改変マウスを用いて膵臓の発生
と癌化を研究し、ヒト疾患における体性幹細胞からの癌化におけるRNAモドミクスの役割を理解することを進め
た。

研究成果の概要（英文）：There is no established technique for deciphering chemical modification at 
the single base level of microRNA. Two closely complementary techniques were applied to precisely 
profile the modality of total microRNAs. Accurate measurement of intramolecular modification by mass
 spectrometry, and accumulation of data of short sequence by tunneling current sequence (TS) method 
was performed. We studied a new viewpoint by advancing the modulomic analysis of single cell level 
microRNA by the above measurement technology to understand the mechanisms of tissue homeostasis. We 
studied the development and carcinogenesis of the pancreas using genetically modified mice of 
microRNA methylation enzymes, and proceeded to understand the role of RNA modus in carcinogenesis 
from somatic stem cells in human diseases.

研究分野：恒常性維持器官の外科学およびその関連分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロRNAの科学修飾を解読してデータベース化する研究は、先駆的であり、まだ十分に行われていないた
め、本研究計画においてその全容を明らかにすることは大きな意義がある。特に、他のオミックスデータと融合
させた形で、マイクロRNAのモドミクスにより組織の恒常性を把握して、難治癌などの早期発見と早期治療に貢
献できる臨床応用には社会的意義が高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNA のメチル化の存在と意義を調べるために、予備的な研究を行った。米国 NCBI 
のデータベースを参照して、マイクロ RNA のメチル化修飾の数と種類を調査した。その結果、
真核生物の RNA のメチル化は 66 種類知られているが、そのうち 51 種類は tRNA であり、
13 種類は mRNA に於けるものである (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)。マイクロ RNA に関
しては、11種類が知られているが、N6 メチル・アデニン（N6A）と N1 メチル・アデニン（N1A），
およびm5 メチル・シトシン（m5C）とm3 メチル・シトシン（m3C）が主たる修飾であり、
私達の質量分析の結果と一致した。次に、癌で重要なマイクロ RNA（癌抑制遺伝子を標的と
する Onco-MIR,癌遺伝子を標的とする Suppressor-MIR）から 50 個に関して、捕捉核酸を合
成してマイクロ RNAをキャプチャーしMALDI-in source decay (ISD)を応用して質量分析法
で計測した。その結果、癌では正常に比べてマイクロ RNA の特異的な部位の塩基にメチル化
修飾が誘導されていることが明らかとなった。またマイクロ RNA のメチル化体の分子シミュ
レーションを行ったところ、メチル化修飾が核酸の構造を変化させて標的遺伝子への結合活性
に影響を生じ得ることが示された。従って、マイクロ RNA のメチル化修飾は構造化学として
も大きな影響を生み出し、分子機能を左右し、疾患の病態で重要な役割を果たしている可能性
が示された。私達が実施した予備的な研究では、４つのマイクロ RNA の癌特異的な修飾を明
らかにした。これらのマイクロ RNA は、これまでの内外の研究成果で、癌細胞の浸潤・転移
能（EMT[Epithelial Mesenchymal Transition]の Snail 転写因子発現等）に関わり、正常の
体性幹細胞からの癌化、癌幹細胞化などと密接に関わっていることが報告されており、RNA に
メチル化修飾が加わることで組織の恒常性の維持と破綻のプロセスを高精度に理解して、新た
な機能の制御法を提示できる可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
マイクロ RNA（22〜25 塩基の非コード RNA の 1 種）は、遺伝子の機能に重要な役割を果た
している。私達の予備的研究により、癌では「マイクロ RNA のメチル化」が疾患特異的に誘
導され、新たな視点からの病態の理解と画期的な制御法を開拓する上で重要なシーズであるこ
とが示された。このようなマイクロ RNA のモドミクスは殆ど解明されていない。本研究では、
全マイクロ RNA（2,671 種類）を読み解く技術を新構築し、単細胞レベルの解析から組織恒
常性の維持と破綻を理解して把握することを目指す。研究の成果は、RNA モドミクスに基づ
く疾患の再分類と新しい治療法のパラダイムシフトに貢献できる。 
 
３．研究の方法 
研究代表者（石井）が、分担者（西田ら）とともに、(1)質量分析（MS）法による分子内修飾の
高精度計測を集約化し、また小関・谷口らとともに、(2)トンネル電流シークエンス（TS）法に
おける流路の最適化を進め、短配列のデータを蓄積した。この融合した先端技術を用いて、今
野・川本らが膵臓特異的な癌遺伝子の発現系による遺伝子改変マウスの臓器から細胞を取り出
して発生と癌化を研究し、組織の恒常性に関わる RNA モドミクスの意義を明らかにした。さら
に石井・西田が江口・森・土岐らととともにマイクロ RNA モドミクスの網羅的な解析技術を臨
床の検体に応用して、手術的に得られた癌と正常組織や、低侵襲的に得られた患者体液（血清・
唾液・尿）から抽出されたマイクロ RNA 分子のメチル化を検討した。これらを統合して、マイ
クロ RNA のモドミクスが演出する多彩な疾患を理解し、疾患のサブタイプ分類、さらには新し
い治療法のハブとなる分子を提示し、画期的な創薬への道を拓くことができる。研究の進陟の
把握は、毎週・毎月・年度末の報告会で密接に連絡し合って協働した研究を進めた。また社会
への情報の発信は、癌学会等での毎年発表、知的財産などの整備を経て、積極的に成果をデー
タベース（KAKEN）などで広く公開した。中心となる論文の公表の手段は、査読のある高いイン
パクトの英文誌への掲載を第一目標にすえて、国際学会、国際シンポジウムでの積極的な発表
に務めた。また、若手の育成の観点からは、英語化とともに国内での学会や情報交換の場を豊
富に準備して整えた。科研費の原資が血税であるという点だけではなく、広く国民から科学技
術に対する強い信頼を得る上で、アウトリーチ活動を積極的に進めた。 
 
４．研究成果 
本研究経過にしたがって、臨床検体を用いて検討することにより、バイオマーカーとしての性
能を検討した。その結果マイクロ RNA のメチル化をプロファイリングすることにより、癌と非
癌の組織及び体液（血清・唾液・尿）の情報をもとにして高い感度と特異度で分類することが
可能であった。さらに構造化学的な検討を加え、マイクロ RNA のメチル化により標的のプロフ
ァイリング、シフトが起こり、また分解制御が誘導されて機能性核酸のマイクロ RNA の新たな
る役割が明らかになり、特許化を進めた。さらに、個体レベルでの組織恒常性の把握を行うた
めに、前臨床試験を進めてシングル細胞での RNA モドミクスの解明により人に応用するための
基盤を構築し、本件の内容も知財化を進めて大学発の事業化展開として発展させることができ
た。 
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