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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA（miRNA）は、前駆体から成熟miRNAが合成される過程で、ダイサーによ
ってステムループ構造で切断され、その後miRNA前駆体は成熟して転写を制御する。しかし、ステムループ構造
配列の変異がどのような影響をもたらすかは十分に理解されていない。先の研究において、表皮の尿酸蓄積に異
常を持つカイコ変異体系統からステムループ構造が変化した新規miRNAを発見した。本研究では、このmiRNAの標
的候補の予測と、機能を解析した。結果、尿酸合成に関与する分子の他に、JH関連分子にも作用する可能性が示
唆された。また、ステムループ構造変化は、ダイサーによる切断が変化する可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dicer cleaves microRNAs (miRNAs)  precursors at their loop structures during
 the synthesis of mature miRNAs from miRNA precursors, and then the miRNA precursors mature to 
regulate transcription. However, the consequences of mutations in the loop structure sequence have 
not been well understood. Our previous study identified a new miR-3260 with a loop structural 
sequence mutation from a silkworm mutant strain with abnormal uric acid accumulation in the 
integument. In this study, we predicted the target candidates of this miRNA and analyzed its action.
 As a result, it was suggested that it may act on JH-related molecules and molecules involved in 
uric acid synthesis. In addition, it was strongly suggested that the change in stem-loop structure 
may affect cleavage by Dicer.

研究分野：生化学・分子生物学・昆虫学
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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（miRNA）は、転写後制御において重要な役割を持つ。miRNAは、ステムループ部位がDicerによって
切断され、成熟体となり、転写を制御する。しかし、ステムループ構造変異がもたらす影響は十分に理解されて
いなかった。本研究では、表皮において尿酸蓄積量が低下した"白くない"カイコからステムループ構造に変異の
あるmiRNAを発見し、ループ構造配列変異が遺伝子発現制御に影響する可能性を明らかにした。本研究成果は、
これまで十分に理解されていなかったmiRNAのステムループ構造の役割の理解に貢献した。また、これらの成果
は論文、学会発等を通して広く社会に学術的意義を伝えた。

※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、研究者個人に帰属します。



 

１. 研究開始当初の背景 

ヒトでは尿酸合成が増加すると痛風に、低下するとパーキンソン病に罹患することが

報告されている 1-4)。このように尿酸は、生体内の恒常性維持に重要な役割を担うと考

えられるが、疾患発症と尿酸の関係や、特定の疾患において尿酸値が変動する仕組みは

十分に理解されていない。 

カイコの幼虫は皮膚に尿酸が蓄積するため白く見え、その挙動が目視で観察できる優

れた生物である。先の研究において研究代表者らは表皮の尿酸蓄積が低下した"白くな

い"カイコの遺伝子発現を DNAマイクロアレイで解析し、抗酸化酵素遺伝子が尿酸合成

関連遺伝子の発現を制御する可能性を見出した 5)。RNA 干渉によりこの抗酸化酵素遺

伝子の発現を抑制すると、尿酸合成関連遺伝子の転写が抑制された 6)。一方で、この抗

酸化酵素遺伝子は、表皮の尿酸蓄積が低下した"白くない"カイコの原因遺伝子ではない

ことから、更に上流で抗酸化酵素遺伝子の転写を調節する因子があることが強く示唆さ

れた。 

次に研究代表者らは、表皮の尿酸蓄積が低下した"白くない"カイコの原因遺伝子を検

討するため、ポジショナルクローニングと次世代シーケンサーにより DNA配列とその

転写産物を網羅的に解析した。ポジショナルクローニングによって原因遺伝子が座位す

ると推定された染色体上の範囲にステムループ構造配列が変異した新規マイクロ RNA 

(miRNA)を発見し、BMmirmeguと名付けた。 

miRNAは細胞内において特定の mRNA に結合し、タンパク質の翻訳を抑制する RNA

分子である。miRNA は、特定の時期に特定の遺伝子発現を厳密に調節するため、その

機能不全は、疾患発症に繋がることが広く報告されている 7,8)。 

一般的に知られている miRNA 生合成過程では、miRNA は細胞核内で前駆体 miRNA

として合成された後、細胞質内において成熟型になる。続いて、それと対となる

Argonaute (Ago)タンパク質と結合し、RNA 誘導サイレンシング複合体(RISC)を形成す

る。最終的には RISCと mRNAの結合により、転写が抑制される。従来、miRNAのス

テムループ構造は成熟型になる過程で切り取られるため、miRNA の機能自体に影響し

ないと考えられてきた。また、ステムループ構造に変異を持つ miRNAは発見されてい

なかったことから、実質的な機能の検証が行われてこなかった。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、BMmirmegu の機能と役割を解析するため、(1) BMmirmegu 塩基配

列を決定し、(2)BMmirmegu の結合標的を推定した。次いで、(3)カイコ発育段階および

各組織における BMmirmeguの発現を検討し、(3) BMmirmeguの Dicerによるステムルー

プ構造部位の切断の有無の検討を行なった。また、(4) 尿酸合成関連遺伝子に着目し、

カイコに与える作用について BMmirmeguの阻害剤および模倣剤を用いて検討した。 

 

３．研究の方法 

1)材料 

カイコ p50T、N4、および o751系統を用いた。カイコは、25℃に調節したインキュベー

ター内で明期 16時間、暗期 8時間で飼育した。p50T、および N4は、人工飼料（NOSAN）

を用いて飼育した。o751系統は、桑葉を用いて飼育した。カイコ細胞株 BmNは、TC-



100培地に 10%FBSを加えたものを用いた。細胞は、25℃で維持した。 

1)BMmirmeguの塩基配列の決定 

 BMmirmegu の変異部位を確定するため、その前駆体塩基配列を決定した。具体的に

は、カイコ p50T、および o751系統から絹糸腺を取り出し、DNA抽出試薬を用いて DNA

を抽出した。次世代シーケンサーによる解析で得られた配列を用いてプライマーを作製

し、それぞれの精製した DNAを鋳型とし、PCRにより配列を増幅した。増幅した配列

は、ベクターに連結後、大腸菌に形質転換し、シーケンシングにより塩基配列を決定し

た。 

2)BMmirmeguの結合標的の推定 

o751 および p50T 系統の各種組織由来の RNA-seq 解析データから遺伝子配列を抽出し

た後、3’-非翻訳領域  (UTR)配列を抽出し、これをデータセットとして用いた。

BMmirmeguの成熟配列部位をクエリーとして、結合相手を探索した。 

2) カイコ発育段階および各組織における BMmirmeguの発現検討 

カイコ卵、1-5 齢幼虫、蛹、成虫を液体窒素で凍結粉砕し、miRNA 精製試薬を用いて

miRNAを精製した。組織は、脳、アラタ体、表皮、血球、脂肪体、中腸、背脈管、マル

ピーギ管、卵巣、精巣を用いた。逆転写した後、定量 RT-PCR用試薬を用いて BMmirmegu

に特異的プライマーと内在性コントロールの U6に対するプライマーを用いて発現を定

量した。 

3)BMmirmeguの Dicerによる切断解析 

Dicerアッセイは、Tabaraら 9)の方法に従って実施した。BmN細胞を T25フラスコで培

養し、抽出緩衝液を用いて氷上で超音波処理し、遠心分離によって Dicerを含む上清を

回収した。これを Dicer抽出液として用いた。 32P末端標識 dsRNAまたは BMmirmegu

前駆体は、Dicer抽出液と混合し、25°Cで 15～45分間インキュベートした。インキュ

ベーション後、15%変性 PAGEで分画し、切断された RNAは、Typhoon FLA 7000イメ

ージアナライザー（GEヘルスケア製）を用いてバンドとして検出した。カイコ Dicerは

2種類あるため、一本鎖 RNA切断に関与しないと推定される Dicer 2の mRNA発現を

RNAiにより抑制した BmN細胞を作製し、同様に Dicer画分を抽出した後、切断の有無

と特異性を確認した。 

4)BMmirmeguの機能の検討 

BMmirmeguの機能を検討するために、カイコ卵または幼虫に BMmirmeguのカスタム機

能阻害剤または BMmirmeguの機能模倣剤（ミミック）(Thermo scientific)を注射し、カイ

コ幼虫の表現型を観察した。また、バイオインフォマティクス解析によって推定された

BMmirmeguの標的分子に対する作用を RT-qPCRにより検討した。 

 

４．研究成果 

1)BMmirmeguの配列解析 

BMmirmeguの前駆体配列を明らかにするため、カイコ p50Tおよび 0751系統を用いて

BMmirmeguの前駆体配列を確認したところ、カイコ p50Tには、変異のない BMmirmegu

配列が存在していた。o751 系統では、BMmirmegu塩基配列の存在を確認し、それぞれ

の塩基配列を決定した。BMmirmegu 塩基配列は、次世代シーケンサーから見出された

BMmirmegu 塩基配列と同一で、ステムループ構造部位の塩基配列が変異していること

を確定した。 



2)BMmirmeguの結合遺伝子の推定 

o751および p50T系統の各種組織由来の RNA-seq解析データから遺伝子配列の 3’-UTR

配列を抽出し、結合標的遺伝子を推定した。BMmirmeguの標的候補として、抗酸化酵素

遺伝子の他に、JH関連遺伝子の存在が推定された。 

3)カイコ発育段階および各組織における BMmirmeguの発現検討 

カイコ卵、1-5令幼虫、蛹、成虫における BMmirmeguの発現を定量 RT-PCRにより検

討したところ、胚発生 120 時間後に BMmirmegu の発現は最大に達した。5 齢幼虫組織

における BMmirmeguの発現は、アラタ体、表皮、脂肪体、マルピーギ管、卵巣で高く、

この中でもアラタ体とマルピーギ管における BMmirmeguの発現が高かった。 

4)BMmirmeguの Dicerによる切断解析 

BMmirmegu の前駆体一本鎖 RNA配列と、対照区とした dsRNA配列を用いて Dicerに

よる切断を検討したところ、BMmirmegu の切断された塩基配列長は、正常型の切断配

列長よりも短く、切断パターンが正常型と変異型で異なることが明らかになった。 

一方で、Dicer 2 をノックダウンし、いずれの Dicer が BMmirmegu の前駆体配列の切

断に関与するかを検討したが、明確な特異性の確認には至らなかった。今後、Dicer 2 ノ

ックダウンの最適条件を検討し、再度切断特異性について検討したい。 

5)BMmirmeguの機能の検討 

カイコ卵に BMmirmeguの機能阻害剤または BMmirmeguの機能模倣剤（ミミック）を注

射し、カイコ幼虫の表現型を観察した。BMmirmeguは、胚子期 120時間において、高発

現していたことから、カイコ卵にミミックおよび阻害剤を注射し、孵化率を検証した。

孵化率においては、機能阻害剤または機能模倣剤を注射した卵との間に大きな差は認め

られなかった。カイコ幼虫個体に対して BMmirmeguの模倣剤を注射し、24時間後にカ

イコ尿酸合成に関与する遺伝子と抗酸化酵素の mRNA 発現を定量 RT-PCR により検討

したところ、発現が低下する傾向を認めた。このように、24時間後には、機能阻害や、

機能増強を示唆する所見が得られたが、48 時間後の幼虫個体ではさらにその作用が増

強されるような所見は認められなかった。このことから、機能阻害剤または機能模倣剤

の注射する濃度をさらに高めた実験など、詳細な条件検討が必要であると考えられた。 

 一方で、バイオインフォマティクスによる解析から BMmirmeguは、JH関連遺伝子を

標的とする可能性が強く示唆された。そこで JHと BMmirmeguの関係について、さらに

検討を行なった。カイコ幼虫に JHを注射し、BMmirmeguの発現を検討したところ、発

現が顕著に上昇し、同時に、JH応答遺伝子のmRNA発現も上昇することが確認された。

次に BMmirmeguの模倣剤を注射し、24時間後に JH応答遺伝子の mRNA発現を検討し

たところ、発現が顕著に上昇したことから、BMmirmeguは、JHと関連する機能を持つ

可能性が強く示唆された。加えて、BMmirmegu 模倣剤は、バイオインフォマティクス

により予測された JH関連遺伝子の発現を制御した。 

 

５. まとめ 

本研究は、これまで機能が検討されてこなかった BMmirmeguが、抗酸化酵素と尿酸合

成関連遺伝子の発現制御に関与する可能性を見出した。加えて、本研究では新たに

BMmirmegu が JH に応答し、JH 関連分子の発現を制御する可能性を明らかにした。本

研究期間中では、BMmirmegu機能阻害剤と機能模倣剤を用いた実験において、最適な実

験条件を見出すことが困難であったことから、今後、miRNA の阻害剤や模倣剤による



実験の最適化が完了すれば、BMmirmeguと、JH、抗酸化酵素、尿酸合成関連遺伝子の関

係を見出すことが可能になると思われる。 
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