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 研究成果の概要：  1. 二本鎖 RNA 結合蛋白質である Nuclear Factor 90 (NF90)は、核酸のミニヘリックス構造と親和性が高い。本研究で我々は、NF90 がミニヘリックス構造を有する前駆体 miRNA に結合し、そのプロセッシングを阻害することで、miRNA の産生に対し抑制的に機能することを見出した。また、NF90 は細胞増殖を促進する機能を有することが明らかとなった。現在、NF90による細胞増殖促進機能が miRNA の低下によるものかを解析中である。 2. NF90 の発現低下はアデノウイルスの増殖を促進する可能性が見出された。現在、異なる測定方法を用い、この現象を再検討している。  交付額                                （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,900,000 0 1,900,000 
2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 年度    年度      年度    総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 
 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 キーワード：非翻訳 RNA, 細胞増殖, ウイルス感染  １．研究開始当初の背景 (1) ゲノムプロジェクトが終了し、ヒトの遺伝子数が 2万 2千個程度であることが明らかとなった。この遺伝子はゲノム全体の僅か2 %を占めるに過ぎず、残りの 98%はジャンクであると想定されていた。しかし近年、全ゲノムの約 70 %は RNA に転写されており、これらの RNAのほとんどが蛋白質に翻訳されない非翻訳 RNA であることがわかってきた。従ってこの非翻訳 RNAの生体内における役割を解明することは、ポストゲノム時代の重要課題

の１つとなっている。非翻訳 RNA の中でも 21〜23 塩基からなるマイクロ RNA(miRNA)やsmall interfering RNA (siRNA)は相補的、一部相補的な messenger RNA (mRNA)に対して分解能、翻訳抑制能(RNA 干渉能)を有し、その機能を通じ癌やウイルス感染に関与していることが示唆されている。 しかしながら、そのメカニズムに関しては不明な点が多く残されている。  (2) Nuclear Factor 90 (NF90)は二本鎖 RNA
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結合蛋白質であり、Nuclear Factor 45 (NF45)とヘテロダイマーを形成し、細胞核に局在する。その機能に関しては、遺伝子発現や mRNAの安定化等が報告されているが未だ不明な点が多く残されている。我々は以前 MHC Class II 遺伝子の発現調節領域に存在するパリンドローム構造に結合する因子としてこの蛋白質を単離した。また他のグループからはアデノウイルス(Ad)由来の非翻訳 RNA であるVARNA に結合する因子として報告された。この DNAパリンドロームや VARNA は共通してミニヘリックス構造を有しており、興味深い事に miRNA の前駆体も同様の構造を有する。 そこで我々は miRNA 前駆体→miRNA の過程における NF90 の関与の有無について解析した。  (3) Ad 由来の VARNA から産生される小分子RNA(svaRNA)は、Ad 感染に対し促進的に機能する。上記したように NF90 は VARNA と結合することが知られている。そこで我々は Ad感染における NF90 の関与の有無について検討した。  ２．研究の目的 (1) miRNA 生合成経路で特に核内のイベントに対する NF90 の関与の有無を詳細に検討する。  (2) Ad感染におけるNF90の関与の有無を検討する 
 ３．研究の方法 (1) miRNA 生合成は、以下の様にして行われる。まず核内で miRNA 遺伝子より初期転写産物(primary-miRNA: pri-miRNA)が RNA ポリメラーゼ IIにより転写され、その後Drosha-DGCR8により pri-miRNAはプロセッシングを受け、precusor-miRNA (pre-miRNA)に変換される。pre-miRNA は Exportin-5により核外に輸送され、細胞質にて Dicer によりヘアピン構造が切断され、二本鎖 miRNA となる。二本鎖 miRNA は一本鎖化された後 RISC 複合体に取り込まれ、RISCを相補的、一部相補的な mRNAへガイドし、機能を発揮する(図 1)。 上記したように NF90 は NF45とヘテロダイマ

ーを形成し核に局在する。そこで、pri-miRNAから pre-miRNA の変換におけるこれらの蛋白質の関与の有無を検討するために、In vitro pri-miRNA プロセッシングアッセイを行った。  (2) 我々は既に不死化ヒト腎細胞株 293T細胞で NF90-NF45が高発現すると、pri-miRNAが著しく蓄積することを見出している。そこでこの NF90-NF45による pri-miRNA の蓄積が転写活性化によるものか、否かを検討するために、RNA ポリメラーゼ IIの阻害剤
α-amanitin を用いて解析を行った。具体的には、293T細胞にNF90-NF45を高発現させた後、
α-amanitin を加え、時間経時的に細胞を回収し、pri-miRNA量を RT-qPCR 法により測定した。  (3) これまでに、高発現した Drosha とNF90-NF45が相互作用することが報告されている。そこで、NF90-NF45の高発現によるpri-miRNA の蓄積が、高発現した Drosha に影響されるかを検討するために、293T細胞にNF90, NF45, Drosha の発現プラスミドを遺伝子導入し、RT-qPCR 法により pri-miRNA量を測定した。  (4) pri-miRNA のプロセッシングに必須なDrosha-DGCR8とNF90-NF45との相関関係を調べることを目的とし、両蛋白質同士の相互作用の有無を検討した。方法は、免疫沈降法及び Blue Native Gel 解析を用いた。  (5) pri-miRNAへ NF90-NF45が直接結合するか否かを明らかにするために、In vivo pri-miRNA binding assay 及び NF90, NF45, DGCR8 の組換え蛋白質を用いた RNA ゲルシフトアッセイを行った。  (6) NF90-NF45の高発現により pri-miRNAが蓄積することは既に見出している。そこで、NF90をノックダウンした際の pri-miRNAや成熟型 miRNA の発現量の変動を RT-qPCR 法を用い解析した。  (7) NF90 の生理的意義を明らかにすることを目的として、293 細胞において NF90 をノックダウンした際の細胞増殖速度を測定した。測定法としては MTSアッセイ法を用いた。  (8) Ad感染におけるNF90の関与の有無を明らかにするために 293 細胞で NF90 をノックダウンした後、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ Adを感染させ、ルシフェラーゼ活性を指標にウイルスの増殖効率を測定した。  ４．研究成果 (1) In vitro pri-miRNA プロセッシングア



ッセイの結果、NF90-NF45 の高発現によりpri-miRNA のプロセッシングが顕著に抑制されることがわかった。また、α-amanitin を用いた解析により、NF90-NF45 の高発現により蓄積する pri-miRNA は、転写活性化ではないことが明らかとなった。さらに、NF90-NF45と共に、pri-miRNA のプロセッシングに必須な Drosha を高発現させても、NF90-NF45による pri-miRNA の蓄積は影響されなかった。これらの解析結果より、NF90-NF45 の高発現による pri-miRNA の蓄積は、pri-miRNA プロセッシングの阻害によるものであることが示唆された。  (2) 免疫沈降法及び Blue Native Gel 解析を行った結果、NF90-NF45 が高発現しても内在性の Drosha-DGCR8 とは相互作用しないことが示唆された。一方、In vivo pri-miRNA binding assay や NF90, NF45, DGCR8 の組換え蛋白質を用いた RNA ゲルシフトの結果、NF90-NF45 は pri-miRNA に結合することがわかった。またその結合においては結合活性の高いものと低いものがあることがわかった。NF90-NF45 と高い結合活性を示す pri-miRNAのひとつが、細胞増殖抑制効果を有するmiRNA である let-7 の前駆体であることが明らかとなった。   Drosha-DGCR8複合体において pri-miRNAとの結合に関与しているのは DGCR8 である。そこで、NF90-NF45と DGCR8 の pri-miRNA に対する競合実験を pri-let-7 をプローブにした RNA ゲルシフトを用いて行った結果、NF90-NF45 が DGCR8 より pri-let-7 に対し高い結合活性を有することが明らかとなった。 

  これらの結果より、NF90-NF45 によるpri-miRNA の蓄積は、pri-miRNA に結合したNF90-NF45が Drosha-DGCR8の接近を阻害するためではないかと想定された。  (3) 293 細胞において NF90 をノックダウンした後、pri-miRNA 及び miRNA の発現を測定した結果、期待したように pri-let-7 の低下及び成熟型 let-7 の増加が確認された(図２)。しかしながら、NF90-NF45 と親和性の低いpri-miRNA やそのプロセッシングから産生される成熟型 miRNA の発現には有意な変動は確認できなかった。この結果と pri-miRNA 結合解析の結果を付せて考えると、NF90-NF45 による pri-miRNA のプロセッシングの阻害は、これらの蛋白質と高い結合活性を有するpri-miRNA において顕著に見られる現象ではないかと想定された。   let-7 は細胞増殖抑制能を有することが知られている。そこで、293 細胞で NF90 をノックダウンし、細胞増殖速度を測定した結果、NF90 の減少により、細胞増殖が著しく抑制されることがわかった(図３)。   これらの解析結果により、NF90-NF45 発現増加 → let-7 低下 → 細胞増殖促進 というモデルが提唱できた。  

 (4) Ad感染におけるNF90の関与を検討するために、NF90 をノックダウンした 293 細胞にルシフェラーゼ(luc)を組み込んだ Adを感染させ、luc活性を指標に Ad増殖効率を解析した。その結果、NF90 のノックダウンにより顕著な Ad 増殖率の上昇が確認された。しかしながら、他のグループにより NF90 ノックダ



ウンは著しい luc活性の上昇を引き起こすことが報告された。従って現在、luc 活性を使用しない Ad 増殖効率の測定法を用いて、Ad増殖における NF90 ノックダウンの影響を再検討している。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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