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研究成果の概要（和文）： 
近年、miRNA 等の小分子 RNA が、広い範囲の生命現象に重要な役割を果たしていることが
明らかになってきた。そこで本研究では、脊椎動物のモデル生物（ホヤ）の転写制御に関する
これまでの研究経験をいかして、理論と実験を組み合わせ、ホヤゲノムにコードされた小分子
RNAを包括的に検出し、その特徴付けを行った。その結果、新しい miRNA遺伝子候補群を信
頼度付きで得たほか、いくつか興味深い発現パターンを示すものについては、ヒトなどとの対
応遺伝子との進化的保存性と多様性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In recent years, it has been clarified that small RNAs, like miRNAs, play important roles in 
a wide range of cellular activities. In this study, taking the advantage of our collaborative 
experience in the analysis of transcriptional regulation in Ciona intestinalis, a model 
organism of vertebrates, we predicted a comprehensive set of miRNAs encoded in the Ciona 
genome. Then, a list of novel candidate genes were obtained with a reliability measure. For 
some genes showing interesting expression pattern, their evolutionary 
divergence/conservation was clarified through more detailed characterization. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 1998 年に線虫において、RNAi という現
象が発見されたこと等を契機にして、生物の
ゲノム中には多数の小分子 RNA がコード

されており、それらが遺伝子発現の抑制など
の多彩な機能を果たしていることが明らか
にされつつあった。そのため、研究開始当初、
線虫などのモデル生物、ヒト・マウスなどの
哺乳類、植物などにおいて、主に microRNA 
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(miRNA)とよばれる代表的な小分子 RNA の
遺伝子をバイオインフォマティクスや EST
などの実験データを組み合わせることで、ゲ
ノムから網羅的に検出する研究がなされて
いた。さらに、同定された miRNA のマイク
ロアレイによる発現解析、in silico 標的遺伝
子探索、人工核酸 LNA プローブによる in 
situ ハイブリダイゼーションなどが行われ
ていた。研究代表者の中井はバイオインフォ
マティクスの専門家で、最近は主に転写制御
領域の研究に取り組んできた。特に平成 17 
年度から２年間、基盤研究 B で研究分担者
の日下部と共に、カタユウレイボヤ（Ciona 
intestinalis）の組織特異的発現を担うプロモ
ーター領域のもつ配列上の共通構造解明に
取り組んできた。一方、中井は以前から東大
新領域の菅野純夫教授・鈴木穣准教授（研究
協力者）と完全長 cDNA の手法を応用した
転写開始点同定を行ってきた。菅野らは次世
代 DNA シークエンサーを導入し、従来とは
桁違いに大量の EST データを産出しつつあ
り、その中で日下部が提供したホヤのサンプ
ルから、高品質と思われる大量 EST データ
が得られた。このデータと、中井のバイオイ
ンフォマティクス技術を組み合わせれば、ホ
ヤゲノム中の非コードRNA 遺伝子を効率よ
く抽出できるのではないかと考えたのが、こ
の研究の着想の発端である。実際、小分子
RNA を無視しては、ホヤの遺伝子制御ネッ
トワークを包括的に理解することは不可能
であるという意味で、本研究は従来の路線上
にある。より確実性の高い研究計画にするた
めに、ゼブラフィッシュで小分子 RNA 研究
に実績のある井上を研究分担者に加え、単に
ホヤにおいて他の生物の後追いをするので
はなく、ホヤの特性をいかして、脊椎動物の
ゲノム制御の理解に迫ろうと計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 近 年 、 miRNA な ど の 小 分 子 RNA 
(ncRNA) が、さまざまなメカニズムで広い
範囲の細胞機能や発生過程に重要な役割を
果たしていることが明らかになってきてい
る。また、それら小分子 RNA の生合成や機
能発現には Dicer, Drosha, Piwi/Argonaute 
などの遺伝子ファミリーも種を超えて関わ
っていることが明らかにされつつある。そこ
で本研究では、これまで我々が行ってきた脊
椎動物のモデル生物（ホヤ）の転写制御領域
に関する研究経験をいかして、理論と実験を
組み合わせ、ホヤゲノムにコードされた小分
子 RNA を包括的に検出し、その特徴付けを
行った。ホヤ研究に役立つ研究基盤を提供す
るとともに、小型魚類（ゼブラフィッシュ・
メダカ）との保存性を調べて、脊椎動物にお
ける研究への新しい角度からの貢献をも目

指した。ただし、当初の申請書提出後、海外
で 関 連 研 究 が 論 文 発 表 さ れ た た め
（Norden-Krichmar et al., BMC Genomics 
8, 445, 2007）、最初の予測と検証はあまり方
法論の新しさにはこだわらずになるべく早
い時期に行い、次のステップの脊椎動物との
比較研究につながる発見を早められるよう
に努力することとした。特に、miRNA がハ
エや脊椎動物の神経発生に重要な役割を果
たしていることが明らかにされつつあるが、
ホヤの神経系の発生と機能研究では日下部
のグループが世界をリードしているので、こ
のあたりに関係していそうな miRNA（とそ
の生合成系）にも着目した。また、ホヤのゲ
ノム配列はいまだドラフトの状態で、遺伝子
モデルも確定的なものがなく、研究者を悩ま
せているが、本研究の副産物として、タンパ
ク質をコードしている遺伝子のモデルの改
善への貢献も目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究計画の採択後の状況変化も踏まえ、
以下の４つの角度から研究を進めることと
した。 
(1) カタユウレイボヤ小分子 RNA の網羅的
同定 
 手に入る限りのホヤ miRNAの予測結果を
収集して、互いの重なり具合を調べる。それ
ぞれの予測精度を推定し、予測精度を加味し
た多数決をとるイメージで、標準的な
miRNA のデータベース（miRBase）に掲載
されていない miRNAを信頼度順にリストア
ップし、進化的保存性、EST、in situハイブ
リダイゼーション等の方法で検証する。さら
に、次世代シークエンサーを用いて、piRNA
なども含めた小分子 RNAの検出を行う。 
 
(2) ホヤゲノムにコードされる代表的
miRNA の同定と発現パターン、および発現
制御機構の解析 
 他の生物種で組織特異的発現を行ってい
ることが知られている miRNAのホヤホモロ
グを探索し（今回は筋肉と神経に特異的な発
現をしているものに注目した）、ノザン解析、
in situ ハイブリダイゼーション解析などで
実際の発現を確認した上で、TSS-seq解析に
より転写開始点を調べ、さらにその上流領域
の構造をレポーターアッセイなどで解析す
る。 
 
(3) miRNAの進化保存性と多様性の解析 
 少なくともいくつかの miRNAは、ホヤや
ナメクジウオなどの脊椎動物の祖先筋にあ
たる生物種からヒトに至るまで広く保存さ
れている。ホヤ miRNAの遺伝子構造をさま
ざまな生物のそれと比較することで、その進



化の理解を目指す。上述の組織特異的発現を
行うホヤ miRNAについては、その魚類にお
けるホモログで並行して機能解析を行う。 
 
(4) 小分子機能性 RNA の生合成・作用機序
に関わるタンパク質ファミリーの解析 
 Dicerや Argonoute など、小分子 RNA の
機能発現に不可欠の遺伝子の発現パターン
を in situ ハイブリダイゼーションによって
解析し、ヒトなどとの違いを調べる。さらに、
それらをノックダウンさせて、ホヤにおける
機能発現系の理解に努める。ホヤではこれら
の遺伝子のパラログの数がヒトと比べて少
なめなので、顕著な結果が得られる可能性が
ある。 
 
４．研究成果 
(1) カタユウレイボヤ小分子 RNA の網羅的
同定 
 ホヤゲノムにおける miRNA遺伝子の予測
結果を発表済み／未発表のものを含め、４種
類入手した。すなわち、Norden-Krichmar et 
al., BMC Genomics 8, 445, 2007（以下
Nordenと略記）とHendrix et al., Genome 
Biol. 11, R39, 2010（以下 Hendrix）による
論文発表済みの結果と、現慶応大学理工学部
の佐藤健吾氏による未発表の予測結果（以下
Sato）、インテックシステム研究所（株）の
寺井悟朗氏による投稿中の予測結果（以下
Terai）である。Sato と Terai はスコア付き
で多くの候補を提出しており、予測スコアの
閾値をどこにとるかによって、予測精度の評
価値が大きく変わるので、標準的なデータベ
ース miRBase との一致をみたときの再現率
が最大になるように閾値をとった。miRBase
の内容（本稿執筆時には 195の遺伝子を含む）
と予測結果は互いに独立ではないし、
miRBase に収められていない miRNA 遺伝
子も存在するため、あくまで目安でしかない
が、miRBase を完全正解と仮定したときの、
それぞれの適合率と再現率を求めた。誤解を
招きやすいので、その数値はここではださな
いが、Hendrix の再現率が 100%近くと突出
して高く、現在の miRBase がこの内容に頼
っていることが想像される。適合率は Sato
を除くと、７割から８割程度であった。
miRBaseに含まれていながら、４つの予測結
果のどれにも含まれていなかった遺伝子が
３つあった。 
 さらにそれぞれの予測結果と miRBase を
含め、互いの情報の重なりを調べた。このと
き、便宜的に二つの配列が 14 塩基以上重な
るときには同じとみなした。その結果、
miRBaseを含め、すべての方法で予測された
遺伝子が１個、３種類の方法で予測された遺
伝子が２個あったほか、２種類の方法で予測
された遺伝子が 28 個あることがわかった。

この数は予想外に少なく、miRNA の予測は
まだ簡単ではないことを示しているものと
思われる。 
 さらに miRBase には含まれない新規遺伝
子候補を探索するために、すべての予測遺伝
子について、予測を行った方法の適合率に基
づく簡単なスコア付けをした。すなわち、あ
る遺伝子のスコアは、その遺伝子を予測した
方法すべての適合率の和とした。得られたス
コアの順に遺伝子をソートすると、上位 200
程度はほとんどが miRBase に収録された既
知遺伝子となったが、Terai による２個の予
測遺伝子とHendrixによる 50個程度の予測
遺伝子は検討に値する候補として得られた。
現在、さらなる検討を行っており、結果を論
文等で公表する予定である（TSS-seqで得ら
れた遺伝子の転写開始点情報は限定的にす
でに公共データベースに公開している）。 
 なお、上述のように米国のグループの次世
代シークエンサーを用いた先行研究（Shi et 
al., Nat. Struct. Mol. Biol., 16, 183-189, 
2009; Hendrix et al., 2010）により、カタユ
ウレイボヤ miRNAの大規模解析が行われた
が、解析対象とされた発生段階が限定されて
おり、また成体についても組織別の解析はな
されていなかった。また、miRNA 以外の小
分子 RNA、特に後で述べるように我々が注
目している Piwiと相互作用する piRNAにつ
いては報告がない。そこで我々は、先行研究
で解析が不十分な遊泳幼生と成体各組織に
ついて、次世代シークエンサーを用いて、
miRNA だけでなく piRNA も対象として小
分子 RNA の解析を行った。これまでに、解
析対象としたすべての発生段階、組織につい
て大規模シークエンシングを終了し、現在、
計算機による解析を行っている。 
 
(2) ホヤゲノムにコードされる代表的
miRNA の同定と発現パターン、および発現
制御機構の解析 
①筋肉特異的 miRNA 
 筋肉特異的に発現する代表的な miRNAと
して、miR-1 と miR-133 が知られている。
脊椎動物の miR-1 と miR-133 は同一染色体
の近傍領域に連鎖している。カタユウレイボ
ヤゲノムにおける相同領域を検索した結果、
miR-1/miR-133がホヤゲノム中、シングルコ
ピーであること、脊椎動物と類似のクラスタ
ー構造をもち、脊椎動物と同様に mib 
(mindbomb) 遺伝子のイントロンに存在す
ることを見いだした。 
 カタユウレイボヤ miR-1 と miR-133 の発
現プロファイルについて、5'ESTのマッピン
グ、ノザン解析、RT-PCR解析を行い、miR-1
と miR-133は成体の筋肉組織（心筋、体壁筋）
で発現が顕著であること、両者の発現パター
ンに明瞭な違いがあり、それぞれ異なる発現



制御を受けている可能性があることが示さ
れた。RT-PCR解析により、miR-1とmiR-133
のそれぞれの前駆体の発現が検出され、さら
に、miR-1 と miR-133 のひと続きの転写産
物が検出された。このことは、ホヤ miR-1と
miR-133が、少なくとも転写レベルでは同一
の制御を受けていることを示唆している。し
かしながら、ノザン解析によると miR-1 と
miR-133 の組織特異性に明らかな違いがみ
られる。これには、転写後の前駆体 RNA か
ら成熟 miRNAへの成熟に至るいずれかのプ
ロセスにおける制御が考えられるが、これを
明らかにするには至っていない。また、転写
レベルでも、miR-1 と miR-133 のスペーサ
ー領域からも転写開始が行われている可能
性は残されている。今後、ホヤ miR-1 と
miR-133 の差次的発現の機構をさらに追求
することにより、組織特異的な miRNAの制
御機構に関する新しい発見につながる可能
性がある。 
 miR-1 と miR-133 は胚や幼生においても
発現が認められたため、これらの発生段階に
おける空間的発現パターンをホールマウン
ト in situ ハイブリダイゼーション法により
解析した。まず、LNAプローブを用いた解析
を行ったところ、明瞭なシグナルが検出され
なかった。そこで、次に miR-1 と miR-133
の両方を含む一次転写産物を標的として、ア
ンチセンス RNA プローブを作製し、同様の
実験を行った。その結果、中期尾芽胚の尾部
の筋肉細胞で特異的にシグナルが検出され
た。シグナルは筋肉細胞の核に限定されてお
り、プロセシングを受ける前の転写産物を検
出していると考えられた。 
 次世代 DNA シークエンサーを用いた解析
により、ホヤゲノム上の転写開始部位（TSS）
マッピングを行った結果、miR-1/miR-133遺
伝子上流の TSSを決定することができた。一
方、miR-1 配列と miR-133 配列の間のスペ
ーサー部位にも、マイナーな TSSが存在する
可能性がみいだされた。そこで、ホヤ
miR-1/miR-133 の発現制御機構を解析する
ために、miR-1/miR-133遺伝子の約 1 kbの
上流領域を蛍光レポーター遺伝子（Kaede）
に連結したプラスミドを作製した。この領域
には上記の遺伝子上流の TSSは含まれるが、
スペーサーのマイナーな TSS 候補部位は含
まれない。このプラスミドをホヤ胚に導入し
た結果、胚および幼生の筋肉細胞で特異的に
蛍光レポーターの発現が観察され、単離した
上流領域に筋肉特異的な発現制御に必要か
つ十分な配列が含まれていることが明らか
になった。この領域の塩基配列を近縁種ユウ
レイボヤ Ciona savignyi との間で比較した
ところ、いくつかの高度に保存された領域が
見出され、各保存領域には bHLH転写因子の
結合配列であるE-boxが集中して存在してい

た。この結果から、bHLH 転写因子により、
ホヤ miR-1/miR-133 の筋肉特異的な転写制
御が行われていることが示唆された。 
 日下部らは、光変換による細胞標識が可能
な Kaede レポーターを用いることにより、
ホヤの変態過程を通して、細胞系譜を追跡す
る手法を確立した (Horie et al., Nature 
469, 525-528, 2011)。miR-1/miR-133の制
御配列による Kaedeの発現は、ホヤ幼生の尾
部の筋肉だけでなく、体幹部腹側の細胞群で
もみられた。この細胞群が miR-1/miR-133
を発現する成体器官の原基である可能性を
検証するために、Kaede発現細胞の追跡を行
っている。これまでに、変態直後の心筋が
Kaede により標識されることを確認してい
る。 
②神経系特異的 miRNA 
 神経系で特異的に発現する miRNAの候補
として、ゼブラフィッシュおよび哺乳類の発
現データをもとに、12の遺伝子を選び、ホヤ
ゲノム中の探索、カタユウレイボヤとユウレ
イボヤの種間比較を行った。ホヤに存在する
ことが濃厚となった let-7、miR-7、miR-8、
miR-34、miR-124、miR-125、miR-153、
miR-183について、LNAプローブを設計し、
in situ ハイブリダイゼーションとノザン解
析を行った。in situハイブリダイゼーション
の結果、miR-124が尾芽胚期から中枢神経系
（脳・運動神経節）特異的に発現することが
明らかになった。米国の Zeller博士らのグル
ープは、我々とは独立にカタユウレイボヤ
miR-124の解析を行い、表皮神経細胞など末
梢神経系でも発現することを報告している
（The 5th International Tunicate Meeting, 
2009）。彼らは、RNAプローブを用いて一次
転写産物を検出しており、成熟 miR-124が末
梢神経で発現しているかどうかは、さらに検
討する必要がある。 
 
(3) miRNAの進化保存性と多様性 
①miR-1/miR-133 
 上述の通り、ホヤ miR-1/miR-133 は mib
遺伝子のイントロン中に存在し、mib遺伝子
とは逆向きに転写される。ヒトでも mib遺伝
子 の 同 一 箇 所 の イ ン ト ロ ン に
miR-1/miR-133 が逆向きにコードされてい
る。ホヤと同じく脊索動物であるナメクジウ
オでも、miR-1/miR-133 はやはり mib のイ
ントロンに存在する。ショウジョウバエやウ
ニでも、miR-1/miR-133 と mib は同じ染色
体の近傍に位置しているが、相対位置は同じ
ではない。このようなmiR-1/miR-133とmib
遺伝子の関係の機能的な意義はまったく不
明であるが、ホヤとヒトの間で完全に保存さ
れている上に、ホヤでは脊椎動物と違い
miR-1/miR-133 がシングルコピーであるの
で、今後、ホヤを用いた解析で明らかになる



ことが期待される。 
 一方、ホヤと脊椎動物の相違点も明らかに
な っ た 。 脊 椎 動 物 ゲ ノ ム に は 、
miR-1/miR-133は複数コピー存在し、一部は
miR-1 の代わりに miR-206 と呼ばれる
miRNA に変化している。井上らは、メダカ
の miR-1/miR-133 遺伝子対は哺乳類と同様
３コピー存在し、そのうち一つは mib遺伝子
のイントロン中に逆向きに位置しているこ
とを見いだした。また miR-1の一つは変異し
miR-206となっていた。さらに、脊椎動物の
系統で最初期に分岐した円口類ヤツメウナ
ギには miR-206が見つからないことから、脊
椎動物の系統で miR-1/miR-133 の段階的な
重複と多様化が起きたと推察される（現在投
稿準備中）。miR-1/miR-133 に関して祖先型
の状態を保持していると考えられるホヤの
知見は、miR-1/miR-133ファミリーの進化と
脊椎動物の形態多様性の関わりを解明する
ための足がかりとなるであろう。 
②メダカで細胞特異的に発現する miRNA 
 本研究の過程で、メダカ網膜の錐体細胞で
特異的に発現する２つのオプシン遺伝子の
上流に、オプシン遺伝子とは逆向きに転写さ
れる miRNAを新たに発見した。蛍光レポー
ターを用いた解析の結果、対をなす miRNA
とオプシン遺伝子は同じ錐体細胞で発現す
ることが示され、miRNA による細胞特異性
の制御機構が示唆された。 
 また、ホヤで解析中の miR-124（上述）に
ついては、井上がメダカやゼブラフィッシュ
での機能を解明しつつあり、中枢神経特異的
な発現パターンを示すことが分かった。また
標的 mRNA の制御を介して神経発生過程に
おける選択的スプライシングへの関与が示
唆されている。 
 
(4) 小分子機能性 RNA の生合成・作用機序
に関わるタンパク質ファミリーの解析 
 小分子 RNA の生合成および機能発現には、
dicer、piwi/argonaute、drosha などのタン
パク質ファミリーが関与することが知られ
ている。ホヤにおける小分子 RNA の役割を
理解する手がかりを得ることを目的として、
小分子機能性 RNA の生合成・作用機序に関
わるタンパク質をコードする遺伝子の解析
を行った。 
 ホヤゲノム中には dicer ファミリーが１つ
（Ci-dicer）、piwi/argonauteファミリーが３
つ（Ci-piwi-like-1、Ci-piwi-like-2、Ci-elF2C）、
drosha ファミリーが１つ（Ci-drosha）存在
することをみいだした。これらの発現パター
ンを in situ ハイブリダイゼーションにより
解析し、発生過程においてそれぞれ特徴的な
発現パターンを示すことをみいだした。特に、
Ci-piwi-like1 は脳胞の一部と尾部の始原生
殖細胞様の細胞で特異的に発現することを

みいだした。Ci-piwi-like1の発現する細胞を
同定するために、Ci-piwi-like1の発現制御領
域を単離して蛍光レポーター遺伝子（Kaede）
に連結し、発現部位の詳細な解析を行った。
Piwi は脊椎動物や昆虫の生殖細胞の形成に
重要であることが知られているが、ホヤにお
いては中枢神経系の特定の細胞群の発生に
関与している可能性が示唆された。日下部ら
の最近の研究により、ホヤ幼生の中枢神経系
を構成する上衣細胞が、成体の中枢神経系を
作るための幹細胞様の働きをもつことが明
らかにされた（Horie et al., Nature 469, 
525-528, 2011）。Ci-piwi-like1 を発現する
細胞が、成体神経の前駆細胞である可能性を
検証するために、Kaedeを用いた細胞追跡を
行った結果、すくなくとも一部の細胞は、予
想通り成体の中枢神経系の形成に寄与する
ことが示された。 
 Dicer（Ci-dicer）と Piwi（Ci-piwi-like1）
については、アンチセンスモルフォリノオリ
ゴを用いたノックダウン実験により、ホヤ胚
発生過程および幼生における機能の解析を
行った。Dicer をノックダウンすると、卵割
期の間は正常に発生するが、初期のう胚期
（110 細胞期）以降に形態形成が異常になる
という結果が得られた。現在、Dicer ノック
ダウンの表現型の詳細な解析を行っている。
一方、Piwiについては、いまのところノック
ダウンによる顕著な異常は認められない。ノ
ックダウン効率や、Ci-piwi-like2の存在によ
る機能的冗長性、変態期以後に機能が発揮さ
れる可能性などを検討中である。 
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