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研究成果の概要（和文）：研究代表者が開発した人工マイクロ RNA（miRNA）を応用し、相同
性が非常に高い２つの遺伝子（Smad2 および Smad3）それぞれを特異的に認識・抑制する
miRNAを設計した。更に、miRNAの発現を組織特異的に制御が可能なプラスミドベクターを
構築し、マウス胚性幹細胞（ES 細胞）において実際に miRNA の発現を制御することに成功
した。既にこの ES 細胞を用いてトランスジェニックマウスを作製し、現在、解析を進めてい
る。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The artificial microRNAs (miRNAs) that can specifically distinguish 
and suppress two highly homologous genes, Smad2 and Smad3, were designed to study the 
potential of artificial miRNAs as therapeutic drugs. Additionally, a plasmid-based system 
for tissue-specific regulation system of miRNA expression was constructed, and this system 
was confirmed that it functioned in mouse embryonic stem (ES) cells. The transgenic mice 
having the miRNA regulation system generated from these ES cells are under analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、国内外において siRNAおよび shRNA
による RNA 干渉を利用した RNA 医薬の創

出に向けた研究が盛んに行われているが、未
だ医薬品としては殆ど実用化に至っていな
い。研究代表者が開発した人工 miRNA は、
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1) 長期間の遺伝子発現抑制が可能である、2) 
遺伝子発現の量的な制御が可能である、3) 組
織特異的な遺伝子発現抑制が可能である、4) 
複数の異なる標的遺伝子の同時抑制が可能
である、5) 発現マーカー遺伝子との共発現が
可能である等、siRNAおよび shRNAの両者
の利点を併せ持つのみならず、shRNA と同
等の配列特異性を有し、標的配列中の一塩基
の違いも識別可能である。すなわちこの人工
miRNA は、遺伝子機能解析および特定の遺
伝子を標的とした治療法に対して siRNA お
よび shRNA 以上の有効性を有すると考えら
れた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 研究代表者が開発した人工 miRNA 前駆
体におけるミスマッチやバルジ構造の位置
を変化させ、アンチセンス鎖の RISCへの取
り込み効率が最も高い二次構造を決定する
ことを第一の目的とした。 
 
(2) (1)にて得られた結果を利用して、非常に
相同性が高い２つの遺伝子である Smad2 お
よび Smad3 をそれぞれ特異的に識別•抑制
可能な人工 miRNAを設計し、これらの人工
miRNA を発現するトランスジェニックマウ
スを作成して、人工 miRNAの配列特異性な
らびに汎用性を探求することを第二の目的
とした。 
 
(3) 本研究全体を通じて、人工 miRNA の機
能を応用したゲノム創薬に基づく RNA 医薬
の実用化へ向けた基盤技術の確立を最終的
な目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)	 人工 miRNA 前駆体の二次構造の最適化：
研究代表者が開発した人工 miRNA 前駆体のス
テム領域の様々な部位にミスマッチを導入
し、人工 miRNA 前駆体の二次構造の変化によ
る標的遺伝子の発現抑制への影響について、
ルシフェラーゼアッセイにて評価した。	 
	 
(2)	 相同性が非常に高い Smad2 および Smad3
を識別可能な人工 miRNA の構築：(1)にて得
られた結果に基づき、Smad2 および Smad3 を
コードする mRNA の塩基配列中で相同性が比
較的低い領域を標的配列として人工 miRNA を
設計・構築した。	 
	 
(3)	 人工 miRNA 発現制御システムの開発：人
工 miRNA を遺伝子機能解析および遺伝子治療
へ応用する際には人工 miRNA の発現制御が不
可欠であるため、Cre-loxP システムを利用す
ることにより人工 miRNA の発現を制御可能な

システムを構築した。また、このシステムに
(2)にて構築した Smad2 および Smad3 を標的
とした人工 miRNA を組み込んだ。	 
	 
(4)	 人工 miRNA 発現制御システムを導入した
マウス ES 細胞の樹立と解析：(3)にて構築し
た人工 miRNA 発現制御システムをマウス ES
細胞へ導入したトランスジェニック ES 細胞
（miR-Tg	 ES 細胞）を樹立した。また、miR-Tg	 
ES細胞中でCreリコンビナーゼを一過的に発
現させ、人工 miRNA の発現をノーザンブロッ
ティングにて検出し、人工 miRNA 発現制御に
ついての評価を行った。	 
	 
(5)	 人工 miRNA 発現制御システムを導入した
トランスジェニックマウスの作出：(4)にて
樹立した miR-Tg	 ES 細胞をマウス胚盤胞へ注
入し、これを仮親の子宮へ移植することにて
miR-Tg	 ES 細胞由来の細胞を有するキメラマ
ウスを作出した。さらに、このキメラマウス
を野生型マウスと交配することにより、全身
の全ての細胞が人工 miRNA 発現制御システム
を有するトランスジェニックマウス（miR-Tg
マウス）を作出した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 人工 miRNA 前駆体のステム領域（26 塩基
対）の様々な部位にミスマッチを導入し、こ
れらを用いてルシフェラーゼ遺伝子の発現
に対する抑制効果を評価した結果、人工
miRNA 前駆体の二次構造には依存した遺伝子
発現抑制効果の増強は見られず、人工 miRNA
による遺伝子発現抑制は塩基配列に大きく
依存していることが明らかになった。研究代
表者が開発した人工 miRNA は内因性の遺伝子
に対しても強い抑制効果を示すことから、以
降の研究にも本来の二次構造を有する人工
miRNA を用いることとした。ここで得られた
成果については、国内の学会ならびに国際学
会にて発表した。	 
	 
(2)	 マウス Smad2 および Smad3 は非常に高い
相同性を有するが、それぞれの mRNA の塩基
配列を比較することにて、相同性の低い領域
を数カ所見いだした。これらの領域を標的配
列として人工 miRNA を設計・構築し、Smad2
および Smad3 に対する抑制効果について評価
を行い、同時に交差反応の有無についても評
価した。その結果、各人工 miRNA は標的遺伝
子（Smad2 または Smad3）の発現を特異的に
抑制し、Smad2 と Smad3 の高い相同性にも関
わらず交差反応は観察されなかった（図１、
２）。従って、標的遺伝子に高い相同性を有
する遺伝子群が見いだされる場合には、比較
的相同性の低い領域を標的配列として選択
することにより、研究代表者が開発した人工



miRNA を用いて特異的に抑制することが可能
であることが示唆された。	 

	 

	 
	 
(3)	 Cre-loxP システムを利用した人工 miRNA
発現制御システムを構築した。このシステム
では、本来の状態では RNA ポリメラーゼ停止
モチーフにより人工 miRNA が転写されないが、
Cre リコンビナーゼが発現すると２つの loxP
配列間で DNA の組み換えが起こり、RNA ポリ
メラーゼ停止モチーフが取り除かれて人工
miRNA と EYFP が共発現するように設計した
（図３）。	 
	 

	 
この人工 miRNA 発現制御システムを電気穿孔
法にてマウス ES 細胞へ導入して G418 を用い
た薬剤耐性セレクションを行い、人工 miRNA
発現制御システムがゲノム DNA に組み込まれ
た miR-Tg	 ES 細胞を作成した。miR-Tg	 ES 細
胞は、通常の状態では人工 miRNA も EYFP も
発現しなかったが、Cre リコンビナーゼを一
過的に発現させることにより人工 miRNA と

EYFP の発現が誘導された（図４、５）。すな
わち、本研究にて構築した人工 miRNA 発現制
御システムは設計通りに機能しており、人工
miRNA と EYFP が共発現することから、人工
miRNA が発現している生体組織を簡便に可視
化できると考えられる。更に、この人工 miRNA
発現制御システムは導入した人工 miRNA の発
現を制御するのみならず、miRNA 以外の機能
性核酸（リボザイムやアプタマー等）の発現
制御や、タンパク質をコードしない
non-coding	 RNAの機能解析への応用も可能で
ある。特に non-coding	 RNA については、近
年、最も研究が盛んな領域の一つであり、本
研究において開発された人工 miRNA 発現制御
システムは、今後、非常に有用なツールとな
り得ると考えられる。なお、人工 miRNA 発現
制御システムに関する成果は、論文として出
版するために、現在、追加実験と原稿の執筆
を行っている。	 
	 

	 

	 
	 
(4)	 上記の(3)にて作成した miR-Tg	 ES から
miR-Tg マウスを作成した。このマウスはゲノ
ム中に人工 miRNA 発現制御システムが組み込
まれているが、通常は人工 miRNA を発現しな
い。そこで、様々な組織で Cre リコンビナー
ゼを発現する各種 Cre マウスと交配すること
により、組織特異的に人工 miRNA と EYFP を
共発現するマウスを作成し、現在、人工 miRNA
および EYFP の発現、標的遺伝子（Smad2 およ
び Smad3）に対する抑制効果等について解析
を進めている。今後、Smad2 および Smad3 遺
伝子を欠損した各種ノックアウトマウスと
の比較も行う予定である。	 
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