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研究成果の概要（和文）： 
 マイクロ RNA（miRNA）の機能を解明するための基盤を構築すると同時に，miRNA によ
る遺伝子の発現制御ネットワークの全体像を理解するために，ヒト miRNA の発現ベクターラ
イブラリの構築および miRNA の活性を定量的にモニタリングできる「miRNA センサー」の
構築をおこなった．また miRNA の標的認識と類似の機構で起こる siRNA のオフターゲット効
果（副作用）が少ない siRNA を設計できるウェブサーバ siDirect 2.0 を構築し公開した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The human microRNA (miRNA) expression vectors and the miRNA sensors were developed in order to 
investigate the regulatory mechanisms of miRNAs. We present siDirect 2.0 webserver, which provides 
functional siRNA design with the reduction of the seed-dependent, miRNA-like off-target effects of an 
siRNA. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 1,600,000 480,000 2,080,000 
２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 
２０１０年度 600,000 180,000 780,000 

年度    
  年度    

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 
 
 
研究分野： 生物学 
科研費の分科・細目： 生物科学・分子生物学 
キーワード： マイクロ RNA 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA（miRNA）は，約 20 塩基の
小さな non-coding RNA の一種であり，相補
的な配列をもつ mRNA を認識して翻訳抑制
や mRNA 分解を誘導する．研究開始当初，
ヒトでは約 600 種の miRNA が同定されてお
り，その一部は発生・分化をはじめとする生
命現象のさまざまな過程で下流遺伝子の制
御をおこなっていることが知られている．し

かしながら，大部分の miRNA は標的遺伝子
が特定されておらず，機能が明らかになって
いない． 
 一方，miRNA は seed とよばれる 7 塩基の
領域（5′末端から 2～8 番目）を利用して標的
となる mRNA の 3′ UTR を認識することが知
られているが，これと同様に siRNA も seed
（ガイド鎖の 5′末端から 2～8 番目）と相補
的な配列が mRNA の 3′ UTR にある場合，本
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来の標的とは無関係なそれらの遺伝子が意
図せず抑制される場合がある．siRNA は人為
的に標的遺伝子を抑制する手法として広く
利用されており，本来の標的以外の遺伝子が
このように意図せず抑制される「オフターゲ
ット効果」は，siRNA を用いる上で大きな課
題のひとつと考えられている．このように，
miRNA の標的認識・作用の機構は，siRNA
のオフターゲット効果の機序と密接に関連
している． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，マイクロ RNA（miRNA）の
機能を解明するための基盤を構築すると同
時に，miRNA による遺伝子の発現制御ネッ
トワークの全体像を理解することを目的と
して，ヒト全 miRNA の発現ベクターライブ
ラリの構築および miRNA の活性を定量的に
モニタリングできる「miRNA センサー」の
構築をおこなう．また siRNA のオフターゲ
ット効果を防ぐ知見が得られた場合は，研究
代表者等が構築・公開している siRNA 設計
システム siDirect に取り入れ改良をおこなう． 
 
 
３．研究の方法 
 miRNA 発現ベクターの構築は，miRBase
より取得した前駆体 miRNA（pre-miRNA）
配列をゲノムにマッピングし，その前後約
200塩基対を含む領域をPCRで増幅するため
のプライマーを作成した．ヒトのゲノム
DNA を鋳型に PCR で当該領域を増幅し，発
現ベクターに挿入して miRNA 発現ベクター
を構築した．一方，miRNA センサーの構築

は，成熟 miRNA の標的配列を合成 DNA オ
リゴヌクレオチドで作成し，これらをルシフ
ェラーゼ遺伝子の下流部分に挿入した（図
１）． 
 
 
４．研究成果 
 マイクロ RNA（miRNA）の機能を解明す
るための基盤を構築すると同時に，miRNA
による遺伝子の発現制御ネットワークの全
体像を理解するために，ヒト miRNA の発現
ベクターライブラリの構築および miRNA の
活性を定量的にモニタリングできる「miRNA
センサー」（図１）の構築をおこなった．我々
のグループでは，siRNA の seed（ガイド鎖
の 5′末端から 2～8 番目）領域と mRNA が対
合するときの熱力学的安定性の強さが，オフ
ターゲット効果の大きさと強い相関がある
ことを明らかにしている．さまざまな配列の
seed をもつ多数の siRNA を用いて，それぞ
れのオフターゲット効果をレポーター実験
により比較し，またマイクロアレイを用いた
プロファイリングをおこなった結果，siRNA
の seed と標的 mRNA とが対合するときの融
解温度（melting temperature: Tm; 以下，
seed の Tm と呼ぶ）が高い siRNA はオフタ
ーゲット効果が大きく，seed の Tm が低い
siRNA はオフターゲット効果が小さかった．
すなわち，seed の Tm が低い siRNA を選択
することが，オフターゲット効果を低減させ
るポイントとなる．本研究ではこの結果を取
り入れ，seed の Tm が低く，オフターゲット
効果が弱いと予測される siRNA を設計でき
るようなウェブサーバ「siDirect 2.0」（図２, 
http://siDirect.RNAi./jp/）を構築し，公開した．
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図1● miRNAセンサーの概要．ルシフェラーゼ遺伝子の3ʹ UTRにあるマルチクローニングサイト
（MCS）に，miRNAの標的配列を挿入した．

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Similar Sequences
19 + GCTTGGATTCCTACAAAGA

|||||||||||||||||||
GCTTGGATTCCTACAAAGA

exon(2)
M28622 | Hs#S1166 Human interferon beta-1 (IFN-beta-1) mRNA, complete cds.
NM_002176.2 | Homo sapiens interferon, beta 1, fibroblast (IFNB1), mRNA

17 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X|||||||||X||||||||
ACTTGGATTCATACAAAGA

unaligned-notalign(1)
BX648613 | Hs#S16818038 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp686N06224 (from clone DKFZp686N06224)

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
XX|||X|||||||||||||
CTTTGCATTCCTACAAAGA

exon(2)
M30640 | Hs#S2104 Human endothelial leukocyte adhesion molecule I (ELAM1) mRNA, complete cds.
NM_000450.1 | Homo sapiens selectin E (endothelial adhesion molecule 1) (SELE), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X||X|X|||||||||||||
ACTGGAATTCCTACAAAGA

exon(2)
BX648671 | Hs#S16817980 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp686B0247 (from clone DKFZp686B0247) 
NM_182523.1 | Homo sapiens hypothetical protein MGC61571 (MGC61571), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X||||X|||||||X|||||
tcttgcattcctataaaga

exon(1)
AY010114 | Hs#S3438475 Homo sapiens unknown mRNA sequence

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X|||||X||||X|||||||
TCTTGGGTTCCAACAAAGA

exon(1)
NM_001001786.1 | Homo sapiens BRCC2 mRNA (BRCC2), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X||||||||X|||X|||||
tcttggattgctataaaga

exon(1)
NM_024638.2 | Homo sapiens queuine tRNA-ribosyltransferase domain containing 1 (QTRTD1), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
X||||||||||X||||X||
ACTTGGATTCCAACAAGGA

exon(7)
AL833606 | Hs#S4621785 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp686L2267 (from clone DKFZp686L2267) 
NM_003872.2 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 2, mRNA
NM_018534.3 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 4, mRNA
NM_201264.1 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 6, mRNA
NM_201266.1 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 1, mRNA
NM_201267.1 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 5, mRNA
NM_201279.1 | Homo sapiens neuropilin 2 (NRP2), transcript variant 3, mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||XX||||||||||||
GTTTGCTTTCCTACAAAGA

exon-exon junction(1)
XM_035572.9 | PREDICTED: Homo sapiens chromosome 4 open reading frame 9 (C4orf9), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||||X|||||||||X|
GATTGGACTCCTACAAATA

exon(1)
BF895230 | Hs#S3158510 CM2-MT0158-301100-572-e12 MT0158 Homo sapiens cDNA, mRNA sequence

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||||X|||||||||X|
GATTGGACTCCTACAAATA

exon(1)
XM_373814.2 | PREDICTED: Homo sapiens hypothetical LOC388572 (LOC388572), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||||X|||||||||X|
GATTGGACTCCTACAAATA

exon(1)
AK125099 | Hs#S16887605 Homo sapiens cDNA FLJ43109 fis, clone CTONG2025516, moderately similar to
Homo sapiens general transcription factor II, i (GTF2I)

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||||X|||||||||X|
GATTGGACTCCTACAAATA

exon(1)
AL135733 | Hs#S1712524 DKFZp434H0831_r1 434 (synonym: htes3) Homo sapiens cDNA clone
DKFZp434H0831 5', mRNA sequence

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|X|||||||||||XX||||
GTTTGGATTCCTATGAAGA

exon(2)
AB094093 | Hs#S15632068 Homo sapiens DLNB14 mRNA, complete cds
NM_198489.1 | Homo sapiens similar to DLNB14 (DLNB14), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
||XXX||||||||||||||
GCGCCGATTCCTACAAAGA

exon(2)
AF091263 | Hs#S1368572 Homo sapiens RNA binding motif protein 5 (RBM5) mRNA, complete cds
NM_005778.1 | Homo sapiens RNA binding motif protein 5 (RBM5), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
||XX|||X|||||||||||
GCGAGGACTCCTACAAAGA

exon(2)
BC023552 | Hs#S5517855 Homo sapiens stratifin, mRNA (cDNA clone MGC:19713 IMAGE:3534328),
complete cds
NM_006142.3 | Homo sapiens stratifin (SFN), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||X|X|||||||||||X|
gctagaattccTACaaaaa

unaligned-notalign(1)
BM665772 | Hs#S4081636 UI-E-CK1-afn-h-18-0-UI.s1 UI-E-CK1 Homo sapiens cDNA clone UI-E-CK1-
afn-h-18-0-UI 3', mRNA sequence

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||X||||||X|||X||
gcttgaattccttcaagga

exon(1)
CR749825 | Hs#S21591852 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp686E19106 (from clone DKFZp686E19106)

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||XX||X|||||||
GCTTGGAGGCCAACAAAGA

exon(1)
NM_003803.2 | Homo sapiens myomesin 1 (skelemin) 185kDa (MYOM1), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||XX||X|||||||
GCTTGGAGACCCACAAAGA

exon(1)
NM_002196.2 | Homo sapiens insulinoma-associated 1 (INSM1), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||X|X|||||X|||
GCTTGGACTTCTACAGAGA

exon(2)
BX647741 | Hs#S16819013 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp686C0786 (from clone DKFZp686C0786) 
NM_198283.1 | Homo sapiens EGF-like-domain, multiple 11 (EGFL11), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||||X||X|||X||
GCTTGGATTACTTCAAGGA

exon(2)
BC007372 | Hs#S3603344 Homo sapiens tripartite motif-containing 52, mRNA (cDNA clone MGC:16175
IMAGE:3636274), complete cds
NM_032765.2 | Homo sapiens tripartite motif-containing 52 (TRIM52), mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||||X||||X||X|
GCTTGGATTTCTACCAATA

exon(1)
BC039511 | Hs#S6158647 Homo sapiens, clone IMAGE:5579213, mRNA

16 + GCTTGGATTCCTACAAAGA
|||||||||X|||||XX||
GCTTGGATTGCTACATGGA

exon(2)
AK023166 | Hs#S2651220 Homo sapiens cDNA FLJ13104 fis, clone NT2RP3002343
NM_012461.1 | Homo sapiens TERF1 (TRF1)-interacting nuclear factor 2 (TINF2), mRNA
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Graphical view of effective siRNA candidates
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ACATTCTAACTGCAACCTTTCGAAGCCTTTGCTCTGGCACAACAGGTAGTAGGCGACACTGTTCGTGTTGTCAACATGACCAACAAGTGTCTCCTCCAAA  1-100
68-90 U

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
TTGCTCTCCTGTTGTGCTTCTCCACTACAGCTCTTTCCATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTCCT   101-200

131-153 U
152-174 U

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GTGGCAATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAGGAGGAC  201-300

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
GCCGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTTCAGACAAGATTCATCTAGCACTGGCTGGAATGAGACTATTGTTGAGAACCTCC  301-400

302-324 U
326-348 U

331-353 U
338-360 U

372-394 U

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TGGCTAATGTCTATCATCAGATAAACCATCTGAAGACAGTCCTGGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTTCACCAGGGGAAAACTCATGAGCAGTCTGCA  401-500

409-431 U

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
CCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCAGAGTGGAAATCCTAAGGAACTTT   501-600

581-603 U
587-609 U

591-613 U
595-617 U

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
TACTTCATTAACAGACTTACAGGTTACCTCCGAAACTGAAGATCTCCTAGCCTGTGCCTCTGGGACTGGACAATTGCTTCAAGCATTCTTCAACCAGCAG  601-700
 

601-623 U

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
ATGCTGTTTAAGTGACTGATGGCTAATGTACTGCATATGAAAGGACACTAGAAGATTTTGAAATTTTTATTAAATTATGAGTTATTTTTATTTATTTAAA  701-800

720-742 U
721-743 U

744-766 U
746-768 U

749-771 U

Effective siRNA candidates

target
position

target sequence
21nt target + 2nt overhang

RNA oligo sequences
21nt guide (5 3 )

21nt passenger (5 3 )

functional
siRNA

selection:
Ui-Tei

seed-duplex
stabilty (Tm);

specificity check:
minimum number of
mismatches against

any off-targets;

guide passenger guide passenger

68-90 TTGTCAACATGACCAACAAGTGT ACUUGUUGGUCAUGUUGACAA
GUCAACAUGACCAACAAGUGU

U 16.7 °C 20.5 °C 2 [detail] 3 [detail]

131-153 CTCTTTCCATGAGCTACAACTTG AGUUGUAGCUCAUGGAAAGAG
CUUUCCAUGAGCUACAACUUG

U 19.0 °C 20.1 °C 3 [detail] 2 [detail]

152-174 TGCTTGGATTCCTACAAAGAAGC UUCUUUGUAGGAAUCCAAGCA
CUUGGAUUCCUACAAAGAAGC

U 19.2 °C 20.1 °C 2 [detail] 3 [detail]

302-324 CCGCATTGACCATCTATGAGATG UCUCAUAGAUGGUCAAUGCGG
GCAUUGACCAUCUAUGAGAUG

U 17.8 °C 20.5 °C 4 [detail] 3 [detail]

326-348 TCCAGAACATCTTTGCTATTTTC AAAUAGCAAAGAUGUUCUGGA
CAGAACAUCUUUGCUAUUUUC

U 19.7 °C 19.2 °C 2 [detail] 2 [detail]

331-353 AACATCTTTGCTATTTTCAGACA UCUGAAAAUAGCAAAGAUGUU
CAUCUUUGCUAUUUUCAGACA

U 12.2 °C 12.0 °C 2 [detail] 2 [detail]

338-360 TTGCTATTTTCAGACAAGATTCA AAUCUUGUCUGAAAAUAGCAA
GCUAUUUUCAGACAAGAUUCA

U 19.2 °C -4.3 °C 3 [detail] 2 [detail]

372-394 CTGGAATGAGACTATTGTTGAGA UCAACAAUAGUCUCAUUCCAG
GGAAUGAGACUAUUGUUGAGA

U 12.1 °C 20.4 °C 2 [detail] 3 [detail]

409-431 GTCTATCATCAGATAAACCATCT AUGGUUUAUCUGAUGAUAGAC
CUAUCAUCAGAUAAACCAUCU

U 20.0 °C 17.4 °C 3 [detail] 3 [detail]

581-603 TGGAAATCCTAAGGAACTTTTAC AAAAGUUCCUUAGGAUUUCCA
GAAAUCCUAAGGAACUUUUAC

U 13.3 °C 18.7 °C 2 [detail] 2 [detail]

587-609 TCCTAAGGAACTTTTACTTCATT UGAAGUAAAAGUUCCUUAGGA
CUAAGGAACUUUUACUUCAUU

U 14.6 °C 19.9 °C 2 [detail] 2 [detail]

591-613 AAGGAACTTTTACTTCATTAACA UUAAUGAAGUAAAAGUUCCUU
GGAACUUUUACUUCAUUAACA

U 8.9 °C 13.3 °C 2 [detail] 2 [detail]

595-617 AACTTTTACTTCATTAACAGACT UCUGUUAAUGAAGUAAAAGUU
CUUUUACUUCAUUAACAGACU

U 11.8 °C 4.9 °C 2 [detail] 3 [detail]

601-623 TACTTCATTAACAGACTTACAGG UGUAAGUCUGUUAAUGAAGUA
CUUCAUUAACAGACUUACAGG

U 21.4 °C 8.9 °C 3 [detail] 2 [detail]

720-742 TGGCTAATGTACTGCATATGAAA UCAUAUGCAGUACAUUAGCCA
GCUAAUGUACUGCAUAUGAAA

U 21.1 °C 11.6 °C 3 [detail] 2 [detail]

721-743 GGCTAATGTACTGCATATGAAAG UUCAUAUGCAGUACAUUAGCC
CUAAUGUACUGCAUAUGAAAG

U 14.9 °C 8.5 °C 3 [detail] 2 [detail]

744-766 GACACTAGAAGATTTTGAAATTT AUUUCAAAAUCUUCUAGUGUC
CACUAGAAGAUUUUGAAAUUU

U 7.7 °C 18.9 °C 2 [detail] 2 [detail]

746-768 CACTAGAAGATTTTGAAATTTTT AAAUUUCAAAAUCUUCUAGUG
CUAGAAGAUUUUGAAAUUUUU

U 7.4 °C 20.2 °C 2 [detail] 2 [detail]

749-771 TAGAAGATTTTGAAATTTTTATT UAAAAAUUUCAAAAUCUUCUA
GAAGAUUUUGAAAUUUUUAUU

U -12.0 °C 5.3 °C 2 [detail] 2 [detail]

click

C

Options: 

Functional siRNA selection algorithm by:   

 Ui-Tei et al., Nucleic Acids Res 32, 936-948 (2004) Link
[more options...]

Minimization of seed-dependent off-target effects   

 Seed-duplex stability: Max Tm 21.5 °C  

     (for reducing seed-dependent off-target effect) 
     Ui-Tei et al., Nucleic Acids Res 36, 7100-7109 (2008) Link

Specificity check: Homo sapiens (human) non-redundant database    

      Hide less-specific siRNAs
[more options...]

Other options

 Target range: from start  to end

 Avoid contiguous G's or C's 4  nt or more (for chemically synthesized siRNA) 

 Avoid contiguous A's or T's 4  nt or more (for shRNA vectors with pol III promoter)

 GC content: from 0 % to 100

 Custom pattern: NNGNNNNNNNNNNNNNNNNNN  

 Exclude pattern: 

     Only show siRNAs that match all checked criteria

B

siDirect version 2.0 highly effective, target specific siRNA online design site. 

Enter an accession number and retrieve sequence:

NM_012131
q

retrieve sequence

or Paste in a nucleotide sequence:

>gi|297515473|ref|NM_012131.2| Homo sapiens claudin 17 (CLDN17), mRNA
CCACTCCGAATTGAACCAGTCTTCAAAGTAAAGGCAATGGCATTTTATCCCTTGCAAATTGCTGGGCTGG
TTCTTGGGTTCCTTGGCATGGTGGGGACTCTTGCCACAACCCTTCTGCCTCAGTGGAGAGTATCAGCTTT
TGTTGGCAGCAACATTATTGTCTTTGAGAGGCTCTGGGAAGGGCTCTGGATGAATTGCATCCGACAAGCC
AGGGTCCGGTTGCAATGCAAGTTCTATAGCTCCTTGTTGGCTCTCCCGCCTGCCCTGGAAACAGCCCGGG
CCCTCATGTGTGTGGCTGTTGCTCTCTCCTTGATCGCCCTGCTTATTGGCATCTGTGGCATGAAGCAGGT
CCAGTGCACAGGCTCTAACGAGAGGGCCAAAGCATACCTTCTGGGAACTTCAGGAGTCCTCTTCATCCTG
ACGGGCATCTTCGTTCTGATTCCGGTGAGCTGGACAGCCAATATAATCATCAGAGATTTCTACAACCCAG
CCATCCACATAGGTCAGAAACGAGAGCTGGGAGCAGCACTTTTCCTTGGCTGGGCAAGCGCTGCTGTCCT
CTTCATTGGAGGGGGTCTGCTTTGTGGATTTTGCTGCTGCAACAGAAAGAAGCAAGGGTACAGATATCCA
GTGCCTGGCTACCGTGTGCCACACACAGATAAGCGAAGAAATACGACAATGCTTAGTAAGACCTCCACCA
GTTATGTCTAATGCCTCCTTTTGGCTCCAAG

design siRNA

Options: 

A

図２ ● siRNA設計ウェブサーバ，siDirect 2.0 (http://siDirect2.RNAi.jp/)．
Ａ）トップページ．siRNAを設計したい遺伝子名またはアクセション番号，あるいは塩基配列を入力
する．Ｂ）siRNA設計オプション．Ｃ）設計されたsiRNAリスト．上段にはsiRNA配列リストが，
下段には設計された場所が表示される．Ｄ）siRNAのオフターゲット遺伝子候補のリスト．
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