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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、プロセシング過程が抑制されているマイクロ RNA 

（miRNA）をハイスループットに同定する方法を開発し、いくつかの候補 miRNA を特定した。

さらに、RNAエディティングに関わる酵素である Adenosine deaminase acting on RNA (ADAR)

について、miRNA の成熟過程における機能の解析を行い、24 の miRNA 前駆体において 48 カ

所の新規エディティング部位を見出した。また、ADAR アイソフォームごとに、miRNAのプロ

セシングは異なる制御を受けている考えられる結果が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we first developed a high-throughput screening method to 

identify microRNA (miRNA) which maturation is inhibited at the processing steps, and found several 

candidate miRNAs. Second, we examined the effects of adenosine deaminases acting on RNAs 

(ADARs) on miRNA processing, and identified novel 48 editing sites in 24 miRNAs. Each ADAR 

isoform was considered to inhibit the processing of different miRNAs. 
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１．研究開始当初の背景 

microRNAはmRNAの 3’UTRに不完全に対合

して、標的mRNAの翻訳を抑制する。さらに、

最近では、翻訳を抑制するだけではなく活性

化したり、ヒストンのメチル化によるヘテロ

クロマチン化などによって遺伝子の発現を調

節することも知られている。このように、

microRNA による標的遺伝子発現調節機構の

多様性は明らかになってきているが、

microRNA自身の発現調節、成熟過程の制御機

構についてはよくわかっていない。 

 microRNA の生合成過程では、まず

primary-microRNA (pri-microRNA)と呼ばれる

長い microRNA がゲノムから転写され、

Drosha という２本鎖 RNA 切断酵素によって

切 断 さ れ た precursor-microRNA 

(pre-microRNA)が生成される。Pre-microRNA

は、さらに Dicerという２本鎖 RNA切断酵素

によって切断されて、成熟型の mature 

microRNA となる。このような成熟過程に関
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わっている分子として、これまでにわかって

いるものは Lin-28 だけである。Lin-28 遺伝子

は、Wisconsin大学から報告されたヒト induced 

pluripotent stem (iPS) 細胞の作製 (Yu et al., 

Science, 318, 1917, 2007)に必須な４つの遺伝

子のうちの１つで、線虫でも発生過程の進行

に必須であることがわかっている。Lin-28 は、

microRNA の１種である let-7の pre-microRNA

の 3’末端にウリジンを付加し、Dicerが切断で

きない構造を作ることによって、mature 

microRNA へのプロセシングを抑制すること

が明らかとなった（Heo et al., Mol. Cell, 32, 276, 

2008）。 

 これまで我々は、バイオインフォマテイッ

クスを駆使しながら、哺乳類における RNA干

渉の研究を行ってきた。哺乳類では、RNA干

渉は short interfering RNA (siRNA)という 21塩

基の２本鎖 RNAによって誘導できるが、用い

る配列によって効果が大きく異なるこを見い

だした。そして、我々は RNA干渉を高い効率

で引き起こすことができる siRNAの配列特性

を明確にし、ヒトを始めとする哺乳類の全遺

伝子を対象とした RNA 干渉を用いた遺伝子

機能解析のための基盤的技術を確立してきた。

本手法を用いて、ヒト全遺伝子に対する

siRNA 発現ライブラリも構築している。最近

では、siRNA および microRNA が標的を識別

する領域を特定し、その領域における塩基の

対合力の強さが抑制の程度を規定する主要な

要因であることを明らかにした。 

 本課題では、microRNA や siRNAによる標
的遺伝子の特定およびその抑制の程度を推
定することが可能なこれまでの研究成果を
もとに、バイオインフォマテイックスを利用
しながら、microRNA の発現・成熟過程に関
わる分子を多種のヒト培養細胞系を用いて
網羅的にスクリーニングし、その機能を生化
学的に解析する計画とした。すでに
microRNA の発現しているゲノム上の位置の
マッピングはほぼ終了しており、ヒト
microRNA の約 50%はイントロン部から、約
10%はエクソン部から、残りの 40%は遺伝子
と遺伝子の間から発現しているという興味
深い結果を得ている。すなわち、ゲノム上の
位置の解析結果は、microRNA の中には、そ
れぞれ独立に発現しているものもあるが、既
知の mRNA と同時に転写されている場合も
あることを示しており、その発現・成熟過程
は多様であると考えられた。 
 

２．研究の目的 

本研究では、マイクロ RNA（microRNA）の
発現・成熟を制御する分子による microRNA

の発現調節機構を解明することを目的とし
た。microRNA は、タンパク質をコードしな

い noncoding RNAの一種で、メッセンジャ
ーRNA (mRNA)の 3’タンパク質非翻訳領域
（3’UTR）に不完全に対合して、標的mRNA

の翻訳を抑制する。これまでは、microRNA

がどのような標的 mRNA に対合して、その
翻訳を抑制するのかという研究に焦点が
当てられていたため、microRNA の発現・
成熟過程についてはよくわかっていない。
しかし、microRNA の発現および成熟過程
の解析は、未知の多様な高次生命現象の解
明には重要である。本研究では、この点に
焦点を絞り、microRNA の発現・成熟に関
わる分子を網羅的にスクリーニングし、そ
れらによる microRNAの発現調節機構を明
らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)まず、成熟過程が制御される microRNA

の網羅的解析を行うためのハイスループ
ットなスクリーニングシステムを構築し
た。ヒトの培養細胞から全RNAを抽出し、
変性ゲルで電気泳動し、pre-miRNAのサイ
ズに相当する 40-160塩基長の RNAを抽出
し、次世代シーケンサーで解析した。そこ
には、多くの pre-miRNAが含まれていたの
で、ハイスループットなノザンブロットを
行い、プロセシング過程が抑制されている
いくつかの候補 miRNAを特定した。我々
の方法は miRNAの成熟を制御する因子の
スクリーニングシステムとして有用で効
率的であると考えられた。 

 

(2)さらに、RNAエディティングに関わる酵素
であるAdenosine deaminase acting on RNA 

(ADAR)について、miRNAの成熟過程におけ
る機能の解析を行った。ADARはRNAの２本
鎖部分のアデノシンを脱アミノ化すること
によりイノシンに変換するRNAエディティ
ング(A-to-I RNA editing)を行う酵素であり、
ヒトではADAR1～3の３種のファミリー遺伝
子が存在する。ADAR1とADAR2はホモダイ
マーを形成し、脱アミノ化活性を示すが、
ADAR3はモノマーで存在し脱アミノ化活性
は示さず、中枢神経特異的に発現する。RNA

エディティングは様々な種類のRNAで起こ
ることが報告されているが、近年、microRNA

においてもエディティングが起こることが
明らかになり、標的遺伝子群が全面的に変換
する可能性も示唆されている。さらに、
pri-miRNAまたはpre-miRNA内の二本鎖部分
にADARが結合すると、エディティングが生
じなくても、DroshaやDicerの結合阻害が起こ
ることも報告されている。しかしながら、
ADARの各アイソフォームによって、結合し
てプロセシングを抑制するmicroRNAの種類
やエディティング部位が異なるかどうかは
明らかではない。そこで本研究では、ADAR1 



 

 

p150, ADAR1 p110, ADAR2の３種のADARア
イソフォームにタグをつけた発現コンストラ
クトをヒトHeLa細胞で強制発現させ、免疫沈
降物に含まれるRNAの網羅的解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1)我々が構築したハイスループットなスクリ
ーニングシステムにより、成熟過程がブロッ
クされているmicroRNAを網羅的に解析した。
まず、ヒトHEK293細胞からtotal RNAを抽出し、
40~160塩基長のRNAを抽出して、次世代シー
ケンサーで解析した。HEK293細胞に多く蓄積
しているpre-microRNAについて、HEK293, 

HeLa, HepG2細胞でノザンブロットを行い、成
熟過程がブロックされているmicroRNAを網
羅的に同定した。その結果、細胞種によって
異なる多くのmicroRNAの成熟過程がブロッ
クされていることがわかり、個別の解析を行
っている。 

 

(2)各ADARアイソフォームにGFPタグをつけ
たコンストラクトを強制発現させ、抗GFP抗
体、コントロールIgGで免疫沈降をおこなった。
次に、各免疫沈降物からRNAを抽出し、変性
ゲルを用いた電気泳動を行い、pre-miRNAが
含まれていると考えられる、40-160塩基の
RNA部分と、成熟型miRNAが含まれていると
考えられる15-115塩基部分を切り出して、次
世代シーケンサで解析した。quality valueが30

以上のリードを抽出し、ミスマッチを許さず
ゲノム（hg19）にマッピングすると、20-40%

がゲノムの１箇所にマップされた。マップさ
れなかったリード配列とゲノム配列の”A”

を”G”に変換してマッピングすると、0.2-0.7%

がゲノムの１箇所にマップされた。inputと比
較したIPでの濃縮率を調べると、ADAR1 p150

でrRNAが、ADAR p110とADAR2でSmall 

interspersed nuclear element (SINE)とSignal 

recognition particle RNA (srpRNA)が濃縮され
ていたことから、これらがそれぞれのアイソ
フォームに特異的に結合しやすいことがわか
った。また、エディティングされたと考えら
れるRNAとしては、ADAR1 p150でLong 

interspersed nuclear element (LINE)が、ADAR1 

p110とADRA2でLTR (Long terminal repeat)、
LINE、SINE、long noncoding RNA (lncRNA)、
piRNAが、ADAR2のみでTransposonが濃縮さ
れていた。これらの結果は、SINEなどの反復
配列がエディティングを受けやすいという、
これまでの報告と一致する。さらに、miRNA

に着目すると、24のpre-miRNAにおいて48カ
所で新規のエディティング部位が見出された。
また、それぞれのADARアイソフォームによ
って濃縮されたpre-miRNAおよび成熟型
miRNAの種類は異なっていたことから、これ
らのADARアイソフォームによって、miRNA

のプロセシングは異なる制御を受けていると

考えられた。しかし、miRNAにマップされる
リード数自体が少なかったため、今後は
rRNAを除いたサンプルでさらなる解析を行
う予定である。 
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