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研究成果の概要（和文）：人為的RNA編集ツールの改良を行い、guide RNAの最適化やAPOBEC3AやDYWドメインを
酵素として用いることでRNA編集効率が50％以上となる様に改善し、さらに疾患例への適用としてT>C変異を原因
とするmacularマウスの修復にも成功した。
U⇒C RNA編集が顕著なツノゴケよりDYWドメインに相同性を有するGRPおよびDRHドメインを単離し、それぞれア
ミノ基供与体依存的なU⇒CおよびG⇒A変換活性を有していることを明らかにした。さらにRNA認識にPPR56を利用
することでGRPあるいはDRHを用いたHEK293細胞内でのU⇒CおよびG⇒A RNA変換が可能である事を示した。

研究成果の概要（英文）：Artificial RNA editing tools were improved by optimizing guide RNAs and 
using APOBEC3A, 3G, and the DYW domain of a hornwort PPR protein as enzymes to achieve RNA editing 
efficiencies of more than 50%, and were also successfully applied to disease cases by C-to-U 
restoration of the mutated ATP7a mRNA in the cells from a macular mouse due to T>C mutations.
GRP and DRH domains are homologous to the DYW domain and were isolated from hornwort, which exhibits
 significant U⇒C RNA editing. Then, it was found to possess amino group donor-dependent U⇒C and G
⇒A conversion activities, respectively. Furthermore, using PPR56 for RNA recognition showed that U
⇒C and G⇒A base conversion are possible in HEK293 cells using GRP or DRH domains.

研究分野： 生化学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた様々な結果によって、RNA内の変異塩基の脱アミノ化あるいはアミノ転移によって遺伝コード
を変換するRNA編集を人為的に再現することで、点変異したRNAを標的に、遺伝コードを細胞内で部位特異的に変
換・修復による疾患治療が可能であることが示され、編集効率の高い人為的RNA編集ツールの開発で、A⇒I(G)お
よびC⇒U RNA編集では疾患治療に有効なレベルのツール開発に成功した。さらにツノゴケ由来のGRPあるいはDRH
ドメインによってHEK293細胞内でのU⇒C及びG⇒A変換にも成功した。GRP及びDRHドメインについては世界初の発
見であり、学術的にも高い意義が認められる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１． 研究開始当初の背景 
転写によって発現した mRNA の一部は生体内で化学的修飾を受け、遺伝コードが変化する。例え
ばヒト・アポリポタンパク質 Bは C⇒U変換によって CAA が終止コドン UAA に変換されることで
組織特異的な APOB48 アイソフォームの発現を制御する。この様な現象は RNA 編集と呼ばれ、生
体で広く存在している。RNA 編集では転写された RNA のアデノシン（A）あるいはシチジン（C）
が部位特異的に脱アミノ化され、結果としてイノシン(I)あるいはウリジン (U)に変換される。
Iの相補的塩基は Cであるため、この反応によって遺伝コードが A⇒G変換あるいは C⇒U変換す
ることになる。我々はこの RNA 編集を触媒する酵素を相補的な RNA を利用して標的 RNA にリク
ルートすることで人為的で塩基配列特異的な RNA 編集を誘導することができるのではないかと
考えた。 
我々は細胞内RNA標識に利用されるMS2システムを用いてRNA編集を触媒する酵素であるADAR1
あるいは APOBEC1 の活性部位タンパク質と標的に相補的な RNA を細胞内で発現させ、自己組織
化させることで人為的に塩基配列特異的な RNA 編集の誘発を実現した。しかしながら、実際の疾
患試料や動物を対象とした研究には至っておらず、また U⇒C RNA 編集の実現にも至っていなか
った。U⇒C RNA 編集は植物、特にツノゴケで顕著な RNA 編集であることから、植物の RNA 編集
研究に実績を有する京都大学の竹中瑞樹准教授と遺伝性疾患の治療研究に実績を有する国立精
神・神経医療研究センター神経研究所の青木吉嗣部長を分担研究者として人為的 RNA 編集を利
用した疾患治療法開発研究を開始した。 
CRISPR-Cas9 を用いるゲノム編集は DNA 二本鎖の切断を伴うため、意図しない変異である off-
target変異への懸念が存在する。RNA 編集は RNA を切断しない塩基修飾反応であり、また一時的
な情報分子である mRNA はたとえ off-target による意図しない変異が生じた場合でも細胞内機
構によって素早く分解されると考えられるため安全性の高い遺伝子編集法であるとされている。
特に人為的な U⇒C RNA 編集が可能となれば、全ての終止コドンの第一塩基は Uであるため、多
くのナンセンス変異を原因とする疾患への治療の可能性が拓かれる。点変異を原因とする疾患
は全遺伝性疾患の 11%を占めるとされているが、本研究は未だ治療法の確立していない多くの稀
な遺伝性疾患への治療法を提供するものであり、人為的 RNA 編集による疾患治療法実現の先駆
けとなるものである。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、遺伝子の点変異を原因とする疾患に対する治療法として、人為的な RNA 編集を利用
して、発現している変異 RNA の遺伝コードを塩基配列特異的に修復して疾患を治療するという、
mRNA の遺伝コード修復による疾患治療法の確立を目的とした。 
点変異で機能が失われた遺伝子であっても mRNA の発現は野生型と同様であるはずであり、不必
要な組織・細胞には発現することはない。また、変異によって未成熟終止コドンを生じた mRNA
は Nonsense Mediated mRNA Decay(NMD)によって素早く分解されるため、ナンセンス変異を原因
とする疾患では病因遺伝子産物がごくわずかしか発現していないが、未成熟終止コドンが U⇒C
変換によって NMD を回避することで十分量のタンパク質発現が期待できる。本研究は患者の変
異した RNA の点変異を細胞内で修復することによって疾患を治療する方法を確立しようとする
ものである。 
具体的には(a) C⇒U RNA 編集を利用した治療法の確立、および(b) U⇒C RNA 編集を触媒する酵
素-RNA 複合体の創成とそれを利用した遺伝コード修復、を目的とした研究を実施した。また、
劣性遺伝形式の疾患では対立遺伝子の片方が正常であれば疾患は発症しないことから、RNA の修
復効率 50%以上の実現を目指して研究を行った。 
 
３． 研究の方法 
下記の研究小テーマを遂行して、人為的 RNA 編集を利用して点変異を原因とする患者 mRNA の遺
伝コードを細胞内で修復する方法を確立することを目指した。 
(a) C⇒U RNA 編集を利用した変異 mRNA の修復治療法の確立 
我々は既に APOBEC1 の活性部位を MS2 システムを介して標的に相補的な guide RNA と結合させ
た酵素-RNA複合体である人為的RNA編集ツールによって細胞内RNAの C⇒U変換に成功していた
（Bhakta S et al., Scientific Reports, (2020), 10, 17304）。 Guide RNA の発現プロモー
ターを CMVからより高発現が期待できる U6を用いて発現上昇させることを試みた。疾患標的と
して P-type ATPase遺伝子の T>C 変異を原因とする macular マウスを用いた。Macular マウス由
来の初代培養細胞系を対象に、病因遺伝子の銅イオントランスポーターである P-type ATPaseの



変異点に相補的な guide RNA を設計・構築・導入して APOBEC1 を変異点に誘導し、C⇒U変換を
引き起こす事を試みた。変異修復の可否は PCR-RFLP と塩基配列決定で検証し、さらに銅イオン
要求性酵素である Cytochrome C Oxidase活性でも検証した。 
 (b) U⇒C RNA 編集を触媒する酵素-RNA複合体の創成とそれを用いた変異 mRNA 修復 
（b-1）植物の U⇒C RNA 編集触媒タンパク質の同定 
植物の RNA 編集を触媒するのは Pentatricopeptide repeat (PPR)PPR タンパク質の C末端に存
在する DYWドメインであることが判明していたが、U⇒C RNA 編集が顕著に観られるツノゴケか
ら DYWドメインと高い相同性を持つが C末端が DYWではない新規の PPR タンパク質 2種類の遺
伝子が報告されたことから、まずそれら 2つのドメイン（GRP および DRH）の機能を解明するこ
ととした。 
PPR56は nad4 mRNA を標的とする事が判明しているため、DYWドメインの代わりに GRP あるいは
DRHドメインを挿入した PPR56-GRP および-DRHを nad4プラスミドと 共に大腸菌に形質転換し、
培養後の Nad4 mRNA の塩基配列を確認することで GRP あるいは DRHドメインの RNA 編集活性を
調べた。 
(b-2)ツノゴケ GRP および DRHドメインを用いた人為的 RNA 編集ツールの開発 
まず GRP および DRHドメインを用いて MS2 システムを利用した人工酵素-RNA複合体を構 
築し、人為的 RNA 編集の可否を検討した。標的 mRNA としてナンセンス変異を導入した EFPR あ
るいは開始コドン ATG を GTG に変異させた EGFPプラスミドを用いた。 
残念ながら MS2 を利用した人為的 RNA 編集には成功しなかった。そこで次に PPR56 を RNA 認識
ドメインとして PPR56-GRP あるいは -DRHを構築したツールを用いた。先の変異 EGFP を標的と
するため、標的塩基（Uまたは G）の直前に PPR56 認識配列である UAUA- GACGGUAUCUCU 配列を挿
入して標的 RNA とした。導入した変異 EGFP-mRNA に U⇒Cあるいは G⇒A RNA 編集が誘導されれ
ば、EGFP mRNA が修復され、結果として緑色蛍光を発することで人為的 RNA 編集の可否が判定で
きる。 
 
４． 研究成果 
我々はこれまでに ADAR1 および APOBEC1 の活性部位と標的 RNA に相補的な guide RNA を MS2 シ
ステムを介して結合させることで人為的 RNA 編集ツールを創成し、塩基配列特異的な細胞内 RNA
の A⇒I(G)および C⇒U変換の誘導に成功していたが、そのRNA編集効率はさほど高くなかった。
そのため、より RNA 編集効率の高い酵素活性の検索を行った。 
APOBEC/AID ファミリー遺伝子には 11種の遺伝子が存在している。従来の研究で活性が高いとさ
れているヒト APOBEC3A と APOBEC3G を単離し、APOBEC1 と同様の人為的 RNA 編集ツールを構築し
たが、これまでの guide RNA を用いた実験では RNA 編集を観察することができなかった。様々な
guide RNA を設計・構築して検討を行い、これら両酵素では標的塩基である Cが一本鎖となる様
な loop 構造を形成する様に guide RNA を設計
すると高い RNA 編集活性が得られることが判明
した。（図 1参照） 
図 1：標的塩基の領域に loop 構造を形成させる
guide RNA を用いた APOBEC3A による人為的 RNA
編集の結果 
図左に示した様に、標的 C を中心に各塩基数の
ギャップを挿入して loop 構造となる guide RNA
を用いて APOBEC3A の人為的 RNA 編集活性を確
認したところ、14 塩基の loop 構想の時に最大
の編集効率を示した。なお、APOBEC3G を用いた
場合も同様であった。 
また、ADAR1 を用いた人為的 RNA 編集ツールで
は様々な guide RNA を作成してその適正化を検
討し、相補的塩基長については 21 nt > 23 nt 
> 19 nt と編集効率が変化することおよび、
guide RNA の相補領域では off-target編集は検
出されなかったが、標的の 50 nt 下流で検出されることを明らかにした。また、編集効率は導入



したデアミナーゼの量に比例したが、off-target変異は導入した
guide RNA の量には反比例した。（図 2 参照）これらの結果は
APOBEC1 でも同様であった。 
図 2：A)様々な相補的塩基長を MS2-RNA の上流あるいは下流に挿
入した guide RNA を用いた人為的 RNA 編集の効率。B)酵素-MS2融
合タンパク質の量に対応した編集効率と off-target変異。いずれ
の実験も ADAR1 を酵素として用いた。 
 
さらに、guide RNA の標的配列に相補的な配列の両端にそれぞれ
1 つの MS2-loop RNA を付加した改良型 guide RNA によって A⇒
I(G)および C⇒Uの細胞内変換効率は共に 50%を超えるレベルに達
し、人為的な RNA 編集による疾患治療の実現が可能となった。 
次に、実際の疾患症例を対象とした人為的 RNA 編集を試みた。銅
代謝異常によって重篤な中枢神経障害をきたす X染色
体劣性遺伝形式の Menkes 病モデルである macular 
mouse の線維芽細胞を対象に銅イオントランスポータ
ーである ATP7a 遺伝子の T>C 変異の修復を試み、変異
の約 35％が U に修復され、さらに銅要求酵素である
Cytochrome C Oxidase活性の上昇も確認された。この
結果によって我々の人為的RNA編集ツールを用いた実
際の疾患における変異 mRNA の修復が可能であること
が実証された。（図 3参照） 
図 3：A)人為的 RNA 編集による ATP7a mRNA の変異修復
の結果。B)銅イオン要求性 Cytochrome C Oxidase活
性の上昇の確認。 
 
植物由来の RNA 編集システムの利用の検討に関して
は、植物では PPR タンパク質の C末端に存在する DYW
ドメインがCの脱アミノ化を触媒することが判明して
いたため、我々は U⇒C RNA 編集が顕著に観察されるツノゴケの PPR タンパク質に注目し、ツノ
ゴケ由来 PPR タンパク質遺伝子から DYWドメインと DYWに相同性を有する 2つのドメイン（GRP
および DRH）遺伝子断片を単離し、PPR56とその標的遺伝子 nad4 を利用した大腸菌アッセイ系で
RNA 編集活性を調べた。ツノゴケ由来の DYWはシロイヌナズナ由来に比べ C⇒U 変換活性が高い
ことが明らかとなった。そこで、これまでに ADAR1 や APOBEC1 を用い
て RNA 編集酵素-RNA 複合体の創成に成功した MS2 システムを介して
guide RNA と結合させた。この植物由来の人為的 RNA 編集ツールを
HEK293細胞に導入したところ、非常に効率良い C⇒U変換が認められ、
ほとんどの変異 RNA が修復されることが判明した（図 4参照）。この結
果によって、本法の実用化に向けた壁の一つがクリアされたと考えら
れ、人為的な RNA 編集による点変異 RNA の修復疾患治療法は実用化レ
ベルに近づいたと判断した。 
図 4:ツノゴケ DYWを酵素として用いた人為的 RNA 編集の結果。APOBEC1
の代わりにツノゴケDYWを用いて T>C点変異EGFPの導入によって青色
蛍光を発する HEK293細胞を対象に RNA 編集を実施した。ほぼ全ての変
異 Cが Uに修復された。 
 
一方、ツノゴケ PPR タンパク質の GRP および DRH遺伝子断片の RNA 編集活性を PPR56を用いた
大腸菌アッセイ系で検討するため、両プラスミドによって形質転換した大腸菌から RNA を単離
し、nad4 mRNA の配列を確認したところ、GRP ドメインにはアミノ基供与体としてアスパラギン
酸を添加した場合に U⇒C RNA 編集活性が、DRHドメインには Gから Aへの変換が確認された。
後者は A⇒I(G) RNA 編集と似た機構と考えられ、Gを脱アミノ化してキサントシン（X）とし、X
が U とも塩基対形成するために遺伝コードは A として認識されたという仮説を示唆している。
今後、さらなる検証実験が必要ではあるが、Xが Cだけでなく Uあるいは Tとも塩基対形成する
ことは既に知らおり、また実際に我々が X 含有合成 oligonucletideを鋳型として PCR増幅し、



その産物を cloningしたところ、X塩基が Aに変換した cloneが検出されたことからも強く支持
されると考えている。 
これらの結果はいずれも世界初の発見であり、特に U⇒C RNA 編集活性については多くのナンセ
ンス変異を原因とする疾患への応用が可能となると期待される。さらに、DRH ドメインが G⇒A
変換を触媒することは、他の生物も含めてこれまで知られていない機構であった。先に述べた様
に、この変換は G を脱アミノ化して X とすることで、遺伝コードは A として認識されるという
新たな RNA 編集の可能性がある。以上の様にツノゴケ由来の RNA 編集活性を利用した人為的 RNA
編集ツール開発の可能性が明らかとなった。 
図 5:A)PPR56-ツノゴケ GRP によるアスパラギン酸依
存的 U⇒C RNA 編集。 B)グアニンとキサンチンの化
学構造と塩基対形成。 C) PPR56-ツノゴケ DRHによ
る G⇒A塩基変換。 
 
そこで、GRP あるいは DRH ドメインを利用した人為
的 RNA 編集ツールの開発を試みた。まず従来の MS2
システムの実験系を用いて GRP あるいは DRH ドメイ
ンによる RNA 編集を試みたが、残念ながら相補的 RNA
鎖を用いるこの実験系では HEK293細胞でのポジティブな結果は得られなかった。そこで、標的
RNA の認識に PPR56を利用することとし、ナンセンス変異導入 EGFP あるいは開始コドン ATG を
GAG に変換した EGFP の上流に PPR56 認識配列を挿入し、PPR56-GRP あるいは同-DRH 融合タンパ
ク質遺伝子と共発現させたところ共に弱いなが
らも緑色蛍光が検出された。（図 6参照） 
図 6:PPR56-GRP あるいは-DRHを用いた HEK293細
胞を対象とした人為的 RNA 編集の結果。方法の項
に記した様に、EGFP にナンセンス変異導入ある
いは開始コドン ATG を GTG に変異させた変異塩
基を標的とするため、その上流に PPR56 認識配列
が挿入された mRNA を標的とした。酵素-RNA複合
体を作用させたところ、微弱ではあるが共に緑色
蛍光が確認され、ヒト細胞内での人為的塩基変換
が実証された。 
 
この結果は GRP によって終止コドンの U が変換されたこと、さらには DRH によって開始コドン
が修復されたことを示唆する。今後の改良が必要ではあるが、人為的 U-to-U あるいは G-to-A 
RNA 変換が可能であることが示された。 
本研究は、RNA 内の C塩基のアミノ基を脱アミノ化して Uとする生体内機構である RNA 編集と同
様の反応を人為的に再現することで、点変異した RNA を標的に、細胞内で部位特異的な脱アミノ
化あるいはアミノ転移を誘起し、遺伝コードを変換・修復する方法を確立することを最終的な目
的に、より実用的な人為的 RNA 編集ツールの開発を行い、A⇒I(G)および C⇒U RNA 編集では疾
患治療に有効なレベルのツール開発に成功し、さらに HEK293細胞内での U⇒Cあるいは G⇒A変
換にも成功した。以上の様に、本研究の成果により、人為的 RNA 編集を利用した様々な点変異を
原因とする疾患の治療が可能である事が明らかとなり、疾患治療への期待が高まった。 
これまでの研究成果としては、塚原らは、MDPI の IJMS、Genes、Applied Sciences 誌等に、竹
中らは Nature Catalysis、 Plant Cell誌等、青木らは Commun.Biol、Mol Ther Nucleic Acids
誌等にそれぞれ研究成果を発表しており、また我々と竹中の共著論文も準備中である。実用化の
面では、2021年度に申請した U⇒C変換に関する特許について、JSTの支援によて PCT 出願も行
い、海外における権利化の可能性も開拓した。さらに予想外なことではあったが、本研究によっ
てこれまで知られていなかった G を脱アミノ化して X とし、遺伝コードとしては A と認識され
る機構を明らかにし、その特許も出願した。今後、動物実験によって人為的 RNA 編集による遺伝
コード修復の検証が必要であるが、既に青木らによって遺伝子導入用のアデノ随伴ウイルスベ
クターの構築も進行している。本研究の計画年度内には実施に至らなかったが、今後も研究を継
続することで人為的 RNA 編集による疾患治療を実現する所存である。 
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