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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで見過ごされてきた環状RNAとその翻訳産物を同定することを目
的に、環状RNAのマッピングと解析パイプラインの構築を行った。ヒト多能性幹細胞株で発現する環状RNAは約
6700種類であった。これらの環状RNAが翻訳されているかを調べるために、ヒト多能性幹細胞で翻訳されている
領域の同定を行った。その結果、約28000か所の翻訳領域を同定し、既知のCDSが約60%、既知CDSのバリアントが
約20%で、残りの約20%が新規の翻訳領域であることを明らかにした。以上のように本研究では、多能性幹細胞で
発現する環状RNAのマッピングと翻訳解析への足掛かりとなる基盤データを得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to map circular RNAs (circRNAs) and establish an analysis 
pipeline to elucidate the translation mechanism of circRNAs and the physiological significance of 
their translation products, which have been overlooked to date. We identified approximately 6700 
circRNAs expressed in human pluripotent stem cell lines. To determine whether these circRNAs are 
translated, we identified the regions where they are translated in human pluripotent stem cells 
using a ribosome profiling strategy. We found that approximately 28,000 regions were translated in 
human pluripotent stem cells, of which approximately 60% were known coding sequences (CDSs), 20% 
were variants of known CDSs, and the remaining 20% were novel translated regions. As described 
above, this study succeeded in obtaining baseline data that will serve as a stepping stone for 
mapping and translational analysis of circRNAs expressed in pluripotent stem cells.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 環状RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物における環状RNAはこれまで存在は示されているが、翻訳に関する報告は少ない。多くが環状RNAを癌や
疾患などのバイオマーカーまたは機能性RNAとして報告しているのみであった。近年になり、環状RNAが翻訳され
ていることを報告した論文が出始めている状況である。本研究は多能性幹細胞で発現する環状RNAを網羅的に同
定した。さらに多能性幹細胞における翻訳領域を決定した。今後この基盤データを利用することで、既存のプロ
テオミクスデータは大幅に拡張され、生命現象を理解するうえで必要な新規分子が同定できると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

教科書にはいわゆる「標準的な」タンパク質翻訳機構が説明されてきたが、近年の技術発展によ
り、タンパク質翻訳はこれまで認識されていたより複雑で未知な部分が多いと考えられるよう
になってきた。従来、真核生物において、mRNA 中の一番長い open reading frame (ORF) 配列
である coding sequence (CDS) のみがタンパク質として翻訳されるとされてきた。しかし、リ
ボソームプロファイリング法を用いてリボソームが結合し実際に翻訳されている領域を調べる
と、CDS 以外の「非翻訳 (翻訳されない)」とされている領域においても翻訳されている配列が
あることがわかってきた (Chen et al., 2020)。その中には、一般的に非翻訳 RNA とされる long 
non-coding RNA (lncRNA) や mRNA スプライシング時に副産物として生成される circular 
RNA (circRNA)も含まれる。申請者はこれら「非標準的」な翻訳機構に幅広く興味を持ち研究を
行っている。その中でも本課題は、従来のゲノミクスをベースとしたアプローチでは見過ごされ
てきた circRNA とその翻訳に焦点を当てる。 
circRNA は、直鎖 pre-mRNA が成熟する過程において、通常のスプライシングの逆方向で起こ
る バック・スプライシングよって生成される (Chen et al., 2015) (Fig. 1)。直鎖 RNA である
mRNA は 5’末端に Cap 構造、3’末端に poly A 鎖を有し、これらが eukaryotic translation initiation 
factor gamma (eIF4G) を中心とした翻訳開始因子複合体の標的となり翻訳が開始される。一方
で、circRNA は末端を持たないため eIF4G による標準的な翻訳機構では説明がつかず、未知の
「非標準的な」機構による制御を受けていると考えられる。申請者はこれまで Cap 構造に依存
しない翻訳機構に関する研究を行っており、circRNA の翻訳機構について本課題で迫りたいと
考える (Takahashi et al., 2005; Sugiyama et al., 2017; Takahashi et al., 2020)。 
circRNA は環状化により発生した接合部位配列を持ち、これはゲノム DNA 上に存在しないもの
である (Fig. 1)。この接合部位配列を含む領域が翻訳された場合、ゲノム DNA や mRNA 配列
を眺めていても見つからないタンパク質が生成されることとなる。事実、筋組織で発現する
ZNF609 遺伝子から生成される circRNA が翻訳されこれまで同定されていなかったタンパク質
をコードしうることが示されている  (Pamudurti et al., 2017)。 
このような背景から、circRNA がコードするタンパク質は現時点でほとんどが未同定・未解析で
あるが、生理的に意義を持つ大きな可能性を秘めている。これらに着目すれば、今まで考えられ
てきたよりも遥かに多くの新規翻訳産物が同定されると期待される。事実、質量分析により細胞
で発現するタンパク質の解析を行うと、CDS 由来の既知タンパク質とアノテーションされる割
合は約 40%程度である。従来、残りはデータとして高品質で信頼性が高いものであっても既知
タンパク質とマッチしないという理由で無視されていたが、これらは circRNA がコードする新
規タンパク質を含む可能性が高い。このように未同定・未解析の circRNA に着目すれば、今ま
で考えられてきたよりも遥かに多くの翻訳産物が新規に同定され、細胞機能の実行役を担うプ
レイヤーが出そろうだろう。 



 
２．研究の目的 
これまで見過ごされてきた circRNA の翻訳機構と翻訳産物の生理的意義を解明する 
 

長らく生命科学の教科書では、「転写因子による制御で DNA より転写された mRNA のみが細胞
機能を担い手であるタンパク質として翻訳される」とされてきた。そして、従来研究のほとんど
が、mRNA によりコードされるタンパク質の機能を解析することで当該遺伝子の理解を目指し
てきた。これにより多くの知見が得られたが、我々はいまだに細胞の設計図を手にしてはいない。
つまり、現時点で生命現象を理解するには「足りないもの」が存在することは明らかであり 
(Armengaud, 2010)、おそらく我々がこれまで見過ごしてきたものの中に答えがあるだろうとい
う発想が本課題のスタート地点である。本研究では、教科書に示されてきたドグマに縛られるこ
となく、これまで我々が見過ごしていたものについて考えてみたい。このようなコンセプトのも
とに、「mRNA のみがタンパク質をコードする」という考え方の下に従来あまり研究されてこな
かった circRNA とその翻訳産物に着目し、タンパク質データベースの大幅な拡張を達成する。
circRNA がコードするタンパク質により、新規メカニズムの発見や既存パスウェイのミッシン
グピースを埋めることができると期待される。申請者の得意分野を活かし円滑に研究を進める
目的でヒト多能性幹細胞をモデルとして用いるが、本研究において circRNA バイオロジーの重
要性を示すことで、将来的には、個体発生、老化、癌や様々な疾患など分野の垣根を超えた大き
な波及効果が期待できる。 
 

３．研究の方法 

(1) circRNA マッピング 
circRNA の性質上、circRNA 本体のほとんどの部分の塩基配列は同遺伝子座にある mRNA の配
列と重複するため通常の RNA-seq では区別が困難である (Fig. 1)。この問題点については、精
製したトータル RNA に対して直鎖 RNA を特異的に消化する RNase R を用いて 37℃で 45 分間
処理し、大部分の直鎖状 RNA を除去した。一部の特殊な構造をとる RNA は RNase R では効果
的に分解できないため、RNase R で消化しきれない RNA の末端に poly A を人工的に付加しオ
リゴ dT ビーズを用いて除去した。これにより純度の高い環状 RNA サンプルの調製に成功した。
得られたデータについてライブラリーを作製し、次世代シークエンサーによりデータを得た。得
られたデータを用いて、circExplorer (Hansen et al., 2016) などの公開プログラムを利用し、ヒ
ト多能性幹細胞における信頼性の高い circRNA マップを作成した。 
 
(2) リボソームプロファイリングによる翻訳領域の決定 
リボソームのプロファイリングは、以下の条件で実施した (Mito et al., 2020)。細胞を 20 mM 
Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl、5 mMMgCl2、1 mM DTT、1% Triton X-100、100 μg/mL 
chloramphenicol、100 μg/mL CHX を含むバッファーで溶解し、氷上で 15 分間の DNase 処理
を行った。10 μg の RNA を RNase I を用いて 25℃で 45 分間処理し、スクロースクッション
（20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 20 U/mL SUPERase-In, 1 
M Sucrose, 100 μg/mL chloramphenicol, and 100 μg/mL CHX）を用いた超遠心によって濃縮
した。得られたペレットを 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 
1% Triton X-100, 20 U/mL SUPERase-In に再懸濁し、Direct-zol RNA Microprep kit を用いて
精製した。RNA サンプルを電気泳動で分離し、17-34 nt の断片を切り出し精製した。これらの
精製リボソームフットプリント RNA を、インナーインデックス配列とユニーク分子識別子
（UMI）を含むリンカーオリゴヌクレオチドでライゲーションし、その後、riboPOOLs for Ribo-
seq を用いて rRNA を除去した。残存した RNA を ProtoScript II による逆転写反応に用い、
circLigase2 で環状化した。cDNA 鋳型は、Phusion ポリメラーゼを用い、インデックス配列を
含むプライマーを用いて増幅した。 
 



４．研究成果 

(1) circRNA マッピング 
二株の独立したヒト多能性幹細胞株 (H9 ヒ
ト ES 細胞と WTB6 ヒト iPS 細胞) から抽出
した RNA を用いて、環状 RNA を濃縮し次世
代シークエンスにより配列を決定した。環状
RNA はゲノム配列とアノテーションするこ
とができないため、得られた結果を専用のプ
ログラムで解析し、直鎖状 RNA と区別し、バ
ック・スプライシングにより形成されたジャ
ンクション配列をもとにゲノムへのマッピン
グを行った。その結果、ヒト多能性幹細胞株は
約 10,000 種の環状 RNA を発現しており、両
株で共通して発現する環状 RNA は約 6,700 種
類であった (Fig. 2)。 
 
(2) リボソームプロファイリングによる翻訳領域の決定 
多能性幹細胞で発現する環状 RNA が翻訳されているかを調べるために、リボソーマルプロファ
イリング法を用いてヒト多能性幹細胞で
翻訳されている領域の同定を行った。そ
の結果、WTB6 iPS 細胞では約 28000 か
所の領域がヒト多能性幹細胞において翻
訳されていることがわかった。マッピン
グの結果をもとにこれらを分類すると、
既 知 の Coding Sequence (CDS) が 約
60%、既知 CDS のバリアント (翻訳開始
点や終結点が異なるもの) が約 20%で、
残りの約 20%が新規の翻訳領域であっ
た。以上のように本研究では、多能性幹細
胞で発現する環状 RNA のマッピングと
翻訳解析への足掛かりとなる基盤データ
を得ることに成功した。 
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