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研究成果の概要（和文）：  
マイクロ RNA の生合成経路をノックダウンしその核内 RNA を次世代シーケンサによりプロ
ファイルするアプローチを試みた。一分子シーケンサを用いることで定量的な転写開始点プロ
ファイリングを行うHeliScopeCAGEを用い 60のmiRNAに関するプロモータ 24個を同定し、
長鎖 RNA を断片的にシーケンスすることでその全長の再構築を目指す RNA-Seq を用いるこ
とで、24 のうちの半数以上に関する primary miRNA を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed siRNA knockdown experiments against factors contributing the miRNA 
biogenesis, and profiled nuclear RNA with high-throughput sequencing technologies. With 
HeliScopeCAGE that profile TSS activities quantitatively, we identified 24 promoters on 
sixty miRNAs. With RNA-seq, we identified more than half of the 24 miRNA promoters.  
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１．研究開始当初の背景 
 

 近年タンパク質をコードせずに機能を担
う RNA(ノンコーディング RNA)が注目を集
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めており、その代表的な一つであるマイクロ
RNA(miRNA)は遺伝子発現に関与する短鎖
RNA である。miRNA は発生をはじめとする
様々な場面で遺伝子調節における重要な役
割を担っており、その制御対象となる遺伝子
についてはこれまでに数多くの研究がなさ
れてきた。しかし miRNA 自身の制御、特に
転写制御についてはこれまで限られた研究
しか行われてこなかった。 
 
 短鎖 RNA である miRNA はまずゲノムか
ら長鎖 RNA(primary miRNA)として転写さ
れ、Drosha/Dgcr8(核内)、Dicer(細胞質)によ
る、プロセッシングを経た後に成熟 miRNA
となり AGO タンパク質と結合することでタ
ー ゲ ッ ト と な る メ ッ セ ン ジ ャ ー
RNA(mRNA)からのタンパク質合成を抑制
する。miRNA のターゲット遺伝子を同定す
ることと同様、miRNA 自身の制御がどのよ
うに行われているかを理解することは、細胞
内の分子機構を理解するためには必須であ
る。ヒトゲノムにコードされている miRNA
のうち約半数が mRNA のイントロンに存在
すると言われており、その primary miRNA
は mRNA の前駆体と同じものであると考え
られてきた。しかし近年、様々な例外が見つ
かってきており、miRNA は複雑に制御され
ていることが理解され始めていた。 
 
２．研究の目的 
 
 ゲノムワイドに miRNA の転写開始点を同
定するアプローチとしてはこれまでゲノム
配列の特徴から計算機的手法(マシーンラー
ニング)を用いて予測するアプローチ(Wang, 
et al., PLoS ONE 5, e13798)、ゲノム上のエ
ピジェネティック情報を利用するアプロー
チ (Ozsolak et al., Gene & Dev. 2008 
22:3172-83)、などがこれまでにとられてきた。
前者のアプローチは計算機的予測であるこ
とから予測の域を出ず、直接的な証明が必要
である。また後者のアプローチでは実験デー
タを加味してはいるが、その根拠がエピジェ
ネティック情報であることからやはり直接
的なエビデンスとなるとは考え辛い。
primary miRNA を直接測定するのがもっと
も直接的なアプローチであるが、これには少
なくとも二つの困難がある。一つは primary 
miRNA の不安定性である。Primary miRNA
は 細 胞 核 内 に お け る 転 写 と 同 時 に
Drosha/Dgcr8 によって切断されるため、細
胞核内にしか存在せず、さらにその存在期間
がきわめて短い。もう一つはゲノムワイドな
転写開始点の定量的プロファイリングであ
る。これについては近年、一分子次世代シー
ケ ン サ を 用 い た 手 法 (HeliScopeCAGE, 
Kanamori-Katayama et al., Genome Res 

21:1150–1159)を用いることで解決できると
考えた。 
 
 そこで本研究では、miRNA のプロモータ
の網羅的なプロファイリングを目指した。特
に、ゲノム配列やエピジェネティクスのよう
な間接情報でなく、primary RNA をプロフ
ァイリングすることで直接的に miRNA プロ
モータへアプローチした。 
 
３．研究の方法 
 
 上記で述べたように、primary miRNA は
非常に不安定かつ細胞の中でも局所的にし
か存在しない。これをプロファイリングする
ために、我々は miRNA の生合成に関与する
タンパク質の siRNA ノックダウンを用い、
その生合成経路の効率を実験的に遅くする
ことを試みた。Primary miRNA をまず最初
にプロセスするタンパク質は Drosha/Dgcr8
であることから、これらをノックダウンする
ことで primary miRNA がプロセスされずに
蓄積されると考えられる。そのため、ノック
ダウン前の細胞とノックダウン後の細胞を
比較することで primay miRNA の同定がで
きると考えられた。 
 
 しかしながら、Drosha/Dgcr8 をノックダ
ウンした場合、miRNA の生合成経路の効率
が落ちることから、産生される miRNA の量
が減り、これによって miRNA のターゲット
であるmRNAの量が増加すると予想される。
つまりこの二者の比較では primary miRNA
と miRNA ターゲットの区別を行うことが難
しい。そこで本研究では、Drosha/Dgcr8 に
加え、Dicer についてのノックダウンも行い、
これとの比較を行った。Dicer の活性が減少
した細胞ではやはり miRNA の量が減少する
と考えられることから、これとの比較を行う
ことで primary miRNA を同定できると計画
した。 
 
 これら細胞において、細胞核内、細胞質由
来の RNA を生化学的に分離し抽出した。こ
れにより Primary miRNAがより蓄積されて
いる RNA を選択することができる。また、
RNA の プ ロ フ ァ イ ル 手 法 と し て は
HeliScopeCAGE を用いた。通常の次世代シ
ーケンサによる RNA 解析では解析感度の限
界からその分析行程の中に PCR がかならず
含まれてしまう。しかし高感度な一分子シー
ケンサである HeliScope を用い、分析行程に
PCR を含まない HeliScopeCAGE を用いる
ことで RNAの 5’-端をゲノムワイドに定量す
ることが可能である。この技術を用いて、上
記ノックダウン細胞の比較を行うことが、研
究開始当時最適の手法と考えられた。 



 

 

 
 HeliScopeCAGE は転写開始点だけを網羅
的にプロファイルする技術であり、その RNA
の内部構造に関する情報は得られない。そこ
で、同定された転写開始点に関する primary 
miRNAの内部構造を得るためにRNA-seqを
用いた。これより、上記で同定された転写開
始点に関する補完的な情報が得られること
が期待できた。 
 
４．研究成果 
 
解析対象としてヒト細胞株である HeLa 細胞
を用い、miRNA の生合成に関与するタンパク
質(Dicer, Drosha, DGCR8)の siRNA によるノ
ックダウンとその対照実験を 3 度繰り返し、
各々(12 条件)から核内 RNA の抽出を行った。
各々の RNAにおいては、ノックダウン効率や、
核内／核外 RNAの分離が適切に行われている
ことを確認した。また、核内 RNAを抽出する
際に得られた細胞質 RNA を用いて、small 
RNA-seq によるシーケンスを行った。これに
より、データベース(miRbase v18)に登録さ
れている約 2,000 の miRNA のうち、620 個が
HeLa細胞で発現していることがわかった。 
 
 HeliScopeCAGE 法を用いたライブラリ作成
と、シーケンスを、上記で準備した核内 RNA
に対して行った。 データの解析を行った結
果、Drosha, Dgcr8 をノックダウンした際に
いずれも発現が有意に上昇しているプロモ
ータ領域を約 1,200個同定した。そのうちの
24 個が miRNAの上流 20kbp以内に存在し、こ
れらは HeLa 細胞で産生されている 60 の
miRNA に対応していた。miRNA のホスト遺伝
子とプロモータが一致する場合もあったが、
ここで同定されたものの多くは一致しない
ものであった。Droshaと Dgcr8のノックダウ
ンにより得られた RNA に対して、RNA-seq を
行い RNA構造のアセンブリングを行ったとこ
ろ、上記 24 のうちの半数以上について、
primary transcriptと思われる構造を得るこ
とができた。 
 
 miRNAの上流 100kbp以内のプロモータとし
て範囲を広げ探索した場合には、107の miRNA
に対応する 57 のプロモータを同定すること
ができた。以上より、発現している miRNA の
約 1/6について、そのプロモータらしい領域
を同定することができたといえる 
 
 本研究でプロモータが同定できなかった
ものが存在する理由として、少なくとも二つ
の可能性が考えられる。近年、その生合成に
Drosha/Dgcr8を必要としない mirtronのよう
なものも発見されており、このような場合、
本研究のアプローチで同定できることは期

待できない。もう一つの理由としては、検出
限界の問題であり、これについては実験の拡
大(レプリケートの数を増やす、シーケンス
数をより増やすなど)をすることで感度を上
げられると期待できる。これによって、
Drosha/Dgcr8を必要とする miRNAと必要とし
ないものの区別まで踏み込むことができる
可能性があるが、本研究での予算ではそこま
で実験を拡大することは不可能であった。計
画していた研究については、上記のように完
遂した。 
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