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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA（miRNA）は、タンパク質をコードしない小さなRNAである。細胞内カルシウム
チャネルであるIP3受容体の欠損マウスの脳の異常には、カルシウムより発現誘導されるmiRNAが関与している可能性が
考えられる。本研究では、カルシウムシグナルの下流で神経細胞の発達・成熟を制御しているmiRNAの探索とその解析
を行った。また、miRNAの活性や機能を解析するための新規技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs. Abnormal brain development due to kn
ockout of IP3 receptor, an intracellular calcium channel, may be attributable to aberrant expression of mi
RNAs. In this study, we searched and analyzed miRNAs regulated by calcium signaling. Additionally, we deve
loped new technologies to analyzed miRNA functions.
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１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA（miRNA）は、タンパク質をコ
ードしない約 20-25 塩基の小さな RNAである。
miRNAは primary transcript として転写され
た後、RNA 切断酵素によるプロセッシングを
受け、成熟 miRNA となる。成熟 miRNA は、標
的遺伝子の mRNA に相補的に結合してタンパ
ク質翻訳を抑制し、発生・分化など多様な生
理現象を制御する。 
 
 一方、細胞内カルシウムチャネル IP3受容
体は、脳機能発現に重要な役割を果たす。IP3
受容体 I型の部位特異的欠損マウスは、神経
細胞の発達異常、樹状突起スパインの増加と
いった表現型を示す。miRNA は神経細胞の発
達や、シナプス形成を制御することが報告さ
れているため、これらの IP3受容体 I 型欠損
マウスの表現型にカルシウムにより発現誘
導されるmiRNAが関与している可能性が考え
られる。 
 
 また、我々はこれまでに、マウス脳や ES
細胞を用いた deep sequencing 解析により、
前駆体miRNAのループ部分に相当する低分子
RNA(miRNA-loop)を同定している。これらの
miRNA-loop が生理的機能を持つのか、あるい
は単なるmiRNAプロセッシングの副産物であ
るのかは不明であった。 
 
 さらに、miRNA の生合成や機能を解析する
ためには、新たな実験技術の開発が不可欠と
考えられる。例えば、従来の方法では、miRNA
の活性を任意のタイミングで局所的に制御
することはできない。また、従来の miRNA の
発現や活性を解析する方法の多くは細胞・組
織の溶解や固定が必要であり、生きた細胞内
のmiRNA活性をイメージングする技術は一般
的には普及していない。そのため、生細胞内
での miRNA のプロセッシングの kinetics や、
in vivo での miRNA 活性の時空間的変化に関
しては不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
(1) IP3受容体I型欠損マウスの表現型におけ
る miRNA の役割の解明 
 神経活動によるカルシウム濃度上昇によ
り発現が誘導される miRNA や、IP3受容体 I
型欠損マウスにおいて発現が変動している
miRNA を同定する。これらの miRNA のマウス
脳における発現領域、発現細胞を明らかにす
る。またこれらの miRNA による、神経細胞の
樹状突起の発達・成熟、樹状突起スパインの
形成、シナプス形成などの制御機構を解明す
る。さらに、miRNA の発現異常が、部位特異
的 IP3受容体 I 型欠損マウスの表現型の原因
である可能性を解明する。 
 
(2) miRNA-loop の発現・機能解析 
 マウス脳や ES 細胞を用いた deep 
sequencing で同定した miRNA-loop の発現お

よび機能を解析する。 
 
(3) 光活性型 miRNA の開発 
 任意のタイミングで局所的にmiRNAを活性
する技術を開発する。すなわち、miRNA に光
分解性の保護基を付加してmiRNA活性を一時
的に抑え、光照射により miRNA 活性を回復す
ることが可能なケージ化 miRNA を開発する。
このケージ化 miRNA を用いることにより、時
空間的に制御されたmiRNAの活性化が可能に
なると期待される。 
 
(4) miRNA のイメージング技術の開発 
 生きた細胞内でのmiRNA活性の経時的イメ
ージングを可能とする新規miRNAセンサーを
開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) IP3受容体 I型欠損マウスにおける miRNA
の発現解析 
 野生型マウス、および小脳中脳特異的 IP3
受容体 I 型欠損マウスの小脳から total RNA
を精製し、miRNA マイクロアレイで発現が減
少している miRNA を探索した。また、初代培
養神経細胞を高濃度 KCl などで刺激し、発現
が上昇する miRNA を miRNA マイクロアレイで
探索した。 
 これらのスクリーニングで同定された
miRNA について、マウス脳における発現領域
および発現細胞を、locked nucleic acid 修
飾したプローブを用いた in situ ハイブリダ
イゼーション法で解析した。さらに部位特異
的 IP3受容体 I 型欠損マウスの脳切片を用い
た in situ ハイブリダイゼーションを行い、
野生型との発現を比較した。 
 
(2) miRNA-loop の発現・機能解析 
 マウス脳や ES細胞における miRNA-loop の
発現を定量的PCRやノザンブロッティングで
解析した。また、miRNA-loop と Ago タンパク
質との結合を免疫沈降と定量的PCRにより解
析した。さらに、miRNA-loop の活性を培養細
胞を用いたルシフェレースアッセイにより
解析した。 
 
(3) 光活性型 miRNA の開発 
 miRNA の合成２本鎖 RNA のリン酸基に、光
分解性のケージング試薬を反応させ、ケージ
ド miRNA の合成及び精製を行った。 
 次に、培養細胞を用いてケージド miRNA の
活性の確認を行った。3’UTR に miRNA のター
ゲット配列をもつレポーター遺伝子ととも
にケージド miRNA を培養細胞に導入し、ケー
ジ化によりmiRNAの活性が抑制されているこ
とを確認した。 
 さらに、細胞に紫外光を照射することによ
り、miRNA の活性が回復するかどうかを評価
した。 
 
(4) miRNA のイメージング技術の開発 



 miRNA 活性をモニターする新規 miRNA セン
サーを作製した。このセンサーを発現する培
養細胞に miRNA を導入し、miRNA センサーの
蛍光量の経時的変化を解析した。 
 次に、培養器一体型蛍光量を用いて、miRNA
センサーのシグナルの経時的変化の
kinetics を、長時間タイムラプスイメージン
グで解析した。 
 また、マウス ES 細胞を神経系へ分化誘導
する際に発現量が変動する miRNA を miRNA マ
イクロアレイで探索した。同定された miRNA
に対する miRNA センサーを作製し、ES細胞分
化時の miRNA 活性の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) IP3受容体 I型欠損マウスにおける miRNA
の発現解析 
 miRNA マイクロアレイによるスクリーニン
グにより、小脳中脳特異的 IP3受容体 I 型欠
損マウスの小脳で発現が低下している miRNA
を同定した。また定量的 PCR により、この
miRNA の発現が小脳中脳特異的 IP3受容体 I
型欠損マウスの小脳で低下していることを
確認した。次に、in situ ハイブリダイゼー
ションによりマウス脳でのこのmiRNAの発現
解析を行った。しかし、発現量が低いためか、
これまでのところ十分なシグナルが得られ
ていない。 
 
 一方、神経細胞の高濃度 KCl 刺激で発現が
上昇する miRNA を miRNA マイクロアレイによ
るスクリーニングで同定した。in situ ハイ
ブリダイゼーションでこのmiRNAのマウス脳
の発現を解析したところ、小脳プルキンエ細
胞および海馬での発現が高いことが明らか
になった。小脳中脳特異的 IP3受容体 I 型欠
損マウスでの発現を解析したところ、プルキ
ンエ細胞での発現が低下している傾向が見
られたものの、更なる確認が必要である。 
  
 今後は、これらの miRNA の発現をさらに解
析するとともに、神経細胞における機能を解
析する予定である。 
 
(2) miRNA-loop の発現・機能解析 
 Deep sequencing で同定された miRNA-loop
の発現を定量的 PCR で解析した。その結果、
ES細胞でのmiRNA-loopの発現が確認された。
さらに、ES 細胞の分化により、miRNA-loop
の発現が変動することを見いだした。また、
HeLa 細胞に miRNA 遺伝子を導入すると、プロ
セッシングされて miRNA-loop が産生される
ことを確認した。また Ago タンパク質を免疫
沈降したサンプルから RNA を精製し、定量的
PCR を行った結果、miRNA-loop が検出された
ことから、miRNA-loop が Ago タンパク質と結
合していることが明らかになった。 
 
 現在、HeLa 細胞を用いたルシフェレースア
ッセイにより miRNA-loop の活性を測定して

いる。 
 
(3) 光活性型 miRNA の開発 
 miRNA の合成２本鎖 RNA に、ケージ化試薬
を反応させることにより、ケージド miRNA の
合成を行った。HeLa 細胞に、レポーター遺伝
子（miRNA 標的配列を持つ GFP）とともにケ
ージド miRNA を導入し、その活性を評価した
ところ、ケージ化することにより miRNA の活
性が部分的に抑制されることが確認された。 
 
 さらに、光照射による miRNA 活性の回復を
解析した。ケージド miRNA とレポーター遺伝
子を HeLa 細胞に導入後、紫外光を照射し、
GFP 蛍光を評価した。その結果、紫外光照射
によりわずかながらmiRNAの活性が回復して
いることを見いだした。しかしながら、その
効率は実用にはまだ不十分で、今後のさらな
るケージ化効率、光による活性化効率の改良
が必要と考えられる。 
 
(4) miRNA のイメージング技術の開発 
 生細胞内でのmiRNA活性をリアルタイムで
測定するための新規蛍光センサーの開発を
行った。この蛍光センサーを用いて、HeLa 細
胞内でmiRNAの発現が誘導されてからプロセ
ッシングをうけて活性化するまでの
kinetics をタイムラプスイメージングで観
察することに成功した。 
 
 また、マウス ES 細胞が神経系へ分化する
際のmiRNA活性の経時的変化の測定を行った。
さらに蛍光波長の異なる２種類の蛍光セン
サーを開発し、２種類の miRNA の活性化の
kinetics を同時に測定することに成功した。 
 
 この新規miRNAセンサーを用いることによ
り、従来解析が難しかった in vivo での miRNA
活性の時空間的変化の解析が可能になるこ
とが期待される。 
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