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研究成果の概要（和文）：本研究では、次の２項目の研究を実施した。(1) RNA サイレンシング

エフェクター複合体に含まれる内在性 microRNA (miRNA)が、細胞外から miRNA を導入するこ

とによって交換するメカニズムについて、マイクロアレイを用いた解析を行った。(2) miRNA

の標的 mRNA に対する抑制効率が、2 本鎖 miRNA の塩基対合力によって決まることを明らか

にし、数式を用いて定量化することに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed studies as follows: (1) When exogenous miRNAs 

(exo-miRNAs) are introduced into cells, endogenous miRNAs (endo-miRNAs) in the RISC may be 

replaced with exo-miRNAs. We examined the fluctuation of target gene expression of endo-miRNAs 

response to the introduction of an exo-miRNA using microarray. (2) We identified the crucial factors 

that determine the efficacy of miRNA-mediated gene silencing, and successfully mathematized the 

silencing efficacy using values reflecting base-pairing stabilities in miRNA duplex and seed-target 

duplex.  
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１．研究開始当初の背景 

microRNA (miRNA)や small interfering RNA 

(siRNA)などの小分子RNAは 20〜22塩基の 2

本鎖 RNAとなり、Argonaute (Ago)タンパク質
を中核とする RNA-induced silencing complex 

(RISC)というエフェクター複合体にとりこま
れ１本鎖化して、標的となる mRNAと対合す
る。その結果、Ago によって mRNAの切断や
翻訳抑制反応が触媒され、RNAサイレシング
と呼ばれる遺伝子発現抑制がおこる。我々は、
哺乳類細胞では、RNAサイレンシング効果は
siRNAの塩基配列によって大きく異なること
を見いだした。サイレンシング効果が高い
siRNA とは、ガイドとなる RNA 鎖の 5’末端
の 7 塩基にアデニン(A)とウリジン(U)が多く、
逆末端はグアニン(G)またはシトシン(C)であ

るという共通の配列特性を示していた 

(Ui-Tei et al. 2004)。このことから、両末端が
非対称で、5’末端側から１本鎖化しやすい
RNA 鎖は効率よくサイレンシング効果を示
すことが示唆された。また、5’末端の 1 塩基
目は標的 mRNA と必ずしも相補的である必
要はなく、むしろ A/U であることが重要であ
ることを示したが、近年、この理由は構造化
学的に明らかにされた。すなわち、ガイド鎖
の 5’末端が A/U であると Ago タンパク質の
ポケット構造に安定に固定されるが、G/ Cは
不安定なためである。これらのことは siRNA

の塩基配列は標的 mRNA を識別するだけで
なく、タンパク質との相互作用においても重
要な役割をもつことを意味していた。さらに、
ガイド鎖のシード領域（5’末端から 2～8 塩
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基）のみが相補的な遺伝子群も抑制される
（オフターゲット効果と呼ばれる）。我々は、
オフターゲット効果はシード領域の塩基配
列に依存し、その主要な決定要因は標的
mRNAとの塩基対合のエネルギー（安定性）
であることを明らかにし、オフターゲット効
果の定量化に成功した (Ui-Tei et al. 2008a)。 

 

２．研究の目的 

小分子 RNA によるゲノムワイドな遺伝子発
現調節作用を網羅的に解析するためには、そ
のサイレンシングの共通のメカニズムを明
らかにする必要がある。RNAサイレンシング
の過程は多段階のステップから成り立って
いる。また、小分子 RNA は全長約 20 塩基と
短いが、領域ごとの役割分担があると考えら
れる。そこで、それぞれの素過程における、
小分子 RNA の領域ごとの共通の機能とその
作用機序の関連性を明らかにして定量化し、
これらを統合したモデルを構築することに
よって全体像を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

研究対象の小分子 RNAとしては、最も多く
の miRNAが同定されているヒト miRNA（約
1,000 種）を中心に扱い、ヒト細胞（HeLa, 

HEK293, Huh7, NT-2 細胞等）を用いた実験お
よびそのデータ解析を行った。本研究では、
特にサイレンシングの素過程を解析するた
めに重要と考えられる次の項目について検
討した。(1) RISCに含まれる内在性 miRNA

の外来性 miRNAによる交換機構。(2) miRNA

の標的 mRNAに対する抑制効率の定量的解
析。 

 
４．研究成果 

(1) 内在的に存在する miRNA は細胞内のほ

とんど全ての RISC に取り込まれて飽和して

おり、標的となる mRNA群は定常状態では恒

常的に抑制されていると考えられる。一方で、

外来性 miRNA を細胞外から導入したり、過

剰発現させると、新たに生成された RISC に

取り込まれるか、すでに内在する RISC 中の

miRNA と置き換わることで初めてサイレン

シング効果を示すと考えられる。すなわち、

外来性 miRNA は自身の標的遺伝子に対して

サイレンシングを誘導するだけでなく、内在

性 miRNA によるサイレンシング効果を抑制

する作用もあると考えられる。 

 我々は、外来性 miRNA のトランスフェク

ションによる外来性/内在性 miRNAのサイレ

ンシング効果について、マイクロアレイを用

いた解析を行なった。まず、外来性 miRNA

を導入することにより、外来性 miRNA の標

的 mRNA群の発現は低下する一方で、内在性

miRNA の標的 mRNA の発現量が増加するこ

とがわかった。内在性 miRNA の標的 mRNA

の発現量の増加の程度は、外来性 miRNA の

種類によって異なるが、内在性 miRNA の種

類は問わず、ほぼ一定であることがわかった。

このことから、外来性 miRNAが RISCに含ま

れている内在性 miRNA と交換する効率は、

外来性 miRNA の種類によって異なると考え

られた。また、交換される RISC 中の内在性

miRNAの量はほぼ一律であることから、内在

性 miRNA は一本鎖化した状態のときに交換

されると考えられた。さらに、外来性 miRNA

の標的 mRNA のうち、3’UTR が短い mRNA

は強く抑制され、3’UTR が長い mRNA は弱

く抑制された。このことは、3’UTR の短い

mRNA は、内在性 miRNA による抑制作用が

そもそも弱く、3’UTR が長い mRNA は、内

在性 miRNA による抑制作用が強いためと推

定された。 

(2)我々は、siRNA による off-target 効果の強

さは、5’末端から 2-8 塩基の部分（シード領

域）の mRNA との塩基対合力に依存するこ

とを報告している。しかしながら、miRNAに

よる遺伝子サイレンシングの機構は、siRNA

による off-target の機構と非常に良く似てい

ると考えられているにも関わらず、miRNAに

よる標的遺伝子のサイレンシング効率を決

定する要因については、これまでよくわかっ

ていなかった。そこで、我々は miRNA によ

るサイレンシングの効率を数式を用いて定

量化することを試みた。その結果、miRNAに

よるサイレンシングの効率はシード 領域と

ターゲット mRNA との塩基対合力(Tm2-8)の

みによって決まるのではなく、miRNAの２本

鎖状態のときの 5’末端の 5 塩基の対合力の 

安定性(miTm1-5)によっても変動することが

明らかとなった。すなわち、miRNA の 5’末

端の２本鎖部分が不安定であり、シード領域

と標的 mRNA によって形成される２本鎖が

安定な miRNA が、強力なサイレンシング活

性を示すことを明らかにし、miRNAによる遺

伝子サイレンシングの強さは、Tm2-8－

0.53×miTm1-5 という数式で表すことができ

ることを明らかにした。この結果は、２本鎖

miRNAの２本の RNA鎖のうち、不安定な 5’

末端を持つ RNA鎖は、容易に RISCに取り込

まれること、また、miRNA は、シード領域と

相補的な配列を持つ mRNA を標的として認

識し、抑制するというこれまでの知見と一致

する。しかし、それを数式として定量的に表

すことによって、シード領域とターゲット

mRNA との塩基対合力 (Tm2-8)に対して、

miRNA の２本鎖状態のときの 5’末端の 5 塩

基の対合力の安定性(miTm1-5)は約半分の寄



 

 

与をしていることを初めて明確に示すこと

ができた。このように、私たちの結果は、 

miRNA の一本鎖化の過程および標的認識過

程の両方が、塩基対合の熱力学的性質によっ

てうまく制御されている可能性を示唆して

いた。 

 さらに興味深いことに、そのような塩基配

列の相違に依存した熱力学的性質の違いが

miRNAによるサイレンシング効率の決定要

因であるとすれば、異なる体温の生物種では、

同じ miRNAが異なる強さのサイレンシング

活性を示す可能性があることが推定される。

そこで、体温あるいは生育温度が異なる 16

種の生物種のすべての miRNAの Tm2-8, 

miTm1-5, および Tm2-8－0.53 × miTm1-5 の

平均値を算出し、それぞれの生物種の体温お

よび生育温度との相関関係を調べた（図５－

３）。すると、Tm2-8 および Tm2-8－0.53 × 

miTm1-5 は、それぞれの生物種の体温あるい

は生育温度と強い相関関係があることが明

らかになった。したがって、microRNAは進

化の過程に おいて、その体温あるいは生育

温度によって microRNAの選択を受けている

可能性が考えられた。  
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