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研究成果の概要（和文）： 

 標的メッセンジャーRNA（mRNA）の各ヌクレオチドを化学修飾する核小体低分子 RNA
（snoRNA）ライブラリーと細胞スクリーニングを用いて、「生体内で標的タンパク質発現
を抑制する人工 snoRNA」を構築する方法論の開発を行った。結果、本方法論により得ら
れた snoRNA は、標的タンパク質発現をわずかに抑制した。また、開始コドンを標的とす
る snoRNA がタンパク質発現抑制効果も持つという興味深い結果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The research aim of this study is to develop the strategy for constructing an artificial 
snoRNA regulating the target-gene expression in the cell. snoRNAs targeting 
2’-O-methylation to A or G at the start codon of target-mRNA were obtained by the 
cell-based screening with the snoRNA library. As the results of characterization for 
selected snoRNAs, these snoRNAs slightly reduced the target-protein expression.  
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１．研究開始当初の背景 

 生体内の機能性 RNA は、転写後にスプラ
イシングや化学修飾などのプロセシングを
経て成熟し、本来の機能を発揮している。現
在までに 100 種類以上の RNA 修飾が報告さ
れており、タンパク質の発現、細胞内局在な
どの重要な生命現象を制御していると考え
られている。しかしながら、RNA 修飾が持
つ生理学的意義の全貌は未だ明らかになっ
ておらず、RNA の転写後プロセシングの意
義と機能を理解することは、学術的にはもち
ろん、診断や医療技術の進歩に大きく貢献で
きる。 

 核小体低分子 RNA（snoRNA）は、特定の
タンパク質と複合体を形成し、リボソーマル

RNA（rRNA）や核内低分子 RNA（snRNA）
を始めとする生体内非翻訳 RNA（ncRNA）
の化学修飾を担っている。一方で、mRNA を
修飾する snoRNA の存在も報告されており、
①snoRNA による mRNA 前駆体のリボース
2’-O-メチル化修飾が、スプライシング反応
を制御している（Kishore S, et. al., Science, 

311, 230-232 (2006)）、②人工 snoRNA によ
る mRNA 修飾が標的タンパク質発現を抑制
する（Ono M, et. al., Mol Biol Cell, 21, 

1569-1584 (2010)）ことが既に報告されてい
る。これら一連の報告は、「生体内 snoRNA

の mRNA 修飾が遺伝子発現を制御してい
る」可能性を示唆しているが、「タンパク質
発現を抑制する mRNA 上の修飾部位」を詳
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細に調べた例はない。 

 snoRNA による mRNA 修飾がタンパク質
発現に与える影響を詳細に解析するために
は、①人工的に構築した snoRNA を用いて、
前駆体を含む標的 mRNA の各ヌクレオチド
を生体内で化学修飾する方法論及び、②標的
タンパク質発現を抑制する snoRNA をハイ
スループットに同定する方法論を開発する
必要がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、細胞内で標的タンパク質発現
を抑制する snoRNA 構築方法の開発を目指
した。生体内で特定 RNA 配列上のリボース
2’-O-メチル化修飾を担う snoRNA は、
boxCD 型 snoRNA であり、メチル基転移酵
素を始めとするタンパク質因子との複合体
形成に必要な「box 配列」と、標的 RNA 配
列と相補的な「標的認識配列」を有する。そ
こで本研究では、boxCD 型 snoRNA の標的
認識配列を多様化し、細胞内で標的タンパク
質発現を抑制する snoRNA を同定する方法
論を開発することを目的とし、①snoRNA を
用いて細胞内標的 mRNA の各ヌクレオチド
を 2’-O-メチル化修飾する方法及び、②チミ
ジンキナーゼ融合タンパク質を用いた細胞
スクリーニング方法を開発し、③選択した
snoRNA の機能評価を行い、snoRNA を基盤
とした遺伝子発現制御が可能であるかを評
価する。 

 

 

３．研究の方法 

(1）細胞内で標的mRNAの各ヌクレオチドを2’
-O-メチル化修飾する方法の開発 
 boxCD型snoRNAの細胞内発現ベクターを作
製し、標的 mRNA の各ヌクレオチドを 2’-O-
メチル化修飾できるように、標的認識配列を
多様化する方法を開発した。構築した snoRNA
発現ベクターライブラリーを細胞に遺伝子
導入し、発現条件を検討した。 
 
(2) チミジンキナーゼ融合タンパク質を恒
常的に発現する細胞の構築 
 snoRNA により標的タンパク質発現が抑制
された細胞をスクリーニングするため、標的
タンパク質とチミジンキナーゼを同一 mRNA
上にコードする融合タンパク質を設計した。
融合タンパク質を恒常的に発現する細胞株
を構築し、細胞が死滅するガンシクロビル濃
度を決定した。 
 
(3) 標的タンパク質発現を抑制する snoRNA
同定方法の開発 
 snoRNA 発現ベクターライブラリーを(2)で
構築した細胞に導入し、ガンシクロビル存在
下で培養後、生存細胞から発現プラスミドを

回収し、標的タンパク質発現を抑制する
snoRNA 配列を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 基盤となる snoRNA として U20（SNORD20）
RNA を用いた。U20 RNA 発現プラスミドを構
築した後、標的認識配列を GFP DNA 配列を断
片化した GFP DNA ライブラリーに置換した。
この方法により、細胞内で GFP mRNA あらゆ
るヌクレオチドをメチル化可能な snoRNA 発
現プラスミドライブラリーを構築した。一方
で、細胞スクリーニングは、チミジンキナー
ゼ（TK）発現細胞がガンシクロビル（GCV）
存在下では、DNA 合成が阻害され死滅するこ
とを利用する。そのため、同一 mRNA にコー
ドされる GFP-TK 融合タンパク質（GFP-TK）
を恒常的に発現する細胞株を樹立した。その
後、得られた複数の GFP-TK細胞株において、
各細胞が死滅する GCV濃度をそれぞれ決定し
た。上記研究により、「細胞内で GFP mRNA 上
のあらゆるヌクレオチドを 2’-O-メチル化修
飾可能な snoRNA 発現プラスミドライブラリ
ー」と「GFP-TK 融合タンパク質を恒常的に発
現する細胞」を構築することに成功した。続
いて、細胞スクリーニングは、①snoRNA 発現
プラスミドライブラリーの細胞導入、②GCV
存在下での培養、③生存細胞からのプラスミ
ド回収、④獲得プラスミドの増幅によるプラ
スミドライブラリーの再構築、の課程を繰り
返し行った。3 回選択後のプラスミドライブ
ラリーの DNA 塩基配列解析を行った結果、GFP 
mRNA 上の開始コドン（AUG）の A または G を
標的する snoRNA（snoST1、snoST3）が得られ
た。上記 snoRNA をスクリーニングに用いた
細胞に形質導入し、GCV 存在下で生存細胞数
を算出した結果、コントロールと比較して
snoST1 発現細胞は、わずかに生存割合が上昇
した。また、snoST1、snoST3 の GFP-TK タン
パク質発現抑制効果をウェスタンブロッテ
ィングにより確認した。以上の結果より、本
研究で開発した細胞スクリーニングにより、
細胞内で標的タンパク質発現を抑制する人
工 snoRNA が構築できることを明らかにした。
また、タンパク質発現抑制が 2’-O-メチル化
修飾によるものかどうかは不明であるが、本
研究により、開始コドンを標的とする snoRNA
がタンパク質発現抑制効果も持つという興
味深い結果が得られた。 
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