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研究成果の概要（和文）：ハイコンテンツ顕微鏡システム、遺伝子ライブラリー、ゲノム編集技術などの新しい
技術、戦略を開発・導入し、既知ncRNAタクソンの拡張、さらにはそれぞれのncRNAタクソンが作る複合体の同定
と挙動の解析、さらには新規ncRNAタクソンの探索を行った。また、最近注目を浴びているゲノム編集技術であ
るをncRNAの機能解析用に最適化し、新規に同定されたncRNAの機能を細胞・個体レベルで高速に遺伝学的に解析
する手法を開発し、領域内で共有する事で、ncRNAネオタクソノミ研究を加速させた。

研究成果の概要（英文）：We developed and introduced new technologies and strategies such as 
high-content microscopy systems, gene libraries, genome editing technologies to extend known ncRNA 
taxon, and further complex that each ncRNA taxon makes We aimed to identify and analyze their 
behavior, and search for new ncRNA taxons. In addition, we have optimized the genome editing 
technology for functional analysis of ncRNA, and developed a method to analyze the function of newly
 identified ncRNA at high speed and genetically, accelerating research on ncRNA neotaxonomy.

研究分野：システム医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては、ハイコンテンツ顕微鏡、GFPタグ遺伝子ライブラリー、遺伝子編集での個体作成などの新し
い技術、戦略を開発あるいは導入し、これらシステムを複合的に用いることで、新規ノンコ―ディングRNAの同
定とその機能解析による分類を細胞・個体レベルで進めることができた。結果、関節炎、骨系統疾患や白血病の
病態解明や治療法の開発に貢献することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

異なる種間での比較ゲノム解析により、タンパク質をコードする遺伝子の種類・数は比較的保

存されているが、タンパク質に翻訳されないゲノム領域は、生物の進化とともにその比率が加

速度的に上昇していること、しかも、それらの領域の多くからRNA の転写が行われ、いわゆる

ncRNAを産生している事実に注目が集まっており、ゲノム科学に残された数少ないフロンティア

の一つと考えられるようになった。我々は、関節炎の病態におけるマイクロRNA（miRNA）の解

析を行い、miR-146 が炎症を収束制御すること、miR-140 が組織のホメオスタシスを高め、炎

症に抵抗性を与える機能を持っている事などを報告してきた（Miyaki et al., Genes Dev. 2010; 

Yamashita et al., J.Biol. Chem. 2012; Nakasa et al., Arthritis Rheum. 2008）。しかし

ながら、miRNA はゲノムから転写されるncRNA の一部を占めるに過ぎない。その他の大部分の

ncRNA も、特定の作動エレメントを介して作動装置を形成し、生理機能を発揮していると考え

られるが、その詳細は混沌としたままである(Hirose et al., EMBO Rep 2014)。本新学術領域

「ncRNA ネオタクソノミ」研究では、雑多なncRNA 群を作動エレメントごとに分類し、それぞ

れの特性に応じた解析を効率的に進めることを目指している。近年、領域代表の廣瀬らの研究

により、核内構造体の骨格となって働く一群のncRNA（architectural RNA: arcRNA）の存在が

明らかとなった。また、多くのncRNA がクロマチンと相互作用してエピジェネティックな遺伝

子発現を制御している例が数多く報告されている。しかしながら、ncRNA の機能を一次配列の

相同性から予測する事は困難であり、これらのncRNA タクソンに属するncRNA がゲノム中にど

れぐらい存在するのか、現時点での情報は全く得られていない。ncRNA による生体制御機構の

全容を明らかにするためには、各ncRNA タクソンに属するncRNA を効率よく探索し、その生理

機能を迅速に解析し、情報を統合するための技術を開発することが重要な鍵となる。申請者は、

現在までに、「総背番号性」に並べたヒト遺伝子ライブラリーを用いた細胞ベースでの機能ス

クリーニング（Ito et al., Proc. Ntl. Acad. Sci. USA. 2010; Watanabe et al., PLOS Genetics 

2013）やデータベース構築（Yokoyama et al., Dev. Cell 2009; Shimuzu et al., PLOS One 2013）

を用いたシステム生物医科学研究、クロマチンの制御による発生分化機構の分子生物・生化学

的解析を行ってきた。さらに、2012 年にはTALEN およびCRISPR によるノックアウトマウスの

作製に成功しており、現在では、細胞、マウス、ラットでの自在なノックイン、ノックアウト

などの遺伝子変異導入系を確立させている。本研究では、ncRNA タクソノミを拡張するための

基盤技術となる、ハイコンテンツ顕微鏡、GFP融合遺伝子ライブラリーなどの新しい技術、戦略

を開発・導入し、それらの技術を領域内で共有する事でncRNA ネオタクソノミ研究を加速させ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、ハイコンテンツ顕微鏡、GFP タグ遺伝子ライブラリー、遺伝子編集などの

新しい技術、戦略を開発・導入し、これらシステムを領域内で共有することで、既知 ncRNA タ

クソンの探索を目指す。また、最近注目を浴びているゲノム編集技術である

TALE(Transcription Activator-Like Effector)や CRISPR(Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats)-Cas9 システムを ncRNA の機能解析用に最適化し、新規に同定さ

れた ncRNA の機能を細胞・個体レベルで高速に遺伝学的に解析する手法を開発し、領域内で広

く共有することで、ncRNA ネオタクソノミ研究を飛躍的に加速させる。 

 

３．研究の方法 



（１）ハイコンテンツ顕微鏡の顕微鏡観察技術による ncRNA 分類 

昨年度に引き続き、ハイコンテンツ顕微鏡システムを用いて炎症刺激下・ヒートショック刺

激下における細胞内挙動について、刺激下における RNA 依存性の構造体が持つ生理的機能につ

いて詳細な解析を進める。 

（２）miRNA ターゲット解析 

全長 cDNA（ヒト）5000 種が組み込まれているルシフェラーゼレポーターライブラリー、マイ

クロアレイやデータベースを相補的に活用し、昨年度までの、乳がん発症に関与する miR-34a

の成果を基に、更に、軟骨恒常性に関与する miRNA や RNA 結合タンパクの新規ターゲット遺伝

子の解析を行う。 

（３）ncRNA を利用した治療戦略 

miRNA を用いた変形性関節症（OA）の治療を目指し、関節への核酸導入法の検討を行う。蛍

光ラベル前駆体 miRNA を用いて膝靭帯切断による変形性関節症モデルマウスの関節への導入の

最適化を行い、miRNA mimic を用いて変形性関節症モデルでの治療奏効について解析する。 

（４）炎症における ncRNA の解析 

炎症時に発現する ncRNA を同定、この機能をノックアウトマウスを用いた個体レベルでの機能

解析も含め進めることで、ncRNA による炎症制御機構の新たな分子機構を探る。 

 

４．研究成果 

ハイコンテンツ顕微鏡システム、遺伝子ライブラリー、ゲノム編集技術などの新しい技術、

戦略を開発・導入し、これらシステムを領域内で共有することで既知 ncRNA タクソンの拡張、

さらにはそれぞれの ncRNA タクソンが作る複合体の同定と挙動の解析、さらには新規 ncRNA タ

クソンの探索を行った。また、ゲノム編集技術であるを ncRNA の機能解析用に最適化し、新規

に同定された ncRNA の機能を細胞・個体レベルで高速に遺伝学的に解析する手法を開発し、領

域内で共有する事で、ncRNA ネオタクソノミ研究を加速させた。具体的には、計画に従って、

以下の 4テーマにおいて研究を推進しており、成果を得た。（１）関節に特異的なマイクロＲＮ

Ａである miR-140 とそのホスト遺伝子であるユビキチン酵素をコードするＷＷＰ２のそれぞれ

のノックアウトマウスの解析から、発生・発達期の骨格形成においては miR-140 の欠損のみが

フェノタイプを生じ、その後の組織恒常性維持においては、miR-140 とＷＷＰ２の両方が軟骨

を保護する機能をもつことを見出し、ＷＷＰ２mRNA の関節内導入が関節炎の治療戦略となる可

能性を明らかにした。（２）炎症時に発現する ncRNA を同定、この機能をノックアウトマウスを

用いた個体レベルでの機能解析も含め進めることで、ncRNA による炎症制御機構の新たな分子

機構の一端を解明した。これにより、ncRNA の新たな機能とそのメカニズムを見出した。（３）

オリジナルで構築した全長 cDNA（ヒト）5000 種が組み込まれているルシフェラーゼレポーター

ライブラリーを活用し、炎症に関与するマイクロＲＮＡや RNA 結合タンパクの新規ターゲット

遺伝子の解析を行い、あらたなターゲット候補を同定した。（４）ＧＦＰライブラリーとハイコ

ンテンツ顕微鏡システムを組み合わせて用いることで、炎症刺激下・ヒートショック刺激下に

おける細胞内挙動について、特にＲＮＡ結合タンパクについてデータを取得、それらの刺激前

後においての分子挙動を詳細に解析し、分類した。その中から、今まで報告されていない興味

深い分子局在について、その機能と結合するＲＮＡとの関係について研究を行った。 
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