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研究成果の概要（和文）：miRNAやlincRNAなどのnon-coding RNA(ncRNA)の異常は疾患の発生に深く関与する。
そこで、我々は次世代シークエンサーを用いて、新規のncRNAであるendogenous guide hairpin RNA(eghRNA) の
単離に成功した。興味深い事に、eghRNAはmiRNAと同様に、標的配列を有するｍRNAの翻訳阻害を示す。また、
miRNAのプロセッシングに必須なDICER1とAgo familyを欠失した細胞でも、mRNAの翻訳抑制を示す事が明らかに
なった。このような新規のncRNAは、疾患のメカニズム研究や新規の医薬品開発に繋がる事が期待される。

研究成果の概要（英文）：Dysfunction of non-coding RNA (ncRNA) such as miRNA and lincRNA are deeply 
involved in disease development. Therefore, we succeeded in isolating a novel ncRNA, an endogenous 
guide hairpin RNA (eghRNA), using a next-generation sequencer. Interestingly, eghRNA, like miRNA, 
exhibits translational inhibition of mRNA with a target sequence. In addition, it was revealed that 
cells lacking DICER1 and Ago family, which are essential for miRNA processing, also suppressed 
translation of mRNA. Such novel ncRNAs are expected to lead to disease mechanism research and new 
drug development.

研究分野：分子病理学

キーワード： non-codingRNA　eghRNA　肺癌　siRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで疾患に関与するnon-coding RNAは、miRNAやlincRNAしか明らかでなかった。しかし、本研究によって、
新たなncRNAとしてeghRNAが単離された。一部のeghRNAは、U1 snRNAの一部から転写されることが示された。ま
た、肺癌で発現が高いeghRNAは、SUV39H1, CDK2AP1, CCL2, ABCC6, METといった腫瘍発生に関連する遺伝子の発
現を制御していた。しかし、eghRNAの生理作用は、まだ不明な点も残っている。疾患との関連も今後の検討課題
である。しかし、今後次世代シークエンサーの普及により、多くの疾患でのeghRNAの解析が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
分子細胞生物学の進歩は、発がんメカニズムの解明や分子標的医薬品の開発の発展をも

たらした。特に近年は、ALK、EGFR など固有のがん細胞のドライバー遺伝子に対する医薬
品や免疫 check point 阻害剤の開発が進み、福音をもたらしている。しかしながら、がん細
胞集団の多様性から、耐性クローンが出現することで、根治には至っていない。このがん細
胞の多様性は、古典的には、Vogelstein が提唱した Chromosomal instability (CIN)によって説
明される。しかし、生命の根源である、細胞増殖・分裂機構を利用し、免疫機構から逃れ、
永遠に生き延びようとする細胞集団がどのようにして生まれてくるのか。また、CIN の獲得
は、偶然なのか、必然なのかこれまでの我々の知識では説明は難しい。このような難題に対
する糸口として、我々はゲノムの転写産物である RNA に着目し研究を行ってきた。特に
RNAの約 5割を占める、翻訳されないNon-coding RNA (ncRNA)に注目している。この ncRNA
の中で、microRNA（miRNA）の発現制御維持機構が、がんの発生・進展に関与することか
ら、miRNA の補充療法の開発を行ってきた 1,2,3,4。           
 
２．研究の目的 
 microRNA や lincRNA などの non-coding RNA(ncRNA)の異常は疾患の発生に深く関与す
る。これらの RNA を標的とする治療戦略は、次世代の分子標的治療薬として期待されてい
る。このような背景の中、研究者らは次世代シークエンサーを用いて、肺がんの発生・進展
に関与する新規の ncRNA である endogenous guide hairpin RNA(eghRNA) の単離に成功した。
eghRNA は ncRNA の中でも最も短く、Ago を介して標的の mRNA の翻訳に関与する。本研
究では、この新規の eghRNA の生理的解析と治療薬を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) eghRNA の網羅的同定と疾患での変異の同定 
 これまで研究者らは、マウスの肺がん組織やヒト肺がん細胞株を用いて eghRNA の単離、
同定の解析を行ってきた。その結果、幾つかのヒト eghRNA が、特異的に標的遺伝子を抑制
する可能性を見いだした。この結果は、eghRNA が様々な組織において発現し、組織特異的
に遺伝子発現を制御している可能性を示唆するものである。従って、今後の eghRNA の生
物学的な意義を深めるためにも、組織における eghRNA の発現の多様性は重要である。さ
らには、今後の治療応用も考慮し、様々な疾患での解析は意義がある。そこで、本研究項目
においては、マウスの各組織（脳、肺、肝臓、腎臓、食道、胃、消化管、精巣、卵巣）、ヒ
ト組織、がん疾患においての全 RNA 解析を次世代シークエンサーを用いて網羅的に解析す
る。 
 
(2) eghRNA の RNA 干渉のメカニズム解析 
 これまでの解析から、合成した ghRNA は生体内に生理的に存在する RNA 干渉機構によ
って、遺伝子抑制活性を示すことが明らかになっている。一方、内在性に存在する eghRNA
の作用機構は、不明な点が多い。そこで、本研究項目においては、ゲノムから転写された
RNA からどのような機構で eghRNA がプロセスされ、最終的に標的遺伝子の翻訳抑制を行
うのか明らかにする。具体的には、我々はすでに、Ago1、Ago2、Ago3 の Ago family を欠失
した細胞株の樹立に成功している。これらの Ago family 欠損細胞株を用いて eghRNA の標
的遺伝子の抑制メカニズムを明らかにしていく。 
 
(3)遺伝子改変マウスを用いた生理的 eghRNA の機能解析 
  eghRNA は、我々が世界に先駆けて単離、同定した ncRNA であることから、その生理的
な機能解析は行われていない。そこで、eghRNA を欠失した動物を作製し、その生理的機能
の解明を目指した。一方ゲノム上の eghRNA の転写領域に関しては、未だ不明な点がある。
従って、通常のノックアウトの手法では、eghRNA ノックアウトマウスは作製できないこと
が推察された。そこで、今回の解析にあたっては、miRNA の解析に使われる miRNA sponge
の手法を用いる 5。具体的には、図 1 に示すような eghRNA が有する seed 配列を 8 個ランダ

ムにしたコンストラクションを作
製した。コンストラクションの作製
においては、いわゆる標的配列のコ
アとなる seed 配列のみ有するもの、
ミスマッチ配列を導入して miRNA
の結合に類似させたもの、全長を有
するものを作製する。レポーター遺
伝子としてはルシフェラーゼ遺伝
子を用いて、遺伝子発現抑制能もモ
ニタリングしていく。 

図１eghRNA-2 sponge の構築 



 
(4)eghRNA の構造体に類似した癌に対する核酸医薬品の開発 
 eghRNA の構造の特徴としては、RNA 干渉の活性を有する構造体の中で、最も塩基数が少ないこ
とが特徴である（図 2）。さらに塩基数が少ない点は、自然免疫応答と実際の医薬品開発で有利
となる。そこで、活性化型 KRAS 遺伝子の発現により肺がんを自然発症するモデルマウスを

用いて、抗 Ras eghRNA の核酸医薬品の
開発研究を行った。具体的には、RAS 遺
伝子に対する siRNA の塩基配列を
eghRNA 構造体にして、さらに核酸を化
学修飾して、治療効果の検討を行った。 
 
 

図 2 RNA 干渉作用を有する３つの RNA 構造体の特徴 

 
 
４．研究成果 
(1) eghRNA の網羅的同定と疾患での変異の同定 
マウスの各組織（肺、肝臓、腎臓）、ヒト組織、がん疾患においての全 RNA 解析を次世代
シークエンサーを用いて網羅的に解析した。その結果、図 3 に示すような eghRNA 構造体
の単離に成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ヒトとマウスにおける内在性の ghRNA 様核酸 

 
次にこれらの eghRNA の生理的作用の解明を試みた。具体的には、eghRNA を人工的に合成し、

細胞に遺伝子導入を行いマイクロアレイ法での解析を行った。その結果、発現の高い eghRNA は、
複数の遺伝の発現抑制を行うことが示された。特に、肺癌で発現が高い eghRNA は、SUV39H1, 

CDK2AP1, CCL2, ABCC6, MET といった腫瘍
発生に関連する遺伝子の発現を制御して
いることが明らかになった。 
 一方、これらの eghRNA はゲノムのどの
ような領域から転写されるのか検討を行
った。その結果、幾つかの ghRNA は U1 
snRNAの一部から転写されることが示され
た。また、興味深い事にeghRNAは他のnon-
codingRNAと同様に複数の染色体にまたが
って転写されている事も示された（図4）。 
 
 

図 4 eghRNA-2 のゲノム情報 

 
 
(2) eghRNA の RNA 干渉のメカニズム解析 
 本研究項目においては、Ago family の欠損細胞などを用いて、eghRNA の細胞内でのプロ
セスの過程を解析した。まずはじめに、生体内の miRNA のプロセッシングに必須な DICER1
と Ago family を CRISPR/Cas9 を用いて欠失した細胞の樹立を行った。その後、これらの樹
立した細胞において、eghRNA の活性を検討した。その結果、図 5 に示す様に、 egh 構造体
は DICER1 欠損細胞でも活性を有することが明らかになった。AXL 遺伝子を標的とする
eghR-2 は、DICER1 を欠失した細胞でも、AXL 遺伝子を抑制した。 
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図 5 eghRNA 構造体の DICER1 欠損細胞での検討 

 
さらに RNA の抑制に中心的な役割を果たす RISC 複合体の構成成分である Ag2 の eghRNA の関

与を検討した。その結果、 図 6 に示すように、eghRNA は Ago2 を欠失した細胞においても、標
的遺伝子の抑制効果を示した。以上の結果から、eghRNA の RNA 干渉作用は、これまで明らかに
なっていない未知の構造体が存在している可能性がある。一方、siRNA 医薬品と違い Ago2 に依
存しない RNA 干渉作用は、核酸創薬を考慮すると、長所になることも考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 eghRNA 構造体の Ago2 欠損細胞での検討 

 
 
(3)遺伝子改変マウスを用いた生理的 eghRNA の機能解析 
 eghRNA の転写に関しては、ゲノム上、未だ不明な点があることから、通常のノックアウ
トの手法では、eghRNA ノックアウトマウスは作製できないことが推察された。そこで、今
回の解析にあたっては、miRNA の解析に使われる miRNA sponge の手法を用いて、図 1 に
示すような eghRNA が有する seed 配列を 8 個ランダムにしたコンストラクションを作製し
た。今回の検討においては、マウスのROSAの遺伝子座に挿入するコンストラクションを作製し、
ES 細胞への導入を行った。その結果、4種類の組換え ES 細胞の樹立に成功した。一方この ES 細
胞からの germline transmission を 3 回行ったが、いずれの場合も、この変異をもったキメラマ
ウスからは作製出来なかった。そこで現在、ES 細胞を変えて、再度組換え ES 細胞の単離を行っ
ている。既に組換え ES 細胞は 3 クローン得ており、現在 ermline transmission の確認を行っ
ている。 
 
 
(4) eghRNA の構造体に類似した癌における核酸医薬品の開発 
 これまでの上記の結果から図 6に示すような ghRNA の特徴が明らかになってきた。そこで本項
目では、この eghRNA の構造を利用した新規核酸医薬品の開発を行った。癌における標的の遺伝
子は、原因遺伝子にもかかわらず、未だに分子標的医薬品が開発されていない Ras 遺伝子を選択
した。そこで、まず肺癌細胞株(A549)において、eghRNA 構造体の Ras siRNA の配列決定を行っ
た。その結果、図 7に示すように 28 塩基の ghRNA を決定した。また、この ghRNA 構造体の Ras 
siRNA は、通常の 40 塩基の siRNA と同様のノックダウン活性を持つことが明らかになった。さ
らに、in vitro で腫瘍の増殖抑制が確認された（図 8）。 
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図 7 KRASghRNA 構造体の検討                    図 8 KRAS 変異肺癌細胞における増殖抑制 

さて、今後の臨床応用を考えると、生体内で安定した核酸が必要となる。これまで、上市され
た核酸医薬品は、2’糖部修飾 Fluoro 化と O-Me 化をしており体内毒性が低く、最も一般的な化
学修飾である。従ってこの修飾を様々な規則に従って検討し、ノックダウン活性を維持する修飾
を検討した。具体的な修飾方法は、①Pyrimidine 骨格（シトシン・ウラシル）を Fluoro 化、②
Pyrimidine 骨格（シトシン・ウラシル）を Fluoro 化し、Purine 骨格(アデニン・グアニン）を
O-Me 化、③O-Me 化、Fluoro 化の順番で交互に 3種類の修飾方法を用いた。そして、これらの修
飾方法の結果を以下に示す。唯一 ghRNA#3 O-Me Fluoro の順に交互に化学修飾したものだけノ
ックダウン活性を維持していた。同じ修飾をしても配列が違うとノックダウン活性は減弱した。
またこの検討において、KRAS 変異型の細胞株である HCT116 や MIA PaCa-2 においても同様に
ghRNA#3 O-Me Fluoro の順に交互に化学修飾したものだけがノックダウン活性を維持するとい
う結果を得ることができた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 化学修飾 Fluoro 化と O-Me 化の検討              図 10 ghRNA に対する自然免疫反応の検討 

 
さらに、これまで我々が明らかにしてきた eghRNA 構造体の自然免疫の応答の優位性を検討し

た。具体的には、ghRNA に対するパターン認識受容体を介した自然免疫活性化の検討としてルシ
フェラーゼアッセイを行った。方法としては 2本鎖 RNA を認識する TLR3 を過剰発現させた細胞
に NF-κBのベクターを挿入後に核酸を導入し、24 時間後に測定を行った。図 10 に示すように、
siRNA と ghRNA とを比較すると自然免疫応答が抑制され、化学修飾をするとさらにその傾向が強
くなることが証明された。 
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