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研究成果の概要（和文）：　マウスの脳に由来するRNAについて次世代シーケンサーによる配列解析等を行い，約１億
配列を得た．二次構造予測とその結果に基づくクラスタリングを行うシステムを開発し，解析を行った結果， 16個の
新規低分子RNA候補，MsncR（mouse structured non-coding RNA）を見出した．ノーザン解析による発現評価を行い，
予想よりも小さいRNAの存在を示唆するものがあった．
　MsncR-11は，ミトコンドリアtRNA遺伝子の裏鎖に相当するRNAである．NMR法による解析により，MsncR-11は，tRNAの
アクセプタステムとTステムに相当する二次構造を形成していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）： Next-generation sequencing was applied to small RNA fractions with lengths 
ranging from 40 to 140 nt from mouse brain and secondary structure-based clustering was performed. From 
the hundred million sequences obtained, 16 candidates of the mouse structured small non-coding RNAs 
(MsncRs) were isolated. Their expressions, together with those of other candidates, were analyzed by 
northern hybridization. One among 16 candidates obtained by the next-generation sequencing revealed a 
signal shorter than expected.
 One of the candidates, MsncR-11, have a sequence complementary to a mitochondrial tRNA. NMR analysis 
suggested that MsncR-11 forms a secondary structure similar to tRNA including acceptor and T stems.

研究分野： 構造生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 研究分担者である清澤らは，哺乳動物にお
ける内在性のアンチセンス/非翻訳性 RNA
（non-coding RNA；ncRNA）を研究中に新
しい一群の低分子 RNA（miRNA や siRNA
よりは少し大きめの 50-100 ヌクレオチド
[nt]程度）を発見した．その後の解析で，こ
のサイズの低分子RNAはアンチセンスRNA
が転写されている遺伝子座を含め，その他の
ゲノム全体の領域から転写されていること
が判明した．これら RNA は始めから
50-100nt として転写されたとは考えにくく，
プライマリー転写産物からプロセスされ，細
胞内で安定的に存在するために立体構造を
形成し，特定のタンパク質に結合していると
考えられる．そのサイズを考慮すると既に知
られている 20-30nt程度のmi/si/piRNAとは
別のカテゴリーの RNA 分子と考えられる．
ランダムに 30 個程度の 50-100nt の RNA を
調べたところ，すべて dicer-independent で
あった．その存在の普遍性から生命活動に非
常に重要な役割を担っていることが予想さ
れている． 
これら新規低分子 RNA の機能の解明をめ

ざし，清澤を中心として，同じく本研究計画
の研究分担者である牛田および研究代表者
の河合の３名で，新学術領域研究（課題提案
型）「マウス細胞内に普遍的に存在する
50-100ヌクレオチド低分子RNAの多角的解
析」（平成 21～23 年度）をスタートさせた．
このプロジェクトでは，清澤によって行われ
たマウス由来の低分子 RNA 画分についての
シーケンス解析の結果を，河合が二次構造に
基づいてクラスタリングし，見出した RNA
候補を牛田がノーザン解析によって検証す
る，というスタイルで解析を進めた． 
本研究の計画は，このアプローチを基本に

しつつも，高次構造に基づく網羅的な解析を
中心とした解析を強力に推進することをめ
ざして立案された． 

 
２．研究の目的 
次世代シーケンサーなどによって得られ

る大量の RNA 配列データを，高次構造の視
点から解析し，構造を形成して機能するRNA
を迅速に見出す手法を開発することを目的
とした． 
（１）このために，大規模な二次構造予測と
その結果を用いたクラスタリング手法を開
発し，特徴的な二次構造をもつ RNA を効率
良く見出すことを試みた． 
（２）また，NMR 試料管内転写法による
RNA の立体構造形成のスクリーニング手法
を開発し，試料精製等の手間をかけることな
く，迅速に立体構造情報を得ることを試みた． 
（３）さらに，研究分担者の清澤および牛田
と協力して，これらの手法を実際にマウスか
ら抽出した低分子 RNA に適用し，新しい
RNA/RNP を見つけ，その構造と機能を明ら
かにすることをめざした． 

３．研究の方法 
（１）低分子 RNA 候補の二次構造解析とク
ラスタリング[河合] 
 最新のシーケンサーを利用すれば，一度に
数千万配列のデータを得ることができる．こ
のような桁の大量データについて，二次構造
に基づくクラスタリングを行う技術を開発
する． 
二次構造予測については，千葉工業大学に

おいて開発された vsfold5 を用いる．予測さ
れた二次構造を用いて構造パターンに基づ
く大まかな分類を行う．得られたそれぞれの
グループについて，ステムの長さや内部ルー
プあるいはバルジアウトの特徴などを利用
して詳細な分類を行い，特定の二次構造を形
成する新しい一群の RNA を発見することを
めざす． 
（２）低分子 RNA 候補の立体構造形成スク
リーニング[河合] 
 研究分担者の清澤や牛田によって得られ
る低分子 RNA 候補は，40 塩基程度の DNA
プローブに基づくものであり，その構造ある
いは機能解析の前に，正確な発現領域あるい
は構造形成領域を知ることが必須である．本
研究計画では，二次構造予測と立体構造形成
スクリーニングによって，立体構造を形成す
る領域を迅速に推定する手法を開発する．  
（３）配列解析[清澤] 
次世代シーケンサーの能力は日増しに高ま
っており，得られるリード（配列）の長さあ
るいは精度は飛躍的に向上している．これま
では， rRNA や tRNA など細胞内に大量に
存在する RNA を取り除いてから配列解析を
行うことが主流であったが，これによって
RNA 試料の品質が低下し，結果として新規
RNA を見落とす可能性もあった．これに対
し，現在では，細胞から抽出した RNA をで
きるだけ手をかけず配列解析に持ち込み，高
品質で大量の配列データを得たうえで，
rRNA や tRNA などを取り除く方法が現実的
となってきている．さまざまな組織あるいは
状態の細胞から RNA を抽出し，低分子量画
分を得たのち，配列解析を引き続き行ってい
くことを計画している．なお，配列決定その
ものは受託で行う． 
（４）マイクロアレイ解析[清澤] 
すでに，新学術領域研究において，全ての
SAT 遺伝子座にプローブを設計したマイク
ロアレイを作製し，マウスの特定の組織から
得られた RNA の解析を進めている．実際の
解析では，全 RNA を 20-40nt および
40-100nt のサイズに分画し、全 RNA と分画
した RNA をラベルしてマイクロアレイ解析
を行う．この時，全 RNA（＝長鎖 RNA サン
プル）をターゲットとした場合と，低分子
RNAをターゲットとした場合の比を計算し，
低分子 RNA をターゲットとした際に有意に
発現が高いプローブを選定する．さまざまな
組織あるいは状態の細胞から RNA を抽出し，
マイクロアレイ解析を進めることを計画し



ている． 
（５）ノーザン解析[牛田] 
マイクロアレイ解析より低分子 RNA が検出
されるプローブを選定し，マイクロアレイプ
ローブと同一配列のオリゴ DNA プローブに
より，ノーザンブロットによる低分子 RNA
の検出を試みる．このとき，細胞を核，細胞
質，他細胞内小器官に分画した後，どの画分
に目的の RNA が含まれているかノーザンブ
ロットを用いて明らかにし，目的の RNA が
含まれている画分をショ糖密度勾配遠心法
やグリセロール密度勾配遠心法を用いてさ
らに分画する．これによって，目的の RNA
がどのような細胞内局在を示すか知るとと
もに，どのような大きさの複合体を形成して
いるか，その複合体は比較的安定に細胞から
取り出せるものであるか否か，についての情
報を得る．  
（６）転写単位の同定[清澤] 
RACE 法を用い，低分子の RNA プライマリ
ー転写産物の解析を行う．図５にあるように，
ノーザンの結果がスメアとなることがある
が，これらの RNA の実態にも迫る．  
（７）低分子 RNA に対する結合因子や複合
体の精製[牛田] 
各種カラムクロマトグラフィーを用いて結
合因子や複合体を精製する．得られた因子の
RNA 結合能を，ゲルシフトアッセイや UV
クロスリンク法により解析する． 
（８）立体構造解析[河合] 
低分子 RNA とそれに結合するタンパク質と
の複合体の立体構造解析を NMR 法によって
行う． 
 
４．研究成果 
 本研究計画では，遺伝学的，生化学的，お
よび構造生物学的アプローチを駆使して，マ
ウス由来の新規低分子 RNA の解析を進めた． 
（１）低分子 RNA 候補の二次構造解析とク
ラスタリング 
 マウスの脳に由来する RNA およびマウス
の ES 細胞に由来する RNA について次世代
シーケンサーによる配列解析を行うことに
よって得られた配列データを用い，二次構造
に基づくクラスタリングを進めている．脳に
ついては約１億配列，ES 細胞については約
６千億配列が得られている．脳に由来するデ
ータについては，解析をほぼ完了し，16 個の
新規低分子 RNA 候補を見出した（発表論文
１）．なお，これらの新規 RNA を MsncR
（mouse structured non-coding RNAに由
来）と呼ぶこととした． 
また，マウス ES 細胞から得られた約６千

億配列および ES 細胞から神経細胞に分化す
る過程でのさまざまな段階の細胞から得ら
れたそれぞれ約１千万配列についても解析
を進めており，新規低分子 RNA の候補を数
個見出した． 
（２）低分子 RNA 候補の立体構造形成スク
リーニング 

 多数の低分子 RNA 候補について，その立
体構造形成を迅速に評価するための，NMR
試料管内転写法を開発し，構造既知の RNA
について適用することによって，その有用性
を実証した．本手法を INTT 法（in NMR 
tube transcription に由来）と命名した（発
表論文２）．この手法をプロジェクトで見出
した低分子 RNA 候補に適用し，安定な立体
構造を形成する RNA を探索している． 
（３）配列解析 
マウス ES 細胞が神経細胞に分化する過程の
さまざまな段階の細胞から低分子 RNA を抽
出し，その配列解析を進めた． 
（４）マイクロアレイ解析 
マウスゲノム上で全てのセンス—アンチセン
ス遺伝子座（SAT 遺伝子鎖）においてエクソ
ン同士の重なりを考慮して作製したマイク
ロアレイを用い、マウス脳由来の低分子RNA
をターゲットとして配列解析を行った。現在、
ノーザン解析での検証を行っている。 
（５）ノーザン解析 
次世代シーケンサーによる配列解析等に

よって見出した新規低分子 RNA 候補の発現
量等を確認するため，マウスのさまざまな組
織から RNA を抽出し，ノーザン解析を行い，
３つの RNA について強い発現，４つの RNA
について弱い発現を示す結果を得た．このう
ち，暫定的に S4-11 と命名した RNA につい
ては得られている cDNA 情報とノーザン解
析の結果に矛盾があったため，さらなる解析
を行った。その結果，この RNA はいくつか
の臓器で 30 nt 程度の短い断片として存在す
ることが示唆された． 
（６）転写単位の同定 

non-RI によるプライマーエクステンショ
ン法を確立し，ノーザン解析でシグナルを得
た RNA のうち 4 種類に対して 5’末端の配列
を決定するための実験を行った．残り 3 種類
に関してはノーザン解析で得られたシグナ
ルがかなり弱かったので解析対象から除外
した．その結果，末端を特定できたものは 1
種類のみであった．  
（７）低分子 RNA に対する結合因子や複合
体の精製 
 新規低分子 RNA 候補のうち，ノーザン解
析で発現が確認でき，その末端が決定できた
ものを対象として，複合体解析を行うことを
計画したが，上述（５），（６）の通り，最終
的な対象候補は 1 種類に絞られた．しかし，
この RNA については，後に反復配列由来の
ものであることが判明したため，これも解析
の対象から除外した． 
なお，これらの結果を受けて当初計画を修

正し，上述の S4-11 およびそれに由来する可
能性のある短い RNA について，それぞれの
生合成経路および機能を明らかにする方向
での研究の展開を検討している． 
（８）立体構造解析 
 これまでに見出した新規 RNA 候補のひと
つである MsncR-11 に着目し，立体構造解



析を進めた．MsncR-11 は，ミトコンドリ
ア tRNA 遺伝子の裏鎖に相当する RNA で
あり，ミトコンドリア mRNA のプロセシ
ングに関与している可能性がある．NMR
法による解析を行ったところ，MsncR-11
は，tRNA のアクセプタステムと T ステム
に相当する二次構造を形成していることが
示唆され，現在論文作成中である． 
 なお，2014 年 6 月に千葉工業大学におい
て公開シンポジウム「Structured ncRNA 研
究への前哨」を実施し，研究成果を紹介する
とともに，今後の研究の展開について議論し
た．さらに，2014 年 11 月の日本分子生物学
会年会において，ワークショップ「機能性
RNA 分子研究の新展開」を実施し，これま
での成果を発表した． 
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