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研究成果の概要（和文）：小分子RNAとは約20塩基程度の小さなRNAであり、RNAサイレンシングあるいはRNA interfere
nce (RNA干渉)と呼ばれる現象によって、遺伝子発現を抑制する。RNAサイレンシングは、神経機能などの高次生命機能
を制御したり、癌化などの重篤な疾病に関わることがわかっている。本研究では、小分子RNA作用マシナリーの調節機
構を塩基対合の様式や、相互作用するRNA結合タンパク質との相互作用から解析した。

研究成果の概要（英文）：Small interfering RNA (siRNA) or microRNA (miRNA), approximately 20 nucleotides 
in length, directs the posttranscriptional repression of protein-coding genes in metazoans. In human 
cells, more than 1,500 miRNAs have been identified and predicted to regulate the activity of a great 
number of protein-coding genes to control many developmental and cellular processes, such as 
proliferation, apoptosis, differentiation, and neural functions; they are dysregulated in tumors and 
function as tumor suppressors or oncogenes. In the present study, we revealed the functional machinery of 
small RNAs by determining small RNA-mediated silencing efficacy using thermodynamics of base-pairing or 
by analyzing interacting mechanism of RNA binding proteins with small RNAs.
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１．研究開始当初の背景 
小分子 RNA は、標的となる mRNA の切断や翻
訳抑制等を通して、様々な高次生命現象を緻
密に制御している。一方で、その利点を利用し
た医薬応用にも大きな期待が寄せられている。
一般に、小分子 RNA による標的 mRNA の認識
は、相補的塩基対の形成に大きく依存するが、
一方で単なる塩基対形成にとどまらない複雑な
機構があることが示唆されている。本研究では、
特に小分子 RNA の標的認識機構を中心に、
siRNA の機能の調節機構を明らかにすることを
目指した。 
 
２．研究の目的 
小分子 RNA による RNA サイレンシング機構は
Argonaute (Ago)に代表される一連のタンパク質
に よ っ て 制 御 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、
microRNA (miRNA)は、その塩基配列によって
遺伝子の抑制効率が異なっており、その効率を
調節する要因は不明であった。本研究では
miRNA による抑制効率を調節する機構を、塩
基対合の熱力学的性質から明らかにすることを
目指した。また、RNA 結合タンパク質を中心とし
た RNA サイレンシングに関わる既知因子の未
解明の調節作用の解明も目指した。さらに、近
年注目されている CRISPR/Cas システムによるゲ
ノム編集に用いるガイド RNA 設計ウェブサイトの
構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) microRNA (miRNA)の塩基対合力の熱力学
的安定性はすでに報告されているパラメーター
を用いた最近接法によって計算した。しかし、
A-to-I RNA editing がおこった後の I の塩基対合
力についてはパラメーターが明らかにされてい
なかったため、吸光光度計で実測した。 
(2) ヒ ト の Trinucleotide repeat-containing 6A 
(TNRC6A) 遺 伝 子 の Nuclear export signal 
(NES)および Nuclear localization signal (NLS)
は、アミノ酸配列の詳細な検討によって見出した。
それぞれの NES および NLS のアミノ酸に変異を
導入したタンパク質をヒト HeLa 細胞で発現させ
て、その細胞内局在を観察することで、２つのド
メインが核—細胞質輸送の機能に関わることを
明らかにした。 
(3) ヒト TAR RNA binding protein (TRBP)および
ヒト Protein activator of PKR (PACT)タンパク質
は、それぞれ大腸菌で合成して精製した。精製
したタンパク質は 5’末端をラジオアイソトープ標
識した siRNA および DNA-RNA キメラ型 siRNA
と混合して、電気泳動によって両者の結合パタ
ーンを解析した。 
(4) Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats/CRISPR-associated 
(CRISPR/Cas)システムにおいてゲノムレベルで
特異的と考えられるガイド RNA 配列を検索する

システムを、情報科学的手法で構築した。 
 
４．研究成果 
(1) 熱力学的安定性の数値化による miRNA サ
イレンシング効率の定量化 
miRNA による遺伝子抑制効率がどのように決ま
るのかは不明であった。我々は塩基対合の熱力
学的安定性を最近接法により数値化し、miRNA
による抑制効率を定量化することに成功した
（Hibio et al., Sci. Rep. 2012）。その結果、２本鎖
の miRNA の 5’末端が不安定で、シード領域（5’
末端から 2-8 塩基）と標的 mRNA との塩基対合
が安定な miRNA は強いサイレンシング活性を
示すことを明らかにした。このような熱力学的な
抑制効率の制御は、miRNA のシード領域に
A-to-I RNA editing が起こった場合にも同様に
起こるため、RNA editing は miRNA の抑制効率
を制御できる機構の１つであることを示した 
(Kume et al., Nucleic Acids Res. 2014)。さらに、
塩基対合の安定性は温度によって大きな影響
を受けるが、体温の異なる生物種の miRNA の
熱力学的性質を、本研究で構築した手法を用い
て数値化したところ、miRNA は進化の過程で体
温による選択を受けていると考えられる興味深
い 結 果 が 得 ら れ た （ Hibio et al., Sci. Rep. 
2012）。 
 (2) TNRC6A による Ago-miRNA の核—細胞質
間輸送機構の解明 
miRNA による遺伝子抑制は主として細胞質で
起こる現象と考えられてきた。一方で、核内にも
miRNA や Ago が存在することや、それらが核内
で転写やスプライシングを制御することも示唆さ
れていた。しかしながら、これらが核内に運ばれ
る分子機構は不明であった。我々は RNA サイレ
ンシングにおける翻訳抑制機構に重要な役割を
もつ TNRC6A のアミノ酸一次配列の中に、核移
行シグナルと核外移行シグナルの両方が存在
することを見出した。そして、実際これらのシグナ
ル配列を用いて TNRC6A が小分子 RNA と Ago
タンパク質の核—細胞質間輸送タンパク質とし
て機能することを明らかにした  (Nishi et al., 
RNA 2013)。 
(3) 2 本鎖 RNA 結合タンパク質 TRBP と PACT
の RNA サイレンシングにおける機能の解析 
TRBP や PACT は、RNA サイレンシングにおい
て重要な機能をもつ 2 本鎖 RNA 結合タンパク
質とされながら、その作用機序については不明
な点が多い。両者とも３つの 2 本鎖 RNA 結合ド
メインからなる良く似た構造をもつタンパク質で
あるが、機能的相違は明らかではない。我々は
生化学的手法により、siRNA は PACT よりも
TRBP と強く相互作用することを明らかにし、
TRBP が RNA サイレンシングにおける主たる因
子である可能性を示した  (Takahashi et al., 
PLoS ONE, 2013)。さらに、DNA とRNA のキメラ
型 siRNA という独自の手法を用いた研究から、



TRBP が siRNA に結合するために必要な
siRNA の最小 RNA 領域を特定し、TRBP は
siRNA の RISC への取り込みに関わるが、PACT
は必要ないことなどを示した (Takahashi et al., 
Nucleic Acid Res. 2014)。 
(4) CRISPR/Cas システムにおけるオフターゲット
効果の弱いガイド RNA 選択ウェブサイトの構築
CRISPR/Cas システムは，ガイドとなる RNA の塩
基配列の相補性を用いて、任意のゲノム領域に
変異を導入できる新しいゲノム編集法として注
目されている。しかし，ガイド RNA の塩基配列に
よっては標的以外の場所で意図せずゲノム編集
が起こってしまうことも知られており、オフターゲ
ット効果とよばれている。オフターゲット効果を防
ぎ，目的とするゲノム領域特異的なゲノム編集を
行うためのガイド RNA 設計ウェブサイトを構築し、
広 く 一 般 に 公 開 し て い る （ Naito et al., 
Bioinformatics 2014）。 
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