
福岡大学・理学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７１１１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

細胞内シグナル伝達の一過的な制御を目指した新規RNA変異導入技術の開発と応用

Development of the method for site-directed RNA editing to regulate target 
intracellular signal transduction

９０５２６６９１研究者番号：

福田　将虎（Fukuda, Masatora）

研究期間：

１６Ｋ０１９２６

年 月 日現在  元   ５ ２４

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、RNA編集機構を利用した部位特異的RNA変異導入技術の開発を通して、細胞
内タンパク質機能をRNAレベルで制御する新たな方法論を確立することを研究目標とした。これまでに、RNA編集
酵素である二本鎖RNA特異的アデノシンデアミナーゼ（ADAR）の編集活性を目的部位に誘導し、標的部位に特異
的なA-to-I RNA編集（アデノシンをイノシンに変換する）を導入可能なガイドRNA（編集ガイドRNA: AD-gRNA）
を構築している。本研究では、従来型と同等の機能を有する短鎖型AD-gRNAの設計基盤の構築し、新たなRNA変異
導入技術の基盤的方法論を開発した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a methodology to regulate the target signal 
transduction in the cell by using site-directed RNA editing technology that utilizes endogenous RNA 
editing mechanism. In the previous our research, we have established basic methodology for 
site-directed RNA editing with the guide RNA (AD-gRNA) that could induce the RNA editing activity of
 adenosine deaminase acting on RNA into the target-site. In order to improve this site-directed RNA 
editing to apply for the regulation of intracellular signaling pathway, we newly designed the 
short-type AD-gRNA (shAD-gRNA) with the equal activity of the original gRNA. shAD-gRNAs succeeded in
 site-directed RNA editing in the intracellular environment and could be applied to the regulation 
of target gene expression in ADAR-expressing cells.

研究分野： 生物分子科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、医療や創薬に応用することができる新しい遺伝子改変技術を開発することを目的とした。これまでに
本研究では、AD-gRNAと呼ばれる特殊な分子を用いて、RNA（ゲノムDNA（生物の設計図）の一部が写し取られた
情報分子）を書き換えることで、一時的に生物の遺伝情報を書き換える技術、すなわちRNA編集技術を開発して
いる。本課題では、従来のRNA編集技術をさらに高性能なものにするため、より短鎖（小さい）で機能する新た
なAD-gRNAを開発した。得られた短鎖型AD-gRNAは、新しい疾患治療薬としての応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集技術による遺伝情報の改変は、細胞内在性タンパク質の機能を明らかにする上で有

効な手段として利用される画期的な方法論である。しかし、ゲノム改変の影響は細胞内で永続的
に続くため、本来の細胞状態を変えてしまうことに加え、タンパク質機能を制御するタイミング
及びその持続時間のコントロールが困難である。従ってゲノム編集技術は、シグナル伝達を代表
とする「細胞内で一過的に生じる現象」を生きたままの状態で詳細に解析することには適してい
ない。細胞内で起こる一過的なシグナル伝達の理解を深めるためには、「ゲノムを改変しない、
内在性タンパク質機能を一時的に制御できる」汎用的かつ実用的な新しい技術の開発が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、RNA 編集機構を利用した部位特異的 RNA 変異導入技術の開発を通して、細胞内タ

ンパク質機能を RNA レベルで制御する新たな方法論を確立することを最終目標とした。本研究
ではこれまでに、RNA 編集酵素である二本鎖 RNA 特異的アデノシンデアミナーゼ（ADAR）
の RNA 編集活性を目的部位に誘導し、標的部位に特異的な A-to-I RNA 編集（アデノシンをイ
ノシンに変換する）を導入することができるガイド RNA（編集ガイド RNA: AD-gRNA）を構
築している。そこで本研究では、編集ガイド RNA の配列及び細胞導入方法の最適化を通して、
部位特異的 RNA 変異導入技術を確立し、細胞内標的タンパク質機能を一時的に制御する方法論
に展開することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)AD-gRNA 配列設計方法の確立 
これまで構築した RNA 編集技術の

細胞内での RNA 編集効率及び、標的
部位選択性を向上させるため、従来
よりも高機能化なAD-gRNAの構築を
試みた。AD-gRNA は、hADAR2 と親和
性を有し標的部位に対して効率的
に RNA 編集を誘導するための「ADAR
誘導領域（ARR）」と標的 RNA と相補
鎖的な配列を有し標的編集部位を
設定するための「アンチセンス領域
（ASR）」で構成される。また本設計では、ASR を ARR の 3’末端に導入した 3’AS 型 AD-gRNA 及
び、5’末端に導入した 5’AS 型 AD-gRNA の 2種類の AD-gRNA 基盤配列がある。そこで、それぞ
れの AD-gRNA 基盤配列の特性及び、編集誘導に必要な機能領域を特定した。その後、得られた結
果をもとに、新たな AD-gRNA の設計方法を構築した。 
 
 (2) AD-gRNA を用いた RNA 編集技術による標的遺伝子発現制御 
AD-gRNA を用いた RNA 編集技術が、ヒト培養細胞内において標的遺伝子の発現制御が可能であ

るかを検証した。実験的にこれを実証するため、変異型 GFP（GFP_W58X）を利用した編集蛍光レ
ポーターを構築した。GFP_W58X は、コーディング領域にあらかじめ UAG コドン（終始コドン）
が導入されており、このコドンが RNA 編集誘導によって UIG コドン（トリプトファン）に変換さ
れた場合にのみ成熟型 GFP を発現する。同時に、AD-gRNA 配列設計に従い、同コドンを標的とす
る AD-gRNA（ADg-GFP_A173）を設計し、細胞内発現プラスミド（pADg-GFP_A173）を構築した。編
集レポーター発現プラスミド（pGFP_W58X）、pADg-GFP_A173 及び、hADAR2 発現プラスミド（pADAR2）
を、HEK293 細胞に形質導入した後、抽出した GFP_W58X mRNA の A173 における編集割合を解析し
た。また、蛍光顕微鏡により細胞内での RNA 編集依存的な GFP 発現を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) ASR と標的 RNA が形成する二本鎖領域におけ
る、AD-gRNA の編集誘導選択性（オフターゲット編
集）を in vitro 編集アッセイにより解析した。ま
ず、オフターゲット編集を解析するため、標的アデ
ノシン（A0）から 3 nt から 12 nt 離れた位置に、
オフターゲット編集部位としてアデノシンを配置
したモデル標的 RNA（An：A3−A12）を合成した。各
種モデル標的 RNA に対して、組換え hADAR2 を用い
た in vitro 編集反応を行ない、各部位の編集割合
を解析した（図 2A）。結果、3’-AS ADg を用いた反
応では、標的部位以外における高効率な RNA 編集が
観測された（図 2A 3’AS ADg）。一方、5’-AS ADg
を用いた編集反応においては、オフターゲット編集

図 1. 編集ガイド RNA（AD-gRNA）  

図 2. オフターゲット編集解析 



はほとんど観測されなかった。以上結果より、5’AS型 AD-gRNA は優れた編集選択制を有するこ
とを明らかにした。 
 
(2) AD-gRNA を用いた RNA 編集技術により、標的遺伝子の機能発現を制御できるかを評価した。
抽出した GFP_W58X のダイレクトシークエンスにより得られたクロマトチャートから、AD-gRNA
により A173 が編集されていることを確認した（図 4b）。さらに、蛍光顕微鏡観察においては、
pGFP_W58X と pADAR2 のみを形質導入した細胞では、蛍光を発する細胞は観測されなかったが、
そこに pADg_GFP_A173 を形質導入することで、強い蛍光を発する細胞が多数観測された。以上の
結果より、ヒト培養細胞において、AD-gRNA を用いた RNA 編集誘導により標的遺伝子の発現制御
が可能であることを実証した。 

(3)本研究では、上記研究成果に加え、AD-gRNA の RNA 編集誘導に必要な機能領域を特定した。
また、機能発現に必要な領域のみで構成される短鎖型 AD-gRNA の構築にも成功している。これら
の結果より、RNA 編集誘導を原理とする新たな核酸医薬品の基盤分子として、AD-gRNA が適用可
能であることを示した。 
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