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研究成果の概要： 
ヒトゲノムプロジェクトが明らかにした「RNA World」は、機能未知の RNA の存在を浮か

び上がらせた。これら RNA の機能の解明は２１世紀の生命科学の重要な課題である。本研究

では独自開発した核酸分子素子を用い、機能性 RNA を生細胞内で検出する手法開発ならびに

特定のRNAの機能を選択的に制御する手法の開発を行った。その結果、生細胞内で特定のRNA
の in situ 検出に成功すると共に、１塩基変異を持つ RNA の選択的機能制御に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムプロジェクトが明らかにした
「RNA World」は、機能未知の RNA の存在を
浮かび上がらせた。これら RNA の機能の解明
は２１世紀の生命科学の重要な課題である。
RNAの機能解析はcDNA作製とそれに引き続く
DNA チップ解析により大巾に進展した。しか
し、生細胞内での機能解析の手法開発は、RNA
を特異的に検出するプローブの開発が遅れ
ていることから進んでいない。一方、mRNA の
翻訳機能制御に基づく病気治療法（アンチセ
ンス法）開発は着実に進展しており、既に数

十例を超す臨床試験が主に米国で進んでい
る。また、タンパク質をコードしない数多く
の RNA（non-code RNA:ncRNA）の存在も明ら
かになりそれら RNAもアンチセンス法の対象
となり、その生理的意味の重要性が指摘され
ている。従って生体における ncRNA の機能の
全体像は今後の最重要課題である。しかし、
生細胞中で特定の RNAをリアルタイムに検出
し、その機能を解明し、必要とあれば制御す
るような研究の展開を行う手法は未だに確
立されていない。 
 



  細胞の内外にかかわらず RNAは一般的に複
雑な高次構造を有するため、設計したプロー
ブが高次構造に阻害され、RNA に結合できな
い可能性がある。そこで本研究では、申請者
らが開発した、「RNA の配列のうちで一本鎖領
域にある確率を、RNA の高次構造予測結果と
熱力学的パラメーターを併用して求めるア
ルゴリズム」を用いて算出した。 

２．研究の目的 
細胞内で DNA から転写される RNA は mRNA、

tRNA、rRNA の他に、相当量の non-codingRNA 
(ncRNA)が存在することが明らかにされた。
ncRNA は発生や細胞の分化に重要な役割を果
たすなど、生命の根幹にかかわる物質として
今後の生命関連科学研究の重要なターゲッ
トである。ncRNA としては siRNA、miRNA な
どが代表例であり、特に shRNA はマウス遺伝
子のノックアウトに効果的であるのと同時
に、miRNA の急激な減少を引き起こすことに
よる致死性も報告されている。従って、細胞
内の特定の RNA を検出し、その生体における
機能を解析し、最終的にはその機能の抑制や
促進を行うことは、がんや原因が特定できて
いない疾患の発症機構解明や治療、さらには
再生医療につながる重要な課題である。本研
究は生細胞内 RNAのリアルタイム検出とその
情報に基づく RNA機能制御原理の確立を目的
とした（図１）。 

（３）プローブの基本骨格の最適化 
 RNA プローブは目的・経路に応じてその骨
格を改変する必要があるため、以下の骨格構
造改変を実施し、RNA プローブの最適化を図
った。この際、RNA プローブと対象 RNA との
ハイブリッドが RNase H の基質とならないよ
うに留意した。その他以下の項目にも留意し
た。 
(a) RNA とのハイブリッド安定性向上 
(b) 細胞内安定性の向上 

 (c) 細胞膜透過性の向上 
これらの条件を満たすために、RNA プローブ
の３’末端、５’末端に数個のホスホロチオ
エート結合型オリゴヌクレオチドの導入、さ
らには架橋型ヌクレオチド：ENA)の導入を行
った。 

 

（４）微少量試料を用いた RNA の選択的検出  
 微少数細胞からの RNAを含む微少量の溶液
を用い、マイクロ流路（5mx50mx20mm） 
カラムでの RNA検出能を蛍光顕微鏡下で実施
した。 
（５）生細胞を用いた mRNA のデリバリー原理

の確立 
RNA プローブの細胞内移行性を下記の観点

から蛍光顕微鏡により評価した。  
細胞内RNAのリアルタイムイメージング
の概略図 

(a) RNA プローブは細胞膜親和性に大きく影
響するホスホロチオエート型結合を有
するオリゴヌクレオチドを採用した。  

３．研究の方法  (b) 天然型リン酸ジエステル結合を持つ RNA
プローブを用いて、既存のドラッグデリ
バリー試薬（カチオン性リポソーム型）
の有効性を検証した。 

（１）ピレン誘導体導入ヌクレオシドの開発 
 本申請研究で用いる RNAプローブの蛍光性
物質はピレン誘導体であり、ヌクレオシドリ
ボースの 2'-水酸基にメチレン基を介して導
入した。導入するヌクレオシドにはウリジン
とシチジンを用いている。このピレン修飾ウ
リジン並びにシチジンをオリゴヌクレオチ
ド中に１分子あるいは複数分子組み込んで
RNA プローブとした。プローブの発光極大は
それぞれ 384nm あるいは 480nm 付近であり、
目的に応じて使い分けた。前者は無細胞系で
感度を重視する場合に用い、生細胞内の対象
RNA 検出には可視蛍光が必須であるため、後
者の発光極大を有するピレン２分子導入型
プローブを用いた。これらの結果より、新た
なピレン導入ヌクレオシドの分子設計を行
い、プローブの性能向上（蛍光発光効率、RNA
認識能等）を図った。 

(c) RNA プローブの細胞内導入態様の考察と
プローブの RNA 検出能の評価を行った。 

（６）がん細胞内在性 mRNA の検出 
 子宮頚がん細胞から全 RNA を抽出し、生化
学的手法により mRNA の検出を試みた。RNA プ
ローブの配列は既報配列に基づいて決定し
た。無細胞系、細胞固定系では高次構造が破
壊されていることからどの配列でも RNAプロ
ーブは結合可能である。細胞系では、mRNA の
ループ部位に対する配列を選択した。ループ
部位に対する本 RNA プローブの RNA との結合
に伴う蛍光を観測し、また、一塩基ミスマッ
チ RNA を対象とした系でも検証した。 
（７）光アンチセンス法による mRNA の機能
制御の試行 

 mRNA の配列を１塩基の違いまで認識できる
アンチセンス核酸（光架橋性オリゴヌクレオ（２）RNA プローブの配列決定 



チド）を開発し、それを用いて mRNA の１塩
基変異を識別して細胞増殖制御が可能か否
かを検証した。 
 
４．研究成果 
 ３．での研究目的にため、以下の項目の研
究を実施した。成果を以下に示す。 
【１】RNA特異的RNAプローブの分子設計：本
研究では、2’位にピレンを有するヌクレオ
チドと市販の架橋型ヌクレオシド（ENA）と
を構成成分とする蛍光RNAプローブ（プロー
ブI）、ならびに2’位にピレンを有するヌク
レオチドとホスホロチオエート型ヌクレオ
チドを含むキメラ型蛍光RNAプローブ（プロ
ーブII）を開発した。対象RNAの配列情報か
ら、代表者らが開発したRNA２次構造予測ア
ルゴリズムを用いて対象RNA中の１本鎖領域
を予測し、RNAプローブの配列を決定した。 
【２】蛍光RNAプローブの蛍光特性評価：プ
ローブIを用い、均一水溶液中で特定のmRNA
検出を試み、高感度、高精度で対象RNAの検
出に成功した。この際、類似配列を持ちなが
ら１塩基のみ変異したRNAを高感度かつ定量
的に他と識別して検出することが出来た。将
来の医療応用（SNP検出、DNA判定）に展望を
見いだした。 
【３】細胞内在性RNAの検出：培養ガン細胞
をモデルとし、外部刺激に応答する遺伝子群
（c-fos, c-jun）mRNAをプローブIIにより検
出することを試みた。その結果、外部刺激に
応答する形で産生されるRNAの検出に成功し
た（下図）。 

 
【４】光増感型アンチセンス核酸の効果：2’
位にソラレン誘導体を含むアンチセンス核
酸を設計し（右上図）、ras遺伝子に一塩基
異常のあるがん細胞の光増感型増殖制御を
試みた。その結果、異常塩基を含むオリゴヌ
クレオチドと選択的に架橋したこと（右下
図）、またその変異遺伝子を含む細胞の増殖
のみを選択的に制御することに成功した。 

以上の結果は代表者らが開発した蛍光性
RNAプローブが塩基配列を厳密に認識して検
出出来ること、ならびに細胞内在性RNAをin  
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situリアルタイムにモニターすることがで
きること、言い換えればトランスクリプトー
ム解析が可能であることを示唆している。さ
らに、一塩基異常に関する情報に基づき、そ
れら遺伝子を含むがん細胞の効果的増殖制
御法の開発に道筋が付けられたと言える。 

者、研究分担者及び連携研究者に
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