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研究成果の概要： 
蛍光タンパク質遺伝子の非翻訳領域に、miRNA と完全に相補的な配列を挿入したウイルスベ
クターを構築し、miRNA の発現を生きた細胞内で検出する方法を構築した。筋肉特異的に発
現する miR-133について、幹細胞から筋管細胞へと分化する際に発現上昇する miR-133の様
子を生きた細胞内でレシオイメージングすることにより定量的に捉えることに成功した。本系

は miRNAの標的配列探索にも展開することが可能である。 
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研究分野：複合新領域 
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キーワード：マイクロ RNA、標的遺伝子同定、遺伝子発現イメージング 
 
１．研究開始当初の背景 
  2004年にヒトゲノムの概要が発表され、
タンパク質をコードする遺伝子の数は従来
の予想よりも遥かに少ない２万２千個程度
である事がわかった。ノンコーディングRNA
と呼ばれる、タンパク質をコードしないRNA
がゲノムの約 70%の領域から転写され、さら
にこの RNA が遺伝子発現の制御に深く関与
していることが報告されており、タンパク質
の機能を中心とした従来の分子生物学に加
えて RNA 分子が直接的に関与する生命現象
がポストゲノム研究の本命として掲げられ

ている（Science (2005) 309, 1559）。 
  ノンコーディング RNA として最も注目
されているのが、マイクロ RNA（miRNA）
である。miRNAは22塩基程度の小さなRNA
であり、配列依存的に標的 mRNA の翻訳を
抑制することで遺伝子発現を抑制している
（Cell (2004) 116, 281）。ヒトには約 500種
類の miRNAが見出されており、これまでの
解析から miRNAが生体の発生段階で時期・
組織特異的に発現し、細胞の運命を左右する
ことが分かってきている。しかし種々の
miRNA がどの遺伝子の発現するのかは明ら
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かになっておらず、また、明らかにするため
の方法論も確立されていない。 
  申請者はこれまでの研究で新規 miRNA
を見出し報告してきた（FEBS lett., (2005) 
580, 1553）。アデノウイルスのノンコーディ
ング領域を研究している中で、この領域から
miRNAが発現している事を確認し、miRNA
のパスウェイで遺伝子発現調節を行ってい
ることを突き止めた。これは、ウイルスのノ
ンコーディング RNA 領域から発見された最
初の miRNAであり、申請者によるこの業績
は多くの Review誌に紹介されている（Nat. 
Rev. Microbiol. (2006) 4, 651;など 24報）。 
  アデノウイルスに存在するノンコーデ
ィング RNA（VA RNA）は、ウイルス感染
時において大量に存在し（通常の mRNA の
100~10000 倍程度）ウイルスの複製に必須
な因子である。この VA RNA を前駆体とし
て、20~25塩基のRNAが切り出されている。
この短い RNA の遺伝子発現抑制機能を解析
すると、RNAi 機構を担う RISC 複合体と相
互作用して遺伝子の発現を抑制する機能を
持つ miRNAとして働いている事が明らかと
なった。さらに、アデノウイルスのノンコー
ディング RNA が、宿主細胞に備わっている
ウイルス防御機構を破壊する機能を担って
いる可能性を示唆する結果を得た。 
  miRNA は一般的に、部分的に相補的な
mRNAと相互作用し、その標的 mRNAの発
現を抑制する役割を担っている。数百種類存
在する miRNA にはそれぞれ固有の標的
RNAがあり（単一遺伝子とは限らない）、個々
の miRNAの発現パターンによって、異なる
遺伝子の発現を制御すると考えられている。
そこで、各 miRNAの標的遺伝子を探索する
ために、コンピューター予測プログラムを用
いて、部分的に相補的な配列を予測する方法
が報告されている（Genome Biology (2003) 5, 
R1）。 
  申請者もこの手法を用いて、ウイルス由
来 miRNAの標的遺伝子の探索を行い、数十
遺伝子の標的候補配列をリストアップした。
予測に用いたのは、米国のグループが開発し
た miRanda というプログラムである
（http://www.microrna.org/miranda.html）。
リストアップされた標的配列が、実際にウイ
ルス miRNAによって遺伝子発現抑制される
かどうかを実験的に検証したが、コンピュー
ター上で候補に挙がった 30遺伝子について、
遺伝子発現抑制が見られたのはわずか１遺
伝子だけであった。 
  別のアプローチから miRNAの標的配列
を探索する手法も報告されている。一部の
miRNA が標的 mRNA 自体を破壊する場合
において、マイクロアレイを用いて miRNA
導入後に変化する遺伝子発現の定量解析を
行い、その結果から標的 mRNA を予測する

方法が報告されている（Nature (2004) 433, 
769）。しかし、この方法では miRNAが別の
上流遺伝子を標的としている可能性を否定
しきれない。さらに別の方法論として、標的
配列と塩基対形成する事を利用し、miRNA
に相同的な配列を RT-PCR で増幅する手法
がある（Cell (2003) 112, 317）。申請者もこ
の手法を用いてウイルス miRNAの標的遺伝
子の同定を試みたが、残念ながら標的候補遺
伝子の中で実際に発現抑制が見られる配列
は確認できなかった。 
  これら既存の標的遺伝子探索法の問題
点をまとめてみると以下の様になる。 
（１）バイオインフォマティクスで標的配列
を予測する際に、miRNA 標的配列の基準を
研究者独自に設けているが、その基準に用い
られるほどの十分な実験データが蓄積され
ていない。そのため、リストアップされる配
列が膨大すぎて絞り込めなくなったり、本物
の標的配列が得られなかったりする。 
（２）PCRのプライマーとして miRNA相同
的な配列を用いると、類似した配列は得られ
るだろう。しかし、それが miRNA複合体に
よって認識される保証は全くない。 
  つまり、これらの手法には不確定要素が
多く、予測の後に miRNAの真の標的遺伝子
であるかどうかを研究者が実験的に検証し
なければならない。それは、これらの手法に
「miRNA の機能で探索する」という本質的
な原理が欠けていることに起因している。 
  申請者の研究だけではなく他の miRNA
研究の報告例を見ても、各 miRNAの標的遺
伝子の同定には、実験的に苦労している部分
が見受けられる。miRNA の標的遺伝子探索
では、予測した標的を一つずつ検証している
ため、時間と労力がかかっているのが現状で
ある。そこで、「miRNAの機能で探索する」
新たな方法論が提供されれば、miRNA の生
理的な側面から研究が飛躍的に進むものと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
  miRNA の機能をもとに標的遺伝子配列
を探索するためには、miRNA の機能を簡便
かつ定量的に評価する必要がある。miRNA
の発現を生きた細胞内で観測することがで
きれば、その細胞がまさに miRNAを発現し
つつあるという状況を捉えることができる。
しかし、miRNA を直接的に定量するために
は、現状 RNA を抽出せざるを得ない。一方
で、miRNAを間接的に検出する方法として、
miRNA による遺伝子発現抑制効果を利用す
る方法が報告されている。miRNA に完全に
相補的な配列をレポーター遺伝子の下流に
組み込むと、そのレポーター遺伝子の発現が
抑制されることが知られており、これまでの
報告例では、ルシフェラーゼや ß-ガラクトシ



 

 

ーダーゼといったレポーター遺伝子を用い
て miRNAの活性が評価されてきた。しかし
ながら、細胞を溶解または固定化させなけれ
ばならず、ヘテロな細胞集団の中で miRNA
を発現する細胞を特定することは困難であ
った。 
  そこで私は、レポーター遺伝子として緑
色蛍光タンパク質（GFP）と赤色蛍光タンパ
ク質（RFP）を採用し、生きた細胞内で
miRNA の活性を測定することを試みた。従
来、１色の蛍光タンパク質を用いた評価系が
報告されているものの、１色の蛍光だけでは
目的の蛍光強度の減少なのか、細胞活動の低
下による蛍光の減少なのか、あるいは蛍光タ
ンパク質遺伝子導入の効率が悪かったのか
判別できないという問題点があった。２色の
蛍光タンパク質を同一発現ベクターに搭載
することにより細胞ごとに内部標準化し、
miRNA の活性を定量化することが可能とな
る。 
  本研究の最初の目標として、２色の蛍光
タンパク質を搭載したベクターを構築する
ことにより、生きた細胞内で定量的に
miRNA の発現を捉えることができるかにつ
いて検討することとし、いくつかの miRNA
を例として実験を行なうこととした。 
 
 
３．研究の方法 
  今回、私が着目した miRNAは、骨格筋
に特異的に発現する miR-133である。マウス
間葉系幹細胞の一種である C2C12 細胞株を
用いて、血清低減による筋肉への分化を誘導
すると、4-7日後に miR-133の発現が上昇す
る。このとき、miR-133の発現をノーザンブ
ロッティング法によって確認したが、筋肉へ
の分化誘導による miR-133の上昇なのか、血
清低減による上昇なのか区別することがで
きなかった。これは、細胞を擦り潰してから
miRNA を解析することによって、ヘテロで
あるべき細胞集団を均一化してしまったこ
とに起因している。したがって、生きた細胞
内での miRNAの挙動を観測できる手法が必
須となる。 
  蛍光タンパク質を搭載したベクターを
構築するにあたり、発現ベクターが様々な細
胞に導入できるよう、レトロウイルスベクタ
ーを骨格として２色の蛍光タンパク質を独
立のプロモーターで発現させる系を組み立
てた。今回用いたレトロウイルスベクターは、
M-MLV由来 pMXを基にしたもので、5’LTR
とパッケージングシグナルの下流に GFP を
コードする遺伝子を導入した。また、レトロ
ウイルス感染後の選択を容易にするため、こ
の GFP にはブラストサイジン耐性遺伝子を
C末端側に融合させた融合タンパク質として
発現することにした。この GFP-ブラストサ

イジン耐性遺伝子のストップコドンの下流
に、miRNA と相補的な配列を挿入すること
により、miRNAの発現時に GFPの蛍光が減
少することが期待される。 
  また、さらに下流には CMV プロモータ
ーと RFPを挿入し、GFPとは独立した発現
カセットとして機能する。さらに下流には活
性型の 3’LTR を組み込むことにより、GFP
と RFP の発現が独立でなおかつ、同一のプ
ロウイルスとして機能する様に構築した。通
常、プロウイルスの組み込まれたゲノムDNA
の場所はランダムであり、その場所に依存し
て蛍光タンパク質の発現に変動が生じるが、
このような変動は同一ベクターに搭載され
た RFPによって補正される。GFPと蛍光が
オーバーラップしないよう、RFP について
様々な系を検討した結果、蛍光波長が長くて
輝度が高い mCherry（Tsien博士より提供）
を用いることとした。 
 
 
４．研究成果 
  今回、GFP 遺伝子の下流に miR-133 に
完全相補的な標的配列を挿入したレトロウ
イルスベクター（pMXCRGb[133]）を構築し
た 。 PlatE パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に
pMXCRGb[133]を TransIt-293 を用いてト
ランスフェクション後、48時間後の培養上清
をポリブレンとともに、マウス C2C12 細胞
へ感染させた。感染から 48 時間後、ブラス
トサイジンによる薬剤選択を行ない、GFPお
よび RFP がともに発現している細胞株を得
た。 
  C2C12 細胞はマウス間葉系幹細胞の一
種であり筋肉、骨、脂肪細胞へと分化する能
力がある。筋肉への分化には、サブコンフル
エント状態の細胞を 2% ウマ血清で培養す
ることにより３－４日で形態的な変化が生じ
てくる。さらに３－４日の培養により個々の
細胞が融合を始め、細長い筋管細胞を形成す
る様になる。 
  GFPの下流に挿入された標的配列が、分
化誘導後の miR-133 の発現上昇に伴って発
現阻害を受けると、GFPの発現が抑制された。
筋肉への分化誘導に伴って、細胞が融合して
筋管を形成するが、GFPの発現は、この筋管
において著しく減少していた。これは、筋管
形成に伴って発現した miR-133 が、GFP 下
流の標的配列と相互作用して発現を抑制し
ていることを示しており、血清低減に影響で
はないことが明らかとなった。 
  さらに面白いことに、miR-133は筋管形
成する細胞融合の前に、発現していることが
明らかとなった。従来の解析から、筋肉への
分化誘導が miR-133 の発現を上昇させるこ
とが示唆されていたが、筋管形成との前後関
係は明らかになっていなかった。今回開発し



 

 

た系を用い、１細胞ごとに生きたまま
miRNA を解析することによって初めて、筋
肉分化誘導との関係性が明らかとなった。 
これらの実験から、miRNA に完全相補的な
配列を使用することによって細胞レベルで
の miRNA発現パターンを定量的に可視化で
きること、及び、蛍光を指標として miRNA
標的配列を検出する事が可能であることを
示す事ができた（Kato et al., Int. J. Biochem. 
Cell Biol., in press）。 
  本研究成果は「miRNA の機能で探索す
る」標的遺伝子のスクリーニング系へと展開
することが可能である。miRNA は発生や分
化だけではなくガンや糖尿病、肝炎などの疾
病にも深く関連しており、miRNA の標的配
列を実験的に見つける手法が提供されれば、
この分野の研究が加速度的に進行し、それら
の成果が医療や産業の場に反映されると期
待される。 
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