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研究成果の概要（和文）：本研究は、A-to-I RNA編集による新たな遺伝子制御原理を探索することを目的とし、
（1）RNA編集によるタンパク質翻訳に影響を与えるRNA構造体の誘起、並びに（2）RNA編集による5’非翻訳領域
におけるタンパク質翻訳領域の生成に関する研究を実施した。研究項目（1）においては、RNA編集によりイノシ
ンを含むG-quadruplex構造を誘起できること、及び、その構造形成がタンパク質翻訳を阻害することを明らかに
した。また、研究項目（2）では、RNA編集により5’非翻訳領域に生じたAUIトリプレットが新たな開始コドンと
して機能し、その結果、下流の翻訳が抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To explore new gene regulation principles by A-to-I RNA editing, this study 
evaluated (1) inducing RNA structures that affect protein translation by RNA editing, and (2) 
generating protein translation region by RNA editing in the 5'untranslated region. In research item 
(1), it was clarified that RNA editing can induce an inosine-containing G-quadruplex structure, and 
this structure formation inhibits protein translation. In research item (2), we clarified that the 
AUI triplet generated in the 5'untranslated region by RNA editing functions as a new start codon and
 the downstream translation is suppressed.

研究分野：生物分子化学

キーワード： RNA編集　G-quadruplex　遺伝子制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
A-to-I RNA編集によりmRNA上で生じるコドン変換やRNAの二本鎖構造の安定化は、その後に翻訳されるタンパク
質機能や発現量に影響することが知られている。本研究で実証した、A-to-I RNA編集によるイノシンを含む
G-quadruplex構造が形成、及び、開始コドンの生成は、いまだ明らかにされていない新たなA-to-I RNA編集の遺
伝子制御原理であり、生体内A-to-I RNA編集機構の理解に重要な情報を与える。また、本研究成果は、近年開発
されたRNA編集技術による遺伝子機能制御法を拡張するものであり、医薬品開発を始めとする医療分野において
も応用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、RNAレベルで遺伝情報を改変する技術、すなわち RNA編集技術の開発が進んできてい
る。RNA 編集技術は、ゲノム編集とは異なりゲノム DNA を傷つけずに遺伝情報を制御できる
という特徴から、特に医療・創薬分野への応用が大きく期待されている。 
A-to-I RNA編集機構は、編集酵素 ADARにより RNA上のアデノシン（A）がりイノシン（I）
に変換される RNA修飾の一種であり、ヒト生体内ではかなり高い頻度で行われている（同定さ
れている編集部位はおよそ 30万部位）。mRNAの翻訳領域に生じたイノシンは、タンパク質翻
訳の際にグアノシンとして認識されるという特徴がある。従って、A-to-I RNA編集技術、すな
わち任意の部位に RNA編集を誘導する技術は、ゲノム DNAに記載された情報を RNAレベル
で改変し、標的タンパク質機能を制御することができる。申請者はこれまでに、編集ガイド RNA
（AD-gRNA）と名付けた独自の機能性 RNA を構築し、それを用いた RNA 編集技術の基盤的
方法論を開発した（Sci. Rep. 2017）。一方で、生体内 A-to-I RNA編集は上述のコドン変換だけ
ではなく、スプライシングの制御やmiRNAの成熟過程及び標的選択制の制御など、多くの生理
機能が報告されている。しかしながら、全ての編集部位の生理機能及びその原理が明らかにされ
ている訳ではなく、A-to-I RNA編集には未だ知られていない新たな遺伝子機能制御原理が存在
している可能性が高い。従って、RNA編集技術のポテンシャルを最大限に引き出すためには、
A-to-I RNA編集の遺伝子制御原理の全貌を知る必要があると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目標は、RNA編集による新たな遺伝子制御原理を探索することである。そこで本研究
は、これまでに開発した RNA 編集技術を活用し、①RNA 編集によるタンパク質翻訳に影響を
与える RNA構造体の誘起、及び、②RNA編集による 5’非翻訳領域におけるタンパク質翻訳領
域の生成について、モデル配列を用いた in vitro実験により上記遺伝子制御原理を実証すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
【研究項目①】 
連続したグアノシンが豊富に存在する RNA 配列領域では、グアニン 4重鎖構造（G-quadruplex: 
Gq）が形成されることが知られている。また近年では、mRNA 上で形成される Gqがタンパク質発
現を抑制することが明らかになってきた。本研究は、イノシンとグアノシンの化学的構造の類似
性に着目し、A-to-I RNA 編集によりイノシンを含む Gq（ICGq）構造を誘起できると予想した。
mRNA上の ICGqが Gqと同様にタンパク質翻訳や逆転写反応を
阻害するのであれば、A-to-I RNA 編集による新たな遺伝子制
御原理が証明できる。そこで本研究では、A-to-I RNA 編集に
より、イノシンを含む Gq（ICGq）構造を誘起する配列を設計
し、A-to-I RNA 編集依存的に IcGq 構造が形成されるかどう
かを検証した（図 1）。具体的には、ICGq 形成コア配列（未編
集）とルシフェラーゼ（Luc）mRNA を連結した、ICGq レポー
ターRNA を合成し、RNA 編集技術を用いて目的部位をイノシン
に編集した後、ICGq 形成を RT ストップアッセイにより評価
した。また同様のレポーターRNA を用いて、IcGq による翻訳
阻害を in vitro 翻訳反応とルシフェラーゼアッセイにより
評価した。 
 
【研究項目②】 
ポリシストロニックな遺伝子は、上流遺伝子の発現が下流遺
伝子の発現を制御している。そこで本研究では、mRNA 上の 5’
非翻訳領域に存在する AUA配列を RNA編集により AUI配列に
変換して開始コドンとして機能させ、新たな翻訳領域を生成
することができるかどうかを検証した。まず、NanoLuc 
(Nluc)mRNA の開始コドン AUG を AUA に変異させたレポータ
ーRNA を合成した（図 2）。次に、RNA 編集技術を用いて AUA
配列を AUI に編集し、in vitro 翻訳反応とルシフェラーゼレ
ポーターアッセイにより、編集依存的な Nluc 発現量の変化
を解析した。 
 

図 1. IcGq レポーターの設計 

図 2. AUI レポーターの設計 



４．研究成果 
 
【研究項目①】 
IcGq 形成コア配列を有するレポーターRNA（IcGq 
rep.A）に対して、ガイド RNA を用いた部位特異的 RNA
編集反応を行なった結果、目的部位を高効率に編集
することができた（編集効率 95%）。また、上記反応
を利用し、IcGq 形成配列を有するレポーターRNA
（IcGq rep.I）を合成した。IcGq rep.A 及び IcGq 
rep.I に加え、Gq形成配列を有する IcGq rep.G の 3
種類の RNA に対して、RT ストップアッセイを行なっ
た（図 3A）。IcGq rep.A では、プライマーが 5’末端
まで伸長したことを示す 303 nt の停止ピーク（図 3A
白矢印）が観測された。一方、IcGq rep.G において
は、完全長のピークは減少し、Gq 構造により逆転写
伸長反応が阻害されたことを示す 266 nt のピーク
（図 3A黒矢印）が見られた。IcGq 形成配列を有する
IcGq rep.I では、上記の完全長ピークも観測された
が、IcGq rep.G で見られた 266 nt における逆転写停
止ピークがはっきりと観測された（図 3A、下段）。こ
れらの結果は、A-to-I RNA 編集により IcGq 構造が誘
起し、逆転写反応を阻害したことを示している。 
続いて、IcGq rep.A 上で RNA 編集反応依存的に誘起
した IcGq 構造が、Gq構造と同様にタンパク質翻訳を
阻害できるかどうかを評価した。IcGq rep.A および
IcGq rep.G の編集反応前後で得られた RNA に対して
in vitro 翻訳反応を行ない、ルシフェラーゼの翻訳
量を発光強度測定により解析した（図 3B）。本実験で
は、レポーターとするルシフェラーゼ（Rluc）の下流
に、IRES とレポーターとは異なるルシフェラーゼ
（Fluc）を導入した。この設計により、Rluc/Fluc の
相対発光強度値を比較することで、タンパク質発現量の差をより定量的に評価できる。編集反応
前の RNA（図 3B, ADAR(-)）について、IcGq rep.A と IcGq rep.G の発光強度比を比較すると、
IcGq rep.G の方が明らかに低い値を示した。この差は、IcGq rep.G は Gq 構造により翻訳反応
が阻害されたためであると考えられる。編集反応前後の比較については、IcGq rep.G では大き
な差は観察されなかったが、IcGq rep.A では RNA 編集反応依存的な明らかな発光強度比の低下
が見られた。これらの結果は、A-to-I RNA 編集により誘起した IcGq 構造が翻訳反応を阻害した
ことを示唆している。以上の研究から、RNA 編集によってタンパク質翻訳に影響を与える RNA 構
造体の誘起できることを in vitro のモデル実験により証明した。 
 
 
【研究項目②】 
設計した AUI レポーターRNA の AUA 配列を AUI 配列に
編集するガイド RNA（gRNA）を設計・合成し、これを用
いてAUIレポーターRNAに対して標的RNA編集反応を行
なった結果、標的部位を高効率に編集することに成功
した（編集効率：92 %）。また、gRNA 非存在下では、標
的の RNA 編集は観測されなかった。次に、AUI レポータ
ーRNA 上に、編集反応後に生じた AUI コドンが開始コド
ンとして機能するかを評価した。具体手には、in vitro
翻訳反応を行なった後、Nluc ルシフェラーゼ発現量を
発光強度測定により解析した。本実験も上項の実験と
同様に、Nluc ルシフェラーゼの下流に IRES-Fluc 配列
を挿入したレポーターRNA を用い、発現量の比較は
Nluc/Fluc の相対値で評価した（図 4）。gRNA 非存在下の編集反応では、AUG 配列と AUA 配列の発
光強度比に大きな差がみられたが、gRNA 存在下で編集反応を行うことによって、その差は大き
く縮まった。また AUG 配列は、gRNA 存在下の編集反応では発光強度比が低下した一方で、AUA 配
列では発光強度比が顕著に増加した。これらの結果は、AUA 配列が gRNA 存在下の編集反応によ
って AUI 配列に変換され、生じた AUI コドンが開始コドンとして機能したことを示している。以
上の結果より、非翻訳領域の AUA→AUI 編集により新たな翻訳領域が生成できることを in vitro
のモデル実験で実証した。 

図 3. IcGq 構造形成による逆転写阻害 
と翻訳阻害 
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図 4. RNA 編集による開始コドンの生成 
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