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研究成果の概要（和文）：生体内の多くの機能性 RNA は修飾を受けている。RNA 修飾の欠如が

自己免疫疾患の原因となる可能性がある。この関連性を解析するためのツールとして、RNAま

たは修飾 RNAに結合する抗体をファージ提示型の人工抗体ライブラリーから単離した。また、

ゼブラフィッシュの RNA 修飾欠損モデルを作製し、ただ一箇所の修飾欠如が形態形成に重篤

な異常を引き起こすことを個体レベルで初めて明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：A majority of non-coding RNAs undergo posttranscriptional modifications. 

Lack of such modifications might lead to autoimmune response. To investigate the possible mechanism 

of pathogenesis, we isolated recombinant anti-RNA antibodies that can bind to the modification sites 

related to patient autoantibodies. We also developed a zebrafish model of defective rRNA modifications 

and demonstrated that loss of rRNA modification, even at a single site, have deleterious effects on early 

development in vertebrates. 
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１．研究開始当初の背景 

全身性エリテマトーデス（SLE）の患者血

清の解析から、これまで知られていた抗 DNA

抗体の他に、RNAに対する抗体も高頻度（約

20%）に検出されることが明らかになった。

抗原を詳細に解析したところ、興味深いこと

に、リボソーム RNA（rRNA）の GTPase ド

メインと呼ばれる機能上重要な部位が自己

抗体のターゲットになっていた。 

自然免疫を活性化する因子のひとつに

DNAが知られているが、この活性化は、非メ

チル化 CpGを含む DNAが Toll様受容体のリ

ガンドになることで生じると考えられてい

た。すなわち、DNA修飾の欠損が免疫活性化

の原因になり得ることを示唆した。一方、高

等動物の RNAは、DNAと同様に多くの修飾
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を受けると推測されているが、その全貌は明

らかになっていなかった。RNA修飾の欠損が

DNAの場合と同様に、自然免疫系の異常な活

性化を引き起こすことは十分に考えられた。 

私たちは、rRNA が多数の修飾を受けてい

ること、これらの修飾は高等生物において普

遍的であることを見出していた。一方で、SLE

患者で rRNAに対する自己抗体が見つかった

こと、また、RNA修飾が免疫活性化に関わっ

ている可能性が発表されたことから、RNA修

飾の欠損が SLE 発症の原因になっているの

ではないかと推測した。また、このような疾

患の発症機序を解明するために、抗 RNA 抗

体が解析ツールとして有用であると考え、人

工抗体ライブラリーからの抗 RNA 抗体の単

離を試みる着想に至った。 

 

２．研究の目的 

(1) レパートリーが豊富な人工抗体ライブラ

リーを用いて、RNA修飾を識別する抗体を単

離し、ハイスループットな修飾の検出および

機能解析を行うツールを得ることをめざす。 

 

(2) ゼブラフィッシュを用いて修飾の欠損モ

デルを作製し、生体システムにおける修飾の

役割を個体レベルで解析する。さらに、SLE

患者における rRNAの修飾を系統的に解析し、

修飾の有無と疾患発症との相関を明らかに

する。 

 これらの解析により、RNA修飾と自己免疫

疾患との関連を明らかにするとともに、生体

システムにおける RNA 修飾の意義の解明を

めざした。 

 

３．研究の方法 

(1) RNA 修飾を認識する人工抗体の単離 

RNA抗原として化学合成した 50 nt 程度の

28S rRNA（非修飾型 RNA）を用いた。この

領域は SLE 患者の自己抗体認識領域である

ため、実際に抗体が存在することから、人工

抗体ライブラリーからの単離も可能である

と考えた。抗原となる非修飾型 RNA の 5’末

端をアミノ化で標識した後、96穴のプレート

に固定し、このプレートで人工抗体ライブラ

リーをスクリーニングした。選別された陽性

クローンは、その特異性と抗体価を ELISA法

とゲルシフトアッセイ法で検定した。次に、

RNA 修飾の有無を識別可能な抗体の取得を

めざした。上述した非修飾型 RNA の内部に

メチル化ヌクレオチドを取込ませた RNA（修

飾型 RNA）を化学合成し、同様に抗体のスク

リーニングを行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) RNA 修飾欠損モデル動物の作製・解析 

ゼブラフィッシュを用いて修飾に働くタ

ンパク質（フィブリラリン、ディスケリン）

の遺伝子をノックダウンした。ノックダウン

は、これらタンパク質の mRNAに結合するモ

ルフォリノアンチセンスオリゴ（MO）を、

受精卵に注入することで行った。これにより、

標的タンパク質の翻訳が阻害される。また同

様に、MO の注入により snoRNA のガイド

RNAとしての働きを阻害した。フィブリラリ

ン、ディスケリンのノックダウンでは、一度

に多くの部位の修飾が阻害されると考えら

れ 、 一 方 、

snoRNA の発

現抑制におい

ては、部位特

異的に修飾が

阻害されるこ

とが期待され

た。RNA修飾

の低下は、質

量分析法にて

検出した。 

 

４．研究成果 

(1) 抗RNA抗体の単離とヒト型 IgG抗体の特

異性の確認 

ファージディスプレイ型の人工抗体ライ

ブラリーから、RNA（U1snRNA, 28S rRNA）

を認識する抗体を単離した。選別された抗体

の特異性を ELISA法により確認した。これら

抗体クローンの配列を解析した結果、相補性

決定領域の CDR3は新規の配列であることが

わかった。さらに、得られた抗体配列を IgG

発現用ベクターに組込み、RNAに対する IgG

抗体を得た。培養細胞を用いて、ヒト型 IgG

を大量生産する系を立ち上げた。ELISAによ

る測定で、ファージが提示する一本鎖抗体よ

りも IgG化することで抗原に対する結合力が

高くなることを確認した。 

ファージの抗体提示の効率を高めるため

に、抗原に対するスクリーニング法を改良し

た。また、より RNA 構造に特異的な抗体を

選別するために、RNA 抗原の標識をランダ

ムから末端に変更した。その結果、U1 snRNA



 

 

に対する抗体を提示するファージクローン

を新たに同定した。 

 

(2) RNA修飾欠損モデル動物を用いた修飾の

定量解析 

ゼブラフィッシュを用いて rRNAの修飾に

働くディスケリン、フィブリラリン、および

3種類の snoRNA遺伝子（SNORD26、SNORD44、
SNORD78）の発現抑制胚を作製した。非常に

多くの修飾が阻害されると予想される DKC、

FBL発現抑制胚でも、ただ一箇所の修飾が阻

害される sno 遺伝子発現抑制胚でも、発生異

常を呈して受精後 10日までに致死であった。

各 sno 遺伝子がガイドする修飾が特異的に阻

害されていることは質量分析により確認し

た（下図の赤い矢頭は、SNORD26 発現抑制

胚で、rRNA の非メチル化断片が増加してい

ることを示している）。 

 

また、 rRNA のメチル化をガイドする

snoRNA 遺伝子（約 100 種類）のうち、ただ

一種類の発現を抑制して一箇所の修飾を阻

害しただけで、形態形成に異常が起こること

を個体レベルで初めて示した。受精後 24 時

間胚では、脳の形成不全、体幹の変形などが

観察され、48時間胚（下図）では、心臓周辺

の浮腫、顎の形成不全が顕著であった。rRNA

の修飾の意義は不明であったが、個体の発生

に重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。 
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