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研究成果の概要（和文）：生体内の機能性 RNA は多数の修飾を受けている。RNA 修飾と自己

免疫疾患との関連を明らかにするために、RNA に結合する人工抗体の作製および修飾欠損モ

デル（ゼブラフィッシュ）の作製を試みた。その結果、自己抗体が結合する RNA 部位（エピ

トープ）を認識する人工抗体の作製に成功した。また、ゼブラフィッシュの RNA 修飾欠損モ

デルを用いて、脊椎動物の初期発生における RNA修飾の重要性を初めて明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Non-coding RNAs undergo various posttranscriptional modifications. To 

investigate the physiological relevance of RNA modifications in autoimmune diseases, we generated 

artificial anti-RNA antibodies that bind to the epitope for patient autoantibodies and developed a 

zebrafish model of defective RNA modifications. Impaired RNA modification led to severe 

morphological defects and embryonic lethality in zebrafish, which suggests that RNA modifications play 

an important role in vertebrate development. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）タンパク質に翻訳されないノンコーデ
ィング RNA（ncRNA）が生体内で多数存在
することが明らかとなり、その生理作用に大
きな関心が寄せられていた（RNA 新大陸の
発見）。これらの RNA は通常メチル化など
種々の修飾を受けているが、その役割は不明

であった。 

（２）自己免疫疾患の全身性エリテマトーデ
ス（SLE）患者の血清から、リボソーム RNA

（rRNA）に対する抗体が多数見つかってい
た。一方、自然免疫を活性化する因子のひと
つに DNAが知られていた。この場合、DNA
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修飾の欠損が免疫活性化の原因になると考
えられていた。そこで、SLE発症に RNA修
飾の欠損が大きく関わっていると推測した。
また、RNA 修飾と自然免疫との関わりを示
唆する論文も米国のグループにより報告さ
れていた。 

 

 

２．研究の目的 

RNA 修飾と自己免疫疾患の関連を明らかに
するために、SLE患者の自己抗体のエピトー
プに結合する人工抗体を作製する。また、
RNA 修飾が欠損したゼブラフィッシュモデ
ルを作製し、これを用いて RNA 修飾の生理
機能および SLE 発症の分子機構を明らかに
する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）抗 RNA抗体認識部位における RNA修
飾の同定：SLE 患者の自己抗体が認識する部
位として、ヒト 28S rRNA の 1944-2002番目
のヌクレオチドの領域および U1 snRNAが知
られている。そこで、この領域にある RNA

修飾をデータベースから検索した。また、質
量分析計を用いた RNAフラグメントの解析
による RNA修飾の同定を試みた。 

（２）自己抗体のエピトープに結合する人工
抗体の作製：ファージ提示型の人工抗体ライ
ブラリーを用いて、SLE 患者の自己抗体のエ
ピトープに結合する抗体ファージを単離し
た。抗体ライブラリーは、連携研究者の高柳
が開発したものを用い、抗原は、28S rRNA

および U1 snRNAを化学合成または in vitro

転写で合成した。また、得られた抗体クロー
ンから、ヒト型の IgG を合成した。ファー
ジ抗体および IgG の結合特異性は ELISA 法
およびドットブロット法で確認した。 

（３）RNA修飾を識別する人工抗体の単離： 

前述の人工抗体ライブラリーを用いて、RNA

修飾の有無を識別できる抗体の単離を試み
た。抗原は化学合成により RNAオリゴに修
飾を付加したものを用いた。 

（４）RNA修飾欠損モデル動物の作製・解析： 

ゼブラフィッシュの受精卵にモルフォリノ
アンチセンスオリゴ（MO）を注入して、RNA

修飾に働くタンパク質（フィブリラリン、デ
ィスケリン）または RNA 修飾をガイドする
核小体低分子 RNA（snoRNA）の発現を阻害
した。表現型を解析するとともに、ゼブラフ
ィッシュ胚から rRNAを抽出して、RNA修飾
の状態を質量分析計で解析した。 

 

 

４．研究成果 

（１）人工抗体ライブラリーからの抗 RNA

抗体の単離 

 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を認識する抗体（抗 RNA

抗体）の単離を試みた。抗原として rRNAお
よび U1 snRNAの自己抗体認識部位を用いて
スクリーニングを行った。その結果、これら
の RNA に結合する抗体ファージを複数単離
することに成功した。また、得られたファー
ジクローンを用いてヒト型の IgGの合成にも
成功した。IgG の産生能力を上げるために、
ベクターの改良、培養条件の検討も行った。
抗体のスクリーニングから IgGの作製までの
一連の技術について特許を出願した（特願
2011-098698）。通常の動物を免役する方法で
は抗 RNA 抗体を得ることはきわめて困難で
ある。ファージディスプレイ型抗体ライブラ
リーを用いる本手法は、抗 RNA 抗体を取得
するための有効な手段になると考えられる。
また、今回得られた抗体は、ncRNAと自己免
疫疾患の関連を解析するための有効なツー
ルになると期待される。 

（２）RNA修飾を識別する人工抗体の単離 

 前述の人工抗体ライブラリーを用いて、
RNA 修飾の有無を識別できる抗体の単離を
試みた。化学合成で修飾を取り込ませた U1 

snRNA を抗原として同様な方法でスクリー
ニングを行い、複数のクローンを単離した。
現在、抗体の結合特異性について ELISA法で
検討している。DNAの修飾と同様に RNA修
飾も重要な機能を持っていると考えられる
が、その機能は不明である。修飾を認識する
抗体は、修飾の機能を解析するための強力な
ツールになると期待される。 

（３）ゼブラフィッシュを用いた RNA 修飾
の機能解析（RNA修飾酵素） 

 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）
遺伝子のノックダウン（翻訳阻害）を行った。
それぞれの修飾酵素の mRNA に対するモル
フォリノアンチセンスオリゴを受精卵に注
入し、顕微鏡下で初期発生を観察した結果、
脳構造の異常、浮腫の形成、血球形成の遅延、

図 1. 抗体と抗体提示ファージ 

H鎖と L鎖の可変領域をリンカーでつ
ないだ一本鎖抗体をファージ表面へ提
示。VH と VL の組み合わせで 1x10

11

以上のレパートリーをもつライブラリ
ーが作製可能 
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器官原基・色素細胞（黒色細胞・虹色細胞）
の形成不全などの表現型が得られた。ノック
ダウン胚は約 1 週間で致死となることから、
これらの RNA 修飾酵素は個体発生に必須で
あることが明らかになった。また、ディスケ
リンのノックダウン胚では、ヘモグロビン染
色による血球数の減少も観察されたことか
ら、骨髄不全を主症状とする先天性角化不全
症のモデルとして有効であると考えられる。 

（５）ゼブラフィッシュを用いた RNA 修飾
の機能解析（snoRNA） 

 イントロン内にコードされた U26 snoRNA

と U44 snoRNAの発現を抑えるために、モル
フォリノアンチセンスオリゴを受精卵に注
入して、ホスト遺伝子のスプライシングまた
は snoRNA前駆体のプロセシングを阻害した。
これらの胚は、24時間で顕著な発育遅滞を示
し、頭部の形成や尾部などに異常が見られた。
また、7日以内にすべて死に至った。 

 

 一方、SNORD26 阻害胚において、28S rRNA

の修飾を質量分析計で解析したところ、
SNORD26 の標的である 398 番目のアデノシ
ンのメチル化が特異的に低下していること
が確認された。ヒトのリボソーム RNAは 103

カ所のヌクレオチドがメチル化を受けてい
る。今回、ゼブラフィッシュにおいて 1カ所
のメチル化を阻害するだけで初期発生に大
きな影響を与えることが明らかになった。高
等動物において RNA 修飾が重要な役割を担
っているものと考えられる。 
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