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研究成果の概要（和文）：本研究では魚介類においてRNA干渉に関わる小分子RNAを網羅的に解析し、それらの知見を水
産分野に役立てることを目的に基礎研究を行った。次世代シーケンサーによるトランスクリプトームにより、トラフグ
、メダカ、アコヤガイの各組織における小分子RNA発現プロフィールを明らかにした。トラフグにおいては1420 種類の
 miRNAを見出すとともに、それぞれのmiRNAに多数のisomiRが存在することを見出した。魚介類の病原体防御にRNAiを
活用することを考え、病原体側の遺伝子構造の解析を推進した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we comprehensively analyzed the small RNA involved in RNA 
interference in fish and shellfish to get basic knowledge about RNAi of the aquatic organisms and utilize 
the knowledge in the field of fisheries. By the transcriptome using next-generation sequencer, we 
revealed small RNA expression profile in each tissue of the torafugu (Takifugu rubripes), medaka (Oryzias 
latipes) and pearl oyster (Pinctada fucata). We found 1420 miRNA species in torafugu, and then found 
existence of large number of isomiRs for each of miRNA. We had an idea to take advantage of the RNAi in 
pathogen defense of fish and shellfish. For this, we analyzed the genomic sequences of pathogenic 
organisms.

研究分野：水圏生物工学

キーワード： RNA干渉　miRNA　piRNA　torafugu　medaka　pearl oyster　Heterobothrium okamotoi　トランスクリ
プトーム
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１．研究開始当初の背景 
1998 年に RNA 干渉(RNAi)に関する最初の
報告がなされて以来、siRNA(一般に人為的な
RNA)，miRNA, piRNA, 内在性 siRNAなど
の小分子 RNA が様々な作用機構で RNA サ
イレンシングに関わっており、小分子 RNA
機能の解明は個々の遺伝子の発現調節から
高次生命現象にいたる生命科学の進展にお
いて不可欠の要素であることが明らかにな
った。その結果、これまでのタンパク質遺伝
子にだけに重点をおいたゲノム・遺伝子研究
の流れを一変させている。 
RNAi に関する応用としては、例えば医学分
野で siRNA 等によるがん細胞などをターゲ
ットとしたノックダウン実験が挙げられる
が、その目的は小分子 RNA を使ったターゲ
ットタンパク質遺伝子の発現低下である。一
方、内在の小分子 RNA そのものをターゲッ
トとする研究も進められている。例えばアフ
リカミドリザルを対象に特定の小分子 RNA
をターゲッにして発現を低下により、HDL
の上昇と VLDL トリグリセライドの低下を
導いた実験結果などが報告され、小分子RNA
発現制御による表現型の改良ができること
が示された。本研究では、RNAi を活用して
増養殖や耐病性、食味などの水産学的応用を
視野に入れているが、そのような試みは端緒
に着いたばかりであった。 
２．研究の目的 
本研究ではRNAiを様々な観点から活用して
水産分野に役立てることを目指しており、そ
のための基礎研究として以下の項目達成を
目的とした。 
(1)メダカ・トラフグ各組織小分子 RNAのト
ランスクリプトーム解析と詳細なアノテー
ションやゲノムマッピングを行う。 
(2)クルマエビ、アコヤガイなどの小分子
RNA のトランスクリプトーム解析を行い発
現プロフィールを明らかにする。 
(3)筋成長や脂質代謝、免疫、真珠形成などの
組織で高発現している小分子 RNA の機能を
明らかにする。 
(4)RNAi による生体防御のターゲットとする
病原体のモデルとしてトラフグ寄生虫ヘテ
ロボツリウム（Heterobothrium	
 okamotoi）
を選び、そのトランスクリプトーム解析を行
う。さらに RNAi のターゲット遺伝子の選抜
を行い、感染症に対する生体防御について新
規手法を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 組織別小分子 RNA の調整と cDNA 化とシ
ーケンシング：アコヤガイから各組織を単離
し、小分子 RNA を単離、精製した。アコヤガ
イの小分子 RNA の cDNA を合成し、Illumina
社の Hiseq2000 で解読した。	
 
メダカ、トラフグについても先行研究を引き
継いで、トランスクリプトーム解析を行い、
メダカ、トラフグにおける発現プロフィール
を明らかにした。	
 

(2)	
 シーケンスデータ解析：図 1 のような
ストラテジでデータ解析を行った。既知
miRNA に関しては、組織ごとの出現頻度をカ
ウントした。	
 

図 1	
 小分子 RNA シーケンスデータの解析手順	
 

	
 

(3)トランスクリプトーム解析の結果、組織
特異性が特徴的な miRNA について定量 PCR に
よる検証を行った。	
 
(4)in	
 situ	
 hybridization	
 (ISH)／ノックダ
ウンによる miRNA の機能解析：筋肉形成との
関連が示唆されている miR-499 に注目し ISH
を行い、発現の組織特異性や筋肉組織との関
連を調べた。またノックダウンによる機能解
析を行い筋形成との関連を調べた。	
 
(5)H.	
 okamotoi のトランスクリプトーム解
析:H.	
 okamotoi 個体全体から mRNA を抽出、
cDNA を作製し、トランスクリプトーム解析を
行った。	
 
	
 

４．研究成果	
 
(1)トラフグ小分子 RNA の新規シーケンシン
グ：Illumina	
 Hiseq2000 を用いて速筋、遅筋
２個体、心臓、鰾（皮膚）、胆嚢（皮膚）、脳、
卵巣、皮膚、腸、鰓、胸腺、頭側腎臓、体側
腎臓、脾臓の小分子 RNA の解析を行った。
Genomic	
 Workbench によるアノテーションに
より、miRNA と非 miRNA の配列情報に分類し
た。	
 
(2)トラフグ非 miRNA 小分子 RNA の解析：
SOLiD で既読の小分子 RNA シーケンスのうち
25〜31 塩基長のシーケンスデータを解読し
多数の tRNA フラグメントを見出した。それ
らの解析の結果、トラフグ、メダカの両魚類
の各組織において、Glu	
 CTC など 8 種類の特
定のアンチコドン配列を持つ tRNA のフラグ
メントがその他の tRNA フラグメントと比較
して多く発現していることが明らかになっ
た。また、ゲノム上に存在することが確認で
きた。さらにこれらの未知 RNA のノーザンブ
ロット解析の結果、いずれもおよそ 30 塩基
の位置にバンドが検出され、その発現が確認
できた。	
 
(3)	
 H.	
 okamotoi のトランスクリプトーム解
析：夏季のトラフグ生体の鰓から採取された
H.	
 okamotoi、4個体の虫体全体からトータル



RNA を抽出し、cDNA ライブラリーを作成した。
増幅・精製の後、Ion	
 PGM でのシーケンシン
グを行った。得られたデータのアセンブリを
行った結果、平均 443bp の長さのコンティグ
16710 個を構築できた。	
 
(4)トラフグ小分子 RNA の詳細なアノテーシ
ョン	
 ：1 億以上のリードのデータを解析した。
その結果、約 9000 種類の miRNA や putative	
 
miRNA に分類できた。そのうち約 2000 種類は
魚類で初めて見い出された。また、魚類特異
的な miRNA も見出された。さらに組織別に発
現プロフィールを解読し、それぞれの組織に
特異的な miRNA を多数見出した。	
 
	
 (5)	
 miR-499はヒトから各種魚類にいたる生
物種で共通にミオシン重鎖遺伝子が消失し
ており、miR-499 のみが残っている。メダカ
に お け る miR-499 の 発 現 を in	
 situ	
 
hybridization などで調べたところ、miR-499
はホスト遺伝子が消失しているのにもかか
わらず発現していた。	
 
(6)	
 H.	
 okamotoi 遺伝子の代謝マップ上への
マッピング：H.	
 okamotoi についてトランス
クリプトオームの結果から、それぞれの遺伝
子の配列から相同性検索を行って KEGG など
の代謝マップ上にマッピングを行った。その
結果、自由生活生の種とは代謝経路が異なる
ことを示唆する結果が得られたため。その精
査を進めた。これらのデータに基づき H.	
 
okamotoi 駆除のためのターゲット遺伝子候
補の選抜を行った。その結果、RNAi のターゲ
ット候補であり、その機能阻害により寄生虫
の不妊化を導くことが期待される vasa 関連
遺伝子などがリスト化された。	
 
(7)トラフグ miRNA のプロファイリング結果
の改訂：年々充実する miRNA 等の小分子 RNA
のデータベースの拡充に伴って解読した魚
類小分子 RNA のデータ解析をアップデートし、
一層正確な小分子 RNA のプロフィールを示す
ことに努めた。その結果、トラフグ各組織か
らのべ 1420 種類の miRNA を見出した。また
メダカおよびトラフグの免疫関連組織につ
いても引き続き解析を進めている。解析の完
了したトラフグの 9種類の組織ではそれぞれ
の組織でのみ特異的な発現を示す特徴的な
miRNA をリスト化した。各 miRNA の派生群で
ある isomiR を網羅的に見出した。5’側の
indel によりシード配列部分が異なる miRNA
も見出した。シード配列が異なることから、
同一の isomiR 種内間でターゲットとする遺
伝子が異なることが予想された。	
 
(8)トラフグゲノムの精読：小分子 RNA のマ
ッピングの結果の完成度を一層高めるため、
トラフグゲノム配列の高精度化も合わせて
推進した。	
 
(9)アコヤガイの小分子 RNA のトランスクリ
プトーム解析を行った。その結果、アコヤガ
イで特徴的な miRNA の発現プロフィールを明
らかにした。また既報の生物とは異なる小分
子 RNA	
 のサイズ分布を示すという新たな知
見が得られた。この結果は、アコヤガイの卵

巣や精巣以外の組織でも miRNA とは異なる小
分子 RNA が機能的に優占している可能性を示
すものであり、今後のさらなる解析が望まれ
る。	
 
(10)miR-499 の機能解析：miR-499 はミオシ
ン重鎖遺伝子 MYH14 のイントロン内にある
myomiR であり、これらのゲノム構造は脊椎動
物で広く保存されている。メダカでは MYH14
が消失しており、miR-499 のみが残っている。
しかしメダカ miR-499 の発現パターンは
MYH14/miR-499 が保存されている他の魚類と
同様の心筋、遅筋特異的な発現パターンを示
した。また miR-499 のノックダウンにより遅
筋線維の形成不全を示した。	
 
(11)魚介類病原菌のゲノム解析：生体防御の
ターゲットとして新たに細菌もターゲット
とした。耐病性獲得に関する基礎データを得
るため、エアロモナスなどの魚類感染菌など
の解析を行った。	
 
(12)RNA 薬のドラッグデリバリーのため、蛍
光 siRNA を用いて魚類における RNA の動態解
析を試み、高感度検出系の確立を進めるため
の基礎的検討を行った。	
 
(13)新たな魚介類寄生虫のゲノム解析：現在
食中毒を引き起こすことで問題となってい
る寄生虫、クドアに新たに注目し、そのゲノ
ムシーケンシングを行った。	
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