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研究成果の概要（和文）：ヒトゲノムプロジェクトは遺伝子発現機構が、従来の認識を遙かに超え複雑であることを明
らかにした。特に、種々の難治性疾患の原因としてRNAに着目する必然性が浮上した。本研究では、RNAの機能と疾患と
の関係を明らかにする上で必須である、RNAの選択的高感度検出法（RNA診断法）の開発を行った。その結果、(1)特定
の配列を持つRNAを無細胞系、生細胞系で高感度に検出する蛍光分析法を確立し、例として筋ジストロフィ症発症に関
わるRNA異常の新規診断法を提案した。(2)RNAとタンパク質との複合体の遺伝子制御機能に着目し、生細胞中での検出
法を開発した。これらの結果は、難病治療法開発に大きく寄与すると考える。

研究成果の概要（英文）：Human genome project has revealed that the mechanism of gene expression is much 
more complicated than that we have believed to date. This project focused on the novel RNA-diagnosis 
system for understanding the detailed mechanism of gene expression where RNAs play crucial roles. As 
results, we innovated the following systems: (1)Fluorescent-RNA-detection system to detect specific RNA 
in homogeneous physiological condition. The system was successfully applied to detect unusual splicing 
products of the muscular dystrophy. (2)Fluorescent-RNA-detection system to detect RNA-protein complexes 
such as telomerses and RNA-induced silencing complex (RISC). The system successfully detected telomerase 
in fixed cells and RISC in living cells. The system can be applied to the development of the novel curing 
methods of various diseases such as cancers.

研究分野：核酸化学、RNA診断、遺伝子制御法開発
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムプロジェクトは、RNAがヒト
の生命現象を中心的に司る存在であること
を明らかにした。特にヒトの疾患に関わると
いう点で、ncRNA/RISC研究は 21世紀の医
療発展には不可欠であると考えられている。
特にmicroRNA(miRNA)は特異的タンパク
質と共に遺伝子発現の７割を制御している
といわれているが、miRNAが構成する
RNA-タンパク質複合体（miRISC）の機能は,
細胞内局在、存在量、寿命、体内分布等基礎
的な知見は未だ解明されていない。有効な
miRISC制御分子として報告されている
「Antagomir」（Krutzfeidt et al., Nature, 
2005）でさえもその作用機構の分子論的詳細
は明らかでない。申請者は RNA選択的蛍光
核酸プローブの開発に携わってきており、こ
れまでに、このプローブを用いて生細胞内で
の mRNAライブイメージングに成功した
（Waki et al., Chem.Commun., 2011; 
Chem. Lett. 2011.）。このプローブを用いる
ことでRNAのみならずRISCの存在の有無、
細胞内の局在、機能発現の態様を明らかにで
きる可能性がある。いわゆる「RNA診断」
法開発が熾烈な競争下にある現状において、
本研究は極めて重要である。 
 
２．研究の目的   
 RNAの発現は種々の外部刺激によって誘
発され、その発現態様は刺激の種類によって、
(1)種類、(2)発現量、(3)細胞内局在、(4)機能、
(5)機能発揮後の運命、等が異なる。本申請は
2カ年であるため､①ncRNA/RISCの選択的
検出用プローブ(FRETプローブに基づくマ
ルチカラー検出を含む)並びに検出システム
の構築、②ウイルスゲノム RNAを対象とす
る RNA診断、③外部刺激に応答するトラン
スクリプトーム解析（HeLa細胞）、④RISC
の蛍光検出、⑤エキソソームにより輸送され
る RNA/RISCの解析、⑥金粒子担持蛍光核
酸プローブの細胞内局在の電視顕微鏡解析、
に焦点を絞り、これらを通して「RNA診断」
法の可能性を実証することを目的とした。し
かしながら、上述のように、「RNA診断」の
重要性が認知されるにつれ、国内外の競争が
激化し、例えば我が国の研究者が先鞭を付け
たスプライシング異常に基づく疾患治療/診
断法開発が欧米に先を越される事態になっ
た。このことを憂慮し、開発者との共同研究
を開始し、本申請の目的を一部変更した。具
体的には、②の対象 RNAをスプライシング
異常に原因を持つデュシェンヌ型筋ジスト
ロフィの疾患 RNAに変更し、臨床試験にお
ける異常 RNA診断を早期に実施するための
「RNA診断システム」構築を優先させた。

従って、目的⑤並びに⑥については、予備検
討にとどめた。 
 
３．研究の方法 
２．で記載したように、研究目的の重点化に
伴い、当初方法の若干の修正を実施し、以下
に示す検討を行った。 
（１）RNA 診断に用いるピレン修飾蛍光核酸
プローブの作製：ピリミジン環のリボース環
2’位にピレニルメチル基を導入した蛍光性
ヌクレオシドのデザインならびに合成法の
確立を試みた。 

 
図 1 ピレンプローブの基本構造と相補的
RNA ハイブリッドの蛍光スペクトル 
 
（２）高機能化プローブの分子設計：ピレン
プローブの蛍光発光性能を高めるべく分子
設計を行った。従来のリボース環に小比賀ら
が開発したリボース環架橋型ヌクレオシド
を含むピレン修飾オリゴヌクレオチドを合
成 し た
（図 2）。
このプロ
ー ブ は
RNA とハ
イブリッ
ド形成し
た場合、
従来法に
比べより
安定な A型ハイブリッドを形成し、結果とし
て蛍光強度の増大が期待される。様々な RNA
並びに後述する RNA-タンパク質複合体を対
象にして高感度な RNA特異的 RNA検出 RNAプ
ローブの開発を試みた。蛍光検出には、蛍光
分光光度計及び蛍光顕微鏡システム（顕微分
光装置具備）を採用した。本研究を通し、蛍
光測定は PBS 系（NaCl は適宜使用した）によ
り行った。 
 
（３）蛍光発光の効率化、多様化：相補的 RNA
とのハイブリッド形成による蛍光発光の効
率化と、FRET 法による蛍光の長波長シフト化
（ストークスシフトの増加）を試みた。ピレ
ン並びにピレンエキシマ由来の蛍光を種々
の蛍光色素により、ストークスシフトを観測
した。 
 
（４）デュシェンヌ型筋ジストロフィ関連



RNA の蛍光検出：同疾患に関わる RNA はスプ
ライシング異常に起因するキメラ型RNAであ
る。ピレンプローブを用い、キメラ RNA の接
合部位を対象とし正常 RNA／異常 RNA の識別
を新たなプローブの開発を行った。図 3 に
Exon18～Exon21 で見られるスプライシング
異常に伴ってできる mRNA 配列と、スプライ
シング態様検出プローブの基本的配列を示
した。 

図 3 デュシェンヌ型筋ジストロフィで見出
されるmRNAと検出用ピレンプローブの配置。 
 
（５）生細胞中の miRNA-RISC の蛍光検出： 
 miRNA はそのもの単独で機能することはな、
複数のタンパク質と副具体を形成すること
が近年報告された（miRISC）。そこでピレン
プローブの検出対象を miRISC とし、ピレン
プローブの配列の最適化を行った後、対象
RNA の検出を蛍光発光強度から、細胞内局在
を蛍光顕微鏡によりリアルタイムに検出す
ることを試みた。 
 
（６）疾患関連エクソソームの単離：培養が
ん細胞（HeLa）からエクソソーム抽出キット
を用いてエクソソームの抽出を試み、得られ
た沈殿物の TEM 像を得た。 
 
４．研究成果 
（１）ピレンプローブの作製：山名等及び小
比賀等の開発した修飾ヌクレオシドを用い、
モノ及びビスピレン型蛍光プローブを作製
した。これまでの研究の結果、ピレン修飾プ
リンヌクレオシドを含むプローブは無蛍光
性であること、また、ピレン修飾ピリミジン
ヌクレオシドを用いても、隣接ヌクレオチド
がプリン型（特にグアニン）の場合、RNA と
ハイブリッドを形成しても蛍光発光は著し
く小さく、実用に供することは出来なかった。
従って、本研究では、UU、UC、CU、CC のコア
配列を持ち、それらの 5’側に G を含まない
プローブの設計を行い、RNA 検出能を評価し
た結果、極めて選択的かつ高感度(10nM)に
RNA を検出することが出来た 
。 

（２）高機能化ピレンプローブの作製：架橋
型ヌクレオシドを有するピレンプローブは
対象 RNAと安定な A型ハイブリッドを形成し、
同配列の非架橋型ヌクレオシドを用いた場
合に比べ、Tm が 10～20℃上昇した。本研究
の場合、1，2塩基のミスマッチを認識するこ
とが求められる場合があるが、高い Tm の場
合、ミスマッチ配列を有するRNAとも結合し、
ミスマッチを認識できない可能性があり、注
意が必要であることがわかった。 
 
（３）蛍光発光の効率化、多様化：ピレンプ
ローブが対象 RNAと安定な A型ハイブリッド
を形成した場合、モノピレンプローブは
385nm に極大を持つ蛍光を発し、ビスピレン
プローブは480mに極大を持つ蛍光を発した。
そこで、385nm 付近並びに 480nm 付近の光で
励起される蛍光剤をピレンプローブの 5’位
に導入し、蛍光発光極大波長を長波長側にシ
フトさせる、すなわち FRET の適用も可能で
あることを明らかにした。現在のシステムで
は、FRET 後の発光強度は弱く、今後更なる分
子設計が求められる。 
 
（４）デュシェンヌ型筋ジストロフィ関連
RNA の蛍光検出：デュシェンヌ型筋ジストロ
フィにおいては、複数箇所でスプライシング
異常が生じ、フレームシフトのために生成し
たジストロフィンの機能が失われる。近年、
エキソンスキッピング法が松尾らにより提
案され、フレームシフトの修正を狙った筋ジ
ストロフィ治療の臨床試験が軌道に乗りつ
つある。この際、疾患が疑われる患者の診断、
エキソンスキッピングに基づく治療とその
予後においては、正確かつ迅速な RNA 診断が
求められる。本研究では図 4に示したような
スプライシング異常によって生じる数種の
RNA を、ピレンプローブを用いた均一溶液解
析系で検出し、診断並びに治療効果の早期判
定に供するべく、モデル系を用いて本研究の
妥当性を検証した。その結果、極めて正確に
かつ迅速に変異 RNA を識別できた。プローブ
の設計・作製、検体の調製、蛍光解析という
簡便な系で診断が可能であることを明らか
にした。現在、プラスミドに図 4の系を組み
込んだモデル系を構築して、臨床試験への展
開を図っている。 
 
（５）生細胞中の miRNA-RISC の蛍光検出： 
 生細胞を用いた RNA 診断：本ピレンプロー
ブは主骨格をホスホロチオエート型に変更
するのみで、生細胞に効率よく取り込まれる。
既にホスホロチオエート型ピレンプローブ
を用い mRNA の生細胞中での検出は報告して
いるが、本研究ではmiRISCの検出を試みた。
mRNA とは異なり miRISC は単独では存在しに
くいことから、miRISC の検出を試みた。その
結果、図 5に示す様に、著明なピレン由来蛍
光が生細胞において観測された。本研究で用
いたピレンプローブと類似配列を有するア 



 
ンチセンス核酸が
することは、既に明らかにされており、本ピ
レンプローブが
ベントの解析プローブとして有効であるこ
とが明らかになった。
 
（６）疾患関連エクソソームの単離：
キットを用いて得られた
むと想定される沈殿物
により透過型電子顕微鏡像を得た。２層状の
ドーナツ型パーティクル
きたが、エクソソームである証明は出来なか
った。手法は有効であると思われるが、同定
法に問題がある。
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