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研究成果の概要（和文）：近年、microRNAやRNA結合タンパクによるmRNAからタンパクへの翻訳における転写後調節（P
ost-transcriptional control）の重要性が明らかになっている。本研究では、〝実際に転写後調節を受ける遺伝子（
被転写後調節遺伝子）″を網羅的に解析できる新規方法を開発し、放射線がこの転写後調節ステップに与える影響を解
明する目的で多能性および体性幹細胞に本システムを応用した。多能性および体性幹細胞において放射線により影響を
受ける被転写後調節遺伝子群を同定しており、放射線治療における新しいターゲット遺伝子を探索していく。

研究成果の概要（英文）：Recently, post-transcriptional control of gene expression, mediated by such as 
microRNA and/or RNA-binding protein, has been considered to play an important role in gene regulation. In 
this study, we developed a novel method to discover a set of genes of post-transcriptionally regulation 
using retrovirus vector system. In order to find out genes with post-transcriptionally regulation 
affected by radiation, we applied this method to pleuripotent stem cell as well as hematopoietic stem 
cell with or without irradiation and could detect sets of genes of interest. We will perform further 
investigation to find out genes for therapeutic targets and to clarify the underlying mechanism of 
translational control.

研究分野： 腫瘍内科
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１．研究開始当初の背景 
放射線治療は外科手術，化学療法に並ぶ主要
ながん治療手段であり、その作用機序につい
ても多くの研究がなされている。放射線照射
が遺伝子発現に与える影響の研究としては、
すでに遺伝子発現（mRNA）やタンパク発現
等の網羅的解析がなされており、放射線の生
体への影響に新しい知見をもたらしてきて
いる。 
 一方、近年、遺伝子の転写後調節（Post- 
transcriptional control）の重要性が明らかに
なってきており、特に microRNA や RNA 結
合タンパクによる主として遺伝子の翻訳制
御が注目されている。しかし、この転写後調
節の重要性にも関わらず、転写後調節への放
射線の影響を〝実際に転写後調節で制御さ
れる遺伝子そのもの（被転写後調節遺伝
子）″の観点から評価した解析は、何より適
切な方法論が確立されていないため、十分に
なされていない。 
 具体的には、（i）microRNA は具体的にど
のような遺伝子群を、転写後制御しているの
か？（ii）microRNA、RNA 結合タンパクや
mRNA の構造変化など、多岐にわたる転写後
調節機構のなかで、各々の機構にはどのよう
な生物学的な役割があるのか？（iii）転写後
調節の〝程度″や〝変化（増強・解除）″は、
どのような機序で制御されているのか？（iv）
そして、これらの転写後調節システムは、放
射線照射によりどのような影響を受けるの
か？これらについては十分な研究はなされ
ていない。 
 これらのメカニズムを明らかにするため
には、従来の方法論では不十分であり、実際
に転写後調節を受ける遺伝子群を同定し、さ
らに放射線の与える影響についてそのメカ
ニズムの解析を行うことが求められている。
転写後調節遺伝子を同定する新規方法し、放
射線照射に応じて変化する被転写後調節遺
伝子群を体系的に同定することができれば、
放射線治療および防御における新しいター
ゲット遺伝子の発見につながり、放射線生物
学において重要な意義を有する可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、microRNA や RNA 結合タ
ンパクにより制御されている遺伝子転写後
調節に対する放射線の影響を解析し、調節を
受ける遺伝子群およびそのメカニズムを明
らかにすることである。 
 そのために〝実際に転写後調節を受ける
遺伝子″を網羅的に解析できる新規の方法
を開発し、この方法を放射線の影響において
重要となる幹細胞に応用し解析を行う。幹細
胞としては、多能性幹細胞として iPS
（induced pleuripotent stem cell）を、体性
幹細胞として造血幹細胞（HSC）を対象とす
る。 
 新規方法を幹細胞へ応用することにより、

まず幹細胞における転写後調節を受ける遺
伝子群の体系的な同定を行い、これら被転写
後調節遺伝子群の内より放射線照射により
変化する遺伝子の探索・同定を行っていく。
さらに、これらの解析結果を基盤として、放
射線照射により変化する被転写後調節遺伝
子群において幹細胞間で共通した遺伝子の
抽出を試み、放射線治療およびその防御にお
ける新たなターゲット遺伝子を同定するこ
とを目指す。 
 転写後調節の研究において、調節を受ける
個々の遺伝子を詳細に解析することはもち
ろん重要なアプローチであるが、本研究では、
細胞における被転写後調節遺伝子（複数）を
一群のものとして捉え、その役割を解析して
いく。このような観点により、これら一群と
しての遺伝子セットを〝被転写後調節遺伝
子トランスクリプトーム（Transcriptome of 
post-transcriptional regulated genes）″
として捉えることで転写後調節の共通項を
発見していく。 
 
３．研究の方法  
(1)転写後調整を受ける遺伝子の新規同定法  
①被転写後調整同定の新規開発ベクター 
遺伝子発現における転写後調節の重要性が
明らかになってきていることから、放射線照
射がこの転写後調節ステップに与える影響
の研究は、放射線の生物影響の理解において
重要な意義を持つと予測される。しかしこれ
までは、被転写後調節遺伝子を調べる方法論
が十分に確立されていなかったことから、こ
れら被転写後調節遺伝子を遺伝子群として
体系的に捉え解析することができなかった。 
 この問題点を解決するため、転写後調節に
より制御される遺伝子群を網羅的に同定す
る新規解析法を開発し、個別にしか解析する
ことができなかった被転写後調節遺伝子を、
細胞全体で遺伝子群として俯瞰的な解析が
可能となるようにする。 
 基本構造を図１に示している。レトロウイ
ルス・ベクターの GFP 遺伝子下流に目的遺伝
子の 3’UTR 領域を挿入し細胞へ導入する。
当該領域に転写後調節機能が存在すれば GFP 
mRNA の転写後翻訳調節に影響を与える。その
結果、目的の遺伝子領域の転写後調節活性を
GFP 蛍光強度の変化として評価することがで

【図１】 



きる。 
 本ベクターシステムにより転写後調節機
能を〝簡便かつ正確に″解析することがで
き、このシステムを応用して転写後調節を受
ける遺伝子群を機能的スクリーニングする
ことで、被転写後調節遺伝子群を体系的に同
定する。 
 この新規開発法は、転写後制御の機能的ス
クリーニング法であるため、転写後調節の個
別の機序（microRNA・RNA 結合タンパク・RNA
構造）や特定分子等の制限を受ないという大
きな利点があり、全体像の解明に適した方法
である。 
②遺伝子断片のクローニング 
新規開発ベクターの導入により転写後調節
活性を示した細胞のソート分画から挿入遺
伝子断片を PCR 法で回収する。ここで回収さ
れた遺伝子断片は次の２つの手順で解析を
行う。 
（a）直接塩基配列解析：得られた遺伝子断
片を再びレトロウイルス・ベクターの GFP 遺
伝子下流に組み込み、同様の FACS スクリー
ニングを３～４回繰り返すことにより、活性
をもつ遺伝子断片を濃縮する。最終的に得ら
れた遺伝子断片はランダムにクローンの直
接塩基配列解析を行う。この方法により、被
転写後調節遺伝子群の候補遺伝子を同定し
ていく。 
（b）DNA チップ（Tiling array）による配列
分布の解析：得られた遺伝子断片を直接ある
いは濃縮の後に、DNA microarray（Tiling 
array）でチップ解析することで、転写後調
節活性をもつ配列解析から〝遺伝子群″を
抽出し比較解析していく。この方法で各幹細
胞間および後述する放射線照射の条件によ
る転写後調節を受ける遺伝子群の変化を捉
える。 
③遺伝子候補の転写後調節の確認 
これらスクリーニングにより同定された遺
伝子候補群が、実際に細胞内で転写後調節を
受けているかどうかの確認を行う。そのため
クローニングした領域を再びレトロウイル
ス・ベクターに挿入し、当該細胞で GFP 発現
が抑制されることを確認する。配列上に RNA
結合タンパクあるいは microRNA の結合領域
が予想される場合には、さらに遺伝子変異解
析を行い、転写後調節機序を明らかにする。
対応する抗体が得られる場合には Western 
blot による翻訳制御の確認実験を行うとと
もに、後述のゲノム編集による遺伝子改変を
導入する。 
(2)解析対象とする細胞と放射線照射 
放射線の影響において重要となる〝幹細
胞″を対象とし、特に多能性幹細胞として
iPS を、体性幹細胞として造血幹細胞（HSC）
を用いる。ここで iPS 細胞は、ヒト末梢血単
核球に山中４因子を含むセンダイウイルス
を感染させることで複数クローンを樹立し
た。HSC は骨髄あるいは臍帯血中の CD34
陽性細胞をビーズセレクション法により分

離した。 
 これらの細胞に新規開発法を応用し、放射
線照射により影響を受ける被転写後調節遺
伝子群を同定し、次の４項目：（i）幹細胞に
おける転写後調節を受ける遺伝子群の体系
的同定、（ii）放射線により変化する被転写
後調節遺伝子群の探索・同定、（iii）放射線
により変化する被転写後調節遺伝子群にお
いて各幹細胞間で共通した遺伝子の抽出、
（iv）放射線治療および防御における、新た
なターゲット遺伝子の探索、を主に解析を行
う。本法の導入により、放射線が幹細胞に与
える転写後調節機能への影響を、幹細胞を対
象として網羅的に解析し、これまで解析困難
であった転写後調節機能への放射線の影響
の基盤データを構築する。 
 
４．研究成果 
(1)転写後調節を受ける遺伝子群の体系的解
析 
本研究目的のため、転写後調節により制御さ
れる遺伝子群を網羅的に同定する新規解析
法を開発した。 
 基本構造としては、GFP 遺伝子下流に目的
遺伝子の 3’UTR 領域を挿入しレトロウイル
ス・ベクターであるが、レトロウイルス導入
効率や細胞種でのプロモーター活性の違い
を補正するため、両方向性プロモーター
（bi-directional promoter）を導入し、YFP
遺伝子を補正用のコントロールとするベク
ターを構築した（図２）。 

 
 基本構造のベクターと同様に、コントロー
ルでは、GFP、YFP 両遺伝子から同等レベルの
蛍光発現が認められるが（図２左下）、TNF 遺
伝子の 3’UTR の ARE 領域の挿入により、造
血幹細胞でGFP発現のみが強く抑制されてお
り（図２右下）TNF-ARE 配列に転写後抑制活
性が存在することが明確に捉えられること
が分かる。  
 従来、転写後調節を受ける遺伝子を発見す
るためは、個々の遺伝子をクローニングし各
細胞で機能解析をする必要があり、時間と労
力が必要とされてきたが、新規に開発したレ
トロウイルスによるシステムでは、対象細胞
における被転写後調節遺伝子を簡便に〝遺
伝子群″として同定することが可能となっ
ており、システムが目的通りに動作すること

【図２】 



が実証できている（後述）。 
 ベクターに挿入する遺伝子断片としては、
iPS および HSC 細胞の抽出 mRNA から cDNA ラ
イブラリーを構築し、そのcDNAをsonication
により 200～500bp に断片化することで作成
した。この遺伝子断片を本レトロウイルス・
ベクターのGFP遺伝子の下流にクローニング
した。 

 この遺伝子断片を挿入したベクター•ライ
ブラリーからレトロウイルス・ライブラリー
を作成し、各幹細胞へウイルス感染により導
入する。この際、cDNA 断片に転写後調節活性
が存在すれば、その活性に応じてレトロウイ
ルス導入細胞のGFP遺伝子の発現が抑制され
るため、図３下の点線枠部分にそれらの細胞
がプロットされる。この細胞を FACS Aria で
ソーティングし、挿入された cDNA 断片を配
列解析することで転写後調節を受ける遺伝
子を網羅的に同定した。 
(2)幹細胞における転写後調節を受ける遺伝
子群の同定および放射線の影響 
本システムを幹細胞に応用することで転写
後調節を受ける遺伝子を探索した。FACS ソー
ティングした GFP発現 low細胞集団からクロ
ーニングされた遺伝子断片から候補遺伝子
を同定した。それら候補遺伝子の一部におい
ては、ウイルスベクターへ再クローニングで
転写後調節活性を確認するとともに、実際の
タンパクレベルでの翻訳制御が確認されて
いる。  
 興味深い分子として、c-Fos、Notch1、GATA3、
HPRT, CDK7, ANXA5, NPM1 など一連の遺伝子
が抽出されており、特に、c-Fosは放射線照
射によってその転写後調節に影響がみられ
ている。c-Fos は細胞性がん遺伝子の一つで
あり細胞の分化や増殖にも重要な役割を果
たしていると考えられていると同時にシナ
プスの可塑性つまり長期記憶において重要
な役割があることから、その転写後調節の生
物学的意義を明らかにするため事項(3)の機
能解析を進めている。また、Notch1、GATA3
は HSC から同定されたが、いずれも T細胞の
分化決定に重要であることが報告されてお
り、HSC から T 細胞への分化過程に転写後調
節が関与していることが推定される。さらに、
HPRT プリン代謝酵素は、小児急性白血病の主
要薬剤である抗がん剤6MPの活性化に関係し
ており、HSC での HPRT 転写後抑制が造血抑制

の制御につながっている可能性があり、薬剤
代謝制御に遺伝子の転写後調節がはたらい
ているという重要な知見を得ることができ
ている。 
 一方、同定された被転写制御遺伝子群の中
にAU-rich配列を共通して含んでいる遺伝子
群があり、RNA 結合タンパクが遺伝子制御に
関与している可能性が明らかになった。PCR
および Western blot で幹細胞での存在を確
認した RNA 結合タンパクの内で、AUF1 を制御
遺伝子の候補として定常状態および放射線
照射における転写後調節への機能的影響を
解析することとした。 
(3)同定された転写後調節を受ける候補遺伝
子の機能解析 
これらの同定された転写後調節を受ける遺
伝子群、さらにこれらの遺伝子群を制御する
RNA 結合タンパクについて、転写後調節の生
物学的機能およびメカニズムを明らかにす
るために個々の遺伝子の機能解析を行う必
要がある。本研究開始時には、(i)機能領域
に対するアンチセンスDNAによる結合タンパ
ク会合抑制、(ii)RNAi による RNA 結合タンパ
クのノックダウン、２つの方法論を準備して
いた。 
 まず、同定された c-Fos 遺伝子に対して機
能領域（3’-UTR）に対するアンチセンス DNA
を実施したが、アンチセンス DNA は c−Fos 遺
伝子の転写後調節を抑制しなかった。転写後
調節が結合タンパク以外の機序で行われて
いる可能性もあるが、この方法論では安定し
た結果が得ることができないことが判明し
た。また、RNA 結合タンパクである AUF1 の機
能解析のために RNAi ノックダウンを施行し
たが、一部の遺伝子で転写後調節効果への影
響が現れたもののその効率は十分でなかっ
た。いずれの方法論も partial な効果にとど
まり、期待する表現型を得ることができなか
った。 

 そこで、確実に遺伝子あるいは遺伝子調節

【図３】 

【図４】 



領域の改変を行うため、CRISPR/Cas9 による
ゲノム編集法を導入した。CRISPR/Cas9 法は、
図４に示すように、Cas9 および guide-RNA を
遺伝子導入することでターゲットとするゲ
ノム領域に遺伝子欠失変異を誘導すること
ができる（図４中•下）。さらにベクターに数
100bp 程度のアームを設置することにより遺
伝子ノックインを実行することも可能であ
った。実際に iPS および HSC 細胞で
CRISPR/Cas9 法が動作することを確認できた
ことから、転写後調節を受ける遺伝子として
c-Fos、HPRT 遺伝子の 3’-UTR 領域の欠失変
異の作成および RNA 結合タンパク AUF1 のノ
ックアウト細胞の作成を行っており、定常状
態での機能解析を行うとともに放射線に対
する反応を解析する。 
 本研究で確立したシステムは転写後調節
の〝質″（程度と変化）を簡便に解析するこ
とが可能であり、目的遺伝子群の同定ととも
に、探索された遺伝子における転写後調節の
生物学的意義を検討してゆくことが可能で
ある。転写後調節を受ける遺伝子群の同定か
らそれぞれの遺伝子の機能評価へと移行し、
引き続き放射線の影響機序を解明する。一方、
当該遺伝子の転写後調節のメカニズムとし
て、microRNA、RNA 結合タンパクあるいは RNA
構造等それぞれの遺伝子制御機構を解析し
ていく。 
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