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研究成果の概要（和文）：本研究では，「pre-miRNA(miRNA前駆体)の切断反応を小分子化合物により調節する」ことを
目指した．pre-miRNAの末端ループ配列をランダム化した末端ループ変異体ライブラリーから，当研究室で新規に合成
されたナフチジリン誘導体RNDに結合する末端ループ配列をセレクション法により選別した．得られた末端ループ配列
を導入したヘアピン型RNAは，RNDの結合によりその切断反応が顕著に阻害されることが分かった．また，ゲルシフトア
ッセイにより，RNDによる切断阻害効果は，RNDが変異体の末端ループに結合してループ間相互作用を誘起し，変異体ダ
イマーを形成することによることが分かった．

研究成果の概要（英文）：This study　aimed to modulate the cleavage of pre-miRNAs (miRNA precursors) by a 
small-molecule compound. Small-molecule compounds that bind to a specific sequence in the pre-miRNA have 
been used to alter the cleavage reaction with Dicer, and thereby increase/decrease the production of the 
miRNA. Terminal loop sequences of pre-miRNA that bind to our newly designed naphthyridine derivative RND 
were obtained by in vitro selection from a pre-miR-29a mutant library with the randomized terminal loop 
region. Binding of RND to the obtained terminal sequences significantly interfere with the cleavage of 
the terminal loop mutants of pre-miR-29a. Gel shift analysis suggested that the inhibitory effect of RND 
might be caused by the formation of loop-loop complex between two terminal loop mutants upon binding of 
RND to the terminal loop.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： マイクロRNA　小分子化合物　核酸　発現制御　バイオテクロノジー
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１．研究開始当初の背景 

マイクロ RNA(miRNA)は，18~25塩基から
なる，内在性の短い１本鎖 RNA である．
miRNA は，ゲノムから転写された前駆体が
DroshaとDicerという２つの RNaseによる
切断を受けて生成される．miRNA は，翻訳
レベルで遺伝子発現を調節する分子として，

種々の生物学的プロセスに重要な役割を果

たしている． 
	
 例えば，miR-29aは，がん抑制遺伝子の発
現量の調節に関わる DNA メチル基転移酵素
の発現量を下げることにより，間接的にがん

化を抑制する．また，miR-122は肝臓で高発
現しており, C型肝炎ウイルスゲノムの 5’-非
翻訳領域に結合してウイルスの複製を亢進

する．細胞内の miRNA量を調節することが
できれば，miRNA の増減が関わる病気の治
療につながる． 
 
２．研究の目的 

本研究は，「Dicerによる pre-miRNAの切断
効率を，小分子化合物で調節する」ことを目

的とした．最近の研究から，miRNA 前駆体
(pre-miRNA)の２次構造の違いが，Dicer に
よる切断効率に影響を与えることが明らか

になった．本研究では，RNA 中の特定の配
列に結合する化合物を用いて，Dicer による
切断に最適な２次構造を pre-miRNA に誘起
する．これにより，pre-miRNA の切断効率
を調節し，miRNA の生成量を化合物によっ
てコントロールすることを目指した．  
 
３．研究の方法 

本研究は，下記の 5 つの研究項目を設定し，
目的の達成を目指した． 

(1) pre-miRNA 末端ループ変異体を作製，
Dicerによる切断反応の解析方法の確立 
(2) (Z)-NCTSの存在下におけるDicer反応の
解析 
上記２項目は並行して行う．pre-miR-29aお
よび pre-miR-122の末端ループの配列・大き
さを様々に変化させた変異体を作製し，in 
vitroの Dicer反応を行う．切断反応の効率や
速度を解析し，切断効率が異なるいくつかの

変異体を選択する．選択した変異体から，当

研究室で開発された RNA 結合性分子，

(Z)-NCTS 存在下で切断効率が変化するもの
を探索する(図 1). 

(3) 末端ループ変異体の発現ベクターを作製
し，細胞内での有用性の確認 
得られた末端ループ変異体の発現プラスミ

ドを作製し，細胞内で変異体を発現させる． 

(Z)-NCTS の有無で miRNA の生成量が変化
するかを，定量的 PCR あるいはレポーター
アッセイによって確認する． 

(4) 末端ループ変異体ライブラリーを作製 
項目 1,2で得られた末端ループのデザイン指
針を基に，NCT誘導体の結合モチーフを導入
する位置，ループの大きさなどを考え，末端

ループ配列を適切にランダム化した末端ル

ープ変異体ライブラリーを作製する．作製し

たライブラリーから，(Z)-NCTS以外の NCT
誘導体の結合に最適な配列を探索する． 

(5) NCT誘導体の結合により切断効率が変化
する末端ループ配列を cell-basedセレクショ
ンにより選別 
項目 4で作製した末端ループ変異体発現ライ
ブラリーの中から，NCT誘導体の結合により
Dicer の切断効率を変化させる配列を, レポ
ーター系を用いた Cell-based セレクション
により選別する(図 2). 

	
 

４．研究成果	
 

(1) pre-miRNA 末端ループ変異体を作製，
Dicerによる切断反応の解析方法の確立 
(2) (Z)-NCTSの存在下におけるDicer反応の
解析 
pre-miR-29aの末端ループの配列・大きさを変
化させた変異体 UGG5, UGG5-long を作製し，
in vitro の Dicer 反応を行った(図３)．変異体 
は，(Z)-NCTS の結合モチーフを含む長い末

+化合物 

図1. 化合物結合によるループ構造の最適化 
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端ループを持つ(UGG/UGG配列). 

  変異体 UGG5 を用いた場合に，(Z)-NCTS
存在下で切断パターンが変化することを確認

した．(Z)-NCTS の他に，(Z)-NCTS の部分構
造を有するNCDという化合物でも同様の実験
を行ったところ，UGG5 を基質として用いた場
合に切断パターンの変化が見られた． 
  (Z)-NCTS を，cell-based セレクションに用
いるにあたり，(Z)-NCTS の細胞毒性を調べた．
その結果，IC 50が約 0.3 µM と細胞毒性が極
めて高いことが分かった . したがって，
(Z)-NCTSは cell-basedセレクションに適さない
と判断し，当研究室で新規に合成されたナフ

チリジン誘導体RNDについて，同様の実験を
行うこととした．RND がどのような配列に結合
するか不明であったため，in vitroセレクション
法により結合配列を探索した(図４)． 

   pre-miR-29a の末端ループの配列をラン
ダム化した pre-miR-29a 末端ループ変異体ラ
イブラリーを作製し，in vitro セレクションを行
った．RNDに親和性の高いいくつかの末端ル
ープ変異体が得られたため，それらを基質と

してRND存在下でDicerによる切断反応を行
ったところ，ほぼ全ての変異体で，切断反応

の阻害が確認された(図５)． 

(3) 末端ループ変異体の発現ベクターを作製
し，細胞内での有用性の確認 

(2)で得られた末端ループ変異体のうち，
Dicer による切断反応が RND の添加により最
も顕著に阻害された変異体２に着目した．

Pre-miR-29a のステム部分には，転写終結シ
グナルが含まれており，そのままの配列を発

現プラスミドに導入することができなかった．そ

こで，変異体２のステム配列を pre-miR-122の
ステム配列に置換した，pre-miR-122-loop#2
を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た

(pre-miR-122-loop#2 の切断反応も RND によ
り阻害されることは確認済み )．さらに，
miR-122 の標的配列をルシフェラーゼ遺伝子
の 3’側非翻訳領域に導入したレポータープラ
スミドを作製した．発現プラスミド，レポーター

プラスミドを HeLa細胞に導入し，RND添加に
よるルシフェラーゼ活性の変化を調べた．しか

しながら，RND 添加による効果は見られなか
った(図６)． 

この原因を調べるために，RND の添加に
伴う，末端ループ変異体の Dicerによる切
断産物量(miR-122 量)の変化をリアルタイ
ム qPCRで定量した．しかしながら，レポータ
ーアッセイの結果と同様，RND の添加に伴っ
て末端ループ変異体の Dicerによる切断反応
の切断産物量は変化しなかった．期待する結

果は得られなかったものの，細胞内でRNDが
効果を発揮することが難しいという知見が得ら

れた． 

(4) 末端ループ変異体ライブラリーを作製 
変異体 2の末端ループ配列を pre-miR-29a以
外の pre-miRNAに導入した場合に，RND依
存的なプロセシング効率の変化が見られる

かどうかを検討した．pre-miR-122, 92a-1, 
133-1 の末端ループ配列を，変異体２の末端
ループ配列に置換し，RNDの存在下で Dicer
による切断反応を行った．その結果，RNDの
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図4. pre-miR-29a末端ループ変異体ライブラ
リーからのRND結合配列の探索 
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図3. pre-miR29a変異体を基質としたDicer
による切断反応（Z-NCTS存在・非存在下）   
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添加でDicerによる切断反応が阻害されること
が分かった．ライブラリーの作製には至らなか

ったが，ループ部分をセレクションで得られた

ループ変異体の配列に置換することで，RND
依存的な切断反応のコントロールができること

が示唆された（図７）． 

 (5) NCT 誘導体の結合により切断効率が変
化する末端ループ配列を cell-basedセレクシ
ョンにより選別 

項目 4で示したように，レポーターアッセイ
では細胞内で RND の効果が確認できなかっ
た．RND が 100 µM という高濃度でも細胞
毒性を示さないことから（データ未掲載），

RND が細胞内に効果的に取り込まれていな
い，RND と末端ループ変異体との結合が効
果的に起こっていないなどの理由が考えら

れた．そこで，cell-based セレクションを行
う代わりに，RND と末端ループ変異体との
結合を表面プラズモン共鳴解析（SPR），ゲ
ルシフトアッセイ等の手法を用いて詳細に

解析することにした．SPR による解析の結
果，in vitro セレクションで得られたルー
プ配列の塩基配列の違いにより RND との
結合親和性が大きく異なることが分かった

(図８)．ループ配列-RND 複合体の解離定
数は 0.2–0.4 µM であった．また，ゲルシ
フトアッセイの結果，RND の末端ループ

変異体への結合が，末端ループ変異体同士

のループ間相互作用を誘導することが明ら

かになった(図９)．RNDによるループ間相
互作用の誘導と，末端ループ変異体の

Dicer による切断反応における RND の阻
害効果には相関があり，ループ間相互作用

の形成が Dicerによる切断反応を阻害する
のに必要であることが示唆された．細胞内

で RND の効果が確認されなかった原因の
ひとつとして，ループ間相互作用が起こる

のに十分な濃度で末端ループ変異体が存在

しなかったことが考えられる． 
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