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研究成果の概要（和文）：　RNA editing機構を模倣して細胞内で人為的かつ部位特異的な塩基の脱アミノ化を誘導す
るため、ADAR1の活性中心部位とguide RNAをMS2システムを介して結合させた。レポーター遺伝子として、EGFPのNonse
nse変異体を使用した。これら3つの遺伝子をHEK293細胞に導入し、酵素-RNA複合体を作成させたところ、変異EGFP mRN
Aが細胞内で修復され、緑色蛍光を発する細胞が観察された。RNAの変異修復は、RT-PCR後にRFLPとsequencingによって
確認した。また、ADAR ファミリーのアイソフォームで脱アミノ化による修復効率の相違も調べた。

研究成果の概要（英文）：　To imitate RNA editing system for artificial and site-specific deamination of 
nucleic acid toward base-substitutions in vivo, we connected the active domain of ADAR1 with a guide RNA 
by using MS2 system. The nonsense mutated EGFP was used as a reporter gene. These 3 genes were 
transiently transfected into HEK293 cells at once. We observed green fluorescent cells in which parts of 
mutated EGFP mRNAs were restored in vivo. The genetic code restoration was confirmed by RT-PCR-RFLP and 
sequencing, respectively. We also compared efficiencies of RNA restorations by the site-specific 
deamination among ADAR family isoforms.

研究分野：生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 	
 疾患の治療を RNA の転写後修飾によって
行おうという試みがこれまでに多くなされ
てきた。例えば、トランススプライシングを
利用した方法（Phylactou	
 LA,	
 et	
 al.	
 Nat	
 
Genet.	
 18,	
 378-381,	
 1998）、エクソンスキ
ップによって壊れたリーディングフレーム
を修復する方法（Kapsa	
 R,	
 et	
 al.	
 Lancet	
 
Neurol.	
 2,	
 299-310,	
 2003）、アデノシンデ
アミナーゼによる変異修復法（Woolf	
 TM,	
 et	
 
al.	
 Proc	
 Natl	
 Acad	
 Sci	
 U	
 S	
 A.	
 92,	
 8298-	
 
8302,	
 1995）などである。しかしながらいず
れの研究も未だ初歩的段階に留まっており、
哺乳動物での変異修復治療は実現できてい
ない。一方、低分子核酸による RNA 分子を標
的とした疾患治療法としては、RNA 干渉やエ
クソンスキップの誘導を利用したものがあ
るが、前者は発現している遺伝子を抑制する
もので、遺伝子変異を原因とする疾患には効
果がない。また後者も、エクソンを強制的に
スキップさせてリーディングフレームを修
復するというもので、欠失させるエクソンが
重要なドメインをコードしている場合には
利用できない。一方、トリプルヘリックス鎖
形成を介して核酸鎖を外来の DNA 鎖と組換え
て修復するという試みも報告されているが
（Chin	
 JY.	
 et	
 al.	
 Proc	
 Natl	
 Acad	
 Sci	
 U	
 
S	
 A.	
 105,	
 13514-13519,	
 2008）、現状では
in	
 vitroでの組換え効率は 1％に遠く及ばず、
実用化にはほど遠いのが現状である。	
 
	
 	
 本研究のアイデアの源泉となった研究
はデアミナーゼと RNA のコンジュゲートを介
し た RNA	
 editing に よ る 変 異 修 復 法
（Stafforst	
 T	
 &	
 Schneider	
 MS.	
 Angewandte	
 
Chem,	
 51,	
 11166-11169,	
 2012）である。こ
の方法ではコンジュゲートの細胞内導入法
に問題があった。私は細胞内 RNA の可視化に
利用させる MS2 システムを利用すれば遺伝子
の形で細胞に導入できると考え、本研究に取
り組むこととした。MS2 システムは RNA ウイ
ルスである MS2 のコートタンパク質がウイル
スゲノム RNA の繰り返し配列に非常に強く結
合することを利用し、細胞内 RNA の可視化や
プルダウンに用いられるシステムである。理
論的には一度結合したMS2のRNA-タンパク質
複合体は離れずに細胞内に存在する。このシ
ステムを利用し、脱アミノ化酵素の触媒部位
と標的 RNA に相補的な guide	
 RNA を細胞内で
結合させれば、Stafforst と Schneider と同
様の効果（即ち塩基の部位特異的脱アミノ
化）が期待できる。この方法は、細胞に 2つ
の遺伝子を導入することによって変異 RNA の
修復が可能であり、Stafforst と Schneider
の方法に比べて大きな利点がある。	
 
 
２．研究の目的 
	
 	
 本研究は変異した RNA の遺伝コードを細
胞内で人為的に修復して治療しようとする
試みで、全く新しい遺伝性疾患治療法を提唱
することを目的としている。	
 

	
 	
 RNA	
 editing はゲノム情報を読みとって
合成された RNA を塩基配列特異的に脱アミノ
化して遺伝子情報を変換する機構である。ア
デノシン(A)を脱アミノ化するとイノシン
(I)となり、シチジン(C)を脱アミノ化すると
ウリジン(U)となる。I の相補的塩基は Cであ
るため、遺伝情報上はグアノシン(G)と同義
である。従って、この反応を利用して G→A
変異あるいは T→C 変異した変異ヌクレオチ
ドを脱アミノ化する事ができれば、遺伝子を
野生型に戻すことが可能となる。	
 

	
 	
 生体内の RNA エディティング機構では、
Adenosine	
 Deaminase	
 acting	
 on	
 RNA	
 (ADAR)
がターゲット RNA に相補的な guide	
 RNA と共
に作用して部位特異的な Aの脱アミノ化を実
現している。実際、Stafforst と Schneider
は ADAR1 の触媒部位と guide	
 RNA の化学的コ
ンジュゲートによってアデノシンの人為的
な部位特異的脱アミノ化に成功している。し
かしながらこの方法は持続的投与が必要と
なる。そこで私は、細胞内 RNA の可視化に利
用される MS2 のシステムを用いることとした。
ターゲット部位に相補的な guide	
 RNA の末端
に MS2 ゲノム由来配列を結合し、一方では脱
アミノ化酵素の触媒部位に MS2 コートタンパ
ク質を融合させて共に細胞内で発現させれ
ば、細胞内での恒常的な人為的で部位特異的
な塩基の脱アミノ化が可能である。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 標的 RNA モデル実験系の構築	
 
	
 	
 蛍光タンパク質である EGFP 遺伝子の 58
番目のコドン TGG	
 (W)を TGA(Stop)に変異さ
せた。このクローンはナンセンス変異である
ため、タンパク質は合成されないが、A が脱
アミノ化すれば I となり、UGG と同義である
ため蛍光タンパク質が合成できる。	
 

	
 ADAR ファミリーの活性中心部位をクロ
ーニングし、MS2-RNA 結合部位との融合タ
ンパク質を調製する。一方、ターゲット RNA
に相補的な guide	
 RNA は MS2-loop	
 RNA と融
合 RNA とする。両者を導入すれば細胞内で
MS2 システムを介して酵素-RNA 複合体が形
成され、ターゲット RNA の脱アミノ化を触
媒し、変異を修復することができる。	
 



 

 

(2)	
 MS2 コートタンパク質-脱アミノ化酵素
触媒部位の融合タンパク質の構築	
 
	
 	
 RNA の脱アミノ化を触媒する酵素、ADAR1
および 2の触媒部位を PCR で増幅してクロー
ン化し、MS2 コートタンパク質との融合タン
パク質を構築した。	
 
(3)	
 モデル実験系を標的とする MS2 ゲノム
-guide	
 RNA の融合遺伝子の構築	
 
	
 	
 変異させた EGFP 遺伝子の変異点の A の
前後 10 塩基程度に相補的に結合する guide	
 
RNA配列をデザインしてDNA合成した。なお、
guide	
 RNA では標的 A には相補的でない C が
一般に使用されているため、T ではなく C を
用いた。MS2 のゲノム繰り返し配列を guide	
 
RNA 前あるいは後ろに挿入した融合遺伝子を
構築した。	
 
(4)	
 in	
 vitroでの遺伝コード修復の研究	
 
	
 	
 上記の(1)、(2)および(3)で構築した遺
伝子を用いて in	
 vitro で部位特異的脱アミ
ノ化の評価を行った。(2)は転写後に翻訳し
タンパク質とした。(3)の転写した RNA を(2)
のタンパク質と合わせて人工的なguide	
 RNA-
脱アミノ化酵素とした。(1)を転写した mRNA
にこの guide	
 RNA-人工酵素複合体を作用させ、
部位特異的な Aの脱アミノ化を誘起した。処
理後の mRNA を in	
 vitro翻訳し、緑色の蛍光
が観察して A→I 変異、即ち遺伝コードの修
復を確認した。	
 
(5)	
 細胞内での遺伝コード修復の研究	
 
	
 	
 前述の要領で in	
 vitro での人為的部位
特異的脱アミノ化に有効な人工酵素複合体
クローンを用いて、次に細胞内での遺伝コー
ド修復に関する研究を行った。(1)で作成し
た変異 EGFP 遺伝子をレポーターとして用い、
同時に人工酵素複合体の構成要素である 2つ
の遺伝子を HEK293 細胞に導入して蛍光の回
復を観察した。蛍光が観察された実験群の細
胞から RNA を単離し、逆転写後に RFLP やシ
ークエンシングによって塩基置換の確認も
行い、細胞内で遺伝コードが修復されている
ことを分子レベルでも実証した。	
 
	
 	
 ADAR では guide	
 RNA が相補鎖を作り、相
補鎖中央のミスアニール部位の Aが脱アミノ
化される。様々な脱アミノ化酵素の触媒部位
と guide	
 RNA を組み合わせて人工脱アミノ化
酵素複合体の創成を行い、それぞれの人工脱
アミノ化酵素複合体の遺伝コード修復効率
を比較することで、より効率の良い人工脱ア
ミノ化酵素複合体の創成が可能である。	
 
	
 
４．研究成果	
 
人工酵素複合体による細胞内 RNA 修復	
 
	
 	
 ADAR ファミリーにはアデノシンのデア
ミナーゼ活性を有する ADAR1 および 2が存在
する。この内、ADAR2 には選択的 splicing に
より long	
 isoform と short	
 isoform が存在
し、さらに配列内に Alu 配列が挿入された
isoform も存在した。これら isoform の活性
中心部位と、これらを細胞内で guide	
 RNA と
結合させるための MS2 システムを構築した。

デアミナーゼ活性中心-MS2 ペプチド及び
guide	
 RNA-MS2	
 stem-loop	
 RNA の細胞内発現
プラスミドを作成し、細胞に導入して両者が
結合し、複合体を形成することを確認した。
また、guide	
 RNA-MS2	
 stem-loop	
 RNA では、
guide	
 RNA を stem-loop の上流に挿入したプ
ラスミドと下流に挿入したプラスミドの両
方を準備した。	
 
	
 	
 レポーター遺伝子として構築した前述
の(1)ナンセンス変異を導入した EGFP プラス
ミド、人工酵素複合体を形成する(2)デアミ
ナーゼ活性中心、(3)guide	
 RNA を共に HEK293
細胞に導入した。すると、変異 EGFP	
 mRNA が
細胞内で編集（修復）され、緑色蛍光を発す
る細胞が蛍光顕微鏡で観察された。	
 

RNA の変異修復の確認	
 
	
 	
 RNA の変異修
復は、RT-PCR 後に
RFLP と増幅断片を
クローニング後の
sequencing によっ
て確認した。	
 
	
 	
 上述の試料よ
り RNA を単離し、
逆転写 PCR によっ
て増幅後、制限酵
素 HaeIIIによって
RFLP を行った。RNA
が変異修復され、
CCCUGGCCC となれ
ば切断されるが、
変異 RNA の配列で
ある CCCUAGCCC は
切断できない。右
図②の様に、RNA 修
復処理後の試料で
は 切 断 さ れ た
224bpおよび 100bp

	
 HEK293 細胞に ADAR1 活性中心、guide	
 
RNA およびナンセンス変異を導入した
EGFP を同時に導入した。MS2-RNA を持たな
いguide	
 RNAでは蛍光がほとんど検出され
ないのに比べ、MS2-RNAを有するguide	
 RNA
を導入した細胞では緑色蛍光陽性の細胞
が検出された。これは、細胞内で MS2 を介
して人工酵素複合体が形成され、EGFP	
 
mRNA の変異 A が脱アミノ化されて遺伝コ
ードが修復されたことを示唆する。	
 

	
 RNA修復を行った
細胞から RNA を抽
出し、HaeIII によ
る RT-PCR-RFLP を
行った。野生型EGFP
と同様のバンドが
確認され、変異の修
復が示唆された。	
 



 

 

のバンドが検出され、RNA の変異修復が確認
された。	
 
	
 	
 変異修復はシークエンシングによって
も確認した。下図③に示した様に、変異点の
A は人工酵素複合体プラスミドの導入によっ
て、わずかながら C のピークを生じており、
UAG→UGG と修復されていることが示された。	
 

	
 
ADAR ファミリーの脱アミノ化活性比較	
 
	
 	
 前述した様に、ADAR ファミリーには様々
なアイソフォームが存在している。それぞれ
の活性ドメインを単離し、その RNA 修復活性
を比較したところ、ADAR1	
 ＞	
 ADAR2-long	
 
(-Alu)	
 ＞	
 ADAR-long(+Alu)	
 ＞	
 ADAR2-	
 
short	
 の順に変異修復が確認された。	
 
	
 
まとめ	
 
	
 	
 本研究では、生体内の RNA	
 editing 機構
を模倣し、核酸塩基の脱アミノ化酵素 ADAR
ファミリーの触媒部位とターゲット部位に
相補的な guide	
 RNA を細胞内に発現させ、酵
素複合体の形成によって細胞内での人為的
かつ部位特異的な塩基の脱アミノ化の実現
を目指して研究を行った。脱アミノ化によっ
て標的塩基を A→Iあるいは C→Uとすること
ができれば、結果として遺伝コードを修復す
ることが可能であり、全く新しい遺伝性疾患
の治療法となる。	
 
	
 	
 ADAR1 の活性中心部位と、これらを細胞
内で guide	
 RNA と結合させるための MS2 シス
テムを構築し、それらを HEK293 細胞に導入
して細胞内でのデアミナーゼ-guide	
 RNA複合
体の作成に成功した。レポーター遺伝子とし
て EGFP にナンセンス変異を導入して、その
ままでは蛍光を発しない変異体を作成し、上
記のデアミナーゼ活性中心-MS2 ペプチド、
MS2-guide	
 RNA の発現プラスミドと共に

HEK293 細胞に導入したところ、変異 EGFP	
 
mRNA が細胞内で脱アミノ化（編集＝修復）さ
れ、緑色蛍光を発する細胞が蛍光顕微鏡で観
察された。RNAの変異修復は、RT-PCR後にRFLP
と増幅断片のシークエンシングによって確
認した。いずれの結果も少なくとも一部の
RNAでは UAG終止コドンがUGGへと修復され、
EGFP タンパク質の合成が可能となっている
ことが示された。	
 
	
 	
 また、ADAR ファミリーのアイソフォーム
による脱アミノ化による修復効率について
も検討した。これらアイソフォームの比較で
は 、 ADAR1 	
 ＞ 	
 ADAR2-long(-Alu) 	
 ＞	
 
ADAR-long(+Alu)＞	
 ADAR2-short の順に部
位特異的脱アミノ化による RNA 修復が観察さ
れた。	
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 上述の細胞から単離した RNA の RT-PCR
産物の配列を sequencing によって確認し
た。人工酵素複合体を導入した細胞では、
変異EGFPの相補鎖のCTA配列のAのピーク
に小さいが C のピークが重なっており、変
異 EGFP	
 mRNA の一部が野生型の配列に修復
されたことを示している。	
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