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論文内容の要旨 

 
 生命活動は、遺伝子発現が特定の部位・時間において適切に行われることで、初めて正常な状態を維

持することができる。しかし、何らかの要因によって遺伝子発現態様に異常が生じると、ガンなどの重篤な

疾患や慢性疾患の発症につながる。本論文ではこの様な背景から、核酸素子を用いた遺伝子発現の特

異的制御ならびに外部刺激による時空間的制御を可能とする技術を開発し、疾患治療や遺伝子発現の

解析ツールへと展開することを目的としている。外部刺激として即時性と位置特異性に優れている「光」に

着目している。本研究では、特に① microRNA を始めとしたタンパク質をコードしない non-coding RNA 

（ncRNA）による遺伝子発現調節機構、② エピジェネティックな遺伝子発現制御機構において重要な役

割を担う、DNA 中のシトシン塩基のメチル化、に焦点を絞り、これらの現象を光照射により制御する原理

の確立ならびにその実証を行っている。 

 Chapter 1 では、光照射によって標的遺伝子と架橋する機能性アンチセンス核酸（ASO）の分子設計な

らびにその評価結果を論じている。光応答性分子として、ソラレン誘導体を採用し、Firefly luciferase 

mRNA を負に制御する microRNA をターゲットとした ASO を開発した。HeLa 細胞中で行った評価実

験の結果、ASO は光照射によって microRNA の遺伝子制御能を顕著に抑制した。 

 Chapter 2 では、RNA-タンパク質複合体（RISC：RNA-induced silencing complex）と ASO との相互

作用を直接的に解析する手法の開発を論じている。microRNA は細胞中で RISC を形成することにより、

遺伝子発現を調節しており、その効果は、RISC と ASO との結合親和性に依存する。しかしながら、ASO

と RISC との結合親和性に関する研究はほとんど報告されておらず、本研究では、その結合親和性の定

量的評価に取り組んでいる。HEK293T 細胞由来の細胞破砕液を用いた in vitro RNAi system を応用

し、RISC と ASO との結合親和性を評価した。その結果、ASO と RISC との結合親和性（Kd）と、ASO の

生細胞中での microRNA 機能阻害効果との間には有意な相関関係が確認された。一方、生細胞中での

ASOの microRNA 機能阻害効果と、ASO と microRNA との熱力学的安定性（Tm）との間に相関関係は

見られなかった。以上の結果から、ASO と RISC との結合親和性は、ASO の持つ microRNA 機能阻害

効果に多大な影響をおよぼす、重要なファクターであることが示された。 
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 Chapter 3 では、遺伝子のエピジェネティック変異の代表例であるメチル化シトシン（5-mC）の配列特異

的な検出および機能制御分子の開発を論じている。ゲノム DNA 鎖中のプロモーター領域におけるシトシ

ン塩基（C）のメチル化異常が疾患発症の原因となることが報告されている。従って、DNA鎖中の5-mCを

配列特異的に検出する手法の開発は、疾患の診断や治療につながる。しかし、正常な C と 5-mC の違い

を識別することはこれまで困難であった。本論文では C と 5-mC のソラレンとの反応性の違いを利用した

識別法開発を行っている。その結果、ソラレンの 5-mC に対する反応性は、C の場合と比較して約 4倍高

いことが明らかとなった。以上の結果はエピジェネティック変異の一つである 5-mC の配列特異的な検出

に成功したことを示しており、光架橋性 ASO を用いることで、5-mC の検出だけでなく配列特異的な機能

制御法への応用も可能であることを示唆している。 
 

論文審査の結果の要旨 

 

 ヒトゲノムプロジェクトの結果が報告されるにつれ、遺伝子の発現に関する新たな発見が数多

く報告された。とりわけ、タンパク質をコードしない non-coding RNA の生命現象への密接な関

係、例えば 22 塩基長程度の短鎖 RNA(microRNA)の機能の多様性と重要性が注目されている。ま

たエピジェネティックな DNA 修飾の多様性も生命現象に予想以上に深く関わっていることも明

らかになってきている。これらはいずれも疾患の発症に深く関わっていることが報告されており、

この観点に注目した研究は、将来、難治性疾患の治療に大きく貢献する可能性があると考えられ

ている。 
 本論文は 3 章からなっており、上述の観点から新しい分子の開発や機構の解明を論じている。

Chapter 1 では microRNA の遺伝子制御能の不活性化を目指し、光架橋性のアンチセンス核酸を

設計し、microRNA 選択的な制御を実現している。その際、本論文では光を用いているが、この

手法は microRNA の時空間的解析を可能にする新しい手法であり、高く評価できる。Chapter 2
では、RNA-タンパク質複合体（RISC：RNA-induced silencing complex）の機能解析を行っている。

RISC は近年報告され、その作用機構に未解明な点を多く有する分子群である。RISC の種選択的制御

は疾患治療の要であり、現時点ではアンチセンス核酸法が有力な手法とされている。しかしながら、RISC
選択的アンチセンス核酸分子の設計には確立した手法が無く、試行錯誤の状態にある。本論文ではアン

チセンス核酸設計における指針を提案しており､今後の関連研究に大いに貢献するものと考えられ高く評

価できる。Chapter 3 では、エピジェネティック修飾によって生じる DNA 変異の新たな検出法を論じてい

る。5-メチル化シトシン（5mC）が DNA に存在することの証明は、エピジェネティック変異の詳細を理解す

る上で重要であるが､これまでは複雑な化学反応を必要としていた。本論文では未修飾のシトシン（C）と

5mC間で、光架橋性基ソラレンとの光反応性の違いを見いだし、新規かつ簡便な5mC検出法開発に成

功している。今後の基礎ならびに応用研究の成果が期待される。 
 以上のように本論文は生体で重要な働きをする RNA 関連分子の選択的制御に関する重要な概念、手

法開発を論じ、また、今後の遺伝子研究の重要課題であるエピジェネティックスに関わる重要な検出法を

提案している。その学術的意義は高く、また今後の DNA, RNA 研究の重要な概念、手法として高く評価

される。 
 本論文は審査を経て掲載された以下の 2 編の学術論文（うち 1 編は申請者が筆頭著者である）

並びに現在投稿準備中の論文に基づいて作成されている。 
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