
 i 

システム技術開発調査研究 

16-R-16 

 

 

 

機能性 RNAの産業応用へ向けての 
基盤研究のための調査研究 

報  告  書 
 

 

平成 17年 3月 

 

 

 

 

財団法人 機械システム振興協会 

委託先 社団法人 バイオ産業情報化コンソーシアム 



 ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この事業は、競輪の補助金を受けて実施したものです。 

 

 

 

 

 

 



 i 

 

 

序 

 

 

 

 わが国経済の安定成長への推進にあたり、機械情報産業をめぐる経済的、社会的諸条件

は急速な変化を見せており、社会生活における環境、防災、都市、住宅、福祉、教育等、

直面する問題の解決を図るためには、技術開発力の強化に加えて、ますます多様化、高度

化する社会的ニーズに適応する機械情報システムの研究開発が必要であります。 

 このような社会情勢に対応し、各方面の要請に応えるため、財団法人 機械システム振興
協会では、日本自転車振興会から機械工業振興資金の交付を受けて、経済産業省のご指導

のもとに、機械システムの開発等に関する補助事業、新機械システム普及促進補助事業等

を実施しております。 

 特に、システム開発に関する事業を効果的に推進するためには、国内外における先端技

術、あるいはシステム統合化技術に関する調査研究を先行して実施する必要がありますの

で、当協会に総合システム調査開発委員会（委員長 放送大学 副学長 中島尚正 氏）を設
置し、同委員会のご指導のもとにシステム技術開発に関する調査研究事業を民間の調査機

関等の協力を得て実施しております。 

 この「機能性 RNAの産業応用へ向けての基盤研究のための調査研究報告書」は、上記事

業の一環として、当協会が社団法人バイオ産業情報化コンソーシアムに委託して実施した

調査研究の成果であります。 

 今後、機械情報産業に関する諸施策が展開されていくうえで、本調査研究の成果が一つ

の礎石として役立てば幸いであります。 

 

 

 平成１７年３月 

 

財団法人機械システム振興協会 
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はじめに 
ヒトゲノム配列の精密化が完了し、タンパク質遺伝子の総数が約 22,000個と見積もられた。この
数は従来の予測数である 30,000-35,000 個を大幅に下回る結果であり、ショウジョウバエ（20,000
個）や線虫（19,000 個）の遺伝子数と大きな差がないという衝撃の事実であった。それでは、何が
生命の複雑さをもたらしているのであろうか？哺乳動物は他の脊椎動物よりもはるかに複雑な行動

ができるし、霊長類は他の哺乳類よりも高度な思考回路を有しているのは疑いのない事実である。

したがって、個々のタンパク質の機能やそのネットワークを理解するだけでは、ヒトが持つ複雑な感

情や創造力など高度な脳機能を説明することは、もはや不可能である。ヒトゲノム解析のもう一つの

成果として特筆すべきは、ヒトゲノムの 98%にも及ぶタンパク質をコードしない non-coding な領域
から大量の転写産物が見つかったことである。実にこれらの領域の 2/3 から RNA が転写されてい
ることが判明している。これらの non-coding RNA(ncRNA)は、タンパク質に翻訳されることなく存
在し、機能性RNAとして振舞うことが、最近の研究で明らかになりつつある。生命の複雑さとゲノム
に存在する non-coding 領域の増加には明確な相関が見られ、高度な生命現象の源は ncRNA
が担っている可能性が指摘されている。 
マイクロ RNA (miRNA)は、ncRNA の中で最も解析が進んでいる機能性 RNA である。

miRNAは特定のmRNAの 3'非翻訳領域に相補的に結合し、mRNAの翻訳抑制と分解を誘導
し、発生のタイミングや分化の方向性を決定する分子として注目されている。最近の研究で、ヒトに

はmiRNAが 1,000個程度存在し、そのそれぞれが、複数の遺伝子の翻訳抑制に関わっているこ
とが明らかとなり、実にヒトのタンパク質遺伝子の 30%にあたる 5,300 個の遺伝子が、これらの
miRNA によって制御されているとの見積もりが出されている。また、核内に存在する ncRNA が
DNAのメチル化やクロマチン修飾に関与する例が報告されている。このように、ncRNAは遺伝子
発現において翻訳制御のみならず、転写レベルでの制御にも積極的に関与していることが明らか

となり、<DNA→RNA→タンパク質>という古典的なセントラルドグマが大きく塗り替えられようとして
いる。RNA 研究は今や、次世代の生命科学におけるパラダイムの形成に根幹的な役割を担いつ
つある。 
大量の ncRNA の中には未知の機能性 RNA が眠っている。複雑な生命活動を分子レベルで
理解するためには、これら新規な機能性 RNA の探索とその解析が重要な鍵を握っているはずで
ある。機能性 RNAの研究は、医療、再生工学、診断など、生命科学をとりまくあらゆる産業応用が
期待される。本調査研究は、世界的な RNA研究の現状を理解し、日本の機能性 RNA研究の進
むべき方向性を明確にするために行われたものである。本調査研究にご尽力をいただいた、機能

性 RNA調査委員会とワーキンググループのメンバー及び関係諸氏に感謝申し上げたい。 
 
平成 17年 3月 

社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム 
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1. 調査の目的 

バイオテクノロジーは、生物機能の解明及び利用により、健康や環境分野での技術開発

をブレークスルーし、副作用の少ない治療法や画期的な新薬の開発、高機能食品、環境負

荷の少ない生産プロセス等を開発することで、豊かな高齢化社会および循環型経済社会を

実現するための基盤技術である。 

その中で機能性RNAは、発生分化などの重要な生命現象に関与していると考えられてお

り、再生医療やRNA医薬等への実用化にもつながることが期待されていることから世界の

注目を集めており、今後急速な研究の展開が見込まれている。しかしながら、わが国には

RNAを専門とする有力な研究者が揃っているものの、機能性RNAを網羅的に解析する技術

は世界的に見ても現状では確立されていない。 

このため、本調査研究では、従来のバイオ分野における研究等に関連する技術の中から

機能性RNAの観測・研究技術に応用可能と考えられる技術を抽出し、機能性RNAの基盤研

究とこれに必要な解析機器・ツールの実用化、産業化を目指す応用のための技術課題、設

計技術等各ステップにおける問題点を明確にした上で、次にその解決策を検討して応用研

究の方向性を策定し、機能性RNAの産業応用へ向けての基盤研究の確立に資する。 
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2. 調査の体制 

本事業を進めるにあたり、「調査委員会」を設置し、本調査研究への指導、助言を行うも

のとする。また、同コンソーシアム内に調査ワーキンググループを設置し、本調査研究を

推進するものとする。事業の一部は専門機関に外注する。管理体制と実施体制は下図の通

りである。 
 
(1) 研究体制スキーム 
社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム（JBIC） 
責任者：戦略企画本部本部長 苙口 隆重 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2)法人体制スキーム 
社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム 
 

総会  理事会  会長  専務理事  

監事  

運営委員会  

倫理審査委員会  

事務局  

戦略企画本部  

研究開発本部  

業務推進本部  

ﾃﾞｰﾀﾍﾞｰｽｾﾝﾀｰ 

生物解析研究ｾﾝﾀｰ 
 

機能性 RNA調査 
ワーキンググループ 

機能性 RNA調査委員会 

(財)機械システム振興協会 総合システム調査開発委員会 

(社)バイオ産業情報化 
コンソーシアム 
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総合システム調査開発委員会委員名簿 
 
 

（順不同・敬称略） 
 
 
委員長   放送大学 中 島 尚 正 
      副学長 
     
委 員    政策研究大学院大学 藤 正   巌 
       政策研究科 
       教授 
 
委 員   東京工業大学 廣 田   薫 
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          産学官連携部門 
          シニアリサーチャー 
 



 4 
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3. 機能性 RNA研究の潮流 

機能性高分子の主役はタンパク質であり、RNAは単なる情報の伝達物質であると見られ
がちであるが、RNA干渉やマイクロRNAの発見によって、タンパク質をコードしないRNA
（non-coding RNA＝ncRNA）が担う新しい機能が注目されている。ncRNAはそれ自身が
遺伝子の最終産物であり、これらが機能性高分子として振舞い、遺伝子の発現調節から、

発生や分化など高次生命現象に関わる重要な働きを担っていることが次第に明らかになり

つつある。また、最近 ncRNAの異常が疾患の原因になっているという例が報告されつつあ
り、疾患の原因としてタンパク質の異常のみならず機能性 RNAの異常も視野に入れる必要
がある。これらの機能性 RNAは、転写後に生じる様々な修飾やスプライシングなどのプロ
セシングにより、本来の機能を獲得することが知られ、RNAの機能を正しく理解するため
には、RNAを“情報”として捉える従来型の解析方法では不十分であり、RNA分子を“も
の”として捉える新しい方法論の確立と、機能性 RNAをゲノムワイドに解析する方法論が
期待されている。 
本調査研究で扱う機能性 RNAとは、 

¸ 細胞内で機能をもつ polyAテールをもたない RNAと定義。non-coding RNA (ncRNA) 
とも呼ばれる。 

¸ アミノ酸配列をコーディングしていない短い RNA でタンパク質をコードすることが
できるほどの長い連続読み枠を持たない。機能性 RNAの代表例としてよく知られてい
る tRNAは、65～110塩基の低分子 RNAで、分子は平面構造で書くとクローバー葉を
なすが、立体的には L字型の三次構造をとる。図 3.1参照。 

と定義している。現在その存在が確認されている機能性 RNAを表 3.1にまとめた。これら
機能性 RNA群の機能は未だ推定の域を出ないものや、これら以外の機能性 RNAが存在す
る可能性もある。現在は、産業応用可能であるとされている siRNAが注目されている。特
にRNA医薬の本命とされているRNAi技術に関連する分野が世界的競争状態となっている
が、わが国の当該分野の位置づけは、芳しいものではない。それについては、本報告書第 6

章にある特許出願状況からも明白である。しかしながら、機能性 RNA群の機能が未知であ
ったり、新たな機能性 RNAの発見などが考えれる。また、次章以降でも述べられているよ
うにトランスクリプトーム解析、プロテオーム解析ならびにメタボローム解析などと関連

付けながら総体的な視点に立脚した解析が必要な分野でもあり、その研究・開発は緒につ

いたばかりであると言える。 
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表 3.1 機能性 RNAの種類と機能 
 

 

 
 

図 3.1 tRNAの２次構造 

mRNAの前駆体として核に存し、一部がスプ
ライシング過程を経てmRNAになる

heterogenous nuclear RNAhnRNA

コドンをアミノ酸に対応付けさせるアダプ
ター分子

transfer RNAtRNA

低分子の遺伝子発現調節RNAsmall temporal RNAstRNA

核小体に局在する低分子RNAsmall nucleolar RNAsnoRNA

低分子のncRNAと同じsmall non-mRNAsnmRNA

核内に局在する低分子RNAsmall nuclear RNAsnRNA

RNA干渉に係わる活性化分子small interfering RNAsiRNA

リボソームの主要構成成分ribosomal RNArRNA

mRNA以外のRNAnon-coding RNAncRNA

翻訳調節遺伝子群に係わるmicro RNAmiRNA

Non-cording RNAと同義語functional RNAfRNA

FunctionFull nameSymbol
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本調査研究では、図 3.2 に示されるような所謂セントラルドグマに沿った視点で機能性
RNA研究を俯瞰するとともに、現状有望視されている産業化への出口についても考察する。 

 

転写
RNApolymerase

翻訳
リボソーム

tRNA
DNA RNA Protein

Transcriptome Ribonuleome Protemoe

全RNAの機能解析

 
図 3.2 リボヌクレオーム概念図 
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3.1 生命現象研究の流れ 

生命科学は、生命現象の素過程とその連携機構を研究し、これに基づいて生命の普遍性

と多様性、生命体の協調性と競合性、ならびに生命の起源と進化などを解明することを目

的としている。20 世紀における生命科学の最大の発見は、生物を形作り、生命体であり続
けるための情報がゲノムにコードされているという知見であり、生命活動はゲノム情報に

よって生産された核酸やタンパク質が担っていると言う新たな認識が、人類全体で共有で

きるようになった。そして、国際ヒトゲノム計画の達成に伴い、塩基配列等のゲノム構造

に関わる基盤的データが体系的に蓄積整備されつつあるなかで、ゲノム研究は本格的に機

能解析の時代へと突入している。現在 130 種以上の生物種でゲノム情報の全貌が明らかに
なってきており、ゲノム情報の発現制御機構、遺伝子産物の構造と機能の研究などの学問

領域において、新しい学問分野が誕生して急成長を遂げようとしている。 
一方、ヒトを対象とした世界各国の機能解析の成果は、遺伝子の発現調節機能やタンパ

ク質等の生体分子間相互作用の網羅的な解析に基づき、生命活動を成立させているネット

ワークを明らかにすることを目的とする研究を促進している。具体的には、遺伝子発現調

節領域等のヒトゲノムの機能解析、タンパク質－タンパク質相互作用の解明等といった、

生体分子間相互作用について基礎データの網羅的創出を行い、創出された情報を活用する

ことによって、発生・分化等の生命科学に関する基本的問題の解明の基盤を構築するとと

もに、疾患の発症機構の解明や新しい治療法の開発につながる成果をあげることを目指し

ている。 
従来の遺伝子やタンパク質単体の配列・構造解析に加えて、転写されたmRNA量を包括

的に測定するトランスクリプトーム解析、遺伝子産物として発現しているタンパク質全て

をターゲットとするプロテオーム解析、細胞内に存在する代謝産物を一挙に測定するメタ

ボローム解析のように、生体分子を｢網羅的に｣測定・解析する-omicテクノロジーによるア
プローチの有効性が明らかになってきた。Yale 大学の Gerstein 研究室では、-ome という
接尾辞を持つ数十の用語に関するテーブルである óOME TABLEóを公開している
(http://bioinfo.mbb.yale.edu/what-is-it/omes/)。 
これら網羅的測定・解析というアプローチを支えているのは、情報工学の立場から生物

学的課題の解決を試みる、バイオインフォマティクスと呼ばれる分野である。バイオイン

フォマティクスは、古典的には遺伝子配列や生化学反応の解析手法の研究開発を出発点と

して、大規模実験を管理および推進する情報技術基盤の開発、遺伝子構造や機能予測、タ

ンパク質構造解析、トランスクリプトームあるいはプロテオームにおける相関解析、ある

いは因果推定、生体内ネットワークの定性的・定量的解析の理論研究へと広がりを見せて

いる。バイオインフォマティクスの各分野と生物情報の流れとの関係を図 3.3にまとめた。 
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図 3.3 バイオインフォマティクスの各分野と生物情報の流れとの関係 
 

 

Terms  Description  Google Search *  
Pubmed 

Search *  

First Year 

in 

Pubmed 

Genome 

The full complement of genetic information both coding and 

non coding in the organism 1,510,000 70,970 1932 

Proteome The protein-coding regions of the genome 65,600 1096 1995 

Transcriptome 

The population of mRNA transcripts in the cell, weighted by 

their expression levels 5750 126 1997 

Physiome 

Quantitative description of the physiological dynamics or 

functions of the whole organism 3650 16 1997 

Metabolome 

The quantitative complement of all the small molecules 

present in a cell in a specific physiological state 753 13 1998 

Phenome 

Qualitative identification of the form and function derived 

from genes, but lacking a quantitative, integrative definition 23,500 8 1995 

Morphome 

The quantitative description of anatomical structure, 

biochemical and chemical composition of an intact 205 2 1996 
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organism, including its genome, proteome, cell, tissue and 

organ structures 

Interactome List of interactions between all macromolecules in a cell 168 4 1999 

Glycome The population of carbohydrate molecules in the cell 77 3 1999 

Secretome 

The population of gene products that are secreted from the 

cell 100 4 2000 

Translatome 

The population of mRNA transcripts in the cell, weighted by 

their expression levels 41 1 2001 

Fluxome The population of proteins weighted by their fluxes 10 1 1999 

Localizome 

The localization of various proteins, both in terms of cell 

type and subcellular compartments 10 - 2001 

Pseudome The population of pseudgenes in the cell 4 - - 

Ribonome The population of RNA-coding regions of the genome 11 - - 

Orfeome 

The sum total of open reading frames in the genome, 

without regard to whether or not they code; a subset of this 

is the proteome 418 - - 

Regulome Genome-wide regulatory network of the cell 36 - - 

Cellome 

The entire complement of molecules and their interactions 

within a cell 27 - - 

Operome 

The characterization of proteins with unkown biological 

function 17 - - 

Transportome 

The population of the gene products that are transported; 

this includes the secretome 9 - - 

Functome The population of gene products classified by their functions 18 - - 

Foldome 

The population of gene products classified by their tertiary 

structure 11 - - 

unknome Genes of unkown function 4 - - 

 
表 3.2 OME TABLE  (Gerstein Lab作成資料を引用)
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3.2 トランスクリプトーム解析（Transcriptome） 

個々の生体分子の解析を行うこれまでの研究から、遺伝子発現の全体像を捕らえ、その

結果から遺伝子発現の調節、生物機能を解明することを目的としたトランスクリプトーム

解析が盛んになってきている。遺伝子の転写産物であるmRNAの発現量を測定する従来法
としては、ノーザンプロット法、SAGE、ディファレンシャル・ディスプレイ法が開発され
てきた。これらの方法とは一線を画する形、即ちμgオーダーの少量の試料に対して、数千
～数万遺伝子の発現挙動の計測を可能にしたのが、マイクロアレイあるいは DNAチップで
ある。解析にあたっては、発現の挙動が似ている遺伝子ごとにクラスタリングを行う方法

や、健常者と病気の発現を比較し病気の原因遺伝子を探る方法、発現の状態から病気の診

断を行う方法などがある。クラスタリングは主成分分析といった多変量解析法や階層的ク

ラスタリング、病気の診断には判別分析やサポートベクターマシンなどが用いられる。ま

た、上記配列解析の手法を用いて類似の発現パターンをしめす遺伝子同士で共通に存在す

る転写制御領域の抽出の手法も存在する。クラスタリングによる遺伝子のグループ化は必

ずしも遺伝子発現に関して形成されているネットワークの姿を直接的に反映するものでな

いため、近年では遺伝子ネットワークを推定しようとする試みがさかんに行われている。

ブーリアンネットワークや微分方程式によるモデル化、ベイジアンネットワーク、グラフ

ィカル・ガウシアン・モデリングを用いた方法が行われている。DNAマイクロアレイによ
る一連のトランスクリプトーム解析は図 3.4のように行われている。 
図 3.4では、実験計画の下細胞・組織等からの RNA抽出を経て mRNAの逆転写反応と

共に蛍光標識が行われる。蛍光標識済み試料は DNAマイクロアレイに添加し最適化された
条件下で 1昼夜程度の反応を行う。反応後 DNAマイクロアレイリーダーにより蛍光画像が
取得される。いわゆるバイオインフォマティクス技術により、階層的クラスタリングなど

の解析を経て遺伝子発現に関して形成されていると推定されるネットワーク解析が必要に

応じて行われる。一連の解析結果と生物的意味合いを判断して解析のサイクルが回る。 
トランスクリプトーム解析では、従来型の解析に比べて大量の発現データを取得できる

が、解析結果と想定される生物学的意味が必ずしも一致するわけではない。発現解析ツー

ルの発達も必須ではあるが、プロテオーム解析などから得られる情報とのリンケージも重

要である。トランスクリプトーム解析もこれからの課題を多く抱えていることは言うまで

もない。 
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実験操作 
クラスタリング解析 

ネットワーク解析 
 

 

図 3.4 
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3.3 プロテオーム解析（Proteome） 

ヒトゲノムの配列の解読がほぼ終了し、今後の研究の興味はゲノムから得られる情報を

使い、それの意味を知ることにかわりつつある。プロテオーム（proteome）は、細胞や組
織において発現しているタンパク質の全体像を指す。DNA に書き込まれた情報は RNAを
介してタンパク質へ翻訳される。近年、DNA チップ技術の向上により、RNA の発現を網
羅的に解析するトランスクリプトーム解析が盛んに行われている。この RNAの発現プロフ
ァイルとタンパク質の発現プロファイルは必ずしも一致するわけではなく、その相関は

50%以下であるとも言われている。そこで、RNAの網羅的解析に加え、タンパク質の網羅
的解析、すなわちプロテオーム解析を行うことも重要である。プロテオーム解析は、生命

現象に直接影響を及ぼすタンパク質を直接見ているという点ではすぐれているが、DNAや
RNAは増幅することが可能であるのに対しタンパク質は増幅する技術が確立されていない
ため、現時点ではその感度の低さが欠点となっている。 
具体的には、プロテオーム解析は(1)タンパク質の分離、(2)タンパク質の同定の 2つの作

業からなる。現在、もっぱら行われているのは二次元電気泳動によってタンパク質を分離

し、質量分析で目的のタンパク質を同定する方法である。二次元電気泳動により分離した

タンパク質を飛行時間型質量分析装置によって同定する。質量分析はエドマン分解を用い

たタンパク質の一次配列の決定に比べやや精度は劣るが、その感度の高さは有用である。

実際はタンパク質を直接質量分析行うのではなく、目的のタンパク質を消化酵素でペプチ

ドに消化し、いくつかのペプチドの質量パターンからタンパク質を同定するといった

peptide mass-finger printing(PMF)法が行われる。質量分析には液体クロマトグラフィー
と一体となったLC-MSとタンパク質の質量と飛行時間の関係を利用したTOF-MSがある。
TOF-MSの方が簡便でかつ感度は高い。LC-MSは、MS/MSといったタンデム型の質量分
析計への応用が実用化されており、一次構造まで決定できるといった特徴がある。 
図 3.5は微量サンプルを対象にした、ナノHPLCを前段に備えたナノHPLC/MS装置で

ある。mRNA やタンパク質の発現測定は単独で行っても解析結果には限界があり、トラス
クリプトーム解析・プロテオーム解析を相互に行うことが望ましい。図 3.6は東京大学大学
院理学系研究科理学部生物化学専攻 生物化学講座 榎森康文らが提唱している方法論を
模式的に図示している。 
プロテオーム解析の新しい流れとして、東京大学大学院総合文化研究科広域科学専攻生

命環境系 村田昌之らはセミインタクトセルによるプロテオーム解析を提唱している。 
上皮細胞などの膜表面をセミインタクト化することにより細胞をあたかも試験管のごと

く利用しようとする試みである。研究対象としては、ES細胞（Embryonic Stem Cell、胚
幹細胞）や分化誘導した細胞を用い、分化に伴う様々なタンパク質・遺伝子のダイナミク

スの可視化とその制御機構の解明に取り組んでいる。例えば、脂肪細胞や心筋やレンズ細

胞の分化に伴う様々なオルガネラ・細胞骨格の構造変化を、特定の遺伝子の転写・翻訳・
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輸送・分解とあわせて可視化し、セミインタクト細胞系を駆使し分化の過程で生起する様々

な細胞内現象の再構成を目指している。この可視化解析法と遺伝子発現変動解析（DNAア
レイ解析）やタンパク質発現変動解析（DIGE等）データを駆使することによって、その制
御因子と制御機構を解析している。先に述べた解析とは異なり、蛍光分子イメージング法

によって機能解析を行う新規な解析手法である。このような取り組みも含めて、プロテオ

ーム解析の方法論は今後も進化するものと考えられる。 
 

 
 

図 3.5 ナノHPLC/MSを用いたプロテオーム解析の流れ（日立論評より引用） 
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(東京大学 榎森らの作成資料より引用) 

図 3.6 トランスクリプトーム、プロテオーム解析の方法論
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3.4 細胞内全代謝物解析（Metaborome） 

現在、ポストゲノムシークエンス、又はゲノム創薬にむけてのホモロジー解析を中心と

したゲノミクス研究や、X線、NMR等の構造生物学関連の構造プロテオーム研究が進んで
いる。一方で、今後、機能に関連したミクロスケールのプロテオーム研究により、種々の

状況でのタンパク質の量的変動や翻訳後修飾等の質的変動に関する情報が得られ、タンパ

ク質相互のリンケージ解析が進み、その生理的役割に関連する様々な情報を得ることが可

能になってくると思われる。しかしながら、具体的なタンパク質の機能解析という点では、

酵素タンパク質の基質や、生成物、またレセプタータンパク質のリガンド、タンパク質の

制御因子等の、個々の生理的現象に関与するタンパク質以外の細胞内低分子の量的、質的

な変動に対する、網羅的ならびに特異的解析が必要となる。これらの代謝分子の総体はメ

タボローム(Metabolome)とも呼ばれ、これを目指す学問分野はメタボロミクスと呼ばれる
ようになってきている。 
メタボローム（またはメタボロミクス）という分野が盛んになった理由は、質量分析器

の急速な性能向上にある。いまだに高価格であるが、0.1 ミリマス（炭素 12 を 12 マスユ
ニットとして計算する。）の位まで測定ができるよう装置が容易に入手できる。物質の同定

はプロファイリング(profiling)と呼ばれ、検出された質量ピークと近い値になる組成式を計
算機で選び出す作業にあたる。 
メタボローム研究は対象とする化合物の構造や機能､同定法が既によく知られている点

で､他のオーム研究とは異なっている。ゲノムやトランスクリプトームの網羅的解析では、

大量データの取得や自動分類（クラスタリング）を成果として発表できた。これは研究対

象が機能未知の要素を含むからこそ認められる逃げ道でもある。つまり機能が未知の場合、

同じクラスに分類された対象を機能上関連する（だろう）と言ってしまえる。メタボロー

ムの世界ではこの手が通用しない。代謝物を同定するだけでもひと苦労だが、同定された

代謝物の関係が代謝マップにより示される以上、同定結果を代謝経路とからめて解析せね

ばならない。分類だけで結果が出せないことは､バイオインフォマティクスの力が如実に現

れる分野だともいえる。メタボロームで特に注目される解析ツールはデータベース､シミュ

レーション、そして反応モデルといった分野である 1。 

国内では、慶応義塾大学環境情報学部先端生命科学研究所 曽我朋義らのグループがキ

ャピラリー電気泳動-質量分析計（CE-MS）によるメタボローム分析法を世界に先駆けて開
発した。図 3.7参照。 
枯草菌に応用したところ、細胞内に存在する 1,692 成分の代謝物質の測定に成功してい

る。曽我らが実施した枯草菌の胞子形成時のメタボローム解析結果を図 3.8に示す。 
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図 3.7 キャピラリー電気泳動-質量分析計の構成図 
 

 
図 3.8 枯草菌の胞子形成時のメタボローム解析結果（2004年先端技術大賞HPより引用） 
 

1. Mendes, P. "Emerging Bioinformatics for the Metabolome", Briefings in 
Bioinformatics 3(2) pp.134-45, 2002. 
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3.5 機能性 RNA研究の現状 

1950 年代に発見された mRNA、tRNA から RNA の研究は始まった。当初、RNA の機
能は単に DNA の遺伝情報をタンパク質に伝えるための単なる仲介役としてしか認められ
ていなかったが、mRNA のスプライシング、リポザイムの発見をきっかけとして RNA に
は様々な機能があることが知られるようになってきた。 

2003 年にヒトゲノムの全配列の解読が完了し、ヒトの DNA から翻訳される RNA のう
ち 98%がタンパク質をコードしない RNA…ノンコーディング RNA（ncRNA）であること
が分かった 1。これらは単にタンパク質をコードしないわけではなく、限られた数の遺伝情

報を編集して(スプライシングやエディティング)様々な種類のタンパク質を作るための働
きや、生体内の様々な変化に応じてタンパク質の合成などを制御する働き、時によっては

外部から進入したバクテリアなどの外敵から生体を防御する働きなど様々な機能を担って

いることがわかってきた 2。これらの様々な機能を持つ RNA は現在、機能性 RNA として
多くの注目を集めるようになってきた。 
機能性 RNA として最近注目を集めている RNA としてはリボザイム、マイクロ RNA 

(miRNA)、短鎖干渉 RNA (siRNA)、RNAアプタマーなどがあげられる。 
リボザイムはもともとDNAから翻訳されたRNAの中で自分自身の情報の必要な部分の

みを切り出してつなぎ合わせる機能があることが発見されたことにより見出されたもので

ある。最近はこの構造をもとにして触媒機能を持つ RNA分子が設計されるようになってき
て種々に利用されている。 
マイクロ RNAは生体内でmRNAと部分的に結合し、タンパク質への翻訳を阻害すると

いう機能を持っている。 
siRNA は初め、植物(ペチュニア)の花の色を濃くしようとして色素を合成する遺伝子を

植物に導入したところ色が濃くなるのではなく、もともと植物が持っていた遺伝子の発現

を抑制してしまい、色が抜けたり白い花になってしまったことがきっかけとなって見つけ

られた現象、RNA干渉 (RNAi)の直接の立役者と言える。この RNAiという現象は植物の
みならず幅広い生物種で共通して持っている防御システムであることがわかってきている。 
多くの研究者による研究の結果、この現象を哺乳類においても利用できることがわかっ

てきて、現在は様々な産業に応用されるようになってきている。 
RNA アプタマーのみは生体から見つかった機能性 RNA ではない。人工的に標的物質に

結合するような RNAを合成したものである。これらを用いることにより標的物質の機能を
阻害するという効果が得られ、今後は産業への応用も広がってくると考えられる。 
このように現在では様々な機能性 RNAが発見、研究、そして応用されている。今や RNA

の研究は機能性 RNAの発見を契機に新しい時代に遭遇していると言える。機能性 RNAの
利用はリボザイムやアンチセンスを用いた創薬などから始まり、種々の大きな壁にぶつか
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りながらも爆発的にその応用範囲を広げつつある。リボザイムやアンチセンス創薬は残念

ながら途中で断念するケースが非常に多く、壁を乗り越え切れなかったが、現在はその特

異性の高さ、応用範囲の広さなどで注目を集めている RNAi に大きな期待がかかってきて
いる。2002年の Science誌の Breakthrough of the yearの No.1に選ばれ、多くの研究者
が RNAiを研究、利用、応用に日々研究を重ねている。 

 
3.5.1 RNAi とは 
RNAi は機能阻害したい遺伝子の特定領域と相同な senseRNAとその antisenseRNAか

らなる 2本鎖 RNA (siRNA)が標的遺伝子の転写産物である mRNAの相同部分を切断する
ことにより標的遺伝子の発現を抑制するという現象である。従来用いられている方法と比

べ、簡便・安価で短時間に遺伝子抑制が行うことが可能な方法であるため高く評価されて

いる。 
RNAi は 1990 年に花の色の研究がきっかけとなって見つかったものであるが、その後、

何年もその機構が不明であった１，２。線虫(C. elegans)において、ある遺伝子の配列と相同
な senseRNAあるいは antisenseRNAそして、これらをハイブリダイズした 2本鎖の RNA
を投与したところ、2本鎖の RNAのみが非常に効果的に遺伝子の発現を抑制するという報
告が 1998年の Fireらによりなされ、研究のきっかけが作られた３。この後、様々な生物種
にこの現象は応用されるようになるが、哺乳類においてはインターフェロン応答、そして

それに伴ったアポトーシスが誘発され、細胞死が引き起こされてしまうため応用ができな

いことも判明した。 
この問題に解決の道を開いたのは 2001 年の Tuschl らのグループである。彼らは RNA

干渉を起こしているショウジョウバエ (Drosophila) の体内に 20 塩基程度の長さの RNA
が多量に存在していたことを突き止めまた４。この結果を応用しヒト培養細胞に 21 塩基対
の 2本鎖 RNAを投与することにより RNAi現象を引き起こすことに成功した５。この後は
爆発的に RNAiに関連した研究、応用への試みがなされるようになった。 

 
【引用文献】 
1. C. Napoli et al. The Plant Cell, 2(4), 279-289 (1990) 
2. A.R.van der Krol et al The Plant Cell, 2(4), 291-299 (1990) 
3. A. Fire et al. Nature, 391, 806-811(1998) 
4. P.D. Zamore et al. Cell, 101, 25-33(2000) 
5. S.M. Elbashir et al. Nature, 411, 494-497(2001) 
 
3.5.2 RNAi のメカニズム 
RNAiは長鎖、短鎖にかかわらず、細胞中に何らかの方法で 2本鎖 RNAが導入されると

ころから始まる。もちろん、生体にもともと備わっている RNA干渉の場合には生体内の 2
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本鎖 RNAもその出発点にもなり、これは生体内の調節機構において重要な役割を果すこと
が知られている。 
この 2本鎖のRNAはDicerと呼ばれるRNaseⅢに分類されるRNA切断酵素により必要

な形にプロセシングされる１。生成した siRNA はこの図ではわかりにくいが、RNA の 3õ
末端側に 2塩基のオーバーハング(突出)がある特異な形になっている。これが RNAiを引き
起こすために必要な形となる。 
切り出された siRNA は RISC と呼ばれる RNA-ヌクレアーゼ複合体を形成する 2。この

段階で 2本鎖だった siRNAの片方の鎖が放出され、mRNAを切断する準備ができ上がる。
RISC の表面に提示されている siRNA の片方の鎖の配列に相補的な配列を持つ mRNA は
siRNAにハイブリダイズし、siRNAの真ん中付近で RISCによって切断される。 
本来タンパク質に翻訳される予定だったmRNAはこのようにして切断されることにより

タンパク質には翻訳されないことになり、結果としてこの遺伝子情報がサイレンシングさ

れたこととなる。 
 
 

【引用文献】 
1. E. Bernstein et al. Nature, 409, 363-366 (2001) 
2. S.M. Hammond et al. Nature, 404, 293-296 (2000) 
 
 

3.5.3 機能性 RNA応用のための基本技術 
実際に機能性 RNAを応用していくにあたってどんな技術が開発され、どんな問題点があ

るのだろうか。ここでは RNAiを例にとって 3つのステップに分けて解説する。 
 

3.5.3.1 設計 

サイレンシングを行いたい遺伝子(ターゲット)が決まると、まずはターゲットとする
mRNAのどの部分を切断する siRNAを作成するかを決める必要がある。これを設計と呼ぶ。
この設計の良し悪しによってサイレンシングの効率、副作用などが決まってくるほど重要

な部分である。 
設計法ではターゲットmRNAのどの部分配列に着目して設計するのかが重要な問題とな

る。特に抑制効率が選択場所によって全く異なること、他のmRNAを抑制すること、これ
を off-target効果というが、これがない配列を選択する必要がある。 
配列の選択に関しては Tuschlら(2001)による提案をはじめとして経験的にどのあたりの

配列が効果的か選択する方法が提案されている 1。 
また、大量のデータを用いて導き出された阻害効果の高い設計ガイドラインが程らのグ

ループなどから提案されている 2。現在もどんどん新しい設計方法が種々のグループから提
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案されており、まだまだ研究を要する分野である。 
 
【引用文献】 
1. S.M. Elbashir et al. Nature, 411, 494͂498 (2001) 
2. K. Ui-Tei et al. Nucleic Acids Res.,32, 936͂948 (2004) 
 
3.5.3.2 合成 

DNAの化学合成と比べて RNAの化学合成はステップ数、時間、コストがかかる。更に、
RNA は DNA よりもはるかに不安定で、生体内のみならず保存中にも分解がとても早く進
行する。そこで機能性 RNAを実用化するにあたってはここを如何にクリアするかも大きな
問題となってくる。現在、siRNAを合成するにあたっては主として化学合成、in vitro合成、
in vivo合成の３つの方法が採られている。それぞれに長所、短所があるが、応用方法にあ
わせて選択することが可能である。 

 
RNAの化学合成では DNAと比較してステップ数、時間、コストがかかる。これは RNA

の構造によるものであり、官能基が DNAよりも多く、それぞれを別々に修飾する必要があ
るためである。一般的な市販の全自動合成機で用いる 2õ-水酸基の保護基としては TBDMS
基(t-ブチルジメチルシリル基)が多く使われているが、反応時間の低減、収率の向上の為に
TOM基(トリイソプロピルシリルオキシメチル基)、ACE基(ビス(2-アセトキシエトキシ)メ
チル基)、CEE基(1-(2-シアノエトキシ)エチル基)などが開発されている。 
化学合成の大きなメリットとして希望する化学修飾を施すことが可能だという点があげ

らる。化学修飾を行うと、RNA の化学的安定性、RNase 耐性、siRNA の細胞透過性を高
めることが可能になる。2õ-水酸基のフルオロ化やデオキシ化、リン酸部位のホスホロチオ
エート化などがこの例である。化学修飾により安定性が上昇するが、修飾部位、修飾度な

どにより siRNA分子の生体内での効き方に大きな差が出てくることも注意が必要である。 
最近ではコレステロールの化学修飾により生体内安定性を向上させ、動物体内での RNAi

効果を観察したという報告もなされている 1。 
生体内では DNA の情報をもとにして RNA ポリメラーゼという酵素が一塩基ずつ RNA

を合成する。この反応を試験管内で行うという方法が in vitro合成である。RNAの鋳型と
する DNAを作成し、試験管内転写により酵素的に RNAを合成する。この場合のメリット
はもともと RNA が合成されるステップを踏むために化学合成と比べてステップ数、時間、
コストの面で有利であるという点があげられる。 
鋳型となる DNA の設計にはいくつかの方法が採られている。1)RNA のセンス鎖とアン

チセンス鎖を別々に合成するタンデム型、2)センス鎖－ループ－アンチセンス鎖で構成され
る短いヘアピン型RNA(shRNA)、3)転写されるRNA配列の両端にプロモーターを配置し、
一度にセンス鎖とアンチセンス鎖を合成する方法などである。 
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また、プロモーターとしても 1)T7 RNAポリメラーゼ、2)T3 RNAポリメラーゼ、3)SP6 
RNAポリメラーゼなどのプロモーターが用いられている。 
そしてもうひとつは in vivo合成で、この方法が最近では主流になっている。この方法は

in vitro合成と同様に、合成したい RNAの配列情報を持つ DNAを生体外で合成してこれ
を鋳型として生体内に投与する。投与した DNAを鋳型として生体内で RNAを合成させる
というものである。この方法は生体内で RNAよりも安定な DNAを投与するために効果が
持続する。しかも鋳型があれば生体内で長期的に RNAを発現させることも可能となるため
効率が良い方法と考えられている。 
この場合も鋳型となる DNA の設計にはいくつかの方法が採られている。1)タンデム型、

2)短いヘアピン型 RNA(shRNA)を合成する方法などである。タンデム型の場合、RNAのそ
れぞれの鎖を別々に合成し、細胞内でアニールさせるので RNAとなる配列以外の影響を極
力抑えることができるが、細胞内での濃度が低いとアニールする前に分解されてしまうと

いう欠点がある。これに対し shRNAの場合、アニールしている状態で細胞内の輸送系によ
り核外に運ばれる為に高効率だが、ループ配列の為に shRNAの細胞内での局在が起こるこ
とがある。そして細胞内のダイサーにより RNAの形に分解されるが、ループ配列が生体内
に残るため、この配列が細胞内で副反応を引き起こす危険性もあるため配列の選択には注

意を要する。 
また、ポリメラーゼは細胞内のものを使用するが、プロモーターとしては 1)PolⅢ系プロ

モーター、2)PolⅡ系プロモーターの選択肢がある。PolⅢ系の場合、発現量が多いが、細胞
特異性は無い、PolⅡ系の場合は発現量は多くないが、組織特異的などの特徴がある。 

 
【引用文献】 

1. J. Soutschek et al. Nature, 432, 173-178 (2004)〕 
 
3.5.3.3 投与方法 

遺伝子を生体、あるいは培養細胞に投与する場合、常に問題となるのは投与方法である。

遺伝子を目的の部位に十分量投与するためには様々な工夫が必要である。 
 
RNAiが見つかった当初、線虫などにおいて RNAの溶液に一晩浸すといった方法のみで

RNAiの効果を得ることができた。哺乳類などにおいてもこの方法は不可能ではない。ヒト
においても直接患部に RNAを投与するという方法も採用される。この方法は患部を選ぶが、
目的とする部位にきちんと送達される確実な方法ともいえる。ただし、特に哺乳類の場合

は細胞取り込みの効率が非常に低いために非常に多量の遺伝子を投与しなければならない

というデメリットもある。しかしながら、現在までに PhaseⅠがスタートしている唯一の
RNAi医薬(加齢性黄斑変性症に対する医薬)は目に直接投与する方法を用いており副作用が
少ない数少ない方法ともいえる。このほかにも筋肉内投与して腕や心筋の筋芽細胞にター
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ゲティングする、肺に直接吸入するなど多くの臓器に応用されており、皮膚、脳、筋組織

にも応用される。 
 
細胞内取り込みを向上させるにはベクターと呼ばれる運び屋を用いる必要がある。この

ベクターには大きく分けて 2 種類のものがある。ひとつはウイルスベクター、もうひとつ
は非ウイルスベクターである。 
ウイルスは宿主の細胞内にその遺伝子を送り込み、その遺伝子産物を宿主に作らせる機

能を持っている。この機能を利用して外来遺伝子を細胞内に送り込もうというのがウイル

スベクターである。ウイルスベクターは他のベクターと較べ、遺伝子導入効率が非常に高

いが、安全性が問題視されている。よく用いられるものとしては、レトロウイルス、レン

チウイルス 1, 2, 3 、アデノウイルス 4や、アデノ随伴ウイルス 5などがあげられる。 
 
人工的に作成したベクターを非ウイルスベクターと呼ぶ。人工的なだけに生産効率は良

いが、遺伝子導入効率が低く、また安全性に関しても疑問が持たれている。カチオン性脂

質のリポソームや正電荷高分子キャリアーがこの例である。正電荷物質は細胞毒性が高い

ものが多い為、これを抑え、更に遺伝子発現効率、ターゲッティング能を上げる為に各種

ペプチドや、リガンドで修飾を行うことが多いようだ。カチオン性脂質のリポソームは近

頃研究が進み、毒性の低いものが開発されてきている 6。 
 
現在のところ一番安全で遺伝子導入効率が良く、目的とする患部に集積させられるとい

うような投与方法は見つかっておらず、多くの研究開発が行われている。これらは目的に

あわせて選択してゆく必要性がある。 
 

【引用文献】 
1. Lee et al. EMBO Journal, 21, 4663-4670 (2002) 
2. S. An et al FEBS Letters, 539, 111-114 (2003) 
3. M.T. Lee et al. Journal of Virology, 77, 11964-11972 (2003) 
4. C. Shen et al. Human Gene Therapy, 14, 1207-1212 (2003) 
5. J.D. Hommel et al. Nature Medicine, 9, 1539-1544 (2003) 
6. J. Yano et al. Clinical Cancer Res., 10, 7721-7726 (2004)〕 

 
3.5.4 各種応用への試み 
機能性 RNAの一つ、RNAiの技術はこれまでの遺伝子サイレンシング技術と比較して格

段に応用範囲の広い技術である。基礎研究から医薬への応用にわたって実用化への努力が

なされている。RNAiにおける実用化例を以下にあげる。 
 



 25 

3.5.4.1 基礎研究分野への応用 

基礎研究の分野における利用に関してはここでは 3つの例をあげる。 
遺伝子の機能解析への応用は RNAi 現象が発見されるや否や始められた。ゲノムの配列

をもとにして設計した様々な配列をもつ siRNAを培養細胞、あるいは生体に投与して遺伝
子の機能を解析するという試みが様々な生物種、様々な細胞を標的として行われてきた。

ポストゲノム時代といわれる現在、機能が未知の遺伝子の働きを調べるにはまさに有用な

技術である。 
 
疾患の原因遺伝子の解明。病気はいろいろな原因が絡み合って起こるものである。しか

し、その原因が遺伝子の発現異常によるものも少なくない。これまでの技術では疾患が起

こっている細胞において発現量が変化している遺伝子の同定まではできたが、では、いっ

たいどの遺伝子の発現がおおもとの原因なのか？どの遺伝子の発現をコントロールすれば

疾患を治療できるのかを調べるのは非常に難しいことであった。RNAiの技術は特に疾患に
より高発現している遺伝子それぞれに対する siRNAからなるライブラリーを用いてこの答
えを探すために現在利用できるようになってきている。 

 
もうひとつの例としては目的とする変化を起こした細胞を得るための選択圧として

RNAiを用いる手法である。ある遺伝子の発現を抑制する siRNAを与えたときに、例えば、
生存する細胞と死亡する細胞があった場合に生存した細胞を選択してこれの遺伝子の発現

状態を調べると始め抑制した遺伝子の働きを補填する機能を持った遺伝子を見つけること

が可能となる。 
 

3.5.4.2 医薬分野への応用 

ウイルス疾患においては細胞に感染したウイルスゲノムや、ウイルスのmRNAを標的と
した治療を行う。これまではウイルス疾患に於いては体内に侵入したウイルス、そして増

殖したウイルスを攻撃する為の薬剤を投与するという治療を行ってきたが、RNAi技術を用
いた治療では体内におけるウイルスの増殖を抑えるあるいは止めるという方法であるため、

非常に有効な治療法になる。RNAiによる疾患の治療の場合、サイレンシングする標的の選
択には非常に気を遣わなければならない。特に、体内にもともとある遺伝子配列を標的に

すると種々の副作用が起こってしまう危険性が常にある。しかしながら、外来のウイルス

を標的とする場合、体内にもともとある遺伝子配列とは異なるため、標的の選択が容易で

あり、副作用の心配が少ない為 RNAiによる治療が有利と言える。 
ここにあげる各種ウイルスの名前は現在までに RNAi 技術を用いて治療への試みが行わ

れているウイルスである。開発段階はまちまちであるが、少なくとも培養細胞レベルでは

有効であることがわかっているものである 1。 
エイズウイルス(HIV)2、C型肝炎ウイルス 3,4、B型肝炎ウイルス 5、ポリオウイルス 6、
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SARSウイルス 7、インフルエンザウイルス 8、ウエストナイルウイルス 10。 
慢性ウイルス感染に於いては種々の治療を行うとどうしてもウイルス遺伝子の変異が高

頻度に生じ、その治療効果が低くなってしまう傾向がある。この様な現象は RNAi を用い
た治療でも起こる。この様な場合、色々な工夫を施す必要が出てくる。例えば、変異の非

常に起こりにくいウイルス遺伝子領域を使う、複数の siRNAを使う、ウイルス遺伝子その
ものを標的にするのではなく、ウイルス増殖に必要な宿主側の内在性遺伝子を標的にする

11〔J.E. Garrus et al. Cell, 107, 55-65 (2001)〕、ウイルス受容体を標的にするなどの方法が
行われている 12〔H. J. Arteaga et al. J. Virol., 76, 12963-12973 (2002)〕。 

 
次に世界的に罹患率が高く、その治療法も種々研究されている癌について述べる。癌の

治療法は大きく分けてこれまでは 4 つの方法が用いられている。手術、抗ガン剤、レーザ
ー治療、抗体医療である。どれも利点、欠点があり、第一選択肢となるものは今のところ

存在しないが、癌の治療に RNAi を用いようという試みは多くの研究者により行われてき
た。 
上述のように、内在性の遺伝子を標的とした RNAi 治療には技術的に難しい問題がある

が、それ以上に RNAiの選択性の高さが魅力的である。 
多くの癌では生体内の癌遺伝子と癌抑制遺伝子の両方に変異が起こることにより癌化が

生じ、初期に於いてはその多くは一塩基の変異を生じる。そこで、選択性の高い RNAi 技
術を用いて活性化した癌遺伝子を標的とする。 
しかしながら多くの癌では多数の異なる変異が繰り返し変異して癌化する為、変異によ

って進展する癌化のシグナル伝達の下流の遺伝子を標的にする。例えば、癌の転移性に関

与する遺伝子を標的にすることなども有効な方法である。 
国内では例えば、日本新薬のカチオニックリポソームを用いた独自の DDS(Drug 

Delivery System)を活用した癌の治療に関する動物実験が成功したという報告が最近なさ
れている 13。 

 
遺伝性疾患はゲノム遺伝子変異が原因で発症するわけであるが、この場合、遺伝子産物

であるタンパク質の本来持つ機能が消失あるいは低下する場合と新たに病的機能を獲得す

る場合とがある。RNAiを用いた治療は二つめの新たに病的機能を獲得する場合の治療に有
効である。つまり、病的機能を獲得した遺伝子配列のみをサイレンシングし、獲得してい

ない、変異していない遺伝子配列はサイレンシングしないという siRNA を用いれば良い。
この様な方法を用いた治療の試みは家族性筋萎縮性側索硬化症などでおこなわれつつある

14。 
この他にも加齢性黄斑変性症、コレステロール値を低下させる RNAi などが試みられて

いる。 
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4. RNA機能研究に関する技術・研究動向 

4.1 機能性 RNA探索技術 

4.1.1 精製技術 
機能性 RNA (miRNA、 siRNA、 snRNA、 snoRNA、 tRNA、 rRNA、 SRP RNA、 

tmRNA、 mRNA タイプ、等)の多くは、-ome 研究の中ではトランスクリプトームそのも
の以外に、トランスクリプトームとプロテオームの中間に位置して他の遺伝子の翻訳調節

や分解促進により発現をコントロールしている。そのため、常時発現していないものも多

くあり、かつその発現量も多いものから非常に少ないものまで多様である。 そのため、各
種組織や、様々な発生段階において特異的な機能性 RNAを発見し、その機能を解析するた
めには、各種の精製法を駆使する必要がある。 

 
4.1.1.1 粗精製 

分子量で大まかな分画を採取する。細胞内には高分子の DNAの他に、通常のタンパク質
となるmRNA、 大量に存在する rRNA分子があり、機能性 RNAの解析にとってノイズに
なってしまう可能性があるため、できるだけ取り除いておく必要がある。一般的な方法と

して、フィルター、カラムを利用した製品が数多くあるので、その特徴と利用法を説明す

る。 
 

【フィルター法（Millipore社, YM-100）】 
限外ろ過、分子量約 100 KDa以下の分子はフィルターを通り抜ける。RNAの場合、280 

nt 程度に当たるが、直鎖状分子のため分離能は必ずしも一致しない。また大量のサンプル
では目詰まりが起こり分離能が落ちる。透過スピードも遅く効率は悪い。これを使用した

論文は報告されている。 

 

 
表 4.1.1.1 1: single strand, 2: double strand DNA 
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【ゲルろ過（Roche社等）】 
G-25、G-50などのゲルろ過においても部分的な分画は可能と思われる。 

 

 

 
図 4.1.1.1 ゲルろ過カラムの性能 

 

【カラム法（Ambion社, mirVanaシリーズ）】  

 

 
図 4.1.1.2 mirVana PARIS カラムの精製概要図 

 
カラム（グラスファイバーフィルター）、アルコール濃度依存で小分子を結合・精製でき

るシステム。製品の目的そのものがmicro RNAの精製・濃縮であり、技術的な論文を含め
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報告がある。サンプル量は比較的少なめである。 
なお、最近の論文報告では、部分精製をしない total RNAあるいは簡易精製のみの状態

でラベル化して、マイクロアレイでの発現解析に使用している例が見られるようになって

きた。ただし、RNAを精製した時のデータと照らし合わせて互換性のある遺伝子（プロー
ブ）を選別し、解析に回しているようである。 
以上より、RNA精製によるデータの確からしさ、精製方法による実験的バイアス、精製

手順の煩雑さ、更にシステマティック実験への移行への問題、などを解決できる実験系の

開発が必要である。 
 

4.1.1.2 分離精製 

新規機能性 RNA分子を探索するためには、分子量での分離以外に、配列により分子を単
離する技術が不可欠になる。 

 
【2次元ゲル電気泳動（弘前大・牛田：国内調査対象）】 
弘前大学・農学生命科学部・応用生命工学科・生体情報工学講座、牛田千里の研究室で

は、RNA分子をゲル電気泳動により分離し、その発現パターンと配列決定を行っている。 
概念図としては、図 4.1.1.3の様になっている。順を追って説明すると、 
 

 

 
図 4.1.1.3 2次元ゲル電気泳動法による分離精製法概念図 
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① 個体や培養細胞より、total RNAを抽出する。この際に細胞内局在などの選択性を持た
せることもできる。 

② RNAを１次ゲルにて分画する。それに加えて、あるいは代えて、poly(A) RNA、 tRNA、 
リボゾーム RNAなどの配列特徴を用いて、個別分離や除去が可能である。 

③ ２次元のゲル電気泳動（変性条件下）を行い、更に分離能を上げて測定する。という

工程となる。 
  

線虫（C. elegans）を用いた、具体的な結果の一つを示す。 
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図 4.1.1.4 線虫（C. elegans）を用いた 2次元ゲル電気泳動による分離精製 

 

図 4.1.1.4(A)では、部分的なサイズ分画のうちレーン 3より約 50 nt以下の部分を抽出し、
ラベル化(RI)後、１次元のゲルで泳動したもの。Bは更に 2次元まで展開したもの。1次元
で 15バンドだったものが 91スポットに分離されている。 
同様に 150 - 1,000 ntの部分より機能性 RNAのひとつである snoRNA分子の未知分子

を、線虫より幾つか単離し、機能解析や細胞内局在の同定も行っているなど、将来発展す

る技術として可能性を持っていると思われる。 
牛田の考案した実験法は簡便でしかも再現性が良く、しかもどのような種・細胞株にも

応用可能な手法である。再現性が良いため、発現変動を検出してプロファイル解析をする

ことが可能であり、かつ未知の遺伝子についての知見を得ることもできる。また興味の対

象となり得たスポット(遺伝子)に関しては、ゲルより回収して配列決定することも可能であ
る。現在はスタンダードを含めた解析手法を検討中とのことで、画像を数値化できればデ

ータベース化の可能性も見えてくるものと思われる。 
ただし、rRNA、 tRNA などの分解産物がコンタミネーションすることを完全に排除で

きない(備考：ただしそれらも機能性 RNA であり、その分解産物がある刺激で増減したり
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というような現象も観察されているようである)。また 1つのスポットが 1遺伝子に対応し
ない場合もあり、配列決定してみないと分からないことも多い。 

 
4.1.1.3 現状の分離精製における課題 

現状のに分離精製における問題として、発現量が少ないものを単一分子に精製する技術

には困難が伴う。この精度を追求することにより、細胞レベルで発現量が非常に少ない分

子を単離・同定できる技術、更にはその発現量を測定する技術の開発が待たれる。これと

は異なる方向性として、単一分子でなくても配列決定(推測)が可能な技術の創成は、海外と
の競争という意味で非常に大きな一石を投じる可能性がある。具体的には予測される機能

性 RNA分子を配列特異的に検出可能なマイクロアレイ技術の開発、未知の機能性 RNA分
子を粗精製のまま配列決定できるシステムの開発が必要。未知の分子を配列決定する場合

には、例えば 21塩基分子が 300種類混合しているとして、単純計算では 6,300塩基分の配
列決定を一度にできるツールが存在すれば良いことになる。マイクロアレイ上で配列決定

をする Sequence by Hybridization (SBH)という手法が原理的には提唱されているが、実現
可能なツールは未だ開発されていないため、応用可能な新たな技術の開発が待たれる。 
図 4.1.1.5に SBHの原理を模式的に示した。 
 

図 4.1.1.5 Sequence by Hybridization (SBH)の概念図 
 

4.1.2 ラベリング技術（主にマイクロアレイでの検出用） 
精製された機能性 RNA分子群は、MS等の場合を除き、基本的に何らかの方法でラベル

化して、検出可能な状態にしなければならない。このときに大きな問題になるのがその効

率である。機能性 RNAの多くは塩基数が比較的短く、特に最近急速に発展してきた siRNA 
(RNAi)、miRNAといった分子では約 20塩基と非常に短いものであるため、ラベル化やそ
の後のラベルの増幅といった検出までの工程が非常に難しくなっている。 

 

gctatcgA--- 

ctatcgaT--- 

atcgatcG--- 

tatcgatC--- 

atccgatagctagcg
aa 

atccgatagctagcg
aa 

atccgatagctagcg
aa 

atccgatagctagcg
aa 

決定したい配列：atccgatagctagcgaa 
プローブ配列の大文字の部分は 4種類（g, a, t, c）
あるが，正しいものにハイブリダイゼーションのシ

グナルが検出される． 
その塩基部分を一つ内側にずらしたプローブ（そ

の次の塩基が 4種類）に移り，次の塩基が何かを順
次繋いで行く． 
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4.1.2.1 酵素法による色素修飾 

蛍光色素を含むラベル剤には、酵素、キット等多種類ある。 図 4.1.2.1 に通常用いられ
る色素修飾の原理を示す。 

図 4.1.2.1 逆転写法による色素取り込みの原理 
 

通常、修飾塩基は 20 - 50塩基に 1つ程度の確率で取り込まれることが多いため、ターゲ
ットはある程度長いものが必要になる。（表 4.1.2.1参照） 
反応形式 処理方法 販売メーカー 

DNA → DNA DNAポリメラーゼ。DNA pol. I、 T4DNA 

polymerase、 Taq DNA polymerase 

各社 

DNA → RNA RNAポリメラーゼ。T7 RNA polymerase 各社 

RNA → DNA 逆転写酵素 Superscript (Invitrogen) 

修飾 DUTPなどに修飾 Cy-dye (Amersham)、Alexa 

(Molecular Probe)、Biotin 

(PerkinElmer。ラジオアイソ

トープ標識も可能 

 

表 4.1.2.1 酵素反応形式による色素取り込みの方式 
 

4.1.2.2 化学修飾法による色素修飾 

化学修飾法による色素修飾では、DNAだけでなく RNAも直接ラベル化できる点が優れ
ている。 

DNA、 RNAのグアニン塩基中の N（窒素原子）に共有結合する。この Nはハイブリダ
イゼーションの際に G:C ペアーの水素結合には寄与しないため、二重らせん形成には大き
く影響しないと考えられている。ただし、短いターゲット・プローブの塩基対に修飾塩基

が入ることによる、ハイブリダイゼーション（アニーリング）への影響は未知である。図

4.1.2.2参照。 
 

鋳型となる DNA or 3õ 
* * * 合成された DNA or 

*：色素などで修飾された塩基 

5õ 
5õ 3õ 
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図 4.1.2.2 化学修飾法による色素修飾の模式図 
 

このほかに、RNA 末端塩基への化学修飾の方法は、論文（D. Proundnikov and A. 
Mirzabekov, Nucleic Acid Research 24, 4535-4542 , 1996）に報告されている。 
 

   

図 4.1.2.3  RNA末端塩基への化学修飾（引用文献より図の一部抜粋。） 
 
4.1.2.3 酵素的付加法 

酵素的付加法には、 
① Terminal transferase (DNA) 
② Poly(A) polymerase (RNA) 
③ T4 RNA ligase (RNA, (DNA: 効率悪い)) 
④ T4 polynucleotide kinase (DNA & RNA) 

などがある。以下のそれぞれの特徴を記す。 
(1)Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT)（タカラバイオ、他各社） 
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本酵素は反応に鋳型を必要とせず、一本鎖または二本鎖 DNA の 3'-OH 末端にデオキシ
ヌクレオチドを重合する反応を触媒する。プライマーとなるには最低 3 塩基以上のオリゴ
デオキシヌクレオチドが必要である。 
これを miRNA に応用するためには、まず逆転写反応により cDNAを合成しておく必要

がある。ラベルには、修飾塩基を取り込ませて蛍光により検出するか、ラジオアイソトー

プ標識された塩基（ddATPなど）を使用する。 
 

(2)Poly(A) Polymerase（タカラバイオ、他各社） 
本酵素は各種のポリリボヌクレオチドの 3'末端にアデニル残基を重合していく酵素であ

る。一本鎖 RNAはプライマーとして用いることができるが、二本鎖 RNAや合成ポリヌク
レオチド、短いオリゴヌクレオチド等はプライマーになりにくい。DNAはプライマーとし
て機能しない。この酵素は AMP残基を重合していくが、基質としては ATPのみを用い、
ADPや dATPは基質となり得ない。またUTP、CTPの取込みは ATPの 5%以下で、GTP
は基質として重合することはできない。 
 

 

 

 

 

 

標識されたアデニン塩基の取り込み効率は必ずしも高くない。アミノアリル ATPのよう
な小さな修飾塩基は取り込み可能。ただし、付加個数（ラベル効率）を一定にすることは

不可能である。ラジオアイソトープによる標識でも同様。 
短い分子に対して、Poly(A) polymeraseや TdTを用いてエキストラな塩基を付加させた

後に、それに相補的なプライマーを用いて（Poly(A)に対して oligo dTの様に）相補鎖を合
成させつつラベル化を行う手法も可能であり、海外調査先の UCSC、 Lowe 博士も紹介さ
れていた。 
 

(3)T4 RNA Ligase（タカラバイオ、他各社） 
本酵素は、5'-P 末端のオリゴヌクレオチドと、3'-OH 末端のオリゴヌクレオチドを結合

させる酵素である。補酵素として ATPを要求する。分子内ライゲーションによる環化反応、
分子間ライゲーションともに起こる。最小基質はNpNpNOH（3'-OHオリゴマー、受容体）、
pNp（5'、3'DP モノマー、供与体）である。ライゲーション効率は受容体、供与体それぞ
れの塩基に大きく影響される。DNAは RNAよりもかなり効率が悪い。 
反応効率はポリメラーゼ等と比較して高くない。また修飾塩基では効率が落ちると共に、

基質末端塩基の影響は更に大きいようである。反応効率は供与体の濃度を上げることと、

反応時間による ATPの付加個数（参考） 
反応時間（分）  0  5 10  30  60  
Poly(A) bases 0  10  20  40  75  
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温度・時間を最適化することである程度対応することができる。更に、供与体の 3õ末端を
修飾塩基等でブロックすることにより、1分子 1ラベルのようにコントロールすることが可
能である。これを利用して RNAを直接ラベルし、miRNAの検出をマイクロアレイ上で実
現した報告がある (Thomson et al．、 Nature Methods 1、 47-53、 2004)。 
ラジオアイソトープの場合には、pCpを反応させることで 1分子 1標識が可能である。

反応効率は蛍光ラベルより高い。 
 

(4)T4 polynucleotide kinase（タカラバイオ、他各社） 
蛍光ラベルでは現時点で不可能であるが、5õ末端へのラベル法として T4 polynucleotide 

kinase を用いて、ガンマ位のリン酸をラジオアイソトープ標識した塩基から、リン酸基を
DNAまたは RNA分子の 5õ-OH基へ転移する反応がある。これにより非常に効率良く、し
かも 1 分子 1 標識を実現することが可能である。これに代わる蛍光ラベル生成技術が開発
できれば、定量的にしかも検出も容易な実験系が実現できる可能性がある。 

 
4.1.2.4 機能性 RNAへの色素標識技術の課題 

siRNA、 microRNAといったかなり短い分子への蛍光ラベル化効率は低く（1分子あた
り 1 個程度が限界）、しかも発現量が低い場合に現状の検出技術ではシグナル検出が困難。
新規ラベルの開発、マイクロアレイの検出限界の向上、および検出器の性能向上が不可欠。

網羅的研究で世界を追随する、あるいは追い抜くためには、単なる改良ではなく、圧倒的

な技術革新が必要と思われる。 
 
4.1.3 機能性 RNAの検出方法 

4.1.3.1 ハイブリダイゼーション法以外の検出法 

ハイブリダイゼーション法以外の検出方法として、primer extension法、 ligationを利
用した検出法、quantitative RT-PCR法などの既知技術がある。 
これらの検出能力はマイクロアレイよりもかなり高いが、既知の配列のみが実験可能で

あるため、探索的な目的には使用できない。また、機能性 RNA はその特殊な構造により、
プライマーを必要とする解析には非常に困難を伴う場合も多い。今後はマイクロアレイ技

術と組み合わせたような、未知のものでも検出できる能力の高い技術開発を、日本独自の

プロジェクトとして提案できると、世界をリードしていくことが可能になると考えられる。 
 

4.1.3.2 ターゲット遺伝子の実験的解析法 

microRNA が機能する上でターゲットとする遺伝子の実験的探索は、現在までほとんど
進んでいない。特に哺乳類で新たに単離されたmiRNAについてはコンピュータ予測以外に
ターゲットを探す技術が存在しないのが現状である。しかし単離可能なmiRNAはほぼ出揃
ってきた印象があり（miRNA Registry: www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna）、今後、
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世界の研究者の関心はその機能面に向くものと思われる。技術開発の方向性としては、コ

ンピュータ予測の遺伝子を実験的にスクリーニングしていく高出力解析技術の開発は可能

かもしれない。独自の視点から新たな実験法を確立するとすれば、microRNA、 siRNAが
そのターゲット遺伝子と対を作った状態（RISC複合体中）のまま回収し、第 4.1.1章で述

べたような方法論を用いて部分配列を決定後、ゲノムより遺伝子を同定する解析手法は、

大きなブレークスルーと成り得るかもしれない。 
ただし、現在までに RISC コンプレックスの存在は確認されているが、その構成成分の

全容や、どのように機能しているのかなど、未知の部分が多く残されており、機能してい

る状態の複合体を抽出して内容物を同定する作業はまだこれからの研究分野になるため、

ツールの開発と研究の進展が重ることが重要な要因となる。 
上記のように新規 microRNAやそのターゲット遺伝子の探索は、コンピュータによる予

測が多く、Vertebrate microRNA genes. Lee P. Lim et al., Science 299, 1540 (2003)、
Human microRNA targets. Bino John et al., PLoS Biology 2, 1862-1879 (2004)、等のよ
うに、新たな機能を求めて様々な研究が進行中であることがわかるが、予測遺伝子を一つ

一つ実証した報告は現状では無いと思われる。ただし他の研究から考察して確からしい場

合には、既に幾つかの予測例において検証実験が始まっているようである（Keystone 
symposium: Diverse Roles of RNA in Gene Regulation参加者、牛田より情報）。 
前述各項の技術開発のもう一つの目的は、この領域の解明に結びつく可能性にある。す

なわち、できるだけ正確に予測されたターゲット遺伝子候補を、そのシークエンスの組合

せを再配列決定可能なマイクロアレイを用いるか、あるいはすべての候補を検出できるプ

ローブを搭載したチップ上で、非常に効率良く検出する手法の技術開発が必須である。 
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4.2 バイオインフォマティクス支援ツール 

この章では、情報処理工学的に機能性 RNAを探索するアルゴリズムについて、現在国内
外の研究者が利用しているツールについて解説する。 
 

4.2.1 機能性 RNA遺伝子発見 
タンパク質をコードする遺伝子の発見手法には、配列アラインメントによる手法と、確

率文法 (主には hidden Markov model; HMM) を用いた手法とに大別されるが、いずれも
基本的には一次配列のみを考慮した手法で実用的な性能が得られる。ncRNA遺伝子を対象
とする場合には、二次構造(ncRNA遺伝子が転写され、スプライシングなど、転写後の修飾
が行われた後の) を考慮する必要がある (snoRNAのように、二次構造を考慮するだけでは
不十分な場合もある)。現実には、標的とする ncRNA の二次構造情報が得られている場合
とそうでない場合があるが、後者の場合のほうが圧倒的に多いことを考えると、二次構造

未知の ncRNA遺伝子発見手法について、特に考える必要がある。 
 
4.2.2 ncRNA発見の困難な点 
ncRNA 遺伝子にはタンパク質遺伝子に見られるような coding potential (codon bias) 

といった便利な一般的指標に乏しい。有名な熱力学的安定性は、coding potential ほど強力
な指標ではないことがはっきりしているし、stop codon が一定区間現れない open reading 
frame (ORF) という分かりやすい指標も存在しない。配列保存性の高い ncRNA 遺伝子で
あれば、従来通り、配列アラインメントで対処可能であろうが、tRNAの場合を例にあげれ
ば、高い配列保存性ゆえに、保存された二次構造を明らかにするためには、二次構造に関

する知見を動員する必要があるといった場合も存在する。このように、ncRNA遺伝子発見
に関しては、個別の ncRNA遺伝子ごとの対処法があっても、一般的な ncRNA遺伝子発見
に有効な指標というものは未だ見つかっていない。そのことが、この問題を難しくしてい

る。 
 
4.2.3 ncRNA発見手法の分類 

【Gardnerと Giegerichによる分類】 
相同な RNAの配列と二次構造を解析する自動化された現行の手法は、多くの場合、3つ

のプランに分類される。プラン A は、標準的な多重配列アラインメントアルゴリズムを用
いて生成された、アラインメント済みの配列を用いる。そこから、進化的、熱力学的情報

を抽出して、保存された二次構造を推定する。この方法は最も有効な方法であるものの、

与える配列データが、初段のアラインメント工程がうまく働く程度に相同性が高く、なお

かつ構造的に矛盾の無いミューテーションを検知できる程度には多様性を備えている必要

があるというように、データに対する制約が厳しい。プラン B は、Sankoff アルゴリズム
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を用いて、多重アラインメントと、保存された二次構造を同時に推定する方法である。こ

の方法は、極めて大きな記憶域と時間を必要とする。プラン Cは、RNAの配列よりもむし
ろ二次構造をアラインメントする。この方法は、信頼できる構造情報が得られているとい

う、ごく稀な状況において用いることができる。 

 
 

4.2.4 既存ツールの詳細 
第 4.2.3 章の各 Plan で使用されるツールには下記のようなものがある。また Gardner

と Giegerich により下表の RNA を用いて、各ツールの Sensitivity 、Selectivity、
Correlationが検討されている。 

mean 
pairwise seq. 

identity 

Number of 
Sequences Data-set length  

High Med. High Med. 

Alignment 
source 

Structure source 

E. coli LSU 
rRNA 

2904 
88.1 

(0.12) 
72.0 

(0.35) 
11 11 Wuyts et al.1,  Cannone et al.,4  

E. coli SSU 
rRNA 

1542 
90.7 

(0.08) 
80.0 

(0.21) 
11 11 Wuyts et al.,  Cannone et al., 4 

E. coli 
RNase P  

377 
81.5 

(0.09) 
67.1 

(0.41) 
9 11 Brown, 2 Brown,2 

S. 
cerevisiae 
tRNA-PHE 

73 
84.4 

(0.19) 
60.0 

(0.71) 
11 11 

Griffiths-Jones 
et al., 3 

Sundaralingham 
& Rao, (1975) 

 
1. Wuyts J, De Rijk P, Van de Peer Y, Winkelmans T, De Wachter R: The 

European large subunit ribosomal RNA database.,Nucleic Acids Res 2001, 
29:175-177. 

2. Brown J: The ribonuclease P database.,Nucleic Acids Res 1999, 27:314-314. 
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3. Griffiths-Jones S, Bateman A, Marshall M, Khanna A, Eddy SR: Rfam: an 
RNA family database. Nucleic Acids Research 2003, 31:439-441. 

4. Cannone JJ, Subramanian S, Schnare M, Collett J, D'Souza L, Du Y, Feng B, 
Lin N, Madabusi L, Muller K, Pande N, Shang Z, Yu N, Gutell R: The 
comparative RNA web (CRW) site: An online database of comparative 
sequence and structure information for ribosomal, intron, and other RNAs. 
BMC 2002, 3:2 

 
4.2.4.1 PSTAGs 

 (Pair Stochastic Tree Adjoining Grammers, http://www.dna.bio.keio.ac.jp/pstag/ ) 
慶應義塾大学 理工学部生命情報学科 榊原らにより開発されたアルゴリズム 1。 
シュードノットをもつRNAの構造アラインメントアルゴリズムである。構造既知のRNA

をもとに、二次構造未知の RNA を Pair HMMs(隠れマルコフモデル)でアラインメントす
る PHMMTs（Pair HMMs on Tree Structures）にシュードノットのモデリングに適した
Context-Sensitive Grammer(文脈依存文法)のサブクラスである Tree Adjoining Grammer 
(接ぎ木文法)を組み入れ、シュードノットを含んだ RNAの構造アラインメントを可能にし
た ア ル ゴ リ ズ ム （ Binary コ ー ド が 以 下 の URL に て 公 開 さ れ て い る

http://www.dna.bio.keio.ac.jp/pstag/）。 
このアルゴリズムは Rfam ver5.0( www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/ )中の 3つの RNA

についてその Specificityと Sensitivityについて検討されている。 
シュードノットの情報は Leiden 大学のシュードノットデータベース（PseudoBase,  

http://wwwbio.leidenuniv.nl/~Batenburg/PKB.html ）に依っている。ここで Specificity = 
TP/(TP + FN)であり、Sensitivity = TP/(TP+(FP-ξ))、ここで TP(True Positive):正しく予
測された塩基対、FN(False Negative):参照配列中にある塩基対で予測されなかった塩基対、
FP(False Positive):正しくなかった塩基対、ξ:FPの度合いを表す係数である。検定に利用
された RNAファミリーは表 4.2.1の通りである。 

 

Name Ave.length 
number of 
Sequences 

description 

Corona_pk3 62.9 (62 ð64) 14 
Coronavirus 3' UTR 

pseudoknot 

HDV_ribosome 89.1 (87 ð 91) 15 
Hepatitis delta virus 

ribozyme 

Tombus_3_IV 91.2 (89 ð 92) 18 Tombusvirus 3'UTR region IV 

 
表 4.2.1 検定に利用された RNAファミリー 
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これらの RNA ファミリーに対して PSTAG による構造予測を行い、Specificity と
Sensitivityは表 4.2.2の通りであった。 

 
Specificity (%) Sensitivity (%) 

Name 
Average (° std.dev.) worst Average (° std.dev.) worst 

Corona_pk3 95.5 ° 5.0 72.2 94.6 ° 5.0 72.2 

HDV_ribosome 95.6 ° 5.1 81.5 94.1 ° 5.6 81.5 

Tombus_3_IV 97.4 ° 60. 76.0 97.4 ° 6.0 76.0 

 
表 4.2.2  PSTAGによる構造予測の特異性及び感度 

 
更に"PSTAG"とペア隠れマルコフモデルによる"PHMMTS"と配列のホモロジーを計算

する"Clustal ð W"の 3種類のアルゴリズムをHDV_ribozymeに適用し、各アルゴリズムで
の Specificityと Sensitivityを比較している。表 4.2.3参照 

 
Method Specificity (%) Sensitivity (%) 

PSTAG 88.9 96.0 

PHMMTS 46.4 52.0 

Clustal - W 25.9 28.0 
 

表 4.2.3 各アルゴリズムによる特異性及び感度の比較 
 
比較解析以外のシュードノットを含んだ RNA の構造解析に理論に基づくアルゴリズム

と学習的に行う（ヒューリスティック）アルゴリズムがいくつかあるが、ヒューリスティ

ックに構造予測を行う ILM ( Iterated Loop Matching )と PSTAGを比較し、両者のアルゴ
リズムのSpecificityとSensitivityがほぼ同程度であるとの結論を得ている。表4.2.4参照。 

 
HDV_ribozyme TMV 

 
Specificity(%) Sensitivity(%) Specificity(%) Sensitivity(%) 

PSTAG 88.9 96.0 92.0 92.0 
ILM 100.0 82.4 80.0 80.0 

 
表 4.2.4 PSTAG 法と ILM 法による予測の比較 
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Non-coding RNA をゲノム配列から推定・検出するために、榊原らは PSTAG をベース
としたデータベース上での Local Structure Alignment アルゴリズムを開発するとしてい
る。 

 
【参考文献】 

1 Hiroshi Matsui et al, IEEE Computational Systems Bioinformatics Conference 
(CSBõ04), 290, 2004 

 
4.2.4.2 Scarna 

 (Stem Candidate Aligner for RNA http://www.scarna.org/ ) 
東京大学大学院新領域創成科学研究科  情報生命科学専攻 浅井らにより開発された

アルゴリズム。全ゲノム配列から二次構造を考慮した高速なアラインメントを行うために

以下の様なアルゴリズムに基づくプログラムを作成している。 
① 比較する両者の RNA 配列を全ての可能なステム候補配列  ( Stem Candidate 

Sequence, SCS )に変換する 。ステムの長さは通常 3～5に固定し、ステムの 2つの配
列、シーケンス上での 2 つのセグメントの距離、ステムのスタッキングエネルギーを
スコア化する。 

② SCS を動的計画法によりアラインメントする。アラインメントは配列の類似性、セグ
メントの距離の違い、スタッキングエネルギーに基づいて行う。Scarna の Time 
Complexityは O(L2)である。 

 
4.2.4.3 SOKOS 

 ( Software for Kernel Computation Over SCFG, 
  http://www.cbrc.jp/~taishin/repo/sokos/) 

東京大学大学院新領域創成科学研究科  情報生命科学専攻 金らにより開発されたア
ルゴリズム。カーネル法により RNAの二次構造を考慮にいれた 2つの RNA配列の類似性
を推定する。二次構造既知の RNAを比較する場合 Context Free Grammar (文脈自由文法)
を用いる。二次構造未知の RNA の類似性を推定する場合、確率モデルである Stochastic 
Context  Free Grammarを用い、Marginal count kernel ( MCK )と呼んでいる。図 4.2.1
は 3 ク ラ ス （ 25 Ala-AGC, 26 Asn-GTT, 23 Cys-GCA 、 GtRDB よ り 取 得

http://rna.wustl.edu/GtRDB/  ）の tRNA を SOKOS により推定した場合の PCA 解析の
結果である。2nd order MCKを用いて推定した場合に、よく分離されている。 
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図 4.2.1  SOKOSにより推定した場合の PCA解析の例 

 
4.2.4.4 Plan Aに基づくツール 

 Sequence alignment 
・t-coffee  

(http://igs-server.cnrs-mrs.fr/~cnotred/Projects_home_page/t_coffee_home_page.html)  
multiple sequence alignmentを行うパッケージソフトウェア。複数の Proteinまたは
DNA配列を与えることにより、multiple sequence alignmentを生成する。  
・ClustalW (http://bess.u-strasbg.fr/BioInfo/ClustalX/)  

multiple sequence alignmentを行うソフトウェア。  
・prrn (http://www.cbrc.jp/~gotoh/softdata.html)  

doubly nested iterative refinement methodにより proteinまたは DNA配列の集合か
ら global multiple sequence alignmentを行う。 
関連するレビュー記事は以下の URLにある。
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=A
bstract&list_uids=10463075)  

 
Fold alignment 
・pfold (http://www.daimi.au.dk/~compbio/rnafold/)  

SCFGを用いた Fold alignmentを行う。Knudsen&Heinのアルゴリズム
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=A
bstract&list_uids=10383470) に基づいている。制限：最大配列長 500。Web経由のサ
ービスのみが可能で、プログラムは配布されていない。アンダーフローエラーがでる配
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列（作成者により検討中）を除きその Sensitivity 、Selectivity、Correlationは各々
66-100%, 89- 100%, 0.77 ð 1.0%であった。 
・RNAalifold (http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/)  

free-energyと covariation measureの組合せにより、Folds alignmentsを行う。Vienna 
packageに同梱されている。時間とメモリの複雑度はそれぞれ O(Nn^2+n^3)、
O(n^2)(N:配列の数、n:配列長)である。web上でのサービス 
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/alifold.cgi) もある。 Sensitivity 、Selectivity、
Correlationは各々57 ð91%, 57 ð 100%, 0.57 ð 0.95。 
・ILM(Iterated Loop Matching) [http://www.cs.wustl.edu/~zhang/projects/rna/ilm/] 
自由エネルギーと相互情報量の組み合わせを用いて、ステムを評価する。高いスコアの

ステムを順次選択する。pseudoknotを取り扱うことが可能。Sensitivity 、Selectivity、
Correlationは各々31 ð 100%, 26 ð75%, 0.29 ð 0.86であった。 
・HXMATCH (http://www.tbi.univie.ac.at/papers/SUPPLEMENTS/HXMATCH/)  
数個の RNA配列のアラインメントに基づいて pseudoknotを含むコンセンサス構造を
計算する。アルゴリズムは、すべての可能性のある塩基対にスコアを与えるために、

thermodynamic と covariation information 組み合わせたものである。塩基対は
maximum weighted matching algorithmを利用して選ばれる。ソースコードがダウン
ロード可能。 
・MIfold (http://www.lcb.uu.se/~evaf/MIfold/)  

matlabのツールボックス。相互情報量を用いて、pseudoknotを考慮したアラインメン
トを行う。 

 
4.2.4.5 Plan B に基づくツール 

・ Sankoff  
一般的に Sankoffアルゴリズムは、O(n^{3m})の時間と O(n^{2m})のメモリが必要である
（n:配列の長さ m:配列の数）。以下のアルゴリズムは、Sankoff アルゴリズムに、サイ
ズや部分構造などの制限を加えたものが多い。 
・Foldalign (http://www.bioinf.au.dk/FOLDALIGN/)  
保存された局所配列およびヘアピン構造を CONSENSUS や CLUSTALのようなヒュー
リスティック手法を用いて予測する。時間とメモリに関するオーダはそれぞれ O(L^4 
N^4)、O(L^4 N)(for N sequences of length L)である. Sensitivity 、Selectivity、
Correlationとなった（各々5 ð24%, 23 ð 36%, 0.11 ð 0.27）。 
・Dynalign (http://rna.urmc.rochester.edu/)  
ペアワイズアラインメントに限定した Sankoffアルゴリズムの実装。2つの配列をアライ
ンメントさせ折りたたませるために"full energy model"と comparative informationを用
いる。O(L^3 M^3)の時間オーダ（L：配列長、M:ステム間の距離の最大）。平均の
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Sensitivity 、Selectivity、Correlationは各々32-54%、33-54％、0.32-0.54であった。 
・CARNAC (http://bioinfo.lifl.fr/carnac/)  

Cofoldingにより RNA alignmentを行う. Sankoffのアルゴリズムを厳密に実装している
わけではない。非常に高速かつ選択的であるが感度がやや悪い。ペアワイズの場合の時間

とメモリに関するオーダは経験的に O(n^2)である。C で書かれたソースコードが配布さ
れている。carnac の概要論文。carnac のアルゴリズムに関する論文。Sensitivity 、
Selectivity、Correlationは 45 ð 71%, 92-100%, 0.65 ð 0.82。 
・pmcomp / pmmulti (http://www.tbi.univie.ac.at/RNA/PMcomp/)  
それぞれ RNAの pairwise alignmentおよび progressive multiple alignmentsを行う。
pmcompは同時 foldingおよびアラインメントを行うために、Sankoff's algorithmの変形
したもので、RNAfold -pによって得られる pre-computed base pair probability matrices
を入力として必要とする。  pmmulti は、pmcomp を繰り返し呼ぶことによって
progressive multiple alignmentを行うための単なる wrapperプログラムである。プログ
ラムは現在perlで書かれたものが配布されているが、より高速なCで書かれたものが近々
配布される予定である。ペアワイズアラインメントでは、記憶域複雑度が O(L^3)、計算
複雑度が O(L^4)。 
・Stemloc (http://dart.sourceforge.net/)  

DART(DNA/Amino/RNA Tests)と呼ばれるパッケージの中の１つとして配布されている。
RNA配列のペアワイズアラインメントを行う。"envelopes"として知られるヒューリステ
ィックアルゴリズムを用いて、Sankoffのアルゴリズムを変形したものである。 
・ComRNA  
グラフ理論における clique探索アルゴリズムを用いて、複数の RNA配列から共通の二次
構造モチーフを発見する。pseudoknot を取り扱うことが可能。このアルゴリズムは
Sankoffアルゴリズムとは大きく異なるが、事前に RNAのアラインメントを仮定してい
ない点は Sankoffアルゴリズムと同じである。 
 

4.2.4.6 Plan Cに基づくツール 

Fold sequences 
・Crystallography/NMR 

RNA の NMR による構造解析に関しては次の論文に詳しい（Furtig B, Richter C, 
Wohnert J, Schwalbe H., "NMR spectroscopy of RNA", Chembiochem. 2003 Oct 
6;4(10):936-62. ）。 
・MFE prediction（Single sequence RNA folding algorithms ） 

Single Sequenceの Minimum Free Energy(MFE)を計算し、二次構造予測を行うアルゴ
リズムは以下のMfold, RNA fold, Sfoldがある。 
・Mfold (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/)  
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Mike Zuker の有名な MFE による RNA 構造予測アルゴリズム。時間とメモリに関して
それぞれ O(n^3)、O(n^2)のオーダ（n:配列長）。こちらも参照。Zukerによる RNA折り
たたみに関するドキュメント。  
・RNAfold (http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/)  

Vienna RNA Packageに同梱されている RNA構造予測プログラム。  
・Sfold (http://sfold.wadsworth.org/srna.pl)  
可能性のある構造から統計的なサンプリングを行う。サンプリングは partition function 
probabilitiesにより重み付けされる。 
Single sequence RNA folding algorithms (http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/) を参
照。 

 
Structure alignment 
・RNAforester (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnaforester/)  

forrest alignment手法を用いた、RNA２次構造の比較およびアラインメントソフトウェ
ア。現在のところ、Web経由でのみのサービスが提供されている。Sensitivity 、Selectivity、
Correlationは 29 ð 67%、2７- 67%、0.26 ð 0.66。 
・MARNA (http://www.bio.inf.uni-jena.de/Software/MARNA/index.html)  

RNA の一次配列および二次構造を考慮したマルチプルアラインメントを行うことが可能。
edit operations のコストを用いた、2 配列の比較に基づいている。現在のところ、Web
経由でのサービスのみが提供されている。Sensitivity 、Selectivity、Correlationは 29 - 
52％、0.30 ð 0.65。 

 
General structure search 
・RNAProfile (ftp://www.pesolelab.it/pub/RNAprofile/)  
アラインメントされていない RNA配列のセットから、配列と二次構造の類似性をともに
考慮して、もっともよく保存されている領域を出力する。 
・ddbRNA 
(http://www.tigem.it/Research/Personal%20Web%20Page_files/dibernardo/DiBernardoP
ersonalWebPage.htm)  
ペアワイズアラインメントまたはマルチプルアラインメントから保存された領域を見つ

け出すアルゴリズム。時間に関して O(n^2)（n:配列長）のオーダである。機械学習の手
法を用いているわけではないので、教師データがいらない。 
・QRNA (http://selab.wustl.edu/cgi-bin/selab.pl?mode=software)  
比較ゲノム解析(BLAST)により、シンテニー領域において、保存された二次構造を同定す
る。 
・RNAz (http://www.tbi.univie.ac.at/~wash/RNAz/)  
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構造が保存されていて熱力学的に安定なRNA二次構造をマルチプルアラインメントから
見つける。ソフトウェアは関連する論文を発表した後で配布予定である。論文のプレプリ

ント。 
・MSARi (http://theory.lcs.mit.edu/MSARi/)  

RNA の保存された二次構造を発見する。アルゴリズムの詳細は下記 URL にある論文
(http://www.pnas.org/cgi/content/full/101/33/12102) を参照。 

 
Family specific searches 
・tRNAscan-SE (http://selab.wustl.edu/cgi-bin/selab.pl?mode=software)  
真核および原核生物の 99%以上の tRNAを見つけることが可能である。false positiveの
割合は 15Gbaseに 1個以下である。また探索速度は 30 kb/secondである。  
・snoscan  

C/D 型の snoRNA を探索するプログラム。事前にメチル化の位置等の情報を入力しなけ
ればならない。  
・MiRscan (http://genes.mit.edu/mirscan/)  
与えられた配列に対して、実験で確認が取れている C. elegans/C. briggsae の 50 の
miRNAとの類似度に基づいてスコアを計算する。  
・snoGPS (http://lowelab.ucsc.edu/snoGPS/)  
ゲノム配列からH/ACA型 snoRNAを探索する。ソースコードは現在ダウンロードできな
い。 

 
RNA homology search/gene-finding 
・Infernal (http://www.genetics.wustl.edu/eddy/infernal/)  

RNA の二次構造を考慮したマルチプルアラインメントからプロファイルを作成する。そ
のプロファイルを用いてデータベースを検索する。 
・RSEARCH (http://selab.wustl.edu/cgi-bin/selab.pl?mode=software#rsearch)  
配列データベースから類似の RNAを発見するために、local alignmentアルゴリズムを利
用する。アルゴリズムの詳細の論文。 
・FastR 
(http://conferences.computer.org/bioinformatics/CSB2004/PDF/004_Bafna_V_Zhang_S.
pdf)  
二次構造が既知の RNA配列に対して、効率的な配列データベース検索（二次構造の類似
性も考慮する）を行うアルゴリズム。現状では、ソフトウェアや Web でのサービスは提
供されていないようである。 
・COVEMF (http://www.lcb.uu.se/~dave/COVEMF.html)  

S.R.Eddy の力作 COVE(現在メンテナンスはされていない)のスーパーセットと自称する。
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本格的 Covariance model の実装としては、現在唯一のもの。 
・Zasha's CMs (http://www.cs.washington.edu/homes/zasha/research.html)  
学習 RNA 配列に対して、covariance model(CM)よりも高い尤度を生成する HMM を設
計することで、CMよりも高速な相同 RNA探索を可能とするアルゴリズム。ソースコー
ドは以下のURL  
(http://bio.cs.washington.edu/supplements/zasha-InfernalSpacemanSpiff/) から。 

 
Others 
・RSEARCH (http://selab.wustl.edu/cgi-bin/selab.pl?mode=software#rsearch)  
配列データベースから類似の RNAを発見するために、local alignmentアルゴリズムを利
用する。アルゴリズムの詳細の論文。 
・PHMMTS (http://phmmts.dna.bio.keio.ac.jp/phmmts/)  

RNA の二次構造が既知の配列に対して構造未知の配列をアライメントすることによって、
二次構造の推定を行うアプリケーション。木構造をアライメントすることによって実現さ

れている。 
・PSTAG (http://bicluster.dna.bio.keio.ac.jp/pstag/)  

RNAの二次構造のアラインメント・構造推定を行う PHMMTSの拡張版で、シュードノ
ットを扱うことができるようになったアプリケーション。 
・Graph kernel (http://helix-web.stanford.edu/psb05/karklin.pdf)  

RNAの二次構造を dual graphと呼ばれるグラフ構造で表現し、graph kernelを用いて
類似性を定義する手法。現段階では、ソフトウェアが配布されているわけではない。 
・(一括学習型)SOM  

SOMを、データの入力順に依存しない一括学習型のSOMに変更したものを用いて cDNA
から non-coding領域と coding領域を分別する手法。計算科学技術活用型特定研究開発推
進事業H13年度採択課題終了シンポジウム予稿集（H16.10） pp35-38。 

 
4.2.5 機能性 RNAに関するデータベース 
Nucleic Acids Researchでは毎年、分子生物学関連の pubulicなデータベースを集めた特

集号を発行している。2005 年のコレクション（Michael Y., Galperin, Nucleic Acids 
Reseach, 33, Database issue, D5）には、719 のデータベースが含まれ、そのうち RNA 
sequence databaseとして 34のデータベースが含まれている。以下は各データベースとそ
の URLである（Datambaseの名称、Full nameまたは説明、URLの順）。 
 
16S and 23S rRNA Mutation Database  
16S and 23S ribosomal RNA mutations 
http://www.fandm.edu/Departments/Biology/Databases/RNA.html  
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5S rRNA Database  
5S rRNA sequences 
http://biobases.ibch.poznan.pl/5SData/  
 
Aptamer database  
Small RNA/DNA molecules binding nucleic acids, proteins 
http://aptamer.icmb.utexas.edu/  
 
ARED  
AU-rich element-containing mRNA database  
http://rc.kfshrc.edu.sa/ared  
 
Mobile group II introns  
A database of group II introns, self-splicing catalytic RNAs  
http://www.fp.ucalgary.ca/group2introns/  
 
European rRNA database 
All complete or nearly complete rRNA sequences 
http://www.psb.ugent.be/rRNA/  
 
GtRDB  
Genomic tRNA database  
http://rna.wustl.edu/GtRDB  
 
Guide RNA Database  
RNA editing in various kinetoplastid species  
http://biosun.bio.tu-darmstadt.de/goringer/gRNA/gRNA.html  
 
HIV Sequence Database  
HIV RNA sequences  
http://hiv-web.lanl.gov/  
 
HuSiDa  
Human siRNA database  
http://itb1.biologie.hu-berlin.de/~nebulus/sirna/  
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HyPaLib  
Hybrid pattern library: structural elements in classes of RNA 
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/HyPa/  
 
IRESdb  
Internal ribosome entry site database  
http://ifr31w3.toulouse.inserm.fr/IRESdatabase/  
 
microRNA Registry  
Database of microRNAs (small non-coding RNAs)  
http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/  
 
NCIR  
Non-canonical interactions in RNA structures  
http://prion.bchs.uh.edu/bp_type/  
 
ncRNAs Database  
Non-coding RNAs with regulatory functions  
http://biobases.ibch.poznan.pl/ncRNA/  
 
NONCODE 
A database of non-coding RNAs  
http://www.bioinfo.org.cn/NONCODE/index.htm  
 
PLANTncRNAs  
Plant non-coding RNAs  
http://www.prl.msu.edu/PLANTncRNAs  
 
Plant snoRNA DB  
snoRNA genes in plant species  
http://bioinf.scri.sari.ac.uk/cgi-bin/plant_snorna/home  
 
PolyA_DB  
A database of mammalian mRNA polyadenylation  
http://polya.umdnj.edu/polyadb/  
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PseudoBase  
Database of RNA pseudoknots  
http://wwwbio.leidenuniv.nl/~Batenburg/PKB.html  
 
Rfam  
Non-coding RNA families  
http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/  
 
RISSC  
Ribosomal internal spacer sequence collection  
http://ulises.umh.es/RISSC  
 
RNAdb 
Mammalian non-coding RNA database  
http://ncrna.bioinformatics.com.au/  
 
RNA Modification Database  
Naturally modified nucleosides in RNA  
http://medlib.med.utah.edu/RNAmods/  
 
RRNDB  
rRNA operon numbers in various prokaryotes  
http://rrndb.cme.msu.edu/  
 
siRNAdb  
siRNA database and search engine  
http://sirna.cgb.ki.se/  
 
Small RNA Database  
Small RNAs from prokaryotes and eukaryotes  
http://mbcr.bcm.tmc.edu/smallRNA  
 
SRPDB  
Signal recognition particle database  
http://psyche.uthct.edu/dbs/SRPDB/SRPDB.html  
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SSU rRNA Modification Database  
Modified nucleosides in small subunit rRNA  
http://medstat.med.utah.edu/SSUmods/  
 
Subviral RNA Database  
Viroids and viroid-like RNAs  
http://subviral.med.uottawa.ca/  
 
tmRNA Website 
tmRNA sequences and alignments  
http://www.indiana.edu/~tmrna  
 
tmRDB  
tmRNA database  
http://psyche.uthct.edu/dbs/tmRDB/tmRDB.html  
 
tRNA sequences  
tRNA viewer and sequence editor  
http://www.uni-bayreuth.de/departments/biochemie/trna/  
 
UTRdb/UTRsite 
5'- and 3'-UTRs of eukaryotic mRNAs  
http://bighost.area.ba.cnr.it/srs6/ 
また RNAの構造データベースとして 
 
RNABase 
RNA-containing structures from PDB and NDB 
http://www.mabase.org/ 
 
SCOR 
Structual classificaiton of RNA: RNA motifs by structure, function and terialy 
interaction 
http://scor.lbl.gov 
 

がある。 



 53 

これらのデータベースには、ribosomal RNA、tRNA、tmRNAなどに絞った限定的なデ
ータベースと non-coding RNA全般を網羅するものがあり、Rfam、RNAdb、NONCODE
などがそれにあたる。 

Rfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/, Sam Griffiths-Jones, et al., Nucleic 
Acids Research, 33, DataBase issue, D121, 2005)は、the Wellcome Trust Sanger 
Institute, and Washington University, St. Louis.の joint project として運営されている。
Release1.0では、塩基配列の 55,000の領域で 25ファミリにアノテーションがつけられて
いたが、現在の Release6.1では、379ファミリになっている。このデータベースは、包括
的な non-coding RNA のデータベースで、マルチプルアラインメントと確率自由文脈文法
（SCFG）を用いた二次構造情報が集められている。この DataBaseでは、non-coding RNA
をキーワードと配列から検索を行うことができる。図 4.2.5.1はキーワード検索を行った結
果である。キーワードとして、splice を入力すると、ncRNA のファミリーとして、U1 
spliceosomal RNA、U7 small nucleolar RNA、Group II catalytic intron 、U23 small 
nucleolar RNA 、SL1 RNA 、SL2 RNA 、U2 spliceosomal RNA 、U12 minor spliceosomal 
RNA 、U4 spliceosomal RNA 、U5 spliceosomal RNA 、U6 spliceosomal RNA 、U7 small 
nuclear RNA 、U19 small nucleolar RNA 、U83/U84 small nucleolar RNA 、U93 small 
nucleolar RNA 、U50 small nucleolar RNA 、Small nucleolar RNA U6-53/MBII-28 が
抽出された。その中から、例えば U2 spliceosomal RNAを選ぶと、その説明と予測される
二次構造、およびアラインメント情報を抽出することができる。また、配列情報から検索

することも可能となっている。 
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Spliceのキーワードで選択されたファミリーから U2 spliceosomal RNA

選択した RNAの説明、２次構造が表示される 

下の Get alighnmentをクリックすることで選択した RNAファミリーのア

ラインメントがも見ることができる 

キーワードで Spliceと入力 

図 4.2.5.1 Rfamの検索画面  
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図 4.2.5.2 RNAdbの検索画面 
 

 
RNAdb(http://research.imb.uq.edu.au/rnadb/default.aspx, Ken C Pang et al., Nucleic 

Acids Research, 33,D125,2005)は哺乳類(mammlian)の ncRNAのデータベースであり、理
研と  Karolinska Institutes が協力し、 IMB(Institiute for Molecular Bioscience, 
University of Queenland)が運営しているデータベースである。実験的に証拠のある
ncRNA(tRNA、rRNA、spliceosomal RNAは除く)を 800以上登録している。そのうち 2/3
は miRNA か snoRNA である。のこりのほとんどは機能未知であるが、発生制御、疾患関
連、刷り込み等々に関連したものがある。検索を行うと、GenBank accession numbers、
species、  references、 chromosomal location、 transcript length、splicing status、
conservation notes、function、disease associations、antisense relationships、imprinting 
status and tissue expression patternsについて検索結果が帰ってくる。また FAMTOM2
やH-Invitational DataBaseの cDNA配列をもとに推測した 20,000の ncRNA配列が登録
されている。データベースの検索画面は次図のようであり、キーワード検索、Blast検索に
対応している。 
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4.3 解析ツール 

細胞内で発現している RNAの大部分はタンパク質をコードしない RNAである。これら
の中で主要な成分である ribosomal RNAや tRNA、RNasePなどは古くから解析が進んで
いたが、それら以外の RNAに関しては、その生理的な意味が不明のまま精査されることが
なかった。近年、特に短鎖 RNAに関して遺伝子の発現制御などに非常に重要な役割を担っ
ていることが明らかになってきたことから、単なる RNAのジャンクとして考えられてきた
タンパク質をコードしない RNAが、生体内で何らかの機能を示している可能性が示唆され、
実際に多様な機能性RNAの存在が報告されるようになってきている。これらの機能性RNA
の鎖長の範囲は非常に幅広く、通常の mRNA と同程度の長さから、わずか 20 塩基程度ま
でと多岐にわたっている。現在多くの研究者の興味対象になっているものは短鎖の機能性

RNA(microRNAなど)であるが、これらの機能性 RNAの探索や検出は、鎖長と発現量の点
から多くの困難を伴っているのが現状である。 
以下に、現在までに報告されている機能性 RNAの検出・探索方法に関して報告する。 
 
4.3.1 ハイブリダイゼーションによる探索・検出 
タンパク質をコードしていない RNAとして同定された RNA分子が生理的に機能してい

るものかどうかを探る上で、その発現の組織特異性や時期特異性を知ることが大きな手掛

かりとなる。これらを確認する手法として、組織や細胞から得られた RNAを基にしたドッ
トブロットやノーザンブロットなどによる目的 RNAの検出が多用されている。更に解析対
象となる RNA分子種が多い場合には、DNA Chip技術を利用したマイクロアレイ解析が検
討されている。例えば Ambion社（アメリカ）では、microRNAの検出用に 200程度のプ
ローブ用オリゴを setにして供給し、arrayを作製できるようにしている。また標識キット
との組合せによりmicroRNAの検出を可能にする系を提供している。 
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図 4.3.1 Ambion社mirVanaTM miRNA Labeling kitを用いたmiRNA発現解析 
 

現時点では、機能性 RNAの解析に用いるプローブのデザインは研究者に依存している場
合が多い。すなわち、microRNA配列をタンデムに連結した配列や microRNA配列に非特
異的配列を付加したもの、更に前駆体である pre-miRNA配列に対応する 45-60merのオリ
ゴプローブなどの報告例がある。問題点としては、miRNAと pre-miRNAが共にハイブリ
ダイゼーションされる可能性が高く、真に機能しているmiRNA発現量を特異的に計測して
いる保証がないことである。 
後述される Affymetrix社 Tiling arrayを用いれば、transcriptの大まかなサイズがつか

めるためこれらの問題を解決するが、高等生物の全染色体についての網羅的解析が可能に

なるまでには、まだ数年を要する。 
検出に際しては、前述のように microRNA は短鎖 RNA のため標識効率が悪く、これま

での報告を見る限り苦労の後がうかがえる。たとえば microRNA の両端に、RNA-DNA 
hybrid adaptorをライゲーションし PCR増幅した報告や、5õ端に T7-promoter配列つきの
adaptorをライゲーションし、in vitro transcrption反応にて増幅し蛍光標識ターゲットを
調製した報告などがある。これらアダプターライゲーション法では microRNA とのライゲ
ーション効率が低いことが問題である。結果、検出感度は各研究機関でかなり開きがある

のが実情と思われる。ただ、2004 年に報告された論文（RNA,10:1813-1819、PNAS 
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101(26):9740-9744）では、total RNA 5－7μgから標識を行いmicroRNAの検出を行って
いることから、今後の arrayによる検出系でも同程度の量の total RNAを用いた検出系の
開発が進められるものと思われる。 
高感度検出のためには、感度向上のための工夫を施したアレイ基板の開発と検出機器の

性能向上が必須となる。アレイ基板としては、ここ数年種々の改良が試みられ、表面に三

次元構造を有するタイプ、反射増強膜を塗布したタイプなどは一定の効果は見られるよう

であるが、更なる改良が必要である。昨年秋、東レ(株)が表面に微細柱状構造配列体を有す
る基板を開発し、従来基板に比し感度が 100倍高いと報告している。 
なお、発現部位の同定も含めた発現情報を得る上で、in situ hybridizationの利用も行わ

れている。 
 
4.3.2 シークエンスによる探索・検出 
発現している RNA がタンパク質をコードしているかどうかに関しては配列情報が必須

であるため、RNAを cDNAに逆転写した後ベクターにクローニングして配列を決定する手
法が用いられる。 
一般的に、機能性 RNAは一部を除いて鎖長が短く polyA配列が結合していないものが多

いため、短鎖 RNA画分を分取しリンカー配列を結合して逆転写を行うなどによりクローニ
ングし配列決定する方法が多用されている。インスブルック大学の Alexnader Huttenhofer
は、experimental RNomicsという方法で新規の small nonmessenger RNAの解析を行っ
ている。この方法では、まずモデル生物における低分子 RNA画分（20-500ntの RNA画分）
を変性ポリアクリルアミドゲルにて分離・精製した後、polyCを 3õ末端に付加して逆転写し
cDNA ライブラリーを作成する。その後、ランダムなシークエンスと多数のクローンがス
ポットされた filter上でのハイブリダイゼーションによるクローンの選択・シークエンスの
組合せにより異なるクローンの同定を繰り返していく。最終的に発現の組織特異性や発現

量などをノザンブロッティングにより解析して、機能性 RNA としての確認を行っている。
この手法により、多くの boxC/D型 snoRNAが同定されている。 
また、ゲノム配列が決定された生物種に関しては、ある程度遺伝子の予測ができるよう

になって来ており、Lynx Therapeutics 社(アメリカ)で完成された MPSS(Massively 
Parallel Signature Sequencing)技術がその網羅性、感度面で有用と考えられる。MPSS技
術は、解析対象となる DNA断片を個々にマイクロビーズ上に固定化して、数百万個のオー
ダーのビーズ集団をまとめて解析することができる（図 4.3.2 参照）。１細胞中に発現して
いると推測される数十万個のmRNA分子について十分網羅的な発現解析が可能である。こ
の方法を利用して、17-20塩基の配列情報（signature）を一度に大量に決定するのがMPSS
である。 
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図 4.3.2 
 

MPSS により得られる Signature 配列とその出現頻度から、サンプル中の各遺伝子につ
いて種類と発現量の情報をそれぞれ得ることができる。100 万個以上のビーズ上の
Signature配列を決定するため、細胞あたり数コピーというような低発現の遺伝子から、数
万コピーという高発現のものまで、広いレンジで高解像度の遺伝子発現情報を得ることが

できる。また、得られる発現データは Signature の配列およびその頻度であるため、複数
のサンプル間のデータ比較やデータベース化も容易に行なえる。 
また、同一生物種の複数サンプルを解析した場合に個々の Signature 配列（遺伝子）に

対して差が有意であるか p-valueを求めて判定をすることができる。例えば、p<0.001であ
れば、30-40 tmpの遺伝子でも 2倍の発現差を有意として取り扱うことができ、200 tpm程
度の発現量の遺伝子は 40%の差を確かなものと考えることができる。 
そのため、MPSS技術は比較的低発現のものが多い機能性 RNAの配列情報を取得する上

で有効な手段になる可能性が高い。Lynx社では図 4.3.3に示すような方法で small RNAの
クローニングを行い、MPSSによる解析を進めている。 
この方法により、発現している small RNAの 5õから 17-20塩基の配列情報を獲得するこ

とができる。また、17-20塩基の配列情報があれば、大部分はゲノム上に一意に同定するこ
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とが可能であるため、例えばシロイヌナズナにおいては、配列の出現した部位とその発現

量（100万 tpmに換算）を図 4.3.4のようにゲノム上にマッピングすることが可能である。 
 

 

図4.3.3 MPSS解析用small RNAのクローニング手法 

 



 61 

 

図4.3.4 シロイヌナズナの短鎖RNAのゲノムマッピング 
 

なお、mRNAを対象に polyAからの逆転写を行い cDNA合成してライブ ラリーを作製
する（ESTや完全長 cDNAライブラリー作製など）という一般的な方法においても、タン
パク質をコードしていない機能性 RNAの探索が可能である。例えば理研の林崎グループで
進められているマウス完全長 cDNA プロジェクトでは、polyA 由来であるにもかかわらず
タンパク質をコードしていない RNA分子が多く見つかっていることが報告されている。 

 
【参考文献】 

H.Kiyosawa et al. Genome Research, 13: 1324-1334, (2003) 
 

4.3.3 マススペクトロメトリーを用いた探索・検出 
ハイブリダイゼーションや RNA の逆転写などでは、RNA自身に行われる修飾情報を失

ってしまうため、RNAをそのままの状態で解析できれば情報を失わずにすむ。これを可能
にしているのが質量分析を利用した RNA解析法である。 
質量分析はプロテオミクス研究で大きな貢献をしており、微量ペプチドを破壊すること

なくイオン化する二大ソフトイオン化法として、マトリクス支援レーザー脱離イオン化

（MALDI）法とエレクトロスプレーイオン化（ESI）法がある。しかし、RNAは酸性分子
であるため、プロトン付加イオンとして感度良く測定することが難しい。液体クロマトグ

ラフィーから溶出した試料を高電圧に印加されたスプレーノズルの先端から、シースガス

の助けを借りて噴霧することで、イオン化した分子を気相に取り出す ESI 法を用いると、
RNAはリン酸基が解離したマイナスイオンを生じ検出できる。本法の変法であり効率的に
イオン化を行うため、溶媒の流速をナノフローに落とし、スプレーノズルの先端を検出器

側に接近させたナノスプレーイオン化法が高感度化に貢献している。 
一方、生体成分に含まれる微量 RNAの質量分析を行うためには、単離精製技術の確立が
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不可欠である。東大工学部 鈴木らは、目的の RNA をカラムで単離・精製後、RNaseT1
による断片化、カラムによる分離を行い、ESIによるイオン化後、MSにより質量分析を行
うことにより、短鎖 RNAの解析を進めている。彼らのスキームは、①単離下 RNAの全体
の分子量を正確に測定する、②RNA に含まれる修飾の種類を決定するため、LC/MS によ
るヌクレオシド解析を行う、③塩基特異的リボヌクレアーゼにより消化したオリゴヌクレ

オチドを解析することで、RNA 修飾を含む RNA 断片の解析を行う、④各 RNA 断片に含
まれる修飾の位置は LC/MS/MS解析により、プロダクトイオンを解析することにより帰属
する、という流れである。この流れにおいて彼らのグループでは、目的 RNAの単離のため
にその RNAに相補的な DNAプローブを樹脂に固相化したカラムを用意し、そのカラムに
RNA 溶液を循環させること（チャプレットカラムクロマトグラフィー）により目的 RNA
の単離・濃縮を行っており、この時異なる DNAプローブを固相化した別々のカラムを直列
的につなぐことにより、一度に多数の目的 RNA の単理を行うことに成功している。また、
単離・精製した RNA分子を、塩基特異的リボヌクレアーゼで断片化し分離する系に関して
も、高分離能を持つカラムを選択・決定している。更に ESI によるイオン化に関しても、
（株）坂口技研と共同でステンレス製のスプレーヤーを開発し、イオン化効率を向上させ

ると共に安定な測定を可能にしてきている。 
更に、東大工学部 鈴木らは、RNAマスフィンガープリント法を開発している。本法は、

データベースに登録されている RNA配列を in silicoで G特異的に切断した仮想的な分子
量リストを作成する。一方で、実際に単離した RNAを G特異的切断酵素 RNaseT1で消化
した各 RNA断片の分子量を測定し、測定分子量リストと仮想分子量リストの類似性を評価
し、スコア化することで同定する。しかし、RNA はその構成成分が AUGC の 4 種類と少
なく、分子量にバリエーションが少ないため、全く他の情報がない状況下で分子量セット

だけから RNA を同定することは難しい。そこで、MS/MS 解析を行い、各 RNA 断片のプ
ロダクトイオンの情報をデータベースの検索に導入、かつアルゴリズムの開発も行われて

いる。本手法が確立され、ゲノム配列から直接 non-coding RNA を同定することや、更に
は RNA修飾の帰属も可能になることが期待される。 

 
4.3.4 リアルタイム定量 PCRによる検出 
機能性 RNAは必ずしもその発現量が高くないことから、ハイブリダイゼーションなどの

方法では検出が難しい場合がある。このような RNA 分子に関しては、リアルタイム PCR
を用いた検出系が利用されている。しかし、鎖長の短い microRNA に関しては適応が難し
く、microRNA の前駆体（pre-miRNA）解析に用いた報告はある。この中で、ノーザンブ
ロット解析での成熟型のmicroRNA量と、対応する pre-miRNAのリアルタイム定量 PCR
結果に相関があることが示されている。しかしリアルタイム定量 PCR では、機能性 RNA
である microRNA と直接的機能を有さない pre-miRNA の相対量比較は不可能であり、前
駆体定量の意義は現在のところ不明である。 
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【参考文献】 

T. D. Schmittgen et al, Nucleic Acid Research, 32(4): e43, (2004) 
 

4.3.5 Invader 法による検出 
Invader法は Third Wave社（アメリカ）により開発された技術であり、現在は SNPの

検出系として利用されている。図 4.3.5に示すように invader oligoを用いて特定配列の認
識を行うと共に、そのとき切り出される fragmentを利用して更に蛍光基を切り離すことに
より、非常に高感度かつ High Throuput に検出を行える系である。Third Wave 社では
microRNA の検出にも利用できるように、図 4.3.6 のようにこの系の改良を行っており、
50-100ng total RNA，もしくは 1,000細胞程度のライゼイトからの解析が可能であると報
告している。 

 
参考文献：H. T. Allawi et al. RNA, 10:1153-1161 (2004) 

図 4.3.5 Invader法の原理図 
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図 4.3.6 microRNA検出用 invader法模式図 
 

4.3.6 Ribozymeを用いた検出 
ボン大学（ドイツ）のMichael Famulokらは、microRNA相補的な配列を含む ribozyme

とクエンチャー付蛍光プローブを利用することにより、特定の microRNA の発現を高感度
に検出する系を開発している。本手法は、シグナル増感により標準的なmolecular beacon
手法より 1オーダー感度が高く、in situや in vivo解析への適応のための改良がなされつつ
ある。 

 
【参考文献】 

J. S. Hartig et al, J.Am.Chem.Soc. 126:722-723,(2004) 
 

以上、現時点での機能性 RNAの主な解析ツールを概観した。microRNAの網羅的探索技
術としては、MPSSや Tiling arrayが有望と思われるが、まだまだ解決されるべき課題は
多い。mRNA分解産物など実験上のアーティファクトを判別し、精度の高いmicroRNA探
索のためには、RNAの二次構造を考慮したアライメント作業や同定が不可欠であり、バイ
オインフォマティクスツールの拡充が必須である。 
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4.4 RNA合成技術 

4.4.1 核酸合成概論 
1960年代にオリゴリボヌクレオチドの合成が開始され、1966年に 64種のトリプレット

が合成された。しかし、当時の合成は活性基の保護を行っていなかったためせいぜい数ヌ

クレオチドとまりであった。その後、保護基や縮合剤の改良、リン酸トリエステル法の応

用などによって長鎖のオリゴリボヌクレオチドの合成が可能となった。その後 RNAリガー
ゼが発見され、1981 年には tRNA の全分子合成が報告された(Ohtsuka, E. et.al., 
Pro.Natl.Acad.Sci. 78、5493、1981）。これ以降、正確で効率的なポリヌクレオチドの合成
法について、化学的手法および生化学的な手法を用いて様々な検討が行われている。 
核酸合成は天然型または非天然型ヌクレオチドのリン酸エステル結合部を構築すること

によって行われる。この概念は DNA鎖合成と RNA鎖合成に共通であり、化学合成法とし
てこれまでにジエステル法、トリエステル法、ホスファイト法、アミダイト法、H-ホスホ
ネート法などが開発された。このうち、合成収率などの点から実用性に優れるアミダイト

法、H-ホスホネート法が現在の合成法の主流となっている。また液層で合成する方法と固
層合成を行う方法があり、比較的長鎖のヌクレオチド合成には固層合成法が採用される場

合が多い。 
一方で酵素を用いた生化学的合成法は、その特異性の高さから、特に難しい RNA合成に

おいて需要がある。しかしながら生化学的合成法では産物中に生物由来の材料である酵素

が含まれることから、医薬品などへの応用は難しい。したがって、今後のヌクレオチド合

成は RNA 合成を含めて化学合成法を進化させることで行われていくであろうと考えられ
る。 
下に代表的な化学的核酸合成法であるホスホロアミダイト固層合成法の概略を示す。 
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図 4.4.1 ホスホロアミダイト固層合成法の概略図 
 

医薬品への展開においては、ポリヌクレオチドの材料となるヌクレオチドモノマーの由

来も重要視される。すなわちヌクレオチドは化学合成で作られる場合とデオキシリボヌク

レオチドであればサケ白子DNA由来の分解物、リボヌクレオチドであれば酵母由来のRNA
の分解物などによって生物的に供給される場合があるが、医薬品への生物材料のコンタミ

ネーションが将来的になんらかの問題を引き起こす可能性を考慮すると、今後のヌクレオ

チドモノマーは化学合成法によって供給されていくことになるであろう。 
 
4.4.2 RNA合成法 
RNAの合成は基本的には DNA合成と同様の方法で行われる。ただし、リボヌクレオチ

ドにはリン酸結合に関与する 3‘および 5’-OH 基に加えてフリーの 2õ-OH 基が存在する
ため、これを保護しながらポリヌクレオチド合成を行う必要があり、難易度が高い。 
先に述べたように酵素を用いた生化学的合成法は特異性が高く、難易度が高い RNA合成

においては利用価値が高いことから効率のよい生化学的合成法について多くの研究が行わ

れている。 
株式会社 iGENEおよび独立行政法人産業技術総合研究所の多比良らは、同社取締役兼

東大の鈴木 勉が開発したsiRNAの新規転写合成技術を産業化している。この技術は図4．
4．2に示すように、まずヘアピン型 RNA(short hairpin (sh)RNA)を試験管内転写合成し、
転写後にトリミングを行うことで siRNA を調製する。ヘアピン型 RNA から調製された
siRNA は原理的に全てが 2本鎖であるため、従来のセンス鎖とアンチセンス鎖をアニーリ
ングして作製する 2本鎖 RNAよりも会合率が格段に高い。また各鎖の自由エネルギーが低
く、分子内で構造を取ってしまうために 2 本鎖化できないような配列に関してもこの方法

 ステップ１：5ó-トリチル基の除去（Detritylation）  

リボースの 5ô 位の保護基であるジメトキシトリチル基をはずす。 

 ステップ２：塩基の結合（Coupling）   

 リボースの 3ó の水酸基がリン酸シアノエチルアミダイド誘導体である２番目のヌクレオチドを、

脱トリチル化された１番目のヌクレオチドの 5ô 位水酸基に塩基触媒を用いて結合させる。  

 ステップ 3：キャッピング（Capping）  

 未反応の 5' 水酸基をアセチル化することによって３番目のヌクレオチドを結合させる次のサイ

クルに関与しないようにします。通常２％位が未反応物となる。  

 ステップ 4： 酸化（Oxidation）   

 ２つのヌクレオチド間の結合を、ヨードを用いて酸化して３価のリンから５価のリン酸エステルに

変換する。 
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が応用できる可能性がある。 
T7 RNAポリメラーゼによる試験管内転写反応では、転写する RNAをコードする領域は

1本鎖でよく、プロモーター領域のみが 2本鎖であればよいということが知られている。し
たがって、同社の方法ではプロモーター領域のセンス鎖に相当するユニバーサル DNA と
shRNA をコードする DNAの 2本を用いて転写合成の鋳型とする。ShRNA には効率の良
い GGG配列を転写開始部位に配置し、センス鎖に続き７塩基からなるトリミングループと
アンチセンス鎖、最後に 2塩基のオーバーハングを付加する。化学合成 siRNA では、3õ末
端オーバーハングの 2塩基を DNAの TTにする方法が一般的に広く用いられるが、最近で
は、3õ末端オーバーハングが TTであることは特に重要ではなく、化学合成の都合上塩基部
位の保護基が必要のないTがコスト的にもメリットがあるという見方が大勢を占めている。
本法ではトリミング反応の都合から、センス鎖のオーバーハングが AG であり、アンチセ
ンス鎖のオーバーハングが AU となっているが、実際にオーバーハングが TT の化学合成
siRNAと本法の siRNAの活性を比較したところ、オーバーハングの配列は RNAiの活性に
影響を与えないことが確認された。 
また siRNAの最適な長さについては、Tuschlらの報告によれば 21-23 merということ

になっているが、Bohulaらの結果によると 21-27 merまでの長さでは活性が変わらない事
が報告されている。IGENEでは 25 merを製品としている。 

shRNAは転写後に自発的にヘアピン構造を形成するため、高濃度のマグネシウム存在化
で G特異的リボヌクレアーゼ(RNase T1)で限定分解することによって、トリミングループ
の 2ヶ所の Gで特異的に切断される。また同時にセンス鎖 5õ末端の GGG配列もこの操作
で除去される。この方法では RNA の配列に関わらず、shRNA から dsRNA に効率よく変
換される。また、転写後には shRNAの 2量体はじめ多量体分子が生じるが、これらもトリ
ミングによって全て dsRNAに変換されることが確認されており、一方で、この条件におい
ては2本鎖部分のGはRNase T1によって切断を受けていないことがわかる。精製は siRNA
を未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で切り出すことによっている。 
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図 4.4.2 iGENEによる dsRNA合成法 

 

また Ambion 社は City of Hope National Medical Center and Beckman Research 
Institute から生化学的な dsDNA合成技術を導入し、研究用に全世界で販売を行っている
(図 4.4.3)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.4.3 Ambionによる dsRNA合成法 
 
一方でこれらの生化学合成法では、生産された RNAの中に酵素をはじめとする生物由来

STEP1. 鋳型作製。鋳型DNAにプロモーター領域のセンス鎖に相当するユニバーサルDNA
とshRNAをコードするDNAの二本を用いて転写合成の鋳型とする。  
STEP2. hsRNAデザイン。効率の良いGGG配列を転写開始部位に配置し、センス鎖に続き７
塩基からなるトリミングループとアンチセンス鎖、最後に２塩基のオーバーハングを付加す
る。 
STEP3. ヘアピン構造形成。hRNAは転写後に自発的にヘアピン構造を形成する。 
STEP4. 高濃度のマグネシウム存在化でG特異的リボヌクレアーゼ(RNase T1)で限定分解す
ることによって、トリミングループの２箇所のGで特異的に切断される。 
STEP5. CGH配列除去。同時にセンス鎖５ô末端のGGG配列もこの操作で除去される。  
STEP6. 多量体のトリミング。多量体分子が生じるが、これらもトリミングによって全て
dsRNAに変換される。  

STEP7. 最終的にsiRNAを未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で切り出し精製を行う。 

STEP1. PCRによりターゲットDNA配列
を増幅する。 

STEP2. 2本鎖を解離させ、T7プロモ
ーターを結合させる。 

STEP3. Klenow酵素によって相補鎖を
合成する。 

STEP4. T7 RNA polymeraseでセンス鎖
とアンチセンス鎖を合成す
る。 

STEP5. センス鎖とアンチセンス鎖を
ハイブリダイズする。 

STEP6. OverhangとなっているpolyG

を除去する。 
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の物質がコンタミする可能性があることや、ポリメラーゼの特異性が高いために人工的に

修飾した塩基を導入することが難しいといった欠点がある。これを補う方法として、化学

的な RNA合成法が検討されている。しかしながら、化学的な RNA合成法にはいくつかの
困難が伴う。リボヌクレオチドには、リン酸化や縮合反応においてリン酸化を受ける部位

が複数存在し、選択的なリン酸化のためには不必要な反応部位に対して保護基を導入する

ことが必要となる。 
アデノシン、グアノシン、シチジンの塩基部にはアミノ基があり、これらのリン酸化を

抑制しなくてはならない。塩基部の脱保護はリボヌクレオシドのリン酸化およびオリゴヌ

クレオチドの合成が終了した後に行われるので、これらの過程において安定な保護基を用

いる必要がある。弱アルカリ下で除去が可能な保護基として、ベンゾイル基などのアシル

基が利用される。一方、グアノシン、ウリジンは塩基部にカルボニル基を有するが、縮合

剤の量を調節することにより、通常は保護することなくオリゴヌクレオチド合成を行う。 
リボヌクレオチドの糖部位には 5õ、3õ、2õの 3つの水酸基が存在する。3õおよび 5õ-OH基

の保護基としては、リン酸化反応、縮合反応の過程に応じて他の保護基を分解することな

く選択的に除去することができるものでなくてはならない。これらのついては DNA合成で
も同様の課題であり、多くの研究成果があげられ、実用化されている。5õ-OH基の保護基と
してはトリフェニルメチル基およびその誘導体であるモノまたはジメトキシトリチル基が

もっとも一般的である。これらの保護基は酸のほか，無水条件下で臭化亜鉛によっても脱

離できる(Reese, C.B. et.al., J.Chem.Soc., Perkin Trans. 1, 4875, 1975 )。 
先に述べたように、RNAには DNAと異なり、2õ-OH基が存在するため、単純なヌクレ

オチドの連結では純粋な目的物を合成することは不可能である。したがって、RNA合成時
には 2õ-OH に保護基（シリル基）を導入して、リン酸結合を完成させたのちにこれを離脱
させることが行われる。 
最初に用いられた、酸で脱離可能な保護基はテトラヒドロピラニル基であり、その後メ

トキシテトラヒドロピラニル基、テトラヒドロフラニル基が改良版として用いられた。し

かしながら保護基の導入に数工程を要していたため、2段階で導入できるジクロロ-1,1,3,3-
テトライソプロピルジシロキサンが次に用いられるようになった(Markiewicz, J. Chem. 
Res. (M) 181, 1979)。 
更にその後、テトラ-n-ブチルアンモニウムフルオリドで脱保護できる t-ブチルジメチル

シリル基（tBDMS基, Ogilvie, K.K. Can. J. Chem. 56, 2768, 1978）やトリイソプロピル
シリル基などのシリル基が汎用されるようになった。これらの保護基で保護されたホスホ

ロアミダイト体の前駆体は N-アシルヌクレオシドの 5õ-O-DMTr 体から単純なシリル化反
応で容易に合成できる。しかしながら、これらの保護基は 3õ-水酸基に対するホスフィチル
化反応の際に 2õ－水酸基に転移したり(Reese, C. B., Tetrahedron Lett. 2567, 1965)、塩基
部位のアシル型の保護基をアンモニア処理で除去する際に一部脱離することから 3õ－5õリ
ン酸エステル結合の転移や鎖の切断が起こることが指摘されている。そこで、この問題を
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解決するために様々な工夫がされている。 
保護基の転移を防ぐための方策としては、まず純粋な 3õ-O-ホスホロアミダイト体を得る

ことが必要である。2,4,6-コリジンを塩基とし、N-メチルイミダゾールを触媒に用いてクロ
ロ（2-シアノエトキシ）（ジイソプロピルアミノ）ホスフィンで反応を行う方法が知られて
いる。この方法では 99．95%純粋な 3õ-O-ホスホロアミダイト体が得られるとされている
(Scaringe,S.A., Nucleic Acid Res., 18, 5433, 1990)。更に結合反応中の転移を防ぐことが重
要であるが、課題として残されている。 
またメタノール性アンモニア(Hayakawa,Y.,Tetrahedron, 57, 8823, 2001)やエタノール

性アンモニア(Lyttle, M. H., Nucleic Acid Res., 24, 2793, 1996)を塩基の脱保護処理に用い
ると、tBDMS 基が同時に脱離することを防ぐことができると報告されている。一方、
tBDMS基の脱保護には Bu4NFや Et3N･3HFを用いることにより、2õ-5õリン酸ジエステル
結合への転移を抑制することできることが多数報告されている。 
このような保護基の開発と同時に、位置選択的な保護基導入方法についても研究が行わ

れている。2位への選択的な保護基導入のための技法として産業総合研究所の古澤清孝らは
以下の方法を開発した。すなわち、二官能性化合物を用いて 3 位および 5 位の水酸基を位
置選択的に保護した化合物(2)を作る。この化合物は各種合成条件に対して安定である。こ
の化合物に対して 2õ-O-シリル化を行い、選択的に 2ô水酸基を保護した化合物(1)を容易に入
手することが可能となった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 4.4.4 産総研による RNA合成時の 2位水酸基保護法 

 
保護基を有するヌクレオチドを用いて RNA鎖合成をおこなった場合、更に２つの問題が

発生する。保護基は空間的に嵩高いため、ポリヌクレオチドの合成効率が落ちる。更に大

きな問題はリン酸転移が起こる可能性である。これは合成の最終段階で保護基をはずそう

とした場合に、酸性処理中にリン酸基の位置転移が起こることによる。ポリウリジル酸を

pH2．2で 25℃、20時間処理した場合、3õ-5õリン酸ジエステル結合が 6%転移したという報
告がある（Morgan,MA et.al., Nucleic Adids. Res. 23、3949、1995）。 
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【東京工業大学 関根光雄 ヒアリング】 

現状の RNA化学合成には多くの問題が残されており、純粋な合成産物を得られる鎖の長
さの限界は 50 mer程度がやっとではないか。世界的には 100 merの RNA鎖合成を報告し
ている研究者もいるが、その合成産物の純度計測を行っていない。計算上、100 mer の合
成産物には 5%の残基に変異が起こっている可能性があり、もしそのような状態であれば、
純粋な成功とは言い難い。 

Dharmacon, Inc.社（IL、USA）では 2õ末端の保護に orthoester (2õ-ACE) を用いる事に
より､安定した RNA合成を行うことが可能になったとしている。この基は弱酸性（pH3.8）
で脱保護する事が可能なため、RNAの分解を起こす最も大きな原因の 1つであった、強酸
によるリン酸ジエステル結合の分解を最小限に抑える事ができる。また 2õ末端が ACEで保
護された RNA は、RNA の二次構造による合成の障害を最小限にできる、新しく合成され
た RNA鎖を、RNaseによる RNA分解から守ることができる、などの特徴がある。更に合
成過程において揮発性バッファーを使用することにより、2～6 塩基程度の短い RNA 鎖を
高い収量で脱塩・脱保護する事が可能になったとも報告している。しかしながら、この保

護基をもつアミダイトは高価であり、価格的に in vitro実験レベルの試薬程度にしか対応で
きないところが難点である。 
なお、RNAの純度測定法は鎖長が長くなるほど難しい。通常、RNAの純度検定にはHPLC

法が用いられるが、測定ピークの微妙なずれを検出することは困難である。このことは多

数の塩基中のほんの数塩基の変異がある 2 つのピークを見分けることが難しいことを意味
する。また LC-MS による分子量測定法では、基の位置変換を検出することはできない。
RNAの高感度な純度検定法は今後の大きな課題であり、例えばイオン交換樹脂と疎水性樹
脂を使った複合的なHPLCによる測定などを試みる必要があると考えられる。 

 
4.4.3 修飾 RNA鎖の合成 

【東京工業大学 関根光雄 ヒアリング】 
RNA合成の最大の難点はその不安定性の克服にある。RNAは構造が固く、DNAよりも

多様な産業上の用途を考えることができるが、天然型の RNAは安定性に欠けるため実用的
な応用は不可能であろう。RNAが安定性に欠ける理由として、RNase酵素による直接的な
分解作用も問題ではあるが、化学的には 2õ-OH への攻撃によって鎖構造が崩壊に至ること
が不安定性の原因である。したがって RNA合成の課題のひとつは RNAの機能を残しつつ、
構造を変えてこれを安定化することである。実際に 2õ-OH の水酸基をメチル化して安定化
をもたらす 2-OMe化法がほぼ確立されており、効果も確認されている。ただしこの方法は
特許で強く守られており、今後の研究は別の置換基導入をいかに行うかに向けられている。

2õ-OHの変換は RNAを安定化させるだけでなく、天然型の RNAの機能をより強化するこ
とも可能であると考えられる。Kaufmann J.らは 2ô-O-methyl RNAを含んだ dsRNAは未
修飾の dsRNAと比較してリボヌクレアーゼに対して安定であり、遺伝子発現抑制効果が 5
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日間持続していることを報告した（Nucleic Acids Res. 31、2705、2003）。同報告で使用さ
れた RNA はドイツの BioSprings 社製であり、ドイツでは他に Greiner- bio-one からも
2ô-O-methyl RNAが供給されている。 

RNA合成は酵素を用いた生化学法であればほぼ完全な合成が可能であるが、生化学法で
はこのような修飾された塩基を用いることはできない。一方、化学合成では修飾塩基を使

って機能を向上させた修飾 RNAを合成することができるため、化学合成法の研究者によっ
て様々な修飾塩基が開発されている。関根らは O-CH2CH2CN の導入を考えている。この
合成法では合成パーツとしてアクリロニトリルを使うことができ、他の基を導入する方法

（銀触媒、置換基にシアン使用など）よりも安全性が高いと考えられる。置換基が合成後

にも脱落せず、RNAとしての機能・効果が高い基をいかに簡単に導入できるかが今後の研
究のターゲットである。また安定化の向上策として、人工塩基への変換も行われている。

これらの人工核酸の合成法は従来の天然型核酸合成法に準じており、またその長さも

siRNA 用途ならせいぜい 30 mer なので合成自体はそれほど難しいものではないと考えら
れている。 

RNAの安定性を高める技術としてはまた、5炭環内部で 2位から 5位へ架橋を作ること
によって安定性をあげる試みが行われている。デンマークの J. Wengel がこの合成、合計
17工程を最終合成効率 70%で成功させ、産生物はすでに市販されている。日本では三共の
小泉誠らが同様の研究を行っている。 
しかし、このような修飾核酸は万能というわけではない。siRNA の場合、ターゲットの

切断部位を 2õ-OMe化すると機能を失ってしまうため、3õ端や 5õ端側のいくつかの塩基につ
いてのみ 2õ-OMe基を導入する。一方でどのような修飾を行っても、鎖内に天然 RNAがあ
ればそこを攻撃されて安定性は低下する。SiRNA のように天然型の RNA を使わざるを得
ない医薬品の場合は DDSでこれをカバーする必要がある。ただし、チップのような診断用
途の場合には生体内での安定性を考える必要がないので、RNAの構造そのものを変えるこ
とができる。ただし、根本的改革がないと研究は先へ進まない状態にある。 
また、これらの修飾 RNA合成はアンチセンスなどの開発過程の知見を流用していること

が多く、すでに特許化された技術の応用であって新規技術の開発とは言い難い側面が多い。

例として、Alnylam USの Dr.Mano Manoharan(vise president、元 ISIS社)は ISISで行
っていたアンチセンス合成をすべて RNA合成に置き換え、転職後 1年間で基本的な特許を
押さえてしまった。 

 
4.4.4 RNAの商業生産 
海外では Sirna Therapeutics、Alnylam Pharmaceuticals、Acuity Pharmaceuticalsな

どが siRNA を用いた医薬品開発に乗り出しており、Sirna Therapeutics、Acuity 
Pharmaceuticals はそれぞれ加齢性黄斑変性症をターゲットとして Phase I 臨床試験を行
っているという情報がある。加齢性黄斑変性症は眼疾患であり、RNA医薬の弱点である全



 73 

身投与時の低安定性を補償するために点眼薬として開発を行っていると考えられる。 
これに対し、Alnylam Pharmaceuticals は 2004年 11月に高脂血症治療用 siRNAの臨

床開発予定を発表した(2005 年末までに前臨床試験実施を計画)。この根拠として RNA の
2ô-O-methyl化、phosphothionate化によって分解耐性を向上させたこと、核酸配列にコレ
ステロールを結合させることにより、ヒトアルブミンへのトラップ（Kd 1μM）によるス
テルス化を行ったことをあげている。動物を用いた基礎試験ではラットでの T1/2 が 6分か
ら 95 分へ、CL が 17.6 mL/min から 0.5 mL/min へ改善したこと、またマウスに
ApoB-Cho-siRNAを 50 mg/kg投与することにより、血漿 ApoB量を 70%抑制したことを
示した（Nature 432、173、 2004）。 

Sirna Therapeutics、Alnylam Pharmaceuticalsは自社で RNA合成を行っている可能性
が高いが、Acuity Pharmaceuticalsは Avecia Biotechnology Inc.と提携を結び、siRNA合
成を委託する契約を結んでいる。 
一方、RNAは不安定である上に合成用の試薬が高価であり、合成による収量も悪い。し

たがって DNA合成に比べて RNA 合成は約 20倍の費用がかかると概算される。製品とし
ての販売目的で合成する場合にも、研究目的で試作する場合にもコスト面からの制約が大

きいことが問題となっている。RNAの大量（10 g）合成は Avecia社が行っている。彼らは
固層合成法をとっているが、大量合成においては合成効率に規模効果があり、関根が ABI
の核酸合成機で少量合成する場合に 20 当量を必要とする反応を、1.5 当量で行っている。
理論的には 1.2当量まで原料を削減できるはずであるが、そのためには樹脂や縮合活性化剤
の応用展開が必要である。RNAを小スケールで早く、コストパフォーマンスよく合成する
方法が必要とされている。 
現在合成 RNAの商業用途としては siRNAの医薬品としての適応が中心に考えられてい

る。合成 RNAの今後の用途展開としては、単独の RNA分子を用いた医薬品の開発のほか
に RNA チップが考えられる。RNA は DNA よりも塩基識別能力が高く、修飾によってよ
り精度が高い構造にすることが可能である（例えば 2SUは一般に問題になる A-U誤対を起
こさない）。DNA よりも高価であるが、ハイブリ効率が高いので配列が短くて済むと考え
られ、コストパフォーマンスが悪いとは限らない。 

DNA合成においても、実は長鎖合成では塩基が酸に攻撃され、変性が起こっている。そ
のため人工 DNAから RNAを作ることは普通はしない。関根は塩基部無保護法によって 30 
mer程度のDNA合成を成功させており、DNAチップのプローブとして使用を試みている。 

Affymetrix社の DNAリソグラフィー合成は 20 merを保護基付で合成しているが、合成
効率低下やリンカーの切断から考えると基盤上の精密なプローブの割合はきわめて低いは

ずである。これに代わる RNAチップが望まれる。 
 

【日本新薬株式会社 矢野、大木他 ヒアリング】 
RNA合成の肝は 2õ-OHの保護である。従来 tBDMS基が用いられてきたが、これは安価
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で一般的である。最近、Darmacon社により ACE基、TOM-S 基など新しい保護基が出て
きた。これらは高品質であるが大変高価であり、試薬レベルでの使用にとどまり、産業上

の利用は難しい。 
海外の大きな RNA合成企業としては Avecia社、Proligo社があげられる。これらは巨大

な化学メーカーの傘下であり、過去にアンチセンス研究を行っていた経緯がある。Avecia
社、Proligo社は GLPレベルでの合成ができる。Darmacon社は 10gの受託合成を請け負
っているがこれが限界かと思われる。Avecia 社は施設は大きいが従来法で合成しているた
め、純度が低く収率が悪いだろう。今のところ、日本では大量合成（グラムスケール、純

度 80%以上）ができる会社はない。 
Acuity、SiRNA 社が臨床試験で用いている siRNAの純度は 80%程度ではないかといわ

れている。医薬に必要とされる純度はやはり 90%以上ではないか。そのためのカップリン
グ、縮合効率は 100%近くないといけない。これらの条件を満たすためには 2õ-OH保護基の
選択は非常に重要であり、この機能によって合成 RNAの純度は頭打ちとなる。純度が高い
RNAは当然収率も高く、スケールアップ、コストダウンを考えると高合成効率は産業化に
必須である。つまり、RNA合成は原料となるアミダイトにいかに質がよいものをつくるか
がカギとなる。 
日本新薬では保護基の改良により、DNAなみの純度と収率で 40merの RNA合成を行う

ことに成功した。まだベンチスケールで、polyUでの合成であるが、他の塩基を用いた検討
も行っている。コスト的にも現行の高性能品に勝っている。更に縮合剤、担体の最適化や

アミダイト体の合成コストの削減を検討している。できた RNAポリヌクレオチドの精製は
HPLCで行う。長さが 25mer程度でれば、1-2塩基程度の長さの違いは、HPLCのピーク
分離は可能である。50merのように長くなると判別が難しくなる。 
最近、DNAPackTM PA-100 column（DIONEX社）という核酸精製用のカラムキットが

販売されている。これは精製効率に定評があり、学会のスタンダードとなったと言えよう。

今後は少なくとも実験レベルではこれを用いた精製が行われることになろう。 
一方、医薬品として考える場合、10g単位で RNAの合成が必要となる。また規格化のた

めに合成された配列そのものを決定することが必要であろう。この配列決定には MALDI
－TOF/MS を使う。ヌクレアーゼによって片方向からの 1 塩基づつ削った断片を作り、分
子量をMALDIで測定することによって配列を決定できる。 
また医薬品とする場合、RNA を合成するのみでなく DDS 技術が重要である。日本新薬

はカチオニックリポソームを使っている。肝指向性がある糖修飾をはじめ、他の臓器指向

性リポソームも開発中である。抗体は使わず、化学修飾で汎用性を出す。また肝臓以外の

臓器指向性を持たせる場合、肝臓にトラップされずに血中循環を維持できるように、パー

ティクルサイズを小さくする工夫している。肝臓用の径は現在 200nmである。パーティク
ルの大きさを均一にすることも医薬品としては重要である。循環して臓器に到達した RNA/
リポソームを目的の細胞の細胞膜内に入れるかもポイントである。細胞によるエンドサイ
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トーシスを利用するのみならず、RNA自体に修飾をいれて細胞内に入りやすいようにして
いく検討も必要である。 
リポソーム製剤では封入効率も重要であるが、日本新薬では RNA 大過剰とし、

Microfluidizerを用い、高圧で封入する方法をとっているので結果は悪くない。また封入後
のリポソームを AFM(Atomic Force Microscope)で観察することにより、封入の有無を確認
することができる。 
医薬品の製剤としては凍結乾燥品の形で市場にでるため、投与液への完全な溶解性を確

保しなくてはならない。リポソームが完全に再生するような製剤を作り、現在米国で実行

している臨床試験にもその技術を使っている。 
このように製剤に気を使っているのは in vivoでの RNAの薬効が製剤処方によってまっ

たく異なるからである。これは臨床でも動物試験でも同様である。 
また安全性の点についても慎重に検討しなくてはならないが、カチオニックリポソーム

はそれ自身が RNAを封入し、臓器特異性を持たせることで安全性を高めていると考えてい
る。RNAの大量投与は安全性に問題があるかもしれないので、できるだけ少ない量の RNA
を目的臓器に確実に届けることが重要である。天然型 RNAのほうが、人工的に修飾したタ
イプより安全であろうと考えられるため、まず siRNAについても天然型で機能がもっとも
よいものを見出し、更に薬効修飾（持続時間など）を行うためにメリットとデメリットを

考えて非天然型の修飾を行うのがよいのではないか。 
日本ではRNA研究がさかんでないのは核酸合成研究者が少ないせいもある。日本のRNA

合成研究者は少なく、東工大の関根、東大の和田が有名である。世界的にもそれほど研究

者は多くなく、研究者の系列は 1つ 2つという程度である。RNAは生化学手法の応用が可
能なので、分子生物学研究は多くの研究者によってされている。しかし、医薬として考え

た場合化学合成は必須であり、20mer 程度なら十分に化学合成可能であり、純度などの点
で有利なため、これからは研究が盛んになるかもしれない。核酸研究はアメリカが中心で

はあるが、核酸の中でも DNA、リボザイムについて先行していた。これは RNA 合成が難
しく研究成果が出にくいためである。米国に留学した日本人に RNAのテーマが与えられる
ことが多く、その意味では日本人のほうが RNA研究に多く携わる機会があったといえるか
もしれない。 
また将来技術が向上して、長い（50mer 以上の）RNA 合成が容易になれば microRNA

と siRNA の比較を行うなどの研究から、RNA の医薬としての応用価値も更に高まってく
るだろう。ただし、RNAの合成研究には高価な試薬が多用されるため、アカデミックのみ
の研究では費用面から無理がある。いろいろな技術をもった研究者や企業があつまり、関

根のような方がオーガナイザーとして研究団体を作れば、日本において世界に勝る研究が

可能だろう。 
 

【北海道システム・サイエンス株式会社 橋本 ヒアリング】 
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現在 DNA合成受託は海外の大手各社によって激しい価格競争が行われており、1 merが
35 円のレベルまで落ちてきている。北海道システム・サイエンスではコスト削減によって
1 merが 55円まで対抗しているが、価格競争にかなうものではないため、注文から納品ま
での時間やサービス対応で対抗している状況である。また海外メーカーには DNA 合成を
kg単位で受注することも可能である場合がある。 

2004年に北海道システム・サイエンスとアンジェスエムジー（株）が GMPレベルの RNA
合成について提携した。北海道システム・サイエンスは平成 2年から DNA合成を手がけ、
国内に 18,000の顧客を持つ国内大手の核酸合成施設である。従来の DNA合成技術および
施設を生かし、平成 15年 12月に生産用のクリーンルームを完成させ、平成 16年中に生産
体制を整え、平成 17年から受託生産を開始する予定としている。 

 
【参考文献】 
ゲノムケミストリー 関根光雄、齋藤烈編 2003年、講談社サイエンティフィック 
続生化学実験講座 第 1巻 日本生化学会編 1986年、東京化学同人 

 
【ヒアリング対象】 
東京工業大学生命理工学研究科 関根光雄 
日本新薬株式会社 
北海道システム・サイエンス株式会社 
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5. 注目すべき RNA機能研究に関する技術・研究動向 

5.1 機能性 RNA探索技術 

5.1.1 Affymetrix 社 
 (Santa Clara, CA URL: www.affymetrix.com, www.affymetrix.co.jp.) 

  
Affymetrix 社の製品は既に日本の中でも広く使用されており、遺伝子発現解析ツールの

市場で圧倒的な地位を占めている。彼らの優位性は、 
a) ユニークなマイクロアレイ製造技術により、高度な集積化が可能。現在も発展中。 
b) データの評価を含めた解析ソフトウェアまでの一貫した品質管理とその向上。 
c) 国家のバックアップを受けた圧倒的な研究資金力。 

といったような項目に集約することができると考えられる。現在のマイクロアレイ技術の

中で、遺伝子の発現量を“計測”するということに関して、真摯に対応してきた会社とし

て大きく評価することができる。 
そのなかでも、機能性 RNA、あるいは非翻訳 RNA (ncRNA) の発現解析にも使用可能な

ツールの開発が始まっており、既にアメリカ国内のプロジェクトでの試用が始まっている。

更に最近知られてきた、翻訳される遺伝子の中での多様な発現様式を探るためのツールも、

RNA中の配列がその制御に関与していることを考え、合わせて紹介する。 
 

5.1.1.1 エキソン、あるいはスプライシングの境界配列に特化したマイクロアレイについ

て 

（John Blume, VP, Wxpression Researchより、製品全体の紹介も含めて） 
Affymetrix 社の製品は全て、コンピュータの回路を組み立てるシリコンウェハー上で合

成され、各製品のサイズへと分割される。そのため、合成過程で使用する格子のサイズと、

製品のサイズで、そこに搭載される遺伝子（プローブ）の数が決定される。一例をあげる

と、 
 
 
 
 
 
 
 
のようになる。現在の製品サイズは左上のものである。Affymetrix 社のプローブ設計は独
特であり、1つの遺伝子につき 10個以上の部位で設計するとともに(PM: Perfect Match)、

Size (μm) 12.8 mm2 96-well (x 6 mm2) 
 11 1,354.000 28,561,983 
 5 6,553,600 138,240,000 
 1 163,840,000 3,456,000,000 
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更にその変異タイプ（MM: Mis-Match）も同時に合成するため、現状の発現解析ではかな
り大量のプローブが必要になる。研究用のマイクロアレイとしては、中段の 5 μmサイズ
のものが完成しており、アメリカ ENCODE(ENCyclopedia Of DNA Elements: 
www.genome.gov/ENCODE/)プロジェクトでも採用されている（後述の Tiling Array参照）。
下段の 1 μmサイズはまだ開発中のものであり、マイクロアレイを作成することは可能で
あるが、そのシグナルを検出するためのスキャナーの解像度を上げることが最大の難関の

ようである。もしこれが開発されれば、右下の数字のようにヒトのゲノムサイズのプロー

ブを、実験可能なサイズに収めることが現実のものとなる。彼らの予測では 2-3年でこの領
域に到達するとのことであり、ゲノムを調べるということがその言葉通りになる日も近い

のかもしれない。 
その前の段階として、近年の遺伝子データベースの充実により明らかにされてきた事実

として、多くの遺伝子（6割かそれ以上）にはスプライシングの変異体が存在するというこ
とがある。疾病との関連性も大きく、また発現解析にも予測不能の影響を及ぼすため、

Affymetrix社ではエキソンごとの発現解析を試みることにした。 
エキソンの選び方は既知のものに加えて、EnsGene, GeneScan, TwinScanなどの遺伝子

予測や全長 cDNA・EST・mRNAのアラインメントからの予測も取り入れ、既知、未知（予
測）のエキソンのクラスターを作り、各エキソンを同定できるようにした。ここまでやっ

たとしても、彼らも brand-newエキソンに対応しきれないことは認識している。 
マイクロアレイの設計法としては、各エキソンごとに 4 プローブずつを設計する Exon 

Array、エキソンとエキソンの境界部分に 4-6 プローブを特異性を持たせながら（25 mer
にこだわらず）設計する Junction Arrayがある。現状はここまでだが、最終的にはそれら
のような設計上のバイアスの可能性の無い、Tiling Arrayへと移行していくとしている。 
またこの実験法において特異な点として、これまでのターゲット（修飾ラベル）作成法

とは異なり、一度 aRNA (cRNA) を増幅した後に、ランダムプライマーにより cDNAを合
成し、断片化後 TdT 酵素によりラベルを取り込ませていることである。短い DNA をター
ゲットとすることにより、RNAの構造的問題でおきていた制御不能の要因を排除してノイ
ズの削減を狙ったものとして評価できる。 
これらのマイクロアレイを用いて各組織におけるエキソンごとの発現量測定を行ったと

ころ、割合は少ないが数としては多くのエキソンにて、同一遺伝子中の他のエキソンとは

異なる発現パターンを示しているものが検出された。特に脳と精巣にその分布が多かった

ようである。そのようなエキソンと遺伝子の分類を行い、GPCR (G-Protein Coupled 
Receptor) において優位に多く検出されたこと、また、他の遺伝子群を含めて脳において創
薬のターゲットとなる遺伝子にて、特異的なエキソンの発現変異（スプライシング変異）

が起きていることが明らかになった。 
これらをまとめて解析すると、遺伝子全体の約 1/3では、そのスプライシングパターンに

変異が見られるようである。彼らもマイクロアレイのデータだけでは結論を導くことは難
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しいことを認識しているようで、Secondary experimental follow-up options として、
RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends)、PCR(Polymerase Chain Reaction)、N-mer 
array (おそらく re-sequencing用、SBHの説明参照)などにより現在のデータの信頼性を上
げる努力をしている。 

 
5.1.1.2 Tiling Arrayの解析方法について 

（Phillip Kapranov, Staff Scientist IIによる紹介） 
2003年秋より、The National Human Genome Research Institute (NHGRI)などアメリ

カ国内の主要研究所主導の ENCODEプロジェクトが始まった。ここに Affymetrix社は試
験用の Tiling Arrayを収めている。その仕様は 35 bp間隔にて幾つかの染色体分に過ぎな
いが、現在社内で運用している Tiling Arrayでは、5 bp間隔にて 10本分の染色体（Chr. 6, 
7, 13, 14, 19, 20, 21, 22, X, Y）をカバーするものを使っている。ただし、pseudogenes, low 
complexity repeatsなどは除いている。この featureのまま全染色体に拡大すると、１解析
に 91個のアレイが必要になり現実的ではない。更に多くのプローブを搭載できる改良が必
須のようである。 
もともとこれら染色体をカバーするアレイ群は、転写因子結合領域、染色体構造の変化、

ゲノムのメチル化、染色体の複製開始点、などの解析を目的として、何らかのタンパク成

分を介した影響評価のようなものをするため、目的とする染色体部分を大きく単離してか

らアレイ上で解析すること（ChIP-chip）を主眼としている。そのため、染色体ごとのアレ
イであったり解像度がそれほど高くなくても、実験上の問題はさほど見られない。 
しかしこれが、染色体上の未知の部分から転写されてくる機能性 RNAの探索や発現解析

となると、同一アレイに全染色体が乗る必要性は非常に高くなる。これについては前述の

通り、解像度を上げて集積化の努力がなされている最中である。またこれまでの製品とは

異なるプローブ設計となったので、そのバックグラウンド処理、有効判定に関してもアレ

イ構造に適した統計処理を探求し、一定の成果を上げているようである。彼ら

が、óInterrogating the Genomeó という言葉を使用しているように、染色体そのものに対
して、生物学的意味や個人の研究志向といったバイアスを加えることなく、全ての情報を

ありのままに引き出すことが現実の可能性として見えてきている。 
彼らの現在の解析では、Encode計画で使用している 8つのヒト細胞系列に関して、分化

誘導をかけた各ステージについての発現解析を行っている。しかも前述のように未知の転

写産物の存在も考慮して、RNAの抽出に際して、核と細胞質を分離し、更にそれぞれにつ
いて poly(A)あり、なしで分画するという方法をとっている。データの解析を容易にするた
めの手段ではあるが、データポイントは膨大になり、彼らの実験およびデータ解析処理能

力の高さを想像させる。 
その実験を通してデータの得られた染色体上の部位のうち、約半数はまだ名前の付けら

れていない場所（unannotated）であった。特に染色体 13, Yでは 70-80%が òunannotatedó 
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にあたり、染色体ごとに特徴があった。また分画ではもちろん poly(A)なしで非常に
unannotated が多かったが、おもしろいことにエキソン部分に当たるものも多く存在して
いるようであった。これらのうちの多くは通常のタンパクをコードしているmRNAの逆鎖
が発現することにより、本来の遺伝子の発現制御をコントロールしている可能性が考えら

れる。それら ònovel transfrag (transcribed-fragmentの略と思われる)ó のうち、768個を
選び出し、RACE などの確認実験を行ったところ、イントロンに存在するもの (intronic)、
遺伝子の間に存在するもの (intergenic) など存在様式は様々だったが、順次その実在が確
認できているとのことである。 
この Tiling Arrayを用いて、機能性 RNAの中でも特に配列の短いmiRNAのような分子

の発現解析が可能かどうかを尋ねたところ、このアレイというよりも、ラベル化されたタ

ーゲットの作成方法に於いて短い分子での効率に問題があるため、検出が難しいであろう

との返答であった。ただし前駆体のように数十塩基あれば検出できる可能性もあるとして

いた。分子による Tm 値の違いなどの実験条件をクリアできることと、Affymetrix 社製品
の解像度の改良が予定通り進行すれば、ゲノム全体を対象とした新たな機能性 RNAの探索
技術がアメリカで進行する可能性もあり得ると考える。 
この Tiling Arrayに関しては 
 

Array:  whole genome: human, mouse 
 Human promoter array 
 Model organisms: Arabidopsis, Drosophila, Yeast (pombe, cerevisiae)など。 
 （備考：カスタムアレイは 20,000プローブから） 
Software:  GTRANS algorithm tool (Tiling array専用) 
  Genome browser for visualization 
Assays and protocols:  whole transcript assay: random primed cDNA syntesis 
   Chromatin IP → amplification → labeling 
の様に、Affymetrix社から供給されており、かつ日々進化し続けている。 
 

Affymetrix 社の説明としては以上であるが、現状において日本の研究方法とは明らかに
考え方が異なり、初めに“測定（情報）”ありき、ということが見て取れる。そのためには

技術はどこまで進歩しなければならないかというビジョンも明確であり、かつ測定された

情報をいかに処理していくかという方向性（具体的方法はツール依存だが）も考慮されて

いる。 
それに対して日本での研究を見ると、RNA研究への貢献としては遜色なく、個人の研究

者がそれぞれの個性を持って世界の第一線で活躍している。そこでは生物学的意義が第一

に考慮され、その意味を説明するための“情報”をデータから引き出すという、研究者の

目線での解析が重要視されている。この構図は先のゲノムプロジェクトにおいて、ゲノム
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は欧米、cDNA は日本を含めた各国の貢献が大きく認められたのと似ているように思われ
る。 
この現象の良し悪しは判断できかねるが、日本の RNA研究の重要性・認知性を上げるた

めには、生物学的意義のみに留まることなく、生化学的・統計的に処理できるようなデー

タの出力を伴う解析技術・方法論の創出が大いに期待される。 
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5.2 バイオインフォマティクス支援ツール 

5.2.1 microRNA ( miRNA)のターゲット予測 
実験的、コンピュータによる予測によって、miRNAが多数発見されている。Non-coding 

RNAのデータベースである Rfam ( Release 5.1, Dec 2004)には 1,420のエントリがあり、
またヒトのmiRNAとして 222種類登録されている（そのうち実験的に検証されたmiRNA
は 196種類である）。これらの miRNAは mRNAと相互作用することにより、遺伝子の発
現に影響を与えているが、そのターゲットmRNAは多くのmiRNAで未知である。そのた
め、これらのmiRNAのターゲットを推測するインフォマティックスツールが開発されてい
る。代表的なターゲット予測ツールとしてMiRanda (Bino John et.al,  Human MicroRNA 
Targets ,PLoS Biology, 2, 11, e363, 2004 )が、開発されている。これらツールについての概
要を以下に述べる。 

 
5.2.1.1 Miranda (http://www.microrna.org) 

Memorial Slon-kettering Cancer Centerの Anton J Enrightらにより Drosophilaの
miRNAターゲット予測のために開発されたツール（MicroRNA targets in Drosophila, ome 
Biology 2003, 5:R1）であるが、ヒトのmiRNAのターゲット予測に応用されている。その
アルゴリズムは図 5.2.1の通りであり、mRNAの 3'UTR領域(b)とmiRNA(a)をダイナミッ
クプログラミングにより、アラインメントした（Phase 1）のち、Vienna Libraryを用いて
熱力学的な計算を行う。これらの結果をターゲットが進化的に保存している構造から異な

っているものを除く(d)。このフィルターは、(1) miRNAが異なれば、配列相補的なターゲ
ット領域の数の分布が異なること、(2) miRNAは 3'末に比べ、5'末の方に相補配列が多いこ
と(asymmetry)、(3) G:Uの wobble base pairが 5'末の方に少ないこと(G:U wobbles)こと
をカットオフパラメータとして選んでいる。図 5.2.2 は、同アルゴリズムを用いた、
VertablateのmiRNAターゲット予測のパイプラインである。 
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(A.,J.,Enright et al., Genome BIology 5:R1, 2003より転載)
 

 
図 5.2.1 
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（John B, , et al., PLoS Biol 2(11): e363. ,2004より転載）
 

 
図 5.2.2 

 
Vertablateと Fishの 3'UTR 配列と miRNA 配列を用いて、進化的に保存されているタ

ーゲット配列を予測した結果、240 種類の配列を抽出している。これらの結果は 
http://www.microrna.org で見ることが可能である。図 5.2.3 はその検索ページであるが、
遺伝子名もしくは miRNA を入力することにより、遺伝子名を入力した場合は対応する
miRNA名が、miRNAを入力すると対応する遺伝子名が表示される。またこのアルゴリズ
ムを実装したツールは、ソースが公開されているとともに、windows、Mac、Linux上で動
作するソフトウェアとしてダウンロードできる。 
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図 5.2.3 
 

5.2.2 microRNA ( miRNA)の予測 
miRNAはクローニング等により実験的に発見されているが、発現量の少ないmiRNAは

検出が難しい。しかし、miRNAはその構造に特徴があるため、コンピュータによる予測を
行うことが可能である。このような予測プログラムとして代表的なものに、Lee P., Limら
により開発されたMiRscanやMiRseekerがある。 

 

(Eric C Lai, et al., Genome Biology 4: R42, 2003 より転載）
 

図 5.2.4 
 
Howard Hughes Medical Instituteの Eric LaiらはDrosohilaのMicroRNAの予測を行

っている。このアルゴリズムは２つの Genome 配列のアライメントを基礎とした行う方法
であり、彼らはこのアルゴリズムをMiRseekerと呼んでいる。図 5.2.5は、D. melanogaster
と D.psuedobscuraの配列をアラインメントした結果であり、Y軸の数値が高いほど両配列
で保存されていることを示している。同じように配列が保存されていても、miRNAのひと
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つであるmiR-184の配列と他の領域はmiRNAに特徴的な stem ð loop構造を保持してい
るが、他の領域では決まった構造を持たないことがわかる。また miRNA の precursor は
70 ð100程度のヌクレオチドから構成されており、進化的に保存していることからアライン
メントを基礎にした予測プログラムを作成している。MiRseekerによる予測は図 5.2.4のよ
うに、(1)2 種のゲノム配列から、保存されている領域をアラインメントにより抽出し、
(2)miRNAに特徴的な stem ð loop構造の同定とランク付けを行い、(3)miRNAに特徴的な
パラメータによる評価というストラテジーを取っている。彼らは 110 種類の miRNA をこ
のプログラムにより予測し、タンパク質をコードしている遺伝子 1%程度の数のmiRNAの
存在を予測した。 

 

(Eric C Lai, et al., Genome Biology 4: R42, 2003 より転載）
 

図 5.2.5 
 

MiraScanは、White Head Instituteの Lee P. Limらにより、開発されたアルゴリズム
であり、MiRseeker と同じように、2 種類のゲノム配列のアラインメントとその特徴的な
構造からmiRNAを予測するプログラムである。彼らはmiRNAの特徴抽出を、Lau et al.
やLee and Ambrosらによりすでに同定されている50種類のmiRNAをもとに行っている。
MirScanにより、C.elagansのmiRNAが予測され（The micro RNAs of Caenorhabditis 
elagans, Gene & Development, Lee P., Lim et. al, 17, 991 ð 1008, 2003）、更に Vertebrate
のmiRNA予測に応用された（Lee P., Lim, Vertebrate MicroRNA Genes, Science, 299, 
1540, 2003）。Vertebrateでは 255のmiRNAの存在が予測された。 

MicroRNA は上記のように、配列アラインメントとその特徴的な配列や二次構造を元に
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予測することができ、またプリカーサーの長さが100ヌクレオチド程度ということもあり、
比較的容易に予測アルゴリズムを組むことが可能と思われる。これらの予測に用いられる

アラインメントや二次構造予測は既存のプログラムを応用しているため、これらのアルゴ

リズムが改善されることにより、より早く正確に予測できることは考えられるが、miRNA
の予測に関しては、より大きな進展はないと思われる。 
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5.3 解析ツール 

網羅的に ncRNAを探索する方法としては、マイクロアレイ技術が今後も重要な位置にあ
ると言える。マイクロアレイは、第 5.1.1章でも見てきたようにアフィメトリック社のフォ

トリソグラフフィー技術により圧倒的な優位性を有していると考えられる。しかしながら、

ゲノムワイドに ncRNA を探索、解析するのではなく既知の情報も考慮して解析を行うと
いった方法論を採用するならば、有望なマイクロアレイ技術が種々提案されてきている。 
また、プロテオーム解析やメタボローム解析の進展に伴い急速の発展を遂げている質量

分析計や ncRNA とタンパク質との相互作用解析に有用であろうと考えられる蛍光分子イ
メージングシステムも有力な解析ツールである。 

 
5.3.1 最新のマイクロアレイ関連技術 
東レ株式会社、住友ベークライト株式会社・株式会社 DNAチップ研究所および日本ガイ

シ株式会社は 2004年次々と新規技術の開発に成功している。 
東レはナノ加工技術と表面処理技術の組合せにより、微細な凹凸を表面に有するマイク

ロアレイ用基板の開発を京都大学大学院薬学研究科ゲノム創薬分野 辻本豪三らのグルー

プと開発した。合成樹脂をナノ加工して成型した基板は、極めて低いバックグランド蛍光

と高いプローブ固相化効率が特徴で従来のガラス基板と比べて 1,000 倍以上の検出感度と
S/Nを持つと発表した。この基板を用いることによって、安価で高感度な ncRNA検出用マ
イクロアレイの開発が期待される。図 5.3.1参照。 

 

 
図 5.3.1 東レが開発した新型チップ（日本経済新聞 2004年 9月 17日朝刊より引用） 
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住友ベークライトと DNAチップ研究所は細胞培養用シャーレで培った、酵素活性を阻害
しない新規のマイクロアレイ用基板と DNA 増幅技術の開発に成功した。MPEC 法
（Multipule Primer Extension on Chip）と呼ばれる、DNAポリメラーゼによる基板上で
の DNA伸長反応を利用した超高感度検出法の一種である。 

MPEC法は、 
¸ 短い合成オリゴでも十分な感度が得られる 
¸ ダイナミックレンジが広い（atMから pM） 
¸ 短時間のアッセイが可能（蛍光標識反応とハイブリダイゼーション反応を同時に行
う） 

などの特徴がある。特に短鎖オリゴプローブを可能とするため、ncRNA検出には適してい
るものと考えられる。図 5.3.2にMPEC法の原理図を示す。 

 

  
 

図 5.3.2 MPEC法の原理図（住友ベークライト社資料引用） 
 

日本ガイシは平成 15年度独立行政法人新エネルギー・産業技術総合開発機構（NEDO）
の基盤技術研究促進事業に採択されたプロジェクトで、京都大学大学院工学研究科 岡本

晃充らと共同で、蛍光発光性核酸塩基（BDF:Base discriminating fluorescent nucleobase）
によるマイクロアレイ開発に成功した。BDF はハイブリダイゼーションにより自ら蛍光シ
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グナルを発光する特殊な物質で、これを合成オリゴに組み込んだ形でマイクロアレイを作

製する。BDFによるマイクロアレイの特徴は、 
¸ 完全マッチングした場合にのみ蛍光シグナルを発生するため、洗浄工程で非特異的

に残存する蛍光物質などからのバックグランド蛍光がない 
¸ 試料にはあらかじめ蛍光標識する必要がない（試料による蛍光標識誤差がない） 
¸ 短時間のアッセイが可能（試料の前処理工程を簡略化） 
などがあげられる。図 5.3.3参照。 
 

 
 

図 5.3.3 蛍光発光性核酸塩基 BDFの特徴 
京都大学岡本晃充HPより引用

（http://www.sbchem.kyoto-u.ac.jp/saito-lab/123newbase.html） 
 

5.3.2 蛍光分子イメージング技術 
ncRNAは、転写ならびに転写後サイレンシング、タンパク質の機能阻害など様々な機能

を介して多岐にわたる生体内プロセスに関与していることがわかってきている。つまり、

ncRNAの機能を知る上で細胞内などで ncRNA がどのようにタンパク質と複合体を形成し
ているのか、あるいは細胞内で局在しているのかと言った情報を得ることは重要である。 
これらの情報を知る上で分子イメージング技術が脚光を浴びている。分子イメージング

技術は米国 GE社（ゼネラル・エレクトリック社）が 2003年約 1兆 500億円もの資金を投
じて英国アマシャム社を買収するというニュースが話題になっているが、米国NIHが 2003
年 9 月に発表した今後のロードマップの中でも、分子プローブとイメージング技術の開発
が主要テーマとしてあげられている。 
国内では、北海道大学電子科学研究所超分子分光分野 金城政孝らが蛍光分光相関法

（FCS: Fluorescence Correlation Spectroscopy）を用いた細胞内分子計測をイメージング
技術と融合される研究を行っている。金城らは、図5.3.4に示される計測システムを用いて、
核移行タンパク質（Glucocorticoid Receptor: GR）をプローブとして用いることで細胞質・
核内の微環境の違いを明らかにする等の研究を行っている。図 5.3.5参照。この方法論を用
いることで、ncRNAがどのようにタンパク質と複合体を形成しているのか、あるいは細胞
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内で局在しているのかと言った情報を得ることが可能であると思われる。 
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図 5.3.4 蛍光相関分光計（FCS）の構成 
（北海道大学電子科学研究所超分子分光分野 金城政孝 資料引用） 
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図 5.3.5 細胞内 FCS解析結果 

（北海道大学電子科学研究所超分子分光分野 金城政孝 資料引用） 
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5.3.3 LC/MSによる RNA修飾解析技術 
東京大学大学院工学系研究科化学生命工学専攻 鈴木 勉らのグループは、逆遺伝子学

的な方法と高感度質量分析法を組み合わせた「リボヌクレオーム解析」を用いて、網羅的

な RNA修飾遺伝子の同定を行っている。（池内 与志穂、鈴木 勉、“リボヌクレオーム解
析：RNA修飾遺伝子の網羅的探索”、細胞工学 Vol.22 N0.9 2003, 945-950） 
鈴木らの方法は、24穴プレートで培養した細胞を、96穴プレートに移し RNAを抽出・

分解する。このサンプルを自動サンプラーで LC/MSに導入することで解析を行うというシ
ステムである。大部分が自動化されているため、500 サンプル/月というリボヌクレオーム
解析においては極めてハイスループットシステムとなっている。鈴木らのシステムによれ

ば、細胞内に存在する全 RNA の修飾ヌクレオチドが解析できている。１回の測定により
30 種類以上の RNA 修飾の有無が判定可能とされており、修飾酵素活性を直接評価する方
法に比べて基質や反応経路が不明な場合でも遺伝子同定が可能といった特徴を有している。 
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6. 機能性 RNA関連特許及びライセンス状況 

機能性 RNA（ncRNA）をキーワードとした特許は 2004年現在国内及び海外においても
顕在化していないのが現状であった。機能性 RNA＝RNA 干渉という形で医薬企業、ベン
チャーならびに各研究機関が研究開発を実施している。今後は医薬・医療応用以外も目的

とした ncRNA 機能解析研究が進められて行くと考えられる。本調査研究では、今後の
ncRNA関連特許を戦略的に出願して行くための特許ポートフォリオ作成の参考にするとい
う位置づけを踏まえて、敢えて RNA干渉特許出願状況とライセンス状況について調査した。 
 

6.1 関連基本特許出願とその審査状況 

今回の特許調査は機能性 RNA の中でも最近注目を特に集め、特許出願数もかなり多い
RNA干渉に絞って実施した。RNA干渉に関する Fire特許（US6506559）以降、かなり多
くの特許が出願されている。単純ではあるが、“RNAi”や“siRNA”の言葉で検索すると
数千件の特許がヒットする。しかしながら、実際に成立しているものはまだまだ少ない。

更に、同じような特許が同時期に複数出願されているため、どの特許がどのような範囲で

成立するか判断することは非常に難しい状況と思われる。また RNA干渉に関連する研究試
薬や医薬品の開発を行っている会社は、わかっているだけでも 50社以上はある。それらは
どんどんM&Aを行い、大きな企業ができつつある（例えば、Alnylam社）。一方、企業間
で多数のライセンス関係が存在し、表面に現れていないものを含めると、かなり複雑な状

況にあると思われる。 
そういう状況のなか、いわゆる基本特許とされるものがいくつか知られており、その一

部はすでに成立している。それらは、先ほどあげた Fire特許(US6506559)及び Tuschl特許
（US20020086356、WO02/44321）である。 

 
6.1.1 Fire特許（US6506559） 
優先日は 1997年 12月 23日であり、2003年 1月 14日に成立している。参考までに第 1

請求項のみを以下に示す。 
1. A method to inhibit expression of a target gene in a cell in vitro comprising introduction 

of a ribonucleic acid (RNA) into the cell in an amount sufficient to inhibit expression of the 

target gene, wherein the RNA is a double-stranded molecule with a first strand consisting 

essentially of a ribonucleotide sequence which corresponds to a nucleotide sequence of the 

target gene and a second strand consisting essentially of a ribonucleotide sequence which 

is complementary to the nucleotide sequence of the target gene, wherein the first and the 

second ribonucleotide strands are separate complementary strands that hybridize to each 

other to form said double-stranded molecule, and the double- stranded molecule inhibits 

expression of the target gene. 
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請求項には塩基数の制限がないが、“in vitro”に制限されている。実施例は線虫に関する
もののみである。 
 

6.1.2 Tuschl 特許 1（US20020086356） 
最先の優先日は 2000年 3月 30日である。参考までに第 1請求項を以下に示す。 

1. Isolated RNA of from about 21 to about 23 nucleotides that mediates RNA interference 

of an mRNA to which it corresponds. 
塩基数が 21から 23に限定されている。 

【審査状況】 
2004年 10月に以下のように補正されている。 

１． Isolated RNA of from about 21 to about 23 nucleotides that has sequence 

correspondence to an mRNA and mediates RNA interference by directing cleavage of the 

mRNA to which it corresponds. 
しかしながら、この補正は認められず、2005年 1月に Final Rejectionが特許庁よりな

されている。 
 

6.1.3 Tuschl 特許 2（WO02/44321） 
最先の優先日は 2000年 12月 1日である。参考までに第 1請求項を以下に示す。 

1. Isolated double-stranded RNA molecule, wherein each RNA strand has a length from 

19-25 nucleotides, wherein said RNA molecule is capable of target-specific nucleic acid 

modifications. 
2. The RNA molecule of claim 1 wherein at least one strand has a 3' overhang from 1-5 

nucleotides. 
3õ overhangが RNA干渉に必要である旨の記載がある。 

 
6.1.4 Fire特許と Tuschl特許 1との比較 
以下の記載は米国弁護士の意見を踏まえたものである。 

6.1.4.1 塩基数 

Fire特許は、成立した請求項でも塩基数に限定が付されていない。一方、Tuschl特許 1
では、まだ審査中であるが塩基数は 21-23 塩基に限定されている。従って、文言上は Fire
特許はあらゆる長さのものを包含する。しかしながら、Fire 特許の明細書には“塩基数は
少なくとも 25以上である“旨の記載があることから、実際に裁判で争った場合、裁判所で
は Fire特許は 25塩基未満のものには及ばない旨判断される恐れがある。 

 
6.1.4.2 細胞・動物・ヒト 

Fire特許は、成立した請求項では“in vitro”の限定が付されているため、“in vivo”の
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実施にはこの特許の効力は及ばないと思われる。しかしながら“in vitro”の限定が付され
ているものの、細胞や動物の種類の限定がなく、下位の従属請求項では“動物細胞”に関

して成立している。従って、マウスやラットの細胞を用いた場合は問題となり得る。とこ

ろが、Fire 特許では実施例は線虫のみであるため、実際に裁判で争った場合、裁判所では
Fire特許は線虫以外のものには及ばない旨判断される恐れがある。一方、Tuschl特許は出
願時の請求項には、細胞や動物の種の限定は付されていない。しかし動物細胞を用いた実

施例しか存在しないため、この請求項が成立したとしても“in vitro”に限定される可能性
が高く、“in vivo”を包含して成立する可能性は低いと考えられる。 

 
6.1.5 基本特許の状況 
以上のことから、これら 2 つは非常に重要な基本特許であることには疑いの余地はない

が、必ずしも強い効力を有するとは限らないと考えられる。従って、対象疾患及び siRNA
配列を明確化・特定した具体的な in vivo DATAを取得すれば、今からでも十分強い特許を
取得することができ、事業を行っていくは十分可能であると考える。 

 
6.1.6 その他の基本特許 
上記の Fire特許及び Tuschl特許以外にも多くの基礎的な特許（ここで、「基礎」とは請

求項に特定の遺伝子や特定の疾患などの限定がないものとした）が出願されている。以下

にその特許出願の一例を基本メカニズム・合成技術・投与方法・その他に分けて図示する。

この分類は、第 3.5.3章での分類に基づく。 
 

6.1.6.1 基本メカニズムに関するもの 
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6.1.6.2 合成技術に関するもの 

出願/特許番号 出願人/権利者 優先日 特徴
US6686463 Sirna 20010825 化学合成方法
US6590093 Dharmacon 19980227 ACE基
特開2002-371095 理工学振興会 20010614 TOM基
US6573099 Benitec 19980320 発現ベクター関連
WO2004065613 Max Planck Gesellschaft 20030117 発現ベクター関連
WO2003091433 産業技術総合研究所 20020426 発現ベクター関連

WO2003093430
Leland Stanford Junior
University

20020503
長鎖ｄｓRNAから
siRNAを作る方法

US20040038278 New England biolabs 20020812
長鎖ｄｓRNAから
siRNAを作る方法

 
 
6.1.6.3 投与方法に関するもの 
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6.1.6.4 その他 

 

 

6.2 周辺特許の出願状況からわかる課題 

RNAiに関して基本・周辺技術について出願状況を総括すると図 6.2.1に表されるように、
ほぼ特許的には網羅されていると行って良い。しかし、第 6.1.5章で述べたように、必ずし

も強い効力を有するとは限らないとも考えられる。 

特に研究、産業において現状では RNA合成技術には課題が多い。機能性 RNA研究のボ
トルネックになっていると言っても過言ではない。この分野では、理工学振興会や多比良

らの出願があるが、国内の化学・合成メーカーの出願は少ない。 
これまでのバイオテクノロジー研究開発では、精密化学を得意とする化学メーカーの参

入が我が国では多くは無かった。今後は、機能性 RNA関連分野で国際的な主導権を握る上
からも精密化学メーカーの本分野への参入を促すべきであろう。 
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図 6.2.1 RNAi基本特許の周辺特許 

 

6.3 主な研究者が出願している特許状況 

6.3.1 Fire特許に記載されている複数の発明者 
第 6.1.1章であげた特許の発明者全員のその後の出願を以下に図示する。 

出願・特許番号 優先日 タイトル 概要

US6506559 19971223
Genetic inhibition by double-
stranded RNA

・基本特許(成立）
・in vitro

WO0129058 19991015
RNA interference pathway
genes as tools for targeted
genetic interference

・ＲＮＡ干渉経路遺伝子

WO2003006477 20010712
In vivo production of small
interfering RNAs that mediate
gene silencing

・ループを有する核酸分子

WO2003012052 20010730
Specific inhibition of gene
expression by small double
stranded RNAs

・15-40ヌクレオチド
・オーバーハング

US20030114409 20011119
Facilitation of RNA
interference

・RNA依存性RNAポリメラーゼ
を用いたRNAi増強方法

 

RNAi基本特許群 
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6.3.2 Tuschl 特許に記載されている複数の発明者 
第 6.1.2章であげた特許の発明者全員のその後の出願を以下に図示する。 

出願・特許番号 優先日 タイトル 概要

WO0175164 20001201
RNA sequence-specific mediators of
RNA interference

・21-23ヌクレオチド

WO0244321 20001201
RNA interference　mediating small RNA
molecules

・19-25ヌクレオチド
・overhang

WO2003006477 20010712 In vivo production of small interfering
RNAs that mediate gene silencing

・ループを有する核酸分子

WO2003029459 20010928 Micro-RNA molecules ・miRNA

WO2004007718 20020710
RNA-interference by single-stranded
RNA molecules

・一本鎖RNA
・14-50ヌクレオチド

US20040203145 20020807
Compositions for RNA interference and
methods of use thereof

・一本鎖siRNA

WO2004031201 20021001
Systems and methods for selection and
design of short interfering RNA

・配列選択方法

US20040192629 20021104 Allele-specific RNA interference
・ターゲットアレルを特異的に阻害する
方法

WO2004065613 20030117
Inducible small interfering RNA(siRNA)
expression constructs for targeted gene
silencing

・発現ベクター

WO2004065600 20030117
RNA interference by palindromic and
labelled RNA molecules

・15-50ヌクレオチド
・パリンドローム配列

 

6.4 事業化に向けた提言 

事業化に向けて重要な点を、siRNA 創薬を例にとって説明する。まず一番重要なのは具
体的な対象疾患を設定することである。どのような疾患を対象とするかによって、投与方

法や合成方法が異なってくるからである。対象疾患の設定後、どの遺伝子をターゲットと

するか、どういう配列を用いるかを決定する必要がある。また、その対象疾患やターゲッ

ト遺伝子に最適な合成方法・投与方法を選択する必要がある。これらの要素に関してすで

に第三者が特許/技術を有している場合は、実施許諾を受ける、特許/技術を買う、企業を買
収するといった方法で手に入れる必要がある。更には、対象とする疾患に関連性が高い疾

患に関する特許/技術を積極的に開発/取り込んでいくことによって、事業の価値を高めてい
く必要がある。 
このように具体的な目標を設定し、具体的な目標達成に必要な特許の実施許諾、特許の

売買を中心とした特許ポートフォリオの構築を通じて事業化を目指すことが重要である。 
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7. 先行事例調査 

7.1 機能性 RNA探索の事例 

7.1.1 siRNA合成 

 

B-Bridge, Incの事例 
B-Bridge International Inc. (A California Corporation) 
設立 ： 2000年 2月  
代表取締役 ： 桝本博之  
資本金  ：  ＄395,000 
事業化に向けて重要な点を、siRNA創薬を例にとって説明する。まず一番重要なのは具体
的な対象疾患を設定することである。どのような疾患を対象とするかによって、投与方法や

合成方法が異なってくるからである。対象疾患の設定後、どの遺伝子をターゲットとするか、

どういう配列を用いるかを決定する必要がある。また、その対象疾患やターゲット遺伝子に

最適な合成方法・投与方法を選択する必要がある。これらの要素に関してすでに第三者が特

許/技術を有している場合は、実施許諾を受ける、特許/技術を買う、企業を買収するといっ
た方法で手に入れる必要がある。更には、対象とする疾患に関連性が高い疾患に関する特許

/技術を積極的に開発/取り込んでいくことによって、事業の価値を高めていく必要がある。 
このように具体的な目標を設定し、具体的な目標達成に必要な特許の実施許諾、特許の売買

を中心とした特許ポートフォリオの構築を通じて事業化を目指すことが重要である。 
本社所在地 ： 639 North Pastoria Avenue, Sunnyvale  CA 94085 USA  
会社概要 ： バイオ研究用試薬、機器の製品販売及び、コンサルティング  
 
＜沿革＞ 

2000年 2月  B-Bridge International, Inc. 設立   
2001年 2月  4320 Stevens Creek Blvd San Jose CAに移転   
2001年 10月  Dharmacon社独占販売権獲得   
2002年 6月  大塚製薬 Adiponectin ELISA Kit全世界（日本を除く）独占販売権獲得   
2002年 7月  B-Bridge RNAiクラブ発足   
2003年 1月  DRCA電気泳動装置およびゲル販売権獲得   
2003年 2月  Stanford大学の遺伝子治療技術を利用した会社Avocelを Stanford大学教
授Mark Kayと共に設立   
2003年 8月  639 N.Pastoria Ave. Sunnyvale CAに移転   
2003年 10月  株式会社ストレックスを名古屋大学 成瀬助教授らと大阪に設立   
2004年 5月  Avocelが、オーストラリアの RNAi関連上場企業 Benitec Ltd.とM&A   
2004年 9月  バイオサイトキャピタルとバイオインキュベーション事業で提携   
2004年 11月  自社ブランド RNAi商品ライン siSolutionsを発売   
2004年 12月  北海道ベンチャーキャピタルとバイオインキュベーション事業で提携 
2004年 12月  北海道ベンチャーキャピタルとバイオインキュベーション事業で提携 
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siRNA 合成が売上げの 50%近くを占める。RNA 合成における問題点は、アミダイト試
薬が高価である、合成時のカップリング効率が低い、精製収率が低いこと等である。その

ため、１本あたりの siRNAは 5万円前後と高額であり、しかも現状では１遺伝子あたり数
種類の siRNAを合成することが多い。 
アミダイト試薬：TOM アミダイトや ACE アミダイト等がある。現在汎用される TOM

アミダイトは数年内に特許フリーになり、合成価格が下落するが、DNAのように安価には
ならないと予想（2,3万円ぐらい）。 
精製収率：生物機能に影響を与えない純度を検討することにより、精製にともなう収率

低下を最小限にしている。 
 
顧客需要、研究動向をもとに 1,000遺伝子を選別し、各遺伝子に対応する siRNAを設計・

合成し、ノックダウンを検証した。今後更に数を増やし、validateされた siRNAとして販
売することを考えている。 

siRNA、アンチセンス DNAの共通の課題であるヌクレアーゼによる切断に関しては、新
規な核酸修飾技術を確立した。動物投与実験により、従来よりも 1/20の低用量、2.5mg/kg
（50mg/kg：Alnylam Pharmaceuticals, Inc.のデータ）でノックダウンによる移植癌の退
縮が確認できた。 

siRNAに関して、Alnylam Pharmaceuticals, Inc.と他１社がMITから独占使用権が与
えられているが、27merの blunt end dsRNAは特許範囲外であることを活用し、レンチウ
ィルスを利用したライブラリーを作成、今後販売する。 
アフィメトリクス GeneChip に搭載されているオリゴ情報をもとに 5 万遺伝子のオリゴ

を合成（5種類／遺伝子、計 25万種類のオリゴ）、ベクターに挿入し、組換えウィルスベク
ターを作製。 
該ベクターを細胞に導入し、目的の表現型をもつ細胞を選別、ウィルスベクターを抽出、

アフィメトリクス GeneChipで配列を解析。得られた配列情報をもとに dsRNAを合成し、
検証。共同研究グループとして、米国内、日本国内あわせて十数組ある。共同開発、情報

提供、材料などを分担。 
 

7.1.2 ncRNA機能探索 

 
Non-Coding RNAの同定と機能解析をDryとWetの両面から研究している。研究対象は、

主に snoRNA(small nucleolar RNA:核小体低分子 RNA)で C/D boxとH/ACA boxを持つ

カリフォルニア大学サンタクルーズ校 Biomolecular Engineering Department Todd, 
M., Lowe(Assistant Professor)研究室の事例 
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RNAの予測を in silocoで行い、予測したものを実験的に検証している。配列予測は C/D box
とH/ACA boxは配列が保存されているので、この領域のアライメントを行い、C box と D 
boxに囲まれた領域、またはH boxと ACA boxに囲まれた領域は RNAの二次構造予測を
行い、構造のアラインメントにより、snoRNAを予測している。Computationalには 1,000
個程度の候補位配列が現れる。この候補配列を予測するときにスコアがつけられ、上位数

100程度に絞って、まず、DNAアレイにより検証する。アレイによりスクーリングされた
snoRNAについて更に Northen Blottingにより、発現をコンファームする手法を取ってい
る。スクリーニング用のアレイは PCRにより増幅した DNAを自作でスポットティングし
ているとのことであった。 
予測における 3D構造については、3D構造も重要でクリスタログラフィと協調して進め

ていくとのことであった。Non coding RNA(機能性 RNA)のデータベースの標準化について
は、現状は ncRNAにも色々な種類があるので、即座に標準化することは難しいが、将来的
には必要であるという認識であった。 
予測プログラムについては、ゲノム比較と熱力学的な予測プログラムが組合わさったも

のが良いとのことであった。 
またカリフォルニア大学サンタクルーズ校では RNA センターを設立し、RNA 研究を精

力的に行っている。その内容は、Ribosome Structure and Function 研究（HARRY 
NOLLER, Director, Center for Molecular Biology of RNA）、RNA Splicingの研究（Manuel 
Ares, Jr., Professor, Dept. of Molecular, Cell and Developmental Biology）、Regulation of 
Alternative Splicing研究 (  Alan M. Zahler -  Associate Professor, Dept. of Molecular, 
Cell and Developmental Biology ),Non-coding RNA gene finders and experimental 
genomics (Todd Lowe -  Assistant Professor, Dept. of Computer Engineering)、 
Genomics and Bioinformatics (David Haussler -  Professor, Dept. of Computer Science)
であり、ウェットからドライまで幅広く研究している。 

 

7.2 バイオインフォマティクス支援ツールの事例 

7.2.1 特異的 siRNA配列設計-1 

 

【siRNAの配列とタンパクとの関係について】 
効果的な siRNA配列の条件は、(i)5õ末端が G/Cである (ii)3õ末端が A/Uである (iii)3õ末

東京大学大学院理学研究科生物化学専攻 程久美子の事例 

RNAi効果の高い２本鎖RNA(short interfering RNA)の配列規則性の検討と検証を行い、
siRNAの規則性を見出した。結果として、特異的 siRNA配列設計システム「siDirectÊ」
の開発に成功し(株)RNAi社から販売するに至っている。 
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端から 7塩基が A/U richである (iv)全体的に GCの連続が無いことである（図 7.2.1）。そ
のなかで、特に効果の高い siRNAを Class Iaと定義づけている。 

 

 

図 7.2.1 効果的な siRNA配列 
 

配列とタンパクの関係があるとしたら、siRNA の両末端にタンパクが結合することが考
えられる。特に 5õ側へのタンパク結合の可能性が高い。3õ側は RNAヘリカーゼの作用を受
ける可能性が示唆されている。3õ側の配列が水素結合の少ない A/U のときは、RNAヘリカ
ーゼがより効果的に働くと考えられる。2本鎖の siRNAが 3õ末端から分解されることによ
って、mRNA からみてアンチセンス側の 1 本鎖 RNA が生成し、RNAi を引き起こすと考
えられる。 
 

【RNAiの効果について】 
siRNA は 2本鎖で構造が DNAに近いので、生体内でもある程度配列の構造は持続する

ものと思われる。Class Iaの配列間でも、RNAiの効き始めや持続時間に差がある。効果の
高い配列は、RNAiの効果が表れるのが早く、持続時間も長い。効果の高い配列では１日で
RNAi 効果が表れ、10 日以上持続する。RNAi の効果は、細胞の分裂頻度による影響を受
ける可能性がある。分裂頻度の低いニューロンの細胞では、長期的に RNAi が効きやすい
という報告もある。程久美子研究室では、siRNAのターゲットは全てmRNAのコード領域
にしている。非コード領域では RNAiの効果が低くなるそうである。 

 
【siRNAの設計と off-targetについて】 
程久美子研究室では、ターゲット以外の配列とのミスマッチが 3以上のものを off-target

の siRNA 配列として扱っている。現在、上記 off-target の条件および図 7.2.1 の条件を満
たす配列は、Refseqで 99%以上設計が可能である。ただし、ターゲット配列の GC比率が
高いケースでは設計がしにくい。(Class Iaまで条件を絞ると少なくなる)ミスマッチの数が
同じでも、位置によって off-target効果が異なる可能性がある。ミスマッチが末端のものよ
りも、真ん中のほうが off-target効果がおそらく高い。今後、ミスマッチ場所の偏りをチェ
ックする仕組みを考える必要がある。ターゲットに対して末端塩基がミスマッチとなって

も、図 7.2.1の法則に当てはめるほうが RNAiの効果が高い。 
【off-targetチェックのための背景配列】 
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off-targetチェックの背景配列は、non-redundantな各遺伝子のエキソン領域をつなぎ合
わせたものを使用している。遺伝子の配列情報は、Refseqと Unigeneを組み合わせたもの
をベースとし、それをゲノム上にマッピングしてエキソンを決定している。マッピングツ

ールとして東京大学大学院新領域創成科学研究科の森下真一が開発した Alps を使用。
Refseq は２ヵ月に一度メジャーな更新がある。それにあわせて背景配列も更新する。過去
の背景配列で設計した siRNAの off-targetチェックも行う。 

 
【その他】 
ショウジョウバエと哺乳類とでは、siRNA が働く機構が全く違うようである。哺乳類で

は効果があるが、ハエでは効果がない配列も存在する（その逆はたくさんある）。siRNA設
計アルゴリズム（siDirect）については特許を取得し、RNAi社に譲渡した。背景配列作成
アルゴリズムの特許は、東京大学大学院新領域創成科学研究科 森下が取得。 

 
7.2.2 特異的 siRNA配列設計-2 

 
緑色蛍光タンパク質(EGFP)の mRNA(720 塩基)をターゲットに可能な全ての siRNA を

702本作成し、ノックダウンの効率を定量的に比較することによって、配列とノックダウン
効率の間に明確な法則性を見出した。この研究は全ORF領域をターゲットとした全てのデ
ザインの siRNA活性を測定した唯一の例である。siRNA全体の塩基組成とポジションごと
の塩基種から得られたパラメータを用いて RNAi の活性を明確に予測することに成功して
いる（特許出願済）。特に siRNAのポジションと RNAi活性との相関に 3塩基の周期性を
見出しており、RNAiのメカニズムの解明に糸口を与えるものである。この知見から作成さ
れた RNAi活性予測アルゴリズムはあらゆる遺伝子に対する siRNAの活性を的確に予測す
ることを可能とし、前述した siRNAの転写合成法と組合せ、株式会社 iGENE社より配列
設計のサービスを行っている。 
また、NEDO のタンパク質機能解析・活用プロジェクトに参画し off-target を排除した

特異性の高い siRNA の開発とエフェクター配列を搭載した次世代 siRNA の開発を行って
いる。 

 

東京大学大学院工学系研究科化学生命工学専攻 鈴木 勉の事例 
試験管内転写反応を用いた新しい siRNA の製造法(特許出願済)を開発し、製造コスト

を１/10以下に削減することに成功している。また、siRNAの配列と発現抑制効果の間に
明確な法則性を発見し、siRNA設計アルゴリズムの開発を行っている。 
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7.3 解析ツールの事例 

7.3.1 タイリングアレイ 
 

 
米国 NIH／NHGRI(National Human Genome Research Institute) が計画している

ENCODE(Encyclopedia of Human DNA Elements)プロジェクトのパイロットプロジェク
トにおいて、全体の 1%に当たる 30Mb(44 領域) の解析をアフィメトリクスを中心に数社
で実施している。今後も主導権をとり、ENCODEプロジェクトを推進すると予想される。 
解像度 5bpおよび 35bpの tiling arrayによるヒトゲノム解析（10種類の染色体）を開

始した。今後ヒト全ゲノムを網羅する tiling array（91枚）を作製し、alternative splicing, 
non-coding RNA等のゲノム解析に展開する。 
バイオインフォマティクスに関しては、tiling array等でデータ解析量が膨大となるため、

新たなソフトを開発した。web から無料でダウンロードできる（開発に国家予算を使用し
ているため、無料公開が原則であり、かつチューニングも可能）。基本的には wilcoxon signed 
rank testによる統計解析手法を採用し、膨大なデータを短時間で処理できることが特徴。 

2003 Annual reportによると、2003年売上は$ 300 billion（2002年+10 billion）。した
がって DNAチップ市場全体は未だ拡大傾向にあり、今後 tiling arrayや exon array等に
より市場は更に拡大すると想定している。 

 
【機能性 RNAについて】 

Affymetrix 社の製品は既に日本の中でも広く使用されており、遺伝子発現解析ツールの
市場で圧倒的な地位を占めている。現在のマイクロアレイ技術の中で、遺伝子の発現量を

Affymetrix社の事例 
Affymetrix社の GeneChip技術は 1980年代後半に科学者チームによって発明された。

技術的なバックボーンはスティーブン・P.A.フォーダーによる--半導体生産技術によって、
微小なガラスチップに多くの生物学的に意味のあるデータ・情報を構築できる、新しい化

学反応方式というコンセプトであった。 この技術は 1991 年に新しい会社、Affymax、
N.V.の関連会社として設立された Affymetrix 社の基板技術となった。 Affymetrix 社は
1992年に独自に活動を始めた。 
現在これらのアレイは、遺伝子間の相互作用を解析する目的でアカデミック、政府研究

機関そして、他の非営利の研究所等々においてHealthcare分野を含めて、複雑な遺伝情
報を解析するための世界標準ツールであると考えている。また、製薬、バイオテクノロジ

ー、農業薬品および疾患解析などの分野でも数多く使用されている。 
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“計測”するということに関して、真摯に対応してきた会社として大きく評価することが

できる。 
そのなかでも、機能性 RNA、あるいは非翻訳 RNA (ncRNA) の発現解析にも使用可能な

ツールの開発は順調に進行している。上記 ENCODE 計画はゲノムプロジェクトの一環で
あるが、社内では非翻訳領域からの転写産物に関しても解析可能な実験系を確立しており、

独自に ENCODE計画よりも詳細なマイクロアレイを構築し、培養細胞系において細胞質・
核内の RNA について poly(A)あり・なしに再分画し、その発現解析を行っている。そのデ
ータに対してデータベースより情報を付与して、機能性 RNAを含めた新規遺伝子の探索と
機能解析を試みている。現在は 10 染色体のみであるが、今後の技術レベルの向上に伴い、
2-3年後には全染色体を一度に解析できるツールの開発をロードマップとして掲げている。 
もう一つはスプライシング変異を含めた遺伝子の発現解析をするためのエキソンアレイ

である。基本的に翻訳される RNA の解析であるが、RNA の構造のバリエーションが、そ
の後にできてくるタンパク質の機能を制御すると言う意味において、RNAが大きな役割を
果たしていると考えられる。このエキソンアレイに関しては現状の製作技術のみで、考え

られうる全てのエキソン（既知、予測含めて）を網羅できると言う点で、今すぐにでも普

及してくる可能性がある。 
 

7.4 事例調査からみた機能性 RNA研究・開発の現状 

ここでは、RNAiを事例にとり実用化がどのように行われているかを検証する。ここで述
べられている実用化スキームは ncRNA機能研究プロジェクトにおいて、産業応用を考える
上で有用な示唆を与えるものと考える。 

 
7.4.1 実用化 C型肝炎をモデルとした RNA創薬へのヒント 

7.4.1.1 概要 

【疾患の概要】 
C型肝炎ウイルス(HCV)は 1970年代に A型肝炎ウイルス、B型肝炎ウイルスが同定され

たのち、非 A 型、B 型肝炎ウイルスとしてその実態を明らかにしようと多くの研究者によ
り研究がすすめられた。1989 年になってようやく HCV の実体が確定し、その後ようやく
治療法の研究がされるようになった。HCVはプラス 1本鎖 RNA をゲノムとする RNA ウ
イルスであり、フラビウイルス科ヘパシウイルス属に分類される。現在までに有効なワク

チンは開発されておらず、このウイルスの駆除は一般にインターフェロン(IFN)投与(単独投
与、リバビリンとの併用、PEG-IFNの投与など)により行われる。しかしながら、HCVに
はいろいろな遺伝子型があり、その遺伝子型によって IFN治療の効果が限定される。日本
で特に多く見られる 1b 型のウイルスに対しては IFN による治療効果が非常に低い為、更
に有効な治療手段が求められている。 
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C 型肝炎はウイルス肝炎の一種であり、HCV の感染によっておこる。HCV は血液を介
して感染する。感染後は以下の経過をたどる。 
・ HCVに感染すると、70%前後の人がHCV持続感染者（HCVキャリア）となる。 
・ HCVキャリアの 65%から 70%は慢性肝炎になる。 
・ HCV キャリアに適切な治療をしなかった場合、20~25%が肝臓がんに進展すると

予測されている。 
 
【患者数】 
日本におけるHCVキャリアは 16歳から 69歳までで推定 86.2万人、70歳以上の年齢層

におけるHCVキャリアを加えると 150万人にのぼると推定される（厚生労働省HPより）。
年齢が上がるにつれ、HCV抗体陽性率が上昇する。 

16～19 0.13 743 0.6

20～29 0.21 1793   2.6

30～39 0.77 1659   8.9

40～49 1.28 1655   14.8

50～59 1.80 1909   24.1

60～69 3.38 1480   35.0

9239 86.2

年齢
HCV抗体
陽性率 (%)*1

年齢別人口
(万人)*2

HCV持続
感染者 (万人)*3

16～19 0.13 743 0.6

20～29 0.21 1793   2.6

30～39 0.77 1659   8.9

40～49 1.28 1655   14.8

50～59 1.80 1909   24.1

60～69 3.38 1480   35.0

9239 86.2

年齢
HCV抗体
陽性率 (%)*1

年齢別人口
(万人)*2

HCV持続
感染者 (万人)*3

*1: 1995年から2000年までに初めて献血した348.6万人について、2000年の時点における年齢に換算
した年齢別HCV抗体陽性率
*2: 2000年国勢調査による。16～19歳については15～19歳の人数を用いた
*3: HCV抗体陽性であった人の約70%がＣ型肝炎ウイルス持続感染者として計算した値  

表 7.4.1 HCV感染者数 
 

【HCVの構造】 
HCVは、約 9.6kbからなる 1本鎖 RNAウイルスである。約 9kbの大きな ORFがあり、

その両端に 5’非翻訳領域と 3’非翻訳領域が存在する。ORFの 5’側は構造タンパク、3’
側は非構造タンパクをコードしている。 

 

C E1 NS3

P7

E2

NS4A

NS5A NS5B

NS4BNS2

5ô非翻訳領域 3ô非翻訳領域構造たんぱく質領域 非構造たんぱく質領域

HCVゲノムRNA  

図 7.4.1 HCVの構造 



 108 

この図からわかるように、ウイルス RNAは非翻訳領域とタンパクをコードする領域から
成り立っており、更にタンパクをコードする領域は種々の機能を持ったタンパクをコード

する領域から成り立っている。従って、ウイルス RNAはすべての部分が一様に同じ機能を
有するわけではないため、どの領域をターゲットにした医薬（特に siRNA医薬）を作るの
かは非常に重要である。 

 
【ウイスルの遺伝子型】 
一般に RNAウイルスのゲノムにコードされている RNA依存性 RNAポリメラーゼは、

DNAポリメラーゼが持つような修復機能を有しておらず、ポリメラーゼによるウイルスゲ
ノムの複製の際に生じる読み間違いがそのまま子孫に受け継がれる。その結果、HCV は
RNAウイルスの中でも 1、2を争う顕著な遺伝的多様性を有している。 

HCVの遺伝子解析が盛んになるにつれ、ウイルス株間で相同性が低いものが単離され始
め、これが遺伝子型と言われる分類となった。現在までに 11種類の大きなグループの中に
30以上の遺伝子型が同定されている。 
それぞれの遺伝子型間では塩基配列レベルで 20%以上、アミノ酸配列レベルで 15%以上

の違いが認められる。我が国に於いては 1b型が主要な遺伝子型(約 70%)であり、その他に
2a型(約 20%) 、2b型(約 10%)が存在しており、欧米に多い 1a型はほとんど存在していな
い。世界的に分布しているのは 1a、1b、2a、2b、3a、3b 型で、それ以外はかなり限定さ
れた地域に存在している。 
更に、同じ遺伝子型に属するウイルス株の間で比較しても塩基配列で 5～8%、アミノ酸

配列でも 4～5%の違いがあり、個々のウイルス株の間でも遺伝子多様性が認められ、これ
がHCV治療の難しさの原因の１つとなっている。このため、遺伝子型にあわせた治療、つ
まりテーラーメード医療が必要となってくる。以下に、日本人及び米国人のウイルス型、IFN
単独の治療効果を図示する。 

 

1b

IFN単独の治療効果

64%
2a

2b
44%

18%

日本人のHCVウイルス型

1b

IFN単独の治療効果

64%
2a

2b
44%

18%

日本人のHCVウイルス型

 
 

図 7.4.2 日本人のHCVウィルス型 
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1a+1b
10~15%
IFN単独の治療効果

2a+2b 1a

1b

米国人のHCVウイルス型

 
 

図 7.4.3 米国人のHCVウィルス型 
 

7.4.1.2 HCVを標的とした機能性 RNA医薬の開発状況 

【企業の一覧】 
HCVに対する機能性 RNA医薬を研究・開発中の企業の一部を以下に示す。 

 
以上の中から、いくつかのベンチャー企業について紹介する。 
① Benitec社 

Benitec社は、ddRNAi(DNA directed RNAi)を基盤とする会社である。Benitec社は、
Stanford Junior Universityより siRNAに関して独占的な実施権を得ていたAvocel社を
買収してHCVの開発を行っているようである。ターゲット領域は 5õ非翻訳領域である。 
 
② Nucleonics社 

Nucleonics社は、eiRNA(expressed inhibitory dsRNA)技術を有する。HCVの開発に
当たり、ターゲット領域（3õ 非翻訳領域）に関しては Dr. Charles Riceより非独占的な
ライセンスを得ており、RNAの発現に関しては California大学から独占的な実施権を得
ており、DNA constructに関してはWyeth Pharmaceuticalsより co-exclusiveな実施権
を得ている。Nucleonics 社は独自のデリバリー技術を有しており、それを用いて開発を
行っているようである。しかしながら、今の段階からすでに次世代型のデリバリーを考



 110 

え、その技術に関して他社から独占的な実施権の設定を受け、デリバリーを改良したも

のの研究・開発を進めている。 
上記 Benitec社とNucleonics社との間では RNAiでは初めての特許訴訟が進行してい
る。Benitec社は自社の特許権(US6573099)を侵害しているとしてNecleonics社を訴え、
一方 Nucleonics社は Benitec社の特許は無効であると主張し、両者は争っている。 

 
③ その他の企業 
特許検索の結果からは、siRNAに関しては、Chiron corporation（WO0411647・ター
ゲットは 5õ 非翻訳領域）、Eli lilly社（WO0316572・ターゲットは 非翻訳領域）、SiRNA
社（Ribozyme社）（WO0370750・ターゲットは 5õ 非翻訳領域）、Alnylam社（Ribopharma
社）（WO0465601 など・ターゲットは NS3、3õ  非翻訳領域）から特許が出願されてい
る。RNAアプタマーに関しては、産業技術総合研究所（特許 3612551号・ターゲットは
NS3）の特許が成立している。このように、各社それぞれ異なった領域をターゲットに
してHCV治療薬の研究・開発を行っている。 

 
7.4.1.3 応用例及び問題点 

siRNA医薬を開発する上でデリバリーや RNAの合成等は当然問題となるが、HCV治療
薬を開発する上で特に問題となる点は、すでに述べたようにHCVにはいろいろな遺伝子型
があり、その型によって既存の治療薬の効果がまったく異なる点である。また、今開発中

の siRNA医薬はターゲット領域の遺伝子配列と相補的であることが重要であるため、ター
ゲット領域の遺伝子配列に変異があるか否かは非常に重要である。また変異が多いという

ことから、一種類の siRNA だけでなく、数種類の siRNA を組合せて使用することが重要
であると考えられる。従って、HCVの遺伝子型及びその配列を判定・検出し、siRNAの最
良の組合せを見出すことは非常に重要である。そこで、以下の応用例が考えられる。この

DNA チップを用いた応用例は、DNA チップを用いていることから迅速に患者毎に遺伝子
型・その変異を検出し、その患者に最適な siRNAの組合せを見出し、患者毎に最適な治療
が選択できるという点で非常に有用であり、患者のQOL(Quality Of Life)を十分満足させ
ることができると考えられる。 
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図 7.4.4 HCVウィルスを例にした医療のモデル 
 

次に、合成面からの問題点であるが、それは RNA合成に非常にコストがかかるというこ
とである。現在機能性 RNA の研究が盛んに進められていることから、RNA の研究試薬、
診断薬、医薬品としてのニーズが非常に高まっており、今後 RNAの需要が急速に伸びる可
能性がある。そこで以下の点が問題となる可能性がある。つまり、RNAの原料自体の入手
に問題がないとした場合、もし RNA合成に関して重要な技術を第三者に押さえられてしま
うと、機能性 RNAの研究全体が影響を受ける可能性があるということである。逆に言えば、
RNA 合成に関して非常に優位性のある技術を開発できたならば、機能性 RNA の研究全体
を牛耳ることができる可能性があるということである。そういった意味で、RNA合成は機
能性 RNA研究の 1番のボトルネックであるとも考えられる。 

 
7.4.1.4 まとめ 

事業化する上で重要なポイントは、siRNA医薬品を開発する場合を例にとって考えると、
まず対象疾患の明確化である。そして、対象疾患の特性を抽出し、それに最適なターゲッ

ト・配列デザインを選択し、最適なデリバリー・合成方法（発現方法を含む）を選択する

ことである。これは siRNA医薬品の開発の場合だけでなく、すべての事業化へ向けたアプ
ローチにおいて共通した、非常に重要な考え方であると考える。 
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7.5 ドイツ・官民コンソーシアムによるバイオインダストリー振興策 
（RNAnetwork） 

7.5.1 RNAnetwork の概要 
ドイツでは19の州ごとにバイオインダストリーの振興を図るバイオリージョン計画が立

てられ、政府により高い評価を得た州への研究資金援助（2500万ユーロ）がなされている。
Bayer 社のような大きな民間企業をかかえる州では民間企業からの資金も入り、高い評価
を得ているが、ベルリン地区では大きな民間企業もなく、高い評価をえることができない

でいる。 
ベルリン自由大学（Freie Universitat Berlin）の Erdmannは 1990年代半ば以降、自ら

もバイオベンチャーを立ち上げ、ベルリンとしてのバイオリージョン計画の立案に関与し

ている研究者である。RNA技術の研究開発と成果の事業化を推進するために産官学の連携
で Erdmannを中心に進められている RNAnetwork計画はそのひとつと考えられる。 
ドイツでは、中央政府ならびに州政府からの研究開発資金が削減（例：教授の給与は 10％

削減）されており、大学等の研究機関では民間企業からの研究資金の獲得、競争的資金の

獲得に努力している。例えば、ベルリン自由大学も president（社会科学系の研究者）や
vice-president（生物系の研究者）が Erdmannの行動を支援している。（バイオベンチャー
にとっても 2000年以降、資金の供給先が細っており、大きな投資を受けることができない
状況にある。）ベルリン近郊のバイオベンチャーのマネージメントには後述するように

BioTop社が当たっている。 
Erdmannの進める RNAnetwork計画（10年間で 6000万ユーロの研究資金）は、中央

政府、州政府からそれぞれ 1/3の資金援助を受けて 1998年以降進められており、すでに事
業化の例がある。RNAnetwork 計画の事務局機能と研究成果事業化の窓口の一つとして
RiNA社がある。RiNA社の社員 25名の内 15名は Erdmannの研究室の卒業生であり、か
つ RiNA 社はベルリン自由大学の化学教室から数室の研究室を借りていることからも、ベ
ルリン自由大学との関連の深さがうかがえる。 
フンボルト大学の医学部と大学病院が合体した組織、Chariteは教育、基礎研究、トラン

スレーショナルリサーチ、臨床を行うヨーロッパ最大の「病院組織」といえる。CEO の
Ganten は、Erdmann の友人であり、Charite において事業化を強く意識した運営を行っ
ている。Charite が ncRNA 研究の臨床応用の拠点になる可能性は高く、ベルリン地区の
ncRNA研究事業化の鍵を握っていると考えられる。 
全般的には、リボザイムやアプタマー、RNAiの事業化へ向けた動きは大学等からの技術

移転を受けてベンチャーでなされており、成果が出つつある段階といえる。その意味では、

ncRNA研究の事業化ポテンシャルは感じられた。 
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7.5.2 RNAnetwork の代表的な参加者 
 
7.5.2.1 Erdmann, Professor of Freie Univeritat (Free University), Berlin 

Erdmannは RNA 分子、特にリボソーム RNAの配列・構造決定の開拓者として知られ
ている。現在は長年培われてきた RNA技術と、最新のテクノロジーを駆使して、医療やバ
イオテクノロジーに応用するために研究を行っている。具体的な技術として、 

1. protein bioreactor 
2. antisense- and ribozyme-strategies  
3. high-affinity RNA molecules (aptamers and spiegelmers)   
4. in vitro selection of artificial ribozymes   
5. chemical synthesis of nucleic acids   
6. crystallization of RNA-molecules   
7. matrix-technology  

の項目をあげている。これらの研究を推進していく上で、òNetwork of RNA technologies in 
Berlinó を構築し、Freie University（Freie Univ.）内だけでなく、他の研究所や企業とも
連携して、研究内容の向上とその事業化に向けた努力を続けている（後述の RiNA の項参
照）。もちろん、Freie Univ. や Univ. Humboldtの医学部とも統合された Chariteに於い
ても、RNA 創薬の過程でのコラボレーションを実現しようとしている。これには、Freie 
Univ. が American donation of cancer research (NFCR) と共同してóCancer research 
center in Berlinóを設立し、そのセンター長に Erdmannが就任したことも大きく関与して
いると思われる。 
また、Erdmann の研究上特筆すべき点として、RNA の結晶化の方法論として、世界で

初めて RNA分子の宇宙（無重力下）での結晶化を成功させ、その構造解析を精力的に進め
ている。これは基礎研究のみならず、どのように RNAアプタマーが働いているのかを理解
することで、製薬に向けたドラッグデザインの大きな指標となり得る。 

 

図 7.5.1 リボソーム RNA (5s rRNA) の結晶と、RNAの立体構造図 
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7.5.2.2 RiNA GmbH./RNAnetwork  

RiNA社は Erdmannが head of Boardを勤める私企業である。その目的は 2つあり、ベ
ルリン地区の RNA研究を統括して資金の流れを機能的にコントロールし、更に研究成果の
評価を行うというマネージメント（RNAnetwork）、およびそれらの研究成果の市場へ還元
である。RiNAの組織としてもこの 2つの目的を果たすことができるように、管理部門と研
究部門に分かれている。管理部門では下に示すRNAnetworkの運営を行い、研究部門では、
in vitroタンパク質合成キットを開発し、QIAGEN社を通じて販売を行っている。 
これら 2 つの部門は一見別個の組織であるように見えるが、研究資金を調達して研究を

促進し、その成果を市場経済の中で換金して研究資金に戻す、というサイクルを潤滑に運

営するためのユニークな構造といえる。 
＊ Company  Profile 
・ 社名  RiNA GmbH 
・ 創業 1988年 
・ 住所 Takustrasse 3、 13195 Berlin、 Germany 
・ CEO  L.W.Tristan 
・ Board  Erdmann、Eckstein、Riesner、Spinzel 

＊ RNAnetwork 
ベルリンおよびその近郊地区の RNAに関する研究を行っている大学、公的研究所、私企

業を結ぶ機構。RiNA社によって運営されている。参加大学は Freie Univ.、Charite、Univ. 
Hamburg など、研究機関としては Max-Planck 研究所、MDC、DRFZ など、私企業では
QIAGEN、Shering、Sanofi-Aventisといった大企業のほかにベルリン周辺のバイオクラス
ターに属するベンチャー企業が多数参加している。 
資金源は公的資金 60%、企業出資 40%である。公的資金はベルリン市および連邦文部省、

European regional development fundから年間 21.7百万ユーロが提供される。これらの資
金をもとに、2004年から 2007年にかけて 17のプロジェクトが実行されている。研究内容
は RNA合成、リボザイムおよびアンチセンス、アプタマー、Spiegelmer（Noxxon社の項
を参照）、無細胞タンパク質合成など多岐にわたる。プロジェクトは参加団体から多数候補

が応募され、選考が行われる。またこれらのプロジェクトの評価も RiNA において行われ
るが、評価には Erdmann 他の学識者による board によるもののみならず、参加各団体の
互選というユニークな仕組みが採用されている。 
多くの団体、企業がRNAnetworkへ参加している理由は、その研究推進の仕組みにある。

ベルリン市は企業の振興による市財政への貢献および雇用の促進を期待している。ドイツ

は連邦国家であり、ベルリンにはドイツ一のバイオクラスターとしてバイオ産業を振興し

たいという強い欲求がある（第二のバイオクラスターはミュンヘン-バイエルン州に存在す
るが、やや規模が小さい。ほかの地方はクラスター参加企業数としては更に小規模である）。
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ベルリンには長い歴史を誇り、バイオ研究にも強い西独由来の Freie Univ.、東独由来の
Humbolt Univ.があり、またHumbolt Univ.の医学部と大学病院、医学系の研究所が統合さ
れた、大学病院としてはヨーロッパ最大のベッド数を擁する組織、Charite が存在する。
Chariteでは積極的な分子生物学に基づいた臨床研究が遂行されている。このような大学お
よび臨床機関が RNAnetworkに積極的に参加していることが、この後の研究発展に重要な
意味を持つと考えられる。 
しかしながら、研究資金調達という意味ではこの RNAnetworkも苦戦しているようであ

る。ドイツのバイオ産業への国家資金投資は決して大きくなく、RNAネットワークにおい
ても国家資金は個的資金の 30%を占めるのみである。またドイツのバイオ産業に対する投
資市場環境も、IT 産業ほどの凋落ではないが、好調とは言いがたい。一方、企業は
RNAnetwork の 40%の出資で、研究が採択された場合にはその研究成果の exclusive な権
利を world-wideに得られることが大きな魅力である。個々の研究は closedに行われる。研
究成果が上市した場合には利益の 5%を RNAネットワークに還元することが求められる。
還元された資金は次のプロジェクト実施のために利用される。研究成果の市場への結びつ

け例として、RiNA社が QIAGEN社（日本では和光純薬が代理店を勤める）を介して販売
しているタンパク質 in vitro合成キットがある。 

 
7.5.2.3 Charite (University hospital) 

創業：1710年 
      (1818年より University Hospitalとなる) 
Medical部門 
ベッド数：3,000 (49 clinics) 
患者数：125,000 / 年 
外来患者数：900,000 / 年 
＜ヨーロッパ最大の大学病院＞ 
Institute部門 
研究費：>1億ユーロ / 年 
研究者数：4,000 
研究テーマ：2,500 
特許：280 (103: Charite独自、177: Freie Univ. と共同) 

GantenはMedical部門と Institute部門を統合する立場
にある CEOである。また医科大学、歯科大学として教育に
も非常に重点を置いている。Molecular medicine研究を推
進しており、その過程で Erdmannの RNA networkと共同
研究を行うことにより、より現実的に、かつ利益を得られ

るプロジェクトを立案中（進行中）である。  
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病院と研究機関という 2 つの面を利用し、病気という現象を治療研究という側面と、病
気の原因を特定する生命科学的研究の側面から、患者（疾病）のデータベースを構築しよ

うとしている。これは RNA創薬のような分子レベルから疾患の原因と考えられる遺伝子を
制御して、最終的に表現系を元に戻すことを目的とした研究に、非常に重要であると考え

られる。 
 

 
図 7.5.2.2 Berlin市内での、Charite (7、 13、 25)、 Freie Univ. (12) 等の概観図 

 
7.5.2.4 Biotop, Berlin-Brandenbrug  

BioTop 社はベルリン-ブランデンブルグ州におけるバイオクラスターネットワークの代
表の役割を担う企業である。ベンチャー企業化や経営のコンサルティング、Biotech Report
の発行などの公報事業、クラスター内の企業・研究所間のコーディネートなどの企画を行

っている。 
ベルリン-ブランデンブルグ州においては、バイオ関連事業に対し、現在までに 10 億ユ

ーロが投入されてきたと計算される。うち、ベンチャーキャピタルの投資額は 5 億ユーロ
である。内訳は基礎ゲノミクス研究に 5000万ユーロ、バイオインフォマティックスに７00
万ユーロ、バイオハイブリッド研究に 1000万ユーロ以上、タンパク質構造解析に 1800万
ユーロ、RNA研究に 3000万ユーロ以上、再生医療研究に 1800万ユーロとなる。 
しかしながら、現在のバイオ研究の資金環境はよいと言える状況ではない。2003年のベ

ンチャーキャピタルの投資額は 4500万ユーロであり、前年比 80%増であるが、2001年の
実績から比べると 1/3に落ち込んでいる。またバイオ研究への国家予算の割り当ては削減さ
れた。しかしながら、このような資金面の縮小はバイオベンチャーの研究に消極的な影響
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を及ぼしてはいないとのことである。 
ベルリン市周辺には 7つのバイオパークが存在し、総面積は 110,000 m2に及ぶ。これら

のパークは大学または公的研究機関に隣接する地所または大手製薬企業の敷地内などに設

けられ、各社間の連携のみならず、臨床試験の実施などを円滑に行うためにも都合がよい

立地条件となっている。現在、ベルリン近郊のバイオ関連企業 165社の 60%がこれらのパ
ーク内に存在する。ベルリン-ブランデンブルグ州におけるこれらの企業の雇用は 3,000 名
以上におよび、地域振興にも大きな貢献をしている。 
またこれらの企業のほとんどは医薬医療へのバイオテクノロジーの応用を目指しており、

年々前臨床試験、臨床試験の件数も増加の傾向にあり、2003 年には前臨床試験 31 例、第
一相試験 8例、第 2、3相試験 13例となっている。 

2005、2006年はドイツ連邦政府によって「日本におけるドイツ年」と位置付けられてお
り、科学面での交流行事もいろいろと予定されているが、これを機会に日本の研究機関、

企業とベルリン近郊のバイオパークとの交流も積極的に進めたいとの提案もあった。 
 

7.5.2.5 Noxxon Pharma AG. 

  Noxxon社は RNAnetworkの支援を受けて、独自技術の市場化を目指しているバイオベ
ンチャーのひとつである。彼らは独自に RNA アプタマー技術：Spiegelmers を確立した。
具体的にはアプタマーに鏡像構造（D-RNA に対する L-RNA）を採用することで、生体内
での分解を逃れ、かつ副作用も起きにくい、非常に効果的な RNA製剤の開発に成功してい
る。具体的には図 7.5.2.3に示すように、ある標的ペプチド（自然界では L型）が存在した
場合に、それとまったく同じアミノ酸配列であるが鏡像関係にある D 型で合成をする。そ
のD型ペプチドに対して結合するようなRNA分子を、通常にRNA合成（D型）した 25 mer
のランダムな部分を含んだ配列の中から数回に渡る選択サイクル（SELEX法）を経て単離
する（おそらく数種類が含まれているものと考えられる）。その配列を元に鏡像関係にあた

る L型 RNAを合成すると、初めの標的ペプチド（L型）に対して親和性の高い分子ができ
ているはずである。 
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図 7.5.2.3 鏡像関係を利用した結合 RNAを進化させる方法論 

 
ただし鏡像関係の間で全く同じとは行かない可能性や、糖鎖などの修飾により特異性が

変化したりする可能性があるため、少し手を加えている。具体的にはこの L型 RNAに対し
て少し配列を変異したり（あるいはいくつかの候補から最適なものを試したり）、更にコス

トの面からも最適な長さを探して、効果の高い分子を選ぶ作業を行っている。 
Ghrelint というペプチド（成長因子分泌促進受容体の活性化をする）に対して結合する

RNA分子を作製することで、肥満の治療を目的とした実際の事例を示す。 
 

 
図 7.5.2.4 Ghrelinのアミノ酸配列 

 

 
 
図 7.5.2.5 Ghrelinに対する L-RNA Spiegelmerの作用効率 




