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網羅的エピゲノムデータのモチーフ解析によるmiRNA の転写制
御への関与の検討
●畑田 出穂 1)　 ◆堀居 拓郎 1) 　 ◆中井 謙太 2)

1) 群馬大学生体調節研究所　2) 東京大学医科学研究所

＜研究の目的と進め方＞
我々はこれまでマイクロアレイを用いた DNA メチル化の網羅

的解析法である MIAMI 法を用い、発生、癌などいくつかの系に
おけるメチル化の変化の解析してきた。またそれらのデータで
DNA メチル化の変化した配列の特徴を探ってきた。その中で肺
癌と正常肺との比較におき、癌で脱メチル化されている配列の近
傍において tgctggga という配列が有意に多く、しかもこの配列は
microRNA(miRNA) のひとつである miR-610 の 3ʼ 側に末端の配
列と一致していることがわかった。興味深いことにこの miR-610
をコードする前駆体の中で成熟した miRNA の部分がまったくバ
ルジやミスマッチを含まず、siRNA のように完全に相補鎖と一致
する珍しいものであることがわかった ( 図１)。また tgctggga 配列
をすべての遺伝子の転写調節領域で調べたところセンス鎖に有意
に多かった。

ところで哺乳類で RNAinterference(RNAi) 機構と転写の関係は
あまりわかっていないが、最近、プロモーター配列に対する
21mer の２重鎖 RNA(dsRNA) を導入することにより転写活性化
がおこる dsRNA-induced gene activation (RNAa) という現象が報
告されている ( 図２)。

そこで我々は miR-610 が in vivo における RNAa に関与する転
写制御 miRNA ではないかと考え、機能の検証をおこなう。さら
に MIAMI 法による解析の対象を広げデータベース化し、同様の
モチーフ解析、機能の検証を進め、見つかってきた転写制御
miRNA の共通性を探る。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
　転写制御候補 miRNA の機能解析

転写制御候 miRNA の候補である miR-610 を細胞に導入しレ
ポーター実験、マイクロアレイを用いた機能解析をおこな miR-
610 が遺伝子に転写制御に関わっているかどうかを検討する。
　MIAMI 法による DNA メチル化の変化する配列のデータ収集

MIAMI 法による DNA メチル化の変化する配列のデータ収集：
約１万３千の遺伝子の転写開始点から上流 6kb と下流 2kb にプ
ローブを配置したマイクロアレイを用いて、様々な生命現象、疾
患モデルマウスにおけるメチル化変化のプロファイルのデータを
収集する。

＜ 2008 年度の成果＞
　転写制御候補 miRNA の機能解析

転写制御候補の miRNA である miR-610 を対応する８塩基のモ
チーフを転写調節領域にもつレポータープラスミド（あるいはモ
チーフに変異を導入したレポータープラスミド）と同時に細胞に
トランスフェクションし、転写活性を検討した ( 図３)。８塩基の
モチーフ含む転写調節領域としては肺癌で脱メチル化されている

遺伝子である ASB18 を用い 293 細胞にトランスフェクションし
た。その結果、予想に反しまったく転写の活性化はみられなかっ
た。またレポーターの DNA メチル化に関しても COBRA 法で検
討をおこなったが、まったくメチル化の変化はみられなかった。
そこで今度は内在性の遺伝子に対する影響をマイクロアレイによ



生
命
シ
ス
テ
ム
情
報

− 57−− 57−

る発現解析によりおこなった。そして発現の活性化のみられた遺
伝子の上流に８塩基のモチーフが多いかどうかの検討をおこなっ
た。その結果、８塩基のモチーフは発現上昇している遺伝子に若
干多く見られたが統計的に有意というほどではなかった。

　MIAMI 法による DNA メチル化の変化する配列のデータ収集
脂肪の分化のモデル系である 3T3-L1 細胞の分化誘導をはじ

め、様々な系で MIAMI 法を用いて網羅的 DNA メチル化解析を
おこなった。その結果、例えば 3T3-L1 細胞の分化においては
Arhgef19 遺伝子の脱メチル化が重要な役割をなしていることな
どがわかった。Arhgef19 は RhoGEF の１つであり、遺伝子導入
実験をおこない 3T3-L1 細胞の脂肪分化制御に関わっていること
がわかった。また高脂肪食における肥満マウスモデルにおいても
発現変化がみられ、生活習慣病におけるエピジェネティクに変化
をする遺伝子として興味深く今後の展開が期待される。

＜国内外での成果の位置づけ＞
DNA メチル化の変化を網羅的に解析したモチーフを miRNA と

関連づけ転写への関与の検討をおこなうアプローチはこれまでな
されてこなかった。そういう意味で今回の検討は革新的な試みで
あったといえる。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
今回の miRNA と関連づけ転写への関与の検討からは残念なが

ら肯定的なデータを得ることはできなかった。これは miR-610 が
転写に関与するという仮説自体が間違いであった可能性が考えら
れる。

＜今後の課題＞
今回の結果から今回の miRNA と関連づけ転写への関与の検討

からは残念ながら肯定的なデータを得ることはできなかった。そ
こで今後、DNA メチル化の変化のある領域に共通したモチーフ
を miRNA と関連づけるだけでなく、DNA 結合蛋白質などとの関
連を考えることにより、メチル化あるいは脱メチル化がターゲッ
トされる機構を解明していく必要がある。具体的には miR-610 以
外でメチル化の変化と関連するものを探すことをおこなう。また
メチル化変化領域に共通した DNA 結合蛋白質のコンセンサス配
列がないかについても吟味する。

その他、MIAMI 法による DNA メチル化の変化する配列のデー
タ収集もさらにおこないデータの蓄積をはかる。
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