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§１ 研究実施の概要 
（１）実施概要 

本研究では、最新の質量分析法を基礎にした RNA 解析のプラットフォームを開発し、細胞

の機能発現や制御に重要な低分子 RNAや RNA/タンパク質（RNP）複合体の実態を明らかにす

ることで、プロテオミクスと低分子 RNA 研究が融合した細胞機能ネットワーク解析の基盤

作りを目指した。RNA解析プラットフォームの開発は主に首都大学（ハードウェア）と理化

学研究所（ソフトウェア）のグループが担当し、一方、東京農工大学のグループは、開発

過程で試作したシステムを随時、実際の RNP 複合体の実体の解明や機能解析に適用してシ

ステムの評価を行い、その結果をフィードバックすることでシステム全体の改良を進めた。

これら３つのグループが相互に緊密に連携することにより、プロジェクト開始３年目にあ

たる平成 21 年度の段階で、1）LC からの独自のスプレー方式を開発しフェムトモルレベル

の RNA 量での LC-MS 解析を可能とし、2）LC-MS 用の RNA 試料調製法としてゲル内酵素消化

法を確立するとともに、3）ゲノムワイドな RNA 検索ソフト（Ariadne）を開発することで、

生体から分離した RNA/タンパク質複合体などに含まれる RNA を非予見的に同定し、その転

写後修飾も解析できる世界でも初めての RNA 解析のための質量分析システムの構築に成功

した。この段階での RNA 解析の感度は、プロテオミクスの分野で現在汎用的に使われてい

るシステムの感度とほぼ同等の実用的なレベルで、平成 21年度に実施された中間評価では、

システム開発としては当初の目的をほぼ達成したとする高い評価を得た。 

 

中間評価後は、より一層の感度向上と RNA のショットガン解析を可能にする全自動 RNA 質

量分析システムの構築を目指し、RNP複合体などに含まれる複数の RNAを、混合物のまま直

接解析できる LC-LC-MS/MS システム開発を行った。同時に、ここで得られた RNA のタンデ

ム質量分析データからゲノム情報を検索して特定の RNAを同定するソフトウェア（Ariadne）

の改良と高性能化、ならびに同定結果の確認と転写後修飾の検出を容易にするための周辺

ソフトウェアの整備も行った。現在のシステムは、例えば酵母細胞から精製した snoRNP 複

合体に含まれる 29 種類の既知 snoRNA の大部分（27 種類）を、今まで知られていなかった新規の

成分とともに自動的に同定できるほどの性能に至っている。以上の研究で開発したシステムは、生

体に存在する機能性 RNP 複合体に含まれる RNA をタンパク質と同等の感度で、予測や予備的な

知識なしにゲノムワイドな検索により同定し、同時にメチル化などの転写後修飾を含む化学構造を

精密に解析できる革新的な生命科学の方法を提供することとなった。また、この研究の過程で開発

した LC-MS インターフェースである「ナノエレクトロスプレーイオン化方法及び装置」ならびに世

界で唯一の RNA 検索エンジン Ariadne に関する「リボ核酸同定装置、リボ核酸同定方法、

プログラムおよびリボ核酸同定システム」は特許出願し、前者は既に米国の Intellectual 

Ventures 社と独占ライセンス契約を締結し、同社を通じて米国へPCT出願している。また後者につ

いては、JST を通じて PCT 出願を行っており、現在、国内の IT 関連企業との間で、商品化に向け

た交渉が進んでいる。 

 

一方、以上の方法を生命科学研究に適用する実際の RNP 複合体解析では、酵母などのモデル

生物だけでなく、膨大なゲノム情報をもつヒトなどの高等生物細胞から親和性タグなどを

利用して分離精製したスプライセオソームやリボソーム先駆体などの RNP 複合体に含まれ

る U-snRNAや snoRNAなどの主要な低分子 RNAを直接 LC-MS解析してゲノム情報に帰属して

同定し、その塩基配列やメチル化などの転写後修飾を解析することが可能になっている。そ

の結果、スプライセオソームやリボソームなどの RNP 複合体の構築過程や作用機構などについて

新たな知見が得られている。こうした研究の中で最も特筆できる成果の１つは、このシステムを利用

することで、ヒトの難病である神経変性疾患の原因遺伝子産物の１つとされている RNA 結合タンパ

ク質が標的とする RNA を非予見的に同定できたことがあげられる。この結果は従来の知見からは

極めて意外性の高いものであり、この難治性疾患の診断や治療薬開発のためのモニター法として

特許出願を行った。現在知られているヒトの遺伝性神経疾患の多くが RNA の代謝異常に起因する

ことを考慮すると、本研究で開発したシステムが、今後これらの疾病の発症機序の解析や治療法
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の開発に寄与することが期待される。すなわち本研究で開発したRNAの質量分析法は、RNAの生

合成と代謝ならびにその調節機構、あるいは RNA とタンパク質の相互作用に起因する生命現象と

その異常を解析するリボヌクレオプロテオミクス研究のための新しいプラットフォームと考えられる。 

 

本研究の学術的な活動としては、LC-MS 法を基盤とした RNA／タンパク質複合体の動態解析に

ついて、米国Wiley社からの依頼により、単行本（Proteomic Biology using LC-MS／高橋・礒辺著） 

を出版した。また分担者の高橋は、質量分析法を含む分光学分野で最も権威のある（Impact 

Factor 10）「Mass Spectrometry Reviews」誌から、RNA とタンパク質の LC-MS 法に関する特集

「The study of ribonucleoproteomics with mass spectrometry-based technology」をシリーズで編纂

する Guest Editor として招待され、既に 2 回の特集を組んでいる。また国内では、実験医学（羊土

社）で「RNA の時空間的動態をみる：リボヌクレオプロテオミクスによる細胞機能の解明から RNA 医

薬まで」と称する特集号を発刊した（礒辺・高橋）。これらの事実は、日本発の RNA の質量分析法

が国内外で広く通用する技術として認知されつつあることの証左と考えられる。また、本研究の成

果は、原著論文としての発表とともに、理化学研究所のサーバーを通じて Ariadne を公開し（中山）、

あるいは礒辺を会頭として開催された2007 年度日本プロテオーム学会（礒辺・高橋）、2010 年度農

芸化学会年会（高橋）、2011 年度日本プロテオーム学会（礒辺・高橋）などで、RNA とプロテオーム

の相互作用が織りなす細胞機能に焦点を当てたシンポジウムなどを通じて広報し、その技術の普

及を図った。 

 

（２）顕著な成果 

１．Nakayama, H. Akiyama, M. Taoka, M. Yamauchi, Y. Nobe, Y. Ishikawa, H. Takahashi, 

N. and Isobe, T. “Ariadne: a database search engine for identification and chemical 

analysis of RNA using tandem mass spectrometry data.” Nucleic Acids Res. 37, e47 
(2009) DOI: 10.1093/nar/gkp099） 

概要：リボヌクレアーゼで断片化した RNA のタンデム質量分析データからゲノム情報を利

用して試料中の RNA を同定し、同時に転写後修飾やプロセシングなどの代謝過程の実態を

解析できる世界で初めてのゲノム検索エンジンに関する論文。プロジェクト全体の基礎と

なった。 

 

２．Taoka, M. Ikumi, M. Nakayama, H. Masaki, S. Matsuda, R. Nobe, Y. Yamauchi, Y. 

Takeda, J. Takahashi, N. and Isobe, T. “In gel digestion for mass spectrometric 

identification of RNA from fluorescently stained polyacrylamide gels.” Anal. Chem. 

82, 7795-7803 (2010) DOI. 10,1021/ac101623j 

概要：生体から親和性タグなどを利用して調製したフェムトモル量の RNA 試料を電気泳動

法で分離し、蛍光染色法で検出した後に質量分析法で解析するための前処理法に関する論

文。プロジェクトの技術基盤となっただけでなく、微量の RNA を化学物質として取り扱う

ことができることを示すことができた。 

 

３．Taoka, M. Yamauchi, Y. Nobe, Y. Masaki, S. Nakayama, H. Ishikawa, H. Takahashi, 

N. and Isobe, T. “An analytical platform for mass spectrometry–based identification 

and chemical analysis of RNA in ribonucleoprotein complexes.” Nucleic Acids Res. 

37, e140 (2009) DOI: 10.1093/nar/gkp732 

概要：最新の液体クロマトグラフィー／質量分析法とゲノム検索エンジン「Ariadne」を利

用して生体から分離したＲＮＡをゲノムワイドに同定し、同時に転写後修飾などの代謝過

程の実態を解析できることを実証することで、プロジェクトの基本的な概念を実現した論

文。プロジェクト後期に進展したＲＮＡの代謝異常に起因するヒトの神経変性疾患の発症

機構に関する研究（高橋信弘ら、特許出願済み）の基礎となった。 
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§２．研究構想 
  （１）当初の研究構想 

本研究が開始された当初は、いわゆる非コード RNA（ncRNA）がゲノムの大部分の領域から転写さ

れることが見いだされ、イントロン RNAやリボザイムなどの RNAプロセッシングに関わる RNA、

タンパク質輸送に関わる signal recognition particle（SRP）などの僅かな ncRNA の機能

が明らかになりつつある時代であり、その意味では ncRNA の研究が緒に着いたばかりであ

った。その後新たな機能性 RNA の分離と同定、機能解析が生命科学研究の重要な課題とな

り、ncRNA研究は急激な展開を迎えることとなったが、RNA研究者の多くは RNAだけを研究

の対象とし、しかも技術的には逆転写酵素によって変換した DNA の解析によって間接的に

RNAの塩基配列を決定するなどの方法論が世界のRNA研究の主流であった。本研究の構想は、

ncRNAはタンパク質との複合体あるいは相互作用を通じて機能し、さらには生合成後のプロ

セシングや化学的な転写後修飾によって、その機能を発現あるいは調節されているとの認

識のもとで、生体内で形成されるタンパク質と RNA の複合体を直接単離し、タンパク質と

同等のレベルで RNA を直接同定して転写後修飾を同時に解析できる技術を確立することを

目指して企画された。この技術を開発することで、生体内で RNA とタンパク質が織りなす

ネットワークを介した新たな次元の細胞機能解析が可能となり、従来の細胞生物学あるい

は分子生物学の方法と相まって新たな生命科学研究の発展が期待できると考えた。その後、

本研究の過程では、いわゆる次世代ゲノムシークエンサーが実用化され、さらには RNA の

直接解析を可能とする装置が開発されて超高速、高感度で RNA の塩基配列を決定すること

ができるようになったが、これらの進歩はプロセシングや転写後修飾を含む複雑な RNA の

代謝解析の重要性を一層際立たせることとなり、本研究が目指す RNA の直接解析法の開発

の重要性をより鮮明にしたと言える。すなわち本研究は、従来の分子生物学的な方法の欠

点を補い、ある場面では従来の方法を凌駕する技術となることが期待されることとなった。 

 

本研究では、大きく分けて二つの狙いをもって研究開発を進めることとした。第一の狙い

は、ヒトを始めとする高等生物の細胞に存在する低分子量 RNA（およそ 300nt以下を目安と

した）を網羅的に同定して精密な化学構造を解析するために、急速な技術革新によってプ

ロテオミクスをはじめとする生命科学研究に不可欠な方法となった質量分析法を中心にし

た RNA 解析プラットフォームを開発することであった。具体的には、主に高感度のナノフ

ロー高速液体クロマトグラフィー（LC）と最新の高性能質量分析計（MS）を連結した汎用

型のシステムを構築してタンデム質量分析法（MS/MS 法）による RNA の構造解析を可能と

し、その情報からゲノム情報を利用して試料中に含まれる RNA を同定すると同時に転写後

修飾などによって生じる化学修飾基を高速かつ高感度で解析するためのハードならびにソ

フト技術を開発することであった。第二の狙いは、本研究で開発する RNA 解析システムの

性能を開発段階に応じて評価するとともに、この方法をプロテオミクスの技術を組み合わ

せることで、RNP複合体の構成と機能の関連を明らかにする「リボヌクレオプロテオミクス」

の新技術を確立することであった。具体的には、低分子 RNA を結合することが知られてい

るタンパク質、例えばリボソーム合成や RNA スプライシングに関わるタンパク質をベイト

として回収した RNA 試料をシステムの開発段階に応じて安定的に供給し、同時にリバース

タギングなどの最新のプロテオミクス技術を適用することで RNA/タンパク質相互作用を連

続的に解析し、最終的には高等生物の細胞に存在する RNA とタンパク質の機能ネットワー

クの構築を行う方法論と技術を開発することとした。 

 

本研究では、以上の課題をそれぞれ３つのチームが役割を分担して研究を進めることとし

た。すなわち、首都大学グループは主として LC-MS システムのハードウェア開発、理化学

研究所グループはソフトウェア開発を担当し、東京農工大学グループは主として上記の第

二の狙いに相当する「リボヌクレオプロテオミクス」技術の開発を担当することとした。

また、研究を進める内容は、システム開発に関しては「RNA の LC 分離技術の開発」、「質量

分析技術の開発」、「RNAカタログの作成」、「データ処理技術の開発」の各項目、リボヌクレ
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オプロテオミクス技術開発に関しては「RNA 試料調製法の開発」、「RNA／タンパク質複合体

の解析」、「RNA／タンパク質ネットワークマップの作成」の項目に分けて進めることとした。

それぞれのグループの研究進捗状況を全員が共有し合うことを目的として 3 グループは 2

ヶ月ごとに一堂に会して研究会議を開催すること、また電子メールなどを利用して 3 つの

グループ全員が最新のデータを常に共有し合うことで、研究項目の優先順位を適宜調整す

るなど、緊密な連携の下で研究推進の効率化を諮ることで研究開発の速度を最速にする努

力を行った。その結果、当初目標とした RNA 解析のための LC-MS システムはハードとソフ

トを含めて研究開始から中間評価までの約３年間でほぼ完成し、その後の約２年間はシス

テムの高性能化と自動化、ゲノム検索エンジン（Ariadne）の高性能化と周辺ソフトウェア

の整備、ならびにこのシステムを利用した「リボヌクレオプロテオミクス」研究に集中す

ることで、ヒトの難病である神経変性疾患の病因に関する研究成果（後述）などをあげる

ことができた。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

上記（１）でも述べたように、当初の研究構想では、最終年度の段階で生体試料から調製した RNA

／タンパク質複合体中の RNA 成分を LC-MS 分析によって同定し転写後修飾を解析できるシ

ステムの完成を目指していたが、LC-MSシステム開発に関する 3グループの過去の経験や緊

密な連携によって、この目標は中間評価の段階でほぼ達成することができた。これに伴っ

て、計画を前倒しにするとともに、以下のような計画あるいは目標の修正および追加を行

った。まず、当初の計画では、ncRNAのデータベースが整備されていなかったことから、既

存の ncRNA のデータベースを統合し、さらに文献的に報告された ncRNA 情報を収集して追

加することで、MS 及び MS/MS データの検索対象となる独自の ncRNA データベースを構築す

る予定であった。これについては「RNAカタログの作成」の研究項目で実施したが、中間評

価の行われた平成 21年度の段階でヒトのゲノムを含むゲノム情報の全体を検索対象とする

ことができるソフトウェア Ariadne の開発に成功したために以降の研究を中止した。その

一方、このソフトをより汎用的にするため計算機の増強とアルゴリズムの改良を行い、ま

た一般に普及させるため、「ユーザーフレンドリー」なインターフェースを持つ使いやすい

ソフトへと改良し、その企業化に向けた開発を行うための研究を「データ処理技術の開発」

項目に追加した。また、LC 部分の精密化や RNA 断片のエレクトロスプレーイオン化を補助

する LC-MS インターフェースの設計などにより、中間評価の段階で RNP 複合体を構成する

RNAをタンパク質とほぼ同等のフェムトモルレベルの感度で解析できるようになったが、中

間評価で本解析法のブラッシュアップ、更なる高感度化、自動化と高精度化を強力に進め

ることを助言されたため、LC-MSによる RNAの解析についても、汎用性を高め企業化に向け

た稼働条件のマニュアル化を進めると同時に RNAの分離、酵素消化、LC-MS解析の一連の操

作の自動化のために、「RNA の LC分離技術の開発」の研究項目の延長を諮った。さらに中間

評価の場では、今後の研究の進め方として、1）必ずしも事前の研究計画にとらわれず、本

研究によって構築した解析システムを応用して RNA のサイエンスを進めること、2）面白

い解析系を持つ多数の内外の研究者と共同研究を行って、インパクトのある文脈での技術

の検証を進めることを助言されたため、「RNA／タンパク質複合体解析」の研究項目につ

いても研究期間を延長し、共同研究を積極的に進めることで解析例を増加させることとし

た。そこで、特に RNA の代謝異常を起こす遺伝性の神経疾患の原因遺伝子産物が形成する

RNA／タンパク質複合体の解析への研究の展開を諮った。その中で、ヒトの難病として知られ

ている疾病の一つの原因遺伝子産物とされる RNA 結合タンパク質が標的とする RNA 成分を同定

することに成功したので、この結果を分子生物学的な方法などで確認するとともに、この RNA-タン

パク質相互作用の生理的な意味や病態との関わりに関する研究を新たな目標とした。すなわち、

最終年度は実際の生命科学研究で大きなインパクトのある研究成果を得ることで、本研究で開発

したRNA解析システムの有効性を示し、より多くの研究者や技術者への普及の弾みとなると考えて、

この研究に注力することとした。 
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§３ 研究実施体制 
 

（１）「礒辺」グループ 

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

礒辺 俊明 首都大学東京 教授 H18.10～ 

梶 裕之 首都大学東京 客員准教授 H18.10～ 

岡田 聖裕 首都大学東京 准教授 H21.4～ 

田岡 万悟 首都大学東京 助教 H18.10～ 

山内 芳雄 首都大学東京 客員研究員 H18.10～ 

延 優子 首都大学東京 特任研究員 H19.5～ 

中庭 真基子 首都大学東京 特任研究員 H19.7～H20.2 

正木 正平 首都大学東京 特任研究員 H20.4～H22.8 

竹田 純 首都大学東京 特任研究員 H20.4～H22.6 

垣内 一恵 首都大学東京 大学院博士後期課程 H19.4～H20.3 

谷 知美 首都大学東京 大学院博士前期課程 H19.4～H20.3 

井汲 真希 首都大学東京 大学院博士前期課程 H20.4～H21.3 

松久 雄広 首都大学東京 大学院博士前期課程 H20.4～H21.3 

松田 亮蔵 首都大学東京 大学院博士前期課程 H20.4～H21.3 

浅川 陽平 首都大学東京 大学院博士前期課程 H22.4～H23.3 

安達 公祐 首都大学東京 大学院博士前期課程 H22.4～H23.3 

田中 誠 首都大学東京 大学院博士前期課程 H22.4～H23.3 

恋川 拓己 首都大学東京 大学院博士前期課程 H23.4～ 

志村 崇史 首都大学東京 大学院博士前期課程 H23.4～ 

斎藤裕一朗 首都大学東京 大学院博士前期課程 H23.4～ 

 

② 研究項目 

 質量分析を基礎にした RNA同定技術ならびに RNA解析のための MS技術の開発 

 

 

（２）「中山」グループ 

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

中山 洋 （独）理化学研究所 専任研究員 H18.10～ 

小池 仁美 （独）理化学研究所 テクニカルスタッ

フ II 

H19.12～ 

秋山 美沙紀 （独）理化学研究所 テクニカルスタッ

フ I 

H20.4～ 

 

② 研究項目 

 RNA質量分析データの処理と解析技術の開発 

 

（３）「高橋」グループ 

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

高橋 信弘 東京農工大学 教授 H18.10〜 
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千葉 一裕 東京農工大学 教授 H18.10〜 

三浦 豊 東京農工大学 助教授 H18.10〜 

辻村 輝子 東京農工大学 研究補助員 H19.3 

石川 英明 東京農工大学 特任助教 H23.7〜 

石川 英明 東京農工大学 博士研究員 H19.5〜H23.6 

石川 英明 東京農工大学 博士後期学生 H19.4 

泉川 桂一 東京農工大学 特任助教 H23.7〜 

泉川 桂一 東京農工大学 博士研究員 H20.10〜H23.6 

泉川 桂一 東京農工大学 博士後期学生 H20.9 

逸見 巌 東京農工大学 博士後期学生 H19.3 

吉川 治孝 東京農工大学 特別研究員 H23.10〜 

吉川 治孝 東京農工大学 博士後期学生 H18.11〜H23.9 

照喜名 悟朗 東京農工大学 博士後期学生 H19.2〜H23.3 

佐藤 慈子 東京農工大学 博士後期学生/RA H20.4〜H23.3 

宮澤 直樹 東京農工大学 博士後期学生/RA H20.4〜 

 

②研究項目 

 RNAとプロテオームの機能的相関解析 
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§４ 研究実施内容及び成果  
４．１ 質量分析を基礎にした RNA同定技術ならびに RNA解析のためのMS技術の開発（首

都大学東京 礒辺グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

本研究の目標は、生体試料に含まれる低分子 RNA とその代謝物を直接 LC-MS 法で分析す

ることで、それぞれの RNA をゲノム情報に帰属して同定し、転写後修飾も含めた化学構造を

明らかにするための RNA 解析のためのプラットフォームを開発することである。首都大学東

京・礒辺グループは、JST などからの外部資金を活用して長年にわたって蓄積してきたナノ

LC-MS ショットガン法を中心としたプロテオミクスの技術開発の経験を基盤として、（１）生体か

ら分離した RNAの RNase 消化物を高感度で効率的に分離して高精度で質量分析できる汎用

の LC-MS システムを構築し、（２）共同研究機関である理化学研究所（中山グループ）が開発

するゲノムデータベース検索ソフトウェアを含む RNA の質量分析情報処理技術を組み込むこ

とで、生体試料に含まれる RNA を同定し、同時に転写後修飾を含む化学構造の解析ができ

る革新的な LC-MS システムの構築を目指した。また（３）東京農工大学（高橋グループ）が開

発する RNA/タンパク質複合体の精製法や、RNA の分離・前処理法などの技術を統合するこ

とで、最終的にはプロテオミクスと低分子 RNA 研究が融合した細胞機能ネットワーク解析の基

盤作りを目標として研究を行った（図１）。 

 

 
 

[LC-MS システムの構築] 

本研究では、上記の目的を達成するための基本的な戦略として、プロテオミクス研究のため

に開発した高性能ショットガン解析システムをRNA分析のために最適化することで、国際的に

も例のない先駆的な「RNA ショットガン解析システム」を構築することとした（図２）。  

 

低分子 RNA の質量分析をエレクトロスプレーイオン化（ESI）法と組み合わせてオンラインで行

う場合、複雑な組成と構造をもつ RNA 標品を効率よく LC で分離し、溶出した RNA を希釈す

ることなく効率的にイオン化するための技術開発が必要であった。タンパク質やペプチドでは、

逆相クロマトグラフィーをはじめとする高分解能の LC 分離法が開発され、また分離した試料

溶液をそのまま効率よくオンラインで質量分析できるギ酸-アセトニトリル系などの溶媒条件が

確立されている。一方、RNA は構築単位が 4 種類のヌクレオチドに限定されていることで化学
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的な多様性が小さ

く、しかもリン酸基を

多く含む親水性化

合物という意味でも

化学的には比較的

均一な分子集団で

ある。またRNA を分

離する従来法では

一般に不揮発性の

緩衝液を用いる イ

オン交換クロマトグ

ラフィーが利用され

る ので 、溶出液に

は Na+ や K+ など

が高濃度で存在す

るが、これらのイオンはRNAと付加イオンを形成しやすく、質量分析の効率を極端に低下させ

る。本研究では、まず塩基数が 3-21 の合成 RNA あるいは DNA を効率よく分離できる逆相系

担体や分離条件の設定と ESI 法による質量分析法について検討した。逆相系では、従来から

プロテオミクスでよく使用される C-18 を含むさまざまなアルキル鎖長のシリカ系およびポリマ

ー系担体や新開発のスフェリカルカーボン充填剤の分離特性や溶媒条件について検討した。

また近年のソフトイオン化法の開発によって生体高分子の質量分析が可能になったが、その

対象とされているのは殆どの場合プロトンが付加して（＋）荷電をもつ粒子である。一方、プロ

トンの除去あるいは電子の付加によって（−）荷電をもつ粒子を解析する「ネガティブモード」で

の質量分析は一般に感度が悪く、生体高分子に適用した解析例は少ない。本研究が対象と

する RNA はリン酸基に富み、LC-MS システムで使用する ESI 法では（―）荷電をもつ多価イ

オンを生成する典型的な化合物である。そこで本研究では、合成あるいは生体から分離した

複数の低分子 RNA を使用し、ESI 法で効率よくイオン化できる溶媒条件などについて検討し

た。すなわち各種の逆相カラムと分離条件の組み合わせについて検討し、リン酸基に富

む親水性化合物である RNAに対して比較的保持能力が高いシリカ系C-30逆相系充填剤

と塩基性条件下で RNA とイオンペアを形成する揮発性の高い分離媒体の共存イオンを

選定することで分離を最適化し、数百塩基からなる低分子 RNA や、その RNase 消化物

を効率よく分離できるナノ LC 法を開発した。実際に C-30 シリカ担体をフューズドシリカ

で成型したスプレーチップカラム（100μm x 50 mm）に充填して 100 nl/min の超微流速で上

記の分離溶媒系（トリエチルアミン酢酸／メタノール緩衝液）を使用してクロマトグラフィーを行

い、オンラインで Orbitrap 高性能質量分析計で分析することで、RNase T1 消化などで得られ

た RNA 断片をフェムトモルレベルの感度で効率よく分離して質量分析することができるように

なった（図３）。 
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一方、この開発段階で

の問題点の１つは、RNA

がリン酸基に富む親水

性の高い高分子であり、

逆相クロマトグラフィー

で溶出する低濃度の有

機溶媒条件では、H2O

に由来する表面張力な

どの影響でエレクトロス

プレーイオン化が極め

て不安定であることであ

った。そこで、RNase 消

化で生じる RNA 断片の

分離に使用する 内径

125μm のエレクトロ

スプレー（ESI）カラム

を装着したナノ LC か

ら 100 nL/分の超微流速で送液されてくる微量のRNA溶出液にオンラインで連続的にア

セトニトリルを添加することで有機溶媒濃度を増加し、LCから溶出した RNA成分を「ネ

ガティブモード」で安定的にイオン化するための補助スプレー装置を設計、試作した。

これらの研究で開発したLCシステムを質量精度が極めて高い最新の高性能質量分析計

（Orbitrap-MS, Thermo Fisher Scientific 社製）と連結することで、RNase T1 消化

などで得られた RNA 断片をフェムトモルレベルの感度で効率よく分離し、その精密質量やタ

ンデム質量分析法（MS/MS 法）で得られた情報から転写後修飾を含む化学構造を詳細に解

析できるようになった。さらに、この LC-MS システムに、理化学研究所で開発したゲノムデ

ータベース検索エンジン（Ariadneと命名：後述）を組み込んだデータ解析システムを

装着することで、数百塩基程度の RNA やその RNase 消化物を効率良く分離して質量分

析（MS）およびタンデム質量分析（MS/MS分析）し、さらにはゲノム情報を検索して試

料中に含まれる RNA 成分を同定できる国際的にも極めて独自性の高いナノ LC-MS プロ

トタイプ装置を試作することができた。 

 

次に、この装置の評価と実用化に向けた検討を行った。試作したシステムは、化学合

成した siRNA や無細胞合成系で合成した mRNA などを RNase T1 で消化して得られたオ

リゴリボヌクレオチド混合物の精密質量分析や塩基組成の分析に有効であった。また、

このシステムを利用するこ

とで、酵母細胞から調製し

た tRNAや、東京農工大学か

ら供給されたヒト培養細胞

由来のリボソーム先駆体な

どに含まれるrRNAや snoRNA

などの主要な RNA 成分を

RNaseT1で断片化し、それら

の LC-MS/MS解析で得られた

MS スペクトルを RNA データ

ベースに対して検索するこ

とで、個々の RNA が同定で

きることがわかった。ただ

し、このシステムによる RNA

の分析感度は、同様のシス
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テムによってタンパク質を分析した時の感度に比べて約 1/10 程度であった。そこで、

このシステムを高感度化するための改良を行った。すなわち RNA 試料の RNase 消化物

を ESI カラムに導入するために使用する「トラップカラム」を微少化、精密化し、さ

らにナノLCから溶出したオリゴヌクレオチド断片を効率よくイオン化するための補助

スプレー装置をより精密に改良してシステムに装着した（図４，特願 2009-137085）。 

 

 

[RNAのゲル内酵素消化法の検討] 

生体あるいは培養細胞から分離した複雑な RNA 試料に含まれる RNA 成分を効率よく

LC-MSシステムで同定し、その化学構造を解析する目的で、ポリアクリルアミドゲル電

気泳動（PAGE）を利用した RNA 成分の分離と、分離した RNA のゲル内消化法の条件な

どを詳細に検討した（文献 18、図５）。 

 

この方法では、RNA混合物をゲル電気泳動して SYBR Goldを用いる蛍光染色法で検出後

(Step 1)、目的とするゲルバンドを切り抜いて、バンドに含まれる RNAを RNase T1な

どの RNaseで切断し(Step 2)、ゲルから RNA断片を抽出(Step 3)、RNAを含む溶液から

ゲルマトリックスを完全に除去した後に (Step 4) LC-MSで解析する。この操作の「Step 

1」についてはゲルバンドから無機塩を取り除く洗浄方法と抽出するゲルの形状を、

「Step 2」については消化酵素の濃度と反応時間を、「Step 3」については抽出溶媒と

時間を、「Step 4」についてはゲルマトリックスを取り除く濾過膜を、それぞれ検討し

て最適化した。その結果、フェムトモルレベルの RNA 標品を含んだゲルバンドから、

フラグメント化した RNA を 30％～100%の回収率で回収して LC-MS法で同定することに

成功した。また、標品に含まれる RNA 分子に存在するメチル化や水素付加などの修飾

や、tRNA 分子に付加したワイブトシンなどの複雑な修飾基を比較的容易に検出して解

析できるようになった。 

 

この方法を実際にマウス ES細胞の低分子 RNA画分の解析に適用したところ、この標品

に含まれる 11 種類の RNA を同定するとともに、これらの RNA 分子を構成する全 1938

ヌクレオチドの 66.0%にあたる

1279 ヌクレオチド（30 の修飾ヌク

レオチド（12 の部分修飾）と 1261

の非修飾ヌクレオチド）の配列を決

定することができた。この方法で決

定した修飾ヌクレオチドには

RNaseP RNA や U6 snRNA、7SL RNA

の新規なメチル化サイトが含まれ

ていた。また、これとは別の実験で

は、親和性タグを付加した Brr2 タ

ンパク質をベイトとして酵母細胞

から分離精製したスプライセオソ

ーム先駆体の構成 RNA 成分として

U4 や U5S、U5L、U6 snRNA（40～

300fmol）などを同定するとともに、

これらのUsnRNAの 3'末端が構造的

に不均一であることを見出すこと

ができた（投稿準備中）。 

 

以上で述べたハードウェアならびに前処理法を含むソフト技術の改良あるいは最適化

によって、最終的には従来に比べて RNA の分析感度が約１０倍向上し、培養細胞など

図 5.RNAのゲル内酵素消化法 
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から親和性タグを利用して分離した微量のスプライセオソームやリボソーム先駆体に

含まれるフェムトモルレベルのタンパク質と RNA 成分をほぼ同程度の感度で同定し、

その塩基配列や、メチル化などの修飾を含めた化学構造をタンパク質成分と同時に解

析することができるようになった。一例として、親和性タグを付加した Lsm-3 タンパ

ク質をベイトとして酵母細胞から分離精製したスプライセオソーム先駆体の構成 RNA

成分（U-snRNA）とタンパク質成分の分析例を図６、図７に示した。 

     

 

[新規 RNaseの探索] 

本研究では、目的の RNA を効率よく同定し、その化学構造を解析する目的で、東京農

工大学グループと共同して従来使用している RNase T1 とは異なる基質特異性をもつ

RNaseの探索を行った。この目的のために、従来の文献に現れたさまざまな RNaseの中

から、GU の２塩基配列を認識して G の 3’末端を切断する基質特異性をもつ酵素

（ColicinE5 CTD）や YA（Y は C か U）の 2 塩基を認識して Y の 3’末端を切断する酵

素（ColicinE3）、あるいはACの2塩基配列を認識してその 5'末端を切断する酵素（MazF）

など、3種類の酵素を大腸菌細胞から分離精製した。また、基質特異性がよく知られて

いない２種類の酵素（PemKと ChpB）を大腸菌から精製し、基質特異性を含む酵素化学

的な性質を検討した。すなわち、これら２種類の酵素を大腸菌に内在する阻害タンパ

ク質との複合体として発現し、尿素変性条件下で阻害タンパク質と解離させて精製し

た RNaseを透析法で再活性化して酵素標品とした。精製した PemK および ChpBKは、い

ずれも UA の２塩基配列を認識して U の 3’末端を切断する基質特異性をもち、その切

断末端は上記３種類の新規 RNase と同様に 5'は水酸基、3'は 2',3'サイクリックリン

酸であった。これら 5種類の新規 RNaseのうち、MazFを U6 snRNAの化学構造の解析に

適用したところ、RNaseT1消化物からは分離が困難な 5’末端ヌクレオチドを得ること

ができ、その解析から従来考えられていたメチルリン酸とは異なる新規 5'末端修飾を

検出することができた。さらに、この酵素を分裂酵母から精製した RNase MRP の RNA

サブユニットの一次構造解析に適用することで、5’キャップ構造を含む全塩基配列を

確認することができた。これらの酵素標品は従来にはない基質特異性をもつ本研究に

とって有用な RNase であったが、現状ではいずれも比活性が著しく低い欠点があり、

汎用的に使用するためには今後引き続き酵素活性の発現に必要な要素や消化条件など

について検討し、あるいは遺伝子工学的な方法による酵素学的な性質の改良が必要と

考えられた。こうした欠点の一部を補うために、RNaseH が DNA-RNA ハイブリッド鎖を

認識し、DNAの 5'近傍の数塩基の位置で相補鎖 RNAを切断する性質を利用して、RNAを

特異的に切断する方法を導入した。その切断部位は DNA 部分の 5'末端±1 塩基の範囲

の反対鎖 RNAに限局されており、RNAの構造決定には好適と考えられた（投稿準備中）。 
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[RNA LC-MSシステムの耐久性の改良] 

本研究では、RNA の質量分析法を一般的な技術として確立するため、試作した LC-MS

システムを常時稼働させて耐久性試験を行った。親水性の RNA 断片を安定してエレク

トロスプレーイオン化できる補助スプレー装置(特願 2009-137085)の開発などにより、

システムを構成するナノ LC-Orbitrap 質量分析装置は極めて安定に使用できるように

なったが、試料の濃縮・脱塩のための「トラップカラム」と oligonucleotide 分離用

の「ESIカラム」は定期的な交換が必要である。長期間の試験によって、超微量 RNA の

LC-MS 分析では、LC 装置に組み込まれた送液系のステンレス部品から溶出する微量の

鉄イオンが RNA のリン酸基と結合して分析を妨害し、カラムの耐久性にも悪影響を与

えていることがわかった。そこで、システムに組み込んだ送液ポンプを従来型から金

属部品を使用していない特殊なポンプ（ステンレス部品を PEEKに置換したポンプ）に

置換した。また「トラップカラム」には、ステンレス製の焼結フィルターを使用しな

いモノリス型カラム（MonoCap-GL, 0,2 mmID x 40 mmL）を採用することとした。これ

らの改良によって、システムをより長期間安定して使用できるようになった。現在の

システムは、分離に使用する ESI チップカラムを定期的（約１か月）に交換するだけ

で、数か月～半年程度は安定して連続的に使用できる。 

 

[自動化 LC-LC-MS/MSシステムの構築] 

本研究と同様の装置類から構成されたプロテオミクス研究のための LC-MS ショットガ

ンシステムでは、タンパク質混合物のプロテアーゼ消化で生じた複雑なペプチド混合

物を直接解析することで、組織や細胞の粗抽出液に存在する数千種類ものタンパク質

や、細胞から分離したタンパク質複合体を構成する数百種類のタンパク質を容易に同

定できる。また、これらの複合体に含まれるタンパク質間の相互作用を詳細に解析す

ることで、細胞機能を調節する機構に関する新たな発見が期待できる。プロテオミク

スでは一般的なこうした技術に比べて RNA の LC-MS 法の開発が困難である理由の１つ

は、RNAを構成するヌクレオチドが４種類のみで、その物理化学的性質も類似している

ため RNase 消化で生じるオリゴヌクレオチド分子の化学的多様性が乏しく、タンパク

質の消化で生じるペプチドに比べて複雑で精密な LC分離が困難なことである。そこで、

試料中のRNAをまずそのままの状態でLC分離し、一度分画したのちにRNaseで断片化、

生成したオリゴヌクレチドをさらに LCで分離しながらオンラインで MS/MS分析して同

定する多次元 LC-MS/MS 法開発を行った。これらの技術開発は、RNA のショットガン解

析のための一歩であるだけでなく、試料の分離から LC-MS による分析までの行程を自

動化することで、マニュアル操作による試料の損失や環境からの汚染を排除し、細胞

などから調製した微量 RNA 成分をさらに高感度で効率よく分析するための汎用的なシ

ステムの構築のためにも重要と考えた。 

 

最初の試みとしては、１段目の RNA分離用 LCと２段目のオリゴヌクレオチド分離用 LC

のインターフェースとして簡易型の溶液操作ロボットを介在させることで RNA の分取

と RNase消化、２段目 LCへの試料の注入を行うためのシステムを設計して試作した（図

８）。このシステムでは、試料に含まれる RNA を Develosil-C30カラム（2mmID x 100mmL）

を装着した１段目の LCで分離して一定時間ごとに冷却した試験管に分取し、自動的に

RNase T1 を加えて 37oC で 60 分間保温して消化したのち、分画ごとに繰り返し２段目

の LC に注入して試料中の RNA 断片を MS/MS 分析するよう設計した。この自動化

LC-LC-MS/MSシステムを培養細胞から調製した低分子 RNA混合物に適用したところ、こ

の試料に含まれる U snRNA や 7SL RNA などの主要な RNA 成分が自動的に分離、同定で

きることがわかった。 

  

そこで、この自動化システムを実用化するための技術開発を行った。具体的には、プ

ロトタイプシステムで使用していた RNA分離用カラム（Develosil-C30；2mmID x 100mmL）
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を多孔性ポリスチレンカラム（RLRP-300；2mmID x 100mmL）に交換し、RNase消化で生

じたオリゴヌクレオチドを ESI カラムに導入するための前処理用「トラップカラム」

に、従来型のステンレス製焼結フィルターを使用しないモノリス型カラム（MonoCap-GL, 

0,2 mmID x 40 mmL）を採用した。またシステム全体の動作を制御するタイムプログラ

ムと LC の溶離条件を再検討することで、従来は難しかった比較的高分子の RNA（-500 

nts）も分析できるようになり、システムの耐久性も大幅に改善することができた。現

在稼働しているシステムは、半年間にわたる数百回の耐久性試験を兼ねた分析に対し

ても安定した性能を保持している。また試料の分離から LC-MS による分析までの行程

を自動化したことで、マニュアル操作による試料の損失や環境からの汚染を排除し、

細胞などから調製した微量 RNA 成分をさらに高感度で効率よく分析できるようになっ

た。実際に、この自動化 LC-LC-MS/MS システムを出芽酵母細胞から精製した boxH/ACA

型 snoRNP 複合体の RNA 成分の解析に適用したところ、この試料に含まれる 29 種類の

既知 boxH/ACA 型 snoRNA の 27 種類とともに、新規 box H/ACA 型 snoRNA を 1 種類同定

することができた(図９)。また、この分析で得られたスペクトルの解析から、snoRNA

の 5’末端構造に対する新たな修飾を 17 種類、3’末端構造に対する新たな修飾を 21

種類発見することができた（発表準備中）。また、この自動化システムの有効性を検証

する目的で、この方法を非コード低分子 RNA に存在が予想される新たなキャップ構造

の検索に適用して新規の修飾を数種類検出することができた（理研 P. Carninci 博

士との共同研究）。 

  
  図 8 RNA解析のための全自動 LC-LC-MS/MSシステム 
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       図 9．LC-LC-MS/MSシステムによる出芽酵母 Gar-1結合 snoRNAの解析 

 

 

[LC-LC-MS/MS法の適用：分裂酵母 Box H/ACA 型 snoRNP構成 RNAの解析] 

核小体に含まれる Box H/ACA 型核小体低分子（sno）RNA はリボソーム RNA の成熟に関

与する RNA であり、リボソーム RNA 前駆体の成熟の過程でウリジン残基の擬ウリジン

化をガイドする役割を持っている。この snoRNAは酵母から動植物に至るすべての真核

生物と古細菌に見出されており、分裂酵母の場合には、Gar1 と呼ばれる擬ウリジン化

を触媒する酵素を含む 4種類のタンパク質と 1種類の snoRNAを含むヘテロ 5量体分子

である BoxH/ACA型 snoRNPを形成する。その snoRNAサブユニットは RNAの擬ウリジン

化サイトに応じて 20種類以上の異なる分子種があることが知られているが、リボソー

ム RNAの擬ウリジン残基は少なくとも30あることから、より多くの BoxH/ACA型 snoRNA

が存在するものと推定されていた。そこで、本研究では、分裂酵母の Box H/ACA型 snoRNP

に含まれる低分子 RNA をゲル内消化法と LC-MS を組み合わせた方法、ならびに全自動

LC-LC-MS/MS システムを利用した方法によって網羅的に同定し、一部の snoRNA につい

ては 5’および 3’末端の構造を決定した。 

 

分裂酵母の Box H/ACA 型 snoRNP は、複合体の構成因子 Gar1 に親和性タグを付加した

細胞株を栄養培地 YES で培養し、回収した菌体を破砕して親和性タグを利用して粗精

製した後に、リボソームを含まない画分を超遠心法で調製した。得られた複合体をフ

ェノール・クロロホルム抽出法でタンパク質と RNA に分離し、タンパク質は既存のプ

ロテオミクスの方法で同定した。RNA については、PAGE による分離とゲル内消化法、

LC-MSを組み合わせた方法、あるいは全自動 LC-LC-MS/MSシステムを利用した方法で分

析し、生成した RNA の MS/MS データは Ariadne によって分裂酵母ゲノムと照合して同

定した。 
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上記の方法によって、分裂酵母の Box H/ACA 型

snoRNP複合体から、既知の 4種類のタンパク質成

分（Gar1 と Cbf5、Nop10、Nhp2）と 18 種類（全

21 種類中）の snoRNA に加えて、新規の snoRNA

を 20種類同定することができた（図 10）。新規の

snoRNA は RT-PCR 法によっても Box H/ACA 型

snoRNP 複合体内にその存在が確かめられ、LC-MS

法の誤同定などによるものではないことが確認

された。 

 

そこで、同定された snoRNA の構造を詳しく解析

すると、3 種の RNA の 3’末端の構造にはこれま

で知られていなかった不均一性があること、また

少なくとも 17種の RNAの 5’末端にはトリメチル

グアノシンキャップが付加されていることが明

らかになった。このトリメチルグアノシンキャッ

プが付加されている RNAのうち、2種類はイント

ロンから生成されており、未知の代謝経路によっ

てキャップ修飾が行われていることが予想され

た。 

 

一方、この研究で見出された新規 snoRNA につい

ては、それぞれの snoRNAが認識するｒRNAの擬ウ

リジル化部位を予測するとともに、それぞれを欠

損させた酵母変異株を作成して表現型の解析を

進めている。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

本研究で開発した LC-MSシステムは、その感度や

分離能、あるいは結果として得られる質量情報の

量や精度の点で国際的に最高水準にある。また、

ゲノム検索エンジン Ariadne を搭載した全体の

システムは、生体から分離した RNAを予測や予備

的な知識なくゲノム情報に帰属して同定し、同時

に転写後修飾や生体内での代謝過程を精密に解

析できる現状では世界で唯一の RNA 解析プラッ

トフォームである。最近の研究から、ゲノムのほ

ぼ全域から転写された ncRNA が生体機能の調節

にきわめて重要な役割を果たしていること、また現在知られているほとんどの ncRNA

がタンパク質との複合体すなわち RNP 複合体として機能していることが明らかにされ

ている。本研究で開発したシステムは、今後ますます重要になることが予想されるタ

ンパク質と RNAの相互作用が関与する生命現象の解析や、細胞の RNA・タンパク質相互

作用ネットワークの解析に広く利用されることが期待される。 

 

次世代シーケンサーなどの最新の方法と比較して特筆できる本システムの特徴は、RNA

の同定とともに精密な化学構造の解析ができる点である。tRNAや rRNAなどのよく研究

が進んでいる RNA では、メチル化や擬ウリジル化などを含む１００種類以上の複雑な

化学修飾が機能の発現や調節に必須であることが知られている。この事実を考慮する

と、質量分析法を基礎として本システムは、最近の研究で次々に見いだされてきた

H/ACA
snoRNA

Number
of bases

snoU17 326
snR101 273
snR90 225
snR95 222
snR96* 211
snR98 211
snR94 210
snR42 208

sno12/snR99 190
snR100 187
snR35 172
snR46 168
snR3 167
snR10 167
snR36 164
snR97* 148
snR33 145
snR91 144
snR92 144
snR93 143
snR5 142

snRX1 225
snRX2 236-237
snRX3 174
snRX4 142
snRX5 132
snRX6 138
snRX7 151-152
snRX8 156
snRX9 117

snRX10 167
snRX11 149
snRX12 136-137
snRX13 152-154
snRX14 171
snRX15 155
snRX16 150
snRX17 172
snRX18 143
snRX19 156
snRX20 208

, identified by LC-MS;
 strategy and by RT-PCR
, identified by RT-PCR;

* , unidentified by neither methods.
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図 10. LC-MS 法によって同定された

S. pombe の H/ACA型 snoRNA 
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microRNA や piwiRNA あるいは今後見つかるであろう各種の ncRNA の構造と機能あるい

は生合成や代謝調節などの研究に広く活用されることが期待される。 

 

一方、この研究で開発したシステムは、高度医療開発とりわけ現在注目されている RNA

などを本体とする創薬研究への応用が期待できる。現在主に開発が進められている

siRNAなどは一般に不安定で、体内に投与すると速やかに代謝されて分解される。この

システムは、さまざまな修飾を施した RNA医薬候補化合物の安定性や代謝過程の解析、

体内動態の解析などに広く活用されることが期待できる。但し、そのためには、体内

に投与した RNA に由来する微量の代謝物を濃縮してその動態を解析するための前処理

技術の開発や LC-MS システムの更なる高感度化、質量分析シグナルを利用した RNA の

定量法の開発など、この研究で開発した基盤的な方法の改良や周辺技術の整備が必要

である。 

 

４．２ RNA質量分析データの処理と解析技術の開発（理化学研究所 中山グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

実施内容 

本研究の目標は、質量分析データから RNA の配列を同定し、同時に転写後修飾を検出

して同定するための基盤技術確立である。そのために重要な要素技術は、プロテオミ

クス研究では既に一般的なデータベース検索エンジンソフトウェアと考えられる。そ

こで本グループでは、検索エンジンを中心とした RNA 質量分析データ解析方法および

ソフトウェアの開発を目標とした。具体的には、実験で得られた RNA のヌクレアーゼ

消化断片のタンデム質量分析データを塩基配列データベース上の特定の塩基配列へと

照合し、同定する「データベース検索エンジン」とその周辺ソフトウェアの開発を進

めた。 

 

このようなソフトウェアはプロテオミクスでは既に一般的となっており、それを流

用・改変することで効率的に開発が可能と予想できるが、以下に述べる RNA とタンパ

ク質の性質の違いから、ほぼ 0から開発を行う必要があった。（1）MS/MSでの挙動の違

い。RNAとタンパク質はいずれも直鎖状ポリマーであるが、その物理化学的性質は大き

く異なっている。RNAは主鎖に解離基（リン酸基）を持つがタンパク質は両末端と特定

の側鎖のみに解離基を持つ（陽イオンモードの場合には塩基性アミノ酸アルギニン、

ヒスチジン、リジン）。このため RNAの MS/MS分析での断片化規則はタンパク質とは大

きく異なっていることが予想され、またいくつかの実験例も報告されていた。（２）化

学的多様性が小さいことによる特異性の欠如。生体から分離した RNA 分子をそのまま

質量分析し、構造情報を得ることはタンパク質と同様に困難である。したがって、RNA

を RNase で消化して生じたヌクレオチド混合物を質量分析する必要がある。しかし、

RNAは 4種類のモノマーから構成されており、ヌクレオチドの多様性が少ない。したが

って、もし RNase で消化した RNA 断片を同定できたとしても、一般にそれだけでは元

の RNAを特定することはできない。（３）検索対象とするデータベースの不備。タンパ

ク質はコード領域の大部分が特定されており、配列データベースもよく整備されてい

るのに対して、非コード RNAに対する鋳型 DNAの特定は研究が進められている段階で、

現時点では予測が困難である。このため RNA を同定するためには独自の非コード RNA

データベースを構築するか、あるいはゲノム配列全体をデータベースとして検索する

必要がある。 

 

また、ソフトウェアの開発法として、プロトタイピングをもちいることとした。

LC-MS/MS システムの開発・評価のためにはデータ解析が容易に出来ることが必要であ

る。このため、出来るだけ早く限定的な性能であっても実際のデータ解析を支援する

プロトタイプソフトウェアを分析系開発現場に導入することを重視した。導入したプ
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ロトタイプは、共同研究者の評価意見を取り入れ、継続的に改良することで汎用的な

検索エンジンとすることにした。 

 

以上の理由から、次のように RNA解析のための検索エンジンの開発を進めた。 

１．合成 RNA・DNAや生体から分離した RNAのタンデム質量分析で得られた断片化スペ

クトルデータを収集し、衝突解離法での RNA の断片化ルールを詳細に解析した。［RNA

断片化の規則性の検討］ 

２．公開データベースから非コード RNAを抽出し独自の RNAカタログを作成した。［低

分子 RNAのカタログ化とデータベースの構築］ 

３．１ の結果をもとにして、RNA のタンデム質量分析データから ２ で作成した RNA

カタログを検索して特定の RNA を同定できるプロトタイプの配列データベース検索エ

ンジンソフトウェアを開発した。［RNA検索エンジンプロトタイプの開発］ 

４．既知の RNA などで ３ のプロトタイプの性能を、特に上記（２）の問題に留意し

て十分な特異性が得られるかどうかに注目して、評価し、不十分な点を改良すること

で、汎用的な RNA検索エンジンソフトウェアを開発した。 

５．実際に生体から分離した RNA 試料によりさらに性能評価を行い、検索エンジンの

アルゴリズムを継続的に改良すると共に、［検索エンジンを中心としたデータ解析シス

テムを活用するための周辺ソフトウェア整備］を行った。 

 

 

成果 

以下、研究成果を実施内容の 1～5と対応させて説明した後に、開発した検索エンジン

Ariadne を中心としたデータ解析システム（図 11）の現在の性能と限界についてまと

めた。 

 
図 11. RNA検索エンジン Ariadne を中心としたデータ解析システム 
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［RNA断片化の規則性の検討］ 
MS/MS スペクトルに基づき RNAの同定を行うためには、RNAの開裂パターンから塩

基配列情報を得ることが必要である。しかし、RNA の MS/MS による開裂はあまり研

究されておらず、DNAと同様だとする報告や異なるとする報告が混在する状況であっ

たため、実験的に確認する必要があった。そこで合成 RNA や生体から分離した既知

RNAのタンデム質量分析で得られた断片化スペクトルデータを収集することで、衝突

解離法での RNAの断片化ルールを詳細に解析した。その結果、開裂しうる主鎖リン酸

部分のうち 2 箇所が選択的に開裂することがわかった。また、RNAではタンパク質と

異なり主鎖に荷電部位があるため、内部イオンが強く検出されることがあった。さら

に、DNAでは塩基の脱離が高い頻度で生じるのに対し、RNAではほとんど塩基脱離が

生じないなど核酸同士でも開裂様式に違いがあった。 
 
［低分子 RNAのカタログ化とデータベースの構築］ 
公開されている低分子 RNA データベース（DB）を調査、収集し、収録データの重複

を除去することで DBを整理した。これに一般的な公開配列 DB である NCBInr などか

らキーワード抽出・配列相同性検索して得た低分子 RNA 配列を追加して独自の RNA
カタログからなる DB を作成した。公開 DB は定期・不定期にアップデートするので、

これらの追加情報を定期的に取り込むため、バッチ処理プログラムを作成し、DBのダ

ウンロード、エントリーの抽出を自動化した。この DB を用いることで検索エンジン

プロトタイプの評価を効率的に行い、実際に生体試料から調製した未知 RNAを同定す

ることができた。しかし、開発した RNA 検索プログラムが予想より早くヒトなどの哺乳類ゲノ

ムに対しても直接検索可能となってきたこと、および NCBI refseq で非コード RNA のエントリ

が増加してきたことから、質量分析用 RNA データベースの構築は H21 年度で終了した。 
 
［RNA検索エンジンプロトタイプの開発］ 
実験的に検証した RNA の断片化ルールに基づき、RNA のタンデム質量分析データか

ら RNA データ・リソースを検索して特定の RNA を同定できるプロトタイプの配列デ

ータベース検索エンジンを開発した（Ariadne と命名）。データベースとしては上述の

ように整備したものを使用した。この検索エンジン Ariadne は、データベース中の配

列と MS/MS スペクトルの一致度を以下の二段階のアルゴリズムにより確率的に評価

し、RNAを同定することが可能である。(図 12) 
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図 12. RNA検索エンジン Ariadne の二段階検索アルゴリズムの概要 

 
第一段階では実験的に得られた MS/MS スペクトルと配列データベース中の RNA配列

をヌクレアーゼなどで消化して生じうるヌクレオチドの仮想的な MS/MS スペクトル

との一致度を確率的に評価し、ヌクレオチド同定の確度を客観的な基準で数値化する

ことに成功した（MS/MS イオン検索）。 
 
しかし、上述したように単一のヌクレオチドを同定できたとしても、一般には元の RNA
を同定することはできない。そこで、MS/MS イオン検索で同定したヌクレオチドのセ

ットをもちいて、配列データベースとの一致を調べる第二段階の検索アルゴリズムを

考案し、プログラムとして実装した（ヌクレオチドマッピング）。このアルゴリズムは

同定した複数の同定ヌクレオチドが特定の RNA（鋳型 DNA 領域）にどの程度集中し

て存在するかを確率的に評価するものである。 
 
次に、開発したプロトタイプ検索エンジンを、東京農工大学で調製した無細胞合成

mRNAの LC-MS/MS データに適用することで、300-500 塩基からなる RNAを 70-80 % 
の配列カバー率で同定することができた。また、転写後修飾を含む試料として

tRNA-Phe 標準品の RNaseT1 消化物の LC-MS/MS データを、tRNA をコードする遺伝

子 DB（genomic tRNA db：この DB は DNA配列なので、計算機中で仮想的に RNAに

転写し、さらに修飾を派生させたものとした）に対して検索したところ、試料とした

RNA を正しく同定するとともに、tRNA-Phe に含まれる既知の転写後修飾の半分以上

を修飾部位も含めて正確に同定することができた。さらに、東京農工大学から供給され

た培養細胞由来の RNP 複合体から調製した RNA 試料を分析することでプロトタイプの有効

性を確認できた[9]。 
 
[汎用的な RNA 検索エンジンソフトウェアの開発] 
実際に細胞から調製した RNA の質量分析データをもちいた評価によりプロトタイプ
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には以下の問題点が明らかとなった。 
1. MS/MS イオン検索 
(a) 誤同定 通常のシークエンスイオンとそれ以外の内部イオンが同じ質量を与える

場合には、誤同定が生じやすかった。 
(b) 検索速度 小規模な RNAカタログに対しては実用的な速度で検索可能だが、ゲノ

ムなど大規模 DB に対しては実用的な時間で検索出来なかった。特に修飾を考慮した

場合には、検索空間が爆発的に増えるため、現実的な時間では検索出来なかった。 
 
2. ヌクレオチドマッピング 
(a) 長さ指定 ヌクレオチドマッピングのために検索時にゲノムなど配列 DB を試料

RNA の長さに合わせたサブセットに分断する方式を採用したため、試料 RNA の長さ

を電気泳動、クロマトグラフィーなどで知っておく必要があった。また、大きさの異

なる RNAが含まれる試料に対しては原理的に適用不可能だった。 
(b) 検索速度 MS/MS イオン検索同様に小規模な RNA カタログに対しては実用的な

速度で検索可能だが、ゲノムなど大規模 DB に対しては実用的な時間で検索出来なか

った。 
 
これらの問題点を解決するために、アルゴリズムの改良を継続的に行った。具体的に

は MS/MS イオン検索でシークエンスイオンの種類によりスコア付の重みを変えるこ

とで同定信頼性を高めることに成功した。同時に、プログラムの内部処理を見直し、

効率化することにより高速化し、小規模な RNAカタログだけでなく酵母やヒトゲノム

に対して LC-MS/MS データを修飾を考慮して検索することが可能となった。Ariadne
では、既知の全ての RNAの中で最も修飾含有率が高い tRNAの修飾頻度および種類の

統計から、A,C,G,Uに対するメチル化およびUの還元を考慮して検索することとした。

この修飾設定で全ての RNAを同定可能と考えており、実際に修飾が原因で同定困難で

あった例は今のところ無い。また、首都大学、東京農工大学で行った新規 RNase の検索

と特異性の解析を支援するため、全ての可能な部位で断片化したヌクレオチドを考慮した検

索モードも提供した。 
ヌクレオチドマッピングでもスコアリングアルゴリズムを改良し、一定の長さ以内の

RNA（データベース加工時のパラメータとして指定可能、通常 1200nt）であれば長さ

を特定しないでも自動的に鋳型領域を推測しスコアリングするように改変した。この

改変により、RNA同定の特異性が飛躍的に向上し、ヒトなど哺乳類ゲノムに対して検

索した場合でも試料 RNA の鋳型 DNA を特定出来るようになった。しかし、この改変

に伴い計算量が従来比で 2 倍程度増大したので、プログラム内部処理の見直し関係型

データベースシステムを一部導入することで処理を高速化した。 
 
上記の問題点に加え、ヒトゲノムは非常に繰り返し配列が多く検索結果の解釈がその

ままでは困難だったので、検索結果の統計的評価方法を見直した。RNA 同定の信頼性

を示すマッピングスコアが統計的に有意であるかを判定するために、検索シミュレー

ションをもちいる閾値および個々の検索におけるスコア分布に基づいた期待値から算

出す閾値の 2 種類の評価法を導入した。 

 

1．シミュレーションによる閾値  ゲノムからランダムにヌクレオチドを一定数抽出

してマッピングすることを繰り返し試行し傾向を調査したところ、ある検索の最高マ

ッピングスコアは、DBの大きさとマッピングするヌクレオチドの種類数に相関するこ

とがわかった。この結果を各 DBについて予め得ておけば、マッピングにもちいるヌク

レオチド数に応じて偶然あるスコアが生じる確率を求めることが出来る。この確率が

例えば 5%となるスコアを危険率 5%としたときの閾値としてもちいることにした。 
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2．スコア分布に基づく閾値 信頼性の高い検索結果のスコア分布は、一つあるいは少

数のゲノム領域あるいは DB エントリーが与えるスコアが、それ以外の大多数のスコア

分布から飛び抜けている。逆に、この飛び抜け具合を定量化することで、同定の信頼

性を評価可能と考えた。ある検索結果から、最上位（同定されるべきもの）を除いた

外れのスコア分布を考え、対数変換した積算分布曲線を補外することで、あるスコア

が得られる期待値を算出する。実際には、自動化のため撹乱の少ない中位のスコアを

統計的に有意な数抽出して期待値を算出するために Fenyo and Beavisの方法（Fenyo D 
and Beavis RC., Anal Chem. 2003;75(4):768-74.）を適用した。どの位置のスコアをも

ちいるかは DB ごとに安定して使える順位を予め求め、指定することにした。例えば、

危険率 5%の閾値は、期待値が 0.05 となるスコアを対数変換した分布曲線から算出出

来る。 
 
試験的なプログラムで既知 RNA試料やノーザンブロットにより確認したＲＮＡのスコ

アの統計有意性を検討したところ、両閾値は多くの場合比較的似た傾向を与え、これ

らの閾値をもちいることで正しく同定の判別が可能であることがわかった。特に、ゲ

ノムなど比較的大きな DB について良好な結果が得られた。 
 
アルゴリズムの開発・改良と併せて、理研に設置するサーバコンピュータに対して首

都大学から DB 検索可能なようにプロトタイププログラムを web アプリケーションと

して統合した。当初、試験的に首都大学のコンピュータのみに対して検索サービスを

行っていたが、現在では一般向けに公開している(http://ariadne.riken.jp/)。これらの改

良により、首都大学、東京農工大学で調製したスプライセオソーム先駆体などの RNP 複

合体試料から RNAを抽出し電気泳動あるいはクロマトグラフィーで分離した後にリボ

ヌクレアーゼ消化した試料を首都大学の LC-MS/MS で分析して得られた質量分析デー

タをもちいてヒトゲノムなどの配列 DB に対して Ariadne 検索することで RNA同定が

ルーチンワークとして行えるようになった。 
 
［検索エンジンを中心としたデータ解析システムを活用するための周辺ソフトウェア

整備］ 

Ariadne の性能を最大限発揮するための周辺ソフトウェアを整備した。Ariadne の

MS/MSイオン検索では MS/MSスペクトルのシグナル/ノイズ比が結果に影響するため、

質量分析データからのピーク抽出は重要である。また、RNA 検索結果は比較的複雑な

ので、結果を容易に判断出来るような可視化が重要である。さらに、RNA でしばしば

見られ機能的に重要な役割を担っていると考えられる転写後修飾の検出を支援する方

法も重要である。これらの機能を持つ周辺ソフトウェアを開発した。 
 
1．単同位体抽出プログラム 
RNA の質量スペクトルデータから単同位体ピークおよびその価数を抽出するプログラ

ムの開発を行った。RNA の質量スペクトルデータから配列から計算できる質量情報を

持つ単一同位体ピークを抽出することはデータ解析の鍵となる過程である。Theremo 
Fisher Scientific 社および Waters 社の装置から得られるデータから同一の分子に由来

する同位体ピーク群を認識し単同位体ピークおよびその価数を抽出するプログラムを

開発した。このプログラムを、検索エンジン Ariadne と組み合わせて用いることで、同

定感度と精度が同時に向上することを確認した。 
 
2．検索結果可視化プログラム 
RNA 検索結果は比較的複雑であり、単なるリスト表示だけでは全体を理解することが

難しかったので、結果評価を効率化するために検索結果をバブルチャートやデンドロ

グラムとして可視化するプログラムを開発した。さらに首都大学で開発している
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LC-LC-MS/MS により得られるシリーズデータを扱うため、ユーザーが選択した検索後

の複数データをシリーズとみなしてデータ解析・可視化可能な解析ソフトウェアを開

発した。 
 
3．転写後修飾検出プログラム 
Ariadne では、上述のように A,C,G,U に対するメチル化および U の還元という限られ

た頻度の多い修飾のみを考慮して検索する。しかし、頻度が低くても機能的に重要な

修飾は当然存在するので、それらの検出・同定を支援するソフトウェアを開発した。

基本的な考え方は RNA同定後に同定配列（ゲノムであれば前後の近傍領域も含む）に

ついてより多種類の修飾の可能性を考慮して再検索を行うこととした。これにより、

多種類の修飾可能性を考慮しても（ゲノム全体を検索する場合と比べ、）検索空間が比

較的小さいため、実用的な時間で再検索可能である。酵母 Gar1 結合 RNA の解析では

5’のトリメチルキャップ構造などを実際に検出可能だった。 
 
さらに上記 3 つの周辺プログラムを統合した Ariadne のフロントエンドプログラムを

開発した。このフロントエンドプログラムでは質量分析から得られた生データとデー

タ処理・データベース検索パラメータを指定することにより自動的にデータ処理・デ

ータベース検索を行い、結果を可視化することができる。 
 
データ解析システムの到達点と限界 
上述のように開発した Ariadne を中心としたデータ解析システムをもちいることで、本

プロジェクト開始時点では不可能であった、質量分析により RNA 混合物中の RNA 成

分を同定し、転写後修飾を解析するアプローチがルーチンワークとして可能となった。 
 
当初、ヒトゲノム配列に対して質量分析データを検索して RNAを同定するのは極めて

困難あるいは不可能と予想していた。なぜなら、実際にタンパク質をヒトゲノム配列

に対して検索する試みもなされているが、擬陽性が多く現在でも一般的には用いられ

ていないこと、タンパク質の検索対象はゲノム配列全体の２％程度を占めるに過ぎな

い ORF 領域であるのに対し、RNAはゲノム全体を対象に検索を行う必要があること、

RNA は 4 種類のモノマーから構成されておりヌクレオチドの多様性がペプチドと比較

して低いことから、測定で得られるデータから十分な配列特異性を確保できないと考

えられたからである。しかし、考案した MS/MS イオン検索、ヌクレオチドマッピング

の二段階検索アルゴリズムおよび RNAの長さを指定しないでも自動的に鋳型領域を検

出するアルゴリズムにより、ヒト・マウスなどの巨大な哺乳類ゲノムに対して検索を

行っても特定の鋳型 DNAを選択的に同定することが可能となった。継続した検索アル

ゴリズム改良により、現在では数十種類程度の RNA 成分を含む RNP 複合体に含まれ

る RNAを混合物のまま直接分析し、酵母やヒトなど真核細胞ゲノム DBに対して検索

することで同時に複数 RNA成分とその修飾を同定することが可能となった。 
 
酵母 Gar1 複合体をもちいた検討では、この複合体を電気泳動や LCなどの分離手段を

もちいず直接RNaseで消化したヌクレオチド混合物をLC-MS/MSで分析したデータを

酵母ゲノムに対して検索したところ、この複合体に含まれる約 30 種類の RNA 中から

20 種類以上の RNA を同定可能だった。既知 Gar1 結合 RNA 配列から仮想的に作成し

た理想的なデータセットをもちいた検索シミュレーションでは、全ての RNA を 5%閾

値以上のスコアで同定可能なことから、Ariadne のアルゴリズムは 30 種類程度の RNA
混合物には十分適用出来ると考えられる。実際のデータで 20 種類しか同定出来ない理

由は、RNA 成分の存在量がそれぞれの RNA によって異なること、それに起因して

LC-MS/MS で全てのヌクレオチドの MS/MS を得られないこと、および調製した RNP
複合体には巨大なリボゾーマル RNAが混入しておりその影響によりマッピング時のノ
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イズが増えて統計的閾値が上がってしまうことと考えている。このデータ解析システ

ムを首都大学で開発した LC-LC-MS/MS と合わせてもちいることで、原理的には数百

種類程度の RNA混合物から個々の RNA成分を同定可能と考えられる。 
 
(2)研究成果の今後期待される効果 

上述のように、開発したデータ解析システムは現時点のままでも実際の smallRNA研究

に十分対応可能である。したがって、今後は利用者を増やすことで、生物学的に重要

な発見を支援することが期待できる。 
 
開発した Ariadne は、共同研究者の首都大学、東京農工大学だけでなく、現在までに日

本、インド、アメリカ、ドイツ、イギリスなど１０か国以上、約７０機関の大学、研

究機関、製薬企業などからアクセスがあった。Ariadne 公開サービスのゲスト利用およ

び登録ユーザーも徐々にではあるが増え始めている。 

 

４．３ RNAとプロテオームの機能的相関解析（東京農工大学 高橋グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

当グループは、首都大グループおよび理研グループが担当する質量分析法を基礎とし

RNA解析プラットフォーム開発の各段階で必要とされる RNA試料を適宜提供し、その分

析から得られた結果を適切に評価することで、RNA解析技術としての完成度を高めるこ

とを狙いとしている。また、質量分析法による RNA 解析に適した試料調製法を確立し、

RNA/タンパク質複合体を構成する RNA とタンパク質成分のトータル解析を実施するこ

とで、RNA―タンパク質相互作用に基づく機能ネットワークマップ作成のための方法論

と解析技術を確立することを目標とした。この目標を達成するために、本研究では、「RNA

試料調製法」、「RNA/タンパク質複合体の解析」、そして、「RNA/タンパク質ネットワーク

マップの作成」の 3 つの項目について研究を実施した。「RNA 試料調製法」として、塩

基数300以下の低分子RNAの調製法の開発および質量分析のためのRNA断片化法の開発

に関する実験を実施した。「RNA/タンパク質複合体の解析」では、RNA 結合タンパク質

を釣り餌（ベイト）とした RNAの回収法および RNAをベイトとした RNA結合タンパク質

の回収法に関する実験を実施し、同時に、RNA解析プラットフォームを用いた RNAの同

定とプロテオミクスによるタンパク質の同定を行った。そして、新規に同定された RNA

とタンパク質の機能解析を行い、RNA解析プラットフォームを用いた「RNA/タンパク質

複合体の解析」法の有効性を評価した。「RNA/タンパク質ネットワークマップの作成」

に関しては、「RNA/タンパク質複合体の解析」により得られた結果と既知の RNA-タンパ

ク質相互作用のデータベース・文献情報を収集した。解析の各研究項目の具体的実施内

容及び成果は以下の通りである。 

 

［RNA試料調製法］ 

低分子 RNAの調製法の開発： 

本研究項目の目的は、質量分析に供することができる RNAを生体から天然の化学構造を

保ったまま効率良く分離して濃縮する方法を確立することである。そのために、まず市

販の各種キットを用いる方法（有機溶媒による分別法、カラムへの吸着法、電気泳動分

離法）を比較検討することから開始した。また、首都大チームとともに生体試料の前処

理装置や微小カラムを用いる多次元 LC 法を組み合わせたロボット技術などによって外

部環境から遮断された密閉系で実施できる RNA調製法や、その回収率や純度を評価する

技術について検討した。そして、より生体内での存在状態を反映した RNAの調製法とし

て、細胞抽出液から RNA-タンパク質複合体として免疫沈降法あるいはプルダウン法で

回収し、そこから RNAを調製する方法を各種検討した。同時に in vitro RNA合成シス

テムを構築し、標準 RNAを安定的に供給する方法も検討した。さらに、クロマチンや核

マトリックスなどに結合し、従来法では抽出が困難な低分子 RNAを効率よく回収する方
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法を検討した。回収したRNAを首都大および理研の開発したRNA解析システムで解析し、

得られた結果について、ノーザンブロット法やリアルタイム PCR 法、その他分子生物

学・細胞生物学的手法など適切な方法で評価し、試料調製法の適用範囲や有効性を検証

した。 

 

始めに RNAを回収するための市販キットを可能な限り全て入手し、これらの塩基数 300 

以下の RNAの回収法としての有効性を検討した。これらの方法のほとんどは、細胞抽出

液などの生体試料から総 RNAを回収し、サイズの大きい RNAと目的のサイズの RNAを分

別抽出法や電気泳動法によって分離、回収する方法である。市販のキットを改良するな

どの各種の検討に加え独自の手法についても検討した結果、エタノール濃度と pH を調

製することでmiRNAを含むサイズの異なるRNAを効果的に分画するより簡便かつ迅速な

方法を開発した。しかし、開発の初期段階において、細胞から抽出した総 RNAから調製

した低分子RNAを首都大・理研グループが構築したLC-MS分析の試料として供給したが、

このような試料の場合、極めて多数の RNA を含む点および感度の点から開発段階の

LC-MSの試料として不適であった。そこで、その後の研究の進め方を検討した結果、分

子生物学・遺伝子工学で使われているような細胞・組織などの生体試料から低分子量の

RNA を総体として回収する方法の検討ではなく、RNA 解析プラットフォームの開発を促

進するために必要な特定の RNA 種に絞って回収する試料調製法の検討に注力すること

が重要であるとの結論に至った。そこで、この方針に沿って、生体内での存在量が比較

的多い特定の RNAから、順次存在量の少ない特定の RNA、そしてより複雑な RNAを含む

試料へとステップアップ方式で供給する方針で本研究項目を進めることとした。即ち、

RNA 解析プラットフォームの開発当初は、まず LC-MS 法の開発のための標準品として、

in vitro 合成系で合成した RNA を調製・供給した[22]。そして、開発が進むにつれ、

その感度及びパフォーマンスが向上してきたので、生体試料から回収した比較的細胞内

含量の多いスプライセオソームやリボソーム合成系の RNA 結合タンパク質を各種のタ

グを融合したものとして安定的に、あるいは薬剤誘導で発現する細胞株を構築し、これ

らの細胞を原料として免疫沈降法あるいはプルダウン法で分離した複合体から snRNA、

snoRNA、5S/5.8S-rRNA などを調製して安定的に供給した。その後は、これらの RNA の

中で順次存在量の少ない RNA、あるいはより複雑な RNA混合物となる試料を供給するた

めの細胞株を作製し、最終的には転写や miRNA代謝などに関わる微量 RNA成分を回収で

きるタンパク質発現細胞株も樹立した。また、細胞質、核、核小体、核マトリックスな

どの画分に分画してから、RNA-タンパク質複合体を回収することも検討し、これによっ

て、回収しようとする RNAの種類に応じて、回収効率が改善できることも判明した。作

製した細胞株は、RNA解析プラットフォームの開発に必要な RNAを適宜供給するためだ

けでなく、同定された RNA種の機能解析に使われるなど、得られた結果の評価にも役立

てられた。このようにして行われた適宜必要な RNA 試料の安定的供給は、迅速な RNA

解析プラットフォームの開発に多いに貢献した。この過程で作製した各種タンパク質発

現安定株・誘導株は、RNA結合能の異なる変異体を含め 100種類以上になる。 

 

以上の研究の過程で、特にクロマチンや細胞の不溶性画分に存在するタンパク質をベイ

トとして RNAを回収することは困難を極めた。例えば、クロマチンに結合したものを回

収する場合には、DNA分解酵素を用いる必要があるがそれによって生じた DNA断片が混

入し LC-MS分析を乱してしまう原因になった。また、同時に不溶性画分にも大量に存在

する rRNAや tRNAが混入してしまい、これらも微量 RNA成分の LC-MS分析を妨害する原

因となった。しかし、最も困難であった点は、このような不溶性画分を可溶化し、そこ

から免疫沈降やプルダウン法で特定のタンパク質をベイトとしてそれに結合する RNA

を回収することであった。このような不溶性画分を可溶化するためには、高濃度の塩や

強い界面活性剤を必要とするが、そのような条件下では、免疫沈降やプルダウン法で用

いる抗体とベイトとなる特定のタンパク質との結合が阻害されてしまうからである。そ
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こで、まず、混入する RNA や DNA断片の除去に関して詳細に検討したところ、高塩濃度

での抽出に希釈操作を加えることで大量に混入してくる 28S や 18S rRNAなどの高分子

量 RNA を選択的に除去できること、そして、希釈した低塩濃度のある条件を用いると

DNA断片を混在させないで低分子RNAを効率的に回収できることを見いだした。さらに、

このような条件下で利用できるタグを探索したところ、ビオチン化タグが最も有効であ

ることが判明した。このタグを用いることで、高濃度の塩や界面活性剤の存在下でも特

定のタンパク質をベイトとした RNA-タンパク質複合体の回収が可能になった。これら

の方法を用い、クロマチンや核マトリックスあるいは核小体などから、rRNAや tRNAの

混入を抑え、RNA-タンパク質複合体を効果的に回収できる方法を確立できた。 

 

RNA解析法の現状を全体として見てみると、本研究プロジェクトが進めた RNA解析プラ

ットフォームの最大の優位点は、生体内に存在する RNA-タンパク質複合体を構成する

RNAを同定するとともに定量し、そして転写後の化学修飾を含めた構造を直接解析でき

るという点である。RNA分子は、生体内では、少なくとも 100種以上知られている異な

る転写後修飾反応や、さらにはエンドヌクレアーゼやエクソヌクレアーゼによるプロセ

シングなどの様々な反応を受けることで、多種多様で複雑な分子種を形成する。RNAの

機能はこれらのプロセッシングや修飾により厳密に制御されていると考えられている

が、その実体はほとんど解明されていない。特に、プロセッシングを受けた RNAについ

ては、試料調製の段階で artifact として生じたものか、あるいは本来の生体内に存在

するプロセッシングを反映したものかを判別することが非常に困難である。しかし、今

回の研究では RNAをそのタンパク質複合体として回収し、RNAとタンパク質を同時に解

析する手法を用いたが、これによって RNAの代謝産物がタンパク質との相互作用によっ

て安定化されていたり、プロセッシングによってタンパク質複合体の構成成分が変化し

たりすることを知ることができ、得られた RNA が artifactで生じたものか否かの判別

が可能であることが示された。その例を「RNA／タンパク質複合体解析」の研究項目の

項で記載するが、解析し尽くされていると思われていた U1 snRNAのような RNAにおい

てさえ、今まで知られていないプロセッシングと転写後修飾を受けている RNA種が存在

することが今回の解析で示された。このことは、逆に言うと、RNAをタンパク質複合体

として回収するという、この研究項目で検討した RNAの試料調製法は生体内に存在する

状態のプロセッシングや転写後修飾を反映した RNAの調製を可能とし、RNA解析プラッ

トフォームを用いた解析法は今まで知られていない RNA の代謝あるいは生合成経路を

明らかにする有効かつ汎用的な手段に成り得ることを示している。この研究項目で検討

された試料調製法は、RNA解析プラットフォームで直接分析するために最適化されたも

のである。 

 

質量分析のための RNA断片化法の開発 

現在の質量分析装置で RNAの MS/MSスペクトルを測定するためには、大凡 20 nt以下の

長さへと RNAを断片化する必要がある。そこで、本研究項目では、上記の質量分析法に

適合した RNA試料の分離、調製法の開発だけでなく、調製した RNAを質量分析法で分析

できるサイズに断片化する方法を開発することも目的とした。RNA の断片化法として、

グアニン（G）塩基の 3’末端側で切断する RNase T1を用いる方法は、首都大グループ

の研究項目で記載されているので、ここでは RNaseT1と基質特異性が異なる colicin E5

を用いた RNAの断片化法を検討したことについて述べる。また、二本鎖 RNAを分解する

RNase Hを利用することで、目的の RNAだけを任意の場所で選択的に切断して修飾基な

どを含む特定の断片を回収する方法も検討したことにも触れる。この方法を検討した理

由は、このような方法が、特定の RNAを回収する際に、存在頻度の高い塩基配列を持ち

かつ細胞内含量が多い高分子 RNA の影響を排除する手段に成り得ると考えたからであ

る。 
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RNase T1は全ての Gの 3’末端側を切断する酵素であり、それによって生じる RNA断片

の平均長は４となる。本研究では、より大きな断片を得る目的で、「GU」の２塩基認識

との報告がある colicin E5の利用を検討した。すなわち colicin E5を内在性の阻害タ

ンパク質とともに大腸菌で発現し、分離精製後に逆相 LC によって阻害タンパク質を分

離して活性酵素を精製した。首都大と共同して行った LC-MS法による検討によると、精

製した酵素は確かに「GU」配列に特異的であり、RNase T1 を相補する RNA の切断法と

して有効であることがわかった。一方、これらの方法とはまったく異なる切断法として、

RNase H を用いる方法について検討した。この酵素は、DNA-RNA ハイブリッドの最低 4

塩基対を認識して RNAを切断するが、転写後修飾が存在すると切断は起らなくなるとい

う基質特異性を持つことから、転写後修飾の検出に用いられている酵素である。この酵

素の DNA-RNA塩基対を切断するという特性を利用して、まずモデル RNAの塩基配列に相

補的な合成 DNA断片を用い目的の箇所を選択的に切断できることを確認した後に、細胞

から抽出した総 RNA混合物に含まれるリボソーム RNAをターゲットとして、任意の箇所

での切断が可能かどうかを調べた。各種条件を検討した結果、細胞抽出液から調製した

総 RNA混合物を用いた場合でも、目的の箇所を切断し目的の RNA断片を生じさせること

が可能であることが判明した。また、複数箇所での同時切断が可能かどうかを検討し、

これも可能であることを示した。この手法を、栄養不足状態のときや nonsense codon 

decayなどの際に、mRNAの分解に関わる酵素として知られている PARNに相互作用する

リボソーム小サブユニットに含まれる 18S rRNA の 3’末端側の解析に適用し、得られ

た RNA断片を RNA解析プラットフォームで解析したところ、成熟 18S rRNAより 10塩基

および 20塩基程度長い 18S rRNAの前駆体由来のものであることが明らかになった。こ

の結果は DNAプローブを用いた northern blot法で確認され、RNase Hを用いた方法は、

RNA解析プラットフォームとの組み合わせで、このような RNA-タンパク質複合体の生合

成の過程で形成される中間産物の解析にも利用できることが判明した。この実験では、

得られた断片に転写後修飾は含まれていなかったが、転写後修飾が含まれると考えられ

る領域だけを RNase Hを用いた方法で切り出して、転写後修飾の有無や違いを知ること

等が可能と考えられ、RNA解析プラットフォームと組み合わせると、この方法は応用範

囲の非常に広いものになると考えられる。ちなみに、PARN が 18S サブユニットのリボ

ソーム生合成に関わることは、この研究によって新たに発見された知見である（石川ら、

原著論文投稿準備中）。 

 

［RNA/タンパク質複合体の解析］ 

低分子 RNAのほとんどはタンパク質との複合体（RNA-タンパク質複合体）として機能し

ているが、今まではタンパク質成分のみがプロテオミクスの手法で網羅的に解析され、

RNA成分はタンパク質から切り離された分子生物学的な方法で解析されてきた。本研究

項目では、RNA-タンパク質複合体を構成する RNAとタンパク質成分を同時に直接解析す

る方法論を確立することを目的として、タンパク質を起点として RNAを回収する方法と

RNAを起点としてタンパク質を回収する両面からの検討を行った。 
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RNA結合タンパク質を用いた RNAの回収と同定 

酵母の snRNA/snoRNA 結合タンパク質をベイトとしてそれぞれのタンパク質に結合する

RNAを回収して質量分析法で同定する研究から、それぞれに相同なほ乳類のホモログタ

ンパク質をベイトとして RNA/タンパク質複合体を回収して構成成分を同定する研究に

展開した。開発段階の LC-MSシステムの性能に合せ、上記の「RNA試料調製法」の研究

項目に述べたように細胞内での存在量が異なるさまざまな RNA/タンパク質複合体を回

収できる細胞株を構築し、分離した複合体を開発過程の RNA解析プラットフォームで解

析した。また、こうして得られた解析結果を、従来の電気泳動法、放射性ラベル法、リ

アルタイム PCR 法などの方法で得られた結果と比較検討した。回収できた RNA/タンパ

ク質複合体についてはプロテオミクス技術によって構成成分を同定し、新規の成分につ

いては機能解析も試みた。機能的 RNA-タンパク質複合体の生合成と代謝過程での RNA

のプロセッシングと転写後修飾の変化を解析する目的では、特にスプライセオソームや

リボソームの生合成や代謝に関わる一連のタンパク質をベイトとして得られた様々な

RNA の転写後修飾を含めた化学構造を主に解析した。新規に同定された RNA・タンパク

質、転写後・翻訳後修飾・プロセッシングについては、開発した RNA解析プラットフォ

ームの有効性を示すために、生化学的手法、分子生物学的手法、細胞生物学的手法など

の手法を適宜適用し、それらの生体内での役割の解析を行い、新たに同定されたものの

生理的意味づけも試みた。 

 

タンパク質を起点とした RNA/タンパク質複合体の回収には、既に担当グループが確立

した「アッセンブリースナップショット」解析法を適用し、各種のエピトープタグ融合

RNA 結合タンパク質の安定発現株／誘導発現株から抗エピトープ抗体を用いたアフィ

ニティー精製法によって目的の RNA-タンパク質複合体を単離した。この方法により、

RNA polymerase I, II, IIIを含む転写関連タンパク質、RecQなどの DNA修復に関わる

タンパク質、Drosha, Dicer, DGCR8, AGOs などの miRNA の生成に関わるタンパク質、

FBL、SMN1などのsnRNA/snoRNAの生合成と代謝に関わる様々なタンパク質、nucleolin、
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nucleophosmin、Nop56、Nop52などのリボソーム生合成に関わるタンパク質及びこれら

の変異体をベイトとし、少なくとも100種類以上の RNA-タンパク質複合体を単離した。

これらの RNA-タンパク質複合体を構成するタンパク質成分は従来のゲル内酵素消化法

と組み合わせたショットガン法を主としたプロテオミクスの手法で同定するとともに、

RNA成分を首都大・理研グループが開発したゲル内 RNaseT1消化法を組み合わせた RNA

解析プラットフォームで解析した。その結果、この解析法でタンパク質成分とほぼ等量

含まれる RNA成分を同定できることが判明した。また、同じ試料を northern blot法や

RT-PCR法などの従来法で分析した結果から、LC-MS法によって今まで相互作用が知られ

ていない RNAを非予見的に同定できることも明らかになった。開発の途中で、RNA解析

プラットフォームを用いた一連の解析の始めの段階において、電気泳動ゲル上で Cyber 

goldのような高感度なRNA検出法で検出できるものは同定することが可能であったが、

LC-MS分析では十分な MSおよび MS/MSスペクトルが観察できるが、Ariadne検索ではヒ

ットしないという問題点に遭遇した。様々な検討の結果、LC-MS法や Ariadneの性能に

起因する問題ではなく、検索エンジンが対象とする RNAデータベースの不備によるもの

であったことが判明し、対象とする生物種のゲノム全体に対して検索できるソフトウェ

アの開発を行うこととした。これによって、実際に理研による Ariadneの改良が行われ、

ゲノムワイドな検索エンジンの開発に結びつけることができた。現在では、十分な MS

及び MS/MSスペクトルが得られれば、Ariadneによって分析した RNAをゲノム上に帰属

できるようになっている。 

 

 

 

本研究では、単なる RNA同定法としてではなく、RNAの直接解析を可能とする RNA解析

プラットフォームの優位点を検証するために、特に、転写後修飾を受けた様々な RNA

の回収と同定により注力し、首都大と理研グループが開発した RNA解析プラットフォー

ムによる転写後修飾の解析能力と RNA-プロテオームの機能相関解析における有効性を

評価した。具体的には、例えば、mRNA前駆体のスプライシングに関わる U1 snRNAをモ

デルケースとし、その生合成・代謝経路における転写後修飾の変化を RNA解析プラット

フォームで検出できるかどうかを検討した。そのために、U1 snRNA に結合しその生合

成・代謝に関わる一連のタンパク質（PHAX、U1-70K、LUC7、SMNなど）をベイトとして、
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生合成・代謝の異なる段階で形成されるタンパク質複合体を調製し、転写後修飾も含め

た RNA 解析と含まれるタンパク質の同定解析を行った。その結果、U1 snRNA の成熟段

階に応じたタンパク質の結合と成熟初期の 5’末端側のモノメチルキャップ化と成熟

後期のトリメチルキャップ化など既知の全ての U1 snRNA の転写後修飾がまず確認され

た。しかし、この解析の過程で、U1 snRNA 分子種は、極僅かな割合で 3’末端側 30〜

35塩基からなるループ領域が切断された Short U1を細胞質内で形成していること、そ

の Short U1 は 5’末端側でモノメチル化されたキャップ構造を持ち 5’末端側 4塩基内

に 3 つのメチル基を持つ m7G(mmmAUAC)構造を含んでいることが見いだされた。また、

RNA とタンパク質の同時解析によって、成熟型のトリメチル化キャップ構造

（m3
2,2,7GAmUm）を持つ U1 snRNA と m7G(mmmAUAC)構造を持つ Short U1には、それぞれ結

合するタンパク質の種類に違いがあり、Short U1は U1 snRNAより分子量の大きい複合

体として存在していることも明らかになった。加えて、U1 snRNA は 5 種類の遺伝子と

して 47 lociにコードされているが、これらの内、発現制御領域を持つ 4種類の遺伝子

を単離し、それぞれについて発現系を構築して、これらの遺伝子と short U1 形成との

関係を調べたところ、3’末端側の 3’boxと呼ばれる非転写領域が存在しない遺伝子か

ら転写される場合に short U1 が生じやすいことが判明した。さらに、転写される U1 

snRNAの 3’末端側のSL4と呼ばれるステムループ領域に欠損が入ると支配的にshort U1

へと変換されることも明らかにした。これらの結果と他の結果から、short U1 は U1 

snRNA 遺伝子の 3’box 領域あるいは SL4 領域に何らかの変異や欠損が生じた場合に生

成され、それが未知の大きな複合体を形成することが明らかになった（石川ら、原著論

文準備中）。この結果は、U1 snRNAを含むスプライセオソーム複合体の生合成において、

異常な U1 snRNA が生じたときに、これを排除する今まで知られていない新たな代謝経

路が存在する可能性を示している。U1 snRNA を含む複合体の解析は非常に良く研究さ

れていたが、今回の結果は、まさしく、開発した RNA解析プラットフォームによる転写

後修飾も含めた優れた直接解析能力による結果であると考えられる。この RNA解析プラ

ットフォームは、他の snRNA. snoRNAだけでなく、他の様々な ncRNAについても同様の

解析を可能とし、RNAの代謝経路の解明に新たな次元を開くポテンシャルを持つと思わ

れる。 

 

また、この一連の解析の中で、U1 snRNAなど様々な U snRNAsからなるスプライセオソ

ーム複合体の生合成に関わる SMN1 タンパク質複合体の単離も行った。その際に、「RNA

試料調製法の開発」の中で述べた高濃度の塩の存在下で複合体を回収する方法を適用し

た。その結果、SMN1と相互作用する新規のタンパク質（C1orf77）を同定した。これを

ベイトとして回収した RNA-タンパク質複合体（C1orf77 複合体）は、U1 snRNA を含ま

ず SMN1複合体に存在するタンパク質成分と U5 snRNAおよび未同定の RNAsなど低分子

量の RNA成分を含み、他に SMN複合体では検出されていない 800〜1000 b程度の比較的

高分子量の RNAs、そしてこれらより高分子量の RNAsを含んでいることが明らかになっ

た。さらに、C1orf77 は、1）主として不溶性のクロマチン／核マトリックス画分から

回収され、核スペックルに局在する、2）細胞増殖に関与し SMN1 の Cajal bodies/Gem

への局在を決めている、3）FMR1 (Fragile X mental retardation 1 protein；特定の

mRNAs の核から細胞質への輸送や翻訳制御に関わる)、coilin（snRNAS/snoRNAs の生合

成を行う Cajal bodiesの構成成分）などの mRNAの存在量を調節している、4）クロマ

チン／核マトリックス画分中でスプライシングされたFMR1や coilinの mRNAsと相互作

用していることなども明らかになった。核内でスプライシングされた状態で存在してい

る RNA としては、CTN RNA が知られている（Prasanth et al. Cell 2005）が、これら

の結果は、C1orf77が核スペックル内でスプライシングされた mRNAに結合し、CTN RNA

などと同様に、それらの安定性に関わっている可能性を示唆している（泉川ら、原著論

文 投 稿 準 備 中 ）。 C1orf77 が 局 在 す る 核 ス ペ ッ ク ル に は ま た 、 MALAT1 

(metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1)など poly(A)様構造を持
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つ ncRNAsも存在する（Wilusz et al. Cell 2008）。MALAT1 ncRNAの場合、RNaseによ

る切断で核スペックルから放出される。この場合には tRNA様の約 60 bの非コード RNA

を生成する。核スペックルは nrRNAs や ncRNAs など遺伝子発現制御を行う多くの RNAs 

を含み、関連する複数の遺伝子を集結させて協調した発現調節するための鍵となるハブ

領域であると考えられている（Kumaran et al. Cell 2008）。C1orf77はこの核スペッ

クルに局在していることから、C1orf77に結合して回収されてきた RNAが CTN RNAや 

MALAT1 などの nrRNAs や ncRNAs を含んでいる可能性がある。これらの結果は、通常の

条件では回収しにくく、高い濃度の塩や界面活性剤等の存在下で RNA-タンパク質複合

体を回収できる手法の重要性を示していると思われる。このように、今回の研究開発で

は、不溶性である画分から特定のタンパク質と相互作用する RNAを回収する手法も提供

できた。 

 

以上に加えて、SMN1-U1 snRNA 複合体中のタンパク質成分として同定した splicing 

factor 2-associated protein p32(SF2p32)についての機能解析から、このタンパク質

がスプライシングの制御だけでなくリボソーム生合成において rDNA から転写された最

も初期の rRNA前駆体 47S pre-rRNAの中央部の切断で重要な役割を担っていることを明

らかにした[23]。同時に、この解析によって、このタンパク質はリボソーム生合成の初

期段階で役割を持つ FBLと後期段階で役割を持つ Nop52を入れ替えることで、リボソー

ム生合成の初期段階に形成される90S前駆体を60S前駆体と40S前駆体に分割する役割

を持つ、とする証拠も提示した。これらの結果は、細胞は如何なる分子機構で 40S と

60Sのサブユニットを分割しているかという、分子生物学における根本的な命題に対す

る解答を与えている可能性がある。この SF2p32にも 300 nt以下の RNAsが結合してお

り、その解析も行った（吉川ら、原著論文投稿準備中）。同様の RNA/タンパク質複合体

解析によって、今まで機能が知られていないタンパク質であるプロリン異性化酵素

par14がリボソーム生合成過程の p32とは異なる段階で機能していること[10]、DNA修

復酵素であると考えられていた RecQ5βが転写の阻害に働いていること[7]などを明ら

かにした。また、リボソーム生合成の様々な段階に形成されるリボソーム前駆体複合体

に含まれ、癌遺伝子産物としての働きがある LYARが細胞内でリボソーム RNAの転写と
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プロセッシングを制御していることも明らかにした（宮澤ら、原著論文投稿中）。LYAR

は様々なガン組織において発現が向上しており、これによってガン細胞の異常な増殖を

支えるために必要なリボソーム合成が担保されている可能性がある。さらに、RNA代謝

の際に 5’末端あるいは 3’末端側から塩基を切り出すエキソヌクレアーゼについての

RNA-タンパク質複合体解析から、その酵素活性を制御する新規の生体内因子の同定にも

成功している（佐藤ら、原著論文投稿準備中）。これらの他に、共同研究として、FANCA

が Hsp90に相互作用し Fanconi anemia DNA damage response pathwayを制御している

ことを明らかにし[3]、そして、P5や PDIなどの小胞体局在するタンパク質構造修飾酵

素あるいはガン細胞表面に存在する癌抗原のタンパク質複合体解析によって、それぞれ

の新たな相互作用タンパク質も明らかにしている[4, 5]。 

 

RNAを用いた RNA結合タンパク質の回収と同定 

低分子RNAの塩基配列にタグとなるRNA配列を融合させた発現ベクターを細胞に導入し、

タグ配列と相補的な配列を持つ合成オリゴヌクレオチドを固定化した担体で結合タン

パク質を回収する方法の開発を試みた。目的とする RNA に結合するタンパク質と RNA

を、予めその RNAに結合することが知られている既知のタンパク質を固定化したカラム

で回収する方法は RNA in tandem (RAT)法として知られている。本研究では、この方法

を改良し、ベイトとする RNAだけでなく、それに結合するタンパク質にもタグを付加し

て共発現させることで目的の RNA-タンパク質複合体を分離する細胞発現系を構築した。

この方法では、ベイトとなる RNAに PP7配列とタブロマイシン結合アプタマー配列を付

加して U6 プロモーター下で発現する。PP7 結合タンパク質には TEV プロテアーゼ切断

部位を介してProtein Aドメインを融合した。7SK RNAをベイトとした実験で目的のRNA-

タンパク質複合体を効率よく回収できることを確認した。この方法は細胞内で RNAをベ

イトとしてタンパク質複合体を回収する初めての手法である。この方法については、今

後適用例を多くして行く必要がある。 

 

［RNA/タンパク質ネットワークマップの作成］ 

本研究項目は、RNAとタンパク質の相互作用ネットワークマップの作成を可能とする方

法論と技術を構築することを目指したものである。上記の研究項目で例を示したように、

開発した RNA解析プラットフォームとプロテオミクスの手法との組み合わせは、新たな

RNA-タンパク質相互作用を同定するための技術と方法論を提供している。今後は、RNA

解析プラットフォームとプロテオミクスの手法を組み合わせた方法論を、より多くのタ

ンパク質あるいは RNA に対して適用することで、今まで知られていない RNA-タンパク

質相互作用を同定し、その結果を蓄積する必要があると思われる。既に、RNA/タンパク

質複合体の解析で得られた結果を整理し、文献から収集した既知データとあわせて

RNA-タンパク質相互作用ネットワークマップの作成を試み、酵母菌とヒトについて約 800 種

類のRNA-タンパク質相互作用を、文献・遺伝子・タンパク質データベースとのリンクを張った

形でリストアップした。また、RNA-タンパク質複合体のタンパク質の同定解析を自動化させ

るために、ビオチン化タグと FLAGタグを融合させた DAPタグを用い、表面プラズモン

共鳴装置のマイクロチップ上でマイクロ送液システムを制御することで細胞抽出液か

らタンパク質複合体を二段階精製し、そのタンパク質成分のプロテアーゼ消化と

LC-MS/MS 分析を自動的に実現できる SPR-LC-MS/MS システムの利用も検討した[6]。こ

のような技術と、RNA解析プラットフォームの利用が可能になり、本格的な RNA-タンパ

ク質の相互作用マップの作成の方法論が整えられたと言える。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

本研究テーマでは、開発した RNA 解析プラットフォームの応用例を示すことで、この

プラットフォ—ムの有効性を示した。特に、神経性疾患では RNAの代謝異常を伴うもの

が多く、RNA解析プラットフォームの利用は、これらの発症機序の解明に寄与し、治療
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法開発の新しい展開を加速すると考えられる。 

また、RNA-タンパク質複合体を RNAとタンパク質の両面から解析する手法は、RNAとタ

ンパク質が織りなす相互作用ネットワークを明らかにし、生命科学の新たな展開をも

たらすことに大きく貢献することが考えられる。 

本研究によって得られた研究成果は、神経疾患やガンの早期診断法や治療薬の開発に

結びつく可能性あり、生命科学だけでなく、保険医療の分野にも大きな波及効果をも

たらすと期待できる。 
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 (４)知財出願 

①国内出願 (２ 件)  

1. 発明の名称：リボ核酸同定装置、リボ核酸同定方法、プログラムおよびリボ

核酸同定システム 

 発明者：中山 洋、秋山美沙紀、田岡万悟、山内芳雄、石川英明、高橋信弘、

礒辺俊明 

 出願人：理化学研究所、首都大学東京、東京農工大学 

 出願日：2008 4/17 

 出願番号：特願 2008-108369 

 

2. 発明の名称：微少流量 LC-MS分析用スプレー安定化の補助溶媒導入方法およ

び導入装置 

 発明者： 山内芳雄、礒辺俊明 

 出願人： 首都大学東京 

 出願日： 2009 6/8 

 出願番号： 特願 2009-137085 

 

②海外出願 (２ 件)  

１．（各国移行段階） 

件名：Apparatus for the identification of ribonucleic acid, method for 

the identification of ribonucleic acid and program and system for the 

identification of ribonucleic acid 
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出願国：米国 

出願番号：12/988,037 

 

件名：リボ核酸同定装置、リボ核酸同定方法、プログラムおよびリボ核酸同

定システム 

出願国：日本 

特願 2010-508258 

 

2. 発明の名称：リボ核酸同定装置、リボ核酸同定方法、プログラムおよびリボ

核酸同定システム 

 発明者：中山 洋、秋山美沙紀、田岡万悟、山内芳雄、石川英明、高橋信弘、

礒辺俊明 

 出願人：理化学研究所、首都大学東京、東京農工大 

 出願日：2009 4/17 

 出願番号：PCT/JP2009/057739 

 出願国：PCTルート全指定 

 

③その他の知的財産権 

   特になし 

 

(５)受賞・報道等  

   ①受賞 

    礒辺 俊明：クロマトグラフィー科学会 学術貢献賞 

     平成２１．１１．１２  

     受賞理由：クロマトグラフィー科学に対する長年にわたる学術的な貢献 

    礒辺 俊明：第１回日本プロテオーム学会賞 

      平成 22.07.27 

     受賞理由：液体クロマトグラフィー・質量分析法を中心とするプロテオーム

解析技術の開発とその応用 

 

② マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

「RNA 判別精度高める：微小構造の差検出」日経産業新聞 2008. 6. 12 

 

③その他 

なし 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 
１．本研究の成果として出てきた特願 2008-108369（PCT/JP2009/057739）ならびに特願

2009-137085を含む RNA解析技術の企業化について、民間企業１社と協議中 

 

２．CREST の研究成果（特願 2009-137085）「ナノエレクトロスプレーイオン化方法及び

装置」（2009.6.8出願）が特許出願公開された（公開日 2010/12/16；特開 2010-281777）。

また同特許を、独占ライセンス契約を締結している Intellectual Ventures 社を通じて

米国へ PCT出願した。 

 

３．RNA 検索ソフトウェア「Ariadne」に関して国内の情報関連企業と商業化について協

議中。 
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４．開発したプログラム「Ariadne」をインターネットで公開中 

（URL: www.ariadne.riken.jp/） 

 

 

②社会還元的な展開活動 

１．中山 洋 「質量分析をもちいた RNA同定法」JST新技術説明会、東京、2008/6/26 

 

２．礒辺俊明、中山 洋、山内芳雄、延 優子、田岡万悟、石川英明、高橋信弘 「先

端医療開発のための RNA 質量分析法の開発」東京都研究シーズ発表会 2008、東京、

2008/11/10 

 

３．井汲真希、礒辺俊明、中山 洋、山内芳雄、延 優子、田岡万悟、石川英明、高

橋信弘 「RNA 創薬を目指す質量分析法」東京都研究シーズ発表会 2008、東京、

2008/11/10 

 

 

§６ 研究期間中の主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2007/7/30-31 JHUPO第５回大会 日本科学

未来館 

（東京） 

約 1,000名 プロテオミクス研

究の現状と動向

（大会会頭・礒辺） 

2008/11/7 「代謝」研究領域第１回

公開シンポジウム 

コ ク ヨ ホ ー

ル 

251 名 CREST 研究課題の

成果について口頭

およびポスターに

て発表 

2009/10/16 「代謝」研究領域第２回

公開シンポジウム 

日 本 科 学

未来館・み

ら い Ｃ Ａ Ｎ

ホール 

155 名 CREST 研究課題の

成果について口頭

およびポスターに

て発表 

2010/3/30 日本農芸化学会年会 東京大学

本郷キャ

ンパス 

約 80名 シンポジウム・リ

ボソーム生合成研

究の新展開（世話

人・高橋） 

2011/07/29 JHUPO第 9回大会 新潟朱鷺

メッセ 

約 300名 シンポジウム・プ

ロテオミクス生物

学から疾病発症機

序へ（世話人・礒

辺／高橋） 

2011/11/1 「代謝」研究領域第４回

公開シンポジウム 

東京大学・

弥生講堂 

１３９名 CREST 研究課題の

成果について口頭

およびポスターに

て発表 

 

 

§７ 結び 

本研究では生体試料から分離した RNA を直接解析できる質量分析システムの開発を目

指した。本研究の分担者はいずれもタンパク質科学を専門としており、LC-MSショット

ガン法をはじめとするプロテオミクスの解析システムの開発と応用に関する経験は豊

http://www.ariadne.riken.jp/
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富なものの、RNA の取り扱いについての経験は少なかった。研究を開始した当初、RNA

は、プロテオミクスが対象とするタンパク質などに比べて不安定かつ環境中に混在す

る RNaseなどによる分解を受けやすく、LC-MSのための前処理などが困難であることが

危惧された。しかし実際に研究を開始してみると、試料の操作を実験室に設置した簡

易型のクリーンベンチ内で行うなどの注意をするだけで、特別な問題なく取り扱って

LC-MS分析ができることがわかった。このことは、RNAを従来のように「情報」として

だけでなく、「物質」として化学的に取り扱うことが可能であることが明らかになった

点で本研究の出発点となった。 

 

本研究で開発した RNA 解析のための LC-MS システムは、国際的にも極めて独自性が高

い方法であり、とりわけ RNase 消化物の MS/MS 情報からゲノムを検索して RNA を同定

し、同時に化学構造を解析できるシステムとしては世界で唯一のものである。この

LC-MSシステムは、現状でも感度と分離能の点で世界の最高水準にあり、またゲノム検

索ソフトウェアである Ariadne は世界で初めて開発された RNA 解析のためのゲノム検

索エンジンである。RNA研究は、予てから我が国が先導的な役割を果たしている分野の

１つで、その基礎と応用に関する多くの優れた研究がある。また RNA の質量分析法で

は、この分野の先駆者である鈴木 勉教授（東大・工）が tRNA や piRNA の転写後修飾

などに関する国際的な業績を挙げている。国外においても、欧米を中心に合成 DNA や

RNA（siRNAなど）、あるいは低分子 RNAの構造解析を目的とした MALDI-TOFMSや LC-MS

法、あるいはMS情報を処理するためのデータ解析ソフトウェアの開発が進められおり、

例えばプロテオミクス分野で多くの業績があるデンマーク University of Southern 

Denmark 大学の Kirpekar らのグループが MALDI-TOFMS データから原核生物ゲノムを検

索して特定の RNA を同定できるソフトウェアを開発している。しかしながら、この方

法は原理的にゲノムサイズの大きい真核生物への適用が困難であるほか、RNA直接分析

の大きな利点である転写後修飾の解析ができないなどの欠点がある。したがって現状

では、生体試料に含まれる RNA を質量分析することで、ヒトを含むすべての生物に由

来する RNA をゲノム上に帰属して同定できる方法は本法をおいて他にない。プロテオ

ミクスを代表する研究室の１つであり、この分野のトップジャーナルである Molecular 

& Cellular Proteomics の Chief Editorである UCSF の Al Burlingame の研究室など

から Ariadne のアクセスが増加していることは、このシステムが RNA とタンパク質を

繋ぐ有力な方法の１つとして国際的に認知されてきたことの証と考えられる。 

 

近年の研究から、いわゆる非コード RNAとタンパク質の複合体（RNP複合体）が転写や

翻訳の調節だけでなく、染色体の安定性やタンパク質輸送などの細胞機能に重要な役

割を担っていることが明らかになっている。RNAの代謝異常は、ガンや形態形成異常を

ともなうさまざまなヒトの疾病の原因となることが知られており、特定の RNA を標的

とした創薬や、RNA を本体とする医薬品の開発も進められている。実際に本研究では、

農工大の高橋グループが、ここで開発したシステムを利用して、従来から多くの研究

が行われている U1 snRNAの新しい代謝産物を見出して、その新規機能を示唆しただけ

でなく、ヒトの難治性神経変性疾患の病因やガンの発症にかかわる重要な発見に繋が

る研究に成功しつつある。非コード RNA や RNP 複合体の研究はまだ始まったばかりで

あり、その構造と機能、生合成と細胞内での調節機構に関する研究や、その基礎とな

る RNA—タンパク質相互作用の研究は今後の生命科学研究の中心的な課題と考えられる。

さらに本研究でも明らかにされた RNA—タンパク質相互作用の異常の解析は、ヒトの疾

病の発症機構の解析や創薬研究に多くの新しい発見をもたらすものと考えられる。 

    

これらの研究を支える従来の RNA 分析は、主として逆転写酵素によって変換した cDNA

を解析する分子生物学的な方法やアレイを利用した方法などによって行われ、さらに

最近開発された次世代ゲノムアナライザーは RNA の解析にも革新的な進歩をもたらし
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つつある。これらの方法は、いずれも極めて高速かつ高感度で、生体試料に含まれる

RNAの微量分析や網羅的な解析に適しているが、依然として多くの RNAの機能発現や機

能調節に重要な転写後修飾や生体内でのプロセシングなどの解析が難しい欠点がある。

本研究で開発した RNA の質量分析法は、生体から分離した RNP 複合体などに含まれる

RNA成分をタンパク質と同一のプラットフォームで同定と同時に定量し、その転写後修

飾を直接高感度で解析できる優れた特徴を持っている。この点でRNAの質量分析法は、

従来法と相補的な RNA の分析法、とりわけ RNA の代謝や体内動態、ならびに化学修飾

の実態を解明する手段として、今後ますますその重要性を増すものと考えられる。 

 

以上、本研究の成果や意義について述べた。本研究は、RNAの質量分析法に関する日本

発の技術を、実際の生命科学研究に寄与できるレベルで開発できた点で高く評価でき

る。その意味では、本研究は当初の目標を十分に達成できたと自己評価している。し

かし分析法としては、miRNAなどの超微量RNA成分の解析をも可能とする感度の向上や、

より高速で多くの RNA の修飾の実態を網羅的に解析できる分離能、あるいは RNA 創薬

研究により特化した技術の開発など、今後の課題の解決に向けた出発点を築いた研究

ということもできる。本研究の成果が、我が国が先導してきた RNA 研究とタンパク質

研究を繋ぐ技術の 1つとして今後の生命科学研究に寄与することを願いたい。 

 

[プロジェクト運営について] 

本研究では、開発中のシステムを実際の生体試料分析に適当し、その結果の検証と評

価を繰り返しながら開発を進めた。首都大学では、RNA/RNP試料調製の材料としてモデ

ル生物の酵母（S.cerevisiae）を使用して開発過程のシステムの基本的な性能を評価

し、農工大では RNAや RNPを取り扱うための技術開発とヒトを含む高等動物からの RNA

試料の供給、さらにプロジェクト後期からは本研究で開発したシステムを利用して RNP

複合体の機能と RNA 代謝に関する研究を行った。理化学研究所は本研究を可能とする

最も重要な研究要素である RNA 解析のためのゲノム検索エンジンの開発と周辺ソフト

ウェアの整備を担当した。３つのチームはそれぞれの担当分野でプロジェクトの進行

に必要な十分な成果をあげるとともに、定期的な研究会などを通じて相互に緊密に連

携して研究を進められたことが、一定の期間内に目標を達成できた大きな要因と考え

られる。研究の責任者としては、こうした短期間の研究課題の解決に協力してくれた

農工大と理研の研究分担者をはじめ、ポスドクや技術支援者などの研究協力者、首都

大や農工大の多くの学生諸君に感謝したい。また、本来は専門外の RNA 解析の機会を

提供していただいた故鈴木紘一統括をはじめとする評価委員の先生方、進行中のプロ

ジェクトを支援し、2回のサイトビジットなどを通じて貴重なアドバイスをいただいた

西島正弘統括、プロジェクトの運営にフレキシブルに対応して研究の進行に協力して

いただいた五十嵐孝司氏はじめ JSTの職員各位に深謝したい。 

 

  [若手研究者の育成] 

本研究では、5年間の研究期間を通じてほぼ８名のポスドクや研究支援者を雇用して研

究を行った。プロジェクトの最終年度を迎えた現在、その 2 名は東京農工大学の特任

助教、別の２名は首都大学の研究員、1名は理化学研究所の研究員として引き続き関連

する研究開発プロジェクトを推進することとなっている。また他の２名はいずれも本

プロジェクトに関連する大手分析機器企業あるいは製薬企業の研究員として活躍を続

けている。特に東京農工大学では、今回の CREST 研究に参加した研究員が、この研究

の過程で培った知識と技術を評価され、農工大で実施される文部科学省特別経費によ

る人材育成プロジェクトを推進する主要メンバーである特任助教として採用されてい

る。東京農工大学では、文部科学省の特別経費による「農学系ゲノム科学領域におけ

る実践的先端研究人材育成」プロジェクトを本年度より 5 年間の計画で開始している

が、このプロジェクトはプロテオミクスとメタボロミクスと共にゲノミクスやバイオ
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インフォマティクスを含む総合的なゲノム科学領域を担う人材育成を分野横断的に行

う教育研究体制の構築を目指したものである。これによって、国内的には医学系に比

べてその普及が遅れ、対外的には中国などアジア地域に比しても見劣する農学系にお

いても、総合的ゲノム科学の分野を普及発展させるために、農学の幅広い分野で大規

模なデータ取得とその情報処理に長け農学系が扱う広範な生物資源の有効利用を推進

する人材を育てようというものである。このように、一つの大学が人材育成プログラ

ムを全学として推進する上で、CREST研究での経験が生かされ、プロテオミクス・メタ

ボロミクスの普及に貢献すると同時に、今回の CREST 研究で得られた RNA の解析技術

やその方法論を若手研究者や大学院生に伝えることで、今後の生命科学研究を担う人

材の育成に繋がることを願っている。 

 

[CRESTへの要望] 

一般的な要望： 

CRESTは年度を超えた研究費の執行が認められるなど、他の公的な研究支援プログラム

に比べて研究費執行の自由度が大きく、研究の進行状況に応じて当初の計画を修正あ

るいは変更して研究を進められる点で良い制度であると感じた。特に、この研究で RNA

の質量分析法を実用的なレベルにまで開発できたのは、CREST制度の基礎研究に対する

理解と援助のおかげである。RNAの質量分析法は国際的にも未開拓の分野であり挑戦的

な課題ということができたが、こうした技術開発の将来性を見据えて援助して頂いた

ことに感謝の意を表したい。基礎研究を支えるこのような制度を今後とも是非続けて

頂きたいが、最近の CREST の領域を見てみると比較的すぐに成果が望める分野に傾き

つつあるのではとの印象がある点に若干の危惧を感じている。科学技術立国として我

が国の将来を考えると、CRESTあるいは関連する制度は、世界に通用する日本発の技術

を発掘するだけでなく、実用化に至るまで育成することが望ましい。JST には、CREST

の成果を継続的に発展させることができる制度や、企業などへの橋渡しを円滑にする

制度の一層の充実を期待したい。特に、数年程度で大きな研究成果や実用化が期待で

きるプロジェクトについいては、成果の評価に基づいて１～３年の延長ができる制度

を考えていただきたい。 

 

本研究で開発した技術の継続的な発展についてのお願い： 

中間評価の段階で評価していただいたように、本研究はシステム開発という点で当初

の目標を達成しただけでなく、その技術がヒトの難治性神経変性疾患の発症機序の解

析に適用されて新たな展開をもたらすなど、生命科学研究への有効性も実証しつつあ

る。ただし現時点では、特許出願と研究の完成度をあげるまで発表を控えているなど

の事情もあって、その有効性が一般には十分に伝わらず、技術の普及が進んでいない

ことも事実として認識している。しかし最近になって、RNAの質量分析の分野で今まで

先駆的な研究を行ってきた Cincinnati 大学や UCSF の研究者が継続的に Ariadne 検索

ソフトを使い始めるなど、この技術の認知度が着実に高まりつつある。RNAの質量分析

技術は、イオン化の難しさや化学的性質の均質性に由来する分離の難しさなど、タン

パク質の解析に比べ遥かに困難で、RNAを質量分析法で解析できる研究室は世界的にも

数少ない。これをプロテオミクス分野において質量分析法が普及した経緯と比較して

みると、現在の RNA の質量分析法の状況は、ゲノム情報からタンパク質を同定する検

索エンジンが開発されてプロテオミクスの概念が提案された 1995年当時の状況に対応

するように思われる。その当時に発表されたプロテオミクス解析の論文は僅か 3 報だ

けで、その後数年間は年間 10報に満たなかった。これは質量分析法を利用したタンパ

ク質の解析技術が非常に高度な技術であり、従来から経験を積んだごく僅かな研究室

だけで行うことができる技術であったことに一因がある。この技術の有効性が認知さ

れて普及され始めたのは、数年間の地道な技術の継続と育成を経た 2000年代に入って

からで、その後飛躍的に論文数が増加したことは周知の事実である。この例が示すよ
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うに新しい技術の普及には時間が必要であり、その意味では、本研究で開発した技術

を死蔵技術とすることなく、継続的に発展させる機会を模索したい。具体的な継続方

法としては、例えば RNA の代謝異常を伴う各種の疾患の発症機序を網羅的に解析する

プロジェクトや、創薬研究などに特化したシステム開発あるいは製品化に向けたプロ

ジェクトなどが考えられる。いずれにしても、この研究の成果を世界に通用する日本

発の技術として定着するための方策について、JST や NEDO などで実施するプロジェク

トとの組み合わせなども含めて検討あるいは相談させて頂くようお願いしたい。 

  

  

   

このプロジェクトで開発した RNA解析のための全自動 LC-LC-MS/MSシステム 

 

  


