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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式［ＸＸＸＩＡ］：
【化１】

　（式中、記号「ａＮ１・・ａＮｍ」は、５’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域
に相当し、記号「ａＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同
種および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０の塩基数
を意味し、
　記号「ｂＮ１ｂＮ２・・ｂＮｎ－１ｂＮｎ」は、５’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側
標的相補領域に相当し、記号「ｂＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルか
ら選ばれる同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０の
塩基数を意味し、
　Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
で表される５’－標的ＲＮＡと、
　式［ＸＸＸＩＩＡ］：
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【化２】

　（式中、記号「ｂＮ１ｂＮ２……ｂＮｐ－１ｂＮｐ」は、３’－標的編集ガイドＲＮＡ
のガイド側分断領域に相当し、記号「ｂＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラ
シルから選ばれる同種および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｐ」は、
１０以下を意味し、
　記号「ｅＮ１・・ｅＮｍ」は、３’－標的編集ガイドＲＮＡの末端側標的認識領域に相
当し、記号「ｅＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種お
よび異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｍ」は前記と同じ意味を有し、４０～
２０の塩基数を意味し、５’－標的ＲＮＡの末端側標的相補領域の塩基配列の塩基数と同
数であり、かつ、対応する塩基同士は塩基対を形成し、
　記号「ｄＮ１ｄＮ２・・ｄＮｎ＋ｐ」は、３’－標的編集ガイドＲＮＡのコア側標的認
識領域のＣ隣接部分領域とＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列に相当し、記号「ｄＮ」がア
デニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からなる
塩基配列を意味し、記号「ｎ」はコア側標的認識領域のＣ隣接部分領域の塩基配列の塩基
数、記号「ｐ」はコア側標的認識領域のＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基数を表し、Ｃ隣接部
分領域の塩基配列は複合体化の際に５’－標的ＲＮＡのガイド側標的相補領域の塩基配列
と塩基対を形成し、またガイド側分断領域の塩基配列はＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列
と塩基対を形成する。）
で表される３’－標的編集ガイドＲＮＡと、を反応させて式［ＸＸＸＩＩＩＡ］：
【化３】

で表される５’－標的ＲＮＡ－３’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体を得、得られた複合体
にＡＤＡＲを作用させてＲＮＡ編集能を誘導して式［ＸＸＸＩＶＡ］：
【化４】

　（式中、記号「ａＮ」、記号「ｍ」、記号「ｂＮ」および記号「ｎ」は、式［ＸＸＸＩ
Ａ］と同義である。）
で表される５’－編集標的ＲＮＡを得ることにより、標的塩基アデノシン（Ａ）をＡ－Ｉ
編集してイノシン（Ｉ）に変換することを含み、ヒト体内の細胞内で行われることを除く
、部位特異的ＲＮＡ変異導入方法。
【請求項２】
　式［ＸＸＸＶＩＡ］：
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【化５】

　（式中、記号「ｆＮ１・・ｆＮｍ」は、３’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域
に相当し、記号「ｆＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同
種および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０個の塩基
数を意味し、
　記号「ｇＮ１ｇＮ２・・ｇＮｎ－１ｇＮｎ」は、３’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側
標的相補領域に相当し、記号「ｇＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルか
ら選ばれる同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０個
の塩基数を意味し、
　Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
で表される３’－標的ＲＮＡと、
　式［ＸＸＸＶＩＩＡ］：

【化６】

　（式中、Ｘはシトシン、グアニンまたはアデニンであって、記号「ｋＮ１ｋＮ２……ｋ

Ｎｐ－１ｋＮｐ」は、５’－標的編集ガイドＲＮＡのガイド側分断領域に相当し、記号「
ｋＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩
基から構成される塩基配列であり、記号「ｐ」は、１０以下を意味し、
　記号「ｈＮ１・・ｈＮｍ」は、５’－標的編集ガイドＲＮＡの末端側標的認識領域に相
当し、記号「ｈＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種お
よび異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｍ」は前記と同じ意味を有し、４０～
２０の塩基数を意味し、３’－標的ＲＮＡの末端側標的相補領域の塩基配列の塩基数と同
数であり、かつ、対応する塩基同士は塩基対を形成し、
　記号「ｊＮ１ｊＮ２・・ｊＮｎ＋ｐ」は、５’－標的編集ガイドＲＮＡのコア側標的認
識領域のＸ隣接部分領域とＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列に相当し、記号「ｊＮ」がア
デニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からなる
塩基配列を意味し、記号「ｎ」はコア側標的認識領域のＸ隣接部分領域の塩基配列の塩基
数、記号「ｐ」はコア側標的認識領域のＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基数を表し、Ｘ隣接部
分領域の塩基配列は複合体化の際に３’－標的ＲＮＡのガイド側標的相補領域の塩基配列
と塩基対を形成し、またガイド側分断領域の塩基配列はＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列
と塩基対を形成する。）
で表される５’－標的編集ガイドＲＮＡと、を反応させて式［ＸＸＸＶＩＩＩＡ］：
【化７】

で表される３’－標的ＲＮＡ－５’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体を得、得られた複合体
の標的塩基アデノシン（Ａ）をＡＤＡＲの作用によりＡ－Ｉ編集してイノシン（Ｉ）に変
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【化８】

　（式中、記号「ｆＮ」、記号「ｍ」、記号「ｇＮ」および記号「ｎ」は、式［ＸＸＸＶ
ＩＡ］と同義である。）
で表される３’－編集標的ＲＮＡを得ることを含み、ヒト体内の細胞内で行われることを
除く、部位特異的ＲＮＡ変異導入方法。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の部位特異的ＲＮＡ変異導入方法であって、ｎが３であり、ｐが
０である部位特異的ＲＮＡ変異導入方法。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれか１項に記載の部位特異的ＲＮＡ変異導入方法であって、前記
ＡＤＡＲの作用が生体内ＡＤＡＲ機構によることを特徴とする部位特異的ＲＮＡ変異導入
方法。
【請求項５】
　式［ＸＸＩＩＡ］：

【化９】

（式中、記号「ｂＮ１ｂＮ２……ｂＮｐ－１ｂＮｐ」は、標的編集ガイドＲＮＡのガイド
側分断領域に相当し、記号「ｂＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから
選ばれる同種および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｐ」は、１０以下
を意味し、
　記号「ｅＮ１・・ｅＮｍ」は、標的編集ガイドＲＮＡの末端側標的認識領域に相当し、
記号「ｅＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異
種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｍ」は前記と同じ意味を有し、４０～２０の
塩基数を意味し、標的ＲＮＡの末端側標的相補領域の塩基配列の塩基数と同数であり、か
つ、対応する塩基同士は塩基対を形成し、
　記号「ｄＮ１ｄＮ２・・ｄＮｎ＋ｐ」は、標的編集ガイドＲＮＡのコア側標的認識領域
のＣ隣接部分領域とＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列に相当し、記号「ｅＮ」がアデニン
、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からなる塩基配
列を意味し、記号「ｎ」はコア側標的認識領域のＣ隣接部分領域の塩基配列の塩基数、記
号「ｐ」はコア側標的認識領域のＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基数を表し、Ｃ隣接部分領域
の塩基配列は複合体化の際に標的ＲＮＡのガイド側標的相補領域の塩基配列と塩基対を形
成し、またガイド側分断領域の塩基配列はＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列と塩基対を形
成する。）
で表される３’－標的編集ガイドＲＮＡである標的編集ガイドＲＮＡ。
【請求項６】
　式［ＸＸＶＩＩＡ］：
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【化１０】

　（式中、Ｘはシトシン、グアニンまたはアデニンであって、記号「ｋＮ１ｋＮ２……ｋ

Ｎｐ－１ｋＮｐ」は、標的編集ガイドＲＮＡのガイド側分断領域に相当し、記号「ｋＮ」
がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基から
構成される塩基配列であり、記号「ｐ」は、１０以下を意味し、
　記号「ｈＮ１・・ｈＮｍ」は、標的編集ガイドＲＮＡの末端側標的認識領域に相当し、
記号「ｈＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異
種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｍ」は前記と同じ意味を有し、４０～２０の
塩基数を意味し、標的ＲＮＡの末端側標的相補領域の塩基配列の塩基数と同数であり、か
つ、対応する塩基同士は塩基対を形成し、
　記号「ｊＮ１ｊＮ２・・ｊＮｎ＋ｐ」は、標的編集ガイドＲＮＡのコア側標的認識領域
のＸ隣接部分領域とＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列に相当し、記号「ｊＮ」がアデニン
、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からなる塩基配
列を意味し、記号「ｎ」はコア側標的認識領域のＸ隣接部分領域の塩基配列の塩基数、記
号「ｐ」はコア側標的認識領域のＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基数を表し、Ｘ隣接部分領域
の塩基配列は複合体化の際に標的ＲＮＡのガイド側標的相補領域の塩基配列と塩基対を形
成し、またガイド側分断領域の塩基配列はＡＤＡＲ隣接部分領域の塩基配列と塩基対を形
成する。）
で表される５’－標的編集ガイドＲＮＡである標的編集ガイドＲＮＡ。
【請求項７】
　請求項５又は６に記載の標的編集ガイドＲＮＡであって、ｐが０であり、ｎが３である
標的編集ガイドＲＮＡ。
【請求項８】
　請求項５から７のいずれか１項に記載の標的編集ガイドＲＮＡと標的ＲＮＡとを複合体
化し、ＡＤＡＲの作用によりＡ－Ｉ編集を誘導して該標的ＲＮＡ部分の標的塩基アデノシ
ンをイノシンに変換するための標的ＲＮＡ－標的編集ガイドＲＮＡ複合体であって、
　５’－標的ＲＮＡ－３’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体が５’－標的ＲＮＡ－３’－標
的編集ガイドＲＮＡ複合体［ＸＸＩＩＩＡ］：

【化１１】

（式中、記号「ａＮ１・・ａＮｍ」は、５’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域に
相当し、記号「ａＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種
および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０の塩基数を
意味し、記号「ｂＮ１・・ｂＮｎ」は、５’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側標的相補領
域に相当し、記号「ｂＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる
同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０の塩基数を意
味し、Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
若しくは５’－標的ＲＮＡ－３’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体［ＸＸＸＩＩＩＡ］：
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【化１２】

（式中、記号「ａＮ１・・ａＮｍ」は、５’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域に
相当し、記号「ａＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種
および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０の塩基数を
意味し、記号「ｂＮ１・・ｂＮｎ」は、５’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側標的相補領
域に相当し、記号「ｂＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる
同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０の塩基数を意
味し、Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
であること、または３’－標的ＲＮＡ－５’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体が３’－標的
ＲＮＡ－５’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体［ＸＸＶＩＩＩＡ］：
【化１３】

（式中、記号「ｆＮ１・・ｆＮｍ」は、３’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域に
相当し、記号「ｆＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種
および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０個の塩基数
を意味し、記号「ｇＮ１・・ｇＮｎ」は、３’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側標的相補
領域に相当し、記号「ｇＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれ
る同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０個の塩基数
を意味し、Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
若しくは３’－標的ＲＮＡ－５’－標的編集ガイドＲＮＡ複合体［ＸＸＸＶＩＩＩＡ］：
【化１４】

（式中、記号「ｆＮ１・・ｆＮｍ」は、３’－標的ＲＮＡにおける末端側標的相補領域に
相当し、記号「ｆＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種
および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「ｍ」は、４０～２０個の塩基数
を意味し、記号「ｇＮ１・・ｇＮｎ」は、３’－標的ＲＮＡにおけるガイド端側標的相補
領域に相当し、記号「ｇＮ」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれ
る同種および異種の塩基からなる塩基配列を意味し、記号「ｎ」は、１～１０個の塩基数
を意味し、Ａ＊は、標的編集部位（＊印）に存在する標的塩基アデニンを意味する。）
であることを特徴とする標的ＲＮＡ－標的編集ガイドＲＮＡ複合体。
【請求項９】
　請求項８に記載の標的ＲＮＡ－標的編集ガイドＲＮＡ複合体であって、ｐが０であり、
ｎが３である標的ＲＮＡ－標的編集ガイドＲＮＡ複合体。
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【請求項１０】
　グルタミン酸受容体ｍＲＮＡ前駆体（ＧｌｕＲ－Ｂ　ｐｒｅ－ｍＲＮＡ）または編集に
必要な領域のみを残して構築された人工編集基質（ｍｉｎｉＳＬ　ＲＮＡ）を基盤として
、この編集基質のＡＤＡＲ結合領域だけを残し、特定位置で分断することによって得られ
た請求項５から７のいずれか１項に記載の標的編集ガイドＲＮＡ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、部位特異的RNA変異導入方法およびそれに使用する標的編集ガイドRNAならび
に標的RNA－標的編集ガイドRNA複合体に関するものである。更に詳細には、本発明は、標
的編集部位に標的塩基アデノシン（Ａ）を有する標的RNAをADARの編集能を誘導して部位
特異的にRNA変異を導入する部位特異的RNA変異導入方法およびそれに使用する標的編集ガ
イドRNAならびに標的RNA－標的編集ガイドRNA複合体に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　細胞内標的遺伝子機能ならびに／もしくは発現を調節する遺伝子工学技術は、生命に関
わる生物学上の現象の基礎研究ばかりではなく、医学や治療への応用に関する研究におい
ても広く使用されている（非特許文献１）。これらの方法を使用する一つの目的は、生物
学的方法に関係する細胞内タンパク質の機能を調節することである。最近では、いくつも
の進化した遺伝子編集技術によって標的遺伝子情報が望むように操作できるようになった
（非特許文献１、２、３、４、５）。プログラム可能な調節に加えて、遺伝子改変の最も
重要な特長は、標的の細胞内遺伝子に永久的な変化をもたらすことができる点である。こ
の永久的な効果は標的タンパク質の特徴を効率的に抑制することができる一方、かかる方
法はもし誤りが発生すれば健康に危険を及ぼすことになる（非特許文献６）。
【０００３】
　生物の生命現象を担う分子は生体内のタンパク質である。通常、その生体内のタンパク
質は、DNAから転写されたメッセンジャーRNA（mRNA）の情報を基に翻訳され合成される。
合成されたタンパク質は、生体内の化学反応、構造形成、情報伝達、運動、抗体、栄養の
貯蔵・輸送などの実に様々な生命活動の役割を担っている。
【０００４】
　このように合成される細胞内タンパク質が正常な生命活動を実行するためには、その細
胞内タンパク質が正確な構造を有すると共に、正常な生理機能を発揮しなければならない
。タンパク質は、DNAのゲノム情報が自己複製し、その塩基（ヌクレオチド）配列がRNAポ
リメラーゼの作用によりmRNAに転写され、リボソームによりアミノ酸に翻訳されて合成さ
れる。RNAポリメラーゼは、DNA二重鎖の一方の鎖（アンチセンス鎖：５'→３'）を鋳型と
して、そのDNA上を移動しながらDNAの塩基配列をコピーしながら相補的に塩基対合する４
種のヌクレオシド（A：アデノシン、U：ウリジン、G：グアノシン、C：シチジン）を重合
してmRNAを合成する。この転写によって、アンチセンス鎖のDNA塩基配列に相補的に塩基
対合する塩基が取り込まれて、mRNAがセンス鎖（３'→５'）として伸長合成される。
【０００５】
　以前は、タンパク質の１次構造は全てゲノムDNAが決定すると信じられていて、RNAは、
そのゲノムDNAの情報を正確に写し取り、忠実にタンパク質の情報に置き換えていたと考
えられていた。しかし、この遺伝情報の流れ（セントラルドグマ）に反する現象が、トリ
パノソーマ（原鞭毛虫類）のキネトプラスチドDNAの転写過程において、ウリジン（U）の
挿入や欠失により、そこで作成されたタンパク質の１次構造が変わっていることが見出さ
れた。その後、このような現象が、植物のミトコンドリアや葉緑体のmRNA、粘菌のミトコ
ンドリアmRNA、ウィルスmRNA、哺乳動物のmRNAなどで次々と見つかってきた。つまり、RN
Aポリメラーゼの作用によるDNAからmRNAへの遺伝情報の転写においても、そのDNA塩基配
列の本来転写されるべき特定のDNA塩基配列が異なる塩基に置換されたり、または異なる
塩基が挿入されたり、また本来の塩基が欠失したりしてRNA変異が発生する「RNA編集（RN
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A editing）」といわれる現象が知られている。このようにDNAからRNAへの転写によりRNA
変異が生じれば、当然のことながら、その変異RNAに基づいて合成されるタンパク質は、
本来生ずべきタンパク質とはその構造や機能などが異なり、機能不全を起こし疾病の病因
にもなりかねない。
【０００６】
　哺乳動物の脳に存在するRNAは、しばしばアデノシンが脱アミノ化されイノシンに変換
されることが知られている。イノシンは化学構造上グアノシンと類似しており、シトシン
との塩基対形成が可能であるため、イノシン化修飾によりコドンが変化しアミノ酸配列が
編集される。このようなイノシン化修飾は脳や神経系の細胞で多いことが知られており、
修飾の欠損が、様々な精神神経疾患や癌などで観測されている。
【０００７】
　従って、細胞内タンパク質の発現量変化や機能の不全が、疾患の分子レベルでの原因で
あることは明らかである。つまり、これら細胞内タンパク質の変調を正すことが可能な技
術は、医療・創薬技術の基盤として極めて重要である。
【０００８】
　DNAと対照的に、mRNAは一過性の細胞内分子である。mRNAは、遺伝子情報を保有してい
て、コードされたタンパク質の機能と発現量を決定している。従って、RNA標的遺伝子操
作は、遺伝子情報に損傷を与える危険がなく、遺伝子編集と類似した標的タンパク質の機
能を制御することが可能である。細胞内RNAを標的にし、タンパク質の発現を制御するた
めには、small interference RNA (siRNA)（非特許文献７）やマイクロRNA（ｍｉRNA）（
非特許文献８）などの短鎖RNAが一般的に用いられている。これらの短鎖RNAは細胞内RNA
サイレンシング機構を利用しているため（非特許文献９）、標的RNA分解は、いかなる外
来性タンパク質の過発現なしに短鎖RNAを単に発現または導入することによって効率的に
行うことができる。ｓｉRNAやｍｉRNAなどのこれら短鎖RNAは、その単純な構造と使い勝
手の良さのために、標的遺伝子ノックダウンの分子ツールとして一般化されていて、核酸
医薬としても応用されている（非特許文献１０）。RNA干渉技術とは対照的に、RNAヌクレ
オチド配列を修飾できるRNA変異誘発（mutagenesis）技術は、生命科学研究における汎用
的な遺伝子変異導入ツールとしてばかりではなく、創薬の基本的技術となる大きな潜在性
を有しているにも関わらず、未だ一般的な方法は確立していない。
【０００９】
　近年、ゲノム編集技術は目覚ましい発展を遂げ、高効率かつ特異的にDNAの情報を自在
に改変できるようになってきた（非特許文献１１）。一方で、ゲノム編集により遺伝子組
換えを施した細胞は、その変異が恒常的に残ってしまうため、医療や創薬においては倫理
的な問題も含め多くの解決すべき課題が残っているのも事実である。これら問題点を解決
し、細胞内タンパク質機能制御を可能にする一つの方法として、RNAに変異を導入する方
法が挙げられる。
【００１０】
　生体内RNA編集機構の一つとして、DNAから転写されたRNAが二本鎖特異的アデノシンデ
アミナーゼ（ADAR：adenosine deaminases acting on RNA）によって、特定のアデノシン
がイノシンに変換されるA-I編集（A-to-I RNA editing）機構が、ほぼ全ての高等生物に
広く存在する転写後修飾機構である（非特許文献１２、１３、１４）。このA-I編集の重
要な役割の一つが、変換されたイノシンが翻訳機構によるグアノシンと読み取りされる転
写レベルでの遺伝子情報の再コードである。従って、A-I編集は、標的タンパク質の特定
のコドンを変換することによってさまざまなタンパク質の機能を強力に制御できることで
ある。
【００１１】
　近年のトランスクリプトーム解析の結果、ヒト細胞内RNA上に20,000以上の編集部位が
同定され（非特許文献１５）、A-I編集は様々な生命現象に関わっていると考えられてい
る。RNA中のイノシンは、タンパク質合成の際にはグアノシンとして翻訳されるため、RNA
編集によってゲノム情報とは異なる情報（機能）を持つタンパク質が合成される。つまり
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、ADARは細胞内でRNAに変異を導入していることになる。
【００１２】
　シュードウリジル化（psuedouridylation）(非特許文献１６)や２'－ヒドロキシメチル
化（非特許文献１７）のような細胞内リボソームRNA（rRNA）修飾は、ガイドRNA（gRNAs
）である小さな核小体RNA（small nucleolar RNAs; snoRNA）と特異的酵素から構成され
たリボタンパク質によって処理される（非特許文献１８）。これらのリボタンパク質にお
いて、ｇRNAは、そのアンチセンス配列との単純なワトソン－クリック塩基対合によって
修飾酵素を標的に向かってガイドする重要な役割を果たしている。従って、修飾活性は、
そのｇRNAの人工アンチセンス配列を変換するだけで変えることができる（非特許文献１
９、２０、２１）。つまり、ｇRNAは標的RNA修飾を効果的に制御することができる。
【００１３】
　ADARファミリータンパク質のアイソフォームであるヒトADAR2（hADAR2）は、生体内の
さまざまな細胞種において発現している。hADAR2は、２個の二重鎖RNA結合ドメイン（dsR
BDs）とデアミナーゼドメインとからなっていて、単鎖RNAではなく、二重鎖RNA（dsRNA）
に局在するアデノシンを優先的に標的とする（図２１ａ）。ADARタンパク質はリボタンパ
ク質ではなく、その自身のdsRBSを介して標的RNAに直接結合する。したがって、天然のAD
AR酵素を特異的な反応に仕向けることは、これまではgRNA手法では不可能と考えられてい
た。今日では、高機能な人工編集酵素（エディターゼ；editase）が開発され、ＳＮＡＰ
タグ（SNAP-tag）技術（非特許文献２２、２３、２４）またはRNA－ペプチド結合モチー
フ（非特許文献２５）によって人工gRNAをADARの修飾デアミナーゼドメインに繋いでいる
。これらのエディターゼは、細胞内での部位特異的A-I編集によって標的タンパク質の機
能を調節することには成功している。しかしながら、これらRNA変異導入技術には、外来
性タンパク質が必要であり、汎用性及び一般性を考慮すると未だ技術的な困難さが残って
いる。また、修飾デアミナーゼドメインの残留編集活性がホメオスタシスを維持する本来
の編集状態に対して悪影響を及ぼす可能性を有していることから、ヒトに応用すれば健康
リスクを増大させる恐れがある。つまり、修飾ADARタンパク質を使用しない、すなわち外
来性タンパク質を使用せず、gRNAのみで合目的なRNA編集誘導を達成できる方法論の開発
が、一般的に応用可能なRNA変異誘発方法を確立するカギとなる。
【００１４】
　これまで、ADAAR変異体タンパク質とガイドRNAの人工的な複合体を用いて、標的部位特
異的にRNA変異を導入する方法が開発されている（非特許文献２６）。これら方法論は、
標的RNAの認識にはガイド領域と呼ばれる相補的なRNA領域を使い、変異導入にはADARの活
性ドメインを用いることを原理としており、任意の標的RNAに対して適用可能な画期的な
方法である。しかしながら、これら従来の方法には改変したADARタンパク質が必須であり
、変異導入を行う際には煩雑な操作が必要になるという短所がある。
【００１５】
　そこで、本発明者らは、細胞内の内在性ADARを用いて、このRNA編集の原理を利用し、
細胞内ADARを自在に誘導してガイドRNAのみで標的部位特異的にRNA変異を導入することが
できれば、任意の細胞内標的RNAに対して部位特異的なRNA変異導入を可能にする新たな方
法を開発できるのではないかとの考えに至った。
【００１６】
　かかる新たな方法を開発すべく鋭意研究の結果、本発明者らは、生体内でADAR2により
特異的に編集されるグルタミン酸受容体mRNA前駆体（GluR-B pre-mRNA）（非特許文献２
７）及び、編集に必要な領域のみを残して構築された人工編集基質（miniSL RNA）（非特
許文献２８）を基盤として、この編集基質のADAR結合領域だけを残し、特定位置で分断す
ることによって標的編集ガイドRNAと標的RNAに分離できることを見いだした。つまり、本
設計で構築した標的編集ガイドRNAは、ADAR結合領域に加え、標的RNAを認識するための相
補領域を有しているため、任意の標的RNAに対して適用可能であることを見いだした。
【００１７】
　つまり、本発明者は、この新たに見出した標的編集ガイドRNAが、細胞内で内在的に発
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現しているADARを利用し、標的部位特異的にRNA変異を導入することが可能な機能性RNAと
して設計することができることを見いだした。この設計に従い構築される標的編集ガイド
RNAは、標的RNAと相補鎖を形成する「相補領域」と、天然型ADARとの結合能を有し、且つ
標的塩基アデノシンに効果的に編集を誘導できるように空間的配置および配向を規定する
「ADAR結合領域」で構成されていることから、この標的編集ガイドRNAを標的RNA配列に合
わせて相補領域の配列を設計することで、任意の細胞内RNAに対して、標的部位特異的なA
-I変異を導入する標的編集ガイドRNAを構築できることを見いだして、本発明を完成した
。
【００１８】
　さらに、本発明者らは、hADAR2をガイドすることによってA-I編集を直接誘導するADAR
ガイドRNA（AD-gRNA）を開発した（図２１ａ）。この手法を使用すると、特定の部位にお
ける特異的なhADAR2編集活性が、プログラム可能なアンチセンス配列により誘導される。
また、部位特異的RNA変異誘発が、hADAR2発現細胞に化学合成したAD-gRNAを直接細胞導入
する方法に加え、AD-gRNAを発現するプラスミドDNAをトランスフェクトする方法でも達成
できる。このAD-gRNA戦略は、設計が単純なうえ、使い勝手がよく、RNA変異誘発の一般的
アプローチの基盤技術となると考えられる。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　したがって、本発明の目的の１つの形態は、ゲノムDNAからmRNAへの転写の際に発生し
た標的RNA中の標的塩基アデノシン（Ａ）を、二本鎖特異的アデノシンデアミナーゼ（ADA
R：adenosine deaminases acting on RNA）の作用によりRNA編集能を誘導してA-I編集し
イノシン（Ｉ）に変換することからなる部位特異的RNA変異導入方法を提供することであ
る。
【００２１】
　本発明は、この別の形態として、A-I編集したイノシン（Ｉ）をさらにグアノシン（Ｇ
）に翻訳することからなる部位特異的RNA変異導入方法を提供することも目的としている
。
【００２２】
　本発明は、別の形態として、標的RNA中のRNA変異をADAR酵素の作用によりRNA編集する
部位特異的RNA変異導入方法に利用される標的編集ガイドRNAを提供することを別の目的と
している。
【００２３】
　本発明は、さらに別の形態として、標的RNA中の標的塩基アデノシンをRNA編集する部位
特異的RNA変異導入方法において、ADARがRNA編集するために固定されてRNA編集能を誘導
する基盤として作用する標的RNA－標的編集ガイドRNA複合体を提供することを別の目的と
している。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　上記目的を達成するために、本発明は、１つの形態として、RNA編集対象の標的RNA中の
標的塩基アデノシン（Ａ）を、ADARを作用させてRNA編集能を誘導しA-I編集によりイノシ
ン（Ｉ）に変換することからなる部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００２５】
　具体的には、本発明は、RNA編集対象となるRNA変異を有する標的RNAを標的編集ガイドR
NAと反応させて二本鎖構造を有する標的RNA－標的編集RNA複合体を得、ADAR酵素を作用さ
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せてRNA編集能を誘導しA-I編集によってRNA編集対象の標的塩基アデノシン（Ａ）をイノ
シン（Ｉ）に変換することからなる部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００２６】
　本発明はまた、A-I編集により変換されたイノシン（Ｉ）をさらにグアノシン（Ｇ）に
変換することからなる部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００２７】
　また、本発明は、別の形態として、ADAR酵素によるRNA編集を誘導してイノシンに変換
する上記標的RNA－標的編集ガイドRNA複合体を構築するために、RNA編集対象の標的塩基
アデノシンを有する標的RNAと相補関係にある標的編集ガイドRNAを提供する。
【００２８】
　さらに、本発明は、別の形態として、上記標的塩基アデノシンを有する標的RNAと該標
的編集ガイドRNAと相補し二本鎖構造を構築すると共に、ADAR酵素によるRNA編集を誘導し
て該アデノシンをイノシンに変換する作用を有する標的RNA－標的編集ガイドRNA複合体を
提供する。
【発明の効果】
【００２９】
　本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、標的編集部位に存在する標的塩基アデノ
シンを有するあらゆる標的RNAに対し非依存的かつ非特異的に応用することができるとい
う極めて汎用性が高くかつ有用な方法である。
【００３０】
　また、本発明の方法は、生体内ADAR機構を利用してRNA編集を誘導できるという極めて
有用でかつ利用価値の高い方法である。しかだって、本発明の方法は、患者に投与するこ
とによって、疾病の病因であるRNA変異をA-I編集して標的塩基アデノシンをイノシンに変
換しmRNAに転写し、そのイノシンはグアノシンに翻訳されることができることに加え、疾
病の原因タンパク質の機能及び発現量をA-I編集により調節することができる。これによ
り、本発明の方法は創薬の研究開発の有用なツールとして重要な役割を果たすことが期待
できる。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態を示すスキーム図である。
【図２】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２態を示すスキーム図である。
【図３】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の態様を示すスキーム図で
ある。
【図４】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の態様を示すスキーム図で
ある。
【図５】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の具体的な態様を示すスキーム
図である。
【図６】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の具体的な態様を示すスキーム
図である。
【図７】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態のより具体的な態様を示すスキ
ーム図である。
【図８】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態のより具体的な態様を示すスキ
ーム図である。
【図９】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の具体的な態様を示すスキ
ーム図である。
【図１０】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の具体的な態様を示すス
キーム図である。
【図１１】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の好ましい具体的な態様
を示すスキーム図である。
【図１２】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の好ましい具体的な態様
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を示すスキーム図である。
【図１３】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の特定の態様を示すスキーム
図である。
【図１４】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の特定の態様を示すスキーム
図である。
【図１５】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の特定の態様を示すスキ
ーム図である。
【図１６】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の特定の具体的な態様を
示すスキーム図である。
【図１７】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の特定の具体的な態様を
示すスキーム図である。
【図１８】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の特定の具体的な態様を
示すスキーム図である。
【図１９】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第１形態の別の特定の具体的な態様を
示すスキーム図である。
【図２０】本発明の部位特異的RNA変異導入方法の第２形態の別の特定の具体的な態様を
示すスキーム図である。
【図２１】部位特異的A-I編集のガイドRNAの構築を示す図である。
【図２２Ａ】ADg-GFP_A200の配列を示す図。
【図２２Ｂ】ADg-GFP_A200の別の配列を示す図。
【図２３】AD-gRNAと標的RNAとの複合体形成を確認するためのゲルモビリテイシフトアッ
セイ結果を示す図。
【図２４】修飾GluR2 RNAに基づいたフレームワークを用いたAD-gRNAの構築の説明図。 (
a) 基質hADAR2構造の配列ならびに予測二次構造を示す。 (b) Sequence of sADg-GFP_A20
0 (上部) とsADg-rGFP_A200 (下部) の構造を示す。 (c) sADg-GFP_A200とsADg-rGFP_A20
0のin vitro編集誘導活性を示す。
【図２５】cis型基質RNAを用いた編集特異性の分析結果を示す図。（ａ）eSL_AAA RNAとe
SLr_AAA RNAの実際の配列。（ｂ）eSL_AAA RNAとeSLr_AAA RNAのシーケンスクロマトグラ
フ図。
【図２６】AD-gRNA誘導RNAの隣接特異性の分析結果を示す図。
【図２７】AD-gRNA誘導RNAの特異性ならびに効率に対する追加塩基対合領域の効果を示す
図。
【図２８】AD-gRNA誘導 RNA編集による機能性タンパク質発現調節を説明する図、Rluc-W1
04XからのcDNA（上部パネル）、また ADg-rRluc_A311でin vitro編集したRluc-W104X（下
部パネル）のシークエンスクロマトグラフ図。（ｃ）はAD-gRNAで調節した活性なルシフ
ェラーゼ発現確認。
【図２９】ADg-rRluc_A311の配列を示す図。
【図３０】より複雑な環境下でもAD-gRNAの能力を調べた実験の説明図。（ａ）ADg-rRluc
_A311、Rluc-W104XならびにhADAR2を用いた、翻訳・編集反応を同時に行う実験系を示す
図。（ｂ）ADg-rRluc_A311のA311の編集効率を示す図。上部パネルはガイドRNA なしの場
合、下部パネルは ADg-rRluc_A311を用いた場合を示す。
【図３１】部位特異的ＲＮＡ変異誘導のためのAD-gRNAの応用と細胞内標的タンパク質発
現調節の説明図。（ａ）はhADAR2発現細胞内単純プラスミドトランスフェクションによる
部位特異的ＲＮＡ変異誘導を示す図。（ｂ）はtet-ADAR2細胞内ADg-GFP_A200とADg-rGFP_
A200の特異的編集誘導活性を確認した図。（ｃ）は細胞内コドン修復実験の説明図。
【図３２】tet-ADAR2細胞内ADg-GFP_A200のRTならびに定量PCR (qPCR) 結果を示す図。
【図３３】tet-ADAR2細胞内でのhADAR2発現のウエスタンブロット分析結果を示す図。
【図３４】tet-ADAR2細胞内AD-gRNAsで誘導された編集効率を示す図。
【図３５】編集基質RNAの諸点での分割により生成したAD-gRNAsの編集効率を示す図。（
ａ）はADg-RNAs生成用ヘアピン基質上の分割線を示す図。（ｂ）は標的RNA (GFP mRNA) 
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と5'-アンチセンスADg-RNAsの配列を示す図。ADg(L3) は図２４で使用したsADg-rGFP_A20
0のgRNAと同じ。（ｃ）は各gRNAの編集誘導活性を示す図。
【図３６】実験に使用した４種類の編集ガイドRNA（ADg-GFP_A200、ADg-rGFP_A200、sADg
-GFP_A200、sADg-rGFP_A200）の配列を示す図。
【図３７】上記編集ガイドRNAによるRNA変異導入を示す図。（ａ）は実験の概要を示す図
。（ｂ）はダイレクトシークエンシングによるGFP mRNAの編集解析結果を示す図。（ｃ）
はピーク高から求めたA200の編集割合を示す図。
【図３８】編集ガイドRNA導入後の細胞の透過光及び蛍光顕微鏡による観察結果を示す図
。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、RNA編集の対象となる標的塩基アデノシン
（Ａ）を含む標的RNAまたはその特定領域に対して標的編集ガイドRNAを反応させて二本鎖
複合体を形成し、形成した二本鎖複合体にADARを結合させてそのRNA編集能を誘導し標的R
NA中に存在する標的塩基アデノシンをイノシンに変換することを特徴としている。このよ
うに変換されたイノシンはさらにグアノシンに翻訳される。
【００３３】
　そこで、本発明では、まず、標的RNAとして、RNA編集の対象となる標的塩基アデノシン
（Ａ）を含むRNAとして選定するのがよい。かかるRNAは、一般的には、自然界に存在する
RNAから選択するのがよく、例えば、セロトニン受容体、グルタミン酸受容体、膜電位依
存過多カリウムチャンネルなどが挙げられるが、標的塩基アデノシンを有するあらゆるRN
Aから選択することができる。
【００３４】
　RNA編集の対象とする標的RNAを選定すると、その中からRNA編集対象の標的塩基アデノ
シンを含む特定の領域を選定する。この特定領域を選定するに当たっては、標的編集部位
を挟んで両側に所定の長さの塩基配列からなる特定領域を構築するのがよい。なお、本発
明においては、この特定領域だけからなるフラグメントの他に、当然のことながら、かか
る特定の領域を含む全長RNAまたは部分長RNAも使用することができる。したがって、本明
細書において使用する用語「標的RNA」は、特定領域だけからなるフラグメントばかりで
はなく、特定領域を含む全長RNAまたは部分長RNAまたは部分長をも包含する意味で使用し
ている。
【００３５】
　このように標的RNAの特定領域を選定すれば、次に、標的編集ガイドRNAを、その特定の
領域が標的RNAと実質的に対合して相補鎖を形成するように設計・構築する。かかる標的
編集ガイドRNAの特定領域が設計・構築されると、その特定領域をADAR結合コア領域に結
合するように設計・構築するのがよい。
【００３６】
　したがって、本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、上記のように設計・構築し
た標的RNAと標的編集ガイドが対応する特定領域同士相補鎖を形成し複合体化して二本鎖
構造を構築し、ADARの作用によりA-I編集能が誘導され標的RNAの標的塩基アデノシンがイ
ノシンに変換される方法である。
【００３７】
　以下に、本発明の部位特異的RNA変異導入方法の形態について添付図面を参照にして具
体的に説明する。なお、以下に説明する本発明の方法は、本発明を実施するための最良の
形態を説明するものであって、本発明をいかなる意味においても限定する意図で説明する
ものではないことを付言する。
【００３８】
　本発明は、RNA編集の対象となる標的RNAの配列様式により大きく２つの形態に分類する
ことができる。第１形態は５'－標的RNAと表示する配列様式であり、第２形態は３'－標
的RNAと表示する配列様式である。「５'－標的RNA」とは、RNA編集対象である標的RNAの
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を意味する。また、「３'－標的RNA」とは、RNA編集対象である標的塩基アデノシン（Ａ
）の左側に（添付図面に対して）３'末端が存在する標的RNAを意味する。なお、本明細書
においては、「５'－標的RNA」ならびに「３'－標的RNA」について、厳密に区別して使用
せずに単に標的RNAと表示する場合もある。
【００３９】
　そこで、本発明の第１形態ならびに第２形態による部位特異的RNA変異導入方法につい
て図１ならびに図２を参照してそれぞれ説明する。
【００４０】
　第１形態でよる本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、式［LA］：
【化１】

で表される５'－標的RNAと、式［LIA］：
【化２】

で表される３'－標的編集ガイドRNAを反応させ、式［LIIA］： 
【化３】

で表される５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体を得ると共に、ADARを作用させ
てA-I編集を誘導し、式［LIIIA］：

【化４】

で表される５'－編集標的RNAに変換し、該複合体の標的塩基アデノシン（Ａ）（黒三角印
）を脱アミノ化してイノシン（Ｉ）に変換することを特徴とする。このように変換された
イノシンはグアノシンに翻訳される。以下、説明を簡単にするために、この形態の方法を
第１標的編集スキームともいう。
【００４１】
　第２形態による本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、第１形態による部位特異的RNA
変異導入方法と実質的には同じであり、式［LVA］：
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【化５】

で表される３'－標的RNAを、式［LVIA］：
【化６】

で表される５'－標的編集ガイドRNAと反応させ、式［LVIIA］： 
【化７】

で表される３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体を得、ADARを作用させてA-I編
集を誘導して式［LVIIIA］：
【化８】

で表される３'－編集標的RNAに変換して、該複合体の標的塩基アデノシン（Ａ）（黒三角
印）を脱アミノ化してイノシン（Ｉ）に変換することを特徴とする。このように変換され
たイノシンはグアノシンに翻訳される。以下、説明を簡単にするために、この形態の方法
を第２標的編集スキームともいう。
【００４２】
　本発明に使用される第１形態の５'－標的RNA［LA］は５'－標的側相補領域（１０）か
らなり、その５'－標的側相補領域（１０）は、末端側標的相補領域（１２）と、ガイド
側標的相補領域（１４）と、Ａ＊（１５）で表される標的塩基アデノシン（Ａ）とから構
成されている。同様に、第２形態の３'－標的RNA［LVA］は３'－標的側相補領域（５０）
からなり、その３'－標的側相補領域（５０）は、末端側標的相補領域（５２）と、ガイ
ド側標的相補領域（５）と、Ａ＊（５５）で表される標的塩基アデノシン（Ａ）とから構
成されている。
【００４３】
　本発明において、標的RNAの末端側標的相補領域（１２，５２）は、アデニン、シトシ
ン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からそれぞれ構成される
塩基配列であって、その塩基数は、特に限定されないが、一般的には４０個、好ましくは
３０個、より好ましくは２０個程度の塩基配列からなるように構築するのがよい。
【００４４】
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　標的RNAのガイド側標的相補領域（１４、５４）は、アデニン、シトシン、グアニンお
よびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基からそれぞれ構成される塩基配列であっ
て、その塩基数は、特に限定されないが、１～１５個、好ましくは１～１２個、より好ま
しくは１～１０個、特に好ましくは１～５個程度の塩基配列からなるように構築するのが
よい。なお、いずれの標的RNAのガイド側標的相補領域の塩基配列も、後述する編集ガイ
ドRNAと複合体化するに際しては、編集ガイドRNAのコア側標的認識領域のＸ隣接部分の塩
基配列とそれぞれ塩基対を形成するように構築する。
【００４５】
　標的RNAにおいて、Ａ＊（１５、５５）は、標的編集部位（＊印）に存在する標的編集
対象の標的塩基アデノシンをそれぞれ意味する。
【００４６】
　本発明において、標的編集ガイドRNAは、アンチセンス領域（２０、６０）と、ADAR結
合領域（２６、６６）とから構成される。アンチセンス領域（２０、６０）は、第１形態
の５'－標的RNAまたは第２形態の３'－標的RNAと相補鎖をそれぞれ形成するように構築す
る。
【００４７】
　さらに、３'－標的編集ガイドRNAの３'－アンチセンス領域（２０）は、末端側標的認
識領域（２２）と、コア側標的認識領域（２４）のＸ隣接部分領域と、５'－標的RNAの標
的塩基アデノシンを標的編集誘導する標的編集誘導塩基Ｘ（２５）（△印）とから構成さ
れる。
【００４８】
　同様に、５'－標的編集ガイドRNAの５'－アンチセンス領域（６０）は、末端側標的認
識領域（６２）と、コア側標的認識領域（６４）のＸ隣接部分領域と、３'－標的RNA［LV
A］の標的塩基アデノシン（Ａ）を標的編集誘導する標的編集誘導塩基Ｘ（６５）（△印
）とから構成される。
【００４９】
　本発明の標的編集ガイドRNAの末端側標的認識領域（２２、６２）は、アデニン、シト
シン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基から構成される塩基配
列であって、その塩基数は、特に限定されないが、一般的には、４０個程度、好ましくは
３０個程度、より好ましくは２０個程度の塩基配列から構成される塩基領域をそれぞれ構
築するのがよい。ただし、この構成塩基数は、対応する標的RNAの末端側標的相補領域（
１２、５２）の塩基数と同数であって、それぞれ対応する塩基同士が対合し塩基対を形成
するようにそれぞれ構築する。
【００５０】
　またアンチセンス領域のコア側標的認識領域のＸ隣接部分領域は、アデニン、シトシン
、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基から構成される塩基配列で
あって、塩基数が、一般的には１～１５個以内、好ましくは１～１２個以内、より好まし
くは１０個以内、特に好ましくは１～５個程度の塩基配列からなる塩基配列を構成すると
ともに、標的RNAのガイド側標的相補領域の塩基配列とそれぞれ塩基対を形成する。この
コア側標的認識領域のＸ隣接部分の塩基配列は、標的RNAと複合体を形成する際、そのガ
イド側分断領域の塩基配列と塩基対合して塩基対を形成するように構築する。
【００５１】
　また、アンチセンス領域に隣接するADAR結合領域は、コア側標的認識領域のADAR隣接部
分領域とADAR結合コア領域とガイド側分断領域とからなり、それぞれアデニン、シトシン
、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種および異種の塩基から構成される塩基配列で
あって、コア側標的認識領域のADAR隣接部分領域とガイド側分断領域のそれぞれの塩基数
は、一般的には０～１０個、好ましくは５個程度の塩基配列からなる塩基領域を意味し、
それぞれの構成塩基は互いに塩基対合して塩基対を形成するように構築する。
【００５２】
　本発明において、ADARがA-I編集誘導能を発揮できるためには、ADAR結合領域の塩基配
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列は大きく修飾することなく、ある特定の塩基配列またはそれに類似する塩基配列にある
程度固定することも可能である。一方、編集ガイドRNAのアンチセンス領域の塩基配列は
、目的とする標的塩基Ａを含む標的RNAはその塩基配列は千差万別であり、極めて多様な
塩基配列を有していることから、その塩基配列の種類や長さも自由に変えることができる
ように構築する必要がある。また、編集ガイドRNAのアンチセンス領域の塩基配列の塩基
数、特にそのコア側標的認識領域のＸ隣接部領域の塩基配列の塩基数を増減することによ
って、ADARのA-I編集能を調節することができる可能性がある。
【００５３】
　また、ADAR結合コア領域（２８、６８）は、アデニン、シトシン、グアニンおよびウラ
シルから選ばれる同種および異種の塩基からそれぞれ構成されるステムループ構造をした
不完全２重鎖RNA構造をしている。このステムループ構造は、ループ構造を挟んで２本の
不完全相補塩基配列構造をしていて、各一本鎖の塩基配列は、同種または異種の塩基配列
であり、その塩基数は、編集誘導能を損なわない限り特に限定されないが、一般的には１
０～４０個、好ましくは２０～３０個程度であるのがよい。また、ループ構造は、対応す
る構成塩基同士は互いに相補鎖を形成せず、同種および異種の４個～８個、好ましくは４
～５個の塩基から構成されている。さらに、この不完全相補二本鎖の一方の一本鎖の塩基
配列は、その末端がコア側標的認識領域のADAR隣接部分と、また他方の一本鎖の塩基配列
は、その末端がガイド側分断領域にそれぞれ結合した構造になっている。
【００５４】
　さらに、ADAR結合コア領域は、ADARが結合することによりADARの作用を誘導する領域で
あって、標的RNAの標的塩基アデノシンをA-I編集してイノシンに変換する機能を有してい
る。つまり、ADARによるRNA編集は、ADARが標的編集ガイドRNAのADAR固定コア領域に固定
されることによりADARのRNA編集能を誘導する機能を発揮することができる。なお、A-I編
集能を有するADARとしては、例えば、ADARとしては、例えば、hADAR1、hADAR2が挙げられ
る。
【００５５】
　本発明において、標的RNAと標的編集ガイドRNAが相補して複合体化することにより標的
RNA－標的編集ガイドRNA複合体が形成される。具体的には、標的RNAの標的側相補領域と
、標的編集ガイドRNAのアンチセンス領域の１部であるコア側標的認識領域のＸ隣接部分
塩基配列が塩基対合して相補鎖を形成することによって標的RNA－標的編集ガイドRNA複合
体が形成される。更に具体的には、標的RNAの末端側標的相補領域と標的編集ガイドRNAの
末端側標的認識領域が、また標的RNAのガイド側標的相補領域と標的編集ガイドRNAのコア
側標的認識領域が対合して相補鎖をそれぞれ形成することによって標的RNA－標的編集ガ
イドRNA複合体が形成される。
【００５６】
　更に詳細には、本発明の第１標的編集スキームにおいては、５'－標的RNA－３'－標的
編集ガイドRNA複合体［LIIA］は、５'－標的RNA［LA］の末端側標的相補領域（１２）の
構成塩基と、３'－標的編集ガイドRNA［LIA］の３'－末端側標的認識領域（２２）の構成
塩基は、対応する塩基同士が塩基対合して塩基対を形成するように構築する。
【００５７】
　同様に、本発明の第２標的編集スキームにおいては、３'－標的RNA－５'－標的編集ガ
イドRNA複合体［LVIIA］は、３'－標的RNA［LVA］の末端側標的相補領域（５２）の構成
塩基と、５'－標的編集ガイドRNA［LIA］の５'－末端側標的認識領域（６２）の構成塩基
は、対応する塩基同士が塩基対合して塩基対を形成するように構築する。
【００５８】
　一方、該複合体［LIIA］において、５'－標的RNA［LA］のガイド側標的相補領域（１４
）の構成塩基は、編集ガイドRNAのコア側標的認識領域（２４）のＸ隣接部分領域の構成
塩基と塩基対を構成するとともに、そのADAR隣接部分領域の構成塩基はガイド側分断領域
（２７）の構成塩基と塩基対合して塩基対を形成するように構築する。
【００５９】
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　同様に、該複合体［LVIIA］において、３'－標的RNA［LVA］のガイド側標的相補領域（
５４）は、編集ガイドRNA［LVIA］のコア側標的認識領域（６４）のＸ隣接部分領域の構
成塩基と塩基対を構成するとともに、そのADAR隣接部分領域はガイド側分断領域（６７）
の構成塩基と塩基同士対合して塩基対を形成するように構築する。
【００６０】
　前述したように、標的編集ガイドRNAのコア側標的認識領域の塩基数は、標的RNAのガイ
ド側標的相補領域と、標的編集ガイドRNAのガイド側分断領域の合計塩基数と同数である
ように構築する。したがって、標的編集ガイドRNAのコア側標的認識領域のＸ隣接部分領
域の塩基配列の塩基数を調節して、ADAR結合領域のガイド側分断領域の塩基配列の塩基数
よりも大きく設計するのがよい。このように調節することによって、ADARによるA-I編集
能を調節することができる。
【００６１】
　本発明において、標的RNAと標的編集ガイドRNAとが複合体化されて二本鎖構造を形成す
ることにより、ADARが該標的編集ガイドRNAのADAR固定コア領域に作用し、RNA編集能が誘
導されて、該複合体に結合した標的RNAに存在する標的塩基アデノシン（Ａ）がA-I編集さ
れてイノシン（Ｉ）に変換される。
【００６２】
　さらに、上記のように標的塩基アデノシンがイノシンに変換された編集標的RNAは、そ
のイノシンがグアノシン（Ｇ）に翻訳される。つまり、本発明においてRNA編集された５'
－標的RNAの５'－編集標的RNA［LIIIA］ならびに３'－標的RNAの３'－編集標的RNA［LVII
IA］のそれぞれのイノシン（Ｉ）は、５'－翻訳標的RNA［LIVA］：

【化９】

ならびに３'－翻訳標的RNA［LIXA］：
【化１０】

で示すようにグアノシン（Ｇ）に翻訳される。
【００６３】
　上記標的編集スキームにおいて、標的RNAの標的塩基Ａ（＊印）に対応する標的編集部
位（△印）に存在する標的編集誘導塩基Ｘ（２５、６５）としては、標的塩基Ａとは相補
しないシトシン（Ｃ）、グアノシン（Ｇ）、アデノシンならびにウリジンのいずれの塩基
が挙げられる。なお、A-I編集能の点からすると、シトシン（Ｃ）を標的編集誘導塩基と
して使用するのが好ましい。
【００６４】
　したがって、本発明は、その好ましい態様として、標的編集部位（△印）に対応する標
的編集誘導塩基（Ｘ）を塩基シトシン（Ｃ）として構築した部位特異的RNA変異導入方法
を提供する。
【００６５】
　つまり、本発明の好ましい態様では、第１標的編集スキ－ムにおける３'－標的編集ガ
イドRNA［LIA］において標的編集誘導塩基Ｘとしてシトシン（Ｃ）を使用した３'－標的
編集ガイドRNA［LIB］：
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【化１１】

または第２標的編集スキ－ムにおける５'－標的編集ガイドRNA［LVIA］において標的編集
誘導塩基Ｘとしてシトシン（Ｃ）を使用した５'－標的編集ガイドRNA［LVIB］:
【化１２】

を、対応する標的RNAとそれぞれ反応させて複合体化し得られた５'－標的RNA－３'－標的
編集ガイドRNA複合体［LIIB］：
【化１３】

または３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［LVIIB］：
【化１４】

に対してADARを作用させてA-I編集を誘導して５'－編集標的RNA［LIIIA］：
【化１５】

または３'－編集標的RNA［LVIIIA］：
【化１６】
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易に変換することを特徴としている。
【００６６】
　上記のようにA-I編集された各編集標的RNAのイノシン（Ｉ）は、５'－翻訳標的RNA［LI
VA］または３'－翻訳標的RNA［LIXA］に示すようにグアノシン（Ｇ）に翻訳される。
【００６７】
【化１７】

【化１８】

【００６８】
　さらに、標的RNAとして全長RNAまたは上記標的側相補領域の塩基配列より長い部分長RN
Aを使用した場合、本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、図３または図４に示すよ
うに、５'－標的RNA［LXA］：

【化１９】

または３'－標的RNA［LXVA］：

【化２０】

と、３'－標的編集ガイドRNA［LIA］：

【化２１】

または５'－標的編集ガイドRNA［LVIA］：
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【化２２】

をそれぞれ反応させて５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［LXIA］：
【化２３】

または３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［LXVIA］：
【化２４】

をそれぞれ得、ADARの作用により標的RNAのRNA変異である標的塩基アデノシンをイノシン
にA-I編集した５'－編集標的RNA［LXIIA］：

【化２５】

または３'－編集標的RNA［LXVIIA］：

【化２６】

をそれぞれ得ることから構築される。
【００６９】
　同様に、本発明の好ましい態様として、対応する標的RNAの標的塩基アデノシン（Ａ）
と対応する標的編集誘導塩基Ｘ（２５、６５）（△印）として、シトシン（Ｃ）を使用し
た部位特異的RNA変異導入方法は、第１標的編集スキームにおいて、３'－標的編集ガイド
RNA［LIA］の代わりに式［LIB］：
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【化２７】

で表される３'－標的編集ガイドRNAを使用して、または第２標的編集スキームにおいて、
５'－標的編集ガイドRNA［LVIA］の代わりに式［LVIB］： 
【化２８】

で表される５'－標的編集ガイドRNAを使用して、対応する標的RNAとそれぞれ反応させて
式［LXIB］：
【化２９】

で表される５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体または式［LXVIB］：
【化３０】

で表される３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体をそれぞれ得、各複合体にADAR
を作用させてA-I編集を誘導して該標的RNAの標的塩基アデノシンをイノシンに変換して式
［LXIIB］：
【化３１】

で表される５'－編集標的RNAまたは式［LXVIIA］：
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【化３２】

で表される３'－編集標的RNAをそれぞれ得ることによってRNA編集対象の標的塩基アデノ
シンをイノシンに変換することができる。
【００７０】
　上記のようにイノシンに変換された編集標的RNAは、５'－翻訳標的RNA［LIVA］：

【化３３】

または３'－翻訳標的RNA［LIXA］：
【化３４】

に変換されて、イノシンはグアノシンに翻訳される。
【００７１】
　以上のようにして、本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、ADARの作用により全
長標的RNAまたは部分長標的RNA中に含まれる標的塩基アデノシンをA-I編集してイノシン
に簡単に変換することが可能である。
【００７２】
　以上、本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法について包括的に説明した。以下、本
発明に係る部位特異的RNA変異導入方法について図面を参照してより具体的に説明する。
【００７３】
　まず、第１標的編集スキームによる本発明の部位特異的RNA変異導入方法について図５
を参照して説明する。なお、図５に示す本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、図１に
示す包括的な形態をより具体的に表するものである。
【００７４】
　本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、図５に示すように、５'－標的RNA［IA］：

【化３５】

　（式中、記号「aN1・・aNm」は、上記５’－標的RNA［LA］の末端側標的相補領域（１
２）を構成する塩基配列に相当する塩基配列を表し、「aN」がアデニン（Ａ）、シトシン
（Ｃ）、グアニン（Ｇ）またはウラシル（Ｕ）から選ばれるいずれかの塩基からなる同種
もしくは異種の塩基の組み合わせで構成される連続塩基配列であり、その塩基数は、特に
限定されないが、一般的には４０個、好ましくは３０個、より好ましくは２０個程度にな
るように構築し、
　記号「bN1 bN2・・bNn-1bNn」は、５’－標的RNA［LA］のガイド側標的相補領域（１４
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）を構成する塩基配列に相当する塩基配列を表し、記号「bN」がアデニン（Ａ）、シトシ
ン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）またはウラシル（Ｕ）から選ばれるいずれかの塩基からなる１
～１５個、好ましくは１２個程度、より好ましくは１０個程度、特に好ましくは５個程度
の同種または異種の塩基組み合わせで構成される連続塩基配列であるように構築する。）

と、３’－標的編集ガイドRNA［IIA］：
【化３６】

（式中、記号「cN1cN2……cNp-1cNp」は、３’－標的編集ガイドRNAのガイド側分断領域 
（２７）に相当し、記号「cN」がアデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ば
れる同種および異種の塩基から構成される塩基配列であり、記号「p」は、塩基数が、一
般的には０～１５個、好ましくは１２個以下、より好ましくは１０個以下を意味し、
　記号「dN1・・dNm」は、３’－アンチセンス領域の末端側標的認識領域（２２）を構成
する塩基配列を意味し、記号「dN」がアデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）
またはウラシル（Ｕ）から選ばれるいずれか１種の塩基からなり、塩基数が、特に限定さ
れないが、一般的には４０個、好ましくは３０個、より好ましくは２０個程度になる同種
または異種の塩基の組み合わせからなる連続塩基配列になるように構築するとともに、５
’－標的RNAの末端側標的相補領域（１２）の塩基配列の構成塩基数と同数であるととも
に、その末端側標的相補領域の塩基配列と塩基対を構築し、
　記号「eN1eN2 ・・eNn+p」は、記号「eN1eN2 ・・eNn」で表されるコア側標的認識領域
のＸ隣接部分領域の塩基配列と、記号「eN1eN2 ・・eNp」で表されるADAR隣接部分領域の
塩基配列を意味するとともに、そのＸ隣接部分領域は、記号「eN」がアデニン（Ａ）、シ
トシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）またはウラシル（Ｕ）から選ばれるいずれかの塩基からな
り、塩基数が、本発明の目的ならびに機能を損なわない限り特に限定されないが、一般的
には、１～１５個、好ましくは１～１２個、より好ましくは１～１０個、特に好ましくは
５個以下からなる同種または異種の塩基の連続塩基配列を表し、またそのADAR隣接部分領
域は、同様に、アデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）またはウラシル（Ｕ）
から選ばれるいずれかの塩基からなり、塩基数が一般的には０～１５個、好ましくは１２
個以下、より好ましくは１０個以下からなる連続塩基配列を表している。）
と反応させて複合体化させて５’－標的RNA－３’－標的編集ガイドRNA複合体［IIIA］：
【化３７】

を得、次いで得られた５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［VIIIA］をADARの
作用によりA-I編集し５'－編集標的RNA［IVA］：
【化３８】
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に変換し、標的塩基アデノシン（Ａ）（＊印）をイノシン（Ｉ）に変換するRNA変異編集
から構成される。得られた５'－編集標的RNA［IVA］は続いてそのイノシン（Ｉ）がグア
ノシン（Ｇ）に翻訳されて５'－翻訳標的RNA［VA］：
【化３９】

に変換される。
【００７５】
　ただし、５'－標的RNA［IA］において、▲印を付した番号は、標的塩基Ａからの塩基「
bN」の塩基数を表している。例えば、番号「０」は標的塩基Ａに隣接するガイド側標的相
補領域の塩基が存在しないことを意味し、また番号「１」は標的塩基Ａに隣接するガイド
側標的相補領域の塩基が１個存在すること、さらに番号「ｎ」は標的塩基Ａに隣接するガ
イド側標的相補領域の塩基がｎ個からなる塩基配列を意味している。以下の説明でも同じ
意味を有する。
【００７６】
　同様に、３'－標的編集ガイドRNA［IIA］において、↓印を付した番号は、ADAR結合コ
ア領域の１末端からの塩基「cN」の塩基数を表している。例えば、番号「０」は標的塩基
Ａに隣接するガイド側分断領域の塩基配列が存在しないことを意味し、また番号「１」は
ガイド側分断領域の塩基が１個存在すること、番号「ｐ」はガイド側分断領域の塩基がｐ
個からなる塩基配列を意味している。以下の説明でも同じ意味を有する。
【００７７】
　また、３'－標的編集ガイドRNA［IIA］において、例えば、番号が「０」である場合、A
DAR結合コア領域の１末端に隣接するガイド側分断領域の塩基が存在しないことになるこ
とから、対応するコア側標的認識領域のADAR隣接部分に対応する塩基も存在しないことに
なる。したがって、この場合は、そのコア側標的認識領域は記号「eN1……eNn」で表され
るそのＸ隣接部分領域の塩基配列だけから構成されることになる。一方、番号が「１」で
ある場合、ガイド側分断領域の塩基数は１個になることから、コア側標的認識領域の塩基
配列は記号「eN1…..eNn+1」で表される。また、番号が「p」の場合、コア側標的認識領
域の塩基配列は記号「eN1…..eNn+p」で表される。以下の説明でも同じ意味を有する。ま
た、例えば、番号が「１」の場合、つまり、記号「eN1」の場合、編集ガイドRNAの該当す
る塩基「eN1」は、標的RNAのガイド側標的相補領域の塩基「bN1」と塩基対を構成する。
【００７８】
　なお、編集ガイドRNAのコア側標的認識領域の構成塩基数が余り小さくなりすぎて当該
標的編集ガイドRNAの３'－標的認識領域内に存在する対応塩基（Ｘ）からADAR結合コア領
域までの距離が短くなり過ぎると、ADARによるA-I編集の誘導能が低下して好ましくない
場合がある。また、この構成塩基数が余り大きくなりすぎて当該標的編集ガイドRNAの３'
－標的認識領域内に存在する対応塩基（Ｘ）からADAR結合コア領域までの距離が長くなり
過ぎても、ADARによるA-I編集の誘導能が低下して好ましくない場合がある。
【００７９】
　また、ADAR結合領域において、記号「NαNβ-NδNχ」は、前述したように、上記３'－
標的編集ガイドRNA［LIA］ならびに５'－標的編集ガイドRNA［LVIA］のADAR結合コア領域
（２８、６８）を構成する塩基配列に相当するステムループ構造からなる不完全二本鎖RN
A構造からなっている。つまり、ステムループ構造は、ループ構造を挟んで２本の塩基配
列からなり、その２本の塩基配列が、相補する塩基対と相補しないミスマッチ塩基対が混
在する不完全相補の二本鎖からなる構造である。各一本鎖を構成する塩基（Ｎ）は、アデ
ニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる同種もしくは異種の塩基から構成
され、各一本鎖の塩基数は、一般的には１０～４０個、好ましくは２０～３０個であるの
がよい。また、ループ構造は、対応する構成塩基同士は互いに相補鎖を形成せず、同種お
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プ構造は、そのループ構造を挟んで結合する不完全相補二本鎖の一末端側は標的認識領域
のADAR隣接部分領域の塩基配列と、他の末端側はガイド側分断領域の塩基配列と結合する
ように構築するのがよい。
【００８０】
　記号「Nα-Nχ」は、アデニン、シトシン、グアニンおよびウラシルから選ばれる互い
に同種もしくは異種の塩基で構成されるそれぞれ１本の塩基配列からなり、この塩基対は
、単数個もしくは複数個、好ましくは２個ていどのミスマッチ塩基対を有する不完全２本
鎖相補領域を表している。記号「Nβ-Nδ」は、塩基数が４～８個、好ましくは４～５個
の同様な同種または異種の塩基で構成されるループ構造を表している。また、記号「Nα-
Nχ」は、その一末端が５'－標的RNAのガイド側標的相補領域または当該標的編集ガイドR
NAのガイド側分断領域に結合し、その他の末端は当該標的編集ガイドRNAのコア側標的認
識領域に結合した構造である。
【００８１】
　上記５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［IIIA］において、記号「aN1・・a

Nm」と記号「dN1・・dNm」は各構成塩基対（つまり、例えば、「aN1－dN1」、「aNm－dNm
」）が実線で結合した状態で示されていて、各構成塩基対が相補鎖を形成していることを
表している。
【００８２】
　つまり、記号「aN1・・aNm」で表される５'－標的RNAの末端側標的相補領域の塩基配列
と、記号「dN1・・dNm」で表される３'－標的編集ガイドRNAの末端側標的認識領域の塩基
配列が互いに塩基対合し塩基対を形成するとともに、記号 [bN1……bNn]  で表される５'
－標的RNAのガイド側標的相補領域の塩基配列と、記号 [eN1……eNn]で表される３'－標
的編集ガイドRNAのコア側標的認識領域のＸ隣接部分の塩基配列とが互いに塩基対合し塩
基対を形成して複合体化する。一方、ADAR結合コア領域は、その１端がガイド側分断領域
の塩基配列と、また他端がコア側標的認識領域のADAR隣接部分と結合した構造になる。
【００８３】
　同様に、第２標的編集スキームによる本発明の部位特異的RNA変異導入方法について図
６を参照してより具体的に説明する。なお、図中の各記号は、上記第１標的編集スキーム
における対応する各記号と実質的には同じ意味を有するところから、説明を簡潔にするた
めに、ここでは詳しい説明は省略する。
【００８４】
　本発明によれば、５'末端部位に５'－標的RNAが相補する３'－標的編集ガイドRNA［IIA
］の場合と同様に、その３'末端部位に３'－標的RNAが相補する３'－標的編集ガイドRNA
［IIA］の場合も３'－標的RNAの標的塩基アデノシンはA-I編集を受けてイノシン（Ｉ）に
変換される。
【００８５】
　第２標的編集スキームによる本発明方法の本発明方法は、図６に示すように、３'－標
的RNA［VIA］：
【化４０】

と、５'－標的編集ガイドRNA［VIIA］：
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を反応させて複合体化させて５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［VIIIA］：
【化４２】

を得、次いで得られた複合体にADARを作用させてA-I編集能を誘導して５'－編集標的RNA
［IXA］：
【化４３】

に変換し、標的塩基アデノシン（Ａ）（＊印）をイノシン（Ｉ）に変換するRNA変異編集
から構成される。得られた５'－編集標的RNA［IVA］は続いてそのイノシン（Ｉ）がグア
ノシン（Ｇ）に翻訳されて５'－翻訳標的RNA［XA］：
【化４４】

に変換される。
【００８６】
　また、上記第１および第２標的編集スキームにおいては、標的編集部位（＊印）に対応
する部位（△印）に標的編集誘導塩基（Ｘ）としてシトシン（Ｃ）、グアノシン（Ｇ）、
アデシノン（Ａ）またはウリジン（Ｕ）のいずれかが配置される態様が構築可能であるが
、A-I編集能の誘導の点からすれば、一般的には、シトシン（Ｃ）の方が高いことから、
本発明は、好ましい態様として、対応塩基（Ｘ）をシトシン（Ｃ）とした態様を構築する
ことができる。以下においても同様である。
【００８７】
　したがって、上記第１標的編集スキームに本発明は、図７に示すように、３'－標的編
集ガイドRNA［IIA］を３'－標的編集ガイドRNA［IIB］：
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【化４５】

に代えて使用することにより５'－標的RNAと複合体化させて５'－標的RNA－３'－標的編
集ガイドRNA複合体［IIIB］: 
【化４６】

を得、ADARを作用させて５'－標的RNAの標的塩基アデノシンをA-I編集してイノシンに変
換する部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００８８】
　同様に、上記第２標的編集スキームによる本発明は、図８に示すように、５'－標的編
集ガイドRNA［VIIA］を５'－標的編集ガイドRNA［VIIB］：

【化４７】

に代えて使用することにより、３'－標的RNAと複合体化させて３'－標的RNA－５'－標的
編集ガイドRNA複合体［VIIIB］: 
【化４８】

を得、ADARを作用することにより３'－標的RNAの標的塩基アデノシンをA-I編集してイノ
シンに変換する部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００８９】
　さらに、上記第１および第２標的編集スキームにおいて、本発明は、標的RNAとして標
的RNAフラグメントを含む全長RNA分子または部分長RNA分子を用いた好ましい形態を構築
することができる。
【００９０】
　つまり、第１標的編集スキームによる本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、図９に
示すように、５'－標的RNA［IA］に代えて５'－標的RNA［XIA］：
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を使用することによって、３'－標的編集ガイドRNA［IIA］と複合体化して５'－標的RNA
－３'－標的編集ガイドRNA複合体［XIIIA］: 

【化５０】

を得、ADARを作用することにより５'－標的RNAの標的塩基アデノシンをA-I編集してイノ
シンに変換する部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００９１】
　また、第２標的編集スキームによる本発明の部位特異的RNA変異導入方法は、図１０に
示すように、３'－標的RNA［VIA］に代えて３'－標的RNA［XVIA］：

【化５１】

を使用することにより、５'－標的編集ガイドRNA［VIIA］と複合体化して３'－標的RNA－
５'－標的編集ガイドRNA複合体［XVIIIA］: 

【化５２】

を得、ADARを作用することによりA-I編集能が誘導されて５'－標的RNAの標的塩基アデノ
シンがイノシンに変換される。
【００９２】
　上記第１および第２標的編集スキームのいずれにおいても、標的部位に存在する変換イ
ノシンはグアノシンに翻訳される。
【００９３】
　上記標的編集スキームにおいて標的編集部位に対応する部位に存在するRNA塩基（Ｘ）
をシトシン（Ｃ）に構築することによって、上記第１および第２標的編集スキームによる
本発明は、図１１および図１２にそれぞれ示すように、３'－標的編集ガイドRNA［IIA］
に代えて３'－標的編集ガイドRNA［IIB］：
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【化５３】

または５'－標的編集ガイドRNA［VIIA］に代えて３'－標的編集ガイドRNA［VIIB］：
【化５４】

を使用することによって、５'－標的RNA［XIA］または３'－標的RNA［XVIA］と複合体化
させて５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［XIIIB］:
【化５５】

または３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［XVIIIB］:
【化５６】

をそれぞれ得、得られた複合体にADARを作用させることによりA-I編集能が誘導され、標
的RNA側の標的塩基アデノシンがイノシンに変換され、続いてそのイノシンがグアノシン
に翻訳される部位特異的RNA変異導入方法を提供する。
【００９４】
　本発明において使用するADAR結合領域を含む標的編集ガイドRNAは次のように設計する
ことができる。前述したように、非特許文献７には、生体内でADAR２により特異的に編集
されるグルタミン酸受容体mRNA前駆体（GluR-B pre-mRNA）（非特許文献６）を基盤とし
て、編集に必要な領域のみを残した編集基質RNA (miniSL RNA) が構築されている。本発
明者は、この編集基質のADAR結合領域だけを残し、図示する位置で分断することによって
標的編集ガイドRNAと標的RNAに分離することによって、本発明の標的編集ガイドRNAとし
て構築できることを見いだした。したがって、このように構築した標的編集ガイドRNAは
、ADAR結合領域に加え、標的RNAを認識するための相補領域を有しているので、任意の標
的RNAに対して適用可能であるため、本発明の標的編集ガイドとして利用できる。
【００９５】
　具体的には、本発明において、モデル標的RNAとして緑色蛍光タンパク質mRNA配列に対
して、標的編集ガイドRNAを設計し、標的編集部位にA-I変異を誘導できるかどうかを確認
した。そこで設計した各RNAをin vitro転写反応を用いて合成した後、精製した組換えADA
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に編集されることが分かった。この結果、このような設計により本発明の目的とする機能
を有する標的編集ガイドRNAが構築できることを見いだした。
【００９６】
　つまり、例えば、上記グルタミン酸受容体mRNA前駆体（GluR-B pre-mRNA）［XLVIIA］
：
【化５７】

を基盤として編集に必要なADAR結合領域だけを残して編集基質(miniSL RNA) ［XLVIIB］
： 

【化５８】

を構築することができる。つまり、これにより、編集基質RNA (miniSL RNA) のADAR結合
領域を残して分断部位（↓）で分断したところ、標的RNAと標的編集ガイドRNAに分離でき
ることが明らかになった。
【００９７】
　そこで、ここで得られた標的編集ガイドを使用した第１標的編集スキームによる本発明
の好ましい形態は、図１３に示すように、５'－標的RNA［XXIA］：

【化５９】

を３'－標的編集ガイドRNA［XXIIA］：
【化６０】

と反応させて複合体化し５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［XXIIIA］：
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【化６１】

を得、得られた複合体にADARを作用させてA-I編集能を誘導し、５'－編集標的RNA［XXIVA
］： 
【化６２】

に変換して標的塩基アデノシンをイノシンに変換する。変換されたイノシンはグアノシン
に翻訳される。
【００９８】
　第１標的編集スキームによる本発明のより好ましい態様は、図１５に示すように、３'
－標的編集ガイドRNA［XXIIA］として、３'－標的編集ガイドRNA［XXIIB］：
【化６３】

を使用して、５'－標的RNA［XXIA］と反応させて複合体化して５'－標的RNA－３'－標的
編集ガイドRNA複合体［XXIIIB］：

【化６４】

を得、ADARを作用させてA-I編集能を誘導して５'－編集標的RNA［XXIVA］：
【化６５】

に示すように標的塩基アデノシンをイノシンに変換することを特徴としている。この変換
されたイノシンは５'－翻訳標的RNA［XXVA］：

【化６６】

に示すようにグアノシンに翻訳される。
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【００９９】
　また、第２標的編集スキームにおける本発明の方法の好ましい形態は、図１４に示すよ
うに、３'－標的RNA［XXVIA］：
【化６７】

と５'－標的編集ガイドRNA［XXVIIA］：
【化６８】

と反応させて複合体化し、３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［XXVIIIA］：
【化６９】

を得、得られた複合体にADARを作用させてA-I編集能を誘導し、５'－編集標的RNA［XXIXA
］： 
【化７０】

に変換して標的塩基アデノシンをイノシンに変換することができる。この変換されたイノ
シンは３'－翻訳標的RNA［XXXA］：
【化７１】

に示すようにグアノシンに翻訳される。
【０１００】
　さらに、本発明のより好ましい態様は、標的編集部位（＊印）の対応部位（三角印）に
シトシンを導入することによって構築できる。つまり、本発明のより好ましい態様は、図
１５または図１６に示すように、３'－標的編集ガイドRNA［XXIIA］として３'－標的編集
ガイドRNA［XXIIB］：
【化７２】

または５'－標的編集ガイドRNA［XXVIIA］として５'－標的編集ガイドRNA［XXVIIB］：



(36) JP 6624743 B2 2019.12.25

10

20

30

40

50

【化７３】

をそれぞれ使用し、５'－標的RNA［XXIA］または３'－標的RNA［XXVIA］とそれぞれ反応
させて複合体化し、５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［XXIIIB］：
【化７４】

または３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［XXVIIIB］：
【化７５】

をそれぞれ得、得られた複合体にADARをそれぞれ作用させA-I編集能を誘導し、それぞれ
５'－編集標的RNA［XXIVA］： 
【化７６】

または３'－編集標的RNA［XXIXA］：
【化７７】

に変換し標的塩基アデノシンをイノシンに変換することができる。いずれの場合も、変換
されたイノシンはグアノシンに翻訳される。
【０１０１】
　上記第１および第２標的編集スキームにおいて、本発明では、５'－標的RNA［XXIA］ま
たは３'－標的RNA［XXVIA］をそれぞれ特定領域としてRNA分子内に有する全長RNAもしく
は部分長RNAも当然のことながら使用することができる。したがって、この形態での本発
明は、図１７または図１８にそれぞれ示すように、５'－標的RNA［XXIA］として５'－標
的RNA［XXXIA］：
【化７８】
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【化７９】

を使用することにより、５'－標的編集ガイドRNA［XXXIIA］または３'－標的編集ガイドR
NA［XXXVIIA］と複合体化して３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［XXXIIIA］
または３'－標的RNA－５'－標的編集ガイドRNA複合体［XXXVIIIA］をそれぞれ得、得られ
た複合体にADARを作用させてA-I編集能を誘導して５'－編集標的RNA［XXXIVA］または３'
－編集標的RNA［XXXIXA］に変換して標的塩基アデノシンがイノシンにそれぞれ変換され
、続いて５'－翻訳標的RNA［XXXVA］または３'－翻訳標的RNA［XXXLA］に変換され、イノ
シンはグアノシンにそれぞれ翻訳される。
【０１０２】
　さらに、上記第１および第２標的編集スキームにおいて、標的編集部位に対応する部位
の塩基（Ｘ）をRNA塩基シトシンに変えることによって、本発明のより好ましい態様の方
法が提供される。
【０１０３】
　つまり、本発明のより好ましい態様は、図１９または図２０に示すように、５'－標的R
NA［XXXIA］または３'－標的RNA［XXXVIA］を、３'－標的編集ガイドRNA［XXXIIA］また
は５'－標的編集ガイドRNA［XXXVIIA］とそれぞれ反応させて、５'－標的RNA－３'－標的
編集ガイドRNA複合体［XXXIIIA］または５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［
XXXVIIIA］をそれぞれ得、得られた複合体にADARを作用させてA-I編集能を誘導して５'－
編集標的RNA［XXXIVA］または３'－編集標的RNA［XXXIXA］に変換して標的塩基アデノシ
ンがイノシンにそれぞれ変換され、続いて５'－翻訳標的RNA［XXXVA］または３'－翻訳標
的RNA［XXXXLA］に変換され、イノシンはグアノシンにそれぞれ翻訳される。
【０１０４】
　さらに、第１標的編集スキームによる本発明のより好ましい態様は、例えば、標的RNA
の各部位（黒三角印で示した）で分断したRNA分子と、それに対応する部位（同じ番号を
付した矢印の位置）で分断された標的編集ガイドRNAを使用することによって標的RNAの標
的塩基アデノシンをイノシンに変換することができる。他の態様も同様に適用することが
できる。
【０１０５】
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【０１０６】
【化８１】

【０１０７】
　同様に、標的RNAの各部位（黒三角印で示した）で分断することによって、第２標的編
集スキームによる本発明のより好ましい態様を次のようにして得ることができる。他の態
様も同様に適用することができる。
【０１０８】
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【化８２】

【０１０９】
【化８３】

【０１１０】
　ここで、本発明における実際のモデルについて説明する。本発明において、モデル標的
RNAとして緑色蛍光タンパク質mRNA配列に対して、標的編集ガイドRNAを設計し、標的編集
部位にA-I変異を誘導できるかどうかを確認した。そこで設計した各RNAをin vitro転写反
応を用いて合成した後、精製した組換えADAR２を用いてin vitro編集反応を行った。その
結果、編集部位は標的編集ガイドRNA依存的に編集されること明らかになった。
【０１１１】
　そこで、上記編集基質［XLVIIB］を、その分断部位をさらに１つずつずらして分断する
と下記配列の二本鎖からなるADAR結合コア領域を構築することができる。
【０１１２】
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【化８４】

【０１１３】
　したがって、本発明の標的編集ガイドは、ADAR結合コア領域の両端に標的認識領域とガ
イド側切断領域の塩基配列をそれぞれ結合することによって構築することができる。
【０１１４】
　たとえば、標的編集部位（＊印）を含む編集基質（例えばMiniSL RNA［XLA］など）を
、該標的編集部位を含む領域と、ADAR結合領域に分断部位（例えば矢印０番から９番のそ
れぞれの部位）で分断することによって、標的RNAと、標的編集ガイドRNAにそれぞれ分離
することができる。例えば、矢印３番の部位で分断した場合、本発明の標的編集スキーム
は次のように表すことができる。
【０１１５】

【化８５】

【０１１６】
　また、３'－標的RNAを使用した場合でも、上記５'－標的RNAの場合と同様に標的塩基ア
デノシンがイノシンに変換される。ここでは、上記編集基質（miniSL RNA）［XLA］の標
的編集部位を入れ替えて設計した編集基質（miniSLr RNA）［XLIA］を例に挙げて説明す
る。
【０１１７】
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【化８６】

【０１１８】
　例えば、編集基質［XLVA］を矢印で示す部位（０～５）でそれぞれ分断すると、下式に
それぞれ示すように、５'－標的編集ガイドRNA［XLVA-0］～［XLVA-5］と、３'－標的RNA
［XLVIA-0］～［XLVIA-5］がそれぞれ生成することになる。なお、図示した編集基質にお
いては、図示した分断部位以外の部位、つまりADAR結合コア領域を残した相補領域全て（
ここではＡの５'側に存在する９塩基）で分断することができそれぞれ標的RNAと標的編集
ガイドRNAとして分離することが可能である。
【０１１９】
【化８７】

【０１２０】
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【０１２１】
　これらの標的RNAは、上記標的編集ガイドRNA［XLVA-0］～［XLVA-5］とそれぞれ相補し
て複合体を生成し、ADARの作用によりA-I編集能が誘導されて標的塩基アデノシンがイノ
シンにそれぞれ変換される。
【０１２２】
　これらの標的編集ガイドRNAは、当然のことながら、対応するそれぞれの標的RNAを含む
全長RNAまたは部分長RNAと相補して複合体化し、ADARが作用することによって標的塩基ア
デノシンがイノシンに変換される。例えば、矢印３番で分断した標的編集ガイドRNA［XLA
-2］を使用した場合、対応する標的RNA［XLA-1］を含む全長RNAまたは部分長RNA［XLA-6
］と相補して複合体化して５'－標的RNA－３'－標的編集ガイドRNA複合体［XLA-7］が生
成し、次いでADARの作用によってA-I編集脳が誘導されて５'－編集標的RNA［XLA-8］に変
換され標的塩基アデノシンがイノシンに変換される。この編集標的RNAのイノシンはグア
ノシンに翻訳され５'－翻訳標的RNA［XLA-9］に変換される。その他についても同様であ
る。
【０１２３】
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【化８９】

【０１２４】
　本発明は、その他の標的編集ガイドを用いても同様に実施することが可能である。例え
ば、GFPRNAを使用した場合について説明する。

【化９０】

【０１２５】
　上記標的RNA［XLIII-1］を全長RNAまたは部分長RNAとして使用した場合も同様である。
【０１２６】
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【化９１】

【０１２７】
　本発明において標的RNAとして使用できるRNAとしては、例えば、セロトニン受容体、グ
ルタミン酸受容体、膜電位依存過多カリウムチャンネルなどが挙げられる。しかし、本発
明は、RNAにRNA編集対象の標的塩基アデノシンが存在する限り、その種類は限定されるこ
となく、あらゆるRNAを使用することができる。
【０１２８】
　本発明では、上記RNAからある所定のRNAを標的RNAとして選定すると、選定標的RNAから
RNA編集対象とする標的編集部位を含む特定領域を選定することができる。なお、RNA編集
対象となりうる標的RNAの特定領域の形態は、５'－標的RNAであろうと、３'－標的RNAで
あろうと、その形態に関係なく使用することができる。例えば、標的編集部位が５'末端
近傍に存在して、相補領域に塩基対を構築するのが困難な場合でも、標的編集部位を反対
側の対応する側鎖に対応部位と入れ替えたりして相補領域を確保することも可能である。
【０１２９】
　標的RNAの特定領域を選定すると、該特定領域と相補鎖を形成する標的編集ガイドRNAの
対応する標的認識領域を設計することができる。このように標的編集ガイドRNAの対応標
的認識領域が設計できれば、ADAR結合コア領域に結合することによって標的編集ガイドRN
Aを容易に設計することができる。
【０１３０】
　上記のように標的編集ガイドRNAが一旦設計できれば、本発明の標的編集ガイドRNAを常
法に従って合成することができる。例えば、本発明の標的編集ガイドRNAは、該標的編集
ガイドRNAに対応するDNA分子を合成し、そのDNA分子を鋳型としてインビトロ転写反応な
どによって合成することができる。つまり、本発明の標的編集ガイドRNAは、この標的編
集ガイドRNAを構成する二本鎖の各一本鎖にそれぞれ対応する合成オリゴDNAを合成し、各
一本鎖をアニーリング反応などによって合成し、合成したDNA分子を鋳型としてインビト
ロ転写反応などによって構築することができる。
【０１３１】
　また、本発明では、標的編集ガイドRNA（gRNA）を、あらゆる標的RNAの標的編集部位を
有する標的相補領域に対応するように構築することができる。これによって、本発明は、
標的塩基アデノシンを有するあらゆる標的RNAに対して簡単にかつ汎用的に適用すること
ができる。
【０１３２】
　本発明に係るA-I RNA編集反応に使用される編集ガイドRNA（gRNA）としては、例えば、
一般式 [LIA] で表される3'-編集ガイドRNAまたは一般式 [LVIA] で表される5'-編集ガイ
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ドRNAが挙げられる。より具体的には、3'-編集ガイドRNA [LIA] は、3'-標的認識領域とA
DAR結合領域とから構成されている。同様に、5'-編集ガイドRNA [LVIA] は、5'-標的認識
領域とADAR結合領域とから構成されている。
【０１３３】
　更に詳細には、3'-編集ガイドRNA [LIA] の3'-標的認識領域は、3'-[末端側標的認識領
域－Ｘ－コア側標的認識領域] から構成され、コア側標的認識領域の5'末端がADAR結合コ
ア領域の3'-末端と結合した構造になっている。一方、5'-編集ガイドRNA [LVIA] の5'-標
的認識領域は、5'-[末端側標的認識領域－Ｘ－コア側標的認識領域] から構成され、コア
側標的認識領域の3'末端がADAR結合コア領域の5'-末端と結合した構造になっている。な
お、標的認識領域はアンチセンス領域ともいう。
【０１３４】
　ここで注目すべきことは、編集効率を改善するために、いずれのコア側標的認識領域は
、その塩基数が、対応するADAR結合領域のガイド側分断領域の塩基数よりも多く、つまり
塩基配列が長くなるように設計するのが好ましい。つまり、コア側標的認識領域の塩基配
列の塩基数は、１～１０個、好ましくは１～５個であるのがよい。
【０１３５】
　図２２Ｂを参照して具体的に説明すると、例えば、編集対象A200を有する3'-gRNA (ADg
-GFP_A200) (68 nt) は、アンチセンス領域の塩基数は19 nt、ADAR結合領域 の塩基数が4
9 ntであり、コア側標的認識領域の塩基数が３個ほど長く設計した。また図２２Ａの場合
も同様である。この他の例においても同様である。
【０１３６】
　つまり、本発明の主な１つの目的は、本来のhADAR2のA-I RNA編集活性を誘発する単純
なgRNA設計を提供し、そのgRNAを部位特異的RNA変異誘導に応用することである。gRNAは
、一般に、標的RNAにフィブリラリン（Fibrillarin）やCbf5などの酵素タンパク質を誘導
するタンパク質結合領域と、塩基対合を介して標的RNAを仲介するアンチセンス領域とか
らなる。加えて、gRNAの最も重要な特長は、gRNAに結合したタンパク質が、アンチセンス
gRNA領域が標的RNAにハイブリダイズした後、標的部位と効果的に反応するように位置し
ていることである。かかる機能を有するhADAR2をガイドするRNA（AD-gRNA）を構築するた
めに天然の編集基質の二次構造に着目した。
【０１３７】
　本発明に係るgRNAとhADAR2の編集反応において、dsRBDは、基質RNA結合を主に制御し、
デアミネーゼドメインはアデノシンの加水分解性脱アミノ反応を触媒する（図２１ａ）。
したがって、基質の自然構造は、dsRBD結合ならびに酵素活性に要求される二重鎖構造に
適応していると考えられる。そこで、天然の編集基質RNAをもとに、dsRBD結合領域（編集
部位の周辺の塩基対合を形成するアンチセンス配列を含む）を利用すれば、標的RNAとの
ハイブリダイゼーションの際に本来の基質構造を再構成することができるAD-gRNAが構築
できると考えた（図２１ａ）。図２１ａは発明の部位特異的RNA編集のためのgRNA戦略の
概要を示していて、hADAR2によるA-I RNA編集の概要はグレイ色の背景部分に示している
。hADAR2は２個のdsRBDとデアミナーゼドメインから構成されている。dsRBDは主に基質RN
A結合を制御し、デアミナーゼドメインは加水分解性脱アミノ化を推進する。本発明によ
れば、特異的A-I RNA編集はADARタンパク質を使用するだけで行うことができる。アンチ
センス領域とADAR結合領域とからなるAD-gRNAは、天然の基質RNA構造に基づいて設計した
。図中、標的編集部位は〇A印を付している。AD-gRNAが標的RNAとハイブリダイゼーショ
ンすることにより、天然基質RNAの構造が誘起される。再構成された基質RNAに対して、hA
DAR2が部位特異的に編集反応を行うことで、標的部位特異的RNA編集が達成される。図２
１ｂには、天然のhADAR2の編集基質である、GluR2 (GRIA2) pre-mRNAの二次構造を基にし
て設計したAD-gRNAの配列を示している（非特許文献２６）。GluR2 RNA （R/G部位）の既
知編集部位は〇A印を付している。GluR2 RNAのステムループ構造は、２個の成分に分離で
き、１方の成分は標的編集部位を含む標的ガイドRNAとして考えられ、他方の成分はADAR
結合領域ならびにアンチセンス領域を含むプロトタイプのAD-gRNAと考えられる（図２１
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ｂ）。このGluR2 RNAを２つに分割できる部位を矢じり印で、またAD-gRNAは背景がグレイ
色の部分に示している。なお、記号Xは、いずれのヌクレオチドであってもよく、点線は
塩基対合を示している。Xが完全に塩基対合すると、同族の編集基質構造が再構成される
。この設計図において、アンチセンス領域は標的となるための決定要素として作用し、標
的部位によって自由に変えることができる。
【０１３８】
　このAD-gRNA設計図の妥当性を検証するために、Anthurium coerulescensから抽出した
緑色蛍光タンパク質(AcGFP) mRNA (720 nt; 図２１ｃ) に対するAD-gRNA誘導RNA編集を示
した。上述した設計によれば、GFP mRNA (ADg-GFP_A200) のA200を標的とするAD-gRNAは
、17-ntアンチセンス領域と49-nt ADAR結合領域（図２１ｂ；詳細な設計図は図２２Ｂ参
照）によって達成される。gRNAとGFP mRNAの結合体形成は、A200部位を含むin vitroで合
成したADg-RNA_A200とAcGFP RNA (160 nt) の短鎖RNAフラグメントを用いたゲルモビリテ
イシフトアッセイとアニーリング反応にて確認した（図２３参照）。複合体形成反応後、
アニールしたgRNA-mRNAをhADAR2と１時間反応させた。次いで、AD-gRNAの編集誘導効率を
、逆転写（ＲＴ）ならびにＰＣＲによって生成したAcGFP cDNAを用いた蛍光ダイターミネ
ーターシークエンシング法（非特許文献２９）にて分析した（図２１ｃ）。図２１ｃはRT
-PCRとin vitro編集反応によって得られたGFP cDNAのシークエンスクロマトグラフ図によ
るAD-gRNAの編集誘導活性を示している。上部パネルはgRNAなしの組換えhADAR2、中央パ
ネルはアンチセンス領域（17 nt）だけ、下部パネルはADg-GFP_A200での結果を示してい
る。なお、標的部位は矢じり印で示す。図示するように、AD-gRNA非存在下の編集反応で
は、得られたシークエンシングクロマトグラムには、A200の編集は検出されなかった。ま
た、ADg-GFP_A200のアンチセンス領域のみを加え編集反応を行った場合、A200はわずかに
編集された。一方、これらとは対照的に、ADg-GFP_A200を加えて編集反応を行った場合は
、A200は効率的に編集された（～８０％；Ｇ／Ａのピーク高の割合から算出）（図２１ｃ
）。これらの結果は、AD-gRNAがhADAR2編集活性を標的部位特異的かつ高効率に誘導でき
ることを明白に示している。
【０１３９】
　さらに、発明者らは、既に報告されているhADAR2の基質になるヘアピン構造を有するRN
A（40 nt）を用いて、AD-gRNA構築における他の基盤構造の有用性を試験した（非特許文
献３０、３１）（図２４ａ）。結果、GluR2由来のADAR結合領域より短い配列を使用した
としても、本設計に従って構築したＡＤガイドRNAは、標的mRNAを効率的に編集した（84.
9 %）（図２４ｂ、ｃ）。これらの結果は、AD-gRNA構築において、多様なRNA配列をADAR
結合領域として適用できることと同時に、AD-gRNAの更なる短鎖化が可能であることを強
く示している。
【０１４０】
　AD-gRNAの機能的デザインの多様性を拡張した。GluR2 RNAやヘアピン基質などのcis型
基質の場合、hADAR2は本来の編集部位とは反対側の鎖上に存在する部位を編集することは
できなかった（図２５）。他方、gRNAと標的RNAからなるtrans型基質では、標的RNA中の
ホスホジエステル結合の喪失により、ADAR結合領域は回転自由度を獲得すると予測される
。したがって、ADAR結合領域の５'側にアンチセンス領域を有するAD-gRNAも構築できると
考えた。この可能性を試験するために、同一部位（A200）を標的とする修飾AD-gRNAを、
アンチセンス配列をADAR結合領域の５'位に導入することによって設計した（ADg-rGFP_A2
00）（図２２Ａａ）。期待したように、ADg-rGFP_A200はA200に対して特異的な編集誘導
活性を示した（図２２Ａｂ）。驚いたことに、この編集活性は、元来のADg-GFP_A200より
も格段に高かった。図２２ＡｂはA200での編集割合の経時的変化を示す。赤色〇印は5 -
アンチセンス領域、赤色●印は5 -アンチセンスAD-gRNA (ADg-rGFP_A200)、青色△印は3 
-アンチセンス領域、青色▲印は3 -アンチセンスAD-gRNA (ADg-GFP_A200)、黒色△印はgR
NAなしの場合である。各編集割合は、ダイレクトシークエンシングクロマトグラフから生
成塩基AとGを定量し、式：（Gピーク高）／（Aピーク高＋ Gピーク高）によって算出した
。結果は３回の独立した実験の標準偏差値の平均値で表している。また、この特徴はヘア
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ピン基質から生成したガイドRNAにおいても観察された（図２４ｃ）。ADAR結合領域の回
転自由度の効果をさらに評価するために、標的RNAとの塩基対合を促進するために、その
３'側に配列を追加した拡張AD-gRNA (ADg-rGFPex_A200)について試験した（図２６）。AD
g-rGFPex_A200は、ADg-rGFP_A200に比べて異なる編集特異性と効率を示した（図２６）。
この結果は、ADAR結合領域の回転自由度が標的編集を誘導するために重要であることを示
している。
【０１４１】
　原則として、AD-gRNA誘導RNA編集の特異性は、hADAR2のデアミナーゼドメインの固有の
選択性に大いに依存する。したがって、AD-gRNA誘導RNA編集の編集パターンは自然編集し
た基質のそれと類似していると考えられる。実際、AD-gRNA誘導RNA編集の隣接特異性は、
ｃｉｓ型基質にて観察されたものとほとんど同一であった（図２５、２７）。このことは
、AD-gRNAが天然の基質において発生するものと類似する構造を誘導できることを示して
いる。
【０１４２】
その結果、本発明者らは、アンチセンス領域をADAR結合領域の５'側に導入することによ
って高活性なAD-gRNAフレームワークの開発に成功した。
【０１４３】
　AD-gRNA誘導A-I RNA編集を用いた機能性タンパク質発現のin vitro調節について説明す
る。部位特異的RNA変異誘発の将来有望な応用としては、特異的なコドンを導入すること
で標的タンパク質の発現または機能を調節することにあると思われる。かかる応用の可能
性があることを示すために、AD-gRNAをin vitro編集ならびにin vitro翻訳系を用いてコ
ドン修復実験を行った。この実験では、レニラルシフェラーゼ（Renilla luciferase（Rl
uc））mRNAのヌクレオチド311をアデノシン（A311）に変換してTrp104コドン（UGG）をス
トップコドン（UAG）に変換することによって得られた、Rluc-W104Xをレポーターとして
使用した（図２８）。イノシンは翻訳機構によってグアノシンとして読み取られるので、
活性な成熟ルシフェラーゼは、A311がADg-rRluc_A311によってI311に編集された後、Trp
コドン（UIG；図２８ａ）を再生成したときだけRluc-W104Xから翻訳される。つまり、AD-
gRNA誘導A-I RNA編集によるタンパク質発現の調節は、編集レポーターRNA のin vitro翻
訳後のルシフェラーゼ活性をモニターすることによって分析することができる。
【０１４４】
　まず、5'-アンチセンスフレームワークに基づいてコドン変換を有するAD-gRNAを設計し
た（ADg-rRluc_A311；図２９）。ADg-rRluc_A311によって誘導されたコドン変換を評価す
るために、in vitro編集反応後にA311における編集効率をに分析した。ADg-rGFPについて
観察された結果と同様に、得られたシークエンシングクロマトグラム図において、A311を
効率的かつ部位特異的に編集することができた（図２８ｂ）。つまり、上記反応により、
A311がI311に変換されたRluc-W104X mRNAを得ることができた。次に、AD-gRNAによって生
起されるコドン変換が活性なルシフェラーゼ発現を制御できるかどうかを実証するために
、編集反応後のRluc-W104Xを使用してin vitro翻訳反応した後、ルシフェラーゼアッセイ
を行った（図２８ｃ）。サンプルのルミネッセンス発光スペクトル分析は、野生型lucife
rase mRNA (Rluc-WT黒色)、 Rluc-W104X (青色) またはin vitroで編集したRluc-W104X (
紫色) とin vitro翻訳反応後に行った。その結果、未編集Rluc-W104Xトランスクリプトを
使用した場合、活性なルシフェラーゼ発現は観察できなかった。対照的に、編集反応後の
Rluc-W104Xトランスクリプトを使用して翻訳したサンプルからは、典型的なルミネッセン
ス発光スペクトラムを検出した。加えて、そのルミネッセンス強度は、ワイルドタイプRl
uc mRNA（Rluc-WT）を用いて得られたものと同等の値が得られた。これらの結果は、AD-g
RNA戦略が機能性タンパク質発現を調節するのに効果的に応用できることを明らかに示し
ている。
【０１４５】
　さらに、より複雑な環境におけるAD-gRNAの可能性を調べるために、同時編集反応を行
った（図３０ａ）。この実験では、ADg-rRluc_A311、Rluc-W104XおよびhADAR2をin vitro
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翻訳に必要な反応成分と一緒に混合した後、３０分間反応後、編集効率とルシフェラーゼ
活性を分析した。反応終了後、Rluc-W104X のA311における編集効率は４７％であった（
図３０ｂ）。また、同時反応においてもルシフェラーゼ活性は観察され、このルミネッセ
ンス強度は上記単独反応で検出された値のほぼ半分であった（図２８ｃ）。
【０１４６】
　続いて、AD-gRNA戦略に基づいて、細胞内RNA変異導入を行った。AD-gRNAの最も重要な
利点は、天然のhADAR2の編集活性を誘導する能力である。したがって、細胞内標的RNA変
異誘導は、外来タンパク質を必要とせず、AD-gRNAのhADAR2発現細胞中への導入のみで達
成できる。このことを実証するために、hADAR2とAcGFPをドキシサイクリン (Dox) 誘導性
プロモーターの制御下で同時発現できるtet-ADAR2細胞株（非特許文献３２）をhADAR2発
現モデル細胞として使用した（図３１ａ）。この実験では、以前の試験ですでに特徴付け
たADg-GFP_A200とADg-rGFP_A200が、tet-ADAR2細胞中でhADAR2の編集活性をAcGFP mRNAに
ガイドできるかどうかを調べた。今回の実験では、AD-gRNAを細胞内に導入する方法とし
て、プラスミドベクターによって発現させる方法を用いた。また、AD-gRNA戦略の有用性
が、これまでのsiRNAやmiRNA技術に匹敵できるかどうかを示すために、発現ベクターには
、一般に使用されているpol IIIで短鎖RNAを発現するpSuper neoを用いた。（図３１ａ）
。各種AD-gRNAの発現プラスミドは上記短鎖RNA発現ベクターを用いて構築した。hADAR2と
AD-gRNAの発現は、ウススタンブロッテイングとリアルタイムPCRでそれぞれ確認した（図
３２と図３３）。AD-gRNA誘導性A-I RNA編集の効率を分析するために、GFP mRNAを、プラ
スミドを形質導入し、Doxと共培養したtet-ADAR2細胞から抽出し、RT-PCR後ダイレクトシ
ークエンシングを行った。その結果、AD-gRNA発現プラスミドの形質導入による、標的部
位A200の編集が検出された（図３１）。図３１ｂには、tet-ADAR2細胞内でのADg-GFP_A20
0とADg-rGFP_A200の特異的編集誘導活性を確認した結果を示している。上部パネルはプラ
スミドトランスフェクションなし（guide [-]）、中央パネルはADg-GFP_A200また下部パ
ネルはADg-rGFP_A200の発現プラスミドを導入し培養した細胞から得られたGFP cDNAのシ
ークエンスクロマトグラフ図を示す。図中、標的塩基アデノシン（A200）は矢じり印で示
している。ADg-GFP_A200とADg-rGFP_A200を発現する細胞からのヌクレオチドA200での編
集効率はそれぞれ34.9%と30.5%であった（図３１と図３４）。加えて、抽出されたAcGFP 
mRNAのアデノシンではいずれも明らかなオフターゲット編集（標的部位ではない非特異的
な編集）は検出されなかった。したがって、これらの結果は、AD-gRNAはhADAR2発現細胞
内では良好に作用していることを示している。これらの結果によって最も重要な点は、細
胞内部位特異的RNA変異誘導がAD-gRNAの単純なプラスミド形質導入で行えることである。
【０１４７】
　加えて、AD-gRNA戦略による細胞内タンパク質の機能発現制御が可能であることを実証
するため、細胞内コドン修復実験を行った。AD-gRNA誘導コドン修復によって誘起される
細胞内タンパク質の機能発現制御を可視化するために、コドンTrp58内のG173を変異させ
てストップコドンを導入した変異 A173GFP mRNA (GFP-W58X RNA) をレポーター遺伝子と
して使用した（非特許文献２５、３３）。また、ADg-rGFP_A173は、このストップコドン
をTrpコドンに修復するように設計し、対応する発現プラスミドをpSUPER neoベクターを
使用して構築した。hADAR2とGFP-W58Xの発現には、タンパク質発現に慣用されているpcDN
A 3.1ベクターに基づいて発現プラスミドを構築し、これらのプラスミドを共HEK293細胞
に形質導入した後、48時間培養後に細胞内蛍光を蛍光顕微鏡で検出した。GFP-W58Xならび
に／もしくはhADAR2プラスミドで形質導入した AD-gRNA発現欠如コントロール細胞を用い
た場合は明白な蛍光を有する陽性の細胞は検出されなかった（図３１ｃ）。対照的に、明
るい蛍光を有するいくつかの細胞が、AD-gRNA発現プラスミドを形質導入することによっ
て同定された（図３１ｃ）。以上の結果より、ADg-rGFP_A173によるRNA変異導入により、
成熟GFPの生合成を調節できることを示した。得られた結果は、 AD-gRNA戦略に基づく標
的タンパク質の機能を調節するためのRNA変異誘導の有用性をはっきりと示している。
【０１４８】
　前述したような細胞内A-I RNA編集の多様な方法は、実用的な部位特異的RNA変異誘発を
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確立するための重要な突破口になりえる。以前は、人工gRNAが天然リボタンパク質のRNA
修飾活性を指向するために使用されていた（非特許文献１９－２１）。しかしながら生体
内におけるA-I RNA編集は、ADARタンパク質のみで行われており、ADARを誘導するgRNAは
自然界では発見されていない。したがって、これまでの方法に従ったｇRNA戦略をA-I RNA
編集誘導に直接応用することは不可能であった。部位特異的RNA編集は、以前、人工gRNA
と修飾したADARタンパク質からなる有用なエテイターゼ (etitases) を使用して達成でき
たが（非特許文献２２、２３、２４）、これらの方法は内在性修飾機構を利用しgRNA導入
のみで目的を達成するという、これまでのgRNA戦略の利点が失われている。そこで、内在
性ADARの編集活性を目的部位に自在に誘導できる新規なgRNAを構築することで、内在性A-
I RNA編集機構を利用した部位特異的RNA変異導入法が構築できると考えた。
【０１４９】
　本発明は、AD-gRNAは、hADAR2発現部位を有する天然もしくは人工編集基質の二次構造
に基づいて簡単に設計できる。GluR2 RNAの場合、hADAR2のdsRBDが結合する領域はNMRに
よる構造解析により明らかにされている（非特許文献３４）。構造情報から判断すると、
GluR2 RNAは２つの部分に分割されていて、１つの分割部分は編集部位を有する標的RNAと
考えられ、またもう１つの分割部分はADAR結合領域とアンチセンス領域からなるプロトタ
イプ型AD-gRNAと考えられる（図２１ｂ）。理論的には、分割したRNA同士は、再結合する
ことにより、編集基質構造が再構築される。したがって、AD-gRNAは、アンチセンス領域
を変更して標的配列に適合させることによって標的塩基アデノシンのいずれに対しても h
ADAR2によってA-I編集を誘導することができる。実際、GFP とLuc mRNA上の種々の部位を
標的とするAD-gRNAはこの設計で構築することができた。加えて、本発明の結果から、AD-
gRNAによって誘導されるRNA編集の隣接特異性は、天然基質において観察された結果と非
常に類似していた（図２５、２６）。このことは、AD-gRNAとRNAからなる複合体は、天然
の編集基質構造に類似した構造を形成していることを示している。
【０１５０】
　本発明のAD-gRNAは、両RNA成分間の分割ラインを標的編集部位のヌクレオチド３個（nt
）下流の位置に固定した基本骨格を使用して構築した（図２１ｂ）。この分割ラインが０
ntまたは１ntであるときには編集効率は減少したが、距離が２－５nt離れているときには
ほぼ一定の編集効率が観察された（図３５）。これらの観察結果から、このAD-gRNAデザ
インでは、hADAR2との反応を効率的に駆動するためには、標的編集部位とADAR結合領域と
の間で２個またはそれ以上の塩基対合を含む二本鎖構造が必要であるといえる。したがっ
て、本実験では３bpフレームワークを使用した。別の方法としては、分割ラインを変える
ことによって、編集効率をある程度変化させることはできることから、AD-gRNA構築にお
いて異なる基本骨格が使用できる可能性が示された。
【０１５１】
　通常では、アンチセンス領域は、GluR2 RNAに基づいて、このデザインの３'側に位置し
ているが、AD-gRNAのデザインでは、ADAR結合領域の３'側にも、５'側にも位置すること
ができる。アンチセンス領域の位置がこのように交換可能であると考えられるのは、標的
RNA中のホスホジエステル結合の喪失によって生起されるADAR結合領域の回転自由度が増
加する結果によると考えられる。この考え方は、配列を３'側に追加導入したときに、標
的RNAとの塩基対合が生起され、またADAR結合領域の回転自由度が抑制されることが観察
されるようなADg-rGFPexの異なる編集挙動によって支持されている（図２７）。実際、5'
-アンチセンスAD-gRNAの編集効率は、3'-アンチセンスAD-gRNAよりも高効率であった。AD
-gRNAと標的RNAからなるトランス型基質の場合では、3'-アンチセンスAD-gRNAがhADARの
編集誘導にとってより有利な構造を誘導できるかもしれない。
【０１５２】
　hADAR2はdsRNA内のアデノシンを優先的に編集するので、単純なアンチセンスRNAもまた
ガイドRNAとして使用できる強い可能性がある。ADg-GFP_A200のアンチセンス領域は、A-I
編集を誘導する能力を示しているが（図２１ｃ）、ADAR結合領域が導入された完全なAD-g
RNAにて観察されるよりもその効率は著しく低かった。この結果は、ADg-RNAが効率的な編
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集を誘導するための高い多能性を有していることを示している。
【０１５３】
　しかしながら、非特異的編集は標的の周辺配列に左右されてアンチセンス領域において
発生し得る。具体的には、dsRNA構造中では、標的塩基アデノシンから１１塩基離れたｎ
ｔが立体的に同じ表面に位置する。したがって、この位置に存在するアデノシンは、誘導
されたADARによって非特異的に編集される可能性がある。加えて、AD-gRNAによって誘導
される編集パターンはhADAR2固有の特性に高度に依存している。例えば、もし標的部位が
連続するアデノシン配列内に存在する場合、その標的部位に隣接するアデノシンは同時に
編集される（図２５、２６）。したがって、本発明のAD-gRNAデザインを使用して、天然
のままのhADAR2の固有の性質よりも隣接部位での編集特異性を高く改良するのは難しいと
考えられる。ADARによる望ましくない編集は、ミスマッチしたntを、目的のアデノシンに
対する相補位置に導入すること、またはアンチセンス領域の隣接ヌクレオチドを修飾する
ことによって、効果的に抑制することができることが報告されている（非特許文献２３）
。この人工エジターゼで観察された反応特異性の類似性を考慮すると、AD-gRNA誘導RNA編
集のためのこれらの戦略を標的選択性を調節するために応用することは可能であると考え
られる。反対に、天然のhADAR2の隣接特異性を利用することで、一度に多数のアデノシン
を編集することができる。
【０１５４】
　本発明によれば、ADAR結合領域を修飾するのに成功している（図２４）この結果は、Gl
uR2 Q/R部位（非特許文献３５）やNEIL1 K/R部位（非特許文献３６）などの天然の編集基
質RNAから、本発明とは異なるADAR結合領域を使用してAD-gRNAを構築できる可能性を強力
に示している。GluR2R/G部位は、もう１つのRNA編集酵素であるhADAR1によっても編集さ
れることが知られている。hADAR1はhADAR2と同様のドメイン構造を有することから（非特
許文献１３、３７）、本発明のデザイン戦略はhADAR2ガイドRNAばかりではなく、hADAR1
ガイドRNAにも同様に適用できる。従って、本発明で開発したAD-gRNAは、そのままhADAR1
の編集活性も誘導できると考えた。そこで、hADAR1を用いた編集誘導アッセイを行った。
結果、hADAR2の場合と比較して効率は低下したものの、確かに編集誘導が可能であること
を明らかにした。本ガイドRNA設計は、hADAR1及びhADAR2ともに有効であることを示した
。
【０１５５】
　標的選択性と効率は一般的に応用可能な変異誘導方法であるための２つの最も重要な要
件であると考えられる。本発明によるAD-gRNAは、in vitroでも、細胞内でも効果的で、
部位選択的活性を示したが、さらに最適化することによって、その意図する用途に従って
AD-gRNAの活性を改善することができるものと期待できる。本発明のデザインによる機能
的調整の多様性は、編集効率の改善と、非特異的編集の回避に非常に有用である。
【０１５６】
　細胞内部位特異的RNA編集は、単にhADAR2発現細胞内においてAD-gRNAを発現することに
よって達成することができる。その上、この発明によるコドン修復実験（in vitroなんら
びに細胞内）において、本発明のAD-gRNA戦略がコドンを変換して、最終的には標的タン
パク質の機能を変化させることに応用できることが明白に示された。mRNAのコーデイング
領域内に生成したA-I変異によって、理論上、全２０アミノ酸のうち１２アミノ酸（Ser、
Thr、His、Lys、 Arg、Asp、Glu、Asn、Gln、Tyr、IleならびにMet/start）を変化させる
ことができる。これらのコドン変換には、金属キレート化部位（一般的には、His、Aspな
らびにGlu）やリン酸化部位（Ser、ThrならびにTyr）が含まれているので、A-I RNA編集
は、酵素触媒やタンパク質リン酸化シグナル伝達など、様々な細胞内の重要なタンパク質
の機能を強力に制御できる可能性が高い。したがって、本発明のAD-gRNA戦略は、様々な
生物学的プロセスの制御に適用可能な新たな部位特異的RNA変異誘導方法として大きな可
能性を有している。
【０１５７】
　要約すると、本発明の新規なgRNAシステムは、hADAR2を標的部位にガイドすることによ
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ってA-I変異を誘導することができる。AD-gRNAはアンチセンス領域にプログラムされた標
的部位にA-I変異を特異的に導入することができる。その上、本発明の部位特異的RNA変異
導入法はgRNAをADAR発現細胞中に導入するだけで達成することができる。このように本発
明のgRNA戦略は、単純なデザインで、使い勝手がよく、一般的なRNA変異誘導を確立する
ために必要な基本的なフレームワークを提供する。
【０１５８】
　以下、本発明について実施例にてより具体的に説明するが、下記実施例は本発明をより
具体的に説明する意図であって、あらゆる意味で本発明を一切限定するものではない。当
然のことながら、下記実施例から由来または派生するあらゆる改善、変形などは本発明の
範疇に包含されるものである。
【実施例１】
【０１５９】
（３'－標的編集ガイドRNAの合成）
　合成オリゴDNA（１）（guide RNA_D3_tempT7F）100 mMと合成オリゴDNA（２）（guide 
RNA_ D3_tempR）100 mMを含む反応溶液を９５℃で３分間、続いて２５度に減温して１５
分間処理してアニーリング反応を行ってDNA（guide RNA_D3_tempF/R）を得た。続いて、2
.5 mM dNTPと5000 U/mL Klenow fragmentを加え（終濃度：guide RNA_D3_tempF/R 2 mM、
dNTP 0.2 mM、Klenow fragment 2.5 U ）を２５ ℃で３０分間伸長し、フェノール/クロ
ロホルム抽出およびエタノール沈殿によりDNAを精製した。得られたDNAを鋳型とし、T7-S
cribe Standard RNA IVT KITを用いてin vitro転写（３７℃３時間）によりRNA（３'－標
的編集ガイドRNA１）を合成した。その後、DNAse （終濃度：2 U）を加え、３７℃で１５
分間処理し、フェノール/クロロホルム抽出およびエタノール沈殿によってRNAを精製した
。得られたRNAを8 M Urea PAGE (8 %)で精製して、粉砕・浸漬によって抽出し、0.22 mm
フィルター(DURAPORE)およびゲル濾過 (BIO RAD) によって精製した。
【０１６０】
　つまり、３'－標的編集ガイドRNAをインビトロで合成するために用いる鋳型DNAは、合
成オリゴDNA（１）guide RNA_D3_tempT7Fと合成オリゴDNA（２）guide RNA_D3_tempRを用
いて合成した。用いた各合成オリゴDNAの塩基配列は次の通りである。
【０１６１】
（１）guide RNA_D3_tempT7F (48 mer)
CTAATACGACTCACTATAGGGTGGAATAGTATACCATTCGTGGTATAG
（２）guide RNA_D3_tempR (44 mer)
TGACCACCCTGAGCTGCGGAGGTGGGATACTATACCACGAATGG
【実施例２】
【０１６２】
（３'－標的編集ガイドRNAの合成）
　合成オリゴDNA（３）（guide RNA_D0_tempT7F）100 mMと合成オリゴDNA（４）（guide 
RNA_D0_tempR）100 mMを含む反応溶液を、実施例１と実質的に同様にして処理してRNA（
３'－標的編集ガイドRNA２）を得た。
【０１６３】
　合成オリゴDNA（３）（guide RNA_D0_tempT7F）および合成オリゴDNA（４）（guide RN
A_D0_tempR）の塩基配列は次の通りである。
（３）guide RNA_D0_tempT7F (51 mer)
CTAATACGACTCACTATAGGTGGGTGGAATAGTATACCATTCGTGGTATAG
（４）guide RNA_D0_tempR (44 mer)
TGACCACCCTGAGCTGGGTAGGTGGGATACTATACCACGAATGG
【実施例３】
【０１６４】
（５'－標的編集ガイドRNAの合成）
　合成オリゴDNA（５）（guide RNA_D3r_tempT7F）100 mMと合成オリゴDNA（６）（guide
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 RNA_D3r_tempR）100 mMを含む反応溶液を、実施例１と実質的に同様にして処理してRNA
（３'－標的編集ガイドRNA３）を得た。
【０１６５】
　合成オリゴDNA（５）（guide RNA_D3r_tempT7F）および合成オリゴDNA（６）（guide R
NA_D3r_tempR）の塩基配列は次の通りである。
（５）guide RNA_D3r_tempT7F (45 mer)
CTAATACGACTCACTATAGGGAAGCACTGCACGCCGCAGCGGGTG
（６）guide RNA_D3r_tempR (49 mer) 
AGGTGGGATACTATACCACGAATGGTATACTATTCCACCCGCTGCGGCG
【実施例４】
【０１６６】
（５'－標的編集ガイドRNAの合成）
　合成オリゴDNA（７）（guide RNA_D0r_tempT7F）100 mMと合成オリゴDNA（８）（guide
 RNA_D0r_tempR）100 mMを含む反応溶液を、実施例１と実質的に同様にして処理してRNA
（３'－標的編集ガイドRNA４）を得た。
【０１６７】
　合成オリゴDNA（７）（guide RNA_D0r_tempT7F）および合成オリゴDNA（８）（guide R
NA_D0r_tempR）の塩基配列は次の通りである。
（７）guide RNA_D0r_tempT7F (45 mer)
CTAATACGACTCACTATAGGGAAGCACTGCACGCCGCGGTGGGTG
（８）guide RNA_D0r_tempR (52 mer)：
GGTAGGTGGGATACTATACCACGAATGGTATACTATTCCACCCACCGCGGCG
【実施例５】
【０１６８】
（GFP RNA（標的RNA）の合成）
　GFP-Gq-TK Plasmidを鋳型とし、100 mM AcGFP_sRNA01_T7F01プライマー、100 mM AcGFP
_sRNA01_R01プライマー、2.5 mM dNTP、1.25 U/mL Prime Star GXLを含む反応溶液中でＰ
ＣＲ（１サイクル（９８℃１０秒間、５５℃ ３０秒間６８℃３０秒間）、３０サイクル
）によって増幅した （終濃度：GFP-Gq-TK Plasmid 4.0 pg/mL, AcGFP_sRNA01_T7 F/R 0.
3 mM, dNTP 0.2 mM, PrimeStar GXL 2.5 U）。増幅したＰＣＲ製品をフェノール/クロロ
ホルム抽出およびエタノール沈殿によりDNAを精製した。得られたDNAを鋳型とし、T7-Scr
ibe Standard RNA IVT KITを用いてin vitro転写（３７℃、３時間）によりRNAを合成し
た。その後、DNAse（終濃度：2 U）を加え、処理し（３７℃、１５分間）、フェノール/
クロロホルム抽出およびエタノール沈殿によってRNAを精製した。得られたRNAを8 M Urea
 PAGE (8 %)で精製して、粉砕・浸漬によって抽出し、0.22 mmフィルター(DURAPORE)およ
びゲル濾過 (BIO RAD)によって精製した。
【０１６９】
　AcGFP_sRNA01_T7F01プライマーの塩基配列は次の通りである。
CTAATACGACTCACTATAGGGCCACCCTGGTGACCACCC
【０１７０】
　AcGFP_sRNA01_R01プライマーの塩基配列は次の通りである。
GCGCGCGACTTGTAGTTGCC
【実施例６】
【０１７１】
（標的編集ガイドRNAと基質RNA（標的RNA）の複合体形成反応）
　アニーリングバッファー（150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.6)）中で、精製した各
標的編集ガイドRNA（終濃度：0.45 mM）と標的RNA（GFP sRNA 01）（終濃度：0.45 mM）
のアニーリング反応（８０℃３分間→２５℃１５分間）を行った。反応後、8 % Native P
AGEで標的RNA（GFP RNA）と標的編集ガイドRNAの複合体の形成を確認した。
【０１７２】
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　GFP sRNA 01の塩基配列は次の通りである。
GFP sRNA 01:
5'-GGGUGAAUGGCCACAAGUUCAGCGUGAGCGGCGAGGGCGAGGGCGAUGCCACCUACGGCAAGCUGACCCUGAAGUUC
AUCUGCACCACCGGCAAGCUGCCUGUGCCCUGGCCCACCCUGGUGACCACCCUGAGCUACGGCGUGCAGUGCUUCUC-3'
【実施例７】
【０１７３】
（標的編集ガイドRNAと基質RNA（標的RNA）の複合体形成反応）
　アニーリングバッファー（150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.6)）中で、精製した各
標的編集ガイドRNA（終濃度：0.45 mM）と標的RNA（GFP sRNA 01）（終濃度：0.45 mM）
のアニーリング反応（８０℃３分間→２５℃１５分間）を行った。反応後、8 % Native P
AGEで標的RNA（GFP RNA）と標的編集ガイドRNAの複合体の形成を確認した。
【実施例８】
【０１７４】
（編集ガイドRNAの編集誘導能の評価）
　実施例１で精製した５'－標的編集ガイドRNA１）または実施例３で精製した３'－標的
編集ガイドRNA３（各終濃度：0.45 mM）と実施例５で合成した標的RNA（GFP RNA）（終濃
度：0.45 mM）をアニーリング反応（８０℃３分間→２５℃１５分間）してRNA複合体をそ
れぞれ得た。得られたRNA複合体（0.45 mM）をTE Bufferで50 mMになるように希釈した。
希釈後、RNA複合体（終濃度：5 nM）に精製した組換えhADAR2（終濃度：0.8 mM）を加え
、編集反応を行った（３７℃、１時間）。編集反応後、フェノール/クロロホルム抽出お
よびエタノール沈殿によりRNA複合体１またはRNA複合体２をそれぞれ精製した。得られた
各RNA複合体の沈殿をTE Buffer 5 mLに溶解し、Prime Script Reverse Transcription Ki
tとAcGFP_sRNA_R01プライマー（終濃度：2.5 mM）を用いて逆転写反応を行った（６５℃
５分間急冷、４２℃４５分間、７０℃１５分間）。得られたcDNAを鋳型として用い、ＰＣ
Ｒ（1.25 U/mL Prime Star GXL、AcGFP_sRNA_T7F01プライマー、cGFP_sRNA_R01プライマ
ー、2.5 mM dNTP）（１サイクル（９８℃１０秒間、５５℃１５秒間、６８秒間２０秒間
）、２５サイクル）により二本鎖DNAを増幅した。その後、増幅したDNAとBig Dye Termin
ator v3.1 Cycle Sequencing Kitを用いて、DNA塩基配列解析を行った。得られたクロマ
トチャートの標的編集部位のA（T）とG（C）のピーク比 (G / A+G)から編集率を算出した
。RNA複合体１およびRNA複合体２のそれぞれの編集率は８８．１％および９１．２％であ
った。これに対して、標的RNAだけのコントロールはいずれも２．７％であった。
【実施例９】
【０１７５】
　３'－標的RNA［XLVIA-0～XLVIA-5］と５'－標的編集ガイドRNA［XLVA-0 ～XLVA-5］を
それぞれアニーリング反応させて得た複合体について、実施例８と実質同様にして編集率
を算出した。その結果を下表１に編集率の経時的変化を示す。
【表１】

【実施例１０】
【０１７６】
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　以下の実施例において使用する材料は下記のとおりである。DNAオリゴヌクレオチドお
よび合成RNAはHokkaido System Science Co., Ltd. (Hokkaido, Japan) とSigma genosys
 (Hokkaido, Japan) から購入した。すべてのDNAオリゴヌクレオチドおよび合成RNAの配
列は表２～表６に示す。
【表２】

【表３】
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【表６】

【０１７７】
（AD-gRNAならびに 標的RNAの調製法）
　まず、AD-gRNAはin vitro転写法にて合成した。In vitro転写用テンプレートdsDNAを合
成オリゴヌクレオチドを用いて常法に従って合成した。一般には、T7プロモーター配列を
含むフォワードDNAオリゴヌクレオチド1μMと、リバースDNAオリゴヌクレオチド 1μMを
アニーリングバッファ（50 mM Tris-HCl [pH 7.6] 、50 mM NaCl）で混合して後、９５℃
で３分間変性後、室温で１５分間冷却してアニーリング反応を行った。dsDNAテンプレー
トを作製するために、アニーリング製品をKlenowポリメラーゼ　(New England BioLabs) 
を用いて伸長した。得られたdsDNAをフェノール／クロロホルム抽出とエタノール沈殿に
て精製した。この精製dsDNAをテンプレートとして使用して、in vitro転写反応をAmpliSc



(57) JP 6624743 B2 2019.12.25

10

20

30

40

50

ribe T7 Kit (Epicentre Biotechnologies) を用いて製造者プロトコルに従って行った。
反応液をフェノール／クロロホルム抽出とエタノール沈殿して、8 M Ureaを含む 5% ポリ
アクリルアミドゲルにて変性して AD-gRNAsを精製した。標的RNAは、dsDNAテンプレート
を標準PCR反応（PrimeSTAR GXL DNA polymerase (TAKARA BIO)）によるPCRによって調製
した後、上述したようにin vitro転写と精製を行った。全てのDNAオリゴヌクレオチドとR
NAサンプルの配列は表２～表６に表示している。
【０１７８】
（組換えhADAR2の調製法）
　組換えhADAR2は、ヒトADAR2のためのコーデイング領域をcDNA clone (clone ID 601460
5, Open Biosystems) からPCRで増幅し、N-末端His-Expressタグ付融合タンパク質をクロ
ーン後、Frozen-EZ Yeast Transformation II Kit (Zymo Research) を用いてINVSc1イー
スト細胞に形質転換した。得られた形質転換体は液体培地で培養し、組換えhADAR2をHisT
rap HPカラム (GE Healthcare) で精製した。hADAR2を含む分画を集めて、保存用バッフ
ァ（10 mM Tris-HCl [pH 7.5]、150 mM NaCl、 5% glycerol, 1 mM DTT）で50-kDaの分子
量カットオフFloat-A-Lyzer G2 (Spectra/Por) で投石した。精製したhADAR2はDC protei
n Assay Kit (BioRad) を用いて製造者プロトコルに従って定量した。
【実施例１１】
【０１７９】
（In vitro編集アッセイ）
　gRNAsとtarget RNAの複合体は、900 nM AD-gRNAと300 nM標的RNAを８０℃で３分間加熱
し、次いでアニーリングバッファ（10 mM Tris-HCl [pH 7.6] 、150 mM NaCl）を用いて
１℃／１０秒の割合で２５℃に徐冷した。編集反応は次のように行った。得られた複合体
5 nMと濃度を変えた精製hADAR2を反応バッファ（20 mM HEPES-KOH [pH 7.5]、100 mM NaC
l、 2 mM MgCl2,、0.5 mM DTT、0.01% TritonX-100、 5% glycerol、 1 U/μl Murine RN
Ase Inhibitor [New England BioLabs] ）20μlで混合した後、３７℃で２時間培養した
。反応終了後、反応したRNAをフェノール／クロロホルム抽出・エタノール沈殿をした。
その後、RNAペレットをTEバッファ5μlに溶解した。反応RNAからcDNAを精製RNAから得る
ために、PrimeScript II Reverse Transcription Kit (TAKARA BIO) を用いて逆転写した
。cDNAは、PrimeSTAR GXL DNA polymerase (TAKARA BIO) を用いて標準プロトコルに従っ
てPCR増幅した。各部位での辺雌雄効率は次のようなダイレクトシークエンシングによっ
て分析した。ゲル精製PCR製品10 ngをリバースプライマーとBigDye Terminator Cycle Se
quencing Kit (Applied Biosystems) でシークエンスし、次に3130 Genetic Analyzer (A
pplied Biosystems) でシークエンスクロマトグラフィーを行った。各部位での編集割合
は次のようにして算出した：Ａ／（Ａ＋Ｇ）（式中、ＡとＧは、Sequence Scanner softw
are ver. 1.0 (Applied Biosystems) で測定したアデノシンとグアノシンのピーク高をそ
れぞれ意味する）。
【実施例１２】
【０１８０】
（in vitro翻訳と結合させたルシフェラーゼレポーターアッセイを用いたin vitroコドン
修復実験）
　in vitroコドン修復実験用レポーターは、レニラルシフェラーゼmRNA (Renilla lucife
rase mRNA (Rluc-WT)) に基づいて設計した。このレポーターmRNA (Rluc-W104X) は、Qui
kChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) を用いて、Trp104 (UGG) 内のG3
11を A311に変異して調製した。このRluc-W104Xレポーターを用いると、全長ワイルドタ
イプRlucトランスクリプトが合成され、A311がI311に編集された。In vitro編集反応と翻
訳反応を連続して行った。まず、5μM Rluc-W104Xと15μM ADg-rLuc_A311を、アニーリン
グバッファーを用いて一緒に８０℃で３分間加熱し、続いて１℃／１０秒の割合で２５℃
に徐冷をしてアニールした。その後、レポーター・gRNA複合体0.5μMを反応バッファ―内
で３７℃で２時間処理して1.25μM hADAR2と編集反応を行った。並行して、コントロール
サンプル（gRNAを含まない）を同一反応で処理した。
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【０１８１】
　編集したRNAサンプルはフェノール／クロロホルム抽出し、エタノール沈殿をして回復
した。活性なRlucが編集されたレポーター mRNAから翻訳できるかどうかを評価するため
に、 in vitro翻訳を、編集反応で得られたレポーターRNA 1μgを用いてラビット網状赤
血球ライセート20μlで行った。３７℃で１時間翻訳した後、Dual-Luciferase Reporter 
Assay System (Promega) を用いて化学発光法を製造プロトコルに従って行い、発光を分
光光度計で測定した。反応を同時に行う場合、5μM Rluc-W104Xと15μM ADg-rLuc_A311と
 1.25μM hADAR2をラビット網状赤血球ライセート20μlで十分に混合し、３７℃で２０分
間培養した。次いで、ルシフェラーゼアッセイを上記条件の下で行った。
【実施例１３】
【０１８２】
（AD-gRNA発現プラスミドの作製）
　AD-gRNA発現プラスミドは、H1 RNA polymerase IIIプロモーターに基づいて、短鎖ヘア
ピンRNAsやmiRNAsなどの細胞内RNAsを発現するために使用されるpSUPER.neo (Oligoengin
e) を用いて構築された。AD-gRNAsをコードするDNAインサートを調製する際に、テトラウ
リジンをAD-gRNA配列の3 末端に挿入して特定位置のpol IIIの転写を終了させた。ベクタ
ーへのクローニングは、Hind IIIとBgl II制限部位を5 末端と3 末端にそれぞれ導入する
ことによって促進された。DNAインサートは表２～表６に示す合成オリゴヌクレオチドを
用いて作製された。各DNAインサートはpSuper.neoベクターにクローンされ、得られたプ
ラスミドの配列はDNAシークエンシング分析によって確認した。最後に、転写に使用する
発現プラスミドはPlasmid Mini kit (Qiagen) を使用して製造者プロトコルに従って調製
した。
【実施例１４】
【０１８３】
（細胞培養）
　HEK293細胞を、10%ウシ胎児血清を追加したDulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM;
 Sigma) に採取した。hADAR2とAcGFPを２方向性プロモーターからTet-on系の制御の下で
同時に発現させたtet-ADAR2細胞を発明者の研究室で確立した。tet-ADAR2細胞は、10% Te
t system-approvedウシ胎児血清 (Clontech)、1μg/mL puromycin、100μg/mL G418 (Sig
ma) を補充したDMEM内に単層として5% CO2の存在下３７℃で培養した。tet-ADAR2細胞をD
ox5μg/mLを追加した上記培地で培養してADAR2とAcGFPの発現を誘導した。
【実施例１５】
【０１８４】
（AD-ガイドRNAの細胞内活性の分析）
　Tet-ADAR2細胞(1.6×105) を5μg/mL Doxを含む培地を入れた35-mmデイッシュに追加し
た。細胞が約８０％のコンフルエンスになったときに、X-tremeGENE HP DNA Transfectio
n Reagent (Roche) を用いてAD-gRNA 2μgでトランスフェクトした。７２時間トランスフ
ェクトした後、tet-ADAR2細胞内でhADAR2を用いて同時発現させたAcGFP RNAのA100での編
集効率は次のように分析した。全RNAは、トランスフェクトした細胞からSepasol RNA I S
uper G (Nacalai Tesque)を用いて製造者のプロトコルに従って抽出した。その後、RNAサ
ンプル(30μg) を10 U DNase I (Takara Bio) で３７℃で３時間処理した後、フェノール
／クロロホルム抽出とエタノール沈殿をした。精製RNA (0.5μg) をアダプターリンクオ
リゴ (dT) 17プライマーとTranscriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) を
用いて製造者プロトコルに従って逆転写をした。得られた全RNAをテンプレートとして使
用して、AcGFP cDNAをAcGFP-特異的プライマー (AcGFP_F and AcGFP_R) を用いてPCR 増
幅した。A100部位でのA-I RNA編集効率は、ダイレクトシークエンシング法で分析した後
、AとGの相対的ピーク高を定量し、各編集割合を(A + G) のピーク高で割ったGのピーク
高に基づいて算出した。
【実施例１６】
【０１８５】
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（AD-gRNAsによる細胞内コドン修復実験）
　in vitroコドン修復実験では、G173がA173に変換してストップコドンのコドンW58を変
異した変異体GFP mRNA (AcGFP-W58X)を設計して、AD-gRNAが細胞内で機能性遺伝子発現を
調節できるかどうかを決定した。AcGFP-W58X発現プラスミドをpcDNA3.1発現ベクター (In
vitrogen) に基づいて構築した。さらに、hADAR2発現プラスミドをPCR-amplified hADAR2
 cDNAを pcDNA3.1にクローンすることによって構築した。hADAR2、AcGFP-W58X、AD-gRNA
発現ベクター各100 ngをサブコンフルエンスなHEK293細胞内に共トランスフェクトした。
編集効率はトランスフェクト７２時間後に行った。また細胞内GFP蛍光の回復は蛍光顕微
鏡で分析した。
【実施例１７】
【０１８６】
　本実施例は、本発明に係る編集ガイドＲＮＡを細胞内ＲＮＡ変異導入した培養細胞内で
機能するかを検証した例である。まず、in vitroで編集誘導活性を示した４種類の編集ガ
イドＲＮＡ（ADg-GFP_A200、ADg-rGFP_A200、sADg-GFP_A200、sADg-rGFP_A200；図３６参
照）の細胞内発現プラスミドを構築した。発現ベクターには市販のpSUPER.neo (Oligoeng
ine)を用いた。また、ADAR発現細胞としてtet-ADAR2細胞（HEK293細胞にADAR2発現遺伝子
を組み込んで構築した細胞株。ドキシサイクリン濃度依存的にADAR2及びGFPを発現）を用
いた。ドキシサイクリン存在下でtet-ADAR2細胞を培養し、ADAR2及びGFPの発現を誘導し
た後、各種編集ガイドRNA発現プラスミドを導入した（図３７ａ）。培養後、標的部位で
あるA200（図２１参照）の編集割合は、ダイレクトシークエンシングによるGFP mRNAの編
集解析結果により解析した。つまり、細胞から抽出したGFP mRNAを逆転写し、配列解析を
行った結果、細胞から抽出したGFP RNAのA200は、編集ガイドRNAを導入した時のみ編集の
シグナルが検出された（図３７ｂ）。また、その時の編集割合を得られたクロマトチャー
トのピークの高さの比（G/A+G）から算出した結果、高いサンプルでおよそ40％編集され
ていた（図３７ｃ）。以上の結果から、編集ガイドRNAが細胞内ADARを誘導し、標的部位
に変異を導入できることを実証した。また、この結果は、ADARを発現している細胞であれ
ばプラスミド導入のみで合目的な変異導入が可能であることも同時に示している。
【実施例１８】
【０１８７】
　mRNA上のイノシン（I）が、翻訳の際にグアノシン（G）として認識されることから、こ
のA-I変異によるコドン改変により、細胞内標的タンパク質の機能を制御できることにな
る。そこで、本実施例では、本発明に係るRNA変異導入法がタンパク質機能発現を制御で
きるかどうかを明らかにした。
【０１８８】
　具体的には、GFP mRNA (720 nt)の58番目のTrpコドン（UGG）を終止コドン（UAG）に改
変したレポーターmRNA（GFP W58X mRNA）を用いて、RNA変異導入により終止コドンをUIG
に変異させることで、成熟型のGFPが細胞内で翻訳されるかを検証した（図３７ａ）。ま
ず、標的終止コドンをTrpコドンに改変できるよう、A173を標的とする編集ガイドRNA（AD
g-rGFP_A173）を設計し、pSuper.neoを用いて細胞内発現プラスミドを構築した。その後
、ADAR2発現プラスミド （pcDNA3.1 (-) Hygro_His-ADAR2）、レポーターRNA発現プラス
ミド （pcDNA3.1 (-) Hygro_AcGFPW58X）とHEK293細胞に共トランスフェクションした。
培養後、編集誘導により蛍光を発する細胞を蛍光顕微鏡により確認した。その結果、編集
ガイドRNA発現プラスミドを導入した細胞群にのみ、強い蛍光を発する細胞が検出された
（図３８）。以上の結果より、編集ガイドRNAを用いたRNA変異導入により、標的タンパク
質の発現制御が可能であることを実証した。
【実施例１９】
【０１８９】
　コラーゲンコートした35-mm dishに4.0×105個のTet-ADAR2細胞をピューロマイシン1μ
g/mL、G418 100μg/mL、Dox 5.0μg/mLを含むTet血清培地中で、37℃、5.0% CO2条件下で
培養した。80%コンフルエントになるまで培養した細胞を1.6×105 cells/wellとなるよう
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に6-well plateに継代した。４８時間培養後、FuGENE HP Transfection Reagent (Roche)
 を用いて各々のguide RNA発現プラスミド (pSuper-guide 3-mini, pSuper-guide 3r-min
i, pSuper-guide 3-Glu, pSuper-guide 3r-Glu) を2μgトランスフェクションし７２時間
培養した。その後、1000μLのセパゾール RNA I Super G  (ナカライ)を用いて全RNAを抽
出し、10 U Recombinant DNaseI (TaKaRa)を用いて37℃で１時間DNase 処理を行った。全
RNA産物をフェノール/クロロホルム処理、酢酸ナトリウム存在下のエタノール沈殿により
精製した。Total RNA 0.5μg 、2.5μM Oligo (dT)17、Transcriptor First Strand cDNA
 Synthesis Kit (Roche) を用いて変性 80℃、３分、急冷、アニーリング 65℃、１０分
、伸長反応 55℃、３０0分、加熱処理85℃、５分の条件で逆転写反応を行い、cDNAを合成
した。１０倍希釈したサンプルを鋳型に用い、0.25μM AcGFP RNAf T7F01プライマー、0.
25μM 3'-ADPプライマー、0.25 U PrimeStar GXL DNA polymerase (TaKaRa)を用いて1st 
PCR（変性 98℃、１０秒、アニーリング 55℃、１５秒、伸長反応 68℃、６０秒、３５サ
イクル）を行った。４００倍希釈した1st PCR産物を鋳型に用い、0.25μM RNAf T7F01プ
ライマー、0.25μM AcGFP-RNAf-R01プライマーを用いてNested PCR（変性 98℃、１０秒
、アニーリング 55℃、１５秒、伸長反応 68℃、６０秒、２４サイクル）を行った。PCR
反応後、１０倍希釈した増幅産物を鋳型に用い、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequen
cing Kit（Applied BiosystemsTM）と0.165μM RNAf T7F01プライマーを用いてシークエ
ンシング反応（変性 96℃、１０秒、アニーリング 50℃、５秒、伸長反応 60℃、３０秒
、２５サイクル)を行った。得られたピークの高さの比 G/ (G+A) により編集割合を算出
した。その後の操作（ＲＮＡ抽出以降）は上記と同様に行った。
【実施例２０】
【０１９０】
　35mm/GLASS BASE DISH (Glass 12φ) (IWAKI)に1.6×105個のHEK293細胞を血清培地中
で、37℃、5.0% CO2条件下で４８時間培養した。その後、X-tremeGENE HP DNA Transfect
ion Reagent (Roche)を用いてADAR2発現プラスミドpcDNA3.1 (-) Hygro_His-ADAR2、基質
RNA発現プラスミド pcDNA3.1 (-) Hygro_AcGFPW58Xおよび各guide RNA発現プラスミド pS
uper-neo-guide 3r-miniW58XまたはpSuper-neo-guide 3r-GluW58Xを700 ngずつ形質導入
し７２時間培養した。その後、D-PBS (-) (ナカライ)で細胞を洗浄した後、共焦点蛍光顕
微鏡を用いた観察を行った。
【実施例２１】
【０１９１】
　本実施例では、AD-gRNAと 標的RNAの複合体が形成されていることをゲル・モビリテイ
・シフト・アッセイ（gel-mobility shift assay）にて確認した（図２３）。ADg-GFT_A2
00 (900 nM)とGFP mRNA断片 (300 nM; 160 nt) を８０℃、３分間アニールした後、アニ
ーリングバッファ－（10 mM Tris-HCl [pH 7/6]、150 mM NaCl）中で２５℃に１０秒間に
１℃の割合で徐冷した。徐冷後、8%ポリアクリルアミドで電気泳動し、エチジウムブロマ
イドで染色した。第１レーンはGFP RNA、第２レーンはADg-GFP_A200、第３レーンはアニ
ールしたサンプルを示している。シフトしたバンドは矢じり印で示すように得られた結合
体であると期待できる。
【実施例２２】
【０１９２】
　本実施例では、編集GluR2 RNAに基づくフレームワークを用いたAD-gRNAの構築を確認し
た（図２４）。sADg-GFP_A200とsADg-rGFP_A200のin vitro編集生起活性は、ＲＴ－ＰＣ
Ｒした後、gRNA（上部パネル）、 sADg-GFP_A200 （中央パネル）またはsADg-rGFP_A200 
（下部パネル）なしのin vitro編集反応によって得られたGFP cDNAのシークエンシングク
ロマトグラフ図中のＡとＧピークから編集割合を算出して得た。結果は、３個の別々の実
験からの平均値と標準偏差値で示した。
【実施例２３】
【０１９３】
　本実施例では、cis－基質RNAを用いて編集特異性を分析した（図２５）。基質RNAの編
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集特異性を調べるために、下記変異を用いた基質ヘアピン構造に基づいてeSL_AAA RNAとe
SLr_AAA RNAを設計した。
【０１９４】
　eSL_AAA RNAは、標的編集部位に隣接するヌクレオチドをアデノシンに変異し、塩基対
合を促進するためにウリジンをこの変異アデノシンの相補位置に導入することによって作
製した。eSLr_AAA RNAは、eSL_AAA RNAの標的塩基アデノシンを含む３個のアデノシンを
相補的ｎｔで置換することによって作製した。eSL_AAA RNAとeSLr_AAA RNAの実際の配列
は図２５（ａ）に示す。図中、各アデノシンを認識しやすいように、標的編集部位をｎｔ
位置（０）で示し、隣接５'－アデノシンをｎｔ位置（－１）、３'－アデノシンをｎｔ位
置（＋１）と示す。
【０１９５】
　これらの基質ＲＮＡを使用して、hADAR2とのin vitro編集反応を図２３ａの方法に従っ
て実施した。次に、目的のアデノシンの編集効率を反応時間を変えてダイレクトシークエ
ンシング法で分析した。得られたシークエンスクロマトグラフ図を図２５（ｂ）に示す。
図中、各アデノシンの位置は、対応するｎｔ位置番号で表している。加えて、ピークの高
さから算出した編集割合は、各反応時間ごとにグラフにプロットした。図中、○印はｎｔ
位置（０）で観察された編集パーセンテージ、□印および△印はｎｔ位置（－１）および
（＋０）でそれぞれ観察された編集パーセンテージを表している。データは３回別々に実
験した結果の平均値と標準偏差値である。
【実施例２４】
【０１９６】
　本実施例では、AD-gRNA誘導ＲＮＡ編集の隣接特異性を評価するために、GFPmut RNAを
、GFP mRNA中の A200に隣接する隣接ｎｔをアデノシンに変異させることによって作製し
た。図２６において、ｎｔA200はｎｔ位置０として定義し、５'側ならびに３'側アデノシ
ンはｎｔ－１ならびにｎｔ＋１としてそれぞれ定義した。ADg-RNAに対しては、ADg-rGFT_
AAAをADg-rGFP_A200の配列デザインに従って構築した。図２６ａは、GFPmut RNA上の標的
編集部位周辺の配列ならびにADg-rGFP_AAAの実際のヌクレオチド配列を含む配列デザイン
を示す。各部位での編集効率を分析するために、in vitro編集反応を図２３に従って実施
した。編集時間の違いに応じた編集効率の変化をグラフにプロットした。グラフ中、○印
、△印ならびに□印はｎｔ位置０、＋１ならびに－１における編集パーセンテージをそれ
ぞれ表している。データは３回別々に実験した結果の平均値と標準偏差値である。
【実施例２５】
【０１９７】
　本実施例では、塩基対合を追加導入したときのAD-gRNA誘導ＲＮＡ編集の隣接特異性な
らびに編集効率に対する効果を分析した。sADg-rGFP_AAA中の ADAR結合部位（図２５）の
回転自由度は、３'側に塩基対合を追加導入することによって抑制されるのではないかと
調べた。sADg-rGFP_AAAの３'側に５ｎｔ（5'-UCAGG-3'）を追加導入して、塩基対合領域
（四角で囲んだ領域）を伸長ように設計した。実施例２４と同様の条件で、hADAR2とのin
 vitro編集反応を実施し、各部位での編集パーセンテージを分析した。
【実施例２６】
【０１９８】
　本実施例では、同時in vitro編集／翻訳反応を行った。図３０ａは反応の概略図である
。図３０ｂは、反応後、A311での編集効率を直接シークエンシングで分析した結果を示し
ている。上部パネルはガイドＲＮＡなし、下部パネルはADg-rRluc_A311のシークエンスク
ロマトグラフィー図をそれぞれ表している。
【実施例２７】
【０１９９】
　本実施例では、tet-ADAR2細胞中のADg-GFP_A200をＲＴ－ＰＣＲならびに定量ＰＣＲ（
ｑＰＣＲ）した。サブコンフルエント（subconfluent）に増殖しているtet-ADAR2細胞をA
D-gRNA発現プラスミドベクターを用いてトランスフェクトした。各時間培養した後、全Ｒ
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ＮＡを抽出し、Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit（Roche）を用いたラン
ダムヘイササマー（hexamer）プライマー（dN6プライマー）を用いて逆転写を行った。ｑ
ＰＣＲは、Power SYBR(R) Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）を用いたADg-GF
P_A200の特異的増幅のためにqADg_FとqADg_Rプライマーを用いて行った。全ＲＮＡ量を定
量するための内部標準としては、グリセルアルデヒド３－フォスフェートデヒドロゲナー
ゼ（ＧＡＰＤＨ）もまたGAPDA-QFとGAPDH-QRプライマーを用いて定量した。ｑＰＣＲの条
件は次のとおりである：変性のための予備加熱（９５℃で１０分間）ならびにLightCycle
r Nano System（Roche） による増幅（９５℃、１５秒間；６０℃、１分間；５５サイク
ル）。分析ソフトウエアを用いて、公差閾値（Ｃｔ：crossing threshold）を2nd deriva
tive maximum methodによって蛍光増幅プロットから算出した。各サンプルの公差閾値差
（ΔＣｔ）は次のようにして算出した：
　　　ΔＣｔ＝Ct(AD-gRNA) - Ct(GAPDH)
ADg-RNAの相対発現量は、Ｒ＝２^－ΔＣｔによって推定し、グラフに表示した。
【実施例２８】
【０２００】
　本実施例では、tet-ADAR2細胞中のhADAR2発現をウエスタンブロッテングで分析した（
図３３）。Tet-ADAR2細胞をドキシサイクリン（Ｄｏｘ）を0、0.05、0.1、0.5、1.5 ug/m
L含有する培地で培養し、サブコンフルエントな細胞を採集した。ヘマトサイトメーター
で計数後、細胞6.4 x 104個を20μL SDS-PAGEサンプルバッファー（50 mM Tris-HCl [pH 
7.6]、 2% SDS, 6% β-メルカプトエタノール、10%グリセロール）で溶菌した。各細胞溶
菌液サンプル５uLを８％ポリアクリルアミドゲルを用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気分解して
タンパク質を分離し、ＰＶＤＦ膜上を電気泳動した。装填した溶菌液の量を標準化するた
めに、膜を切断してhADAR2とβ-アクチンを同一膜上で同時に分析できるようにした。各
膜切片は、hADAR2に対する１次抗体（抗ADARB1、Sigma）とβ-アクチンに対する１次抗体
ラビット由来抗アクチン抗体、Sigma）と培養し、続いてホースラディッシュパーオキシ
ド結合抗ラビットＩｇＧ（Sigma）を用いて２次抗体との反応を行った。その後、EzWestL
umi plus (ATTO) による化学ルミネッセンス反応を行い、タンパク質のバンドをLuminoGr
aph I (ATTO) で検出した。
【実施例２９】
【０２０１】
　本実施例は、tet-ADAR2細胞中でのAD-gRNAによって誘導される編集効率を示している。
【実施例３０】
【０２０２】
　本実施例は、編集基質ＲＮＡの異なる部位において生成したAD-gRNAの編集効率を示し
ている。図３５（ａ）はAD-gRNA生成のためのヘアピン基質の分割線を示す。（ｂ）は、
標的RNA (GFP mRNA) の配列と、（ａ）で示した部位で分割することによつてフレームワ
ークから構築された5'-アンチセンスADg-RNAの配列を示す。ADg(L3) は、実施例１４に示
した実験で用いたsADg-rGFP_A200と同じである。（ｃ）は、各ＲＮＡの編集誘導活性を評
価するために、編集アッセイを実施例１６で示した同じ条件で行った。反応時間に応じた
A200での編集効率の変化をグラフにプロットした。データは読りとした２回の実験の平均
値と標準偏差値を表している。
【産業上の利用可能性】
【０２０３】
　本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、その標的塩基アデノシンが存在するあら
ゆる標的RNAばかりではなく、かかる標的RNAに対する標的編集ガイドRNAを容易に設計・
構築することができることから、ADAR機能を誘導する標的RNAと標的編集ガイドRNAとの二
本鎖複合体を容易に設計・構築することができる。従って、本発明では、かかる二本鎖複
合体にADARを作用させることにより、そのRNA編集能を誘導して標的塩基アデノシンをイ
ノシンに変換することができる。その上、本発明は、生体外ばかりではなく、生体内にお
いても利用できることから、創薬の研究開発における有用でかつ重要なツールとして利用
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【０２０４】
　本発明に係る部位特異的RNA変異導入方法は、糖鎖修飾部位やリン酸化部位、金属配位
等の細胞内タンパク質の機能発現に関わるアミノ酸の変異に適用することができ、これに
より細胞内タンパク質の機能を一時的に制御する新たな方法論を提供できる。本発明は、
標的編集ガイドRNAを用いたRNA変異導入技術による生体内タンパク質機能制御法を一般化
することで、生命科学分野の研究発展に大きく貢献できる分子科学技術を提供する。
【０２０５】
　また、現在まで、siRNAによる標的タンパク質の発現抑制、またはアプタマーと呼ばれ
る機能性RNAによる標的タンパク質の機能制御を利用した核酸製剤が開発されている。一
方で、mRNAの情報を変換し標的タンパク質の機能を改変する薬剤は未だ開発された例を見
ない。したがって、本発明は、これまでにない機能や薬効を示す新規な核酸医薬品、例え
ば、抗筋ジストロフィー薬、抗多発性硬化症薬、抗アルツハイマー病薬、抗神経組織変性
薬、抗パーキンソン氏病薬などの神経疾患薬や、抗がん薬などを生み出す可能性を秘めて
いる。
【符号の説明】
【０２０６】
　１０        ５'－標的側相補領域
　１２        末端側標的相補領域
　１４        ガイド側標的相補領域
　２０        アンチセンス領域
　２２        末端側標的認識領域
　２４        コア側標的認識領域
　２６        ADAR結合領域
　２７        ガイド側分断領域
　２８        ADAR結合コア領域
　５０        ３'－標的側相補領域
　５２        末端側標的相補領域
　５４        ガイド側標的相補領域
　６０       アンチセンス領域
　６２        末端側標的認識領域
　６４        コア側標的認識領域
　６６        ADAR結合領域
　６７        ガイド側分断領域
　６８        ADAR結合コア領域
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