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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡの検出方法；
　（１）対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡをＲＮ
ａｓｅ消化に供する工程、
　（２）得られた消化産物をプローブとして用いて、該対象遺伝子に由来する小分子ＲＮ
Ａを検出する工程。
【請求項２】
　該二重鎖ＲＮＡの一方または両方の鎖が標識されている、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　該ＲＮａｓｅはＲＮａｓｅＩＩＩである、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　該小分子ＲＮＡはｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡである、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　該小分子ＲＮＡの検出方法はノザンブロット法である、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　以下の工程を含む、対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡの検出用プローブの調製方法；
　（１）対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡをＲＮ
ａｓｅ消化に供する工程、
　（２）得られた消化産物を用いて、該対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡ検出用プロー
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ブを調製する工程。
【請求項７】
　小分子ＲＮＡ検出用試薬の製造のための、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長または
その一部を含む二重鎖ＲＮＡのＲＮａｓｅ消化産物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の小分子ＲＮＡを容易に検出する方法、小分子ＲＮＡ検出用試薬等に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、ｓｉＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ）やｍｉＲＮＡ（ｍ
ｉｃｒｏ　ＲＮＡ）等の小分子ＲＮＡの重要性が高まっている。ある遺伝子のｍＲＮＡと
同じヌクレオチド配列を持つ二重鎖ＲＮＡを細胞へ導入するとその遺伝子が選択的に抑制
される現象をＲＮＡ干渉（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ＲＮＡｉ）という。実際
には、比較的長い二重鎖ＲＮＡがダイサー（Ｄｉｃｅｒ）と呼ばれる酵素によって２０か
ら３０塩基までに分解され、得られた小分子ＲＮＡが複数のタンパク質と結合してＲＩＳ
Ｃ（ＲＮＡ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ）と呼ばれる複合体
を形成して遺伝子の不活化に関わっていると考えられている。バイオテクノロジーの分野
では、所望の小分子ＲＮＡを、細胞に導入して標的遺伝子を不活化する技術（ＲＮＡｉ法
またはｓｉＲＮＡ法と呼ばれている）として利用されている。また、ｍｉＲＮＡは、約２
２塩基からなる制御型ＲＮＡであり、たとえば、ショウジョウバエ等のｍｉＲＮＡは、分
化の過程で重要な遺伝子制御の役割を担っており、標的遺伝子のｍＲＮＡと塩基対を形成
することによって、特異的に転写後の翻訳を抑制することから、注目されている。
　単離されたＤＮＡから転写されたＲＮＡを、相補プローブとハイブリダイズすることに
より該ＲＮＡを同定する方法としてのノザンブロット法は周知の方法である。しかしなが
ら、ｓｉＲＮＡやｍｉＲＮＡ等の、２０から３０塩基からなる小分子ＲＮＡについては、
検出が容易ではなかった。例えば、ハミルトンらは、植物での転写後遺伝子サイレンシン
グ（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧ
Ｓ）において２５塩基の小分子アンチセンスＲＮＡを同定した（ハミルトンら（Ｈａｍｉ
ｌｔｏｎ，Ａ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．）、サイエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ）、（米国）、第２８
６巻、ｐ．９５０－９５２、（１９９９年））。ここではＲＮＡプローブを酸処理するこ
とにより、断片化しているが、きわめて高度な処理方法であり、関連する技術分野では広
く採用されるに至っていない。また、オリゴＲＮＡプローブも用いられているが、探査配
列が限定され、配列選択での失敗が生じる。
【発明の開示】
【０００３】
　本発明の目的は、ｓｉＲＮＡやｍｉＲＮＡなど、近年その重要性が高まってきている小
分子ＲＮＡを容易に検出する方法および小分子ＲＮＡ検出用試薬を提供することである。
　本発明者は、上述の課題を解決するために鋭意研究を重ねた結果、対象遺伝子のヌクレ
オチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡを合成し、当該二重鎖ＲＮＡをＲＮ
ａｓｅにて消化して断片化し、得られた消化断片をプローブとして用いることにより、小
分子ＲＮＡを容易に検出できること、また当該小分子ＲＮＡの検出用試薬を見出し、本発
明を完成した。
　本発明は、以下のものを提供する：
［１］以下の工程を含む、対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡの検出方法；
　（１）対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡをＲＮ
ａｓｅ消化に供する工程、
　（２）得られた消化産物を用いて、該対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡを検出する工
程、
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［２］該二重鎖ＲＮＡの一方または両方の鎖が標識されている、上記［１］記載の方法、
［３］該ＲＮａｓｅはＲＮａｓｅＩＩＩである、上記［１］記載の方法、
［４］該小分子ＲＮＡはｓｉＲＮＡまたはｍｉＲＮＡである、上記［１］記載の方法、
［５］該小分子ＲＮＡの検出方法はノザンブロット法である、上記［１］記載の方法、
［６］対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡのＲＮａ
ｓｅ消化産物を含む、小分子ＲＮＡ検出用試薬、
［７］以下の工程を含む、対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡの検出用プローブの調製方
法；
　（１）対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡをＲＮ
ａｓｅ消化に供する工程、
　（２）得られた消化産物を用いて、該対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡ検出用プロー
ブを調製する工程、
［８］小分子ＲＮＡ検出用試薬の製造のための、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長ま
たはその一部を含む二重鎖ＲＮＡのＲＮａｓｅ消化産物の使用、
［９］対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡのＲＮａ
ｓｅ消化産物を含む試薬、ならびに該試薬を小分子ＲＮＡの検出に使用し得ることまたは
使用すべきであることを記載した記載物を含む商業的パッケージ。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
　図１は、分裂酵母のクローン解析でｓｉＲＮＡの生成が知られていたセントロメア配列
をプローブにしてノザンブロットを行い、細胞抽出液中にあるｓｉＲＮＡの検出例を示す
図である。レーン１は、ａｇｏ１遺伝子破壊株、レーン２は、ｒｄｐ１遺伝子破壊株、レ
ーン３は、ｄｃｒ１遺伝子破壊株、レーン４は、野生株（ｈ－）、レーン５は、野生株（
ｈ９０）を示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００５】
　本発明は、小分子ＲＮＡの検出を効率的に行う方法を提供する。すなわち、本発明の方
法は、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮＡをＲＮａ
ｓｅ消化に供し、得られた消化産物を用いて小分子ＲＮＡを検出するものである。本発明
はまた、該消化産物を含むプローブの調製方法も提供する。
　本発明において検出される小分子ＲＮＡとは、例えば１０－５０塩基、好ましくは２０
－３０塩基程度の大きさのＲＮＡを示す。該ＲＮＡは一本鎖であっても二重鎖であっても
よい。該ＲＮＡが二重鎖のとき、該二重鎖はオーバーハングを有していてもよい。また、
該二重鎖はステムループ構造やヘアピン構造等を有していてもよく、該二重鎖がステムル
ープ構造やヘアピン構造等を有している場合、「ＲＮＡの大きさ」とはループ等を含まな
い、相補対をなす部分の長さのことである。具体的には、例えば、ＲＮＡｉに関与するこ
とが示唆されているｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｔＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｔｅｍｐｏｒａ
ｌｌｙ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ＲＮＡ）等が挙げられる。
　本発明において対象遺伝子とは、小分子ＲＮＡを産物として有し得るか否かを調べたい
所望のヌクレオチド配列領域（探査領域）を含む遺伝子を意味している。なお、本明細書
中において「遺伝子」とは、「核酸」をも含む意とする。
　「対象遺伝子のヌクレオチド配列」とは、対象遺伝子をコードする染色体ＤＮＡまたは
ｍＲＮＡ（ｃＤＮＡ）のヌクレオチド配列等をいう。
　「対象遺伝子のヌクレオチド配列の一部」の大きさは、特に限定されないが、小分子Ｒ
ＮＡを産物として有し得るのに充分な大きさであればよく、例えば１００塩基以上である
。
　「対象遺伝子のヌクレオチド配列の一部」は、上記探査領域を含むことが好ましい。
　「対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡ」とは、対象遺伝子に直接由来する小分子ＲＮＡ
であっても、間接的に由来する小分子ＲＮＡであってもよいが、好ましくは直接由来する
小分子ＲＮＡである。ここで「直接由来」とは、該遺伝子の転写産物が小分子ＲＮＡ自体
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である場合や、転写産物自体は小分子ＲＮＡではないが（例えばｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｒ
ＲＮＡ等）、内在性の分解酵素（ＲＮａｓｅ等）により消化された結果、消化産物中に小
分子ＲＮＡが含まれる場合を意味する。また、「間接的に由来」とは、対象遺伝子以外の
遺伝子に由来する小分子ＲＮＡで、該小分子ＲＮＡが後述の対象遺伝子に由来する消化産
物と同じ配列、若しくは、例えば後述のストリンジェントな条件でハイブリダイズし得る
高い相同性（７０％以上、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上）を有する
ものも含む。
　対象遺伝子の由来としては特に限定されず、目的に応じて任意の生物（例えば、動物・
植物・菌類等）を適宜用いることができる。
　本発明において用いられる対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む
二重鎖ＲＮＡは、任意の方法を用いて調製することが可能である。例えば、対象遺伝子の
ヌクレオチド配列の全長またはその一部のヌクレオチド配列を含む二重鎖ＤＮＡの順鎖及
び逆鎖双方をＲＮＡ転写し、両産物を混合することにより調製することができる。
　該二重鎖ＤＮＡは自体公知の方法で調製され、例えば、対象遺伝子のヌクレオチド配列
の全長またはその一部をベクターに挿入して調製する方法等が挙げられる。ベクターに挿
入して調製する場合、該ヌクレオチド配列は、例えば、ＰＣＲにより増幅されることが好
ましい。
　対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を、ＰＣＲにより増幅する方法は
、例えば次の通りである。対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部をテンプ
レートとし、該ヌクレオチド配列の両端に相補的なプライマーと耐熱性ＤＮＡポリメラー
ゼを用いてサイクル反応（二本鎖テンプレートの一本鎖への解離、プライマーと一本鎖テ
ンプレートのアニーリング、プライマーに続くテンプレート相補鎖の合成による新たな二
本鎖テンプレートの形成、の３工程を反復する連鎖的反応）を行うことにより、プライマ
ーの３’末端に、鋳型の塩基配列に従ってヌクレオチドが添加され、順鎖および逆鎖が伸
長する。この反応が繰り返されることで、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはそ
の一部が増幅される。
　ベクターを用いる場合、クローニングベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例
：ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＡＴ１５３、ｐＵＣ８、ｐＵＣ１２、ｐＵＣ１３、ｐ
ＧＥＭ）；枯草菌由来のプラスミド（例：ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５、ｐＣ１９４）；酵母
由来プラスミド（例：ｐＳＨ１９、ｐＳＨ１５）；λファージなどのバクテリオファージ
；レトロウイルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルスなどの動物ウイルス等を用い
ることができる。
　対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部のプラスミドベクターへのクロー
ン化は、一般的なクローニングで用いられる方法を適宜使用することができ、例えば制限
酵素によって対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を切断して取り出しベ
クターとのライゲーションによってクローン化する方法などが挙げられる。該クローンニ
ングベクターに含まれ得る、ＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ、ＳＰ６　
ＲＮＡポリメラーゼ等）の転写開始ＤＮＡ配列の順鎖および逆鎖双下流に、対象遺伝子の
ヌクレオチド配列の全長またはその一部の配列は挿入されていることが好ましい。
　ＲＮＡ順鎖及び逆鎖の転写は、自体公知の方法で行われる。該ＲＮＡ転写は生体内・試
験管内のいずれで行われてもよいが、好ましくは試験管内で行われる。
　試験管内ＲＮＡ転写は、自体公知の方法で行われる。具体的には、例えば、上記クロー
ン化したプラスミドを鋳型として基質（リボヌクレオチド（ＡＴＰ、ＧＴＰ、ＵＴＰ、Ｃ
ＴＰ等）等）とＲＮＡポリメラーゼを適切な緩衝液中に混合し、適切な温度（３７℃等）
で適当時間（１時間～５時間程度）反応させることでＲＮＡが転写される。この時、ＲＮ
Ａの分解を避けるためにリボヌクレアーゼインビターの存在下で反応を行うことが好まし
い。
　ＲＮＡ転写が適切な部位で終結するために、プラスミドはあらかじめ適切な制限酵素な
どにより線状にしておくことが好ましい。該制限酵素は、プラスミドに組み込んだ対象遺
伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部の配列が切断されないように、適切なもの
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が選択され得る。該制限酵素としては、例えば、ＢａｍＨＩ、ＸｂａＩ、ＳａｌＩ、Ａｃ
ｃＩ、ＨｉｎｃＩＩ、ＰｓｔＩ、ＳｐｈＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＮｏｔＩ等が挙げられる。
　ＲＮＡポリメラーゼとしては、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ、ＳＰ６　ＲＮＡポリメラー
ゼ等が挙げられ、上記クローン化ベクターが有する転写開始ＤＮＡ配列と対応したものが
使用される。
　鋳型となるＤＮＡは、試験管内ＲＮＡ転写後に除去されることが好ましい。該除去は、
例えばＤＮａｓｅ　Ｉ等のＤＮＡ分解酵素による消化等により行われることが好ましい。
　ＲＮＡ順鎖及び逆鎖はまた、例えば、化学合成法によっても調製することができる。該
化学合成法としては、例えば、ホスホルアミダイト法、リン酸トリエステル法、Ｈ－ホス
ホネート法等が挙げられる。該順鎖及び逆鎖は、限定されないが、ＤＮＡを鋳型にしたＲ
ＮＡ転写で調製されることがより好ましい。
　さらに、該ＲＮＡ転写産物は精製されることが好ましい。該精製方法としては、例えば
ＰＡＧＥ精製や簡易カラムを用いた精製、フェノール／クロロホルム抽出・エタノール沈
殿等が挙げられる。
　二重鎖ＲＮＡの形成は、一般に核酸の二重鎖形成に用いられる方法であれば特に制限さ
れない。例えば一本のテストチューブに順鎖ＲＮＡと逆鎖ＲＮＡを約等モル量（例えば、
１：０．８～１．２モル量）加えて高温加熱した後、ゆっくり低温に戻す方法が使われる
。高温加熱の条件としては、特に制限されないが、７０℃～１００℃で３分～５分間の条
件が好ましい。加熱処理温度は他の反応の条件などにより適宜設定することができ、例え
ば、ＲＮＡ転写産物の精製において、カラムからのＲＮＡ溶出に水を用いた場合、塩等を
含まない水中での熱処理はＲＮＡを不安定性にするため、該加熱処理は約７５℃で行うこ
とができる。また、加熱した後は室温まで戻すのが好ましい。なお、後述の方法で一方の
鎖のみを標識する場合、非標識鎖が過剰にあると、後の標的サンプルへの標識鎖のハイブ
リダイズを妨げることとなる。従って、標識鎖と非標識鎖の二重鎖ＲＮＡの形成は、非標
識鎖が過剰モルにならないことが好ましい。
　次に、このようにして形成された二重鎖ＲＮＡがＲＮａｓｅ消化に供される。本発明で
用いられるＲＮａｓｅは、特に制限されないが、二重鎖ＲＮＡ切断活性を有するダイサー
（Ｄｉｃｅｒ）などのＲＮａｓｅＩＩＩファミリー蛋白質が好ましい。該ＲＮａｓｅＩＩ
Ｉファミリー蛋白質としては、ヒト等哺乳動物由来のダイサー、大腸菌、低温菌等由来の
ＲＮａｓｅＩＩＩ等が挙げられ、特に限定されないが、大腸菌由来のＲＮａｓｅＩＩＩが
好ましい。
　ＲＮａｓｅ処理条件は、使用するＲＮａｓｅにより異なるため特に限定されないが、例
えば大腸菌由来のＲＮａｓｅＩＩＩを使用した場合は、約３７℃で約３０分～１時間など
が挙げられる。
　ＲＮａｓｅ処理により得られる二重鎖ＲＮＡの断片の大きさは、特に限定されないが、
１０－３０塩基が好ましく、さらに好ましくは１２－３０塩基である。また、３’末端に
２－３塩基のオーバーハングを有してもよく、好ましくは２塩基のオーバーハングを有す
る。
　本発明において該消化産物は、検出・定量感度を高めるためにその一方または両方の鎖
が標識されていてもよい。当該標識としては特に限定されないが、例えば、蛍光（ＦＩＴ
Ｃ、ローダミン、テキサスレッド、６－カルボキシ－フルオレッセイン（ＦＡＭ）、テト
ラクロロ－６－カルボキシフルオレッセイン（ＴＥＴ）、２，７－ジメトキシ－４，５－
ジクロロ－６－カルボキシフルオレッセイン（ＪＯＥ）、ヘキソクロロ－６－カルボキシ
フルオレッセイン（ＨＥＸ）、６－カルボキシ－テトラメチル－ローダミン（ＴＡＭＲＡ
）等）標識、ビオチン標識、ジゴキシゲニン標識、放射線同位体（３２Ｐ、３Ｈ等）標識
等が挙げられる。
　本発明において該消化産物を標識するタイミングは特に限定されず、ＲＮＡ転写時であ
っても、ＲＮａｓｅ消化後であってもよい。ＲＮＡ転写時に標識する場合、例えば試験管
内でＲＮＡを転写する際、試験管内に放射線標識されたリボヌクレオチド（例えば、［α
－３２Ｐ］ＵＴＰ等）を基質として混合しておく。該転写反応でそれらの放射線標識リボ
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ヌクレオチドはＲＮＡに取り込まれ、標識されたＲＮＡを得ることができる。なお、二重
鎖ＲＮＡは、一方の鎖のみが標識されていてもよいし、両方の鎖が標識されていてもよい
。
　該消化産物は、小分子ＲＮＡを検出する方法に用いることができる。具体的には、該消
化産物を小分子ＲＮＡの検出用プローブとして使用することができる。
　本発明において該消化産物を用いて小分子ＲＮＡを検出する方法としては、特に限定さ
れないが、例えばｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ノザンブロット法等が使用で
き、特にノザンブロット法が好ましく使用される。
　ノザンブロット法は、自体公知の方法により行うことができる。具体的には、例えば、
試料中のＲＮＡ（小分子ＲＮＡを含む）を、アガロースゲル電気泳動あるいは、ポリアク
リルアミドゲル電気泳動などに供する。次にニトロセルロース膜、ナイロン膜、ＰＶＤＦ
膜等の適切な膜にトランスファーし、固相化される。固相化された小分子ＲＮＡと本発明
に係る消化断片からなるプローブをストリンジェントな条件でハイブリダイズさせ、当該
ハイブリダイゼーションの有無・強度により、対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡの有無
を検出あるいは定量する。
　「ストリンジェントな条件」とは、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴ
ヌクレオチドが、その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイ
ズしない条件をいう。即ち、本発明において「ストリンジェントな条件」とは、対象遺伝
子に由来する小分子ＲＮＡと、該消化断片からなるプローブとの特異的かつ検出可能なハ
イブリダイズを可能とする条件である。
　「ストリンジェントな条件」はハイブリダイズし得る当該ヌクレオチドの配列中のグア
ニン（Ｇ）及びシトシン（Ｃ）の割合（ＧＣコンテント）、大きさ、ハイブリダイゼーシ
ョンバッファーの組成（塩濃度、ホルムアルデヒド濃度）、温度、その他公知の条件によ
って適宜選択することが可能である。即ち、ハイブリダイズし得る当該ヌクレオチドのＧ
Ｃコンテントが高く、大きさが大きくなるほど、安定にハイブリダイズするため、ハイブ
リダイゼーションバッファーの組成中の塩濃度を減じ、有機溶媒濃度を増加させる、又は
ハイブリダイゼーション温度を上昇させることによりストリンジェンシーを増加させる。
　本発明において該ハイブリダイゼーションは、低いストリンジェンシー条件下（例えば
、３０℃－５０℃および１０－２０×ＳＳＣ（Ｓｏｄｉｕｍ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ－Ｓｏｄ
ｉｕｍ　ｃｉｔｒａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ：Ｇｉｌｌｅｓｐｉｅ　ａｎｄ　Ｓｐｉｅｇｅｌ
ｍａｎ，Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．（１９６５）１２：８２９－４２、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，２ｎｄ　Ｅｄ．（１９８９）Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ参照）等）のハ
イブリダイゼーションにより検出され、そして３０℃－５０℃で１－２×ＳＳＣ中での洗
浄に供された場合に、結合されたままであることが好ましい。特に限定されないが、例え
ば、４２℃および２０×ＳＳＣのハイブリダイゼーションにより検出され、４２℃で２×
ＳＳＣ中での洗浄に供されても、結合されたままであることが好ましい。
　ハイブリダイゼーションの検出は自体公知の方法により行うことができ、該消化断片か
らなるプローブの標識の種類によって異なるが、例えばオートラジオグラフィーなどによ
って検出できる。
　該検出方法により特異的バンドが検出された場合、該特異的バンドは小分子ＲＮＡが存
在することを示している。小分子ＲＮＡはＲＮＡｉに関与していることが示唆されている
ので、該特異的バンドの出現はまた、対象遺伝子がインビボにおいて小分子ＲＮＡによる
ＲＮＡｉ等の発現調節機構に関与している可能性を示す。
　また、例えばＲＮＡｉに関与する遺伝子の変異種（例えば、ａｇｏ１遺伝子変異株、ｒ
ｄｐ１遺伝子変異株、ｄｃｒ１遺伝子変異株等）と野生種を比較することにより、該小分
子ＲＮＡがインビボにおけるＲＮＡｉに関与する遺伝子に依存したものかどうかの検証等
もできる。具体的には、該特異的バンドが野生種でのみ検出され、変異種では検出されな
い場合、該小分子ＲＮＡはインビボにおけるＲＮＡｉに関与する遺伝子に依存したメカニ
ズムで産出された小分子ＲＮＡであるといえる。
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　さらに、二重鎖ＲＮＡの一方の鎖のみを標識し調製したプローブを用いた場合、対象遺
伝子のヌクレオチド配列の順鎖・逆鎖どちらの配列に由来する小分子ＲＮＡが存在するの
かを同定することも可能となる。具体的には、順鎖標識プローブまたは逆鎖標識プローブ
を使用し、どちらか一方のみに特異的バンドが検出され、他方では検出されない場合、標
識された鎖に相補的な鎖に由来する小分子ＲＮＡが存在するといえる。
　本発明はまた、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮ
ＡのＲＮａｓｅ消化産物をプローブとして含む、小分子ＲＮＡ検出用試薬も提供する。該
試薬にはプローブの他、緩衝液、標準溶液等が含まれていてもよい。
　該検出用試薬を用いれば、特に限定されないが、例えば上記検出方法により容易に小分
子ＲＮＡを検出することができる。
　また、本発明は対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖ＲＮ
ＡのＲＮａｓｅ消化産物等を含む、該対象遺伝子に由来する小分子ＲＮＡ検出キットを提
供することもできる。該キットには、具体的に、小分子ＲＮＡ検出用試薬、ＲＮａｓｅ消
化産物調製用試薬、調製プロトコールを記載した指示書等を含めることができる。これら
の要素は、必要に応じて予め混合しておくこともできる。該キットを使用することにより
、小分子ＲＮＡの検出が簡便となる。小分子ＲＮＡはＲＮＡｉに関与するため、該キット
はＲＮＡｉ法を応用した医療技術などでの効果確認・実験手法として非常に有用である。
また、該消化産物を含むノザンブロットキットとすることも可能である。
　本発明の方法は、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその一部を含む二重鎖Ｒ
ＮＡをＲＮａｓｅ消化に供し、得られた消化産物をプローブとして用いるため、ＲＮＡプ
ローブの酸処理のような難しい技術は含まれず、またオリゴＲＮＡプローブのように領域
限定の要求や配列選択での失敗が存在しない。また、一方の鎖のみを標識したＲＮＡプロ
ーブを調製することも可能であるため、対象遺伝子のヌクレオチド配列の全長またはその
一部の順鎖・逆鎖どちらの配列に由来する小分子ＲＮＡが存在しているのかを見分けるこ
とも容易である。以上の事より、本発明の方法は、実験精度・検出感度が非常に高く、そ
の上操作が容易であるため、有用性の極めて高い方法である。
【実施例】
【０００６】
　以下、実施例により本発明をさらに説明するが、本発明はいかなる意味においてもこれ
らに限定されない。
　分裂酵母遺伝子のセントロメア配列のＰＣＲ断片（Ｎａｋａｓｅｋｏら、ＥＭＢＯ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ、第５巻、ｐ．１０１１－１０２１、（１９８６年）参照）をｐＧＥＭ－Ｔ
（Ｐｒｏｍｅｇａ社）に双方向にクローン化した。それら２種類のプラスミドをＮｏｔＩ
制限酵素処理などによって転写終了部位で直線化した後、［α－３２Ｐ］ＵＴＰ存在下で
Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼによる試験管内転写を行った。（ＭＡＸＩｓｃｒｉｐｔ　Ｔ７
　ｋｉｔ，Ａｍｂｉｏｎ社）。ＤＮａｓｅ　Ｉ処理の後、転写産物をＷｉｚａｒｄ　ＳＶ
　Ｇｅｌ　ａｎｄ　ＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ－ｕｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ社）によ
り精製した。精製産物それぞれの等モル量とＲＮａｓｅ　ＩＩＩバッファー（Ａｍｂｉｏ
ｎ社）を混合し、７５℃で５分間処理した後ゆっくりと室温に戻して二重鎖ＲＮＡ形成を
促した。そこにＲＮａｓｅ　ＩＩＩ（大腸菌由来；Ａｍｂｉｏｎ社）を加えて３７℃で１
時間消化し、２０塩基程度の短いＲＮＡ分子を作製した。この反応液を９５℃で３分間処
理してＲＮＡを１本鎖にし、プローブとして用いた。
　分裂酵母のＲＮＡ小分子はｍｉｒＶａｎａ　ｍｉＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
（Ａｍｂｉｏｎ社）を用いて精製、濃縮し、８Ｍ尿素を含む１５％ポリアクリルアミドＴ
ＢＥゲル電気泳動によって分離した。ゲルはナイロンメンブレン（Ｈｙｂｏｎｄ－ＸＬ，
Ａｍｅｒｓｈａｍ社）へ電気的転写を行い、ＵＶクロスリンクによりＲＮＡ分子を固定し
た。メチレンブルー染色によりマーカーやｔＲＮＡ分子を可視化後、興味のメンブレン領
域を切り出してＵｌｔｒａｈｙｂ－Ｏｌｉｇｏ（Ａｍｂｉｏｎ社）によるハイブリダイゼ
ーションを進めた。ＲＮＡプローブとのハイブリダイゼーションは４２℃で１６時間以上
反応させて行った。２×ＳＳＣ　０．５％ＳＤＳによる４２℃での洗浄を３０分間２度繰
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り返した後、Ｔｙｐｈｏｏｎ　９２００（Ａｍｅｒｓｈａｍ社）によってメンブレン上の
シグナルを検出した。
　図１は、分裂酵母のクローン解析でｓｉＲＮＡの生成が知られていたセントロメア配列
をプローブにしてノザンブロットを行い、細胞抽出液中にあるｓｉＲＮＡの検出例を示す
。レーン４、５に見られる２５ヌクレオチド前後のシグナルはＲＮＡｉ機構の変異（レー
ン１、２、３）で失われたことから、ＲＮＡｉ機構に依存したｓｉＲＮＡシグナルである
ことを意味する。
【産業上の利用可能性】
【０００７】
　本発明により、従来検出が困難であった小分子ＲＮＡを正確に、再現性よく、かつ高感
度に検出することが可能となる。
　本発明の方法によれば、従来検出が困難であった小分子ＲＮＡを正確に、再現性よく、
かつ高感度に検出することが可能となる。さらに本発明の方法によれば、小分子ＲＮＡの
関与するＲＮＡｉの検出が簡便となり、ＲＮＡｉ法を応用した医療技術などでの効果確認
・実験手法として非常に有用である。
　本出願は、日本で出願された特願２００５－０１３３３８（出願日：２００５年１月２
０日）を基礎としており、その内容は本明細書に全て包含されるものである。

【図１】
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