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研究成果の概要（和文）：独自の手法でクロスリンクした2本鎖（CL2本鎖）を、miRNAのアンチセンス鎖に位置
を変えて導入したanti-microRNA oligo（CL-AMO）を複数種類合成した。このCL-AMOを細胞内に導入し、miRNAへ
の影響を調べた。その結果、2本鎖構造の分子内の位置に応じ、miRNAに異なる修飾が誘導されること、また分子
構造によって細胞内分布が異なる傾向が有ることを見出した。また、CL-AMOを乳がん細胞に添加した結果より、
CL-AMOが従来型よりもがん細胞の増殖を長期間に渡って抑制できることを実証した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we constructed anti-microRNA oligonucleotides
（CL-AMOs）and transfected them into cells. From northern blotting analyses, 3’-end trimming and 
tailing of miRNA were mediated in transfection of the AMO containing the CL-duplex at 3’-end. After
 transfection, most of single-stranded AMO molecules were promptly transported to nucleus, while 
CL-AMOs remained in cytoplasm. In addition, we transfected CL-AMO into breast cancer cell line, 
verified that CL-AMO could suppress breast cancer cell proliferation for a long duration, compared 
to single stranded or commercially available AMOs.

研究分野： 核酸化学

キーワード： microRNA　アンチセンス　RNA　oligonucleotide　oligonucleotide therapy

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、CL2本鎖を導入することでAMOの活性が大きく向上することは明らかにしていたが、miRNAにどのよう
な影響を与えているか、また2本鎖構造が核酸の細胞内における分布にどのような影響を与えるかは明らかでは
無かった。今回、CL2本鎖を有するCL-AMOが結合したmiRNA側が、AMOの構造に依存して特異な修飾を受けること
を明らかにした。加えて、細胞に導入されたAMOの細胞質から核内への移行が分子構造に依存する可能性も見出
した。さらに、CL‐AMOが市販のAMOよりも長期間に渡って乳がん細胞の増殖を抑制したことから、乳がん治療に
おける新たな治療につながる技術を本研究より得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

microRNA(miRNA)は mRNA の非翻訳領域に結合することで、その翻訳を調節している。現在ヒ

トでは約 2,500 種類の miRNA が発見されているが、一部の miRNA の発現量の異常は疾病を誘発

することが確認されている。miRNA と相補的な配列を有するアンチ miRNA オリゴ（AMO）は、miRNA

の mRNA への結合を阻害することから、医薬品としても期待されている。例えば、Hepatitis C 

virus（HCV）の増殖に必要な miRNA-122（miR-122, 肝臓で発現）に対する AMO が良好な結果を

示し、AMO の医薬品としての高い可能性を証明した（N.Engl.J.Med., 368,1685, 2013）。  

AMO は、結合配列のみから成る 1本鎖型と、一部に 2 本鎖構造を有する 2本鎖型に分けるこ

とが可能である。2本鎖型は 1 本鎖型よりも高い抑制効果を有するが、コストの観点からより低

投与量で持続的効果を示すことが求められている。研究代表者らはこれまでに、この 2 本鎖構

造に着目し、2本鎖核酸中の塩基を除去後、ヘリックス内部を 2価のリンカーによってクロスリ

ンク（CL）する技術を開発してきた（J.Am.Chem.Soc., 131, 13208, 2009; Chem.Comm., 48, 

2143, 2012）。クロスリンクされた 2本鎖（CL2 本鎖）は天然核酸と同じ構造を有し（Langmuir, 

28, 17211, 2012）、核酸分解酵素に対する耐性も向上する。また最近、CL2 本鎖は、自らの 2本

鎖構造のみではなく、隣接する 1 本鎖領域における塩基対結合までをも高度に安定化する性質

を有することを見出した。さらにこの CL2 本鎖を有する AMO（CL-AMO）は、従来の AMO よりも高

い活性を示すことも確認し、同構造の有効性を実証した。  

一方、酵素による転写から作製された siRNA の繰り返し配列から成る高分子 RNA は、金属イオ

ン添加でコンパクトにフォールディングされ、細胞内に導入後も持続的な効果を示す（Nat. 

Mate.,11, 316, 2012）。また、ヒトなど多くの生物種で発見された環状 RNA は、一分子内に多

数の miRNA を結合させその調節を担っている（Nature, 495, 333, 2013）。これら長鎖 RNA はフ

ォールディングや環形成によって、細胞内において一過的ではなく持続的に作用する。つまりこ

れらは、分子構造が生体内における活性の持続性と密接に関連していることを示唆しており、そ

の制御技術を合成核酸にも取り入れることが今後の核酸医薬の効果を上げる上で重要ではない

かと考えた。 

 

２．研究の目的 

microRNA（miRNA）と相補的なオリゴ（AMO）は、miRNA の効果を阻害することから医薬品とし

ても期待されている。AMO の中でも分子内に 2 本鎖構造を有するタイプは、特に高い抑制活性

を示すが、経時的に発現する miRNA の効果を抑え続けるには、持続性を上げることが不可欠であ

る。研究代表者らはこれまでに、独自の方法で 2本鎖の向かい合う脱塩基部位の糖と糖を CL し

た 2 本鎖部分を miRNA のアンチセンス鎖の両末端に接続した AMO が miRNA の活性を効果的に抑

制することを見出した。しかしながら、AMO 添加後の標的 miRNA への影響や、2本鎖構造が核酸

の細胞内における分布にどのような影響を与えるかついては未解明であった。そこで本研究に

おいて研究代表者らは、CL2 本鎖を有する AMO を複数種類合成し、それぞれの AMO 添加によって

誘導される miRNA 側の影響と細胞内における AMO の分布をそれぞれ調べる。さらにその知見を

基に、最も高い miRNA 抑制活性を有する AMO によってがん細胞の増殖抑制が可能かどうかにつ

いても評価する。 

 

３．研究の方法 

構造の異なる CL-AMO を合成して細胞内に導入後、miRNA への影響を調べる。また、2本鎖構造



を有する AMO の細胞内局在への影響と、CL-AMO によるがん細胞の増殖抑制効果についても評価

する。 

（１）2本鎖構造を有する AMO の構築と細胞内 miRNA に対する影響 

miR-21 のアンチセンス鎖の 5'、3’末端のいずれか一方、または両端に CL2 本鎖構造を有する

AMO を合成し、細胞内に導入後、miR-21 に対する影響を調べる。 

（２）1本鎖または 2本鎖構造の AMO の細胞内局在の評価 

miR-21 のアンチセンス鎖の 5',3’または両端に 1 本鎖、2 本鎖または CL2 本鎖構造を有する

AMO を合成し、それぞれ Alexa Fluor546 で標識する。蛍光標識 AMO を細胞内に添加し、細胞内

における分布を共焦点レーザー顕微鏡によって調べる。 

（３）乳がん細胞の増殖抑制 

CL-AMO を用い、乳がん細胞の増殖抑制が可能かどうかを調べる。 

 

４．研究成果 

（１）2本鎖構造を有する AMO の構築と細胞内 miRNA に対する影響 

これまでに、miR-21のアンチセンス配列の5’と3’の両末端にCL2本鎖を有する5'3'CLが、

miR-21 の細胞内における遺伝子発現制御の作用を強力に抑制することを確認していた。さらに、

5'末端にのみ CL2 本鎖を有する 5'CL の方が 3'末端に 2 本鎖構造を有する 3'CL よりも高い活性

を示す結果も得ていた。これら 3種類の CL-AMO をそれぞれ HeLa 細胞に添加し、細胞内の RNA を

回収して miR-21 のノーザンブロットを行った。その結果、5'CL および 5'3'CL を添加した細胞

では、2つのバンドとして miR-21 が確認された（図１）。これまでの他の研究より、miR-21 の 3’

末端にシチジンが 1 残基付加した isoform が存在することが報告されていることから、我々の

結果もそれと一致する結果となった。一方、3'CL を添加した細胞から回収された miR-21 では複

数のバンドが見られ、miR-21 の高分子化と分解が起きていた（図１）。1本鎖の AMO を添加した

場合、miRNA の 3’末端へのヌクレオチドの付加（tailing）と分解（degradation）が生じるこ

とが報告されていることから、3’CL ではその miRNA 修飾が進行した可能性が高い。つまり今回

の結果は、5'3'CL および 5'CL を細胞内に添加した場合では標的 miRNA に対する影響は無いが、

3'CL の添加では miRNA に対する付加と分

解が誘導されるということを示してい

る。この AMO による相違は、miRNA 抑制活

性 と も 相 関 し て い る こ と か ら

（5'3'CL>5'CL>>3'CL）、AMO 分子内の 2 本

鎖構造の位置が標的 miRNA の修飾に影響

している可能性が高いと考えている

（Mol. Thera. Nucl. Acids, 10, 64, 

2018）。 

 

（２）1本鎖または 2本鎖構造の AMO の細胞内局在 

はじめに、miR-21 のアンチセンス配列（22 mer）を中央に有する 46 mer の 1本鎖 AMO（5'3'SS、

図 2a）、完全に相補的な 2 本鎖で両末端を CL して解離を抑制した 2 本鎖（DS-CL）、アンチセン

ス領域は 1 本鎖で、両末端に相補的な通常の 2 本鎖構造を有する AMO（5'3'DS）、両末端に CL2

本鎖を有する AMO（5'3'CL）をそれぞれ合成した。いずれの AMO も 2'-O-methyl RNA 体から合成

し、アンチセンス鎖を含む配列の 5’末端に Alexa Fluor546 を導入した。合成した AMO を HeLa

図 1 



細胞に導入し、細胞内における局在を調べ、核内と細胞質で観察された蛍光強度より核内の蛍光

強度を算出した（図 2b）。 

実験の結果、１本鎖の 5'3'SS は細胞内に導入後、速やかにほとんどの分子が核内に移行した。

一方、完全な 2 本鎖構造を形成し miRNA が結合する領域を持たない DS-CL はほとんどが細胞質

内に残存した。また、両末端に通常のワトソン‐クリック型塩基対で結合した 12 mer の 2本鎖

構造を有する 5'3'DS は、1本鎖と同じく核内に存在した。これは、5'3'DS では末端の 2本鎖が

解離し 1 本鎖になったため 5'3'SS と同じ挙動を示したと考えられる。また、両端に 12 mer の

CL2 本鎖を有する 5'3'CL では核内の存在量が 5'3'SS より低下し、DS-CL よりは高くなった。こ

れらの結果より、分子量が大きい 2 本鎖核酸は細胞

質内に留まり、46 mer であっても 1本鎖の場合は非

常に速やかに核内に移行することを確認した。加え

て、通常の塩基対から形成される 2 本鎖構造は細胞

内において 1 本鎖に解離している可能性が高いが、

CL2 本鎖は細胞内でも維持され、核内への AMO の移

行に対しては抑制的に作用することを確認した。 

またこれまでの結果より、5'3'CL は 5'3'SS より

も非常に高い miRNA 抑制活性を有することが示され

ている。5'3'CLは細胞質内に留まる比率が5'3'SSよ

りも高いことから、細胞質内に存在することが

miRNA の抑制には有利となる可能性が今回の結果よ

り示された。これは、成熟した miRNA は細胞質内で

作用することから、細胞質で作用できる AMO ほど

miRNA との結合頻度も上昇するためと推察できる。 

 

（３）CL-AMO による乳がん細胞の増殖抑制 

これまで、ルシフェラーゼ遺伝子を用いたレポーターアッセイによって、CL-AMO が市販の AMO

よりも強い miRNA 抑制作用を示すことは確認してきたが、内在性の miRNA を標的にした効果を

調べていなかった。そこで本研究において研究代表者らは、レポーターアッセイにおいて最も高

い miRNA 抑制活性を示した 5'3'CL を用い、がん細胞の増殖抑制が可能かどうかを調べた。多く

のがん細胞において発現量が増加している miR-21 を標的とする 5'3'CL を合成し、乳がん細胞

株（MCF-7）へ添加し、その増殖抑制効果を調べた。AMO を細胞に導入して 10日後までの細胞増

殖能を調べたところ、5'3'CL は従来の 1本鎖型 AMO（市販、図３LNA）および同じく市販の 2本

鎖構造を有する AMO より

も長時間に渡って細胞増

殖を抑制できることを確

認した（図 3、Nucle. 

Nucle. Nucle. Acids, 

39, 225, 2020）。この結

果より、CL2 本鎖を有する

AMO は、乳がん細胞の増殖

抑制に対して有効であ

る。 

図 2 

図 3 
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