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研究成果の概要（和文）： 
標的遺伝子の発現を強く抑制することができる RNA 干渉法は、がんなどの難治性疾患の治療法
として期待されている。本研究では、RNA 干渉効果の向上を期待し、機能性物質融合型 2 本鎖
RNA を開発した。その結果、機能性物質融合型 2本鎖 RNA は、高い細胞導入性、分解酵素耐性、
遺伝子発現抑制能を示した。また、機能性物質融合型 siRNA をマウスの腫瘍内に投与した結果
も優れた RNA 干渉効果を示した。これらの機能性物質を融合した 2 本鎖 RNA は、RNA 干渉反応
における問題点を一掃でき、今後の医療応用への可能性を大きく広げるものと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
RNAi technology is a powerful tool for suppressing gene expression in mammalian cells. 
In this study, we developed siRNAs conjugated with bioactive molecules in order to enhance 
potency of RNAi. The siRNAs conjugated with bioactive molecules had potent RNAi efficacy, 
higher nuclease stability, and efficient membrane permeability. Moreover, excellent 
gene-silencing efficacies of siRNAs conjugated with bioactive molecules were found in 
a subcutaneously implanted tumor mouse model. Our developed siRNAs conjugated with 
bioactive molecules are among the promising candidates for a new generation of 
modified-siRNAs that can solve the many problems associated with RNAi.  
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１．研究開始当初の背景 
RNA 干渉(RNA interference：RNAi)法は、癌
やエイズなどの難治性疾患の強力な治療法
の候補として期待されている。RNAi 法で用い
る siRNA(small interfering RNA)分子は化学
的に合成でき、低濃度で標的遺伝子の発現を

強力に抑制することが出来る。しかしながら、
RNAi 法にも解決すべき問題点がある。例えば、
siRNA 分子の安定性や、細胞内導入性の獲得、
更にはインターフェロン応答やオフターゲ
ット効果などの副作用の低減である。 
これらの問題点を解決するために、既に様々
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な修飾型 siRNA 分子が報告されている。例え
ば、コレステロールや化学修飾型ヌクレオチ
ドを導入した修飾型 siRNA 分子である。 こ
のような修飾型 siRNA は、RNAi 法のいくつか
の問題点は解決することに成功しているが、
未修飾の siRNA に比べ RNAi 効果が減少する
という大きな弱点がある。この理由として、
修飾型 siRNA は RNAi 反応に必須なタンパク
質との相互作用を妨げてしまうことが挙げ
られる。この修飾型 siRNAの弱点を克服でき、
RNAi 法の問題点を一掃できるものは未だ報
告されていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、医薬への応用が期待されている
RNAi 法の問題点を克服出来る「新規な機能性
分子融合型 RNAi 分子の開発」を行った。RNAi
法は優れた遺伝子発現抑制能を示すが、低い
細胞導入性や酵素分解を受けやすいなどの
欠点もある。また、オフターゲット効果やイ
ンターフェロン応答などの副作用も低減し
なければならない。これらの問題点を克服す
るために、脂質誘導体やペプチド等の機能性
分子を直接結合させた機能性分子融合型
RNAi 分子の開発を行った。すなわち、脂質誘
導体等の機能性分子を直接結合させること
で、細胞膜との融合による細胞導入性の向上、
リポタンパク等との結合による RNA分解酵素
からの保護、低濃度での RNAi 反応による副
作用の低減などが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）機能性分子融合型２本鎖 RNA の開発. 
機能性分子融合型２本鎖 RNAは独自に開発し
た新規合成法を用い、簡便かつ高収率で目的
の分子の合成を行った。機能性分子としては、
脂質、PEG、膜透過ペプチドを用いた。 
以下に具体的な合成法を示す。21～27 塩基長
の 2 本鎖 RNA のセンス鎖の 5’末端をアミノ
化した修飾型 RNA をカスタム合成し、活性エ
ステル化した脂質または PEG を RNA へ直接結
合させた。また、膜透過ペプチドは、
N-(4-Maleimido butyryloxy) succinimide 
(GMBS) を使用し RNA と結合させた。脂質は
パルミチン酸及びラウリル酸を、PEG は
PEG200 及び PEG 500 を、ペプチドは、HIV-1 
Rev NES ペプチドを利用した。 
 
（２）機能性分子融合型２本鎖 RNA の細胞導
入性、分解酵素耐性、RNA 干渉効果等の生化
学的特性を評価. 
合成した機能性分子融合型 2本鎖 RNAの生化
学的特性について評価した。まず、遺伝子導
入剤（LipofectamineTM2000）を利用した場合、
又は、利用しない場合での HeLa、A549、

SH10-TC 細胞に対する機能性分子融合型 2 本
鎖 RNA の細胞導入性を検討した。アンチセン
ス鎖を蛍光（FAM）でラベルした機能性分子
融合型 2本鎖 RNA を各細胞に加え、6～8時間
後の細胞導入性を共焦点蛍光顕微鏡及びフ
ローサイトメトリーで検討した。 
また、機能性分子融合型 2本鎖 RNA の 10％血
清中での分解酵素耐性についても検討した。
分解耐性は、0～48 時間後の 2 本鎖 RNA の分
解率で評価した。さらに、ルシフェラーゼ遺
伝子、又は、血管新生増殖因子（VEGF）をタ
ーゲットとした機能性分子融合型 2 本鎖 RNA
の遺伝子発現抑制能についても HeLa、A549、
SH10-TC 細胞を用いて検討した。遺伝子発現
抑制効果についても遺伝子導入剤存在下、及
び、非存在下において評価した。 
 
（３）分解酵素耐性をもつ新規な機能性分子.
融合型 2本鎖 RNA の合成と RNAi 効果の評価 
高い分解酵素耐性を獲得させるために、イン
バートチミジン(iT)を 2 本鎖 RNA の 3’末端
に導入させた 2本鎖 RNA を合成した。さらに
このiT導入型siRNAのセンスの5’末端に機
能性分子を結合させた。この iT が導入され
た機能性分子融合型 2本鎖 RNA についても細
胞導入性、分解酵素耐性、RNA 干渉効果等の
生化学的特性を評価した。 
 
（４）機能性分子融合型 2本鎖 RNA の in vivo
における RNAi 効果の評価. 
In vivoにおける機能性分子融合型2本鎖RNA
の RNAi 効果を検討した。具体的には、ルシ
フェラーゼまたは GFPを発現する細胞を皮下
に移植し、腫瘍形成後、合成した機能性分子
融合型 2 本鎖 RNA を局所投与した。その後、
ルシフェラーゼの発光または GFPの蛍光を経
時的に観察し、機能性分子融合型 2 本鎖 RNA
の抗腫瘍効果について評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）機能性分子融合型２本鎖 RNA の開発. 
2本鎖RNAに機能性分子を結合させるために、
5’末端にアミノ基を付与したセンス鎖 RNA
および未修飾のアンチセンス鎖 RNAをそれぞ
れカスタム合成した。センス鎖 RNA にはアミ
ノ基を介して様々な機能性分子を結合させ
た。機能性分子としては脂質（パルミチン酸、
ラウリン酸）、ポリエチレングリコール(PEG)、
ペプチド（HIV Rev NES ペプチド）などであ
る。RNA と上記機能性分子との縮合方法は N-
ヒドロキシスクシンイミド(NHS)などの活性
エステル化機能性分子とアミノ基との反応、
又 は 、 N-(4-Maleimidobutyryloxy) 
succinimide (GMBS) などの 2 価性リンカー
を利用した縮合方法を利用し、目的の機能性
分子融合型センス鎖 RNAを高収率で得ること



 

 

に成功した。このセンス鎖 RNA はアンチセン
ス鎖 RNA との間で 2本鎖 RNA を形成させ、そ
の生化学的特性を評価した。 
 
（２）機能性分子融合型２本鎖 RNA の細胞導
入性、分解酵素耐性、RNA 干渉効果等の生化
学的特性を評価. 
脂質やペプチドを結合させた 2本鎖 RNAは未
修飾の 2本鎖 RNA に比べ優れた細胞導入性を
示した。さらに、Luciferase を標的とした
RNAi 効果を評価したところ未修飾の 2 本鎖
RNA に比べ格段に優れた遺伝子発現抑制能を
示した。特に、脂肪酸を直接結合させた脂質
修飾型 2本鎖 RNA は、高い細胞導入性、分解
酵素耐性、遺伝子発現抑制能を示した(図１)。 

 
 

（３）分解酵素耐性をもつ新規な機能性分子
融合型 2本鎖 RNA の合成と RNAi 効果の評価. 
インバートチミジンが導入された脂質修飾
型 2本鎖 RNA についても細胞導入性、分解酵
素耐性、RNA 干渉効果等の生化学的特性を評
価した。その結果、iT を導入した脂質修飾型
2本鎖 RNA は、長時間（120 時間）の RNAi 効
果の持続性が観測された。一方、iT を導入し
ていない脂質修飾型 2本鎖 RNA は、48 時間以
降に急激な RNAi 効果の減少が見られた。 
 
（４）機能性分子融合型 2 本鎖 RNA の in 

vivo における RNAi 効果の評価. 
脂質修飾型 2本鎖 RNA を担がんマウスの腫瘍
内に投与した結果、脂質修飾型 2本鎖 RNA は
未修飾の siRNA に比べ、優れた RNA 干渉効果
を示した（図２）。 

 

これらの機能性物質を融合した 2本鎖 RNA は、
RNA 干渉反応における問題点を一掃でき、今
後の医療応用への可能性を大きく広げるも
のと期待される。 
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