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研究成果の概要（和文）： 

固相フラグメント縮合法により化学合成したsiRNA-NESコンジュゲートによりK562細胞に発現

するbcr/abl 遺伝子の発現の発現を200nMにおいて8.3%、50nMにおいて11.6 %に抑制した。また、

siRNAと新規ペプチド（Pfect）とのコンプレックスを形成させることにより、市販導入剤と同等

以上に効率よく細胞内に導入できることを見出した。siRNA-NESコンジュゲートとPfectとのコン

プレックスを用いるとbcr/abl遺伝子を95％以上サイレンシングできることも証明した。この新

規ペプチドPfectは全く細胞毒性がなく、PfectとsiRNAのコンプレックスはヌクレアーゼによる

分解に対して非常に耐性が強く、その半減期を48時間以上に伸長した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  The expression of bcr/abl gene in K562 cells were suppressed to 8.3% at 200nM and 11.6 % at 

50nM by siRNA-NES conjugates synthesized solid phase fragment coupling. It was also found that the 

complex of siRNA and novel peptides (Pfect) was taken up into cells with comparable efficiency to 

commercially available lipofection reagent. The expression of bcr/abl gene was suppressed to 0.5% by 

the complex of siRNA-NES conjugate and Pfect. The complex of siRNA and Pfect showed no 

cyto-toxicity and an intensive resistance against nucleases digestion to extend the half-life time over 48 

hours. 
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１．研究開始当初の背景 

オリゴDNA/RNAを用いる遺伝子サイレン

シング法（siRNA法，アンチセンス法，アン

チジーン法， DNA/RNA エンザイム法）は，

特定の病原遺伝子を標的とした疾病の治療

法（遺伝子薬）として，また，未知遺伝子の

機能解明のためのツールとして，医学，分子

生物学上大きな注目を集めている。ゲノム医

療，ポストゲノム研究のための基盤技術とし

て，細胞に効率よく導入でき、特定の遺伝子

のみを持続的に強力にサイレンシングする

技術の開発が急務である。 

 

２．研究の目的 

申請者はすでに独自に開発した固相フラ

グメント縮合法を用いてオリゴ DNA/RNAにシ

グナルペプチドなどの様々な機能を持った

生体分子をコンジュゲートすることにより，

オリゴ DNA/RNA を効率よく細胞内に導入し，

しかも，その細胞内での局在化を制御できる

手法の開発に成功している。また，この技術

によりヒト白血病細胞中のテロメラーゼを

１週間にわたり 99.5%以上の効率でサイレン

シングできることを明らかにしている。（こ

の技術を siRNA-核外輸送シグナル（NES）ペ

プチドコンジュゲートに応用し，特異的に白

血病原因遺伝子を非常に高い効率でサイレ

ンシングすることに成功した。 

しかし，siRNA-ペプチドコンジュゲート単

独では細胞内に導入することができず，従来

のカチオン性リポソームを使用しなければ

ならなかった。本研究ではこの問題を解決し，

毒性のない特定遺伝子のサイレンシグ法を

開発するために，siRNA のセンス鎖を核外輸

送シグナル（NES）ペプチドとカチオン性ペ

プチドで同時に修飾し，化学的アプローチに

よりマルチコンジュゲート siRNAを創製する。 

（１） 効率よく細胞に取り込まれる。 

（２） 細胞質に局在化し，標的ｍRNAに強く

結合する。 

（３） 細胞内ヌクレアーゼに耐性でサイレ

ンシング効果を長時間持続する。 

（４） off-target 効果を抑制し、高いサイ

レンシング効果を発揮する。 

３．研究の方法 

（１）固相フラグメント縮合法の拡張とマル

チコンジュゲート siRNAの合成 

siRNAの 5’-末端，3’-末端，中間など複

数の位置に機能性分子を結合させたマルチ

コンジュゲート siRNA の合成法を確立する。

従来のリンカーを用いる方法に加えて、クリ

ックケミストリーの応用を検討する。siRNA

のアンチセンス鎖，センス鎖のどの位置にコ

ンジュゲート，化学修飾を施すのが最も効率

的かを探索する。DNA/RNA 自動合成機により

合成されたオリゴ RNAを用いて固相フラグメ

ント縮合法によりコンジュゲート体を作成

する。化合物の分離，生成は逆相 HPLC を，

同定は MALDI-TOF質量分析計を用いて行う。 

（２）マルチコンジュゲート siRNAの細胞導

入効率評価と選択的局在化制御 

HIV-1 revタンパク，PKIαタンパク，MAPKK

タンパクなどに由来する各種核外輸送シグ

ナル (NES)ペプチドを蛍光ラベル化した

siRNAの様々な位置にコンジュゲートし，細

胞への導入効率と細胞内での所在について

共焦点走査型蛍光顕微鏡およびフローサイ

トメトリーを用いて観察する。M.J.Gait 等は

siRNA と核局在化シグナル（NLS）ペプチド

とのコンジュゲートを細胞内に導入するこ

とに失敗しているが、マルチコンジュゲート

siRNAによってその課題を克服する。 

（３）マルチコンジュゲート siRNAのヌクレ

アーゼ耐性評価 

化学合成したマルチコンジュゲート siRNA

のヌクレアーゼ耐性をヒト血清中で評価し、

HPLC および電気泳動にて解析する。細胞内

安定性、サイレンシング効果持続性の指標と

なる。これまでの研究においてコンジュゲー

ト siRNA はヌクレアーゼに対して非常に耐

性を有していることを明らかにしており（未

発表）、マルチコンジュゲート siRNA ではさ

らに耐性が向上することが期待できる。 

（４）マルチコンジュゲート siRNAによる遺

伝子サイレンシング 

化学合成したマルチコンジュゲート siRNA

を用いてヒト白血病細胞 K-562に発現する



 

 

bcr/abl 遺伝子 mRNAを標的としたサイレン

シング効果を評価し、最適構造のマルチコン

ジュゲート siRNAを探索する。bcr/abl遺伝子

mRNA の発現量は定量ＰＣＲ法により，

bcr/abl遺伝子タンパクの発現量は蛍光標識抗

体法によりそれぞれ定量する。 

（５）ペプチド導入剤を用いるマルチコンジ

ュゲートsiRNAの細胞導入効率評価 

マルチコンジュゲート siRNA を核局在化シ

グナルなどの各種カチオン性ペプチドを用

いて細胞へ導入し，最も効率の高いペプチド

を探索する。その細胞への導入効率と細胞内

での所在について共焦点走査型蛍光顕微鏡

およびフローサイトメトリーを用いて評価

する。申請者らはすでに数種類のカチオン性

両親媒性ペプチドが DNA および RNA の細

胞導入に非常に有効に機能することを発見

しており，それらのペプチドを中心にさらに

機能向上を図る。 

（６）化学修飾 siRNAの合成と細胞内安定性

の増強 

新規核酸塩基修飾ヌクレオシドを合成，

siRNAに組み込み，細胞内でより安定で持続

的な効果を発揮する siRNA 分子を構築する。 

申請者等はこの新規ヌクレオシドをダング

リングエンドに組み込むと二重鎖 DNA/RNA

が強く安定化されることをこれまでの研究

で明らかにしている。特に，ダングリングエ

ンドの化学修飾の効果をヒト白血病細胞に

発現する bcr/abl 遺伝子 mRNA を標的とした

サイレンシング効果により評価する。

DNA/RNA 自動合成機を用いて化学修飾

siRNAを作成する。化合物の分離，生成は逆

相 HPLCを，同定はMALDI-TOF質量分析計

を用いて行う。細胞内安定性はゲル電気泳動

法により解析する。細胞への導入効率と細胞

内での所在について共焦点走査型蛍光顕微

鏡およびフローサイトメトリーを用いて観

察する。bcr/abl 遺伝子 mRNA の発現量は定

量ＰＣＲ法により，bcr/abl遺伝子タンパクの

発現量は蛍光標識抗体法によりそれぞれ定

量する。 

（７）マルチコンジュゲート siRNA を化学

修飾、ペプチド導入剤と組み合わせた遺伝子

サイレンシング法の開発 

マルチコンジュゲート siRNA にさらに新規

化学修飾ヌクレオシドを組み入れ，ペプチド

導入剤と組み合わせることによりヒト白血

病細胞に発現する bcr/abl遺伝子mRNAを標

的としたサイレンシング効果を評価する。ｍ

RNAをターゲットとする siRNA法において

その局在化と阻害活性との相関を明らかに

する。細胞導入効率，細胞内分解酵素耐性を

高めることにより生体系に応用可能な

siRNAを創製する。細胞への導入効率と細胞

内での所在について共焦点走査型蛍光顕微

鏡およびフローサイトメトリーを用いて観

察する。bcr/abl遺伝子mRNA の発現量は定

量ＰＣＲ法により，bcr/abl遺伝子タンパクの

発現量は蛍光標識抗体法によりそれぞれ定

量する。 

 

４．研究成果 

（１）固相フラグメント縮合法の拡張とマル

チコンジュゲート siRNAの合成 

siRNAの 5’-末端，3’-末端，中間など複

数の位置に機能性分子を結合させたマルチ

コンジュゲート siRNA の合成に成功した。

siRNAのセンス鎖 5’-末端にシグナルペプチ

ド、両方の中間と 3’-末端に化学修飾塩基を

導入した。 

（２）マルチコンジュゲート siRNAの細胞導

入効率評価と選択的局在化制御 

各種核外輸送シグナル(NES)ペプチドを蛍光

ラベル化した siRNAの様々な位置にコンジュ

ゲートし，細胞への導入効率を評価し、細胞

内での所在について共焦点走査型蛍光顕微

鏡およびフローサイトメトリーを用いて観

察した。 

（３）マルチコンジュゲート siRNAのヌクレ

アーゼ耐性評価 

マルチコンジュゲート siRNAのヌクレアーゼ



 

 

耐性をヒト血清中で評価し、市販の遺伝子導

入剤を用いた場合には、siRNA は速やかに分

解されたが、ある種のペプチドを混合すると

ヌクレアーゼ耐性が著しく向上することを

見出した。 

（４）マルチコンジュゲートsiRNAによる遺伝

子サイレンシング 

マルチコンジュゲート siRNAを用いてヒト白

血病細胞 K-562 に発現する bcr/abl 遺伝子

mRNA を標的としたサイレンシング効果を評

価したところ、修飾部位によりその活性が大

きく影響を受けることを見出した。 

（５）ペプチド導入剤を用いるマルチコンジ

ュゲートsiRNAの細胞導入効率評価 

マルチコンジュゲート siRNAを核局在化シグ

ナルなどの各種カチオン性ペプチドを用い

て細胞へ導入し，最も効率の高いペプチドを

探索したところ、大変効果の高いペプチドを

見出すことができ、特許出願した。 

（６）化学修飾 siRNAの合成と細胞内安定性

の増強 

申請者等は新規ヌクレオシドをダングリン

グエンドに組み込むと二重鎖 DNA/RNAが強く

安定化されることをこれまでの研究で明ら

かにしている。今回、siRNA の各部位に化学

修飾ヌクレオシドを組み込み、その効果をヒ

ト白血病細胞に発現するbcr/abl遺伝子mRNA

を標的としたサイレンシング効果により評

価した。その結果、センス鎖 10，11 の位置

に化学修飾ヌクレオシドを組みことにより

細胞内安定性が増強されることを見出した。 

（７）化学修飾 siRNAとペプチド導入剤と組

み合わせた遺伝子サイレンシング法の開発 

新規化学修飾ヌクレオシドを組み入れた

siRNA とペプチド導入剤と組み合わせること

によりヒト白血病細胞に発現する bcr/abl遺

伝子 mRNA を標的としたサイレンシング効果

を評価した。その結果、新規両親媒性ペプチ

ド導入剤を用いることにより、細胞毒性の低

減、細胞内ヌクレアーゼ耐性の増強に成功し、

サイレンシング効果も向上することを見出

した。 

（８）化学修飾塩基を組み込んだ siRNAの合

成と RNA干渉効果の増強 

申請者等は新規ヌクレオシドをダングリン

グエンドに組み込むと二重鎖 DNA/RNAが強く

安定化されることをこれまでの研究で明ら

かにしている。今回、5’-末端および 3’-

末端に化学修飾塩基を導入した新規 siRNA分

子を化学合成し、血清中でのヌクレアーゼ耐

性を向上させることと off-target 効果を軽

減することに成功した。また、これらのサイ

レンシング効果を評価した結果とヒトアル

ゴノートタンパクの機能構造を照合し、

siRNA のどの個所のどのような化学修飾が

RNA 干渉作用にどのような影響を与えるかに

ついて合理的に考察する有力な情報を得る

ことができた。 

（９）化学修飾 siRNAとペプチド導入剤と組

み合わせた無毒性細胞内デリバリー法の開

発 

（10）の化学修飾 siRNAとペプチド導入剤と

組み合わせることにより細胞毒性の低減、細

胞内ヌクレアーゼ耐性の増強、off-target効

果の軽減に成功した siRNAを毒性なく細胞内

に導入して、遺伝子サイレンシング効果を発

揮できる方法を開発することができた。次に

は in vivoでの効果を実証したい。 
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