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研究成果の概要（和文）：本研究において、T7 RNA ポリメラーゼを利用した細胞質内で直接

siRNA を発現できる RNAi ベクターの開発を行った。HeLa 細胞又は A549 細胞において、ル

シフェラーゼ発現プラスミド pGL3-control によるルシフェラーゼ発現は、T7 RNA ポリメラ

ーゼ発現プラスミド pCMV-T7RNAP と T7 RNA ポリメラーゼによってルシフェラーゼに対す

る siRNA 発現を誘導するプラスミドベクターpT7-RNAi-Lu のコトランスフェクションによっ

て有意に抑制された。さらに、HeLa 細胞の p53 タンパク質発現は、pCMV-T7RNAP と T7 RNA

ポリメラーゼによって p53 遺伝子に対する siRNA 発現を誘導するプラスミドベクター

pT7-RNAi-p53 のコトランスフェクションによって有意に抑制された。以上の結果より、本研

究において開発した新規 RNAi ベクター系が、期待した機能を有することを確認できた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the RNAi vector system which expressed 

siRNA in cytoplasm using T7 RNA polymerase. The co-transfection of pCMV-T7RNAP and 

pT7-RNAi-Lu significantly suppressed luciferase expression by pGL3-control plasmid in 

HeLa cells and A549 cells. Moreover, the co-transfection of pCMV-T7RNAP and 

pT7-RNAi-p53 significantly suppressed p53 protein expression in HeLa cells. Thus, we 

were able to confirm that the new vector system using T7 RNA polymerase has function to 

suppress the expression of target gene. 
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１．研究開始当初の背景 

RNAi は、高い特異性と簡便性から、標的
遺伝子の発現を抑制する手法として、遺伝子
の機能解析に利用されている。さらに、がん
の進行や増殖に関与する遺伝子を標的とす
ることによってがん治療の新たな治療法と
して、発生や再生に関与する遺伝子の発現を
調節することによって再生医療や細胞治療
の有用な手法として期待されている。 

現在、RNAi の遺伝子機能解析及び疾患治
療への応用のため、遺伝子導入試薬の開発研
究は多数報告されているが、RNAi ベクター
の開発研究に関する報告は非常に少ないの
が現状である。 

 

２．研究の目的 
RNAi は短い 2 本鎖 RNA（siRNA）を直接

細胞内へ導入する、又は siRNA を発現する
ベクターを細胞内へ導入することで標的遺
伝子の発現を特異的に抑制する手法である。
近年、siRNA を発現させるベクター（RNAi

ベクター）が開発され、遺伝子の機能解析及
び疾病の治療へ応用されている。 

現在、白血病や脳神経疾患の病態解析及び
治療法の開発は非常に期待されている。とこ
ろが、白血病細胞や神経細胞は遺伝子導入効
率が低いため、RNAi の利用が困難であると
考えられている。 

一般に、細胞内に導入されたプラスミドベ
クターは、細胞質を経由して、核内に到達し
なければ遺伝子を発現することが出来ない。
ところが、細胞質から核内への移行効率が非
常に低い（10-4 以下）ため、導入されたプラ
スミドベクターの大部分は細胞質に存在し、
核へ移行して遺伝子を発現するプラスミド
ベクターは非常に少ない。そのため、従来遺
伝子導入効率が低いと考えられている細胞
にも、実際は相当量のプラスミドベクターが
細胞内に導入されると推測できる。そこで、
細胞質内に存在する RNAiベクターから直接
siRNA を発現させることが出来れば、遺伝子
導入効率が低い白血病細胞や神経細胞の機
能解析に利用できる RNAiベクターと成り得
ると考えられる。 

以上のことから、本研究では細胞質内で直
接 siRNA を発現できる RNAi ベクターを開
発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 
本研究では、T7 RNA ポリメラーゼを発現

するプラスミドベクターpCMV-T7RNAP 及
び T7 RNA ポリメラーゼによって標的遺伝
子に対する siRNA 発現を誘導するプラスミ
ドベクターpT7-RNAi-p53（がん抑制遺伝子
p53 が標的遺伝子）を用いた新規ベクターシ
ステムを開発する。 

そこで、pCMV-T7RNAP 及び pT7-RNAi 

-p53 を作製した後、pCMV-T7RNAP と pT7 

-RNAi-p53 を用いた新規ベクターシステム
が p53 遺伝子発現を抑制するのかを、従来型
RNAi ベクターが機能する HeLa 及び A549

細胞を用い、ウエスタンブロット法により、
p53 タンパク質発現抑制効果を確認する。 

続いて、白血病細胞（HL-60）及び神経細
胞（PC12）においても新規ベクターシステ
ムのp53タンパク質発現抑制効果を検討する。 

さらに、HL-60 細胞の増殖に関与することが
明らかとなっているがん遺伝子 c-mycを標的
遺伝子として、新規ベクターシステムによる
HL-60 の増殖抑制効果を検討する。 

 
４．研究成果 
遺伝子組換えによって、T7 RNA ポリメラ

ー ゼ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
pCMV-T7RNAP 作製した。次に、T7 RNA

ポリメラーゼによってルシフェラーゼに対
する siRNA 発現を誘導するプラスミドベク
ターpT7-RNAi-Lu、がん抑制遺伝子 p53 に
対する siRNA 発現を誘導するプラスミドベ
クターpT7-RNAi-p53、がん遺伝子 c-myc に
対する siRNA 発現を誘導するプラスミドベ
クターpT7-RNAi-Myc、スクランブル（ネガ
ティブコントロール）の siRNA 発現を誘導
するプラスミドベクターpT7-RNAi-lacZ、T7

プロモーターのみ有するプラスミドベクタ
ーpT7ter を作製した。H1 プロモーターによ
ってルシフェラーゼに対する siRNA 発現を
誘導するプラスミドベクターpHM5-H1-Lu、
がん抑制遺伝子 p53 に対する siRNA 発現を
誘導するプラスミドベクターpHM5-H1-p53、
スクランブル（ネガティブコントロール）の
siRNA 発現を誘導するプラスミドベクター
pHM5-H1-lacZ 及び H1 プロモーターのみ有
するプラスミドベクターpHM5-H1 は、以前
の研究により組換え保持していたものを使
用した。 

はじめに、培養 HeLa 細胞及び A549 細胞
へ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド
pGL3-conrol と RNAi ベクターをコトランス
フェクトし、T7 RNA ポリメラーゼを用いた
新規 RNAiベクター系が機能するか確認した。
HeLa 細胞において、pGL3-conrol によるル
シフェラーゼの発現を pCMV-T7RNAP と
pT7-RNAi-Lu のコトランスフェクションは
有意に抑制した（図 1）。この結果は、A549

細胞においても同様であった。 
次に、T7 RNA ポリメラーゼを用いた新規

RNAi ベクター系が内因性遺伝子産物の発現
を抑制できるかを確認するするため、培養
HeLa 細胞及び A549 細胞へ RNAi ベクター
をトランスフェクトし、p53 タンパク質の発
現抑制効果をウエスタンブロット法により



確認した。培養 HeLa細胞に pCMV-T7RNAP 

と pT7-RNAi-p53 をコトランスフェクトす
ると、p53 タンパク質の発現は有意に抑制さ
れた（図 2）。 

図 1 HeLa 細胞における T7RNA ポリメラ
ーゼを利用した新規 RNAi ベクター系
によるルシフェラーゼ発現抑制効果 

1. pGL3-control+pHM5-H1 

2. pGL3-control+pHM5-H1-Lu 

3. pGL3-control+pCMV-T7RNAP 

+pT7ter 

4. pGL3-control+pCMV-T7RNAP 

+pT7-RNAi-Lu 

 

 

図 2  HeLa 細胞における T7RNA ポリメラ
ーゼを利用した新規 RNAiベクター系
によるp53タンパク質の発現抑制効果 
1. pHM5-H1 

2. pHM5-H1-p53 
3. pHM5-H1-lacZ 
4. pCMV-T7RNAP 

5. pCMV-T7RNAP+pT7ter 

6. pCMV-T7RNAP+pT7-RNAi-p53 
7. pCMV-T7RNAP+pT7-RNAi-lacZ 
8. None transfected 

 

 
以上の結果から、本研究において開発した

T7 RNA ポリメラーゼを利用した新規 RNAi

ベクター系は、培養 HeLa 細胞及び A549 細

胞において、標的遺伝子の発現を有意に抑制
することが確認された。 

 今後は、前骨髄性白血病細胞 HL-60 へ新規
RNAi ベクターをトランスフェクトし、p53

タンパク質の発現抑制効果を確認したい。ま
た、新規 RNAi ベクターを用いて、HL-60 細
胞の増殖に関与している c-mycタンパク質の
発現を抑制することにより、HL-60 細胞の増
殖を抑制することができるか確認したい。 
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