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研究成果の概要（和文）：昨今、microRNAの発現異常が、ガンなどの重篤な疾患を引き起こす原因となることが明らか
となり、microRNAの機能を特異的に制御する機能性分子の開発が希求されている。microRNAは、RISC (RNA-induced si
lencing complex) と呼ばれるリボヌクレオプロテインとなった後、遺伝子発現を制御する。RISCは、RISC中のmicroRN
Aと相補的なmRNA へ結合するため、microRNAはRISCのターゲット捕捉機構の要となっている。本申請課題では、RISCの
標的鎖認識過程に焦点を絞り、その機能を特異的に制御する新規核酸素子の開発を目的とした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs are non-coding RNAs that induce post-transcriptional gene silencing of 
the target genes and regulate a wide range of biological processes including cancers. Therefore microRNAs 
are considered as attractive therapeutic targets for cancer therapy. MicroRNAs do not act alone, but 
exhibit the functions by forming RNA-induced silencing complex (RISC). Among the proteins of RISC 
components, Argonaute protein family has a highly conserved motif called PIWI-box that interacts with 
5’-end of microRNAs. The interaction between PIWI-box and 5’-end of miRNA is an essential factor for 
holding microRNA in Argonaute. We designed peptides as an antagonist against PIWI-box, and then 
introduced these peptides to oligonucleotides targeting microRNAs. In this study, we evaluate the 
regulatory effects of peptide-conjugated oligonucleotides on RISC activity.

研究分野：核酸化学

キーワード： microRNA　アンチセンス核酸　ペプチド　RISC
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの約 9 割が RNA として転写さ
れているという衝撃的な報告がなされてか
ら、RNAに関する研究は急速な発展を遂げ
た。最近では、RNAの 98% が、タンパク
質をコードしない『non-coding RNA』であ
り、その多彩な機能が数多く報告されてい
る。non-coding RNA の中でも、とりわけ、
microRNA と呼ばれる小さな RNA に高い
関心が寄せられている。 microRNAは、ヒ
トの全遺伝子の 1/3 以上もの発現を制御
しており、細胞の分化や増殖、さらには発
生段階における遺伝子発現の時間的制御と
いった極めて重要なプロセスに関与してい
ることが明らかとなった。また、microRNA
の発現異常が、ガンなどの重篤な疾患の原
因にもなっていることから、microRNA の
機能を特異的に制御する分子は、疾患治療
や microRNA の未知の機能を解明するツ
ールの創製に繋がると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
microRNA はそれ自身が単独で働くのでは
なく、RISC (RNA-induced silencing complex) 
と呼ばれる 『RNA とタンパク質との複合
体』 となって、初めてその機能を発現する。
RISC は標的 mRNA と結合した後、mRNA
を切断あるいは翻訳過程を阻害することで、
遺伝子発現を制御する。RISC は、RISC 中
の microRNA と相補的な mRNA へ結合する
ため、microRNAは RISCのターゲット捕捉機
構の要となっている。このため RISC 中から
microRNA を解離させることで RISC の機能
は失活すると期待される 
	
 microRNA は RISC の中核タンパク質であ
る Argonaute(AGO)の PIWI-box と呼ばれる領
域と結合しており、PIWI-Box 中の Lys 残基
(K532,K565)と microRNA 5’末端のリン酸基
との静電的相互作用が、microRNAが AGO中
に保持される為に必須であることが報告さ
れている。そこで我々は、この相互作用を阻
害することで、RISCから microRNAを解離出
来るのではないかと考えた。本研究では、
PIWI-boxとmicroRNAの 5'末端との相互作用
を阻害するペプチド（RINDA: RISC-inhibitor 
disturbing active site of RISC）をオリゴ核酸に
コンジュゲートした新規遺伝子制御素子
（RINDA-as）を開発し、その RISC機能阻害
効果を評価することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、microRNA の機能を特異的
かつ強力に阻害する分子の開発を目指し、以
下の２点について重点的に検討を行った。 
 
I. RINDA-as の合成と microRNA 解離効果の
検証 
PIWI-Box中の Lys基とmicroRNA 5’末端の

リン酸基との静電的相互作用を阻害する為
に、酸性もしくは塩基性のペプチドアンタ
ゴニスト (RINDA:RISC-inhibitor disturbing 
RISC active-site)を複数種類設計した。
RINDAとmicroRNAと相補的なオリゴ核酸
の 3’末端とを架橋したペプチドコンジュゲ
ート核酸(RINDA-as)は、OH 基と NH2基が
担持された固相を用いて Fmoc 固相合成法
によりアミノ酸配列を縮合した後、
microRNA と相補的な配列を持つアンチセ
ンス核酸をホスホロアミダイト法により伸
長することによって合成した (Table 1, 
Fig.1)。	
 
	
 
	
 
     Table 1 Sequences of oligonucleotides 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
      Fig. 1 Chemical Structure of RINDA-as	
 
	
 
RINDA-as の microRNA 鎖解離効果を in 
vitro Unloading Assay により評価した。
human Argonaute タンパク質（hAGO2）を
強発現させた細胞溶解液中に 32P 標識した
microRNA を添加し、RISCを形成させた後、
anti-hAGo2抗体と protein-G固定化 beads を
用いて RISC を固相上に固定した。この
RISC 担持ビーズに種々のアンチセンス核
酸を添加し、溶相と固相に分画して各々の
放射活性を測定することで microRNA 解離
効果を評価した。 
 
 II. 生細胞中における RINDA-as の RISC 機
能阻害効果の評価 
HeLa細胞にルシフェラーゼ mRNAを標的と
する microRNA（mir-Luc）をトランスフェク
ションし、24時間培養した後、ルシフェラー
ゼ発現プラスミド（pGL4.13）と RINDA-as
をコトランスフェクションした。さらに 24
時間培養後、ルシフェラーゼアッセイを行う
ことで RISC機能阻害効果を評価した。 
 
 
４．研究成果 
I. RINDA-as の合成と microRNA 解離効果の
検証 
RINDA-as のガイド鎖解離効果を in vitro 
Unloading Assay 2)で評価した結果、RINDAを
導入していないアンチセンス核酸(ASO)を用

5’�
Oligo RNA  



 

 

いた場合にも、RISCから microRNAが時間依
存的に解離することが明らかとなった。酸性
ペプチド (Glu)をコンジュゲートした
RINDA(E3)-asは、ASOと比較して microRNA
解離効果が 10〜15%向上した(Fig.3)。塩基性
ペプチド (Lys)をコンジュゲートした
RINDA(K3)-as の場合には、ASO よりも
microRNA 解離効果が最大で約 10%低下する
ことが明らかとなった。また、Glu 残基の数
を検討した結果、Glu を 3 つコンジュゲート
した RINDA(E3)-as の microRNA 解離効果が
最も高いことが示唆された(Fig.4)。AGOの X
線結晶構造解析結果より、RINDA(E3)-asに見
られた microRNA解離促進効果は、PIWI-box
中の Lys 残基と RINDA(E3)-as の Glu 残基と
の静電的相互作用によって誘起されたと考
えている。また、RINDA(E3)-asの microRNA
解離効果が最も高かった原因としては、
RINDA(E3)-asの Glu残基数（３残基）が最も
PIWI-box のポケットに到達しやすい長さな
のではないかと考察している。 
 
II. 生細胞中における RINDA-asの RISC機能
阻害効果の評価 
RINDA-asの生細胞系における RISC機能
阻害効果を検討した（Fig.4）。ルシフェラ
ーゼ発現細胞に mir-Luc を導入すると、ルシ
フェラーゼ活性は mir-Luc 導入前と比較して
10 % まで減少した。この細胞に酸性のアミ
ノ酸残基を有する RINDA-as（RINDA(EEE)- 
as）を導入すると、ルシフェラーゼ活性は
mir-Luc導入前と比較して 84 %まで回復した。
一方、RINDAを持たないアンチセンス核酸の
場合には、ルシフェラーゼ活性の回復は 62 % 
に止まった。また、カチオン性のアミノ酸残
基を有する RINDA-as（RINDA(KKK)-as）を
用いた場合には、ルシフェラーゼ活性はほと
んど回復しなかった。以上の結果より、酸性
のアミノ酸残基をオリゴヌクレオチドに導
入することで、RISC 機能阻害効果が向上さ
れることが示された。以上の結果より、
microRNA の 5’末端のリン酸基と、PIWI-box
中の Lys 残基との相互作用を阻害することが、
RISC 機能を抑制する上で極めて重要である
ことが示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
Fig.3  Percent microRNA released from RISC by 
antisense oligonucleotide. RISC on beads = 10 
fmol. [RINDA-as]=[ASO]=[Control ASO]= 1 µM.  

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
Fig.4 RINDA-as inhibits luciferase-targeting RISC 
in luciferase-expressing HeLa cells. 
[mir-Luc] = 20 nM, transfection time : 24h 
[ASO] = 1.3~5 nM, transfection time : 6h 
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 京都薬科大学	
 愛学

館	
 愛学ホール（〒607-8414	
 京都府京
都市山科区御陵中内町５）山吉麻子	
 
『生命現象を支配する『小さな RNA』を
狙い撃つ機能性分子の開発』	
 第 14 回
NMMS セミナー	
 

	
 
16. 2014年 9月11日～13日	
 岡山大学	
 津

島キャンパス	
 一般教育棟（〒700-8530	
 
岡山市北区津島中 2丁目 1 番 1 号）	
 ○
山吉	
 麻子・有吉	
 純平・松山	
 洋平・小
堀	
 哲生・村上	
 章、RISC の microRNA 保
持機構に着目した遺伝子制御素子の開
発、第 8回バイオ関連化学シンポジウム	
 	
 

	
 
17. 2014年 9月7日～8日	
 東京医科歯科大

学	
 M&D タワー	
 (〒113-0034	
 東京都文
京区湯島 1-5-45)	
 ○山吉	
 麻子・有吉	
 
純平・松山	
 洋平・栄森	
 奈緒・小堀	
 哲
生・村上	
 章、Mature-microRNA を標的
とした機能性分子の設計指針	
 アンチ
センス・遺伝子デリバリーシンポジウム
2014	
 	
 

	
 
18. 2014年 9月7日～8日	
 東京医科歯科大

学	
 M&D タワー	
 (〒113-0034	
 東京都文
京区湯島 1-5-45)	
 山吉	
 麻子・○吉本	
 
航大・岸本	
 恭介・小堀	
 哲生・村上	
 章、
HEXIM1	
 タンパク質に対して特異的結合
能を有する機能性核酸を用いた新規転
写阻害剤の開発、アンチセンス・遺伝子
デリバリーシンポジウム	
 

	
 

19. 2014 年 9 月 7 日～8 日	
 東京医科歯科大
学	
 M&D タワー	
 (〒113-0034	
 東京都文
京区湯島 1-5-45)○有吉	
 純平・山吉	
 麻
子・栄森	
 奈緒・小堀	
 哲生・村上	
 章、
RISC 活性の制御を目指した機能性核酸
の開発(Ⅰ)RISCの microRNA保持機構の
阻害を狙ったペプチドコンジュゲート
核酸の開発、アンチセンス・遺伝子デリ
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 麻子・○岸本	
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田村	
 理恵・村松	
 千愛・小堀	
 哲生・芦
原	
 英司・村上	
 章、フラグメント化抗体
結合型核酸ドラッグの開発と機能評価、
アンチセンス・遺伝子デリバリーシンポ
ジウム 2014	
 

	
 
21. 2014年 7月24日～25日	
 東京工業大学

大岡山キャンパス	
 西 9 号館ディジタ
ル多目的ホール(〒152-8550	
 東京都目
黒区大岡山 2-12-1)○山吉	
 麻子・有吉	
 
純平・松山	
 洋平・小堀	
 哲生・村上	
 章、
人工核酸による non-coding	
 RNA の機能
制御（III)	
 microRNA の機能を阻害する
分子の設計指針、第 24 回	
 バイオ・高
分子シンポジウム	
 	
 

	
 
22. 2014 年 7 月 24 日～25 日	
 ポスター発表

東京工業大学大岡山キャンパス	
 西 9
号館ディジタル多目的ホール (〒
152-8550	
 東京都目黒区大岡山 2-12-1)
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 純平・山吉	
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 哲生・村上	
 章、人工核酸による
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 RNA の機能制御(Ⅳ)RISC の
microRNA 保持機構に着目した機能性分
子の設計、第 24 回	
 バイオ・高分子シ
ンポジウム	
 

	
 
23. 2014年 5月27日〜29日	
 名古屋国際会

議場	
 (〒456-0036	
 名古屋市熱田区熱
田西町 1番１号）○有吉	
 純平・山吉	
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子・栄森	
 奈緒・小堀	
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microRNA を解離させる新規核酸素子の
設計指針、第 63 回高分子学会年次大会	
 
高分子学会予稿集	
 

	
 
24. 2014年 5月27日〜29日	
 名古屋国際会

議場	
 (〒456-0036	
 名古屋市熱田区熱
田西町 1番１号）○山吉	
 麻子・松山	
 洋
平・有吉	
 純平・村上	
 章・和田	
 健彦・
嶋田	
 直彦・丸山	
 厚、カチオン性くし型
共重合体の主鎖の化学構造が核酸シャ
ペロン活性に与える影響、第 63 回高分
子学会年次大会	
 

25. 2014年 5月27日〜29日	
 名古屋国際会
議場	
 (〒456-0036	
 名古屋市熱田区熱
田西町 1番１号）山吉	
 麻子・○吉本	
 航



 

 

大・岸本	
 恭介・小堀	
 哲生・村上	
 章、
HEXIM1	
 タンパク質に対して特異的結合
能を示す	
 RNA	
 モチーフの探索と新規転
写阻害剤としての応用、第 63 回高分子
学会年次大会	
 

	
 
26. 2014年 5月 17日	
 京都産業大学	
 神山

ホール(〒603-8047	
 京都府京都市北区
上賀茂本山)山吉	
 麻子・○吉本	
 航大・
岸本	
 恭介・小堀	
 哲生・村上	
 章、HEXIM1	
 
タンパク質に対して特異的結合能を有
する RNA モチーフの探索と新規転写阻
害剤への応用、第 61 回	
 日本生化学会
近畿支部例会	
 

	
 
27. 2014年 5月 17日	
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 神山

ホール(〒603-8047	
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上賀茂本山)	
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 千愛・小堀	
 哲生・芦
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 章、抗体結合型核酸ドラ
ッグの開発と機能評価、第 61 回	
 日本
生化学会近畿支部例会	
 	
 

	
 
28. 2014年 5月 17日	
 京都産業大学	
 神山

ホール(〒603-8047	
 京都府京都市北区
上賀茂本山)山吉	
 麻子・○栄森	
 奈緒・
有吉	
 純平・小堀	
 哲生・村上	
 章、RISC	
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能の制御を目指したペプチドコンジュ
ゲート核酸の開発、第 61 回	
 日本生化
学会近畿支部例会	
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