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研究成果の概要（和文）：相補的な2本鎖DNA間を脱塩基部位でクロスリンク（CL)する方法が、2本鎖RNA、2’
-O-methyl RNA（MeRNA）に対しても有効であることをはじめに実証した。続いて、CL2本鎖構造は隣接する1本鎖
における相補鎖とのハイブリを高度に安定化することを見出した。この性質に基づき、MeRNAから成るCL2本鎖
を、miRNAに相補的な配列の両末端または一方のみに有するanti-miRNA oligo (AMO)を合成した。両末端にCL2本
鎖を導入したAMOは従来型AMOよりも高い抑制活性と持続的効果を示すこと、またそれぞれの末端のCL2本鎖はAMO
において異なる役割を有することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We had previously developed an interstrand cross-link (CL) that covalently 
conjugates a pair of apurinuc/apyrimidinic sites (AP sites) on complementary DNA duplex. We first 
examined whether the AP site-based cross-link could be applied to complementary 2′-O-methyl RNA 
(MeRNA) duplexes. Next, we prepared several MeRNA-based anti-miRNA oligonucleotides (AMOs) having CL
 duplex at the end(s) of the antisense strand, and investigated relationship between the miRNA 
inhibition activity and the AMO structure. Interestingly, the AMO having the CL-duplex at both 
terminals exhibited the highest activity and the inhibitory activity was largely affected by the 
positions of the duplex in AMO molecules. These results indicate the potency of the present 
structural basis for developing AMO as therapeutic applications.

研究分野： 核酸化学
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1．研究開始当初の背景 

microRNA(miRNA)は、mRNA に結合すること

でその発現を調節する一方で、それ自身の発

現量の変化が遺伝子発現にアンバランスを

誘起して疾病の原因にもなる。miRNA の mRNA

への結合を抑える有効な技術として、miRNA

に対するアンチセンスを挙げることができ、

最近でも miR-122 のアンチセンスによる HCV

感染治療（Science, 327, 198, 2010）や、

miR-10b に対するアンチセンスでの乳癌の転

移抑制（Nature Biotech., 28, 341,2010)な

ど、高い効果が数多く報告されている。一方

で最近、アンチセンスとは異なる分子構造で

miRNA の効果を抑える技術も報告された。例

えば、miRNA と相補的な繰り返し配列を細胞

において発現させると、miRNA の効果が非常

に強く抑制されることが示された（miRNA 

sponge, Nat.Methods, 4, 721, 2007）。また、

miRNA と相補的な配列が 2 つの塩基対によっ

て挟まれたデコイ核酸（Tough Decoy、以下

TuD）も、アンチセンスより高い抑制効果を

示した（Nucleic Acids Res., 37, e43, 2009）。

これらは miRNA-タンパク質複合体が本来有

する RNA結合機構を利用することで miRNA の

効果を競合阻害するため、非常に強い抑制効

果を示すと考えられている。 

一方、miRNA sponge と類似して、RNAi の

繰り返し配列からなる高分子をDNAからの転

写によって細胞外で作製したところ、RNA は

球状構造（RNAi-microsponge）を形成した。

その sponge はカウンターカチオンの存在で

コンパクトとなって細胞内に取り込まれ、細

胞内において活性なsiRNA構造が徐々に切り

出され、持続的な RNAi 効果が得られること

が示された（Nature Materi., 11, 316, 2012）。

これは、細胞内での RNA の維持において RNA

分子の集積化の高い可能性を示唆している。 

TuD は２つの長い塩基対（18、10 塩基対）

と２つのmiRNA結合部位（25塩基）からなり、

全鎖長は 100 塩基近くに達する。高い潜在能

力を有する TuD を、将来的に化学合成医薬品

として得るには、可能な限り低分子化するこ

とが合成上極めて有利である。しかしながら

一方で、細胞内において持続的に機能するに

は上記の RNAi-microsponge で示された“単

位構造の集積化”という概念を合成核酸に新

たに取り入れることも重要なポイントであ

る。つまり、“低分子化”と“細胞内で分断

可能な分子集積化”を両立する技術が新たな

核酸医薬分子の創出につながると考えた。 

研究代表者は最近、２本鎖核酸中のアルデ

ヒド基に対して高効率で反応する化合物（J. 

Am. Chem. Soc., 131, 13208, 2009）と、そ

れを利用して２本鎖間を架橋する技術を開

発した（Chem. Commun., 48, 2143, 2012）。

架橋化は２本鎖を極めて安定化し、核酸分解

酵素に対しても高い耐性を獲得させた。また

研究分担者（南川）は、核酸分解酵素に対す

る高い耐性を有し、自然免疫応答を誘導しな

い 4'-チオ核酸の合成に成功している

（Nucleic Acids Res., 40, 5787, 2012）。

そこで我々は本開発において、この架橋化と

4'-チオ核酸誘導体技術をさらに発展させ、

低分子化TuD型デコイを細胞内において徐放

する集積化技術を開発する。 

 
２．研究の目的 

miRNA は核酸医薬の有効な標的として期待

されているが、最近 miRNA に結合することで

その働きを非常に強力に抑える100塩基程度

の高分子デコイ（おとり）核酸が報告された。

また、転写によって得られた繰り返し配列の

長鎖 RNA は球状構造を形成し、細胞内におい

て高い持続性を有することが示された。しか

しながら核酸合成では、これらの高分子 RNA

を高収量で得ることは困難である。そこでこ

のジレンマを解決するために我々は、低分子

RNA 鎖を合成後、化学的に効率良く連結する

ことでRNAの分子集積体を構築する新技術を

開発する。さらに集積体化された RNA は細胞

内において徐々に安定化低分子デコイを放



出し、高い持続性を発揮させる。本開発によ

って我々は、核酸医薬における新しい創薬プ

ラットフォームの構築を達成する。 

 
３．研究の方法 

我々は、有機化学と RNA 工学に関する技術

を駆使し、新規なアンチ miRNA オリゴ（以下

AMO）を開発し、さらに心疾患への適用を目

指すことを計画した。 

(1) 2 本鎖安定化技術の開発：これまでの 2

本鎖含有型 AMO では、通常の 2 本鎖が用い

られてきた。より安定で低分子化させた 2

本鎖を用いるため、 2’-O-methyl RNA 

(MeRNA)などの修飾2本鎖間を共有結合によ

って連結する技術を開発する。2本鎖間の連

結には、末端および内部のそれぞれで連結

する手法を開発し、さらに、クロスリンク

された 2本鎖（CL2 本鎖）の安定性と、それ

が隣接するハイブリにどのような影響を与

えるかどうかに関しても検証する。 

(2) 低分子化 AMO の構築と活性評価：CL2 本

鎖 MeRNA を miRNA の相補鎖の末端に導入し、

細胞内における miRNA の抑制活性を従来型

AMO と比較する。さらに AMO 間の連結技術の

開発にも取り組む。 

(3) 心筋、心線維芽細胞に対する核酸医薬分

子の開発：従来よりも効果的に作用する AMO

を開発後、心疾患の抑制や心筋細胞の分化

に関わる miRNA を新規な AMO によって抑制

し、将来的に心疾患への治療に役立つ AMO

の構築を目指す。 

 
４．研究成果 

（１）修飾核酸の CL 反応とその安定性評価 

我々は、2 本鎖 DNA の相補的な部位に脱塩

基部位を生成させ、それらを２価のアミノオ

キシ基を有する CL 試薬によって連結する反

応を以前に開発していた。同架橋化反応が、

2 本鎖 RNA に対しても有効かどうかを調べた

結果、RNA 鎖中にも脱塩基部位を形成させた

CL が可能であることを確認した。しかしなが

ら、CL された RNA（CL-RNA）は保存期間中に

わずかに分解が見られ、CL-DNA よりもわずか

に不安定である可能性が確認できた。そこで

MeRNAの2本鎖に対するCL反応を行った結果、

DNA、RNA と同様に脱塩基部位の生成とその

CL が可能であり、CL2 本鎖は安定であること

を明らかにした。 

次に 12 mer の MeRNA ならびに DNA から成

る 2本鎖を CLして精製した後、円二色性（CD）

測定を幾つかの温度条件で行った。その結果、

通常の相補的な2本鎖は高温条件下では構造

が破壊されるが、CL2 本鎖は 1 本鎖への解離

は見られず2本鎖構造を維持することを確認

した。これは鎖内部においてCLされた場合、

2 本鎖は非常に安定化されることを示唆して

いる。 

（２）CL2 本鎖のハイブリへの影響 

 

22 mer の RNA と相補的な配列を有する DNA

（as）が、12 mer の CL2 本鎖と結合したオリ

ゴ（dCL-as、図１）において、RNA との融解

温度（Tm）がどのような影響を受けるかどう

かを調べた。比較として、一般的な 2本鎖構

造（dDS）および 1本鎖構造（dSS）を隣接部

位に有する DNA（dDS-as, dSS-as）を用いて

それぞれの Tm 値を比較した。実験の結果、

通常の 2本鎖構造を有する DNA（dDS-as）は、

1本鎖構造のオリゴ（dSS-as）と同じ Tm 値を

示した。一方で、CL2本鎖を有するdCL-asは、

dSS-as、dDS-as よりも 10度以上高い Tm 値を

示し、標的 RNA とのハイブリが高度に安定化

されていることを明らかにした。CL2 本鎖構

造を有する異なる構造のDNA分子をさらに複

数種類合成し、それらの性質を詳細に調べ、

ハイブリの安定化現象がCL2本鎖特異的に生

じていることを見出した。また、この安定化

効果は MeRNA においても保持され、CL2 本鎖



MeRNA の接続によって、1本鎖 MeRNA の Tm は

15 度以上向上することを確認した。ハイブリ

の Tm から熱力学的パラメーターを算出し、

安定化効果に関する原因を調べた。その結果

CL2 本鎖は、隣接 1 本鎖のハイブリにおいて

エントロピーの減少を抑制する効果を有し、

それによってハイブリを安定化しているこ

とを明らかにした。 

（３）CL2 本鎖 MeRNA を有する AMO の構築と

活性評価 

 上記の通り、MeRNA から成る CL2 本鎖はそれ

自身が非常に安定な2本鎖であるばかりでは

なく、隣接する 1本鎖領域のハイブリを安定

化する新規な現象を見出した。こうした予想

外の結果を受け、CL2 本鎖を活用する実験を

実施した。 

MeRNA から成る CL2 本鎖を、5’および 3’

末端の両方またはいずれか一方にのみ有す

る miR-21 に対する anti-miRNA oligo (AMO)

を合成し、HeLa 細胞における miRNA 抑制効果

を調べた。その結果、両末端に CL2 本鎖を導

入した AMO（5’3’CL2）が、最も高い抑制活

性を示すこと、また CL2 本鎖を 5’または 3’

末端それぞれに導入された AMO（5’CL, 

3’CL）では活性が大きく異なることを見出

した（図２）。続いて miR-21 と同様に、他の

miRNA（miR-16, let-7c）に対しても同様の

AMOを構築し、それぞれ HCT116 ならびに HeLa

細胞を用いて抑制活性を比較した。miR-16、

let-7c に対する AMO も、miR-21 に対する AMO

と同様の構造活性相関を示し、共通した抑制

機構があることが示唆された。 

5’3’CL2、5’CL、3’CL の核酸分解酵素

に対する安定性を調べたところ、最も miRNA

抑制活性の高い 5’3’CL2 は、非常に高い核

酸分解酵素耐性を示した。しかしながら、5’

または 3’にのみ CL2 本鎖を有する AMO の核

酸分解酵素耐性は、活性とは反する結果とな

った。また、それぞれの AMO は、RNA-induced 

silencing complex (RISC)に結合しているこ

とも、免疫沈降とノーザンブロットによって

確認した。 

（４）まとめと考察 

本研究は初めに2本鎖構造の安定化法に関

する研究から開始し、その過程で CL2 本鎖が

隣接する1本鎖におけるハイブリを高度に安

定化するという新現象を見出した。そこで当

初の計画を変更し、この新しい現象の解明と

AMO への応用に展開した。CL2 本鎖を有する

AMO は従来型 AMO よりも極めて高い miRNA 抑

制効果を有すること、さらに CL2 本鎖の導入

部位がその活性に大きく影響することなど

を見出した。分子生物学的技術とも組み合わ

せ、CL2 本鎖が核酸分解酵素に対する耐性の

向上と、Argonaute との相互作用を介して

miRNA に対する高い親和性を与える機構を提

案するに至った。 
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