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研究成果の概要（和文）：本研究によりヒトアルゴノート２タンパクの機能構造に基づくsiRNAの化学修飾によりAgo2
によるアンチセンス鎖選択の効率を改善することが可能となること、シグナルペプチドとのコンジュゲートにより細胞
内局在化の制御が可能となること、両親媒性ペプチドとの複合体により細胞膜透過性の改善及び細胞内での安定性の向
上が可能となることを示すことができた。今後、さらに多様な化学修飾、コンジュゲート、複合体の組み合わせにより
、細胞内の標的分子と親和性良く特異的に結合して、副作用なく目指した作用だけを発揮する様な核酸医薬分子の設計
に近づくことができると期待される。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we could demonstrate that chemical modification of siRNA 
increased the probability of the selection of antisense strand by Ago2, that conjugation of siRNA with 
signal peptides made it possible to control the intracellular localization of siRNA, and that 
non-covalent complexation of siRNA with the designed amphiphilic peptide improved cellular uptake and 
biological stability of siRNA. By a combination of further chemical modification, conjugation and 
complexation with a variety of functional molecules, we believe we can design an optimized structure of 
siRNA therapeutics which can effectively penetrate into cells and bind to the target molecule with a good 
affinity and specificity, without any side effects.

研究分野：化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
siRNA や miRNA およびアンチセンス
DNA/RNA などの小分子核酸により特定の
遺伝子の発現を制御する遺伝子サイレンシ
ング法は医学、分子生物学における研究ツー
ルとして定着し、さらには、新しい医薬とし
ての期待が高まっている。特に siRNA は化
学合成により高活性で高品質なものが取得
できるため医薬として最も有力な候補と目
されている。しかしながら、（１）細胞内へ
のデリバリー、（２）細胞内での安定性、（３）
off-target 効果の低減などの課題克服に向け
て化学修飾による構造の最適化に関する研
究は未だに不十分である。その第 1 の原因は
siRNA の関与する RNA 干渉機構の中心的な
役割を担うヒトアルゴノート 2 タンパク
（hAgo2）の作用機構の解明が不十分であっ
たために、合理的な siRNA の化学構造の最
適化が困難なためである。2012 年、hAgo2
のX線構造解析および作用機構に関する重要
な論文が発表され、siRNA の化学構造の最適
化に重要な示唆がなされた。(MacRae J. et al, 
Science 2012, Tomari Y. et al, Nat Struct 
Mol Biol. 2012)また、当研究室ではペプチド
との機能融合による siRNA の無毒性細胞内
デリバリーとサイレンシング効率の向上を
達成してきた。すなわち、アルギニンとロイ
シンの繰り返し配列を持つ両親媒性ペプチ
ドRLｎは siRNAに対して-シート構造をと
りながら強く結合して、その複合体は毒性な
く効率よく細胞膜を透過し、かつ、siRNA を
ヌクレアーゼ分解から保護すること（Fujii et 
al., Journal of Peptide Science, 2012）、さら
には siRNA のパッセンジャー鎖の 5’-末端に
核外輸送シグナル(NES)ペプチドを結合した
NES-siRNA コンジュゲートは 95%以上の効
率で慢性骨髄性白血病原因遺伝子 bcr/abl を
選択的に抑制することを見出している。
（Fujii et al., Progress in Drug Delivery 
Systems, 2011）本研究では hAgo の機能構
造に基づいた siRNA の化学構造の最適化と
ペプチドとの機能融合による最強の siRNA
分子の構築とデリバリー法の確立により
siRNA 医薬の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
（１）MID ドメインの機能構造に基づく
5’-末端修飾による最適 siRNA 化学構造の
探索 
hAgo2のMID ドメインはその Lys, Arg残
基により siRNA のガイド鎖 5’-末端のリン
酸を認識し、この時点でガイド鎖とパッセ
ンジャー鎖との区別が行われている。
(MacRae J. et al, Science 2012）したがって、
ガイド鎖 5’-末端をリン酸基（－電荷）で、
パッセンジャー鎖 5’-末端を＋電荷または
中性グループで修飾することにより、両鎖
の区別が最適化され、off-target 効果を解
消することができると予想される。ガイド
鎖とパッセンジャー鎖の様々な 5’-末端修

飾体を合成し、そのサイレンシング効果を
詳細に評価しながら、最適な siRNA 化学
構造を探索する。 
（２）PAZドメインの機能構造に基づく 3’-
末端修飾による最適 siRNA 化学構造の探
索 
hAgo2のPAZ ドメインは siRNA ガイド鎖
3’-末端を認識し、siRNA の 2 本鎖を解く
際、N ドメインがそのくさびの役割をして
いることが示唆された。(Tomari Y. et al, Nat 
Struct Mol Biol. 2012) 
すなわち、siRNA のガイド鎖 3’-末端側の
解けやすさがその活性に大きく影響するこ
とが予想される。当グループがデザインし
た塩基修飾ヌクレオシド（X）は 2 重鎖核
酸のダングリングエンドをスタッキングに
より安定化するとともに２重鎖中では対面
塩基をフリップアウトさせることを見出し
ている。したがって、X を siRNA のガイド
鎖 3’-末端オーバーハング部位に組み入れ
ることにより siRNA 二重鎖は解けにくく
なり、活性が低下し、反対にガイド鎖 3’-
末端近傍の 2重鎖部分に組み入れることに
より siRNA 二重鎖は解けやすくなり、活
性が向上すると期待できる。その他の 3’-
末端側化学修飾の効果を評価し、最適な
siRNA 化学構造を探索すると同時に、
hAgo2 の作用機構を検証する。 
（３）MID ドメインの機能構造に基づく
hAgo-RNA コンジュゲートによる人工
RNAi 装置の創製 

hAgo2 の MID ドメインの Lys906 と
siRNA のガイド鎖 5’-末端を共有結合でつ
ないだ hAgo-RNA コンジュゲートを合成
し、そのサイレンシング効果を詳細に評価
しながら、最適な siRNA 化学構造を探索
する。siRNA は細胞内でのヌクレアーゼ分
解により短寿命であるが、hAgo2 と複合体
を形成した後は安定で、ターンオーバーも
大きいとされている。hAgo-RNA コンジュ
ゲートはより安定で大きなターンオーバ
ーが期待でき、off-target 効果も完全に解
消されるため、優れた人工 RNAi 装置が創
製できる。 
（４）両親媒性ペプチド RLｎによる
siRNA の無毒性細胞導入法の開発 
申請者は両親媒性ペプチド RLｎによる

siRNA の細胞導入効率を向上させ、in vivo
での応用に供するため、RLｎと長鎖脂肪酸、
PEG、細胞認識糖鎖、ガン細胞特異的リガ
ンドなど各種機能性化合物とのコンジュゲ
ートを合成し、その生化学特性およびサイ
レンシグ効率を評価する。最終的には（１）
－（４）の成果をもとに最強の siRNA 分
子の構築とデリバリー法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）MID ドメインの機能構造に基づく
5’-末端修飾による最適 siRNA 化学構造の
探索 



①ガイド鎖 5’-末端の修飾 
ガイド鎖 5’-末端は MID ドメインのリジン、
アルギニン残基に結合するので、－電荷を
持つグループが有利である。ガイド鎖 5’-
末端を－OPO32-、－COO-、－SO３

-などで
修飾した siRNA を化学合成し、従来から
行っている hTERT および bcr/abl 遺伝子
サイレンシング活性をリアルタイム定量
PCR により評価しながら、リンカーの長さ
など最適 siRNA 化学構造を探索する。も
しも、これらの修飾により活性の向上が認
められない場合にはガイド鎖 5’-末端は未
修飾な水酸基とする。 
②パッセンジャー鎖 5’-末端の修飾 
Off-target 効果を回避するためにはパッセ
ンジャー鎖 5’-末端は MID ドメインのリジ
ン、アルギニ残基と反発する＋電荷を持つ
グループかリン酸化できない中性グループ
で修飾されるほうが有利と考えられる。パ
ッセンジャー鎖 5’-末端をアミノ基、トリ
メチルアンモニウム基、グアニジル基、メ
チル基、メチルカルバモイル基等で修飾し
た siRNA を化学合成し、従来から行って
いる hTERT および bcr/abl 遺伝子サイレ
ンシング活性をリアルタイム定量 PCR に
より評価しながら最適 siRNA 化学構造を
探索する。 
③ガイド鎖およびパッセンジャー鎖 5’-末
端の修飾 
１－１．および１－２の結果を踏まえて
siRNA の 5’-末端の化学構造を最適化する。
これにより、off-target 効果を抑制した特
異性の高い siRNA が構築できる。 
 
（２）PAZドメインの機能構造に基づく 3’-
末端修飾による最適 siRNA 化学構造の探
索 
①ガイド鎖 3’-末端の修飾 
X を siRNA のガイド鎖 3’-末端オーバーハ
ング部位に組み入れることにより siRNA
二重鎖は解けにくくなり、活性が低下する
と予想できる。hAgo 中の N ドメインがそ
のくさびの役割をしているという機構が
検証できる。化学合成した siRNA を用い
て、従来から行っている hTERT および
bcr/abl 遺伝子サイレンシング活性をリア
ルタイム定量 PCR により評価しながら最
適 siRNA 化学構造を探索する。 
②ガイド鎖 3’-末端近傍の修飾 
X、ミスマッチマッチ塩基、脱塩基ヌクレ
オチド等をガイド鎖 3’-末端近傍に組み入
れた siRNA の二重鎖は解けやすくなり、
かつ、3'-エクソヌクレアーゼによる分解耐
性が向上し、活性が向上すると期待できる。
化学合成した siRNA を用いて、従来から
行っている hTERT および bcr/abl 遺伝子
サイレンシング活性をリアルタイム定量
PCR により評価しながら、最適 siRNA 化
学構造を探索する。 
③ガイド鎖 3’-末端及び近傍の修飾 

２－１，２－２の結果を踏まえてガイド鎖
3’-末端の解けやすさおよびヌクレアーゼ
耐性とサイレンシング効果の相関を検証し
ながら、siRNA の 3’-末端の化学構造を最
適化する。 
（３）hAgo-RNA コンジュゲートによる人
工 RNAi 装置の創製 
hAgo2 の MID ドメインの Lys906 は
siRNA のガイド鎖 5’-末端リン酸基に近接
している。ガイド鎖 5’-末端をアミノ基と反
応するカルボニル基などの官能基で修飾し
た siRNA を hAgo に取り込ませると、溶液
中で自発的に共有結合を形成すると考えら
れる。Lys906 のアミノ基をガイド鎖 5’-末
端と共有結合でつないだ hAgo-RNA コン
ジュゲートを合成し、その hTERT および
bcr/abl 遺伝子に対するサイレンシング効
果を詳細に評価しながら、最適 siRNA 化
学構造を探索する。siRNA は細胞内でのヌ
クレアーゼ分解により短寿命であるが、
hAgo-RNA コンジュゲートは細胞内でよ
り安定で大きなターンオーバーが期待で
き、off-target 効果も完全に解消されるた
め、優れた人工 RNAi 装置が創製できる。 

 
（４）両親媒性ペプチド RLｎによる
siRNA の無毒性細胞導入法の開発 
両親媒性ペプチド RLｎ-siRNA 複合体は
細胞膜をよく透過し、ヌクレアーゼによる
分解に対して耐性で、細胞毒性も全くない。
その膜透過性を向上させるために長鎖脂
肪酸、PEG、細胞認識糖鎖、ガン細胞特異
的リガンド、シグナルペプチドなどとのコ
ンジュゲートを化学合成し、その細胞膜透
過性、細胞毒性およびサイレンシグ効率を
評価する。従来から行っている hTERT お
よび bcr/abl 遺伝子に対するサイレンシン
グ活性をリアルタイム定量 PCR により評
価しながら、最適 siRNA 化学構造を探索
する。 

 
（５）siRNA-NES コンジュゲートによる
細胞内デリバリー制御 
申請者らは siRNA のパッセンジャー鎖の
5’-末端に核外輸送シグナル(NES)ペプチ
ドを結合した siRNA-NES コンジュゲート
は 95%以上の効率で慢性骨髄性白血病原
因遺伝子 bcr/abl を選択的に抑制すること
を見出している。（Fujii et al., Progress in 
Drug Delivery Systems, 2011）（４）の RL
ｎコンジュゲートと siRNA-NES コンジュ
ゲートとの複合体による siRNA 細胞導入
法とサイレンシング効率の最適化を図る。
化学合成した RLｎコンジュゲートと
siRNA-NES コンジュゲートとの複合体を
用いて細胞膜透過性、細胞毒性および
hTERTおよびbcr/abl遺伝子に対するサイ
レンシング活性を共焦点レーザ顕微鏡、フ
ローサイトメトリー、リアルタイム定量
PCR 等により評価しながら、最適 siRNA



化学構造を探索する。 
（６）最強の siRNA 分子の構築とデリバ
リー法の確立 
（１）－（５）の結果を総合的に踏まえて、
siRNA の化学修飾、NES ペプチドとのコ
ンジュゲート、両親媒性ペプチド RLｎ及
びその誘導体との複合体形成などにより最
強の siRNA 分子を構築する。 
研究が当初計画通りに進まない時の対応 
研究に必要な化学合成、生化学評価、細胞
系評価実験のノウハウはすでに確立し、設
備も整っている。計画（１）－（２）から
は良くも悪くも何らかの結果が得られるの
でその中から良いとこ取りをして最適化学
修飾を探索したい。計画（３）には困難が
予想されるが、対策として部位特異的変異
導入により Cys を組み入れた変異 hAgo2
を作成して、マレインイミド修飾 RNA と
のコンジュゲートを合成する。計画（４）
（５）においてはすでにある程度の成果が
得られており、最悪、今回の研究において
進展がないにしても、これまでの成果を活
用して研究の目的を達成することは可能で
ある。 
 
４．研究成果 
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