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研究成果の概要（和文）：　本課題では、機能性RNAを細胞内で発現可能なDNAデバイス (iRed) の更なる機能強
化を目的に研究を行なった。その結果、(1) iRedの安定化を目的とした環状化、(2) iRedの完全化学合成、(3)
革新的デリバリー法との組合せによる新規がん治療薬創製の探索、さらに(4) このデバイスを、機能性ペプチド
ペプチド/プロテインを発現するiPedへと進化させる可能性を実証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, research was conducted to further enhance the function of a 
DNA device (iRed) capable of expressing functional RNA in cells. As a result, (1) cyclization aimed 
at stabilizing iRed, (2) complete chemical synthesis of iRed, (3) searching for new cancer 
therapeutic drugs by combination with innovative delivery method, and (4) possibility to evolve this
 device to iPed expressing functional peptide peptide/protein were demonstrated.

研究分野：創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
 核酸を用いた医薬品 (核酸医薬品) は、次
世代の医薬品として期待が高い。中でもRNA
干渉 (RNAi) 機構を利用する方法は、低濃度
で目的の遺伝子発現抑制を実現できること
から多くの核酸創薬研究が行われている。こ
のアプローチで遺伝子の発現を抑制する場
合、一般的には化学合成した small 
interefering RNA (siRNA) が用いられる。
しかし siRNA は生体内で速やかに代謝・排
泄されてしまうという欠点がある。RNAi 機
構により遺伝子発現抑制を誘起する別法と
して細胞内で short-hairpin RNA (shRNA) 
を発現するプラスミド DNA を用いる手法が
ある。この手法では、理論的には１分子でも
プラスミド DNA を細胞核内に導入できれば、
shRNAの持続発現が可能であり、RNAi効果
の持続性が期待できる。しかし、巨大なプラ
スミド DNA を細胞核内に導入することの難
しさに加えて、プラスミド DNA 由来の毒性
発現（CpG モチーフによる自然免疫応答な
ど）が懸念される。 
 これらの研究背景を鑑み、研究代表者の南
川は、shRNA 発現プラスミド DNA の長所
（RNAi 効果の持続性）を活かしつつ、その
欠点を回避できる新しいデバイス (intelligent 
shRNA expression device; iRed) の創製とそれ
を利用した対がん RNAi創薬実現に向けた研
究を行ってきた。この iRedは、ヌクレアーゼ
抵抗性の 4’-チオ DNAによって最小化されて
おり、これにより生体内安定性が向上し、持
続的な遺伝子発現抑制効果が観察された。ま
た 4’-チオ化修飾することで生体投与時の自
然免疫応答をほぼ完全に回避することにも
成功した。最終的に、この iRedを、共同研究
者の石田が開発した革新的デリバリー法に
よって腫瘍に選択的に送達することで、マウ
スを用いた in vivo 評価系でも効果があるこ
とを確認できた。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者の南川が開発した iRedはRNAi
効果の持続性に加えて免疫応答回避能を有
したすぐれたナノ DNAデバイス (DNA医薬
候補分子) であることが明らかとなった。し
かしこの iRed は、4’-チオ化修飾されている
とはいえ、二本鎖であるので両末端部分から
解離あるいは分解を受ける可能性がある。ま
たさらなる医薬展開のためには、iRedの量的
供給と日米 EU 医薬品規制(ICH) の観点から
PCR というバイオプロセスの回避が喫緊の
課題と考えられた。そこで本研究では、(1) 
iRed の安定化を目的とした環状化、(2) iRed
の完全化学合成によるバイオプロセスの回
避を第一の目標と設定した。(3) またこれを
革新的デリバリー法により腫瘍内へ送達す
ることで、新規がん治療薬創製をめざす。(4) 
さらにこのデバイスを、機能性ペプチド（ひ
いてはタンパク）を発現する iPed（intelligent 
peptide/protein expressing device）へと進化させ、

がん治療の包括的創薬手法を開発する (図 1)。
これにより有機合成化学で挑む次世代医薬
品創製の基盤技術を確立する。 

 
３．研究の方法 
 本研究課題の目標と達成するために、まず
我々が別途開発した第３番目の塩基対 
(ImNN:NaOO) を用いて iRed の環状化を検討
する。また iRedの完全化学合成に向けては、
モデル配列を用いて各種ケミカルライゲー
ション反応を検討後、最適条件を用いて iRed
の完全化学合成に挑む。また調製した iRed
の腫瘍内特異的送達に立脚した実用化に向
けた in vivo研究を行なう。さらにこの概念を、
転写・翻訳を介して機能性ペプチド／プロテ
インを産生する iPed 戦略へと発展させるべ
く、iPedの調製と評価を行なう。 
 
４．研究成果 
(1) iRedの安定化を目的とした環状化 
 両末端を結合させ環状化させるために
我々が別途開発した第３番目の塩基対 
(ImNN:NaOO) を用いることにした (図２)。こ
の ImNN:NaOO塩基対は天然には存在しない 4
本の水素結合によって塩基対を形成できる。
さらに芳香環の広がりによるスタッキング
効果によってこれを導入した二本鎖 DNA を
熱的に安定化することができる。従って、こ
の ImNN:NaOO塩基対を二本鎖DNAの両末端に
導入し、さらにそれぞれの末端に反応性残基
を結合させれば環状化が実現できると考え
た。 

 まず 5’末端に ImNNを含む短鎖オリゴマー
を合成した。さらにその末端にアルキルテザ



ーを介してアジド基を導入し、PCRにおける
primer鎖とした。一方、NaOOについてはナフ
チリジン環の 6位にエチニル基を導入した化
合物の三リン酸体 (NaOOTP) を合成し、
dNTPと共にPCRによる iRedの増幅条件に附
した。その結果、NaOOTP 存在下でも滞りな
く PCR の進行が確認された。得られた PCR
産物は、5’末端にアジド基、3’末端にエチニ
ル基を有していると考えられる。そこでその
PCR 産物を MOPS 緩衝液中、銅触媒による
CuAAC (copper-catalyzed alkyne-azido 
cycloaddition) 反応の条件に附し、環状化を行
なった。反応の進行をゲル電気泳動によって
追跡しようと試みたが、反応前と反応後で
PCR 産物の移動度に変化は見られず CuAAC
反応の進行を確認することは出来なかった。
そこで反応後の生成物を制限酵素 (Bgl II な
らびに EcoR1) で処理することにした。調製
した PCR 産物の両末端近傍にはこれら制限
酵素の認識配列が存在するため、狙い通り環
状化が進行していれば hairpin 型の断片が得
られると考えた。CuAAC 反応に附した後の
生成物を Bgl II と処理し、反応液を MALDI 
TOF MSで確認したところ hairpin型の断片に
対応する分子量が観察された (図３)。同様に
EcoR1で処理した場合にはもう一方の末端部
が環状化されたことを支持する分子量が観
察された。これにより iRedの環状化の成功を
確認できた。 
 上記のように ImNN:NaOO塩基対と CuAAC
反応を組合わせることで iRed の環状化を達
成できた。しかし PCR による増幅過程で
NaOOTP がミスインコーポレーションしてい
る可能性が考えられる。その場合、iRedから
の転写過程で正しい shRNA が産生されず結
果的にRNAi機構による遺伝子発現抑制が観

察されないはずである。そこで調製した環状
化 iRed (2nd generation of the iRed) のRNAi効
果を評価した (図４)。その結果、環状化 iRed
は、化学合成した shRNA や非環状の iRed 
(dSC iRed や Natural device) よりも強い
RNAi 効果を示し、その効果はプラスミド 
(Plasmid) に匹敵することが明らかとなった。 
 
(2) iRedの完全化学合成 
 iRedの完全化学合成については、図５に示
した４つのライゲーション反応をまずモデ
ルオリゴマーを用いて検討することにした。
反応①は iRedの環状化で利用したCuAAC反
応によりテトラゾール環を介して二本鎖を
連結させるものである。反応②は、保護され
たホスホロチオエート (PS) 基とヨードアセ
チル基とを反応させる反応である。反応③は、
同様に保護された PS 基と一級アミンを反応
させることでホスホロアミデート型の結合
によって二本鎖を連結させるものである。さ
らに反応④では、一級アミンを一級アルコー
ルとすることで天然型核酸と同じリン酸ジ
エステル結合で二本鎖を連結させるもので
あり、これが最も理想的なライゲーション反
応条件である。 

 反応を種々検討した結果、反応①と②では
基質の合成の手間や収率、またライゲーショ
ン反応の効率の点で iRed の完全化学合成に
は不向きであると判断した。また反応④も、
基質合成の点では最も簡便ではあるが、ライ
ゲーション反応の効率を向上させるには至
らなかった。従って、より求核性の高い一級
アミンを用いる反応③を用いることとし、反
応条件の更なる精査を行なった。その結果、
リン酸緩衝液 (pH 8.0) 中反応を行なった場
合、収率よくライゲーション反応が進行する
ことを見出した。 
 最適化した反応条件を用いて iRedの完全化
学合成を検討した。合成する iRed は、SV40
プロモーターとルシフェラーゼを標的とす
る shRNA コーディング領域を含む、計 258 
mer の二本鎖 DNA であり、６つのフラグメ
ントに分割し、これらをアニーリング後、一
気に iRedを構築することにした。図６の脚注
に記載した条件で一晩反応を行なった。反応
液を凍結乾燥ならびにエタノール沈殿を行
なった後、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
により解析を行なったところ、目的とする
iRedに対応するバンドが確認でき、これによ



り iRedの完全化学合成に成功した。 

 さらに得られた完全化学合成 iRedの RNAi
活性の評価を行なった。siRNAを比較対象と
して、それぞれをリポフェクトアミンにより
トランスフェクションしルフェラーゼアッ
セイによって遺伝子発現抑制効果を観察し
た。その結果、siRNA には及ばないものの
RNAi 効果を観察することができた (図７)。
この結果については、合成 iRedの精製が不十
分であったことがその原因と考えている。引
き続き、iRedの完全化学合成ならびにその精
製の検討を行なっていく予定である。 
 

 (3)革新的デリバリー法を用いた iRed の腫
瘍内送達 
 iRed を用いた RNAi 効果の評価実験の最
大のボトルネックは、その量的供給である。
残念ながら環状化 iRed ならびに完全化学合
成 iRedについてはマウスを用いた in vivo評
価を行なうための十分量を調製するには至
らなかった。一方、PCRで調製する非環状の
iRedについては PCR条件の精査ができ、あ
る程度の量的供給が可能となったので in 
vivo活性の再評価を行なった。 
 ヒト胸膜中皮腫細胞 (MOST-211H-Luc)を胸
腔内に移植した胸膜中皮腫モデルマウスに
おいて、腫瘍移植後、８日目と１１日目に 
iRedを胸腔内に投与し、移植後７日目、１０
日目および１３日目にルシフェラーゼ活性
を観察した。まず、無処置のコントロール群
では、腫瘍の増殖に応じたルシフェラーゼ活
性の増強が観察された。一方、iRedを投与し
たマウスでは顕著なルシフェラーゼ遺伝子
発現抑制効果が観察された。また、比較対象
として等モル量の化学合成 shRNA を投与し
た場合では顕著なルシフェラーゼ活性の減

弱は観察されたなかった (図８)。In vitroでは
顕著な RNAi効果を示す shRNAではあるが、
in vivoでは代謝分解が速やかに進行するため
期待した効果が得られなかったと思われる。
一方、iRedは in vitroのみならず in vivoにお
いても有意な遺伝子発現抑制効果を示すこ
とが明らかにできた。 
 
(4) 機能性ペプチド/プロテインを発現する
iPedへの応用展開 
 iRed は細胞内に導入された後、その配列情
報をもとに RNA (shRNA) へと転写され
RNAi 効果を示す。このシステムを利用すれ
ば転写された RNAからペプチド/プロテイン
までも産生できるのではないかと考えた。機
能性ペプチドはタンパク−タンパク間相互作
用の阻害活性を有するなど創薬の魅力ある
標的の一つである。しかし生体内安定性やバ
イオアベイラビリティーの低さなどの問題
点を抱えている。従って iPed 戦略が実現で
きれば今までにないペプチド/プロテイン創
薬のアプローチになることが期待される。 
 初めに CMV プロモーターの下流に FLAG
配列(DYKDDDDK)をコードする iPed を化学
合成し、無細胞タンパク質発現系を用いてそ
の産生を抗 FLAG抗体により観察しようと試
みた。しかし残念ながら FLAGペプチドの発
現を確認することはできなかった。そこで緑
色蛍光タンパク質 (GFP) をコードした iRed
を調製し、その発現を蛍光顕微鏡で観察した
ところ望み通りGFPの蛍光が確認できた (図
９)。 

 以上、本研究において我々は、機能性 RNA
を細胞内で発現可能な DNA デバイス (iRed) 
の更なる機能強化を目的に、(1) iRed の安定
化を目的とした環状化、(2) iRed の完全化学
合成、(3)革新的デリバリー法との組合せによ
る新規がん治療薬創製の探索、さらに(4) こ



のデバイスを、機能性ペプチドペプチド/プロ
テインを発現する iPed へと進化させる可能
性を実証した。 
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