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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、申請者が独自に設計したケミカルデバイスを利用してshort 
interfering RNA (siRNA)-パターン認識受容体間の相互作用を理解し、得られた情報を基に真に医薬応用可能な
siRNA医薬設計法を確立することを目的とした。これを実現するために、Br7C7AおよびBr3C3Aからなるケミカル
デバイスならびにケミカルデバイス導入siRNAの合成を達成し、これらを用いた生化学的解析により、siRNAと
RNA干渉関連タンパク質間の相互作用を解析することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed the logical chemical probes comprising 
7-bromo-7-deazaadenosine (Br7C7A) and 3-bromo-3-deazaadenosine (Br3C3A) in order to investigate 
siRNA-RNAi related protein interactions. In a helical structure of nucleic acids, two grooves exist;
 a major and a minor. In molecular recognition, proteins are thought to recognize nucleic acids by 
the shape of their groove(s). The bromo substituents of Br7C7A and Br3C3A are expected to locate in 
the major and the minor grooves, respectively, and to act as a steric hindrance in each groove when 
these chemical probes are incorporated into siRNAs. A comprehensive investigation using siRNAs 
containing these chemical probes revealed that (i) incorporation of Br3C3A(s) at the 5’-end of the 
passenger strand obviously enhanced their RNAi activity, and (ii) direction of RISC assembly is 
determined by the interaction between Ago2 and siRNA in the minor groove near the 5’-end of the 
passenger strand.

研究分野： 核酸創薬

キーワード： siRNA　RNA干渉　ケミカルプローブ　自然免疫応答

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
  抗体に次ぐ次世代型医薬品として、核酸医
薬には高い期待が寄せられている。その中で
も short interfering RNA (siRNA) は、RNA干渉 
(RNAi) 機構に基づいて目的遺伝子の発現を
強力に抑制出来ることから、疾患を問わず、
数多くの臨床試験が精力的に行われてきた。
しかし、現時点において医薬品として承認を
受けた siRNAは 1つもない。この要因の 1つ
として、自然免疫応答の賦活化による副作用
の存在が挙げられる。これは、siRNA が toll-
like receptor 3 (TLR3)、TLR7/8 および protein 
kinase R (PKR) をはじめとするパターン認識
受容体と相互作用することにより発現すると
考えられているが、その分子認識機構は極め
て複雑であるために予測が難しい  (M. 
Olejniczak, et al., Nucleic Acids Res. 2010, 38, 1)。 
 
２．研究の目的 
  核酸創薬における活性の保持・向上ならび
に自然免疫応答回避の重要性から、核酸医薬
分子の (1) どの位置に、(2) どのような化学
修飾を施せば、(3) いずれのパターン認識受容
体からの認識を逃れ、その活性を損なうこと
なく自然免疫応答を回避出来るのかを体系的
に理解する必要性がある。 
  そこで本研究では、後述するケミカルデバ
イスを用いて siRNA−パターン認識受容体間
の相互作用を理解し、得られた分子情報を基
に、真にヒトで利用可能なステルス型 siRNA
の設計を実現することを計画した。 
 
３．研究の方法 
  siRNA のような二重らせん構造をとった核
酸が受容体タンパク質と相互作用する場合、
その塩基配列とともにらせん構造中の溝 (メ
ジャーおよびマイナーグルーブと呼ばれる) 
の形を認識することが知られている (図 1右)。
したがって、siRNA 中のどちらのグルーブが
パターン認識受容体の認識に関与するかを明
らかに出来れば、自然免疫応答を回避するた
めに適切な化学修飾の構造と導入位置が予測
可能であると考えられる。また、二重らせん
構造の中心部に位置する核酸塩基対は、その
上側 (7 位窒素原子側) がメジャーグルーブ
に、下側 (3位窒素原子側) がマイナーグルー
ブに面する。本研究ではこれに着目し、
siRNA–パターン認識受容体間の相互作用を
簡便に解析可能なツールとして 7-bromo-7-
deazaadenosine (Br7C7A) あ る い は 7-[3-
(trifluoromethyl)-3H-diazirine-3-yl]-7-
deazaadenosine (Dia7C7A) と 3-bromo-3-
deazaadenosine (Br3C3A) あ る い は 3-[3-
(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl]-3-
deazaadenosine (Dia3C3A) からなるケミカルデ
バイスを考案した  (図 1)。それぞれの
deazaadenine環は二重らせん中、いずれも天然
型 A:U ペアと同様に uracil 塩基と相補的な塩
基対を形成するが、環上の Br 基あるいは
diazirine基は、それぞれメジャーグルーブある

いはマイナーグルーブに位置する。したがっ
て、このケミカルデバイスを siRNA中の任意
の adenineの位置へ導入すれば、二重らせん構
造を大きく変化させることなく Br 基あるい
は diazirine 基が立体障害として機能し、
siRNA−パターン認識受容体間の分子認識に
おいてどちらのグルーブが関与しているかを
明らかに出来る。さらに、各ケミカルデバイ
スに diazirine基を導入した場合では (Dia7C7A
および Dia3C3A)、光照射により反応性の高い
カルベンを生成することから、siRNA と相互
作用するパターン認識受容体の補足にも利用
可能であると考えた。 
		本研究では、(1) Br 型ケミカルデバイス
(Br7C7A および Br3C3A) の化学合成、 (2) Br
型ケミカルデバイスの siRNAへの導入ならび
に性質評価、 (3) Br型ケミカルデバイス導入
siRNA を用いた RNAi 関連タンパク質との相
互作用解析、(4) Br 型ケミカルデバイス導入
siRNA を用いた自然免疫応答関連タンパク質
との相互作用解析、(5) diazirine型ケミカルデ
バイス (Dia7C7Aおよび Dia3C3A) の化学合成
の順に研究を実施した。 

	
４．研究成果	
(1) Br 型ケミカルデバイス (Br7C7A および

Br3C3A) の化学合成 
		まず、Br7C7Aの合成は、化合物 1を出発物
質とし、TMSアセチレンとのクロスカップリ
ング反応により 2 を収率 86%にて得た 
(Scheme 1)。このものを potassium tert-butoxide 
(KOtBu) 存在下、N-methylpyrrolidinone (NMP) 
中、90 °C にて加熱処理することで所望の 7-
deazapurine 誘導体 3 を得た。続いて、得られ
た化合物 3 と別途合成した 1-chlorosugar 4 と
を Moreauらの報告したグリコシル化条件 (J. 
Med. Chem. 2006, 49, 5162) に附すことで 6-
chloro-7-deazapurine nucleoside 誘導体 5 へと
変換し、このものを単離することなく 90% 
trifluoroacetic acid (TFA) 水溶液で処理するこ
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図 1 設計したケミカルデバイスのコンセプト 



とで 6-chloro-7-deazapurine nucleoside 6を得る
ことに成功した。化合物 6の 5’-OH 基を 4,4’-
dimethoxytrityl (DMTr) groupで保護した後、得
られた化合物 7 を メタノール性アンモニア
中 110 °Cにて加熱処理することで 8へと変換
した。 化合物 8 の塩基部アミノ基を N,N-
dimethylformamidine 基で保護することで化
合物 9へと導いた後、9を AgNO3存在下、tert-
butyldimethylsilyl chloride (TBDMSCl) と反応
させることで 2’-O-TBDMS 保護体 10を優先
的に得ることに成功した。最後に得られた化
合物 10 をホスホロアミダイト試薬と反応さ
せることで RNA オリゴマー合成のための
C7Aホスホロアミダイト誘導体 11を得ること
に成功した。Br7C7Aホスホロアミダイト誘導
体 16 の合成については、化合物 7 を N-
bromosuccinimide (NBS) で処理することで 7-
デザア部位への Br基の導入を達成し、C7Aの
場合と同様の方法にてホスホロアミダイト誘
導体 16への変換を行なった。 
  3-Deaza 型ケミカルデバイスの合成につい
ては紙面の都合上省略するが、研究代表者の
所属研究室において過去に報告したヌクレオ
シド誘導体の合成法  (N. Minakawa et al., J. 
Med. Chem 1991, 34, 7158) を参考に合成を達
成した。 

	
(2) Br 型ケミカルデバイスの siRNA への導入
ならびに性質評価	

		合成した Br 型ケミカルデバイスを図 2 に
示した siRNA 配列中の adenine (A) の位置へ
導入した siRNA を種々合成した (その他、合
計 21 種)。ところで、siRNA のシード領域に
おける熱的安定性の変化は RNAi 効果に顕著
な影響を与えることが知られている (K. Ui-
Tei et al., Nucleic Acids Res. 2008, 36, 7100)。し
たがって、siRNA 中へのケミカルデバイスの
導入が siRNAの熱的安定性へ与えた影響を精
査するため、50%融解温度 (Tm値) の測定を行

なった (図 2)。まず、ガイド鎖の 5’-末端部へ
Br7C7A あるいは C7A を導入した siRNA では
Tm 値の顕著な変化は観察されたなかった 
(siR1– Br7C7A; ΔTm = +1.0 °C and siR1–C7; ΔTm 
= −0.9 °C)。また、ガイド鎖の中心付近 (siR2) 
あるいはパッセンジャー鎖の 5’ -末端部 
(siR3) へ化学修飾を導入した場合にも Tm 値
の変化はほとんど観察されなかった (ΔTm = 
−1.8 °C–+0.7 °C)。一方、3-deaza 型のケミカル
デバイスを導入した場合では、siR1–siR3いず
れの修飾様式においてもわずかに Tm 値の向
上が観察されたが  (siR1–Br3C3, siR2–Br3C3, 
and siR3– Br3C3; ΔTm = +1.8 °C–+3.0 °C)、総じ
てケミカルデバイスの導入による siRNAの熱
的安定性変化は、RNA干渉効果に影響を与え
ない程度であると判断出来た。 

(3) Br 型ケミカルデバイス導入 siRNA を用い
た RNAi関連タンパク質との相互作用解析 

  続いて、ケミカルデバイスの導入がRNAi効
果に与える影響を評価した (図 3)。その結果、
パッセンジャー鎖の 5’-末端部へマイナーグ
ルーブ側に立体障害を有する Br3C3A を導入
した siR3–Br3C3A においてのみ顕著な RNAi
効果の増強が観察された。このことは、RNAi
の活性本体を担う RISC と siRNA のパッセン
ジャー鎖 5’-末端部付近のマイナーグルーブ
側での相互作用が活性発現に重要な役割を果
たしている可能性を示唆している。 
  この現象をより詳細に解析するため、RISC
中へ望みとするガイド鎖が取り込まれた場合 
(ON-Target) と望まないパッセンジャー鎖が
取り込まれた場合 (Off-Target) の RNAi 効果
を評価できるアッセイ系を構築し、ケミカル
デバイスの導入が RISC 中へ取り込まれる
siRNA の鎖の選択へ与える影響を評価した 
(紙面の都合により data not shown)。その結果、
パッセンジャー鎖の 5’-末端部へ Br3C3A を導
入した siR3–Br3C3A では、望みとするガイド
鎖の取り込み効率 (ON-Target) が向上し、望
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Scheme 1 7-Deaza 型ケミカルデバイスの合成 Reagents 
and conditions; a) TMSC≡CH, (PhCN)2PdCl2, CuI, Et3N, 
DMF; b) KOtBu, NMP, 90 °C; c) 5-O-tert-butyldimethylsilyl-
2,3-O-isopropylidene-D-ribose, CCl4, P(NMe2)3, TDA-1, 
KOH, toluene; d) 90% aqueous TFA; e) DMTrCl, pyridine; f) 
NH3/MeOH, 110 °C; g) DMF dimethylacetal, DMF; h) 
TBDMSCl, AgNO3, pyridine, THF; i) 2-cyanoethyl N,N-
diisopropylchlorophosphoramidite, iPr2NEt, DMAP, CH2Cl2; j) 
NBS, CH2Cl2. aThese compounds were not isolated because of 
their instability. 

To further elucidate the effect of chemical modifications,
circular dichroism (CD) spectra of each siRNA were measured.
As a result, all siRNAs possessing chemical probes exhibited
similar CD spectra to native siRNA, showing typical A-form
spectra, indicating that the incorporation of our chemical
probes did not change the helical structures in the siRNA
duplex (Fig. S1 in the ESI†).

Investigation of RNAi activity triggered by siRNAs having
chemical probes

To evaluate the effect of chemical probes on RNAi activity, the
siRNAs prepared were co-transfected with the firefly luciferase
expression vector pGL3, which has a target sequence [SENSE]
at the 3′-UTR region (pGL3-ON),20 and the Renilla luciferase
(Rluc) expression vector phRluc-neo in HeLa cells. In Fig. 2,
the relative RNAi activities of a series of siR1–siR3 at 24 h post-
transfection are shown along with that of native siRNA.
Interestingly, the introduction of any modifications, even in 1
to 7 nt from the 5′-end of the guide strand, causes no
reduction in RNAi activity, although the seed region is gener-
ally sensitive with respect to chemical modifications (Fig. 2,
siR1). Likewise, no alteration of RNAi activity was observed,
even in the case of siR2. Chiu et al. have reported that incor-
poration of the N3-methyl uridine unit at 11 nt from the 5′-end
in the passenger strand causes the reduction of siRNA-trig-
gered silencing activity.21 They considered that the steric hin-
drance in the major groove, arising from the incorporation of

an N3-methyl group on uridine, might prevent the degradation
of the passenger strand, leading to the loss of RNAi activity.
In our experiments, however, the effect of gene silencing by

Table 1 Sequences and the thermal stabilities of siRNA duplexes. Bold
upper case letters represent nucleotide positions incorporating chemical
probes; italics are 2’-deoxynucleotides. See the Materials and methods
section for Tm measurement; values are averages of three independent
experiments

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

Cont. A 66.0
siR1–Br7C7 Br7C7A 67.0 1.0
siR1–C7 C7A 65.1 −0.9
siR1–Br3C3 Br3C3A 69.0 3.0
siR1–C3 C3A 62.8 −3.2

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

siR2–Br7C7 Br7C7A 65.9 −0.1
siR2–C7 C7A 64.2 −1.8
siR2–Br3C3 Br3C3A 67.8 1.8
siR2–C3 C3A 61.1 −4.9

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

siR3–Br7C7 Br7C7A 66.7 0.7
siR3–C7 C7A 65.1 −0.9
siR3–Br3C3 Br3C3A 68.3 2.3
siR3–C3 C3A 63.3 −2.7

Fig. 2 Evaluation of the RNAi activities of siR1–siR3. HeLa cells were
transfected with siRNAs at 30 nM. After 24 h of incubation, the relative
luciferase activities were analyzed. Error bars indicate standard devi-
ations of three independent experiments.

Fig. 3 Evaluation of the RNAi activities of siRNA with chemical probes.
(A) Sequences of siRNAs. Bold upper case letters represent nucleotide
positions incorporating chemical probes; italics are 2’-deoxynucleotides.
(B) Relative potency of siRNAs variously modified with chemical probes.
HeLa cells were transfected with siRNAs at 30 nM. After 24 h of incu-
bation, the relative luciferase activities were analyzed. Error bars indicate
standard deviations of three independent experiments.
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図 2 ケミカルデバイス導入 siRNAの配列 
と熱的安定性評価 



まないパッセンジャー鎖の取り込み  (Off-
Target) が抑制されていることが明らかとな
った。すなわち、本研究により siRNAのパッ
センジャー鎖 5’-末端部のマイナーグルーブ
側における立体障害は RISC 形成における
siRNA の方向性決定に大きな影響を与え、望
みとするガイド鎖の取り込み効率を向上させ
ることを見出した。 

 
(4) Br 型ケミカルデバイス導入 siRNA を用い
た自然免疫応答関連タンパク質との相互
作用解析 

  続いて、siRNA の医薬開発におけるもう 1
つの問題点である自然免疫応答の賦活化に与
える影響を精査するため、鍵となるパターン
認識受容体との相互作用解析を試みた。 
  まず、二本鎖 RNAを認識するパターン認識
受容体である Toll-like receptor 3 (TLR3) を強
制発現させた HEK293 細胞を用いて構築した
レポーターアッセイ系においてケミカルデバ
イス導入 siRNAの自然免疫応答賦活化作用を
評価したところ、パッセンジャー鎖の 5’-末端
部へ Br3C3Aを導入した siR3- Br3C3Aにおいて
サイトカイン誘導量の減弱が観察されること
が明らかとなった (data not shown)。すなわち、
パッセンジャー鎖 5’-末端部のマイナーグル
ーブ側における立体障害は TLR3 の認識を阻
害する可能性が示唆された。しかし、本検討
において観察された自然免疫誘導は非常に弱
い作用であったことから、siRNA の医薬開発
において問題となる自然免疫応答の全てを反
映しているとは言い難く、さらなる検証の必
要性があった。そこで、in vivo での自然免疫
系に近くヒトで発現する全てのパターン認識
受容体との相互作用を介した自然免疫応答を
一括して評価可能な whole blood assay (WBA) 
系においてケミカルデバイス導入 siRNAの自
然免疫応答賦活化作用を再評価した。その結
果、先の TLR3 に対する相互作用解析の場合
とは異なり siR3–Br3C3A を用いた場合にサイ
トカイン誘導量が顕著に増加することが明ら
かとなった (data not shown)。すなわち、siRNA
によって惹起される自然免疫応答においては、
TLR3 の他にも重要な役割を果たすパターン
認識受容体が存在することが示唆された。 
 

(5) Diazirine 型ケミカルデバイス (Dia7C7A お
よび Dia3C3A) の化学合成 

  先の実験において観察されたケミカルデバ
イス導入 siRNAによる自然免疫応答発現にお
いて鍵となるパターン認識受容体を同定する
ため、続いて、diazirine型ケミカルデバイスの
合成検討に着手した。上述のように diazirine
基は光照射によりカルベンを生じることから、
ケミカルプローブ近傍に位置する相互作用タ
ンパク質を補足可能であると期待される。 
  Dia7C7A の 合 成 は 、 6-chloro-7-iodo-7-
deazaanenosine 誘導体 17 に対してアジ化ナト
リウムを作用させることで 6-アジド体 18 と
した後、n-BuLi存在下、THF中–78 °Cにて 1-
trifluoroacetyl piperidineを作用させることでト
リフルオロアセチル基の導入を行なった 
(Scheme 2) 。 得 ら れ た 化 合 物 19 を
hydroxylamine hydrochlorideで処理することに
よりオキシム体 20 とした後、連続して TsCl
と反応させることで化合物 21を得た。最後に、
21をメタノール性アンモニアにて短時間処理
することでジアジリジン体 22へと変換し、連
続する I2を用いた酸化反応により 7-deaza 部
位にジアジリン基を有するケミカルデバイス
誘導体 23を得ることに成功した。現在、類似
の手法により、対応する Dia3C3A 誘導体の合
成法を検討中であり、これらの標的補足型ケ
ミカルデバイスを用いて、さらに研究を発展
させて行く予定である。 
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To further elucidate the effect of chemical modifications,
circular dichroism (CD) spectra of each siRNA were measured.
As a result, all siRNAs possessing chemical probes exhibited
similar CD spectra to native siRNA, showing typical A-form
spectra, indicating that the incorporation of our chemical
probes did not change the helical structures in the siRNA
duplex (Fig. S1 in the ESI†).

Investigation of RNAi activity triggered by siRNAs having
chemical probes

To evaluate the effect of chemical probes on RNAi activity, the
siRNAs prepared were co-transfected with the firefly luciferase
expression vector pGL3, which has a target sequence [SENSE]
at the 3′-UTR region (pGL3-ON),20 and the Renilla luciferase
(Rluc) expression vector phRluc-neo in HeLa cells. In Fig. 2,
the relative RNAi activities of a series of siR1–siR3 at 24 h post-
transfection are shown along with that of native siRNA.
Interestingly, the introduction of any modifications, even in 1
to 7 nt from the 5′-end of the guide strand, causes no
reduction in RNAi activity, although the seed region is gener-
ally sensitive with respect to chemical modifications (Fig. 2,
siR1). Likewise, no alteration of RNAi activity was observed,
even in the case of siR2. Chiu et al. have reported that incor-
poration of the N3-methyl uridine unit at 11 nt from the 5′-end
in the passenger strand causes the reduction of siRNA-trig-
gered silencing activity.21 They considered that the steric hin-
drance in the major groove, arising from the incorporation of

an N3-methyl group on uridine, might prevent the degradation
of the passenger strand, leading to the loss of RNAi activity.
In our experiments, however, the effect of gene silencing by

Table 1 Sequences and the thermal stabilities of siRNA duplexes. Bold
upper case letters represent nucleotide positions incorporating chemical
probes; italics are 2’-deoxynucleotides. See the Materials and methods
section for Tm measurement; values are averages of three independent
experiments

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

Cont. A 66.0
siR1–Br7C7 Br7C7A 67.0 1.0
siR1–C7 C7A 65.1 −0.9
siR1–Br3C3 Br3C3A 69.0 3.0
siR1–C3 C3A 62.8 −3.2

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

siR2–Br7C7 Br7C7A 65.9 −0.1
siR2–C7 C7A 64.2 −1.8
siR2–Br3C3 Br3C3A 67.8 1.8
siR2–C3 C3A 61.1 −4.9

siR Tm (°C) ΔTm (°C)

siR3–Br7C7 Br7C7A 66.7 0.7
siR3–C7 C7A 65.1 −0.9
siR3–Br3C3 Br3C3A 68.3 2.3
siR3–C3 C3A 63.3 −2.7

Fig. 2 Evaluation of the RNAi activities of siR1–siR3. HeLa cells were
transfected with siRNAs at 30 nM. After 24 h of incubation, the relative
luciferase activities were analyzed. Error bars indicate standard devi-
ations of three independent experiments.

Fig. 3 Evaluation of the RNAi activities of siRNA with chemical probes.
(A) Sequences of siRNAs. Bold upper case letters represent nucleotide
positions incorporating chemical probes; italics are 2’-deoxynucleotides.
(B) Relative potency of siRNAs variously modified with chemical probes.
HeLa cells were transfected with siRNAs at 30 nM. After 24 h of incu-
bation, the relative luciferase activities were analyzed. Error bars indicate
standard deviations of three independent experiments.
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図 3 ケミカルデバイス導入 siRNAの RNAi効果 
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Scheme 2 Diadirine基を有する 7-deaza型ケミカルデバイ
スの合成  Reagents and conditions; a) NaN3, DMF, 50 °C, 
quant; b) 1-trifluoroacetyl piperidine, n-BuLi, THF, –78 °C, 
71%; c) hydroxylamine hydrochloride, EtOH, pyridine; d) 
TsCl, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 2 steps 54%; e) NH3/MeOH, r.t.; f) 
I2, Et3N, MeOH, 35%. 
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