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研究成果の概要： 
siRNA 創薬のためには，標的遺伝子に対して高い RNAi 活性と特異性を有する配列を選択し，こ
れら siRNA を標的細胞へ効率よく導入しなければならない。現在バイオインフォマティクスを
駆使したコンピュータ解析によって理論的に優れた siRNA の設計が可能となっているが，その
効果は実際に生きた細胞を用いて検証しなければならない。本研究ではこの目的のために様々
な培養細胞からなるシステムを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルス感染症や癌の“魔法の薬”として
siRNA を活用していくためには，標的遺伝子
に対して高い RNAi 活性と特異性を有する配
列の選択と，これら siRNA の標的細胞への効
率よい導入方法を確立しなければならない。
siRNA 配列選択は，２本鎖に熱力学的非対称
性を導入することによってガイド鎖の RISC
への導入効率を向上させるが可能である。ま
た配列特異的な非特異効果（off-target 効
果）を最小限にするために任意のヒト遺伝子
対する相補性を最小限にしなければならな

い。その際 seed 配列と off-target 標的 mRNA
のペアリングの安定性が一番問題となる。こ
の目的のためにこれまでヒトゲノム計画に
よって明らかにされてきたゲノム・遺伝子情
報などのバイオインフォマティクスと siRNA
設計アルゴリズムを組み合わせたコンピュ
ータソフトウエアが開発されている。このよ
うにコンピューターを駆使して設計された
理論的 siRNA は，実際に細胞をつかった in 
vitro 実験でその効果を検証されなければな
らない。その際，標的とする細胞に siRNA が
どの程度導入されているかをモニターし，ま
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たその効率を最適化しなければならないが，
このような目的に適した培養細胞システム
はまだない。 
 
 
２．研究の目的 
siRNA の導入効率の評価方法は，従来GAPDH，
lamin A/C やβ-actin などの house keeping 
gene に対する siRNA を用いて Western blot
や RT-PCR により遺伝子の発現抑制効果によ
って行われてきた。しかし，このような定量
的評価法は必ずしも容易ではない。本研究で
は様々な組織由来のヒト培養細胞株にホタ
ルルシフェラーゼ（FLuc）を導入した細胞パ
ネルを作成し，FLuc siRNA を用いて siRNA の
導入方法の最適化，導入方法の定量評価シス
テムを確立する。このシステムの大きなメリ
ットはsiRNA 導入効率の異なる細胞系におい
てsiRNA の生物活性比較する事が可能となる
ことである。本研究では実際に HPV16 E6E7
癌遺伝子を標的としたsiRNA をコンピュータ
ソフトウエアで設計し，この細胞パネルを用
いて新しく設計された siRNA の in vitro の
特異および非特異効果を調べ，その有用性を
検証する。 
 
３．研究の方法 
➀骨肉腫細胞株（１株），乳癌細胞株（１株），
胃癌細胞株（５株），子宮頸癌細胞株（３株），
卵巣癌細胞株（１株），および不死化正常表
皮細胞株（１株）など合計１２細胞株につい
て FLuc 発現プラスミドを導入し，Luc 安定発
現細胞株を分離した。 
➁FLuc（１種類），ウミシイタケルシフェ 
ラーゼ RLuc（１種類）とHPV16 E6E7に対
する siRNA（１０種類）の設計は，siDirect
コンピュータソフトウエアを用いて行った。 
➂FLuc siRNAを➀で作成した細胞パネルに
Lipofectamine 2000 あ る い は
Lipofectameine RNAiMAXを用いて導入し，
その導入条件の最適化および siRNA 細胞内
導入/RNAi 誘導効率をルシフェラーゼ活性
抑制率によって定量化した。 
➃siRNA のパッセンジャー鎖とガイド鎖に
よる RNAi を検討するために RLuc 発現プラ
スミドの RLuc cDNA 直下に HPV16 E6E7 遺伝
子をセンス方向あるいはアンチセンス方向
につないだプラスミドを作成した。これを
HeLa細胞に様々なE6E7 siRNAとともに導入
し，ルシフェラーゼ活性を測定した。 
➄mRNA２次構造の RNAi におよぼす効果を検
討するために RLuc 発現プラスミドの RLuc 
cDNA 直下に標的配列を含む様々な長さのDNA
フラグメント（23 bp，400 bp，700 bp）を
繋ぎ，siRNA の効果を検討した。 
➅HPV 16 E6E7 mRNA の発現は，RT-PCR で解
析した。 

➆細胞増殖は 96 ウェルプレートに細胞を播
種後 siRNA を導入し，導入後５日から７日で
WST8 発色反応で解析した。 
➇SiHa 細胞を NOD/SCID マウスの皮下に接種
し，約４週後に皮下腫瘍の形成が見られた。
週１回，合計５回，この腫瘍にアテロコラー
ゲンと複合体を形成させたsiRNA を直接腫瘍
内に投与後，マウスを安楽死させ腫瘍重量を
計測した。 
 
４．研究成果 
➀ルシフェラーゼ発現細胞を用いたsiRNA の
導入最適化と RNAi 活性の比較 
 SiHa 子宮頸癌細胞株に FLuc を恒常的に発
現させたクローン FL-SiHa-2 を分離した。こ
れらの細胞ではリポフェクタミン 2000
（Lf2000）を用いて FLuc siRNA（5 nM）を導
入することにより95%以上の高いFLuc活性の
抑制が観察された。さらに FL-SiHa-2 細胞に
ウミシイタケルシフェラーゼ（RLuc）を恒常
的に発現するサブクローン RLE6-FL-SiH-10
を分離し，この細胞におけて FLuc siRNA と
RLuc siRNA を様々な siRNA 導入試薬/方法を
検討したが，Lipofectamine RNAiMAM でもっ
とも良い結果が得られ， FLuc siRNA と RLuc 
siRNA は，1.6 pM の低濃度でそれぞれの酵素
活性を 80%および 70%抑制した。 
 これらのクローンを利用して HPV16 E6E7
癌遺伝子を標的としたsiRNA 医薬の開発を行
っている。siDirect ソフトウエアで設計し
た 10 種類の siRNA と過去に報告された 6 種
類の siRNA の RNAi 活性とその特異性につい
て詳細に検討した。過去に報告された配列に
比べ，その活性と特異性において優れた３種
類の siRNA を報告し，この FLuc 発現細胞パ
ネルがこのような目的に有用である事をし
めした。図１は，HPV16 陽性子宮頸癌細胞株
FL-SiHa-2 細胞と HPV16 陰性細胞である
FL-SKOV-5 と FL-HeLa-1 細胞に FLuc siRNA が
5 nM でほぼ同等の RNAi を来す条件でこれら
の細胞に対して種々の E6E7 siRNA の増殖抑
制効果を解析した。この実験方法によって
497，573，707,752 および 203 が HPV16 関連
癌に特異的な増殖抑制効果を有することが
明らかとなった（図１）。 
我々はさらにこれらの配列の中で752 につい
て in vivo での有効性を検討した。子宮頸癌
細胞株を免疫不全マウスの皮下に摂取して
腫瘍を形成させ，この腫瘍内にアテロコラー
ゲンと混和した E7 siRNA を直接注射し，そ
の効果をみた。siRNA/アテロコラーゲン複合
体は，有為に腫瘍増殖を抑制し，将来の子宮
頸癌治療薬への応用の可能性を示した。 
 
 
 
 



図１ HPV16 陽性および陰性癌細胞株に対す
る HPV16 E6E7 癌遺伝子に対する siRNA の増
殖抑制効果 

 さらに様々なヒト培養細胞における siRNA
の導入効率の最適化と評価のために，現時点
で骨肉腫細胞株（１株），乳癌細胞株（１株），
消化管腺癌細胞株（５株），子宮頸癌細胞株
（３株），卵巣癌細胞株（１株），および不
死化表皮細胞株（１株）など合計１２細胞株
について Luc 安定発現細胞株を分離した。そ
れぞれのルシフェラーゼ発現細胞クローン
につい て FLuc siRNA と Lipofectamine 
RNAiMAX による RNAi を調べた結果，多くの細
胞で 40 pM 以下でも強力な luciferase 抑制
効果を示した。これは FLuc siRNA ガイド鎖
の RISC への高い取り込み効率，この RISC の
有する高い酵素活性，FLuc mRNA への高いア
クセス性などを反映しているものと考えら
れた。このように FLuc siRNA はいずれの細
胞においても高い RNAi 活性を示した。これ
らの細胞で lamine A/C や癌遺伝子などの内
因性遺伝子に対するsiRNA の効果を検討した
が，発現を 1/3 以下に抑制するために必要な
siRNA 濃度は細胞株毎，遺伝子毎で異り，多
くの場合 FLuc に比べて 100~2000 倍高い濃
度の siRNA を必要とした。これは mRNA の２
次構造や結合因子などの違いからsiRNA に対
する感受性に差があるのかもしれない。また
細胞株間で FLuc siRNA による RNAi 活性に 10
~50 倍の違いが見られたが，siRNA の取り込
み/RISC 形性能の違いによる可能性が示唆さ
れた。現在，細胞内 siRNA と RISC 上のガイ
ド鎖のコピー数の定量を real time PCR を用
いて行うところである。本システムを用いて
現在２つの癌遺伝子を標的とした RNAi 創薬
の研究を進めている。 
 
➁パッセンジャー鎖による RNAi 
siRNA の配列構造の重要性をしるためにRLuc
発現プラスミドの RLuc cDNAc 直下に HPV16 
E6E7 遺伝子をセンス方向（RLuc-E6E7(+)）あ
るいはアンチセンス方向につないだプラス
ミド（RLuc-E6E7(-)）を作成した。 
図２青棒グラフが示すように，熱力学的非対

称性を有する E6E7 siRNA 配列（497，573，
698，707，752）は全て効率よく RLuc-E6E7(+)
の発現を抑制し，RISC にガイド鎖が取り込ま
れている事が示唆された。しかし同時に
RLuc-E6E7(-)の抑制を示す配列（497，698，
752）もあり，熱力学的非対称性だけではパ
ッセンジャー鎖を介するRNAi は抑制できず，
siRNA 配列設計において両鎖に対する
off-target 配列の存在を考慮する必要があ
ることが明らかとなった。さらにこのパッセ
ンジャー鎖を介するRNAi を回避するために，
西郷等によって報告された 2本鎖 RNA-DNA キ
メラ（パッセンジャー鎖の８塩基とガイド鎖
の６塩基を DNA に変換したもの）が有効であ
る事を明らかにした（図２白棒グラフ）。 
 
図２ siRNA によるガイド鎖とパッセンジャ
ー鎖を介する RNAi と RNA-DNA キメラを用い
たパッセンジャー鎖を介する RNAi の抑制 

 
 
➂mRNA２次構造による RNAi への影響の可能
性 
HPV16 E7 癌遺伝子に対する siRNA を癌細胞が
発現している E7 mRNA と RLuc-E7 mRNA に対
する効果を比較したところ，内因性 E7 mRNA
に対して有効であるにも関わらず RLuc 融合
mRNA に対して効果のないものがあり，siRNA
の効果は，RISC 形成だけではなく，mRNA の
二次構造が重要であることが示唆された。 
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