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研究成果の概要（和文）：　本研究では、short hairpin RNA（shRNA）を持続的に発現可能な人工ミニプラスミドを創
製し、これによりRNA干渉（RNAi）創薬の新しい方法論を確立することを目標として研究を行なった。その結果、2’-
デオキシ-4’-チオヌクレオシド三リン酸体（dSNTP）を用いたPCR条件を見出し、人工ミニプラスミドの創製にまず成
功した。さらにこの人工ミニプラスミドの両末端を結合させ、環状化させることにも成功した。こうして調製した人工
ミニプラスミドはin vitroのみならずin vivo評価系においても遺伝子発現抑制効果を示した。また免疫応答を全く誘
導しないことも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： In this study, I aim at a development of novel RNAi medicine based on shRNA 
expression mini-gene. As a result, I succeeded to prepare the mini-gene via PCR amplification using 
2’-deoxy-4’-thionucleoside triphosphates (dSNTPs). In addition, I also developed a practical method to 
cyclize the resulting mini-gene.
 The mini-gene showed potent RNAi activity both in vitro and in vivo. In addition, innate immune 
responses such as type-I INF and inflammatory cytokines were hardly induced by administration of the 
mini-gene in vivo.

研究分野： 核酸創薬

キーワード： RNAi創薬　4'-チオDNA　PCR　非天然塩基対　クリックケミストリー　免疫応答
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１．研究開始当初の背景 
 「医薬品＝低分子有機化合物」、創薬研究
におけるこの常識にパラダイムシフトが起
こりつつある。即ち、分子量の大きな抗体や
核酸も医薬品として用いられるようになっ
てきた。核酸医薬品創製の分野では、RNAi
の発見やマイクロ RNA が制御する多彩な生
命現象が明らかになり、RNA を対象とした
創薬、中でも RNAi 創薬が次世代型創薬研究
として注目されてきている。 
 ところでRNAi機構による遺伝子発現抑制
法には、（１）化学合成した short-interfering 
RNA（siRNA）を利用する方法と、（２）
shRNA 発現プラスミドを利用する方法が知
られている。後者の方法は、理論的には１分
子でもプラスミド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。 
 研究代表者の南川は、これまでに DNA の
ヌクレオシド糖部、環内酸素原子を硫黄原子
に置換した 4’-チオ DNA を創製し、これがヌ
クレアーゼに対して高い抵抗性と熱的に安
定な二本鎖形成能を有していることを明ら
かにしている。また 4’-チオ dTTP（dSTTP）
ならびに 4’-チオ dCTP（dSCTP）を合成し、
PCR による 4’-チオ DNA の効率的増幅と、
増幅させた 4’-チオ DNA（非環状の二本鎖）か
らshRNA発現に起因する遺伝子発現抑制を誘
起することに成功している。また研究分担者
の石田は、抗がん剤の 5-フルオロウラシル
（5-FU）を繰返し投与することで腫瘍内の微
小環境を能動的に変化させ、人工ベクターに
搭載したsiRNAを腫瘍に選択的に集積させる
技術の開発に成功している。 
 
２．研究の目的 
 本研究において我々は、これまでの研究成
果を融合・発展させ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（人工
ミニプラスミド）の創製とそれを利用した対
がん RNAi 創薬の実現を目的とする。この人
工ミニプラスミドは、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、さら
に二本鎖の両末端が化学的に結合されてい
る（図１）。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期待され
る。また化学的に環化させることで収率が向
上し量的供給の改善も可能になると思われ
る。さらにプラスミドの化学修飾によって生
体投与時の自然免疫応答の回避も期待出来
る。最終目標として、この人工ミニプラスミ
ドを、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、対がん RNAi 創薬の基盤の確立を
めざす。 

 
３．研究の方法 
 本研究課題の目標と達成するために、まず
４種の dSNTP を用いた PCR条件の最適化を行
なう。続いて、調製した 4’-チオ DNA からな
る人工ミニプラスミドの RNAi 効果を効果の
強さ、持続性、自然免疫応答の回避能の三つ
の項目を指標として評価する。さらに最も良
好な結果を与えた人工ミニプラスミドにつ
いては、マウスを用いた in vivo 評価を行な
う。また南川が開発した新規人工塩基対を用
いて人工ミニプラスミドの両末端を結合し
環状化させる条件を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）dSNTPを用いたPCRによる 4’-チオ DNA 
の増幅：まず初めに dSNTP を効率よく取込む
DNA ポリメラーゼのスクリーニングを鎖伸長
反応によって行なった。その結果、family A
に属する Klenow fragment や Taq DNA ポリメ
ラーゼでは全く伸長反応が進行しなかった。
それに対して、family B に属する Vent、Deep 
Vent、KOD Dash DNA ポリメラーゼでは鎖伸長
反応が効率よく進行した（data not shown）。
そこで family B に属する酵素を用いて dSNTP
存在下モデル配列（104mer）の PCR 増幅を検
討した。その結果、KOD Dash DNA ポリメラー
ゼを用いた場合、最も高い増幅効率を示すこ
とが明らかとなった（図２）。 



（２）人工ミニプラスミドの調製と in vitro
での RNAi 効果の評価：PCR の条件が確立でき
たので、続いてルシフェラーゼを標的とした
shRNA 発現プラスミドから遺伝子発現抑制に
必要な部分だけをPCRによって切り出した人
工ミニプラスミド（用いる４種の dNTP のう
ち 1種を dSNTP に置き換えた４種の人工ミニ
プラスミドを調製。それぞれを dSA iRed, dSG 
iRed、ST iRed および dSC iRed と命名）を調
製した。これにより鎖長が 362bp となり分子
サイズを shRNA 発現プラスミドの約 1/20 に
ダウンサイズすることが出来た。調製した人
工ミニプラスミドを HeLa 細胞にルシフェラ
ーゼ発現プラスミドと共にトランスフェク
ションし、RNAi 効果を評価した。その結果、
人工ミニプラスミドの種類によって活性に
違いがあるものの全てが遺伝子発現抑制効
果を示した。図３に示したように、dSA iRed
ならびに ST iRed の活性が比較的弱く、逆に
dSG iRed および dSC iRed は化学合成した
shRNA より強い RNAi 活性を示した。またその
RNAi 効果は７２時間後で最大となっており、
これにより当初、我々が目標とした RNAi 効
果の強さと持続性を兼ね備えた人工ミニプ
ラスミドの創製に成功した。 

  なお人工ミニプラスミド間でのRNAi効果
の違いについては、配列中に含まれる 2’-デオ
キシ-4’-チオ体の残基数と関係があることが
明らかとなった。すなわち人工ミニプラスミ
ド全配列中（724 残基）に 200 残基以上の 2’-
デオキシ-4’-チオ体が含まれる dSA iRed や ST 
iRed は活性が弱く、100 残基程度の dSG iRed
や dSC iRed は強い RNAi 効果を示した。 
 
（３）人工ミニプラスミドの in vivo での
RNAi 効果：In vitro で有意な RNAi 効果が観
察されたので続いて、in vivo での活性評価
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 dSC iRed を胸腔内に投与
後し、ルシフェラーゼ活性を観察した (図
4A)。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、dSC 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 (図 4B)。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ことから、
dSC iRedを用いた遺伝子発現法の有用性が確
認された。これにより人工ミニプラスミドは
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
に出来た。 
 
（４）人工ミニプラスミドの自然免疫応答回
避能：我々が開発したこの人工ミニプラスミ
ドは、RNAi 効果とともに分子量のダウンサイ
ジングと化学修飾の導入によりプラスミド
DNA によって誘導される自然免疫応答を回避
できることも期待している。そこで人工ミニ
プラスミド（ST iRed および dSC iRed）をマ
マウスに投与し、炎症性サイトカインならび
にインターフェロンαの誘導量をshRNA発現
プラスミドと人工ミニプラスミドと同じ鎖
長の二本鎖 DNA（dsDNA）と比較した（図５）。

その結果、shRNA 発現プラスミドでは相当量
の炎症性サイトカインの誘導が観察された。
またdsDNAでも分子サイズは人工ミニプラス
ミドと同じであるが、化学修飾が施されてい
ないため炎症性サイトカインの誘導が観察
された。それに対して、人工ミニプラスミド
では殆ど炎症性サイトカインの誘導が観察
されなかった。この傾向は、インターフェロ
ンαの誘導量についても同じであり（data 
not shown）、分子量のダウンサイジングと化
学修飾の導入が自然免疫応答の回避に効果
的に作用することを証明できた。 
 
（５）人工ミニプラスミドの環状化の検討：



これまで評価に用いた人工ミニプラスミド
は二本鎖 DNA である。従って、細胞内（生体
内）で解離する可能性が考えられる。これを
防ぐために両末端を結合させ環状化するこ
とが望まれる。これを実現するために我々が
開発した第３番目の塩基対（NaNO:ImON）を用
いることにした。この NaNO:ImON 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 NaNO:ImON 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。これを達成するため
に、NaNOユニットにアルキルリンカーを介し
てエチニル基を導入し、一方 ImONユニットの
さらにその末端にアジド基を導入し、copper 
catalyzed azide-alkine cycloaddition 
(CuAAC)反応を行なうことにした（図６）。 

 
 この戦略に必要なアミダイトユニットを
調製後、環状化反応のモデル配列の ODN1、
ODN2 および ODN3、ODN4 を合成した（図７a）。
まず相補的な ODN1 と ODN3 をアニーリングし、
0.1 M MOPS 緩衝液中 CuSO4とアスコルビン酸
ナトリウムを加え加えCuAAC反応を行なった。
反応の HPLC 進行をにて追跡したが原料のオ
リゴマーの分解が観察されるのみで目的と
する環状体は観察されなかった（data not 

shown）。それに対して ODN2 と ODN4 を同条件

に附したところ反応開始後わずか１０分で
新しいピークが HPLC 解析で観察された。さ
らに反応を続けると、そのピークが原料のピ
ークとともに徐々に消失し、最終的に一本の
ピークに収束した（図７b、decoy1）。このピ
ークを分取し、MALDI-TOF マス測定、ならび
に完全水解によって分析した結果、両末端部
分で CuAAC 反応が進行した環状 DNAであるこ
とが明らかとなった。 
 なお、ODN1 と ODN3、ODN2 と ODN4 の反応結
果の違いは NaNO ユニット上のエチニル基の
自由度の違いであると考えている。すなわち
ODN1 や ODN3 の場合、エチニル基が直接ナフ
チリジン環に結合しており、そのため相補鎖
側のアジド基との接近が困難となる。それに
対して ODN2 や ODN4 の場合、自由度の高いブ
チル基を介してエチニル基が結合しており、
これによりアジド基との接近が容易になり
CuAAC 望みとする反応が速やかに進行したと
考えている。 
 この環状化反応は現時点ではモデル配列
を用いた検討ではあるが、今後はこの反応性
残基をPCRによる増幅過程で人工ミニプラス
ミドに導入できれば、細胞内（生体内）でよ
り安定な人工ミニプラスミドが創製できる
と考えている。 
 以上、本研究において我々は、人工ミニプ
ラスミドという RNAi 新しい創薬の概念を提
案しこれが細胞を用いた in vitro の評価系
のみならず実験動物を in vivo 用いた評価系
においても効果的に遺伝子発現抑制効果を
示し、且つ自然免疫応答を全く誘導しないデ
バイスとなり得る事を実証した。 
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