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研究成果の概要（和文）：血液腫瘍性疾患の治療にsgRNAを用いたTRUE gene silence法を用いることを目的とし、sgRN
Aをマウスゼノグラフトモデルに投与したin vivoの実験を行い、sgRNAの臨床的有用性についての検討を行った。Bcl-2
 mRNAをtargetとしてsgRNAを作成し、Bcl-2を高発現している白血病細胞株をマウスに移植し、移植と同時にsgRNAも投
与した。sgRNAを投与したモデルにおいて腫瘍生着率の低下と生存期間の延長が認められた。本研究でデザインしたヘ
プタマーsgRNAを用いた腫瘍抗原のmRNAを阻害する方法が白血病等の腫瘍に対する治療法として応用可能であると考え
られた。

研究成果の概要（英文）：TRUE gene silencing is a technology to eliminate specific cellular RNAs by using 
tRNase ZL and small guide RNA (sgRNA). Here we investigated how WT1-mRNA-targeting sgRNAs affect leukemic 
cells. We showed that sgRNA can be easily taken up by cells without any transfection reagents, and that 
the naked sgRNAs targeting the WT1 mRNA can reduce its mRNA levels and WT1 protein amounts in the 
WT1-expressing leukemic cells. Concomitantly, these sgRNAs efficiently induced apoptosis in these cells 
but not in WT1-nonexpressing cells. We also demonstrated that the reduction in the WT1 mRNA level is 
caused by its cleavage by tRNase ZL.
Besides, we demonstrated that a heptamer, mh1(Bcl-2), which targets the human Bcl-2 mRNA, can be taken up 
by cells without any transfection reagents and that it can induce apoptosis of the leukemia cells. Mouse 
xenograft experiments showed that a median survival of the mh1(Bcl-2)-treated mice was longer than that 
of the control mice.

研究分野：血液内科学

キーワード： TRUE gene silencing　tRNase ZL　Bcl-2　small guide RNA　白血病　アポトーシス誘導　細胞増殖抑
制　マウス移植実験

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
(1) トランスファーRNA（tRNA）は DNA
から転写されるが、転写された直後の tRNA
前駆体には、その 3’末端に成熟 tRNAには
見られない伸長配列が存在する。tRNA前駆
体 3’末端の伸長配列が tRNase Zなどのエ
ンドヌクレアーゼによって除去されること
により成熟 tRNAになる。先行研究において
は、tRNA前駆体のクローバの葉様構造、特
にヘアピンループ構造が tRNase Zによる切
断部位の認識に重要であることを明らかに
するとともに、標的ＲＮＡを切断する新しい
方法を開発した。すなわち、標的ＲＮＡと相
補的な塩基配列をもつガイドＲＮＡを作成
し、標的ＲＮＡとの間で tRNA前駆体に類似
した構造の複合体を形成することにより、細
胞内の tRNase Zがこの複合体を切断するこ
とを見いだした。 
 
(2) 効果的なガイドＲＮＡの構造についての
検 討 も 行 い 、 3’-truncated tRNA 、
5’-half-tRNA（tRNA 前駆体の 5’側半分の構
造のガイドＲＮＡを作成し、tRNA前駆体の
3’側半分の構造を有する標的ＲＮＡと結合さ
せる）、hook RNAの他、７塩基のＲＮＡ（ヘ
プタマー）（tRNA前駆体アクセプターステム
の 5’側半分の７塩基からなるガイドＲＮＡを
作成し、tRNA前駆体アクセプターステムの
3’側半分とＴステムのヘアピンループ構造を
有する標的ＲＮＡと結合させる）でも、標的
ＲＮＡと結合することにより、tRNase Z に
認識される複合体を形成するようにデザイ
ンすることができることを示した。すなわち、
四つ葉のクローバ状構造を示す tRNA前駆体
を切断するはずの tRNase Zが、アクセプタ
ーステムの７塩基とＴステムの５塩基が相
補的である二つ葉状の構造物も tRNA前駆体
として認識し、７塩基のガイドＲＮＡを用い
ても標的ＲＮＡを破壊できることを明らか
にした（図１）。 

図 1 種々の sgRNA の構造 
矢印は tRNaseZL による切断部位を示す。
灰色文字部分が sgRNA の配列を示す。 
a) pre-tRNA の構造 
b) 3’-truncated tRNA と標的 mRNA との
間で形成された pre-tRNA 様複合体 
c) 5’-half-tRNA と標的 mRNA との間で形

成された pre-tRNA 様複合体 
d) micro-pre-tRNA の構造 
e) heptamer RNA と標的 mRNA との間で
形成された micro-pre-tRNA 様複合体 
f) hook RNA と標的 mRNA との間で形成
された micro-pre-tRNA 様複合体 
g) linear RNA と標的 mRNA との間で形成
された micro-pre-tRNA 様複合体 
 
(3) ヘプタマーsgRNAと標的 mRNAで形成
される複合体はmicro tRNA前駆体様の構造
を示すが、この複合体も tRNase Zに認識さ
れ、標的ｍRNA が切断されることも明らか
にされている。また、我々は、協和発酵キリ
ン・バイオ医薬研究所の強力を得て、標的
mRNAの 2次構造を加味して、最も効果的な
sgRNA をデザインできるソフトウェアを開
発し、その有用性を検討していた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究と関連して、2011年 8月 29日に
国 内 特 許 の 申 請 を 完 了 し た （ 特 願
2011-185594）。【発明の名称：ヒト白血病細
胞のアポトーシスを誘導するヘプタマー型
スモールガイド核酸】。本研究の目的は、全
く新しい方法を用いて標的 mRNA を切断す
ることにより白血病等の腫瘍に対する新規
核酸医薬を開発することであった。新しい方
法とは、人工的 small guide (sg) RNAと細胞
内で結合させた標的 mRNA（この結合体が
tRNA 前駆体と類似構造をとるように
sgRNA をデザインする）を、すべての細胞
内に存在するトランスファーRNA 前駆体切
断酵素（tRNase）を用いて切断させ、腫瘍の
増殖に関連するタンパクの産生を抑制する
ことにより腫瘍を治療することであった。 
 
(2) 研究期間内に、ヘプタマーsgRNAを用い
て白血病抗原を中心とする腫瘍抗原の
mRNAを阻害する方法が、白血病等の腫瘍に
対する治療法として応用可能であることを
明らかにすること。また、sgRNA による
mRNA 切断法を効果的に応用できる腫瘍抗
原等の分子を選択し、かつ sgRNA の最も効
果的な塩基配列を決定すること。有効な
sgRNAについては、これらの sgRNAライブ
ラリーを固相化した細胞培養プレートを作
成し、細胞傷害性（MTT）アッセイで各種腫
瘍細胞に対する sgRNA 感受性試験を行うた
めのキットを作成し、各種の腫瘍細胞に対し
多数の sgRNA 感受性試験をスクリーニング
テストとして確立すること。以上の検討を行
うことにより、ヘプタマーsgRNA を用いた
標的 mRNA 切断法を確立することにより、
本法の臨床応用への道を開くことであった。 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍に対するsgRNAを用いた新しい核酸
医薬の開発を目的として、主に白血病等の造
血器腫瘍細胞を対象として、腫瘍細胞のアポ
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トーシス・分化の抑制、増殖を促進する因子
に対し、網羅的に sgRNA をデザインし、当該
mRNA 発現の抑制、アポトーシスの誘導、細胞
増殖の抑制等の検討を行い、有効な sgRNA を
選択する。これらの sgRNA ライブラリーを固
相化した細胞培養プレートを作成し、広範な
腫瘍細胞に対する sgRNA 感受性試験を行い、
腫瘍の種類、また症例ごとに有効な sgRNA を
選択し、異なる sgRNA の併用効果についての
検討も行う。同時に、マウスを用いたヒト腫
瘍細胞に対する in vivo 感受性試験を行い、
核酸医薬としての要件を備えたsgRNAを開発
する。 
 
(2)各種腫瘍関連遺伝子に対する効果的な
sgRNA のデザインと安定化のための RNA 修飾 
腫瘍細胞のアポトーシス・分化の抑制、増殖
を促進する標的 mRNA（腫瘍関連遺伝子 WT1, 
bcr-abl, aurora kinaseA, hTERT, survivin, 
PRAME, proteinase3, Bcl-2, HAGE, 
Polo-lile kinase 1 RHAMM, G250, PARK7 等）
の塩基配列において、sgRNA との間で７塩基
の相補的配列によりアクセプターステムを
形成し、かつその直接の上流で標的 mRNA が
５塩基の相補的配列によりＴステム（ヘアピ
ンループ構造）を形成するような sgRNA の塩
基配列をデザインする。上記の条件に合致し
た sgRNA のデザインができない場合は、でき
るだけ類似するようにデザインする。各
sgRNAについて、RT/RQ-PCRを用いて標的mRNA
発現の阻害活性を検討することにより、最適
な sgRNA のデザインを決定する。 
  
(3) sgRNA による各種腫瘍細胞の細胞増殖抑
制およびアポトーシス誘導についての検討 
各種の白血病細胞株や新鮮白血病細胞に網
羅的に腫瘍関連抗原のsgRNAを加えて培養す
る。RT/RQ-PCR を用いて、sgRNA を添加培養
した白血病細胞の当該遺伝子の mRNA 発現の
阻害を確認するとともに、Western blotting
およびフローサイトメトリーを用いて、培養
細胞の当該タンパク発現の阻害を確認する。
また、sgRNA を添加培養した白血病細胞につ
いて、経時的な MTT アッセイによる細胞増殖
の抑制、および Anexin V/7AAD 染色した培養
細胞をフローサイトメトリーで解析するこ
とにより、sgRNA を介したアポトーシスの誘
導について検討する。 
 
(4) sgRNA による標的 mRNA 切断部位の確認 
標的腫瘍関連遺伝子に対するsgRNAで処理し
た白血病細胞株より抽出した mRNA を用いた
RACE (rapid amplification of cDNA ends)
を行い、切断部位の塩基配列を同定すること
により、標的 mRAN が、tRNase Z により切断
されていることを確認する。 
 
(5) sgRNA ライブラリーを固相化した細胞培
養プレートによる sgRNA 感受性試験 
in vitroの検討で腫瘍細胞に対する細胞障害

活性が認められた sgRNA については、これら
のsgRNAライブラリーを固相化した細胞培養
プレートを作成する。すなわち、96 ウエルプ
レートの各ウエルに各種濃度のsgRNAを加え
たメジウムを加え乾燥させる。プレート保存
に最適な条件を明らかにし、MTT アッセイで
各種腫瘍細胞に対する感受性試験を行うた
めのキットを作成する。この sgRNA 感受性キ
ットを用いて、広範な腫瘍細胞について
sgRNA 感受性試験を行う。 
 
(6) sgRNA の腫瘍細胞傷害活性についてのマ
ウスゼノグラフトモデルを用いた検討 
sgRNA 感受性キットで腫瘍細胞に対する細胞
障害活性が認められた sgRNA については、マ
ウスゼノグラフモデルを用いた in vivo での
検討を行う。ヌードマウスの皮下に移植した
ヒト白血病細胞株に対するsgRNAの局所およ
び尾静脈からの投与の効果について検討し、
sgRNA の有効性を明らかにする。次いで、SCID
マウスで作製したヒト AML モデルマウスを
用いて、sgRNA を投与することにより，白血
病を予防的および治療的に抑えることがで
きることを明らかにする。また、緑色蛍光タ
ンパク質(EGFP)を発現するように遺伝子組
み換えされたヒト白血病細胞を移植し、全身
の蛍光をモニターすることによりゼノグラ
フトモデルシステムがうまく機能すること
を確認するとともに、sgRNA の in vivo での
抗腫瘍効果を明らかにする。さらに、
NOD/SCIDマウスに患者新鮮AML細胞を移植し
た AML モデルマウスについても、sgRNA 投与
の有効性を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 白 血 病 細 胞 株  (K562) に お け る 
WT1sgRNA による WT1 mRNA の発現抑制 
WT1 mRNA を発現している白血病細胞株 K562 
において、WT1sgRNA の添加培養により WT1 
mRNA の発現が抑制されるかどうかを検討し
た。K562 に WT1sgRNA 添加培養後、細胞よ
り  total RNA を抽出し、cDNA を合成し、
リアルタイム定量 PCR により WT1 mRNA の
発現を解析した。今回の検討では、対照とし
て EGFP(enhanced green fluorescent 
protein) を標的としてデザインした sgRNA 
(EGFPsgRNA-3) を用いた。WT1 を標的とした 
sgRNA は、WT1 mRNA との結合部位の異なる 4 
種類  (WT1sgRNA-2, 3, 4, 5) を用いた。
EGFPsgRNA-3 を添加培養した K562 と比較
して、WT1sgRNA-2, 3, 5 を添加培養した 
K562 において、WT1 mRNA の発現抑制が認め
られた（図 2）。WT1sgRNA-4 を添加培養した 
K562 においては、WT1 mRNA の発現抑制は認
められなかった（図 2）。 
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図 2  白血病細胞株 (K562) における 
WT1sgRNA による WT1 mRNA の発現抑制 
sgRNA を添加培養した K562 における WT1 
mRNA の 発 現 量 を 示 す 。 対 照 で あ る 
EGFPsgRNA-3 を添加培養した K562 におけ
る WT1 mRNA の発現量を 1 としている。K562 
に各々の sgRNA を添加培養した後、total 
RNA を抽出し、逆転写反応により cDNA とし
たものを鋳型にして、各種プライマーを用い、
SYBR Green I 法によりリアルタイム定量 
PCR を行なった。 
 
 (2) 白 血 病 細 胞 株  (K562) に お け る 
WT1sgRNA による WT1 タンパク の発現抑制
と細胞周期の変化 
K562 における WT1sgRNA による WT1 mRNA 
の発現抑制と同時に、WT1 タンパクの発現抑
制についても検討した。K562 に WT1sgRNA 
添加培養後、細胞内染色を行ない、フローサ
イトメトリーにより WT1 タンパクの発現を
解析した。EGFPsgRNA-3 を添加培養した 
K562 と比較して、WT1sgRNA を添加培養した 
K562 において、WT1 タンパクの発現抑制が
認められた。WT1 mRNA の発現抑制が認めら
れなかった WT1sgRNA-4 による WT1 タンパ
クの発現抑制は、WT1 mRNA の発現抑制が認
められた WT1sgRNA-2, 3, 5 による WT1 タ
ンパクの発現抑制と比較して弱かった（図 
3）。また、WT1 タンパク染色と同時に細胞周
期解析を行ない、WT1sgRNA による WT1 タン
パクの発現抑制と細胞周期の関連について
探った。フローサイトメトリーによる細胞周
期の解析は、DNA を染色することで G0/G1 
期 (2n) 、S 期 (2-4n) 、G2/M 期 (4n) ご
との細胞数の変化により評価した。WT1sgRNA 
の添加培養による WT1 タンパクの発現抑制
が認められた K562 において、G2/M 期の細
胞数の減少が認められた（図 3）。 
 
 

図 3  白血病細胞株 (K562) における 
WT1sgRNA による WT1 タンパクの発現抑制
と細胞周期の変化 
sgRNA を添加培養した K562 における WT1 
タンパクの発現量と細胞周期を示す。K562 
に各々の sgRNA を添加培養した後、WT1 タ
ンパク染色と各染色を行ない、フローサイト
メトリーにより解析した。 
 
(3) tRNaseZL と small guide RNA(sgRNA)を
用いることで siRNA よりもさらに target を
絞った RNA 治療が可能であることを target 
RNA を WT1 として WT1 を高発現している白血
病細胞株用いて検討した。sgRNA 処理により
WT1 タンパク現低下と WT1mRNA の切断を明ら
かにした（図 4-8）。 
 

図 4 pre-tRNA, micro-pre-tRNA, それに２
種類のWT1ヘプタマー mh1(WT1)/mh2(WT1)と
WT1 mRNA の推定結合物の構造.実線と破線矢
印はそれぞれ tRNase ZLによる実際および推
定切断部位を示す。  
 

図 5  導入試薬を使用しないヘプタマー
sgRNA の標的細胞への導入．FITC で標識した
ヘプタマーEGFP sgRNA の導入による検討． 
(a) 蛍光顕微鏡 and flow cytometry (b)フロ
ーサイトメトリー.  
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図 6  ヘプタマーWT1 sgRNA による WT1 遺伝
子発現の抑制．標的細胞として HL60 と C2F8 
細胞を使用した。 (a) Real-time PCR 解析
により検討した mRNA レベルの発現抑制．(b) 
フローサイトメトリー解析により検討した
タンパクレベルでの発現抑制 
 

図 7 WT1 発現細胞株（HL60, C2F8）に対す
る WT1 sgRNA のアポトーシス誘導作用．U937
はコントロールとした WT1 低発現株．(a) MTT 
アッセイによる細胞傷害試験. (b) フローサ
イトメトリーを用いたアポトーシス誘導試
験．  
 

図 8  WT1 sgRNA の WT1 発現抑制における
tRNase ZL関与の確認．(a) tRNase ZL siRNA
の作用確認．(b) tRNase ZL siRNA によるヘ
プタマーWT1 sgRNA の WT1 発現抑制の減弱．
(c) 3’RACE 解析による tRNase ZL切断部位の
同定 
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