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研究成果の概要（和文）： 本研究ではRNAiシステムで生じる様々な状態のsiRNAを検出するための各種siRNA型
プローブを開発し、siRNAの細胞内運命の解明に向けた研究を展開したいと考えた。申請者はこれまでに、RNAi
の中核因子として機能するRISCの鎖選択性を制御し、アンチセンス鎖を選択的に取り込ませることが可能な
siRNAの設計を見出していた。本研究ではこの設計を基盤として、イメージングプローブとなる蛍光基-消光剤ペ
アならびにFRET型色素対を導入したsiRNAを開発することに成功した。またこれらを細胞内に導入し、可視化解
析に取り組んだ。その結果、RISCの細胞内局在化の機構の一端を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：RNA interference (RNAi) is an endogenous gene silencing system in living 
cells. miRNAs are endogenously regulate gene expression through the RNAi. Also knocking down of 
specific gene can be controlled by introduction of the corresponding short double stranded RNA 
(siRNA). In this research we attempted to visualize the intracellular dynamics of siRNA or pre-miRNA
 for deeper understanding of RNAi system. Firstly we developed siRNAs possessing 
quencher-fluorophore pairs or FRET dye pairs. By using these systems, we demonstrated visualization 
of pre-miRNA, siRNA, and RISC localization in cells.

研究分野：生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　RNAi機構は遺伝子発現を制御する生体反応であり、RNAの新たな生物学的役割を示す興味深い知見をもたらす
一方で、RNAiを応用した核酸医薬の開発が成功すれば実社会での応用が可能であることから魅力的な生体反応と
して注目されている。本研究で得られた知見は、核酸医薬となるべくsiRNAやAnti-miRNA oligonucleotideの設
計において、細胞内動態の観点も取り入れた分子デザインの開発の基盤となるものである。また、様々なsiRNA
型の核酸医薬が開発されているが、その細胞内動態を調査するための重要な技術となるものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 RNAi 機構は遺伝子発現を制御する生体反応であり、生物学では RNA の新たな役割を示す
興味深い知見をもたらす一方で、核酸医薬の開発が成功すれば実社会での応用が可能であるこ
とから魅力的な生体反応として注目されている。国内外の研究者によって、RNAi 機構の分子
基盤の解明が進められており、RNA と関連タンパク質の相互作用ネットワークに関する知見
は得られている。細胞内で siRNA は Dicer や Ago2 によってプロセシングされることで活性
を示すこと、RNAi 関連タンパク質と RISC と呼ばれる複合体を形成することが明らかとなっ
ている。RISC 上では、中核分子である Ago2 が siRNA の二重鎖解離を誘導する。これによっ
て RISC は配列特異的に標的 mRNA を捕捉することが可能になり、遺伝子発現抑制能を発揮
する。一方で、RISC が細胞内のどこでどのようにして形成され機能しているのかといった、
細胞内挙動に関する知見は十分に得られていないのが現状であった。 
 細胞生物学的な研究によりAgo2の細胞内局在は調べられているが siRNAは細胞内でプロセ
シングを受けるため、Ago2 の局在＝siRNA の局在というわけではない。また、siRNA 分子の
観点から解析した例として、配列の末端に蛍光色素が修飾された siRNA に関して解析されて
いるが、色素由来の蛍光の分布が報告ごとに異なっており、siRNA の動態に関して統一的な見
解が得られていなかった。これは、RISC 形成の際にアンチセンス鎖ではなくセンス鎖が結合
した RISC も形成されてしまうこと(オフターゲット効果)、また siRNA のプロセシングによっ
て遊離した色素由来のバックグラウンド蛍光が観測されてしまっているからと考えられる。こ
うした現状のもと、本研究では RNAi システムで生じる様々な状態の siRNA を検出するため
の各種 siRNA 型プローブを開発し、siRNA の細胞内運命の解明に向けた研究を展開したいと
考えた。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに、酵素分解、オフターゲット効果などの siRNA の課題を解決する高性能
siRNA の開発を行ってきた。その結果、RNAi の中核因子として機能する RISC の鎖選択性を
制御し、アンチセンス鎖を選択的に取り込ませることが可能な siRNA の設計を見出した。こ
の設計を基盤として、イメージングプローブとなる色素対導入型 siRNA を開発することで、
これまで詳細が不明であった siRNA の細胞内動態を解析し、RNAi 機構の可視化を実施する。
本研究では解析において着目する点を、①siRNA の細胞内取り込みと RISC 形成、②RISC の
擬ターゲットであるセンス鎖制御機構にしぼり、これらの機構の分子基盤を解明することを目
指した。 
 
３．研究の方法 
 siRNA は二重鎖 RNA であるが RISC 形成とともに一本鎖に解離することから、この変化を
利用し活性型RISCを可視化することが可能な蛍光基-消光剤ペア導入型の siRNA(F-Q siRNA)
を用いた。また、活性型となる前の二重鎖状態の siRNA や pre-miRNA の挙動を追跡するため
に、FRET ラベル型 siRNA および pre-miRNA の開発を行った。さらに、これらの RNA を用
いて共焦点レーザー顕微鏡によるイメージング解析を行った。 
 一方、RISC の中核タンパク質である AGO2 を細胞内で可視化するために、HaLotag 融合型
として発現させ、siRNA と AGO2 の挙動を同時観察した。また、siRNA に作用する未知タン
パク質の同定を行うため、クロスリンカー型 siRNA の開発も行った。 
 
４．研究成果 
(1)F-Q siRNA を用いた RISC 局在化解析 
 RNAi 機構において siRNA は AGO2 タンパク質と複合体 RISC を形成する。その後 RISC
上でセンス鎖が取り除かれ RISC に残されたアンチセンス鎖が相補的な標的 mRNA と結合す
ることで遺伝子発現が抑制される。我々は以前の研究において RISC を選択的に可視化するこ
とが可能な F-Q siRNA を開発している。これは蛍光色素、消光剤を siRNA 二重鎖内部に導入
し、RISC 形成時の二重鎖解離による発光を観察することを狙ったものである(Fig.1a)。この色
素対導入型 siRNA を用いた解析によって、RISC は細胞質の P-body に局在化することを見出
している。そこで、RISC 局在化機構を解明するため、①siRNA と AGO2 および、②P-body
局在化タンパク質 GW182 と AGO2の相互作用の 2点に着目した細胞内イメージング解析を試
みた。細胞内で可視化するために、AGO2 は Halotag 融合タンパク質 AGO2-Halotag として
発現させ、Halotag と結合する TMR リガンドによって一過的に蛍光ラベルした。その後、色
素対導入型 siRNA をトランスフェクションし、培養しながら共焦点レーザー顕微鏡で経時的
にアンチセンス鎖と AGO2 の蛍光を観察した。その結果、Fig. 1b に示すようにアンチセンス
鎖と共局在している AGO2 が細胞質内で局在化している様子が観察された。このことから、
AGO2-Halotag を用いることで局在化する RISC をモニタリングできることがわかった。この
手法を用いることで、GW182 および siRNA との相互作用能を失った各種 AGO2 変異体と色
素対導入型 siRNA のイメージング解析を行うことに成功した。とくに、 siRNA に対する結合
能を持たない AGO2 変異体を用いてイメージング解析を行った結果、RISC が局在化する様子
は観察されず、AGO2 は細胞質に分散したままであった。このことから、AGO2 は単独では局
在化せず、siRNA との結合が局在化には必要であることが明らかとなった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)RNA 二重鎖内への FRET 色素導入の最適化と FRET 型 pre-miRNA を用いた miRNA の細
胞内可視化解析 
 RISC を形成し、一本鎖となる前の二重鎖状態と siRNA の可視化、また、RISC から解離し
たもう一方の鎖を細胞内でモニタリングするために、それぞれの鎖に種類の異なる蛍光色素を
1 つずつ導入した FRET 型 siRNA の開発を試みた。 
 細胞内で効率よく、かつ正確に FRET を検出するためには、適切な蛍光色素ペア、色素間距
離を検討し、高効率な FRET 系を構築する必要がある。そこで、細胞内で FRET を検出する
ために適切な蛍光色素ペア、色素間距離の検討を行った。色素として、BO、TO、TR、Cy3 を
組み合わせ、色素間距離を変えた各種 siRNA を合成し、蛍光スペクトル解析を行った(Fig. 2)。
その結果、BO-Cy3 のペアを用いた場合に最も効率よく FRET が起き、高いアクセプター発光
が得られることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
上記の結果にもとづいて、pre-miRNA

のステム領域の対応する部位に BO-Cy3
ペアの色素を導入した miStem を合成
し、細胞内でイメージング解析を行った。
miStem を導入した細胞では、Cy3 の発
光と AGO2 の発光の共局在化が観測さ
れた。この細胞を FRET 条件で撮影した
結果、AGO2 と Cy3 の共局在点におい
て、FRET が観測される細胞が存在する
ことが確認された(Fig.3)。この結果より、
AGO2 とともに細胞質にて局在化する
miRNA は、二重鎖状態で存在している
ものがあると明らかになった。 
 
 
 
 
(3)光クロスリンカー導入 RNA の開発 
 RNAi には RISC を形成する AGO2 タンパク質以外にも様々なタンパク質がかかわることが
明らかとなっている。siRNA がたどる細胞内運命を明らかにするために siRNA に結合するタ

(a)                                 (b) 

 
Fig. 1 (a)F-Q siRNA の設計、(b)F-Q siRNA と AGO2-Halotag を用いた可視化解析 

 
Fig. 2 二重鎖 RNA に導入する FRET ペアの最適化。(a)検討した色素のなかで
(b)BO-Cy3 ペアを導入する設計が最も効率のよい FRET を観測できた。 

 

Fig. 3 miStem 導入細胞のイメージング解析 



ンパク質を同定し、機能解析を行うことが
有効である。そこで、siRNA に光クロスリ
ンカーを導入し、結合因子の探索を行うた
めの、システムの開発を試みた。本研究で
はジアジリン誘導体を導入した siRNA を
293FT 細胞に導入し、光照射を行うことで
RISC 状態を検出できるか検証した
(Fig.4a)。その結果、siRNA とクロスリン
ク状態の AGO2 を検出することに成功し
た(Fig.4b)。このことから、ジアジリン誘
導体を導入した siRNA が、結合タンパク
質の同定において有効であることを示す
ことができた。 
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