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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、疾患原因遺伝子上の変異を目印に、正常遺伝子には影響しないで、その変異を持っ
た病因対立遺伝子だけを特異的に発現阻害する次世代の対立遺伝子特異的 RNAi ノックダウン
技術の確立を行った。本研究の成果により、プリオン病に関連する変異型プリオン遺伝子やハ
ンチントン病の原因遺伝子、変異型ハンチンチン遺伝子に対して疾患原因遺伝子特異的な
RNAi ノックダウンを誘導する siRNA を設計することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Allele-specific gene silencing by RNAi (allele-specific RNAi: ASP-RNAi) is an advanced 

application of RNAi techniques, by which the expression of an allele of interest can be 

specifically inhibited. Thus, ASP-RNAi is therapeutically useful for specifically inhibiting 

the expression of disease-causing alleles without suppressing the expression of 

corresponding wild-type alleles. To achieve ASP-RNAi, it is vital to design small interfering RNAs 

(siRNAs) conferring allele discrimination. We developed an easy assay system with reporter alleles. 

Using our assay system, we successfully designed and selected competent siRNAs conferring 

ASP-RNAi against mutant Prion Protein (PRNP) and Huntingtin (HTT) genes. 
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１．研究開始当初の背景 

RNAiは、簡便で優れた遺伝子発現の抑制技
術であり、すでに基礎研究の分野では一般的
なツールとなっている。さらに医療分野にお
いても RNAi を用いた治療薬の登場が期待さ
れている。しかしながら、これら従来の RNAi

はターゲット遺伝子に対してその発現を強
力にノックダウンするように設計され使用
されている。そのため正常型対立遺伝子、変
異型対立遺伝子の区別なく目的の遺伝子は
強力に抑制されていた。 
 

機関番号：８２６１１ 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：２００８～２０１０ 

課題番号：２０３９０２５１ 

研究課題名（和文）  

一塩基変異を認識し神経疾患原因遺伝子だけを特異的に抑制する RNAi技術の確立 

研究課題名（英文）  

Establishment of a novel RNAi knockdown targeting nucleotide variations in 

neurodegenerative disease-causing alleles. 

研究代表者 

北條 浩彦（HOHJOH HIROHIKO） 

(独)国立精神・神経医療研究センター神経研究所神経薬理研究部・室長 

研究者番号：６０２３８７２２ 



 2 

 

２．研究の目的 

前項で記したような対立遺伝子を区別し
ない強力な RNAi 抑制が必ずしも有用とはか
ぎらない。医療応用の場合、正常型対立遺伝
子の RNAi ノックダウンによる副作用を考え
ると、正常遺伝子はそのままで病因となる変
異型対立遺伝子だけを特異的にノックダウ
ンすることが重要になる。そこで本研究は、
疾患原因遺伝子上の変異を目印に、その変異
を持った原因（対立）遺伝子だけを特異的に
ノックダウン（正常型遺伝子には影響しな
い）する次世代の RNAi 誘導技術の確立を目
指した。 
 

 

３．研究の方法 

（１）ホタル・ルシフェラーゼ遺伝子、ウミ
３’UTR

に正常型、変異型の対立遺伝子オリゴ DNA 配
列を挿入しレポーター対立遺伝子を構築す
る。変異型対立遺伝子の配列に対して設計し
た合成 siRNAとレポーター対立遺伝子を共に
ヒト培養細胞内に導入し、レポーター対立遺
伝子の活性比から対立遺伝子特異的な RNAi
ノックダウンがどのくらい起こったかを評
価する(図１)。 
 
図１レポーター対立遺伝子の構築 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）上記の方法から評価された対立遺伝子
特異的 RNAiノックダウンを誘導できる siRNA
を使って、内在性のターゲット対立遺伝子ま
たは完全長の cDNA を持った発現ベクターを
用いて、実際の mRNA に対して同様の特異的
発現抑制が誘導されるか否かを解析する。
RT-qPCR、ウエスタンブロット法を用いて確
認する。 
 
 
４．研究成果 
（１）プリオン病に関連するプリオン遺伝子
変異そして家族性アルツハイマー病に関わ
る APP遺伝子の変異をターゲットに対立遺伝
子特異的 RNAiノックダウンを誘導する siRNA

の設計そして評価スクリーニングを行なっ
た。その結果、疾患原因対立遺伝子に対して
特異的な RNAiノックダウンを誘導する siRNA
を同定することができた。また、この一連の
解析から対立遺伝子の識別を増強させる構
造的修飾について新しい知見を得ることが
できた。 
（２）代表的なトリプレットリピート病であ
るハンチントン病の原因遺伝子、変異型ハン
チンチン遺伝子を対象に解析を行った。トリ
プレットリピート病は繰返し配列の異常伸
長が原因で発症するため、病因となる繰返し
配列自身を RNAi のターゲットにすることは
難しい。そこでハンチンチン遺伝子内の一塩
基多型（SNP）を新たなターゲットとして、
変異型ハンチンチン遺伝子を特異的に RNAi
ノックダウンする戦略を試みた。解析の結果、
SNP を識別し、疾患原因遺伝子を特異的に
RNAiノックダウンする siRNAの設計に成功し
た。さらに、変異型ハンチンチン遺伝子上の
SNP のタイピングやそのハプロタイプをすみ
やかに判定する新しい技術も確立した。これ
らの成果は、テーラーメイド RNAi 治療の実
現に大きく貢献すると考えられる。  
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