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研究成果の概要（和文）：申請者のグループで開発された人工塩基対システムを利用して、転写

により種々の人工塩基を特定部位に組み込んだ機能性 RNA の一種、shRNA、を培養細胞に導入し、

その効果と機能を解析することで、人工塩基が細胞内でどのように認識されるかを調べた。そ

の結果、天然型のミスマッチの変異が許容されて shRNA の活性が保持された特定の領域では、

天然型塩基の大きさに近い人工塩基であれば、shRNA の活性は損なわれないことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：By using in vitro transcription with our unnatural base pair systems, 
we prepared shRNA molecules containing a series of unnatural bases at a specific position 
and evaluated their RNAi activities in cultured cells. We found that the activity was 
retained by replacement with unnatural bases in some specific positions within the 
passenger and guide strands of the shRNA molecules, and that the tolerance by 
unnatural-base replacements depended on the size of the unnatural base. 
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１．研究開始当初の背景 
 
研究開発当初の背景として、生体内で DNA
から転写される non-coding RNA は、small 
interfering RNA(siRNA)等の形で遺伝子発現
制御に幅広く関与していることが見出され
るようになった。また一方で、排他的なワト

ソン・クリック(A-T/U、G-C)塩基対に加えて新た
な人工塩基対の創製を目指した研究が、近年注目
されるようになってきた。RNA の様々な機能は、
その構成単位であるヌクレオチドの中でも、「遺伝
情報・機能分子」としての核酸分子の特性を担う
“塩基”の役割は大きい。人工塩基対は、天然の
核酸には 4 種類の塩基（2 種類の塩基対）しかな



いという核酸分子の化学的・物理的多様性の
限界を超えて、核酸分子に遺伝暗号拡張など
の新たな機能を付与することができる。した
がって、RNA 研究に人工塩基対を応用するこ
とで、天然型塩基のみからなる RNA の研究だ
けではわからなかった生体内における RNA分
子のメカニズムに関する新たな知見が得ら
れると期待できる。 

申請者のグループは、人工塩基対を DNA 中
に組み込むことで遺伝情報を拡張する技術
の開発に取り組んできており、これまでに転
写で機能する種々の人工塩基対を開発し、人
工塩基を含む鋳型 DNA と T7 RNA ポリメラー
ゼを用いることにより、その相補人工塩基を
RNA 中の特定部位に導入することに成功して
いた。この技術を使えば、相補人工塩基に蛍
光色素やビオチン等の機能性コンポーネン
トの置換基を結合した修飾基質も RNA中の特
定部位に取り込ませることもできる研究段
階にあり、人工塩基対技術の実用化に向けて、
様々な応用例を提示していく必要があった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究課題申請時における当初の研究目
的は、この人工塩基対の転写システムを利用
して、種々の塩基類似体や機能性置換基を結
合した人工塩基を特定部位に組み込んだ
siRNAなどの機能性RNAを培養細胞に導入し、
細胞内でのそれらの RNAの機能を解析するこ
とにより、人工塩基が細胞内でどのように認
識されるかを調べることであり、その実験系
を確立することにより、新規機能性 RNA の創
出を目指した。 

 
３．研究の方法 
 

本研究課題の機能性 RNA には、ルシフェラ
ーゼ遺伝子を標的とした shRNA（52-mer）を
選定して使用した。shRNA の調製は、化学合
成により調製した人工塩基 Pa（ピロール-2-
カ ル バ ル ア ル デ ヒ ド ） を 含 む 鋳 型
DNA(69-mer)と、それに相補する種々の人工
塩基基質存在下で T7 RNA ポリメラーゼを用
いて転写を行い、ゲル電気泳動による精製で
行った。T7転写では、RNA 中に組み込む人工
塩基に応じてその転写用基質を変えること
により、一種類の人工塩基を含む鋳型 DNA を
用いて様々な相補人工塩基修飾体を RNA中に
導入できるという利点をいかした。人工塩基
の基質に用いた、Pa の相補的人工塩基は、s 
(6-(2-チエニル)-2-アミノプリン)、Dss (7-
（2,2'-ビチエニル）イミダゾ[4,5-b]ピリジ
ン)、ss (6-(2,2'-ビチエニル)-2-アミノプ
リン)である。Dss と ss は、転写で機能する
人工塩基対として既に開発されていた Ds-Pa 
塩基対(Ds: 7-（2-チエニル）イミダゾ[4,5-b]
ピリジン)と s-Pa塩基対がその基盤となって

おり、人工塩基 Ds やｓのチオフェンをビチオフェ
ンに置換したプリン塩基類似体で、申請者の所属
するグループの合成チームで新たに開発された
（図１）。また、s、Dss、ss は、UV の照射により
青色の発光を示す、蛍光性の人工塩基でもある。 

調製した種々の shRNA は、そのターゲットとな
るレポーター遺伝子（ホタルルシフェラーゼとウ
ミシイタケルシフェラーゼ）を含むプラスミドと
ともにリポフェクション法により HeLa 細胞に導
入し、ルシフェラーゼの発光から、その遺伝子発
現が抑制されているかを調べた（図２）。 

 

 
４．研究成果 
 
（1）T7 転写による人工塩基ｓ、Dss、ss を組み込
んだ shRNA の調製 
 
人工塩基対 s-Pa、Dss-Pa、ss-Pa を利用した T7
転写により、種々の蛍光性人工塩基(s、Dss、ss)
をpassenger鎖もしくは、guide鎖中に含む52-mer
の shRNA を調製した。目的とする全長からなる人
工塩基を含む shRNA 産物は、電気泳動されたゲル
において、蛍光性人工塩基がとりこまれていない
産物由来のバンドと比べて移動度が異なること、
UV（波長 365 nm）照射により人工塩基由来の蛍光
をそのバンドで観察できること、を利用して確認
できた。調製した shRNA の二次構造模式図を図 3
に示す。 
 
（2）培養細胞への shRNA 各種変異体の導入とレポ
ーター遺伝子発現抑制効果の解析 
 



shRNA 中の人工塩基が細胞内でどのように認
識されているか、また、shRNA 中のどの位置
に人工塩基を組み込むことが可能かを解析
するために、その指標として、人工塩基のか
わりに天然型塩基による変異を導入した
shRNA のバリアントも作成し（図 3）、その抑
制効果も調べることで、その抑制効果の違い
が人工塩基の変異に依存するかを検証した。
天然型塩基による変異の導入では、もとの塩
基が A の場合には G へ、もとの塩基が G、C、
Uの場合には Aに変えている。 
 

 
 人工塩基を含まない野性型 shRNA と各種
shRNA の活性を比較した結果、shRNA の
passenger 鎖中の塩基 10 番目、12 番目、16
番目、20 番目、21 番目を蛍光性人工塩基に
置換した場合では、天然型塩基置換の場合と
同様、shRNA 変異体の活性にはほとんど影響
がみられなかった。また、guide 鎖中の塩基
34-41 番目を蛍光性人工塩基に置換した場合
では、35 番目、36 番目、37 番目塩基の置換
であれば、shRNA 活性を損なわずに、蛍光性
人工塩基を導入可能であることがわかった。
そして、これらの位置は天然型塩基による置
換の場合でも、shRNA 活性がほとんど保持さ
れていた。以上の結果から、passenger 鎖だ
けではなく guide 鎖中においても、人工塩基
Dss、ss、s の変異を導入しても shRNA の活性
には影響を及ぼさない箇所が存在すること
がわかった。 
 さらに、shRNA 中の特定部位(36 番目)に形
の異なる種々の人工塩基（s、ss、Dss、Pa、
Pa 誘導体）を導入した場合での遺伝子発現効
果をさらに詳細に調べた。人工塩基 Pa もし
くは Pa 誘導体を組み込んだ shRNA は、人工
塩基 Dsを含む鋳型 DNA と Ds に相補する人工
塩基PaもしくはPa誘導体の基質存在下でT7 
RNA ポリメラーゼを用いた転写を行って調製
した。各種 shRNA の活性を比較した結果、天
然型のミスマッチの変異が許容されて shRNA
の活性が保持されていた guide鎖の特定の領
域では、人工塩基 Pa に結合した置換基部分
が大きくなるほど shRNAの活性が弱くなるこ
とが示唆された。具体的には、蛍光標識で多
用されるフルオレセイン基がリンカーを介
して結合した Pa 誘導体では shRNA の活性は
なくなってしまうが、フルオレセイン部分が
ビオチン、アミノ基といった小さな置換基と
なるほど shRNA としての活性は回復し、ビチ
オフェンが結合した蛍光性人工塩基（Dss や
ss）では shRNA の活性は損なわれなかった。 

また、Dss を位置選択的に含む shRNA が導

入された細胞では、人工塩基由来の蛍光を顕微鏡
で観察することができた。 
 
（3）PCR と転写を組み合わせた人工塩基対システ
ムの確立 
 
これまで、転写用の人工塩基を含む鋳型 DNA は化
学合成により調製していたが、PCR でも調製可能
となれば、さまざまな機能性 RNA の調製にも人工
塩基対システムの応用が可能となる。そこで、人
工塩基Paを改変した新たな人工塩基2-ニトロ-4-
プロピニルピロール誘導体(Px)をデザインし、高
効率・高選択で PCR 増幅可能な人工塩基対 Ds-Px
を開発した。さらには、二つの疎水性人工塩基対
Ds-Px と Ds-Pa を組み合わせた PCR・転写の人工塩
基対システムを利用することにより、人工塩基を
特定部位に組み込んだ RNA の調製法を確立した。
具体的には、疎水性の人工塩基対 Ds-Px を用いた
30 サイクルの PCR で増幅された Ds を含む DNA 断
片を調製し、これを鋳型とした転写により、Pa 誘
導体を RNA 中の特定部位に導入が可能であること
を示した。 
 
（４）得られた成果の国内外におけるインパクト
と今後の展望 
 
人工塩基対の精度が実用化レベルまで達してい

ることを示した本研究成果は、国内外の学会の発
表でも注目を集めた。また、本課題で得られた結
果をもとに、人工塩基に結合させる新たな機能性
コンポーネントのデザインや開発、またそうした
人工塩基を組み込んだ新規機能性 RNA の調製、さ
らには、培養細胞中での新規機能性発現制御など
へと発展させていきたいと考えている。 
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