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研究成果の概要（和文）：　siRNAやアンチセンス核酸は、疾患に関連するRNAを阻害する核酸医薬として期待さ
れている。本研究は申請者らが開発した非環状型人工核酸を活用したsiRNAや抗miRNA核酸の活性発現機構を細胞
内可視化解析によって解明すること目的とした。これらの機能性核酸の活性体として予想されるRISCとの複合体
を検出する手法として、目的とする複合体を形成した時にのみRCA増幅によるシグナルの増大やFRET検出が可能
となるような設計開発を実施した。その結果、活性複合体の細胞内検出を初めて達成することができた。得られ
た成果により、機能性核酸の作用機序を提唱することができた。本成果は現在論文投稿中である。

研究成果の概要（英文）：siRNAs and antisense nucleic acids are expected to be nucleic acid drugs 
that inhibit disease-related RNAs. The purpose of this study was to elucidate the mechanism of 
activity of siRNA and anti-miRNA nucleic acids designed by acyclic artificial nucleic acids. For 
this we attempted to developed the scheme to perform intracellular visualization analyses. To detect
 the expected complexes of these functional nucleic acids with RISC, we designed the methods that 
enable signal amplification by RCA system or FRET detection only when the complexes are formed. We 
succeeded in the observation of fluorescent signals from the expected complex in cells. Based on our
 results, we proposed the mechanism of action of the functional nucleic acids.
This approach is a valuable tool for further understanding of the mechanism of the nucleic acid 
drugs and contributing to the development of more effective, and safer therapeutic anti-miR drugs.
The result is currently being submitted for publication.

研究分野：生体関連化学

キーワード： 核酸医薬　nucleic acid drug　anti-miRNA　miRNA　siRNA　RNAi
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された手法や細胞生物学的知見は、核酸医薬の作用機序の解明に貢献すると期待される。また、得
られた知見を活用することで、より効果的で安全なsiRNAや抗miR核酸の開発に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 疾患タンパク質をコードする mRNA や疾患に関連する miRNA を標的とし、その機能を
阻害する機能性核酸の開発に注目が集まっている。申請者のグループでは、RNA 干渉を利
用した siRNA や、RNA 干渉を抑制するための anti-miRNA 核酸の開発を行ってきた
[ChemBioChem, 15, 2549 (2014), Biomater. Sci., 3, 1534 (2015), ChemBioChem, 18, 1917 (2017)]。
開発にあたっては、非環状型の人工核酸 SNA の化学構造に着目した分子デザインにより、
酵素耐性能の向上に加え、活性の向上や核酸配列由来の副作用の抑制を達成することがで
きた。これらの機能性核酸を発展させるためには、機能性核酸の作用機序の詳細な理解が必
要である。しかしながら、特に anti-miRNA 核酸においては、標的 miRNA 阻害機構の詳細
は明らかとなっていないのが当時の現状であった。また、siRNAが mRNAと結合した状態
の複合体を細胞内で検出された例はなかった。これまでに、RNA 干渉の機構解明に向け、
消光剤-蛍光基導入型の siRNAプローブを開発することに成功し[Chem. Sci., 4, 4016 (2013)]、
RISCの成熟と細胞内における局在性の変化を捉えることが可能になった。その一方で、こ
れら機能性核酸が作用すると期待される RISC との相互作用を直接的に解析した例はなか
った。以上のことから、siRNAや anti-miRNA核酸といった核酸医薬の作用機序を明らかに
するためには、細胞内における活性複合体を検出する手法を開発し、複合体の検出と機能性
核酸の細胞内運命を明らかにすることが重要であると考るに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者らが独自の非環状型人工核酸を活用して開発を進めているsiRNAや
anti-miRNA核酸の作用機序解明のため、RISCと機能性核酸との相互作用にともなう活性複
合体の検出法を開発し、細胞内可視化解析を実施することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 siRNAの活性は、siRNA-mRMA-AGO2複合体を通じて発揮される。こうした既存の知見
から、anti-miRNA核酸は anti-miRNA核酸-miRNA-AGO2複合体を形成すると予想した。本
研究では機能性核酸が RISC に結合する活性複合体した状態を検出する手法の開発を行い、
細胞内イメージング解析を実施した。 
 
 (1)標的 RNAを検出するためのアンチセンス核酸の設計 
 miRNAに対しては anti-miRNA核酸、mRNAに対しては siRNAの標的部位近傍の配列に
対して相補的なアンチセンス核酸を設計した。設計の際には、人工塩基 2,6-diaminopurin(D)
等を導入することで標的とする RNAに対する親和性を向上させた。 
 
 (2)機能性核酸と RISCの複合体の検出法の開発 
 アンチセンス核酸を用いて、機能性核酸/RISC複合体の細胞内観察のため、複合体を検出
する手法が必要であった。具体的には siRNA と標的 mRNA が結合している複合体、anti-
miRNA 核酸が標的である miRISC と結合している複合体の状態を観察するための仕組みの
開発を試みた。手法としては、miRNA あるいは mRNA に対するアンチセンス核酸、また
RISC タンパク質である Ago2 の抗体を介して、近接状態にのみ反応が起こりシグナルが増
幅される系の設計、また、機能性核酸が標的 RNAと結合した際に FRETによって検出され
る系を設計した。 
 申請者らがこれまでに開発してきた色素対導入型 siRNA や蛍光修飾 anti-miRNA 核酸の
手法を組み合わせ検出系が確立された後、目的とする複合体の細胞内局在を解析した。また
RISCが局在するといわれている P-body等のマーカータンパク質の局在と比較し、活性複合
体の細胞内局在や細胞内運命の解明のためのイメージング解析を実施した。 
  
 
４．研究成果 
 1）Ago2抗体とアンチセンス核酸を用いた PLAと RCAによる siRNA/RISC/mRNA複合体
検出 
 siRNA の活性複合体(siRISC と mRNA の複合体)の検出において、蛍光標識を用いて共局
在を観察する一般的な方法では、蛍光顕微鏡の分解能の限界から、mRNAと RISCがただ近
くに存在しているだけなのか、複合体を形成しているのか区別できないという問題点があ
る。したがって本研究では、複合体のみをイメージングするため、近接ライゲーション(PLA)
と、rolling circle amplification (RCA)と呼ばれる反応を利用することで mRNA・RISC複合体
の可視化を目指した。 



 研究当初の設計では、RISCと mRNAの複合体を検出する為に、mRNA/Ago2/DNAタグ A
の 3つが複合体を形成させ、さらに、Ago2に DNAタグ Bを抗体を介して付加し、PLAと
RCAを行うこととした。まず、RISC構成タンパク質である Ago2に対して PLA/RCA反応
が適応可能か調査するために、Ago2 と結合タンパク質 GW182 との間のアッセイを試みた
結果、Fig.1 に示すように DNA タグの間の PLA と RCA が進み顕著なシグナルが観察され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、目的とする siRISCと mRNAの複合体の検出を目指した。mRNAに結合する DNA
タグの配列長、DNAタグのリンカー長、mRNAとの二重鎖形成部位の設定等を検討するな
か、DNA タグを介した非特異相互作用が課題となった。解決のため、ハイブリダイズ条件
やブロッキング条件を検討した。その結果、非特異的相互作用を抑えることができた。検討
した条件に基づき、siRISCと mRNAの複合体検出を行ったところ、蛍光シグナルを観察さ
れた(Fig.2)。ただし、siRNA非存在下においてもシグナルが観察されたことから、観察され
たシグナルには、複合体形成に由来するシグナルに加えて、P-body のような分子が込み合
った空間の中で近接して存在している状態の Ago2 と mRNA に由来するシグナルも含まれ
ていると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2）FRETを用いた anti-miRNA核酸の活性複合体の細胞内イメージング解析 
 上述のアッセイによる siRNA の活性複合体検出の結果、目的とする複合体の特性に合
わせて設計条件やプロトコル条件の精査が必要であるとわかった。そこで、anti-miRNA 核
酸の活性複合体検出においては、FRETを用いた複合体の検出法を開発し、イメージング解
析を実施することとした。 
消光剤で標識した miRNA*と蛍光色素で標識した miRNA からなる miRNA/miRNA*を用
い、RISC 形成に伴いクエンチャーを有する miRNA*が解離することにより蛍光発光する仕
組みによって、ドナー色素でラベルされた成熟型 miRISCを調製した。その後、アクセプタ
ー色素で標識された anti-miRNA 核酸が先ほどの miRISC に結合する場合、ドナーを有する 
miRISC 上の miRNA が FRET アクセプターを有する anti-miRNA 核酸と二重鎖を形成す
ることによって FRET シグナルが観察されると期待した(Fig. 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本設計を実現するために、miRNA/miRNA*に修飾する消光剤メチルレッドとドナー色素
となる BO の導入位置の検討および非環状型人工核酸 SNA の導入を行い、BO 標識された
miRNAによる選択的な miRISC形成を達成した。また、アクセプター色素として Cy3で標
識した非環状型人工核酸 SNA からなる anti-miRNA 核酸の設計を最適化した。これらの
miRNA/miRNA*および Cy3-anti-miRNA を用いて細胞内イメージング解析を行った結果、

 
Fig.1 RISC構成タンパク質 Ago2と相互作用する P-bodyのマーカータンパク質との間に本
アッセイが適応できることを確認した。 

 
Fig.2 Ago2抗体とアンチセンス核酸を用いた PLA/RCAアッセイによる siRISC/mRNAの
細胞内イメージング解析 

Fig.3 色素対の組み合わせによる、miRISCならびに anti-miRNA/miRISCの選択的検出 



BO-miRISCと Cy3-anti-miRNAのあいだに FRETが観察された(Fig.4)。このことから、SNA
からなる anti-miRNA 核酸は miRISC に作用し miRNA を阻害することを明らかとした。ま
た、本複合体は P-bodyに存在することを明らかとした。さらに、FRET ratioの計測により、
anti-miRNA 核酸と miRNA の複合体状態は動的に変化すると予想され、anti-miRNA 核酸が
miRISCと複合体を形成した後、miRISCからの miRNAの放出と分解が起こる可能性が提唱
された。  

 
 

 
Fig. 4 BO-miRISCと Cy3-anti-miRNAの FRETによるイメージング解析により anti-miRNA核酸
の活性複合体を検出した。 
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