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研究成果の概要（和文）：Ｃ型肝炎はＣ型肝炎ウイルスの感染により起こる。現在、副作用の少
ない新しい治療薬の開発が待ち望まれている。研究者らは、独自の方法で化学修飾した siRNA
を合成し、これらがエンドヌクレアーゼ耐性、エキソヌクレアーゼ耐性を有すること、また標
的以外の遺伝子の発現が抑制されてしまうオフ・ターゲット効果を軽減できること、更に末端
ダングリングエンド修飾 siRNA が効果的にＣ型肝炎ウイルスの複製を抑制することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Small interfering RNA (siRNA) is a non-coding RNA with considerable 
potential as a new therapeutic drug for intractable diseases. siRNAs can be rationally 
designed and synthesized if the sequences of the disease-causing genes are known. In this 
study, we found that incorporation of naphthalene biaryl unit at the 5′ and 3′ ends 
of sense and antisense strands of siRNA improves silencing activity and nuclease 
resistance. Further, we found that the modified siRNA suppressed HCV replication more 
efficiently than unmodified siRNA. Thus, the naphthalene biaryl modification may hold 
promise as a method for improvement of the silencing activity and nuclease-resistance 
of siRNAs. 
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１．研究開始当初の背景 
Ｃ型肝炎はＣ型肝炎ウイルスの感染により
起こる。日本におけるＣ型肝炎ウイルス感染
者数は 150～200 万人とも推定されている。
Ｃ型肝炎の治療法としては、インターフェロ
ン及びインターフェロンとリバビリンの併

用による治療が第 1 の選択肢となっている。
しかし、インターフェロン療法あるいはイン
ターフェロンとリバビリンの併用療法を行
った場合、多くの患者に発熱、倦怠感、頭痛、
食欲不振、脱毛などの副作用が見られること
が報告されている。このことから副作用の少
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ない新しい治療薬の開発が待ち望まれてい
た。 
RNA 干渉（RNA interfering; RNAi）とは、二
本鎖 RNA を細胞に導入することで、同じ塩基
配列を持つ細胞の染色体由来の RNAが分解さ
れる現象を言う。当初、RNAi は、線虫と植物
に固有の現象と考えられていたが、2001 年に
ダングリングエンド構造を持つ 21 塩基対程
度 の 長 さ か ら 成 る 二 本 鎖 RNA （ short 
interfering RNA; siRNA）を用いることによ
り、哺乳動物細胞においても RNAi が観察さ
れることが見出された。これを契機に、RNAi
を利用した核酸医薬品開発研究が、ベンチャ
ー企業をはじめとして、世界中で進められて
いた。 
天然の未修飾な核酸は細胞内外に存在する
各種ヌクレアーゼにより速やかに分解され
てしまうこと、また、ポリアニオニックなオ
リゴ核酸は生体膜を通過しづらいことから、
siRNA を医薬品として使用しようとする場合、
ヌクレアーゼ耐性、細胞膜透過性等の性質を
付与した新しい siRNAの開発が必要であった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、独自の方法で化学修飾した
siRNA を合成し、これらがエンドヌクレアー
ゼ耐性、エキソヌクレアーゼ耐性を有するこ
と、また標的以外の遺伝子の発現が抑制され
てしまうオフ・ターゲット効果を軽減できる
こと、更に末端ダングリングエンド修飾
siRNA が効果的にＣ型肝炎ウイルスの複製を
抑制することを見出していた。本研究では、
この先行研究を統合し、Ｃ型肝炎治療薬の創
製を指向した、新規 siRNA を開発することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 3'-末端ダングリングエンド部位にビア
リール型化合物を導入するにあたって、アミ
ダイト体と CPG (controlled pore glass) 樹
脂体の 2種類を合成する必要がある。そこで
先ず、各種ビアリール化合物を合成した。ホ
ウ酸誘導体とヨードアリールをパラジウム
触媒を用いたクロスカップリングにより縮
合した後に、脱シリル化を行い目的とする各
種誘導体を得た。その後、水酸基の DMTr 
(dimethoxytrityl) 化を行い DMTr 誘導体へ
と導いた。CPG 樹脂体を合成する為に、各種
ビアリール誘導体をスクシニル化した後に、
CPG 樹脂との結合を行い、各種誘導体が結合
した固相担体を得た。また、得られた各種
DMTr 誘導体を亜リン酸化してアミダイト体
を定量的に得た。 
 
(2) 3'-末端に 2 塩基ビアリール型アナログ
を含む 21 塩基の RNA オリゴヌクレオチドを
固相ホスホロアミダイト法に従って核酸自

動合成機によって合成した。 
 
(3) 合成したオリゴヌクレオチド各鎖をダ
ングリングエンド部位が同じ化合物である
相補鎖とアニーリングを行い二本鎖を形成
させ、各 siRNA 二本鎖の熱的安定性を 50% 融
解温度 Tmを測定することにより比較した。 
 
(4) ビアリール型化合物導入による Tm 値増
加の原因を追及するために、Marky と
Bleslaur の手法に従い、van't Hoff トラン
ジションエンタルピー(⊿Ho)、エントロピー
(⊿So)、298K 及び 310K における自由エネル
ギー(⊿Go)を算出した。 
 
(5) 合成したビアリールアナログを含む
siRNA のタンパク発現抑制能を実際にヒト子
宮頸癌由来の細胞である HeLa 細胞に合成し
た siRNA を導入して評価した。評価方法には
Dual-Luciferase reporter assay を使用した。
デュアルレポーターとは、1 つのシステム内
において 2つの異なるレポーター酵素を同時
に発現させ測定することを指し、本手法は発
光タンパクである Fireflyルシフェラーゼと
Renilla ルシフェラーゼの生物発光反応を識
別している。なお合成した siRNA は Renilla
ルシフェラーゼを標的とした配列であるた
め、Renilla ルシフェラーゼの発現抑制効果
を Fireflyルシフェラーゼの発光量と比較し
てタンパク抑制能を評価した。また、siRNA
をトランスフェクションしていない状態を
コントロールとし 100％とした。 
 
(6) ビアリール化合物から代表してベンゼ
ンビアリールを 3'-末端ダングリングエンド
に含む siRNAのヌクレアーゼ耐性を検討する
ために、5'-末端に蛍光色素であるフルオレ
セインが結合したオリゴヌクレオチドを合
成した。先ず、エキソヌクレアーゼの 1つで
ある snake venom phosphodiesterase (SVPD) 
を用いて、エキソヌクレアーゼ耐性を検討し
た。SVPD は 3'-OH 末端から 3'-→5'の方向に
段階的にホスホジエステル結合を切断し、
5'-モノヌクレオチドを生産する酵素である。
一本鎖状態において時間依存的に SVPD 処理
した RNA を反応停止後、電気泳動を行い解析
した。 
 
(7) Luciferase assay の際に細胞培養で用い
ているウシ血清中での安定性を検討した。通
常 Luciferase assay ではウシ血清が 10%含ま
れている培養液を使用しているが、今回 10%
ウシ血清では明白な違いが現れなかったた
め、40%ウシ血清で評価を行った。二本鎖状
態の siRNAを時間依存的にウシ血清で処理し
た後、電気泳動により解析した。 
 



 

 

４．研究成果 
siRNAのヌクレアーゼ耐性の向上および RNAi
誘導活性の増強を目的とし、ダングリングエ
ンド部位に各種ビアリール型ユニットを導
入した siRNA を設計・合成し、そのタンパク
質発現抑制活性について検証した。 
 
(1) 合成したオリゴヌクレオチド各鎖をダ
ングリングエンド部位が同じ化合物である
相補鎖とアニーリングを行い二本鎖を形成
させ、各 siRNA 二本鎖の熱的安定性を 50% 融
解温度 Tmを測定することにより比較した。そ
の結果、天然型のチミジンをダングリングエ
ンド部位にもつ siRNAよりもビアリール型化
合物に置換した siRNAの方が熱的安定性が高
いことが示された。さらに、ベンゼン環の数
がベンゼン型アナログからピレン型アナロ
グへ増加するにつれ、二本鎖の安定性が増大
することが示唆された。 
 
(2) ビアリール型化合物導入による Tm 値増
加の原因を追及するために、Marky と
Bleslaur の手法に従い、van't Hoff トラン
ジションエンタルピー(⊿Ho)、エントロピー
(⊿So)、298K 及び 310K における自由エネル
ギー(⊿Go)を算出した。その結果、突出のな
い RNA やチミジン突出の RNA よりビアリール
型アナログを有する RNA の方が、二本鎖形成
能の指標となる自由エネルギー変化(ΔGo)が
負に増加し、二本鎖状態がより安定であるこ
とを示した。さらにベンゼンビアリール突出
RNA から芳香族環が増えたピレンアナログ突
出の RNA になるにつれ、安定性が順に向上す
ることも示唆された。この安定性は、水素結
合能や London 分散力などの二重らせん構造
の安定化の指標となるエンタルピー変化(⊿
Ho)が、突出している化合物のベンゼン環が増
えるにつれ増加しており、これが二本鎖形成
に有利に働いたと考えられる。 
 
(3) 合成したビアリールアナログを含む
siRNA のタンパク発現抑制能を実際にヒト子
宮頸癌由来の細胞である HeLa 細胞に合成し
た siRNA を導入して評価した。評価方法には
Dual-Luciferase reporter assay を使用した。
デュアルレポーターとは、1 つのシステム内
において 2つの異なるレポーター酵素を同時
に発現させ測定することを指し、本手法は発
光タンパクである Fireflyルシフェラーゼと
Renilla ルシフェラーゼの生物発光反応を識
別している。なお合成した siRNA は Renilla
ルシフェラーゼを標的とした配列であるた
め、Renilla ルシフェラーゼの発現抑制効果
を Fireflyルシフェラーゼの発光量と比較し
てタンパク抑制能を評価した。また、siRNA
をトランスフェクションしていない状態を
コントロールとし 100％とした。その結果、

ベンゼン型アナログ、ナフタレン型アナログ
をダングリングエンド部位に持つ siRNA及び
siRNA では天然型チミジンの siRNA とほぼ同
等、もしくはそれ以上の抑制効果が見られた。
しかし、さらに芳香環が一つ増えたフェナン
トレン型アナログを持つ siRNAでは活性が弱
くなり、さらに増えたピレン型アナログの
siRNA ではほぼ活性が見られなかった。つま
り、ダングリングエンド部位を嵩高くする事
は、PAZ ドメインとの認識に立体障害を及ぼ
し、活性低下につながる事が示唆された。 
 
(4) ビアリール化合物から代表してベンゼ
ンビアリールを 3'-末端ダングリングエンド
に含む siRNAのヌクレアーゼ耐性を検討する
ために、5'-末端に蛍光色素であるフルオレ
セインが結合したオリゴヌクレオチドを合
成した。先ず、エキソヌクレアーゼの 1つで
ある snake venom phosphodiesterase (SVPD) 
を用いて、エキソヌクレアーゼ耐性を検討し
た。SVPD は 3'-OH 末端から 3'-→5'の方向に
段階的にホスホジエステル結合を切断し、
5'-モノヌクレオチドを生産する酵素である。
一本鎖状態において時間依存的に SVPD 処理
した RNA を反応停止後、電気泳動を行い解析
した。その結果、5 分後には天然のチミジン
をもつオリゴヌクレオチドはほぼすべて分
解されてしまっているのに対し、ダングリン
グエンド部位にベンゼンビアリールが導入
されているオリゴヌクレオチドでは、約１時
間後に完全な分解が起こっている。つまり、
3'-末端ダングリングエンド部位へビアリー
ル型ユニットを導入することで、3'-エキソ
ヌクレアーゼに対して強い耐性を示す事が
示唆された。 
 
(5) Luciferase assay の際に細胞培養で用い
ているウシ血清中での安定性を検討した。通
常 Luciferase assay ではウシ血清が 10%含ま
れている培養液を使用しているが、今回 10%
ウシ血清では明白な違いが現れなかったた
め、40%ウシ血清で評価を行った。二本鎖状
態の siRNAを時間依存的にウシ血清で処理し
た後、電気泳動により解析した。その結果、
ベンゼンビアリールをダングリングエンド
に有するsiRNAの方が、チミジンを持つsiRNA
よりもゆっくり加水分解されていくことが
確認できた。つまり、ビアリール型アナログ
はウシ血清に対して高い耐性を有する事が
示された。 
 
(6) センス鎖の 5'-末端ならびにアンチセン
ス鎖の 3'-末端にナフタレン型ビアリールを
導入した siRNA を設計・合成した。両鎖にこ
れらのユニットを導入することにより、導入
した末端部位の二重鎖の熱力学的安定性が
上昇しアンチセンス鎖の選択性が向上する



 

 

こと、さらにセンス鎖の 5'-末端にビアリー
ル型ユニットを導入することでセンス鎖の
5'-末端リン酸化が抑制され、センス鎖によ
るオフターゲット効果が抑制されると考え
た。その結果、ダングリングエンドがチミジ
ンの siRNA では、全くタンパク発現抑制が観
測されなかった。これは、使用した配列のセ
ンス鎖 5'-末端が A-U リッチな配列であるた
め、熱力学的に不安定な末端となっているの
で、アンチセンス鎖よりセンス鎖が選択的に
取り込まれたことが原因であると考えられ
る。一方でセンス鎖 5'-末端をナフタレン型
ビアリールにより安定化させた siRNAでは明
らかな抑制効果が観測された。また、siRNA
はセンス鎖 5'-末端に 5'-O-Me 修飾型チミジ
ンを導入し、センス鎖 5'-末端のリン酸化を
阻害しているが、その抑制活性はナフタレン
型ビアリールを導入した siRNAよりも低いも
のであった。このことより、効果的な抑制活
性がみられた siRNA では、センス鎖 5'-末端
のリン酸化を阻害しただけでなく、ナフタレ
ン型ビアリールのスタッキング効果による
末端の安定化も活性向上に大きく寄与して
いると示唆される。次にこの新規デザイン
siRNA の効果の普遍性を検証するために、同
じく Renilla luciferase をターゲットにし
た、異なる配列の siRNAを合成した。今回も、
オフターゲット効果の抑制を確認するため
に、センス鎖が取り込まれやすいセンス鎖
5'-末端に A-U リッチな配列を選択し、再び
タンパク発現抑制活性を検証した。その結果、
未修飾の siRNAでは活性が全く見られないの
に対し、修飾 siRNA では 30nM においてタン
パク質の発現を効果的に抑制した。 
 
(7) 東京都臨床医学総合研究所の小原らは、
急速に突然変異が進む HCV 遺伝子の中でも、
保存性が 95%以上あり、かつウイルス増殖に
必要であると言われている非翻訳部位を標
的とした siRNA を検討した。その結果、HCV
複製を効果的に抑制する、HCV の 5'-UTR を標
的する siRNA 配列を発見した。そこで、この
効果的に HCV複製を抑制する配列を用いて新
規センス鎖5'-末端安定化型siRNAを合成し、
その活性能の評価を東京都臨床医学総合研
究所に依頼した。その結果、本修飾 siRNAは、
0.1nM の濃度で in vitro において C型肝炎ウ
イルス(HCV)の複製を効果的に抑制した。今
回デザインした新規 siRNA は HCV に対する複
製抑制能も、天然型に比べて高いことが示唆
された。また、芳香族化合物を有する siRNA
を細胞に導入しても、細胞毒性が引き起こさ
れないことがわかり、in vivo への応用が可
能であると考えられた。 
 
(8) さらに、3'-末端ダングリングエンドの
ベンゼン-リン酸骨格部位に光反応性残基を

導入した siRNA を設計・合成し、その機能に
ついて検証した。その結果、本修飾 siRNAは、
RNA 干渉に関与するタンパク質を解析する上
で有用なプローブであることを明らかにし
た。 
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