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研究成果の概要（和文）：これまでの生化学的解析からsmall interfering RNA（siRNA）は、シード領域（5´
末端から数えて2~8番目のヌクレオチド）で標的mRNAを認識することが明らかになっていたが、その位置による
役割はよく分かっていなかった。申請者は、ヒト細胞を用いてsiRNAの活性を測定することで、siRNAのシード領
域が2-5番ヌクレオチドと6-8番ヌクレオチドの2つの機能ドメインに分かれることを見出した。2-5番ヌクレオチ
ドはRNAi活性には大きく寄与しないドメインである一方、6-8番ヌクレオチドはRNAi活性の程度を規定するドメ
インであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previous biochemical analyses have revealed that small interfering RNA 
(siRNA) recognized target mRNAs via the seed region (nucleotides 2~8 counting from the 5´ end of 
siRNA), but the role of the seed region by its position was not well understood. By measuring siRNA 
activity in human cells, we found that the seed region of siRNA is divided into two functional 
domains, nucleotides 2-5 and 6-8. Nucleotides 2-5 are domains that do not contribute significantly 
to RNAi activity, while nucleotides 6-8 are the domains that determine the degree of RNAi activity.

研究分野： RNA生物学

キーワード： siRNA　RNAi　Argonaute2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究成果は、従来の生化学的解析のみでは明らかにできなかったsiRNAの作用機序を実際の細胞内環境を反
映した解析により明らかにした。siRNA のシード領域のうち、6-8番ヌクレオチドはRNAi活性の程度を規定する
ドメインであることから、今後活性の強弱を制御する手法の開発が期待される。また、siRNAは薬としての応用
が期待されているものの、その作用機序に立脚した医薬品の設計が不十分であることから、本成果はsiRNAの治
療応用に向けた知見を広げるものであると示唆される。

※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 
 
 

生物の細胞内では、ゲノム DNAから mRNAが転写され、mRNAからタンパク質が翻訳

されることによって、DNA のもつ遺伝情報の機能が発揮される。しかしながら、近年、ゲ

ノムからはタンパク質をコードする mRNA だけでなく、タンパク質をコードしないノンコ

ーディング RNA が多く転写され、RNA のままで機能を発揮することが明らかになってき

た。このようなノンコーディング RNAの中でも、約 21塩基程度の小さな二本鎖 RNAであ

る small interfering RNA（siRNA）は、RNA干渉（RNAi）という塩基配列特異的に遺伝子を

切断する抑制機構をもつ。この RNAi 法は、1998 年に線虫で発見された現象であるが、ヒ

トでもその機構が保存されており、遺伝子機能の解析に用いられてきた。また、配列特異性

の高さから、臨床応用に向けた研究が盛んにおこなわれてきており、2018年には、RNAi法

を利用した siRNAが米国で初めて医薬品として認められた。 

siRNA の作用機序はいくつかのステップに分けられる。siRNA は、Argonaute2（AGO2）

タンパク質に取り込まれた後、片方の鎖が取り除かれ一本鎖化する。この時、シードとよば

れる領域（5´末端から数えて 2~8番目のヌクレオチド）が AGOタンパク質と強く相互作用

しており、その塩基部分がタンパク質表面に対し露出している。そのため、このシード領域

は標的 mRNA と最初に塩基対合する足場となっている。一方で、9 番目以降のヌクレオチ

ドは露出していない。この時、シード領域の塩基対合が引き金となり、9番目以降の塩基が

対合可能となるため、AGO2 タンパク質の酵素活性すなわちにより標的 mRNA が切断され

る（RNAi活性）と想定されている。このような siRNAの作用機序は、これまで in vitroな

生化学的解析および構造解析により明らかにされてきた。しかしながら、実際の細胞内環境

を反映した解析がほとんどおこなわれておらず、いくつかの問題点が挙げられる。例えば、

細胞内には多種の RNA 結合タンパク質が存在しており、同じ標的 RNA に対し、AGO2 タ

ンパク質と競合的に相互作用する可能性がある。以上の観点から、従来の生化学的解析のみ

では siRNA-AGO2 複合体の作用機序を真に理解することは難しく、細胞内環境を模倣する

新たなアプローチが必要であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 

多種の RNA 結合タンパク質が存在する複雑な細胞環境において、それらの RNA 結合タン

パク質が siRNA-AGO 複合体の抑制活性に与える影響を明らかにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 

申請者は、実際の細胞内での siRNA の作用機序を理解するため、ヒト培養細胞およびルシ

フェラーゼレポーター遺伝子を用いた RNAi活性の測定実験をおこなった。また、マイクロ

アレイ実験により内在遺伝子に対する siRNA の抑制効果を解析した。さらに構造シミュレ

ーションによる情報科学的手法を用いて、siRNA-AGO2複合体の構造解析をおこなった。 
 
 



４．研究成果 
 
 

レポーターアッセイおよびマイクロアレイ解析の結果、siRNAのシード領域が 2-5番ヌクレ

オチドと 6-8番ヌクレオチドの 2つの機能ドメインに分かれることを見出した。2-5番ヌク

レオチドは RNAi 活性には大きく寄与しないドメインである一方、6-8 番ヌクレオチドは

RNAi活性の程度を規定するドメインであることを見出した。また構造シミュレーションを

用いた情報科学的解析の結果、6–8塩基の中でも 7番目の塩基は 8塩基目の立体配置を塩基

対合しやすい向きに調整していると示唆された。さらにマイクロアレイ解析により、siRNA

の標的遺伝子（標的 RNA）の候補を同定した。 
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