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研究成果の概要（和文）：siRNAやアンチセンスに代表される核酸医薬品は、治療法のない難治性疾患に対する革新的
次世代医薬品として注目されている。しかし、核酸医薬がどのように細胞膜を通過し、細胞内で輸送されているかにつ
いては、輸送経路、分子実体とも明らかになっていない。本研究では、核酸医薬の細胞内取り込み・輸送に関わる因子
についてスクリーニングを行い、「遺伝子K」と名付けた分子がこの経路に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Oligonucleotide therapeutics, such as siRNA and antisense oligonucleotides, has 
attracted attention as an innovative medicine for intractable diseases that have no cure. However, it is 
largely unknown how oligonucleotide therapeutics is incorporated into the cell, and subsequently, 
transported to the target RNA. In this study, we identified some molecules which are involved in 
incorporation of oligonucleotides into HEK293 cells.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
siRNA やアンチセンスに代表される核酸

医薬品は、これまで“Undruggable”とされて
きた分子を標的にすることが可能であるこ
とから、治療法のない難治性疾患や希少疾患
に対する革新的次世代医薬品として注目さ
れている。核酸医薬品は抗体医薬品と同様に
高い特異性と有効性が期待される一方で、低
分子医薬品と同じく化学合成により製造す
ることができる。また、その物質的性質・機
能的性質から、ひとつの製造/開発プラットフ
ォームが完成すれば短期間のうちに新規の
核酸医薬品を創出することが可能であり、開
発期間の面からも注目される。核酸医薬品に
関する最近のトピックとして，2013 年に全
身投与が可能な核酸医薬品としては初めて
Kynamro（ApoB-100 の mRNA をターゲッ
トとする家族性高コレステロール血症治療
薬）が承認/上市されたことが挙げられる。す
なわち、修飾核酸技術の進展からこれまで課
題とされてきた体内における易分解性の問
題が克服され、有効性も著しく上昇したこと
から、皮下注や静注による核酸医薬品の投与
が現実に可能になってきた。今後は、従来か
ら開発されてきた局所投与型の核酸医薬品
に加え、全身投与性の核酸医薬品が次々と誕
生すると考えられる。 
 このように核酸医薬品の開発は国内外で
著しく進展しているが、現時点では投与量が
非常に多く（上述のKynamroの場合、200mg/
週の皮下投与が必要）、高額な治療費や毒性
発現の可能性が懸念されている。高投与量に
なっている要因は、ポリアニオン構造を有す
るオリゴ核酸が細胞外から細胞内に取り込
まれるステップ（膜を通過するステップ）に
障害があるためであり、この点をいかに改善
するかが核酸医薬品開発における重要な課
題となっている。 

２．研究の目的 
現在、核酸医薬品の有効性を高めるために、

オリゴ核酸に膜との親和性を高める化学修
飾や、オリゴ核酸を送達するキャリアを開発
する試みが行われているが、「受け手側の細
胞において、オリゴ核酸がどのように細胞膜
を通過し、細胞の内側に取り込まれるか」と
いった分子機構や、取り込まれてから細胞内
動態の理解はほとんど進んでいない(Fig.1)。
本研究では、この分子機構を明らかにするた
めに、siRNA が細胞に取り込まれてから標的
mRNA を分解するまでに関わる因子を同定
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
siRNA の効果を評価するアッセイ系の確立 
現在，開発が進んでいる核酸医薬品の投与

法に関しては，1 本鎖オリゴ核酸（アンチセ
ンス）の場合はキャリア等を用いない Naked
な状態での投与、2 本鎖オリゴ核酸（siRNA, 
miRNA）の場合はリポソーム等の送達キャ
リアを用いた投与が一般的である。最近では、
2 本鎖オリゴ核酸に関してもキャリアなしで
効率よく機能する末端修飾が開発され、臨床
試 験 で も 良 好 な 結 果 が 得 ら れ て い る
（Alnylam 社，GalNAc-conjugated siRNA）。
以上の背景から、本研究では細胞内への
siRNA の導入にはリポフェクトアミンのよ
うな導入試薬を用いず、siRNA をそのまま細
胞に添加することとした。メディウム中に添
加した siRNA が細胞質側に到達したことを
評価する指標としては、GFP 安定発現ヒト細
胞に GFP に対する siRNA を添加し、GFP
蛍光の低下を検出するアッセイ系を構築し
た(Fig.2)。 
 
 
 

 
Fig.1 siRNA の細胞内動態 



アッセイ用細胞の選択 
 抗 GFP siRNA の効果による GFP 蛍光の
消光を迅速かつ高効率に検出を行うために、
GFP 安定細胞としては d2GFP-HEK 細胞を
使用した。d2GFP は、eGFP の C 末端に組
み込まれたPEST配列によってユビキチン化
が促進されることにより不安定化した GFP
タンパク質である。eGFP の半減期が 2 日程
度と非常に長寿命であるのに対し、d2GFP
の半減期はわずか 2 時間程度である。この
d2GFP を CompoZr○R  Taegeted Integration 
Kit (Sigma-Aldrich)を利用して、ZFN を用い
たゲノム編集により HEK293 細胞に組み込
むことにより、d2GFP-HEK 細胞を樹立した。 
 
【導入用プラスミドの構築】 

pEBMulti-Hyg ベクターに d2GFP 配列を
組み込んだプラスミド(オペロンに外注)をテ
ン プ レ ー ト と し 、 CAG 
promoter-eGFP-PEST-SV40 部位を増幅さ
せた (Forward primer : acc ggt gct aga att 
cca ctg ccc cag cga a, Reverse primer : gcg 
tcg acg gaa gat atc ata cat tga tga gtt)。この増
幅断片を pzDonor ベクター(Sigma-Aldrich)
の EcoRI-EcoRV 部位に In-Fusion® HD 
Cloning Kit(TaKaRa)を用いて組み込むこと
により、pZDonor-d2GFP-Puro プラスミドを
構築した。 

 
【d2GFP-HEK 細胞の樹立】 
 SF Cell Line 4D-Nucleofector X 
Kit(Lonza) を 用 い て 、 HEK293 細 胞 に
pZDonor-d2GFP-Puro プラスミドを導入し
た。 
・ HEK293 細胞 
・ 細胞数 5×105 cells/well（94 well plate） 
・ 1g の pZDonor-d2GFP-Puro プラスミド

を導入 
・ 4D-Nucleofector™ (Lonza)を使用してエ

レクトロポレーション 

・ 12 well plate に播種し、37℃, 5%CO2 で
培養 

・ 72 時間培養後、最終濃度 0.5g/ml ピュ
ーロマイシンでセレクション 

 
 
抗 GFP siRNA の選択 
 キャリアなしでターゲット遺伝子の発言
を効率よく抑制する siRNA として、末端に
化 学 修 飾 を 施 し た Accell siRNA 
(Dharmacon)を使用した。Dharmacon 社で
販売されている 4 種類の抗 GFP Accell 
siRNA の中から、最も効率よく d2GFP-HEK
細胞の GFP 蛍光を抑制できるものを
qRT-PCR により決定した。 
 
【測定条件】 
・ d2GFP-HEK 細胞 
・ 細胞数 1×104 cells/well（94 well plate） 
・ Naked で導入 (Accell siRNA Delivery 

Media) 
・ 最終濃度 500, 1000nM の siRNA を導入 
・ 37℃, 5%CO2 で培養 
・ 18, 24, 48, 72, 96, 120 時間培養後

totalRNA を回収 
・ 50ng の total RNA を使用し、One Step 

SYBER PrimeScript RT-PCR 
Kit(TaKaRa)を用いて qRT-PCR で GFP
を定量 (primer set は 2 種類使用) 
 

primer set 1 
Forward primer : ctgctgcccgacaacca 
Reverse primer : gaactccagcaggaccatgtg 
primer set 2 
Forward primer : gacgtaaacggccacaagttc 
Reverse primer : ttgccggtggtgcagat 
 
siRNA の活性を抑制するポジティブコント
ロール遺伝子の選択 
 一般的に細胞内に siRNA を導入すると、
RISC 複合体が形成され、siRNA が一本鎖に
ほどかれる。そして RISC 複合体に留まった
一本鎖RNAと相補的な配列を持つmRNAを
標的として切断することにより、発現抑制が
起こると考えられている。従って、RISC 複
合体の形成を抑制することによりRNAiを抑
制することができると期待できる。そこで、
RISC 複合体の構成因子の一つである Ago2
の発現を、予め抗 Ago2 siRNA を作用させる
ことにより抑制した後に、抗 eGFP siRNA を
導入し、GFP 蛍光の消光の有無を確認するこ
とにした(Fig.3)。 
 
アッセイ条件 
【スクリーニング遺伝子に対する siRNA の
導入条件】 
・ d2GFP-HEK 細胞 
・ 細胞数 5×103 cells/well（384 well plate） 
・ Lipofection 法 (Lipofectamine 

RNAiMAX) 

 

Fig.2 siRNA の効果を評価するアッセイ系 



・ 最終濃度 30nM の siRNA を導入 
・ 37℃, 5%CO2 で培養 
・ 72 時間培養後、抗 eGFPsiRNA を導入 
 
【eGFP に対する siRNA の導入条件】 
・ Naked で導入 (Accell siRNA Delivery 

Media) 
・ 最終濃度 1M の siRNA を導入 
・ 37℃, 5%CO2 で培養 
・ 72 時間培養後マルチイメージングアナラ

イザー(In Cell Analyzer 2000)を用いて
細胞の GFP の蛍光強度を測定 (n=4) 

 
 
４．研究成果 
アッセイ用細胞の選択 
 構築した d2GFP-HEK 細胞及び、eGFP 安
定産生細胞である eGFP-HEK 細胞にシクロ
へキシミドを作用させタンパク合成を止め、
GFP 蛍光の減少を観察した。その結果、
eGFP-HEK 細胞では蛍光強度に全く変化が
なかったが、d2GFP-HEK 細胞では徐々に蛍
光強度が減少し、7 時間後には 50%にまで減
少した。この結果から、半減期の短い GFP
安定細胞の樹立が確認できた。(Fig.4) 
 
【測定条件】 
・ 細胞数 1×104 cells/well（94 well plate） 
・ 37℃, 5%CO2 で 24 時間培養後、最終濃度

10g/ml でシクロへキシミドを添加 
・ 所定時間毎に In Cell Analyzer で蛍光強

度を測定 

 
またこの 2 種類の細胞に実際に抗 eGFP 

siRNA を導入し、蛍光強度の減少を確認した
ところ、d2GFP-HEK 細胞の方が蛍光強度の
減 少 が 大 き か っ た 。 こ の こ と か ら 、
d2GFP-HEK 細胞を用いることで、GFP 蛍
光強度の減少を効率的に測定できることが
示唆された。(Fig.5) 

 
【測定条件】 
・ 細胞数 1×104 cells/well（94 well plate） 
・ Naked で導入 (Accell siRNA Delivery 

Media) 
・ 最終濃度 1000nM の siRNA を導入 
・ 37℃, 5%CO2 で培養 
・ 72, 96, 120 時間培養後 In Cell Analyzer

で蛍光強度を測定 

 
抗 GFP siRNA の選択 

Dharmacon 社で販売されている 4 種類の
抗 GFP Accell siRNA(#1-#4)のうち、siRNA 
#1 の配列は、d2GFP-HEK 細胞で発現して
いる d2GFP には適合しなかったため、他の
3 種類の効果を比較した。 
 その結果、siRNA #2 が最も効率よく
d2GFP の発現を抑制することが明らかとな
った(Fig.6)。 

また、Naked で効率よく発現を抑制するた
めには、最終濃度 1000nM の siRNA を導入
し、72 時間の培養が必要であることがわかっ
た(Fig.7)。 
 
 

 
Fig.3 ポジティブコントロールの選定 

 

Fig.4 eGFP-HEK と d2-HEK の蛍光強度減少の比較 

 
Fig.5 eGFP-HEKとd2-HEKに対する抗eGFP siRNA
の効果の比較 

 
Fig.6 抗 GFP Accell siRNA のスクリーニング 



 
siRNA の活性を抑制するポジティブコント
ロール遺伝子の選択 
あらかじめ d2GFP-HEK 細胞に Ago2 に

対 す る siRNA(Invitrogen, Stealth 
siRNA#120461)を導入し 72 時間培養後、抗
GFP Accell siRNA #2 を導入し更に 72 時間
培養を行い、細胞の蛍光強度の測定を行った
ところ、抗 Ago2 siRNA を作用させていない
細胞では蛍光強度が 50%以下まで減少して
いたのに対し、抗 Ago2 siRNA を作用させた
細胞では 20%程度しか減少していなかった
(Fig.8)。このことから、Ago2 の発現が抑制
されたことにより、抗 eGFP siRNA の効果が
抑制されたことが推測できる。この結果から、
今回構築したスクリーニング系を用いて、
siRNA が細胞内に導入してから効果を発揮
するまでの経路に関わる因子のスクリーニ
ングが行えることが明らかとなった。 

 
siRNA Library を用いたスクリーニング 
 上記スクリーニング系を用いて、スクリー
ニングを行うために Human On-Target plus 
siRNA Library (Dharmacon)を使用した。更
に、よりハイスループットにスクリーニング
を行うために、Library の siRNA を 384 well 
plate に予め貼りつけた固相トランスフェク
ション(CytoPathfinder)を採用した。尚、ス
クリーニング条件は前項のアッセイ系に記
載した通りである。 
 その結果、遺伝子 K が siRNA の経路に関
与している可能性が示唆された。具体的なデ
ータとしてスクリーニング結果の一部を示
す(Fig.9)。遺伝子 A〜遺伝子 Z の発現を予め
抑制させ、抗 GFP Accell siRNA #2 を導入し
細胞の蛍光強度の測定を行った。多くの遺伝
子では、予め発現抑制を行っても、発現抑制
の程度に影響が見られないことから、これら
の遺伝子はヒト細胞において siRNA が細胞
内に取りこまれる過程に必須ではないと考
えられる。一方、予め遺伝子 K を発現抑制し
ておいた細胞では、GFP 蛍光の減少は殆どな
く、siRNA による GFP の発現抑制が大きく
減弱している。この結果から遺伝子 K は「細
胞外に添加した siRNA が細胞内に取りこま
れ、mRNA が分解されるまでの過程」のどこ
かに必要であることが示唆された。 
 また、興味深い点として、遺伝子 K を予め
発現抑制させた細胞に、1 本鎖オリゴ核酸（ア
ンチセンス）を作用させた場合では細胞の蛍
光強度の減少に殆ど変化は見られない。従っ
て、アンチセンスが細胞内に取り込まれ、
mRNA を分解する過程には寄与していない
ことが予想される。このことから、2 本鎖オ
リゴ核酸(siRNA)と 1本鎖オリゴ核酸(アンチ
センス)では細胞内取り込みの分子機構に異
なる点があることが示唆された。 
 
 

 
Fig.7 インキュベート時間毎の発現抑制効果の推移 

 
Fig.8 ポジティブコントロール遺伝子の確認 

 

Fig.9 siRNA 経路に関わる遺伝子のスクリーニング結果(結果の一部を抜粋) 
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