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研究成果の概要（和文）：本研究では、RNAi の中核を担うsiRNA を標的とする蛍光性分子を開発し、これを利用した
細胞内siRNA 解析法の開発を試みた。siRNA 構造的特徴である3’末端に存在するオーバーハング構造を認識するペプ
チド核酸を基本骨格として、そのN, C末端にそれぞれピレン、チアゾールオレンジを連結した分子がsiRNAオーバーハ
ング選択的な発蛍光応答型プローブとして機能することを見出した。このプローブをsiRNAレポータとして用いること
で、キャリアに内包されたsiRNAを選択的に可視化することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：We designed fluorescent probes for selective recognition of overhang nucleobases o
f siRNAs capable of inhibiting gene expression in cells. Our probes consist of peptide nucleic acid, pyren
e and thiazole orange. The probes were found to exhibit the light-up fluorescence response upon selective 
binding to overhang nucleobases of siRNAs. Such a fluorescence sensing ability of the probe was applicable
 to distinct analysis of siRNA delivery through transfection. Then, this kind of fluorescence probe is exp
ected to function as effective and versatile tools for the analysis of behaviors of intracellular siRNAs w
ithout replying on fluorophore modifications and labelling.  
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１．研究開始当初の背景 
 RNA 干渉 (RNA interference; RNAi) は 21
塩 基 程 度 の 短 鎖 RNA 二 重 鎖  (small 
interfering RNA; siRNA) を細胞内に導入する
ことで、配列特異的に遺伝子発現が制御され
る現象であり、その高い制御効果と特異性か
ら遺伝子機能解析の強力なツールとして広
く利用されている。また、siRNA はがんやウ
ィルス感染など様々な疾患に対して遺伝子
レベルでの治療を可能とする核酸医薬とし
ても高い注目を集めている。したがって、
RNAi 機構を分子レベルで理解し、核酸医薬
としての実用性を向上させていくためには、
細胞内 siRNA 動態を解析する必要がある。 
 現在、siRNA 解析は蛍光色素などが標識さ
れた siRNA を用いることで細胞内に導入さ
れた siRNA 解析が行われているが、天然の
siRNA を検出対象としていないことが本質
的な問題点として指摘されている。加えて、
本法では外部から導入した siRNA に適用が
限られており、ベクターにより導入される
siRNA や、ごく最近発見された内在性 siRNA
を解析することはできない。一方で、逆転写
PCR 法に基づく siRNA 検出法では、細胞内
における siRNA の動態挙動や時空間的な情
報を得ることは不可能であり、これら既往法
の弱点を補う新たな方法論の開発が必要不
可欠である。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、RNAi の中核を担う siRNA を
標的とする蛍光性分子を開発し、これを利用
した細胞内 siRNA 解析法を開発することで
ある。具体的には、siRNA 構造的特徴である
3’ 末端に存在するオーバーハング構造を選
択的に認識し、蛍光シグナルを示すプローブ
を設計し、蛍光色素などの修飾を一切不要と
した天然の siRNA 機能評価に適用しうる新
たな分析技術を創製する。 
 
３．研究の方法 
 siRNA は 20 塩基長程度の RNA 二重鎖
であり、3’末端にオーバーハング 2 塩基を
有する特徴的な構造を持っている有してい
る。本研究ではオーバーハング選択性の発
現のために、2 塩基を強固にかつ選択的に
認識する人工核酸ペプチド核酸 (Peptide 
Nucleic Acid; PNA) を基本骨格として用い
る。さらに、2 塩基間の塩基対形成のみで
は、結合力が弱いと予想されるため、PNA 
の C 末端に RNA インターカレーターであ
るチアゾールオレンジ(TO)を連結したコン
ジュゲートを設計した。ここでは、TO が
結合安定化をもたらすだけでなく、結合に
伴う発蛍光応答部位としても機能するため、
PNA-TO は siRNA オーバーハング選択的
な蛍光性プローブとして期待できる。 

PNA-TO の設計においては、そのオーバ
ーハングに対する結合能ならびに発蛍光応
答を最大限発揮させるために、PNA と TO

との間のスペーサー長を変化させた一連の
プローブを合成し、体系的に評価していく。   
細胞内 siRNA 解析においては、まず

siRNA-プローブ複合体をトランスフェク
ションにより細胞内導入過程の観測を試み
る。 
 

４．研究成果 
 本研究ではホタルルシフェラーゼ GL2 遺
伝子を抑制する siRNA (siGL2)を標的として、
そのオーバーハング塩基であるデオキシチ
ミジンを選択的に認識するために、PNA アデ
ニン 2 塩基を含むコンジュゲートを設計し
（AA-TO）、固相上で合成した。その後、固
相から切り出し後、逆相 HPLC にて精製し、
95%以上の純度でコンジュゲートを得た。 
 AA-TO と合成オリゴ siGL2 との相互作用
を蛍光分光法により検討した結果、AA-TO 
は標的 siGL2 に対して明瞭な発蛍光応答を示
すことが分かった。これは siGL2 非存在下に
おいて、TO 部位がその構成部位である 2 つ
のヘテロ環の自由回転によって無蛍光であ
るが、siGL2 との結合に伴い TO 部位がオー
バーハング近傍の RNA 二重鎖に結合し蛍光
を示すことに起因しているものと考えられ
る。この蛍光応答は、プローブの PNA アデ
ニンとミスマッチとなるオーバーハングア
デニン塩基を含む RNA やオーバーハング塩
基を持たない RNA に対する応答と比較して
大きく、開発した AA-TO がオーバーハング
選択性ならびにオーバーハング塩基選択性
を発現することが分かった。また、スペーサ
ー長効果については、いずれの AA-TO コン
ジュゲートにおいてもオーバーハング塩基
選択的な発蛍光応答を示すものの、炭素数 4
を持つスペーサーが蛍光応答の大きさなら
びにオーバーハング塩基に対する選択性に
おいて優れていたため、これを最適化スペー
サーとして選択した。 
 以上のように、AA-TO は siRNA 3’末端オ
ーバーハング塩基選択的な蛍光性プローブ
として機能するが、その選択性はまだ小さく、
さらに siRNA 濃度が高くなってきた場合、
TO 部位単独での RNA 結合に基づく非特異
的な結合が顕著になってくるため、siRNA 選
択性は著しく減少していく。そこで、AA-TO 
の N 末端にピレンを導入した Py-AA-TO を
新たに設計し、その siGL2 に対する結合能お
よび蛍光応答を検討した。その結果、
Py-AA-TO は AA-TO に比べて 3 倍以上のオ
ーバーハング塩基選択性を示すことが分か
った。分光学的および計算化学的手法による
解析の結果、プローブ構造においてピレン部
位と TO 部位が分子内スタッキング構造を取
っており、これにより TO 部位による非特異
的結合が抑制されたものと考えられる。 
 Py-AA-TO を siRNA レポーターとして活
用することに着目し、トランスフェクション
による siRNA 細胞導入過程の蛍光イメージ
ングを行った。ここではまず siGL2/Py-AA-TO 



複合体をポリエチレンイミンをベースとし
たトランスフェクション剤を用いて、Hela 細
胞に導入し、蛍光顕微鏡により観察した。そ
の結果、導入後 30 分で細胞質に複合体-トラ
ンスフェクション剤(ポリプレックス)由来の
輝点が見られ、この輝点は 3 時間程度まで増
え続けていった。これはポリプレックスがト
ランスフェクションにより細胞導入されて
いる様子を観測しているもの考えられる。細
胞に導入された後に、ポリプレックスは崩壊
し、複合体は細胞質に放出されているが、
Py-AA-TO は siGL2 から速やかに解離してい
くと示唆される結果が得られた。これは
Py-AA-TO の結合親和力が小さいためと考え
られる。一方で、興味深いことに解離した
Py-AA-TO は細胞質に存在する様々な RNA
などには結合せず、非特異結合に基づくバッ
クグラウンド蛍光をほとんそ示さないこと
が分かった。したがって、Py-AA-TO はポリ
プレックスを選択的に可視化し、その動態や
崩壊などの過程を解析するツールとして機
能することが示唆された。このような機能を
持つ蛍光プローブは過去にも例が無く、細胞
内 siRNA 解析に極めて有用なプローブであ
ると考えている。 
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