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研究成果の概要（和文）：核酸鋳型化学反応を開発し、機能性RNAを設計・合成することを試みた。本法のRNA干渉法へ
の適用を試みた。RNA干渉には通常20塩基以上のRNA二本鎖が用いられる。しかしながら、20塩基以上のRNAは細胞内で
免疫応答を起こすことが問題なる。この非特異的な免疫応答はRNA干渉を医療応用する際に大きな問題となる。これを
解決するために短鎖のRNA鎖を細胞内に導入することで、免疫系を回避した後、ビルドアップ的に長鎖の活性型RNA二本
鎖を細胞内構築する反応を開発した。ビルドアップ型RNAは、免疫応答を回避できるとともに、RNA干渉効果をもたらす
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We developed a new strategy for the buildup reaction of active siRNA species from 
short RNA fragments in living cells using a chemical ligation reaction. This strategy could decrease 
undesired immune responses and　provide more latitude for　RNAi technology in the design and 
concentration　of introduced RNA compared to traditional siRNA methods.

研究分野： 核酸化学

キーワード： RNA　化学反応　免疫応答　RNA干渉

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 近年、RNA の生命科学研究は発展が著しく、

RNA 分子が様々な機能を持つことが明らか

になってきた。特に、遺伝子発現を特異的に

ノックダウンする RNA 干渉や蛋白質発現は

RNA が担う重要な機能であり、バイオテクノ

ロジーや医療技術において極めて利用価値が

高い。これまで、申請者らは RNA が本来持っ

ている機能以上の能力を引き出すことを目的

とした、RNA 干渉技術や蛋白質発現法におけ

る独自の RNA のナノ構造体設計法を提案し

てきた。 
申請者らは RNA 干渉においてナノ構造体

設計法を適用した。これまで行われた RNA 干

渉技術の臨床応用では、天然二本鎖 RNA 分

子を用いた場合、その生体内における安定性

が著しく低いことが問題となってきた。そこ

で、その安定性を高めるため、様々な非天然

型核酸分子が用いられてきたが、安定性が高

まる反面、肝心の RNA 干渉効果が低下する

という問題点がある。そこで、申請者らは、天

然 RNA 分子を、生体内にて安定化させ、かつ

RNA 干渉効果を向上させる方法論として

RNA のナノ構造体形成を報告した。 

図１に示したダンベル型 RNA や分岐型

RNA は申請者らが初めて報告した RNA ナノ

構造体である。ダンベル型 RNA は末端を持

たない環状構造であるため、生体内の主要な

核酸分解酵素(exonuclease)によって分解さ

れない。分岐型 RNA は、ナノサイズの分岐構

造により立体障害を誘発し、分解酵素を近づ

けない。いずれの構造設計も血清中での RNA

安定性を著しく向上させた。一方、これらナ

ノ構造化 RNA は、細胞内に入ると二本鎖

RNA 特異的なエンドヌクレアーゼ酵素であ

るダイサーにより徐々に二本鎖 RNA に変換

され持続的な RNA 干渉効果を示した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、RNA ナノ構造体から生ま

れる新規な機能を創発することで、RNA 干渉

法や蛋白質合成における革新的な手法を生み

出し、創薬技術に応用することを目指した。

RNA 干渉法では、ダンベル型 RNA や分岐

型 RNA の分子デザインをすでに考案して

いる。これらのナノ構造をさらに最適化す

ることで、低濃度で有効かつ持続性が高い、

或いは標的指向性のある分子デザインを確

立する。この分子デザインは、長鎖 RNA か

らなるナノ構造体 RNA が細胞内で活性型

二本鎖 siRNA に変換されるトップダウン

的アプローチである（図２）。また新機軸と

して、短鎖 RNA 断片を細胞内に導入して

細胞内でビルドアップ的に活性型 siRNA
を構築できる技術を開発する。これは、申請

者らがこれまで開発してきた細胞内での核

図 1 ナノ構造化ＲＮＡによるＲＮＡ

図２ RNA 干渉法におけるトップダウン
戦略とビルドアップ戦略 



酸鋳型反応を応用することで可能になる。

本研究計画では、ビルドアップ戦略により、

高分子 RNA 医薬の問題である細胞膜透過

性の低さや免疫系の非特異的活性化を克服

することを目指す。さらに、開発した RNA
干渉技術を用いて、網膜再生を起こす遺伝

子標的を狙った RNA 創薬開発の可能性を

検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ダンベル型環状一本鎖 RNAの構造最適化 

これまでに、ダンベル型環状一本鎖 RNA や

分岐型 RNA を合成し、従来の二本鎖 RNA より

も血清中で安定性が向上すること、かつ RNA

干渉活性の持続性を確認した。しかしながら、

低濃度で有効且つより高い活性を獲得すべく

その構造の最適化を進めていく必要がある。

また、二本鎖 RNA を用いた RNA 干渉法の課題

である免疫応答による非特異的遺伝子発現抑

制現象を、ナノ構造化することで回避・低減

できないか、検討を行う。図３に示すダンベ

ル型 RNA 構造は、２つのループ部とステム部

に分類できる。この２つの部分の長さ及びル

ープ部の配列を変えた誘導体を種々合成する。

ループ部は、安定性やダイサーに対する反応

性に重要と考えられることから、詳細な構造

活性相関を検討する必要がある。ループ部に

DNA や PEG 鎖を導入した誘導体を作成し、そ

の効果を検証する。 

 

 

(2) ビルドアップ型 RNA干渉法 

siRNA を断片化し低分子化した RNA 断片を設

計する。断片にはホスホロチオエート(PS)基

とヨウ化アセチル基を末端に導入する(図４)。

また、細胞外では反応しないように PS基はフ

ェニルジスルフィドで保護する。これら断片

化 RNA は細胞内に導入されると、細胞内の高

濃度のグルタチオン(GSH)により PS 基は脱保

護され、化学的 RNA 連結反応が進行し、活性

型 siRNA が構築される。本手法により RNA を

低分子化することで、細胞膜透過性が向上す

るかどうかを検証する。また、免疫応答の低

減が可能かを検証した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) ダンベル型環状一本鎖 RNAの最適化 

ループ部に DNA 鎖を導入したダンベル RNA を

調製した。天然 RNA からなるダンベル型 RNA

は、ループ部に切れ目を有する 2 本鎖 RNA を

原料として用いて T4RNA リガーゼを用いてル

ープ部で環化反応を行い調製していた。しか

しながら、この手法をループ部修飾ダンベル

型 RNA の合成には適用できない。そこで、ス

図３ダンベル型 RNA の多機能化 
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図５ループ部修飾ダンベル型 RNA の合成 



テム部に切れ目を有する 2 本鎖 RNA を原料と

して、各種酵素を検討した結果 T4RNA リガー

ゼ２を用いたダンベル化反応が高効率で進行

することを見いだした（図５）。 

ループ部に DNA鎖３、５、７塩基をそれぞれ

導入したダンベル RNAは、いずれも天然型 RNA

からなるダンベル RNA よりも高い生体内安定

性を示した。また、３塩基あるいは５塩基 DNA

導入ダンベル RNA は天然型ダンベル RNA とほ

ぼ同等の RNA干渉効果を示した（図６）。 

 
 

(2) ビルドアップ型 RNA干渉法 

ルシフェラーゼ遺伝子を標的とする 25 塩基

の siRNAを設計した。二本鎖の 3’末端から 6

塩基、及び 7 塩基の部分に切れ目を入れて、

断片化した。さらに、断片化した末端に、ヨー

ドアセチル基及びホスホロチオエート基を導

入した。ホスホロチオエート基は、フェニル

ジスルフィドで保護した(図７)。 

まず、in vitroでビルドアップ反応が進行す

るかを確認した。ビルドアップ型 RNA を含む

反応液をグルタチオン存在下、非存在下で反

応させた。反応液をポリアクリルアミド電気

泳動により解析したところ、グルタチオン存

在下の反応液でのみ、完全長の RNA 二本鎖の

生成が認められた。そのため、GSH依存的にビ

ルドアップ反応が起こることが明らかになっ

た。 

次に、細胞内にビルドアップ型 RNA を導入

して実際に細胞内で活性型 siRNA を作り出し、

RNA 干渉効果を引き起こすかを検討した（図

８）。ビルドアップ型 RNA(IBR-RNA)は、通常の

siRNAの比較し、同濃度(25nM)でおよそ半分の

活性を示した。さらに、IBR-RNA の濃度を

100nMまで高くすると、siRNAと同等の活性を

示した。 
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最後に、ビルドアップ型 RNA の免疫応答を

解析した。ビルドアップ型 RNA を細胞内に導

入し、24 時間後に、免疫応答の指標である

IFN-βの発現を RT-PCR により定量化した（図

９）。その結果として、通常の siRNA が 100nM

で免疫応答を起こすのに対して、ビルドアッ

プ型はほとんど免疫応答を起こさないことが

明らかとなった。 
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