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■Abstract

RNA interference (RNAi) is a genetic regulation system induced by small RNAs. There are two pathways in RNAi, one is induced by small

interfering RNA (siRNA) and the other by micro RNA (miRNA). siRNA is a full matched 21-23nt dsRNA and thought to evolutionally

develop as a biological defense mechanism against RNA viruses. On the other hand, miRNA is an endogenously transcribed 20-25nt

dsRNA having two or three mismatches and is involved in various biological processes. Based on structural and mechanistic similarities

and differences between siRNA and miRNA, RNAi efficiencies of siRNAs with 3 mismatches at 2, 10 and 14 positions and siRNAs with

2 mismatches at 2 and 14 positions were evaluated. As a result, siRNA bearing a mismatch at central position showed weaker RNAi effect

than siRNAs with no mismatch at central position. It can be concluded that RNAi by Ago2-RISC is stronger than that by Ago1-RISC.
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はじめに
RNA干渉（RNA interference, RNAi）は小さな２本鎖

RNAによって誘導され、相補的な塩基配列を持つmRNA

からの翻訳を阻害する遺伝子発現抑制システムで、1998年

Fireらによって線虫で発見され１）、2001年には哺乳類細胞

でも同様の機構が働くことが示された２）。その作用機序は

small interfering RNA（siRNA）と呼ばれる両方の3’-末端

に２塩基のオーバーハングを有する21-23ntのフルマッチ

二本鎖RNAによるsiRNA経路と、ゲノム上にコードされ、

転写１次産物から多段階的な生成過程を経て最終的に数か

所のミスマッチと両方の3’-末端に２塩基のオーバーハング

を有する20から25塩基長の二本鎖RNAによるmicroRNA 

（miRNA）経路とに大別される３）。siRNAは外来性の長

鎖二本鎖RNAまたはヘアピンループ構造を形成している

shRNAから細胞内でDICERと呼ばれるエンドリボヌクレ

アーゼによるプロセシングを経由して生成したsiRNA、あ

るいは、直接細胞内に導入されたsiRNAがアルゴノート

２タンパク（Ago2）を中核とするRNA誘導サイレンシ

ング複合体（RNA Induced Silencing Complex, RISC）を

形成することでRNA干渉を引き起こす４）。siRNAは単一

のmRNAの翻訳領域（Open Reading Flame, ORF）に完

全相補的に結合し、Ago2の働きによりmRNAを切断する

ことで遺伝子発現を強力に阻害する。自然界においては、

RNAウイルスに対する防御機構として進化してきたと考

えられている５）。一方、miRNAはアルゴノート１タンパ

ク（Ago1）を中核とするRNA誘導サイレンシング複合

体（Ago1-RISC）を形成することで、標的mRNAの非翻

訳領域（Untranslated region, UTR）に部分相補的に結合

して、物理的に翻訳を阻害することが分かっており６）、複

数のmRNAをターゲットにすることが知られている７）。

miRNAはゲノムにコードされており、細胞の発生８）、分

化９）、増殖10）および細胞死11）などの基本的な生命現象の調

節やがん12）、心血管疾患13）、神経変性疾患14）、精神疾患15）、

慢性炎症性疾患16）などの病態にも関わっている17）。

siRNAにはないmiRNAの特徴である配列中のミスマッ

チの役割については詳細な研究がなされ、RNA二本鎖の９

-11塩基目のミスマッチはアルゴノート１への取り込みを促

進し、２-８番目（seed領域）あるいは12-15番目（3’-mid領域）

のミスマッチが１本鎖への解離（Unwinding）に必要であ

ることが分かっている18）。

本研究ではAgo1依存的RNAi経路（miRNA経路）と

Ago2依存的RNAi経路（siRNA経路）を比較して、より

効率の高いRNA干渉誘導２本鎖RNA分子を設計するこ

とを目的とし、標的mRNAの翻訳領域に完全相補的に結
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合するRNA鎖（アンチセンス鎖）とミスマッチおよび塩

基欠損を有する部分相補鎖（センス鎖）からなるmiRNA

様siRNAを合成し、ミスマッチおよびバルジ構造がRNA

干渉効果に及ぼす影響を評価した。

Figure 1に示す通り、この比較では、DICERおよびTRBP

（Trans-activation response RNA binding Protein）からなる

RISCローディンク複合体の形成、Ago1またはAgo2への積

み込み、一本鎖化（Unwinding）というプロセシング過程

をへての中で、miRNAとsiRNAのどちらが速やかに成熟

RISCを形成するのか、Ago1依存RISCとAgo2依存RISCの

どちらがより効率的に標的mRNAをサイレンシングするの

か、などRNA干渉に与える様々な影響に関する知見が得ら

れると期待できる。

結果と考察
　21塩基長siRNA

HeLa細胞に組み込んだEGFP遺伝子mRNA（212-232）

を標的とする21塩基長でセンス鎖にミスマッチやバルジを

有するsiRNAやmiRNA、miRNA様siRNAを合成し、サ

イレンシング効率を蛍光強度により測定した。siRNAは

（株）ジーンデザイン社製全自動DNA / RNAオリゴヌク

レオチド合成装置ｎS-8IIを用いて、標準的なシアノエチ

ルホスホアミダイト法に基づいて合成した。遺伝子サイレ

ンシング効率の評価は、10% FBS存在下、５% CO2雰囲気、 

37 ℃で EGFP-HeLa 3 x 105 cells/mlに対して［siRNA］= 

200 nMをHiPerfFectTM により導入し、 24時間後のEGFP

発現量をマイクロプレートリーダーにより測定することに

より行った。その結果をFigure 2に示す。

control siRNA (random)

sense    5’-UCUCGCUUGGGCGAGAGUAAtt-3’

antisense 5’-UUACUCUCGCCCAAGCGAGAtt-3’ 
siRNA 1 (native)

sense　　5’-UACGGCAAGCUGACCCUGAag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 2 (3 mismaches)（G-U, A-C）

sense　　5’-UACGGUAAGUUGACCCUAAag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 3 (2 mismaches)（G-U, A-C）

sense　　5’-UACGGUAAGCUGACCCUAAag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 4 (3 bulges)

sense　　5’-UACGG-AAG-UGACCCU-Aag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 5 (2 bulges)

sense　　5’-UACGG-AAGCUGACCCU-Aag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’

＊小文字はDNA、大文字はRNAを表す。

　いずれのケースでもそれぞれ濃度依存的なRNA干渉効

果が観測された。ネイティブな siRNA 1と２つのミスマッ

チを有する siRNA 3を比較すると siRNA 3の方が強いサイ

レンシング効果を示した。この結果は、両端の２つのミ

スマッチによりunwindingが速やかに進み、より効率よく

標的mRNAをサイレンシングした結果と解釈することが

できる。

また、ネイティブなsiRNA 1と３つのミスマッチを有す

Figure 1.　RNA干渉のsiRNA経路とmiRNA経路
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るsiRNA 2を比較すると、siRNA 1の方がより強いサイレ

ンシング効果を示した。さらには、３つのミスマッチを有

するsiRNA 2と２つのミスマッチを有するsiRNA 3を比較

すると、siRNA 3の方が強いサイレンシング効果を示した。
siRNA 2は中央にミスマッチを有しており、Ago1への取り

込みが促進されてmiRNA経路によりRNA干渉効果を示し

たと考えられる。一方、siRNA 1およびsiRNA 3では中央に

ミスマッチがなくAgo2への取り込みが促進されて、siRNA

経路によりRNA干渉効果を示したと考えられる。したがっ

て、Ago2によるmRNAの切断を伴うsiRNA経路のサイレ

ンシング効果の方がAgo1依存RISCによる立体的な障害に

よるmiRNA経路のサイレンシング効果よりも強いことが

示唆された。

同様に、３つのバルジを有する siRNA 4と２つのバルジ

を有する siRNA 5を比較すると、siRNA 5の方が強いサイ

レンシング効果を示した。siRNA 4は中央にバルジを有し

ており、Ago1への取り込みが促進されてmiRNA経路によ

りRNA干渉効果を示したと考えられる。一方、siRNA 5

では中央にバルジがなくAgo2への取り込みが促進されて、

siRNA経路によりRNA干渉効果を示したと考えられる。

これらの結果は、上記と同様にsiRNA経路のサイレンシ

ング効果の方がmiRNA経路のサイレンシング効果よりも

強いことを支持している。（Figure 3）

また、３つのミスマッチを有する siRNA 2と３つのバル

ジを有する siRNA 4、２つのミスマッチを有する siRNA 3

と２つのバルジを有する siRNA 5をそれぞれ比較すると、
siRNA 2と siRNA 3の方がより大きなサイレンシング効果

を示した。この結果よりバルジよりもミスマッチの方が成

熟RISC形成に有利に働いたと考えられる。

これらの結果より、siRNAの中央付近に存在するミス

マッチはAgo1への取り込みが促進されてmiRNA経路へ

と誘導し、中央付近にミスマッチがない場合はAgo2への

取り込みが促進されてsiRNA経路へと誘導されること、

そして、miRNA経路におけるAgo1-RISCによるRNA干

渉効果よりもsiRNA経路におけるAgo2-RISCによるRNA

干渉効果の方が強力であることが強く示唆された。さ

らには、両端に２つのミスマッチを有するsiRNAでは

unwindingが速やかに進行するためにより効率的なサイレ

ンシング効果を示したと考えられる。

27塩基長siRNA
　長鎖２本鎖RNAから21塩基長siRNAまたはpre-miRNA

からmiRNAへの過程ではDICERによるプロセシングが

不可欠である。ヒトDICERはsiRNAの両末端のうち熱力

学的に不安定な末端に結合し、反対側の熱力学的に安定な

末端にはTRBPまたはPACT（protein activator of RNA-

dependent protein kinase）が結合することが報告されて

いる19）。また、ヒトDICERはsiRNA前駆体のプロセシン

グよりもpre-miRNAのプロセシングを100倍速く触媒する

という報告もある20）。また、siRNA前駆体のプロセシング

によりRISCローディング複合体の形成が促進され、RNA

干渉の効率が向上することも観測されている21）。さらに

は、Ago2による鎖選択活性はDICERおよびTRBPまたは

PACTと複合体を形成することにより向上するとの結果も

得られている22）。

　これらの知見に基づいて、本研究では27塩基長で3’-末

端または5’-末端に平滑末端を、その反対の末端に3’-末端

２塩基オーバーハングを有し、さらに２か所または３か

EGFP-Hela 3 x 105 cells/ml, [siRNA]=200 nM,  transfected by HiPerFect, 10% FBS,
5% CO2, 37 ℃, 24 h.

EGFP-HeLa 3 x 105 cells/ml, [siRNA] = 200 nM, transfected by HiPerfFectTM, 10% FBS, 5% CO2, 37 ℃, 24 h.

Figure 2．ミスマッチやバルジを有する21塩基長siRNAによるRNA干渉効果
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所のミスマッチを有する特殊な構造のsiRNA前駆体を合

成し、それらのRNA干渉効果を評価した。作業仮説とし

て、27塩基長であることによりDICERによるプロセシン

グを受けるため、DICERが結合するであろう熱力学的に

より不安定な側に5’-末端を有するRNA鎖がガイド鎖とし

て選択されやすくなり、ミスマッチを導入することによ

りDICERによるプロセシングが加速されると予測される。

その上で、21塩基長siRNAを用いた上記の研究結果より

明らかなように、中央付近のミスマッチの有無により意図

的にsiRNA経路とmiRNA経路を制御し、seed領域と3’-末

端付近へのミスマッチ導入によりunwindingを加速できれ

ば、より効率の高いsiRNA分子がデザインできるものと

期待できる。

　前述の実験と同様に、HeLa細胞に組み込んだEGFP遺

伝子mRNA（212-232）を標的とする27塩基長でセンス鎖

にミスマッチや塩基欠損（バルジ）を有するsiRNA前駆

体を合成し、それらのサイレンシング効率を蛍光強度によ

り測定した。10% FBS存在下、５% CO2雰囲気、37 ℃で 

EGFP-HeLa 3 x 105 cells/mlに対して［siRNA］＝200 nM

をHiPerfFectTM により導入し、24時間後のEGFP発現量

をマイクロプレートリーダーにより測定した。その結果を

Figure 4に示す。

control siRNA (random)

sense    5’-UCUCGCUUGGGCGAGAGUAAtt-3’

antisense 5’-UUACUCUCGCCCAAGCGAGAtt-3’ 
siRNA 6 (native 21nt)

sense　　5’-UACGGCAAGCUGACCCUGAag-3’

antisense 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 7 (27nt-3’-blunt end)

sense　　5’-GCCACCUACGGCAAGCUGACCCUGAag-3’

antisense　5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAGGUGGC-3’
siRNA 8 (27nt-3’-blunt end 3 mismatches)

sense　　5’-GCCACCUACGGUAAGUUGACCCUAAag-3’

antisense　5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAGGUGGC-3’
siRNA 9 (27nt-3’-blunt end 2 mismatches)

sense　　5’-GCCACCUACGGUAAGCUGACCCUAAag-3’

antisense　5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUAGGUGGC-3’
siRNA 10 (27nt-5’-blunt end)

sense　　5’-UACGGCAAGCUGACCCUGAAGUUCA-3’

antisense　5’-UGAACUUCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’
siRNA 11 (27nt-5’-blunt end 3 mismatches)

sense　　5’-UACGGUAAGUUGACCCUAAA GUUCA-3’

antisense　5’-UGAACUUCAGGGUCAGCUU GCCGUAgg-3’
siRNA 12 (27nt-5’-blunt end 2 mismatches)

sense　　5’-UACGGUAAGCUGACCCUAAAGUUCA-3’

antisense　5’-UGAACUUCAGGGUCAGCUUGCCGUAgg-3’

＊小文字はDNA、大文字はRNAを表す。

siRNA 7、siRNA 8、siRNA 9はアンチセンス鎖3’-末端が

平滑末端となっており、siRNA 10、siRNA 11、siRNA 12

はアンチセンス鎖5’-末端が平滑末端となっている。また、
siRNA 7と siRNA 10は フ ル マ ッ チ、siRNA 8と siRNA 11

は２か所にミスマッチ、siRNA 9と siRNA 12は３か所に

ミスマッチをそれぞれ有している。siRNA 7と siRNA 10、
siRNA 8とsiRNA 11、siRNA 9とsiRNA 12のRNA干渉効果

Figure 3．中央のミスマッチのRNA干渉効果への影響
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をそれぞれ比較すると、アンチセンス鎖5’-末端が平滑末端

となっているsiRNA 10、siRNA 11、siRNA 12の方がアンチ

センス鎖3’-末端が平滑末端となっている siRNA 7、siRNA 8、
siRNA 9よりも強いサイレンシング効果を示した。

これらの結果より、平滑末端となっている5’-末端に

DICERが結合してプロセシングすることにより、アンチセ

ンス鎖がガイド鎖として選択される確率を向上させたこと

が示唆された。中央付近にミスマッチを有するsiRNA 12は

フルマッチの siRNA 10および両端に２か所のミスマッチ

を有する siRNA 11よりもRNA干渉効果が劣る結果となっ

た。このことは、中央にあるミスマッチを有する siRNA 

12はAgo1への結合が優先し、miRNA経路へと誘導され

たために、Ago2への結合が優先し、siRNA経路へと誘導

された siRNA 10および siRNA 11よりもRNA干渉効果が弱

かったと解釈することができる。また、ミスマッチを有す

る siRNA 8および siRNA 9はフルマッチの siRNA 7よりも

RNA干渉効果が弱く、ミスマッチを有するsiRNA 11およ

びsiRNA 12はフルマッチのsiRNA 10のRNA干渉効果を上

回ることはなかった。したがって、当初予測したミスマッ

チ構造を有するmiRNAの方がsiRNAよりもDICERによる

プロセシングが早く、それによってRNA干渉効果が向上

するとの予測は今回の実験結果からは観察できなかった。

結論
　以上の結果より、中央のミスマッチ、バルジはサイレン

シング効果を低下させることが判明した。中央のミスマッ

チ、バルジによりAgo1への積み込みが促進され、Ago1を

含むRISCはmRNAのORFへの結合、サイレンシング効

果が弱い可能性が示唆された。シード領域、3’-末端領域の

ミスマッチはunwindingを促進し、サイレンシング効果を

向上させた。21塩基長、27塩基長ともに、miRNA経路と

siRNA経路を比較すると、siRNA経路の方がサイレンシ

ング効果は大きくなった。ゲノムにコードされたmiRNA

は常に遺伝子発現調節に関与しているが、標的遺伝子の働

きを徹底的に抑制するのではなく、程よく調節していると

考えられる。一方、siRNA経路は、外部から侵入したウ

イルスなどのdsRNAを分解するための免疫機構のような

もので、切断活性により標的RNAを徹底的に排除しよう

とするために、siRNA経路はmiRNA経路よりも強力に標

的遺伝子を抑制するものと考えることができる。

ミスマッチとバルジを比較すると、天然のmiRNAはミ

スマッチを有しているため、miRNAの構造により近いミ

スマッチの方がよりプロセシングに関与する一連のタンパ

ク質に感度よく認識されるため、ミスマッチ構造を有する

siRNAの方が高いRNA干渉効果を示したと考えられる。

本研究により、ミスマッチ、バルジの位置によりDICER-

TRBP/PACTによる認識、RISCへの積み込み、unwinding、

Ago2-RISCとAgo1-RISCとの機構のなどに差が表れ、siRNA

の最適構造のデザインに有効な示唆が得られた。

EGFP-HeLa 3 x 105 cells/ml, [siRNA] = 200 nM, transfected by HiPerfFectTM, 10% FBS, 5% CO2, 37 ℃, 24 h.

Figure 4．ミスマッチを有する27塩基長siRN前駆体によるRNA干渉効果
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