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■Abstract

 Small interfering RNA (siRNA) induces RNA interference by forming RNA induced silencing complex (RISC). From a therapeutic point of 

view, chemical modifications and conjugations of siRNA are powerful strategies to improve their properties toward clinical applications. We 

can access to siRNA molecules from hydroxyl groups, phosphate backbone, and major groove side and minor groove side of nucleobases. 

We need to know proper moieties at proper positions for chemical modifications to construct an optimized structure of siRNA.

 In the present study, we synthesized and evaluated 10 types of siRNAs bearing C5-modified T. All the siRNAs modified in the antisense 

strand showed reduced silencing efficiencies. It is to be noted the modified positions which intensively reduced silencing efficiencies 

are well consistent with the positions having major kinks and turns in the crystal structure of guide strandim & Ago2. On the other hand, 

modification of the sense strand caused less damage to silencing of siRNA and no damage was observed for the modification at s8.
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はじめに
近年、合成小分子核酸により細胞内で遺伝子発現を制御

する遺伝子サイレンシング技術が注目を集めている。分子

生物学においては遺伝子機能解析のためのツールとして汎

用されるようになり、医学においては核酸医薬として様々

な病原遺伝子を標的とした疾病治療薬として使用されてい

る。現在までに３つの核酸医薬が承認され、多くの臨床

試験が進行している１-５）。

核酸医薬にはDNAを標的とするアンチジーン核酸

（TFO）やポリピロールアミド（PPA）、pre-mRNAを標

的としてスプライシング編集をするエクソンスキッピン

グ核酸、mRNAやmiRNAを標的とするアンチセンス核酸
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Figure 1. 核酸医薬とその分子標的
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（ASO）およびsiRNA、タンパク質を標的とするRNAア

プタマーなどがある（Figure 1）。

2012年 にRISCの 中 核 を な す ヒ ト ア ル ゴ ノ ー ト ２

（hAgo2）とmiR-20aガイド鎖複合体のX線結晶構造が解明

された６）。（Figure 2）それにより合理的な分子デザインに

基づく化学修飾が可能になり、それまでに得られた化学修

飾siRNAのサイレンシング効果が合理的に説明できるよ

うになった。その中で、リン酸化されたガイド鎖5’-末端

がMIDドメイン中のY529、K533、N545、K566 の側鎖で

形成されたカチオン性ポケットに取り込まれて安定化され

ていることが明らかとなった。また、Helix-7中のIle365が

割り込んでa6とa7 の間に大きな折れ曲がりを生じ、R710 

がガイド鎖a9 塩基に、R635 がa10 塩基にスタッキングし

てa9とa10の間に大きな折れ曲がりを形成していること、

Proline knuckle（Pro67）によりa14 塩基 がフリップアウ

トしてArg276にスタッキングしていること、ガイド鎖は

a17とa18の間で鋭くターンしていることなど、重要な知見

が明らかとなった（Figure 3）。

小分子核酸を核酸医薬として疾病の治療に利用するため

には、⑴化学的にも生物学的にも安定である。⑵標的組織、

器官に選択的にデリバリーされる。⑶効率よく細胞内に取

り込まれる。⑷細胞内で標的の所在する核内か細胞質内に

到達できる。⑸標的の遺伝子（DNAまたはRNA）に配列

特異的に強く結合できる。⑹毒性がない。⑺標的以外の遺

伝子に作用（オフターゲット効果）しない。⑻免疫誘導し

ない。など多くの条件をクリアする必要がある。

Figure 3. miRNAガイド鎖とhAgo2との相互作用

Figure 2. hAgo2とmiR-20aガイド鎖複合体のＸ線結晶構造
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Protein Data Bank Japan
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 https://pdbj.org/mine/summary/4f3t



メジャーグルーブ修飾siRNAによる遺伝子サイレンシング効果

3

これらの多くの条件をクリアするために核酸分子の化学

修飾、機能性分子とのコンジュゲート、様々なDDS技術

などの研究が進められている。核酸を化学修飾する際の部

位としてはリボース部位、リン酸部位、塩基部位の3つに

大別されるが、塩基部位の修飾では2本鎖を形成した状態

でメジャーグルーブ側（プリン塩基の7、8位とピリミジン

塩基の5、6位）とマイナーグルーブ側（プリン塩基の2位）

の修飾があり得る（Figure 4）。

siRNAの遺伝子サイレンシング効果が化学修飾によりど

のような影響を受けるのかは、RNAi経路のどの過程にど

のように影響するかできるが、特に、siRNAのどちらの鎖

がガイド鎖として選択されるのか、RISCの機能を向上さ

せるのか低下させるのかという観点から大変興味深い。

程等の研究グループではsiRNAの各部位を系統的に

RNAからDNAに置換してそのサイレンシング効果を比較

した。その結果、ガイド鎖のシード領域にあたる2番−8番

および13番と14番、パッセンジャー鎖の1番、12番−18番、

20番、21番の位置はDNAに置換してもサイレンシング効

果の低下は見られなかったと報告している7、８)（Figure 5）。

また、Beal等の研究グループはアデニン塩基7位を修飾

したヌクレオシドを組み込んだsiRNAのサイレンシング

効果を解析して、ガイド鎖中でサイレンシング効果の低下

を招くことがなかったのは12番（a12）と20番（a20）のみで、

特に、1番（a1）、3番（a3）、10番（a10）の位置に修飾塩

基を導入するとサイレンシング効果は大きく低下したこと

を報告している９）。興味深いことに12番（a12）はTRBP

の結合部位と20番（a20）はAgo2の結合部位であるとされ

ており、この結果はTRBおよびAgo2はsiRNA二重鎖のマ

イナーグルーブからアクセスしていることを示唆している

（Figure 6）。

同じBeal等の研究グループはマイナーグルーブ側になる

2位を修飾したプリン塩基⑴を組み込んだsiRNAのサイレ

ンシング効果を解析して、ガイド鎖中で1箇所（14番）、パッ

センジャー鎖中で2箇所（3番と16番）ではサイレンシング

効果が低下しなかったと報告している10）（Figure 7）。

本研究ではAgo2依存的RNAi経路（siRNA経路）にお

けるDICER-TRBP/PACTを含むRISCLC（RISC Loading 

Complex） へ の 取 り 込 み、Ago2を 機 能 的 な 核 と す る

Figure 4. siRNAの化学修飾とコンジュゲート

Figure 5. siRNA配列の機能区分７、８）
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Figure 6. メジャーグループ修飾siRNAのサイレンシング効果９）

Figure 7. マイナーグループ修飾siRNAのサイレンシング効果10）

Figure 8. siRNA経路におけるプロセシング
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RISCへの積み込み、パッセンジャー鎖の切断、1本鎖化

（unwinding）、相補的RNAとの結合と切断という一連の

プロセスにおいて（Figure 8）、siRNAのメジャーグルー

ブ修飾がどのように影響し、オーバーオールな結果として

サイレンシング効果がどのように左右されるかについて検

討し、その結果とhAgo2の結晶構造との相関を考察した。

 

実験
修飾siRNAの合成

オリゴヌクレオチドはDNA/RNA 自動合成装置 nS-8 II 

（Gene Design Inc.） をもちいて標準的シアノエチルホス

ホアミダイト法により合成した。オリゴヌクレオチドは

Hewlett-Packard HP-1100システムを用いる逆相HPLCによ

り精製、分析した。また、精製したオリゴヌクレオチドは

MALDI-TOF MS （Voyager-DE, Applied Biosystem）およ

びESI-MS （amazon SL, Bruker Co.）により同定した。そ

の他の化学薬品は和光純薬株式会社、岸田化学株式会社、

東京化成株式会社、ナカライテスク株式会社より購入した。

総RNA抽出はRNeasy mini kit （Qiagen）を用いて行い、

定量リアルタイムRT-PCRはSuperScript III Platinum One-

step Quantitative RT-PCR SystemTM （Life Technologies 社

製）を用いてMX3005P（Agilent Technologies社製）によ

り行った。

 

細胞培養とsiRNA導入
慢性骨髄性白血病細胞株K-562は加熱処理不活性化

10%FBS、ストレプトマイシン（100 μg/ml）、ペニシリ

ン（100 U/ml） を 含 むRPMI-1640 培 地 中 で37 ℃、5% 

CO2雰囲気下で培養した。70%コンフルエントの状態で

細胞5 x 105 cells/mlを24-well プレート（Iwaki, 1 ml cell 

suspension per plate）上で抗生物質を含まないRPMI-

1640培地中で37 ℃で24時間培養した。siRNAを終濃度200 

nMとなるように2 μl のLipofectamin 2000TM（Invitrogen）

とともにOpti-MEM（Invitrogen）中、室温で30分間イン

キュベートし、そのsiRNA- Lipofectamin 2000TM 溶液100 

μlと24ウェルプレート上で 900 μlのRPMI-1640培地中の

K562細胞（5 x 105 cells/ml）と混和した。

リアルタイム RT-PCRによるBCR/ABL発現定量
　白血病株化細胞（K562）をRPMI-1640 / 10% FBSで0.5 

x 106 cells/mlに調整した。200 μMペプチド10 μlと20 μM 

BCR/ABL siRNA10 μlを混合し、37 ℃で30分間インキュ

ベートした後、24ウェルプレート上で、調整した細胞450

μlとRPMI-1640 / 10% FBS 30 μlと混合した。37 ℃（5% 

CO2）で24時間培養した後、RNeasy mini kit（Qiagen社

製）を用いて、RNAを抽出した。BCR/ABLのmRNAは

TaqManProbeを用いてSuperScriptTM III Platinum One-

step Quantitative RT-PCR System(Invtogen社製）により

リアルタイムRT-PCR（Stratagene社製）で定量した。サ

イクル反応は以下のとおり行った。

実験はすべて3回以上行い、十分な再現性を確保してい

る。各回の測定値はトリプリケート測定値の平均である。

50 ℃ 15 min 94 ℃ 2 min/1 cycle

94 ℃ 15 sec 60 ℃ 20 sec 72 ℃ 20 sec/40 cycle

BCR/ABL mRNA プライマーとTaqMan プローブ

Forward 5’- tgcagatgctgaccaactcg-3’

Reverse 5’- gttccaacgagcggcttcac -3’

TaqMan Probe 5’- FAM-cagtagcatctg actttgagcctcagggtct-

BHQ -3’

結果と考察
慢性骨髄性白血病細胞K562に発現するBCR/ABL遺伝子

のジャンクション部位を標的とするsiRNA （Native）のU

の位置にメジャーグルーブ側にあたる5位を修飾したT*を

Figure 9. T*とT*を組み込んだsiRNAの構造
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組み込んだ10種類のsiRNAを合成し（Figure 9）、そのサ

イレンシング効果を測定した。

その結果をFigure 11に示した。ガイド鎖（アンチセン

ス鎖）7番-10番（a7, a8, a9, a10）、15番（a15）、17番（a17）

に修飾塩基を組み込んだsiRNAのサイレンシング効果が

30％ - 65％大きく低下した。特に、10番（a10）、17番（a17）

に修飾塩基を組み込むとサイレンシング効果がほとんど観

測されなかった。パッセンジャー鎖（センス鎖）の7番（s7）、

18番（s18）、19番（s19）に修飾塩基を組み込んだ場合に

は比較的サイレンシング効果の低下が小さく、8−20％で

あった。唯一パッセンジャー鎖の8番（s-8）に組み込んだ

場合にだけ、サイレンシングの効果が低下しなかった。

ガイド鎖修飾のサイレンシング効果への影響
Ago2の結晶X線回折の結果６）ではガイド鎖7番目（a7）

の2’-水酸基はAgo2のA221の主鎖Ago2と水素結合を形成

しており、また、ヘリックス7中のイソロイシン365が6番

目（a6）と7番目（a7）の間に割り込んで、大きな折れ曲

がりを生じさせていることがわかっている６）。7番目（a7）

の2’-水酸基がないことやガイド鎖7番目（a7）の5’-置換基

がヘリックス7中のイソロイシン365と立体的にぶつかり

合って、RISCを不安定化したためかもしれない。

　ガイド鎖8番目（a8）、9番目（a9）にT*を組み込んだ

siRNA（AS-8, AS-9）ではサイレンシング効果がそれぞれ

43％、38％に低下した。X線結晶構造によればa7、a8、a9

の塩基どうしはお互いにスタックおり、Ago2のL1のS220

およびL2のR357、PIWIドメイン中のR714とR761がa7、
a8、a9のリン酸基と相互作用している。また、R710がa9

とa10の間に割って入り、a9にスタックしている６）。従っ

て、a8のC5位の置換基がAgo2のHelix-7中のM364と立体

的に妨害し、a9のC5の置換基がAgo2のArg710のスタッ

キングを妨害している可能性がある。（Figure 13）

 

　ガイド鎖10番目（a10）にT*を組み込んだsiRNA（AS-10）

ではサイレンシング効率は15％と大きく低下した。X線結

Figure 10. BCR/ABL mRNA（355-390）の標的配列とsiRNAの配列

Figure 11. T*を組み込んだsiRNAのサイレンシング効果
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晶構造によればArg710とArg635がa9とa10の間に割って

入りガイド鎖に大きなよじれを生じさせ、R710がa9の塩

基と、R635がa10の塩基とそれぞれスタックしていること

が示されている６）。A-10T*塩基のC5位置換基がR635と相

互作用して、a9とa10の間よじれに影響を与えた可能性が

ある。（Figure 13）

　ガイド鎖15番目（a15）にT*を組み込んだsiRNA（AS-

15）ではサイレンシング効率は30%に低下した。X線結晶構

造によればプロリンナックル（Pro67）がa14とa15の間に

割って入ってa14の塩基をフリップアウトさせて、その上

にArg276がスタックしていることが示されている６）（Figure 

14）。a15T*のC5位置換基がプロリンナックルの接近を妨害

して、ガイド鎖の構造に変化をもたらした可能性が考えら

れる。

　ガイド鎖17番目（a17）にT*を組み込んだsiRNA（AS-17）

ではサイレンシング効率は5％と劇的に低下した。X線結

晶構造によればa17、a18、 a19はいずれもスタックしてお

らず、a17とa18の間には大きなターンがあることが示さ

れている６）。a17T*のC5位置換基がこのターン構造に影響

を与えた結果、このようなサイレンシング効果の低下を招

いた可能性がある（Figure 15）。

パッセンジャー鎖修飾のサイレンシング効果への影響
　パッセンジャー鎖（センス鎖）7番目（s7）にT*を組み

Figure 12. ガイド鎖7番目の5’-置換基とAgo2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 へリックス7中のlle365の相互作用

Figure 13. AS-7, AS-9, AS-10とAgo2との相互作用
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Protein Data Bank Japan (https://pdbj.org/ 

mine/summary/4f3t）より改変
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入れたsiRNA S-7のサイレンシング効果は63％であり、未

修飾siRNA（native）と比較してわずかに減少しただけで

あった。X線結晶構造によれば、hAgo2のNドメインP67

プロリンナックルがa13とa14の間に割って入り、a14の

塩基をフリップアウトさせている。また、Arg278がa14

にスタッキングし、カチオン-π相互作用により安定化し

ている。その結果、N-ドメインがくさびの役割をして２

本鎖siRNAのアンワインディングを引き起こし、成熟し

たRISC形成を促すと考えられている。s7の位置はガイド

鎖13番目（a13）の向かい側に当たり、P67プロリンナッ

クルと衝突する可能性もあり、2本鎖siRNAのアンワイン

ディングに影響することも考えられるが、実際には s7T*

のC5位置換基の立体障害は小さいと考えられる。あるい

は、P67プロリンナックルによる大きなねじれは、アンワ

インディングの後に１本鎖化されてから生じるものなの

かもしれない（Figure14）。

　パッセンジャー鎖（センス鎖）8番目（s8）にT*を組

み入れたsiRNA S-8のサイレンシング効果は75%で未修飾

siRNAの70%からわずかながら向上した。s8はパッセン

ジャー鎖が切断される s9と s10に隣接する位置にあり、ガ

イド鎖a10とa11の向かい側に当たるため、s8T*のC5位の

置換基がPIWIドメインによるパッセンジャー鎖の切断に

影響を与える可能性も考えられる。しかしながら、実際に

はその影響は小さいと言える。（Figure16）

　パッセンジャー鎖（センス鎖）18番目（s18）および19

番目（s19）にT*を組み入れたsiRNA S-18およびsiRNA 
S-19のサイレンシング効果はそれぞれ50%、55%であり、

いずれも未修飾siRNAの70%より低下した。パッセン

ジャー鎖 s18、s19はガイド鎖a1、a2の向かい側に位置す

る。X線結晶構造によれば、a1とs19は塩基対を形成し

ておらず、a1の塩基はフリップアウトし、5’-リン酸基が

MidドメインとPIWIドメインの境界にあるカチオン性ポ

Figure 14. hAgo2のプロリンナックル（Pro67）とa15T*のC5位置換基の立体障害
　　　　　　　　　　　　　Protein Data Bamk Japan（https://pdbj.org/mine/summary/4f3t）より改変

　　　　　　　　　　Figure 15. hAgo2のNドメインとa17～a21の相互作用
　　　　　　　　　　　　　Protein Data Bamk Japan（https://pdbj.org/mine/summary/4f3t）より改変
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ケットに深く入り込んでいる６）（Figure 17）

結論
　以上の結果をFigure 18にまとめた。一般的には、ガイ

ド鎖（アンチセンス鎖）のU を T* に置換した場合にはサ

イレンシング効果が大きく低下し、パッセンジャー鎖（セ

ンス鎖）のU を T* に置換した場合のサイレンシング効果

への影響は比較的小さかった。T*をガイド鎖a7、a8、a9、
a10、a15、a17 に組み入れた場合には未修飾siRNAに比

べてサイレンシング効果が30～65% 低下した。とりわけ、
a10およびa17に組み入れたAS-10およびAS-17ではほと

んどサイレンシング効果が消失した。前述のBeal等の結

果ではa1、a3、a6、a10、a18のメジャーグルーブ修飾に

よりサイレンシング効果の低下が観測されたが、今回の結

果はそれとよく一致している。一方で、パッセンジャー鎖

　　　　　　　　　　Figure 16. hAgo2のPIWIドメイン切断触媒部位とsiRNAの近傍構造
　　　　　　　　　　　　　Protein Data Bamk Japan（https://pdbj.org/mine/summary/4f3t）より改変

　　　　　　　　　　Figure 17. hAgo2と2本鎖siRNAガイド鎖5’-末端近傍の構造
　　　　　　　　　　　　  Protein Data Bamk Japan（https://pdbj.org/mine/summary/4f3t）より改変

s7、s18、s19のU を T* に置換した場合には未修飾siRNA

に比べてサイレンシング効果が8%～20% 低下したが、そ

の低下の程度はガイド鎖のUを置換した場合よりかなり

小さかった。また、パッセンジャー鎖 s8のU を T* に置

換した場合には未修飾siRNAに比べてサイレンシング効

果が低下しなかったことは興味深い。上述のとおり、パッ

センジャー鎖 s8は切断部位 s9 - s10に隣接した位置である

が、hAgo2のPIWIドメインの触媒活性部位は2本鎖siRNA

のマイナーグルーブから接近するために、メジャーグルー

ブ側のC5位の置換基には影響を受けない可能性がある。
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　　　　　　　　　　Figure 18. hAgo2の結晶構造とsiRNAの化学修飾によるサイレンシング効果への影響




