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■Abstract

	 For clinical applications of small interfering RNA (siRNA), chemical structure of siRNA should be optimized to be taken up into cells 

effectively, be resistant against nuclease digestion, be loaded onto RNA induced silencing complex (RISC) rapidly and correctly, bind to the 

target sequence of mRNA specifically, suppress the genetic expression efficiently and minimize off-target effects. In the present study, we 

investigated RNA interference (RNAi) efficiencies of siRNAs bearing 5’-O-methylthymidine (X) and 5’-aminothymidine (Z) at 5’-end of the 

strands. The results showed that X and Z at the 5’-end of the antisense strand gave a serious damage to siRNA to show almost no or largely 

reduced silencing effect. The results can be interpreted that RISC was destabilized by steric or electrostatic repulsion between the methyl 

group of X or the ammonium group of Z and the cationic residues in MID domain pocket of hAgo2. These results strongly suggested that 

modification of 5’-end of the sense strand with X and Z will eliminate an off-target effect of the strand.

	 Key Words; siRNA, off-target effect, strand selection, chemical modification, hAgo2, RISC

１．背景
オリゴ核酸が核酸医薬として実用化されるには、生体内

で化学的にも生物学的にも十分に安定で、免疫誘導を起こ

さず、非特異的な結合や毒性もなく、狙った特定の細胞だ

けにデリバリーされて、細胞内に効率よく侵入し、細胞核、

ミトコンドリア、小胞体、細胞質など細胞内の所定の箇所

に能動輸送されて、細胞内の標的分子と親和性良く特異的

に結合して、副作用なく目指した作用だけを発揮する、そ

んな核酸分子の設計が必要となる1）（Figure 1）。核酸医薬

の本体となるオリゴDNA/RNAにこれらの機能を付与す

るためには、生物学的分子基盤に立脚した上で、化学修飾、

コンジュゲート、複合体、それぞれに積み上げられた成果

のエッセンスを組み合わせた多機能分子の構築が不可欠で

ある。

我々の研究グループでは、1993年頃より核酸―ペプチド

コンジュゲートの合成法の研究に着手し、任意のアミノ酸

配列を有するペプチド、無保護糖鎖などとのコンジュゲー

トの簡便合成を可能にする固相フラグメント縮合法を開発

した2）。そして、合成したアンチセンス核酸―シグナルペ

プチドコンジュゲートは遺伝子導入試薬を用いることなく

単独で細胞内に侵入し、かつ、細胞核内および細胞質に細

胞内局在化し、標的遺伝子発現抑制効果が顕著に増強され

ることを示した3）。その中で、核酸結合性ペプチドのデザ

インにも力を注ぎし、当初は意図していなかったsiRNA 

（small interfering RNA）の細胞内導入に有効なペプチド

RL7を見出した４）。

2本鎖RNAが細胞中に導入されると下記のような過程

を経て、成熟RISCを形成し、RNA interference（RNAi, 

RNA干渉）により、相補的配列を有する標的mRNAを分
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Figure 1．遺伝子発現機構と核酸医薬の標的
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解する（Figure 2）。

1�．DICERによる両末端に2塩基オーバーハングを有する

21-23塩基長2本鎖RNAへの切断

2�．DICER、TRBP（TAR RNA Binding Protein）の結合、

非対称末端の認識

3．RLC（RISC Loading Complex）の形成

4．RISC（RNA Induced Silencing Complex）への搭載

5�．AGO2によるパッセンジャー鎖の切断、ヘリカーゼに

よる1本鎖化（ガイド鎖の選択）

6．成熟RISCの形成

7．標的ｍRNAへの結合

8．標的ｍRNAの切断

9．標的ｍRNAからの解離、ターンオーバー（7→8→9）

　2012年に解明されたヒトアルゴノート2タンパク質

（hAgo2）のX線結晶構造解析の結果によれば、ガイド鎖

RNAはhAgo2と以下のような相互作用をしている5-7) 。

1�．ガイド鎖RNAは1N−7NにおいてAgo2と結合している。

2�．5’-末端の塩基はMIDとPIWIの境界部分にあり、フッリ

プアウトしてTyr902とスタッキングしている。

3�．5’-末端のモノリン酸基はMIDとPIWIの境界部分にあ

り、Lys906，Lys939，Tyr902と相互作用している。

4�．ガイド鎖シード領域（N2−N6）は予めA型へリックス

様に配列して標的RNAとの塩基対の形成の際に生じる立

体配置のエントロピーコストを低減させている。

5�．6Nと7N間にIleが、N9とN10間にArgがそれぞれ挿入さ

れ、ねじれ（kink）が生じて、スタッキングを途切れさ

せている．ガイド鎖seed領域と標的RNAとの塩基対形成

が伸長する際にこのねじれが解消する必要があり、標的

RNA認識における構成の役割を果たしている。

6�．hAgo2のPIWIドメインはRNaseHに似たDEDD4残基触

媒活性中心を持つ．活性部位はplug-in構造とunplugged

の間で切り替わっている。

7�．hAgo2はトリプトファン結合ポケットにより関連タン

パク質のGWリッチ領域と結合している。

8�．ガイド鎖RNA5’-末端リン酸基はY529，K533，N545, 

K566と相互作用している（Figure 3）。

9�．ガイド鎖RNA5’-末端塩基はY529にスタッキングしている。

10�．N3−N6リン酸はMIDとPIWIドメインのK566、K709、

H753，Y790，R792，S798，Y804と相互作用している。

11�．N7−N9リン酸はPIWIドメインとL1、L2のS220，R357，

R714，R761と相互作用している。

12�．N5の2’-OHとI756の主鎖アミド、N7の2’-OHとA221の主

鎖カルボニルで相互作用．それ以外の2’-OHは認識され

ていない。

13�．6Nと7N間にIle365が挿入され、ねじれ（kink）が生じ

て、スタッキングを途切れさせている．ガイド鎖seed領

域と標的RNAとの塩基対形成が伸長する際にこのねじ

れが解消する必要があり、標的RNA認識における構成

の役割を果たしている。

本研究では、2012年に解明されたヒトアルゴノート2タ

ンパク質のX線結晶構造解析の結果をもとに、siRNAの

5’-末端水酸基をメトキシ基（X）またはアミノ基（Z）に

置換することによる非対称性認識、ガイド鎖選択、RISC

の安定性、標的mRNAへの結合と切断効率などへの影響

を考察し、オフターゲット効果が低くRNAi効果の高い

siRNAを分子デザインすることを目的として、そのRNAi

効果を評価した。Figure 2．RNAi経路と miRNA経路
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Figure 3．hAgo2 MIDドメインのカチオンポケットにおけるガイド鎖
リン酸化5’-末端

X：5’-OMe-dT,　　　　　　　　Z：5’-Amino-dT
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我々の作業仮説は以下の通りである。

前提として、DICERが熱力学的により不安定な5’-末端

に結合し、TRBPが熱力学的により安定な5’-末端に結合す

るとされている8) 。その結果、siRNAの非対称な両末端の

うち5’-末端領域が熱力学的により不安定な方のRNA鎖が

ガイド鎖として選択される可能性が高くなり、RNA干渉

の効率およびオフターゲット効果の強さを決定する大きな

要因となっている。この実験で用いたsiRNAの両末端の3

塩基対の熱力学的安定性はほぼ同じとなるように分子設計

されており、siRNAの両5’-末端をXまたはZで修飾した際

の鎖選択への影響およびRNA干渉の効率への影響につい

て検証することとした。

1�．RLCまたはRISCを形成するときに2本鎖状態のsiRNA

を取り込む方向性への影響

siRNAがRLCまたはRISCに取り込まれる過程が不可

逆的で、5’-末端がXまたはZで修飾された2本鎖状態の

siRNAがRLCにローディングされる際の方向性、すな

わち、鎖選択の優位性に影響を与えるか？そして、セ

ンス鎖の5’-末端がXまたはZで修飾されアンチセンス

鎖5’-末端が未修飾のsiRNAのアンチセンス鎖5’-末端に

DICERが結合し、センス鎖5’-末端にTRBPが結合する

確率がより高くなれば、アンチセンス鎖がガイド鎖とし

て選択される確率が高くなるので標的mRNAのサイレ

ンシング効果は向上すると予想できる。逆に、アンチセ

ンス鎖の5’-末端がXまたはZで修飾されセンス鎖5’-末端

が未修飾のsiRNAのセンス鎖5’-末端側にDICERが結合

し、アンチセンス鎖5’-末端にTRBP結合する確率がより

高くなれば、センス鎖がガイド鎖として選択される確率

が高くなるので標的mRNAのサイレンシング効果は低

下すると予想できる。

2�．1本鎖状態のガイド鎖修飾5’-末端によるRISCの安定性

とサイレンシング効果への影響

RISC形成後、1本鎖状態の修飾5’-末端とAgo2のMID

ドメインのカチオンポケットとの相互作用により、

RISCの安定性、RNAi効果が影響を受けるか？そして、

5’-末端をXまたはZで修飾した鎖を取り込んだRISCが

不安定化されると仮定すると、アンチセンス鎖5’-末端を

XまたはZで修飾した場合にはRNA干渉効果は低下し、

センス鎖5’-末端をXまたはZで修飾した場合にはセンス

鎖のオフターゲット効果を抑制することができる。

サイレンシング効率=（アンチセンス鎖がガイド鎖とし

て選択される確率）x（1本鎖RISCのサイレンシング効率）

アンチセンス鎖がガイド鎖として選択される確率に影

響するのは2本鎖siRNAがRISCに搭載される方向性で決

まる。2本鎖siRNAがDICERと結合するとき、その後に

RLCを形成するとき、RISCに搭載されるとき各ステップ

において平衡状態があり、5’-末端のXおよびZが方向性に

影響を与えるならば、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する場合と低下させる場合とがある

と予測される。また、1本鎖RISCの効率はRISC中のガイ

ド鎖RNAとmRNAの標的配列との対合、mRNAの切断、

mRNAの解離の動力学的性質に影響されると考えられる。

２．実験
２．１　細胞培養

EGFP遺伝子を組み入れた子宮頸癌由来細胞株HeLa細

胞をMEM培地（Sigma-Aldrich）それぞれ非働化済FBS 

10%（v/v）、ペニシリン（100U/ml）およびストレプトマ

イシン（100μg/ml）を添加して、5%CO2存在下37℃で培

養を行った。

２．２　siRNAの導入
HeLa細胞はsiRNA導入の前日よりペニシリンおよびス

トレプトマイシン不含の培地で培養し、siRNA導入の18時

間前に12ウェルプレート（IWAKI）へ1ウェルあたり8x104

個の細胞を播種した。siRNAの導入にはLipofectamin 

2000 TM (Thermo Fisher Scientific Inc.)を使用して、添付

説明書の手順に従い行った。siRNA導入より24時間後に細

胞を回収し、EGFP遺伝子発現量をRT-qPCR法を用いて

解析した。なお、siRNAはジーンデザイン株式会社で合

成したものを使用した。

２．３　RT-qPCR法によるEGFP遺伝子発現解析
siRNA導入から24時間後に細胞を回収し、RNeasy mini 

kit (Qiagen)を用いてTotal RNAを抽出した。回収した

Total RNAは、DNaseI (Thermo Fisher Scientific Inc.) 処

理後、Oligo (dT)20 primerおよびReverTra Ace (TOYO-

BO)を用いて逆転写反応を行った。合成したcDNAはBril-

liant III Ul-tra-Fast SYBR Green QPCR Master Mixesお

よびAriaMxリアルタイムPCRシステム（Agilent）を用

いて解析を行い、EGFP遺伝子発現量について内在性コン

トロールにGAPDH遺伝子を用いてΔΔCT法により定量

解析した。qPCRに用いたプライマーは以下の通りである。

Real-time PCR解析用プライマー

EGFP解析用プライマー 

EGFP Forward: 5’-TAAACGGCCACAAGTTCAGCG-3’

EGFP Reverse: 5’-CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA-3’

GAPDH解析用プライマー

Forward 5’-GGATTTGGTCGTATTGGG-3’

Reverse 5’-GGAAGATGGTGATGGGATT-3’
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３．結果と考察
HeLa細胞のゲノムに組み入れたEGFP遺伝子mRNA 

(212-232) を標的として、各siRNAによるサイレンシング

効果を比較した。EGFP-HeLa細胞（8 x 104 cells/well）

を10%FBS を含むMEM 培地中で、200 nM のsiRNAを

Lipofectamin 2000 TM (Thermo Fisher Scientific Inc.) を用

いて細胞導入し、5% CO2雰囲気下、37oCで24h培養したの

ち、qRT-PCR法により定量解析した。その結果をFigure 

4に示す。

EGFP (212-232) 標 的 配 列（ 下 線 部 ）：181 agcgtgtccg 

gcgagggcga gggcgatgcc acctacggca agctgaccct gaagttcatc

sense strand

RNA1; 5’-UACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’

RNA3; 5’-TACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’

RNA5; 5’-XACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’

RNA7; 5’-ZACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’

antisense strand

RNA2; 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

RNA4; 5’-TCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

RNA6; 5’-XCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

RNA8; 5’-ZCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

Nm = 2’-OMe RNA

siRNA1(sU/asU)

S: 5’-UACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA2 (sU/asT)

S: 5’-UACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-TCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA3(sU/asX)

S: 5’-UACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-XCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA4(sU/asZ)

S: 5’-UACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-ZCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA5(sT/asU)

S: 5’-TACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA6(sT/asT)

S: 5’-TACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-TCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA7(sT/asX)

S: 5’-TACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-XCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA8(sT/asZ)

S: 5’-TACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-ZCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA9(sX/asU)

S: 5’XACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA10(aX/asT)

S: 5’-XACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-TCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA11(sX/asX)

S: 5’-XACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-XCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA12(sX/asZ)

S: 5’-XACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-ZCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA13(sZ/asU)

S: 5’-ZACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-UCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA14(sZ/asT)

S: 5’-ZACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-TCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA15(sZ/asX)

S: 5’-ZACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-XCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’

siRNA16(sZ/asZ)

S: 5’-ZACGGCAAGCUGACCCUGA(Am)(Gm)-3’ 

AS: 5’-ZCAGGGUCAGCUUGCCGUA(Gm)(Gm)-3’
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siRNA1(aU/asU), siRNA2(sU/asT), siRNA3 
(sU/asX), siRNA4(sU/asZ)のサイレンシング効果

杉本教授らの最近接塩基対モデル9）により算出したセ

ンス鎖5’-末端側およびアンチセンス鎖5’-末端側それぞれ

の3塩基対分の熱力学的パラメーターを算出したところ、

siRNA1(aU/asU)のセンス鎖末端側（UAC/GUA）では

ΔH‡ = -18.3 (kcal mol-1), ΔS‡ = -48.8 (kcal mol-1 K-1), ΔG
‡ = -3.2kcal/mol、アンチセンス鎖末端側（UCA/UGA）

ではΔH‡ = -23.8 (kcal mol-1), ΔS‡ = -63.3 (kcal mol-1 K-1), 

ΔG‡ = -4.1kcal/molであった。両末端の熱力学的安定性

の差はわずかΔΔG‡
37 = - 0.9 (kcal mol-1) で、鎖選択に

おける熱力学的安定性の影響はほとんどないと考えられ

る。siRNA2 (sU/asT) における同様の熱力学的パラメー

ターは根拠とすべき値がないが、アンチセンス鎖末端側

の熱力学的安定性を（TdC/GA + CA/UG）として計算す

るとΔH‡ = -16.0 (kcal mol-1), ΔS‡ = -41.3 (kcal mol-1 K-1), 	

ΔG‡
37 = -3.1kcal/molであり、両末端の熱力学的安定性の

差はわずかΔΔG‡
37 = +0.1 (kcal mol-1)となるため、やは

り鎖選択における熱力学的安定性の影響はほとんどないと

考えられる。siRNA3 (sU/asX), siRNA4 (sU/asZ)における

熱力学的パラメーターはやはり根拠とすべき値がないが、

XおよびZのW-C塩基対への影響を無視できると仮定する

と、siRNA2 (sU/asT)の場合に準じて考えて、鎖選択にお

ける熱力学的安定性の影響はほとんどないと考えられる。

一方、それぞれのサイレンシング効果を比較すると	

siRNA1 (aU/asU) で83.0%, siRNA2 (sU/asT) で83.1%, siR-

NA3 (sU/asX) で0.0%, siRNA4 (sU/asZ) で0.1%となった。

すなわち、siRNA1 (aU/asU)とsiRNA2 (sU/asT) において

は全く差がなく熱力学的な考察と一致した。また、アンチ

センス鎖5’-末端をXまたはZで修飾したsiRNA3 (sU/asX) 

およびsiRNA4 (sU/asZ) ではサイレンシング効果が全く

認められなかった。XまたはZによる修飾の効果が2本鎖

状態のsiRNAでRLCに積み込まれる過程またはRISCが

形成される過程での方向性に起因するのか、1本鎖になっ

てからRISC中のAgo2との複合体の安定性に起因するの

か、2つの可能性があり、siRNA13 (sZ/asU), siRNA14 (sZ/

asT), siRNA15 (sZ/asX), siRNA16 (sZ/asZ)の結果を踏ま

えて、結果と考察の最後及び結論で詳しく論じる。

siRNA5 (sT/asU), siRNA6 (sT/asT), siRNA7 
(sT/asX), siRNA8 (sT/asZ)のサイレンシング効果

siRNA5 (sT/asU)およびsiRNA6 (sT/asT) に対する両末

端3塩基対の熱力学的パラメーターは根拠とすべき値がな

いが、siRNA5 (sT/asU)においてセンス鎖末端側の熱力学

的安定性を（TdA/UA + AC/GU）として計算するとΔH‡	

= -18.0 (kcal mol-1), ΔS‡ = -49.4 (kcal mol-1 K-1), ΔG‡
37 = 

-2.7kcal/molであり、両末端の熱力学的安定性の差はわず

かΔΔG‡
37 = -1.4 (kcal mol-1)となるため、ややアンチセン

ス鎖側の5’-末端が安定となり、センス鎖がガイド鎖として

選択される方がわずかに有利であるかもしれない。しかし、

その差は小さいため、鎖選択における熱力学的安定性の影

響はほとんどないと考えられる。さらに、siRNA6 (sT/asT)

Figure 4. Silencing of EGFP mRNA by 5’-Modified siRNA

[siRNA ] = 100 nM, transfected by Lipofectamine 2000TM, HeLa (8 x 104 cells /well, 10% FBS/MEM), 5% CO2, 37oC, 24h
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においてセンス鎖末端側の熱力学的安定性を（TdA/UA 

+ AC/GU）、アンチセンス鎖末端側の熱力学的安定性を

（TdC/GA + CA/UG）として計算するとΔH‡ = -16.0 (kcal 

mol-1), ΔS‡ = -41.3 (kcal mol-1 K-1), ΔG‡
37 = -3.1kcal/mol

であり、両末端の熱力学的安定性の差はわずかΔΔG‡
37	

= -0.4 (kcal mol-1)となるため、鎖選択における熱力学的安

定性の影響はほとんどないと考えられる。siRNA7 (sT/

asX)およびsiRNA8 (sT/asZ)における熱力学的パラメー

ターはやはり根拠とすべき値がないが、上と同様にXお

よびZのW-C塩基対への影響を無視できると仮定すると、

siRNA6 (sT/asT) の場合に準じて考えて、鎖選択における

熱力学的安定性の影響はほとんどないと考えられる。

　一方、サイレンシング効果を比較するとsiRNA5 (sT/

asU)で70.4%, siRNA6 (sT/asT) で79.8%, siRNA7 (sT/asX)

で14.0%, siRNA8 (sT/asZ)で31.8%となった。前述の通り、

siRNA5 (sT/asU)において両末端の熱力学的安定性の差に

よりアンチセンス鎖側の5’-末端がやや安定となり、センス

鎖がガイド鎖として選択される方がわずかに有利であるか

もしれないので、サイレンシング効果の低下の原因となっ

た可能性がある。しかし、siRNA6 (sT/asT)においては両

末端の熱力学的安定性の差はわずかΔΔG‡
37 = -0.4 (kcal 

mol-1)となり、そのサイレンシング効果はsiRNA1 (aU/

asU) およびsiRNA2 (sU/asT) とほぼ同等となっている。

大変興味深いことにsiRNA7 (sT/asX) で14.0%, siRNA8 

(sT/asZ) で31.8%と弱いながらサイレンシング効果が観測

された。これらの結果からXおよびZで修飾されたアンチ

センス鎖がガイド鎖としてRISC中に取り込まれた場合に

もAgo2との複合体はある程度の安定性を持ち、ある程度

のサイレンシング効果を有することが示された。この結

果はG. Meister等の結果とよく一致している10)。また、こ

れらの結果を合わせて考えると、センス鎖5’-末端がUの

siRNA3 (sU/asX) およびsiRNA4 (sU/asZ) が全くサイレ

ンシング効果を示さなかったことは、1本鎖化された後の

RISC中においてXおよびZで修飾されたアンチセンス鎖

がAgo2との複合体の中で不安定化されたためだけではな

く、2本鎖状態のsiRNAがRLCまたはRISCに積み込まれ

る過程での方向性、あるいは1本鎖化される過程に影響を

与えている可能性を強く示唆していると考えられる。さら

に、siRNA7 (sT/asX)よりもsiRNA8 (sT/asZ)のサイレン

シング効果が高かったことは驚きであったが、それは後に

示す結果とも一致している。

siRNA1, siRNA2, siRNA5, siRNA6の結果を比較するこ

とにより2’-OHの影響、1本鎖状態でフリップアウトしてい

ると考えられる5’-末端TまたはUの塩基とMIDドメイン

Yとのスタッキング相互作用の影響が考察できる。

siRNA9 (sX/asU), siRNA10 (sX/asT), siRNA11 
(sX/asX), siRNA12 (sX/asZ) のサイレンシング効
果

セ ン ス 鎖5’-末 端 をXで 修 飾 し たsiRNA9 (sX/asU)- 

siRNA12 (sX/asZ)における両末端の熱力学的安定性を直

接に定量化できないが、XおよびZのW-C塩基対への影響

を無視できると仮定すると、上記のsiRNA5 (sT/asU) お

よびsiRNA6 (sT/asT) の場合に準じて考えると、siRNA9 

(sX/asU) においてはややアンチセンス鎖側の5’-末端が安

定となり、センス鎖がガイド鎖として選択される方がわず

かに有利であるかもしれない。また、siRNA10 (sX/asT)

においては両末端の熱力学的安定性にはほとんど差がな

く、鎖選択における影響はほとんどないと考えられる。同

様に、siRNA11 (sX/asX)およびsiRNA12 (sX/asZ)におい

ても両末端の熱力学的安定性にはほとんど差がなく、鎖選

択における影響はほとんどないと考えられる。

一方、サイレンシング効果を比較するとsiRNA9 (sX/

asU) で84.5%, siRNA10 (sX/asT) で70.6%, siRNA11 (sX/

asX)で41.9%, siRNA12 (sX/asZ)で49.6%と い う 結 果

な っ た。siRNA11 (sX/asX) がsiRNA7 (sT/asX)よ り も

siRNA12 (sX/asZ)がsiRNA8 (sT/asZ)よりもそれぞれ高

いサイレンシング効果を示したということは、RISC中の

Ago2との複合体はある程度の安定性を持ち、ある程度の

サイレンシング効果を有すると同時にセンス鎖5’-末端をX

で修飾することにより、5’-末端をXまたはZで修飾された

アンチセンス鎖がガイド鎖としてRISC中に取り込まれる

確率を高くしていることが示された。

siRNA9 (sX/asU)がsiRNA 1 (sU/asU)とほぼ同等の効果

を示したということはsiRNAがRLCまたはRISCに取り込

まれる過程が不可逆的で、センス鎖の5’-末端がXで修飾さ

れ、アンチセンス鎖5’-末端が未修飾のsiRNAのアンチセン

ス鎖5’-末端にDICERが結合し、センス鎖5’-末端にTRBP結

合する確率がより高くなれば、アンチセンス鎖がガイド鎖

として選択される確率が高くなるので標的mRNAのサイ

レンシング効果はRNAi効果が向上するという当初の作業

仮説は否定される結果となった。同様に、siRNA10 (sX/

asT)によるサイレンシング効果がsiRNA2 (sU/asT)やsiR-

NA6 (sT/asT)よりも低下しており、2本鎖状態のsiRNAに

おいてセンス鎖5’-末端のXによりアンチセンス鎖がガイド

鎖として取り込まれる確率が向上することはなかった。

siRNA13 (sZ/asU), siRNA14 (sZ/asT), siRNA15 
(sZ/asX), siRNA16 (sZ/asZ)のサイレンシング効果

セ ン ス 鎖5’-末 端 をZで 修 飾 し たsiRNA13 (sZ/asU), 

siRNA14 (sZ/asT), siRNA15 (sZ/asX), siRNA16 (sZ/asZ)
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における両末端の熱力学的安定性はsiRNA9 (sX/asU), 

siRNA10 (sX/asT), siRNA11 (sX/asX), siRNA12 (sX/asZ)

の場合と同様に直接に定量化できないが、XおよびZの

W-C塩基対への影響を無視できると仮定すると、上記の

siRNA5 (sT/asU) およびsiRNA6 (sT/asT) の場合に準じて

考えると、siRNA13 (sZ/asU) においてはややアンチセン

ス鎖側の5’-末端が安定となり、センス鎖がガイド鎖として

選択される方がわずかに有利であるかもしれない。また、

siRNA14 (sZ/asT) においては両末端の熱力学的安定性には

ほとんど差がなく、鎖選択における影響はほとんどないと

考えられる。同様に、siRNA15 (sZ/asX) およびsiRNA16 

(sZ/asZ) においても両末端の熱力学的安定性にもほとんど

差がなく、鎖選択における影響はほとんどないと考えられ

る。

一方、サイレンシング効果を比較するとsiRNA13 (sZ/

asU) で85.5%、siRNA14 (sZ/asT) で92.1%、siRNA15 (sZ/

asX) で61.2%、siRNA16 (sZ/asZ) で61.0%という結果を示

した。siRNA15 (sZ/asX) がsiRNA3 (sU/asX) やsiRNA7 

(sT/asX) よりも、siRNA16 (sZ/asZ) がsiRNA4 (sU/asZ) 

やsiRNA8 (sT/asZ) よりもそれぞれ高いサイレンシング

効果を示したということは、RISC中のAgo2との複合体は

ある程度の安定性を持ち、ある程度のサイレンシング効果

を有すると同時にセンス鎖5’-末端をZで修飾することによ

り、5’-末端をXまたはZで修飾されたアンチセンス鎖がガ

イド鎖としてRISC中に取り込まれる確率を高くしている

ことが示された。さらに、siRNA15 (sZ/asX)がsiRNA11 

(sX/asX)よりも、siRNA16 (sZ/asZ)がsiRNA12 (sX/asZ)

よりもそれぞれ10%以上高いサイレンシング効果を示した

ということは2本鎖状態でセンス鎖5’-末端のZによりXの

場合よりもアンチセンス鎖がガイド鎖として取り込まれる

確率を高くした結果だと考えられる。それはsiRNA13 (sZ/

asU) がsiRNA1 (sU/asU), siRNA5 (sT/asU), siRNA9 (sX/

asU) と比べてサイレンシング効率が最も高く、siRNA14 

(sZ/asT) がsiRNA2 (sU/asT), siRNA6 (sT/asT), siRNA10 

(sX/asT) と比べてサイレンシング効率が最も高いことと

も矛盾しない。

まとめるとsiRNA3 (sU/asX)、siRNA7 (sT/asX), siRNA11 

(sX/asX), siRNA15 (sZ/asX)に見られるサイレンシング効果

の差やsiRNA4 (sU/asZ)、siRNA8 (sT/asZ), siRNA12 (sX/

asZ), siRNA16 (sZ/asZ) に見られるサイレンシング効果の差

はセンス鎖5’-末端をXおよびZで修飾したことによる2本鎖

状態のsiRNAがRISCに搭載される方向性に対する影響で

あると解釈できる。さらに、アンチセンス鎖5’-末端の構造

によるサイレンシング効果の差、すなわち、siRNA1 (aU/

asU) -siRNA4 (sU/asZ) に見られる差、siRNA5 (sT/asU)- 

siRNA8 (sT/asZ) に見られる差、siRNA9 (sX/asU)- siRNA12 

(sX/asZ) に見られる差、siRNA13 (sZ/asU)- siRNA16 (sZ/

asZ) に見られる差はいずれも（アンチセンス鎖がガイド鎖

として選択される確率）X（1本鎖化後のRISCの安定性）X

（1本鎖化後のRISCの効率）の結果と解釈できる。

４．結論
1�．siRNA1 (sU/asU) 83.0%, siRNA5 (sT/asU) 70.4%, 

siRNA9 (sX/asU) 84.5%, siRNA13 (sZ/asU) 85.6%でほ

とんど差がみられないのはUアンチセンス鎖（RNA2） 

がガイド鎖として選択されたときのサイレンシング効

果の上限値を表していると考えられる。

2�．siRNA2 (sU/asT) 83.1%, siRNA6 (sT/asT) 79.8%, 

siRNA10 (sX/asT) 70.6%, siRNA14 (sZ/asT) 92.1%でも

大きな差がみられないのは同様の理由によると考えら

れる。

RLC形成時にsiRNAが取り込まれる方向性、すなわち、

鎖選択にセンス鎖のX/Z修飾による差はない（？）ある

いは、鎖選択の確率に差はあっても、一旦、U/Tアンチ

センス鎖（RNA2, RNA4）がガイド鎖として選択されれば

同等のサイレンシング効果を発揮する。 

3�．siRNA3 (U/X) 0%, siRNA7 (T/X) 14.0%, siRNA11 

(X/X) 41.9％ , siRNA15 (Z/X) 61.2％およびsiRNA4 (U/

Z) 0% , siRNA8 (T/Z) 31.8%, siRNA12 (X/Z) 49.6％ , 

siRNA16 (Z/Z) 61.0％の2つの系列に見られるサイレン

シング効果の差はX/Z修飾アンチセンス鎖がガイド鎖

として選択される確率の差に起因すると考えられる。 

siRNA3 (U/X) 0%, siRNA4 (U/Z) 0%の結果はUセン

ス鎖が100％ RISCに取り込まれたためと考えられる。 

siRNA11 (X/X) 41.9％ , siRNA15 (Z/X) 61.2％ お よ び

siRNA12 (X/Z) 49.6％ , siRNA16 (Z/Z) 61.0％ではX/Z

修飾アンチセンス鎖（siRNA6, siRNA8）がガイド鎖と

して選択される確率が向上し、X/Zで修飾アンチセン

ス鎖も一旦RISCに取り込まれればガイド鎖として機

能することを示している。 

4�．siRNA9 (X/U) 84.5%とsiRNA11 (X/X) 41.9％および

siRNA13 (Z/U) 85.6% とsiRNA16 (Z/Z) 61.0％の差は

RISCの安定性（X/Z修飾ガイド鎖によるRISCの不安

定化）の差によると判断できる。

本研究の結果から、siRNAのセンス鎖5’-末端をXまたは

Zで修飾することにより、センス鎖の起こすoff-target効

果を強く抑制できることが判明した。
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