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研究成果の概要:

1.オリゴDNA/RNAに任意の配列，組成を持つペフ。チドをコンジュゲートすることに成功した。

2. オリゴ DNAに SV40ラージ T抗原由来の核局在化、ングナノレベフOチドをコンジュゲートさせ，

ヒト白血病細胞由来の株化細胞に対して細胞内への取り込みを共焦点走査型顕微鏡により観察

したところ細胞核へ局在化していることが認められた。

3. オリゴ DNA-核局在化シグナルコンジュゲートにより，ヒト白血病細胞に発現するテロメラ

ーゼを強く阻害することに成功した。

4. オリゴ DNAおよび siRNAにHIV-lrevタンパク由来核外輸送シグ?ナルベフ。チドをコンジュ

ゲートさせ，ヒト白血病細胞由来の株化細胞に対して細胞内への取り込みを共焦点走査型顕微

鏡により観察したところ細胞質内へ局在化していることが認められた。
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1.研究開始当初の背景

オリゴDNA/RNAを用いる遺伝子ノックダウン

法 (siRNA法，アンチセンス法，アンチジー
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ン法， DNA/RNAエンザイム法)は，特定の病

原遺伝子を標的とした疾病の治療法として，

また，未知遺伝子の機能解明のためのツール



として，医学，分子生物学上大きな注目を集

めている。ゲノム医療、ポストゲノム研究の

ための基盤技術として，細胞に効率よく導入

でき、特定の遺伝子のみを持続的に強力にノ

ックダウンする技術の開発が急務である。

2.研究の目的

申請者はすでに独自に開発した固相フラグ

メント縮合法を用いてオリゴDNA/RNAにシグ

ナルペプチドなどの様々な機能を持った生

体分子をコンジュゲートすることにより，オ

リゴDNA/RNAを効率よく細胞内に導入し、し

かも、その細胞内での局在化を制御できる手

法の開発に成功している。また、この技術に

よりヒト白血病細胞中のテロメラーゼ、を 1

週間にわたり 99.回以上の効率でノックダウ

ンできることを明らかにしている。

本研究では、この技術をさらに発展させオリ

ゴDNA/RNAの細胞核内、細胞質、ミトコンド

リアへの選択的輸送を制御し、それぞれ、遺

伝子 DNA，mRNA， ミトコンドリアmRNAを標

的とした高効率遺伝子ノックダウン法を開

発する。

3. 研究の方法

(1) 固相フラグメント縮合法の拡張とマ

ルチコンジュゲート DNAの合成

オリゴ DNAの 5' 一末端， 3' 一末端，中間など

複数の位置に機能性分子を結合させたマル

チコンジュゲート DNAの合成法を確立する。

DNA/RNA自動合成機により合成されたオリゴ

DNAを用いてコンジュゲート体を作成する。

化合物の分離は逆相 HPLC を，同定は

MALDI-TOF質量分析計を用いて行う。

( 2 ) オリゴ DNA/RNAの核内への選択的局

在化

HIV-l tatタンパク，ショウジョウパエホメ

オボックスタンパク，インフルエンザウイル

ス核タンパクなどに由来する各種核局在化

シグナルペプチドをオリゴDNAの様々な位置

にコンジュゲートし，細胞への導入効率と細

胞内での所在について共焦点走査型蛍光顕

微鏡およびフローサイトメトリーを用いて

観察する。最も効率の高いペプチドを探索す

る。

( 3 ) オリゴ DNA/RNAの細胞質内への選択

的局在化

HIV-l revタンノ《ク， PKI.タンノえク， MAPKK 

タンパクなどに由来する各種核外輸送シグ

ナルペプチドをオリゴ DNAの様々な位置にコ

ンジュゲートし，細胞への導入効率と細胞内

での所在について共焦点走査型蛍光顕微鏡

およびフローサイトメトリーを用いて観察

する。最も効率の高いペプチドを探索する。

(4 )オリゴDNA/RNAのミトコンドリアへの

選択的局在化

オリゴ DNA ミトコンドリア輸送、ングナルペ

プチドをコンジュゲートし、細胞への導入効

率と細胞内での所在について共焦点走査型

蛍光顕微鏡およびフローサイトメトリーを

用いて観察する。最も効率の高いペプチドを

探索する。

( 5 ) 導入効率，細胞内での分解酵素耐性

の向上

細胞導入効率向上のためにはウイルス由来

の膜融合ペプチド，人工両親媒性ペプチド，

脂質をコンジュゲートし，細胞内分解酵素耐

性の向上のためにはスペルミン，グルコサミ

ン，ガラクトサミンなどをコンジュゲートし，

評価する。細胞導入効率は共焦点走査型蛍光

顕微鏡およびフローサイトメトリーを用い

て観察する。分解酵素耐性は血清中での安定



性を逆相 HPLC分析により追跡する。

( 6 )細胞質内での高効率アンチセンスノッ

クダウン法の開発

シグ?ナノレペフOチドやポリアミン、糖をコンジ

ュゲートしたアンチセンスオリゴ DNAにより

ヒト白血病細胞に発現する bcr/abl遺伝子

mRNAを標的としたアンチセンス阻害活性を

評価する。 mRNAをターゲットとするアンチ

センス法においてその局在化と阻害活性と

の相聞を明らかにする。チロシンキナーゼタ

ンパクの発現量は蛍光標識抗体法を利用し，

マイクロプレートリーダーにより定量する。

細胞導入効率，細胞内分解酵素を高めること

により細胞系外から導入して効率の高い DNA

エンザイムを創製する。

4.研究成果

( 1 ) 当グループが開発した固相フラ

グメント縮合法を応用して、センス鎖お

よびアンチセンス鎖の5' 末端にHIV-l

Revタンパク質由来核外輸送シグナルペ

プチドおよびTF3A由来核外輸送シグナ

ルペプチドをコンジュゲートした siRNA

を合成することに成功した O

( 2 ) 合成したコンジュゲート siRNA

の細胞膜透過性，分解酵素耐性を従来のRNA

i法と比較したところ、分解酵素耐性におい

ては著しい向上が見られた。細胞膜透過性に

ついては細胞導入剤を用いない場合には従

来法と同様に細胞膜透過性は見られなかっ

た。

( 3 ) 合成したコンジュゲートsiRNAを用

いてヒト慢性骨髄性白血病細胞に発現するb

cr/abl (P210)遺伝子mRNAを標的としてノッ

クダウン効果を評価したところ、従来法では

60%程度の効果しか見られなかったが、本方

法では最高95%の効率で遺伝子発現を抑制

することに成功した。

( 4 ) 固相フラグメント縮合法により 5'

末端にHIV-ITatタンパク質由来核局在化シ

グナルペプチドをコンジュゲートしたアン

チジーンオリゴヌクレオチドを合成するこ

とに成功した。

( 5 ) 合成したコンジュゲートアンチジ

ーンオリゴヌクレオチドを用いてヒト慢性

骨髄性白血病細胞に発現するbcr/abl (P210 

)遺伝子DNAを標的としてノックダウン効果

を評価したところ、従来法と同様に顕著な遺

伝子発現抑制効果は見られなかった。
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