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I. 研究背景および目的 

 核酸医薬品とは 

「核酸医薬品」とは、デオキシリボ核酸（DNA）やリボ核酸（RNA）の構成成分であるヌクレオチドおよびそ

の誘導体を基本骨格に、十～数十塩基連結したオリゴ核酸で構成され、化学合成により製造される医薬品で

ある。遺伝子である DNA はメッセンジャーRNA(mRNA)に転写され、mRNA はタンパク質に翻訳されるが、

核酸医薬は、この生命の基本的機構であるセントラルドグマのいずれかに対して、遺伝子発現を介さずに直

接的に作用する。核酸医薬の薬効本体であるオリゴヌクレオチドは、生体に備わる機構をうまく活用しながら

多彩な機能を発現することができるため、作用機序や構造の異なる多様な核酸医薬品が開発されている。ま

た、創薬の場においては創薬シーズの枯渇が大きな問題となってきているが、核酸医薬品は従来の低分子

医薬品ならびに抗体医薬品では標的にできなかったタンパク質、mRNA、miRNA なども創薬ターゲットにで

きることから、低分子医薬品、抗体医薬品に続く第 3 の医薬品として注目を集めている。 

核酸医薬品は構造やターゲット、機能メカニズムの違いによって複数の種類に分類される。mRNA に結

合してタンパク質の合成（翻訳）を阻害する他、 mRNA 前駆体に結合して正常なタンパク質の発現を増加さ

せることも可能な「アンチセンス医薬品」、mRNA を切断して遺伝子の発現を阻害する「siRNA (small 

interfering RNA)医薬品」、抗体医薬と同様に標的タンパク質に結合してその機能を阻害する「アプタマー医

薬品」などが存在するが、近年、特に開発が進んでいる核酸医薬品としてはアンチセンス医薬品と siRNA 医

薬品が挙げられる（図 1）。 

アンチセンス医薬品は一本鎖の DNA/RNA から成り、mRNA、pre-mRNA、miRNA などのあらゆる RNA

に相補的に結合する性質を持ち、mRNA の分解や、スプライシング制御、miRNA の阻害等、様々な作用機

構で機能発揮する。RNA 分解型アンチセンスは核内に存在する RNase H と協調して機能するため、主に核

内で RNA 分解すると考えられている。スプライシング制御型アンチセンスならびに miRNA 阻害型アンチセ

ンスは、RNA と RNA 結合分子の結合を立体的に阻害することで機能する。一般的にアンチセンス医薬品で

は修飾核酸が用いられることが多く、DDS 不要な場合も多い。 

siRNA 医薬品は二本鎖 RNA から成り、細胞内で RISC（RNA-induced silencing complex）複合体を構

成する Argonaute 2（AGO2）と協調して、相補的な配列を持つ標的 mRNA の認識と切断を行う。一般的に

DDS が必要とされるが、近年は DDS 不要の修飾型 siRNA 医薬品も開発されている。 
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図 1 Mechanisms of oligonucleotides 

 

 核酸医薬品開発の状況 

これまでに国内外で上市されてきた核酸医薬品はアンチセンス 8 品目、アプタマー1 品目、siRNA 3

品目の 12 品目が挙げられる（表 1）。 

 

表 1 国内外で上市された核酸医薬品一覧（2020 年 11 月時点） 
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核酸医薬品の開発は、1990 年代後半からアンチセンス医薬品を中心に試みられており、1998 年に

初めて Fomivirsen というサイトメガロウイルス（CMV）性網膜炎を適応としたアンチセンス医薬品が硝子

体内投与製剤として米国において認可された。近年では、ISIS/Genzyme が開発した家族性高コレステ

ロール血症の発症に関連するアポタンパク質 B（Apo B）の mRNA に対するアンチセンス医薬品である

Mipomersen が、静脈内投与製剤として 2013 年に米国で認可されている。また最近では mRNA 前駆

体を標的として、エキソンスキッピングが原因で起こるデュセンヌ型筋ジストロフィー（DMD）を適応とする

エキソンスキップ薬としてのアンチセンス医薬品も Nusinersen、Golodirsen、Viltepso の 3 品目が上市

されている。 

一方の siRNA 医薬品は 2000 年以降に siRNA が注目されて以来、医薬品としての開発が盛んに

行われているが、上市まで至ったケースはまだ３品目に限られる。Alnylam が開発した Onpattro は初

めての siRNA 医薬品であり、トランスサイレチン型アミロイドーシス（ATTR）を適応としている。ATTR

は、トランスサイレチン遺伝子変異によって不溶性アミロイドタンパク質が産生され、全身に蓄積すること

により神経や臓器の機能不全を起こす疾患である。Onpattoro はリポソームという脂質二重層の中に核

酸を封入した製剤で、標的組織である肝臓へ効果的な siRNA デリバリーが可能となった静脈内投与製

剤である。２品目の Givlaari は aminolevulinate synthase-1(ALAS-1)を標的とする siRNA で、適応症

は代謝性の希少疾患である急性肝性ポルフィリン症（AHP）であるが、まずは AHP の中でも非常に稀な

急性間欠性ポルフィリン症（AIP）を適応としている。AIP においてはポルフォビリノーゲン脱アミノ酵素

（PBGD）の欠損の結果、毒性が高いヘム合成中間体ポルフィリンが一連の酵素反応上流に蓄積する。

ポルフィリン分子の蓄積は、重度の疼痛、麻痺、呼吸不全、てんかん発作や精神状態の変化などポルフ

ィリア発作という急性発作を引き起こす重篤な疾患である。Givlaari は Alnylam が独自に開発した

siRNA デリバリー技術である GalNac-siRNA 技術を用いた皮下注射製剤である(図 2)。3 品目の

Oxlumo はグリコール酸オキシダーゼを標的とした siRNA で、適応症は原発性高シュウ酸尿症 1 型

（PH1）である。PH1 は、肝臓内で、肝ペルオキシソームに局在するアラニングリオキシル酸アミノ転移酵

素（AGT）の遺伝的な欠損が原因で代謝産物のシュウ酸が増加し、腎臓でシュウ酸カルシウム結晶が生

成して、腎結石、腎障害などの腎不全を引き起こす疾患である。Oxlumo によって肝臓でのシュウ酸生

成を低下させることで PH1 の症状が軽減される。Oxlumo も GalNac-siRNA 技術をデリバリー技術に

用いた皮下注射製剤である。 
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図 2   2 つのタイプの全身投与型 siRNA 医薬品  

 

上述の通りに siRNA 医薬品として上市に至っているケースがまだ 3 つと少ない理由は、siRNA の機

能メカニズムの課題というよりは、siRNA が二本鎖 RNA として生体内で分解されやすいこと、適切なデ

リバリー技術の欠如のために標的とする組織へ siRNA を効果的にデリバリーすることが難しいことにあ

ると考えられている。核酸医薬品のドラッグデリバリーシステム開発においては、標的とする組織や細胞

が多様なことから、特に肝臓以外の組織に対しては単一の技術開発による課題解決は難しく、標的とす

る組織や細胞に即して適切なドラッグデリバリーシステムの技術開発を必要とする課題が残っている。ま

た、後述する通りに、siRNA 機能メカニズムは複雑であるために、siRNA の安定性向上ならびに活性向

上を意図する化学修飾は単にヌクレアーゼ耐性を意識するのみならず、RNAi メカニズムの作用機序を

阻害しない RISC 親和性も考慮すべきことが siRNA 医薬開発の難しさの一つと考えられる。 
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 核酸医薬の課題 

DNA や RNA を構成成分とする核酸医薬品は体内に存在するヌクレアーゼによって分解されやす

い。比較的共通なオリゴ合成法により製造できるというメリットの一方、分子量が大きく、多くのアイソマ

ーができるために均一性が低い点は製造コスト面にデメリットを有する。核酸特有の副作用として、自然

免疫系受容体刺激による免疫賦活、相補配列依存的なオフターゲット効果なども指摘されている。ま

た、核酸医薬は負の電荷を帯びた高分子化合物となるため、細胞膜透過性が無く、全身投与された場

合には肝臓、脾臓、もしくは腎臓に集積しやすい性質を有する。一方で、肝臓、脾臓、腎臓以外の標的

組織への siRNA デリバリーには新たな技術開発が必要とされるが、その技術開発ハードルは高いた

め、一般的には以下のアプローチによる技術開発も組み合わせながら課題解決に向けた検討がなされ

ている。 

① 核酸安定化： 核酸構造の安定性向上により体内半減期延長、細胞内送達後の効果延長が期待

できる。主に核酸の人工修飾化によって課題解決が検討された成果として、今日ではアンチセンス

医薬品、siRNA 医薬品ともに十分なヌクレアーゼ耐性が付与され、核酸医薬基盤への核酸安定

化に関するニーズはほぼ満たされつつあるとも言える。 

② 核酸機能改良： 1 分子あたりの比活性を向上させることができれば、同じ細胞内送達量でもより有

効な治療効果が期待できる。もしくは、同じ治療効果を発揮するために必要とされる細胞内送達分

子数が軽減される。効果発揮に必要とされる細胞内送達分子数の減少は、siRNA デリバリーが難

しいとされる組織へのデリバリー技術開発のハードルを下げることにもつながる。更に比活性向上

により投与量が削減されれば、薬剤あたりの核酸合成コストの軽減、核酸に起因する免疫刺激性

の軽減、オフターゲット効果の軽減も期待される。核酸医薬改良は主として核酸の人工修飾化によ

って検討されるが、技術開発に際しては核酸医薬基盤の機能メカニズムに即した検討が必須であ

ることから、核酸医薬基盤改良と機能メカニズム検証は併行して行うことが重要となる。 

③ デリバリー技術開発： 標的組織へのデリバリー開発は、核酸の人工修飾化や、抗体や低分子リガ

ンドなど機能性素子のコンジュゲート、あるいは脂質製剤等のドラッグデリバリーシステム（DDS）

の技術開発によって課題解決に取り組まれている。今日では肝臓へのデリバリー技術開発はほぼ

そのニーズが満たされつつあるが、肝臓以外の組織に対しての有効なデリバリー技術開発は引き

続きの課題として残る。 
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 核酸の化学修飾技術の進歩 

核酸医薬の課題解決や基盤改良は、一般的に核酸化学修飾を施す検討から始められる。核酸医薬

品に用いるオリゴヌクレオチド修飾法については、これまでの約 40 年におよぶ核酸化学の歴史に基づく

蓄積があるが、核酸化学修飾の種類によって得られる効果は異なる上、同じ化学修飾でも核酸医薬基

盤との組み合わせによって効果が異なる場合もある。核酸医薬基盤に化学修飾を施すケースでは、ヌク

レアーゼ耐性獲得による生体内での安定性向上、標的分子との結合親和性向上、機能改善による活性

向上が意図され、現在開発中にある核酸医薬品も、そのほぼ全てで化学修飾が施されており、その化

学修飾の種類は核酸構造中のリン酸部修飾，糖部修飾，塩基部修飾に分類される。 

リン酸部の修飾としては，リン酸ジエステル基の O（酸素原子）を S（硫黄原子）に置換するホスホロチ

オエート修飾（PS 修飾）が多用されており、アンチセンス医薬品の多くで PS 修飾が施されている。この

S 化は、ヌクレアーゼ消化を受けるリン酸ジエステル結合部に対する修飾であるためにヌクレアーゼ耐

性向上を獲得するのみならず、脂溶性向上による体内分布向上、細胞内導入効率向上にも貢献する。

その他のリン酸部修飾としては、siRNA の機能発揮に重要なガイド鎖 5ʹ末端リン酸部の修飾による性能

向 上 も 報 告 さ れ て い る 。 通 常 こ の ガ イ ド 鎖 5ʹ 末 端 リ ン 酸 部 は 細 胞 内 Clp1 (cleavage and 

polyadenylation factor I subunit 1)キナーゼによって付加される(Weitzer and Martinez 2007)、もしくは

化学合成時に人工的にリン酸基導入されるが、細胞内に導入された後にデホスホリラーゼによって脱リ

ン酸化を受けると siRNA の RISC 複合体形成効率が低下し、siRNA 活性も減弱する。そこで代謝的に

安定なリン酸類似体 5ʹ-（E）-ビニルホスホネート（5ʹ-VP）を導入することによって siRNA ガイド鎖 5ʹ末端

のリン酸基が提示され続ける結果、細胞株および動物モデルにおいて siRNA 活性を維持する、もしくは

siRNA 配列に依っては siRNA 活性を増強させる効果が確認されている(Elkayam et al. 2017; Prakash 

et al. 2016; Lima et al. 2012)。 

糖部の修飾としては，2ʹ位の修飾と架橋型修飾が挙げられる。核酸医薬基盤の 2ʹ糖水酸基部位に

2ʹ-F，2ʹ-O-Methyl(2ʹ-O-Me)，2ʹ-O-Methoxyethyl(2ʹ-MOE) を導入することで、核酸構造安定化(Chiu 

and Rana 2003; Czauderna et al. 2003)、TLR 免疫刺激性軽減効果(Robbins et al. 2007; Hamm et 

al. 2010)が得られることも知られており、実際に siRNA 医薬品 ONPATTORO の二本鎖 siRNA は、11

の 2ʹ-OMe 修飾が導入されることで治療効果と免疫刺激作用軽減効果の向上が確認されている

(Adams et al. 2018)。 
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核酸塩基部位は、オリゴ核酸相補鎖塩基と水素結合を形成することにより相補対認識と結合に機能

する。一般的な核酸医薬基盤改良展開において塩基構造に化学修飾を施す例は少ないものの限られ

た報告例はあり、例えばシトシンの 5 位をメチル化した 5-methyl cytosine (5-Me C)は、オリゴ核酸中へ

導入されることで核酸の A 型および B 型らせん構造におけるスタッキングを増強し、二本鎖の熱安定性

を向上させる(Nardo et al. 2015)。一方で過剰な塩基修飾導入によって相補塩基対形成が損なわれる

ことから、核酸相補鎖形成が機能発揮の前提となる核酸医薬（アンチセンス，siRNA のガイド鎖等）にお

いては塩基部が修飾されるケースは極まれである。 

以上の通り、長い歴史を通じた様々な核酸修飾技術の蓄積により、核酸医薬品の生体内不安定性に

対してはほぼ課題解決されつつある状況にあり、最近ではそのようにほぼ十分レベルに担保された安定

性の上に、更に薬剤としての有効性ならびに安全性をどれだけ向上させることができるのかが、検討課

題の中心になりつつあると言える。ただし核酸修飾を過剰に導入しすぎることで核酸医薬基盤が元来有

した活性を喪失させてしまう例も多数報告されており(Chiu and Rana 2003; Braasch et al. 2003)、核酸

医薬品への核酸修飾基導入においては、核酸医薬基盤の機能メカニズムを十分に理解した上で有効性

や安全性への影響を慎重に検討することが重要であると言える。 
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 siRNA 医薬品の機能メカニズム 

siRNA は RNA-induced silencing complex（RISC）とよばれる RNA-タンパク質複合体を形成し，相

補的な配列領域をもつ mRNA と二本鎖を形成し、標的 mRNA を切断することで遺伝子発現を抑制す

る。RISC の主要構成タンパク質である AGO2 タンパク質は N ドメイン，PAZ ドメイン，MID ドメイン，

PIWI ドメインと呼ばれる 4 つのドメインと、L1 リンカーと L2 リンカーと呼ばれる 2 つのリンカーで構成さ

れる(Song et al. 2004; Ma et al. 2005; Wang et al. 2008)（図 3）。 

 

 

図 3 Structure of human AGO2  

 

siRNA ガイド鎖の 5ʹ末端は MID ドメインと PIWI ドメインの境界で認識、固定化され、3ʹ末端は PAZ ド

メインで固定化されている。固定化されたガイド鎖が標的mRNAと完全相補に結合した際、AGO2の “ス

ライサー”とよばれるエンドヌクレアーゼ活性によって mRNA 鎖の切断が起こる(Schirle and MacRae 

2012; Nakanishi et al. 2012)。 

これまでの生化学的な解析により、AGO タンパク質による siRNA 認識におけるガイド鎖 5ʹ末端構造

の機能的重要性が明らかにされている。AGO タンパク質の MID ドメインと PIWI ドメインで構成される 5ʹ

末端結合ポケットはガイド鎖 5ʹ末端モノリン酸の認識との結合に寄与するが、リン酸結合様式は原核生

物と真核生物で異なり、原核生物では Mg2+介在のリン酸基結合が行われる一方、真核生物ではリジン
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残基がリン酸との結合に寄与することが確認されている(Parker et al. 2005; Ma et al. 2005; Wang et 

al. 2008)。5ʹ末端リン酸と同様に、5ʹ末端塩基の機能的重要性も報告されており、ショウジョウバエ、植

物のmiRNAには5ʹ末端塩基がウラシル（U）やアデニン（A）であるmiRNAの存在比率が高いが(Czech 

et al. 2009; Ma et al. 2005)、ヒト AGO2 タンパク質も 5ʹ末端塩基がウラシルまたはアデニンの miRNA

との複合体存在量が高いことが報告されている(Frank et al. 2010)。さらに let-7 miRNA の 5ʹ末端塩基

ウラシルを他の塩基で置換すると、ヒト AGO2 との結合は維持されるが、標的切断活性が低下するなど

の機能減弱も報告されている(Felice et al. 2009)。 

AGO2 とガイド鎖 RNA の結合分子機構を理解する上で重要となる構造生物学的解析結果も複数報

告されている。ヒト AGO2 MID ドメインの結晶構造解析の結果、リン酸化されたガイド鎖 5ʹ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

されること、MID ドメイン中のヌクレオチド特異性ループと呼ばれる固定ループでウラシルまたはアデニ

ンを認識し、シトシンやグアニンとは立体障害することが示されている。NMR 滴定実験の結果からも

AMP は 0.26 mM、UMP は 0.12 mM の乖離定数の一方で、CMP は 3.6 mM、GMP は 3.3 mM の値と

なり、UMP/AMP と CMP/GMP の間では約 30 倍 AGO2 結合親和性に差があることが明らかにされて

いる(Frank et al. 2010) （図 4）。 

 

 

図 4 Crystal structures of hAGO2 MID ドメイン 
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更にヒト AGO2 全長と miRNA ガイド鎖複合体の X 線結晶構造解析からは、Helix-7 中 Ile365 の存

在がガイド鎖 a6 と a7 の間に大きな折れ曲がりを生じさせ、R710 がガイド鎖 a9 塩基と、R635 がガイド

鎖 a10 塩基とのスタッキングにより、a9 と a10 の間にも大きな折れ曲がりを形成させること、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、siRNA と AGO2 の相互作用を構造生物学的に理解する

上での重要な知見が明らかとなっている(Elkayam et al. 2012; Schirle and MacRae 2012) 。 

上述のガイド鎖 5ʹ末端の核酸塩基構造が siRNA と AGO2 の相互作用および標的切断活性に影響

を与え得ることは、siRNA の構造活性相関から見出された siRNA デザインルールとしても示されている。

程等の研究グループではホタルルシフェラーゼ mRNA に対して無作為にデザインした siRNA の活性評

価結果から、標的 mRNA 発現抑制効果が高い siRNA はその特徴として、(ⅰ) ガイド鎖の 5ʹ末端塩基

がアデニン（A）またはウラシル（U） であること、(ⅱ) パッセンジャー鎖の 5ʹ末端塩基がグアニン（G）また

はシトシン（C） であること、(ⅲ) ガイド鎖 5ʹ末端側の 7 塩基中の 4 塩基以上は A または U であること、

（ⅳ）長い GC ストレッチが無いこと、を共通点に持つことを見出した(Ui-Tei et al. 2004) （図 5）。他のグ

ループからも同様の siRNA デザインガイドラインが提唱されており、各ガイドラインは細部において相違

点はあるものの、ガイド鎖の 5ʹ末端塩基は A または U であることが好ましく、ガイド鎖の 5ʹ末端からある

程度の長さ (3～7 塩基) に A または U が多いことを重視する点で一致している。さらに、パッセンジャー

鎖の 5ʹ末端塩基は、G または C であるほうが好ましいとする点も共通である(Reynolds et al. 2004; 

Amarzguioui and Prydz 2004; Naito et al. 2004)。これらの報告は上述のヒト AGO2 中の miRNA 含

有量は 5ʹ末端塩基が A または U である miRNA が、5ʹ末端塩基が G または C の miRNA よりも多いと

の 5ʹ末端バイアスとも一致する。 

 

 

図 5 高活性 siRNA の特徴 
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上述の通りにガイド鎖 5ʹ末端塩基構造は AGO2 と siRNA の相互作用および siRNA 活性に影響を与

えるが、結晶構造解析結果から、この 5ʹ末端塩基構造は、標的 mRNA との塩基対形成には寄与せず、

AGO2 MID ドメインと PIWI ドメインの境界領域に存在するガイド鎖 5ʹ末端結合ポケットへの結合に寄与

することが示されている(Frank et al. 2010)。以上の一連の知見より、ガイド鎖 5ʹ末端塩基 U/A バイアス

に基づく細胞内 miRNA の 5ʹ末端塩基毎の存在量の違い、同じくガイド鎖 5ʹ末端塩基 U/A バイアスに基

づく siRNA 活性の違いはともに AGO2 MID ドメインの構造と塩基嗜好性に起因することが示唆される。 

そこで AGO2 MID ドメインのガイド鎖 5ʹ末端結合ポケットに対する塩基構造の最適化は、siRNA の

AGO2 結合親和性の向上と RISC 複合体形成効率の向上をもたらし、その結果として siRNA 活性も向

上させる siRNA 基盤改良戦略となりうるのではないかと考えた。例えば鬼塚らのグループは構造誘導

計算スクリーニングを実行し、計算的に AGO2 との結合親和性向上が期待できる、ガイド鎖 5ʹ末端置換

目的のトリアゾリルヌクレオチドアナログを取得した。興味深いことに、siRNA ガイド鎖 5ʹ端のトリアゾリル

修飾は、標的 mRNA として部分的に相補的な mRNA に対するオフターゲット効果を著しく減少させたが、

完全相補的な標的に対するオンターゲットサイレンシング増強効果は 2 倍に留まることを報告している

(Onizuka et al. 2013)。一方、該当の論文報告中においてはアデニンを母格とするアナログは機能せず、

むしろ活性が下がることが報告されている。また、これまでに AGO2 MID ドメインに対する結合親和性向

上効果を実証した上で、ガイド鎖 5ʹ末端に配置し siRNA 活性が増強することを示す、人工修飾塩基の

探索に関する報告例は無い。 
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 構造情報を活用した創薬 

構造生物学とは、X 線結晶構造解析、NMR、電子顕微鏡などの分析手法により、生体内における重

要な反応を司るタンパク質分子の三次元構造を原子レベルで決定し、その立体構造と機能を分子レベ

ルで解析することによって、生体内反応の分子機構を解明することである。さらに、近年の計算機技術

の著しい発展により，タンパク質や核酸，糖質などの生体高分子のさまざまな物性や反応性を分子シミ

ュレーションにより静的および動的に構造解明し、体系化することも可能になりつつある。 

近年、医薬品の研究開発現場では、新規なリード化合物を見つける手段として、ハイスループットスク

リーニング（high-throughput screening：HTS）とともに、構造生物学を礎にしたタンパク質構造に基づく

分子設計（structure-based drug design：SBDD）が広く利用されるようになってきている（図 6）。一つの

探索プロジェクトにおいて、実験を主体とする HTS と計算を主体とする SBDD の両方を相補的に組み合

わせることで、無数に存在する化合物から標的タンパク質と結合する薬の候補化合物を抽出する、もしく

は実際の実験で検討すべき候補化合物の数を大幅に絞り込むなど、医薬品開発の成功率向上やコスト

の削減に SBDD が大きく貢献している。 

 

 

図 6  構造情報に基づく低分子化合物探索の全体像 
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実際に SBDD が創薬に重要な役割を果たした例として、インフルエンザ治療薬として使われるノイラミ

ニダーゼ阻害剤のリレンザやタミフルが挙げられる。インフルエンザウイルスのノイラミニダーゼは活性

中心構造がウイルスの型によらずに保存されているために創薬標的として適しており、リレンザやタミフ

ルはともにノイラミニダーゼの基質結合ポケットに結合することで酵素活性を阻害する。これら薬剤はイ

ンフルエンザ A 型ウイルスのうち、主にグループ２のノイラミニダーゼ（N2 や N9 など）に対する結合と阻

害で効果発揮する。一方でパンデミックを起こす可能性が危惧されている高病原性鳥インフルエンザ

（H5N1）ウイルス表面にあるノイラミニダーゼはグループ 1（N1 や N8 など）に属し、グループ 2 のノイラ

ミニダーゼよりも構造柔軟性が高いこと、阻害剤の結合によりオープンフォームからクローズドフォーム

への構造変化が起きること、グループ 1 基質結合部位のオープンフォームではクローズドフォームには

見られないくぼみがあることなど、ノイラミニダーゼグループ１に対する新たな阻害剤探索の必要性が明

らかにされた(Russell et al. 2006)。更にこのくぼみ部位を標的とすれば高病原性鳥インフルエンザ

（H5N1）のグループ１ノイラミニダーゼに対する創薬が可能となることも示唆されたことから、即座にヴァ

ーチャルスクリーニングよって新たな骨格の阻害剤が複数提案された(Cheng et al. 2008)。現在ではグ

ループ１ノイラミニダーゼに対する創薬研究は精力的に行われ、さらにはタミフルやリレンザ耐性となり

得る変異型ノイラミニダーゼに対する構造解析と新たな薬剤開発の動きも活発となっている。 

上記の例が示すように、現在、構造情報に基づく創薬（SBDD）は構造や分子機構の理解に留まらず、

ヴァーチャルスクリーニングも加えたかたちで結合分子のデザインとリード化合物の選定がなされること

が一般的である。タンパク質 X 線結晶構造解析、NMR 結合実験、化合物の設計と合成など、一連の創

薬ステップにおいてはそれぞれに高度な専門性が要求されるが、今日ではこれらを担当する研究者なら

びに部署間の連携も緊密になってきており、必ずしも各分野のすべてに専門性が無くとも、高い専門性

を持つ研究員に参加を要請したプロジェクトチームを設定して連携することで、SBDDの専門家で無い研

究員が SBDD のツールを用いて分子設計し、さらにその仮説を検証することが可能になってきている。 

ヴァーチャルスクリーニングに必要とされる具体的なものには、①SBDD 展開が可能な精度の高い創

薬標的の立体構造情報、②配座解析された低分子化合物の構造データベース、③SBDD が行える計算

環境とそれを扱うことが可能な専門性の高い研究者が挙げられる。①の精度の高い立体構造情報に関

しては、ヒト AGO2 MID ドメインタンパク質の構造は AMP(PDB ID:3LUD)もしくは UMP(PDB ID:3LUJ)

との複合体構造として精度の高い情報がプロテインデータバンクに登録されており、参照可能な状態に

ある。②に関してもウェブからダウンロード可能な化合物データベース（ZINC など）や、市販データベー
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ス等の入手により活用可能な状況にある。③に関しても創薬基盤として利用される解析環境とスキルを

持つ研究員との共同研究によってヴァーチャルスクリーニングの実施は可能と考えられたため、次項に

述べる目的と戦略に基づき本研究の計画と立案を行った。 
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 本研究の目的 

核酸医薬品とは DNA や RNA などの核酸を医薬応用するものであり、低分子や抗体に次ぐ新たな医

薬基盤として期待されている。核酸医薬が注目される背景としては低分子や抗体で狙える標的が枯渇し

つつあることも一因にある。例えば低分子化合物が最も得意とするのは受容体や酵素であり、抗体が最

も得意とするのは膜表面タンパク質や血中内タンパク質とされるが、核酸医薬品はタンパク質をコードす

る mRNA が標的であるため、理論上は標的の制限が無い。実際に核酸医薬品は低分子や抗体が苦手

な標的とする転写因子やアダプタータンパク質なども核酸医薬では標的となっている他、既に治療薬が

存在する疾患に対しても機能メカニズムの違いを生かす形で新たな標的を設定することによる最善の治

療薬提供が試みられている。核酸医薬品の開発状況は近年、増加の一途をたどっており、これまで有効

な治療法が無かった希少疾病の治療薬が提供されることも期待されているが、デリバリー技術開発や核

酸医薬基盤改良など、まだまだ解決すべき課題も多い。 

核酸医薬基盤の一つである siRNA 医薬品は細胞内で配列相補性を持つ mRNA を切断し標的の発

現を抑制することで効果発揮するが、siRNA は細胞内で単独で機能せず、細胞内蛋白質 Argonaute 2 

(AGO2)と複合体を形成し、AGO2 の機能を介することで標的 mRNA の捕捉と切断を行う。細胞内にお

ける siRNA と AGO2 の複合体形成効率は siRNA の形状や末端塩基構造等により左右されるが、特に

複合体形成の初期段階とされる、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端塩基と AGO2 タンパク質塩基結合ポケットの相

互作用に注目することで siRNA 活性増強策の構築につながるのではないかと考えた。すなわち、AGO2

塩基結合ポケットに高親和性の人工塩基を創成することで RISC 複合体形成効率向上とその結果として

siRNA 活性の向上につながる、siRNA 活性増強策の一つとなり得るのではないかと考えた。siRNA 活

性増強策を構築できれば、治療効果の増進、投与量軽減による副作用減少やコスト節減、更には細胞

内に送達すべき核酸分子数が低減されることで現状は限られた分子数しか届けられていない標的組織

においても siRNA 医薬品による薬効発揮が可能となる。更にデリバリー技術に求める細胞内送達数必

要量を下げることで、デリバリー技術開発の負担軽減にもつながるなど、siRNA 医薬品開発に対して貢

献が可能となる。また本コンセプトはガイド鎖 5ʹ末端の 1 塩基を修飾するシンプルな方法であるため、多

数の製薬企業が医薬応用を検討中の各 siRNA 基盤とも技術融合可能と考えられることから、核酸医薬

基盤 siRNA に対して広く応用可能となることも期待できる。 
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 本研究の戦略 

AGO2 MID ドメインのガイド鎖 5ʹ末端結合ポケットによる塩基嗜好性に基づき、siRNA ガイド鎖 5ʹ末

端塩基構造が、AGO2 との複合体形成効率や siRNA 活性に影響を与えることが示唆されていることか

ら、AGO2 MID ドメインが嗜好する天然塩基 AMP、UMP 以上に AGO2 塩基結合ポケットに高親和性の

人工塩基を創成することで siRNA 活性増強に繋がらないか、検討することとした。 

本技術を遂行する上で、「AGO2 塩基結合ポケットに結合親和性を示す核酸塩基誘導体をどのように

取得するか？」、「塩基アナログの AGO2 MID ドメインに対する結合親和性をどのように評価するか？」、

そして「どのような評価系で siRNA ガイド鎖 5ʹ末端置換が与える siRNA 活性への影響を確認するか？」

が初期の検討課題であったため、まずこれらの検討を可能とする初期探索系として、細胞株ならびに動

物レベルでの siRNA 活性評価系と、ビアコア結合実験系によるアナログ評価系を構築しながら本研究コ

ンセプトの妥当性を検証することとした。 

続いて低分子創薬を支える基盤である「SBDD：Structure Based Drug Design （タンパク質立体構造

情報に基づく薬剤設計）」と「タンパク質低分子結合評価系（Ｘ線、NMR、ITC、ビアコア等）」に関わる各

分野の専門家との議論を通じ、共同研究体制を設定することで独自かつ新規な塩基アナログの取得に

挑戦することとした（図 7）。 

 

図 7  本研究の基本戦略全体像 
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Ⅱ．結果 
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II. 結果 

 緒言 
 

本研究は第一章に述べた研究背景と研究基本戦略に則り、以下に示す 3 部構成で研究を展開した。 

 

① 実験系の構築と初期コンセプト検証 

② AGO2 MID ドメインに高親和性に結合する素子探索（共同研究） 

③ 5ʹ末端置換 siRNA の機能評価（一部、共同実験含む） 

 

まず、第一のステップである「①実験系の構築ならびにコンセプト検証」に際して、第一章で述べた通

りに高活性を与える siRNA デザインルールに「ガイド鎖の 5ʹ末端は A もしくは U が推奨される」ことを受

け、ガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換が siRNA 活性に与える影響を検証した。具体的には、複数の siRNA 配

列をデザインし、5ʹ末端 1 塩基を天然塩基間で置換した siRNA 配列を活性評価することで、ガイド鎖 5ʹ

末端 1 塩基置換効果を検証した。上記の初期検証を通じて本研究のコンセプトである siRNA ガイド鎖 5ʹ

末端の一塩基置換による活性向上策の妥当性を確認するとともに、次のステップとして② 5ʹ末端結合素

子探索に向けた研究戦略を立案した。 

 

次の「② AGO2 MID ドメインに高親和性に結合する素子探索」に向けては、第一章の背景紹介で述

べた通りに、SBDD を活用した結合素子のデザインと評価が有効と思われたことから、SBDD を構成す

る重要パートである、計算科学、X 線、NMR、化学合成の各パートに専門性を有する研究者へ本研究コ

ンセプトの共有ならびに協力を要請し、共同研究プロジェクトを発足した。具体的にはいずれも協和キリ

ン株式会社に所属する、齋藤純一氏（SBDD 統括）、小葦泰治氏（計算科学）、宮城光氏、高橋雄一氏、

鈴木道彦氏（X 線結晶構造解析）、高山裕生氏（NMR）、山本潤一郎氏、西川知之氏（核酸合成）へ研究

背景説明を行い、協力を仰いだ。自身は各パートにおける研究戦略の共同立案、探索の結果得られた

結合素子候補の AGO2MID 結合評価や siRNA 活性評価、各パートで得られた解析結果に基づく考察、

研究プロジェクトリーダーとして共同研究全体指揮を担当することで、SBDD を軸とした AGO2 MID ドメ

イン高親和性結合性素子探索を牽引した（図 8）。 
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最後の③5ʹ末端置換 siRNA の機能評価においては、②で得られた AGO2 MID ドメイン結合性素子を

搭載した siRNA を用い、細胞株ライセートによる生化学実験、細胞株ならびにマウス動物モデルによる

siRNA ノックダウン試験によってガイド鎖 5ʹ末端置換効果の検証と、有用性評価を行った。細胞株を用

いたRISC取り込みへの影響を検討する目的のNative agarose gel実験、AGO2免疫沈降によるRISC

取り込み定量実験は自身で実施するとともに、細胞株およびマウス動物モデルにおける siRNA ノックダ

ウン試験に関する研究計画の立案を行った。データ取得に際しては協和キリン株式会社の春元俊正氏、

牧野麻奈氏に協力いただいた。 

以上①から③のステップによって得られた結果を以下に記す。 

 

 

図 8  構造情報に基づく人工塩基の探索 

 

 

  



   
   

23 
 

 ガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換は siRNA 活性に影響を及ぼす 

高活性 siRNA のデザインルールとして、(1) ガイド鎖の 5ʹ末端が A または U、(2) パッセンジャー鎖の

5ʹ末端が G または C、(3) ガイド鎖の 5ʹ末端側 7 塩基中の 4 塩基以上は A または U であることが提唱

されているが、このうち、「(1) ガイド鎖 5ʹ末端が A または U であること」の重要性を再確認しつつ、5ʹ末

端一塩基置換が siRNA 活性に与える影響を検証する目的で、Luciferase mRNA を標的とし、ガイド鎖

5ʹ末端を天然塩基間で置換した siRNA を 5 配列デザインした。各 siRNA 配列のガイド鎖 5ʹ末端塩基を

それぞれ A、G、C、U に置換するのに伴い、パッセンジャー鎖の相補塩基もガイド鎖 5ʹ末端置換塩基の

相補塩基に置換した siRNA 配列（5 配列それぞれのガイド鎖 5ʹ末端を天然塩基 4 種類に置換した計 20

配列）を合成し、Luciferase 発現 HeLa 細胞にリポフェクション試薬 RNAiMAX で 100 pM siRNA 導入

24 時間後の Luciferase 発光レベルを観察することで siRNA 活性評価を行った。 

siRNA 活性評価の結果、5 本全ての配列で 5ʹ末端に A もしくは U を持つ siRNA は、5ʹ末端が G もし

くは C である siRNA よりも高い発現抑制活性を示した（図 9）。今回得られた siRNA 活性の 5ʹ末端塩基

バイアスは、上記 siRNA デザインルール「ガイド鎖 5ʹ末端が A もしくは U をもつ配列の方が 5ʹ末端 C も

しくは G よりも高活性を出し易い」と一致する上、5ʹ末端 1 塩基のみの置換によっても siRNA 活性に影

響を及ぼすことが確認された。その際に、5ʹ末端 A と U の間における活性差は顕著でなく、5ʹ末端 G と

C の間においても同様に活性差は見られなかったことから、特に A/U と G/C の間での活性差が顕著で

あることが確認された。 

上記の結果より、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端塩基の AGO2 MID ドメイン親和性は siRNA の活性に強く影

響を及ぼすことが確認されたが、今回は外来遺伝子 Luciferase を対象とする細胞株を用いた実験であ

ったため、動物モデルにおいて内在遺伝子を標的としても同様の結果が得られるか、引き続き動物モデ

ルにおける初期検証を実施することとした。 
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図 9 Luciferase 標的 siRNA に対するガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換効果 

縦軸は siRNA 未導入群（陰性対照群)における発光量を 1 としたとき、ルシフェラーゼ標的

siRNA 100 pM 処理群の発光を、相対的な割合として平均値±SD として示した （n = 7）。 

5 本全ての配列で 5ʹ末端に A もしくは U を持つ siRNA は、末端が G もしくは C である siRNA

よりも高い発現抑制活性を示し、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端塩基の AGO2 MID ドメイン親和性は

siRNA の活性に強く影響を及ぼすことが確認された。一方、5ʹ末端 A と U の間における活性差

は顕著でなく、5ʹ末端GとCの間においても同様に活性差は見られなかったことから、特にA/U

と G/C の間での活性差が顕著であることが確認された。  
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 動物モデルにおいても 5ʹ末端 1 塩基置換は siRNA 活性に影響を及ぼす 

上項 II.2 において細胞株における Luciferase 標的 siRNA ガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換効果が確認さ

れたことを受け、マウス動物モデルにおいても同様に siRNA ガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換効果が観察さ

れるか、内在遺伝子を標的に初期検証を実施した。 

コレステロール生合成に関わる遺伝子であるアポリポタンパク質 B（Apolipoprotein B: ApoB）を標的

とする siRNA 配列のガイド鎖 5ʹ末端塩基がプリン塩基骨格の A および G であり、パッセンジャー鎖側相

補塩基はガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基置換に伴う相補塩基に置換した siRNA を合成した。脂質ナノ粒子（LNP）

に封入した 5ʹA ApoB 標的 siRNA 製剤および 5ʹG ApoB 標的 siRNA 製剤を Balb/cA マウスに静脈内

投与し、動物モデルにおける両 siRNA の活性を比較した。製剤投与後 2 日目及び 7 日目に各個体の肝

臓から total RNA 調製、cDNA 合成、qPCR を行い、標的である ApoB mRNA の肝臓発現レベルを解

析することで、各 siRNA の活性を比較した。得られた ApoB mRNA の Ct 値を HPRT1 遺伝子の Ct 値

で補正し、生理食塩水投与群の ApoB mRNA 発現量を 1 としたとき、各製剤投与群の ApoB mRNA 発

現量を相対的な割合として算出した。得られた各郡の ApoB mRNA 発現割合を平均±標準偏差で表し

た結果を図 10 に示す。0.1 mg siRNA/kg 投与によって、Day 2、Day 7 ともに 5ʹA ApoB 標的 siRNA

は、5ʹG ApoB 標的 siRNA 以上にマウス肝臓における ApoB mRNA 発現抑制を示した（図 10）。この 5ʹ

末端バイアスは、siRNA においてガイド鎖 5ʹ末端が A もしくは U をもつ配列の方が、5ʹ末端 G もしくは C

の siRNA よりも高活性を発揮し易いとのデザインルールと一致する上、マウス動物モデルにおいても 5ʹ

末端の 1 塩基構造のみの置換によって siRNA 活性が影響を受けることが確認された。 

そこで本研究のコンセプトとした「siRNA 5ʹ末端に搭載可能なヒト AGO2 高親和性非天然塩基の創出

による siRNA 活性向上策」の研究を継続することとし、次貢の 5ʹ末端非天然塩基置換の初期検討を実

施することとした。 
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図 10  マウス動物モデルにおける肝臓中 ApoB mRNA 発現解析結果 

0.1 mg siRNA/kg 投与後 Day 2 および Day 7 におけるガイド鎖 5ʹ末端 A および G の ApoB 

mRNA 標的 siRNA 活性を示す。非投与群における肝臓中の ApoB mRNA 発現量を１とし

た時の各 siRNA 投与群の相対的発現割合として平均値±SD として示した。（n = 3）  

Day 2、Day 7 ともに 5ʹA ApoB 標的 siRNA は、5ʹG ApoB 標的 siRNA 以上にマウス肝臓

における ApoB mRNA 発現抑制を示したことから、マウス動物モデルにおいても 5ʹ末端の

1 塩基構造のみの置換によって siRNA 活性が影響を受けることが確認された。 
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 無作為な 5ʹ末端塩基改変では siRNA 活性は増強しない 

siRNA ガイド鎖 5ʹ末端の人工塩基置換によって siRNA 活性が増強することを期待し、5ʹ末端のリン

酸、糖、塩基で構成されるヌクレオチドモノマーであり、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端への配置が可能な人工塩

基核酸を 6 種選定した（図 11）。ただし、この人工塩基 6 種選定に際しては AGO2 MID ドメイン構造に

対する構造的適合性は考慮に入れず、市販品として入手可能であり、siRNA オリゴ合成にも供すること

が可能であることのみを選定指標とした。 

上項 II.3 で用いたガイド鎖 5ʹA ApoB 標的 siRNA を母配列に、ガイド鎖 5ʹ末端 1 塩基を 6 種人工塩

基に置換した siRNA を委託合成後、それぞれの siRNA 活性はヒト肝細胞株 HepG2 を用いた ApoB 

mRNA 発現解析系によって評価した。市販のリポフェクション試薬である RNAiMAX 試薬を用いて

HepG2 細胞へ siRNA を導入した 24 時間後に total RNA を抽出し、逆転写反応後に ApoB mRNA 及

び HPRT1 mRNA 発現量を定量 PCR（qPCR）にて解析した。得られた ApoB mRNA の Ct 値を HPRT1

の Ct 値で補正し、無処群の ApoB mRNA 発現量を 1 としたときの相対的な割合として siRNA 処置サン

プルの ApoB mRNA 発現量を算出した。その結果は図 12 に示す。解析の結果、ガイド鎖 5ʹ末端を各種

人工塩基に置換した ApoB siRNA は 5ʹ末端にアデニンを有する ApoB A siRNA と比較して同等以下の

活性を示し、今回選択した人工塩基によるガイド鎖 5ʹ末端置換は許容されないと判断した。 

以上より、無作為なガイド鎖 5ʹ末端の人工核酸塩基置換は許容されず、siRNA の機能は維持される

どころか、むしろ活性喪失につながることを確認した。siRNA ガイド鎖 5ʹ末端は RISC 複合体形成過程、

特に初期相互作用過程に重要な機能を有すことが明らかになっていることから、やはり AGO2 MID ドメ

イン構造情報に基づき、ガイド鎖 5ʹ末端置換用人工塩基を戦略的に探索することが重要であると考察し

た。そこで AGO2 MID ドメイン構造情報を活用した SBDD に基づく人工塩基探索に挑戦すべく、SBDD

の重要パートを構成する構造情報解析、構造生物学研究、合成研究に専門性を持つ研究員との共同研

究プロジェクト体制を立ち上げ、各専門家との議論と協力を仰ぎながら引き続き、AGO2 MID ドメイン高

親和性結合素子の探索を継続することとした。 
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図 11 オリゴ合成向けに市販入手可能であった 5ʹ末端改変用塩基 

siRNA ガイド鎖 5ʹ末端の人工塩基置換によって siRNA 活性が増強することを期待し、

委託合成可能であり、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に置換可能な人工塩基修飾核酸を 6 種選

定した。ただし上記の人工塩基 6 種選定に際しては AGO2 MID ドメイン構造に対する構造

的適合性は考慮に入れず、市販品として入手可能であり、siRNA オリゴ合成にも供すること

が可能であることのみを選定指標とした。 
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図 12 ガイド鎖 5ʹ末端を各種人工塩基に置換した ApoB siRNA 活性評価（HepG2） 

ガイド鎖 5ʹ末端 A および各人工塩基に置換した ApoB mRNA 標的 siRNA 活性を示す。無

処理群における ApoB mRNA 発現量を 1 とした時の各 siRNA 処理群の相対的発現割合

として ApoB mRNA 発現量を示した。（n = 1）  

ガイド鎖 5ʹ末端を各種人工塩基に置換した ApoB siRNA は 5ʹ末端にアデニンを有する

siRNA と比較して同等以下の活性を示したことより、AGO2 MID ドメイン構造に対する構造

的適合性を考慮しない無作為なガイド鎖 5ʹ末端の人工核酸塩基置換は許容されず、siRNA

活性は喪失することを確認した。  
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 ヒト AGO2 タンパク質の MID ドメイン構造は低分子誘導体展開に適する 

標的タンパク質と結合リガンドとの複合体構造情報が既知の場合、計算化学的アプローチにより、リ

ガンド結合ポケットの解析、新規の相互作用ポイントの同定が可能となる。さらにはその解析結果に基

づき、ヴァーチャルスクリーニングによって市販化合物中から既知リガンド以上の結合能を持つリガンド

候補を選定し、リード創製、周辺 SAR の取得、合成デザインに結びつけることが可能となる場合もある。

そこでヒト AGO2 MID ドメインと AMP、UMP の複合体のＸ線結晶構造情報を用いて(Frank et al. 2010)、

天然核酸塩基以上に結合能のある非天然を見出せないか、構造計算専門家との議論と解析を行った。

協議の結果、図 13 に示すスキームを設定し、以下①から③を意図したヒト AGO2 MID ドメイン内核酸

塩基結合ポケットの分析が行われた。 

① 更なる親和性向上に向けた、AMP/UMP と AGO2MID ドメインの既知構造情報からの新規

の相互作用ポイント候補部位の抽出 

② 市販化合物中から天然核酸以上の結合能が期待できる非天然核酸アナログの選定 

③ AGO2 MID ドメインとの化学的・形状相補性を高め、活性向上が期待できる核酸改変案を

含む合成展開方針の提案とデザイン 

 

ヒト AGO2 MID ドメインの AMP/UMP 結合部位周辺の 14 Å 以内にあるアミノ酸残基に対し、独自に

in silico ポケット解析が行われた結果、推定リガンド結合ポケットが同定された。その結果、AMP/UMP

結合部位周辺で、天然塩基側鎖の合成展開が可能な空間と表面電荷、疎水性環境等の新期相互作用

獲得可能性が見出された。これらの空間と新規相互作用可能性部位に対して核酸塩基の構造を最適化

すれば AGO2 MID ドメインと新規の相互作用を獲得し、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端と AGO2 間の結合力増

強ならびに RISC 形成効率向上により、結果として siRNA 活性向上につながることが期待された。MID

ドメインと AMP/UMP 両複合体の X 線結晶構造に水素原子を付加し、構造最適化を実施後、複合体中

から、AMP/UMP、水分子を取り出し、リガンド結合ポケット内のマッピングが実施された。その結果、

AMP/UMP 結合部位における、水素結合受容体(赤)、供与体(青)、疎水性原子(ライム)の理想配置が得

られ、それぞれ赤、青、緑の等値面のメッシュとして表記された図 14 と、相互作用部位解析結果として

図 15 が得られた。マッピングの結果から、ヒト AGO2 MID ドメインのループとの相互作用において、

UMP の Uracil の 3 位、4 位部分はほぼ最適で、更なる誘導体展開の余地が少ないのに対し、AMP の
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Adenine では、1 位部分は最適で、UMP の方が AMP よりも AGO2 MID ドメインへの親和性が高いとの

Frank ら既報(Frank et al. 2010)を反映する結果が得られた。興味深いことに、AGO2 側からは、

Adenine の 6 位アミノ基部分は、疎水性原子の配置が好まれることが示唆され、AGO2 親和性向上に

向けた今後の誘導体展開での活用が期待できた。 

化合物デザインへの活用に向け、ポケット解析とマッピング結果を統合した結果、Uracil の 5 位には

水素結合供与体、6 位には van der Waals 相互作用もしくは Tyr529 との π-π スタッキングを狙える置

換基の導入、または誘導体展開が望ましいことが示唆された。また Adenine に関しては、五員環部分で

すでに Tyr529 と π-π スタッキングを形成していることから、8 位には van der Waals 相互作用が獲得で

きる置換基、6 位には疎水性置換基の導入が望ましいことが示唆された（図 16）。 
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図 13 low diagram of the computational methods used in this study 

以下のスキームに則り、次の①から③を意図したヒト AGO2 MID ドメイン内核酸塩基結合ポケ

ットの分析が行われた。 

① 更なる親和性向上に向けた、AMP/UMP と AGO2 MID ドメインの既知構造情報からの新

規の相互作用ポイント候補部位の抽出 

② 市販化合物中から天然核酸以上の結合能が期待できる非天然核酸アナログの選定 

③ AGO2 MID ドメインとの化学的・形状相補性を高め、活性向上が期待できる核酸改変案を

含む合成展開方針の提案とデザイン 
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図 14 水素結合アクセプター（赤メッシュ）、水素結合ドナー（青メッシュ）、および疎水性部分（緑メッ

シュ）の高確率等値面 （A）AMP 結合様式モデル、（B）UMP 結合様式モデル、 （C）ワイヤーフレー

ム付きのAMP結合様式モデル、（D）ワイヤーフレーム付きのUMP結合様式モデル。 AMPとUMP

は球とバーで表現し（水素：白、炭素：水、窒素：青、酸素：赤、リン：黄色）、 AGO2 タンパク質分子

表面は白で表示した。 

マッピングの結果から、ヒト AGO2 MID ドメインのループとの相互作用において、UMP の Uracil の

3 位、4 位部分はほぼ最適であること、AMP の Adenine の 1 位部分は最適であるが、6 位アミノ基

部分は、疎水性原子の配置が好まれることが示唆され、AGO2 親和性向上に向けた今後の誘導体

展開の方向性が示された。
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図 15  hAGO2/UMP、hAGO2/AMP 複合体モデル解析に基づく相互作用点分析結果 

（A）構造モデル解析に基づく UMP と hAGO2 MID ドメイン間の相互作用分析（2D 表現）。 

ウラシルは、Gly524 バックボーンであるカルボニルと水素結合を形成し、 UMP と Tyr529 の

間に π-π スタッキングは観察されない。 （B）構造モデル解析に基づく AMP と hAGO2 MID ド

メイン間の相互作用分析（2D 表現）。は、hAGO2 の AMP と Tyr529 の間で π-π スタッキン

グが観察される。 （C）2D ダイアグラムの詳細説明。 

マッピングの結果から UMP の Uracil の 3 位、4 位部分はほぼ最適であること、AMP の

Adenine の 1 位部分は最適であるが、6 位アミノ基部分は、疎水性原子の配置が好まれるこ

とが示唆され、AGO2 親和性向上に向けた今後の誘導体展開の方向性が得られた。 
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図 16  誘導展開への参照を意図した hAGO2 との新規相互作用候補点の抽出と化学的特徴 

（A, B） hAGO2 MID ドメインへの結合親和性増強を狙い構造拡張可能な領域が黄色の円で示

されている。 （C,D）マッピング分析から得られた新規相互作用が期待できる空間領域と （C）

UMP、（D）AMP のオーバーレイ。水素結合形成候補部位(赤:受容体、青:供与体)、疎水性環境

(緑)、新規相互作用が期待できる空間領域（黄色）で示す。 

Uracil の 5 位には水素結合供与体、6 位には van der Waals 相互作用もしくは Tyr529 との π-

π スタッキングを狙える置換基の導入、または誘導体展開が望ましいことが示唆された。また

Adenine に関しては、五員環部分ですでに Tyr529 と π-π スタッキングを形成していることから、

8 位には van der Waals 相互作用が獲得できる置換基、6 位には疎水性置換基の導入が望ま

しいことが示唆された。 
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 市販化合物を対象にした in silico SCR による 8-Br AMP の取得 

上記 II.5 の解析結果に基づき、5ʹ末端置換による siRNA 活性増強を意図した AGO2 MID ドメイン

高親和性結合素子探索の議論と取り組みを継続した。MID ドメインの分析結果に合致する新規塩基ア

ナログの取得に際し、まずは市販化合物中からコンセプト検証用塩基アナログを取得できないか、市販

化合物ライブラリを対象に in silico での計算と探索を行うこととした。市販試薬データベース(Available 

Chemicals Directory (Dassault Systèmes BIOVIA (Sandiego))約 510 万種から、II.5 項において抽出

された AGO2 MID ドメイン新規相互作用候補点との相互作用が期待でき、かつ 5ʹリン酸基を有するヌ

クレオチド誘導体として 8-Br AMP（図 17）が選択された。この 8-Br AMP 構造を用い、ヒト AGO2 MID

ドメインとの予想複合体構造と、相互作用解析を in silico で計算した結果は、図 18 の 3D、2D から成る

相互作用分析マップとして示す。計算による相互作用分析の結果、8-Br AMP のリン酸基と hAGO2 

MID ドメイン中の Lys533 は静電相互作用し、Gln545 とは水素結合を形成すること、8-Br AMP のアデ

ニン 1 位 N と Thr526 とは水素結合を形成し、8-Br AMP リボースの 2ʹOH と Gln548 とで水素結合が

増強される可能性が示唆された。更に 8-Br AMP 8 位 Br 基と Tyr529 は van der Waals 相互作用が増

強されることも示唆された。以上の計算結果からは、8-Br AMP では、上記の相互作用により、hAGO2 

MID ドメインに対して AMP と同等以上の結合親和性が獲得できる可能性が示唆された。そこで上記に

得られた結果に基づき、本研究においてまずは 8-Br AMP の評価を通じて AMP 8 位側鎖変換の有用

性と AGO2 MID ドメイン高親和性人工核酸取得研究のコンセプト検証を行うことにした。 

 

 

 

   

図 17 8-Br AMP の構造 
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図 18 ヒト AGO2 MID ドメインへの 8-Br AMP の予測される結合モードと相互作用分析  

（A）ヒト AGO2 MID ドメインへの 8-Br AMP の予測 3D 結合モード。 （B）8-Br AMP とヒト AGO2 

MID ドメイン間の主要な相互作用の 2D 表現。黄色で網掛けされた 3 つの水素結合とオレンジで網

掛けされた 1 つの静電相互作用が 8-Br AMP においては強化される計算結果が得られた。 

8-Br AMP のリン酸基と hAGO2 MID ドメイン中の Lys533 は静電相互作用を、Gln545 とは水素

結合を形成し、8-Br AMP のアデニン 1 位 N と Thr526 とは水素結合を形成し、8-Br AMP リボース

の 2ʹOH と Gln548 とで水素結合が増強される可能性が示唆された。更に 8-Br AMP 8 位 Br 基と

Tyr529 は van der Waals 相互作用が増強されることも示され、8-Br AMP では、AMP と同等以上

の結合親和性が獲得できる可能性が示唆された。そこでまずは 8-Br AMP の評価を通じて AMP 8

位側鎖変換の有用性と AGO2 MID ドメイン高親和性人工核酸取得研究のコンセプト検証を行うこ

ととした。 
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 8-Br AMP は AGO2 MID ドメイン結合が増強する（Biacore 実験） 

前項 II.6 において 8-Br AMP が AGO2 MID ドメインに結合することが in silico 計算解析の結果とし

て示唆されたことを受け、8-Br AMP の結合親和性評価を目的に Biacore による AGO2 MID ドメインと

核酸ヌクレオチドモノマーの結合実験評価系を構築した。ガイド鎖の 5ʹ末端にリン酸基を持つ siRNA は、

パッセンジャー鎖側の 5ʹ末端に修飾したビオチンによって、ストレプトアビジン固定化 Biacore チップ基

盤（Sensor Chip SA）に固定した。AGO2 MID ドメインタンパク質を流路に流す系を基本に、更に同系に

阻害剤として各ヌクレオチドモノマーを共添加した際の MID ドメインと基盤固定化 siRNA オリゴの結合

阻害の度合いを評価した。ヌクレオチドモノマーによる MID ドメインタンパク質と基盤に固定した siRNA

の結合阻害強度を指標に、MID ドメインタンパク質に対する各ヌクレオチドモノマーの親和性が評価可

能となる条件を検討した（図 19）。解析では、Biacore T200 Evaluation Software を用い、solvent 

correctionを実施した。その後、固定化したセルのグラフからブランク固定をしたグラフを差し引いたグラ

フの binding level を使用し、残存結合率(%)を([Sample]-[BLANK])/([CONTROL]-[BLANK])×100 で算

出し、阻害率(%)を 100-(残存結合率)で算出した。この実験条件により、ヌクレオチドモノマーの AGO2 

MID ドメイン結合親和性に応じて siRNA と AGO2 MID ドメインとの結合が阻害されること、その阻害の

程度を指標に各ヌクレオチドモノマーの AGO2 MID ドメインとの親和性も判断することが可能となった。 

AGO2 MID ドメインと pC 末端オリゴとの結合阻害レベルは AMP ヌクレオチドモノマーで 4、20、100 

µM 添加時でそれぞれ 10.5％、11.5%、21%であるのに対し、8-Br AMP ヌクレオチドモノマー4、20, 

100 µM 添加時では 7.5%、22.9%、49.0%の結合阻害を確認した（図 20）。以上より、8-Br AMP は MID

ドメインと相互作用し、MID ドメインに結合可能であること、特に高濃度で AMP 以上の結合阻害を観察

したことから、AMP 以上に MID ドメインに結合可能であることが示唆された。前項 II.6 の in silico 計算

解析においても 8-Br AMP が AGO2 MID ドメインに高親和性に結合する可能性、8 位 Br と Tyr529 と

の van der Waals 相互作用による結合親和性増強も示唆されていたこから実際の 8-Br AMP/AGO2 

MID ドメイン複合体結晶構造解析を行うことにより、Biacore 実験結果から得られた 8-Br AMP の強阻

害、ならびに in silico 分析結果の検証も可能か、検討することとした。 
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図 19 AGO2 MID ドメイン/5ʹ末端 pC オリゴを用いた Biacore 結合阻害系模式図 

siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に 5ʹ末端リン酸基を持ち、パッセンジャー鎖 5ʹ末端側にビオチン標識した

siRNAを、パッセンジャー鎖5ʹ末端側でストレプトアビジン固定化 Biacoreチップ基盤（Sensor Chip 
SA）に固定した。AGO2 MID ドメインタンパク質を流路に流す系を基本に、更に同系に阻害剤とし

て各ヌクレオチドモノマーを共添加した際の MID ドメインと基盤固定化 siRNA オリゴの結合阻害の

度合いを評価した。 
 

 

図 20 Biacore によるヌクレオチド単体の AGO2 MID ドメイン結合親和性評価結果 

AMP、8-Br AMP を 4 µM、20 µM、100 µM で共添加した際の MID ドメインタンパク質と基盤固定

化済み siRNA との結合阻害強度を示す。 

AGO2 MID ドメインと pC 末端オリゴとの結合阻害レベルは AMP ヌクレオチドモノマーで 4 µM、

20 µM、100 µM 添加時でそれぞれ 10.5％、11.5%、21%であるのに対し、8-Br AMP ヌクレオチド

モノマーでは 7.5%、22.9%、49.0%の結合阻害を示したことより、8-Br AMP は MID ドメインに結

合可能であり、AMP 以上に MID ドメインに結合親和性を持つことが示唆された。
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 8-Br AMP は Y529 と新たな疎水性相互作用を形成する（X 線結晶構造解析） 

前項 2.5 および 2.6 から市販品として入手した 8-Br AMP が AMP 以上に MID ドメインに結合する可

能性が in silico 計算解析ならびに Biacore による結合阻害実験で示唆されたことを受け、結晶構造解

析に専門性を持つ研究員へ本研究のコンセプト、ならびに AGO2 MID ドメイン構造に関する知見、これ

まで取得されたデータに基づく協議を行い、8-Br AMP の MID ドメイン結合様式を X 線結晶構造解析で

同定する実験を実施した。 

AGO2 MID ドメインへの 8-Br AMP の正確な結合モードを決定する目的で、以前に複数のグループ

から報告された結晶構造解析方法に基づき、8-Br AMP と AGO2 MID ドメインの複合体結晶構造解析

が実施された(Frank et al. 2010; Schirle et al. 2014)。得られた X 線開設データは AMP と AGO2 MID

ドメイン複合体のデータベース登録情報（PDB ID：3LUD）を初期モデルとして解析された。この構造デ

ータを基に電子密度を計算し、アデニン環 8 位に Br 基に相当する高い余剰の電子密度が確認された。

そこで、8-Br AMP を AMP と置き換えてモデルに追加し、電子密度に当てはめたところ、8-Br AMP の

配座が妥当であることも確認された。すなわち AMP ならびに 8-Br AMP の両構造を比較した際、両方

の錯体のリン原子とリボース原子の位置は、2 つの構造間で同様に配置されていることが確認できた。

また、AMP ならびに 8-Br AMP のアデニン塩基部位は、AGO2 MID ドメインによる 5ʹ-リン酸認識および

核酸塩基結合ポケットを構成する Y529 に対してスタックしつつ、更に 8-Br AMP では 8 位の Br 基によ

り Y529 と新たな疎水性相互作用が追加されていることが示唆された。得られた X 線結晶構造解析デ

ータは PDB ID 7D7U としてデータベース登録された（図 21）。 

以上の結果は、計算による 8-Br AMP の予測結合様式の考察と同様の結果であることから in silico

計算結果の妥当性を示すとともに、Biacore 実験による 8-Br AMP の AGO2 MID ドメイン/5ʹ末端結合

の強阻害も裏付ける結果となった。以上より独自かつ新規なヒト AGO2 MID ドメイン高親和性結合非天

然核酸 8-Br AMP を見出すに至ったと判断した。 
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図 21 8-Br AMP と AGO2 MID ドメインの X 線結晶構造解析結果 （A）8-Br AMP 電子密度と、

AGO2 MID ドメインとの相互作用 （B） 8-Br AMP と AMP それぞれの AGO2 MID ドメインとの複

合体構造のオーバーレイ。 

AMP ならびに 8-Br AMP の両構造を比較した際、両方の錯体のリン原子とリボース原子の位置

は、2 つの構造間で同様に配置されていることが確認された。また、AMP ならびに 8-Br AMP のア

デニン塩基部位は、AGO2 MID ドメインによる 5ʹ-リン酸認識および核酸塩基結合ポケットを構成

する Y529 に対してスタックしつつ、更に 8-Br AMP では 8 位の Br 基により Y529 と新たな疎水性

相互作用が追加されていることが示唆された。 
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 AMP 6 位展開によるアナログ候補としての 6-mCEPh-purine デザイン 

前項 II.8 において AMP 8 位誘導体 8-Br AMP を AGO2 MID ドメイン高親和性人工核酸として取

得したため、AMP の 6 位で展開する人工塩基を取得することを目的に探索を継続した。II.5 項におい

ては Adenine の 6 位アミノ基周辺環境は疎水性環境であり、疎水性原子の配置により AGO2 MID ド

メイン結合親和性向上も期待できるとの分析結果が得られていたことから、これら AMP 6 位周辺環境

分析に基づく、誘導体展開の可能性を協議継続した。In silico 解析の結果からは AMP 6 位周辺は疎

水性環境であり、AMP 6 位を疎水性側鎖に置換することで MID ドメインに対する結合親和性が増強す

ることが期待されていた。この AMP 6 位には本来 N6 アミノ基が位置しているが、この N6 アミノ基は

AGO2 MID ドメインのヌクレオチド特異性ループとは明確な相互作用を示さないことから AGO2 MID ド

メインへの結合における寄与が小さい側鎖であることは既報からも示唆されていた(Frank et al. 2010)。

そこで、この N6 アミノ基を疎水性側鎖であるフェニル基に置換することを決定した。さらに AMP 6 位周

辺の in silico 分析結果からは、疎水性環境の延長上には Lys525 が位置しており、この Lys525 と静

電的相互作用を形成することができれば新たな相互作用獲得と MID ドメイン結合親和性増強の可能

性も示唆されたことから、AMP 6 位に新たに導入を判断したフェニル基の先には、さらに酸性官能基で

あるカルボキシル基も備えた 6-(3-(2-carboxyethyl)phenyl)purine （6-mCEPh-purine）（図 22）がデザ

インされた。6-mCEPh-purine の合成手順の詳細については、材料と方法に記述する。 

 

 

 

図 22  6-(3-(2-carboxyethyl)phenyl)purine （6-mCEPh-purine）構造 
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 6-mCEPh-purine も AGO2 MID ドメイン結合親和性が増強する（Biacore） 

II.7 項において Biacore 実験系により 8-Br AMP の AGO2 MID ドメイン結合能を評価実施したのと

同様に、6-mCEPh-purine の AGO2 MID ドメイン結合親和性を評価する目的で 6-mCEPh-purine モ

ノマーを Biacore 結合実験にて評価した。II.7 項と同様、Biacore 基板上に 5ʹ末端リン酸基を有するシ

トシンを固定化させ、AGO2 MID ドメインを流路に流す系を基本として、同系に阻害剤として各ヌクレオ

チド添加し、その阻害の強さを評価することで MID ドメインに対する結合親和性を評価した。解析では、

Biacore T200 Evaluation Software を用い、solvent correction を実施した。その後、固定化したセル

のグラフからブランク固定をしたグラフを差し引いたグラフの binding level を使用し、残存結合率(%)を

([Sample]-[BLANK])/([CONTROL]-[BLANK])×100 で算出し、阻害率(%)を 100-(残存結合率)で算出

した（図 23）。天然塩基 AMP と同様に 6-mCEPh-purine は AGO2 MID ドメインとチップに固定したオ

リゴ核酸との結合を阻害したことより、6-mCEPh-purine も AGO2 MID ドメインに結合可能であること

が示唆された。0.8 µM と 4 µM の低濃度添加域においては AMP の阻害強度が高い一方、20 µM と

100 µM の高濃度添加域においては 6-mCEPh-purine がより強い阻害を見せた。特に 6-mCEPh-

purine 100 µM 添加時に観察した約 8 割の阻害率は、8-Br AMP 100 µM 添加時の阻害率であった約

5 割と比較しても優位であったことから、6-mCEPh-purine は AGO2 MID ドメインに AMP と同様に結

合するのみならず、AMP ならびに 8-Br AMP と比較して同等以上に AGO2 MID ドメイン結合親和性を

有する可能性が示唆された。 

II.6 項の in silico 構造解析結果に基づき、6-mCEPh-purine は AMP 6 位周辺の疎水性環境との相

互作用ならびに疎水性環境延長上の Lys525 との静電的相互作用による新たな相互作用獲得の可能

性を期待してデザインされた AMP アナログである。そこで実際の 6-mCEPh-purine/AGO2 MID ドメイ

ン複合体結晶構造解析を行うことにより、Biacore 実験結果から得られた 6-mCEPh-purine の強阻害、

ならびに in silico 分析結果に基づく 6-mCEPh-purine デザインの妥当性検証が可能か、検討すること

とした。 
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図 23 Biacore によるヌクレオチド単体の AGO2 MID ドメイン結合親和性評価結果 

AMP ならびに 6-mCEPh-purine を 0.8 µM、4 µM、20 µM、100 µM で共添加した際の

MID ドメインタンパク質と基盤固定化済み siRNA との結合阻害強度を示す。  

天然塩基 AMP と同様に 6-mCEPh-purine も AGO2 MID ドメインに結合可能であること

が示唆された。0.8 µM と 4 µM の低濃度添加域においては AMP の阻害強度が高い一

方、20 µM と 100 µM の高濃度添加域においては 6-mCEPh-purine がより強い阻害を見

せたことから、6-mCEPh-purine は AGO2 MID ドメインに AMP と同様に結合するのみな

らず、AMP と同等以上の AGO2 MID ドメイン結合親和性を有することが示唆された。 
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 6-mCEPh-purine も AGO2 MID ドメインに結合する（X 線結晶構造解析） 

II.8 項で実施の AGO2 MID ドメイン/8-Br AMP 複合体結晶構造解析と同様の方法で AGO2 MID

ドメインと 6-mCEPh-purine の複合体結晶構造解析を実施した。構造解析の結果、AGO2 MID ドメイ

ンの 5ʹヌクレオチド結合ポケットに 6-mCEPh-purine の明瞭な電子密度が確認され、構造精密化も踏

まえた結果、AGO2 MID ドメイン/6-mCEPh-purine 複合体構造が 1.7 Å 分解能で決定された。結晶学

的 R 因子は、Rwork/Rfree = 19.4%/22.9%であり、1.7 Å 分解能のデータとして妥当な値に収束して

いること、Ramachandran Plot により立体化学的に妥当な構造であることも確認され、未解釈の余剰

電子密度がないことをもって構造解析が完了したと判断された。得られた結晶構造データは PDB ID: 

7C6B としてプロテインデータバンクに登録された （図 24）。 

6-mCEPh-purine のプリン塩基部分、及びリボース部分、5ʹリン酸基の相互作用は AGO2 MID ドメ

インと AMP 複合体の相互作用と同様の結合様式であることを確認した。一方、プリン 6 位の 3-(2-

carboxyethyl)phenyl 基の先端のカルボキシル基は、デザイン時には Lys525 とのイオン性相互作用

を獲得することを期待していたが、実際の結晶構造解析結果からは Lys525 と強固な相互作用は形成

しておらず、水分子を介して Thr526 主鎖カルボニルと相互作用していることが明らかとなった。この相

互作用に関係している水分子はタンパク質分子の表面に位置しており、ポケット内部に束縛された水

分子ではないため、これらの水分子を介した相互作用はそれほど強くないと考えられた。 

今回の AGO2 MID ドメインと 6-mCEPh-purine の X 線結晶構造解析結果からは、6-mCEPh-

purineが AMP とほぼ同様の結合様式で AGO2 MIDドメインに結合することが明らかになったものの、

結合親和性の向上を示唆させる特定の新規相互作用部位を見出すことはできなかった。前項 II.10 の

ビアコア評価結果からは 6-mCEPh-purine が AGO2 MID ドメインに対して結合親和性が増強している

ことが示唆されていたことも受け、より詳細に結合親和性を評価可能な実験系として Frank ら(Frank et 

al. 2010)が AGO2 MID ドメインに対して天然塩基間の結合親和性の違いを評価した NMR 評価が必

要と考えた。NMR に専門性を持つ研究員に Frank らの報告ならびに NMR 実験の趣旨を共有した上

で、6-mCEPh-purine と 8-Br AMP の NMR 結合親和性評価を実施した。 
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図 24  6-mCEPh-purine と AGO2 MID ドメインの X 線結晶構造解析結果 

6-mCEPh-purine のプリン塩基部分、及びリボース部分、5ʹリン酸基の相互作用は AGO2 MID ド

メインと AMP 複合体の相互作用と同様の結合様式であることが確認された。一方でプリン 6 位の

3-(2-carboxyethyl)phenyl 基の先端のカルボキシル基は Lys525 との強固な相互作用は形成せ

ず、水分子を介して Thr526 主鎖カルボニルと相互作用していた。この水分子を介した相互作用だ

けでは 6-mCEPh-purine の結合親和性向上を説明できず、X 線結晶構造解析の結果のみでは明

確な新規相互作用部位を見出すことはできなかった。 
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 アデニン 6 位、8 位アナログは共に AGO2 MID 結合親和性が向上する（NMR） 

前項 II.8 で得られた 8-Br AMP、II.9 で得られた 6-mCEPh-purine の結合親和性を評価するにあた

り、Frank ら(Frank et al. 2010)の報告に基づく NMR 評価を実施した。II.7 項にて構築した Biacore 実

験系はタンパク質と化合物間の結合の有無を評価する手法として多用される手法であるが、タンパク

質のどの領域と結合するかまで判定することは難しい。II.8 項ならびに II.11 項で実施のＸ線結晶構造

解析では詳細な結合様式を決定できる一方、化合物の結合の強さや化合物が結合しないことを結論

付けることは難しい。それらの点で NMR 評価系では、結合の有無に加え、帰属情報を利用することで

どのアミノ酸残基と相互作用しているかも検出することが可能となる。そこで AGO2 MID ドメインのアミ

ノ酸帰属情報も用いたヌクレオチドモノマー結合評価を目的として、AGO2 MID ドメインの NMR 信号

の帰属と、当該ドメインを用いた結合実験系の構築、および AMP ならびに AMP 由来塩基アナログで

ある 8-Br AMP、6-mCEPh-purine を用いた結合実験が行われた。 

{13C,15N}ラベル化 AGO2 MID ドメインの主鎖 Cα, Cβ, C’, NH, HN の信号に対して、HNCA, 

HN(CO)CA, HN(CA)CB, HN(COCA)CB, HNCO, HN(CA)CO, HSQC に 関 す る 測 定 法 (John 

Cavanagh 2007)を用いた帰属が行われた結果、AGO2 MID ドメイン の主鎖アミド NH における 97%

の信号が帰属された（図 25）。主鎖にアミド水素を持たない Pro 残基は NMR では観測できないため、

Pro 残基間に挟まれた塩基特異的認識ループ（specific loop）である Pro523-Pro527 も未帰属とされ

た。また、Leu540-Met542, Val547-Lys550 の NMR 信号も未帰属とされた。しかし、この大きさのタン

パク質（16.4 kDa）での帰属率としては十分であり、5ʹ末端結合部位周辺のアミノ酸に由来する信号が

帰属できたことから、結合親和性評価系として用いるには十分であると判断された。 

引き続き AMP 由来の核酸アナログである 8-Br AMP ならびに 6-mCEPh-purine の AGO2 MID ド

メインに対する結合親和性を評価する目的で、AMP、8-Br AMP、6-mCEPh-purine を用いた NMR 結

合実験系による検証が行われた。核酸、および核酸誘導体を滴定することにより、{15N} AGO2 MID ド

メインを観測する 1H-15N 相関スペクトル（HSQC スペクトル）において信号が変化するアミノ酸残基が

見られた。化学シフトの変化量を CSP として表し、CSP の大きい領域を立体構造上でみると、ガイド鎖 

5ʹ末端が結合するポケット周辺で、大きな CSP を示した（図 26）。このことから 5ʹ末端が結合するポケ

ットに化合物が結合すれば、化学シフトの変化として同定できる評価系として成り立つことが確認され

た。 
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次に、それぞれの化合物を滴定することで変化する NMR信号から解離定数が決定された（図 27）。

その結果、AMP, 8-Br AMP, 6-mCEPh-purine に対する Kd はそれぞれ 380 ± 9, 100 ± 4, 42 ± 4 µM 

であった（文献値 Kd
AMP = 260 µM (Frank et al. 2010)）。本結果により、8-Br AMP は AMP に比べて

約 4 倍の結合親和性向上が、6-mCEPh-purine は AMP より約 9 倍ほど結合親和性が向上している

ことが示唆された。 

以上、AMP を母格に 8 位側鎖改変体として 8-Br AMP を取得し、6 位側鎖改変体として 6-mCEPh-

purine が取得されたが、in silico 解析、Biacore、X 線、NMR による一連の評価がなされた結果、6 位

改変体の 6-mCEPh-purine の方が、8 位改変体である 8-Br AMP よりも結合親和性が強いことが示さ

れたため、引き続き siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に搭載することによる影響を 6-mCEPh-purine を用いて検

証することとした。 

 

 

 

 

図 25 AGO2 MID ドメイン信号割り当ての概要 

アミド NH 信号帰属が AGO2 MID ドメイン（PDB：3luc）の結晶構造に対してマッピングされた結

果、約 97%のアミドシグナルが帰属された（青）。帰属されていない信号は白で表示した。この大き

さのタンパク質（16.4 kDa）での帰属率としては十分であり、5ʹ末端結合部位周辺のアミノ酸に由

来する信号が帰属できたことから、結合親和性評価系として用いるには十分であると判断された。 

 

 

 



 

49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

図 26  {15N}AGO2 MID の 1H-15N correlation (HSQC) spectra AGO2 MID と AMP（上）、

AGO2 MID と 8-Br AMP（中央）、AGO2 MID と 6-mCEPh-purine（下）の間の相互作用により発

生した CSP がプロットされている。ガイド鎖 5ʹ末端が結合するポケット周辺で、大きな CSP を示し

たことから、5ʹ末端が結合分子の結合評価系として成り立つことが確認された。 

8-BrAMP  

6-mCEPh Purine  
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図 27 解離定数を決定するための同時フィッティング （A）AMP、（B）8-Br AMP、および（C）6-

mCEPh-purine のヌクレオチド滴定時の化学シフト結果がプロットされている。Kd の決定には、

（1）各滴定で他の信号から分離されて追跡可能、（2）CSP> 20 Hz（図中に掲載）、の要件を満

たす信号が選択された、図中の 16 シグナルが使用された。×200 は帰属されていないシグナル

を、単一の文字は MID ドメイン構成アミノ酸を表す。 

AMP, 8-Br AMP, 6-mCEPh-purine に対する Kd はそれぞれ 380 ± 9, 100 ± 4, 42 ± 4 µM で

あったことより、8-Br AMP は AMP に比べて約 4 倍の結合親和性向上が、6-mCEPh-purine は

AMP に比べて約 9 倍の結合親和性向上が示唆された。  
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 6-mCEPh-purine siRNA は RISC 形成効率増加傾向を示す(Native agarose gel) 

前項 II.12 にて 6-mCEPh-purine の AGO2 MID ドメイン結合親和性が AMP に比較して 9 倍増強

していることが観察されたことを受け、ガイド鎖 5ʹ末端の 6-mCEPh-purine 置換は RISC 形成向上に

寄与するか、RISC 複合体形成効率検証を目的に、当研究室の依田真由子博士、岩崎信太郎博士、

Pieter Bas Kwak 博士らの報告に従い、Native agarose gel による RISC 複合体形成効率解析を実

施することとした。(Yoda et al. 2010; Iwasaki et al. 2010; Kwak and Tomari 2012)。 

siRNA はガイド鎖の 5ʹ末端塩基を A もしくは 6-mCEPh-purine に置換した配列を用い、ガイド鎖 5ʹ 

末端のリン酸を 32P RI 標識した。一方、パッセンジャー鎖 5ʹ末端リン酸は合成的に RI 無標識のリン酸

を付加した。本試験において RISC 形成過程をステップワイズに追う目的から、ターゲットの RNA は

RISC 複合体形成過程における切断を回避することを期待した 2ʹ-OMe 完全修飾オリゴを用いた。既

報に従い、HeLa 細胞および HEK293 細胞に対して一過的に AGO2 を過剰発現するコンストラクトを

導入し、導入 24 時間後の細胞を用いて細胞ライセートを調製した。実験は 25 ˚C にて、上記 32P ラベ

ルした siRNA を細胞ライセート中でインキュベーションした。インキュベーション開始より 5 分、15 分、

30 分、45 分、60 分でサンプルを回収し、各時点で AGO2 に取り込まれた 32P ガイド鎖を Native 

agarose gel によって検討した。電気泳動は 1.4％ Native agarose gel、300 V、2 時間の条件で行っ

た。電気泳動の結果、HeLa 細胞株ライセート、HEK 細胞株ライセートで同様の泳動パターンが検出さ

れ、Guide 5ʹA と Guide 5ʹ 6-mCEPh-purine （5ʹ 6-mCP）の比較においては 5ʹ 6-mCEPh-purine 側

で下方向へのバンドシフト（**）が早い傾向が観察された（図 28）。一方で各バンド（*/**）が RISC 形成

過程のどの複合体に対応するか判断がつかないため、再現性確認ならびに target mRNA との複合

体に相当するバンドを明確にするため、ターゲット RNA 配列（37 mer）有無の条件で再実験を行った。 

HeLa 細胞株ライセートを用い、上記と同様の条件で Guide 5ʹA と Guide 5ʹ 6-mCEPh-purine の比較

かつ、ターゲット RNA 配列の共添加有無による影響を観察したが、図 28 と同様に 5ʹ 6-mCEPh-

purine 側で下方向へのバンドシフト（**）が濃い傾向が観察されるも、ターゲット RNA 配列有無による

バンドの有無は観察されず明確に target RNA（37 mer）との複合体に由来するバンドを見いだすこと

はできなかった（図 29）。 

そこで更に、無標識のコールド siRNA を用いた競合条件下で各 siRNA の AGO2 複合体形成効率

への影響を解析することとした。HEK 細胞株ライセートを用い、上記と同様の条件で、Guide 5ʹA と

Guide 5ʹ 6-mCEPh-purine、Guide 5ʹG の比較においてコールド siRNA 配列の共添加による RISC

形成ヘの影響を検討した。25 ˚C、15 分インキュベーション条件においてガイド鎖を 32P ラベルした 5ʹA、 

5ʹ 6-mCEPh-purine、5ʹG の 3 種 siRNA に対し、コールド siRNA として RI 無標識の Luciferase siRNA

を RISC 形成競合目的で共添加した。競合条件としてコールド siRNA は 32P ラベル siRNA に対して

10 倍量（100 nM）、30 倍量（300 nM）、60 倍量（600 nM）の 3 濃度で過剰に添加を行った。電気泳動

は 1.4％ Native agarose gel、300V×2h の条件で行った。競合実験の結果、5ʹG siRNA では全体的
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にバンドのシグナルが低く、複合体形成を検出しづらい一方で、5ʹA siRNA に比較して 5ʹ 6-mCEPh-

purine 側では全体のバンド強度が強い上、特に下側のバンド（**）が濃く、過剰量のコールド siRNA 共

添加による阻害の影響を受けにくい傾向が観察された（図 30）。 

一方、これまで当研究室においてヒトの RISC アセンブリ経路を分析する際には Let-7 由来の

siRNA 配列のみが用いられているため(Yoda et al. 2010; Iwasaki et al. 2010; Kwak and Tomari 

2012)、本研究で用いた ApoB 標的 siRNA に対してはアガロースネイティブゲル上の各バンドの RISC

複合体帰属が十分でない。そのため、明確にどのバンドが RISC 形成過程のどのステップに対応する

かを同定するには至らなかった。変性ゲルとは異なり、アガロースネイティブゲル上のバンドの移動性

は用いる siRNA 配列に依存して大きく変わり得るため、より詳細な解析として各バンドの抽出および

Ago タンパク質と一本鎖/二本鎖 siRNA の存在確認など引き続きの生化学的精査が必要と考えられ、

本実験のみでは明確に 5ʹ末端を 6-mCEPh-purine に置換した効果を示すには至らなかった。 

その後、共同研究者の Brechin Vincent 博士により Native agarose gel による RISC 複合体形成

解析が継続され、一連のデータ取得によって 5ʹ末端を 6-mCEPh-purine に置換することにより RISC

複合体形成効率が向上すること、その機能メカニズムとしては①RISC 形成時に AGO2 ローディング

されるガイド鎖選択に寄与しながら RISC 形成量を増加する、②pre RISC 形成後にパッセンジャー鎖

が排出されて mature RISC 形成する際、RISC 複合体安定化することで mature RISC 形成量を増加

させる、少なくとも２つのメカニズムで当初の期待通りに mature RISC の複合体形成量向上に寄与す

ることが報告された。(Brechin et al. 2021)   

自身の実験としては、引き続き複数の siRNA 配列に対して 5ʹ末端を 6-mCEPh-purine に置換した

siRNA を合成し、標的 mRNA に対する発現抑制活性を検討することで機能評価を継続することとした。 
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ApoB 標的 siRNA 

Guide 5ʹA 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

ApoB 標的 siRNA 

Guide 5ʹ 6-mCEPh-P 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-（6-mCEPh-P）GUGUGAUGACACUUGAUUUA 

 

図 28  HeLa ならびに HEK293 細胞ライセートを用いた RISC 複合体解析（Native agarose gel） 

ApoB 標的 siRNA のガイド鎖 5ʹ末端を A もしくは 6-mCEPh-Purine に置換した siRNA で比較

検討を行った結果、HeLa 細胞株ライセート、HEK 細胞株ライセート共に、Guide 5ʹA と Guide 5ʹ 

6-mCEPh-purine の比較においては 5ʹ 6-mCEPh-purine 側で下方向へのバンドシフト（**）が顕

著な傾向が観察された。一方で各バンド（*/**）が RISC 形成過程のどの複合体に対応するか判

断がつかないため、再現性確認ならびに target mRNA との複合体に相当するバンドを帰属する

目的でターゲット RNA 配列(37mer)有無の条件で再実験を行うこととした（図 29）。 
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ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹA 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹ 6-mCEPh-P 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA  

Guide 32P-（6-mCEPh-P）GUGUGAUGACACUUGAUUUA 

 

図 29 ターゲット配列（37mer）有無における RISC 複合体形成効率解析（Native agarose gel） 

ApoB 標的 siRNA のガイド鎖 5ʹ末端を A もしくは 6-mCEPh-Purine に置換した siRNA でターゲ

ット配列（37mer）の有無における RISC 複合体形成効率の比較検討を行ったが、図 28 と同様に

5ʹ 6-mCEPh-purine側で下方向へのバンドシフト（**）が濃い傾向が観察されるも、ターゲットRNA

配列有無によるバンドの有無は観察されず、target RNA(37mer）との複合体に由来するバンドを

見いだし、各バンドの RISC 複合体形成過程を帰属するには至らなかった。 

 



 

55 
 

  

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹA 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 
Guide 32P-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹ 6-mCEPh-P 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-（6-mCEPh-P）GUGUGAUGACACUUGAUUUA 

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹG 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACCGA 

Guide 32P-GGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

 

図 30 無標識のコールド siRNA を用いた競合条件下における RISC 複合体形成効率解析 

無標識のコールド siRNA を共添加する競合条件下で ApoB 標的 siRNA のガイド鎖 5ʹ末端を A, 
6-mCEPh-Purine, G に置換した各 siRNA の AGO2 複合体形成効率を検討した。5ʹG siRNA で

は全体的にバンドのシグナルが低く、複合体形成を検出しづらい一方で、5ʹA siRNA に比較して

5ʹ 6-mCEPh-purine 側では全体のバンド強度が強い上、特に下側のバンド（**）が濃く、過剰量の

コールド siRNA 共添加による阻害の影響を受けにくい傾向が観察された。一方で、各バンドの

RISC 複合体形成過程との帰属が明確でないために RISC 複合体形成効率の向上を明確に示す

には至らなかった。 
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  ガイド鎖 5ʹ 6-mCEPh-purine 置換 siRNA は複数 siRNA 配列で強活性を示す 

前項 II.13 の Native agarose gel 解析では 6-mCEPh-purine による RISC 複合体形成効率向上効

果を明確に示すことができなかったため、複数の siRNA 配列に対してガイド鎖 5ʹ末端を 6-mCEPh-

purine に 1 塩基置換した siRNA を合成し、各 siRNA 活性を観察することで機能評価することとした。 

Luciferase を標的とする siRNA のガイド鎖 5ʹ末端塩基を 6-mCEPh-purine に構造変換した Luc-6-

mCEPh-purine を合成し、RNAiMAX で HeLa/Luc2 CP 細胞に導入 24 時間後の発光レベルを測定

することで siRNA 活性の評価を行った。比較対象コントロールにはガイド鎖 5ʹ末端に天然塩基アデニ

ンを有する Luc-A を用いた。陰性対照群の発現量を 1 としたときの相対的な割合を平均±標準偏差で

表した結果を図 31 に示す。ガイド鎖 5ʹ末端に 6-mCEPh-purine を導入した Luciferase 標的 siRNA

は 5ʹ末端に A を有する siRNA と比較して高活性を示した。 

ガイド鎖 5ʹ末端置換効果の再現性を確認する目的で、他の Luciferase 標的 siRNA 2 配列（Luc1, 

Luc9）を追加し、同様のガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換を行った。Luc1 siRNA 配列の評価結

果を図 32 に、Luc9 siRNA 配列の評価結果を図 33 に示す通り、いずれの siRNA 配列においても 6-

mCEPh-purine による活性増強効果が再現された。 

以上より、siRNA ガイド鎖の 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換は十分に許容されるのみならず、天然塩

基を 5ʹ末端に持つ siRNA よりも siRNA 活性が増強されることが確認された。 

 

 

  



 

57 
 

 

 

 

図 31 Luciferase 標的 siRNA に対するガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換効果 

ガイド鎖 5ʹ末端に A もしくは 6-mCEPh-purine を持つルシフェラーゼ標的 siRNA 活性比較。 

縦軸は siRNA 未導入群（陰性対照群）における発光量を 1 としたとき、ルシフェラーゼ標的

siRNA 処理群の発光を、相対的な割合として平均値±SD として示した （n = 5）。P-value (a) 

Two-way ANOVA, (b): unpaired t test. 

ガイド鎖 5ʹ末端に 6-mCEPh-purine を導入した Luciferase 標的 siRNA は 5ʹ末端に A を有する

siRNA と比較して高活性を示し,siRNA ガイド鎖の 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換は十分に許容

されるのみならず、siRNA 活性が増強することを確認した。 
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図 32 Luciferase 標的 siRNA（Luc1）に対するガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換効果 

ガイド鎖 5ʹ末端に A もしくは 6-mCEPh-purine を持つルシフェラーゼ標的 siRNA 活性比較。 

縦軸は siRNA未導入群（陰性対照群）における発光量を 1としたとき、ルシフェラーゼ標的 siRNA

処理群の発光を、相対的な割合として平均値±SD として示した （n = 5）。P-value (a) Two-way 

ANOVA, (b): unpaired t test.  

Luc1 siRNA 配列においても 6-mCEPh-purine 修飾による siRNA 活性増強効果が再現した。  
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図 33 Luciferase 標的 siRNA（Luc9）に対するガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換効果 

ガイド鎖 5ʹ末端に A もしくは 6-mCEPh-purine を持つルシフェラーゼ標的 siRNA 活性比較。 

縦軸は siRNA 未導入群（陰性対照群）における発光量を 1 としたとき、ルシフェラーゼ標的

siRNA 処理群の発光を、相対的な割合として平均値±SD として示した （n = 5）。P-value (a) 

Two-way ANOVA, (b): unpaired t test.  

Luc9 siRNA 配列においても 6-mCEPh-purine 修飾による siRNA 活性増強効果が再現した。 
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 ガイド鎖 5ʹ 6-mCEPh-purine 置換 siRNA は siRNA の AGO2 集積を促進する 

前項 II.14 においてガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 置換 siRNA が 5ʹ末端 A よりも高活性を示し

たが、ガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine を有する Luc-mCEPh-purine siRNA のガイド鎖が期待した

通りに細胞内で RISC 複合体形成を促進し、細胞内 AGO2 タンパク質への取り込み量が増加してい

るかを、AGO2 免疫沈降後の定量 PCR による解析系で確認することとした。 

まず細胞数の検量線から各 well に含まれている細胞数(cells/mL)を算出し、RISC 定量アッセイに

用いた細胞溶液 100 µL に含まれている細胞数を算出した。qPCR で得られた Luc ガイド鎖の Ct 値

は、検量線を用いることで分子数に換算し、各 well に含まれる AGO2 結合ガイド鎖の量が算出され

た。最終的に上記 AGO2 結合ガイド鎖分子数を各 well の細胞数で割ることで、1 細胞あたりの平均

AGO2 結合ガイド鎖分子数として算出された。その結果を図 34A に示す。解析の結果、5ʹ 6-mCEPh-

purine siRNA ガイド鎖は、5ʹA siRNA ガイド鎖よりも 5 pM 条件下では 1.9 倍、50 pM 条件下では 2.4

倍高い分子数で AGO2 中に存在していることが確認された。さらに 50 pM 条件下において、5ʹA 

siRNA および 5ʹ 6-mCEPh-purinesiRNA ガイド鎖の RISC 取り込み量を導入後、1、2、および 3 日後

に経時的に観察した結果、各時点において 5ʹ 6-mCEPh-purinesiRNA は 5ʹA siRNA よりも優位に取

り込み量が増加していることが確認された（図 34B）。 

上記の結果は、siRNA 活性向上と RISC 取り込み量向上の相関関係を示しており、5ʹ 6-mCEPh-

purine 修飾 siRNA が AGO2 によって効率的に認識され、細胞培養株中において長期間残存すること

が示唆された。 
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図 34 ガイド鎖 5ʹ末端 6-mCEPh-purine 修飾は AGO2 の siRNA 取り込み量を増加させる 

(A) 一細胞あたりの AGO2 中に存在する 5ʹA siRNA および 5ʹ 6-mCEPh-purinesiRNA のガ

イド鎖分子数。ガイド鎖 5ʹ末端にはそれぞれ A または 6-mCEPh-purine を持つ siRNA を 5 

pM ならびに 50 pM で導入後、AGO2 免疫沈降と qRT-PCR によって分子数を決定した。 デ

ータは平均± SD で示す, n = 5 , P-value (a): two-way ANOVA; (b): unpaired t-test. 5ʹ 6-

mCEPh-purine siRNA ガイド鎖は、5ʹA siRNA ガイド鎖よりも 5 pM 条件下では 1.9 倍、50 pM

条件下では 2.4 倍高い分子数で AGO2 中に存在していることを確認した。 

（B）一細胞あたりの AGO2 中に存在する 5ʹ A siRNA および 5ʹ 6-mCEPh-purinesiRNA のガ

イド鎖分子数に関する経時的変化観察。ガイド鎖 5ʹ末端にはそれぞれ A または 6-mCEPh-

purine を持つ siRNA を 50pM で導入後、AGO2 免疫沈降と qRT-PCR によって分子数を決定

した。 データは平均± SD で示す, n = 5, 50 pM 条件下において、5ʹA siRNA および 5ʹ 6-

mCEPh-purinesiRNA ガイド鎖の RISC 取り込み量を導入後、1、2、および 3 日後に経時的に

観察した結果、各時点において 5ʹ 6-mCEPh-purinesiRNA は 5ʹA siRNA よりも優位に取り込

み量が増加していることを確認した。 

 



 

62 
 

 5ʹ末端 6-mCEPh-purine siRNA は内在遺伝子に対しても siRNA 活性増強を示す 

siRNA ガイド鎖の 5ʹ末端を 6-mCEPh-purine に置換した 6-mCEPh-purine siRNA が内在性遺伝

子に対しても発現抑制効果を示すかを確認する目的で、コレステロール生合成に関わる遺伝子アポリ

ポタンパク質 B（ApoB）を標的とする siRNA を合成し、マウス初代肝細胞における活性を評価した。コ

ントロールには 5ʹ末端に天然塩基アデニンを有する ApoB-A を設定した。RNAiMAX 試薬でマウス初

代肝細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、導入 24 時間後に total RNA の抽出、逆転写反応を行

い、定量 PCR にてマウス ApoB 及び HPRT1 の発現量を測定した。得られた ApoB 遺伝子の Ct 値を

HPRT1の Ct 値で補正し、陰性対照群の ApoB発現量を 1 としたときの相対的な割合として算出した。

その mRNA 量の相対的な割合を平均±標準偏差で表した結果を図 35 に示す。解析の結果、6-

mCEPh-purine を 5ʹ末端配置した ApoB siRNA は 5ʹ末端にアデニンを有する ApoB-A と比較して高

活性を示したことから 5ʹ末端置換 siRNA の活性増強は内在性遺伝子に対しても効果があることが確

認された。 

 

 

図 35 5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA による ApoB mRNA 発現抑制（マウス初代肝細胞）  

ガイド鎖 5ʹ末端に A もしくは 6-mCEPh-purine を含む ApoB ターゲティング siRNA の活性比較。

データは平均値± SD で示す。 n = 5; (a): two-way ANOVA; (b): unpaired t-test 

6-mCEPh-purine を 5ʹ末端配置した ApoB siRNA は 5ʹ末端にアデニンを有する ApoB-A と比較

して高活性を示したことから 5ʹ末端置換 siRNA の活性増強は内在性遺伝子に対しても効果があ

ることが確認された。 
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 5ʹ末端修飾 siRNA はマウスモデルにおいても活性増強を示す 
 

初期コンセプト検証の一環として、II.3 項でガイド鎖 5ʹ末端を天然塩基 A と G で置換した際に、マウ

ス動物モデルにおいてもガイド鎖 5ʹ末端の活性差が観察可能なことを ApoB 標的 siRNA にて確認済

みであった。前項 II.16 においてマウス細胞株にて活性増強が確認された ApoB 標的 6-mCEPh-

purine siRNA が、マウス動物モデルにおいても同様に 5ʹ末端置換効果を示すか、検証することとした。 

脂質ナノ粒子（LNP）に封入した 5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA 製剤と、比較対象としての

5ʹA ApoB 標的 siRNA 製剤を Balb/cA マウスに静脈内投与し、各 siRNA 製剤による標的 mRNA 発

現抑制活性が評価された。具体的には、尾静脈投与 2 日後もしくは 7 日後に各個体の肝臓を採取し、

total RNA 調製、cDNA 合成、定量 PCR 解析を行うことで標的である ApoB 遺伝子の mRNA 発現レ

ベルを解析した。得られた ApoB mRNA の Ct 値は補正目的で HPRT1 遺伝子の Ct 値で補正し、生

理食塩水投与陰性対照群の ApoB mRNA 発現量を 1 としたときの相対的な割合として算出後、平均

±標準偏差で表した。投与 2 日後の 0.1 mg siRNA/kg 群では、5ʹA ApoB 標的 siRNA は、ApoB 発現

抑制が 50％に留まった一方、5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA は肝臓 ApoB mRNA レベルを

約 80％減少させた（図 36 A）。さらに Day 7 においても 5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA の活

性は保持され、特に 0.1 mg siRNA/kg ならびに 0.3 mg siRNA/kg 投与群で比較対象の 5ʹA siRNA よ

りも優位な発現抑制効果を観察した(図 36 B)。 

また、アポリポプロテイン B-100 遺伝子は LDL と結合して血中を循環しているため、ApoB 遺伝子

を KD することで血中内のコレステロール量は減少する。そこで肝臓における mRNA 発現抑制の結果

が、血中コレステロール量の減少に反映されるか確認することとした。血中コレステロール量は

LabAssay™ Cholesterol キットを用いて定量された。検量線の作製および定量値の算出はプレートリ

ーダーARVO-X3 に内蔵されたデータ解析ソフトウェア WorkOut2.5 にて行われた。各個体で得られた

コレステロール濃度の平均値±標準偏差を図 37 に示す。解析の結果、肝臓での mRNA KD と同様に

5ʹ 6-mCEPh-purine siRNA によって血中コレステロールレベルがより低下しており、タンパクレベルで

も発現抑制されていることが確認された。以上の結果は 5ʹ末端置換 siRNA の活性増強効果は内在遺

伝子に対して、マウス動物モデルにおいても再現することが示された。
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図 36 マウス肝臓における ApoB 標的 siRNA による ApoB mRNA 発現抑制活性 

製剤投与後、（A）2 日目および（B）7 日目のマウス肝臓における ApoB mRNA の相対レベルを示

す。siRNA はガイド鎖 5ʹ末端アデニン、6-mCEPh-purine を配置した siRNA で活性比較した。デー

タは平均±SD として表す。n = 3; (a): two-way ANOVA, (b): unpaired t-test 

投与 2 日後の 0.1 mg siRNA/kg 群では、5ʹA ApoB 標的 siRNA は、ApoB 発現抑制が 50％に留

まった一方、5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA は肝臓 ApoB mRNA レベルを約 80％減少さ

せた（図 36 A）。さらに Day 7 においても 5ʹ 6-mCEPh-purine ApoB 標的 siRNA の活性は保持さ

れ、特に 0.1 mg siRNA/kg ならびに 0.3 mg siRNA/kg 投与群で比較対象の 5ʹA siRNA よりも優位

な発現抑制効果を観察した(図 36 B)。 
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図 37 マウス血清中の総コレステロール発現抑制活性 

製剤投与後、7 日目のマウス血清中の総コレステロールの変化。データは平均±SD として表わ

す。n = 3, (a): two-way ANOVA, (b): unpaired t-test 

肝臓での mRNA KD 傾向と同様に 5ʹ 6-mCEPh-purine siRNA 投与によって血中コレステロー

ルレベルがより低下しており、タンパクレベルでも発現抑制されていることが確認された。 
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Ⅲ．考察 
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III. 考察 
 

 緒言 

核酸医薬品はヌクレアーゼで分解されやすい、外来性核酸に応答する自然免疫系を活性化して免疫

刺激性を持つ、標的組織に対するデリバリーが難しいなどの課題があるが、核酸医薬基盤の化学修飾

適用によってこれらの課題解決が試みられており、現在開発されているほとんどの医薬品には何らかの

化学修飾が施されている。さらに核酸医薬品の機能メカニズムに即した構造最適化検討も実施されてお

り、化学修飾によって標的配列との結合力が向上する化学修飾や、体内動態ならびに細胞内取り込み

効率を改善する化学修飾も開発されている(Khvorova and Watts 2017)。化学修飾によって得られる効

果は安定性向上、毒性軽減、活性向上など、化学修飾の種類や核酸医薬基盤との組み合わせによって

異なるが、核酸医薬基盤の活性向上技術は治療効果増強、投与量軽減による副作用軽減やコスト節減、

限られた分子数しか届けられていない標的組織における薬効発揮など、核酸医薬基盤が抱える課題全

般に効果が期待できる。 

本研究においては核酸医薬基盤の一つである siRNA に注目し、siRNA の細胞内機能メカニズムに

即した構造最適化による活性増強策の構築を試みた。本研究の結果、新規の AMP 由来修飾塩基を取

得するともに、その修飾塩基を siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に搭載することで siRNA 活性が向上することを示

した。これまでも siRNA デザインにおけるガイド鎖 5ʹ末端塩基選択の重要性や、ガイド鎖 5ʹ末端構造が

RISC 複合体形成時に重要な機能を担うことが明らかにされているが、その説明の一つとして AGO2 

MID ドメイン塩基結合ポケットの塩基構造嗜好性、すなわち AGO2 MID ドメインが siRNA の 5ʹ末端塩

基 A もしくは U を好み、C もしくは G は好まないことにも起因すると考えられていた。しかしながら天然塩

基構造 A/U を AGO2 MID ドメインに対してさらに構造最適化することで、天然塩基 A/U 以上に MID ドメ

イン結合親和性を高めることができるのか、そもそもそのような人工塩基を創生することはできるのか、

MID ドメインに対する結合親和性を高めた人工塩基を siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に配置することで、siRNA

活性を更に向上させることができるのか知られていなかった。例えば、塩基構造によらない 5ʹ末端リン酸

改変体として 5ʹ-E-VP 修飾による AGO2 MID ドメインとの親和性増強と siRNA 活性の増強効果

(Elkayam et al. 2017)は報告がある。また、非塩基構造である 1-ER triazole I（1,2,3-Triazol-4-yl bases 

formed from the CuAAC reaction of azides and 1- ethynylribose）構造の siRNA ガイド鎖 5ʹ末端配置

により miRNA オンターゲット活性が 2 倍増強することは報告されていたが(Suter et al. 2016)、同グル



 

68 
 

ープからは複数のアデニン由来塩基アナログである 7-ethynyl-8-aza-7-deazaadenosine (7-EAA)、7-

EAA-triazole、N-ethylpiperidine triazole derived from 2-propargylaminopurine (2-AP-triazole)を検討

も、siRNA ガイド鎖 5ʹ末端に配置することで活性はむしろ減弱されること(Onizuka et al. 2013)、さらにア

デニン塩基構造をサイズ拡張した size-expanded RNA (xRNA) nucleobases もガイド鎖 5ʹ末端搭載が

許容されず活性喪失することが報告されているが、十分に検討されているとは言えない(Hernández et 

al. 2012)。そこで本研究ではこれまで知られる 5ʹ末端塩基誘導体構造以上に MID ドメインに対して構造

最適化された塩基アナログを創生することで独自の siRNA 活性増強策を見出すとともに、その活性増

強策によって siRNA 医薬の有用性向上、更には未だ治療薬が無い疾患に対する核酸医薬品開発に貢

献できることを期待して研究に取り組むこととした。研究遂行においては、筆者が所属する製薬企業の

低分子創薬基盤を生かす形の、構造情報を活用した核酸誘導体展開戦略の立案と、SBDD の各パート

に専門性を持つ研究員との共同研究を設定することで、in silico スクリーニング、NMR 結合アッセイ、X

線結晶構造解析と細胞株ならびにマウス動物モデルにおける機能評価を行うこととした。 

 

 AMP 6 位、8 位誘導体戦略の妥当性について 

II.5 項の MID ポケット分析の結果から、天然塩基 Adenine は五員環部分ですでに Tyr529 と π-π ス

タッキングを形成していること、8 位には van der Waals 相互作用が獲得できる置換基、6 位には疎水性

置換基の導入が望ましいことが示唆されたことで、本研究ではアデニンの 6 位と 8 位の位置に構造最適

化の可能性が示唆された。今回のアデニン 6 位と 8 位の誘導体展開が好ましく、他の部位の誘導体展

開余地が薄いとの分析結果は、上述の 7-ethynyl-8-aza-7-deazaadenosine (7-EAA)、7-EAA-triazole、

N-ethylpiperidine triazole derived from 2-propargylaminopurine (2-AP-triazole)において siRNA 活性

が減弱した理由を、これらはアデニンの 7 位もしくは 2 位を展開したアナログであるが MID ドメインとの

複合体形成時に誘導体側鎖が構造的に許容されず、AGO2 との結合ならびに RISC 形成を阻害した結

果として活性が減弱した、と説明できるのではないかと考えられた。 

II.6 項以降の In silico SCR 手法を用いた市販化合部からのリード化合物候補選定と構造生物学に

基づく結合様式評価の結果、アデニン 8 位誘導体として 8-Br AMP が、共同研究によってアデニン 6 位

誘導体の 6-mCEPh-purine が取得された。それぞれ NMR によって AGO2 MID ドメインに対する結合

親和性が評価された結果、8-Br AMP は AMP と比較して 4 倍、6-mCEPh-purine 修飾は AGO2 MID ド

メインに対して約 9 倍高い結合親和性を示すことが確認された。この時に AMP で得られた Kd 値は
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380±9 µM であり、以前に Frank らが報告した解離定数（約 280 µM）ともほぼ一致していることから

(Frank et al. 2010)、本研究で実施の NMR 実験系とそこから得られる評価結果は妥当と判断された。

また、これまでに報告のあるガイド鎖 5ʹ末端塩基置換用の人工核酸は In silico 計算に基づく結合親和

性予測による探索と評価が中心であったが、本研究では in silico 計算予測に留まらず、ビアコア、NMR、

X 線など一連の結合実験系で評価することによって、初めて具体的な結合解離定数を示しながら、MID

ドメインに対して結合親和性が増強された 5ʹ末端塩基置換用アナログを取得したと考察した。 

 

 塩基アナログによる MID ドメイン結合親和性増強機構について 

8-Br AMP ならびに 6-mCEPh-purine を対象とした X 線結晶構造解析の結果より、AGO2 MID ドメ

インとの複合体構造が明らかにされたが、いずれのアナログも AGO2 MID ドメイン/AMP 複合体中の

AMP とほぼ同一の配置を取り、プリン塩基部分、リボース部分、5ʹリン酸基の間の相互作用が AGO2 

MID ドメイン/AMP 複合体と重なることが確認されたことにより、本研究で AMP を母格に、その元来の

MID ドメイン結合様式を活かしながら、更に新規な相互作用点を追加することによって結合親和性増強

を狙う本研究の戦略の妥当性も示すと考えられた。実際に 8-Br AMP では in silico 計算分析の通り、8

位の Br 基が AGO2 MID ドメインの Y529 に対して ππ 結合を形成しながら新たな疎水性相互作用を獲

得することで結合親和性が増強することは X 線結晶構造解析や NMR 結合実験も通じて実証された。一

方の 6-mCEPh-purine はプリン 6 位に位置する 3-（2-カルボキシエチル）フェニル基のカルボキシル基

が、AGO2 Lys525 とイオン相互作用を獲得することで新規相互作用を獲得するとの期待に基づいて当

初デザインされたが、X 線結晶構造解析からはカルボキシル基と Lys525 に明確な相互作用は見出され

ず、Thr526 と水分子を介して相互作用を形成することが示唆された。NMR 実験で得られた AMP 比で

約 9 倍の結合親和性増強をこの Thr526 との相互作用のみで説明することは難しく、6-mCEPh-purine

は MID ドメインのポケット全体に対して構造最適された結果として、約 9 倍の結合親和性増強を獲得し

ていると考察された。ただし AGO2 の siRNA 5ʹ末端結合ポケット構造は MID のみならず PIWI ドメイン

の関与も報告されていることから(Elkayam et al. 2012; Schirle and MacRae 2012)、8 位展開の 8-Br 

AMP ならびに 6 位展開の 6-mCEPh-purine における PIWI ドメインとの相互作用の可能性も考慮する

必要性もある。8 位に関しては、8-Br AMP が MID ドメインに適合し、MID ドメインの Y529 に対して新規

相互作用を獲得したことが示されたため、PIWI ドメインは影響しないと考えられた。6 位に関しては、

PIWI ドメインとの相互作用可能性を否定できず、特に PIWI ドメインの R812（5ʹ末端から 8.9 Å）、R814
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（5ʹ末端から 11.0 Å）、および Y815（5ʹ末端から 4.9 Å）はアデニン 6 位環境に近い位置で存在するため、

これらの側鎖と 6-mCEPh-purine が相互作用することで、6-mCEPh-purine 修飾 siRNA の RISC 取り

込み増加と、siRNA 活性増強につながる可能性はある。しかしながら、上述の通りに 6-mCEPh-purine

の構造デザインは MID のみを使用した構造情報に基づく計算でデザインされたこと、II.11 項の X 線結

晶構造解析の結果は計算結果と照らし合わせても 6-mCEPh-purine/AGO2 MID ドメイン複合体として

の合理的な結果を与えること、NMR 結合実験の結果から、6-mCEPh-purine と MID の結合親和性が

大幅に増加したことから、6-mCEPh-purine は主として MID ドメインとの相互作用増強によって AGO2

への親和性増強と、siRNA 活性増強効果を獲得していると考察した。このアデニン 6 位修飾の一般性と、

負に帯電した酸性側鎖の重要性を確認するため、6-mCEPh-purine と同様に 6 位に酸性側鎖である、

4-ホスホノオキシブチルチオ基の酸性側鎖（4-phosphonooxybutylthio group acidic side chain）を持つ、

6-(Phosphonooxy-Butyl-Sulfide)Purine （6-PBuS-purine）図 38 をデザインし、評価した結果を RNA 誌

(Shinohara et al. 2021)に報告した。5ʹ 6-mCEPh-プリンおよび 6-PBuS-プリン siRNA の活性は互いに

類似しており、5ʹA siRNA の活性よりも 4 倍から 6 倍の siRNA 活性増強と、発現抑制効果の持続をもた

らしたことより、アデニン 6 位修飾による活性増強の再現性が確認されるとともに、6 位修飾に際しては

特に負に帯電した酸性側鎖の存在が重要であると考察された。 

 

 

図 38 6-PBuS-purine（6-(Phosphonooxy-Butyl-Sulfide)Purine）の構造 
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 5ʹ末端置換 siRNA の活性増強効果について 

アデニン 6 位置換体である 6-mCEPh-purine 修飾 siRNA は、比較対象である 5ʹ末端アデニンの

siRNA よりも数倍高い siRNA 活性を示し、6-mCEPh-purine 修飾により、AGO2-RISC の集合量が増

加することも裏付けられた（II.15）。マウス動物モデル実験においても 6-mCEPh-purine 修飾 siRNA の

活性増強と、7 日目においても発現抑制効果が比較対象以上に持続する結果が得られた。また、共同

研究者である Brechin Vincent 博士による Native agarose gel 実験を通じた生化学的解析の結果、6-

mCEPh-プリンは、少なくとも以下の 2 つの異なる方法で mature RISC の形成を向上させることが明ら

かにされた(Brechin et al. 2021)。（1） 6-mCEPh-プリン修飾は、siRNA 二重鎖のうちいずれの片鎖が

AGO2 にローディングされるかを規定し、5ʹ末端に 6-mCEPh-プリン修飾されたガイド鎖のローディング

を強化する、さらに重要なステップとして、（2） RISC 形成過程において 6-mCEPh-プリンは siRNA 二重

鎖ローディングによる pre RISC 形成量には明らかな影響を及ぼさない一方、pre RISC 形成後のパッセ

ンジャー切断と排出後の mature RISC の安定性を高めることで RISC 形成量を向上させることが示され

た。上記の通りに 5ʹ末端置換による RISC 形成効率向上メカニズムが明らかにされたことで、当初の期

待通りに siRNA ガイド鎖の 5ʹ末端を AGO2MID に高親和性の人工塩基に置換することで RISC 複合体

形成効率の向上を狙う本研究コンセプトが生化学的アプローチによっても実証されたと考える。 

細胞内 AGO2 タンパク質は miRNA や siRNA などの小分子 RNA と複合体を形成することによって

安定化することが知られており(Yoda et al. 2010)、マウスモデルにおける効果持続も 6-mCEPh-purine

修飾 siRNA による AGO2 集積量増加が一因であると考えられた。治療効果の持続は薬効の持続のみ

ならず、投与間隔の延長にもつながるため投与のための通院負担を軽減する患者メリット、薬剤費コスト

軽減のメリットにもつながると期待される。 

本研究において得られたガイド鎖 5ʹ末端置換による siRNA 活性増強は細胞株ならびにマウス動物

モデルで天然塩基 Adenine に比し、6-mCEPh-purin は約 3 倍の活性増強を示したが、既報によれば塩

基構造 Adenine を非プリン構造 1-ER triazole に置換した例では細胞株で約 2 倍の活性増強であり

(Onizuka et al. 2013)、ガイド鎖 5ʹ末端リン酸を代謝安定な 5ʹ-（E）-vinylphosphonate (5ʹ-E-VP) に置換

した例ではマウス動物モデルでガイド鎖 5ʹリン酸基無し水酸基体（5ʹ-OH）に比較して 5ʹ-E-VP は約 5 倍

の活性向上を示している(Elkayam et al. 2017)。得られる活性増強の度合いは比較対象として用いるガ

イド鎖 5ʹ末端構造や配列にも依存するが、ガイド鎖 5ʹ末端置換効果はリン酸基改変、塩基改変のアプロ

ーチ共に数倍から 5 倍の活性増強となっており、これらの技術レベルはほぼ同等と考えられる。核酸医
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薬が抱える課題解決としての「限られた細胞内送達数での薬効発揮（＝デリバリー困難な標的組織での

薬効発揮）」、「安全性向上」、「コスト削減」に十分な効力を発揮するためには、更なる活性増強も期待さ

れる。 

 

 

図 39 本研究結果概要図 

 

 

 本研究戦略「構造情報に基づく siRNA 活性増強策」について 

近年、生命活動における RNA の重要性が広く認知され、構造情報に基づき RNA の機能発現メカニ

ズムを解明する「RNA の構造生物学」が、構造生物学のみならず、医学、薬学、工学の多岐な分野で極

めて重要な課題として取り組まれている。しかしながら、RNA の構造生物学は、その方法論確立の段階

で解決すべき問題も多い上、RNA のある状況における一次的な立体構造や挙動を結晶構造や NMR に

よって決定しただけでは RNA 機能全体を説明することは難しく、RNA とタンパク質の一連の相互作用を

とらえることが可能な NMR 解析法や X 線結晶構造解析法の確立を行う必要がある。さらに近年急速に

進歩する分子起動計算法や分子動態学シミュレーションを取り入れることで更に体系立った RNA 構造

生物学への展開も期待できるが、RNA とタンパク質の高分子間の相互作用解析は膨大な計算量に及

ぶため、NMR や X 線結晶構造解析と計算の両輪を相補的に展開しながら RNA 構造生物学研究を推

進することが重要と考えられる。 

本研究においては、近年報告が相次いだ AGO2 結晶構造解析に基づく RNA サイレンシングの構造

生物学的理解に立脚した siRNA 機能向上戦略を立案した。特に RISC 複合体形成効率と細胞内蓄積

量決定に大きく寄与すると考えられる、AGO2 による siRNA 取り込みステップ、その中でも「siRNA ガイ

ド鎖 5ʹ末端と AGO2 MID ドメインの相互作用」に注目した。言い換えれば注目点を「siRNA ガイド鎖 5ʹ末
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端と AGO2 MID ドメインの相互作用」に限局することで、扱う対象となる構造関連情報、計算量の限定

につながり、siRNA と AGO2 全長タンパク全体を扱った相互作用解析では情報量が膨大すぎで実施困

難な SBDD に基づく in silico 計算解析量と、核酸塩基単量体ベースでの塩基誘導体検討が可能となっ

たのみならず、NMR や X 線結晶構造解析も含めた効果的な研究展開が可能となった。実際に今回の

研究では既知構造情報をベースに活用することで、天然塩基ならびに塩基修飾体の化合物毎の化合物

受容体構造が計算ならびに構造解析を効率的に展開し、更には極少数の化合物合成で受容体構造の

把握、新規相互作用候補点の抽出ならびに新規化合物デザインが論理的かつ効率的に行えたと考え

ている。 

更に既にガイド鎖 5ʹ末端塩基は相補塩基との塩基対形成には寄与せず、AGO2 MID ドメインの結合

に機能し、MID ドメインとの構造的合致性が重要であることが明らかであったこと、AGO2 MID ドメインと

天然塩基との複合体結晶構造が 2010 年に明らかとされていたこと(Frank et al. 2010)、その後も複数

の構造生物学関連報告が続き、RNA サイレンシングの構造生物学的理解が進展し続けことも本研究の

コンセプトとした「SBDD をベースとした MID ドメイン高親和性な塩基創生」に集中して検討することを後

押しした。 
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 今後の展開について 

今後、siRNA 活性をさらに向上するためのアプローチとして、MID ドメイン結合親和性を更に増強する

5ʹ末端塩基誘導体展開の継続が挙げられる。今後取り得るアプローチとしてアデニン 6 位修飾と 8 位修

飾の組み合わせが戦略の一つ考えられる他、他の骨格を母格とした展開も選択肢となり得る。本研究に

おいては市販アナログから早々に 8-Br AMP が取得されたことも受けてアデニン骨格展開を優先したが、

AGO2 MID ドメインに対しては天然塩基 UMP の解離定数が 0.12±0.01 mM、一方 AMP の解離定数は

0.26±0.01 mM と、UMP の方が MID ドメインに対する結合親和性が高いことも報告されていることから

(Frank et al. 2010)、UMP を母格に今回と同様の構造最適化を行うことは可能性を残すのみならず、大

きな期待を残す。 

更に AGO2 は 5ʹヌクレオチド結合ポケットだけでなく、他の多くのドメインを介して siRNA の 5ʹ末端リ

ン酸、siRNA 全長の各リボース、各リン酸ジエステルとの相互作用を形成してガイド鎖と結合しているた

め(Elkayam et al. 2012; Schirle and MacRae 2012; Nakanishi et al. 2012)、今後は 5ʹ末端塩基改変

のみならず 5ʹ-リン酸誘導体や、siRNA 分子全体のリボース改変、リン酸ジエステル改変と組み合わせ

ることで AGO2 と siRNA の更なる相互作用向上と siRNA が機能向上することが期待できる。一方で、

今回のような構造情報に基づく核酸構造最適化を SBDD で展開するためには、これまでに得られている

siRNA と AGO2 タンパク質全長の X 線結晶構造解析情報では不十分であると考えれる。SBDD に基づ

く化合物探索を成功に導くカギは「立体構造情報をいかに過不足なく抽出するか」にあるが、RISC 複合

体成熟過程においては、RNA の取り込み，パッセンジャー鎖の放出，機能複合体の形成，標的 RNA の

サイレンシング，そして，ターンオーバーの過程と、一連の RISC 複合体構造変化が明らかになっている。

これら一連の構造変化を予測し、計算のみでシミュレーションすることは未だ困難なため、上記各ステッ

プにおける構造生物学的理解の更なる進展を見守りながら、できるだけ多くの高精度構造情報を集めた

上での SBDD 戦略再立案が必要になると考えられる。今後、RISC 複合体に対する構造生物学が更に

進捗し、一連の RISC 複合体形成の成熟とターンオーバーに関する siRNA と AGO2 との動的な相互作

用が、より精密かつ多角的視点で明らかになっていくことを期待したい。 

最後に、本研究を実施中の 2018 年に初の siRNA 医薬品である patisiran がトランスサイレチン型ア

ミロイドーシスの治療薬として、続く 2019 年にも givosiran が急性間欠性ポルフィリン症治療薬として、と

もにアルナイラムから販売され、これまで十分な治療薬の無かった遺伝性疾患や希少疾患に対する革

新的治療薬として患者の方に提供されている。引き続き私も siRNA 医薬品研究を通じて、未だ有効な治



 

75 
 

療薬が無い疾患に対応可能な革新的治療薬を提供し、人々の健康と福祉に貢献することを目標としつ

つ、siRNA の実用性向上に向けた研究開発を推進していきたい。 

 

 

 

図 40 本研究の意義 
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IV. 材料及び方法 

 培地、血清、培養用添加物 

・Fetal Bovine Serum; Life technologies, Cat. No. 10099-141 

・RPMI 1640 Medium (ATCC Modification); Gibco, Cat. No. A10491-01 

・50mg/ml Hygromycin B Solution; 和光純薬工業, Cat. No. 080-07683 

・Zell Shield; Minerva Biolabs, Cat. No. 13-0050 

・MEM; ナカライテスク, Cat. No. 21442-25 

・Penicillin-Streptomycin Mixed Solution; ナカライテスク, Cat. No. 09367-34 

・MEM Non-Essential Amino Acids(NEAA); Life technologies, Cat. No. 11140-050 

・100 mM Sodium Pyruvate; Life technologies, Cat. No.11360-070 

・William’s  Medium E (1x, no phenol red); Life technologies, Cat. No. A1217601 

・Hepatocyte Plating Supplement Pack (Serum-containing); Life technologies, Cat. No. CM3000 

 

各細胞株を培養する際には、特に記載が無い限り、以下の組成の液体培地を用いた。 

(A) HeLa 

RPMI 1640 Medium (ATCC Modification) 500mL に Fetal Bovine Serum 50 mL および Zell shield 

5mL、50mg/ml Hygromycin B Solution を 3mL 加えた。 

(B) HepG2 

MEM 500 mL に Fetal Bovine Serum 50 mL および Penicillin-Streptomycin Mixed Solution 5 mL、 

MEM NEAA 5 mL、100 mM Sodium Pyruvate 5mL を加えた。 

(C) 市販マウス初代肝細胞 

William’s Medium E (1x, no phenol red) 500 mL に Hepatocyte Plating Supplement Pack 

(Serumcontaining) 1 バイアルを加えた。 

 

 AGO2 MID ドメイン調製 

Human AGO2 MID ドメイン発現ベクターは、AGO2 の Gln432-Leu578 部分を pE-SUMOpro-3 

vector (Life Sensors)に挿入し、クローニングすることにより構築した。DNA 塩基配列の確認には、ABI 
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PRISM 3100 ジェネティックアナライザ(Applied Biosystems)を用いて、添付のマニュアルに従って dye-

terminator 法で行った。構築したベクターを大腸菌 BL21(DE3)に形質転換し、LB 培地 2L にて培養を行

った。Ni Sepharose 6 Fast Flow で精製した後、PD-10 カラム（GE Healthcare）でバッファー交換するこ

とで His-SUMO タグ付与の AGO2 MID ドメインを精製した。その後、 SUMO タグは SUMO プロテアー

ゼ 2 を用いて 20 ˚C で切断したのち、Ni Sepharose 6 Fast Flow を介してフロースルーを回収後、SDS-

PAGE にて切断を確認した。得られたサンプルは PD-10 カラムでバッファー交換、Millex-HV(Millipore)

によりろ過後、AKTAFPLC システム(GE Healthcare)を用いた陰イオン交換クロマトグラフィーにて精製を

行った。カラムは Mono-Q (GE-Healthcare)を用い、25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM TCEP, 10 % 

glycerol 中で塩化ナトリウムの濃度勾配により溶出した。さらに、HiLoad 26/60 Superdex(GE 

Healthcare)を用いたゲルろ過クロマトグラフィーにて精製を行うことで AGO2 MID ドメインを調製した。

この時のバッファーは 25 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 3 mM DTT で行った。 

 

 qPCR 用ブローブ、プライマー 

・ヒト GAPDH 検出用：Hs02786624_g1, VIC-MGB_PL; ; Life technologies, Cat. No. 4448484 

・マウス ApoB 検出用：Mm01545156_m1, FAM-MGB; Life technologies, Cat. No. 4331182 

・マウス HPRT1 検出用： VIC 標識 Taqman プローブ MmHPRT1_P616 及び MmHPRT1_F576, 

MmHPRT1_R664 

・VIC 標識 Taqman プローブ; Taqman MGB probe(VIC); applied biosystems, Cat. No. 4316034 

・マウス GAPDH 検出用：Mm99999915_g1, FAM-MGB; Life technologies, Cat. No. 4331182 

 

 AMP/UMP 結合部位周辺のマッピングと、化合物デザインへの応用 

X 線結晶構造解析により決定された、既知のヒト AGO2 MID ドメインと AMP/UMP との複合体構造の

構造座標 (PDB ID: 3LUD、3LUJ)を、Protein Data Bank (PDB)より取得し、下記に示す各種解析の基

構造とした。PDB より取得した構造座標には、水素原子が含まれないため、化合物デザインで新規の水

素結合形成を狙う場合、水素原子情報が必要とされた。そこで、ヒト AGO2 MID ドメインと AMP/UMP と

の 複 合 体 構 造 (PDB ID: 3LUD 、 3LUJ) を 基 に 、 計 算 化 学 ソ フ ト ウ ェ ア  Molecular Operating 

Environment (MOE, Chemical Computing Group Inc.) の Protonate3D を用い、298K、pH7.2、イオン
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強度 150 mM の条件下で、水素原子の付加が行われた。さらに、MMFF94x 力場パラメータ(Halgren 

1996)) を用い、拘束条件無しで、ヒト AGO2 MID ドメイン/AMP・UMP 複合体構造の最適化が行われた。

次に、水素原子付加後、MMFF94x 力場パラメータを基に部分電荷を割り当て、核酸のリン酸・

deoxyribose の重原子を固定した状態で、ヒト AGO2 MID ドメイン、核酸塩基、周辺水分子の構造最適

化が行われた。リガンド(AMP/UMP)から 4.5 Å 以内の範囲で box を作製後、0.4 Å ごとにグリッドが作

製され、その後、複合体構造中からリガンドと水分子を取り除いたアポ体構造で、グリッドの各頂点に、

水素結合受容体、供与体、疎水性原子の原子半径、部分原子電荷を反映した擬似原子を配置し、ヒト

AGO2 MID ドメインとの相互作用エネルギーが算出された。一連の計算結果は、ビジュアライズソフトウ

ェアの VMD (米イリノイ大)に読み込み視覚化された。ヒト AGO2 MID ドメインのアポ体構造から見た

AMP/UMP 結合部位周辺の水素結合受容体、供与体、疎水性原子が好まれる配置をマッピングするこ

とで、特徴付けが行われた。 

AGO2 との相互作用エネルギーを評価するために、疎水性または水素結合アクセプター/ドナー原子

などの各仮想原子がグリッドポイントに配置された。さらに、AGO2 および AMP/UMP 構造は固定された

まま、AMP/UMP にコンビナトリアルビルダーモジュールを使用して置換基を導入のフラグメント計算が

実行された。 

 AGO2 MID ドメイン/ヌクレオチドモノマーX 線結晶構造解析 

RNA を含まない AGO2 MID ドメインは、既報の論文(Frank et al. 2010)に記載の方法に基づきⅣ.2

で示す方法により発現および精製された。タンパク質溶液と沈殿剤溶液を 1：2（v/v）の比で混合して結

晶化溶液とし、リザーバー溶液として沈殿剤溶液を用いて、20 ˚C の室内でシッティングドロップ蒸気拡

散法による結晶化を行った。また、結晶化の際には、マイクロシーディングを行った。文献での結晶化条

件を基にして、AGO2_MID のアポ体結晶化実験を行い、X 線回折実験に供するアポ体結晶を作製した。

結晶化プレートの観察は、RockImager (Formulatrix, Waltham, MA, USA) 、または、実体顕微鏡を用

いて行われた。X 線回折実験に供した結晶は、抗凍結剤溶液 [10w/v% Glycerol 0.2 mol/L NaCl、 0.1 

mol/L Imidazole pH 8.0, 2.4 mol/L K2HPO4/NaH2PO4 pH7.3, 20 mmol/L 8-Br AMP (6-mCEPh-

purine)] に浸漬した後、少量の抗凍結剤溶液と共にループで掬って直ちに液体窒素中に浸漬し、瞬間

的に冷却させた。100K の超低温窒素気流下で X 線回折実験を行った。 
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X 線照射による結晶の放射線損傷を低減するため、100K の極低温窒素気流下で X 線回折実験を行

う低温結晶解析の手法が用いられ、X 線回折実験は、高エネルギー加速研究機構 Photon Factory 

beamline NW12A（8-Br AMP）、Photon Factory-Advanced Ring beamline BL17A (6-mCEPh-purine)

において実施された。得られた X 線回折像に対して、プログラム HKL2000(HKL Research, Inc., 

Charlottesville, VA), Mosflm(Leslie 2006), KAMO, XDS, CCP4 Software Suite 内の POINTLESS、

AIMLESSを用いて回折点の指数付け、結晶空間群の決定、回折強度積分計算、強度データスケーリン

グ、及びマージングが行われた。構造解析はプログラム Phaser を用いた分子置換法によって初期位相

が決定された。得られた初期構造をもとに、プログラム REFMAC5 を用いた逆空間構造精密化（剛体近

似精密化、束縛付き精密化、TLS モデルによる非等方性温度因子の精密化など）と、構造修正用グラフ

ィックスソフト Coot 上での実空間におけるマニュアル構造修正（電子密度図を確認しながらタンパク質構

造修正、リガンドモデル構築、水分子や溶媒分子の電子密度へのアサインなど）を、Rwork、Rfree など

の結晶学的 R 因子や、Ramachandran Plot などの立体化学的な指標が妥当な値に収束するまで繰り

返された。また、構造の作図は CCP4mg で行われた(Vagin and Teplyakov 1997)。 

 NMR 結合実験 

全ての測定は AVANCE600 (Bruker、Billerica、MA、USA) を用いて、20 ̊ C で行われた。AGO2 MID

ドメインのタンパク質フラグメントは、既報に基づく手法で調製され(Frank et al. 2010)、25 mM リン酸ナ

トリウム、150 mM 塩化ナトリウム、および 2 mM トリス（2-カルボキシエチル）ホスフィンにて pH 6.70 で

溶解された。8-Br AMP ならびに 6-mCEPh-purine モノヌクレオチドは結晶構造解析のために DMSO-d6

（Merck, #10351）で 100 mM 濃度に調製したものを用いた。重溶媒である重水（D2O）、重ジメチルスル

ホキシド（DMSO-d6）は MERCK 社から購入したものを使用し、カタログ番号がそれぞれ 113366、

10351 のものを使用した。 

全ての測定は AVANCE600 (Bruker BioSpin, Germany) を用いて、20oC で測定を行った。 

(1) AGO2-MID の NMR 信号帰属は、500 µmol/L に調製した {13C,15N} ラベル化 AGO2-MID (Lot10) 

を 5 mm ø の NMR 試料管(Norell, #509-UP-7) に 500 µL 移し、タンパク質の主鎖 NMR 信号帰属の

ために必要な三次元測定を実施した。(2) 結合実験は、47 µmol/L の{15N} ラベル化 AGO2-MID (Lot9) 

を用いて実施した。タンパク質試料の 1H-15N 相関スペクトルを測定し、化合物を滴定することにより、
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NMR 信号変化を観察した。(1), (2) で得られた NMR スペクトルは Topspin 3.1 (Bruker BioSpin, 

Germany) により処理し、SPARKY3 により解析を行った。帰属には MARS4 を用いた。 

結合実験： {15N} AGO2-MID の 1H-15N 相関スペクトルから、化合物の有無により変化する信号を 

CSP (chemical shift perturbation) = SQRT({ΔνH}2+{ΔνN}2) 

とし、その変化量から結合部位の同定を行った。ここで ΔνH, ΔνN はそれぞれ、化合物の有無により変

化した水素核（1H）と窒素核（15N）の周波数差 [Hz] を表す。 

解離定数（Kd）： タンパク質と化合物の結合の割合は、化学シフトの変化で観測でき、 

f(x) = δobs - δ0 

(δobs, δ0 はそれぞれ、ある化合物濃度における化学シフトと化合物のないときの化学シフトを表す) と

して表すことができる。これは、 

f(x) = δsat/[MID]tot * {(Kd + [MID]tot + [MID]tot * X}/2 - SQRT[(Kd + [MID]tot + ([MID]tot * X)2 - 4 * 

[MID]tot
2 * X]/2} 

として置き換えることができる。ここで、δsat, [MID]tot, X はそれぞれ、CSP の最大値、AGO2-MID の

濃度、化合物と AGO2-MID の濃度比（[化合物]/[AGO2-MID]）を表し、X を横軸に、化学シフト変化値を

縦軸に取り、δsat, Kd を変数としてエクセルのソルバーにより、 

χ2 = Σ{f(x) - δobs}2 

が最少となるように、非線形フィッティングを行った。また、AMP, 8-Br AMP, 6-mCEPh purine において

は、(1) CSP > 20 [Hz] を持ち、(2) NMR 信号が分離している、２つの条件を満たした 16 個の NMR 信

号（Phe505, Arg506, Leu517, Val520, Leu522, Gly524, Tyr529, Glu531, Lys533, Gly536, Thr538, 

Cys546, Val547, Met549, Lys550, 未帰属信号 1 つ）を用いて（6-mCEPh purine は信号の重なりのあ

る Lys533, Cys546 を除く 14 個の信号を用いて）同時フィッティングを行った。同時フィッティングは、そ

れぞれのフィッティングにおいて同一の Kd と、それぞれの δsat (n) を変数として、Σχ(n)2 が最少となるよ

う、フィッティングを行った。エラーはジャックナイフ法により決定した。
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 Biacore を用いたヌクレオチドの AGO2 MID ドメイン結合評価 

Biacore 試験用試薬 

・HBS-EP+ 10X; GE, Cat. No. BR-1006-69 

・Dithiothreitol; ナカライテスク, Cat. No. 14128-04 

・Series S Sensor Chip SA; GE, Cat. No. BR100531 

・Dimethyl Sulfoxide; Sigma-Aldrich, Cat. No. D2650-100ML 

・Adenosine 5ʹ-monophosphate monohydrate; Sigma-Aldrich, Cat. No. A2252-5G 

・5M NaCl; Ambion, Cat. No. AM9759 

・2-propanol; ナカライテスク, Cat. No. 29113-95 

 

ヌクレオチドモノマーの AGO2 MID ドメインとの結合親和性を、基盤表面に固定した核酸との競合

を測定することで評価した。測定は Biacore T200(GE 社)が用いられた。Series S Sensor Chip SA

にビオチン化核酸ガイド鎖 pC 末端オリゴ（パッセンジャー鎖 5ʹ末端 Biotin 標識）の固定化を行った。

流速(Flow rate)は 10 µL/min で一定、HBS-EP+で 100 nM に希釈したオリゴ溶液を以下のプログラ

ムで Fc2 に固定化した。同時に Fc1 はブランクの固定化操作を行った。 

1. 1M NaCl/50 mM NaOH, 60 秒(INJECT コマンド), 3 回 

2. ランニングバッファー, 60 秒(WASH コマンド) 

3. ランニングバッファー, 60 秒(INJECT コマンド) 

4. Aim for Immobilized Level を 200 RU に設定し固定化(LIGAND INJECT コマンド) 

5. 1M NaCl/50 mM NaOH/50% イソプロピルアルコール, 120 秒(WASH コマンド) 

 

HBS-EP+ 10x を純水で 10 倍希釈し、終濃度 2 mM となるように Dithiothreitol (DTT)を加え、フィル

ターろ過することで HBS-EP+, 2 mM DTT 水溶液とした。この溶液に終濃度 5%となるように Dimethyl 

Sulfoxide (DMSO)を加え、ランニングバッファーとした。 

ヌクレオチドモノマーは 200 µM, 40 µM, 8 µM, 1.6 µM/(10% DMSO, HBS-EP+, 2 mM DTT)となる

ように希釈し、HBS-EP+, 2 mM DTT 溶液で希釈した 5 µg/mL AGO2 MID ドメインと等量混合すること

で、HBS-EP+, 2 mM DTT, 5%DMSO 溶液でモノマーをそれぞれ 100 µM, 20 µM, 4 µM, 0.8 µM 含む

2.5 µg/mL AGO2 MID ドメイン溶液を調製した。 
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ビオチン化核酸を固定化したチップを用いてヌクレオチド(モノマー)による競合実験を行った。流速は

全て 30 µL/min で行い、1 サイクルは結合 60 sec、解離 15 sec、再生 1M NaCl, 5 sec で行った。 

機器安定化のため、初めの 10 サイクルはランニングバッファーのみ添加し、その後はサンプル毎にラ

ンニングバッファー[BLANK]、2.5 µg/mL AGO2 MID ドメイン溶液[CONTROL]、siRNA をそれぞれ 0.8 

µM, 4 µM, 20 µM, 100 µM 含む 2.5 µg/mL AGO2 MID ドメイン溶液の順に測定した。 

 Luciferase 標的 siRNA の RNAi 活性評価 

HeLa 細胞（CCL-2; American Type Culture Collection [ATCC]、Manassas、VA）に pGL4.50 [luc2 

/ CMV / Hygro]（Promega、Madison、WI）ベクターをトランスフェクトし、ハイグロマイシン含有 RPMI 培

地（A10491 Gibco; Thermo Fisher Scientific、マサチューセッツ州ウォルサム）で培養した。ルシフェラ

ーゼ発現HeLa細胞を、10％ウシ胎児血清を添加したRPMI培地に懸濁し、96ウェル培養皿に7.5×103

細胞/ウェルで播種した。siRNA を各最終濃度の 12 倍濃度となるように OPTI-MEM で希釈し、OPTI-

MEM 100 µL あたり 2.4 µL の Lipofectamine RNAiMAX を含むように希釈した溶液と等量混合させる

ことで siRNA-Lipofectamine RNAiMAX 複合体を形成させた。その後に、添付のプロトコルに従い室温

で 15 min 静置後、各ウェルに複合体溶液を 10 µL 添加することで siRNA を HeLa 細胞へ導入した。こ

の際、陰性対照群として Opti-MEM に対し Lipofectamine RNAiMAX 希釈溶液を等量混合させた溶液

も調製し、細胞に添加した。 

37 ˚C、5%CO2 条件下で 24 時間培養後、各 well に対して市販ルシフェラーゼ定量試薬である

Steady-Glo Luciferase Assay System を各ウェルに 40 µL 添加し、1 分間のインキュベーション後、

ARVO-X3 (PerkinElmer)にて各ウェルの 1 秒あたり発光量(cps)を測定した。 
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実験に供する siRNA は下記配列を用いた。また各 siRNA はシグマアルドリッチ、北海道システムサ

イエンスに委託合成し、アニーリングしたものを試験に供した。 

siRNA Guide 鎖 5ʹ末端 strand  sequence 5ʹ-3ʹ (全て RNA) 

Luc1_239 

A 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGUAG 

Guide ACAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

C 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGGAG 

Guide CCAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

G 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGCAG 

Guide GCAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

U 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGAAG 

Guide UCAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

LUC2_388 

A 
Passenger GAAAGGGCUGCAAAAGAUUCU 

Guide AAUCUUUUGCAGCCCUUUCUU 

C 
Passenger GAAAGGGCUGCAAAAGAUGCU 

Guide CAUCUUUUGCAGCCCUUUCUU 

G 
Passenger GAAAGGGCUGCAAAAGAUCCU 

Guide GAUCUUUUGCAGCCCUUUCUU 

U 
Passenger GAAAGGGCUGCAAAAGAUACU 

Guide UAUCUUUUGCAGCCCUUUCUU 

LUC3_454 

A 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUAUCA 

Guide AUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

C 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUAGCA 

Guide CUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

G 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUACCA 

Guide GUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

U 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUAACA 

Guide UUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

LUC4_772 

A 
Passenger CGGCUUUCGGGUCGUGCUUAU 

Guide AAGCACGACCCGAAAGCCGCA 

C 
Passenger CGGCUUUCGGGUCGUGCUGAU 

Guide CAGCACGACCCGAAAGCCGCA 

G 
Passenger CGGCUUUCGGGUCGUGCUCAU 

Guide GAGCACGACCCGAAAGCCGCA 

U 
Passenger CGGCUUUCGGGUCGUGCUAAU 

Guide UAGCACGACCCGAAAGCCGCA 

LUC5_874 

A 
Passenger UAGCUUCUUCGCUAAGAGUAC 

Guide ACUCUUAGCGAAGAAGCUAAA 

C 
Passenger UAGCUUCUUCGCUAAGAGGAC 

Guide CCUCUUAGCGAAGAAGCUAAA 

G 
Passenger UAGCUUCUUCGCUAAGAGCAC 

Guide GCUCUUAGCGAAGAAGCUAAA 

U 
Passenger UAGCUUCUUCGCUAAGAGAAC 

Guide UCUCUUAGCGAAGAAGCUAAA 
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siRNA ガイド鎖 5ʹ末端 strand sequence 5ʹ-3ʹ 

Luc 

A 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUAUCA 

Guide p-AUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

6-mCEPh-purine 
Passenger GGAUAGCAAGACCGACUAUCA 

Guide p-6-mCEPh-purineUAGUCGGUCUUGCUAUCCAU 

Luc1 

A 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGUAG 

Guide pACAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

6-mCEPh-purine 
Passenger UGCAGCGAGAAUAGCUUGUAG 

Guide P-6-mCEPh-purineCAAGCUAUUCUCGCUGCACA 

Luc9 

A 
Passenger GACGAGGUGCCUAAAGGAUUG 

Guide pAUCCUUUAGGCACCUCGUCCA 

6-mCEPh-purine 
Passenger GACGAGGUGCCUAAAGGAUUG 

Guide p-6-mCEPh-purineUCCUUUAGGCACCUCGUCCA 

ApoB 

A 
Passenger AAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide p-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

6-mCEPh-purine 
Passenger AAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide p-6-mCEPh-purineGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

 

 マウス初代肝細胞に対する siRNA ノックダウン評価 

初代肝細胞（MSCP10;マウス[CD-1]凍結保存肝細胞、Pateable Male; Thermo Fisher Scientific）

を、初代肝細胞用培地培地に懸濁しました。懸濁した細胞を 50 g にて 3 分間遠心し、上清を注意深く除

去した後、初代肝細胞用培地にて 150,000 cells/mL になるように希釈後 50 µL ずつ Collagen I コート

96 well 平底プレート(BD, Cat. No. 356407) に播種した。メーカーの指示に従って Lipofectamine 

RNAiMAX を使用して解析対象 siRNA を初代肝細胞にトランスフェクトし、37 ̊ C、5％ CO2 条件で 24 時

間培養した。 SuperPrep Cell Lysis＆RT Kit for qPCR（SCQ-101; Toyobo、Osaka、Japan）を使用し

て、トータル RNA を抽出し、cDNA に変換した。 ApoB mRNA レベルは、ApoB TaqMan プローブ

（Mm01545156_m1; Thermo Fisher Scientific）と HPRT TaqMan プローブ MmHPRT1_P6-mCEPh-

purine （ 5ʹ-TGGTTAAGGTTGCAAGCTTGCTGGTG-3ʹ; Thermo Fisher Scientific ） 、

MmHPRT1_F576（5ʹ-GCTTCTGTCCTGTCCTGTCCTGTCCTGTCCTGCTCTGCTCTGCA 、セント

ルイス、ミズーリ州）、および MmHPRT1_R664（5ʹ-CAACAAAGTCTGGCCTGTATC-3ʹ; Sigma-

Aldrich）（QuantStudio™12K Flex リアルタイム PCR システム（Applied Biosystems、カリフォルニア州
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フォスターシティー））を用いて解析を行った。HPRT mRNA レベルで補正を行いながら解析対象の

ApoB mRNA 発現レベルを定量した。 

 

 細胞からの RNA 抽出および cDNA 合成 

培養後の細胞から培地を除き、4 ˚C に冷やした PBS を 100 µL 加えることで細胞を洗浄、上清を除

いた。その後、RNA を含む細胞溶解液の調製には SuperPrep Cell Lysis キット（toyobo）を用い、同キ

ット付属の RT Kit for qPCR を用いてキットに添付された説明書に従って逆転写反応を行うことで cDNA

を合成した。 

 

 定量 PCR（qPCR） 

調製された cDNA に対し以下の通り qPCR 反応を行うことで Taqman probe 法により目的遺伝子及

び対照遺伝子の mRNA 量を測定した。 

鋳型 cDNA 4 µL、標的 mRNA に対するプローブならびにプライマー、2xTaqMan Gene Expression 

Master Mix 10 µL を混合し、滅菌水にて全量 20 µL に調製した反応溶液をポリプロピレン製 384 well 

PCR プレート(Life technologies)に加え、50 ˚C 2 分、95 ˚C 10 分で加熱後、95 ˚C 1 秒、60 ˚C 1 分の

加熱処理を 50 サイクル実施し、各ウェルの蛍光強度を継続的に測定した。機器は Quantstudio12K 

Flex(Applied biosystems)を使用した。 

 

 Native agarose gel 解析 

HeLa 細胞または HEK 細胞ライセートは 40×反応ミックス（ATP、ATP 再生システムおよび RNase 阻

害剤を含む）、および溶解バッファー（30 mM HEPES（pH 7.4）、100 mM KOAc および 2 mM 

Mg(OAc)2)を用いて Dounce ホモジナイゼーションにて調製した(Haley and Zamore 2004; Yoda et al. 

2010)。 

 in vitro RISC アセンブリアッセイは、ライセート 5 µl、40x 反応ミックス 3 µl、small RNA1 µl、ターゲット

RNA 1µl（合計 10 µl）にて反応させた。1.4％（w/v）アガロース（ローレンジウルトラアガロース、Bio-Rad 

Laboratories）を含む、厚さ 1.5〜2 mm のネイティブゲルを、厚さ 0.5 mm の下部スペーサー（16 cm×16 
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cm）を備えたガラスプレート間に垂直に設置した。10 nM の 32P 放射性標識二本鎖 siRNA と 10 nM の

非標識 2ʹ-OMe 修飾ターゲット RNA、100～600 nM の非標識 siRNA を RISC アセンブリアッセイ条件

に応じて 25 ˚C にてインキュベーション後、サンプルを氷冷した 0.5X Tris-borate-EDTA バッファー中、

300 V で 1.5 時間、垂直のネイティブアガロースゲル電気泳動で分離した。複合体は PhosphorImager

（BAS-1500 または FLA-7000 画像アナライザー、Fujifilm）によって検出した(Kawamata et al. 2009)。 

Target RNA には次の配列を用いた。 

Target RNA： 5ʹ-

mAmGmCmUmAmGmCmUmAmAmUmCmAmAmGmUmGmUmCmAmUmCmAmCmAmCm

UmGmAmAmGmCmUmAmGmCmU-3ʹ 

siRNA は以下の配列を実験に用いた。 

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹA 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

ApoB 標的 siRNA 
Guide 5ʹ 6-mCEPh-P 

Passenger pAAUCAAGUGUCAUCACACUGA 

Guide 32P-AGUGUGAUGACACUUGAUUUA 

 

 RISC 中 siRNA ガイド鎖分子数の定量 

ルシフェラーゼ発現 HeLa 細胞を、10％ウシ胎児血清を補充した RPMI 培地に懸濁し、96 ウェル培養

皿に 1 ウェルあたり 1×104 細胞で播種した。細胞に Lipofectamine RNAiMAX を 10 µL/ウェルで使用し

て siRNA をトランスフェクトした後、37 ˚C、5％ CO2 条件で 24 時間培養した。 24 時間培養後、100 µL

のリシスバッファーM（034-21143; Wako Chemicals）と 1％プロテアーゼ阻害剤カクテル（P8340; 

Sigma-Aldrich）で溶解した。 溶解した培養液の一部は Micro BCA Protein Assay Kit を用いてタンパク

質定量を行った。残りの溶解液を新しいチューブに移し、その後、siRNA ガイド鎖レベルをステムループ

逆転写と TaqMan qPCR で定量した。 

 

IV.13.1 タンパク定量 

調製した各細胞溶解液 5 µL に Lysis buffer M を 45 µL 加えることで 10 倍希釈溶液を調製した。測

定には Micro BCA Protein Assay Kit を用い、添付のプロトコルに従って Micro BCA Working 

Reagent(WR)を調製し、本溶液 50 µL と上記 10 倍希釈溶液を混合させ、プレートシールの後 37 ˚C, 2

時間反応を行った。検量線サンプルとして、HeLa 細胞 1x106 cells を Lysis buffer M で溶解した溶液を
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調製し、Lysis buffer M を用いて 0.1, 0.03, 0.01, 0.003, 0.001x106 cells/mL 溶液を作製後、上記と同

様の手順で n=4 の条件にて反応を行った。反応終了後、ARVO-X3 (PerkinElmer)にて 560 nm におけ

る各ウェルの 1 秒あたり吸光度を測定した。 

 

IV.13.2 anti-human AGO2 beads の調製 

Dynabeads M-270 Epoxy を Dimethyl formamide 2 mL に溶解させ、その内の 200 µL を 1.5 mL

チューブに分注し DynaMag-2 を用いて PBS で 2 回洗浄を行った。その後、2 M Ammonium sulfate in 

DPBS 200 µL, Anti human AGO2, monoclonal antibody (4G8) 200 µL を加え、37 ˚C にて 1 晩回転

しながら反応を行った。反応完了後は上清除去、0.5% BSA/DPBS にて 4 回洗浄操作の後に、600 µL

の 0.5% BSA/DPBS に懸濁させることで anti-human AGO2 beads を調製した。 

細胞溶解液と混合の前には、Lysis buffer M にて 2 回洗浄を行った後に Lysis buffer M に置換して

使用した。 

 

IV.13.3 AGO2 タンパク溶解溶液の調製 

96 well プレートの各 well に 5 µL の上記 anti-human AGO2 beads を添加し、100 µL の細胞溶解液

を添加し、well に蓋及びプレートシールを貼った後に、冷室にて 2 時間ボルテックス操作を行うことで、細

胞溶液中の AGO2 タンパクを anti-human AGO2 beads に捕捉させた。 

反応後は DynaMag-96 Side を用いて Lysis buffer M 200 µL にて 3 回洗浄操作を実施し、TaqMan 

Gene Expression Cells-to-CT Kit に含まれる Lysis Solution 20 µL を加えて 10 min ボルテックスを行

うことで AGO2 タンパクを溶解させた。反応終了後は同 Cells-to-CT Kit の Stop solution を 2 µL 加える

ことで反応を停止した。検量線用サンプルとしては、Luc AS を 0.33 nM から 0.3 倍ずつ濃度 6 点で希釈

した溶液 3 µL と Lysis Solution 17 uL, Stop Solution 2 µL を加えることで調製した(top 濃度で 1 fmol

の核酸が含まれる)。 

なお、5ʹ末塩基を含むプライマーで qPCR を行うと、5ʹ末端の塩基の違いにより Tm 値が変わり PCR

の感度が異なることが考えられるため、qPCR 時のプライマーは 5ʹ末端から 2 塩基目以降にアニーリン

グする設計とした。 
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IV.13.4 逆転写反応および定量 PCR 

qPCR に使用されるプライマーと TaqMan プローブは、それぞれ Sigma-Aldrich と Thermo Fisher 

Scientific によって合成された。抽出された RNA と標準 RNA は、TaqMan MicroRNA RT キット

（4366597;サーモフィッシャーサイエンティフィック）を使用して、製造元の指示に従い、次のプライマーを

使用して cDNA に変換された： 

5ʹ-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATGGAT-3ʹ  

qPCR は、TaqMan Gene Expression Master Mix（Thermo Fisher Scientific、4369542）を使用し

て、次のプライマーを用いて行われた： 

Forward プライマー; 5ʹ-TAGTCGGTCTTGCTATC-3ʹ  

Reverse プライマー; 5ʹ-GTGCAGGGTCCGAGGT-3ʹ  

TaqMan プローブ; 5ʹ-CTGGATACGACATGGA-3ʹ  

Luc ガイド鎖の検出に際しては、テンプレート溶液 4 µL、2 µM Luc_Taqman プローブ 2 µL、15 µM

の Forward プライマー 2 µL, 7 µM Reverse primer 2 µM, 2x TaqMan Gene Expression Master Mix 

10 µL を混合した反応溶液をポリプロピレン製 384 well PCR プレート(Life technologies)に加え、50 ˚C 

2 分、95 ˚C 10 分で加熱後、95 ˚C 10 秒、60 ˚C 1 分の加熱処理を 50 サイクル実施し、各ウェルの蛍

光強度を継続的に測定した。機器は Quantstudio12K Flex(Applied biosystems)を使用した。 

 

 マウス動物モデル実験用デリバリー製剤 LNP 調製 

カチオン性脂質 SST-02((3-hydroxylpropyl)dilinoleylamine)(Kuboyama et al. 2019)は社内合成さ

れた。PEG2000-DMPE [N-(carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-dimyristoyl-sn-glycero-

3-phosphoethanolamine; sodium salt], DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)、およ

びコレステロールは、ＮＯＦ（東京、日本）から購入した。既報に基づき各 ApoB siRNA は、カチオン性脂

質：PEG2000-DMPE：DSPC：コレステロールの脂質組成が 47.8：5.1：13.9：33.2 モルパーセントとなる

LNP へ封入された(Yamauchi et al. 2006; Yagi et al. 2009)。 
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 マウス動物モデル実験 

すべての動物試験は、協和キリン株式会社の施設内動物管理および委員会承認の下、協和発酵キ

リン株式会社における動物実験適正実施基準に従って実施された。（協和キリン株式会社は AAALAC 

International （The Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 

International/国際実験動物ケア評価認証協会）による完全認証施設である。） 

クレアジャパン株式会社（東京、日本）から入手した 5 週齢の Balb / cA 雄マウスを用いてマウス動物試

験を実施した。温度と湿度が制御された部屋で、マウスを一定の 12 時間の明/12 時間の暗のサイクル

で維持し、自由に餌と水を与えられた。マウスをアデニン、6-mCEPh-purine、6-PBuS-purine（n = 3 /グ

ループ）の 3 つのグループに分け、尾静脈注射によって 0.03、0.1、または 0.3 mg / kg の LNP 封入済

み siRNA を静脈内投与し、各観察時点で安楽死させた。尾静脈投与後 2 日目または 7 日目に血液お

よび肝臓サンプルを採取した。 

マウス血漿中の総コレステロールは、LabAssay™コレステロールキット（Cat＃294-65801、和光化学、

大阪、日本）を使用して、製造元の指示に従って測定した。 

 

 肝臓組織からの total RNA の抽出、qPCR 

肝臓組織からの total RNA の抽出及び mRNA 量の測定は以下の手順で実施した。 

肝臓サンプルの入った 2 mL 丸底 tube に 500 µL の Trizol reagent および 5 mm のジルコニアビー

ズを添加し、Tissue lyser II (QIAGEN)にて 1/25fre1, 1.5 min の条件で破砕した。破砕後遠心(10000 

rpm, 10 min)し上清を回収、200 uL のクロロホルムを添加し激しく攪拌後再び遠心(15000 rpm, 15 min)

した。得られた上清 200 uL から自動核酸抽出機 MagNA PURE 96 (Roche)にて、Cellular RNALarge 

Volume Kit を用いて RNA を抽出した。抽出した RNA 濃度を微量吸光光度計 Dropsense96 にて測定

し、Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit を用い以下の手順で cDNA の合成を行った。 

500 ng の total RNA に オリゴ(dT)18 プライマー 1 µL、5xRT 反応バッファー 4 µL、10xdNTP 2 µL、

RNase インヒビター 0.5 µL、Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5 µL に RNase free water を加え

て最終的に 20 µL の溶液を調製し、逆転写反応に供した（25˚C 10 分、50 ˚C 60 分、85 ˚C 5 分）。逆転

写された cDNA は Rnase free water を用いて 5 倍に希釈し、希釈済み cDNA 5 uL を用いて TaqMan 

Gene Expression Master Mixを用いてマウスApoB遺伝子とマウスHPRT1遺伝子を測定した。mRNA

ノックダウン活性は、各実験において生理食塩水で処理された対照と比較して計算された。 



 

90 
 

 マウス血漿中コレステロール定量 

マウス血漿中のコレステロール量は LabAssay™ Cholesterol キットを用い以下の手順で測定した。

検量線作製用のサンプルとしてキット付属のコレステロール標準液を蒸留水で希釈することで 25 mg/dL, 

50 mg/dL, 100 mg/dL. 200 mg/dL, 397.4 mg/dL, 592.2 mg/dL の溶液を調製した。本検量線サンプル

(各 2 点)及び測定用のマウス血漿サンプルを各 2 µL ずつ 96well Plate に添加し、発色試薬を 150 µL

ずつ各 well に加え、プレートシールをした後に 37 ˚C, 5 min インキュベートすることで反応させた。測定

機器には ARVO-X3(パーキンエルマー社)を用い、560 nm の 1 秒間の吸収を測定した。 

 

 統計解析 

特に記載のない限り、データは平均値±SD として表示した。双方向分散分析（ANOVA）を使用して、

解析対象ならびに比較対象の両グループ間の各濃度の有意差が検定された。対応のない t 検定

（Unpaired t-tests）を使用して、連続変数の 2 つのグループ間の差異が検定された。Unpaired t-test と

一元配置分散分析（one-way ANOVA）を使用して、連続変数のグループ内の差異が検定された。ボン

フェローニ補正（Bonferroni correction）をグループ間比較時の補正に使用された。 P 値<0.05 を有意で

あると見なした。すべての統計分析は、Windows の SPSS バージョン 22.0（IBM、Armonk、ニューヨー

ク）を使用して、株式会社サティスタによって実行された。 

 

 ホスホロアミダイト合成 

略語表 

Et           ethyl 

BOP (benzotriazol-1-yloxy)-tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate 

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 

DIEA N,N-diisopropylethylamine 

DMF N,N-dimethylformamide 

DMTr 4,4'-dimethoxytrityl 

dppf  1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene 

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

HOBt 1-hydroxybenzotriazole 
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Im           imidazole 

PBS  phosphate buffered saline 

py  pyridine 

TBS  tert-butyldimethylsilyl 

TEA  triethylamine 

Tf  trifluoromethanesulfonyl 

THF  tetrahydrofurane 

TLC       thin-layer chromatography 

 

機器・装置 

物理化学データは、以下の機器類を用いて測定した。 

核磁気共鳴スペクトル(1H, 31P-NMR)は JEOL ECS-400, ECX-400P を用いて測定し、内部標準とし

てテトラメチルシランを用いケミカルシフト値はδ値で示した。質量分析はWaters社製Waters 2795、

Waters 2487、Waters micromass ZQ を用いて測定した。 
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 6-mCEPh-purine 合成 

以下に示す合成ルートにより 6-mCEPh-purine アミダイトの合成を行うことでオリゴ合成に供された。 
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58%

1) tBu2Si(OTf)2, DMF
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74%

 

 

6-chloro-9-((4aR,6R,7R,7aR)-2,2-di-tert-butyl-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)tetrahydro-4H-

furo[3,2-d][1,3,2]dioxasilin-6-yl)-9H-purine (化合物 1) 

市販の 6-クロロプリンリボシド (5.14 g, 17.9 mmol)を N,N-ジメチルホルムアミド (60 mL)に溶解し、

ジ-tert-ブチルシリルジトリフラート (6.97 mL, 21.5 mmol)を 0 ˚C で加え、2 時間半攪拌した。飽和重曹

水でクエンチした後、酢酸エチル (100 mL)で 2 回抽出し、飽和食塩水 (100 mL)で洗浄した。有機層を

無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、粗成績体を得た。 

粗成績体を N,N-ジメチルホルムアミド (60 mL)に溶解した後、イミダゾール (3.05 g, 44.8 mmol)及び

tert-ブチルジメチルシリルクロリド (3.24 g, 21.5 mmol)を加え、60 ˚C で 1 時間攪拌した。TLC の結果よ

り反応が完結していなかったので、tert-ブチルジメチルシリルクロリド (2.70 g, 17.9 mmol)を加え、60 ˚C

で更に 1 時間攪拌した。TLC の結果より反応が完結していなかったので、イミダゾール (1.83 g, 26.9 

mmol)及び tert-ブチルジメチルシリルクロリド (2.70 g, 17.9 mmol)を加え、60 ˚C で更に 1 時間攪拌し

た。飽和重曹水でクエンチした後、酢酸エチル (150 mL)で 2 回抽出し、飽和食塩水 (200 mL)で洗浄し

am-6-mCEPh-purine  
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た。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、化合物 1 の粗成績体を得た。得られた

粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム 3L, 展開溶媒：n-ヘプタン/酢酸エチル = 

100/0 → 80/20)にて精製することにより、化合物 1 (7.29 g, 13.5 mmol) を淡茶色アモルファス状固体と

して得た（収率 75%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.74 (1H, s), 8.14 (1H, s), 5.98 (1H, s), 4.62 (1H, d, J = 4.6 Hz), 4.51 

(1H, dd, J = 9.4, 5.3 Hz), 4.43 (1H, dd, J = 9.6, 4.6 Hz), 4.26 (1H, td, J = 10.1, 5.2 Hz), 4.03 (1H, t, 

J = 9.8 Hz), 1.07 (18H, dd, J = 13.5, 6.6 Hz), 0.94 (9H, d, J = 2.7 Hz), 0.16 (6H, dd, J = 6.4, 3.2 

Hz). 

 

ethyl 3-(3-(9-((4aR,6R,7R,7aR)-2,2-di-tert-butyl-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)tetrahydro-4H-

furo[3,2-d][1,3,2]dioxasilin-6-yl)-9H-purin-6-yl)phenyl)propanoate (化合物 2) 

化合物 1 (900 mg, 1.66 mmol)をジオキサン (15 mL)/水 (1.5 mL)の混合溶媒に溶解した後、3-(2-エ

トキシカルボニルエチル)フェニルボロン酸 (519 mg, 2.49 mmol)、炭酸セシウム (1.63 g, 4.99 mmol)、

[1,1’-ビス(ジフェニルホスフィノ)フェロセン]ジクロロパラジウム(II), ジクロロメタン付加体 (136 mg, 0.166 

mmol)を加え、80 ̊ C で 1 時間半攪拌した。TLC の結果より反応が完結していなかったので、3-(2-エトキ

シカルボニルエチル)フェニルボロン酸 (346 mg, 1.66 mmol)、炭酸セシウム (1.63 g, 4.99 mmol)、[1, 

1’-ビス(ジフェニルホスフィノ)フェロセン]ジクロロパラジウム(II), ジクロロメタン付加体 (136 mg, 0.166 

mmol)を加え、更に 80 ̊ C で 1 時間攪拌した。飽和重曹水でクエンチした後、酢酸エチル (40 mL)で 3 回

抽出し、飽和食塩水 (80 mL)で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、化

合物 2 の粗成績体を得た。得られた粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム L, 展

開溶媒：クロロホルム/メタノール = 100/0 → 99/1)にて精製することにより、化合物 2 (905 mg, 1.35 

mmol) を茶白色アモルファス状固体として得た（収率 81%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.98 (1H, s), 8.64 (1H, d, J = 7.8 Hz), 8.59 (1H, s), 8.14 (1H, s), 7.49 

(1H, t, J = 7.8 Hz), 7.38 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.05 (1H, s), 4.66 (1H, d, J = 4.6 Hz), 4.55-4.49 (2H, 

m), 4.27 (1H, td, J = 10.1, 5.0 Hz), 4.06 (1H, t, J = 9.8 Hz), 3.68 (3H, s), 3.10 (2H, t, J = 7.8 Hz), 

2.73 (2H, t, J = 7.8 Hz), 1.09 (9H, s), 1.06 (9H, s), 0.96 (9H, s), 0.20 (3H, s), 0.17 (3H, s). 
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2-cyanoethyl 3-(3-(9-((2R,3R,4R,5R)-3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-4-((di-tert-butylsilyl)oxy)-5-

(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-yl)phenyl)propanoate (化合物 3) 

化合物 2 (905 mg, 1.35 mmol)をテトラヒドロフラン (6.0 mL)/エタノール (4.0 mL)/水 (1.5 mL)の混合

溶媒に溶解した後、水酸化リチウム一水和物 (114 mg, 2.71 mmol)を加え、室温で 7 時間攪拌した。飽

和塩化アンモニウム水溶液でクエンチした後、酢酸エチル (60 mL)で 2 回抽出し、飽和食塩水 (80 mL)

で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、粗成績体を得た。得られた粗

成績体を N,N-ジメチルホルムアミド (10 mL)に溶解した後、3-ヒドロキシプロパンニトリル (199 µL, 2.94 

mmol)、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩 (423 mg, 2.21 mmol)、1-ヒドロキ

シベンゾトリアゾール (338 mg, 2.21 mmol)、N,N-ジイソプロピルエチルアミン (771 µL, 4.42 mmol)を加

え、室温で終夜攪拌した。飽和重曹水でクエンチした後、酢酸エチル (60 mL)で 2 回抽出し、飽和食塩

水 (80 mL)で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、粗成績体を得た。得

られた粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム L, 展開溶媒：n-ヘプタン/酢酸エチ

ル = 70/30 → 50/50)にて精製することにより、化合物 3 (563 mg, 0.80 mmol) を白色アモルファス状固

体として得た（収率 54%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 9.00 (1H, s), 8.71 (1H, dt, J = 7.8, 1.4 Hz), 8.62 (1H, s), 8.18 (1H, s), 

7.52 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.41 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.09 (1H, dd, J = 11.7, 2.1 Hz), 5.90 (1H, d, J = 

7.3 Hz), 5.16 (1H, dd, J = 7.3, 4.1 Hz), 4.73 (1H, d, J = 4.1 Hz), 4.38 (1H, s), 4.30 (2H, t, J = 6.4 

Hz), 4.02 (1H, dd, J = 11.2, 2.1 Hz), 3.82 (1H, td, J = 12.4, 1.7 Hz), 3.12 (2H, t, J = 7.8 Hz), 2.80 

(2H, t, J = 7.8 Hz), 2.69 (2H, t, J = 6.4 Hz), 2.33 (1H, s), 1.09 (18H, s), 0.77 (9H, s), -0.17 (3H, s), -

0.50 (3H, s). 

 

2-cyanoethyl 3-(3-(9-((2R,3R,4R,5R)-3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-4-hydroxy-5-

(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-yl)phenyl)propanoate (化合物 4) 

化合物 3 (530 mg, 0.749 mmol)を塩化メチレン (8.0 mL)に溶解した後、ピリジン (1.21 mL, 15.0 

mmol)、65wt%フッ化水素ピリジン錯体 (209 µL, 7.49 mmol)を加え、終夜室温で攪拌した。飽和重曹水

でクエンチした後、酢酸エチル (60 mL)で 2 回抽出し、飽和食塩水 (80 mL)で洗浄した。有機層を無水硫

酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧濃縮し、粗成績体を得た。 
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得られた粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム M, 展開溶媒：n-ヘプタン/酢酸エ

チル = 50/50 → 30/70)にて精製することにより、化合物 4 (248 mg, 0.437 mmol) を白色アモルファス

状固体として得た（収率 58%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 9.01 (1H, s), 8.71 (1H, dt, J = 7.9, 1.5 Hz), 8.64 (1H, s), 8.14 (1H, s), 

7.52 (1H, t, J = 7.8 Hz), 7.42 (1H, d, J = 8.2 Hz), 5.99 (1H, dd, J = 12.1, 2.1 Hz), 5.88 (1H, d, J = 

7.3 Hz), 5.21 (1H, dd, J = 7.3, 4.6 Hz), 4.40 (2H, t, J = 5.3 Hz), 4.30 (2H, t, J = 6.4 Hz), 4.01 (1H, 

dt, J = 12.8, 1.8 Hz), 3.80 (1H, td, J = 12.6, 1.2 Hz), 3.12 (2H, t, J = 7.8 Hz), 2.81 (3H, dd, J = 9.4, 

5.7 Hz), 2.69 (2H, t, J = 6.2 Hz), 0.80 (9H, s), -0.18 (3H, s), -0.40 (3H, s) 

 

2-cyanoethyl 3-(3-(9-((2R,3R,4R,5R)-5-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-3-((tert-

butyldimethylsilyl)oxy)-4-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-yl)phenyl)propanoate (化合物

5,) 

化合物 4 (248 mg, 0.437 mmol)をピリジン (4.0 mL)に溶解した後、4,4’-ジメトキシトリチルクロリド 

(222 mg, 0.655 mmol)を加え、室温で 4 時間攪拌した。飽和重曹水でクエンチした後、酢酸エチル (60 

mL)で 2 回抽出し、飽和食塩水 (80 mL)で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、減圧

濃縮し、粗成績体を得た。 

得られた粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム, 展開溶媒：n-ヘプタン/酢酸エチ

ル = 20/80 → 80/20)にて精製することにより、化合物 5 (315 mg, 0.362 mmol) を白色アモルファス状

固体として得た（収率 83%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.92 (1H, s), 8.69 (1H, d, J = 7.8 Hz), 8.60 (1H, s), 8.36 (1H, s), 7.52-

7.20 (11H, m), 6.82 (4H, td, J = 6.0, 3.7 Hz), 6.16 (1H, d, J = 5.5 Hz), 5.05 (1H, t, J = 5.3 Hz), 4.38 

(1H, q, J = 4.3 Hz), 4.31-4.26 (3H, m), 3.78 (6H, s), 3.57 (1H, dd, J = 10.5, 3.2 Hz), 3.40 (1H, dd, J 

= 10.8, 3.9 Hz), 3.12 (2H, t, J = 7.8 Hz), 2.80 (2H, t, J = 7.8 Hz), 2.70 (1H, d, J = 4.6 Hz), 2.65 (2H, 

t, J = 6.4 Hz), 0.84 (9H, s), 0.00 (3H, s), -0.13 (3H, s). 

 

2-cyanoethyl 3-(3-(9-((2R,3R,4R,5R)-5-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-3-((tert-

butyldimethylsilyl)oxy)-4-(((2-cyanoethoxy)(diisopropylamino)phosphanyl)oxy)tetrahydrofuran-2-

yl)-9H-purin-6-yl)phenyl)propanoate (am-616) 
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化合物 5 (315 mg, 0.362 mmol)をテトラヒドロフラン (4.0 mL)に溶解した後、N,N-ジイソプロピルエチ

ルアミン (379 µL, 2.17 mmol)、2-シアノエチルジイソプロピルクロロホスホロアミジド (242 µL, 1.09 

mmol)を 0 ˚C で加え、室温で 1 時間半攪拌した。反応が完結していなかったので、N,N-ジイソプロピル

エチルアミン (379 µL, 2.17 mmol)、2-シアノエチルジイソプロピルクロロホスホロアミジド (242 µL, 1.09 

mmol)を 0 ˚C で加え、更に室温で 2 時間半攪拌した。飽和重曹水 (1 mL)でクエンチした後、水 (1 mL)

を加え、珪藻土カラムにより濾過を行い、酢酸エチルで洗浄した。得られた溶液を減圧濃縮し、粗成績体

を得た。得られた粗成績体をカラムクロマトグラフィー (山善ハイフラッシュカラム M, 展開溶媒：1%トリエ

チルアミン含有 n-ヘプタン/酢酸エチル = 20/80 → 40/60)にて精製することにより、化合物 am-616 (285 

mg, 0.266 mmol) を白色アモルファス状固体として得た（収率 74%）。 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.91, 8.89 (1H, 2 s), 8.72-8.57 (2H, m), 8.38, 8.34 (1H, 2 s), 7.53-

7.45 (3H, m), 7.41-7.33 (5H, m), 7.32-7.19 (3H, m), 6.85-6.79 (4H, m), 6.19-6.09 (1H, m), 5.15-

5.09 (1H, m), 4.49-4.35 (2H, m), 4.31-4.24 (2H, m), 4.03-3.84 (1H, m), 3.76 (6H, s), 3.68-3.55 (4H, 

m), 3.38-3.28 (1H, m), 3.15-3.08 (2H, m), 2.83-2.77 (2H, m), 2.69-2.62 (3H, m), 2.34-2.27 (1H, m), 

1.24-1.02 (12H, m), 0.76, 0.75 (9H, 2 s), -0.01, -0.05, -0.20, -0.20 (6H, 4 s). 

 

 核酸オリゴ合成 

略語表  

CPG  controlled pore glass 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

ESI-LC/MS electrospray ionization-liquid chromatography/mass spectrometry 

IP-RP-HPLC ion pair-reverse phase-high performance liquid chromatography 

MALDI-TOF/MS matrix Assisted Laser Desorption Ionization-time of flight/mass 

spectrometry 

SEC  size exclusion chromatography 

siRNA  small interfering RNA 

TEAA  triethylammonium acetate 

TE   tris-EDTA 

UPLC  ultra performance liquid chromatography 
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種々の精製・分析は、以下の試薬及び機器類を用いて測定した。 

IP-RP-HPLC 精製及び SEC 分析は島津の Prominence シリーズを用いて行った。精製用カラムは

Waters X-Bridge C-18, 5 µm, 4.6 × 250 mm を用いた。SEC 分析には島津のカラムには TOSOH の

TSKgel G2000SWXL, 5 µm, 7.8 × 300 mm を用いた。UPLC 分析は DIONEX の UltiMate 300 を用

いて行い、カラムには Waters の ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 µm, 2.1 x 50 mm を用いた。ESI-

LC/MS による分子量解析は Agilent Technologies の 1200 Series を用いて行い (検出器は 6120 

Quadrupole)、カラムはWatersのACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 µm, 2.1 x 50 mmを用いた。MALDI-

TOF/MS による分子量解析は bruker の Reflex III または UltrafleXtreme を用いて行った。濃度は

Trinean の DropSense 96 を用いて吸光度を測定し、各塩基の ε を単純加算した値を用いて算出した。

遠心濃縮には TOMY の MV-100 または TITEC の VC-15S とポンプとして ULVAC の DTU-20 を用い

た。滅菌水は大塚製薬の日本薬局方 注射用水を用いた。フィルターろ過は ADVANTEC の DISMIC-

13CP (0.2 µm)を用いた。加熱用のヒートブロックには EYELA の DRY THERMO BATH MG-2000 を

用いた。 

オリゴ核酸は装置付随のサイクルを用いて Gene Design の ns-8 または日本テクノサービスの M-8-

MX で合成した。活性化剤は Sigma の 0.25 mol/L アクチベーター42 を用いた。ホスホロアミダイトは

Sigma または Glen Research のウルトラマイルドホスホロアミダイトを用い、0.1 mol/L アセトニトリル溶

液とした。溶媒のアセトニトリルは和光の超脱水グレードを用いた。固相担体は Glen Research の各種

塩基の CPG またはユニバーサルサポート CPG (Universal Support III, UnySupport 1000) の 0.2 µmol

カラムを用いた。酸化剤は Sigma の 0.02 mol/L ヨウ素のテトラヒドロフラン/ピリジン/水の混合溶液を用

いた。脱トリチル溶液は和光の 3%ジクロロ酢酸のジクロロメタン溶液を用いた。5ʹ-リン酸化試薬は Glen 

Research の化学的リン酸化試薬 II または Sigma のホスフェート-オンホスホロアミダイトを用いた。固相

合成後、固相担体は AMA (40%メチルアミン水溶液:濃アンモニア水=1:1、300 µL/column)を用いて、

20 分から 1 時間かけて切り出しを行い、室温で 2 時間または 65 ˚C で 10 分間脱保護を行った。エッペ

ンチューブに溶液を回収し、AMA (300 µL/column)を用いて樹脂の洗浄を行い、合わせて遠心エバポレ

ーターで減圧濃縮した。得られた粗成績体をジメチルスルホキシド (150 µL/column)に溶解し、三フッ化

水素・トリエチルアミン塩 (50 µL/column)を加え、65 ˚C で 2 時間半加熱した。3 mol/L 酢酸ナトリウム 

(50 µL)を加えた後、n-ブタノール (600 µL)を加え、-20 ˚C で 30 分間静置した。12500 rpm で 10 分間

遠心を行った後、上清を廃棄し、エタノール (500 µL)で 2 回洗浄を行った。残存する溶媒を減圧濃縮に
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より除去し、オリゴ核酸の粗精製物であるペレット状白色固体を得た。蒸留水 (200 µL)に溶解した後、フ

ィルターろ過を行い、再度蒸留水 (100 µL)で洗いこみを行った。得られた水溶液をイオンペア―逆相高

速液体クロマトグラフィー (A buffer: 0.1 mol/L TEAA, B buffer: アセトニトリル, 0→30% in 20 min, 1 

mL/min)にて精製を行い、目的のフラクションを回収し、遠心濃縮を行った。精製したオリゴ核酸は適当

な濃度の水溶液とした後、ESI-LC/MS または MALDI-TOF/MS により分子量を測定し、目的物であるこ

とを確認した。UPLC 分析 (A buffer: 0.1 mol/L TEAA, B buffer: アセトニトリル, 5→30% in 9 min, 0.8 

mL/min)により 90%以上 (260 nm)の純度であること確認し、DropSense により吸光度を測定することで

濃度を算出した (修飾塩基の ε は A に近似して計算)。同量の市販センス鎖と 100 mmol/L 塩化ナトリウ

ム含有 TE バッファー中、85 ̊ C で 5 分間加熱し、アニーリングさせることで目的とする siRNA (20 µmol/L, 

50 µL)を得た。得られた siRNA は SEC 分析 (1 x PBS, isocratic, 30 min, 1 mL/min)または PAGE 分

析により、二本鎖を形成していることを確認した。外注品に関しても、委託先にて上記に類する条件で合

成を行った。 
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