
始めに：RNAiとは何か

RNAi（RNA interference）は二本鎖RNA（dsRNA：dou-

ble―stranded RNA）が細胞に導入された結果，その相補

配列を持つターゲット遺伝子が転写後に発現抑制される生

物学的な現象である１）（図１）．この現象は，さまざまな生

物種間で広範に保存されており，遺伝子発現抑制法として

簡便で特異性が高く，効果が大きいため注目を集めつつあ

る．当初，哺乳動物細胞への応用は難しいとされてきたが，

近年，哺乳動物では，short interfering RNA（siRNA）と

呼ばれる２１塩基の二本鎖RNAが遺伝子発現を効果的に抑

制できることが示され，医療分野における応用へも期待さ

れるようになってきた２）．本稿では，RNAi の原理および

ウイルス感染治療への応用について概説したい．

RNAi現象とその背景

１９９８年に，Fire らにより報告されたRNAi は，dsRNA

が引き金となって，そのアンチセンス鎖と相補配列を持つ

mRNAが分解されて遺伝子の発現が抑制される現象であ

る１）．その後，RNAi は線虫を始め，ショウジョウバエ，

植物などの様々な生物細胞種において，簡易な遺伝子発現

抑制法として応用されてきたが，長らく哺乳動物の系では

うまくいかなかった３）．RNAi の遺伝子の抑制効果はその

二本鎖領域の長さに依存し百塩基長以下の dsRNAの効果

は低いとされたため，多くのRNAi の研究は数百塩基の

dsRNAを導入することにより行われてきた４）．しかしなが

ら，哺乳動物細胞では，長鎖 dsRNAの導入により，イン

ターフェロンのシグナル経路が活性化され，二つの経路に

より非特異的な翻訳抑制やmRNAの分解を引き起こす５，６）

（図２）．インターフェロンは dsRNA依存的タンパク質

キナーゼ（PKR）と２’，５’オリゴアデニレートシンセタ

ーゼ（２’，５’―AS）を誘導する．PKRは，dsRNAと結

合して活性化し，翻訳因子 eIF２αをリン酸化する．これ
により eIF２αは他の翻訳因子との不活性型複合体を形成
し，非特異的に翻訳を阻害する．また，２’，５’―ASも PKR

同様，dsRNAにより活性化され，非特異的RNA分解酵

素であるRNase L を活性化し，結果として非特異的に

RNAが切断される．このため，動物細胞では長鎖 dsRNA

により細胞毒性が生じ，RNAi の応用には否定的であっ

た７）．しかし，２００１年７月，Tuschl のグループにより，short

interfering RNA（siRNA）と命名された短鎖二本鎖RNA

により，哺乳動物細胞でもRNAi が生じることが示され

た２）．siRNAは，２１塩基というRNAの長さと，３’側に数

塩基突出している dsRNAの形状を持つ．この報告から，

哺乳動物細胞においてもRNAi の存在が明らかとなり，世

界中で合成 siRNAを用いた特異的な遺伝子発現抑制に関

する研究が爆発的に波及した．

RNAiの作用機構

RNAi の機構では，二本鎖RNAは細胞質でDicer と呼

ばれるRNAヌクレアーゼにより２１―２３塩基の siRNAに分

解され，ターゲット配列認識のためのガイドRNAとして

働くと考えられている．siRNAは，Dicer による切断後，

RNA―induced silencing complex（RISC）と呼ばれるタン

パク質複合体によって取り込まれる８～１０）．RISC は，RNA

とタンパク質との複合体であり，その分子量は生物種によ

って違い，２００kDから５００kDと考えられている１１）．RISC

複合体を形成後，siRNAの二本鎖はアンチセンス鎖だけ

になり，これが標的配列を見つけるガイドとして機能し，
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標的mRNAを切断する１１）（図１）．RISC を構成するタン

パク質には不明なものも多く活発な研究が続けられてい

る．RNAi の切断反応において標的RNAはほぼ中央で切

断されると報告されているが，切断反応に関わるエンドヌ

クレアーゼは不明である１２）．また，アカパンカビ，線虫，

シロイヌナズナなどでRNAi 効果が見られないノックアウ

ト個体が見つかり，現在，RNA依存的RNAポリメラー

ゼ（RNA dependent RNA polymerase：RdRp），RNAヘ

リカーゼ，３’，５’―エキソヌクレアーゼ，RNaseⅢなどの

タンパク質がRNAi に関わるものとされている１３）．これら

のタンパク質がRNAi において果たす役割は不明な点が多

いが，線虫，植物において，RdRpにより siRNAをプラ

イマーとして標的mRNAに対するアンチセンスRNAが

新たに合成され，新たな siRNAが増幅されることが報告

図１ RNAi の概略図
二本鎖RNAは，Dicer によって２１―２３塩基の siRNAにプロセッシングされる．
siRNAは RISC によって取り込まれ，アンチセンス鎖が標的mRNAのガイドと
なって近づきRISC による切断を導く．

図２ 哺乳動物細胞の dsRNAに対する急性応答
長鎖 dsRNAは哺乳動物体細胞では複数の抗ウイルスシグナル伝達系を活性化し
非特異的な発現抑制を誘導する．PKR（dsRNA―dependent protein kinase）はウ
イルスゲノムなどの長鎖 dsRNAにより活性化され翻訳阻害を誘導する．ま
た，２’，５’―ASは dsRNAと結合することにより活性化し，RNase L を通じてmRNA
を非特異的に分解する．また，インターフェロン α，βが誘導され，他のシグナ
ルと共にアポトーシスを誘導する６，５０）．
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されている．このため，これらの種においてRNAi には，

RdRpが RNAi 効果の維持に重要な役割を果たすと考えら

れている１４～１７）．一方，ショウジョウバエ，哺乳動物におい

ては，RdRpホモログはゲノムに存在せず，このような増

幅機構はおそらく存在しないと考えられている１８，１９）．RNAi

の生物学的役割は，トランスポゾン，ウイルスなどからの，

核酸レベルでの防御機構であるといわれるが，RNAi によ

る遺伝子発現抑制機構には未解明な部分が多く，今後の研

究が待たれる２０）．

哺乳動物細胞における RNAiの応用

siRNAを導入すると，他の方法に比べて低濃度で高い

遺伝子抑制効果が得られる場合が多い．その理由として，

siRNAを取り込んだRISC が繰り返し標的RNAを切断す

ることと，siRNAがタンパク複合体中で保護されること

により安定化し活性が持続することが挙げられる１１，２１，２２）．

また線虫や植物ではRdRpを介した siRNAの増幅機構が

存在するが，前述のように哺乳動物ではRdRpのホモログ

が存在しないために siRNAの増幅は起こらないと考えら

れている１８，１９）．しかしそのことが逆に哺乳動物において有

利に働いている．例えば，機能ドメインが類似している遺

伝子を標的とした場合，たとえ機能ドメインをコードする

配列を標的に選択しなくても，RdRp効果によって機能ド

メインを標的としている siRNAを生成してしまう可能性

がある．それによってファミリーを形成する遺伝子を全て

発現抑制してしまう．そのため哺乳動物細胞において

siRNAは，非常に標的mRNAに対する特異性が高いと考

えられる．このためRNAi は，哺乳動物細胞の遺伝子発現

を抑制するための標準的手法となりつつある．

siRNAを遺伝子発現法として用いる上で留意すべき点

がある．まず，siRNAの発現抑制効果は，標的遺伝子の

配列に依存することが報告されている９，２３～２５）．しかしなが

ら，効果が高い siRNAの標的配列を選定する上で統一的

な指標は明らかにされておらず，現時点では各研究室ごと

に経験的に標的サイトを選択し複数箇所に対する合成

siRNAを作製しなければならない．このため，siRNAの

合成や外注のコスト，ならびに労力が少なからず必要とな

る．また，化学合成した siRNAを哺乳動物細胞に導入し

た場合，発現抑制効果は，導入後１週間ほど有効であると

いわれている．このため長期的な抑制効果を評価するため

には，合成 siRNA導入による手法には限界がある．この

ため，ウイルスをターゲットとした遺伝子治療への応用を

考えた場合，siRNAを動物細胞内で安定に発現させるベ

クターシステムが重要となる．

In vitro dicing法を用いた siRNAライブラリーの

細胞内効果

siRNAは，２１―２３塩基の dsRNAであり RISC のガイド

として働き標的mRNAの切断を導く．そのため合成

siRNAは，特異的な遺伝子発現阻害剤として利用されて

いる．一般的に用いられている合成 siRNAは，２１塩基の

センス鎖とアンチセンス鎖から構成され，この二本鎖は，

それぞれ３’末端側に２塩基の突出した構造を形成してい

る．この突出構造は，RISC と相互作用するのに必要であ

ると考えられている．また siRNAは，標的配列によって

大きく抑制効果の差が現れることが報告されてい

る９，２３～２５）．そのため，効果の高い siRNAを構築しようとす

れば，標的の構造予測や経験則をもとに多種の siRNAを

作成し，その抑制効果を一つ一つ試験しなければならな

い．また植物や線虫のように長鎖の dsRNAを細胞に導入

する方が効果的であると考えられるが，先に述べたように

長鎖の dsRNAは，哺乳動物細胞では非特異的な遺伝子発

現抑制を導いてしまう５，６）．そこで我々は，Dicer を siRNA

効果の配列依存性の問題克服に利用することを考案し

た２３）．すなわち，Dicer を試験管内で長鎖の dsRNAと反

応させて siRNAライブラリーを作製し，細胞に導入すれ

ば長鎖の dsRNAによって誘発される非特異的な発現抑制

を回避できるはずである．またこのライブラリー中には，

多種の配列を標的とした siRNAが含まれており，siRNA

効果の配列依存性の問題解決が期待できる．In vitro dicing

法の概略を図３に示した．はじめにT７プロモーターを含

んだ上流プライマー及び SP６プロモーターを含んだ下流

プライマーを用いて標的遺伝子を PCR法で増幅させる．

次に上記の各プロモーターから in vitro 転写反応を行い，

センス，アンチセンスRNAを作製してそれぞれ PAGE

にて精製する．これをアニーリングさせることで基質とな

る長い dsRNAを作り，大腸菌などに作らせたリコンビナ

ントDicer を用いて，dsRNAのプロセッシング反応を行

う．反応後，２０―２５塩基の siRNAを PAGEを用いて精製

し，標的mRNAに対する siRNAライブラリーとする（図

３A）．

実際，我々は，H―ras mRNAに対して１０ヶ所の標的サイ

トに対する siRNAをそれぞれ合成して，RNAi 効果の配

列特異性を検討した．その結果，選択した標的配列によっ

て，標的遺伝子の発現抑制に変動が見られた（図３B）．

この結果は，siRNA効果が標的配列に依存する一つの例

である．次にH―ras siRNAの標的サイト７から１０を含む

配列領域に対する dsRNAを作成した．この dsRNAを基

質としてリコンビナントDicer による in vitro プロセッシ

ング反応を行い，siRNAライブラリーを作製した．この

siRNAライブラリーを細胞に導入し，H―ras 遺伝子の発

現減少を各単独の siRNAと比較検討した．その結果，

siRNAライブラリーは，それぞれの siRNAを単独で導入

するよりも，効果的な発現抑制を示した（図３B）．また

H―ras 以外でもピューロマイシンや c―Jun などを標的とし

た siRNAライブラリーも，同様に良好な siRNA効果を示
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している２３）．以上のことから in vitro dicing 法により作製さ

れる siRNAライブラリーは，標的遺伝子の配列に依存す

ることなく非常に効果的にRNAi を誘導するため，今後，

siRNAを用いた医療への応用に期待がもてると考えられ

る．

より安定した遺伝子抑制を目指して

―siRNA発現ベクターの開発―

哺乳動物細胞に合成した siRNAを用いてRNAi の実験

を行う場合，遺伝子のノックダウン効果は一過的であり，

ノックダウン細胞株やノックダウン動物の作製ができない

ため長期の実験には不向きである．これに対し，細胞内で

siRNAを産生する発現ベクターは，これらの問題を克服

するとともに，ウイルスなどのデリバリーシステムを用い

た遺伝子治療への道も開けると考えられる．２００１年７月に

Tuschl のグループが２１塩基の siRNAを用いることによ

り，哺乳動物細胞で，効果的にRNAi を引き起こすことが

可能であることを示し，siRNAの発現システムの開発が，

世界的な競争となった．そして，２００２年前半に我々のグル

ープを含む７つのグループが，哺乳動物細胞内で siRNA

を発現させ，RNAi を引き起こすシステムを発表した２６～３３）．

この発現システムを大別するとヘアピンタイプとタンデム

タイプの２つのグループに分けることができる（図４）．

タンデムタイプでは２つのU６プロモーターからセンスと

アンチセンスに相当するRNAが転写され，細胞内でハイ

ブリダイズして，siRNAを形成する．一方，ヘアピンタ

イプでは，センス鎖とアンチセンス鎖がループを介して連

なるヘアピンRNAを発現する．このRNAは細胞内の

Dicer によってプロセッシングされ，siRNAとなる．Dicer

によって切断された siRNAは RISC によって取り込まれ

図３ In vitro dicing 法の概略
（A）In vitro dicing による siRNAライブラリーの作製の概要：T７及び SP６プ
ロモーターを含んだプライマーを用いて標的遺伝子をPCR法で増幅し，in vitro
転写反応を行う．両プロモーターよりセンス，アンチセンスRNAが転写され，
これらをアニーリングしてできる長い dsRNAをリコンビナントDicer により切
断し，in vitro dicing を行う．（B）H―ras mRNAの１０ヶ所の標的サイトに対する
各RNAi の効果を検討したところ，RNAi 効果の配列特異性が観察された．そこ
で標的サイト７から１０を含む配列領域に対する in vitro dicing による siRNAライ
ブラリーを作製し，細胞に導入した．この結果，siRNAライブラリーは各 siRNA

を単独で導入するよりも，効率よく発現抑制を示した．
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アンチセンス鎖のみとなる１１）．この siRNA―RISC 複合体が

標的mRNAを切断する．同じターゲットに対して，２つ

のタイプのRNAi ベクターを作製し，比較すると，ヘアピ

ンタイプの方がより高い抑制効果を示した．これは，ヘア

ピンタイプでは，センス鎖とアンチセンス鎖が分子内に存

在するため，効率よく会合でき，細胞内でより安定な２本

鎖の状態で存在するためと考えられる．siRNAを細胞内

で転写させるために，適していると考えられたのは，RNA

ポリメラーゼⅢ（PolⅢ）によって転写される PolⅢ系の

プロモーターであった．PolⅢ系プロモーターは，tRNA

や small nuclear RNA（snRNA）などの，比較的短い配列

を転写するのに用いられており，PolⅡ系プロモーターと

異なり，転写産物に余計な配列が付加されない．中でも，

U６snRNAプロモーター，ヒストンH１プロモーターは，

PolⅢ系プロモーターとして例外的に調節配列が転写開始

配列の上流にあり，プロモーターの直後に任意の配列が挿

入可能なことから，siRNA発現ベクターのプロモーター

として用いられた．このU６とH１プロモーターから転写

されるRNAは核に局在することが知られている．しかし

ながらRNAi は細胞質で起こるため，これらのベクター系

を用いてRNAi を誘導させるには何かしらの方法でRNA

を細胞質に輸送させる必要がある２２，３４）．そこで我々は，積

極的に転写産物を細胞質に局在させることが可能な tRNA

プロモーターを用いた siRNA発現システムを開発し

た３５）．

我々は，tRNAプロモーターの中でもヒトのバリンの

tRNAプロモーターを用いている．このプロモーターシス

テムは，もともとリボザイムを発現させるために開発され

たものであり，リボザイムを細胞内で効果的にを機能させ

るために非常に有益であった．この tRNAプロモーター

の特徴としては，転写産物が細胞質に局在することであ

る３６）．さらにU６プロモーターの場合では，野生型の転写

開始がGで始まるため，設計の段階でプリン残基から始

まる標的配列を選択しなければならないが，tRNAプロモ

ーターの場合はそのような制約はない．

tRNAプロモーターは，転写される遺伝子の内部にプロ

モーターが存在する．その後，リンカー配列を介して３０塩

基のセンス鎖があり，ループを介して３０塩基のアンチセン

ス鎖の配列がありターミネーター配列となる．この場合，

転写産物は tRNA構造の３’末端にステムループ配列が付

加した構造（tRNA―shRNA）を形成する．発現システム

の概要としては，転写された tRNA―shRNAは細胞質に輸

送されてDicer に認識される（図４A）．この際 tRNA構

造の付加は，Dicer の切断活性に影響しないことがわかっ

図４ siRNAの細胞内発現ベクター
（A）ステムループタイプの siRNA発現ベクター：ヘアピンRNAが転写され，Dicer によるプ
ロセッシングを受けて，siRNAが産生される．（B）タンデムタイプの siRNA発現ベクター：２
つのU６プロモーターからセンスRNA，アンチセンスRNAが転写され，細胞内でアニールし，
siRNAが産生される．

pp．７―１４，２００３〕 １１



ている．

現在までに，哺乳動物細胞での siRNA発現ベクターは，

様々なタイプが開発されているが，tRNA, U６，HI プロ

モーターに関する抑制効果の違いはケースバイケースであ

ると考えられる．しかし共通して以下の基本的な条件を満

たす必要がある．１．ステムループ配列が正しく転写され

る．２．転写産物が細胞質に輸送される．３．転写産物が

Dicer によって認識される．少なくともこの三点は，効果

的なRNAi 誘導に最低限必用であろう．またいくつかの実

験系においては tRNA―shRNAの効果がU６タイプと比較

して高いことが観察されている．

一方 siRNAの効果は，標的配列の特性に依存する結果

が得られている９，２３～２５）．そのため効果的な siRNA発現ベク

ターを作製するには，それぞれのベクター特性をよく理解

した上で，いかに効果的な標的サイトを見つけるかがキー

ポイントであるといえる．

ウイルス治療への応用

植物において，RNAi と RNAi に関連する機構である転

写後ジーンサイレンシング（PTGS：Post transcriptional

gene silencing）は共にウイルス感染に対する防御機構と

して働いている２０）．残念ながら，現在までに脊椎動物にお

いてRNAi によるウイルス感染に対する防御機構は報告さ

れていないが，siRNAを用いたウイルス治療技術に大き

な期待が寄せられ，HIV―１，C型肝炎ウイルスを始めと

するRNAウイルスに対して，siRNA，あるいは，siRNA

ベクターを用いた報告がなされている２７，３７～４２）．２００１年，Bitko

らにより，一本鎖（－）RNAウイルスである呼吸器合胞体

ウイルスに対して siRNAを用いる試みがなされた４３）．

siRNAは呼吸器合胞体ウイルスのmRNAを標的として設

計され，実際にウイルスmRNA発現の減少が確認され

た．しかし，ウイルスゲノム自体の減少は見られなかった．

Bitko らは，ウイルスゲノムに対して効果が見られなかっ

た理由は，おそらくゲノムRNAがタンパク質複合体によ

り覆われて保護され，siRNAが会合できなかったためで

あると論じている．また，ヒトの培養細胞系と初代培養T

細胞において，siRNAによりHIVの発現抑制が行われた

との報告が相次いでなされた２７，３７～４０）．これらの報告では，

siRNAは HIVの LTR配列と５つのウイルス遺伝子（p

２４，vif，nef，tat，rev）を標的としており，ウイルスレ

ベルを３０から５０分の１に減少させることに成功した．中で

も，哺乳類 polⅢプロモーターによる rev を標的とした

siRNA発現ベクターは顕著な効果を示し，siRNA発現ベ

クターがウイルス治療に有効であることを示した２７）．RNA

ウイルス自身を標的とした場合に最も懸念されるのは，

RNAウイルス配列の高頻度の変異である，ウイルスによ

る慢性疾患においては，様々な変異を持つウイルスの集団

が形成されており，siRNAによる効果が十分に得られな

いことが考えられる．この観点から，Jacque らは１つ以

上のミスマッチを有した siRNAは PKRの活性化やウイル

ス応答性の非特異な発現抑制とは関係なく，ウイルス抑制

能が失われることを示し，変異の入りやすいHIVなどの

ウイルスが容易に siRNAによる抑制効果を無効化しうる

可能性を示唆した３７）．実際にポリオウイルスに対する

siRNAを用いた実験では，抑制後，siRNAに耐性を持つ

ゲノムに変異が入ったウイルス集団が選択的に増殖したこ

とが報告された４４）．この選択されたウイルスは，元からポ

リオウイルス中に存在していたものであることから，

siRNAの選択性，特異性が示された結果とも考えられる．

ウイルス複製に対する選択圧によって，このような siRNA

耐性の変異ウイルス株が増殖するのを防ぐには，保存され

た配列を標的とする複数の siRNAを用いることや，異な

った治療法と組み合わせることが有効であると考えられ

る．

RNAウイルスに対するRNAi の標的配列としては，ほ

とんどの場合ウイルス自身の配列が選ばれているが，TSG

１０１，NF―κBp６５サブユニットなどウイルス増殖に必要な
内在の因子に対しても大きな効果が得られている４５，４６）．ま

た，CD４，CCR５レセプターなどの，ウイルスが細胞に

進入するための内在のレセプターも有効な標的として期待

されている３８，４７，４８）．

従来，核酸による遺伝子治療には，デリバリーの問題，

即ち，体内に多量に存在する核酸分解酵素による分解を避

けて効率よく核酸分子を患部へと輸送するかという大きな

問題がつき物であった．興味深いことに，尾静脈注射によ

り siRNAのマウス個体への効率的なデリバリーが可能で

あるとの報告がなされた４９）．尻尾の静脈に siRNAを注入

する手法により，全ての臓器で同様に機能したわけではな

いが，肝臓，腎臓，脾臓，肺，膵臓において，導入したレ

ポーター活性を特異的に８０―９０％程度抑制することに成功

した．

RNAi は，哺乳動物において非常に有用な遺伝子機能破

壊の手法になりつつある．また，ウイルス抑制においても，

RNAi 適用の成功例が次々に報告されており，遺伝子治療

への応用に大きな期待が寄せられている．しかし，実際に

遺伝子治療に用いるためには，デリバリー方法，安定した

効果の持続性，そして何よりも安全性が保証されなくては

ならない．RNAi の機構の全ては解明されていないことも

併せ考えると，基礎と臨床双方の研究，開発が必要とされ

るであろう．
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