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1．RNAiとは

今日までのウイルス増殖抑制の方法はワクチンかウイル
ス蛋白やウイルス特異酵素をターゲットとした創薬であっ
た．ここ数年，ウイルスゲノム複製に関わる転写，翻訳を
核酸レベルで直接抑制しようという試みが，アンチセンス
核酸，ライボザイム，DNAエンザイムなどで行われていた
が，十分な抑制効果は得られなかった．最近，新しい遺伝
子発現抑制（gene silencing）として，これらをはるかに
凌ぐ効果を持つ RNA interference（RNAi）が注目されて
いる．
長い 2本鎖 RNAiによって誘導される遺伝子発現抑制で

ある RNAi現象は植物から昆虫，哺乳動物にいたるまで広
く保存して観察され，元来，真核細胞に備わった抗ウイル
ス機構として知られていた．細胞内に導入された 2本鎖
RNAは Dicerと呼ばれる RNase III核酸分解酵素ファミ
リーによって 21-24merの短い 3’ 突出型の 2本鎖 RNAで
ある short interference RNA（siRNA）に分解される．
siRNAはアンチセンス鎖のみがとくほぐされて，ヘリケー
スなどの蛋白質から成る RNA蛋白質複合体である RISC複

合体（RNA-induced silencing complex）に取り込まれ，
アンチセンス鎖に相補的な配列を持つターゲット RNAを
その中央で分解する．しかし，哺乳動物における 2本鎖
RNAの導入は PKRや 2’ 5’ oligosynthetaseの活性化によ
る非特異的な翻訳抑制や RNAの分解が生じ，ホストの細
胞の死んでしまうため，分子生物学的手法としても遺伝子
治療の方法としても RNAiの利用の大きな妨げになってい
た．しかし，2000 年に，RNAi 機構の中間産物である
siRNAを合成して用いることによってこれらの副反応が回
避され，siRNAの配列に特異的な遺伝子発現抑制が可能と
なった 1）．さらに，siRNA配列を短い 9merのループ配列
でつないだ stem型のパリンドロミックな siRNA配列を pol
III系のプロモーター下に挿入した siRNA発現 DNAプラ
スミドも開発された 2）．また，近年，加えて siRNA の新
たな遺伝子発現抑制機構として siRNAを介した DNAの主
にプロモーター領域の CpGアイランドをターゲットにメチ
ル化が転写抑制を起こすことも明らかになっている 3）．

RNAi機構は酵母からヒトに至るまで多くの生物種で保
存されていて，その生物学的な意義としてはウィルスなど
に対する防御機構として進化してきたという仮説が提唱さ
れている．siRNAの発見以来，すぐにいくつかのウイルス
において，細胞内でのウイルス遺伝子の切断やウイルス遺
伝子複製モデルにおいて siRNAが有効であるとの報告が相
次いでいる．現在まで，エイズウイルス（HIV）4），C型 5-8）・
B型 9, 10）肝炎ウイルス，ポリオウイルス 11），インフルエ
ンザウイルス 12, 13），ウエストナイルウイルス 13）SARSウ
イルス，ウエストナイルウイルスを含むの多くウイルスで
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有効な siRNAの報告がある．ここでは，我々が作製した C
型肝炎ウイルス（HCV）に対する siRNAについて 5）紹介
する．

2. siRNAターゲットサイトの選択

HCV遺伝子は 9600塩基からなるプラス 1本鎖 RNAで，
5’と 3’ 非翻訳領域（UTR）に挟まれた ORFからなる．5’

側の 341塩基の UTRは複雑な RNA構造の IRES（internal
ribosome entry site）（一部コアタンパクコード領域に及
ぶ）を含み，HCV RNAはキャップ非依存的にこの 5’

IRES により翻訳される．3’ UTRにはポリ U配列と 98塩
基からなる 3’X領域が存在している．ORFは 5’から C, E1,
E2, p7の構造蛋白，NS2, NS3, NS4A, NS5A, NS5Bの非構造
蛋白を含む 3010のアミノ酸からなる 1本の大きなポリプロ
テインをコードしている（図 1上）．

HCVは 1本鎖 RNAウイルスであるがゆえ，プルーフリ
ーディング機能がなく，ウイルス複製時に特に ORF領域
において RNAポリメラーゼの読み違いによる変異を起こ
し易い．HCV遺伝子が同定されて以来，様々な遺伝子型が
報告されてきたが，現在では分子進化学的に遺伝的に距離

をもつ 6つの遺伝子型に分類，整理されている．また，同
一個体内においても遺伝子配列の異なったウイルス集団が
存在して quasispeciesと呼ばれている．

Quasispeciesの問題から，もし siRNAにその配列上ター
ゲットサイトとのミスマッチ変異が生じた場合，特にその
変異部位が 19 ntのうち 5’から 9-13塩基目付近であると，
たとえ 1塩基でも大きく切断効率を下げる場合があること
が報告れている 14）．実際に HIVで siRNAの効果が HIVに
生じた点変異で著しく減弱すること報告されている 15）．そ
こで我々は HCVの遺伝子型に関わらず 92-98%配列が保存
されている 5’UTR IRESに siRNAのターゲットを絞って
デザインした（図 1下）．siRNAの至適配列については，一
定の法則がわかっている．siRNAが RISCに取り込まれる
際にアンチセンス鎖がとりこまれるために，アンチセンス
鎖の 5‘末端の内部エネルギーが低いことが望ましく 5‘末
端が Aまたは Uであるなどが重要とされる 16）17）18）．

3. HCVに対する siRNAの効果

HCVは通常の培養細胞には感染せず，感染培養細胞がな
いことが，HCV研究の大きな妨げとなっていたが，1999年

図 1 （上）HCV の遺伝子構造と

（下）HCV 5'UTR IRES の RNA の 2 次構造と siRNA のターゲット部位
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図 2 合成 siRNA の HCV レプリコン（Rep-Feo）へのルシフェラーゼ活性抑制効果（文献 5 から転載）
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に Bartenschlagarらによりヒト肝細胞癌株 Huh-7細胞を
用いて HCVの自己増殖を可能にした HCVレプリコンが報
告された．HCVゲノムの構造蛋白をコードする部分をネオ
マイシン耐性遺伝子に置換した構造で，ヒト肝細胞癌株
Huh-7細胞に導入して，HCVの複製機構を介して獲得した
ネオマイシン耐性によって安定増殖クローンが選択され，
さらにレポーター遺伝子としてネオマイシン耐性遺伝子に
ルシフェラーゼ遺伝子を融合させて，HCV遺伝子複製効率

をルシフェラーゼ活性によって簡便に評価できるようにな
った．
図 2に我々の 5’ UTR IRESに対してデザインした

siRNAの効果を示す．上記 HCV レプリコン（Rep-Feo）
システムにおいて siRNA331が最も有効に発現を抑制した．
コントロールに比較して 125 nMの siRNA濃度では 97%
のルシフェラーゼ活性の抑制が達せられ，2.5 nMの非常
に低濃度 siRNAでも約 80%の抑制が見られた．この結果
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は HCV レプリコン RNAのノザンブロットや非構造タン
パクのウエスタンブロットでも確かめられた（図 3）．この
siRNAの効果は従来の機能性核酸試薬であるアンチセンス
オリゴ DNA，リボザイムと効果の比較しても圧倒的に低濃
度でより高い抑制活性であった．
また，ウイルス遺伝子そのものを標的とするのではなく，
ウイルス増殖に必要な宿主側の内在性遺伝子を標的にする
方法も考えられている．HIV感染における TSG10119）や
NFκ B p6520）サブユニットなどを siRNAで発現を抑制
し，HIVウイルス増殖を抑制したとの報告もある．
さらに，CD4や CCR5などの HIV-1感染におけるリンパ
球側に内在するウイルス受容体を標的としてその発現を抑

制する方法も成果があり注目されている 21）．CD34+造血
幹細胞に CCR5に対する siRNAをレンチウイルスで安定発
現させたところ，正常に分化して in vitroでマクロファー
ジに in vivoで Tリンパ球になり，その両者ともに HIVウ
イルスに抵抗性になったとの報告がされ，今後の臨床応用
に期待が持たれている 22）．

4. HCVに対する siRNA発現ウイルスベクターの

in vivo効果

siRNAをウイルスベクターで細胞内に発現するためには
siRNA発現 DNAベクターの作製が必要である．我々は Pol
III系のプロモーターであるヒト U6プロモーターの下流に

図 3 siRNA331 の HCV レプリコン RNA, 非構造タンパクへの発現抑制効果（文献 5 から転載）

(A) レプリコン配列全長に対するプローブを用いたノザンブロット

(B) NS5Bに対するプローブや抗体を用いたウエスタンブロット

lane 1, mock; lane 2 siRNA 331 2.5 nM; lane 2 siRNA 331 25 nM; lane 2 siRNA 331 125 nM; no transfection
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ステムループタイプの siRNA発現ベクター配列を挿入して
その効果を検索した．ステムループタイプでは複製に際し
てセンスやアンチセンス配列に高頻度に変異が入ることが
知られており，それを防ぐため複数のミスマッチ変異をセ
ンス鎖に導入した 23）．これによって，HCVゲノム切断効
率は下がらず，より安定な siRNA発現ベクターが完成し
た．さらにこれをアデノウイルスベクターに導入すること
によって，HCV レプリコンのルシフェラーゼ活性を測定
感度以下にすることに成功し，これを用いて肝臓にHCVゲ
ノムが発現するトランスジェニックマウスにおいて，in
vivoでの HCV遺伝子発現抑制に成功している（論文投稿
中）．さらに，現在，サルでの C型肝炎モデルにおいてそ
の効果を検証中である．

5. siRNAの in vivoへのデリバリー

siRNAは細胞質で RISCに取り込まれて切断活性を発揮
することより，siRNAのデリバリーは細胞膜さえ越えれば
よく，遺伝子治療によく使われる発現 DNAベクターのよ
うに核にアクセスする必要がない．McCaffrey 24）らはマ
ウスの尾静脈から 10-50（gの合成 siRNAを体重の 5-10％
の大量の PBS溶液で 5-7秒の短時間で注入するハイドロダ
イナミックス導入法で，マウスの肝細胞に siRNAの導入に
成功した．この方法によって腎臓，脾臓，肺，すい臓にも
有効な siRNAの導入が可能である 25）．このハイドロダイ
ナミックス導入法で導入された Fas26）や caspase 827）に
対する合成 siRNAで，マウスに誘発された激症肝炎による
死亡率を低下させとの報告がされた．このハイドロダイナ
ミックス導入法をそのまま臨床応用することは難しいが，
siRNAが in vivoで有効に作用することを示した重要な報
告である．最近，siRNAのセンス鎖の 3‘末端にコレステ
ロールを結合させることにより，通常の速度の静脈注射で
も肝臓と腸管への導入が可能でありことが示された 28）．そ
の他，肝臓への有効なカチオニックリポソームベクターが
次々と開発されており 29）30），期待できる．
長期の抑制効果にはウイルスベクターが必要となる．ス
テムループタイプアピン型 siRNA発現ベクターコンストラ
クトをアデノウイルス 31）やレンチウイルス 32），レトロウ
イルス 33），アデノ随伴ウイルス 34）などのウイルスベクタ
ーに組み込んで作製した siRNA発現ウイルスベクターを用
いて，in vivoの細胞への siRNA導入の報告が次々とされ
ている．特に最近開発されたアデノ随伴ウイルスの新しい
血清型 8型（AAV-8）は非常に高い遺伝子導入効率があり
期待されている 35, 36）．

6. おわりに

siRNAによる臨床応用には siRNAのデリバリーと off-
targetが大きな問題点であろう．肝臓は siRNAのデリバリ
ーの面では最も良い臓器の 1つと考えられ，特にウイルス

性肝炎は siRNAのターゲットの疾患として今後の発展に大
いに期待が持たれる．
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RNA interference (RNAi) is the process of sequence-specific, post-tanscriptional gene silencing

initiated by double-stranded RNA (dsRNA).  The short interference RNA (siRNA) cleaves target RNA

even in mammalian cells without adverse effects of long dsRNA such as an interferon response, and

works much more efficiently than antisense oligonucleotide and ribozyme.  The clinical application of

siRNA has been tried especially for the viral diseases.  There are still important problems for

application of gene therapy including off-target effect and gene delivery of siRNA, but a rapid

progress can be expected because of the extremely high efficiency of siRNA.




