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論文内容の要旨 
 

論文は、３章から構成される。 

第１章では、miRNA とタンパク質からなる RISC から、miRNA を脱離させることを目指し、

ペプチドと核酸を結合した Anti-miR oligonucleotide (AMO)を開発し、活性評価した結果につい

て報告している。タンパク質と miRNA との結合に重要な役割を果たす PIWI-box と miRNA の 5’

末端リン酸基の静電的相互作用を競合的に阻害するペプチド (RINDA: RISC-inhibitor 

disturbing active-site of RISC)を設計し、AMO の 3’末端に導入した。その結果、修飾したペプ

チドコンジュゲート核酸 RINDA-as が効率的に miRNA を RISC から miRNA を脱離させること

を明らかとした。 

第２章では、AMO に導入された化学修飾が、miRNA の脱離速度と脱離率に与える影響を評価

した。AMO の化学修飾には、2´-OMe 型 RNA や、Locked Nucleic Acid(LNA) が汎用される。

そこで、2´-OMe 型 RNA と LNA を複数個導入した AMO を設計し、RISC からの miRNA 脱離

反応に用いた。その結果、標的 miRNA に対する Tm 値が高い AMO は、miRNA 脱離速度(T1/2)

が速いことが明らかになった。さらに、miRNA 脱離速度(T1/2)が速い AMO は、RISC 活性阻害効

果(IC50)が高い事も示された。 

第３章では、３段階からなる RISC の RNA 切断反応において、miRNA の脱離反応が誘導され

る際の速度論的解析を行った結果について報告する。RISCによる標的RNA認識機構は(Ⅰ) RISC

が miRNA の Seed 領域で標的 RNA と結合する過程 (Ⅱ) miRNA の 3´末端が PAZ からリリース

される過程 (Ⅲ) 標的 RNA が RISC のヌクレアーゼ活性によって切断される過程、から成る。

そこで本章では AMO を数種類設計し、各過程における miRNA 解離速度を Unloading Assay に

よって評価した。その結果、第３過程において最も効率よく miRNA が脱離することが明らかと

なった。 

 

論文審査の結果の要旨 



2 
 

 

 MicroRNA(miRNA)は、細胞の分化・増殖・代謝・アポトーシスなどの極めて重要な生命現

象を担う Non-codingRNA である。近年、miRNA の発現異常がガンをはじめとした様々な疾患

の原因の 1 つであることが明らかとなった。このため miRNA は核酸医薬の標的分子として高い

注目を集めており、欧米のベンチャー企業を中心として miRNA の活性制御分子の開発が盛んに

行われている。 

本論文では、miRNA が機能を発揮するためには必ず RNA-induced silencing complex (RISC)

とよばれるリボヌクレオプロテインを形成することに着目し、RISC からの miRNA 脱離反応に

関する速度論的解析と、miRNA 脱離反応を促す新規核酸誘導体の開発について報告されている。

Chapter1 では、PIWI-Box の 2 つの Lys 残基と、miRNA の５’末端リン酸基との静電作用に着

目し、静電相互作用を阻害する酸性ペプチド(RINDA:RISC-inhibitor disturbing active-site of 

RISC)を設計し、miRNA 脱離反応の促進を実現している。リボヌクレオプロテイン選択的分解の

誘導を目指す本手法は、RISC にフタをしてリボヌクレオプロテインの活性を制御する従来法と

は全く異なる手法である。そのため、学術的におおいに評価できる。Chapter２と Chapter３で

は、RISC からの miRNA の解離の作用機序を解析することで、より効果的に miRNA 脱離反応を

誘導する機能性核酸の設計指針を提案している。従来は、RISC の活性制御分子として分解酵素

により代謝されることのない核酸誘導体が用いられていたが、本研究により RISC の活性制御に

は、RISC の構造変化を誘起する核酸誘導体を設計の指針として用いる必要が有ることが明らか

となった。以上のように本論文は生体で重要な働きをするリボヌクレオプロテイン複合体の選択

的制御に関する重要な概念、手法開発を論じ、また、核酸医薬品の重要標的分子である RISC の

機能解明に関わる重要な評価法を提案している。その学術的意義は高く、また今後の RNA 研究

の重要な概念、手法として高く評価される。 
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