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論文審査の結果の要旨

siRNAはがんなどの疾忠治療への応用が期待されている。 siRNAを用いるがん治療の利点は、

各がん細胞によって異なるシグナル伝達の状態に合わせて、標的とするシグ‘ナル伝達タンパク質に

特異的な siRNAをオーダーメードに準備できることである。しかし、 siRNAを治療に用いるため

には、化学的不安定性、オフターゲ、ツト効果、疾患部以外への非選択的な送達などの課題が存在す

る。これらの問題の中で、本研究では特に非選択的な送達に注目し、これを解決することを目指し

た。この問題に対して、 siRNAのRNAi効果が、がんで高発現しているプロテアーゼであるカテプ

シンBによって活性化するシステムを開発した。得られた成果は次の通りである。

上記のがん応答性RNAiを達成するために、ペプチドとペプチド核酸からなるコンジュゲートを

合成し、これと siRNAとのハイブリッドを作製した。ハイブリッドの作製のために、センス鎖を

伸張した siRNAを合成し、これとコンジュゲートのペプチド、核酸部位をハイブリダイズさせた。

コンジュゲートは水溶性に乏しいものの、ハイブリッドの形成により水溶性が向上することを見出

した。ハイブリッドの融解温度測定より、生理温度で十分な安定性を有する siRNAの伸張部の鎖

長を決定した。このハイブリッドは、ハイブリッドのペプチド部分の立体障害により、 RNAiを触

（ 媒する dicerに対する反応性を失った。また、コンジユゲートのベプチド部分はカテプシンBによ
り切断されることが分かつた。以上より、目的とするがんに応答した RNAiに必要とされる性質を

ハイブリッドが有することが示された。

次に、実際にハイブリッドを用いたカテプシンB応答的な RNAi効果をmvitroで評価した。そ
の結果、ハイブリッドはレポーター遺伝子の発現を、通常の siRNAと同程度まで抑制した。一方、

カテプシンBに対する基質ペプチドを改変し、応答性を失わせたハイブリッドでは、 RNAi効果の

発現が抑制された。さらに、カテプシンBの阻害剤を加えることによっても RNAi効果は阻害剤濃

度依存的に抑制された。以上より、本ノ、イブリッドが、カテプシンBに応答して RNAi効果を発現

することが示された。

最後に、本ノ、ィブリッドをがん治療に適用するために、カテプシンBに応答してBcl-2の発現を

抑制し、細胞をアポトーシスに至らせるシステムの開発を行った。 siRNAの配列を Bcl-2に相補的

なものに替え、これを先述のコンジュゲートとハイブリッドを形成できた。本システムは、 siRNA

の配列の末端を伸張した部分とハイブリッドを形成させるため、 siRNAの配列によらず作製可能で

あるという一般性が示された。ハイブリッドをmvitroでがん細胞にアポトーシス誘導できるかを

確認した。その結果、カテプシンBに応答しない対照のハイブリッドに対して有意な細胞死を誘導
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することが分かつた。

以上、本研究ではがん細胞で過剰発現しているカテプシンBに応答して、活性化する RNAiシス

テムの開発に成功した。本研究で提案した分子設計は、カテプシンBに限らず、いずれのプロテア

ーゼにも適用可能と考えられる一般性の高いものであり、生命工学の分野において価値ある業績と

認められる。

よって、本研究者は博士（工学）の学位を受ける資格があるものと認められる。


