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Design．iug　 of 　Effective　 Sma 且l　 Interferillg　 RNA （siRNA ）：

Deuble　Stalld　RNA 　with 　a　Uni且aterft12 −nt 　3’−Overhang 　on

the　Antisense　Strftnd
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　 Symmetrical　short　interfering　RNAs （siRNAs ）with 　2・nヒoverhangs

at　both　ends 　have　been　widely 　used ，　and 　it　has　been　believed　tl〕at　when

the　 3
’・end 　is　 thermodynannically　 less　 stable　than　 the　5

「−end ，　 t】1e

anst正sense 　stand 　is　preferetltiai】y　inc〔｝rporated  to　RlSC、　However ，　a
2−nt 　overhang 　at　the　antisense 　strand 　seem 　to　be　more 　iMportanlt．　Wb
desiglied　basically　fbur　 types 　 of 　siRNAs ： （1）symmetric 　blunt　 ends

（b−b），　（2）　sym エrretric 　2胴m 　overhangs 　（o −o ），　（3）　asymlnetric 　2−】並
antisense 　strand 　overhang （o−b）t　 alld （4）asymme 由 c　2一飢 sense 　strand

overhang （b−o）．　Results　indicated　that　s恨NAs 　with 　 a　uni［ateral　2−nt
3Loverha匸lg 　on 血 e　antisense 　stralid（o・b）were 　more 　effective 　than　edier
siRNAs ，　irrespective　of　the　theロ” odynamic 　stabilities　at　temlillal　ends ．
Moreover，　we 　showed 　tliat　sense 　strand 　modifications ，　suoh 　as 　deletions
or　DNA 　substitu‡ions，　of 　siRNAs 　w 註h　 a　unjlatefa 正overhang 　o艮≧the

antisense 　strand　have　no 　llegative　effeCt　on 　the　趾 1tisenlse　strand

selection ．　 Our　findings　provide　usefUt　guide堊ines　fbr　the　（［esigrl　 of

potent　siRNAs 　and 　contribute 　to　understanding 血e　cmcial 　faetors 
deten1】iningstrand　selection ．

活性 の 高い 短鎖干渉 RNA （siRNA ）の デ ザイ ン ：ア ン チ セ ン

ス 鎖 の 3味 端 に 2 塩 基 突 出 を 有 す る 片 ブ ラ ン トニ 本 鎖

RNA が よ い
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　従来、短鎖干 渉 RNA （siRNA ）は 両 端 に 2 塩基の 突 出 を有

す る二 本 鎖 RNA が 用 い られ 、熱力 学 的 に 5L 末 端が 3’・末
端 よ り安 定 で あ る と、ア ン チ セ ン ス 鎖 が RISC に よ り取 り

込 まれ 易 い と され て きた v 平 滑 末 端 （b−b）あ るい は 両端 に 2

塩 基 の 突出 を有す る（o・o ）対 照 型 、お よび セ ン ス 鎖（b−o ）あ る

い は ア ン チ セ ン ス 鎖 （o
−b）に 2 塩 基 の 突 出 を 有 す る非 対 照

型 の 二 本鎖 RNA を合成 し、活 性 を 測定 した 。 そ の 結果、
ア ン チ セ ン ス 鎖 に 2 塩 基 の 突 出 を有 す る 非 対 照 型 の 二 本

鎖 RNA （o
・b）が、両端の 熱 力学 的 安 定性 に 関係 な く、他 の

3型 よ り活 性 が 高か っ た 。さ らに 、こ の 非対 照 型 の 二 本 鎖

RNA （o
−b）の セ ン ス 鎖 の 3’末端か ら数塩基を取 り除い て も、

また 、こ れ ら を DNA で 置換 し て も、活性の 減少 は 見 られ

なか っ た c こ れ ら の 知 見 は 活性 の 高 い siRNA を設 計 す る

うえで 有意義 で あ る とともに、二 本鎖 RNA の
一

方 の 鎖 が

RISC に 取 り込 ま れ る機 構 を解明 す る うえ で 参考 とな る だ

ろ う。

P −094 （0 − 6）
Discrimination　of 　tbe　DNA 　reac 纐ve 　mech 跚 isms　by　ge皿 e

expressiom 　profi鳳ing’n　vitro
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　 The　 development　 of 　 experimental 　 approaches ．　 e．g，
toxicogeno 血 cs，　 capable 　 of 　distinguish  g　 a　 wide エ鋤 ge　 of

g  otoxic 　mechanisms 　is　expected 　to　improve　risk 　assessment ．
We 　have　been　 searching 　fbr　usefUl 　 marker 　genes　 which 　call

discriminate　 compounds 　based　 on 　 the　 mechanisms 　 of 　DNA
reactivity 　by　expression 　alteration ．

　 Exponentially　growing　 hu．mall 　 Iymphoblastoid　 TK6 　cell

cultures 　 were 　exposed 　fbr　 4−h　to　seven 　DNA 　 reactive

compounds ： mitomyoin 　C ，
　 methyl 　 methanesulf （）nate ．　 etliyl

methanesulfonate ，　 cisplatin ，　 etoposide ，　 hydroxyulea　 and

Illethotrexate ．　two 　 non −DNA 　rea （オive　 compoullds ： QolchiGine

and 　 adenine ．　 Microarray　 gene　 expression 跚 alysis 　 was

conducted 　usi19 　Affyi皿 etrix 　GelleChip．　Cytotoxicity　and

genotoxicity　were 　evaluated 　by　 counti19 　tlle　number 　of 　cells

and 　the　inicronucleated 　 ce 皿s。　respectively ，　after 　an 　additional

20−11recovery　period．

　 We 　fbund　 some 　 marker 　 genes　 capable 　of　discriminating
DNA 　reaCtive 位om 　 non ・DNA 　reactive 　 compounds ．　 We 　 also

verified 　the　 utility 　of 　 these 　 marker 　 genes　 using 　other

compounds 　by　quantitative　real −time　PCR ．

遺伝 子 発 現 変動に よ る DNA 反 応性 メ カ ニ ズ ム の 判別
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　化合物 の 作用 メ カ ニ ズ ム を考慮 した ア プ ロ
ーチ （トキ シ

コ ゲ ノ ミ ク ス な ど）の 発 展に よっ て 遺伝毒性 の リス ク 評価

の 向上 が 期待 され る ，そ こ で 我 々 は 遺伝 子 発 現解析 に よ

り，DNA 反 応性 メ カ ニ ズ ム の 差異を反 映す るマ
ー

カ
ー

遺

伝 子 の 探索 を行 っ て き た ，
　対数増殖期 の ヒ ト リン パ 球細胞株 TK6 細胞 に 1）NA 反 応

性 7 化合物 （mitomycin　C，　methyl 　 methanesulfonate ，　ethyl
methanesulfonate

，　　 cisplatinl　　 etoposide ．　　 hydroxyurea，
nlethotrexate ），及 び 非 DNA 反 応 性 2 化 合 物 （colehicine ，
adenine ＞を 4 時間作用させ た サ ン プル に つ い て Affymetrix
社 Gene 　Chip を 用い て 遺伝子 発 現 解析 を行 っ た．細 胞 毒性

と遺伝毒性 は，処 理 後 2  時 問回 復培養を 行 っ た 際 の 細胞

増殖率及 び 小 核誘発 頻度 に よ り評 価 した．
　遺伝子 発 現 解析 の 結果，化 合物 を DNA 反 応 性 グル ープ

及 び 非 DNA 反 応性 グル
ー

プ に 判 別 す る マ
ー

カー遺 伝子 を

抽 出 し た．さ ら に 別 0 ）化 合 物 に つ い て 定 量性 リア ル タ イ ム

PCR を行 い ，抽出 マ
ー

カ
ー

遺伝子 の 有用 性 を確 認 した．
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