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研究成果の概要（和文）：応募者等が開発した新規核酸医薬Guide hairpin RNA-34a (ghRNA-34a)は、一般的な
Mimic miRNAと比較して全長が２／３程度まで短縮されており、核酸に対する副作用である自然免疫応答が抑制
されていた。また、肺がんモデルマウスを用いた実験から、生体内において腫瘍抑制効果が確認された。さら
に、ghRNAは核酸短縮化技術として、汎用性があり、他のmiRNAにも適用出来た。従ってghRNAは、安全性の高い
RNA干渉型核酸医薬として有用である。以上の成果は、原著論文としてMolecular Therapy誌に投稿し、掲載され
た。

研究成果の概要（英文）：The innate cytokine response to nucleic acid is the most challenging problem
 confronting the practical use of nucleic acid medicine. The degree of stimulation of the innate 
cytokine response strongly depends on the length of the nucleic acid. In this study, we developed a 
30-nucleotide single strand RNA, termed "guide hairpin RNA (ghRNA, ghR)", that has a physiological 
function similar to that of miRNA and siRNA. The ghR caused no innate cytokine response either in 
vitro or in vivo. In addition, its structure does not contain a passenger strand seed sequence, 
reducing the unwanted gene repression relative to existing short RNA reagents. Systemic and local 
injection of ghR-form miR-34a (ghR-34a) suppressed tumor growth in a mouse model of RAS-induced lung
 cancer. This novel RNA interference (RNAi) technology may provide a novel, safe, and effective 
nucleic acid drug platform that will increase the clinical usefulness of nucleic acid therapy.

研究分野：分子病理学
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１．研究開始当初の背景 
世界のがん死の原因で最も多いのは肺がん
であり、国内のがん統計においても肺がんの
罹患数は第３位で死亡数は第１位である。こ
れは肺がんの５年生存率が１５％と低いた
めであり、現在の肺がん治療の限界および革
新的な治療法開発の必要性を示している。が
んはいくつかの遺伝子変異および分化過程
を経て、抗アポトーシス、無限増殖、転移浸
潤、薬剤耐性等の様々な能力を獲得した不均
一（heterogeneity）な細胞集合体であること
から、単一の遺伝子を標的にした医薬の効果
は限定的であることが予想できる。
microRNA(miRNA)補充療法は、がん化の過
程で発現が低下したがん抑制性のmiRNAを
外から補充することで、そのmiRNAが標的
とする複数のがん遺伝子の発現を抑制する
というストラテジーに基づいた革新的な治
療法であり、その効果が期待されている。一
方で核酸医薬の実用化は、核酸に対する免疫
反応が障害となっている。 
 
２．研究の目的 
本来、TLRs および RLRs などの RNA 受容
体は、レトロウィルスなどの感染の際にRNA
ゲノムを Pathogen-associated molecular 
patterns (PAMPs)としてパターン認識し、自
然免疫系を惹起する役割を担っている。核酸
医薬の投与は、単球、樹状細胞、マクロファ
ージ、B細胞などに発現する TLRs, RLRsを
活性化し、IL-6, TNFα, IFNsなどの炎症性
サイトカインの発現を誘導することで、重篤
な炎症を副作用として起こす。一方で、
miRNAに類似する siRNAを核酸医薬に応用
を試みた研究から、核酸投与による炎症反応
は核酸の長さに強く依存していることが知
られている。このことから応募者等は、
miRNA を短縮化することで、炎症を惹起し
ない核酸医薬を実現できるか検討を行った。 
 
miR-34a は最も強力な腫瘍抑制活性を有する
miRNA の一つであり、肺がんを含む多くのが
んでその発現と予後の関連が示されている。
また、この miR-34a を肺がん細胞株（H1299）
にトランスフェクションすると、有意に増殖
が抑制されることから、本研究では miR-34a
をベースにした短縮化の検討を行った。 
 miRNA は機能的なガイド鎖とパッセンジャ
ー鎖の二本鎖構造である。ガイド鎖が標的
mRNA に結合して抑制を行うためパッセンジ
ャー鎖は不要と考えられるが、ガイド鎖の一
本では活性をもたないため二本鎖構造が必
須である。従って、ガイド鎖を折り曲げたヘ
アピン型の二本鎖構造を基本形とし、パッセ
ンジャー鎖に相当する配列を削減した。 
 結果、驚くべきことに通常の二本鎖構造で
は 44 ヌクレオチド（nt）の miR-34a を最短
で 30 nt まで短縮化することができた（図２）。
応募者等はこの 30 nt の miR-34a を超短鎖型
（Guide Hairpin (gh)）RNA と名付けて、更

なる解析を行った。導入濃度、持続時間、タ
ンパク質の発現抑制など詳細に検討した結
果、miR-34a と ghR-34a では、主要標的遺伝
子（AXL, MET, CDK6）に対する発現抑制活性
および肺がん細胞に対する抑制活性に全く
差が無かった。これらのことから、標的抑制
活性および標的多様性を保持した状態で
miR-34a を短縮化することに成功した。 
 一方で、短縮化によりどのような利点が生
じたかは不明である。miR-34a と全長が約２
／３に短縮された ghR-34a とでは、モル濃度
を揃えた際の効果が同じであるため、細胞の
培養液に添加する、もしくは生体に投与する
核酸の重量も約２／３になる。従って、炎症
の誘導に限らず核酸に対する副作用は減少
することが予想できる。また、一般的に核酸
は短いほど細胞への導入効率が高いことか
ら、小さくなった事により、細胞膜透過性お
よび組織浸透性が向上している可能性も考
えられる。以上のことから本研究は、短縮型
miRNA の自然免疫応答および、その他核酸医
薬としての利点を解析することで、miRNA 補
充療法の実用化を促進する基盤技術として
確立させることを目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、短縮型 miRNA（ghRNA）に関
して以下の項目を検証し明らかにする。 
(1) 炎症性サイトカインの誘導が軽減され
る可能性について 
(2) 肺がんモデルマウスを用いた生体にお
ける腫瘍抑制活性 
(3) パッセンジャー鎖による不要な遺伝子
抑制の無効化 
(4) 細胞膜透過性および組織浸透性が向上
する可能性について 
(5) miR-34a 以外の他の miRNA 配列への応用 
 
① 炎症性サイトカインの分泌抑制の検証 
 核酸に対する自然免疫応答は、投与する核
酸の長さに強く依存することが知られてい
る。応募者等が開発した ghR-34a は、全長が
２／３程度まで短縮されていることから、自
然免疫応答を誘導しにくい核酸になってい
ると考えられる。 
①-１）ヒト単球を用いた in vitro assay 
核酸に対する免疫反応は、単球、マクロフ
ァージ、樹状細胞によって産生される IL-6
や TNFα等の炎症性サイトカインに起因する。
ヒト末梢血より単球を分離し、短縮型
miR-34a を導入後、炎症性サイトカインの産
生を real-time PCR 法および ELISA 法を用い
て計測する。 
①-２）マウスを用いた in vivo assay  
生体における核酸に対する免疫応答の計測
には、野生型（C57BL/6）マウスを用いる。
キャリアーには毒性の低いキトサンを用い
て、短縮型 miR-34a を尾静脈より全身投与す
る。炎症性サイトカインの産生は ELISA 法を
用いて計測する。 



 
② 生体内における肺がん抑制の検証 
 miR-34a は最も強力な腫瘍抑制性 miRNA の
一つであり、肺がんに対する抑制活性が複数
報告されている。肺がん細胞株を用いた in 
vitro assay では、通常の miR-34a と同等の
増殖抑制活性がghR-34aに認められているが、
生体内における腫瘍抑制能は不明である。従
って、肺がんモデルマウスを用いて ghR-34
の腫瘍抑制効果を測定する。肺がんモデルに
は、１００％の確率で肺がんを発症する活性
化型変異 KRAS ノックインマウス（KRASG12D
マウス）を用いる。また、核酸のキャリアー
にはキトサンを用いる。 
 また、核酸投与の副作用として組織障害を
誘発する可能性が考えられる。us-miR-34a の
複数回投与による組織障害等の影響は、各種
の主要臓器の病理学的観察により検証する。
この実験では野生型のマウスを用いる 
③ パッセンジャー鎖の無効化の検証 
 通常の合成 miRNA は、本体であるガイド鎖
と半相補的なパッセンジャー鎖の二本鎖で
ある。ガイド鎖による標的遺伝子の発現抑制
を目的に使用されるが、実はパッセンジャー
鎖も相補的な配列を有する遺伝子の発現抑
制に働く。多くの場合、このパッセンジャー
鎖は望まない遺伝子抑制に働くため、副作用
の原因になると考えられる。応募者等の考案
した短縮法は、その過程でパッセンジャー鎖
のシード配列が失われるため、パッセンジャ
ー鎖による遺伝子抑制は無効化されている
と考えられる。 
 短縮型によるパッセンジャー鎖の遺伝子
抑制の無効化は、GeneChip 発現解析を用いて
網羅的に行う。二本鎖 miR-34a の導入でノッ
クダウンのかかる mRNA 群の中から miR-34a
のパッセンジャー鎖（miR-34a*）の標的遺伝
子 を miRNA 標 的 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム
（TargetScanS, miRanda等）を用いて抽出し、
それらがghR-34aの導入ではどのように変動
するか解析する。 
④ 細胞膜透過性の計測 
 核酸は短いほど細胞への導入効率が高く
なるのが一般的である。蛍光標識した
ghR-34a を肺がん細胞株へ導入した際の取り
込み効率を In cell analyzer もしくは Flow 
cytometer を用いて解析する。蛍光色素には、
分子量が小さく分子間相互作用の少ない
Fluorescein isothiocyanate (FITC)を用い
る。 
⑤ 組織浸透性の計測 
 低分子医薬と比較して分子量の大きい核
酸医薬では、病変組織内部への浸透力が重要 
な課題の一つと考えられる。本研究における
短縮化では、核酸１分子あたりの分子量が約
１４０００から９５００まで減少している
ため、組織内部への浸透力が高くなることが
予想される。キトサンをキャリアーとして
FITC標識ghR-34aを肺がんモデルマウスへ投
与し、肺がん組織への核酸の浸透を蛍光顕微

鏡もしくは In cell analyzer を用いて解析
する。 
⑥ 他の miRNA 配列への応用の検証 
 本研究では、腫瘍抑制 miRNA として知られ
る miR-34a を元に短縮化の可能性を検討し、
ghR-34a を開発した。一方で、２，５００種
類を超えるヒトの miRNA の中には、様々な疾
患に対して有効な miRNA が存在する。miRNA
補充療法に適した他のmiRNAに短縮化技術が
応用可能か検討し、技術の汎用性を明らかに
する。 
 候補となる miRNA は、miR-34a と並んで強
力な腫瘍抑制活性を有する let-7 family、コ
ラーゲンなどを標的とし線維症の治療に応
用が期待できる miR-29 family などが考えら
れる。各々のmiRNAに関して評価系を構築し、
短縮化の検討を行う。最終的には短縮化の法
則性を同定し、最短の形状を予測するアルゴ
リズムの構築を目指す。 
 
４．研究成果 
核酸に対する自然免疫応答は、投与する核酸
の長さに強く依存することが知られている。
応募者等が開発した Guide hairpin RNA-34a 
(ghR-34a) (初年度までは us-miR-34a と呼称
していたもの)は、内在性の二本鎖 miR-34a
と比較して全長が２／３程度まで短縮され
ていることから、自然免疫応答を誘導しにく
い核酸になっている。生体における核酸に対
する免疫応答の計測には、野生型（C57BL/6）
マウスを用いた。２０１５年度は、尾静脈か
らの全身投与し、血液中の炎症性サイトカイ
ンの産生を ELISA 法にて計測した。２０１６
年度は、眼球への硝子体注射による局所投与
にて、生体内でも炎症性サイトカインの誘導
抑制が見られることを確認した。２０１７年
度は、ghRNA に種々の化学修飾を付加し、RNA
分解酵素耐性およびRNA干渉活性の増強の検
討を行った。miR-34a は最も強力な腫瘍抑制
性 miRNA の一つであり、肺がんに対する抑制
活性が複数報告されている。従って、肺がん
モデルマウスを用いてghR-34aの腫瘍抑制効
果を測定した。生体内における有意な腫瘍抑
制効果がみられ、実験の再現性の確認がとれ
た。ghRNA が核酸短縮化技術として、汎用性
があることを調べるために、他の miRNA に適
用出来るか検証した。let-7a, miR-29b の配
列から ghRNA (gh-let-7a, ghR-29b)を作成し、
各々の標的遺伝子である HMGA2, TGFB3 の抑
制効率で評価した。その結果、gh-let-7a, 
ghR-29b 共に通常の二本鎖の形態と同等の抑
制活性が認められた。以上の成果は、原著論
文として Molecular Therapy 誌に投稿し、掲
載された。また、第１９回米国遺伝子治療学
会 年 会 （ ASGCT 2016 Annual Meeting, 
Washington, DC, USA）にて発表を行った。 
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