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研究成果の概要（和文）：急性期脳梗塞では、neurovascular unitにおいて中心的な役割を来す脳血管内皮細胞
を制御することで治療効果が期待できる。医学、薬学、工学の連携により、①世界最高水準のin vivo遺伝子抑
制効果をもつ独自のヘテロ核酸をmicroRNA阻害目的に改良した第二世代ヘテロ核酸、② 脳梗塞病態特異的に作
用する人工核酸技術「細胞内環境応答型核酸」、③ ヒト由来脳血管内皮細胞に対して低酸素負荷をかけて同定
した治療効果の期待できるmicroRNA、3つの知財を軸に、急性期脳梗塞の病態に最適化した核酸医薬の研究を行
い、脳血管内皮細胞のmicroRNAを効率的に制御する核酸医薬の開発を行なった。

研究成果の概要（英文）：Brain endothelial cells (BECs) play a central role at the neurovascular unit
 (NVU) in acute phase of ischemic stroke. Because some microRNAs regulate endothelial function in 
the ischemic stroke, modulating microRNAs in endothelial cells could contribute to develop brand new
 therapeutics for ischemic stroke.  
We recently developed a heteroduplex oligonucleotide (HDO), which effectively delivered and 
downregulated its target gene in BECs, and a peptide ribonucleic acids (PRNA), which regulated genes
 expression based on intracellular environmental condition (e.g. pH). In addition, we identified 
effective microRNAs for the treatment of ischemic stroke, when HUVECs were subjected to 
Oxygen-glucose deprivation (OGD). We aimed to open a new therapeutic field of microRNAs silencing at
 BECs for acute phase of ischemic stroke. In our studies, we have developed HDO targeting microRNA, 
which could effectively deliver and silence microRNA expressions in BECs.

研究分野： Neuroscience

キーワード： 脳卒中　核酸医薬　脳血管内皮細胞　マウス　人工核酸　環境応答型核酸　水素イオン指数

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞は重篤な後遺症を起こし、時に死因となりうる国民病である。microRNAは脳梗塞において新しい治療標的
分子として知られており、脳血管内皮細胞に存在するmicroRNAを制御することで、血管新生を促進させ、脳梗塞
後の神経予後の改善が期待できる。本研究で検討されたmicroRNAを標的とした第二世代ヘテロ人工核酸は、以前
の人工核酸と比較すると、脳血管内皮細胞への効率的なデリバリー効果や、遺伝子抑制効果を示すことができた
ため、より副作用が少なく、また、効果の高い人工核酸の基盤技術となり得ると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳梗塞は、世界中で主要な死因となる病気である。近年脳梗塞の治療においては、血栓溶解療
法や血管内治療が著しい進歩を遂げているものの、時間的制約を始めとした厳格な適応条件が
あるため、全ての症例において適応になるわけではない。そのため、幅広い患者において適応
となりうる新規脳梗塞治療薬の開発が望まれている。急性期脳梗塞では、脳血管内皮細胞、神
経細胞、アストロサイト、周皮細胞などで構成される neurovascular unit がダイナミックな反
応を示すが、その中で、他の細胞と中心的な役割を果たすのが脳血管内皮細胞である。脳血管
内皮細胞を制御することで、脳梗塞後に生じる血液脳関門における障害の減弱や、血管新生促
進効果により、脳保護、神経再生作用を促し治療効果が期待できるが、現在まで有効な治療法
は確立されていない。 
 
(1). ヘテロ核酸と脳血管内皮細胞へのデリバリー 
核酸医薬による遺伝子治療は、アンチセンス核酸(ASO)で 2012 年から米国で最初の臨床応用が
始まっている。我々は ASO に相補鎖 RNA を結合させ、細胞内の RNase H を利用して相補鎖を解
離させる新規の核酸医薬である DNA/RNA ヘテロ核酸(HDO)を開発した（特許出願番号
PCT/JP2012/083180）。 静脈投与で肝臓において従来の ASO の 200-1000倍、siRNA の約 100倍
（ED50 として）の飛躍的な有効性の上昇に成功した。さらに、我々の特許であるビタミン
E(Toc)をヘテロ核酸医薬の誘導分子に用いることで、脳血管内皮細胞への良好なデリバリーが
実現され、経静脈投与でアンチセンス核酸(ASO)の 10倍以上の脳血管内皮細胞特異的遺伝子
（OAT3 mRNA）の抑制効果を示した（PCT/JP2008/003523）(図 1)。 
さらにこれまでの核酸医薬の経験を生かし、microRNA を標的とした antimiR に相補鎖 RNA を結
合させた新規の核酸医薬であるヘテロ二本鎖核酸アンチミア(HDO-antimiR)を開発し、静脈投与
により従来の antimiR の 10倍以上の肝臓内の microRNA の抑制効果を有することが判明した。 
 

図 1. RNA/DNA２本鎖ヘテロ核酸のメカニズム：
細胞内に輸送された RNA/DNA２本鎖ヘテロ核酸
は、DNA-RNA ヘテロオリゴヌクレオチド構造を
RNaseH が認識し cRNA側を切断し、核酸医薬を含
む RNA 鎖が離れる。核酸医薬に付随する RNA 鎖は
nuclease耐性を有さない核酸修飾のため細胞内
の Exonuclease により分解され、単独の核酸医薬
となる。 
 
 
 
 
 

 
(2). 虚血部位のみに作用する人工核酸システム開発 
核酸医薬が必要となる環境下でのみ薬効を発現する細胞内環境変化応答型核酸医薬は、標的臓
器以外とも複合体を形成することによる副作用の発現の軽減が期待される。分担研究者である
和田健彦らは細胞内環境変化、癌細胞に特徴的低酸素環境に応答し、癌細胞内でのみ標的 RNA
との複合体を形成し、正常細胞では複合体が解離する、可逆的複合体形成制御を実現する人工
核酸であるペプチドリボ核酸(Peptide Ribonucleic Acid; PRNA)の設計及び合成に成功した(図
2)。このように全く新しい発想に基づく、新規人工核酸による核酸医薬を活用した病態特異性
発現に成功している。 
 
 
 
 

図 2. 虚血応答性人工核酸の概念図 

 

(3). 脳血管内皮細胞と microRNA 
最近、脳梗塞の新規治療薬における標的分子として注目されている分子に microRNA が知られて
いる。MicroRNA は平均 22塩基からなる小さな non-cording RNA で、実際に脳血管内皮細胞の
遊走能、増殖能制御、神経栄養因子放出など、重要な働きをもった microRNA が確認されてい
る。脳梗塞において発症直後から慢性期に働くことが知られており有用な標的分子といえる。 
 
 



２．研究の目的 
本研究では、医学、薬学、工学の連携により、 
(1). 世界最高水準の in vivo 遺伝子抑制効果をもつ独自のヘテロ核酸を microRNA阻害目的に 

改良した第二世代ヘテロ核酸(JP2014/00282)  
(2). 脳梗塞病態特異的に作用する人工核酸技術「細胞内環境応答型核酸」(JP2001/096356) 
(3). ヒト由来脳血管内皮細胞に対して低酸素負荷をかけて同定した治療効果の期待できる

microRNA 
以上の 3つの知財を軸に、急性期脳梗塞の病態に最適化した核酸医薬を開発し、全く新しい発
想の治療薬を創薬することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1). 我々は脳血管内皮細胞に豊富に存在する microRNA として miR-126を標的として選定する
ことで、脳血管内皮細胞への第二世代ヘテロ核酸の効果を検討する Proof of concept の研究と
して着手した。 
(2). 細胞内環境応答型核酸において有効な標的となりうる microRNA を選定した。 
(3). 既に報告されている microRNA に加え、ヒト由来脳血管内皮細胞に対して低酸素負荷をか
けて同定した治療効果の期待できる複数の標的 microRNA を候補として上げ、マウス脳梗塞モデ
ルを用いて、第二世代ヘテロ核酸を投与することでの脳梗塞後の機能改善効果について検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1). microRNA を標的した第二世代ヘテロ核酸の作成 
microRNA が標的 mRNA へ対合するシード配列を軸として、8種類の antimiR配列を作成し、ルシ
フェラーゼレポーターアッセイにより遺伝子抑制効果を検討した。過去の報告通り、シード配
列を含む antimiR配列が遺伝子抑制効果に優れており、最も阻害効果の高かった antimiR を選
定した。次に antimiR の抑制効果を確認するため、マウス脳微小血管内皮細胞株（bEnd.3）に
antimiR をトランスフェクションした所、miR-126の発現は抑制され、さらに miR-126の下流遺
伝子である VCAM1 の上昇を認めたため、antimiR が microRNA を抑制していることが確認でき
た。この antimiR に対して、相補鎖 RNA を結合し、さらにデリバリーリガンドとしてビタミン
Eを付与した、ビタミン E結合ヘテロ核酸二本鎖核酸(Toc-HDO-antimiR)を作成した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 

図 3.ビタミン E結合ヘテロ核酸二本鎖核酸(Toc-HDO-antimiR) 

 
(2). 脳梗塞モデルにおける miR−126を標的した第二世代ヘテロ核酸の効果 
次に脳梗塞モデルマウスに miR-126を標的とした Toc-HDO-antimiR を経静脈的に投与し、in 
vivo でのヘテロ核酸のデリバリー効果、遺伝子抑制効果、また miR-126の機能抑制効果を検討
した。デリバリー効果では、薄切切片で Toc-HDO-antimiR は、従来の antimiR と比較して、脳
血管内皮細胞に強い信号を認めていたが、antimiR ではその信号は非常に弱かった(図 4)。また
脳虚血部位において投与依存的な miR-126の発現抑制効果がみられ、また antimiR と比しても
有意な抑制効果であった。さらに、脳梗塞モデルマウスにおいては Toc-HDO-antimiR の投与に
より、脳虚血部位で miR-126を抑制することで、その下流遺伝子である VCAM1 遺伝子の脱抑制
が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4. 脳虚血部位における Toc-HDO-antimiR のデリバリー効果: 蛍光色素(Cy標識)を付加した

Toc-HDO及び antimiR を脳梗塞作成後投与して、共焦点レーザー顕微鏡を用いて脳虚血部位の

観察をした。Toc-HDO-antimiR は、antimiR と比較して非常に多くの signal が観察された。 
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(3). 人工核酸技術「細胞内環境応答型核酸」 
研究分担者である、東北大学多元物質科学研究所、和田健彦研究室で、脳虚血の様に pH が低下
する状態でのみ遺伝子抑制効果を発揮する人工核酸を作成し、in vitro における脳血管内皮細
胞虚血モデルでの虚血応答性遺伝子抑制効果の検証効果を検証した。培養細胞系では Oxygen 
glucose deprivation（OGD）による負荷、また、マウス脳梗塞モデルでは虚血周辺領域で miR-
155の発現増加が見られたため、miR-155を標的とした PRNA-PNA を作成した(図 5)。 
 
 
 
 

図 5. miR-155 標的とする PRNA-PNA の作成 

 

(4). 複数の microRNA を標的とし第二世代ヘテロ核酸のマウス脳梗塞モデルを用いた評価 
miR-126,miR-155およびその他 microRNA に対して、それぞれ標的とした第二世代ヘテロ核酸を
作成し、マウス脳梗塞モデルの急性期に投与することで、脳梗塞機能予後の評価として梗塞体
積、血管新生を測定したが改善効果は見られなかった。 
しかしながら、今回作成した第二世代ヘテロ核酸は、目的とする脳血管内皮細胞における
microRNA に対してデリバリー効果や、強い阻害効果を示し、また標的とする microRNA の下流
遺伝子を変動させることに成功した。より良い標的 microRNA が発見されたならば、本研究で開
発された人工核酸により、副作用が少なく、また、効果の高い治療法が開発できる基盤技術
を、今回我々は構築できたと考えている。
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