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研究成果の概要（和文）：（１）MEND に搭載したヌクレアーゼ抵抗性 2’-O-methyl-4’- 
thioribonucleosidesを含む siRNA（標的：ルシフェラーゼ遺伝子， apoB遺伝子）は in vitroで作
用の持続が，in vivoで血中コレステロール濃度の低下が観察された。この時，副作用となる自
然免疫系を賦活化しなかった。（２）ヌクレアーゼ抵抗性ベクター作製のために PCR により
dSNTPsを取り込ませた。２種類までの dNTPsを dSNTPsに置換できたが，それ以上の置換では
増幅しなかった。そこで，化学合成した 4’-thioDNA（42mer）を酵素的に組み込んだルシフェ
ラーゼ発現ベクターを構築し，NIH3T3 細胞での発現を調べたところ，天然型ベクターと比較
して 20-40%ではあるが活性発現が見られた。（３）MENDをマトリックスメタロプロテアーゼ
で切断される PEG 修飾し PPD-MEND を作製した。また，pH 応答性膜融合ペプチド GALA を
短鎖化した shGALA-MENDを作製した。これらは，細胞内取り込みの増加，エンドソーム脱出
効率の向上により in vitroのみならず in vivoでの抗腫瘍性を増強した。 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： (1) Small interfering RNAs (siRNAs) containing 
2’-O-methyl-4’-thioribonucleosides, nuclease-resistant nucleosides, encapsulated in MEND 
(multifunctional envelope-type nano-device) showed a long-term luciferase gene silencing effect in 
HeLa cells and lowering-effect of cholesterol concentrations in mouse blood. This modification did not 
act as triggers of the innate immune response. (2) In order to construct a nuclease-resistant vector, 
enzymatic incorporation using 2’-deoxy-4’-thioribonucleoside 5’-triphosphates (dSNTPs) by PCR was 
tried. Although two dNTPs could be substituted by dSNTPs to produce 4’-thioDNA with 30-80% 
efficiency of the unmodified dNTPs, further increased substitution gave unfruitful results. Therefore, 
chemically synthesized 42mer 4’-thioDNAs (2 dNs were substituted by 2dSNs) were ligated to construct 
the luciferase vectors by a ligase. When these vectors were transfected into NIH3T3 cells, the modified 
vectors showed about 20-40% activity of that of the unmodified vector after 24-72 h. (3) siRNAs 
encapsulated in MENDs which have a shorter length of the pH-sensitive fusogenic peptide (shGALA) or 
a PEG derivative with a cleavage site of matrix metalloproteinase (PPD) showed improved knockdown 
ability of the target gene in vitro and in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 
 生体高分子である蛋白質が薬として比較
的容易に医薬として開発されるのに対して、
生体高分子である核酸の開発がなぜ困難な
のか。アンチセンス法が発見されて以来、
多 く の 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ た が 、
Vitravene が眼内注射薬として 1998 年に
米国で認可されたのみである。また、RNA
アプタマーが加齢性黄斑変性症治療薬（眼
球内注射）として米国で認可されたのは
2004年であった。これらの現実を考えると、
「核酸医薬」を実現するためには、エンド
ヌクレアーゼ抵抗性核酸の必要性とそれを
搭載するキャリア（DDS）開発が重要であ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) エンドヌクレアーゼ抵抗性核酸（修飾
DNA, 修飾 RNA）の創製とそれを含む
siRNAの作用持続性 
(2) ヌクレアーゼ抵抗性核酸ベクター創出 
(3)これらの「核酸医薬」を細胞質や核に十
分量到達させるためのナノキャリア＝薬物
送達システム（DDS）の開発 
 
３．研究の方法 
(1) 各種 4’-チオヌクレオシドの糖部修飾体
を合成し、それらを含む DNA や RNA を
化学合成し、ヒト血漿中を含むヌクレアー
ゼ抵抗性を測定する。さらに各種物理化学
測定から熱的安定性や全体構造を明らかに
する。また，ヌクレアーゼ抵抗性素子を含
む siRNAを合成し，in vitroおよび in vivo
での活性を未修飾の siRNAと比較する。 
(2) 2’-デオキシ-4’-チオヌクレオシド 5’-三
リン酸（dSNTPs）を化学合成し、DNAポ
リメラーゼの基質性を調べる。また、PCR
についても検討する。2’-デオキシ-4’-チオ
ヌクレオシドを含むベクターを調製し、細
胞内に導入し RNAi活性を測定する。 
(3)siRNAやプラスミドを搭載したMEND
に細胞膜透過性素子、角膜透過性素子、エ
ンドソーム脱出素子を加えそれぞれの機能
を最適化し、in vitroのみならず in vivo実験に
適用する。 
 
４．研究成果 
（１）エンドヌクレアーゼ抵抗性核酸（修
飾 DNA, 修飾 RNA）の創製  
①各種糖部修飾 4’-チオヌクレオシド（SNs）
の合成とそれらを含むオリゴヌクレオチド
（ON）のヒト血漿を含むヌクレアーゼ抵抗
性：Pummerer反応を用いてスルホキシド糖
誘導体とシリル化核酸塩基を縮合し SNsを合
成した。得られた SNs の 2’-位保護基を除去
後，2’-位での化学修飾を検討し，2’-F, 2’-NH2, 

2’-OMe 体を合成した。これらを含む二本鎖
RNA（15mer）を化学合成し，熱的安定性を
調べた。天然型 RNA二本鎖の 50%融解温度
（Tm値，0.1 M NaCl, pH7.0）は，66.2°C
であり，天然型 2’-OMe-RNA，および，天然
型 2’-F-RNA 二本鎖の Tm 値は，それぞれ
70.3°C，77.4°Cと熱的安定性が上昇した。同
じ鎖長，配列を持つ 4’-チオ RNA, 4’-チオ
-2’OMe-RNA（以下, SOMe-RNA とする）4’-
チオ-2’F-RNA（SF-RNA とする）二本鎖の
Tm値は，73.3°C, 73.3°C, 76.1°Cを示し天然
型とほぼ同等~やや安定であった。次に，こ
れらの 32Pラベル一本鎖 RNAを合成し，50%
ヒト血漿中での安定性を比較した。その結果，
天然型RNAの半減期が10秒以下である時に，
4’-チオ RNAは 1.1時間と 2’-水酸基があるに
もかかわらず極めて安定であった。一方，天
然型 2’-F-RNA は 0.89 時間，天然型
2’-OMe-RNA は 7.5 時間であった。一方，
SF-RNA は 2.0 時間，SOMe-RNA は 27.2 時
間と極めて安定であった。4’-チオ-2’-NH2 基
を含む RNA は一残基含むだけで Tm 値を
8.3°C 低下させることが判明したのでこれ以
上の検討は中止した。以上の基礎的検討から
SOMe-RNA は十分な二本鎖熱的安定性とヌ
クレアーゼ抵抗性を示すことから以下の in 
vitroおよび in vivoの検討に用いることにし
た。 
②ルシフェラーゼ遺伝子を標的とする
SOMe-siRNA の作用：ルシフェラーゼ遺伝子
（GL3）を標的とする修飾 siRNAを合成し，
それらを本研究で作製したリポソーム
（MEND）に搭載し GL3 を安定に発現する
HeLa 細胞での遺伝子発現抑制効果を調べた。
その結果，day 2では天然型 siRNA（Luc; day 
2での EC50 = 24.7 nM，day 6での EC50 = 
448.4 nM）と同等の活性を示したが，day 6
では天然型よりも５倍以上活性が高く，天然 

 
 

図１．修飾 siRNA によるルシフェラーゼ mRNA
のノックダウン効果の in vitroでの持続性 



型よりも 40%持続的に効果を発現する
Luc-MS4（day 2での EC50 = 24.6 nM，day 
6での EC50 = 83.8 nMを見出した（図１）。
このLuc-MS4はマウス血清中でLucより5.5
倍安定であり，細胞内残存量を qRT-PCR で
定量したところ天然型よりも３倍細胞内濃
度が高く残存していた。従って，SOMe-RNA
の前述したヌクレアーゼ抵抗性が持続性に
関与していると考えられた。 
 
③apoB mRNA の siRNA による in vivo でのノ
ックダウン効果と自然免疫活性化回避：
apolipoprotein B (apoB)は生体内で低密度リ
ポ蛋白質（LDL）の形成に必須なタンパク質
であり、LDL受容体のリガンドとして働いて
いることが知られている。血中の apoB レベ
ルはLDLやコレステロールのそれと同様に、
冠動脈疾患のリスクと大きく関連している。
現在、このような疾患の原因となる高コレス
テロール血症は内因性のコレステロール生
合成を直接阻害する HMG-CoA 還元酵素阻
害剤や、食物由来のコレステロールに作用す
る医薬が広く用いられている。しかし、apoB
は従来の低分子医薬やタンパク質医薬には
非感受性であるが、核酸医薬のよい標的とな
り得ることが期待されている。 
 そこで apoB の mRNA を標的とした修飾
型 siRNAを設計・合成し、それらの in vivo
における apoB 遺伝子発現抑制効果および核
酸医薬に対する副作用（off-target 効果）と
考えられる自然免疫賦活化能について評価
した。前述したルシフェラーゼ遺伝子に対す
る siRNA の作用が持続する修飾様式を参考
に，apoB1 siRNA のセンス鎖中の太字部分
（ 5’-GGAAUCUUAUAUUUGAUCCA*A*A
*U-3’，*はホスホロチオエート結合）を SOMe
や OMe で修飾し，未修飾体（U）と活性を
比較した。それぞれの siRNA をリポソーム
に搭載し、C57BL/6マウスに 1.25 mg/kgで
尾静脈投与した。投与後 48 時間における
apoB mRNAを qRT-PCRを用いて定量した
ところ、天然型 siRNA (U)投与群では、siRNA
非投与群と比較して約 40%の遺伝子ノック
ダウン活性を示した。一方、OMeRNA 修飾
型 siRNA (M6)投与群と SOMeRNA 修飾型
siRNA (S6)投与群では 75%以上の遺伝子ノ
ックダウン活性を示した（図 2a）。これらを
Uと比較してもその差に有意性があることが
明らかになった。同様に、血中コレステロー
ル濃度を調べたところ、M6と S6投与群で非
投与群（NC）や Uよりも低下した（図 2b）。
以上のように修飾 siRNAによる肝臓apoBの
ノックダウンによる表現形として血中総コ
レステロール濃度の低下より in vivo での活
性が確認された。 
 天然型 siRNA は、生体内で自然免疫を賦
活化し副作用となるが、このような自然免疫

による認識は 2’水酸基のMe化などの化学修
飾により回避できることが知られている。そ
こで、それぞれの siRNA 投与群で、siRNA
の自然免疫賦活化により産生される IL-6 と
IFN-αの投与 6 時間後における血中濃度を
測定した。その結果、S6およびM6の i.v.投
与で IL-6 の産生量は U の投与群と比較して
約 12分の 1に低下し、さらに IFN-α産生は
認められなかった。以上の結果より、SOMe
修飾型 siRNA は OMeR 修飾型 siRNA と同
様に in vivo でも有効であり，かつ免疫応答
を回避できる優れた化学修飾法であること
が明らかとなった。 

図２. apoB mRNA のノックダウン効果と血中コレ

ステロール濃度 

 
（２）ヌクレアーゼ抵抗性核酸ベクターの創
出 ①2’-deoxy-4’-thionucleoside 5’
-triphosphates (dSNTPs)の各種 DNA ポリメ
ラーゼによる PCR の検討：化学合成した
dSNTPs 用いて市販の DNA ポリメラーゼ(pol)
による PCR を行った。種々の耐熱性 DNA pol
の中で KOD Dash および DMSO 添加条件下での 

9°Nm が最も増幅効率が高かった。しかし，
図３に示すように１－２種類の天然型 dNTPs
を dSNTPs に置換してもそれらは取り込まれ
たが，３－４種類の dSNTPs を用いた場合には
増幅反応は進行しなかった。この原因を速度
論的に精査したところ，プライマーやテンプ
レートに thioDNA が含まれると DNA 構造が B
型から A 型（RNA のとる構造）に変化する（２
本鎖 4’-thioDNA は A 型様構造をとることを
NMR により明らかにした）ために，酵素と二
本鎖テンプレート・プライマーが複合体を形

図３ . KOD Dash および 9°Nm (DMSO)  DNA 

polymerases による dSNTPs の取り込み効率 



 

成しにくくなり鎖伸張効率が低下すること
が明らかになった。 
 
②4’-thioDNA 修飾型ルシフェラーゼ発現ベ
クターの化学・酵素合成と活性発現：２種類
のヌクレオシドを 4’-チオヌクレオシドに
置換した 42mer のオリゴヌクレオチド（SODN）
を化学的に合成した。pGL2 ルシフェラーゼ発
現ベクターを制限酵素（Bms-BI, Bst-EII）
で切断し，上記の SODN を酵素的にライゲーシ
ョンして 4’-thioDNA（42mer）を部分的に含
むベクターを調製した（ライゲーション効率
は 1-2%）。このベクターをマウス NIH3T3 細胞
にトランスフェクションし，24-72 時間のル
シフェラーゼ活性を測定した。その結果，
4’-thioDNA 修飾型ベクターからも天然型ベ
クターの約 20-40%程度のルシフェラーゼ活
性が発現し，部分的に 4’-thioDNA で修飾さ
れていても細胞内の RNA ポリメラーゼで転写
反応が起きていることが明らかになった。さ
らに，72 時間後でもほぼ同程度のルシフェラ
ーゼ活性が維持されていることも見出した
（図４）。 
 

図４．4’-thioDNAを含むルシフェラーゼ発現ベク
ターによる NIH3T3細胞中での相対的転写活性 

 
（３）「核酸医薬」を送達するナノキャリア
＝薬物送達システム（DDS）の開発  
①腫瘍環境に応答して切断される PEG 脂質誘
導体（PPD）による siRNA デリバリー：腫瘍
で高発現するマトリックスメタロプロテア
ーゼ（MMP）によって分解するペプチドス
ペーサーを有する PEG 脂質誘導体（PPD）
の 合 成 を 行 い 、 MEND を 修 飾 し た
PPD-MEND による siRNA デリバリーを試
みた（図５A）。PPD-MENDの in vitro細胞
培養におけるノックダウン活性は、通常の切
断されない PEGを修飾した PEG-MENDと
比較して向上した（図５B）。これは MEND
の細胞内取り込み量やエンドソーム脱出効
率の向上によることが示された（図５B）。ま
た、in vivo で最適化された PPD-MEND を
担癌モデルマウスへ静脈内投与し腫瘍組織
の切片を観察した結果、腫瘍組織に広く分布

している様子が観察された（図５C）。さらに
腫瘍組織の標的遺伝子活性を 70％程度ノッ
クダウンすることに成功した（図５D）。 

 
 

 

 
図５PPD-MEND 
 
②pH 応答性膜融合ペプチド GALA を用いた
siRNA デリバリー：酸性環境で膜融合を誘起
する pH応答性膜融合ペプチドGALAのアミ
ノ酸基を短縮した short GALA（shGALA）
を開発し、shGALAを修飾した PEG-MEND
（shGALA-MEND）による siRNAデリバリ
ーを試みた（図６A）。shGALA-MEND は、
PEG-MENDと比較してエンドソーム脱出が
促進された結果 in vitro細胞培養におけるノ
ックダウン活性が向上した（図６B）。
shGALA-MEND を担癌マウスへ静脈内投与
すると、腫瘍組織に広く分布している様子が
観察され（図６C）、shGALA修飾に依存した
標的遺伝子の mRNA ノックダウンを確認し
た（図６D）。さらに shGALA-MENDの投与
により腫瘍増殖が抑制され、抗腫瘍効果が見
られた。 

 
図６．shGALA-MEND 
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