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研究成果の概要（和文）：本研究では、プラス鎖一本鎖RNAをゲノムとして持つ日本脳炎ウイルス(JEV)をモデル
として、RNA分解型アンチセンス核酸(ASO gapmer)が有意なウイルス増殖抑制効果を有することを明らかにし
た。また、JEVの増殖抑制を誘導するためには、ASO gapmerの標的ウイルスRNAに対する相補的な塩基配列および
修飾核酸の特異性が重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Antisense oligonucleotides (ASO) to induce RNase H-mediated degradation of 
target RNA, called ASO gapmer, are expected to be novel antiviral therapeutics. The present study 
revealed that ASO gapmer effectively inhibits the proliferation of the Japanese encephalitis virus 
(JEV) in vitro. The result showed that the antiviral effects of ASO gapmer are caused in a sequence-
 and chemistry-dependent manner. The findings could facilitate the development of antiviral 
oligonucleotide therapeutics against not only JEV but also other flavivirus species representing 
public health threats, such as dengue virus, Zika virus, West Nile virus, and yellow fever virus.

研究分野： 核酸医薬、実験動物学、獣医学

キーワード： アンチセンス核酸　RNA分解　日本脳炎　ウイルスRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA/RNA様の修飾核酸からなるアンチセンス核酸(ASO)はRNAを標的とする新たな創薬シーズとして期待されてい
る。しかし、ASOのウイルスRNAに対する有効性や作用メカニズムについては不明な点が多い。本研究ではASO 
gapmerの日本脳炎ウイルス(JEV) RNAに対する特異的な分解作用が明らかとなり、ASO gapmerが抗ウイルス薬と
して応用できる可能性が示された。本知見は、日本脳炎のみならず特効薬の開発が困難なウイルス感染症に対す
る新たな治療コンセプトの確立に貢献するものと考えられる。

※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 
 アンチセンス核酸(antisense oligonucleotide, ASO)は標的 mRNA に特異的に結合し、ウイル
ス増殖を抑制するため次世代の抗ウイルス薬になると期待されている。しかし、mRNA からタ
ンパク質への翻訳または機能的 RNA 領域の構造阻害による ASO 作用機序では、ウイルス RNA
自体を分解・除去することはできず、ウイルスの再増殖が懸念される。また標的細胞への ASO
取込み効率の改善は高い治療効果を得るための課題である。申請者は様々なアンチセンス療法
の開発を通して、細胞取込み効率および RNA への結合力が強化された架橋型修飾核酸を用いた
RNA 分解型アンチセンス核酸(ASO gapmer)が新たなウイルス治療法になる可能性に着目した。
本研究では、我が国をはじめとするアジア諸国で問題となっている致死的な人獣共通感染症を
引き起こす日本脳炎ウイルスをモデルとして、ゲノム自体が mRNA であるプラス鎖一本鎖
RNA(+ssRNA)ウイルスに治療効果を示す ASO gapmer を用いた新たなウイルス治療法を開発
する。 
 
 
２．研究の目的 
 +ssRNA をゲノムに持つフラビウイルス科には病原性が高いウイルス種が多く、公衆衛生上
大きな問題となる感染症を引き起こす。特に我が国をはじめとするアジア諸国で問題となって
いる致死的な日本脳炎ウイルス(JEV)は小児や高齢者で重篤化しやすいが、現在治療法はない。
一報、RNA を標的とするアンチセンス核酸(ASO)は遺伝性疾患をはじめとする様々な疾患で製
剤化または臨床試験が実施されているが、ウイルス感染症に対する有効性については不明な点
が多い。本研究では、日本脳炎ウイルスをモデルとして、+ssRNA、すなわち mRNA をゲノム
構造に持つウイルス種に対して、RNA 分解型アンチセンス核酸(ASO gapmer)が効果的な新規
治療薬となる可能性を示す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) JEV の RNA ゲノム/mRNA に特異的に結合する ASO gapmer 配列の設計 
 JEVでは標的とするRNA領域により抗ウイルス作用が異なると考えられる(Khromykh et al, 
J Virol, 2001)。そこで JEV 株間で保存性が高いゲノム領域を決定し、ASO gapmer の長さ、ま
たは修飾核酸と天然核酸の組成比が異なる ASO gapmer を設計した。異なる遺伝子型を持つ
JEV 株への応用性は、Virus Pathogen Resource から抽出した JEV RNA 配列データを用いて
解析した。 
(2) ASO gapmer の in vitro スクリーニング 
 JEV 標準株である JaGAr 01 株を感染させた Vero 細胞に、(1)で設計した複数の ASO gapmer
をスクリーニング用に最適化した濃度で処置した。ASO gapmer で処置した JEV 感染 Vero 細
胞から回収した上清を用いてプラークアッセイを行い、JEV 感染粒子数(PFU/mL)の減少を指標
に効果的な ASO gapmer を選定した。 
(3) 抗 JEV ASO gapmer の濃度依存的効果 
 (2)のスクリーニング試験において、高い JEV 増殖抑制作用を示した ASO gapmer を異なる
濃度で JEV 感染 Vero 細胞に作用させ、JEV に対する濃度依存的な薬理学的効果を調べた。 
(4) ASO gapmer による JEV RNA 分解メカニズムの解析 
 JEV RNA 分解効果に対する ASO gapmer の塩基配列および修飾核酸の特異性を調べるため、
標的とする JEV RNA と相補的に結合できない塩基に置換した ASO gapmer を複数設計した。
これら置換 ASO gapmer の JEV 感染性粒子に対する増殖抑制効果をプラークアッセイにより
調べた。ASO gapmer の JEV RNA 分解効果は、標的の塩基配列を持つ合成 JEV RNA、RNaseH
および置換 ASO gapmer を用いた生化学的な RNA 分解アッセイにより解析した。 
(5) ヒト神経細胞における ASO gapmer の JEV 増殖抑制効果と毒性試験 
 JEV は神経細胞に感染し、致死的な脳炎を発症させる。上記の実験で高い有効性が認められ
た ASO gapmer のヒト神経芽細胞株(SK-N-SH 細胞)における JEV 増殖抑制効果をプラークア
ッセイにより調べた。ASO gapmer のヒト神経芽細胞に対する細胞毒性は、ASO gapmer 処置
後の細胞の形態学的性状および生存状態によって評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) JEV RNA 標的 ASO gapmer の配列決定と in silico 解析による汎用性 
 ASO gapmer の標的 JEV RNA 配列を決定するため、NCBI GenBank 上の複数の JEV RNA
ゲノム配列を入手した。JEV 株間の塩基配列のアライメント解析を実施し、機能的な高度保存
領域(conserved sequence, CS)、および RNA 二次構造予測プログラム(RNAfold)から算出され
た Stem loop 領域の 2 箇所を ASO gapmer 標的領域に決定した(図 1)。ASO gapmer の配列は、



 

 

標的 RNA への結合力の指標である Tm 値、および標的 JEV RNA の結合部位、および架橋型修
飾核酸と天然核酸(DNA)の組成比を最適化することで決定した(図 2)。設計した ASO gapmer の
標的 RNA 配列の保存性をデータベース解析したところ、本邦およびアジア諸国で流行している
遺伝子 I 型および III 型において高度に保存されていることが明らかとなった。 
 

 
 
 
 
(2) 抗 JEV ASO gapmer のスクリーニング試験および濃度依存的試験 
 JEV 標準株 JaGAr 01 株を感染させた Vero
細胞における ASO gapmer の JEV 増殖抑制効

果をプラークアッセイにて評価したところ、

Stem loop を標的とする ASO gapmer が CS 標

的 ASO gapmer またはコントロール ASO 
gapmer と比べて、有意な JEV 増殖抑制を示す

ことが明らかとなった。Stem loop 領域におい

て有意な効果を示した 3 種類の ASO gapmer
について、異なる濃度で抗ウイルス作用を評価

したところ、濃度依存的な JEV 増殖抑制効果

が明らかとなり(図 3)、抗 JEV ASO gapmer の
薬剤としての可能性を示す重要な基礎的知見

を得ることができた。 
 
 
 
(3) JEV 増殖抑制効果における ASO gapmer の塩基配列および修飾核酸の有効性 
 抗 JEV ASO gapmer の核酸配列の特異性が JEV 増殖抑制効果に及ぼす影響を調べるために、

標的 RNA への結合力にかかわる修飾核酸鎖の 2 または１塩基を標的 JEV RNA へ結合できな

い塩基に置換した ASO gapmer、および RNA 分解酵素 RNase H が作用する DNA 鎖の塩基を

同様に置換した ASO gapmer を設計した。また修飾核酸の JEV RNA への結合効果を調べるた

めに、修飾核酸領域を DNA に置換した ASO を合成し、オリジナルの ASO gapmer と比較し

た。標的とする JEV RNA に完全に相補的ではない置換 ASO gapmer および DNA のみの ASO
の JEV 増殖抑制効果は、オリジナルの ASO gapmer と比較して有意に減少した。さらに、ASO 
gapmer と合成 JEV RNA の結合複合体の消失を指標にした生化学的アッセイにおいて、置換

ASO gapmer の標的 RNA 分解効果はオリジナルの ASO gapmer に比べて低くなることが示さ

れた。すなわち、ASO gapmer が RNA 分解を介した抗ウイルス作用を発揮するためには、標的

とするウイルス RNA 配列と完全に一致する塩基配列を持つこと、配列内における修飾核酸の適

切な配置の必要性が明らかとなった。 

 

(4) ヒト神経芽細胞における ASO gapmer の有効性と安全性 
 上記実験で JEV 増殖抑制効果が高く、配列および修飾核酸の特異性が確認された ASO 
gapmer のヒト神経芽細胞(SK-N-SH 株)における抗 JEV 作用をプラークアッセイにより評価し

た。JEV RNA の Stem loop 領域を標的とする 3 種類の ASO gapmer において濃度依存的な

JEV 増殖抑制効果が認められた。興味深いことに、ヒト神経芽細胞における JEV 増殖抑制効果

は、Vero 細胞における試験と比べて、低い ASO gapmer 濃度で観察された。一方、細胞毒性に

ついては、高濃度の ASO gapmer で処置した JEV 感染ヒト神経芽細胞では、細胞の剥離や萎縮

などの形状変化が観察された。この細胞変性作用が、ASO の配列依存的な毒性、すなわちヒト
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細胞に発現する RNA ヘの非特異的な結合によるものかを調べるため、現在ヒト全ゲノムデータ

ベース(GGGenome)を用いて解析を進めている。ASO gapmer の化学物質としての細胞毒性に

ついては、MTT アッセイによる評価を検討している。   
 JEV 野外株に対する ASO gapmer の増殖抑制効果については、我々が所有するウイルス株が

本邦で現在流行の中心である遺伝子 I 型(GI)株であることをシークエンス解析により同定する

ことができた。したがって、ヒト神経芽細胞において JEV GI 型に対する ASO gapmer の効果

を結論付けた後、JEV GI 型を感染させたマウスにおける ASO gapmer の有効性・安全性を詳

細に評価する必要がある。 
 RNA を標的とする医薬品の開発が世界的に進められている一方で、ウイルス RNA を標的と

する ASO gapmer の有効性に関する情報は限られている。ASO gapmer の作用メカニズムの解

明や動物生体における効果など様々な課題は残されているが、JEV をモデルとして実施した本

研究によって、ASO gapmer が新たなウイルス治療法となる可能性を支持する多くの新知見を

得ることができたと考えられる。 
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