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研究成果の概要（和文）：代表者が開発した還元的環境下で活性化するプロドラッグ型RNA (REDUCT RNA)を用い
て、家族性高コレステロール血症に対するApoB-siRNAの設計を行なった。REDUCT RNAを搭載する部位を合理的に
設計する目的で、ApoB-siRNAの血清中で分解hotspotの同定、及び既存の非プロドラッグ型2'-OMe修飾による
ApoB-siRNAの活性低下部位のマッピングを行なった。これらの結果に基づき設計したREDUCT ApoB-siRNAのin 
vitro細胞実験では、REDUCT修飾がプロドラッグとして有効に機能し、2'-OMe修飾に対する明らかな優位性を示
すことができた。

研究成果の概要（英文）：ApoB-siRNA for familial hypercholesterolemia was designed using the 
originally developed prodrug-type RNA (REDUCT RNA) activated in a reducing environment. To design 
modification sites with REDUCT RNA, identification of degradation hotspots of ApoB-siRNA in the 
serum and mapping of sites that reduce the activity of ApoB-siRNA by non-prodrug type 2'-OMe 
modification were performed. REDUCT ApoB-siRNA designed based on these results showed that REDUCT 
modifications functioned effectively as a prodrug and showed a distinct superiority over 2'-OMe 
modifications in vitro experiments.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 核酸医薬　siRNA　プロドラッグ型　還元環境　家族性高コレステロール血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ApoB-siRNAの血清中で分解hotspotの同定の方法論を確立できたことは、今後のsiRNAの化学修飾を行う際の指針
となるものと考えている。また、既存の非プロドラッグ型2'-OMe修飾によるApoB-siRNAの活性低下部位のマッピ
ングの結果と組み合わせることで、化学修飾を要する部位のうち、従来の非プロドラッグ型修飾が許容される部
位とプロドラッグ型修飾が不可欠な部位の区別ができ、またその有用性を実験的に示すことができたことは、
siRNAの化学修飾にプロドラッグ型修飾が果たせる役割を示せた結果であり、今後の実用化に向けての発展が期
待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ホモ接合体家族性高コレステロール血症 (FH) は、低比重リポ蛋白(LDL) 受容体およびその
関連遺伝子の変異により高 LDL 血症を引き起こし、心筋梗塞などを誘発する遺伝性の難病であ
り、ホモ接合体 FH の治療法の開発は喫緊の課題である。現在ホモ接合体 FH に対する有効な治
療法は存在せず、スタチンの内服治療や LDL を血液中から除去する LDL アフェレーシスを行う
ことが一般的であるが、これらの治療法はホモ接合体 FH に対して効果が不十分であることや身
体的負担が大きいなどの問題を抱えており、ホモ接合体 FH に対して十分な効果を発揮する新規
治療薬の開発が強く望まれている。 

動脈硬化惹起性リポ蛋白 LDL の構成成分であるアポリポ蛋白 B (apoB) の発現を抑制するこ
とで LDL などの産生そのものを抑制可能であることから、apoB は LDL 取り込み能に問題を有
するホモ接合体 FH の根本的治療におけるターゲット分子として注目されている (1,2)。近年
apoB の発現を選択的に抑制するアンチセンス核酸 (AON)である Mipomersen がホモ接合体 FH
治療薬として上市されたが (3)、副作用対治療効果は低く、高用量の投与に伴う副作用の発現や
高額の治療費など様々な問題を抱えている。それらの問題を踏まえ、AON よりも低用量で優れ
た効果が期待できる siRNA を利用した核酸医薬の開発が求められていた。 

siRNA は、その一方の鎖であるアンチセンス鎖が Argonote 2 蛋白質との複合体 (RNA-induced 
silencing complex, RISC) を形成し、アンチセンス鎖と相補的な配列をもつ mRNA を触媒的に切
断・分解するものである。その高い遺伝子発現抑制活性の反面、生体内での不安定性が siRNA 創
薬のボトルネックになっており、長年その改善に注力がなされ様々な修飾核酸が開発されてき
た。例えば Alnylam 社が報告している apoB をターゲットとした siRNA では、siRNA 中のセンス
鎖、アンチセンス鎖それぞれに複数の 2’-OMe 修飾を施すことで、生体内での安定性を高めてい
る (4)。一方でこれらの修飾は、siRNA 中の修飾位置によっては RNAi 活性の低下を引き起こす
ことも知られており、トランスサイレチン型家族性アミロイドーシス治療薬である Patisiran は、
体内での安定性向上のために lipid nanoparticle (LNP)による DDS 戦略を採用しながらも、センス
鎖には 19 残基中 9 残基に 2'-OMe 修飾が施されているが、RISC を形成し標的 mRNA の配列認
識に関わるアンチセンス鎖には 19 残基中 2 残基しか修飾が施されていない。これは siRNA、特
にアンチセンス鎖の化学修飾により RISC の形成が阻害されることを強く示唆しており (5)、従
来の修飾による安定性向上には一定の限界がある。 
 
２．研究の目的 

代表者は siRNA 活性の低下を引き起こさず、生体内での
安定性を向上させることの可能なプロドラッグ型 2'-O-メチ
ルジチオメチル修飾 siRNA の開発を行ってきた (図１)。こ
れは、細胞内で高濃度に存在するグルタチオンにより形成さ
れる還元的環境で、ジスルフィド結合が開裂し、生成するチ
オヘミアセタールが自発的に脱離し天然型 RNA に変換され
るもので、代表者はこの新規プロドラッグ型 siRNA を
Reducing-Environment-Dependent Uncatalyzed Transforming 
siRNA (REDUCT siRNA)と名付けた（図１）(6)。これまでの
検討で① REDUCT siRNA は血清中で優れた安定性を示すこ
と、② 2'-OMe-siRNA よりも REDUCT-siRNA は強い siRNA 活
性を有し、修飾位置を選ばないことを明らかにした (7)。 

本研究は、プロドラッグ型 REDUCT siRNA を用いて、ホモ接合体 FH に対する新規治療薬の
開発を目的とする。REDUCT siRNA を用いることで、従来型修飾基では修飾不可能であった部
位でも REDUCT 修飾は導入可能であり、本修飾により siRNA の生体内安定性の向上と高活性の
両立が期待され、低用量、低毒性の siRNA 創薬及び naked DDS が可能となることが想定される。
本研究では apoB を標的とした REDUCT siRNA を設計、評価し in vivo で有効な ApoB-siRNA の
開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 

Soutschek らが報告している apoB mRNA に対する siRNA 配列を基に (8)、プロドラッグ型
REDUCT 修飾 ApoB-siRNA の開発にあたり、現時点の REDUCT 修飾 RNA 合成技術では 20mer
程度の RNA 鎖中に数塩基の導入が限界であることから、REDUCT 修飾の搭載部位を合理的にデ
ザインする戦略を採ることとし、下記の点について検討を行なった。 
１）血清中での endonuclease による分解 hotspot の同定 

アンチセンス鎖の 5'-, 3'-いずれかの末端を蛍光標識した ApoB-siRNA を用いて血清 (10% 
FBS) 中で分解反応を行い、分解物を native PAGE で分析し、血清中 endonuclease による分解
hotspot の同定を行った。 
２）既存の化学修飾による ApoB-siRNA の活性低下を引き起こす部位のマッピング 



ApoB-siRNA のアンチセンス鎖を 3 残基連続で 2'-OMe 修飾した ApoB-siRNA を網羅的に合成
し、HuH-7 細胞に CEM 法 (9) によりトランスフェクションし (5〜10 nM, 37℃, 24 h)、RT-qPCR
により apoB mRNA を定量することで、in vitro における apoB mRNA 発現抑制活性を評価し、化
学修飾により KD 活性低下が引き起こされる部位の同定を行った。また、センス鎖についても同
様に検討を行い、2'-OMe 修飾により apoB mRNA 発現抑制活性に影響が出る領域の同定を行っ
た。 
３）REDUCT ApoB-siRNA の設計及び評価 

１）および２）の結果から、血清中での分解 hot spot のうち、既存の化学修飾では siRNA 活
性にほとんど影響がない部位には 2'-OMe 修飾を、既存の化学修飾では siRNA 活性に強く影響が
現れる部位には REDUCT 修飾を行い、さらに肝臓へのターゲッティングが可能になる GalNAc 
(N-アセチルガラクトサミン) 修飾 (10) をセンス鎖の 3'-末端に施した REDUCT ApoB-siRNA を
設計、合成し (11)、in vitro 及び in vivo での評価を行った。 
４）病態モデルマウスを用いた in vivo 予備実験 

C57BL/6J マウスに 5 mg/kg〜20 mg/kg で siRNA を皮下投与し、3 日後解剖し血清、肝臓を採
取した。Quick Gene で肝臓組織から total RNA を抽出し、Highcapacity cDNA reverse transcription 
kit を用いて cDNA を作成した。TaqMan 法による RT-qPCR で apoB mRNA の定量を行なった。 
 
４．研究成果 
１）血清中での siRNA 分解は 3'-exonuclease による分解
が最も考慮する必要があるとされているが、これは 3'-末
端に強力な阻害作用を持つ化学修飾を施すことで回避
が可能であり、むしろ RNA 配列中ランダムに鎖切断を
行う endonuclease による分解を防ぐことが重要との考え
から、ApoB-siRNA の特にアンチセンス鎖の 10% FBS 中
での endonuclease による分解 hot spot の同定を行った。 

当初の実験条件では、分解が全く認められなかった
が、反応条件、後処理条件に様々な工夫・改善を行うこ
とで、分解反応の検出が可能になった。この間の検討で
明らかになった重要な点として次の二点が挙げられる。
i) siRNA 二重鎖の安定性が血清中での分解速度に大きく
影響する。ii) endonuclease による分解は RNA 鎖にニック
を入れるのみであり、分析条件によってはニックの入っ
た二重鎖 RNA として検出され、分解が起こっていない
ような電気泳動パターンが得られる。 

図２に種々の改善の結果得られたアンチセンス鎖を 3'-FAM 標識した場合の分解パターンを
示した。主な分解物として 3 箇所にバンドが認められ（矢印）、分解 hot spot 由来の分解物であ
ることが示唆された。これらの近傍に化学修飾を部分
的に施すことでアンチセンス鎖の安定性の向上が期
待できると考えられた。これまで、siRNA の血清中で
の分解位置が同定された例はほとんどなく、今後の化
学修飾 siRNA の設計に有益な情報を与えるものと考
えている。 
 
２）既存の化学修飾による ApoB-siRNA の活性低下を
引き起こす部位を同定する目的で、アンチセンス鎖に
3 残基連続で 2'-OMe 修飾を網羅的に導入した ApoB-
siRNA を合成し（表１）、「研究の方法」に示した方法
で apoB mRNA の発現抑制効果を評価した。その結
果、図２に示したように、アンチセンス鎖の 5'-末端
から 3 残基連続で 2'-OMe 修飾すると siRNA 活性はほぼ完全に消失し（AS 1-3）、13-15 および



15-17 残基の修飾でも有意に活性低下した（AS 13-15、AS 15-17）。さらに、5'-末端 3 残基につい
て詳細に評価し、siRNA 活性の低下に最も大きく影響する残基を明らかにした。これらの領域
は、血清中での分解を抑制する目的で化学修飾が必要になる場合には、プロドラッグ型の修飾が
有効であることを示唆している。 

また、化学修飾による siRNA 活性への影響が比較的少ないセンス鎖についても同様の実験を
行い、2'-OMe 修飾による活性低下が見られる領域を明らかにした。 
 
３）以上の検討結果から、アンチセンス鎖
は 2'-OMe 修飾を行う領域と REDUCT 修
飾を行う部位を設計した上で、3'-末端は抜
群の酵素耐性を有するL型 thymidine (dTL) 
2 残基のオーバーハングとした。また、セ
ンス鎖は 3'-末端を GalNac 修飾した上で
2'-OMe 修飾を行う領域を設計し、未修飾
の Native ApoB-siRNA (A), 2'-OMe 修飾を
行う領域のみ修飾した 2'-OMe-ApoB-
siRNA (B), 2'-OMe 修飾及び REDUCT 修飾
を行うべき部位を全て 2'-OMe修飾した 2'-
OMe, 2'-OMe-ApoB-siRNA (C), 2'-OMe 修飾
及び REDUCT 修飾を行った 2'-OMe, 
REDUCT-ApoB-siRNA (D) を合成し、 in 
vitroでの apoB mRNA発現抑制活性を評価
した。 

図３に結果を示したが、未修飾の Native ApoB-siRNA (A)と比較して、siRNA 活性への影響が
最小限となるよう設計した2'-OMe-ApoB-siRNA (B)においても若干の活性の低下が認められたが、
REDUCT 修飾を行うべき箇所を 2'-OMe 修飾した(C)では siRNA 活性はほぼ消失した。この結果
は上記１）及び２）で同定した、siRNA の血清中での安定性向上に化学修飾が必要である領域の
うち、従来の 2'-OMe 修飾では siRNA 活性が低下する箇所を的確に捉えることに成功したことを
示唆している。一方、2'-OMe 修飾と REDUCT 修飾を適切に施した 2'-OMe, REDUCT-ApoB-siRNA 
(D)では、(B)と比較し、若干活性が低下するもののほぼ同程度の活性を維持しており、REDUCT
修飾がプロドラッグとして有効に機能していることが示唆された。また(C)と比較して、2'-OMe
修飾に対する REDUCT 修飾の優位性を示すことができたと考えている。 

In vivo モデル実験として、病態モデルマウス (C57BL/6J) を用いて 2'-OMe-ApoB-siRNA (B)
及び 2'-OMe, 2'-OMe-ApoB-siRNA (C)を 5 mg/kg〜20 mg/kg で皮下投与し、3 日後の肝臓細胞の
apoB mRNA の発現量を RT-qPCR で定量したところ、いずれの siRNA もコントロールと有意差
なく、in vivo で naked siRNA としての投与で siRNA 活性を発現するのに十分な安定性を有して
いないことが示唆された。 

以上のように、ApoB-siRNA の血清中での分解実験から、化学修飾による安定化が必要な領
域と、既存の非プロドラッグ型修飾 (2'-OMe 修飾) では siRNA 活性が低下する、つまりプロド
ラッグ型修飾が有効な領域を同定することができた。また、これらの情報を基に、一連の修飾
ApoB-siRNA を設計・合成し、その siRNA 活性の評価を行なった。In vitro では 2'-OMe 修飾、
REDUCT 修飾が有効に機能している結果が得られたが、in vivo での予備検討では、以上のよう
にして設計した部分的 2'-OMe 修飾では十分な安定化は得られないことが判明したことから、今
後 LNP (lipid nanoparticle) などの併用による保護・安定化の向上を図る方策や、REDUCT 修飾を
全残基に施すことができる合成技術の開発を検討していく必要があると考えている。 
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