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研究成果の概要（和文）：細菌やウイルスの感染では、炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子（TNF-α）など
の合成や誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）による一酸化窒素（NO）産生が促進し、炎症が全身におよぶ。敗血
症の治療において、TNF-αやiNOSなどの発現を抑制することが重要である。
報告者は、iNOS mRNA発現や安定化を促進するiNOSアンチセンス転写物と相補的な塩基配列を持つiNOSセンスオ
リゴヌクレオチドの効果を、ラット敗血症モデルにおいて明らかにした。今回、(1) iNOSセンスオリゴの改良、
(2)「生存率をさらに上げる遺伝子」を特定し、その遺伝子mRNAをターゲットとした新規センスオリゴの開発し
た。

研究成果の概要（英文）：Bacterial and viral infections promote the synthesis of pro-inflammatory 
cytokines such as tumor necrosis factor (TNF-α) and nitric oxide (NO) production by inducible 
nitric oxide synthase (iNOS), resulting in systemic inflammation. In the treatment of sepsis, it is 
important to inhibit the expression of TNF-α and iNOS.
The applicant revealed the effects of iNOS sense oligonucleotides with a sequence complementary to 
iNOS antisense transcripts, which promote iNOS mRNA expression and stabilization, in a rat sepsis 
model. In this study, we will (1) improve iNOS sense oligos and (2) identify "genes that further 
increase survival" and develop novel sense oligos targeting the mRNA of these genes.

研究分野： 外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、敗血症に関連する遺伝子の発現を制御することによって、難治性敗血症を治療する新規核酸医薬を
開発した。asRNAを介する遺伝子のmRNA発現の調節は、最近明らかになってきた調節機構である。センスオリゴ
ヌクレオチドはasRNAとmRNAとの結合を阻害して、mRNA分解を促進するという独自性を持ち、敗血症に対する革
新的な治療法を創造する。本研究における動物実験での解析を基に、ヒトのmRNAに対するセンスオリゴの配列を
設計して、ヒト細胞を用いたセンスオリゴの配列や修飾の最適化を行えば、ヒトへの臨床応用の基礎データが得
られる。今後、実用的な新規治療薬への開発を推進していく。

※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 
 
細菌やウイルスが感染すると、炎症メディエーターである腫瘍壊死因子 α（TNF-α）に引き続
き、誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）誘導により多量の一酸化窒素（NO）が合成される。
手術後や肝硬変を合併している場合、重篤な敗血症から多臓器不全となって死に至ることが多
い。米国では年間 75万人以上（日本では 10万人）が敗血症に罹患し、そのうち 22万人が死亡
している。敗血症に著効を示す薬剤はほとんどなく、治療困難なため死亡率が高く、新規治療
法の開発が望まれる。 
 
	 この病態の主原因は TNF-αと NOの産生の亢進である。TNF-αや iNOSの mRNA発現を抑制
し、TNF-αや NOの量を下げることが、敗血症の治療に大きく寄与する。報告者は iNOS mRNA
安定化を促進する iNOSアンチセンス転写物（asRNA）に対して、asRNAと相補的な（つまり
mRNAと同じ塩基配列を持つ）センスオリゴヌクレオチド、センスオリゴが、細胞内において
mRNA分解を促進することを明らかにした。そして肝障害敗血症モデルラット（GalN/LPS）に
対し、配列と修飾の適正化を行った iNOSセンスオリゴ（以下 SO1と呼ぶ）を投与することに
よって、ラットの生存率が増加することを明らかにした。SO1 は肝臓内の iNOS や TNF-α の
mRNAレベルを抑制し、肝病理所見を改善することで肝保護効果を示した（Nakatake et al. Nitric 
Oxide 72:32-40, 2018）。 
  
	 敗血症に対する更なる治療成績向上を考え、以下の考察を行った。 
 
(1) iNOS センスオリゴ SO1 には iNOS mRNA の分解促進に効果的な様々な化学修飾の適正化
を行った。さらに、肝細胞に取り込まれやすく化学修飾し（その結果、低用量で効果を発
揮する）、投与量を減らすという改良が行えるのでは？ 
 

(2) iNOS センスオリゴ SO1では、肝障害敗血症モデルラットの生存率が 58％しか改善してい
ない。「生存率をさらに上げる遺伝子」を特定し、その遺伝子 mRNA をターゲットとした
新規センスオリゴを開発すれば、100%に押し上げられるのでは？ 

 
以上の学術的問いとともに、本研究を取り組むことで、革新的かつ実用的な新規治療の開発を
推進し社会的に貢献したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
敗血症に対する更なる効果を目標とし、(1)iNOSセンスオリゴ SO1の改良、(2)「生存率をさら
に上げる遺伝子」mRNAをターゲットとした新規センスオリゴの開発、(3)別機序で効果を示す
薬物などの薬剤との併用効果検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
ラット初代培養肝細胞と肝障害敗血症モデルラットを用いて、以下の計画を立案した。 
 
(1)初代培養ラット肝細胞と肝障害敗血症モデルラットを用いた SO1の改良 
 
	 SO1に、新たな難分解性の化学修飾（S化、LNA、2’-O-メチル化など）や肝細胞に取り込ま
れやすい化学修飾（修飾の結果、低用量でセンスオリゴが効くと予想する）をした改良型を作
成する。初代培養ラット肝細胞を用いて iNOS mRNAを効率良く阻害するか否かを検討する。
続いて肝障害敗血症モデルラットを用いて効果を確認する。 
	 肝障害敗血症モデルは、Sprague-Dawleyラットにガラクトサミン（GalN）とリポ多糖（LPS）
を陰茎静脈より投与して作製する。センスオリゴを投与し、生存率への影響および至適濃度を
調べる。肝臓を中心に total RNAを抽出し、TNF-αや iNOSなどの関連 mRNA量を測定する。
血清を用いて、ELISA法によりサイトカインなどタンパク質発現を確認する。 
 
(2)「生存率をさらに上げる遺伝子」の mRNAをターゲットとした新規センスオリゴの開発 
 
	 科学研究費 基盤研究（C）（一般）（H27～H29、研究課題名：新しい核酸医薬で敗血症を治
療するための分子基盤の構築、15K08602）において、肝障害敗血症モデルラットの肝臓を摘出
して全 RNAを取り、陰性対照ラットの RNAとともにマイクロアレイ解析を行った。代表的な
炎症性サイトカインやケモカインなどの mRNA 発現を比較し、顕著に mRNA 量の変化がある



遺伝子を特定することができた（未発表データ）。この中には、TNF-αなどの炎症性サイトカイ
ンの他、エンドセリンを含む血管拡張物質をコードする遺伝子が含まれている。これらを「障
害に関連する候補遺伝子」とした。 
	 前述の如く、SO1の投与によって、肝障害敗血症モデルラットの生存率が 58％しか改善して
いない。マイクロアレイ解析で特定した「障害に関連する候補遺伝子」の発現を抑制すること
で、100%に生存率を押し上げる可能性を考えた。この候補遺伝子から「生存率をさらに上げる
遺伝子」を特定する。 
	 まず、候補遺伝子の asRNA を確認し、asRNA に対するセンスオリゴを設計して、ラット培
養肝細胞（IL-1β刺激）に導入し、標的候補遺伝子の mRNA量の増減を指標としてセンスオリ
ゴの効果を判定し「生存率をさらに上げる遺伝子」を特定する。そのセンスオリゴをラット敗
血症モデルに投与し、効果を確認する。単独投与で効果が十分でなかった場合には、SO1と「生
存率をさらに上げる遺伝子」のセンスオリゴのカクテルを検討する。 
 
(3)別機序の効果のある薬物などの薬剤との併用 
 
	 SO1と従来の別機序の効果のある薬物（例、遺伝子組換えトロンボモデュリン製剤）などの
薬剤との併用も視野に入れ、開発を進める。 
 
４．研究成果 
 
(1)iNOSセンスオリゴ（SO1）の改良 
 
	 SO1の核酸修飾及び肝臓細胞集積能が期待される修飾を搭載し、肝臓に取り込まれやすく改
良したセンスオリゴ（LX-A0049と命名）を開発して効果検討した。LX-A0049（8 mg/kg体重）
は SO1（8 mg/kg）に対して効果が強く現れる可
能性が高く、まず低用量（4 mg/kg）の効果検討
をラット肝障害敗血症モデルにおいて行った。
しかし LX-A0049 の効果は認められなかった。
GalN は肝臓以外の臓器にも傷害をきたすため、
LX-A0049 の効果を認めなかったのは、肝臓集
積による肝特異性が高くなったと予想された。
そこで、肝臓での LX-A0049 の効果を検討する
ため、肝臓のみを切除し肝不全とした 70%肝切
除後敗血症ラットモデル（PH/LPS）を用いて検
討を行った。 
	 70%の肝臓切除後に LPS（25 µg/kg）を投与し
て敗血症状態を作成した。LPSと同時に SO1（8 
mg/kg）ならびに LX-A0049（4 mg/kg）を投与し
て 72時間生存率を確認し、LX-A0049の生存率
の延長効果を優位に認めた（右図）。 
 
 
(2)他の新規センスオリゴの開発 
 
	 まず TNF-α mRNA に対するセンスオリゴを
作成した。ラット初代培養細胞での iNOS や
TNF-α などの標的候補遺伝子の mRNA 量の増
減を指標として効果を判定して、最も効果のあ
った配列のセンスオリゴを確認した。最適化を
行った TNF-αに対するセンスオリゴ（8 mg/kg）
を、ラット肝障害敗血症モデルに投与し生存実
験を行ったが、改善傾向は見られたものの有意
な効果を認めなかった。また SO1 と TNF-α の
センスオリゴをカクテル投与するも、こちらも
効果は認めなかった。 
	 続いて IL-1 シグナル伝達系のセンスオリゴ
を見出した（右図）。今後、PH/LPSラットモデ
ルへ投与し、生存実験を行う。 
 
 
(3)別機序の効果のある薬物などの薬剤との併用 
 
 ヒト敗血症領域で、汎発性血管内血液凝固症に対して使用される遺伝子組換えトロンボモジュ
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リン製剤（rTM）と SO1の併用効果を検討した。
rTMはトロンビンによる血液凝固作用を調節す
る薬剤であり、加えて多様な機序で抗炎症作用
も発揮する。PH/LPS ラットモデルを用いて相
乗効果の検討を行った。70%の肝臓切除後に
LPS（25 µg/kg）を投与して敗血症状態を作成し
た。LPSと同時に SO1（8 mg/kg）ならびに rTM
（0.02 mg/kg）を投与して 72時間生存率を確認
し、併用群の生存率の延長効果を優位に認めた。
今後、メカニズムの解析を行い、他モデルへの
応用実験も行う。 
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