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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞膜透過性を有する特殊なオリゴ核酸の創製とその医薬応用に向けた検
証を目的としている。まず、我々は脂肪酸の膜透過性の高さに着目し、脂肪酸コンジュゲート型オリゴ核酸（ア
ンチセンス核酸）を設計・合成した。続いて、その機能評価を実施した結果、パルミチン酸を２つコンジュゲー
トしたアンチセンス核酸について、細胞内移行性の大幅な向上を確認した。さらに、パルミチン酸とアンチセン
ス核酸との間にエンドソーム内で切断するリンカーを配置することで、アンチセンス核酸の細胞内移行性の向上
と活性の向上を達成した。以上によって、当初目的を達成することができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to develop oligonucleotides with 
cell-membrane permeability and to verify their applicability to therapeutic oligonucleotides. 
Focusing on membrane-permeable lipids, we have designed, synthesized and evaluated many fatty 
acid-conjugated oligonucleotides (antisense oligonucleotides). As a result, it was confirmed that 
conjugation of two palmitic acids significantly improves cellular uptake of antisense 
oligonucleotides. Furthermore, it was found that placing an endosomal cleavable linker between 
palmitic acid and the antisense oligonucleotide can improve both cellular uptake and activity of the
 antisense oligonucleotide.

研究分野： 核酸医薬

キーワード： オリゴ核酸　核酸医薬　細胞膜透過性　細胞内移行性　人工核酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アンチセンス核酸をはじめとする核酸医薬は、従来医薬では治療が困難な遺伝性疾患等に対する新たな治療手段
として期待されており、実際に近年難病に対する核酸医薬品が続々と誕生してきているところである。一方で、
核酸医薬は高極性なオリゴ核酸を本体とすることから細胞膜透過性（細胞内への移行性）が低く、投与したもの
の多くが薬効には繋がらない。本研究では、膜透過性が高い脂質を結合させることで、アンチセンス核酸の細胞
内移行性並びに活性の向上を達成した。これらの技術は、高い薬効を示す核酸医薬の創出につながるものと期待
される。

※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 

 

近年、オリゴ核酸を本体とする核酸医薬（アンチセンス核酸、siRNA、アプタマーなど）に注目

が集まっている。中でもアンチセンス核酸は、Watson-Crick 塩基対を介して標的 RNA に配列特

異的に結合し、それを制御できることから、迅速な医薬開発に繋がる有力モダリティと考えられ

ている。2023 年 3 月現在、9 品目のアンチセンス核酸医薬品が承認に至っている。一方で、核酸

医薬の一つの課題として、細胞膜透過性が低く、実際の作用箇所である細胞内に移行しにくいこ

とが挙げられる。このような性質から、投与された核酸医薬の多くが実際には機能せずに排泄さ

れる。以上のことから、オリゴ核酸を効率的に細胞内へと送り届けることのできる技術が強く望

まれている。そのような技術が開発されることで、高い薬効を持つ核酸医薬の創出が可能であり、

また、低用量での治療が可能になるものと期待される。 

 

２．研究の目的 

 

上記のような背景下、本研究では「細胞膜透過性を有し、細胞内へと効率的に移行性する特殊な

オリゴ核酸の取得」を目標としている。また、その技術を核酸医薬（アンチセンス核酸）へと応

用し、実際に活性の向上に繋がるかの検証を目的としている。 

 

３．研究の方法 

 

核酸医薬の細胞内移行性を高めた実例として、細胞膜上の受容体に結合する N-アセチル-D-ガラ

クトサミン（GalNAc）とのコンジュゲート化が挙げられる。この例では、オリゴ核酸に GalNAc

をコンジュゲートし、細胞膜上の受容体へと結合させることで、細胞内への移行性を高めている。

我々は、細胞膜の構成成分であり、また、オリゴ核酸に脂溶性を付与することができる脂質に着

目し、脂質とのコンジュゲート化によって核酸医薬の細胞膜透過性・細胞内移行性を高められる

のではないかと考えた。 

本研究では、脂質の例としてヘキサン酸（C6）とパルミチン酸（C16）を選択した。また、固相

合成によりオリゴ核酸を伸長する際に、これら脂肪酸をコンジュゲートできるよう、各脂肪酸の

モノマーアミダイト体を設計して、その合成に取り組んだ。また、合成した脂肪酸モノマーをア

ンチセンス核酸の末端へとコンジュゲートし、膜透過性や粒子径などの物性を評価するととも

に、細胞を用いて脂肪酸コンジュゲート体の細胞内移行性や活性に関して評価を行った。 

 

４．研究成果 

 

【脂肪酸モノマーアミダイト体の合成とアンチセンス核酸へのコンジュゲート】 

まず、プロリンを母格として用い、それに脂肪酸（C6、C16）をそれぞれ縮合した。続いて、定

法に従ってそれぞれのモノマーの一級ヒドロキシ基をジメトキシトリチル化した後、残る二級

ヒドロキシ基をホスフィチル化することで望みの脂肪酸モノマーアミダイト体の合成に成功し

た。次に、これらモノマーアミダイト体を用いて、Malat1 を標的とするアンチセンス核酸に脂肪

酸をコンジュゲートした。その際に、複数の脂肪酸をコンジュゲートさせたものも合成した。 



 

【膜透過性と粒子径】 

続いて人工膜透過性試験（PAMPA）によって各脂肪酸コンジュゲートアンチセンス核酸の膜透

過性を評価した。その結果、C16 を複数コンジュゲートしたアンチセンス核酸は膜透過性が大き

く低下することが分かった。一方で、C6 を一つあるいは複数コンジュゲートしたものは非コン

ジュゲート体と同等の膜透過性であった。各コンジュゲート体の粒子径を測定した結果、膜透過

性が低下したものは比較的大きな粒子径を持つことが分かった。このことから、脂肪酸部分を内

側に、核酸部分を外側に向けたミセル様の構造体を持ち、膜透過性も低下したと考えられる。 

 

【細胞内移行性】 

次に、これら脂肪酸コンジュゲート体を蛍光分子で標識し、細胞内移行性を FACS で評価した。

その結果、予想に反して、C16 を複数（2 つまたは 3 つ）コンジュゲートしたものにおいて、細

胞内への移行量の増加が確認できた。一方で、蛍光顕微鏡観察からは細胞内に移行したコンジュ

ゲート体の多くがリソソームに囚われていることが判明した。これらの結果から、C16 を複数コ

ンジュゲートしたものに関しては、エンドサイトーシスによる細胞内移行は向上するものの、エ

ンドソームからの脱出が遅くなっていると考えられた。 

 

【アンチセンス活性】 

一連のコンジュゲート体に関して Malat1 の抑制効果（アンチセンス活性）を評価したところ、

特に C16 を複数コンジュゲートしたものに関して、活性の大幅な低下が確認された。先の細胞

内移行性評価においては、C16 を複数コンジュゲートしたものについて移行性が向上することが

分かっており、矛盾が生じているが、ミセル様の構造体のためにエンドソームからの脱出が著し

く遅いと考えれば説明がつく。そこで、エンドソーム内で脂肪酸とアンチセンス核酸とを切り離

すリンカーを配置し、評価したところ、期待通り活性の回復が見られ、非コンジュゲート体と比

較しても活性の向上傾向が確認された。 

 

【まとめ】 

アンチセンス核酸に脂肪酸をコンジュゲートすることで、細胞内移行性を向上させることに成

功した。また、脂肪酸によって促進されるのはエンドサイトーシスであり、エンドソーム内で脂

肪酸を適切に切り離すリンカーを配置することが重要であることを見出した。最終的に、パルミ

チン酸モノマー２つと切断性リンカーをアンチセンス核酸の末端に結合させることで、細胞内

移行性を高め、活性をも向上できるということを見出した。以上、当初目的である「細胞内移行

性を持つオリゴ核酸の創製」を達成するともに、その技術がアンチセンス核酸の活性向上に繋が

ることを明らかにした。 
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Takao Yamaguchi, Yota Sakurai, Chika Yamamoto, Tokuyuki Yoshida, Takao Inoue, Satoshi Obika

Ryusuke Hatanaka, Naohiro Horie, Takao Yamaguchi, Masaki Yamagami, Tadashi Umemoto, Satoshi Obika
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17th Oligonucleotide Therapeutics Society（国際学会）
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

Effect of multivalent fatty acid conjugation on the activity and membrane permeability of antisense oligonucleotides

Synthesis and biophysical properties of 1',3'-bridged D-altritol nucleic acids (BANAs)

Robust synthetic approach of oligonucleotides modified with N-(tert-butyl) guanidine-bridged nucleic acid

Synthesis and evaluation of antisense oligonucleotides multiply conjugated with hexose-type sugar monomers
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理研セミナー（招待講演）
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PacifiChem 2021（国際学会）
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創薬懇話会2021 in 京都（招待講演）
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Facile synthesis of oligonucleotides modified with N-tert-butylguanidine-bridged nucleic acid

Synthesis of 4',5'-bridged nucleic acid having distorted torsion angle γ

核酸医薬の創製：人工核酸が切り拓く有効性と安全性の両立

アンチセンス核酸医薬開発における人工核酸の役割
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創薬懇話会2021 in 京都

日本核酸医薬学会　第6回年会

第71回日本薬学会関西支部総会・大会
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5'-シクロプロピレン修飾型アンチセンス核酸の合成と活性評価

2’位に疎水性置換基を配置した新規架橋型人工核酸の二重鎖形成能

1’位と3’位間をブチレン架橋したアルトリトール核酸の合成と機能

5'位にシクロペンタン環を有する新規修飾核酸の合成とその物性評価
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5'位にシクロプロパン環を有する2',4'-架橋型人工核酸の合成と物性評価

標的臓器へのデリバリーを志向した糖コンジュゲート型オリゴ核酸の合成

5位にアミノメチル基を有するピリミジン塩基の合成と特性解析

二重鎖形成を利用した標的タンパク質のラベル化と精製法の開発
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日本薬学会第141回年会
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複数導入可能な脂質アミダイトの合成とそのアンチセンス核酸への応用

1′,3′-プロピレンオキシ架橋型ピラノースを母核とする新規人工核酸の創製

スピロシクロペンチレン架橋を有する人工核酸の合成及び物性評価

二重鎖副溝との相互作用を志向した疎水性置換基を有する新規架橋型人工核酸の開発
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