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研究成果の概要（和文）：DNA/RNAヘテロ核酸(HDO)という独自技術は、脳梗塞病巣部位に送達できれば虚血病態
を改善させることが可能である。我々は脳梗塞超急性期における病変部位で脂質受容体の発現が亢進し、虚血部
位への物質送達に関与していることを見出した。そこで、HDOに脂質ライガンドを結合し、薬剤が脂質受容体介
在性に脳実質内へ細胞内輸送されることが可能だという仮説を立て検証した。マウス脳梗塞モデルに対し同薬剤
を投与したところ、脳梗塞病変では非虚血側よりも有意に薬剤送達効果が高く、優れた標的遺伝子抑制効果並び
に脳梗塞表現型の変化が確認された。脂質ライガンド結合HDOは脳梗塞超急性期の遺伝子制御技術として期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：Antisense oligonucleotide (ASO) is a major tool used for silencing 
pathogenic genes. For stroke in the hyperacute stage, however, the ability of ASO to regulate genes 
is limited by its poor delivery to the ischemic brain owing to sudden occlusion of the supplying 
artery. Here we show that, in a mouse model of permanent ischemic stroke, lipid-ligand conjugated 
DNA/RNA heteroduplex oligonucleotide (lipid-HDO) was unexpectedly delivered 9.6 times more 
efficiently to the ischemic area of the brain than to the contralateral non-ischemic brain and 
achieved robust gene knockdown and change of stroke phenotype. This delivery to neurons was mediated
 via receptor-mediated transcytosis by lipoprotein receptors in brain endothelial cells, the 
expression of which was significantly upregulated after ischemia. This study provides 
proof-of-concept that lipid-HDO is a promising gene-silencing technology for stroke treatment in the
 hyperacute stage.

研究分野：脳血管障害
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞後の病態や治療標的となる遺伝子は解明されつつあるも、急性期に投与可能な有効な薬剤開発が実現でき
ていない。脳血流の減少やBBBによるバリア機能により、脳梗塞病変への薬剤送達が困難なことが課題であっ
た。脂質ライガンド結合HDO技術は、この課題を克服することができ脳梗塞急性期治療の遺伝子制御ツールとし
て臨床応用されることが期待される。我々の技術は、経静脈的投与により投与が可能であることは合併症予防の
観点からも非常に優れているといえる。

※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 
脳梗塞は世界的にも主な死因の一つであり長期にわたる後遺症を残す疾病である。血栓溶解療
法などの再開通治療の恩恵を受ける症例はごく一部に限られており、さらなる治療選択肢が広
がることが期待されている。脳梗塞後の病態や治療標的となる遺伝子は解明されつつあるも、急
性期に投与可能な有効な薬剤開発が実現できていない。脳血流の減少や BBBによるバリア機能
により、脳梗塞病変への薬剤送達が困難なことが課題である。 
 分子が BBB を通過し脳実質内へ到達する経路には transcellular pathway と paracellular 
pathway が知られている。Paracellular を構成するタイトジャンクションのバリア機能は脳梗
塞発症後 24 時間以降に破綻するため、この間までは BBB のバリア機能が保たれる。一方、
paracellular pathwayは、脳梗塞発症後超急性期である 3-12時間の間に活性化することが知ら
れている。我々はこれまで、脳梗塞モデルマウスの超急性期において、脳梗塞部位の脳血管内皮
細胞と神経細胞でparacellular pathwayに関わる脂質受容体（low-density lipoprotein receptor: 
LDLR, scavenger receptor class B member 1:SRB1, LDLR-related protein 1 :LRP1)の発現が
亢進していることを確認した。このため脂質ライガンドの応用は、脳梗塞超急性期に脳虚血病変
への薬剤送達に有用な可能性がある。 
 
２．研究の目的 
  我々はこれまで、DNA/RNAヘテロ核酸(HDO)という、主鎖 DNA鎖と相補的な RNA鎖か
らなる新規の人工機能核酸の独自技術を開発している。本研究では、HDOに脂質ライガンドを
結合することで、脳梗塞の病態下でも HDOが受容体介在性に血液中から脳実質内へ細胞内輸送
されることが可能だという仮説を立てた。超急性期脳梗塞マウスモデルに脂質ライガンド結合
HDOを経静脈投与し、脳梗塞病変部位への薬剤送達効果・遺伝子抑制効果・治療効果を確認す
る proof of conceptを目的とした。 
 
３．研究の方法 
マウスの中大脳動脈を焼灼し Permanent Middle Artery Occlusion (pMCAO)モデルを作成し、
モデル作成直後または３時間後に phosphate-buffered saline (PBS: control)、ASO、HDO、α
トコフェロール結合HDO(Toc-HDO)、コレステロール結合HDO（Cho-HDO）、shuffle Toc- HDO
を経静脈的に 50 mg/kgで投与した。薬剤投与 3日後に、脳梗塞中心部、並びに対側の脳をサン
プリングし、遺伝子抑制効果を定量的 RT-PCR で検討した。また、薬剤送達の評価のため、蛍
光色素で標識した脂質ライガンド結合型 HDOを投与し、虚血部位への送達分布を共焦点顕微鏡
で観察し、さらに、マルチプレートリーダーによる蛍光強度の定量を行った。hybridization-
based ELISA (HELISA) による HDO濃度定量も実施した。さらに、標的遺伝子抑制に伴う表
現型変化の評価のため、脳梗塞体積や血管新生の程度を評価した。なお、本研究では、哺乳類に
ユビキタスに発現し、脳梗塞病変では発現が亢進し脳保護的に作用することが知られている
long non-coding RNA metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript1 (MALAT-1)を
標的とした核酸を使用した。 
 
４．研究成果 
pMCAOモデル作成後に核酸を経静脈的に投与した３日後の評価では、Toc-HDO投与群と Cho-
HDO投与群で脳梗塞病変における高い遺伝子抑制効果を認めた。非病変部では、Cho-HDO投
与群のみ有意な遺伝子抑制効果を示した。このことから脂質ライガンド結合 HDOのうち、Toc-
HDO は病変部位選択的遺伝子抑制効果を示すと考えられた。Toc-HDO 投与による用量依存性
効果も確認された。なお、Toc-HDO投与に伴う副作用は血液検査や病理組織評価では確認され
なかった。 
 次に、薬剤送達効果の評価のためマルチプレートリーダーで蛍光付き Toc-HDO シグナル
TECAN による蛍光強度の定量をしたところ、Toc-HDO は、脳梗塞部位において非病変部と比
較して著明な送達効果を認めた。また、脳梗塞部位への薬剤送達は ASOと比較しても優れた結
果であった。HELISAにおいても同様に、虚血部位により多くの薬剤が送達される結果だった。
共焦点顕微鏡にて観察をしたところ、蛍光付き Toc-HDOシグナルは脳梗塞部位の血管内皮細胞
（CD31陽性細胞）と、神経細胞（NeuN陽性細胞）と一致した分布が確認された。 
 脳梗塞超急性期において、LDLR、SRB1、LRP1 などの脂質受容体の発現は特に６時間後に
脳 
梗塞部位で対側に比較して明らかに亢進していた。組織評価では、LDLR並びに SRB１陽性シ
グナルは脳梗塞病変の血管内皮と、LRP1は神経細胞と一致して分布していた。LDLRノックア
ウト（KO）マウスでは Toc-HDO の脳梗塞病変での遺伝子抑制効果が減弱した結果も併せて、
脂質受容体が Toc-HDOの薬剤送達に関与していることが示唆された。 
MALAT-1 遺伝子抑制に伴う、脳梗塞の表現型の評価を行ったところ、Toc-HDO 投与群では、
PBS 群に比較して脳梗塞巣サイズの拡大、脳血流低下、神経症状の悪化が見られた。血管面積
も小さく、神経細胞変性指標シグナル（FJ-C）も多い結果だった。 



 MALAT-1 標的 Toc-HDO 投与後の脳梗塞部位の mRNA プロファイルをマイクロアレイで評
価したところ、炎症やアポトーシス、血管新生抑制に関与するmRNAの発現の亢進が認められ、
脳梗塞表現型の悪化に寄与している可能性が示唆された。 
Toc-HDOは脳梗塞病変選択的に薬剤送達されることが示された。脳梗塞超急性期では、脳梗塞
中心部の脳血流は正常領域と比較して９０％程度低下すると言われている。薬剤送達効率は血
流減少に伴い低下することが報告されているが、我々の研究結果では脳梗塞領域への Toc-HDO
の薬剤送達が健常側と比較して有意に高いことを発見した。同様の現象は、ナノサイズリポソー
ムなど脂質粒子の薬剤キャリアーを有する薬剤でも確認されている。経静脈的に投与された
ASO は血中で血清アルブミンに結合するのに対し、Toc-HDO は生理的ビタミン E 同様に血中
のリポプロテインである HDL や LDL に結合し脂質受容体を介して細胞内に取り込まれる。
LDLR、LRP1、SBR1 は脳梗塞急性期に脳梗塞領域の血管内皮や脳神経細胞で著明に発現が亢
進し、LDLR KOマウスを使用した脳梗塞モデルでは Toc-HDOの脳梗塞病変での遺伝子抑制効
果が野生型と比較して明らかに低下することも確認された。Toc-HDOは脳梗塞急性期には脂質
受容体介在性 transcellular pathways を介して虚血病変に送達されること、特に脳梗塞部位で
の LDLR の発現亢進が関わっていることが示唆された。なお、Cho-HDO が病変部位のみなら
ず非虚血病変でも高い遺伝子抑制効果を示した点は、脂質受容体による transcellular pathway
以外の送達経路が関わっている可能性がある。 
 核酸医薬は脊髄筋萎縮症などに実際臨床応用され始めているが、投与経路は髄腔内である。脳
梗塞急性期の患者では、プラスミノーゲンアクチベーターや抗血小板薬などを投与した場合髄
腔内投与は出血のリスクが高まり禁忌となる。我々の技術は、経静脈的投与により投与が可能で
あることは合併症予防の観点からも非常に優れているといえる。 
脳梗塞急性期に、脂質ライガンド結合 HDOを経静脈的に投与することで、脳梗塞病変に選択的
に薬剤が送達され、高い遺伝子抑制効果を示すことが確認された。これにより、脳梗塞の表現型
も変化させることが確認できた。脂質ライガンド結合HDO技術は、脳梗塞急性期治療の遺伝子
制御ツールとして臨床応用されることが期待される。 
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