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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年最も開発が進んでいる核酸医薬の1つであるアンチセンス医薬につ
いて、TLR9非依存的経路を介した自然免疫活性化の評価法を構築することを目的とする。本研究において、①ア
ンチセンスによる自然免疫活性化についてヒトとマウスの種差を明確化し、ヒト細胞を用いた評価系の必要性を
示した。②本評価系で用いる評価用細胞株の候補細胞に転写因子応答性レポーター遺伝子の導入し、自然免疫活
性化をレポーター活性で評価可能な細胞株の作製を検討し、作成した評価用細胞株の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method to evaluate the TLR9-independent innate
 immune activation of antisense oligonucleotides. We showed the need for evaluation methods using 
human cells, and generated reporter cell lines to evaluate innate immune activation. 

研究分野： レギュラトリーサイエンス

キーワード： アンチセンス　自然免疫活性化　TLR9非依存的経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は動物試験あるいは既存のin vitro試験法（ヒトTLR9発現細胞）では評価できない自然免疫活性化経路を
初めて提唱する重要な成果であると考えている。核酸医薬品を含め、核酸を用いた医療技術（ｍRNA関連医薬、
遺伝子治療薬等）の自然免疫系の評価については、種差の観点から動物試験での予測が難しいとされるが、これ
に対して、本研究はヒト培養細胞を用いた新しい評価技術を創出するものであり、社会ニーズへの対応、医療分
野での貢献という点でも極めて有用な成果であると考えている。

※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 
近年、核酸医薬品の 1 種であるアンチセンス医薬の開発が目覚ましい進展を遂げており、2019

年 10 月時点で既に 6 品目が上市されるなど高い有用性が認められている。これは、修飾核酸技
術の進展により、アンチセンスの体内安定性、標的への結合親和性等が大幅に改善されたことに
よる。一方で、安全性に関しては、臨床試験で自然免疫活性化に起因した重篤な有害事象が認め
られ、開発中止となった品目が多数存在するなど多くの問題点がある。 
これまで一般的に、1 本鎖 DNA から構成されるアンチセンスにより誘導される自然免疫活性

化は、Toll 様受容体（TLR）ファミリーの 1 つである TLR9 を介すると考えられてきた。そのた
め、アンチセンスによる自然免疫活性化はヒト TLR9 発現細胞等を用いて評価可能であるとされ
てきた。しかし、上述したように既存の評価法による試験をクリアしているにも関わらず、臨床
試験で自然免疫活性化が認められ多くの品目が開発中止となっている。この事実を踏まえ、既存
の評価法のみではアンチセンスによる自然免疫活性化の評価は不十分であり、適切な評価法、お
よび回避法の構築が必要であると考えた。先行研究において「TLR9 以外にアンチセンスを認識
する経路が存在し、自然免疫系の活性化に寄与している可能性がある」と作業仮説を立て検証を
行った。その結果、アンチセンスによる自然免疫活性化に TLR9 非依存的な経路が寄与すること
を初めて実験的に明らかとし、本経路に特化した評価法を構築することの必要性を示した。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえ本研究では、アンチセンスによる TLR9 非依存的経路を介した自然免疫活

性化の機序を解明し、TLR9 非依存的な自然免疫活性化の in vitro 評価法を構築することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
先行研究において、TLR9 非依存的経路を介したアンチセンスによる自然免疫の活性化の評価

指標の候補となるサイトカイン、および評価で用いるヒト細胞株の候補を同定している。本研究
では、アンチセンスによる TLR9 非依存的経路を介した自然免疫活性化の in vitro 評価法につい
て、モデルアンチセンスを用いて評価法の妥当性、および当該経路の活性を簡便・簡潔に評価可
能な評価用細胞株の作製を検討する。 
 
４．研究成果 
1）妥当性の検証 
近年開発されているアンチセンス医薬品の塩基長を考慮し、20 塩基長以下のアンチセンスモ

デルを設計した。これらのモデルアンチセンスについて、構築を進めている本評価系を用いて自
然免疫活性化を評価した。その結果、当該経路を活性化するアンチセンスを複数見出すことに成
功し、本評価系の妥当性を示した。また、ヒト由来細胞とマウス由来細胞ではアンチセンスに対
する自然免疫活性化の反応性を比較したところ、反応性が明らかに異なるアンチセンスを複数
見出した。以上より、自然免疫活性化についてヒトとマウスの種差を明確化し、ヒト細胞を用い
た評価系の必要性を示した。 
 
2）評価用細胞株の作製 
これまでの検証で同定した評価用細胞の候補細胞株に転写因子応答性レポーター遺伝子の導

入し、自然免疫活性化をレポーター活性で評価可能な細胞株の作製を検討したところ、複数のク
ローンを取得することに成功した。また、これまでの検討で自然免疫活性化能を示すアンチセン
スを用いて、作製したレポーター細胞株における自然免疫活性化に関する基盤データの取得を
進めた。具体的には、同一のアンチセンスモデルの自然免疫活性化について、先行研究で評価指
標の候補として見出した決定したサイトカイン、あるいはレポーター活性を指標とした場合に
ついて比較検討を行った。その結果、レポーター活性を指標とするほうがより高感度に自然免疫
活性化を検出できる可能性を示した。 
 
3）まとめ 
① 本評価系の妥当性の検証を行い、TLR9 非依存的経路を活性化するアンチセンスを複数見出

た。また、ヒトとマウスの種差を明確化し、ヒト細胞を用いた評価系の必要性を示した。 
② 評価用細胞の候補細胞株に転写因子応答性レポーター遺伝子の導入し、自然免疫活性化を

レポーター活性で評価可能な細胞株の作製を検討し、作成した評価用細胞株の有用性を示
した。 

③ 本研究は、動物試験あるいは既存の in vitro 試験法（ヒトTLR9 発現細胞等を用いた評価法）
では評価できない自然免疫活性化経路を評価できる手法を提唱する重要な成果であると考
えている。核酸医薬には、アンチセンス医薬以外にも 2018 年以降承認品目が増えている
siRNA 医薬など様々なモダリティが存在しており、本研究における手法構築のプロセスは
他のモダリティの自然免疫活性化の評価手法にも応用できると考えられる。また、核酸を用



いた医療技術（核酸医薬、ｍRNA 関連医薬、遺伝子治療用製品等）の自然免疫系の評価は
種差の観点から動物試験での予測が難しいとされるが、これに対して、本研究はヒト培養細
胞を用いた新しい評価技術を創出するものである。このことから、本研究成果は社会ニーズ
への対応、医療分野での貢献という点でも極めて有用であると考えている。 
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