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研究成果の概要（和文）：1本鎖核酸医薬は細胞内にキャリア分子を使用せずに取り込まれる。しかし、多くの1
本鎖核酸は細胞内ではエンドソームに取り込まれてしまい治療効果を発揮することができない。1本鎖核酸医薬
の治療効果を上げるためには1本鎖核酸の細胞内取り込みや細胞内輸送メカニズムを解明することが重要である
と考えられる。今回申請者及び研究協力者たちはlymphocyte antigen 6 complex, locus A (Ly6a)が上記のメカ
ニズムに関与するか否かを明らかにするための解析を行った。我々の研究により、Ly6aは1本鎖核酸の細胞内取
り込みには関与しないが、細胞内輸送に関与することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Single stranded oligonucleotides (ssOligos) can be taken up by living cells 
without carrier molecules, a large part of incorporated ssOligos are trapped in the endosomes and do
 not exert therapeutic effects. To improve their therapeutic effects, it would be important to 
elucidate the mechanism of cellular uptake and intracellular trafficking of ssOligos. In this study,
 we investigated how Ly6a affects cellular uptake and intracellular trafficking of ASOs. 
Fluorescence microscopic analysis suggested that most of naked ASOs are trafficked to the lysosomes 
via the endosomes. The data obtained from flow cytometry and fluorescence microscopy together showed
 that although the Ly6a level barely affects the total cellular uptake of ssOligos, it appears to 
affect the intracellular trafficking of ssOligos

研究分野： 核酸医薬

キーワード： 核酸医薬　Ly6a

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1本鎖核酸医薬は細胞内にキャリア分子を使用せずに取り込ませることができる。しかし、大多数の1本鎖核酸医
薬は細胞内ではエンドソームに取り込まれてしまい治療効果を発揮することができないという問題点もある。そ
れを解決するためには1本鎖核酸の細胞内取り込みメカニズムや細胞内輸送メカニズムを解明することが重要で
あると考えられる。本研究により上記のメカニズムにLy6aが一部関与していることを明らかになった。よって本
研究は、将来的にアンチセンス核酸のような核酸医薬の治療効果増強に繋がる重要な研究だと考えられる。

※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 
2019 年の現時点において 8 種類の核酸医薬が FDA によって認可されている。この内
の、7 種類は 1 本鎖構造の核酸医薬である。申請者は過去に核酸医薬に関する研究に携
わっており、学部から大学院博士後期課程において、血液がん治療用 1 本鎖核酸開発に
関わる研究に従事していた。申請者は tRNase ZLの酵素活性を応用した遺伝子発現抑制
法の TRUE(tRNase ZL-utilizing efficacious) gene silencing 法を基盤とした疾病治療研究に
関わっており、数種類の血液がん治療薬候補 sgRNA(small guide RNA)薬を発見している
(M.takahashi, et al. 2014, Leukemia Research.)。申請者も関わっていた 1 本鎖構造の核酸医
薬は裸のまま細胞内に取り込まれる。この現象は gymnosis とも呼ばれており、そのメ
カニズムは不明であった。申請者は、詳細が不明である gymnosis メカニズムの解明は、
基礎分野や創薬開発分野の発展のために重要であると考え、そのメカニズム解明に関す
る研究を行うことになった。その結果、細胞膜に一部局在している SIDT2(systemic RNA 
interference deficient (SID-1) protein transmembrane family members 2)という分子が裸の 1
本鎖核酸の細胞内取り込みに関与することを見出し、gymnosis メカニズムの一部解明を
行うに至った(M.takahashi, et al. 2017, RNA Biology.)。さらに同じ SIDT family である
SIDT1(systemic RNA interference deficient (SID-1) protein transmembrane family members 1)
も gymnosis に関与することを見出し、論文投稿段階にまで至っている。 
 
２．研究の目的 
申請者は、既に gymnosis に関与しており、ユビキタスな発現を示す SIDT2 をノックダ

ウンさせた場合に、発現が上昇している遺伝子が gymnosis に関与しているのではない

かと考え、内在性 SIDT2 をノックダウンさせた MEF(Mouse embryonic fibroblast)の DNA

マイクロアレイ解析を行うことになった。その結果、Ly6a(Lymphocyte antigen 6 complex, 

locus A)という遺伝子の発現が上昇していることが判明した。マウス Ly6a は、マウスの

リンパ球や造血幹細胞に多く発現しているが、その機能に関しては不明なところが多い

分子である。今回申請者は予備実験として、この Ly6a を培養細胞である MEF に過剰発

現させ、裸の蛍光 1 本鎖核酸の細胞内取り込みを観察することになった。その結果、

Ly6a を過剰発現させた細胞は核酸の細胞内取り込みが上昇したことが確認された(図

1A,B)。よって、Ly6a は gymnosis に関与することが予想されたため、本研究では Ly6a

の詳細な解析を行い gymnosis と関与するかを明らかにし、これまでよく知られていな

かった Ly6a の新しい機能の解明を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究の目的は Ly6a が gymnosis に関与するか否かを明らかにし、知られていなかった

Ly6a の機能を解明することである。まず Ly6a の細胞内局在解析を行い、細胞膜上に局

在しているか否かを明らかにする。次に MEF 等のマウス培養細胞内の内在性 Ly6a ノッ

クダウン条件下において、蛍光標識 1 本鎖核酸の細胞内取り込みの違い、同様に miRNA

を標的にした裸のアンチセンス核酸の効果にどのような変化が見られるかも解析する。

同じ実験を Ly6a 過剰発現条件下でも実施する。また、Ly6a による核酸の細胞内取り込

みがエンドサイトーシスと関係を持つか、阻害剤を用いて核酸取り込みやアンチセンス

効果を観察する。そして、Ly6a とユビキタスな発現を示す gymnosis 関連分子 SIDT2 に、

どのような関係性があるかを解析するために、Ly6a と SIDT2 の発現制御を行い、核酸

取り込みやアンチセンス効果を観察する。以下に詳細な研究方法・計画、研究体制・計

画通りに進まない場合の対応を記述する。 

 [研究方法・計画 (年度計画は、図 2 の年次計画も参照)] 

令和 2 年度:(1)Ly6a の細胞内局在解析 

 Ly6a が裸の 1 本鎖核酸の細胞内取り込みに関与するのであれば、少なくとも細胞膜



上に局在していると考えられる。それを確認するために、MEF 等のマウスの培養細胞

の細胞膜に Ly6a が局在しているかをビオチン・ストレプトアビジンによるプルダウン

アッセイや、EGFP タグ付き Ly6a を用いて解析する。 

令和 2 年度:(2)内在性 Ly6a ノックダウン細胞における、細胞内への 1 本鎖核酸の取り込

み及び裸のアンチセンスオリゴの効果解析 

 培養細胞の内在性 Ly6a を siRNA によってノックダウンさせる。その培養細胞を PBS

で洗浄し、蛍光標識した 1 本鎖 2′-O-メチル化オリゴを裸のまま導入する。その裸の蛍

光標識 1 本鎖核酸の細胞内導入効率が、ネガティブコントロールの培養細胞に導入され

た蛍光標識 1 本鎖核酸とどのような違いが見られるのかを共焦点顕微鏡を用いて観察

する。同様の条件で、miRNA-16 を標的にした裸の 1 本鎖アンチセンスオリゴのアンチ

センス効果にもどのような違いが見られるのかを qPCR を用いて解析する。 

令和 2 年度:(3)Ly6a 過剰発現細胞における、細胞内への 1 本鎖核酸の取り込み及び裸の

アンチセンスオリゴの効果解析 

  (2)と同様の内容の実験を Ly6a 過剰発現条件下の培養細胞で行う。この実験に関して

は、前述したように、既に蛍光標識 1 本鎖核酸の細胞内取り込みに関しては予備実験を

行っているため、アンチセンス効果の確認解析を中心に行う。予備実験の再現性の確認

も行う。 

令和 3 年度:(4)Ly6a が関与する 1 本鎖核酸の細胞内取り込みがエンドサイトーシスであ

るかを明らかにするための解析  

 (2)、(3)と同じ方法で、内在性 Ly6a ノックダウン細胞、Ly6a 過剰発現の細胞を準備す

る。それらの条件にさらにエンドサイトーシス阻害剤を添加した状態の細胞を準備し、

その細胞における 1 本鎖核酸細胞内導入効率と miRNA-16 を標的にしたアンチセンス

オリゴのアンチセンス効果を解析し、Ly6a が関与する gymnosis がエンドサイトーシス

であるかを明らかにする。 

令和 3 年度:(5)Ly6a と gymnosis 関連分子の SIDT2 との関係性を明らかにするための解

析  

 (1)から(4)の実験によって、Ly6a が gymnosis に関与することが明らかになった場合、

Ly6a を介する裸の 1 本鎖核酸の細胞内取り込み経路は、SIDT2 と同じ経路なのか、並

行経路であるかを明らかにするために、Ly6a と SIDT2 を同時に過剰発現もしくはノッ

クダウンすることで発現制御を行い、蛍光標識 1 本鎖核酸の取り込み及びアンチセンス

効果にどのような影響が出るかを共焦点蛍光顕微鏡や qPCR を用いて解析する。 
 
４．研究成果 

1 本鎖核酸医薬は細胞内にキャリア分子を使用せずに取り込ませることができる。しかし、

大多数の 1 本鎖核酸医薬は細胞内ではエンドソームに取り込まれてしまい治療効果を発揮

することができないという問題点もある。1 本鎖核酸医薬の治療効果を上げるためには 1 本

鎖核酸の細胞内取り込みや細胞内輸送メカニズムを解明することが重要であると考えられ

る。今回申請者及び研究協力者たちは lymphocyte antigen 6 complex, locus A (Ly6a)が上

記のメカニズムに関与するか否かを明らかにするための解析を行った。共焦点顕微鏡解析

の結果から Ly6a は 1 本鎖核酸の細胞内取り込みには関与しないが、フローサイトメトリー

解析の結果から細胞内輸送に関与するという非常に重要な結果を得ることができた。よっ

て本研究は、将来的にアンチセンス核酸のような核酸医薬の治療効果増強に繋がる重要な



研究だと考えられる。 
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