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研究成果の概要（和文）：本研究では次世代核酸医薬の基盤構築を目的に疾患遺伝子を標的化するナノ分子標的薬の創
製を目指し、 核酸医薬の設計、標的遺伝子の決定、目的臓器への輸送、疾患モデル動物による検証について融合研究
を実施した。　
miRNA-375標的とする新規人工核酸をβ-MENDに内包し、膵β細胞株MIN6に輸送しグルコース刺激によるインスリン分泌
を増加させた。ボンクレキン酸誘導体をMITO-Porterで輸送することでアポトーシス抑制効果を著しく増強した。Drp1
に対するsiRNAを搭載した肝指向性ナノエンベロープ (YSK-MEND)をマウス動物実験を行い、核酸医薬による新しい糖尿
病治療の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Integrated research project for nucleic acids drug has been directed to nano-medic
ines that can target pathogenetic geneses. Achievements on chemical research for the artificial functional
 oligonucleotides, determination of the target genes, delivery system for selective targeting cells or tis
sues, and validation of the nano-medicine using model animals have been accumulates by mutual collaboratio
n.
Newly-developed reactive oligonulceotides (ODN) are encapsulated in beta-MEND to target beta-cells, which 
are delivered into MIN6 cells of beta cell line, resulting in increase of insulin by releasing its native 
inhibition by miRNA-375 system. Bonkrekic acid, an apoptosis inhibitor, enhanced its activity by encapsula
tion in MITO-Porter, a mitochondria- targeting delivery system. siRNA targeting Drp1 gene was encapsulated
 in YSK-MEND (liver-targeting nano-envelope) for validate its effect for the model animal, and a potential
 as a new therapeutic approach has been suggested.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アンチセンスや siRNAなど標的 mRNAを特
異的に認識して遺伝子発現を効果的に抑制
する核酸医薬は、次世代の医薬品として注目
され、最近では発現抑制作用を持つ miRNA

に働き遺伝子発現を活性化するアンチマー 

(anti-miRNA)開発の機運が高まっている。核
酸医薬の大きな特徴は１塩基変異など極め
て微細な配列変化にも対応できる点であり、
現在、１００種以上の核酸医薬の臨床試験が
行われている。しかしながら、認可された核
酸医薬はこれまで２種類しかなく、安定性を
高める化学修飾技術、標的臓器への送達性を
高める DDS 技術、効果的な細胞内作用の実
現など、実用上および学術上の課題が多く残
されている。本研究では、有機合成化学、薬
物送達学および内分泌代謝学を専門とする
グループが連携し、核酸医薬の更なる発展の
ための基盤技術を確立する。 

 

２．研究の目的 

癌や糖尿病などの生活習慣病は原因遺伝
子、環境に由来する発症過程など極めて複
雑な多様性をもつ多因子疾患であり、次世
代の治療では高度に個別化した取り組み
が必要と考えられている。本研究では、(1)

核酸医薬の設計、(2)標的遺伝子の決定、(3)

目的臓器への輸送、 (4)疾患モデル動物に
よる機能検証、において独創性の高い要素
技術を有する研究グループが一丸となっ
て総合的に取り組むことによって革新的
なナノ分子標的薬の創製を目的とした。  

(1) 核酸医薬の設計 佐々木らは核酸医
薬の中央部に機能性ヌクレオシドを組み
込み3’末端にPEG基を導入するだけで細
胞内安定性を飛躍的に改善できることを
見出した。さらに、機能性ヌクレオシドは
１塩基の違いの識別も可能にするなど核
酸医薬の選択的な阻害効果を高めた。本研
究では、さらに新しい人工ヌクレオシドを
開発し、最小限の化学修飾により細胞内安
定性と選択性を高めた核酸医薬を開発す
る。特に、miRNAを効果的に標的化する
ために塩基選択的に化学架橋を形成する
インテリジェント人工核酸を組み込んだ
核酸医薬を設計する。永次らは標的遺伝子
に対して効率的に結合するインテリジェ
ント人工核酸を開発し、この人工核酸を用
いて細胞内における標的遺伝子の効率的
制御を目指す。新藤らは人工核酸に組み込
むためアポトーシス阻害分子ボンクレキ
ン酸 (BKA)の大量合成法の開発および合
成容易な高活性化合物の創製を検討する。
このような低分子と人工核酸技術を融合
し、同一細胞内の複数遺伝子のマルチ標的
化による協奏的な作用の検討を行う。  

(2) 標的遺伝子の選択 原島らはすでに
２型糖尿病に関して、マイクロアレイ法に
よる網羅的な遺伝子発現解析によりモデ
ル動物の肝臓における発症に関連する候

補遺伝子群の探索に成功した。野村らも独
自に２型糖尿病の疾患感受性遺伝子群候
補を見出し、さらにミトコンドリアダイナ
ミクスを制御する因子の膵β細胞特異的ノ
ックアウトマウスを作成することでヒト
２型糖尿病の発症様式に極似したモデル
マウスを作製している。本研究ではこれら
疾患関連分子群（DNA, mRNA, miRNA）
を標的に核酸医薬を設計し、発現を抑制す
ることによる発症への影響を検討する。  

(3) 目的臓器への輸送 原島らは、膜透
過性ペプチドであるオクタアルギニン
(R8)修飾した多機能性エンベロープ型ナ
ノ構造体 (R8-MEND)を構築し、アデノウ
イルスと同等の高い遺伝子発現効率を有
することを明らかにした。さらに、ミトコ
ン ド リ ア へ の 送 達 シ ス テ ム (MITO- 

Porter)の開発にも成功している。本研究
では、このような多層エンベロープ構造の
ナノ輸送担体にインテリジェント人工核
酸を搭載し、ナノ核酸医薬を構築する。  

(4)疾患モデル動物による機能検証  野
村グループはこれまでES細胞を用いた発
生工学を基盤とした組織、個体レベルでの
研究を推進し、疾患関連遺伝子変異を持つ
ヒトに酷似した病態を示す２型糖尿病モ
デル動物群、さらにはmiRNAによる糖尿
病モデル動物の作成を行っている。本研究
では、膵ランゲルハンス島、肝臓を標的と
し、それぞれインスリン分泌促進、インス
リン感受性亢進を目的とした新規治療法
の開発を目的とした。  

 

３．研究の方法 

九大・佐々木グループ 核酸医薬の細胞内安
定化のための化学修飾法を決定する。糖尿病
関連遺伝子を標的化するインテリジェント
人工核酸を合成し、非細胞系試験により最適
な配列と反応性分子を決定する。化学架橋形
成機能に加えてピンポイント選択的塩基修
飾インテリジェント人工核酸を合成し、非細
胞試験により機能を評価する。北大および野
村グループとの共同で、これらの遺伝子群の
同時阻害の協奏的効果検証に相応しい機能
性核酸の配列や反応性分子、細胞および動物
モデルを設計する。永次グループは蛍光標識
人工核酸を合成し、標的とのハイブリッド錯
体形成によって低分子を放出する反応を確
立し、非細胞系および細胞系によって基本機
能を検証する。北大グループと共同でこのイ
ンテリジェント人工核酸をナノ輸送担体に
搭載することによって in vitro DDS 機能検証
を行う。 

東北大・永次グループ 本研究の目的を達成
する方法として、２種類の新規架橋反応性核
酸を設計した。これらの架橋反応性核酸は標
的塩基に対して水素結合を形成し近接する
ことで架橋反応が効率的に進行すると期待
し設計した分子である。これらの分子を組み
込んだオリゴヌクレオチドを合成し、反応性



を評価、さらに細胞内における酵素耐性を付
与した架橋反応性オリゴヌクレオチドを用
いて、細胞内における遺伝子発現制御につい
て検討した。 

九大・新藤グループ BKA の収束型全合成を
確立する。合成した純度の高い BKA を用い
てアポトーシス阻害に関する細胞試験法を
探索し、活性プロファイルを明らかにする。
さらに、BKA を原島らが開発したミトコンド
リア選択的DDSであるMITO-Porterに組み込
み、作用の増強を図る。BKA の誘導体を各種
合成し、構造活性相関を明らかにするととも
に構造を単純化し、より合成容易で高活性な
アポトーシス阻害剤を探索する。さらに BKA

の分子プローブ化に向けた構造変換を試み
る。 

北大グループ (1) 肝臓標的型 MEND の開
発： siRNA を搭載した肝臓標的型 MEND を構
築し、粒子径･表面電位および肝臓移行率を評
価し、物性および体内動態の最適化を図った。
糖尿病モデル動物に治療用 siRNA を投与し、
血糖値、中性脂肪測定などを測定し治療効果を
評価した。 

(2) MITO-Porter を用いた疾患治療戦略検証： 
抗アポトーシス Mt 作動薬 BKA およびアンチセ
ンス核酸を搭載した MITO-Porter を構築し機能
評価を行った。 

(3) β-MENDの構築: 膵 β細胞株MIN6細胞に
親和性の高い脂質膜組成の探索、標的遺伝子
のノックダウン(KD)などを検討した。 

九大・野村グループ 膵ランゲルハンス島：
膵 β 細胞に発現しインスリン分泌を抑制して
いる miR-375 を標的とした。Lipofection 法を
用いてオリゴ核酸を導入、機能阻害のよるイ
ンスリン分泌能への影響を評価した。 

肝細胞：ミトコンドリアダイナミクスを制御
する Drp1 を標的とした。YSK-MEND を用い
て肝細胞特異的に siRNA による Drp1 のノッ
クダウンを行ない、インスリン感受性を評価
した。 

 
４．研究成果 
九州大学・佐々木グループ 
(1) 架橋形成人工核酸：本グループと永次グ
ループは遺伝子配列特異的な応答性をもつ
人工核酸として、アデニン、シトシン、ウラ
シル、グアニン、それぞれに選択的なクロス
リンク核酸の開発に成功した。このように 4

種の塩基それぞれに特異的なクロスリンク
分子は本グループの特徴である。細胞内遺伝
子制御実験として、2-amino-6-vinylpurine- 

SMe 体を酵素耐性 2’-O-メチル RNA オリゴ
核酸に組み込んだ人工核酸は、ルシフェラー
ゼ定常発現 HeLa 細胞内において、天然核酸
に比べて効率的なルシフェラーゼ阻害活性
を示した。この人工核酸を北大グループと共
同で膵 β 細胞を標的とした核酸送達システム 

(β-MEND)に内包し、miRNA-375 制御系を含
む MIN6 細胞でグルコース刺激によるイン
スリン分泌への効果を調べたところ、有意な
インスリン分泌増加が確認された。 

(2) 3 本鎖形成人工核酸：当グループで開発し
た 3 本鎖形成人工塩基(WNA-T)をがん関連
遺伝子 bcl2 および survivin 遺伝子を標的とす
る人工核酸に組み入れ、A549 細胞に対して
アンチジーン効果による抗腫瘍活性を実現
した。 

 

(3) 官能基転移人工核酸：RNA の部位特異的
な化学修飾による遺伝子発現制御を目的に、
RNA/ODN2 本鎖内での官能基転移反応を検
討した。ジケトンビニル型転移基によって新
概念を確立し、発展させ金属イオンによる活
性化機構を組み入れた転移基の開発に成功
した。さらに、反応条件を工夫することによ
ってグアニン特異性を実現し、チミン骨格を
転移基盤とすることでアデニン特異性を獲
得することができた。これらの部位特異的修
飾はさらにクリック反応と組み合わせるこ

とによって低分子から高分子まで種々の分
子によって RNA を修飾できる。シトシンあ
るいはグアニン修飾 RNA を用いて逆転写を
行ったところ、修飾部位で特異的に伸長が停



止した。逆転写、翻訳における転移基効果は
さらに斬新な遺伝子制御法への展開を目指
し、北大グループとミトコンドリア DNA お
よび RNA を標的とする研究を実施した。 

東北大・永次グループ 
各種架橋反応性核酸としてプリン塩基誘導
体(AVP, ASVP)及びピリミジン塩基誘導体
(AOVP)を開発し、下記の結果を得た。特記す
べきことに、コード領域に化学架橋を形成す
ることでタンパク質産生阻害を、miRNA 結合
部位に架橋することで、蛋白質産生の活性化、
という全く異なる発現制御を実現した。 

(1)AVP は RNA 中のウラシルと非常に効率的、
選択的に反応した。このオリゴ 2’-OMeRNA

を用いて、蛋白質発現の阻害及び蛋白質発現
活性化に成功した。 

(2)ASVP は安定であるが、この酸化体である
ASOVP は非常に反応性が高く 30 分でシトシ
ンに対して 60％の収率で架橋反応が進行し
た。さらに ASOVP によって効率的なテロメ
ラーゼ阻害に成功した。 

(3)AOVP 塩基誘導体はウラシルに対して、非
環状糖部を持つ誘導体はグアニンに対して
選択的に反応することがわかった。非環状糖
部を持つ誘導体は酸化損傷塩基である８－
オキソグアノシンに対して非常に効率的に
反応することもわかった。 

九大・新藤グループ 
アポトーシス阻害性 Bongkrekic acid (BKA)の
量的供給可能な合成法を検討した。収束型の
合成法を確立するため、最終化合物に近い官

能基を有した segment を設計し、最長直線工
程 18、総工程数 42、総収率 18％と極めて効
率的な大量合成法の確立に成功した。純粋
BKA が大量に得られたことから、アポトーシ
ス阻害作用の系統的研究が可能となった。独
自にアポトーシス誘導剤のスクリーニング
評価系を検討し、HeLa 細胞とスタウロスポ
リン（100 nM）系で EC50（80μM）が再現性
の高い系を確立した。合成 BKA を北大 G に
供与し、MITO-Porter による組み込みと細胞
試験を検討し、活性の顕著な向上が観察され
た。詳細は北大 G の報告に記述した。 

 BKA の誘導体を合成しそのアポトーシス
阻害活性を試験し、構造活性相関研究を行い、
構造単純化に成功した。これらの化合物は 15

工程ほどで合成でき、BKA 全合成の総工程数
に比べてはるかに短く容易かつ安価に合成
することができる。今後の分子プローブの分
子設計やより有効な化合物の開発の道筋を
作ることができた。 

北大グループ 
(1) 肝臓標的型 MEND の開発: R8 ペプチド、
GALAペプチドを組み合わせ、肝臓に効率的に
pDNA を送達可能な R8-GALA-MEND の構築
に成功した。更にこのシステムに siRNA を搭載
し、内在性遺伝子の発現抑制に成功した。また、
2型糖尿病モデル動物の血液細胞、肝臓、脂肪
組織、骨格筋の網羅的遺伝子発現解析により、
病態発症に関連する候補遺伝子群の探索に成
功し、疾患治療候補遺伝子を決定した。治療用
siRNA を封入した R8-GALA-MEND を糖尿病
モデル動物に投与し、肝臓における標的遺伝
子の発現を抑制した。さらに、治療効果を評価し
た結果、本システムによる肝臓への治療用核酸
送達は、糖尿病治療に有用である事が示され
た。 

(2） MITO-Porter を用いた疾患治療戦略検証 

① 機能性分子送達および治療効果の検証： 

九大・新藤グループが合成した抗アポトーシス
Mt作動薬 BKAを搭載したMITO- Porterの開
発に成功した。培養細胞に BKA 搭載 MITO- 

Porter を添加して、
抗アポトーシス効
果を評価したとこ
ろBKA単独添加
のアポトーシス抑
制効果を著しく増
強させる事が確
認された。 

② Mt 遺伝子発



現制御の検証: オリゴ核酸の MITO-Porter への
パッケージング技術の確立、MITO-Porter による
mtDNA の存在するマトリクス領域送達を実証し
た。さらに、アンチセンスオリゴ核酸搭載
MITO-Porter の構築に成功し、核酸送達時の遺
伝子発現制御の検証実験を行った。COX2 タン
パク質（Mt内因性）をコードするMt-mRNAを標
的とするアンチセンスオリゴ核酸を MITO-Porter

に搭載し、細胞にトランスフェクションした。その
後、標的mRNAおよび標的タンパク質の発現量
を測定したところ、いずれの発現量も低下してい
る事が確認された。また、標的タンパク質のノック
ダウン時に膜電位が低下することも確認してい
る。 

(3) β-MEND の構築: 

MIN6 細胞に親和性
の高い脂質膜組成の
探索、核酸の細胞へ
の取り込み、標的遺
伝子の KD など多岐
にわたる実験を検討
し、膵 β 細胞を標的
とした核酸送達シス
テム (β-MEND)を構築する事に成功した。さ
らに、膵 β 細胞内 miRNA を標的とする治療
用オリゴ核酸を内封した β-MEND を構築し、
MIN6 細胞のインスリン分泌能を更新させる
事に成功した。 

九州大学・野村グループ 

(1) 膵ランゲルハンス島：miR-375 に対する
オリゴ核酸を合成し、膵 β細胞株であるMIN6

細胞に対しLipofection法により導入したとこ
ろ、グルコース応答性インスリン分泌の増加
を確認した。次にマウス個体への応用を前提
に、単離したマウス膵ランゲルハンス島へ
の導入を行った。導入効率を評価する目的
で、蛍光標識したオリゴ核酸をリポフェク
ション法にて導入し、共焦点レーザー顕微
鏡にて蛍光を観察した。その結果、オリゴ
核酸の膵ラ氏島中心部への到達は不十分で
あったが、表面から 50μm 前後までのほぼ
全ての膵 β 細胞へのオリゴ核酸の導入が認
められており、十分に in vivo 応用が可能で
あることが示唆された。 

(2) 肝細胞：肝臓を標的として、核酸医薬に
よる糖尿病治療法の開発を行った。予備的
研究結果として肝細胞特異的 Drp1 欠損マ
ウスでは骨格筋、褐色脂肪組織でのインス
リン感受性が亢進し、耐糖能が改善するこ
とを明らかにした。そこで、Drp1 遺伝子に
対する siRNA を作成し、肝細胞指向性多機
能 性 エ ン ベ ロ ー プ 型 ナ ノ 構 造 体
(YSK-MEND)に搭載し、マウスへの投与実
験を行った。 

220μg/mL に調整した siRNA/YSK-MEND を
100-200μL マウス尾静脈より投与を行い、投
与前と投与後 3 日に糖負荷試験(1g/kg BW)を
行い、耐糖能を比較した。30 分値(前 355mg/dL, 

後 308mg/dL, P=0.006)で有意な血糖値の改善
を認めた。次にレギュラーインスリン 5 単位

を下大静脈へ投与 2 分後にマウス各組織を回
収し、AKT リン酸化をウェスタンブロット法
により解析した。その結果、骨格筋での AKT

リン酸化の亢進を認めた。その機序として、
肝臓での Drp1 の機能阻害により FGF21 等の
サイトカインの上昇が見られた。肝臓を標的
とした核酸医薬による全く新しい糖尿病治
療法開発の可能性が示唆された。 

研究グループ全体としての成果 機能性人
工核酸の研究では miRNA を標的とする斬新
なアプローチ、DNA/RNA 標的の新規化学反
応性分子の開発など基盤研究では大きな進
展があった。一方、生体内条件での活性化の
課題解決には更なる検討が必要である。核酸
医薬デリバリーの検討ではこれまで送達の
困難であったミトコンドリア内への送達や
膵β細胞株 MIN6 に効果的な送達系を開発で
きたことは意義深い。糖尿病治療の新しい治
療方針のコンセプト構築の検討では、
miR-375 標的によるインシュリン分泌増加を
確認し、肝臓を標的とする糖尿病治療標的と
して Drp1 が創薬標的となる可能性を示した。
これらの成果は本基盤研究 S のプロジェクト
研究の成果である。これらは 147 件の査読付
き国際誌での発表、国際学会招待講演を含む
476 件の学会発表、4 件の特許出願、1 件の特
許取得など、によって公開されている。 
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