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研究成果の概要（和文）：本研究課題では自己増幅型RNA(saRNA)を用いた遺伝子疾患の治療法開発研究を行っ
た。研究当初は軟骨無形成症を対象にした研究を行っていたが、研究者の所属変更に伴い必要な実験試料の使用
が難しくなったため、ターゲットとしていたもう一つの疾患である進行性骨化性線維異形成症(FOP)を中心に研
究を進めた。
FOP患者由来iPS細胞にFOPの原因遺伝子である変異型ACVR1遺伝子の働きを抑えるsaRNAを導入し、FOPの主要な症
状である骨の異常な形成促進が培養細胞で抑えられるか検討した。FOP患者由来iPS細胞では骨が過剰に形成され
ていたが、saRNAを導入することでそれが抑えられることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva(FOP) is one of the rare genetic 
disorders with soft tissue progressive ossification. It is reported to be caused by ACVR1 R206H 
genetic mutation, but radical treatment for this disease has not been developed. Here, we developed 
gene transfer method into the human cells using self-amplifying RNA(saRNA). saRNA is an mRNA which 
contains a target gene sequence and virus-derived RNA replicon. Since the mRNA continues to 
self-replicate using the virus-derived RNA replication mechanism, it can express a gene of interest 
for a long period of time without genome integration. Therefore, we examined whether the cell 
phenotype of in vitro FOP model is rescued by saRNA transfection in this research.
The FOP derived iPS significantly increased bone formation. In addition, ACVR1R206H silencing with 
saRNA significantly attenuated bone formation.These results showed that transfection of saRNA 
inhibited ACVR1R206H function and rescued abnormal bone fomation.

研究分野： 骨代謝学

キーワード： 自己増幅型RNA　遺伝子疾患　核酸医薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題ではiPS細胞培養において、saRNAがFOPの異常な骨形成を抑えることが示された。この結果は、saRNA
がFOPに対する新規治療薬の候補になる可能性を示した。
また、saRNAは核酸であるため、自由に設計が可能な物質である。そのため、手法の応用性が高く、今回ターゲ
ットとしたFOP以外にも、軟骨無形成症など他の遺伝子疾患に対して有効なsaRNAも設計可能であると考えられ
る。そのため、様々な疾患への応用が考えられ、また、ゲノム編集やウイルス医薬のような危険性の高い手法を
使わずに長期間の遺伝子制御が可能である点が本研究の学術的意義の高い点であると考えられる。

※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 
 
椎骨、四肢骨では軟骨細胞による軟骨形成後に骨芽細胞によって骨組織に置換される内軟骨

性骨化により骨組織が形成され、成長期の骨の成長は骨端の軟骨細胞の増殖と骨化のバランス
により調節される。軟骨無形成症は、内軟骨性骨化の異常により長管骨の成長軟骨の発達不全、
低身長を特徴とする遺伝性疾患で、2 万人に 1 人の割合で発症する。成人身長は 120-130 ㎝前
後であり、水頭症やアデノイド、脊柱管狭窄症などの合併症を引き起こす。軟骨無形成症は四肢
短縮型小人症のうちもっとも頻度が高い難病であるため、早急な新規治療法および、治療薬開発
が望まれている疾患の一つである。しかしながら、この疾患に対しては成長ホルモン投与療法や、
外科的骨延長術が適用されているが、いずれも対症療法であり有効な治療薬は開発されていな
い。軟骨無形成症の発症原因として、繊維芽細胞増殖因子受容体 3 型 (FGFR3) の点変異 
(G380R や D540K)が報告されている (Segev et al., Hum Mol Genet 2000)。また、FGFR3 を
点変異(G374R)させた軟骨無形成症モデルマウスに CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子相
同組み換えにより変異部位を修復したマウスは軟骨無形成症の症状が回復することが報告され
ている(Miao et al., J Biol Chem. 2019)。 
 しかしながら、このような遺伝性疾患に根本的治療が可能であると考えられている遺伝子組
み換えやゲノム編集を人に適用するには未だ倫理的な壁があり、加えて、体組織に遺伝子導入や
ゲノム編集を導入するにはウイルスベクターが現在の主流であるが、人体に遺伝子治療用のウ
イルスを導入することは倫理面、ゲノム組込の危険性、コスト面で課題が大きいことが問題とな
っている。 
 申請者はこれまでに軟骨組織に対する新たな遺伝子治療法を探索し、自己増幅型 RNA とナノ
脂質粒子遺伝子導入法を用いたマウス軟骨組織への遺伝子導入法を世界に先駆けて成功した。
自己増幅型 RNA とはウイルス由来の RNA 複製酵素 RNA レプリカーゼの RNA 配列の後ろに
目的となる遺伝子の RNA 配列と複製起点配列を組み込んだ mRNA を細胞に導入することで翻
訳された RNA 複製酵素により mRNA を自己複製させ続けるため、ゲノム組み込みなしに目的
遺伝子を長期間発現させることができるシステムである。しかしながら、このシステムは RNA
複製酵素の複製長の限界などにより短い長さの遺伝子しか導入できないこと、RNA は分解しや
すく直接組織に導入することが難しいなどの理由からワクチン開発などの限られた手段への応
用しかされてこなかった (Deborah et al., N Engl J Med. 2020)。そこで申請者はナノ脂質粒子
担体を用いて RNA を直接組織に導入する方法と shRNA や CRISPR activation/Interference 
(CRISPRa/i)システムを自己増幅型 RNA に組み込む方法を組み合わせ、組織で長期的な遺伝子
発現制御を行うシステムの着想を得た。Arcturus Therapeutics 社の開発した遺伝子導入用ナノ
脂質粒子LUNAR®を用いて、自己増幅配列を組み込んだエンドヌクレアーゼ活性欠損型dCas9-
GFP 発現 mRNA を LUNAR と共にマウスの膝関節に局所投与し、10 日後の膝関節組織におけ
る dCas9-GFP の発現を検討した。その結果、膝関節における GFP の発現が確認された。これ
らの結果は LUNAR による自己増幅型 RNA の導入が、ゲノム編集やウイルス導入によらず、マ
ウス組織に長期間の導入遺伝子発現を可能にし、遺伝子治療における従来の問題点を解決でき
る可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究課題ではこの結果をもとに①自己増幅型 shRNA、CRISPRa/i、TALE-TF シス
テムにより組織の遺伝子発現を特異的・長期的に調節できるか、また軟骨無形性症患者に高頻度
で起こる G380R 変異に対する特異的な gRNA や shRNA、TALE-TF を設計し、②ナノ脂質粒
子と自己増幅型 RNA により変異 FGFR3 特異的に骨組織における発現を抑制することで軟骨無
形性症の症状を改善できるかを明らかにすることを目的とした。 
 また、gRNA や TALE-TF を用いるため、この手法の応用性は非常に高いと考えられる。それ
を利用し、軟骨無形性症を始めとした様々な遺伝子疾患の治療法を開発するための研究基盤を
確立することを目的とした。 
 しかしながら、本研究課題を遂行中に申請者の所属変更があり、それにより軟骨無形成症を研
究するための試料を用いるのが困難になった。そのため、研究計画において着目していたもう一
つの遺伝性疾患である進行性骨化性線維異形成症(FOP)に対象を変更して研究を行った。FOPは
軟骨無形成症と同様に骨系統疾患と呼ばれる全身の骨や軟骨の病気の１つである。 子供の頃か
ら全身の筋肉やその周囲の膜、腱、靭帯などが徐々に硬くなって骨に変わり、このため手足の関
節の動く範囲が狭くなったり、背中が変形したりする病気である。FOP は軟骨無形成症と同様
に骨系統疾患であり、遺伝子の一塩基変異により発生するなど、共通する点が多くこれまでの実
験試料を共通して使用でき、RIKEN BRC から疾患特異的 iPS 細胞が提供されているなど研究
対象の変更が容易であったため選択した。 
 



３．研究の方法 
 
 本研究課題では、①自己増幅型 RNA による CRISPRa/i、shRNA、TALE-TF が変異遺伝子のみを特
異的に発現制御できるか。②ナノ脂質粒子を用いた自己増幅型 RNA 投与により疾患特異的 iPS 細
胞の表現型が回復するのかを明らかにするため、以下の項目を実施した。 
 
① 変異型 ACVR1 ノックダウン用 RNA の設計 
 本項目では FOP の原因遺伝子である変異型 ACVR1 のみを効率的にノックダウンできる shRNA、
CRISPRi システム、TALE-TF を組み込んだ自己増幅 RNA の設計とそのノックダウン効率を検討し
た。FOP 患者の約 95%は R206H 点変異であるため、その変異遺伝子のみを抑制する RNA を設計ソ
フトにより作製した。設計した RNA を、ACVR1R206H を発現させた筋芽細胞株 C2C12 細胞に導入
し、野生型 ACVR1 と変異型 ACVR1 を Immunoblotting 法により検出することで変異型 ACVR1 のみ
がノックダウンされるか検討した。複数の RNA を検討し、高効率ノックダウンが認められたもの
を選択した。 
 
② 筋芽細胞株 C2C12 細胞を用いた自己増幅型 RNA 導入実験 
 本項目では上記①で設計した RNA を C2C12 細胞へ導入し、自己増幅型 RNA の細胞への影響を
検討した。C2C12 細胞は筋芽細胞株であるため、通常の培養条件下では骨系細胞へ分化すること
はない。しかし、ACVR1R206H 遺伝子を発現させた条件下で、軟骨細胞分化培地で培養すると軟
骨細胞マーカーが発現することが報告されている。FOP の表現型を模倣した in vitro 系におけ
る自己増幅型 RNA の効果を検討した。 
(a) C2C12 細胞へ GFP 発現自己増幅型 RNA を導入し、自己増幅型 RNA により GFP が長期間発現し

続けるか蛍光観察を行った。また ACVR1R206H 遺伝子をレンチウイルスベクターにより恒常
的に発現させた C2C12 細胞へ上記①で作製した自己増幅型 RNA を導入し、ACVR1R206H 遺伝
子を長期間発現抑制し続けられるか検討を行った。 

(b) ACVR1R206H 遺伝子をレンチウイルスベクターにより恒常的に発現させた C2C12 細胞へ上記
①で作製した自己増幅型 RNA を導入し、軟骨細胞分化培地で培養して軟骨細胞マーカーの発
現が変化するか検討した。同時に、ACVR1 シグナル下流の因子の変化を PCR、Immunoblotting
により確認し、ACVR1 変異遺伝子による異常なシグナル変化が自己増幅型 RNA により回復す
るか検討した。 

 
③ iPS 細胞を用いたヒト骨関連細胞における RNA 導入実験 
 本項目では iPS 細胞を用いて、ヒト骨関連細胞において自己増幅型 RNA がナノ脂質粒子によ
り導入できるか検討した。また FOP 患者由来疾患特異的 iPS 細胞を RIKEN Cell Bank より入手
し、実験に使用した。 
(a) 健常者由来 iPS 細胞を分化培地で培養し、軟骨細胞、骨芽細胞に分化させた。分化させた各

細胞にナノ脂質粒子を用いて GFP 発現自己増幅型 RNA を導入し、各ヒト骨関連細胞に自己
増幅型 RNA が導入可能か検討した。 

(b) 自己増幅型 RNA を導入し RCR、Immunoblotting により変異型 ACVR1 のみがノックダウンさ
れるか確認した。また、RNA を導入した健常者由来と軟骨無形性症患者由来 iPS 細胞を軟骨
細胞、骨芽細胞へ分化させ、RNA により分化の程度や細胞表現型が回復するか検討した。同
時に ACVR1 下流の因子を PCR、Immunoblotting などで確認し、シグナル伝達が正常に戻るの
かを検討した。 
 

４．研究成果 
 
① 設計ソフトにより ACVR1R206H の変異部分をターゲットとする shRNA、gRNA/CRISPRi、TALE-
TF を組み込んだ自己増幅型 RNA を作製し、ACVR1WT 発現ベクターまたは ACVR1R206H 発現ベクタ
ーと共に C2C12 細胞へトランスフェクションした。細胞のタンパク質を回収し、ACVR1 に付加さ
れている FLAG タグを Immunoblotting により検出することで、各自己増幅型 RNA が ACVR1 の発
現を抑制可能か検討した。その結果、shRNA、gRNA/CRISPRi では ACVR1R206H の発現に有意な変
化は認められなかったが、TALE-TF では ACVR1R206H の発現が有意に低下していた。しかしなが
ら、TALE-TF では ACVR1WT の発現も低下傾向にあり、変異型 ACVR1 のみをノックダウンすること
はできなかった。TALE-TF を組み込んだ自己増幅型 RNA により ACVR1R206H の発現抑制は確認さ
れたため、以降の実験ではこの RNA を用いて検討を行った。 
 
② C2C12細胞に自己増幅型RNAを導入し、長期的な発現を確認した報告は未だない。そのため、
まずは自己増幅型 RNA が C2C12 細胞において機能するか検討した。C2C12 細胞に GFP 発現自己増
幅型 RNA を導入し、GFP の発現を蛍光顕微鏡により観察した。その結果、自己増幅型 RNA 導入か
ら 1、3、7、14 日目において C2C12 細胞中で GFP の蛍光が観察され、C2C12 細胞中で GFP 発現自
己増幅型 RNA が機能し続けていることが確認された。 

C2C12 細胞中で自己増幅型 RNA が長期間機能し続けることが確認されたので、次に ACVR1WT
または ACVR1R206H 遺伝子をレンチウイルスベクターにより C2C12 細胞へ感染させ、ACVR1 恒常



発現細胞を作製した。この細胞に上記①で作製した自己増幅型 RNA を導入し、ACVR1R206H の発
現を長期間抑制し続けるか検討した。その結果、自己増幅型 RNA 導入から 1、3、7、14 日目にお
いて ACVR1R206H の発現が低下しており、自己増幅型 RNA により長期間の発現抑制が可能である
ことが確認された。 

次に ACVR1 恒常発現 C2C12 細胞を軟骨細胞分化培地で培養し、軟骨細胞マーカーである ALP
を染色することで C2C12 細胞が軟骨細胞へ分化するか検討した。ACVR1WT を発現させた細胞では
7日間の分化培養細胞で ALP 染色は確認されなかった。それに対して、ACVR1R206H 発現細胞では
7日間の分化培養細胞において ALP 染色陽性細胞が確認され、筋芽細胞株 C2C12 細胞が軟骨細胞
へ分化する異常な細胞分化をしていることが示された。一方で、ACVR1R206H 発現細胞に自己増
幅型 RNA を導入し、同様に分化培養したものでは ALP 染色陽性細胞数が有意に低下しており、
ALP の発現が有意に低下していた。またこれらの細胞の RNA とタンパク質を回収し、qPCR と
Immunoblotting により細胞シグナルを解析した。その結果 ACVR1WT 発現細胞に対して、
ACVR1R206H発現細胞ではSMAD1/5/9のリン酸化が上昇しており、軟骨細胞マーカーCol2a1、Runx2、
Osx の mRNA 発現が上昇していた。一方、ACVR1R206H 発現細胞に自己増幅型 RNA を導入した群で
は、SMAD1/5/9 のリン酸化が抑えられており、Col2a1、Runx2、Osx の mRNA 発現が抑えられてお
り、ACVR1R206H による異常なシグナル変化が回復していた。また筋芽細胞マーカーを qPCR によ
り検討したが、筋芽細胞マーカーの mRNA 発現に変化は認められなかった。 
 
③ 健常者由来 iPS 細胞 201B7 を分化培地で培養し、間葉系細胞へ分化させた。間葉系細胞に
GFP 発現自己増幅型 RNA を導入し、GFP の発現を蛍光顕微鏡により観察した。その結果、自己増
幅型 RNA 導入から 1、3、7、14 日目において間葉系細胞中で GFP の蛍光が観察され、間葉系細胞
中で GFP 発現自己増幅型 RNA が機能し続けていることが確認された。 
  次に FOP 患者由来疾患特異的 iPS 細胞 CiRA00041 を間葉系細胞へ分化させる培養を行い、
上記①で作製した自己増幅型 RNA を導入し、ACVR1 の発現を抑制することができるか検討した。
その結果、自己増幅型 RNA 導入により ACVR1 の発現が低下しており、自己増幅型 RNA により発
現抑制が可能であることが確認された。 
  次に、201B7とCiRA00041を間葉系細胞に分化させ、その後骨芽細胞分化培地で培養を行い、
骨芽細胞のカルシウム蓄積を染色するアリザリンレッド染色で iPS 細胞の骨芽細胞分化を検討
した。201B7 に対して、CiRA00041 ではアリザリンレッド染色面積が増加しており、骨芽細胞の
カルシウム蓄積が亢進していることが示された。一方、CiRA00041 に自己増幅型 RNA を導入し、
同様に分化培養したものでは、アリザリンレッド染色面積が低下しており、カルシウム蓄積が抑
制されていることが示唆された。 
 
以上の結果から、ACVR1R206H をターゲットとする TALE-TF を組み込んだ自己増幅型 RNA によ

り ACVR1R206H の長期的な発現抑制が可能であることが示された。しかしながら、この自己増幅
型 RNA は ACVR1WT の発現も抑制しており、変異型 ACVR1 特異的な発現抑制は本検討では達成で
きなかった。今回設計した自己増幅型 RNA は FOP の in vitro 系である筋芽細胞株 C2C12 細胞を
軟骨細胞へ分化させる検討と FOP 患者由来 iPS 細胞を骨芽細胞へ分化させる検討において、
ACVR1R206H の発現を抑制し、異常な軟骨形成やカルシウム蓄積を抑えることが認められた。し
かしながら、本研究課題遂行中に申請者の所属の移動があり、それによる研究計画の変更があっ
たため研究の進行が遅れており、iPS 細胞の軟骨細胞分化検討と iPS 細胞における細胞内シグナ
ル変化の詳細な解析を期間中に達成することができなかった。今後はこれらの点についてもさ
らなる解析を進めていくことを予定している。また、自己増幅型 RNA はこれまで限られた細胞で
のみ自己増幅と長期的発現が確認されていたが、今回 C2C12 細胞と、iPS 細胞から分化した細胞
でも長期的発現が可能であることが確認された。この点は申請者の研究成果が他の研究機関に
先んじて知見を得ることができたため、この成果をさらなる研究へと繋げていくことを期待し
ている。 
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