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研究成果の概要（和文）：新規開発したペプチド結合３本鎖アンチセンスオリゴヌクレオチド

(ASO)の開発を行った。まず、３本鎖 ASOの鎖長及び各核酸配列に対する化学修飾の最適化を行

った。次に、既報告の後根神経節細胞(DRG)へのデリバリーペプチドを用いて、DRGでの標的遺

伝子の抑制を確認した。最後に、３本鎖 ASOの静脈投与時に DRGにデリバリーされていること

を、蛍光標識体を用いて共焦点顕微鏡で確認し、さらに定量的 RT-PCR法でも確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：Here we developed a new class of exceptionally potent antisense 
oligonucleotides (ASOs) that are hybridized with complementary RNA (cRNA) strand and 
peptide-conjugated PNA strand. At first, we optimized the chemical modifications and 
length of the strands of the triple-stranded ASO (tsASO). Secondly, peptide-conjugated 
tsASO reduced mouse TRPV1 gene in dorsal root ganglia (DRG). Finally, we showed the 
delivery of DRG-delivered peptide-conjugated tsASO using confocal imaging and 
quantitative RT-PCR by systemic administration. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) ASO を用いた遺伝子発現抑制方法は、
その遺伝子治療のツールとして臨床応用
が期待されているが、ASO の多くは速やか
に腎排泄され、必要投与量が増大して副作
用の要因にもなり、標的臓器への有効なデ
リバリーも困難な状況であった。 
(2) 一方、近年抗体やリガンドペプチドを
用いた遺伝子医薬のデリバリーが報告さ
れているが、直接 ASO等の機能核酸に結合
させた報告はなく、生体内での安定性等に
おいて不十分である。 
(3) この問題を解決するために、通常一本

鎖核酸である ASO に相補鎖 RNA(cRNA)を結
合させた２本鎖 ASOを着想した。この方法
は、相補鎖に脂質結合等の様々な誘導分子
を結合させることで臓器特異的な送達を
可能にする利点がある。しかし、ペプチド
と核酸の直接結合は容易ではなく、特殊な
リンカーを要する。 
(4) そこで、ペプチドとの結合が容易なペ
プチド核酸(PNA)を導入可能にした３本鎖
ASOを考案し、その開発を目指す。 

 
２．研究の目的 

広範な分子標的の可能な誘導分子として
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ペプチドリガンドや抗体を結合するため
に、ペプチド核酸(PNA)を導入可能にした
３本鎖 ASOの開発をすることを目的にする。 

 
３．研究の方法 
 (1)３本鎖 ASOの鎖長及び各種化学修飾の

最適化 
３本鎖 ASOについて、図１のようにデザ

インした。 
 
 
 

 
図１．３本鎖 ASOのデザイン 
 

このうち相補鎖（図１下）については、
両末端にPS及び2’-O-メチル修飾(2’-OMe)
（図１紫色部）を加えているが、核内で
RNaseHに認識され、切断されるために主鎖
（図１右上）の中央部の DNA（図１黄色部）
と相補となる部分に化学修飾を加えてい
ない（図１オレンジ色部）。実際には３本
の核酸鎖を等モル混ぜ、95℃で 5分、その
後 37℃で 1時間静置し、３鎖をハイブリダ
イズさせて３本鎖 ASOを作成した。 
また、PNA鎖と主鎖の間の距離が効果に

影響を及ぼす可能性がある。そこで、主鎖
に対して PNA鎖（図１左上鎖：赤色部）と
の間の距離がないものと 1残基のものの 2
通り合成して、それぞれ細胞にリポフェク
ション試薬を用いて 2nMでトランスフェク
ションを行い、定量的 RT-PCR法でその主
鎖の標的遺伝子発現抑制効果を確認した。 
 

 (2)中枢神経系へのデリバリーに際して有
効な導入ペプチド配列の検討 

神経系にデリバリーする導入ペプチド
として、既報告の後根神経節細胞(DRG)へ
のデリバリーペプチド(DRG1)を用いて、３
本鎖 ASOの髄腔内投与により DRGでの標的
遺伝子の抑制を確認した。具体的には、DRG
に発現する内在性遺伝子の一種である
TRPV1に対する ASOを作成し、相補鎖のみ
とハイブリダイズさせた二本鎖 ASO 
(dsASO)と、さらに DRG1ペプチドを N’末
端に結合させた PNA鎖もハイブリダイズさ
せた三本鎖 ASO (tsASO)を作成した。マウ
スを用いて PBS群、dsASO群、tsASO群を
それぞれ 0.6nmolずつくも膜下投与を行い
(n=3)、7日後に第 4-6腰椎(L4・5・6)の
DRGを採取し、定量的 RT‐PCR法にて TRPV1
に対する３本鎖 ASOの遺伝子発現抑制効果
を評価した。 
 

 (3) 全身投与時の３本鎖 ASOの生体内分
布の確認 

tsASO 5'末端を蛍光物質で修飾した、(2)

で用いた DRG1ペプチド結合３本鎖 ASOを
マウスに対して、227nmolを尾静脈よりゆ
っくり静脈投与した。24時間後に第 5腰椎
(L5)の DRGを共焦点顕微鏡で観察した。 
またマウスを用いて PBS群、tsASO群を

それぞれ 210nmol尾静脈より静脈投与し（n
＝3）、4日後に L4・5・6の DRGを採取した。
ASOの定量的 RT-PCR方法を用いて、DRGに
おける３本鎖 ASOの主鎖の量を定量的
RT-PCR法によって定量した。 

 
４．研究成果 

(1)３本鎖 ASO の鎖長及び各種化学修飾の
最適化 
PNA鎖については、PNA鎖と主鎖の間の

距離は 0 (cRNA 21mer)若しくは１残基
(cRNA 22mer)で影響しないことを見出した
（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．相補鎖の鎖長が主鎖の効果に 
   対して及ぼす影響 

 
(2) 中枢神経系へのデリバリーに際して
有効な導入ペプチド配列の検討 
 定量的 RT-PCR法での評価で、２本鎖 ASO
ではくも膜下投与での有効性が認められ
ないのに対し、３本鎖 ASOでは 4割程度の
標的遺伝子発現抑制効果が認められた（図
３）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．３本鎖 ASOの標的遺伝子発現抑制効果

の確認 
 
  まだ有効性は低いものの、DRGに対する
デリバリーペプチドを結合させた３本鎖



ASOのみ標的遺伝子発現抑制効果を認めて
おり、デリバリーペプチドの有効性を示し
たものと考えられた。また TRPV1は疼痛に
関与する遺伝子の一種であり、これの抑制
は疼痛コントロールに有用であることが
示されていることから、本方法を改良する
ことで新たな鎮痛剤の開発に繋がると考
えられる。 

 
(3) ３本鎖 ASOの生体内分布の確認 

主鎖 5'末端を蛍光物質で修飾した DRG1
ペプチド結合３本鎖 ASO の静脈投与にて、
DRGの一部に蛍光色素が導入されることが
認められた（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．蛍光標識DRG1ペプチド結合３本鎖ASO
静脈投与時の DRG（赤：主鎖、緑：DRG細胞、
青：核） 

 
また、主鎖を検出する定量的 RT-PCR法

を確立し、DRG1ペプチド結合３本鎖 ASOを
全身投与した後の DRGを用いて施行したと
ころ、DRGに主鎖がデリバリーされている
ことが示された（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．DRG1物質結合３本鎖 ASO静脈投与時の
DRGにおける定量的RT-PCR法を用いた主鎖の
検出 
 

以上の結果、マウスへの静脈投与でも、
主鎖のシグナルを弱いながらも観察でき

た。主鎖核酸の定量方法として定量的
RT-PCR法を開発して、３本鎖 ASOの主鎖の
有効な後根神経節細胞へのデリバリーを
定量的 RT-PCR法によって確認した。 
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