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研究成果の概要（和文）：HIVプロテアーゼを標的としたsiRNAと、HIVの感染に必須なCD4を認識するDNAアプタ
マーを連結させた新規核酸分子(DNA aptamer-siRNA: DAS)を開発した。DAS の抗HIV効果を調べたところ、DASは
CD４＋T細胞へ選択的に取り込まれ、HIVプロテアーゼの発現を抑制した。さらに、DASは血清中で比較的安定に
存在できた。これらの結果は、DAS のHIV治療薬としての可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：Novel nucleic acid molecule that combined DNA aptamer and siRNA (DNA 
aptamer-siRNA: DAS) was developed.   DNA aptamer of DAS recognizes the CD4, which is essential for 
HIV infection, and siRNA of DAS represses the expression of HIV protease.  Anti-HIV effects of DAS 
were examined.  DAS was selectively taken into CD4+ T cell, and reduced the expression of HIV 
protease.  Furthermore, DAS was relatively stable in serum.  These results indicated that the 
possibility as the anti-HIV drug of DAS.

研究分野： 薬学
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１．研究開始当初の背景 
 エ イ ズ  (AIDS: acquired immuno 
deficiency syndrome) は 、 HIV (human 
immunodeficiency virus) によって発症する
ウイルス感染症で、免疫不全を起こし、日和
見感染や悪性腫瘍などを発症してくる症候
群である。エイズは、結核、マラリアととも
に三大感染症に数えられており、感染者数は
世界中で 3000-4000 万人と推定されている。
また、日本でも新規 HIV 感染者数は、ピーク
時からわずかに減少しているものの、ほぼ横
ばい状態であり社会的な問題となっている。 
 HIV は、ウイルス粒子内に 2 本の RNA とプ
ロテアーゼ、逆転写酵素、インテグラーゼな
どのウイルス酵素群を含んでおり、これらの
酵素はHIVの増殖に必須である。そのためHIV
感染症治療薬として、これら酵素の立体構造
や反応機構を基に、基質アナログや酵素阻害
剤が開発され、臨床現場で使用されている。
2008 年にはインテグラーゼ阻害剤が新たに
認可され、現在、HIV 感染症の治療には、こ
れらウイルス酵素阻害剤を複数組み合わせ
た多剤併用療法が行なわれている。この多剤
併用療法によって、エイズの発症は劇的に減
少した。しかし、HIV 感染を完治するまでに
は至っておらず、そのため、HIV 感染では治
療薬の使用歴が一般的に長く、さらに、HIV
は突然変異を起こしやすいため、薬剤耐性ウ
イルスの出現や副作用などが臨床上問題と
なっており、別の観点からの治療薬開発が求
められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、エイズ治療に貢献することを目
的に、エイズの原因である HIV のウイルス酵
素を標的として、アプタマー-siRNA を用いた
新規抗 HIV 薬を開発するものである。 
 アプタマーは、特異的に標的分子と結合す
る能力を持った一本鎖 RNAまたは DNAであり、
標的分子としては、タンパク質複合体のよう
な高分子から金属イオンのような低分子ま
で、様々な物質を対象とする。これまで、様々
なアプタマーの医薬品への応用が試みられ
ており、実際に、血管内皮細胞増殖因子アプ
タマー（Macugen）が、加齢黄斑変性症治療
薬として臨床適応されている。また、RNA 干
渉によって特定の遺伝子の発現を抑制でき
る siRNA は、遺伝子配列の情報のみから設計
が可能、化学合成が容易、特異的に遺伝子の
発現を抑制するため副作用が低い、などの特
徴を有しており、医薬品への応用が期待され
ている。 
 そこで本研究では、アプタマーと siRNA を
連結した核酸分子（アプタマー-siRNA）を設
計し、これをエイズ治療薬としての適応を試
みた。現在、核酸分子の医薬品への応用が試
みられているが、標的細胞（または組織）へ
の輸送方法や生体内での安定性が課題とな
っている。本研究では、アプタマーによる標
的細胞への輸送、血清中での安定性評価を行

い、アプタマー-siRNA のエイズ治療薬として
の可能性を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) HIV プロテアーゼの発現を抑制するアプ
タマー-siRNA の設計 
 HIV は、T 細胞表面の CD4 に結合し、細胞
内に侵入することで感染が成立する。そこで、
CD4 を認識する DNA アプタマーに HIV プロテ
アーゼを標的とした siRNA を連結した DNAア
プタマー-siRNA を作製した。このとき、siRNA
による標的タンパク質の発現抑制効果は、
siRNA の配列によって、大きく異なることが
知られていたため、4 種類の siRNA を設計し
た。 
 
(2) アプタマー-siRNA の細胞内輸送および
安定性の評価 
 アプタマー-siRNA の細胞内輸送は、フルオ
レセインで標識したアプタマー-siRNA を培
地中に添加し、細胞培養を行い、細胞内に取
り込まれたアプタマー-siRNA を蛍光顕微鏡
やフルオロメーターによって測定すること
で評価した。また、同様に、細胞内に取り込
まれたアプタマー-siRNAを、電気泳動やHPLC
によって分離検出し、その安定性を調べた。
さらに、生体内での安定性を調べるために、
血清中にアプタマー-siRNA を加え、経時的な
分解の程度を電気泳動によって確認した。 
 
(3) アプタマー-siRNAによるHIVプロテアー
ゼの発現抑制効果の評価 
 作製したアプタマー-siRNAのHIVプロテア
ーゼの発現抑制効果は、RT-PCR による mRNA
の測定に加え、抗体による免疫検出や活性測
定を行い、タンパク質レベルでの発現抑制効
果を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) DAS の CD4+細胞に選択的な細胞内輸送と
血清中での安定性 
 CD4 を認識する DNA アプタマーに HIV プロ
テアーゼを標的とした siRNA を連結した DNA
アプタマー-siRNA (DAS) を作製した。DAS が
細胞膜上の CD4 に結合し、選択的に CD4 を発
現している細胞に取り込まれるか調べた。蛍
光標識した DAS を CD4+ T 細胞または CD4− T
細胞の培地中に加え、24 時間後の様子を蛍光
顕微鏡で観察した。その結果、CD4+ T 細胞で
のみ蛍光が観察できた（図１）。この結果は、
アプタマーを使用することによって、標的細
胞へ選択的にsiRNAを輸送できることを示し
ており、副作用の少ない医薬品の開発が期待
できる。 
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図１ 蛍光標識したDASの CD4+ T細胞への選
択的な輸送 
A：CD4+ T 細胞、B：CD4− T 細胞 
 
 
 次に、DAS の血清中での安定性を調べた。
比較として、既報のアプタマーが RNA である
RAS (RNA aptamer-siRNA) の安定性も同時に
調べた（図２）。 
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図２ DAS および RAS の血清中での安定性 
a：DAS、b：RAS、C：未処理 
 
 DAS および RAS を血清中で 37 C̊加温し、経
時的にサンプリングしたのち、電気泳動によ
って安定性を調べた。その結果、DAS は血清
中において約 1 時間は安定に存在していた。
一方、RAS は血清と混合後、速やかに分解さ
れた。この結果は、アプタマーを DNA に変更
することで、血中での安定性が劇的に向上す
ることを示している。 
 
(2) DAS による HIV プロテアーゼの発現抑制
効果 
 siRNA による標的タンパク質の発現抑制効
果は、siRNA の配列によって、大きく異なる
ことが知られている。そこで、配列の異なる
4 種類の siRNA を作製し、それぞれの HIV プ
ロテアーゼに対する発現抑制効果を比較し
た。各 siRNA と HIV プロテアーゼ遺伝子を同
時にトランスフェクションし、HIV プロテア
ーゼ mRNA 量を real-time PCR によって定量
した。その結果、全ての siRNA で発現抑制効
果がみられたが、その効果には差が有ること
が分かった。この 4種類のなかで、最も高い
効果を示した siRNA239 を以降の実験に使用
した。 
 siRNA239 と、CD4 を認識する DNA アプタマ
ーを連結させた核酸分子を作製した。このと
き、DNA アプタマーと siRNA239 の連結部分の
長さを変えた 2 種類の分子（DAS および
DAS-3T）を作製した。DAS および DAS-3T の
HIV プロテアーゼの発現抑制効果を、
real-time PCR で調べたところ、両分子とも
に発現抑制効果を示したが、DAS の方がより
高い発現抑制効果を示した。この結果は、ア
プタマーや siRNA の配列に加えて、連結部分

も考慮することで、より治療効果の高い分子
を開発できることを示している。 
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