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研究成果の概要（和文）：新規ヘテロ核酸では、静脈投与において脳および脊髄での遺伝子抑制が可能であるこ
とが確認できた。また複数回投与でその効果は増強しており、用量依存性があることが確認できた。皮下投与で
も中枢神経での有効性が確認できている。これまで核酸医薬で末梢投与において、中枢神経で遺伝子抑制効果は
証明されておらず、非常に意義が高いと考えられる。またヘテロ核酸の動態が血中での動態は1本鎖核酸とは大
きく違うことも発見した。更にヘテロ核酸の血中での結合蛋白や蛋白結合プロファイルの違いも同定した。

研究成果の概要（英文）：By systemic administration of new type of hetero duplex oligonucleotide 
(HDO), gene knockdown in the brain and spinal cord was observed. Moreover, the effect was enhanced 
by multiple administration, and we also confirmed that there was dose dependency. Subcutaneous 
administration was also effective in the central nervous system (CNS). On the other hand, no effect 
was observed at all by systemic administration of single stranded ASO. So far, gene knockdown 
effects in CNS by systemic administration of any oligonucleotide have not been demonstrated. We also
 found that the dynamics of HDO in the blood is significantly different from that of single-stranded
 ASO. Furthermore, differences in binding proteins and protein binding profiles of HDO in blood were
 also identified.

研究分野：核酸医薬　神経変性疾患

キーワード： 核酸医薬　　神経変性疾患　ヘテロ核酸　中枢移行性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性神経難病に対する核酸を用いた治療法は、その標的遺伝子への特異性の高さや標的の多さなどから有望な
治療法として、期待されており、すでに承認済みの医薬品があり、かつ多くの臨床試験が進んでいる。一方で投
与経路は髄腔投与に限られており、長期投与・肉体的負担などが懸念されている。核酸の動態から脳血管関門
(BBB)を超えることは非常に難しいと考えられていた。本技術において、静脈投与で脳および脊髄での遺伝子抑
制することを確認した意義は非常に高い。本技術は粗削りながら、今後の開発により大きな成長が期待できる。



１．研究開始当初の背景 

(1) 遺伝性神経難病に対する核酸を用いた治療法は、その標的遺伝子特異性の高さや標的の多

さなどから有望な治療法として、期待されている。現に下記の図にみられるように脊髄性筋萎縮

症や筋萎縮性側索硬化症に対して、既に治験が開始されており、かつ第 3 相臨床試験まで進んで

おり、非常に有望な結果が一部では得られつつある。(2016 年当時) 

疾患 投与経路 標的遺伝子 開発名 開発段階 

脊髄性筋委縮症(幼児) 髄腔投与 SMN2 ISIS-SMN-Rx Phase III 

脊髄性筋委縮症(小児) 髄腔投与 SMN2 ISIS-SMN-Rx Phase III 

筋萎縮性側索硬化症 髄腔投与 SOD1 ISIS-SOD1-Rx Phase I 

しかしながら現時点では、投与経路は上記のように髄腔投与に限られている。核酸の動態から脳

血管関門(BBB)を超えることは非常に難しいと考えられている。上記はいずれも致死的な神経疾

患であり、その重症度を考えれば、髄腔投与でも仕方ない面もある。しかしながら、疾患の性質

上、長期間にわたる投与が必要であり、患者の負担を考えると非常に肉体的負担が大きく、感染

のリスクなど髄腔による長期投与は、生命の観点から問題点が存在する。 

 (2) 我々の開発した DNA/RNA２本鎖ヘテロ核酸(HDO)は既存の核酸医薬とその分子構造・

作用機構が異なる第３の核酸医薬であり、既存の核酸医薬の 10-1000 倍の有効性を有する画期

的な日本発の基盤技術である。これを用いて、全身投与でこのヘテロ核酸を用いて、骨格筋・心

筋や腹部臓器に加え、中枢神経系の遺伝子制御を可能とする革新的な核酸医薬を創生すること

を目的とする。 

２．研究の目的 

(1) これまでに 1 本鎖核酸や siRNA が末梢投与により脳内に移行して、脳内遺伝子制御を可能

にした事例は存在しない。我々は、予備検討において末梢投与で中枢神経の遺伝子抑制が確認

している。本ヘテロ核酸構造で脳内での末梢投与による遺伝子制御を実現する。更にその薬物

動態を確認する。それにより、さらに効果的な核酸構造の開発を目指す。 

(2) 脳内に移行するメカニズムは不明であり、各種スカベンジャー受容体等に対する阻害抗体や

ノックアウトマウスを用いて、その機序を解明する。また核酸は投与後、各種血清蛋白に結合す

ることが知られている。これらの結合蛋白がヘテロ核酸においてどのように 1 本鎖核酸と違う

のか検討し、脳内移行のメカニズムを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 脳内に移行性がある新規ヘテロ核酸を用いて、単回投与および複数回投与でマウスにおける

遺伝子抑制効果を中枢神経で確認する。また同様に皮下投与でも確認する。加えて単回投与後、

どの程度で核酸抑制効果が持続するか確認する。また新たなリガンドに関しても検討する。加え

て、蛍光付き核酸を用意して、投与後の脳内及び血清での時間的変化を検討する。同じく in vivo 

confocal を用いて、その動態を観察する。 

(2) 脳内への移行性のメカニズムを検討するために、各種スカベンジャー受容体等に対する阻害



抗体やノックアウトマウスを準備する。そのマウスや阻害抗体を使いヘテロ核酸の脳内での遺

伝子抑制効果が減弱または増強されるかを検討する。またゲルシフトアッセイを用いて結合蛋

白を同定し、蛍光偏光法を用いて、蛋白の結合の程度を測定する。 

 

４．研究成果 

(1) 予備検討において末梢投与で中枢神経の遺伝子抑制が確認できたヘテロ核酸構造で再現性

を確認した。1 回投与で 1 本鎖アンチセンス核酸(ギャップマータイ

プ)ではやはり、用量を増加させても遺伝子抑制効果は見られなかっ

た。一方でヘテロ核酸では、単回投与で遺伝子抑制効果が確認できた 

(図 1)。その後、複数回にすることで遺伝子抑制効果を検討した。複

数回にしても遺伝子抑制効果は、1 本鎖アンチセンス核酸では確認で

きなかった。一方でヘテロ核酸では、複数回により遺伝子抑制効果は

明らかに増強された(図 2)。これにより用量依存性が確認できた。ま

た効果の持続性に関しても検討した。高用量単回投与後、2 週間程度遺

伝子抑制効果の持続が確認できた。 

 

(2) 動態の検討  

ヘテロ核酸のアンチセンス側の 5' に蛍光を標識し、全身投与

を行った。投与後数ポイントを設定し、適宜、脳および血清を

回収した。その後、ホモジェナイズして TECAN にて蛍光を測

定した。ヘテロ核酸では明らかに 1 本鎖核酸と比較して、蛍光

輝度が高く遺伝子抑制効果を反映していると考えられた。ヘテ

ロ核酸は 1 本鎖核酸と比して血中滞留性が高いことも判明し

た。   また in vivo Confocal を用いて脳内への移行について観

察した。同様にヘテロ核酸は脳血管でも滞留性が一本鎖核酸と

比べて向上していることが確認された。末梢から投与した蛍光付きヘテロ核酸は脳血液関門を

越えて、脳内に分布している様子が観察された。一方でコントロールとして投与した蛍光付き

一本鎖核酸では脳内の移行は観察されなかった。 

 

(3) メカニズム解明 

脳移行性ヘテロ核酸のメカニズム解析を行った。2 種類の脂質関連分子(LDLR および ApoE)

のノックアウトマウスに脳移行性ヘテロ核酸を投与して、その効果が減弱するか検討した。更に、

核酸の細胞内取り込みに関連している 2 つの分子に対する阻害抗体および脳内脂質代謝関連阻

害剤を用いて、その効果に変動が見られるかを検討した。しかしながら、それらの阻害剤を用い

ても、脳移行性ヘテロ核酸の脳内移行に減弱はなく、現在、他のリガンドのノックアウトマウス

を検討中である。 

図 1 単回投与による大脳皮質 
遺伝子抑制効果 

図 2 複数回投与による大脳皮質
遺伝子抑制効果 



 

(4) 結合蛋白の検討 

ゲルシフトアッセイ後、ヘテロ核酸と共に移動するバンドを切り出し MS 解析で蛋白の同定

を検討した。MS 解析の結果、結合していると考えられている分子 8 種類を同定した。それぞ

れに対して蛍光偏光法で、その直接結合を検討し、Kd 値を算出した。1 本鎖核酸では、これま

で知られている通りアルブミンに結合しやすく、血清脂質分子とは結合が強くなかった。一方

で 2 本鎖にすることで、検討したどの分子に対しても、著しく蛋白結合は減少した。これにヘ

テロ核酸にリガンドを結合させると、血清脂質分子やアルブミンに対する結合は著しく上昇し

た。これらの違いがリガンド結合ヘテロ核酸の血中滞留性の上昇や脳移行性に関与していると

考えられた。 
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