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研究成果の概要（和文）：核酸医薬品は次世代医薬として注目されている。特に神経難病では、その開発が目覚
ましい。一方で、核酸医薬品は全身投与では脳内に移行せず、髄腔内投与が必要である。そこで、血液脳関門
（BBB）に高発現し、内在化する受容体であるグルコーストランスポーター１および４、トランスフェリン受容
体に対する抗体を作製した。得られた抗体について、抗原への結合を確認したのに加え、細胞を用いた結合活性
評価を行い、細胞上で標的となる受容体を認識することが確認された。また新たにLDL受容体を介する血液脳関
門を通過するリガンドを取得し、それにより全身投与により中枢神経での遺伝子抑制効果を確認することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：Nucleic acid therapeutics are attracting attention as next generation 
pharmaceuticals following antibody drugs. Their development is particularly remarkable in 
neurological intractable diseases. However, nucleic acid therapeutics do not migrate into the brain 
by systemic administration and must be required intrathecally. Therefore, antibodies were produced 
against glucose transporter (Glut)1, Glut4, and transferrin receptors that are highly expressed and 
internalized in the blood-brain barrier (BBB). In addition to confirming binding to the antigens, 
the antibodies obtained were evaluated for binding activity using cells, and it was confirmed that 
they recognize the target receptors. In addition, a new ligand that crosses the LDL receptor-related
 BBB was obtained, and its gene suppression effect on the central nervous system was successfully 
confirmed by systemic administration.

研究分野： 生体医工学・生体材料学

キーワード： 血液脳関門　グルコーストランスポーター　トランスフェリン受容体　抗体工学　神経変性疾患　ヘテ
ロ核酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
計算科学を活用しながらGlut1/4の細胞外に位置する領域を、新規方法で作製した融合タンパク質を設計し、そ
の融合タンパク質を活用しながらの抗体取得を行っている。生体内において重要な役割を果たしているケースが
多い多重膜貫通タンパク質に対する機能性抗体の取得が効率的に行えるようになると考えられ、極めて大きな波
及効果が期待される。また全身投与でリガンド結合ヘテロ核酸の脳内移行および遺伝子抑制効果を確認してお
り、全身投与での中枢神経疾患への治療に一歩近づいたと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９ 
１．研究開始当初の背景 

核酸医薬は、抗体医薬では標的にできない細胞内の分子を制御できることから、次世代の

分子標的医薬として期待されているが、有効性が不十分で肝臓以外の導入が困難であるた

めにその臨床応用は遅れている。我々は従来の

核酸医薬であるアンチセンス核酸やsiRNAとそ

の分子構造、作用機構が異なる第 3の核酸医薬

である DNA/RNA 2 本鎖ヘテロ核酸を創生した。

ヘテロ核酸は標的 RNAに結合するアンチセンス

の主鎖と、これに相補的な RNA 鎖からなる非天

然 の 2 本 鎖 機 能 核 酸 で あ る

（PCT/JP2012/083180）。主鎖は両端に架橋型人工核酸である LNA を配し、中央部が天然の

DNA にして、この 2本鎖の中央部が DNA-RNA ヘテロ核酸であるため、この部分が細胞内のエ

ンドヌクレアーゼである RNase H によって認識されて相補鎖 RNA が切断される。その結果、

単独となった主鎖が標的の RNA に結合し、再び RNase H が標的 RNA を切断して遺伝子抑制

効果を発揮する。すなわち、RNase H が相補 RNA 鎖と標的 RNA の切断の一人二役を果たすこ

とにより、主鎖に影響を与えることなく相補鎖 RNA にデリバリーなどの機能分子を結合す

ることが可能となった点が特徴の分子技術である（上図）。ヘテロ核酸の特徴である内在型

のデリバリー分子として、我々の特許であるビタミン E 

(VE) をリガンド分子（PCT/JP2008/003523）として結合

させることにより、静脈投与で従来の ASO の 10-1000

倍、VE結合 siRNA（VE-siRNA）の約 100 倍（50%効果薬

剤濃度 (ED50) での比較）と肝臓の標的遺伝子抑制効

果の飛躍的な上昇に成功し、低投与量 (0.75mg/kg) で

その抑制率 96-99%は現状の核酸医薬では最高水準であ

る（上図）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ミセルではなくヘテロ核酸に血液脳関門を通過する抗体を結合させることを

目的とする。抗体は血液脳関門に発現して、内在化に関連しているグルコーストランスポー

ター(Glut-1)等に対する抗体を、取得する。ヘテロ核酸と結合させて、よりシンプルで製剤

として安定な分子構造として、なおかつエンドソーム内で pH 応答性に抗体への親和性を低

下させるアミノ酸変異を導入（Nat Biotechnol 28:1203-7. 2010）することで、トランスサ

イトーシスされたヘテロ核酸が高効率に Glut-1 から

離脱して脳内にデリバリーされる発展的な戦略を立

てた。 

この分子技術を創生するに当たり、研究分担者の津

本浩平博士は、抗原抗体相互作用を中心に種々の蛋白

質相互作用において、ファージディスプレイ法あるい

は部位特異的変異導入、熱力学的手法を中心とした分

子間結合における特異性・親和性創出技術を持つ日本

の第一人者である。これらのチームにより、血液脳関門通過性ヘテロ核酸の開発を試みる。 



 

３．研究の方法 

Glut1 の抗体に関しては様々な方法で行ったが困難を伴った。Glut1 の細胞外領域に位置

すると考えられてきたヘリックスを特異的に認識する抗体を取得するため、特殊な方法で

融合タンパク質を作製し、ウサギおよびアルパカ免疫からファージディスプレイ法を活用

したスクリーニングを行うことにより、抗体の取得を試みた。得られた抗体について、組み

換えタンパク質として調製し、精製 Glut1 タンパク質に対する結合性を表面プラズモン共

鳴法によって評価した。また、Glut4 に対しても同様にして抗体スクリーニングを行い、融

合タンパク質のヘリックス移植領域を特異的に認識する抗体の取得を試みた。Glut1 につい

ては、従来細胞内に位置すると考えられてきた N 末端以外領域を認識する抗体についても

取得を試み、細胞上での抗原認識について Flow cytometry にて解析した。加えてこれまで

にマウスモデルにおいて BBB 透過のためのキャリアーとしての報告がある抗トランスフェ

リン受容体(TfR)抗体 8D3 について、配列情報より IgG フォーマットでの発現系を構築し、

大量調製を試みた。これは Glut1 抗体の取得が非常に困難であったため、並行して試みた。

低分子化抗体である VHH フォーマットの抗体を作製するため、組み換えタンパク質として

調製した TfR をアルパカに免疫し、ファージディスプレイ法を活用したセレクションを行

った。 

 動物実験では 以前に報告したグルコースミセル(Anraku et al. Nature commun)の系を

用いて、1) 必要な投与前の絶食時間、2)ミセル投与と糖負荷の時間的関係について検討を

行った。また Glut1 のみでなく脂質リガンドでも同様に Fasting や血糖コントロールで同

様に脳内への取り込みが上昇するか併せて検討した。また Glut1 を介した内在化のメカニ

ズム解析のため、電子顕微鏡による Glut1 の局在解析の確立を目指した。脳血管内皮細胞の

７断面での GLUT1 シグナルの局在を解析した。神経難病である筋萎縮性側索硬化症の家族

性 ALS の原因遺伝子である SOD1 に対して新たな配列のスクリーニングを Hela 細胞にて行

った。200 配列をデザインして最適化を行い、in silico でオフターゲットを評価した。ま

た現在の核酸医薬は(アンチセンス核酸や siRNA)は全身投与で脳内の遺伝子抑制効果を示

さない。中枢神経疾患の場合は、髄腔内投与が必要である。そこで新たに LDL-R を介した脳

内 移 行 の メ カ ニ ズ ム に 注 目 し た 。

Phosphoethanolamine やその類縁体(左図)

を結合させたヘテロ核酸にて全身投与で

の脳内で遺伝子抑制効果を示すリガンド

の探索を並行して行った。 

 

４．研究成果 

血液脳関門を超えてヘテロ核酸を脳内に運搬するため、血液脳関門（BBB）に高発現す

る受容体である Glut1 および Glut4 の抗体が取得できた。得られた抗体について、組み換

えタンパク質を用いた評価によって抗原への結合を確認したのに加え、細胞を用いた結合

活性評価を行い、細胞上で標的となる受容体を認識することが確認された。表面プラズモ

ン共鳴法によって評価した結果、サブμMと比較的弱いながらも Glut1 タンパク質に結合

することが示され、Glut1 の標的部位を認識する抗体の取得に成功した。また特に抗

Glut1 に関して、類似タンパク質との比較から定義されてきた細胞外／細胞内に位置する

領域について、本研究によって 2種類の本来細胞内を認識する抗体を作製した。Flow 



cytometry による解析の結果、これらの細胞上での抗原結合が確認された(下図)。これに

より Glut1 が従来の想定とは異なる向きでも細胞膜上に

発現していることが示唆された。これは生体内における Glut1 の動態に新たな知見をもた

らすもので、特筆すべき結果である。今後、この結果を踏まえて Glut1 の細胞内を認識す

る抗体をキャリアーとした脳内への分子運搬技術の開発へとつながることが期待され、世

界中で試みられている抗体を活用した脳内への分子送達に関する研究に対して多大な波及

効果をもたらすことが予期される。  

 BBB 透過のためのキャリアーとしての報告がある抗 TfR 8D3 について、配列情報より

IgG フォーマットでの発現系を構築し、大量調製に成功した。これに加え、低分子化抗体

である VHH フォーマットの抗体を作製するため、組み換えタンパク質として調製した TfR

をアルパカに免疫し、ファージディスプレイ法を活用したセレクションにて、VHH 抗体に

ついても取得に成功した。この抗体はヒト由来の TfR には結合せず、マウス由来の TfR を

特異的に認識する VHH 抗体であり、ヒトに対しても作製中である。 

Glut1 の動態の解明のために 1) 必要な投与前の絶食時間、2)ミセル投与と糖負荷の時

間的関係について検討を行った。その結果、1) 投与前に必要な絶食時間を特定した。2)

ミセル投与と糖負荷の適切なタイミングを見出した。また

Glut1 のみでなく脂質リガンドでも同様に Fasting や血糖

コントロールで同様に脳内への取り込みが上昇するか併せ

て検討した。24 時間絶食後に脂質リガンドつきヘテロ核酸

を投与し、1群では投与後 30分後に 20%Glucose 投与、も

う 1群では未投与さらにもう 1群では Free feeding で脳

内での遺伝子抑制効果を比較検討した。比較した 3群では

明らかな効果の増強及び低下は見られなかった。これによ

り脂質リガンドであれば、食事の影響を受けずに脳内移行

が可能と考えられた。Glut1 を介した内在化のメカニズム解析のため、電子顕微鏡による

Glut1 の局在解析を確立した。脳血管内皮細胞の７断面での GLUT1 シグナルの局在を解析

した(Microscopy 掲載)。 

 また SOD1 に対する配列スクリーニングの結果、活性自体は他社と同等だがオフターゲッ

トが少ないと考えられる配列が取得できた(特許申請準備中)。Glut1/4 の高次構造の関係で

取得が困難であることから血液脳関門に発現している LDL が介する受容体に新たに注目し

た。Phosphoethanolamine (PE)は直接的および

間接的に LDL の取り込みの際に、一緒に取り

込まれることが知られている。また前述した

ようにグルコース標的リガンドのように、食

事への影響が少ないことが考えられる。そこ

で各種 PEとその誘導体を中心に合成して、ヘ

テロ核酸に結合させ全身投与にて、その遺伝

子抑制効果を検討した。従来報告されている

新たに取得した細胞内部分に
対する Glut1 抗体を用いた
FACS (MDA-MB-231)の結果：2種
類ともに細胞表面上で認識さ
れているのが観察される。 



ように現在の核酸医薬は(アンチセンス核酸や siRNA)は全身投与で脳内の遺伝子抑制効果

を示さない。今回の結果でも 1 本鎖アンチセンスでは全身投与で脳内に移行しないために

遺伝子抑制効果を示さなかった。一方で各種、Phosphoethanolamine を結合させたヘテロ核

酸では、遺伝子抑制効果を認めた。これらの結果を併せて、特許申請を行い、かつ Nature 

Biotechnology に掲載されている。 
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