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研究成果の概要（和文）：脳梗塞は本邦での主要な死因となる国民病で、神経細胞の虚血分子病態は明らかにな
っているにもかかわらず神経保護薬は開発されていない。
本研究では、医学、工学の連携により世界最高水準の遺伝子抑制効果をもつ独自のヘテロ核酸と、脳梗塞病態特
異的に作用する人工核酸技術を軸に、急性期脳梗塞の病態に最適化した核酸医薬を開発することを目的としてい
る。急性期脳梗塞でpHが低下したときのみに遺伝子抑制効果を発揮する虚血応答型人工核酸を開発/最適化し、
ヘテロ核酸技術と組み合わせることにより、マウス脳梗塞モデルに対して経静脈投与であっても梗塞病巣選択的
に遺伝子抑制効果を示し、さらに強い治療効果を示すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Stroke remains a major cause of mortality and long-term disability 
worldwide. Recent studies elucidated well the complex pathogenesis of acute ischemic stroke such as 
dynamic alternation of genes and proteins, which could contribute to develop novel therapeutics for 
acute stroke. 
We previously developed an heteroduplex oligonucleotide (HDO), which strongly silenced its target 
gene in many organs, and a peptide ribonucleic acids (PRNA), which regulated genes expression based 
on intracellular environmental condition (e.g. pH). By means of  these two novel technologies, we 
aimed to create ischemia-specific oligonucleotide therapeutics system for acute stroke. In our 
studies, we have successfully developed a novel oligonucleotide, which could specifically and 
strongly inhibit gene expression  in brain early in ischemic stroke and can dramatically influence 
its phenotype.

研究分野： Neuroscience
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脳梗塞は、本邦での主要な死因となる国
民病で、寝たきりの最大の原因となっている。
現在、急性期脳梗塞に対して血栓溶解療法が
行われており、うまく血栓が溶解できた場合
には梗塞病巣周辺のペナンブラ領域（障害は
受けているがまだ壊死していない領域）の回
復により高い治療効果が認められるが、本治
療法の適応となる割合は全脳梗塞症例のわ
ずか数%程度である。このペナンブラ領域を
生存させるため、現在まで様々な神経保護薬
開発研究がなされてきたが、その臨床的効果
が実証された薬剤は皆無である。しかし、ペ
ナンブラの虚血病態は分子生物学的に明ら
かにされており、虚血部位に選択的な分子
（遺伝子）標的治療が可能となれば、発症後
の脳梗塞巣を縮小して後遺症を軽減できる
可能性が高い。 
 
(2) 治療効果の最大化に向けて（ヘテロ核酸 
(HDO) の効果） 
核酸医薬による遺伝子治療はアンチセンス
核酸(ASO)で、2012年から米国で最初の臨床
応用が始まっているが、その有効性はいまだ
十分でない。我々は ASOに相補鎖 RNAを結
合させ、細胞内の RNase Hを利用して相補
鎖を解離させる新規の核酸医薬である
DNA/RNAヘテロ核酸(HDO)を開発した（図
1）。HDOでは、静脈投与で肝臓で従来のASO
の 200-1000倍の飛躍的な有効性の上昇に成
功した。本技術は産業界に高く評価され、さ
らに 2015年、医科歯科大学発のバイオベン
チャー「レナセラピューティクス」が設立さ
れた。共同研究も海外製薬会社を含めて複数
社と行っている。 

(3) 病態/病態特異的性の向上に向けて（虚血
応答型人工核酸システムの概要） 
これまで効果的な核酸医薬開発を目指し、標
的 RNAに対する高い親和性を持ち、少量で
も優れた効果を発揮する人工核酸が多く報
告されている。ところが高い親和力を示す核
酸医薬分子は、標的臓器以外とも複合体を形
成することによる副作用の発現など、重大な
問題も指摘されている。このため、核酸医薬
が必要となる環境下でのみで薬効を発現す
る細胞内環境変化応答型核酸医薬の開発が
切望されてきた。この様な背景を踏まえ、分
担研究者である和田健彦らは細胞内環境変
化、癌細胞に特徴的低酸素環境に応答し、癌
細胞内でのみ標的 RNA との複合体を形成し、

正常細胞では複合体が解離する、可逆的複合
体形成制御を実現する人工核酸開発に取り
組んでいる。具体的にはペプチド骨格に修飾
RNA を核酸認識部位として導入した、ペプ
チドリボ核酸（Peptide Ribonucleic Acid；
PRNA: 図 2）と名づけた人工核酸の設計/合
成に成功した。PRNAは、細胞内環境変化に
応答し核酸塩基部の anti-syn配向変化を駆
動力とした標的 RNAに対する親和性の
on-off制御機能を有し、癌細胞での低酸素環
境（pH6.2程度）では標的 RNAに対する高
い親和性を示し ASOとして有効に機能する
(図 2右)のに対し、正常細胞内環境下(pH7.2: 
図 2左)では分子内に導入したフェニルボロ
ン酸との分子内ボロン酸エステル形成に基
づき syn配向を優先し、核酸医薬としては機
能しないことを実証している。 

図 2: 虚血応答性人工核酸の概念図 
 
今回、脳梗塞ペナンブラ領域細胞は、癌細胞
同様、虚血細胞（低酸素）環境であることに
注目し、虚血細胞応答型人工核酸の開発、そ
してヘテロ核酸との融合による虚血細胞応
答型人工核酸システムへの展開を着想した。 
 
２．研究の目的 
急性期脳梗塞では低酸素状態により嫌気性
代謝が亢進し乳酸の蓄積とともに、脳実質細
胞内 pH(pHi)が 6.2-6.5程度（正常 pHiは 7.2）
に低下し、カルシウムイオンの細胞内流入に
より細胞死が引き起こされる。この pHiの低
下は、PRNAの RNAに対する親和性が最も
上がる状態である。 
脳梗塞に特異的な病態にのみ効果を発現す
る虚血応答性核酸医薬を開発し、現在まで有
効な治療法が開発できていなかった脳梗塞
に対する神経保護療法を実現化させる。 
具体的には、医工の連合により現段階で世界
最高水準の in vivo遺伝子抑制効果を持つ独
自のヘテロ核酸分子構造に、pH応答性人工
核酸技術を導入した「虚血応答型ヘテロ核酸
医薬」を開発して、実際の脳梗塞の最も基本
となる病態「選択的」に、かつ高い「有効性」
を持つ分子（遺伝子）標的治療を実現させる
画期的な新規脳梗塞治療薬を創薬する。 
 
３．研究の方法 
(1)	マウス由来神経細胞、グリア細胞、血管
内皮細胞を使用した in	vitro 虚血細胞モデ
ル及びマウス脳梗塞モデルを用いて、ペナン
ブラ領域の pH 測定を行い、その pH に最適化
した虚血応答型人工核酸の分子設計･合成を
調整する	
	
(2)	マウス脳梗塞モデルを用いて投与した
ヘテロ核酸の脳実質内の分布を追跡するこ



とにより、至適投与時期/投与量を決定し、
実際の脳細胞特異的な遺伝子抑制効果を検
証する	
	
(3)	マウス脳梗塞モデルを用いて、虚血反応
性ヘテロ核酸システムの実際の治療効果を
検討する	
	
４．研究成果	
(1)	至適な細胞内 pH	(pHi)範囲の測定及び虚
血応答型人工核酸の分子設計･合成	
研究分担者（和田）が当初開発した虚血応答
性核酸の RNAに対する親和性が最も上がる
状態は、細胞内 pHが 6.2程度であった。し
かしながら、蛍光 pH	指示薬（BCECF）を用い
た in	vitro 虚血細胞モデルや、マウス脳梗
塞モデルで細胞内 pH 及び脳実質 pH を測定し
た所、すでに組織が壊死している梗塞部位で
は pH が 6.2-6.4 程度に低下するが、周辺に
存在する神経保護療法の治療標的部位であ
るペナンブラ領域は pH	6.5-6.8 程度の低下
であることが判明した。	
そこで、分子内導入フェニルボロン酸部位へ
の置換基導入など、さらなる分子設計･合成
を行った。結果として、フェニルボロン酸部
位へのメトキシ基やニトロ基など各種置換
基導入により、ボロン酸部位の酸性度(pKa)
が制御可能であり、この pKa	の制御により分
子内ボロン酸エステル形成の on-off	制御 pH
のコントロールも可能である事を明らかと
した(図 3)。	

図 3:	図 2 で示したフェニルボロン酸に種々
の官能基を導入し、on-off する pH の最適化
が可能となった	
	
この化学的知見から、虚血病態に最適化した
虚血応答性ヘテロ核酸の作成が可能となっ
た。	
	
(2)	マウス脳梗塞モデルでの投与したヘテ
ロ核酸の遺伝子抑制効果と脳実質内での分
布解析	
ヘテロ核酸の脳実質細胞への到達性を確認
するために、蛍光色素で標識し、脳梗塞モデ
ルマウスに経静脈的投与を行った。脳梗塞 3,	
6,	12,	24 時間後に、それぞれ 50mg/kg のヘ
テロ核酸を投与したところ、すべてのタイミ
ングで脳実質内において蛍光色素が検出さ
れた。特に、治療目的とする神経細胞及び血
管内皮細胞での検出率が高く、その細胞特異
性は、人工核酸のデリバリーリガンドに用い
た VitE の作用である可能性が考えられた。	

また、経静脈投与による脳実質内細胞へのデ
リバリーに成功しただけではなく、脳実質細
胞の明らかな標的遺伝子抑制にも成功し、そ
の効果は従来の一本鎖核酸（ASO）と比較し
ても格段に良好な効果であった。また、この
遺伝子抑制効果は正常脳では認められず、虚
血部位選択的に認められ、病態特異的な遺伝
子抑制が可能と考えられた（図 4）。	

図 4:マウス脳梗塞モデル脳で定量した mRNA
量。脳梗塞側の脳（濃いグレー）及び非梗塞
側の脳（淡いグレー）。HDO 治療群は対照群
（PBS）や ASO 治療群と比較して強い遺伝子
抑制効果を発揮し、その有意な遺伝子抑制効
果は梗塞脳選択的であり、非梗塞脳では遺伝
子抑制は見られなかった。	
	
(3)	マウス脳梗塞モデルでのヘテロ核酸の
治療効果検討	
マウス脳梗塞モデルに対して、我々の開発し
たヘテロ核酸の実際に治療効果を発揮する
ことが出来るかどうかを確認するため、いく
つかの脳梗塞の病態に関連した標的遺伝子
に対するヘテロ核酸を作成し、梗塞体積測定、
神経機能解析、組織学的検討などを行った。	
脳梗塞作成 3時間後に 50mg/kg の経静脈投与
を行ったところ、梗塞体積、神経機能は有意
に変化し、その原因として新生血管や神経保
護作用を修飾したものであると免疫組織学
的検討により考えられた。	
当初の実験計画を超え、治療効果発現メカニ
ズムを解明するため、治療群、非治療群のマ
イクロアレイ解析を行っている（図 5）。	

図 5:	中枢神経系でも、特に神経細胞や血管
内皮細胞に発現が強い MALAT-1（metastasis	



associated	lung	adenocarcinoma	transcript	
1）遺伝子をヘテロ核酸で抑制した結果を示
す。梗塞体積の比較（左）。虚血により変性
した神経細胞（緑色の細胞）の検出（右）。
MALAT-1 遺伝子の場合は、ヘテロ核酸治療に
より有意に梗塞体積の拡大と、変性神経細胞
の増加を認めた。	
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