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研究成果の概要（和文）： 本研究により、①相補配列依存的オフターゲット効果（経路1)、および自然免疫の
活性化（経路2）の影響を排除し、細胞内蛋白等の生体分子との結合（経路3）に起因する肝毒性を誘導するアン
チセンスを同定した。②これらのアンチセンスを用いて、経路3を介した肝毒性の誘導に寄与する可能性を示す
候補分子を見出した。本成果は核酸医薬品による肝毒性誘導機序の解明、in vitro試験法の確立に繋がることが
期待される。

研究成果の概要（英文）：We obtained experimental data for development of the methods for the 
evaluation of antisense oligonucleotides-induced hepatotoxicity. We identified antisense 
oligonucleotides that avoid hybridization-dependent off-target effects and activation of innate 
immunity as much as possible, and can induce hepatotoxicity in mice. We also performed microarray 
analysis using these antisense oligonucleotides to reveal the mechanism of antisense 
oligonucleotides-induced hepatotoxicity. We started to develop the methods for the evaluation of 
antisense oligonucleotides-induced hepatotoxicity.

研究分野： 核酸医薬
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１．研究開始当初の背景 
近年、アンチセンスや siRNA に代表される核酸医薬品は、抗体医薬に続く次世代医薬品とし

て大きな注目を集めており、一方で、核酸医薬品の開発研究が進展するなかで、解決すべき新
たな問題点が顕在化してきている。その中でも、最も懸念される問題点として、「核酸医薬品が
もつヒトでの潜在的な毒性を予測する方法論が整備されていない」ことが挙げられる。 
RNA を標的とする核酸医薬品により誘導される毒性は、①配列依存的オフターゲット効果に

起因する毒性、②Toll 様受容体（Toll like Receptor; TLR）の活性化（自然免疫系の活性化）
に起因する毒性、③細胞内蛋白との結合に起因する毒性の３つに大別される（図 1; Bennett et 
al., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 2010, 50, 259-93）。このうち、①に関しては、核酸
医薬品が標的以外の遺伝子に相補結合することにより生じる毒性であり、in silico 解析（ゲ
ノムデータベースサーチによるオフターゲット候補遺伝子の抽出）と in vitro解析（培養細胞
を用いたアレイ解析）を組み合わせた評価法が適切と考えられている（Lindow et al., Nat. 
Biotechnol., 2012, 10, 920-3）。②に関しては、TLR 発現細胞を用いた評価法が知られており、
オリゴ核酸に反応する TLR3, 7, 8, 9 をそれぞれ発現させた HEK293 細胞を用いることが可能で
ある。この評価系は各 TLR 遺伝子のほか、TLR の活性化をモニターするレポーター遺伝子が導
入されており、レポーターに特異的に反応する基質と反応させることで、TLR の活性化を評価
することができる。 
一方、「③細胞内蛋白との結合による毒性」に関しては、毒性発現のメカニズムが不明である

ことなどから、③の経路に特化した安全性評価法は確立されていない。特に、③に由来する毒
性の代例である肝毒性は、核酸医薬品による毒性発現の中で最も懸念が大きいとされている。
肝毒性機序に関しては、TGC や TCC 配列を有するアンチセンスをマウスに投与すると高頻度で
肝毒性が認められ、その要因の 1つとして、これらの配列が細胞内において何らかのタンパク
質を認識し結合することが報告されているが、詳細はわかっていない（Hollingshead et al., 
Nucleic Acids Res., 2014, 4882-91）。現状では、経路③による肝毒性を可能な限り回避する
試みとして、核酸医薬品の候補配列を選択する段階で、マウスにおける肝毒性の発現を指標と
したスクリーニング試験が実施されている。しかし、この評価方法は「ヒトにおける肝毒性発
現を予測できる保証がないこと」が最大の問題点として挙げられる。Kynamro がマウス肝毒性
スクリーニングをクリアしたにも関わらず、ヒトで肝毒性を誘発する事実を考慮すると憂慮す
べき問題であり、早急に「開発段階において、マウスではなく“ヒト”での肝毒性を評価する
手法」を開発する必要がある。以上の観点から、経路③の中でも最も懸念が大きい肝毒性につ
いて、核酸医薬品による肝毒性発現の誘導機序の解明とヒトでの肝毒性を予測可能な in vitro
試験法の確立が重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「核酸医薬品によるヒトでの肝毒性発現の誘導機序を明らかにし、肝毒性発

現を予測可能な方法論を確立する。」ことである。具体的には、①核酸医薬品による肝毒性の誘
導における Key 分子を探索する。②これら Key 分子を評価指標とし、肝毒性発現を予測可能な
in vitro評価法を確立する。本研究では、まず代表的な核酸医薬品の１つであるアンチセンス
による肝毒性誘導機序の解明を試みた。本研究は国内外において研究開発・承認審査のガイド
ラインが存在していない核酸医薬品の開発環境整備に大きく貢献できると考えられ、レギュラ
トリーサイエンス研究の分野においてその貢献度は極めて高いことが期待される。 
 

３．研究の方法 
現在報告されている核酸医薬品の肝毒性は、核酸医薬品と細胞内蛋白との結合することが主

要因と予測されている。しかし、実際には、配列依存的オフターゲット効果や Toll 様受容体
（Toll like Receptor; TLR）等を介した自然免疫系の活性化など、最終的には他の様々な要因
が重なり発症していると考えられる。そのため、特に肝毒性誘発のきっかけとなるような Key
分子を探索する場合、複合要因となりうる要素をできる限り回避した条件で検証をする必要が
あると考えられる。実際に、ここまでの肝毒性の研究において使用されているアンチセンスは、
製薬企業の核酸医薬品開発でドロップアウトした候補品であり、相補配列依存的オフターゲッ
ト効果（経路 1）および自然免疫系の活性化（経路 2）に起因する毒性が排除されているわけで
はない。そこで本研究ではまず、細胞内蛋白との結合による毒性に特化した肝毒性評価方法を
確立するため、「経路 1および 2による毒性発現を完全に排除したアンチセンス」を独自に抽出
する。これらの“毒性アンチセンス”と誘発しない“無毒性アンチセンス”を用いて、マイク
ロアレイ解析等によりマウス肝臓における遺伝子発現変動を解析し、核酸医薬品による肝毒性
の要因となる Key 分子の同定を進める。 
 
４．研究成果 
(1) 相補配列依存的オフターゲット効果を回避したアンチセンスの選別 
アンチセンス等の短い塩基配列と相補性を有する遺伝子を高速に漏れなく抽出する検索アル



ゴリズムを利用して、ヒト及びマウスゲノムとヒットしないアンチセンス配列をコンピュータ
ー上で作成した。設計した各配列について塩基配列の相同性の検索ツールである「GGGenome」
を用いて、ヒト・マウスの全ゲノムを対象としてヒットする領域の数を算出した。設計したア
ンチセンス配列の塩基長は、近年の核酸医薬品の開発動向も加味し、14 塩基長とした。GGGenome
と最適化した抽出プログラムを併用することで、「少なくとも完全相補および 1塩基ミスマッチ
するヒト・マウス mRNA が存在しないアンチセンス」を同定し、この中からさらに「ゲノムとの
相同箇所ができるだけ少ないアンチセンス」を抽出した。その結果、①少なくとも完全相補お
よび 1塩基ミスマッチするヒト・マウス mRNA が存在せず、かつ、②含有する CG 配列が 1つ以
下であるアンチセンスを数百本同定した。 
 
(2) 自然免疫系の活性化を回避したアンチセンスの選別 
相補配列依存的オフターゲット効果を回避したアンチセンスについて、自然免疫系の活性化

能を評価した。その際、アンチセンスは 1 本鎖 DNA を基本構造とするため、1 本鎖 DNA を認識
する TLR9 の活性を指標とした。約 200 本弱の相補配列依存的オフターゲット効果を回避したア
ンチセンスを合成し、TLR9 発現細胞に作用させた際の TLR9 活性を評価したところ、今回解析
したアンチセンスではいずれも TLR9 の活性化は認められなかった。 

 
(3) 肝毒性誘導アンチセンスの選別 
肝毒性を誘導する“毒性アンチセンス”と誘発しない“無毒性アンチセンス”を選別するた

め、経路 1、経路 2 を回避した約 200 本弱のアンチセンスをマウスに投与し、肝毒性の誘導の
有無を評価した。肝毒性については、肝毒性マーカーとして知られる ALT（アラニンアミノト
ランスフェラーゼ：主に肝臓に多く含まれる酵素で、肝毒性が起こると血中に漏出する）を指
標に評価した。評価系を構築した後、順次「経路 1、経路 2 を回避したアンチセンス」につい
て肝毒性誘導の有無を評価し、最終的に 3本の肝毒性アンチセンスの選別を完了した。 
 

(4) 肝毒性誘導の Key となる分子の探索 
（1）～（3）までの解析で選別した肝毒性を誘導する“毒性アンチセンス”と誘発しない“無

毒性アンチセンス”をマウスに投与し、肝由来 RNA を用いてマイクロアレイ解析を行った。本
解析では、研究目的が“アンチセンスオリゴ核酸本体による特定の肝毒性の誘導機序を解明す
ること”を踏まえ、実験条件を設定した。マイクロアレイ解析において、肝毒性が誘導した条
件では、2次的な遺伝子発現の変動が起こってしまい、これらがノイズとなって誘導初期の Key
となる分子の探索が困難となる可能性が高いと考えられる。そこで、アンチセンスを投与して
6 時間後におけるマウスの肝臓由来 RNA を用いてマイクロアレイ解析を行った。本条件では、
いずれのアンチセンスにおいても 6時間後に肝毒性の誘導は認められなかったことを確認して
いる。各アンチセンスを投与したマウスにおいて、コントロール群（生理食塩水投与群）と比
較して 2倍以上発現変動した遺伝子が数百個単位で抽出できた（いずれかが肝毒性マーカーの
候補分子となる可能性があると予想される）。現在、肝毒性を誘発するアンチセンスと誘発しな
いアンチセンスの変動した遺伝子群を様々な観点から比較し、アンチセンスによる肝毒性の誘
導において Key となる分子の探索を実施している。 
 

(5) まとめ 
① 相補配列依存的オフターゲット効果(経路 1)、および自然免疫の活性化（経路 2）の影響

を排除し、細胞内蛋白等の生体分子との結合（経路 3）に起因する肝毒性を誘導するアン
チセンスを同定した。 

② 独自に見出いたアンチセンスを用いて、経路 3を介した肝毒性の誘導に寄与する可能性の
ある候補分子を見出した。 

③ 今後、統計学的な解析を実施することで候補分子の選別を進める。また、in vitro評価法
を構築するため、誘導するアンチセンスをマウス肝細胞株に作用させた際に、本研究で実
施したマイクロアレイ解析から見出した候補分子の変動を解析を進める。最終的にヒトで
の肝毒性発現の誘導機序の解明、および肝毒性発現を予測可能な方法論を確立するため、
ヒト肝細胞キメラマウスやヒト肝由来細胞等を用いて、これらの候補分子の変動がヒトで
の肝毒性発現との相関性を検証し、ヒトでの肝毒性を予測する評価指標となるか判断する。 
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