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研究成果の概要（和文）：本研究では、リガンド分子を用いず２本鎖核酸医薬単独での有効性向上、並びに
RNaseH非依存性の核酸医薬への応用を試みた。デュシェンヌ型筋ジストロフィーの原因遺伝子ジストロフィンに
対するスプライシングスイッチ核酸医薬（SSO）のデザインし、2本鎖SSOでの有効性をin vitro, in vivoで検討
した。対象となるジストロフィンmRNAでのエクソンスキッピング比率を検討したところ二本鎖SSOでin vitro, 
in vivoでのエクソンスキッピングを誘導することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Here we developed a new class of RNaseH independent therapeutics 
oligonucleotide without a ligand conjugation. We assessed in vitro and in vivo efficacy of 
double-stranded SSO (splicing switching oligonucleotide) targeting dystrophin, which is causative 
gene of Duchenne muscular dystrophy (DMD). We achieved exon skipping of the dystrophin mRNA by 
double-stranded SSO in vitro and in vivo.

研究分野：遺伝子治療

キーワード： 核酸医薬

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
１本鎖であるアンチセンス核酸(ASO)に相補
鎖核酸をハイブリダイズさせた全く新規の
核酸医薬である DNA/RNA２本鎖アンチセ
ンス核酸(２本鎖 ASO)を開発した。２本鎖
ASOでは ASO主鎖の有効性に影響を与える
ことなく相補鎖側にリガンド分子を結合す
ることが可能となり、in vivo で ED50 が
0.03mg/kgとほぼ世界最高の肝臓の内因性遺
伝子の抑制効果を達成した。一方で、用いた
核酸医薬は RNase H依存性の核酸医薬に限
られ、有効性の向上にはリガンド分子の結合
を要するため応用に限界が生じていた。そこ
で本研究では、RNaseH「非」依存性の核酸
医薬への応用を、リガンド分子を用いず２本
鎖核酸医薬単独で達成することで、２本鎖
ASO の限界を克服してあらゆる核酸医薬の
効果を飛躍的に向上させることを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、リガンド分子を用いず２本鎖核
酸医薬単独での有効性向上、並びに RNaseH
非依存性の核酸医薬への応用を試みた。デュ
シェンヌ型筋ジストロフィーの原因遺伝子
Dystrophin(現在 splicing 制御の１種である
Exon skipping による臨床治験が進んでい
る)に対するスプライシングスイッチ核酸医
薬（SSO）のデザインし、in vitro(筋細胞で
ある C2C12細胞へのトランスフェクション), 
in vivo（病態モデルマウスである mdx マウ
スの前脛骨筋に筋肉注射投与）で exon 
skippingの誘導能を検討した。具体的には in 
vitro にて核酸医薬デザインの検討(1)、2 本
鎖 SSOの有効性検討を in vitro (2), in vivo 
(3)にて行った。 
 
３．研究の方法 
(1)核酸医薬デザインの検討 
組み込む核酸医薬として、デュシェンヌ型筋
ジストロフィーの原因遺伝子 Dystrophin(現
在 SSO による臨床治験が進んでいる)の
exon23 を skipping する効果を持つ SSO に
ついて検討した。化学修飾としては全てホス
ホロチオエート結合を基本骨格とした
LNA(Locked nucleic acid)と DNAが混在し
た LNA-DNA mixmerとした(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：LNA-DNA mixmerの化学修飾 

配列デザインとしてはエクソン 23-イントロ
ン 23 ジャンクション部において既報で優れ
たexon skipping誘導能が報告されている20
塩基部を中心に、図 2のように 13-20塩基長
の SSOを種々の配列にて設計した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：SSOの配列デザイン 
 
上記の SSOを最終濃度が 1µMとなるように
そ れ ぞ れ を Lipofectamine 3000 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) を 用 い て
C2C12細胞へ transfectionを行った(n = 3)。
Transfection72 時間後に. ISOGENⅡ(日本
ジーン )にて RNA を抽出し、 one-step 
RT-PCR (QIAGEN® OneStep PCR Kit)を以
下の primer を用いて行った (forward: 
ATCCAGCAGTCAGAAAGCAAA、reverse:  
CAGCCATCCATTTCTGTAAGGT)。上記最
終産物を 4％アガロースゲルにて電気泳動し、
exon23の skipping比率を導出し、比較検討
し優れた exon skipping誘導能を有するSSO
デザインを導出した。 
 
(2) 2本鎖 SSOの有効性検討 (in vitro) 
 上記にて導出された 1本鎖 SSOとそれを相
補的な RNA 鎖をアニーリングさせ、2 本鎖
SSOを作成した。具体的には 1本鎖 SSO、2
本鎖 SSO を等モル量にて混合し、95℃で 5
分間加熱し、その後 37℃に冷却して 1時間保
持しアニーリングさせた。上記の 1本鎖及び
2 本鎖 SSO を(1)と同様に C1C12 細胞に
transefectionさせ、同様に exon skipping効
率を検討した。 
 
(3) 2本鎖 SSOの有効性検討 (in vivo) 
 上記と同様の 1本鎖及び 2本鎖 SSOをデュ
シェンヌ型筋ジストロフィーの病態モデル
マウスである mdx マウスにて有効性検討を
行った。具体的には上記SSOを 6週齢のmdx
マ ウ ス の 両 側 前 脛 骨 筋 に そ れ ぞ れ
7nmol(350nmol/kg)を筋肉内投与した。(n=4, 
陰性対象群として PBS投与群を n=2にて行
った)筋肉内投与の 2 週間後に屠殺し、前脛
骨筋を採取した。上記を ISOGENⅡ(日本ジ
ーン)にて RNA を抽出し、  (1)と同様に
one-step RT-PCR法にて exon skipping効率
を算出した。 
 



４．研究成果 
(1)核酸医薬デザインの検討 
(A)配列の検討 
13 塩基長の SSO を図２の如くデザインし、
Lipofectamine 3000を用いて C2C12細胞へ
1µM にて transefection したところ、exon 
skipping誘導を認めた(図 3)。（図 3において、
陰性対象群である lipofectamine のみ
transfection した群では認めない下方のバン
ドが各種 SSO の transfection 群で出現し、
同バンドを sequenceし exon23 skippingが
誘導されていることを確認した）。以上から
優れたexon skipping誘導率を有するSSO配
列(4+)を導出した。(図３、４) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：13 塩基長 SSO での配列検討における
RT-PCR 結果 (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4：13 塩基長 SSO での配列検討における
exon skipping 誘導率(%) (n=3, mean values 
± s.e.m) 
 
(B)鎖長の検討 
13-20塩基長のSSOを図２の如くデザインし、
Lipofectamine 3000を用いて C2C12細胞へ
1µMにて transefectionしたところ、図 5の
exon skipping 誘導能を認め、優れた exon 

skipping 誘導率を有する SSO 塩基長(13 塩
基長)を明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5： SSO での塩基長検討における RT-PCR
結果 (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6：SSO での塩基長検討における exon 
skipping 誘導率(%) (n=3, mean values ± 
s.e.m) 
 
(2) 2本鎖 SSOの有効性検討 (in vitro) 
(1)により明らかとなった優れた exon 
skipping 誘導能を有する SSO(4+)を用いて 2
本 鎖 SSO を 合 成 し 、 (1) と 同 様 に
Lipofectamine 3000を用いて C2C12細胞へ
1µM にて transefection したところ、2 本鎖
SSO においても exon skippingを誘導するこ
とに成功した。(図 7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7：in vitro での 1本鎖及び 2本鎖 SSO に
よる exon skipping 誘導検討における RT-PCR
結果 (n=3) 
 
(3) 2本鎖 SSOの有効性検討 (in vivo) 
(1)により明らかとなった優れた exon 
skipping 誘導能を有する SSO(4+)を用いて 2
本鎖 SSO を合成し、有効性検討を行った。具
体的には上記 SSOを 6週齢のmdxマウスの



両側前脛骨筋に 7nmol(350nmol/kg)を筋肉
内投与し (n=4, PBS投与 n=2)、2週間後に
exon skipping 誘導を評価したところ、2 本
鎖SSOにおいてもexon skippingを誘導する
ことを in vivoでも明らかとした。(図 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8：in vivo における 1本鎖及び 2本鎖 SSO
による exon skipping 誘導検討における
RT-PCR 結果 (n=3) 
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