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研究成果の概要（和文）：miR302,miR200c の天然型配列を元にガイド鎖とパッセンジャー鎖をそれぞれ20種前
後、組み合わせで400 種、合計800 種の候補配列を設計した。これまでの経験に基づき生体内のRNA分解酵素に
耐えうると予想される配列の設計を行った。スクリーニングを行い、人工架橋型miR302, 200cをそれぞれ3種類
程度まで絞り込んだ。この核酸を自然膵癌及大腸癌発癌モデルマウスに投与し、治療実験を行った。癌の体積を
継時的に計測及び有害事象の有無を検討した。これにより最も効果の強い人工架橋型核酸を決定した。

研究成果の概要（英文）：We designed 20 kinds of guide chain and a passenger chain based on natural 
sequence of miR302 or miR200c. 400 kinds of artificial nucleic acid medicine were elaborated. The 
arrangement expected that a RNase in the body could be endured based on the former experience was 
designed. A screening was performed and even about 3 kinds of the artificial building type miR302, 
200c was narrowed down respectively. These nucleic acids were injected to natural pancreatic cancer 
and a colon cancer carcinogenic model mouse. The volume of the cancer was measured and a presence of
 adverse event was monitored. Finally we identified the most efficient artificial building type 
nucleic acid medicine.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
我々を含む内外の研究成果で、胎生期に発現
する 3 種類のマイクロ RNA (miR369, 302, 
200c)を利用すれば細胞のリプログラミング
が可能であることが明らかになった（PNAS 
2010; Cell Stem Cell 2011 他）。さらに我々
は既存の抗癌剤への抵抗姓を持つ軟知性消
化器癌幹細胞にこれら 3 種のマイクロ RNA
を導入するとリプログラミング効果により
癌幹細胞はその性質を大きく変え、細胞死ま
たは既存の抗癌剤への感受性を獲得した細
胞へと変化することを見出した(PNAS 2010; 
PLoS One 2015)。即ちこれら 3 種類のマイ
クロ RNA を核酸医薬品として開発すること
は難治性消化器癌の根絶につながると考え
られる。しかし核酸医薬品の開発には大きな
ハードルがある。一般に RNA は体内に多量
に存在(唾液、汗など)する RNA 分解酵素によ
り速やかに分解されてしまうこと、更にマイ
クロ RNA を核酸医薬品として扱う際は特に
オフターゲット効果が高いこと等から医薬
品としての効果が低いことが知られている。
そこで分子安定性（RNA 分解酵素耐性）と
オフターゲット効果の低減を実現するため
には、人工架橋型分子修飾（2’5’共有結合・
S 化 ・ リ ン 酸 化 等 ）（ 国 際 特 許 ：
PCT/JP2010/068409；小比賀ら共同）を用い
た核酸医薬品の開発が最適であると考えら
れる。このような核酸医薬品の最適化はこれ
までに類を見ない研究ではあるが核酸医薬
品の発展には必須であり、早期の医薬品の実
現に向けて加速的に実施する必要がある。
我々はこれまでに 3 種類のマイクロ RNA の
うち miR369 から人工架橋型核酸を設計し、
約 400 種類の改変型試作品を合成、活性を調
べた。その結果、天然型に比較して標的蛋白
質翻訳を抑制または亢進する候補配列が同
定され、特異的な分子機構を解明した（PLos 
One 2015）。本申請ではこの成功例を踏まえ
て、miR200 と miR302 の人工設計を行い、
天然型よりも核酸医薬品として機能が勝る
シーズ最適化を進め、早期の革新的創薬を実
現化する。さらにこの最適化した核酸医薬品
を生体内で安全かつ有効に局所到達させる
為に、核酸に最適なドラッグデリバリーシス
テ ム ( ユ ニ ッ ト PIC) （ 国 際 特 許 ：
PCT/JP2008/070154；これまでの共同研究に
より開発）に搭載し、世界初の人工架橋型マ
イクロ RNA 核酸医薬品を実現化する。 
 
２．研究の目的 
我々は既存の抗癌剤への抵抗姓を持つ軟知
性消化器癌幹細胞にこれら 3 種のマイクロ
RNA を導入するとリプログラミング効果に
より癌幹細胞はその性質を大きく変え、細胞
死または既存の抗癌剤への感受性を獲得し
た細胞へと変化することを見出している。こ
れら 3 種類のマイクロ RNA を核酸医薬品と
して開発することは難治性消化器癌の根絶
につながると考えられる。しかし RNA は体

内に多量に存在する RNA 分解酵素により速
やかに分解されてしまうこと、更にマイクロ
RNA を核酸医薬品として扱う際は特にオフ
ターゲット効果が高いこと等から医薬品と
しての効果が低いことが知られている。そこ
で分子安定性とオフターゲット効果の低減
を実現するためには、人工架橋型分子修飾を
用いた核酸医薬品の開発が最適であると考
えられる。このような核酸医薬品の最適化は
これまでに類を見ない研究ではあるが核酸
医薬品の発展には必須であり、早期の医薬品
の実現に向けて加速的に実施する必要があ
る。我々はこれまでに 3 種類のマイクロ RNA
のうちmiR369から人工架橋型核酸を設計し、
約 400 種類の改変型試作品を合成、活性を調
べた。その結果、天然型に比較して標的蛋白
質翻訳を抑制または亢進する候補配列が同
定され、特異的な分子機構を解明した。本申
請ではこの成功例を踏まえて、miR200 と
miR302 の人工設計を行い、天然型よりも核
酸医薬品として機能が勝るシーズ最適化を
進め、早期の革新的創薬を実現化する。さら
にこの最適化した核酸医薬品を生体内で安
全かつ有効に局所到達させる為に、核酸に最
適なドラッグデリバリーシステムに搭載し、
世界初の人工架橋型マイクロ RNA 核酸医薬
品を実現化する。 
 
３．研究の方法 
miR302,miR200c 人工修飾配列のデザイン 
は天然型配列を元にガイド鎖(mRNA の 3’
非翻訳領域に結合する鎖)とパッセンジャー
鎖(ガイド鎖に結合し 2 本鎖マイクロ RNA を
形成する鎖)をそれぞれ 20 種前後、組み合わ
せで 400 種、合計 800 種の候補配列を設計
した。これまでの経験に基づき生体内のRNA
分解酵素に耐えうると予想される配列の設
計を行った。設計した人工修飾配列の核酸を
１次スクリーニング(ルシフェラーゼレポー
ターアッセイ)及び 
2 次スクリーニング(癌細胞の増殖能、抗癌剤
感受性を指標としたアッセイ)により最適な
配列の決定を行った。さらにドラッグデリバ
リーシステムによる動物実験により最も効
果の強い人工架橋型核酸を決定した。 
 
４．研究成果 
(i)miR302,miR200c 人工修飾配列のデザイン 
miR302,miR200c の天然型配列を元にガイド
鎖(mRNA の 3’非翻訳領域に結合する鎖)とパ
ッセンジャー鎖(ガイド鎖に結合し 2 本鎖マ
イクロ RNAを形成する鎖)をそれぞれ 20種前
後、組み合わせで 400 種、合計 800 種の候
補配列を設計した。これまでの経験に基づき
生体内のRNA分解酵素に耐えうると予想され
る配列の設計を行った。 
 (ii)１次スクリーニングによる最適配列の
絞り込み 
スクリーニングはこれら設計した人工マイ
クロ RNA を合成し、上記のルシフェラーゼレ



ポーターアッセイを行うことでルシフェラ
ーゼの発光量を計測した。この 1次スクリー
ニングにより miR302,miR200c の最適な人工
架橋型配列をそれぞれ 10 種類程度まで絞り
込んだ。 
 (iii)抗癌作用検討による２次スクリーニ
ング 
1次スクリーニングにより10種類程度まで絞
り込んだ miR302, 200c をそれぞれ大腸癌、
膵臓癌細胞株へ導入しその効果検討を行っ
た。効果検討は細胞の増殖能、細胞死の割合、
また、抗がん剤(5-FU やジェムシタビン)との
併用投与を行い細胞の生存率を測定した。こ
のスクリーニングにより人工架橋型 miR302, 
200c をそれぞれ 3 種類程度まで絞り込んだ。 
 (iv)ドラッグデリバリーシステムによる動
物実験 
自然膵癌及大腸癌発癌モデルマウス(癌組織
はルシフェラーゼで発光するため動物の外
部から癌を観察することが可能なマウス)を
用いて治療実験を行った。治療実験には 2次
スクリーニングで絞り込んだ人工架橋型
miR302, 200cをドラッグデリバリーシステム
(ユニット PIC)に搭載した形で使用した。ユ
ニット PICに 2次スクリーニングで絞り込ん
だ人工架橋型核酸を搭載した。マウス尾静脈
から投与し、癌の体積を継時的に計測した。
また同時に有害事象の有無も検討した。これ
により最も効果の強い人工架橋型核酸を決
定した。 
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