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研究の概要（４行以内） 
二本鎖ヘテロ核酸は、新たな分子構造・作用機構を有し、既存の核酸医薬の 10～1000倍の有効性を示す。

加えて、生体の血糖値を操作することにより、全身投与で高分子医薬を効率的に中枢神経系に送達するデ

リバリーシステムも開発した。本研究ではグルコーストランスポーターに結合して中枢神経系に送達され

るヘテロ核酸を創生し、全身投与で中枢神経系の遺伝子制御を可能とする革新的な核酸医薬を開発する。 

研 究 分 野：生体医工学・生体材料学 

キ ー ワ ー ド：ヘテロ核酸/グルコーストランスポーター/抗体工学/リサイクリング 

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

来の核酸医薬とは、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）。既存の核酸

医薬の 10～1000 倍の有効性を示す。しかし、高分子で

あるヘテロ核酸は、やはり血液脳関門（BBB）を通過は

できずに、脳だけは遺伝子制御ができなかった。一方、

我々は平行して、BBB 通過の技術開発を進め、臨床検査

であるフルオロデオキシグルコース PET が早朝空腹時

に行われることにヒントを得て、Glucose transporter 1 
(Glut1) の脳血管内皮細胞内リサイクリングを利用した。

Glut1 は、脳血管内皮細胞の血液側と脳側の両側の細胞

膜上に発現するが、空腹状態では Glut1 は脳にグルコー

スを供給するために血液側の細胞膜に集まることが知

られている。この血液側細胞膜上の Glut1 は、血糖値の

上昇に伴って細胞内に内在化するが、リサイクリングに

伴って血液側だけでなく脳側の細胞膜上にもトランス

サイトーシスされる作業仮説を立てた。実際に、表面に

グルコースを結合させたグルコース結合ミセルを、一昼

夜絶食状態のマウスに静脈投与して、その後にグルコー

ス溶液を投与して血糖値を上昇させると、血糖値の上昇

に伴って投与量の 6％という驚異的なグルコース結合ミ

セルの脳内移行が達成され、神経細胞やミクロクリアの

細胞質や核への導入が確認された。 
２．研究の目的 
 本研究では、ミセルではなくヘテロ核酸に直接 Glut1
結合抗体を結合させて、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

抗体のGlut1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Glut1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。また、目的に応じて、Glut1 結合リガンドと反対の

RNA鎖末端に、脳内での導入細胞種の選択性を規定しう

る第 2リガンドを結合させることも考慮する。 

３．研究の方法 
 Glucose transporter 最適な低分子抗体クローンを得

るためには、１）エピトープの異なる複数の VHH クロ

ーンを得ること ２）臨床展開を図るためにヒトとマウ

ス双方の Glut に対する特異的分子認識能を持つクロー

ンを得ること、３）抗原に対する相互作用様式を精査し、

親和性の強弱、親和性の pH 依存性に関するプロファイ

ルが異なるクローンを創出すること、４）ヘテロ核酸へ

の結合に耐えうる安定な VHH クローンを得ること、が

必要となる。また血糖変化依存性に Glut1 がトランスサ

イトーシスされる生体側の機序の解明を共焦点顕微鏡

や電子顕微鏡を用いて行う。今後、Glut1 抗体結合ヘテ

ロ核酸の神経難病への分子標的治療としての有効性を

検証するために、神経難病の中でもアンメットメディカ

ルニーズのもっとも高く、その進行の速さから臨床試験

が比較的容易な筋萎縮性側索硬化症を対象として配列

のスクリーニングを行う。 

４．これまでの成果 
 当研究プロジェクトでは、血液脳関門通過性ヘテロ核

酸を作製するため、Glut1 結合抗体にヘテロ核酸をコン

ジュゲートする。そのための抗体クローンの取得を行う。

これまでに、アルパカおよびウサギ、マウスを用いた免

疫を行い、適宜ファージディスプレイ法を組み合わせな

がら抗体選択を行うことにより、各種抗 Glut1 抗体を取

得してきた。その結果、Glut1 を一過性発現させた哺乳

細胞上において抗原に結合性を示す抗体クローンの取

得に成功している。しかしながらマウスを用いた in vivo
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の実験において脳内移行性を確認するには至っていな

い。新たに認識するエピトープを限定するため、Glut1
の複数種の部分断片をそれぞれキャリアータンパク質

にコンジュゲートさせた融合タンパク質を活用した抗

体選択を行っている。さらに、Glut1 と同じファミリー

に属する Glut4 についても同様にペプチドを用いたウサ

ギ免疫およびファージディスプレイ法を活用した抗体

取得を試みている。現在までに Glut4 に関してはペプチ

ドに対する結合クローンをウサギに免疫することで複

数取得しており、モノクローナルとした各抗体クローン

を用いて細胞免疫染色を行い、細胞上での抗原結合活性

ならびに細胞内移行活性について評価している。また、

標的ペプチドとの相互作用について、物理化学的手法を

用いた解析を行うことにより、結合親和性および相互作

用の熱力学的パラメータの算出に成功している。今後、

抗体による細胞上での抗原認識の差や細胞内取り込み

活性と in vitro での結合親和性やエピトープでの解析

を比較し、両抗原の細胞内動態について分子レベルで検

証を行う。さらに、それぞれの抗原に対する抗体につい

て、十分な細胞内への移行活性が確認されたクローンに

ついてはヘテロ核酸とのコンジュゲートを行い、抗体を

介した血液脳関門通過性ヘテロ核酸の開発を進める。動

物実験では 以前に報告したグルコースミセルの系を

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決定した。さらに Glut1 の

みでなく脂質リガンドでも同様に Fasting や Glucose 

control 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。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。神経難病で

の原因遺伝子である SOD1 に対して新たな配列のスクリ

ーニングを行った。また In vivoにおいてその効果を検

討して、十分な抑制効果を得ている。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。 

５．今後の計画 
 細胞上で Glut1を認識する抗体の取得には成功したも

のの、現時点でマウス実験によって脳内移行性を確認す

るに至っていない。そのため、当初の実験計画に加え、

標的 Glut1に対してより広範な標的部位をエピトープと

して認識する抗体の取得を試みる。当初の予定通りその

上でヘテロ核酸に結合させて、脳内移行性を検討する予

定である。加えて Glut1脳内移行には投与前に絶食の処

置が必要となり、実際の医療では患者負担がかかること

が考えられる。そこで並行して食事の影響を受けにくい

リガンドの開発も検討する。 
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