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４．研究開発の成果 

 

本年度は、本事業の目的は第３世代ヘテロ核酸に認められる肝毒性を回避するために、まずその副作

用のメカニズムの解明を優先的に行う。そのために、副作用のメカニズムの基盤となる生体内での

DNA/RNA の生物学的機序の解明を平行して行う。また肝臓への negative DDSの技術を開発するため

に、HDO とビタミン E との間のエチレングリコール(EG)リンカーの最適化と、Toc-HDO と生体適合

性高分子であるポリエチレングリコール(PEG)のコンジュゲート体の合成を行い、その効果をマウスで

実証する。並行して、positive ターゲティングの proof-of-concept (POC)の確立のために、標的細胞表

面に結合するペプチドリガンドもしくは抗体リガンドを 1 つか 2 つ選び、HDO のコンジュゲート体を

新たに合成する。また現在の核酸医薬品は、皮下または静脈投与であるが、より非侵襲性投与方法の開

発のために、腸管上皮(小腸)細胞層のバリア機能を担うタイトジャンクション（TJ）に着目し、TJ機能

を制御することにより HDO の経口投与を可能かどうかについて検討する。加えて TJ 機能を制御する

ことによって HDOの経皮吸収の可能性についても併せて検討する。 

東京医科歯科大学担当として、1)ヘテロ核酸(HDO)によ

る副作用の機序の解明のために以下の項目について検討

を行った。a)血中動態の解明 b) 配列や配列長による副作

用の変化 c)新規人工核酸を用いた毒性軽減の有無につ

いて検討を行った。a)に関してはマウスに一部に蛍光を付

加したアンチセンス核酸(ASO)およびHDOを高用量群と

低用量群を投与し経時的に、血清を回収し、その血中動

態を解析した。図のように HDO では ASO と比較して 

著明に血中滞留性が増強されており、これが HDOの効果

を反映していると考えられた。 

b)に関しては新たな標的遺伝子でも、配列の調整や長さ

の調整により肝毒性が出現しなくなることを確認している。これらは複数回投与でも特に肝毒性を誘発

しなかった。c)に関しては新規人工核酸を用いることで HDOの毒性を軽減することが可能か検討した。

従来の LNA ではなく、共同研究者から供与された新規人工核酸に置換して、投与したところ、効果は

殆ど変化せず、肝機能障害は右の図のように劇的に

軽減していいた。もう 1 種類の新規人工核酸でも遺

伝子抑制効果は、やや減弱したが、劇的に肝毒性は

軽減しており、HDOの毒性軽減に成功している。 

また 2)副作用の基盤となる HDO の生物学的機序

の解明のために HDO 投与後 3 時間後の肝臓の MS

解析をした。その結果、HDOと結合すると考えられ

る蛋白質の候補がいくつか同定された。生体内に内

因性の短鎖DNA/RNAが存在するか否かを検証する

ために、マウス肝組織から RNase Hへの抗体を用いて pull downしたサンプルから、ssDNAと考えら



れる DNAを次世代シークエンスにて確認した。 

東京大学での分担研究では、トコフェロール結合型ヘテロ核酸（Toc-HDO）の肝臓への集積（もしく

は肝毒性）の回避（ネガティブターゲティング）、および標的組織・細胞への積極的な集積（ポジティ

ブターゲティング）を目標とし、機能性高分子-HDOコンジュゲートの分子設計を行った。ネガティブ

ターゲティングに向けた取り組みとして、Toc-HDO と生体適合性高分子のコンジュゲート体を合成し

た。組成が異なる種々の生体適合性高分子を用いてコンジュゲート体の比較検討を行ったところ、一定

の組成において肝毒性の低減が認められた。また、生体適合性高分子の導入法も検討し、簡便な導入法

を確立した。ポジティブターゲティングに向けた取り組みとしては、積極的に標的細胞表面に結合する

リガンド分子搭載高分子の合成を検討した。実際に、がん細胞表面などに過剰発現することで知られる

受容体に特異的に結合するリガンド分子を搭載した高分子を合成することに成功している。 

ヘテロ核酸の経口・経皮投与に資する Tight Junction (TJ) modulatorの創製として大阪大学分担研

究では以下の成果を得た。(1) TJバリアを構成する主要分子 claudinに対する binderである C-CPE と

m19、および angulin binderである Ib421-664によるヘテロ核酸の経腸吸収促進効果を検証した結果、

C-CPEおよびm19によりヘテロ核酸がマウス小腸から吸収され、肝臓に送達されることを明らかにし

た。ヘテロ核酸および TJ binderを作用させた後の小腸組織を病理解析したところ、組織障害性は認め

られなかった。また、本技術に関する特許出願を行った。(2) TJ binderによる経口投与技術開発のため

の予備検討として、TJBを経口投与した際の安全性評価を行った結果、障害性は認められなかったもの

の、微量ながら血清 IgGの上昇が確認された。(3) ヘテロ核酸の吸収促進活性向上を目指した改良型 TJ 

binderを開発する準備として、ヘテロ核酸の細胞間隙透過性を in vitroで評価する系を構築した。(4) TJ 

modulatorによる経皮吸収促進活性を評価するため、TJ modulatorである化合物 Xによるマウス皮膚

における薬物吸収促進効果を検証した結果、モデル薬物である分子量 4kDaの FITC-dextran (FD-4)が

皮膚から吸収され血中にまで移行することを明らかとなった。 


