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01はじめに

COVID-19の感染拡大による社会の変化により核酸の重要性
が大きく増している。mRNAワクチンは最も有効なワクチンとし
て、real-timePCRやLamp法による遺伝子検査は信頼性の高い
感染診断法として、ヌクレオチドアナログ薬はウィルス性疾患に
対する最も効果の高い治療薬として、COVID-19の感染拡大の
抑制に貢献し、with/postコロナ社会においても引き続き核酸
の需要が伸びると予想されている。
ところで、mRNAのような数千塩基長の長鎖核酸の場合は酵
素法で合成されるが、数十から百塩基程度のオリゴヌクレオチド
は化学合成法で合成される。オリゴヌクレオチドは、核酸医薬品
やPCR用プライマー/プローブ、コンパニオン薬、ゲノム編集用
guide RNA、核酸系アジュバントなどその応用範囲が広く、大き
な市場を形成している。
オリゴヌクレオチドの化学合成においては、ヌクレオシド 3’-ホス
ホロアミダイトモノマーと呼ばれるモノヌクレオチドをビルディン
グブロックとして、任意の配列を自動合成装置に入力することで
合成される。モノヌクレオチドをビルディングブロックとする合成
法は1976年にLetsinger博士によるホスファイト法の発表1)に端
を発し、1981年にCaruthers博士がホスホロアミダイト法2)に発
展させ、1984年にKöster博士がホスホロアミダイト原料の保護
基をDMTr基、2-シアノエチル基、アシル基とすることで再現性
良く核酸を合成できることを示し3)、ビルディングブロックの構造
が固定された （図1）。現在では3’、5’両末端への官能基の導入
や核酸塩基部やリボース部の化学修飾にも対応したホスホロア
ミダイトモノマーが市販されており、複雑な構造のオリゴヌクレ
オチドの合成も可能となっている。
しかし、オリゴヌクレオチドの用途の拡大によりこれまで利用され
てきたオリゴヌクレオチド合成法の課題が顕在化し、核酸市場の
発展におけるボトルネックとなっている。本稿ではナティアスのオ
リゴヌクレオチド合成技術開発の取り組みについて紹介したい。

02Blockmer®の開発

オリゴヌクレオチドの製造上の課題は以下の通りであり、製造産
業におけるQCDS（品質、コスト、納期、スケーラビリティ）全てに
おいて顕在化している4)。

（1）多段階合成による多様な不純物の蓄積と不完全な除去
（2）原料・反応剤・溶媒の過剰使用、大量の廃棄物
（3）バッチスケールの限界

上記問題を解決するための手段として複数のモノヌクレオチド
が連結したものを原料/中間体とする手法がある。ペプチド合成
においてはセグメント縮合法として知られ、核酸製造においては
Khoranaらによる初期のオリゴヌクレオチド合成において採用さ
れていた5)。しかし、煩雑な操作と低い収率によりほとんど実用化
に至らず、前述のように現在ではモノヌクレオチドを構築単位と
する合成法でほとんどのオリゴヌクレオチドが合成されている。
オリゴヌクレオチド合成において実用化されている数量体ヌク
レオチド中間体としては、三量体の構築単位が知られ6)、コドンに
対応した29種の三量体中間体とその混合物が市販されている 
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図1 構築単位（アミダイトモノマー）
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（図2）。リン酸部の保護基をクロロフェニル基とすることで化学
的に安定な三量体を完成させているが煩雑な操作の問題は完
全に解決しておらず、ホスホロアミダイトモノマーと比べて非常
に高価なため、使用者としては大量に購入することが難しい。

同様に、二量体中間体の市販が始まっているが、製造工程が煩
雑であり、2-シアノエチル保護基は5価のリン酸エステルの中で
不安定なことから、オリゴヌクレオチドの原料として求められる純
度98%の二量体中間体は入手が困難であり、提供される配列も
限定される （図3）。オリゴヌクレオチドの内製を目的とした数量
体ヌクレオチド中間体の論文もあるが7)、いずれも不安定な2-シ
アノエチルホスフェート構造に基づいて設計されるため、煩雑な
操作と純度の問題が解決していない。

一方で、ナティアスが製造する数量体ヌクレオチド中間体は
Blockmer®という商品名で2-8量体が数百mgから数百gまで
様々なスケールで販売されている8, 9)。Blockmer®は化学的に安
定な構造を有しており、主に固相合成での利用を想定したリン酸
部が三価の亜リン酸エステルで構成される2-シアノエチルホス
ファイト型、主に液相合成での利用を想定してアリル保護基を採
用するアリルホスフェート型、立体制御されたホスホロチオエー
トオリゴヌクレオチド合成の原料となる光学活性型や加熱によっ
て除去される熱除去型まで、用途に応じてBlockmer®の構造を
選択できる （図4）。

03CE-Blockmer®の固相法での利用

2-シアノエチルホスファイト型のBlockmer®（CE-Blockmer®）
は固相法を採用する自動合成装置の利用を想定して開発され
た。リン酸部の保護基として広く利用される2-シアノエチル基
は、前述の通りリン酸エステル中では容易に遊離し、三量体の
0.05 mol/Lアセトニトリル溶液での半減期は約1日であること
から自動合成装置での使用は制限される。一方、ナティアスの
CE-Blockmer®はより安定なホスファイトを採用し、0.05 mol/
L アセトニトリル溶液での半減期は約7日であることから、百量体
を越える中鎖オリゴヌクレオチド合成など、長時間を要する合成
や合成スケジュールの変更など柔軟に対応できる10)。アモルファ
ス状態の三量体CE-Blockmer®は–30 ℃で2年以上酸化/分解
することなく保管できる。二量体、三量体の天然型リボヌクレオ
シド（DNA, RNA）のほか、種々の修飾ヌクレオシド（2’-OMe、2'-
OMOE、2'-F、LNA）の供給が可能となっている。
CE-Blockmer®の合成は核酸塩基がアシル基で保護された
5’-O-DMTrヌクレオシドを原料とし、リン酸化剤により系中でホ
スホロアミダイトモノマーに変換した後、系中で3’-O-アシルヌ
クレオチド11)と反応させることによりヌクレオチド二量体を得る。
弱塩基性条件下でアシル基を除去した後、再生された3’-水酸
基をリン酸化剤によりホスホロアミダイトとし、同様の操作を繰
り返すことにより三〜五量体のホスホロアミダイトに変換する。
必要に応じて順相シリカゲルカラムクロマトグラフィーをおこな
い、純度98%以上のCE-Blockmer®を得る（図5）。5’-水酸基の
保護基をシリル系保護基とした原料を使用することで、5’-水酸
基を鎖長伸長前に再生可能となる。これによって得られる5’-OH 
Blockmer®とCE-Blockmer®と反応させることにより四〜十量
体のCE-Blockmer®を合成することも可能である。全工程を液
相中でおこない、都度順相シリカゲルカラムクロマトグラフィー

図2 コドンに対応した三量体原料

図3 2-シアノエチルホスフェート型⼆量体原料

図4 ナティアス社から市販されるBlockmer®原料

図5 CE-Blockmer®原料
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を使用して精製する。ホスホロアミダイト化したBlockmer®の精
製においては関東化学社等から市販されている低金属シリカゲ
ルを使用することで、ホスホロアミダイトBlockmer®の純度は
向上する。CE-Blockmer®の製造プロセスは日東電工社や塩野
フィネス社と協力して最適化し、通算収率は大きく向上した（図
6）12)。dGGGのように固相法で合成が困難な配列についても
Blockmer®は純度よく得られ、複数の修飾ヌクレオシドが含まれ
ていても、問題なく製造できる。8種について製造経験があり、各
Blockmer®間で製造条件の調整は必要なかった （図7）。
自動合成装置でCE-Blockmer®を使用する際の縮合条件は鎖

長によって異なり、二量体はホスホロアミダイトモノマーと同程
度であるが、三量体は長時間を要する。縮合生成物の構造はホ
スホロアミダイトモノマーを用いる場合と等価であることから、
キャッピング、酸化/硫化、脱トリチル化は条件を変更する必要は
ないが、三量体を使用して数百mg以上のスケールで合成をおこ
なう場合は酸化/硫化工程を2回実施するとより安定した結果が
得られる （図8）。脱保護工程も条件を変更する必要は無い。
三量体CE-Blockmer®を使用した予備的な固相合成試験にお
いて、製造が困難とされるポリA配列のオリゴヌクレオチドを標的
として実施した。日本テクノサービス社の協力の下におこなった

図6 CE-Blockmer®合成経路

図7 修飾ヌクレオシド含有CE-Blockmer®原料 図8 Blockmer®を使⽤する鎖⻑伸⻑サイクル

4

特集　核酸医薬



本試験では縮合時間をホスホロアミダイトモノマーと同じメソッ
ドで実施したことから、縮合収率は低いものの、目的鎖長から3
の倍数分短い不純物のみが確認された （図9）。

CE-Blockmer®を固相合成に使用する最も効率的な方法とし
て、目的鎖長から使用するBlockmer®の鎖長を引いた鎖長ま
でホスホロアミダイトモノマーを使って鎖長伸長し、最終工程に
Blockmer®を使用して目的鎖長まで伸長することを提案した
い。この方法では本質的にn-1およびn-2の短鎖不純物の生成
を抑制し、精製負荷を下げることができる。例えば、二十量体合
成において、十七量体までをモノマー原料、最終工程に三量体
Blockmer®を使用することで 目的鎖長のオリゴヌクレオチドが
得られる（図10）。

この方法で合成した硫化オリゴヌクレオチド二十一量体の精製
例を示す（図11）。このサンプルは合成後に固相抽出で簡易精製
をしたものであるが、簡易精製でも十分に純度の高いオリゴヌク
レオチドが得られることがわかる。核酸医薬品で汎用される硫化
されたオリゴヌクレオチド二十四量体のBlockmer®使用合成品
と市販のHPLC精製品を比較したところ、Blockmer®使用合成品
では短鎖不純物はほとんど存在しないのに対し（図12上）、市販
のHPLC精製品はn-1,n-2鎖長の短鎖不純物をはじめとする多く
の不純物が混在する （図12下）。
また、RNA 合成用の二量体リバース型CE-Blockmer®を使用
することで、百量体を越える鎖長であっても純度良く得ることが

できる10, 13)。二量体を原料とすることで鎖長伸長サイクル数が
100超から半分の約50に削減できることから合成上のリスクが
低減する。五量体を原料とすれば約20サイクルとなり、二十量体
合成と同等の工程で百量体を越えるオリゴヌクレオチドの合成
が可能となるが、準備すべきBlockmer®数が著しく増加するた
め、不特定の配列を並列合成するような用途では現実的ではな
い。ナティアスでは固定された配列の数種のオリゴヌクレオチド
を大量に製造する際に限定して実施している。また、合成された
百量体のHPLC において、メインピーク中のMS 分析で短鎖不
純物はほとんど含まれていないことが明らかとなり、Blockmer®

の有効性が示された（図13）。

図9 CE-Blockmer®のみで鎖⻑伸⻑するオリゴヌクレオチドの固相合成

図10 Blockmer®原料を使⽤するオリゴヌクレオチドの固相合成

図11 Blockmer®原料で合成したオリゴヌクレオチドの簡易精製

図12 精製オリゴヌクレオチドの純度⽐較

図13 百量体オリゴヌクレオチドの純度⽐較
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04AL-Blockmer®の液相法での利用

オリゴヌクレオチドの化学合成において、製造コストとスケーラ
ビリティを改善するための方策として液相法の採用が直接的で
あると考えられる4)。しかし、二十量体合成においては100工程を
越える多段階となり、操作が煩雑となる液相合成の課題も強調
される。1993年にBonora博士によってポリエチレングリコール
を可溶化担体とする効率的液相合成法が発表され14)、液相法の
煩雑性を低減することが可能となった。この方法では片末端がメ
チル基でキャップされたポリエチレンオキシドコハク酸モノエス
テルをヌクレオシドの3’に結合させ、ホスホロアミダイトモノマー
を原料に鎖長伸長する（図14）。合成過程でヌクレオチド中間体
は反応溶媒に溶解しており、各工程で沈殿化あるいはゲル濾過
により中間体を精製することで煩雑性を緩和しているが、操作性
の大きな改善には繋がらなかった。その後東京農工大の千葉博
士がポリ脂質系担体を開発するなど、様々な可溶化担体が開発
されてきたが15)、未だ製造コストと生産性の大きな改善に至って
いない4)。

可溶性担体はオリゴヌクレオチド合成のコスト問題を解決する
ための1つの手段として一定の効果を示したが、製造上の諸問
題を解決するためには多面的なアプローチが必須である。筆者
は1997年に八量体のオリゴヌクレオチドの液相合成を発表して
いる16)。テトラゾール活性化剤を触媒量使用してリン酸部がアリ
ル保護された八量体中間体を合成し、これらがジクロロメタンｰ
アセトニトリル溶液に可溶であることを示した。リン酸部がアリ
ル保護された八量体Blockmer®が液相で合成可能であり、順相
シリカゲルで精製可能であることを知識として保有しており、従
来はモノマー原料に導入されていた可溶化担体を保護八量体に
導入し、これを基点に鎖長伸長することを計画した。可溶化担体
候補を安価な市販品を中心にスクリーニングした結果、フルオ
ラスケミストリーで利用される炭素数6-8のポリフッ化アルキル
アルコール（Ftag、図15）が最適であり、これを導入した八量体
Blockmer®の有機溶媒に対する高い溶解性とシリカゲル薄層ク
ロマトグラフィーでスメアすることなく検出されることが明らか
となった（図16）。
アリル保護されたヌクレオチド中間体（AL-Blockmer®）はCE-
Blockmer®と異なり5価のリン酸型がより安定である17)。AL-
Blockmer®は有機溶媒中で極めて安定であることから、有機溶
媒中に長時間滞留する必要がある液相合成において有用であ
る。合成はCE-Blockmer®と同様のプロセスで実施可能であり、
四量体、八量体はより簡便に合成できる。核酸塩基がアシル基

で保護された5’-O-DMTrヌクレオシドを原料とし、リン酸化剤
により系中でホスホロアミダイトモノマーに変換した後、系中で
3’-O-アシルヌクレオチドと反応させることによりヌクレオチド二
量体を得て、位置選択的な脱保護をおこない、同様の操作を繰り
返すことにより四量体、八量体AL-Blockmer®を得る。必要に応
じて順相シリカゲルカラムクロマトグラフィーをおこない、5’末
端あるいは3’末端にFtagやシリル系保護基、DMTr基などが導
入されたAL-Blockmer®を95%以上の純度で得ることができる 
（図17）。

液相法の優位点の一つとして反応のモニタリングが挙げられ
る。固相法では固体に担持されたヌクレオチド中間体の生成過
程を正確にモニタリングすることは困難である一方、液相法では
LC-MS等を利用して簡便に反応溶液の経時変化を追うことが可
能である。
ナティアスでは、AMEDの支援を受けて、24量体のオリゴヌク
レオチドCpG ODN 2006の1kg製造試験を実施した。3’末端

図14 ポリエチレングリコールを結合させたヌクレオシド

図15 フルオラスタグ化AL-Blockmer®

図16 フルオラスタグを導⼊した⼋量体AL-Blockmer®の順相シリカゲル精製

図17 フルオラスタグを導⼊した⼋量体AL-Blockmer®のHPLC図
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にFtagが導入された八量体AL-Blockmer®を基点にホスホロア
ミダイト八量体AL-Blockmer®を用いて2回鎖長伸長をおこなう
ことで、CpG ODN 2006を簡便な操作で得ることができた。原
料コストは固相法の10分の1以下であり、AL-Blockmer®を原料
とする液相Block-elongation Systemの高いコスト/エナジー
パフォーマンスが示された （図18）。純度に関しては向上の余地
を残しており、ナティアスでは液相法の改良を継続研究している。

05今後の展開

ナティアスのBlockmer®を原料とするオリゴヌクレオチド合成
が、固相法と液相法のいずれにおいても有効で、合成されるオリ
ゴヌクレオチドの品質向上と製造コスト削減に大きく寄与するこ
とが実証された。
残す課題は2点。適用鎖長の限界に関して、Ftagを核酸塩基に
導入した八量体Blockmer®を用いて液相、固相における合成鎖
長の限界を確認したところ、固相合成においては240量体、液
相合成においては128量体まで合成可能であることが明らかと
なった。さらに長鎖オリゴヌクレオチドの合成に向けては固相担
体の開発とオリゴヌクレオチド中間体の有機溶媒に対する溶解
性の改善が必要となる。
スケーラビリティの課題に対しては、液相法を発展させたフ

ロー合成の運用を進めている。十量体Blockmer®の安定製造
が可能となったいま、フロー合成技術への展開は容易に想像
できるであろう。5’末端にFtagが導入された3’-ホスホロアミ
ダイト十量体Blockmer®と3’末端にFtagが導入された十量体
Blockmer®の混合液と活性化剤溶液を送液/混合することで縮
合反応をおこない、流路に脱保護液を注入することにより二十量
体オリゴヌクレオチドを得る生産機を整備した。バッチスケール
100kg超のGMP準拠製造施設として2023年秋からの商用生
産を計画している。モニタリングには質量分析検出器と31P NMR
を採用しているが、NIRやUV-VIS、ラマン分光等の導入も予定
する。この製造工程で得られる粗生成物溶液はさらにインライン
で連続精製、ダイアフィルトレーションを経てスプレードライヤに
よる粉末化によって完全封じ込めされた連続生産装置となる（図
19）。この連続生産装置の開発は中小企業庁の支援を受けてア
カデミアと共同で進めている。オイル化したBlockmer®による無
溶媒鎖長伸長法やエステル交換型鎖長伸長反応も知財化を進
めており、近い将来、オリゴヌクレオチドの連続生産がナティアス
によって実現すると確信する。

図18 製造法⽐較

図19 フロー式核酸連続⽣産装置概略
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01はじめに

幼少時に「スイミー」という絵本に親しんだ方も多いのではない
だろうか。オランダ出身の絵本作家レオ・レオニによるもので、日
本では国語の教科書に採用されていることも多い。このお話の
中では、仲間を失ったスイミーという名の小さな黒い魚の周囲
に同じように小さい赤い魚がたくさん集合することで、はるかに
大きな強い魚に立ち向かうことができるようになる。1匹1匹の
魚は小さく無力であるが、集合して見かけの大きさが増すことで
これまでにない力を発揮するという戦略である。このスイミーの
戦略は我々の専門である生物有機化学分野でも有効であろうと
妄想することができる。すなわち、細胞内や生体内に極微量に存
在する特定の標的分子（スイミー）の存在を大きく増幅できるよ
うな分子プローブ（他の小さな魚たち）を開発できれば、標的に
対する選択的なイメージング技術や標的をマーカーとした副作
用の少ない治療薬を実現することができる。たとえば、様々な分
子が入り混じった夾雑環境の細胞内で微量に存在する標的分子
を探すのは困難であるが、細胞外から導入したプローブをその
周りに集合させて見かけの大きさを大きくすれば容易に見つけ
ることができるであろう。では、それを実現するためにはどのよ
うな技術が必要だろうか？本稿では筆者らが専門としている核酸
（DNAやRNA）を材料とした場合について解説する。

02核酸集合技術

核酸分子は水素結合を介してA:T(U)およびG:C塩基対を選択
的に形成することでさまざまな高次構造体を構築できるため、
核酸プローブの配列をうまく設計することで自発的にさまざま

な形・サイズの集合体を組み上げることができる。単純な二重鎖
はもちろんのこと、三重鎖や四重鎖などより複雑な高次構造も
構築可能であり、核酸科学者の創作意欲をかき立てている。こ
れらの核酸集合技術はDNAオリガミ（DNAで創られたニコちゃ
んマークが有名）やDNAコンピュータなど、基礎から応用研究ま
で幅広く利用されている1)。最近では、生体内で作動するDNA型
ナノロボットも作製可能になっており、医療分野への進出も目覚
ましい。すなわち、核酸集合技術の利用目的は核酸で「何を創る
か」から、創った核酸構造体で「何をするか」に遷りつつあると言え
る。また、特定のナノ構造体を構築できる核酸配列設計用のオン
ラインソフトウェアが公開されており、あらゆる分野の研究者が
参入できる基盤が整えられ始めている（cadnanoなど）2)。以降
では、特に細胞内で利用可能な核酸集合技術の代表例をいくつ
か詳細に解説したのち、我々が最近取り組んでいる抗がん核酸
医薬としての応用研究について紹介したい。

2-1 Hybridization Chain Reaction ( HCR )
2004年にカリフォルニア工科大学のPierceらによって開発さ
れたhybridization chain reaction ( HCR ) は、短鎖の一本鎖
核酸を開始剤として2種類のヘアピン型核酸分子が長鎖核酸二
重鎖に変換される核酸集合技術である3)。すなわち、1分子の開
始核酸を目印に多分子のヘアピン型核酸が直列に集合すること
で、開始核酸の存在シグナルを大幅に増幅することができる。こ
の反応はまず開始核酸が一方のヘアピン型核酸と鎖置換反応
を起こすことから始まる（図1）。HCRに用いられるヘアピン型核
酸（HCRプローブ）は5’もしくは3’末端にtoeholdと呼ばれる一
本鎖領域をもっており、配列選択的な鎖置換反応の足がかりとな
る。続いて最初の鎖置換反応によってヘアピン構造が崩れること
で新たな一本鎖領域が出現し、他方のヘアピン型核酸との鎖置
換反応が可能となる。その後は2種類のヘアピン型核酸の連続
した鎖置換反応が自発的に進行し、生成物としてニックの入った
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長鎖核酸二重鎖が生じる。この反応は酵素や試薬を必要とせず
等温で進むことから、生細胞内や生物個体内での核酸シグナル
増幅に適していると考えられる。実際、Pierceらの研究グループ
はゼブラフィッシュ個体内で複数のmRNAイメージングを達成
している4)。彼らは4種類の異なるmRNAに対するHCRプローブ
を用意し、4種類の異なる蛍光色素によって体内で染め分けるこ
とに成功した。従来の手法と比較して蛍光強度がおよそ200倍
に増加したことからも、HCRの核酸シグナル増幅法としての有用
性が窺える。また、最近ではpH変化5)や光照射6)によって駆動す
るHCRも開発されており、様々な外部刺激を利用することで時
空間的に制御された条件下で核酸シグナルを増幅することも可
能になっている。
HCRプローブの配列設計にはいくつかの指針が提示されてい
る。まず大前提として、開始核酸非存在下ではそれぞれのHCR
プローブは熱力学的に安定に存在し、それぞれが干渉しては
ならない（バックグランド反応の抑制）。一方で、開始核酸が存
在すると速やかに、かつ、配列選択的に反応が進行する必要が
ある。Yungらのグループはこれらを満たすHCRプローブの条
件として、①toehold領域のGC含量が30–40%以下である、
②toehold領域の長さが12ヌクレオチド長以下である、③ステ
ムの長さがtoehold領域の長さより長い、④ステムとtoehold
の長さが同等の場合、ステムのGC含量は60%以上であること
を挙げている7)。実際、これらの条件を満たすHCRプローブは
Pierceらのオリジナルのものと比べて優れた反応性を示すこと
が分かっている。最近ではコンピュータ支援設計（CAD）による
HCRプローブの配列探索も報告されており、目的に合った反応
性を容易に実現できる基盤が整いつつあると言える8)。一方で、
上記の配列設計指針はあくまで細胞外での反応性に基づくもの
であり、生きた細胞内で機能するHCRプローブの探索には経験
則を含めさらなる工夫が必要である。

2-2 Catalytic Hairpin Assembly ( CHA )
生きた細胞内で利用可能な他の核酸集合技術として、
catalytic hairpin assembly ( CHA )  が挙げられる9)。この
技術も2008年にPierceらのグループによって開発されたもの
であり、彼らの高い創造性には驚かされるばかりである。CHAも
HCRと同様に短鎖一本鎖の開始核酸と2種類のヘアピン型核酸
分子（CHAプローブ）を用いる。CHAでは開始核酸は反応の触

媒として働き、生成物として短鎖の二重鎖DNAを与える。最初に
開始核酸が一方のヘアピン型核酸のtoehold領域を配列選択
的に認識し、鎖置換反応によってステム構造を解離させる段階
はHCRと同じであるが、その後他方のヘアピン型核酸が標的核
酸を追い出すように鎖置換反応を進行させる。これにより、開始
核酸が再生するとともに生成物として短鎖の二重鎖核酸が構築
できる。追い出された開始核酸は再度CHAプローブと反応し、
触媒的に機能することで効率的に生成物が産生する。CHAも微
量核酸のシグナル増幅に適しており、Tanらの研究グループは
生細胞内のmRNA蛍光イメージングに成功している10)。この報
告によると、従来型の核酸検出蛍光プローブと比較してCHAプ
ローブはより微量のmRNAを検出可能であり、病気の診断など
に用いる技術としてより優れているとされている。

CHAの弱点としては反応速度が遅いことが指摘されている。特
に細胞内などの複雑な環境ではCHAプローブがランダムに拡散
して反応が進行するため、分子間の相互作用は速度論的に不利
である。また，単純なヘアピン型のDNAではヌクレアーゼ分解に
よる反応効率の低下も無視することができない。これらを克服す
るため、YangらのグループはDNAでできた正四面体の頂点に
2種類の異なるヘアピン型DNAを結合し、CHAが分子内で進行
するシステムを開発した11)。このシステムを用いることでCHAプ
ローブの局所濃度が増加し、従来の分子間CHAと比較すると15
倍以上反応速度が上昇することが明らかになっている。さらに、
正四面体DNA構造を基盤骨格とすることでヌクレアーゼ耐性も
大幅に改善され、細胞内で長時間機能性を発揮することも可能
になった。通常、CHAプローブを細胞内に導入する際にはカチオ
ン性のトランスフェクション試薬が用いられる場合が多いが、そ
の毒性やプロトコルの煩雑さが問題となることが多い。興味深い
ことに、正四面体構造のDNAはトランスフェクション試薬なしに
細胞内に効率よく侵入することができるため、細胞導入の面でも
従来法と比較して優れた細胞内核酸集合技術であると言える。

03核酸集合技術を利用した
抗がん核酸医薬開発

核酸医薬とはDNAやRNA、それらの類縁体から構成されたオ
リゴヌクレオチドであり、基本的には化学合成によって原薬が供

図1 HCR による長鎖核酸二重鎖の非酵素的な構築。開始核酸を反応のトリガー
として、2 種類のヘアピン型核酸の鎖置換反応がカスケード的に進行する。

図2 CHAによる 2 種類のヘアピン型核酸を原料とした短鎖二重
鎖の構築。開始核酸は再生されるため反応の触媒として働く。
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給される。2023年3月現在までに16品目の核酸医薬品が日米
欧で承認されており、その数は今後も増え続けると予想される
12)。創薬標的の枯渇からか従来の低分子医薬開発が苦戦を強
いられている一方で、核酸医薬の標的範囲はmRNAからpre-
mRNA、ノンコーディングRNAと生物学の発展とともに拡大を
続けており、これまでは治療が困難であった疾患に対する画期的
な医薬品の創出につながることが期待されている。しかし、これ
までにがんを治療標的とした核酸医薬は承認されておらず、新た
な作用機序に基づく創薬技術の開発が求められている。がんは
長年日本人の死因の第一位であり、その有効な核酸医薬の開発
は喫緊の課題であると言える。
従来、がんに対する治療は外科手術、放射線治療、そして化学療
法の3つが主であったが、免疫チェックポイント阻害剤の開発以
降、免疫療法が第四の治療法として定着しつつある。しかし、その
奏功率は30–50%と高くなく、新しいメカニズムに基づくがん免
疫医薬の開発が強く求められている。細胞外から侵入してきた
DNAやRNAなどの核酸分子はウイルスと同様さまざまなセン
サー分子によって認識されることで免疫を惹起するため、昔から
免疫医薬の素材として研究が進められてきた。2017年に米国で
承認されたB型肝炎予防薬であるHEPLISAV-BにはCpG配列を
含むDNA（通称CpGオリゴ）が添加されており、免疫補助剤（ア
ジュバント）として予防効果を高めている。しかし、CpGオリゴ自
体が薬効本体として実用化された例はなく、あくまで補助的な役
割に甘んじているのが現状である。また、長鎖のRNA二重鎖であ
るpoly(I:C)は細胞内のRNAセンサーに強く認識され、強力な抗
がん作用を示すことからがん免疫医薬の素材として期待された
が、腫瘍選択性の乏しさから全身免疫毒性を回避することができ
ず、単剤での臨床応用に至っていない13)。これらの状況を踏まえ
ると、長鎖の核酸二重鎖をがん細胞内だけで構築することがで
きれば、選択的に免疫を惹起してがん細胞だけを死に追いやるこ

とができると着想される。
筆者らは上述したHCRと呼ばれる核酸集合技術を利用するこ
とで、がん選択的な核酸免疫医薬が実現できると考えた14)。すな
わち、特定の細胞で特徴的に発現している核酸分子をHCRのト
リガーとして利用することができれば、標的細胞内でのみ長鎖核
酸二重鎖を構築でき、自然免疫応答を活性化することで選択的
な細胞死を導くことができるかもしれない。筆者らはまず、代表
的ながん関連マイクロRNA（miRNA）であるmiR-21によって駆
動するヘアピンDNAペアの設計と合成を行った。miRNAは20
塩基長ほどの短い1本鎖RNAであり、さまざまながん細胞内で
特定のmiRNAの発現が増加もしくは減少していることが報告さ
れている。このヘアピンDNAペアをmiR-21が過剰発現している
HeLa細胞に導入し、細胞生存率を測定した結果、非常に強い細
胞毒性を示すことが分かった（図3A）。これは強い免疫細胞毒性
を示す長鎖DNA二重鎖であるpoly(dA:dT)と同程度、もしくは
それ以上の抗がん効果であった。ヘアピンDNAを片方のみ導入
した場合では生存率に変化が見られなかったことから、当初の設
計通りHCRによって細胞内でin situ構築された長鎖DNA二重
鎖が強い細胞毒性を引き起こすことが明らかとなった。一方で、
miR-21の発現量が低いHEK-293T細胞ではほとんど毒性を示
さなかったため、ヘアピンDNAペアは細胞内miR-21環境を認識
して細胞選択的な細胞死を誘導できることが明らかになった（図
3B）。この選択的な細胞毒性が免疫惹起メカニズムによるもの
か確かめるため、免疫の活性化によって発現が増加するインター
フェロンβ（INF-β）のmRNA量を測定した。ヘアピンDNAペアを
導入したHeLa細胞ではINF-β mRNAの発現量が大きく上昇し
たのに対して、STINGをsiRNAでノックダウンした場合にはそれ
が一部低下したことから、細胞内の代表的なDNAセンサーであ
るcGAS-STING経路を介して自然免疫が活性化されていること
が分かった（図3C）。

図3 培養細胞系におけるヘアピンDNAペアの薬効評価
(A) HeLa細胞に対するヘアピンDNAペアの毒性
(B) 細胞内 miR-21 量に依存した選択的な細胞毒性
(C) STING ノックダウンによる INF-β 発現量の現象
ns, not significant, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001 by unpaired Student’s t-test.
参考文献14より引用し一部改変
Adapted with permission from Reference 14. Copyright 2023 American Chemical Society.
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医薬としてさらに実践的な評価を実施するため、担がんマウス
モデルを用いて動物個体に対する抗腫瘍活性を調べた。マウス
メラノーマB16細胞を移植したマウスに対してヘアピンDNA
ペアをDDS試薬（AteloGene® Local Use; 株式会社高研）を
用いて局所注射し、腫瘍のサイズを経時的に測定することで抗
腫瘍効果を評価した（図4）。その結果、実験後のマウスの写真
からも分かるようにPBS投与群では腫瘍が急激に増大したのに
対し、ヘアピンDNAペア投与群ではその増大を顕著に抑制す
ることができた。これはポジティブコントロールとして投与した
poly(dA:dT)と比べても強力な抗腫瘍効果であり、開発したヘ
アピンDNAペアの抗がん剤としての有用性を示すことができ
た。なお、体重減少などの顕著な全身性副作用は生じなかったこ
とから、本医薬候補核酸は高い薬効と安全性を併せもつと期待
される。最近、上記の技術を基にした核酸創薬ベンチャー「東京
核酸合成株式会社」を設立した15)。得られた成果を論文にして終
わりにするのではなく、社会実装を見据えて研究を展開していく
環境を整えつつある。

04天然核酸に直交的な核酸集合技術

HCRをはじめとする核酸集合技術を細胞内で利用する場合、標
的以外の核酸分子との非特異的相互作用に由来する副反応や
低い反応効率が問題となる場合がある。これらの問題を克服す
るためには、天然のA:TおよびG:C塩基対との相互作用を回避し
て直交的に作動する分子設計が必要となる。筆者らは独自に開
発した非天然核酸塩基対であるAnN:SyN塩基対を搭載したHCR
システムを設計し、天然核酸と直交したHCRを開発したので最後
に紹介したい。

通常、アデニンやグアニンなどのプリン塩基（large）はアンチ
型と呼ばれる配向をとり、ワトソン-クリック面でピリミジン塩基
（small）と塩基対を形成する。しかし、8-オキソグアニン（oxoG）
と呼ばれる酸化損傷塩基では配向性がシン型を優先し、フーグ
スティーン面でアデニン塩基とlarge-large塩基対を形成しうる
（図5A）。この現象は遺伝子変異の原因となるため生物にとって
望まれたものではないが、新たな非天然塩基対を設計するうえ
ではおおいに役立つ。すなわち、人為的に塩基配向性をアンチ-
シン型に制御することで、これまでにないlarge-large非天然塩
基対の形成が期待できる。このコンセプトに基づき筆者らは新
たにAnN:SyN塩基対を開発した（図5B）16)。分子設計のポイント
は、SyN塩基の8位にかさ高い硫黄原子を導入してシン型を安定化
（アンチ型を不安定化）した点と，水素供与基と水素受容基を天
然核酸塩基と直交的に配置することで選択的な塩基対形成を可
能にした点にある。実際にAnN:SyN塩基対の安定性と選択性を
DNA二重鎖の融解温度測定によって評価した結果、天然のA:T
塩基対と同程度の熱的安定性およびミスマッチ認識能をもって
いることが明らかとなった。
著者らはHCRの開始核酸とヘアピンDNAペア中にAnNおよび
SyN塩基を導入し、AnN:SyN塩基対の形成を駆動力とした反応の
進行に成功した。ゲル電気泳動で反応を分析した結果、SyN塩基
を導入した開始核酸を系中に加えた場合のみHCRの進行が確
認された。すなわち、非天然塩基対形成を利用することで、夾雑
な環境下でも選択的に核酸集合体の構築を惹起できる可能性を
示すことができた。このような新しい分子設計に基づく核酸集合
技術の制御は、将来的にさらに高機能な核酸医薬の開発に貢献
できると期待される。

図4 担がんマウスモデルを用いたヘアピンDNAペアの薬効評価
(A) 腫瘍サイズの経時的な変化 
(B) 初回投与 15 日後の代表的なマウスの写真
**P < 0.01 by unpaired Student’s t-test.
参考文献14より引用し一部改変
Adapted with permission from Reference 14. Copyright 2023 American Chemical Society.
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05おわりに

本稿では、細胞内で利用可能な核酸集合技術の代表例と、それ
を応用した新しいタイプの抗がん核酸医薬の開発を中心に最近
の我々の取り組みについて紹介した。本抗がん核酸医薬候補は
がん細胞内選択的に自己集合することで免疫応答を活性化する
ヘアピンDNAペアを素材としており、副作用を軽減したがん治
療につながる可能性を有している。独自に設計した2種のヘアピ
ン型DNAは、それ自体は全く機能性を有していないが、miR-21
というマーカー分子のもとに集合した場合にのみ強い抗がん活
性を示す。まさに、小さな魚が集まって巨大な魚に対抗できるよ
うになる「スイミー」と同じ戦略を核酸分子で実現したと言える。
本技術は、異なるmiRNAの配列情報からヘアピン型DNAペア
の配列を設計することで様々ながんに対応できるテーラーメイ
ド医薬としての可能性も有しており、それぞれの患者さんに最適
な治療薬を届けることができると考えている。また、現在のがん
免疫療法の主役である免疫チェックポイント阻害剤との併用療
法により、さらなる薬効の増強も期待される。ヘアピン型DNA
は化学合成によって供給できるため種々の化学修飾を搭載する
ことができ、その利点を活用することでがん以外の対象疾患の
拡大も現在検討中である。本創薬技術をきっかけに、様々な核酸
集合技術を利用した新たな核酸医薬開発が進むものと期待され
る。
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図5 アンチ-シン配向性をもつ非天然塩基対AnN:SyN

(A) oxoGの塩基配向性および認識塩基の変化
(B) 非天然塩基対AnN:SyNの構造と分子設計のポイント

図6 非天然塩基対AnN:SyN形成をHCRの駆動力とした核酸自己集合技術

13

THE CHEMICAL TIMES



01個別化医療とは 

個別化医療とは、同じ疾患の患者に対して一律に同じ治療を行
うのではなく、患者の遺伝子、ライフスタイル、環境などの多様
な要因を評価し、それに基づいて個々に適した治療法を選択す
る医療のことを指す。疾患の診断を早期且つ精密に行うことが
でき、副作用のリスクを最小限に抑えながら、より効果的な治療
が可能となるため、将来の医療の基盤になるものと考えられてい
る。また、個別化医療によって得られる情報を活用することで、新
しい治療法の開発や医療費の削減に繋がることも期待されてい
る。 
個別化医療では、ゲノム・遺伝子の解析技術がいままで以上に
重要な役割を果たすことになる。解析技術の拡充はもとより、ゲ
ノムに紐付けられた様々な技術革新、思いつくだけでも4つのプ
ラットフォームの構築（データプラットフォーム、アルゴリズムプ
ラットフォーム、コミュニケーションプラットフォーム、セキュリティ
プラットフォーム）、規制および法律などの取り決め、核酸を基本
とする薬の安全性の評価法の拡充とそれに関わるガイドライン
の作成など、種々の枠組みの構築が必要となる。当然、そこに携
わる医療従事者・研究者などの拡充・教育も合わせて必要と予想
されることから、産学官のより親密な連携が求められる。 

■ �データプラットフォーム：患者の健康データを収集、管理、分析
するためのプラットフォーム。これには、電子カルテや遺伝子
解析のデータなど、患者の健康に関連するデータを収集する
ためのシステムが含まれる。

■ �アルゴリズムプラットフォーム：データを分析し、適切な診断や
治療法を提案するためのアルゴリズムを開発提供するプラッ
トフォーム。これには、機械学習や人工知能の技術を利用し
て、個々の患者の状態に応じた最適な治療法を提供するシス
テムが含まれる。

■ �コミュニケーションプラットフォーム：医療従事者、患者、家族、
およびケアコーディネーターなどの間でのコミュニケーショ

ンを促進するためのプラットフォーム。これには、テレヘルス
やモバイルアプリケーション、オンラインプラットフォームが
含まれる。

■ �セキュリティプラットフォーム：個人情報の保護や、医療データ
の安全な共有に関するプラットフォーム。これには、データ暗
号化やアクセス制御の仕組みが含まれる。

02個別化医療に必要な技術と治療薬 

個別化医療の実現・実施に必要な技術革新とはどのようなもの
があるであろうか？ 

■ �次世代シーケンサーのデータを用いて患者の遺伝子情報を
解析する技術。 

■ �個人の生体情報をプロファイリングするために必要な血液中
のタンパク質、代謝物、ホルモンなどを測定する技術。 

■ �大量の生体情報データを処理するためのバイオインフォマ
ティクス技術。遺伝子変異の解析やバリアントコール、生体情
報プロファイルの構築などが行われる。

■ �大量の遺伝・生体情報データを総合的に分析する技術。個人
の遺伝・生体情報プロファイルから最適な治療方針の推論が
可能になる。

■ �遺伝・生体情報プロファイルから、疾患の発症や進行に関わる
生物学的プロセスを解明する技術。 個人に合った精度の高い
疾病発症予防・疾病進行制御も可能になる。

これらの技術の進歩と組み合わせによって個別化医療の精度
や効果が向上し、患者の遺伝子情報や生体情報プロファイルを
基にした、より効果的な治療が実施されていくものと期待される。
治療の実施に当たっては、個別化医療に対応可能な特に以下に
分類される薬の開発と技術の拡充を進める必要がある。 

Potential of Oligonucleic Acids for Personalized Medicine

個別化医療に向けた
オリゴ核酸の可能性

個別化医療 ゲノム編集薬オリゴ核酸

国立研究開発法人 産業技術総合研究所バイオメディカル部門（上級主任研究員）
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST)
Biomedical Research Institute (Chief Senior Researcher)

間世田 英明
HIDEAKI MASEDA
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■ �核酸医薬品：DNAやRNAを標的として、遺伝子の発現を制
御することで疾患の治療を目指す医薬品。具体的には、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドやsiRNA（small interfering 
RNA）、miRNA（micro RNA）などが挙げられる（図１）。

■ �遺伝子治療薬(ゲノム編集薬を含む)：遺伝子を操作するこ
とによって疾患を治療する治療薬。一般的に、疾患の原因と
なる異常な遺伝子の修正、削除、置換、あるいは正常遺伝子
を補うことによって治療効果を発揮する。修正においては、

特にCRISPR-Cas9（clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats / CRISPR associated 
proteins）やTALEN（transcription activator-like 
effector nuclease）といったゲノム編集技術を用いてゲノ
ムに直接変更を加えるゲノム編集薬もこの一部として考え
られる（図１、2）。

■ �ファーマコゲノミクス薬：患者の遺伝子情報を基に、薬の代謝
能力や副作用リスクを予測し、最適な用量（投与量や投与頻
度など）を決定し投与する薬。

■ �免疫療法薬：患者の免疫細胞を活性化させる薬。例えばがん
細胞を攻撃する治療薬など。免疫チェックポイント阻害剤な
ど、免疫システムを活性化させてがん細胞を攻撃する薬剤
もこの分類に含まれる。

03核酸薬の種類と作用機序

多くの核酸医薬品と遺伝子治療薬（特にゲノム編集薬）は、
DNAやRNAのオリゴ核酸から構成される核酸薬である。その
標的は患者のDNAやRNAであり、ゲノム情報を活用することで
個々の患者に応じてカスタマイズすることができる。即ち、患者
のゲノム配列を解析し、変異や異常が認められた特定の遺伝子
を修正するための核酸薬が個別に設計されるのである。このア
プローチのメリットは非常に大きく、患者のゲノム情報に基づい
ているため、副作用のリスクを低く抑えながら治療薬の効果を最
大限発揮させることができ、より効果的な治療を行うことが可能
となる。さらに、一般的な医薬品とは異なり本体が核酸であるこ
とから、原料や合成プロセスを画一化することができ、その物性
に由来する副作用は極めて画一的でバリエーションが少ない。臨
床試験や安全性試験のコストが大幅に軽減されるため、一般的
な医薬品と比べて核酸薬はその開発コストを低く抑えることが
できる。このような観点からも、核酸薬はまさに個別化医療の要
となる治療薬と言える。
核酸医薬品とゲノム編集薬は核酸薬である点において共通で
あるが、適応範囲、作用機序、安全性においては大きな相違があ
る。 

■ �適用範囲: 核酸医薬品は、DNAやRNAを利用して、がんやウ
イルス感染症などの様々な疾患の治療に用いられる。一方、
ゲノム編集薬は、CRISPR-Cas9などの技術を利用して、先天
性疾患など遺伝子異常に起因する疾患の治療に主に利用さ
れる。

■ �作用機序: 核酸医薬品の多くは、遺伝子の発現を制御するこ
とで治療効果を発揮する。一方、ゲノム編集薬は、遺伝子の
塩基配列を直接修正することで疾患を根本的に治療する。
核酸医薬品は永続的に投与を続ける必要があることがほと
んどであるが、ゲノム編集薬は治療効果が確認されればそ
れ以降投与の必要はない。

図1 核酸医薬品と遺伝子治療薬

図2 CRISPR-Cas９法とST法
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■ �安全性: 核酸医薬品には、副作用として免疫反応や炎症が起
こることがある。一方、ゲノム編集薬にはオフターゲットや不
完全な遺伝子修復による予期しない影響が懸念される。 

このように核酸医薬品とゲノム編集薬は、どちらも最先端の医
薬品技術であり、遺伝子を操作して疾患を治療することを目的
としているが、それぞれ明確に異なる位置付けの治療薬である。
繰り返しになるが核酸医薬品は、DNAやRNAなどの核酸分子を
用いた医薬品であり、遺伝子を直接的に修正することはしない。
代表的な核酸医薬品としてはmRNAワクチンやRNAi医薬品な
どが挙げられる。mRNAワクチンは、遺伝子情報を含むmRNA
を生体内に接種し、生体内の免疫システムを利用して抗原（免疫
源）を産生する。RNAi医薬品は、RNA干渉によって遺伝子の発
現を抑制し、がんや遺伝性疾患などの治療に応用されている。一
方、ゲノム編集薬は、治療において非常に革新的な方法であり、
多くの研究が進んでいるが、まだ臨床応用は限定的であり、安全
性や倫理的問題が議論されている段階である。核酸医薬品もゲ
ノム編集薬も革新的な技術であり、今後の医薬品開発の進展が
切望されている。以下に、この二つの医薬品の現状についてさら
に詳細に記載する。

04核酸医薬品の現状と実用性

COVID-19のパンデミックは、大きな医療革命を起こした。核
酸医薬品の一つであるmRNAワクチンの緊急使用承認・許可
が行われ、欧米をはじめ多くの人々に迅速に投与された結果、
COVID-19が引き起こす重篤化を極めて効果的に抑制すること
に成功した。同時に、人種を超え、核酸医薬品の安全性はもとよ
り、利便性・迅速性についても広く認知されるに至った。周知のよ
うに、今回ワクチンとして真っ先に開発された核酸医薬品は、新型
コロナウイルスの構造タンパク質をコードするmRNAを生体内に
接種し、体内で抗原となる異種タンパク質を産生させ、新型コロナ
ウイルスの感染前に体内に抗体を予め産生させておくものであっ
た。この成功はワクチンとしてのmRNAの利用を加速度的に促進
した。国立医薬品食品衛生研究所のホームページには、感染予防
用のmRNAワクチンとがん治療用として開発されているmRNA
ワクチンがまとめられている1)。驚いたことに、感染予防用72種・が
ん治療用12種と、従来の開発ペースをはるかに超えてmRNAワ
クチンの開発が進んでいることがわかる。核酸医薬品の用途はワ
クチンとしての利用がその最たるものとなった。COVID-19が流
行する以前には、mRNAワクチンは核酸医薬品開発においてマイ
ナーな部類に入っていた。COVID-19以前に開発が進められてい
た核酸医薬品の多くは、投与核酸の配列とターゲットとなるDNA
やRNAの配列の相補性を利用して、問題となる遺伝子由来のタン
パク質の発現を制御しようとするものがほとんどであった。mRNA
ワクチン同様に、国立医薬品食品衛生研究所のホームページ2)の
中に日米欧で承認された核酸医薬品がまとめられている。ぜひ

一読していただきたい。COVID-19以前から利用され、すでに17
種の核酸医薬品が承認されていることがわかる。ヒト一人の全ゲ
ノム配列決定に対する費用がすでに10万円程度、しかも一日で
決定できる時代になっている昨今、遺伝子解析技術が進み、遺伝
子変異と疾病の原因が紐付けされていき、DDS（Drug Delivery 
System）などの開発が進めば、多くの核酸医薬品が実治療に利用
されていくことは疑いようがない。医療改革、特に個別化医療が進
んでいくことは揺るぎないものである。そして、今回のパンデミッ
クがもたらしたmRNAワクチンの緊急使用承認・利用のように、薬
や技術の利用と需要は社会情勢の予想できない変化とともに突
然にやってくる。その恩恵を患者が遺憾なく享受し、現状の素晴ら
しい医療システムを維持していくためには、核酸医薬品の原料の
製造および管理・輸送システムの構築や、核酸医薬品の各種グレー
ド評価と用途に合わせた品質管理、当該技術分野の開発者・研究
者・医師の教育と確保を早急に行うことが必要である。

05もう一つの核酸薬：ゲノム編集薬

核酸医薬品は上記のように生命の設計図を書き換えるもので
ないことから、安全性を担保しやすいという利点がある。一方で、
原因となる遺伝子をダイレクトに書き換えるわけではないため、
基本的に投与を続ける必要があり、対処薬としての性質が強い
と言える。しかし、2020年ノーベル化学賞の受賞対象になった
CRISPR-Cas9（図2）をはじめとするゲノム編集の技術は、問題と
なる遺伝子を直接改変する治療法であることから、根本治療の
要素が高く、治療回数の観点では患者への負担が比較的少ない
治療であると言える。CRISPR-Cas9をはじめとするゲノム編集
法については優れた総説・書籍・解説3）がいくつも存在している
ので、それを参照していただきたい。核酸医薬品に続いて間違い
なく必要とされる次世代の技術である。しかし、核酸医薬品と同
様に実治療に利用するためにはいくつかの問題点をクリアーす
る必要がある。まず、最も大きい問題は目的以外の箇所を改変し
てしまうオフターゲットである。ゲノム編集法の代表的立場にあ
るCRISPR-Cas9法を例にあげると、その構成要素は、細菌由来
のCas9タンパク質とターゲットを認識するためのgRNA（guide 
RNA）である（実際には核内で遺伝子編集を行う必要があるた
め、Cas9タンパク質にはその生物で機能する核移行シグナルが
多くの場合付与されている）。それらを細胞あるいは個体に導入
することで、ターゲットサイトの改変・編集を行う。ターゲットサイ
トの認識には80 merからなるgRNAを利用することが多いが、
その80 merの内、20 merがターゲット認識を担い、残りの60 
merがCas9との複合体形成に使われる。種々の研究結果から
示されているように、この認識に関わる20 merがターゲットサ
イトと配列が似ているゲノム上の別の箇所に結合すると、不幸に
して意図しない編集が起こってしまう。これがオフターゲットで
ある。オフターゲットが起こった細胞を治療では除く必要があり、
配列の決定に伴うクローン化やなんらかの形態変化をセルソー
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ターなどで検出して分離する。また、治療にあたっては、仮にオ
フターゲットを生じさせない革新的技術が構築されたとしても、
Cas9タンパク質が細菌由来であることから、当然個体への投与
（in vivo）においては異種タンパク質と認識され、抗体産生が促
され、免疫学的問題が生じてしまう。現時点ではゲノム編集薬を
哺乳類の個体に直接利用することは不可能に近く、細胞治療・細
胞移植などでの利用（ex vivo）に限定されている。ex vivo治療
が不可能な疾患に対してin vivo治療を行うためには、革新的な
技術開発（オフターゲットが限りなく少なく、異種由来のタンパク
質を利用しないゲノム編集法）が求められ、開発が進んでいる。
次章では、著者らが取り組み、最近マウス個体内でのin vivoゲノ
ム編集に成功した、核酸のみによるゲノム編集法（Sense-strand 
Technology：ST）について概説する。 

06オリゴ核酸のみを利用するゲノム編集法：
ST法など 

ST法とは、オリゴ核酸のみを導入してゲノム編集をする方法で
ある。緑膿菌の抗生物質耐性獲得機構の解析から見出された、
ほぼ全ての生物が有すると考えられる自己ゲノム編集機構を応
用した技術であり、上記システムをmimicした100 mer程度の
一本鎖オリゴ核酸を編集したいターゲットサイト用に調製し、細
胞に導入することによって行われる（図2）。まだまだ解析すべき
点は残されているものの、現時点ではオフターゲットがほぼ観察
されておらず、in vivoでの遺伝子治療に利用できる可能性を十
分に秘めている。そのメカニズムは、CRISPR-Cas9法に代表され
る異種生物由来のヌクレアーゼを導入する従来のゲノム編集法
と根本的に異なり、導入オリゴ核酸を介した修復により行われて
いると推察されている。全てのサイトで高効率に行えるとは言い
難い（CRISPR-Cas9でも同様）が、ターゲットによっては、ヒト細
胞を用いた実験において導入から正確な編集までを最高で数％
程度で行えるところまで改良が進んでいる。
本節冒頭にも触れたように、ST法の開発のきっかけとなったの
は緑膿菌の抗生物質耐性獲得機構の解析にある4-6)。緑膿菌は医
療現場において極めて注視すべき細菌の一つであり、水があれ
ばどこにでも存在する環境常在菌であるばかりか、免疫力の低
下した患者に度々感染する日和見感染症の原因菌である。本菌
は元来抗生物質に耐性を示すが、厄介なことに抗生物質に曝露
されると容易にさらなる耐性化を果たしてしまう。このような急
激な耐性の獲得は本菌が有する耐性獲得機構の巧みさにある
ことがわかっている。この耐性獲得機構は、外膜の透過障壁性と
様々な薬剤を排出するRND型の異物薬物排出トランスポーター
の発現による７)。本菌はゲノム中に12種のRND型異物薬物排出
トランスポーターを有しており、どれか一つでも高発現すれば多
剤耐性化を果たす7-8)。野生株ではMexAB-OprMポンプのみを
中程度レベルで発現しており、一般的な細菌よりも抗生物質に
対して耐性を示す。残りの11種に関しては、（発現の揺らぎや一
過的条件で発現することもあるが）通常発現が抑制されサイレ

ントな状態にあり、MexAB-OprMを含めてレギュレーター遺伝
子の変異により高発現化し、種々高度多剤耐性化を果たす。その
中の一つにMexEF-OprNを高発現するnfxC変異株がある。こ
の株は、臨床でしばしば現れる変異株であるが、この耐性獲得機
構が非常にユニークである。著者らが解析を続け見出した自己
ゲノム編集機構により、ゲノム中の遺伝子が存在しない領域に正
のレギュレーターmexT遺伝子を作り出すことで、通常サイレン
トなMexEF-OprN異物薬物排出トランスポーターの高発現を
促し、本菌を多剤耐性株へと誘導する。その後の解析から、この
自己ゲノム編集機構はある特徴的な構造を形成する遺伝子配列
が自ら特殊な核酸を作り出し、その核酸を介してターゲットサイ
ト（遺伝子領域）を書き換え、遺伝子を作りだしたり壊したりして
環境に適応するようゲノムを意図的に変化させていることがわ
かった。その後、解析をさらに続け、この核酸を人工的にデザイ
ンしてゲノム編集を人為的に起こさせることに成功した。すなわ
ち、100 mer程度のオリゴ核酸を細胞に導入するだけで遺伝子
をデザイン通りに編集できることを明らかにし、本手法をST法と
名付けて基本の知財の獲得を果たした9-12）。繰り返しになるが、
本法の特徴は100 mer程度の核酸を導入するだけでターゲッ
トサイトのゲノム編集を行える点にあり、タンパク質成分を導入
する必要がない。本機構に必要なタンパク質因子はほぼ全ての
生物が有していると考えられ、実際、ST法は細菌でもマウスでも
ヒト細胞でも起こすことが可能であった。少々機構が異なるよう
であるが、オリゴ核酸のみで編集が可能な方法としてオリゴヌク
レオチド誘発突然変異導入技術（Oligonucleotide Directed 
Mutagenesis：ODM法）がある。これらの方法は、導入したタン
パク質成分に対して抗体が産生されるin vivo治療や、塩基置換
に代表されるゲノム・遺伝子改変に特に有用であると思われ、さ
らなる改良が楽しみな技術である。なお、ODM法に関しても、
編集の効率を高めるさまざまな取り組み、投与核酸への修飾や
extra配列の導入によるループ化などの工夫が行われている。
また、ST法の研究開発を行う中で、本手法では全くゲノム編集
が起こらない領域が存在することも明らかになった。面白いこと
に、その領域ではゲノム編集を妨げる因子の存在が疑われ、その
因子をタンパク質成分の導入なしに、単純な核酸によって除くこ
とにも成功した。その結果、全く編集を起こせない領域において
も、比較的高頻度で編集を可能にすることにも成功している。さ
らに、ST法を基盤技術として近年設立されたベンチャー企業の
Nexuspiral株式会社13)は、マウス個体に対してST法でゲノム編
集を行い、効率こそまだ低いもののターゲットサイトの正確な編
集に成功している。実用化に向けて安全性の確認などを詳細に
検討しているところであるが、ex vivoによる遺伝子治療では効
果・治療が期待できない希少疾患などへの治療に光明を指すも
のとして大いに期待されている。技術は日進月歩であり、その有
効性や優位性から今後ますますゲノム編集法の利用・改良が行
われ、近い将来、幾つものゲノム編集の手法の中から用途に合わ
せて選択できるようになると期待される。

17

THE CHEMICAL TIMES



07おわりに

ゲノム編集法、特にCRISPR-Cas9法はその知財のほぼ全てが
海外のものとなっているが、今回紹介したST法や徳島大学 刑部
敬史教授・東京工業大学 刑部祐里子教授らが開発したTiD法14）

は本国オリジナルのゲノム編集技術である。今後の医療の一端
をゲノム編集法が担う可能性はとても高いと思われ、安全性が
担保されればオリゴ核酸のみによる遺伝子治療の実用が進んで
いくものと思われる。その実現のためには、安全性の確認はもと
より、オリゴ核酸の種々の実用に即した品質評価法の確立が必
須であると思われる。そして、核酸医薬品を含めゲノム編集法で
利用するオリゴ核酸の需要は拡大の一歩を辿ることは疑いよう
がなく、国策としての供給体制の充実とそのプラットフォームの
確立が急務となる。法整備を含め、産学官の協調・連携を早急に
進めていく必要がある。
一方、オリゴ核酸自体は自動合成機と原料さえあればどのよう
な配列であっても自由に合成することができる。上記のガイドラ
インに従ったグレードの核酸を合成できる合成機を開発すること
で、近い将来より身近に核酸薬による個別化医療などが進んで
いくと想像される。その場合、on site（薬局でなくとも、公民館、
コンビニ、はたまた患者の自宅）で自分に合った核酸薬の入手
が可能になると信じており、これにより医師のいない地域であっ
ても、ポツンと一軒家であっても、インターネットとのコラボレー
ションによって安価で患者ファーストな個別化治療が進む未来が
訪れることを著者は夢見ている（図3）。高齢化社会が進む特に本
国においては、まさに核酸薬の存在は医療システムの維持発展
に必須な技術の一つであると思われ、これは世界共通のシステ
ムの構築に向けてまさに本国が先導して進めていく問題である
と感じてやまない。
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01はじめに

細菌やミトコンドリアのゲノムに由来するオリゴDNA
（oligodeoxynucleotide：ODN）は、Toll様受容体（Toll-like 
receptor：TLR）のリガンドとして自然免疫系を調節することが知
られる。しかし、近年一部のゲノム由来ODNが、非免疫細胞の分
化にも影響することが明らかになってきた。筆者は、乳酸菌ゲノ
ムを起源とするODNライブラリから、筋・骨組織の前駆細胞に作
用する配列を同定し、筋萎縮や骨粗鬆症に有効な核酸医薬品の
シーズとして研究を進めている。本稿では、これらODNの背景
や作用機序、そして応用展開について紹介する。

02核酸医薬品とゲノム由来ODN

核酸医薬品は、数十塩基のオリゴ核酸を基本骨格とし、タンパク
質へと翻訳されず、標的に直接作用する薬物である。分子量1万
前後の核酸医薬品は、低分子化合物のように合成可能なことに
加え、抗体医薬品や細胞医薬品と同等以上の特異性や効果を発
揮する、次世代の創薬モダリティである。抗原抗体反応に依拠す
る抗体医薬品とは異なり、核酸医薬品の作用原理は多様で、シー
ド配列のプラットフォームは目的に応じて選択される。
核酸医薬品の中で最も実用化が進んでいるのは、アンチセンス
核酸やsiRNA（small interfering RNA）など、標的遺伝子と配列
依存的に結合し、その発現を調節するタイプである。これまでに、
デュシェンヌ型筋ジストロフィーやトランスサイレチン型アミロイ
ドポリニューロパチーを対象とするアンチセンス核酸が米国で
承認されている。核酸標的型の核酸医薬品は、1993年に線虫で
発見され、2001年以降に報告が急増したmiRNA（microRNA）
やRNA干渉が着想の一つにある。これらのシードは標的遺伝子
と相同・相補的な配列であり、その開発の歴史は、多細胞生物で
は線虫で初めて整備されたゲノムデータベースの発展と軌を一

にする。
これとは別に、病原体関連分子パターン（pa thogen -
associated molecular patterns：PAMPs）としてオリゴ核酸を
用い、免疫応答を調節する核酸医薬品がある。元来、細菌やウイ
ルスのゲノムには非メチル化CpG配列が偏在しており、宿主の
TLR9はこれを非自己の侵襲と認識して自然免疫系を活性化す
る1)。この性質を利用し、非メチル化CpGモチーフを有するODN
（CpG-ODN）はワクチンアジュバンド（免疫賦活剤）として利用
することができ2)、米国では2017年にB型肝炎ワクチンのアジュ
バンドとして承認されている。他にも、TLR3/7/9がテロメア様の
核酸パターンを感知し、免疫系を制御することが知られる。この
ため、CpG-ODNやテロメアODNのように、TLRリガンドとして
自然免疫系に作用するPAMPs型ODNは、感染症、アレルギー、
自己免疫疾患などに有用な核酸医薬品となり得る。その由来か
ら、PAMPs型ODNのシード配列は、細菌、ウイルス、ミトコンドリ
アなどのゲノム配列から探索される。
また、立体構造依存的に標的分子と結合するアプタマー（核酸
抗体）も、核酸医薬品への展開が期待される。アプタマーは、折
り畳まれて熱力学的に安定な高次構造を形成するオリゴ核酸
で、抗体のように標的と特異的に結合し、多くは阻害剤として働
く。一般的にアプタマーは、細胞膜ないし細胞外タンパク質を
標的に設定し、SELEX（systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment）法で作製される3)。これは、ランダム
配列の核酸ライブラリから、標的結合配列の選抜とPCRによる濃
縮を反復してアプタマーを得る、リバーススクリーニングの手法
である。タンパク質である抗体と比べ、核酸アプタマーは免疫原
性が低く、有機合成が可能で保存性にも優れる。しかし、実用化
されたのは2004年に米国で承認された抗VEGFアプタマーの
みで、臨床応用では抗体医薬品に及んでいない。
このように、オリゴ核酸の基礎研究と核酸医薬品の開発は、互
いに関連しながら進展してきた。他方、この枠組みに収まらない、
ユニークな機能を示す配列も報告されている。2002年には、細
菌のmRNAの5’側非翻訳領域がアプタマーとして低分子と結合
し、自身の構造を変化させることで転写や翻訳を制御するリボス
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イッチの概念が提唱された4)。また、CpG-ODNの非免疫的な作
用として、2009年にはCpG-1826がTLR9依存的に破骨細胞の
分化を抑制すること5)、2010年にはCpG-2006がTLR9非依存
的に間葉系幹細胞の骨分化を阻害することが示された6)。2011
年には、ミトコンドリアゲノム由来の非CpG-ODNが骨芽細胞の
分化を促進することが報告された7)。これらの成果は、ゲノム由来
配列がアプタマーとなり得ること、細胞の分化に影響し得ること
を示唆する。筆者は、幹細胞に作用するゲノム由来ODNを探索
することで、ODNによる新しい細胞制御技術を開発できないか
と考えた。加齢や疾患に伴い、成体幹細胞や前駆細胞の機能は
低下し、組織の恒常性維持に支障が生じる。幹細胞の活性化は、
抗加齢や疾患治療にとって重要な課題である。ODNによる細胞
制御が可能になれば、超高齢社会のニーズに応える核酸医薬品
の創出につながると期待される。

03筋形成型ODNの同定

人体最大の組織である骨格筋は、運動に加え、熱生産、エネル
ギー貯蔵、糖代謝でも主要な役割を担う。筋力や筋量の減少は、
運動機能の低下を招くだけでなく、心不全、がん、糖尿病などに
よる死亡の危険因子でもある。骨格筋は、多核の巨大細胞であ
る筋線維が集合した組織である。筋形成の初期には、筋線維と基
底膜の間に存在する筋幹細胞（衛星細胞）が活性化し、筋前駆細胞
（筋芽細胞）となる。筋芽細胞は増殖後、収縮性の筋細胞へと分
化して筋組織を構築する。しかし、加齢や疾患によって筋芽細胞
の分化能は減退し、これが筋萎縮の一因と考えられている。過去
に報告された筋分化促進剤は、特異性の低いヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤や、血中半減期が1時間未満のトリテルペン酸な
ど、臨床応用にはいくつかの課題があった。そのため、抗体医薬
品と比肩する特異性を達成でき、化学修飾により体内安定性や
細胞毒性を調節できる、核酸ベースの筋萎縮治療薬の需要は大
きい。
筆者らは、ヒト腸内に存在し、乳製品にも用いられる乳酸菌
Lacticaseibacillus rhamnosus GGのゲノム配列に由来する
18塩基のODNライブラリから、筋分化を促進する配列を探索
した。筋芽細胞にODNを投与して培養し、骨格筋マーカーであ
るミオシン陽性細胞の割合を指標にスクリーニングした。その結
果、テロメア反復配列（TTA GGG TGA GGG）を有するODN群
（iSN01～iSN07）が筋分化を誘導することがわかり（図1a）、こ
れらを筋形成型ODN（myogenetic oligodeoxynucleotide：
myoDN）と呼称した8)。このうち、最も活性の高いiSN04（AGA 
TTA GGG TGA GGG TGA）の作用機序を解析した。
まず、iSN04が核酸を標的とするかを検討した。iSN04は、ヒト、
マウス、ニワトリの筋芽細胞に作用したことから（図1b）8, 9)、アン
チセンス核酸様に働くなら、各動物種の相同遺伝子座にiSN04
類似配列が存在するはずである。しかし、ゲノムデータベースで
はそのような座位を確認できなかった。また、アンチセンス核酸

は直鎖化による活性向上が見込まれるが、一部のmyoDNは熱
変性で失活した。つまり、iSN04は核酸標的型のODNではなく、
構造依存的に機能すると考えられる。
次に、iSN04の免疫原性を検証した。テロメア配列を含むODN
は、TLR3/7/9を介して免疫応答を抑制し得るが10)、iSN04を
投与した筋芽細胞では、TLR下流の遺伝子群の発現に変動は
なかった。また、既知のTLRリガンドODNは筋分化に影響せず、
iSN04の活性も阻害しなかった。iSN04の筋分化促進活性は
TLR非依存的であると結論される。
以上の結果から、iSN04がアプタマーである蓋然性が高まっ
た。単純軌跡和マルチカノニカル分子動力学法（TTP-McMD）に
より、310 Kの水分子中で熱力学的に安定なiSN04の構造を計
算すると、半径約1 nmの球状構造が示された（図1c）。特に、テ
ロメア反復配列後半の3連グアニンは互いに近接し、構造の中心
を占める。実験的にも、このグアニン中核を1塩基ずつ削除する
ごとにiSN04の活性が低下した。ゲノムDNAでは、テロメア様の
配列がグアニン四重鎖と呼ばれる高次構造を形成し、テロメア結
合タンパク質や転写因子複合体と相互作用する11)。iSN04も、テ
ロメア反復配列中のグアニンを介してタンパク質と結合すると
推測された。iSN04で培養細胞の可溶性画分を沈降すると、結合
タンパク質としてヌクレオリンが単離された。ヌクレオリンは真核
生物でユビキタスに発現する多機能タンパク質で、N末端の被リ
ン酸化領域、中央のRNA結合ドメイン、C末端のタンパク質結合
領域からなる。ヌクレオリンは、核、細胞質、細胞膜などに移動・局
在し、遺伝子の転写や翻訳、細胞の増殖や分化、炎症や細胞死な
どに関与するが12)、筋分化での役割は不明であった。
免疫染色の結果、筋芽細胞のヌクレオリンの大部分は核内に

図1 myoDNの同定（文献8を改変）
（a）10 µmol/Lの乳酸菌ゲノム由来ODNを48時間投与したマウス初代培養筋
芽細胞ミオシン重鎖（myosin heavy chain：MHC）陽性率。** p < 0.01。（b）10 
µmol/LのiSN04を48時間投与したヒト初代培養筋芽細胞のMHC免疫染色像。ス
ケールバー：200 µm。（c）TTP-McMDで計算した310 K水分子中のiSN04の最安
定構造（信州大学・梅澤公二先生）。

20

特集　核酸医薬



存在し、特に核小体に局在することがわかった。iSN04がヌクレ
オリンと結合するには、細胞膜を通過する必要がある。一般的に
ODNは、キャリアなしで細胞内に移行する（gymnosis）。ODN
は二本鎖DNAより分子量が小さく、RNAより疎水性が高いた
め、比較的効率良くエンドサイトーシスで取り込まれる。エンド
ソームから細胞質に移行したODNの一部は、シャペロンやRNA
結合タンパク質によって、さらに核内に運ばれる13)。蛍光標識し
たiSN04を筋芽細胞に投与すると、2時間以内に細胞内での蓄
積が観察され、iSN04は核内のヌクレオリンとも相互作用し得る
ことが示された。がん細胞のヌクレオリンは、p53 mRNAの5’
側非翻訳領域に結合し、p53タンパク質への翻訳を阻害する。ま
た、筋芽細胞のp53タンパク質は、筋原性転写因子MyoDと協働
して筋分化を誘導する。これらの知見から、iSN04は筋芽細胞の
ヌクレオリンと結合し、p53 mRNAをヌクレオリンから解放して
p53シグナルを活性化すると考えられた。実験的にも、iSN04を
投与した筋芽細胞では、p53 mRNA量とは独立にp53タンパク
質量が増加し、p53下流の遺伝子群の発現が誘導された。
本研究から、乳酸菌のゲノム配列に由来する18塩基のiSN04
は、高次構造を形成して筋芽細胞に取り込まれ、ヌクレオリンと結
合してその機能を阻害し、p53シグナルを増強して筋分化を促

進することがわかった（図2）。iSN04は、ゲノム由来ODNがアプ
タマーとして働き、細胞分化を制御することを示した世界初の例
である8)。

04iSN04の応用展開

筋分化を誘導するiSN04は、加齢に伴う筋力や筋量の減少（サ
ルコペニア）の予防や、各種疾患が合併する筋萎縮の治療に有
用な核酸医薬品シーズとして期待される。1型および2型糖尿病
では、酸化ストレス、慢性炎症、細胞外マトリクスの異常、遺伝子
発現の攪乱などにより筋分化能が低下し、これを一因に骨格筋
が萎縮する。糖尿病患者の筋芽細胞を用いた実験では、iSN04
が糖尿病で増悪する筋分化を回復することが示された（図3a）
14)。また、進行性がん患者の約8割が、筋消耗を主徴とする悪液質
（カヘキシー）を合併する。機序の一端として、がん細胞が分泌
する悪性因子が筋芽細胞の炎症やアポトーシスを誘導し、筋分
化を阻害することが指摘されている。筆者らの実験でも、がん分
泌物を含む培養上清は筋芽細胞の分化を著明に悪化させたが、
iSN04を投与すると、がん細胞培養上清中でも正常な筋分化が

図2 iSN04の作用機序
乳酸菌ゲノム配列に由来するiSN04は、テロメア反復配列後半の3連グアニン
を中心に高次構造を形成し、筋芽細胞内のヌクレオリンと結合する。結果、p53 
mRNAがヌクレオリンから解放されてp53シグナル経路が活性化し、筋分化が促
進される。

図3 iSN04による筋分化能の改善（文献14, 15を改変）
（a）健常者と比べ、1型および2型糖尿病患者の筋芽細胞ではMHC陽性率が低いが
（上段）、10-30 µmol/LのiSN04を48時間投与すると改善される（下段）。（b）大
腸がん細胞の培養上清で培養したヒト筋芽細胞のMHC陽性率は低いが（上段）、
30 µmol/LのiSN04を投与すると改善される（下段）。スケールバー：200 µm。
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観察される（図3b）15)。これら糖尿病・がんモデルでは、筋芽細胞
は慢性的な炎症状態にあるが、iSN04は抗炎症作用を示すこと
もわかってきた。iSN04の標的であるヌクレオリンは、GSK-3βの
リン酸化を介してβカテニンの分解を制御する16)。iSN04がヌク
レオリンを阻害すると、炎症刺激によるβカテニンの細胞内蓄積
が減少し、βカテニンと複合体を形成する転写因子NF-κBの核内
移行が制限され、炎症応答が低減する17)。糖尿病やがんを含め、
筋萎縮を合併する疾患の多くが慢性炎症を伴うことから、筋分化
促進と抗炎症というiSN04の二重作用は、臨床的にも有用性が
高い。
ヌクレオリンは全細胞に発現するタンパク質であり、iSN04は
様々な細胞で効果を発揮する。筋細胞が腫瘍化した横紋筋肉腫
は、筋分化能が潜在化した細胞だが、iSN04で分化誘導すること
で増殖を抑制できる。筆者らの実験では、iSN04が、3次元培養し
た横紋筋肉腫細胞の腫瘍塊形成を阻害した（図4）18)。元来、ヌク
レオリンはがん治療の標的として知られ、iSN04にも抗腫瘍作用
が想定されたが、特に、筋分化誘導が可能な横紋筋肉腫には著
効が期待される。

また、ヌクレオリンは骨格筋と近縁の心筋や血管平滑筋、さらに
脂肪の分化にも関与しており、iSN04によって、これらの細胞の
分化や炎症が制御可能になりつつある（特許出願中）。心臓、血
管、脂肪はメタボリックシンドロームを基盤とする循環器疾患の
治療対象であり、核酸医薬品シーズとしてのiSN04の適用拡大
が期待される。現在、iSN04の臨床応用を目指して動物試験を進
めている。
同時に、多様な細胞に作用するiSN04を、標的細胞へ選択的
に到達させるドラッグデリバリーシステムも必要である。18塩基
（分子量5,957）のiSN04は、既知のアプタマー（平均長51塩
基）より短く、化学修飾や脂質ナノ粒子による製剤化に有利であ
る。この観点から、iSN04の構造データを元に設計した、iSN04
と同等の活性を有する12塩基（分子量3,958）のODNも開発し
ている（特許出願中）。配列の短縮は、合成コストの低減、分子の
安定化、吸収率の向上とも関連し、核酸医薬品としての実用性に
とって重要である。

05骨形成型ODNの同定

iSN04が提示する、ゲノム由来ODNによる細胞制御技術
は、核酸医薬品の創薬モダリティとなるだろうか。先行研究で
は、ヒトミトコンドリア配列に由来する27塩基のMT01（[ACC 
CCC TCT]3）が、骨芽細胞や間葉系幹細胞の骨分化を促進し、
ラット歯周病モデルにおける歯槽骨量の減少を改善している
7, 19)。MT01はERK/MAPK経路を活性化し、骨形成に必須の
転写因子Runx2のリン酸化を亢進するが、直接の標的は不明
である。筆者らも、iSN04を同定した乳酸菌ODNライブラリ
を再利用し、MT01のように骨分化を誘導する骨形成型ODN
（osteogenetic oligodeoxynucleotide：osteoDN）の探
索を試みた。骨芽細胞にODNを投与して培養し、骨形成マー
カーであるアルカリフォスファターゼの活性を指標にスクリーニ
ングした結果、CpGモチーフを含むiSN40（GGA ACG ATC 
CTC AAG CTT）が骨分化を促進することがわかった（図5a）20)。
iSN40を長期投与した骨芽細胞は、細胞外基質が石灰化した骨
細胞へと成熟する（図5b）。

CpG配列を有するiSN40は、CpG-ODNとしてTLR9に受容さ
れ得る。しかし、CpGモチーフ（CG）をGCに置換した変異iSN40
も骨分化を促進する一方、TLR9リガンドであるCpG-2006は骨
分化に影響しない。さらに、本研究で用いた骨芽細胞株はTLR9
を発現しないことから、iSN40による骨分化誘導はTLR9非依存

図4 iSN04による横紋筋肉腫の増殖抑制（文献18を改変）
10 µmol/LのiSN04は、3次元培養した横紋筋肉腫細胞の腫
瘍塊形成を阻害する。スケールバー：100 µm。

図5 iSN40の同定（文献20を改変）
（a）10 µmol/Lの乳酸菌ゲノム由来ODNを48時間投与したマウス骨芽細胞株
MC3T3-E1のアルカリフォスファターゼ（alkaline phosphatase：ALP）陽性率。
アスコルビン酸（ascorbic acid：AA）は骨分化誘導の陽性対照。（b）10 µmol/Lの
iSN40を12日間投与したMC3T3-E1のアリザリン染色像。スケールバー：200 µm。

（c）TTP-McMDで計算した310 K水分子中のiSN40の最安定構造（信州大学・梅
澤公二先生）。
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的であると結論される。分子シミュレーションでは、iSN40は半径
約1 nmの球状構造を形成した（図5c）。iSN40と変異iSN40は
ともに、30分以内に骨芽細胞内に移行したため、iSN04同様、ア
プタマーとして機能すると考えられる。しかし、現時点で標的分
子は不明である20)。
骨は代謝が活発な組織で、骨芽細胞による骨形成と、破骨細胞
による骨吸収の均衡によって恒常性が維持される。骨芽細胞の
分化能の低下は、骨量や骨密度の減少、ひいては骨粗鬆症の原
因となる。治療薬としてデノスマブ（抗RANKL抗体）やロモソズ
マブ（抗スクレロスチン抗体）が承認されているが、核酸医薬品
は存在しない。興味深いことに、TLR9非依存的に骨分化を誘導
するiSN40は、同時に、TLR9依存的に破骨細胞の形成を阻害す
ることがわかってきた（投稿中）。骨形成を促進し、骨吸収を抑制
するiSN40は、骨リモデリングのバランスを改善し、骨粗鬆症の
治療に有効な創薬シーズとして期待される。

06おわりに

わずか50種類の配列からなる乳酸菌ODNライブラリから、筋
形成型のiSN04と、骨形成型のiSN40という、細胞分化を制御す
る2種類のODNが同定された。一連の成果は、ゲノム配列が核
酸医薬品のシーズ開発に有用なプラットフォームであることを示
唆する。ゲノムDNAやmRNAは、それら単体では機能しない。ゲ
ノムDNAには、転写因子複合体、クロマチンタンパク質、核酸修
飾酵素、開裂・複製・修復・切断に関する様々なタンパク質が結合
する。RNAには、スプライシング、ポリアデニル化、輸送、翻訳に
寄与する多彩なRNA結合タンパク質が働き、その数はヒト遺伝
子の7.5%に達する。つまり、ゲノム配列は何らかのタンパク質と
相互作用する確率が極めて高く、短くとも機能性に富むアプタ
マーの探索に好適といえる。筆者らは、ゲノム由来ODNライブラ
リを、標的分子を設定しないフォワードスクリーニングに供した
が、これをSELEX法のスタートライブラリに応用することもでき
る。今後、ゲノム配列に着目したアプタマー研究が進展し、ユニー
クな核酸医薬品シーズがさらに登場することを願う。
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キーワード解説

塩基、糖、リン酸からなるヌクレオチドがホスホジエステル結合で連なった生体高分子である核酸塩基が、直鎖状に数個から100個程度結合し
た状態の化合物を指す。核酸医薬品以外にも様々な医療分野における応用が研究されている。

オリゴヌクレオチド

近年注目されている次世代の創薬モダリティ。体内で遺伝子発現してタンパク質をつくるmRNA医薬（数千塩基から1万塩基を超えるものま
で）と遺伝子発現を介さずに直接生体に作用する天然型または化学修飾型オリゴヌクレオチド（二十前後～百塩基程度）に大別される。
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デオキシリボヌクレオチドで
構成される二～四量体原料を
各種販売しております。


