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国立大学法人東京医科歯科大学 

国立研究開発法人日本医療研究開発機構 

 

「 ヘテロ核酸医薬による遺伝子発現制御メカニズムを解明 」 

― より有効な核酸医薬のデザインが可能に ― 

 
【研究成果のポイント】 

 本研究グループは、これまでに独自に開発した核酸医薬である「DNA/RNA ヘテロ 2 本鎖核酸 

(HDO)」が、一本鎖アンチセンス核酸医薬である ASO と比較しても非常に高い遺伝子発現抑制効果

を示すことを報告しています。しかしながら、多くの研究報告がある ASO と比べて、HDO の細胞内

の作用分子メカニズムは解明されていませんでした。今回研究グループは、HDO に特異的な結合タ

ンパク質を複数同定することに成功しました。 

 同定したタンパク質は、塩基配列に関わらず 13〜16 塩基対の短い DNA/RNA に選択的に結合でき

ることを見出しました。 

 同定した結合タンパク質が、HDO の活性制御に重要な働きをしていることを明らかにしました。HDO

の作用メカニズムの解明により、今後、効果が高く副作用の少ない核酸医薬の開発につながるもの

と期待されます。 

 

【概要】 

 東京医科歯科大学大学院 医歯学総合研究科 脳神経病態学分野 （脳神経内科）の横田隆徳教授、浅田健

特任助教らは、HDO 核酸に結合する複数のタンパク質を同定し、同定タンパク質が HDO の活性制御に関わっ

ていることを明らかにしました。この研究は日本医療研究開発機構 （AMED）の先端的バイオ創薬等基盤技術

開発事業における研究課題「次世代血液脳関門通過性ヘテロ核酸の開発による脳神経細胞種特異的分子標

的治療とブレインイメージング」（研究代表者:横田隆徳）と、日本学術振興会科学研究費助成事業基盤研究 C

における研究課題名「DNA/RNA ヘテロ 2 本鎖核酸を切断するヌクレアーゼの同定および作用機序解明」（研

究代表者：浅田健）の支援のもとでおこなわれたもので、その研究成果は、国際科学誌Nucleic Acids Research

に、2021 年 4 月 30 日午前 1 時 5 分 (英国夏時間) にオンライン版で発表されます。 

解禁日時：2021 年 4 月 30 日（金）午前 9 時 5 分（日本時間） 
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【研究の背景】 

核酸医薬は、従来の低分子化合物医薬や抗体医薬では困難な標的である RNA に対して選択的な機能制

御を可能とする先端的なバイオ医薬技術です。核酸医薬は大きく分けて RNA を基盤とした siRNA および

miRNA mimic（いずれも 2 本鎖 RNA）と DNA を基盤としたデコイ（2 本鎖 DNA）、アンチセンス核酸（antisense 

oligonucleotides, ASO; 1 本鎖 DNA）※1、および研究グループで開発した HDO（heteroduplex oligonucleotides, 

ヘテロ 2 本鎖核酸）※2 に分類することができます（図 1）。 

 

 

DNA を基盤とした核酸医薬では ASO として、家族性高コレステロール血症に対するミポメルセン、脊髄性筋

萎縮症に対するヌシネルセンなどが承認されています。これら以外にも、多くの疾患で臨床試験が進行してい

ます。Gapmer 型※4 の ASO 核酸医薬の作用メカニズムとしては、ASO 鎖が標的 RNA の配列依存的に結合

し、続いて RNase H※５が 2 本鎖 ASO/RNA を認識して標的 RNA を切断することによって、遺伝子の発現を制

御することが知られています。ASO に関しては受容体、結合タンパク質、細胞内輸送機構も含めて、多くの細

胞内の分子機構が解明されて報告がなされています。一方で HDO に関しては、どのようなタンパク質と結合す

るのか、どのように 2 本鎖 HDO から 1 本鎖 ASO が分離されるのかも含めて、詳細には解明されていませんで

した。そこで研究グループは HDO の作用メカニズムを解明するため、HDO に結合するタンパク質の同定を試

みました。 

 

【研究の概要】 

HDO 結合タンパク質を同定する為に、ASO と HDO をそれぞれマウスに投与し、3 時間後に肝臓組織を単離

しました。研究グループが独自に開発した解析手法として、まず超遠心を利用したスクロース分画法を用いて、

肝臓抽出液を分画しました。続いて、それぞれの分画をタンパク質非変性条件下でゲル電気泳動を行い、核

酸染色試薬を用いて ASO と HDO を可視化しました。さらに同じゲル上でタンパク質染色試薬を用いてタンパク

質を可視化し、コントロール（非投与）群、ASO 投与群、HDO 投与群の 3 群間で比較して、HDO 群でのみ可視

化された核酸バンド、かつ核酸バンドと泳動移動度が同じだったタンパク質バンド（核酸のバンドとオーバーラッ

図 1. 異なる構造の核酸医薬（LNA※3 は人工核酸のひとつ） 
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プしたバンド）をHDOに結合するタンパク質と推定し、ゲルから切り出し後、質量分析器を用いて解析しました。

その結果、複数のHDO結合候補タンパク質が同定されました。次に、先にマウス肝臓組織抽出液を調製し、そ

の抽出液に HDO を加える実験を検討したところ、同様に複数の HDO 結合タンパク質を同定することができま

した。上記 2 つの異なる実験に共通して、 ANXA5 タンパク質と CA8 タンパク質が HDO に結合する候補タンパ

ク質として見出されました。 

 さらなる結合タンパク質を同定する為に、既報論文の検討およびバイオインフォマティクス解析を行ったところ、

HDO 結合候補タンパク質として、APEX1 と FEN1 を見出しました。ANXA5, CA8, APEX1, FEN1 の各精製タンパ

ク質を用いた実験から、これら同定したタンパク質がいずれも異なる配列を有する HDO と結合することが明ら

かになりました。また配列長に関して検討した結果、13〜16 塩基対の長さの HDO に結合することが明らかとな

りました。 

 これらタンパク質をノックダウンした細胞を用いた遺伝子発現解析から、ANXA5, CA8, APEX1, FEN1 いずれ

のタンパク質も、HDO の活性に寄与し、標的 RNA の発現制御に重要な役割を果たしていることが明らかとなり

ました（図 2）。 

  

図 2. HDO による遺伝子発現制御機構と今回同定したタンパク質の関わり 

左図：HDO と今回同定したタンパク質による遺伝子発現制御機構の概略図 

右図：これまでの知見および今回の報告をもとに推測される HDO による遺伝子発現制御機構の一例。HDO が

ANXA5 および CA8 に結合し、続く未同定のエンドヌクレアーゼ（RNase H 活性を有するタンパク質）による相補

鎖 RNA の切断により一本鎖 ASO が生成する。生成した ASO は直接もしくは endosome を経由して核内に取

り込まれ、標的 RNA と配列特異的に結合後、RNase H によって標的 RNA が切断され、遺伝子の発現が制御

される。 
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【研究成果の意義】 

今回、研究グループは HDO の活性に寄与する複数のタンパク質を同定しました。今後、同定したタンパク質

と HDO の結合能の比較検討から、より効果が高く、副作用の少ない HDO をデザインすることが可能になると

考えられます。さらに、同定タンパク質の細胞質内発現量を加味した標的組織の選別への応用も期待できます。

また同定したタンパク質は生体内に存在する小さな核酸と結合する可能性も示唆され、核酸医薬開発の研究

分野のみならず、生体内での DNA の新たな機能の研究にも貢献することが期待されます。 

 また、研究グループではアルツハイマー病などの神経難病や新型コロナウィルス（COVID-19）の治療薬開発

を行っており、本成果は、その創薬研究に役立つことも期待されます。 

 

【用語解説】 

※1 アンチセンス核酸（ASO : antisense oligonucleotide の略） 

 細胞内に存在する RNA を標的とする核酸医薬で、ASO は 1 本鎖 DNA を基本構造とする。塩基配列の相補

性を示す標的 RNA に特異的に結合し、Gapmer 型の場合は標的 RNA を一過性に分解して機能を抑制したり、

発現を上昇させたりすることが可能である。既存の低分子医薬や抗体医薬では標的にできなかった疾患に対

する分子標的治療薬の主流となりつつある。 

 

※2 ヘテロ核酸（HDO：heteroduplex oligonucleotides の略） 

 DNA からなるアンチセンス核酸と、その配列に相補的な RNA 相補鎖から成る二本鎖核酸医薬（図 1 参照）。

RNA 相補鎖に様々なリガンド（図 2 参照）を結合させることで、標的臓器との親和性を調節することが可能であ

る。本研究グループが独自に開発し、一般的に核酸医薬の主流である siRNA (small interfering RNA)、アンチ

センス核酸に続く、第 3 の核酸医薬技術として注目されている。 

 

※3 LNA 

 Locked nucleic acids の略で、RNA の 2'位の酸素原子と 4'位の炭素原子を架橋した構造をもつ人工核酸であ

る。核酸分解酵素に対する安定性に優れ、標的 RNA に対して非常に強い親和性を示すことが知られている。 

 

※4 Gapmer 

両端に LNA などの人工化学修飾核酸を配し、それらに挟まれた中央部分は DNA から成るアンチセンス核

酸（図１参照）。標的 RNA の分解を目的とする。 

 

※５ RNase H 

 主に細胞の核内に存在し、DNA/RNA 2 本鎖構造を認識してその RNA 鎖のみを切断する酵素。 
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【論文情報】 

掲載誌：Nucleic Acids Research 

論文タイトル：Short DNA/RNA heteroduplex oligonucleotide interacting proteins are key regulators of target 

gene silencing 
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