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本研究では、国内外においてガイドラインが存在しない核酸医薬品について、

開発環境整備を目指したレギュラトリーサイエンス研究を行う。核酸医薬品は化

学合成によって製造される医薬品であるが、低分子医薬品やバイオ医薬品をベー

スとした規制では対応できない核酸医薬特有の性質がある。その中で特に重要と

されるのが「相補的結合依存的なオフターゲット効果」の発現であり、その評価

法の確立や判断基準の設定が喫緊の課題となっている。すなわち、①低分子医薬

品等の開発で得られた知見/経験が応用できず全く新規の課題であること、②安全

性評価の課題でありながら動物を用いた試験ができないことから、核酸医薬品開

発の現場でも対応についてコンセンサスが得られておらず、開発が遅延する恐れ

出ている。本年度は、複数のタイプが存在するアンチセンス医薬品について調査

研究を行い、それぞれのアンチセンス医薬品に対してオフターゲット効果の評価

法を考察、提案した。さらに、Kynamro®の上市で注目を集めている Gapmer 型アン

チセンスに関して、マイクロアレイを用いてオフターゲット効果の誘導を検証し

た。 

 

A. 研究目的 

 本研究では、国内外においてガイドラインが

存在しない核酸医薬品について、品質・安全性

を評価する試験法の確立、審査指針の根拠とな

る実験的データの創出、基準策定の土台なるコ

ンセプトの提案など、開発環境整備を目指した

レギュラトリーサイエンス研究（RS 研究）を

行う。これにより、核酸医薬品の開発を促進し、

日本初となる、日本発の核酸医薬品を上市するた

めの体制を整える。さらに、ケーススタディを積

み重ねながら、核酸医薬品の開発/審査/承認が滞

りなく進行する環境を整備し、核酸医薬品の適用

が期待されている難治性疾患や希少疾患の領域

にいち早く医薬品を届ける体制を構築する。 

 

1. 核酸医薬品の特性とそれに付随する課題 

本研究では、核酸医薬品の RS 研究を行う前

提となる「核酸医薬品に特有の性質」について

調査を行ってきた。解決すべき課題を包括的に

理解するため、まず核酸医薬品の性質を整理し

たい。 

核酸医薬品とは一般に、「核酸あるいは修飾

型核酸が直鎖状に結合したオリゴ核酸を薬効

本体とし、蛋白質発現を介さず直接生体に作用

するもので、“化学合成により製造される”医

薬品」と定義できる。従って、核酸医薬品の規

制は基本的には化学合成医薬品をベースに考

えればよいと思われる。低分子医薬品やバイオ

医薬品と比較し、核酸医薬品に特徴的な点とし

ては、以下の項目を挙げることができる。 

① 核酸医薬品は化学合成により製造されるが、

分子量は一般的な低分子医薬品より遥か

に大きい（3,000−15,000 程度）。また、リ
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ン酸部に負電荷を有するポリアニオンで

あることから細胞膜を通過しにくい。以上

の特徴から全身投与された核酸医薬品は

特徴的な体内分布を示す（肝臓、腎臓、脾

臓、骨髄、固形癌等に集積）。 

② 核酸医薬品は 3’末端から一塩基ずつ連結し

ていく固相合成法により製造される。この

ため、N 塩基長のオリゴ核酸を合成する場

合、途中で塩基が抜けた N-1､N-2 などの不

純物が含まれうる。技術的な限界から、核

酸医薬品の不純物は低分子医薬品と比べ

て含有率が高くなると考えられる。 

③ 核酸医薬品ではヌクレアーゼ耐性を付与す

るため、一般にリン酸ジエステル部がホス

ホロチオアート化（S 化）されている（図

表 5）。これによりリン原子上に不斉点が

発生し、合成されたオリゴ核酸は立体異性

体が混在した化合物となる。例えば、11 塩

基長のオリゴ核酸を考えた場合、核酸の連

結部（不斉点）は 10 箇所存在するため、

210 =1024 個の異性体の混合物となる。現在

の技術では、これらの異性体を完全分離す

ることができないため、「リン原子の立体

化学に起因する異性体はいずれも有効成

分」という前提で開発が進められている。

実際、アメリカ食品医薬品局 で既に承認

されている核酸医薬品である Vitravene®

（一般名：Fomivirsen）および Kynamro®

（一般名：Mipomersen）（図表 2）はいずれ

もキラルが制御されていない異性体の混

合物である。 

④ 核酸医薬品は Toll 様受容体に代表される

パターン認識受容体を介して自然免疫系

を活性化する場合がある。研究の進展に伴

い、受容体に認識されるオリゴ核酸の配列

法則性などが明らかにされつつある。 

⑤ アンチセンスや siRNA に代表される「RNA

を認識する核酸医薬品」は、標的 RNA と相

補的に結合することにより有効性を発揮

する。これらの核酸医薬品では、標的遺伝

子以外の遺伝子と結合することにより発

現を抑制する「相補的結合依存的なオフタ

ーゲット効果」のリスクが危惧されている。 

⑥ 核酸医薬品をマウス、ラット、サルに投与

して観察される共通の毒性として、血液凝

固時間の延長、補体の活性化、免疫性細胞の

活性化、肝毒性、腎毒性などが知られる。

これらの毒性の発現は、配列によって強弱

があり、オリゴ核酸の物理化学的性状に依

存すると考えられているが、発症機構は不

明である。ケーススタディも不足している

ため、ヒトへの外挿性に関しては慎重を要

する。 

 

2. 安全性担保の観点から見た核酸医薬品開

発の課題 

 以上に挙げた核酸医薬品の性質の中で、安全

性担保の観点では、②と関連して「不純分の許

容範囲の設定」、⑤と関連して「相補的結合依

存的なオフターゲット効果が起こる条件の解

明」、⑥と関連して「ヒトにおける毒性発現を

予測する評価法の確立」が特に重要な点と認識

されている。「不純分の許容範囲の設定」に関

しては、主な不純物が N-1 等の「配列が変化し

たオリゴ核酸」であるため、そのリスクとして

は、「N-1 のオリゴ核酸が標的以外の遺伝子に

相補的に結合し、発現を抑制する」という懸念

である。従って、不純物に関する課題は、⑤に

記載したオフターゲット効果の課題と本質的

には同一であり、まずは、オフターゲット効果

が起こる条件（配列、濃度等）に関して、基盤

研究を進めるべきである。 

 「ヒトにおける毒性発現を予測する評価法の

確立」に関しては、現時点では毒性発現の分子

機構がわかっていないため、科学的根拠に裏付
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けられた直接的な評価法を構築することは困

難である。まずは分子機構を解明する基礎研究

が必要であろう。現状では、臨床開発候補品を

選択する際、肝毒性等を指標に簡易的にネガテ

ィブセレクションを行う場合があり、その後、

通常の非臨床安全性試験を行い、慎重な考察に

基づいて First-in-man 試験に入ることになる。

なお、ヒトと動物では核酸医薬品の標的となる

遺伝子配列が異なるため、安全性試験を行う際

には、サロゲートの利用やヒト遺伝子を導入し

たトランスジェニック動物の使用が検討され

る場合がある（ここでは詳細は割愛する）。「相

補的結合依存的なオフターゲット効果」に関し

ては、ゲノム配列の異なる動物では評価できな

いため、通常の非臨床安全性試験では対応不可

能である。従って、核酸医薬品に特有の評価系

/判断基準が必要となる。 

 

3. 「相補的結合依存的なオフターゲット効果」

に関する知見 

 以上に述べた、核酸医薬品の RS 研究に関す

る課題を俯瞰し、本研究では「相補的結合依存

的なオフターゲット効果」の評価法確立、判断

基準の設定が特に緊急性を要すると判断した。

理由としては、①低分子医薬品等の開発で得ら

れた知見/経験が応用できず、全く新規の課題

であること、②安全性評価の課題でありながら、

動物を用いた試験ができないことが挙げられ、

日本の規制当局においても、オフターゲット効

果をどのように扱えばよいか、対応に迫られて

いる現状がある。 

 現在、様々なタイプの核酸医薬品が開発され

ているが（図表 1, 3, 4）、「相補的結合依存

的なオフターゲット効果」の発現を考慮すべき

核酸医薬品は、RNA を標的とする医薬品であり、

現実的にはアンチセンス医薬品および siRNA

医薬品の 2種類である（図表 1, 3, 7）。これ

ら 2つの核酸医薬品は開発段階、開発品目数で

見た場合、上位 1位、2位に相当する。今年度

の開発動向を調査したところ（文献 1, 図表 7）、

臨床試験段階にあるアンチセンス医薬候補品

は約 50、うち 8品目が phase 3 であり、2品目

は既に上市されている。一方、siRNA 医薬品は

臨床段階にあるのが約 15、うち 1品目が phase 

3 に入ったところである（上市された siRNA 医

薬品はまだ存在しない）。すなわち、アンチセ

ンス医薬品の開発が大きくリードしているの

が現状である。一方、オフターゲット効果に関

する研究については、siRNA に関しては基盤研

究が進んでおり、オフターゲット効果が起こる

条件が明らかにされているが（Nat Biotechnol. 

21(6), 635-637, 2003 など）、アンチセンス

についてはほとんど解析されていない。特に、

近年開発されている高機能性アンチセンス（後

述）を用いたオフターゲット効果の検討は皆無

である。以上の点から、アンチセンス医薬品に

よって引き起こされるオフターゲット効果を

本研究課題の中心テーマに設定した。 

 同じアンチセンス医薬品の範疇にあっても、

標的となる RNA の種類（mRNA, pre-mRNA, miRNA）

や作用機構（RNA 分解、立体障害）が異なる医

薬品が存在し（図表 7）、種類によってオフタ

ーゲット効果の概念や評価法が変わってくる

と予想される。従って、平成 25 年度において

は、まず、「①アンチセンス医薬品の開発動向

と機能的分類に関する調査研究」を行ったのち、

それぞれのアンチセンス医薬品に対してオフ

ターゲット効果の評価法を考察、提案した。さ

らに、アンチセンス医薬品の中でも最も開発が

進んでいる Gapmer 型アンチセンスに関して、

「②Gapmer 型アンチセンスによって引き起こ

されるオフターゲット効果の実験的検証」を行

った。以下に、具体的な研究成果を述べる。 

 

B. 研究方法 

1. アンチセンス医薬品の開発動向と機能的

分類に関する調査研究 

 国内外の学術集会において、アンチセンス医
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薬品の研究開発状況を調査した（第 9回核酸医

薬国際学会、第 6 回 AsiaTIDES、第 23 回アン

チセンスシンポジウム、第 15 回日本 RNA 学会

など）。また平成 25 年度は、ヒューマンサイエ

ンス振興財団規制動向調査ワーキンググルー

プの調査対象が核酸医薬品であったため、本メ

ンバーと密接に情報交換を行い、調査内容を共

有した。さらに、実際にアンチセンス医薬品開

発を行っている国内の主要製薬企業とミーテ

ィングを行い、オフターゲット効果の評価法に

関して議論を行った。 

 

2. Gapmer 型アンチセンスによって引き起こさ

れるオフターゲット効果の実験的検証 

 現在、最も開発段階が進んでいる Gapmer 型

アンチセンスを対象にオフターゲット効果を

解析した。具体的には、GFP を安定発現するヒ

ト細胞（HEK293 細胞）に対して、GFP に対する

アンチセンスを添加し、抗 GFP アンチセンスと

相補的に結合しうるヒト内在性遺伝子がどの

ように発現変化するかをマイクロアレイおよ

び定量 PCR により解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究では、倫理面への配慮が必要な試料・

資料の取り扱いはない。 

 

C. 研究結果及び考察 

1. アンチセンス医薬品の開発動向と機能的

分類に関する調査研究 

 アンチセンス医薬品の機能的分類を理解する

上で修飾型核酸の開発状況を把握することが

必須であるので、まず、修飾型核酸の開発状況

に関して調査した結果を述べる。次に、アンチ

センス医薬品の開発動向と機能的分類を整理

する。 

 

1.1 修飾型核酸の開発状況 

 従来、核酸医薬品は体内でヌクレアーゼによ

り速やかに分解される易分解性が課題となっ

てきた背景から、分解の影響を受けにくい局所

投与型の核酸医薬品が先行して開発されてき

た。実際、2012 年までに承認された Vitravene®

（アンチセンス）および Macugen®（アプタマ

ー）はいずれも硝子体内へ局注する医薬品であ

った（図表 2）。しかし、近年、修飾型核酸の

開発が顕著に進展したことにより、オリゴ核酸

のヌクレアーゼ耐性が向上し、体内での安定性

は大きく改善した。また、化学修飾により標的

配列との結合性が著しく向上し、細胞内への取

り込み効率も従来に比べて改善している。さら

に、これら一連の流れにより、より低濃度で有

効性を得ることが可能となり、問題とされてき

た細胞毒性の問題も大きく低減した。Toll 様

受容体を介する自然免疫活性化も化学修飾に

より回避できる可能性が指摘されている。以上

のような利点から、現在開発されているほとん

どの核酸医薬品は何かしらの化学修飾が施さ

れている。 

 核酸の化学修飾は、リン酸部の修飾、糖部の

修飾、塩基部の修飾に分類することができる。

リン酸部の修飾としては、O（酸素原子）を S

（硫黄原子）に置換した S化がよく知られてお

り（図表 5）、現在開発されている多くの核酸

医薬品において S 化がベースとして導入され

ている（S化された核酸により合成されたオリ

ゴ核酸は“S オリゴ”と呼ばれる）。S 化は核

酸と核酸をつなぐリン酸ジエステル結合部の

修飾であることから、ヌクレアーゼ耐性の獲得

に大きく寄与し、また、疎水性が増すことから

細胞内への取り込みも改善する。上述のように、

リン酸部の S 化によりリン原子上に不斉点が

発生するため、Sオリゴは立体異性体が混在し

た化合物として合成される。この点は品質管理

の観点から重要であり、核酸医薬品に特有の考

慮が必要となる。 
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 糖部の修飾には、2’位の修飾と架橋型修飾

がある。2’位の修飾は核酸医薬品開発の初期

段階から試みられており、2’-F、2’-O-Methyl

（2’-OMe）、2’-O-Methoxyethyl（2’-MOE）

などが知られている（図表 6, 上段）。既に上

市された核酸医薬品を例にとると、Vitravene®

は S 化のみで糖部は修飾されていないが、

Macugen®ではピリミジン塩基の核酸（シトシン、

ウラシル）が 2’-F 化されており、プリン塩基

の核酸（アデニン、グアニン）は 2’-OMe が施

されている。Kynamro®については、S化に加え

て、オリゴ核酸の両端に 2’-MOE が導入されて

いる（後述）。 

 架橋型修飾は、｢揺らぎのある頭部の立体配

座を架橋により固定化する｣というコンセプト

により創製されたもので、近年特に注目を集め

ている（図表 6, 下段）。通常、核酸は RNA 型

（N 型）と DNA 型（S 型）の両方のコンフォメ

ーションをとることができるが、頭部 2’位と

4’位を化学的に架橋することにより、厳密に

RNA 型（N 型）に固定することができる。これ

により、相補鎖との結合力が顕著に向上すると

共に、ヌクレアーゼに対する立体障害によりヌ

クレアーゼ耐性も付与される。架橋型核酸は日

本が世界に先駆けて開発を進めており、1997

年に大阪大学薬学部の今西、小比賀らによって

2’,4’-BNA〔2’,4’-Bridged Nucleic Acid、

別名 LNA（Locked Nucleic Acid）〕が開発され

たのが最初の報告である。架橋型核酸としては、

他 に BNACOC 、 BNANC 、 ENA

（ 2'-O,4'-C-Ethylene-bridged Nucleic 

Acids）、cEt BNA などが開発されている（図

表 6, 下段）。糖部の“修飾”ではないが、糖

部分をモルフォリノ環に置換した核酸類縁体

も核酸医薬品の原料として用いられている（図

表 6, 上段右）。モルフォリノオリゴ核酸はヌ

クレアーゼで分解されず、また毒性が低いとい

う利点がある。 

 オリゴ核酸の塩基部は相補鎖との結合に特

に重要であることから、相補鎖形成が前提であ

るアンチセンス、siRNA において塩基部が修飾

されることはほとんどない。一方で、三次元的

な立体構造により蛋白質を認識するアプタマ

ーでは、立体構造の多様性獲得あるいは蛋白質

との親和性増強を狙って、塩基部が修飾される

ケースがある。 

  

1.2  アンチセンス医薬品の開発動向と機能

的分類 

 アンチセンス医薬品は、標的 RNA と配列依存

的に二重鎖を形成するオリゴ核酸を有効成分

とし、標的 RNA の機能を制御することで有効性

を発揮する。これまで承認まで至ったアンチセ

ンス医薬品は Vitravene®および Kynamro®の 2

品目であり（図表 2）、日本では承認された例

はない（日本ではアプタマー医薬品である

Macugen®が承認されたのみ）。特筆すべきは、

昨年（2013 年）に承認された Kynamro®が核酸

医薬としては初の、全身投与性の医薬品である

点である。Kynamro®は ApoB-100 の mRNA をター

ゲットとする家族性高コレステロール血症治

療薬であり、キャリア無しで皮下投与される。

上述のように、全身投与したオリゴ核酸は肝臓

や腎臓等に集積する性質があるが、Kynamro®

は肝臓に発現するApoB-100 mRNAを分解するこ

とで有効性を発揮する。今後は、従来から開発

されている局所投与型に加えて、静注/皮下注

が可能な全身投与型のアンチセンス医薬品が

上市されてくると予想される。 

 以上のように、アンチセンス医薬品は今最も

注目されている核酸医薬品であるが、その応用

範囲は拡大しており、標的 RNA や作用機序の違

いにより、「Gapmer 型」、「スプライシング制御

型」、「miRNA 型」の 3つに分類することができ

る（図表 7）。以下にそれぞれのアンチセンス

について概説する。 
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1.2.1 Gapmer 型アンチセンス 

 アンチセンス医薬品の開発の歴史は古く、

1980-1990 年代から開発が行われてきたが、体

内で分解されやすく、また、有効性も乏しいこ

となどから、ほとんどの開発は中止された。し

かし、その後も基盤研究が進められ、修飾型核

酸の開発ならびに RNase H 研究の進展により、

｢Gapmer 型アンチセンス｣が登場した。上述の

Kynamro®が Gapmer 型であることからもわかる

ように、今、最も開発の進んでいる核酸医薬品

である。Gapmer 型の作用は、古くから広く知

られていた｢mRNA と結合したアンチセンスが

リボソームのアクセスを阻害することにより

蛋白質合成を抑制する｣というメカニズムとは

異なるもので、siRNA のように｢mRNA を分解す

る｣ことにより機能する（図表 8）。Gapmer 型ア

ンチセンスはオリゴ核酸の両端には mRNA との

結合力が強い修飾型核酸が導入されており、中

央の“Gap”部分には DNA が用いられる。この

アンチセンスが標的 mRNA と結合すると、“DNA

とRNAの相補鎖を認識してRNA鎖を切断するヌ

クレアーゼ”である RNase H がオリゴの中央部

でDNA/RNA二重鎖を認識し、RNA鎖を切断する。

RNase H は普遍的に発現する酵素で、主に核内

に存在することから、Gapmer 型アンチセンス

は核内で機能していると考えられている。

Kynamro®では、結合力を高める修飾型核酸とし

て糖部を修飾した 2’-MOE が使用されている

が（図表 6, 8）、現在開発段階にあるアンチセ

ンスでは、さらに結合力の強い架橋型核酸も用

いられている。Gapmer 型アンチセンスの開発

を牽引しているのはアンチセンス開発の老舗

ISIS社であり、Genzyme社と提携してKynamro®

を上市している。世界初の核酸医薬品である

Vitravene®を開発したのも ISIS 社である。こ

の 他 、 Santaris 社 が 架 橋 型 核 酸 LNA

（2’,4’-BNA）を用いた Gapmer 型アンチセン

スを開発している。 

 

1.2.2 スプライシング制御型アンチセンス 

 現在開発されているアンチセンス医薬品の

主流は mRNA を分解する Gapmer 型であるが、立

体障害によって蛋白質のアクセスを阻害する

タイプのアンチセンスも開発されており、その

代表例として｢スプライシング制御型アンチセ

ンス｣が挙げられる（図表 7）。現在、臨床開発

段階にあるスプライシング制御型アンチセン

スは、デュシェンヌ型筋ジストロフィーに対す

る治療薬であり、エクソンスキッピングの機序

によって作用する（図表 9）。デュシェンヌ型

筋ジストロフィーの疾患では、ジストロフィン

遺伝子（79 個のエクソンで構成される）がエ

クソン単位で欠失する変異が多く観察されて

おり、この結果、筋細胞の維持に必須であるジ

ストロフィン蛋白が生成しない。図表 9に示し

た例では、エクソン 50 の欠失により、｢エクソ

ン 49 と 51 が連結した mRNA｣が生じ、エクソン

51 以降で読み枠がずれることにより、早期に

ストップコドンが生じる。この結果生じた｢C

末側が欠失した変異ジストロフィン蛋白｣は不

安定なため、分解される。この状況において、

エクソン 51 の ESE 領域（Exonic splicing 

enhancer：スプライシングを促進するシス配列）

と相補的に結合するアンチセンスを導入する

と、スプライシングが変化し、エクソン 51 が

“スキップ”される。これにより生じる｢エク

ソン49とエクソン52が連結したmRNA｣は読み

枠が合うことから、C末端まで翻訳されること

となり、｢エクソン 50、51 にコードされるアミ

ノ酸だけが欠失した少し短いジストロフィン

蛋白｣が生成する。重要な点は、「ジストロフィ

ン蛋白はN末側のモチーフとC末側のモチーフ

が機能発現に必須であるが、中央部の配列は多

少抜けても機能が保持される」点である。エク

ソンスキッピング法はこのジストロフィン蛋

白の性質を生かした治療法と言える。本手法で
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用いるアンチセンスのターゲットは pre-mRNA

であり、pre-mRNA とスプラシングに関与する

蛋白質群との結合を阻害することに機能を発

現する。図表 9の作用機構を見てもわかるよう

に、エクソンスキッピング法ではアンチセンス

医薬品は RNA 鎖に結合すればよく、 Gapmer 型

のように RNA 鎖を切断する必要はない（むしろ、

切断してはいけない）。従って、アンチセンス

との pre-mRNA との結合力を高めつつも、RNase 

H が作用しないように修飾型核酸が配置され

る。また、RNase が作用しないモルフォリノオ

リゴも用いられる。 

 エクソンスキッピング療法に用いるアンチ

センスとして開発が進んでいるものは、

GlaxoSmithKline 社と Prosensa 社が開発して

いる Drisapersen、ならびに Sarepta 社が開発

している Eteplirsen がある。いずれも図表 9

に示したエクソン 51 を標的とするもので、前

者は 2’-OMe 化アンチセンス、後者はモルフォ

リノオリゴが用いられている。Drisapersen は

日本を含めた複数の国で大規模な国際共同治

験（phase 3）が進行していたが、主要評価項

目（6 分間歩行距離）が有意に改善しなかった

ことを 2013 年 9 月に発表している（その後、

GlaxoSmithKline 社 は Prosensa 社 に

Drisapersen の開発権を返還している）。

Eteplirsen は phase 2b で良好な結果が得られ

ており、2014 年に phase 3 が開始される予定

である。国内においても第一三共と日本新薬で

開発が進められており、それぞれエクソン 45

とエクソン 53 を標的したアンチセンスの開発

が発表されている。エクソン 45、エクソン 53

のスキッピングは、エクソン 51 のスキッピン

グに次いで対象患者数が多いとされている。第

一三共は独自に開発した架橋型核酸 ENA（図表

6）を用いており、日本新薬はモルフォリノオ

リゴを使用している。現在開発が進んでいるス

プライシング制御型アンチセンスはエクソン

スキッピングの機序によるものであるが、今後

病態の解明が進むにつれ、エクソンインクルー

ジョンなど新しいスプライシング制御型アン

チセンスが開発されると考えられる。 

 

1.2.3 miRNA 阻害型アンチセンス 

 非コード RNA の１つである miRNA は、20 数塩

基の短い一本鎖 RNA で、主に mRNA の 3’非翻

訳領域に結合することで、mRNA の機能を阻害

する。miRNA の発現が亢進した病態では、miRNA

の量を減少させる方法論が必要であるが、

miRNAは非常に短いRNAであることから、siRNA

によって認識/分解することは事実上不可能で

ある。そこで、miRNA と相補的に結合する

「miRNA 阻害型アンチセンス」が miRNA の機能

を抑制する手法として用いられる（図表 10）。

miRNA 阻害型アンチセンスは、miRNA と標的

mRNA の結合をブロックするものであり、アン

チセンス医薬品の分類としては「立体障害」と

なる（図表 7）。miRNA 阻害型アンチセンスの

開発を行っているのは、アンチセンス医薬品開

発の代表格 ISIS 社と siRNA 医薬品開発の代表

格 Alnylam 社が合同で設立した Regulus 社、な

らびに Santaris 社、Miragen 社がある。現在、

miRNA 阻害型アンチセンスで臨床試験段階に

あるのは、 Santaris 社が開発している

Miravirsen である。 

 Miravirsen は架橋型核酸 LNA（図表 6, 10）

を含むアンチセンスであり、皮下注射に投与さ

れた後、肝臓で機能する。Miravirsen の標的

であるmiR-122は肝臓特異的に発現するmiRNA

で、miR-122 が C 型肝炎ウイルス RNA に結合す

ることがウイルス増殖に必須である。皮下投与

された Miravirsen は肝細胞内で miR-122 をト

ラップするため、C型肝炎ウイルスの増殖が抑

制される。Miravirsen は Phase 2 で良好な結

果が得られており、Phase 3 に入るところであ

る。 

 以上に記載した「修飾型核酸の開発状況」な
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らびに「アンチセンス医薬品の開発動向」に関

する調査研究の内容は文献 1で発表を行った。 

 

1.2.4  オフターゲット効果の評価に関する

考察 

 オフターゲット効果の発現を考える上で、

「アンチセンス医薬品が標的 RNA を認識する

塩基長」が重要である。一般にアンチセンスの

塩基長が長ければ長いほど、ヒトゲノムにおい

て完全相補する塩基配列の出現頻度は低くな

り、特異性が向上する（図表 11）。すなわち、

アンチセンス医薬品が長いほどオフターゲッ

ト効果が起きにくいと予想される。 

 我々は平成 24 年度の成果として、“オフタ

ーゲット効果が生じる可能性がある遺伝子（核

酸医薬品と相補的に結合する遺伝子 = オフタ

ーゲット候補遺伝子）が、ヒトゲノム上にいく

つ存在するか”を推定するため、数理計算によ

り理論値を算出してきた（図表 12）。さらに、

仮想のアンチセンスを 5000 本以上作成し、独

自に作成した検索プログラムを用いて検索を

行った結果（in silico解析）、数理計算によ

って導いた理論値をもって、実測したオフター

ゲット候補遺伝子数を見積もることができる

ことを示した（図表 13）。 

 オフターゲット候補遺伝子数の理論値（図表

12）を見ると、20 塩基長のアンチセンスでは

完全相補（0 塩基ミスマッチ）するヒト mRNA

はほぼ存在しないが（＜103）、13 塩基長程度

まで短くなると完全相補するヒト mRNA が出現

する（13 塩基長で 1.3 個）。上市されている

Kynamro®は 20 塩基長であるが、標的である

ApoB-100以外に完全相補するmRNAは存在しな

いことが報告されている。Gapmer 型アンチセ

ンスの場合、修飾核酸の技術進展に伴い、短い

塩基長でも mRNA と強固に結合することが可能

となっており、また、製造コストの有利性もあ

り、12−16 塩基長程度の短い塩基長のアンチセ

ンスが開発されている。12−16 塩基の範囲でも

完全相補する mRNA の数は個別に解析できる範

囲（数個程度）と見積もられるが、ミスマッチ

を許容するとオフターゲット候補遺伝子が一

気に増加し、数十〜数百にも及ぶ。従って、ミ

スマッチを持つ mRNA が発現抑制されるかを検

証することが重要である（図表 12, 13）。こ

の点に関しては、以降の「3. Gapmer 型アンチ

センスによって引き起こされるオフターゲッ

ト効果の実験的検」において、実験的に検証し

た結果を述べる。 

 以降、それぞれのアンチセンス医薬品につい

て､オフターゲット効果の評価に関する考察を

行い、技術的に可能な評価法を提案する。 

 

1.2.4.1 Gapmer 型アンチセンスによるオフタ

ーゲット効果の評価 

 Gapmer型アンチセンスはmRNAを分解する作

用を持つため、オフターゲット効果の評価には

mRNA を定量できるマイクロアレイや定量 PCR

が適している。どちらを選択するかは、in 

silico 解析でピックアップしたオフターゲッ

ト候補遺伝子の数を考慮し、時間/労力/コスト

の観点から判断されるが、それぞれの利点があ

るので併用するのが望ましい。 

 Gapmer 型アンチセンスは核内に存在する

RNase H の作用により mRNA を分解するため、

核内で生成するスプライシング前の pre-mRNA

も原理的に標的となる。従って、in silicoで

オフターゲット候補遺伝子を抽出する際には

pre-mRNA も検索対象にすべきであるが、現状

では重複性のない pre-mRNA のデータベースが

存在しないという問題がある。一方、Wet 解析

では、pre-mRNA が分解されれば対応する mRNA

量も減少するため、上述の方法で mRNA を定量

すれば、オフターゲット効果を評価できること

になる。Gapmer 型によりオフターゲット効果

が起こる配列条件が明らかになっていない点

を加味すると、mRNA を対象とした in silico

解析に加え、ヒト細胞を用いたマイクロアレイ
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解析を行うことが重要と考えられる。 

 

1.2.4.2 スプライシング制御型アンチセンス

によるオフターゲット効果の評価 

 スプライシング制御型アンチセンスは核内

において、pre-mRNA と結合し、蛋白性のスプ

ライシング因子の結合を阻害することで機能

を発揮する。現在開発が進んでいるエクソンス

キッピング療法に用いられるアンチセンスの

場合、標的となる配列は pre-mRNA 上のスプラ

イシングを促進するシス配列となり、エクソン

内にある上述の ESE 配列やイントロン/エクソ

ン境界配列が候補となる。実際にエクソンスキ

ッピングを引き起こす pre-mRNA 上の配列は、

pre-mRNA 全体から見るとごく限られていると

予想される。 

 エクソンスキッピング用アンチセンスが「標

的以外の遺伝子のスプライシングに影響を与

えるオフターゲット効果」を考えると、in 

silico解析ではpre-mRNAを対象に検索を行う

べきであるが、上述のとおり pre-mRNA のデー

タベースは整備されていない。従って、現状で

はエクソン内にある ESE 配列を念頭において、

mRNA を対象に検索するに留めることとなる。

なお、ヒトゲノム全体を検索することは可能で

あるが、mRNA コード領域以外の配列には一塩

基多型が非常に多いことから「どの（誰の）ヒ

トゲノムを使うのか」という問題がある。さら

に、検索を行ってもヒットした配列が遺伝子上

のどこに位置するのか（プロモーター領域か、

エクソン内か、イントロン内か、遺伝子と遺伝

子の間のジャンクションなのか）を整理、提示

できる公開されたプログラムが存在しないの

で、多数の配列がヒットした場合は現実的には

オフターゲット候補遺伝子を抽出することは

困難である。 

 以上に述べたように in silico解析だけでは、

オフターゲット候補遺伝子の抽出には限界が

あるが、Wet 解析を行えば網羅的な解析が可能

と考えられる。まず、「標的以外の遺伝子の“ス

プライシング”に影響を与えるオフターゲット

効果」を考える。スプライシングが変化すると

mRNA の読み枠がずれ、終始コドンが早期に出

現 す る 場 合 が 多 く 、 そ の 場 合 は NMD

（nonsense-mediated mRNA decay：ナンセンス

コドン依存的 mRNA 分解）のメカニズムで mRNA

が分解される。このようなケースは mRNA の量

を評価するマイクロアレイを用いれば網羅的

にオフターゲット遺伝子を抽出することがで

きる。一方、スプライシングが変化するだけで

mRNA 量がかわらないケースでは、マイクロア

レイによる評価では不十分である（マイクロア

レイに貼り付けてあるプローブの中で、スプラ

イシング変化により相補結合性を失うものが

あると考えられるが、その変化を検出するだけ

の感度が保証されない）。この場合は、「mRNA

の量の変化」ではなく、「エクソンの量の変化」

という概念で定量する必要がある。従来より、

エクソン単位での定量が可能なアレイとして

「エクソンアレイ」が知られていたが、ごく最

近では、スプライシング変化をより高感度に捉

えることができる「HTA（Human Transcriptome 

Array）」が利用可能となっている。 

 さらに、次世代シークエンサーの開発進展に

伴い、「RNA-seq」もスプライシング変化を検出

する評価系になり得る。すなわち、mRNA の配

列を直接シークエンスすることでスプライシ

ングが生じた部分を検出し、シークエンスのリ

ード数で RNA 量を見積もるという評価法であ

る。現時点ではコストの面、定量性の面で不利

であるが、ハイブリダイズという間接的な手法

ではなく、直接的に mRNA 配列を読むので、将

来的にはポテンシャルが高い評価法と考えて

いる。 

 次に、「標的以外の遺伝子の“翻訳”に影響

を与えるオフターゲット効果」について考える。

スプライシング制御型アンチセンスは RNase H

が作用しないようにデザインされており、立体
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障害によって機能する。核で機能するが想定さ

れているが、原理的には細胞質に存在する

mRNA にも結合しうるため、標的以外の遺伝子

に結合し、翻訳を抑制する可能性も考えられる。

従来、アンチセンスの立体障害による翻訳の阻

害は効率が悪いとされてきたが、近年開発され

ている修飾型核酸は結合力が強力であること

から注意を要する。具体的には、in silico解

析で相補的に結合する mRNA を抽出しておき、

その遺伝子産物に対する抗体を用いて蛋白量

を検出する必要がある。しかし、現実的には遺

伝子産物ごとに抗体を準備することは難しい。

まずは、「結合力の強いアンチセンスが翻訳に

どれくらいの影響を及ぼすか」をモデルシステ

ムを使って検討する必要があろう。 

 

1.2.4.3 miRNA 阻害型制御型アンチセンスによ

るオフターゲット効果の評価 

 miRNA 阻害型アンチセンスもスプライシング

制御型と同様に RNA と結合し、立体障害により

機能する。mRNA を分解しないことから、オフ

ターゲット効果の評価に関しては基本的には

スプライシング制御型アンチセンスと同様に

考えてよいであろう。 

 

1.2.4.3 miRNA に作用することで生じるオフタ

ーゲット効果に関する考察 

 最後に各種アンチセンスが miRNA に作用す

ることでオフターゲット効果を引き起こすケ

ースについて考察する。まず、in silico解析

に関しては、現状では、miRNA、あるいはその

前駆体である pri-miRNA（primary-miRNA）や

pre-miRNA（precursor-miRNA）に対してのみ、

検索できるシステムは整っていない。一方、Wet

解析に関しては、miRNA の作用は標的 mRNA の

翻訳抑制あるいは分解であるので、miRNA を介

するオフターゲット効果については、前者は蛋

白、後者は mRNA で評価しなければいけない。

しかしながら、そもそも miRNA の機能は「１つ

の miRNA が数十から種百の mRNA を標的とし、

それぞれの発現を“弱く”抑制することで、転

写全体のバランスを保つ」というものであるの

で、仮にオフターゲット効果として何かしらの

miRNA を阻害しても、Wet 解析で検出すること

は困難と考えられる。in silicoで検索できる

システムの構築が重要であろう。 

 

 以上、それぞれのアンチセンス医薬品に関し、

オフターゲット効果が起こりうる点を列挙し、

それぞれに対する評価法とその限界を示した。

これは、医薬品候補の安全性評価に必ずしも必

要というわけではない。現状では検討が行われ

ていないので、「オフターゲット効果が実際に

起こるのか」に関して、モデル遺伝子を使って

基礎的データを取得する必要があると考えら

れる。 

 

2. Gapmer 型アンチセンスによって引き起こさ

れるオフターゲット効果の実験的検証 

 上述のように、Gapmer 型アンチセンスは最

も開発段階の進んだ核酸医薬品でありながら、

オフターゲット効果の発現は検証されておら

ず、どれくらいの相補性を持つ mRNA が影響を

受けるのかは不明である。そこで、本年度（平

成 25 年度）は、Gapmer 型アンチセンスをヒト

細胞に添加し、マイクロアレイを用いてオフタ

ーゲット効果の発現を網羅的に検証した。以下

に解析の詳細を述べる。なお、本研究の成果は

投稿準備中であるため、具体的な配列、数値、

図表に関しては現時点では公開しないことと

し、導かれる結論に重点をおいて記述する。 

 

2.1 細胞株の選択 

 生物種によってゲノム配列は異なるため、ヒ

トに投与する核酸医薬品の「相補的結合依存的

なオフターゲット効果」に関しては、ヒト由来

の細胞/組織で検証する必要がある。現在では、

ヒト化マウスやヒト iPS 細胞由来の組織など、
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ヒト組織を人工的に作出する技術があるが、現

状ではこれらのツールは発展途上であり、一定

の規格を保証できる状況にない。また、初代培

養ヒト細胞は最初のトライアルとしては扱い

にくい。従って、本研究では株化ヒト細胞を用

いることとした。また、オンターゲット遺伝子

に関しては、内在遺伝子の発現に影響を与えな

い よ う に 、 外 来 遺 伝 子 の GFP （ Green 

Fluorescent Protein）を用いることとした。

以上の考察のもと、複数の細胞株で検討を行い、

アンチセンスが効率よく作用する「GFP 安定発

現 HEK293 細胞」を選択した。 

 

2.2 Gapmer 型アンチセンスの配列スクリーニ

ング 

 Gapmer型アンチセンスはmRNAを分解する作

用を有するが、siRNA と比較すると配列の選択

は難しい。すなわち、siRNA はよく効く配列を

選ぶプログラムが複数公開されているので、効

果の高い siRNA を容易に同定できるが、Gapmer

型アンチセンスに関してはプログラムが存在

せず（存在しても公開されていないために）、

細胞ベースでスクリーニングを行う必要があ

る。我々は、現在開発が進んでいる Gapmer 型

アンチセンスの塩基長が短くなっていること

を念頭におき（図表 12）、本研究で用いるアン

チセンスの長さを 13〜14 塩基長とした。また、

Gapmer 型アンチセンスの両端に配置した修飾

核酸（mRNA との結合力を増強させる修飾核酸, 

図 8参照）は現在開発が進むアンチセンスでも

用いられている LNA とした。実際にオフターゲ

ット効果の検証に用いた「GFP アンチセンス A」

および「GFP アンチセンス B」の配列スクリー

ニングの経緯は以下のとおりである。 

GFP アンチセンス A：GFP mRNA に対するアンチ

センスを 60 本以上作成して、GFP 安定発現

HEK293 細胞を用いたスクリーニングを行い、

「GFP 発現を 15％まで減少させるアンチセン

ス」として同定した。 

GFP アンチセンス B：我々が独自に作成した検

索プログラム（本研究 24 年度の成果）を用い

て、「最も多くのヒト mRNA の相補するアンチセ

ンス」として同定した。GFP の発現を 50％まで

抑制する。 

 

2.3 マイクロアレイ解析の条件設定 

 アンチセンス医薬品はキャリアを用いない

Naked な状態で投与されるが、本研究ではでき

るだけ効率よくオフターゲット候補遺伝子

（mRNA）とアンチセンスを相互作用させるため、

遺 伝 子 導 入 試 薬 （ Lipofection2000, 

Invitrogen）を用いた。コントロールは

Lipofection2000 のみの添加、回収時間はオン

ターゲット遺伝子（GFP mRNA）が最も効率よく

発現抑制される添加 24 時間後、アンチセンス

濃度は細胞毒性が出ないことを確認した上で、

GFP が十分に抑制される 50 nM とした。実験群

は「①コントロール, ②GFP アンチセンス A, 

③eGFP アンチセンス B 各 n=3」である。用い

たマイクロアレイは Human Genome U133 

Plus2.0 Array（Affymetrix 社）、データ解析

は GeneSpring を使用した。なお、「オフターゲ

ット効果が生じている」と判断する基準に関し

ては、コントロールと比較して、標的遺伝子以

外の遺伝子の発現が 50％未満まで低下した場

合と規定した。これは、①遺伝子改変技術によ

り作製された遺伝子ヘテロ欠損マウスは、ほと

んどの場合、表現型を示さないこと、②ヒトの

機能欠損型変異による遺伝性疾患に関しても、

多くの場合、ヘテロ欠損では異常が現れないこ

と（ヘテロ欠損で異常が現れたとしても忍容性

が高いと考えられること）による。すなわち、

遺伝学的な知見から、遺伝子発現が 50％程度

保たれていれば機能的に大きな異常を伴わな

いと考えられる。 
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2.4 マイクロアレイ解析の結果および考察 

 以上の解析から、以下の点が明らかになった。 

 

・完全相補する標的外遺伝子は、その 60％以

上が 50％未満まで発現抑制される。 

・1 塩基ミスマッチを持つ遺伝子であっても、

40％程度の遺伝子は 50％未満まで発現抑制

される。 

・2塩基ミスマッチを持つ遺伝子でも、50％未

満まで発現抑制されるケースがある。ただし、

その発生確率は小さいと見積もられる。 

 

 以上の解析結果から、13 塩基長の Gapmer 型

アンチセンスの場合、少なくとも 1塩基ミスマ

ッチを有する遺伝子までは、オフターゲット候

補遺伝子としてin silico解析でピックアップ

する必要があり、発現抑制の程度をヒト細胞で

解析するのが適当と考えられる。図表 12 に示

したように、13 塩基長のアンチセンスでは 1

塩基ミスマッチを持つ mRNA は理論的には 52

個存在しており、定量 PCR 等で個別に解析する

よりも、マイクロアレイを用いた網羅的解析の

方が効率がよいと考えられる（効率のみならず、

2 塩基ミスマッチを持つ mRNA の挙動も同時に

解析できる利点がある）。 

 

D. 結論 

 現在、オフターゲット効果の評価に関しては、

統一した見解が得られていないが、楽観的には、

「完全相補する mRNA の数は限られているので、

まず in silico 解析を行う。ヒットした遺伝子

に関しては情報を収集し、必要があれば、その

遺伝子の発現変動を確認しておく。」という見

方がある。これは、既に上市されている Gapmer

型アンチセンス Kynamro®の知見に基づく部分

が大きいように感じられる。すなわち、20 塩

基長の Kynamro®では、「完全相補、1 塩基ミス

マッチの mRNA は存在せず、2 塩基ミスマッチ

を持つ 4 つの遺伝子ではオフターゲット効果

は起こらなかった」という記載がある。これに

より、「オフターゲット候補遺伝子はそもそも

数えるほどしかなく、ミスマッチがあっても発

現抑制ケースは少ないのではないか」という認

識が広がっていると予想される。Kynamro®では

修飾型核酸として 2’-MOE が用いられている

が、現在開発されている Gapmer 型の中には

2’-MOE よりはるかに結合力が強い架橋型核

酸が使用されるものが含まれており、本研究で

用いた架橋型核酸 LNA がその代表例である。今

後はミスマッチを持つ mRNA でもオフターゲッ

ト効果が十分起こりうるという前提に立って

安全性評価を行うべきであろう。 

 なお、報告書の中では混乱を避けるため、「ア

ンチセンスの塩基長が長ければ長いほど配列

を認識する特異性が高く、オフターゲット効果

が起こりにくい」という前提で記載した。これ

は大枠では正しいが、一方で、「塩基長が長け

れば長いほど、標的 RNA との結合力は大きくな

り、その結果、多少のミスマッチがあっても

RNA と相互作用することができる」という側面

も考えられる。すなわち、塩基長の長いアンチ

センスはミスマッチを許容しやすいと予想さ

れる。本研究において、13 塩基長のアンチセ

ンスで 1 塩基ミスマッチの mRNA を分解できた

ことを考慮すると、13 塩基よりも長いアンチ

センスでは 2塩基ミスマッチ、3塩基ミスマッ

チまで認識し、オフターゲット効果を示す可能

性も考えられる。この点に関しても、今後検証

する必要があろう。 
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