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 本研究では、動脈硬化症の危険因子の一つとされる高トリグリセリド

血症の是正を主目的とし、トリグリセリドの代謝に関わるアポリポタン

パク質 C-III（ApoC-III）に対する優れた阻害剤の開発を行う。特に、独

自人工核酸技術「BNA」（2’,4’-BNA、2’,4’-BNANCおよび 2’,4’-BNAAM（= 

AmNA））の高い標的RNA親和性と優れた体内動態特性、安全性に鑑み、

これを搭載した ApoC-IIIに対する高活性・低毒性アンチセンス医薬の開

発を目指す。前年度には、高活性・低毒性な 2’,4’-BNA搭載型アンチセ

ンス医薬の同定を目指し、2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンスの設計、合

成を行った。これらの BNANC搭載アンチセンスの in vitroスクリーニン

グを行ったところ、2’,4’-BNA のものより強力な細胞活性を得た。本年

度は、これらの新規 BNA搭載型アンチセンスの in vivoでの評価とこれ

らの構造活性相関について in vivo活性に基づき検討を進めた。またここ

までに得られたげっ歯類での検討を元に、ヒト ApoC-IIIに対するアンチ

センス核酸のスクリーニング選抜を進めた。 
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A. 研究目的 

 ここまでの検討により、アンチセンス分



子に BNA 修飾を施すことにより非常に高

い mRNA 阻害効果とトリグリセリド低下

効果が得られる事を確認してきた。一方で、

その標的配列や BNA の種類により薬効や

安全性に大きな違いが存在する事がみい

だされた。このような背景からさらにメッ

センジャーRNA ワイドなウォークスクリ

ーニングを実施することにより、アンチセ

ンス核酸に用いるケミストリーごとに最

適構造を探索しなければならないことが

示唆された。この点で昨年度までに 100種

を超える ApoC-IIIアンチセンスを設計・合

成し、初代培養肝細胞を用いてスクリーニ

ング評価を実施した。これらの検討から特

に 3’-UTRを標的としたBNAアンチセンス

が高い薬効を示すことを見出している。以

上の結果から 3’-UTR を標的とした

2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンスも同様に

高い効果を示すと予想し、表 1 に示す 34

種のアンチセンス核酸の活性を in vitro ス

クリーニングしたところ期待通り非常に

活性の高い 2’,4’-BNANC搭載型アンチセン

ス核酸の同定に成功した。これらの in vitro

での活性の高かった mApoC3-411-NC(14), 

mApoC3-436-NC(14), mApoC3-456-NC(14), 

mApoC3-466-NC(14)について in vivoでの投

与試験を行ったが、2’,4’-BNA を有する

mApoC3-471-BNAの活性を下回った。なぜ

このような in vitroと in vivo活性の差が生

じたかについては現時点では定かではな

いが、世界的にも前例のない興味深い観察

であり、BNAの構造活性相関に関する非常

に重要な知見が得られる可能性がある。そ

こで本研究では、これらの 2’,4’-BNA と

2’,4’-BNANC のケミストリーの差がなぜ生

じたのか検討を進めることとした。 

 こ れまで我々のグループでは、

2’,4’-BNANC を搭載したアンチセンス核酸

が、対応する 2’,4’-BNA 搭載型アンチセン

ス核酸の活性を in vivoレベルで上回る事を

見出してきた（Yamamoto et al., Molecular 

Ther-Nucleic Acids, 2012, 1, e22）。しかしな

がら、この報告においては鎖長が 20 塩基

と今回の検討よりも長鎖アンチセンスを

使用している点で異なる。そこでこの点に

注目し、体内動態の違いが、in vivoでの活

性の差につながったと考え、2’,4’-BNANC

のケミストリーを用いた様々な鎖長をも

つアンチセンス核酸を設計、合成し、in vivo

でのアンチセンス活性を評価することと

した。 

 他方で、2’,4’-BNANCや2’,4’-BNAAM（= 

AmNA）と行った次世代のBNAは、理由は

定かではないが、内外の研究から2’,4’-BNA

を上回る安全性が見出されている。加えて、

架橋部に窒素を有するBNAアナログにおい

ては窒素の原子価の性質上、置換基を導入

出来る点でプロトタイプの2’,4’-BNAよりも

高い展開可能性を証明してきた（Yamamoto 

et al., Org. Biomol. Chem., 2015, in press, DOI: 

10.1039/ c5ob00242g）。ここでは、ヒトアポ

C3に対するmRNAワイドなウォークスルリ

ーニングに向け、2’,4’-BNANC に加えて

2’,4’-BNAAM（= AmNA）アンチセンス核酸

についても構造最適化を目指した。 



B. 研究方法 

１. 投与実験 

 すべての動物実験は、大阪大学の実験動

物委員会の承認を得て実施した。被験動物

とし 7週齢のマウスC57BL6/J（♂: 日本 SLC、

日本クレア）を購入し，CE-2（日本クレア）

を付加するとともに 1 週間以上馴化させた

のち、投与試験を行った。マウスは 12時間

毎の明暗周期環境下で飼育し、食餌は自由

に取れる環境で飼育した。各投与群で例数 4

匹となるように準備した｡各アンチセンス

核酸を 1.07 µmol/kgの投与量で、あるいは対

照群として生理食塩水 200 µLを皮下より単

回投与を行なった｡投与後 3 日後あるいは 7

日後に、イソフルランによる麻酔下、採血

および、肝臓、腎臓、脂肪の摘出を行い、

液体窒素にて凍結後、–80℃保存した。 

 

2. 肝臓からの total RNAの抽出 

 凍結した肝臓の切片約 30 mgを µT-12（タ

イテック社）ホモジナイザーにてジルコニ

アビーズを用いてホモジナイズを行い（30s-1 

for 2 min）、その後 QuickGene RNA tissue kit 

SII（Fujifilm Life Science, Cat#634-23601）に

従い total RNA を抽出した。抽出した total 

RNAを分光光度計で定量し、rRNAを 1%ア

ガロースゲル電気泳動で純度の確認を行っ

た。 

 

3. Realtime RT-PCR解析 

 High capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit（Applied Biosystems, Cat#4368813）を用

いて total RNA4µgから cDNAを作製した。 

Taqman® Fast Universal Master Mix および

Fast SYBY® Green Master Mixを用いて、得

られた cDNA の遺伝子発現解析を行った。

また、ハウスキーピング遺伝子を Gapdh と

して標準化を行った。以下のプライマーセ

ットを用いた：TaqMan Gene Expression ID; 

Mm00445670_m1（Apoc3）, Mm99999915_g1

（Gapdh）。 

 

4. 配列設計 

ヒトアポ C3 mRNA（アクセッション番号：

NM_000040）に対してアンチセンスの設計

を行った。14, 17, 19塩基長の 3種の配列に

ついてそれぞれ設計した（表 3に 14塩基長

の一部を示した）。配列設計にはバイオイ

ンフォマティクスに汎用されるオープンソ

ース言語である BioRubyのライブラリオブ

ジェクトと local BLASTを利用し、テキスト

マイニングとアンチセンス配列のチェック

を行った。基本的な設計指針としては、

RNase Hの足場となるギャップ領域が同一

領域になるように 3鎖長について 3’末端側

をアラインした。免疫刺激配列として知ら

れる CpGモチーフを排除した。自己高次構

造などをとりやすい cccc、ggggモチーフを

除外した。毒性発現が示唆される ttctgc配列

を除外した。 

 

C. 研究結果 

1. 新規人工核酸搭載型アンチセンス分子

の in vivoスクリーニング評価 

 昨年度、表 1 に示す 34 種のアンチセン

ス核酸の活性をマウス肝臓由来初代培養



にてスクリーニングしたところ期待通り、

2’,4’-BNA 搭載型のアンチセンス核酸に比

較しても上回る活性を有する 2’,4’-BNANC

搭載型アンチセンス核酸の同定に成功し

た 。 中 で も 特 に 活 性 の 高 か っ た

mApoC3-411-NC(14), mApoC3-436-NC(14), 

mApoC3-456-NC(14), mApoC3-466-NC(14)

の 4 種の 14 塩基長のアンチセンス核酸に

ついて in vivoでの投与試験を行ったが、in 

vivo では 2’,4’-BNA 型の活性を上回る事は

出来なかった。鎖長による効果を検討する

ために mApoC3-471-BNA(14)の塩基配列を

14 塩基長から 20 塩基長まで前後に塩基配

列を拡張し、表 2に示したアンチセンスを

2’,4’-BNA, 2’,4’-BNANC, 2’,4’-BNAAM それ

ぞれについて in vivo実験に使用可能な大量

スケールでの合成を行った。鎖長の伸長に

伴ってギャップ長も 8 塩基から 13 塩基ま

で広げることとした。これらをマウスに対

して単回投与を行い、肝臓におけるノック

ダウン効果を評価した。投与量は、

mApoC3-471-BNA(14)にて 5 mg/kg となる

1.07 µmol/kgとした。結果は、図 2に示し

たように 14 塩基長同士で比較した場合に

は、2’,4’-BNAと 2’,4’-BNAAMにて有意なア

ンチセンス効果を見出したが、2’,4’-BNANC

では全く効果は認められなかった。

2’,4’-BNANC については効果発現のタイミ

ングが変化している可能性を考え、7 日後

にも効果を評価したが、有意な活性を見出

せなかった。一方、興味深いことに

2’,4’-BNANCが最も効果を発揮したのは 17

塩基長であり、同配列の 2’,4’-BNA と

2’,4’-BNAAM を上回る活性を見出した。同

様に、2’,4’-BNAAMについては 14塩基長に

加え、19塩基長でも活性の極大が見出され

た。 

 

D. 考察 

 表 2 に示した 2’,4’-BNA, 2’,4’-BNANC, 

2’,4’-BNAAM それぞれのアンチセンス核酸

ついてノックダウン活性を評価した結果

大変興味深い知見が得られた。すなわち、

それぞれのケミストリーで活性を示す鎖

長が異なる点である。また、2’,4’-BNAAM

では極大活性を示す鎖長が 14と 19塩基長

の 2鎖長あり、これらの背景に隠れるバイ

オロジーは非常に興味深い。2’,4’-BNA と

2’,4’-BNAAMはともに 14塩基長にて有意な

ノックダウン活性を示した事は、おそらく

これらが、ともに五員環の架橋構造を有し

ており、糖部コンフォメーションや架橋部

の立体的嵩高さ、生体内におけるタンパク

質結合律などの点で共通点が多炒めであ

ると考えられる。六員環架橋構造を有する

2’,4’-BNANC とはこの意味で一線を画する

ことからこのような in vivoにおける活性の

差が得られたものと考えられる。実際、

2’,4’-BNA と 2’,4’-BNAAMはともに高速液

体クロマトグラフィーを用いた簡易的な

疎水性の評価をした場合に、非常によく似

た極性を有する事を確認している。このこ

とは、生体内におけるタンパク質結合率な

どの体内動態パラメータが類似してくる

ことを意味しており、活性もこれに伴って

類似する傾向を確認している（Yamamoto et 



al., Org. Biomol. Chem., 2015, in press, DOI: 

10.1039/ c5ob00242g）。 

 2’,4’-BNANCにおいて、１７塩基長で極大

活性が得られた点については、これまでの

in vitroの知見とは一致せず、非常に興味深

い。我々は、以前に apoB を標的とした

2’,4’-BNANC 搭載型アンチセンス核酸につ

いてより短鎖の 14 塩基長で極大活性が得

られることを培養細胞の実験で示してい

る（Yamamoto et al., J Nucleic Acid, 2012, 

707323）。in vitroにおいては 14塩基長な

どの短い 2’,4’-BNANCアンチセンスが高い

活性を示すことは、昨年度の研究結果から

も明らかであり、in vivoでの活性が in vitro

の試験では十分に予測できないことを示

唆する。このことは、in vitro試験では、細

胞内導入試薬を利用しているのに対して、

in vivoでは裸のまま投与している点で動態

の効果を十分に考慮できていない点が主

たる要因であると想像される。この意味か

ら考えると、肝実質細胞内の apoC3 mRNA

の存在するコンパートメント（おそらく細

胞核内）に効率的に 2’,4’-BNANCアンチセ

ンスを送達できれば in vitro での効果を反

映した in vivoの結果が得られると考えられ

る。引き続き、invivofectamine®や GalNac

などの in vivoで利用可能なデリバリー剤 

を活用して検討を進めていきたい。 

 他方で、今回の結果から、14, 17, 19塩基

長で大きく活性が変動することが見出さ

れた。これらの結果はヒトアポ C3 に対す

る 2’,4’-BNANC ア ン チ セ ン ス や

2’,4’-BNAAM アンチセンスを開発するにあ

たり、14, 17, 19塩基長の 3種の鎖長のアン

チセンス核酸をそれぞれについて設計し、

mRNA ワイドに網羅的 in vitro スクリーニ

ングを実施するとともに、選抜された候補

品を実際に in vivo（げっ歯類、霊長類）評

価系の有効性評価を併用して開発候補を

選定する必要性を強く支持するものであ

る。この点を鑑みて、3 種の鎖長について

ギャップ部分をアラインしたアンチセン

スをデザインした。 

 

E. 結論 

2’,4’-BNAAMについても、A, T, G, mCの 4

種の塩基を持つ 2’,4’-BNAAMのルート貫通、

in vivoでの使用に耐えうるスケールアップ

合成が可能となり、また固相合成の最適化

により多様な塩基配列を持つ 2’,4’-BNAAM

搭載型アンチセンスの合成が可能になっ

た。これらを用いて今回は、ケミストリー

が異なると最大活性が得られる鎖長や最

適なギャップサイズが異なる事を見出し

た。これらの実験事実を元に、ヒトアポ C3

アンチセンスのスクリーニング計画を立

案した。次年度から具体的に選抜試験を実

施していく予定である。また、非臨床・臨

床試験の実施に向け、大量合成の検討を行

うとともに、品質評価方法ならびに品質管

理の方法についても検討を進める。 

 

F. 健康危険情報 

本研究では現在のところ健康に危険を及

ぼす可能性はない。 
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表１ 

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

 

 

 

 

 

 

 各種糖部架橋型人工核酸

 本研究で設計・合成した

遺伝子名

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

mApoC3

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

糖部架橋型人工核酸

本研究で設計・合成した

遺伝子名-標的位置-

mApoC3-96-NC(14)

mApoC3-306-

mApoC3-316-

mApoC3-321-

mApoC3-331-

mApoC3-336-

mApoC3-346-

mApoC3-351-

mApoC3-361-

mApoC3-366-

mApoC3-376-

mApoC3-381-

mApoC3-391-

mApoC3-396-

mApoC3-406-

mApoC3-411-

mApoC3-416-

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

糖部架橋型人工核酸の化学構造。

本研究で設計・合成した 2’,4’-BNA

-BNA 種(鎖長

NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

-NC(14) 

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

の化学構造。Bは塩基、

BNANC搭載アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

鎖長) 遺伝子

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に

は塩基、Rは種々の置換基を指す。

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

遺伝子-標的位置

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

mApoC3-

骨格は全てホスホロチオアート化。各配列で５カ所に 2’,4’-BNA

 

は種々の置換基を指す。

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

標的位置-BNA 種

-426-NC(14)

-431-NC(14)

-436-NC(14)

-441-NC (14)

-446-NC(14)

-451-NC(14)

-456-NC(14)

-461-NC(14)

-466-NC(14)

-471-NC(14)

-476-NC(14)

-486-NC(14)

-491-NC(14)

-496-NC(14)

-501-NC(14)

-506-NC(14)

-511-NC(14)

BNANCを導入。

 

は種々の置換基を指す。 

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧

種(鎖長) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC (14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

NC(14) 

を導入。 

アンチセンスオリゴヌクレオチド一覧 



 

表 2本研究で

 

図 2. 

 

表 3. 

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
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A

本研究で使用した

2. 用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

3. ヒトアポ C3

No. 
1 hApoC3
2 hApoC3
3 hApoC3
4 hApoC3
5 hApoC3
6 hApoC3
7 hApoC3
8 hApoC3

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Saline

R
el

at
iv

e 
H

ep
at

ic
 A

P
O

C
3 

m
R

N
A

使用した各種 BNA

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

C3スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

ASO ID 
hApoC3-2-AM(14)
hApoC3-12-AM(14)
hApoC3-32-AM(14)
hApoC3-57-AM(14)
hApoC3-67-AM(14)
hApoC3-117-AM(14)
hApoC3-137-AM(14)
hApoC3-202-AM(14)

Saline 14

BNA搭載型

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

CpG
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし
AM(14) なし

14-2

型アンチセンス

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

CpG cccc
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし
なし なし

16 17

アンチセンス核酸一覧 

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

cccc gggg 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 
なし なし 

18

 

用いるケミストリーの違いによる鎖長ごとのアンチセンス活性 

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部）

 
 
 
 
 
 
 
 
 

19 20

 

スクリーニングに向けたアンチセンスデザイン（一部） 

20

BNA

NC

AM

 

BNA

NC

AM



9 hApoC3-237-AM(14) なし なし なし 
10 hApoC3-247-AM(14) なし なし なし 
11 hApoC3-257-AM(14) なし なし なし 
12 hApoC3-282-AM(14) なし なし なし 
13 hApoC3-287-AM(14) なし なし なし 
14 hApoC3-302-AM(14) なし なし なし 
15 hApoC3-307-AM(14) なし なし なし 
16 hApoC3-312-AM(14) なし なし なし 
17 hApoC3-317-AM(14) なし なし なし 
18 hApoC3-332-AM(14) なし なし なし 
19 hApoC3-337-AM(14) なし なし なし 
20 hApoC3-342-AM(14) なし なし なし 
21 hApoC3-347-AM(14) なし なし あり 
22 hApoC3-362-AM(14) なし なし なし 
23 hApoC3-367-AM(14) なし なし なし 
24 hApoC3-392-AM(14) なし なし なし 
25 hApoC3-422-AM(14) なし なし なし 
26 hApoC3-437-AM(14) なし なし なし 
27 hApoC3-442-AM(14) なし なし なし 
28 hApoC3-447-AM(14) なし なし なし 
29 hApoC3-492-AM(14) なし なし なし 
30 hApoC3-497-AM(14) なし なし なし 
31 hApoC3-502-AM(14) なし なし なし 
32 hApoC3-512-AM(14) なし なし なし 

 


