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研究要旨 

  家族性高コレステロール血症(FH)は、冠動脈疾患の一次予防や二次予防のために

スタチン等の脂質低下薬を用いて LDL-C のコントロールを行っている。これらの薬剤は

LDL 受容体の分解活性を持つ Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 （PCSK9）の発

現を上昇するため、目標 LDL-C 値に達する例は少ない。本研究においては、PCSK9 を

ターゲットとした新規核酸医薬の臨床化に向けて、非臨床試験および品質を行うことを

目的とする。本研究は厚生労働省革新的医薬品医療機器実用化研究事業に選ばれ、核酸

医薬実用化に向けたガイダンス作成のモデルケースとなっており、そのガイダンス作成

プロジェクトと密にコンタクトを取りながら、研究初年度には PMDA の薬理戦略相談

（対面助言）を受けてその内容を研究計画に反映させ、最終年度には再度対面助言を受

けることにより、研究期間の終了後に実施する薬事申請を目指した治験に橋渡しするた

めに十分な非臨床試験のデータを収集する。 

 研究初年度の本年度において研究代表者の斯波は、研究の総括を行うとともに、げ

っ歯類による毒性検討試験および分析法のバリデーションを実施し、三種の候補のうち

１種の開発候補および１種のバックアップを選定した。分析法に関しては、高感度で検

出可能なハイブリダイゼーション ELISA 法の構築を構築し、バリデーションを実施した。

研究分担者の小比賀は、核酸医薬の原薬となる人工核酸搭載型オリゴヌクレオチドの製

造における原料（アミダイト体）の品質を検証するために、逆相 HPLC、31P-NMR、

1H-NMR による分析を実施し、各分析手法の Scope と Limitation について精査を行った。

分担研究者の小林は、非臨床試験の実施戦略を作成するとともに、各試験の試験計画を

立案した。本年度の研究は、当初の研究計画通りに進行しており、来年度以降の研究計

画に沿って研究が進行できる基礎が整ったと言える。  



A. 研究目的 

 家族性高コレステロール血症（FH）は、

高 LDL コレステロール(LDL-C)血症、皮膚

および腱黄色腫、若年性動脈硬化症による

冠動脈疾患を主徴とする遺伝病であり、ヘ

テロ接合体は 500 人に 1 人以上の頻度で認

められる。冠動脈疾患の一次予防や二次予

防のために、多くの FH ヘテロ接合体にお

いてはスタチンを含む複数の脂質低下薬が

処方されている。しかしながら、目標 LDL-C

値に達する例は少ない。スタチンや脂質低

下薬は、SREBP2 を活性化して LDL 受容体

活性を上昇するため、同時に LDL 受容体分

解活性を持つ PCSK9 発現を上昇すること

が大きな原因と考えられている。PCSK9 は、

そのプロドメインが活性部位を覆う形で存

在するため、低分子阻害薬で阻害すること

が困難であることが創薬を困難にしている。 

 我々は、「保健医療分野における基礎研究

推進事業」において PCSK9 をターゲットと

した核酸医薬の開発を行い、リード化合物

の選択に成功している。すなわち、PCSK9

に対するアンチセンス(AS)に革新的核酸医

薬である架橋型人工核酸(BNA)修飾を行う

ことにより、酵素耐性能、PCSK9 mRNA と

の結合親和性の著増を認め、マウスへの皮

下投与により肝臓での PCSK9 mRNA を

95％抑制した。臨床化に向けて AS の配列

選択のためにヒトとマウスの共通配列部分

について103種類のBNA修飾ASを合成し、

in vitro および in vivo スクリーニングにより、

著効を示し毒性を有しない最適配列の選択

に成功している。また、本研究内容は、厚

生労働省革新的医薬品医療機器実用化研究

事業に選ばれ、核酸医薬実用化に向けたガ

イダンス作成のモデルケースとなっている。 

 本研究は、小比賀らのオリジナルである

人工核酸修飾技術を用いて、家族性高コレ

ステロール血症を始めとする難治性高コレ

ステロール血症の治療を行うものであり、

日本発の技術を世界に示すことができる。

核酸医薬については、アポリポプロテイン

B に対するアンチセンス医薬である

Mipomersen が臨床開発されているが、副作

用が強いために FDA では限定的に認めら

れ、EMA には否認された。PCSK9 を標的

とした薬剤としては、海外の製薬企業より

抗体医薬が開発されており、現在臨床試験

が行われてその有効性が示されつつある。 

 本研究においては、これまでに最適化さ

れた BNA 修飾 AS を動物に投与する非臨床

試験および品質保証計画立案、実施を行う。

遺伝毒性試験、急性毒性試験、反復投与毒

性試験、安全性薬理試験を行い、薬事申請

を目指した治験に橋渡しするための非臨床

試験を実施する。 

 本年度では、小比賀グループでは原薬製

造における重要な検討項目の一つであるア

ミダイト体の品質評価を行い、斯波グルー

プではげっ歯類による毒性検討試験および

分析法のバリデーションを行った。小林グ

ループでは、非臨床安全性試験及びそれに

伴う原薬の品質管理の実施戦略を作成する

とともに、各試験の試験計画を PMDA によ

る事前面談の内容を反映させながら立案し

た。平成 27 年 3 月 12 日には、対面助言の



予定であり、その内容を次年度以降の研究

計画に反映させる予定である。 

 

B. 研究方法 

非臨床安全性試験の立案 

１）非臨床安全性試験全体の実施戦略 

 目標とする臨床の前期第Ⅱ相試験（PⅡa）

の試験デザインの概要を基に、FIH となる

臨床第Ⅰ相試験（PⅠ）の試験デザインを作

成した。次いで、日米 EU 医薬品規制調和

国際会議で合意されたガイドライン（ICH

ガイドライン）等を参照して、治験薬の品

質管理、薬効確認試験、非臨床動態試験

（ADME）並びに GLP 適合を必要とする安

全性薬理試験、遺伝毒性試験及び一般毒性

試験について、それぞれの試験デザインと

実施スケジュールを策定した。なお、実施

戦略の立案にあたっては、独立行政法人医

薬品医療機器総合機構（PMDA）が行って

いる薬事戦略相談を受け、内容を計画に反

映させることとした。 

 

品質管理計画と実施 

２）品質管理戦略 

 開発の初期段階であることから、原薬や

製剤の製造法の改良が行われることを念頭

に、非臨床試験に供する原薬から治験薬、

ひいては臨床応用に至までの品質の一貫性

担保を特に意識した管理方法を作成した。

また、非臨床試験に用いられる原薬の特性

試験における試験項目を設定した。さらに、

これから蓄積していく特性試験の結果や原

薬の暫定製造法等で得られるサンプルの分

析データに非臨床試験の結果を加えること

で治験薬の暫定規格を設定する計画を作成

した。 

 

３）人工核酸 AmNA アミダイト体の

RP-HPLC 分析 

 核酸のアミダイト体には紫外吸収のクロ

モフォアとなる核酸塩基が含まれるため、

一般に 260 nm の紫外吸収を測定すること

でその検出が可能である。そこで、これら

AmNA のアミダイト体（A, G, C, T の４種）

について、紫外吸収（260 nm）を指標とし

た逆相 HPLC による分析を実施し、その純

度を評価した。 

 

４）人工核酸 AmNA アミダイト体の

31P-NMR 分析 

 各AmNAアミダイト体について 31P-NMR

測定を実施し、その構造並びに純度情報を

収集した。 

 

５）人工核酸 AmNA アミダイト体の

1H-NMR 分析 

一般的な有機化合物の分析に広く用いら

れている 1H-NMR 測定を行い、リン原子を

含まない夾雑物の検出の可否について検討

を行った。 

 

非げっ歯類における薬効確認 

６）薬効確認試験 

 試験動物には、本被験物質のターゲット

遺伝子がヒトと同じ配列を有するカニクイ

ザルを選択し、2〜6 歳の雌雄計 28 匹（馴



化開始時：2.0～6.0kg）を用意し、馴化終了

日（馴化期間：7 日）に、トリグリセリド

（TG）あるいは LDL-C の高い動物を選別

し、試験に供給した｡試験期間中の観察は、

一般状態、体重、摂餌量、血液生化学的検

査［アスパラギン酸トランスアミナーゼ

（AST）、アラニントランスアミナーゼ

（ALT）、総コレステロール、TG、及び

LDL-C］を設定した。投与は１週間に１回

とし、初回の投与後の TG 又は LDL-C の変

化を指標として、２回目以降の投与量を決

定する漸増法として実施することとした。

なお、投与方法は予定している臨床投与経

路にあわせて皮下投与とした。 

 

毒性試験 

７）遺伝毒性試験 

 ICH ガイドライン S2 に従って、FIH まで

にバクテリアを用いた復帰突然変異試験

（Ames 試験）及びほ乳類培養細胞を用いた

染色体異常試験の二つの in vitro試験をおこ

なうことを計画し、いずれかの試験におい

て、陽性の結果または陽性が疑われる結果

が得られた場合、FIH の開始までに、in vivo

遺伝毒性試験であるげっ歯類を用いた小核

試験を実施することとした。 

 

８）一般毒性試験及び安全性薬理試験 

 FIH の開始に必要とされている安全性薬

理試験のコアバッテリー（中枢神経系、心

血管系および呼吸器系への影響試験）は、

動物愛護の観点も考慮し、検査項目に追加

することにより、一般毒性試験に組み込ん

で評価する計画とした。具体的には、中枢

神経系への影響は、げっ歯類を用いた毒性

試験において、Irwin の変法による観察を、

呼吸器系及び心血管系に及ぼす影響は、非

げっ歯類を用いた毒性試験において、血液

ガスや呼吸数の計測、ホルター心電図を用

いた検査を組み込むことで実施する計画と

した。 

 一般毒性試験では２種の動物種を用いる

が、げっ歯類では、使用する動物数の削減

や検査可能な項目を考慮して、ラットを選

択した。また、本被験物質のターゲット遺

伝子である PCSK9 の遺伝子配列がヒトと

同じである動物を使うことにより、本被験

物質によるオンターゲット効果による影響

を観察することが可能とすることから、非

げっ歯類ではカニクイザルを選択した。 

さらに、GLP 適合試験の実施に先立ち、予

備毒性試験を実施することで、群数及び投

与量、さらには検査項目の最終的な決定を

行うこととした。 

 

TK バリデーションの確立と移管 

９）TK バリデーション 

 アンチセンス分子に相補的な 3’ビオチ

ン化した templateDNA、5’位および 3’位

をそれぞれジゴキシゲニン化した DNA を

probe DNA とした。TemplateDNA をバッフ

ァーに溶解し、100 nM とした。Probe DNA

と 1.5 unit/well の T4 DNA ligase (TaKaRa, 

Cat#2011A) をバッファーに溶解した。抗ジ

ゴキシゲニン-アルカリホスファターゼ抗

体を 1:5000 の割合で Superblock blocking 



buffer を用いて希釈した。 アルカリフォス

フ ァ タ ー ゼ の 基 質 と し て AttoPhos® 

Fluorescent AP Substrate System を使用した。 

この技術については、GLP に適合した試験

において実施するために、GLP 適合施設へ

の、移管をお k なった後、バリデーション

を実施するものとした。 

 

非臨床動態試験の立案 

１０）非臨床動態試験 

 ICH ガイドライン M3 に従って、非臨床

動態試験のうち、FIH の開始に必要な動態

試験、in vitro 代謝試験及び in vitro タンパク

結合試験の実施スケジュールを立案した。 

 

非臨床安全性試験 

１１）投与実験 

 各アンチセンス核酸 (10, 50 mg/kg/回)あ

るいは生理食塩水 (Saline:コントロール) 

を尾静脈より単回投与を行なった｡投与開

始より 7 日後に、採血および、肝臓、腎臓

の摘出を行い、液体窒素にて凍結後、-80℃

保存した。 

 

１２） 血清パラメータの測定 

 マウスの下大静脈より採血した血液を遠

心して血清を分離し、富士ドライケム 7000

を用いて各パラメータの測定を行った。 

 

相同遺伝子の検索 

１３）相同遺伝子検索 

 3 種の候補化合物の塩基配列と相補的な

遺伝子もしくは non-coding RNA を BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) を 用

いてヒトおよびマウスを対象に検索を行っ

た。 

 

C. 研究結果 

品質保証計画  

１）人工核酸 AmNA アミダイト体の

RP-HPLC 分析 

 AmNA アミダイト体の純度を精査するた

めに、逆相 HPLC による分析を実施した。

アミダイト体はその化学構造上、リン原子

の立体化学が異なる２種のジアステレオマ

ー混合物として存在するが、今回これらジ

アステレオマーは一般的な逆相 HPLC 条件

下で分離可能であった。HPLC 分析では、

立体化学の同定は困難であるが、その比率

は AmNA-T アミダイトの場合 a : b = 70 : 30

（ここで、a は逆相 HPLC において保持時

間の短い異性体を、b は保持時間の長い異

性体の割合を示す）、AmNA-mC において

は、a : b = 74 : 26、また AmNA-A、AmNA-G

についてはそれぞれ a : b = 56 : 44 及び a : b 

= 59 : 41 であった。一方、今回分析を行っ

た AmNA アミダイト体は、いずれも比較的

純度が高く今回の逆相 HPLC 分析では、い

ずれも 96%以上の純度を示した。 

 

２）人工核酸 AmNA アミダイト体の

31P-NMR 分析 

 AmNAアミダイト体の 31P-NMR分析を実

施した。逆相 HPLC 分析において確認され

たリン原子の立体化学が異なる２種のジア

ステレオマーの存在については、今回の



31P-NMR 分析においても明確に検出された。

すなわち、各アミダイト体は 150 ppm 付近

にジアステレオマー由来の２本のシングレ

ットシグナルを与えた。31P-NMR のシグナ

ル強度（シグナルの積分値）からその存在

比を決定することは一般的ではないが、今

回測定を行った４種のAmNAアミダイト体

について、31P-NMR のシグナル積分値から

両ジアステレオマーの存在比を算出したと

ころ、AmNA-T アミダイトの場合 a : b = 71 : 

29 （HPLC では 70 : 30）、AmNA-mC では

a : b = 73 : 27 （HPLCでは 74 : 26）、AmNA-A、

AmNA-G についてはそれぞれ a : b = 56 : 44

（HPLC では 56 : 44）及び a : b = 59 : 41

（HPLC では 58 : 42）という結果を与え、

いずれも逆相 HPLC 分析での結果と良い一

致を示した。 

 また、今回の 31P-NMR 測定において、各

アミダイト体に由来する 150 ppm 付近のシ

グナル以外に、高磁場側に複数のシグナル

が観測された。 

  

３）人工核酸 AmNA アミダイト体の

1H-NMR 分析 

 ほぼ全ての有機化合物にはプロトンが存

在するため、1H-NMR は対象とする化合物

の構造同定、特性解析に有力な手法である。

しかしながら定量下限の問題から、医薬品

並びにその原料の不純物分析には用いられ

ることが少ない。AmNA アミダイト体の

1H-NMR 測定を行い、その特性解析並びに

不純物分析の可否について検証を行った。 

 今回測定を行った各アミダイト体は、高

磁場側から低磁場側の比較的広い領域に特

徴的なシグナルを与えた。特に、3.8ppm 付

近に見られる DMTr 基由来の強いシングレ

ットシグナルや 5.5ppm 付近の 1’位水素原

子に由来するシングレットシグナル等が特

徴的である。またその他にも、アミド窒素

原子上のメチル基や T 又は mC 塩基の 5 位

メチル基など、特徴的なシングレットシグ

ナルが観測されている。先述の通り、アミ

ダイト体はジアステレオマー混合物である

ため、各シグナルはそれぞれのジアステレ

オマー存在比に応じた強度で観測されてお

り、比較的複雑なチャートを与えるが、今

回の試料のように比較的純度が高い場合に

は、ほぼ全てのシグナルを帰属することが

可能であり、構造同定、特製解析には十分

利用可能であると言える。一方で、純度分

析という観点からこのチャートを検証した

場合、1H-NMR 測定はアミダイト体の純度

を正確に判断する分析法であるとは言い難

いことがあらためて確認された。 

 

品質管理戦略の立案 

４）抗 PCSK9 アンチセンスの品質管理戦略 

 原薬の製造法検討と非臨床安全性試験の

実施を同時並行的に実施することを計画し、

非臨床試験に用いる被験物質は、分析デー

タを取得した上で製造法の検討中に得られ

るサンプルを被験物質として用いる可能性

を考慮し、GLP 適合試験に供するための暫

定的な製造方法及び暫定規格を設定するこ

ととした。製造法を改良する場合には、一

貫性を損なわない様にするため、目的とす



る化合物以外の不純物の含量や種類が減少

する様に行い、特に非臨床安全性試験に用

いる原薬では、品質データの比較が可能と

なるように可能な限り一貫して同じ分析項

目及び分析法にて分析を実施することを原

則とした。ただし、より良く品質を管理す

る観点から新たな分析項目を加えたり、分

析方法を変更したりする場合、それまでに

設定していた項目は省略しないことを原則

とし、新たな試験方法から得られるデータ

を用いることにより，それまで設定してい

た分析項目や試験の代替が可能であると判

断できる場合にのみ，従来の分析項目の省

略又は分析方法の変更を行うこととした。

また、開発を進めていく上で分析法を改良

する場合に新規の分析法による分析を行う

ことが可能となるように、非臨床安全性試

験に用いる原薬については、GLP に定める

ところとは別に一部を適切な条件で保存す

ることとした（別添 薬事戦略相談対面助

言資料参照）。 

 

非げっ歯類を用いた薬効試験 

５）カニクイザルを用いた薬効確認試験 

 カニクイザルを用いた in vivo 薬効確認試

験では、検疫済みのカニクイザル雌雄計 28

匹を入手し，7 日間の馴化期間終了日にト

リグリセリド或は LDL-C の高い動物を 6 匹

選別する計画にしていたが、馴化期間終了

後の検査において、LDL-C の高い動物が 4

匹（雄 2 匹，雌２匹）であったことから、

計画を変更し、初回の投与はこの 4 匹を用

いて実施することにした（現在、試験実施

中，３月中旬試験終了予定）． 

 なお、投与量については、計画通りは初

回の 1 mg/kg を投与し、現在、検査を実施

中である。２回目以降の投与量については、

一般状態観察、体重、摂餌量及び投与後 6

日までの血液生化学検査の結果から薬効或

は毒性症状を判断し決定する予定である。 

 

非臨床安全性試験の立案 

６）FIH 試験実施のための非臨床安全性試

験実施戦略 

 本研究の被験物質であるAmNA搭載型抗

PCSK9 アンチセンスによる FIH 試験実施の

ために必要な非臨床安全性試験として、①

遺伝毒性試験では、Ames 試験（GLP 適合）

及び染色体異常試験(GLP 適合)の 2 試験を、

②一般毒性試験では、１ヶ月間反復投与予

備毒性試験（ラット及びカニクイザル、と

もに信頼性保証基準に従う），３ヶ月間反

復投与毒性試験（ラット及びカニクイザル，

ともに GLP 適合）の計 4 試験を実施するこ

とを計画し、それぞれの試験計画の草案を

立案した（別添 薬事戦略相談対面助言資

料参照）。 

 また、一般毒性試験における TK 測定の

ために、一般毒性試験の実施に先立ち、ラ

ットあるいはカニクイザルの血清を用いた

TK 測定法の試験法移管及びバリデーショ

ン（信頼性保証基準）試験を実施すること

とした（別添 薬事戦略相談対面助言資料

参照）。現在、試験法を移管し、バリデー

ション実施に向けたバリデーション試験の

試験計画を立案している。 



 

非臨床安全性試験実施 

７）マウスにおける毒性検討試験 

 ヒト肝臓癌由来細胞株（Huh7）を用いた

in vitro スクローニングから得られた候補化

合物の一般毒性試験のための予備検討とし

て、マウスを用いた毒性検討試験を行うこ

ととした。用量設定については、臨床試験

の投与量を 1 mg/kg と想定し、中間用量に

10 mg/kg、高用量には 50 倍量の 50 mg/kg

として単回尾静脈投与を行い、7 日後の血

液生化学値の測定を行った。候補 3 種のう

ちHsPCSK9-1771-AM(14)は重度の肝毒性を

示し、50 mg/kg は致死量であることが分か

った。また、マウスおよびヒトの遺伝子お

よび non-coding RNA（ncRNA）を対象に

BLAST を用いてホモロジー検索を行った

と こ ろ 、 マ ウ ス に お い て

HsPCSK9-1771-AM(14)は細胞内の種々の機

能調節に関与する ADP-ribosylation factor に

属 す る ADP-ribosylation factor-like 4C 

(Arl4c)などのような重要な遺伝子の一部と

完全一致する塩基配列を有していた。重度

の肝毒性が配列依存的な現象であった場合、

HsPCSK9-1771-AM(14)はヒトや本研究の被

験動物であるアカゲザルにおいても同遺伝

子に一致する配列が含まれていることから、

多少の肝毒性が懸念される。また、50 mg/kg

の用量で投与した際のALT値と細胞実験か

ら得られた IC50 の積をとり、もっとも低い

値をとる分子が総合的に優れていると考え、

この値からHsPCSK9-1131-AM(14)を開発候

補とし、HsPCSK9-1091-AM(14)をバックア

ップとした。なお、HsPCSK9-1131-AM(14)

は標的である PCSK9 以外のヒト遺伝子と

の相同性がもっとも低いことからも配列依

存的な肝毒性の可能性は低いと考えられる。 

 

TK バリデーションの検討 

８）定量法の構築 

 核酸医薬は、現在の医薬品で多くを占め

ている小分子薬と異なり、塩基配列の確認

が重要であるため簡便な LC/MS などとい

った質量分析計による検出が困難である。

従 っ て 、 Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay を改良した配列特異的かつ定量的な

アンチセンス分子の定量法を構築した。本

ハイブリダイゼーション ELISA（HELISA）

法の同時再現性を検証すべく、表 5 に示す

各種オリゴ DNA を用意した。アンチセンス

分子 (P20B) を段階希釈し、マウス肝臓由

来のタンパク質を一定量加え、HELISA 法

を用いて、蛍光強度を測定した。サンプル

濃度と蛍光強度をそれぞれ対数化し、直線

性の高い濃度領域における検量線を作成し

た。また、同じ理論値のサンプル (n=8) を

用いて測定を行い、その結果から真度と精

度を求めた。分析測定法において検量線サ

ンプルの真度が 80〜120% (但し、測定可能

濃度域の定量下限、定量上限の検量線サン

プルの真度は 75〜125%) 、検量線サンプル

の精度が 20%以下 (但し、測定可能濃度域

の定量下限、定量上限の検量線サンプルの

精度が 25%以下) であることが望ましいと

されており、本検討結果は良好であったと

言える。 



 また、HELISA 法の選択性について検証

すべく、16 塩基長のアンチセンス分子を基

準として 20 および 10 塩基長のものを用意

し、検出を行った。結果、濃度の高い領域

においてより選択的に 16 塩基長の検出が

可能であることが示された。 

 

D. 考案 

 本研究では、従来の薬剤ではコントロー

ルが困難である重症高コレステロール血症

を対象とした、新しい薬剤の開発を目的と

している。PCSK9 をターゲットとした、高

い効果と安全性を有する薬剤を開発して、

薬事申請を目指した治験に橋渡しするため

の非臨床試験を行うものである。 

 今回、核酸医薬の製造原料となる AmNA

アミダイト体を、逆相 HPLC、31P-NMR、

1H-NMR により分析した。アミダイト体に

は、クロモフォアとして核酸塩基や 5’位

の保護基である DMTr 基等が存在するため、

紫外吸収により高感度検出が可能である。

そのため、逆相 HPLC による分析は高い検

出力をもって行うことができ、純度確認に

おいても高い有効性を示すことが確認され

た。一方で、紫外吸収を示さない不純物の

検出には他の分析手法の利用が必要となる。

今回は検証を行っていないが、例えば

LC-MSのように質量分析を併用する手法は

その候補の一つであろう。また、アミダイ

ト体の化学合成過程を鑑みて、リン原子を

含む不純物の混入にも注意を払う必要があ

る。 

 今回、31P-NMR 分析により、逆相 HPLC

分析に匹敵する精度で、各アミダイト体の

ジアステレオマー比を算出可能であること

が示された。今回は、31P-NMR の定量下限

を精査するには至らなかったため、本法が

アミダイト体の純度試験にどの程度利用可

能かは十分に検証できていないが、今後純

度試験への利用の可否について検討する価

値があると考えられる。また、31P-NMR で

は化合物に含まれるリン原子の環境の違い

を検出できることから、構造解析において

強力な分析手法であることが確認された。 

 一方で、今回の検討から 1H-NMR 分析は

比較的純度の高いアミダイト体の構造同定、

特性解析には有効であるものの、純度試験

には適さないことがあらためて確認された。

これは、アミダイト体自身に数多くのプロ

トンが存在することに加えて、アミダイト

体がジアステレオマー混合物であることに

起因する。 

 今回の結果から、高度に官能基化され、

その構造中にクロモフォアやリン原子を含

むアミダイト体の品質管理においては、そ

の構造特性に応じた分析手法を単独である

いは複数組み合わせることが重要であるこ

とがわかった。また、今回は詳細な検証に

至らなかったが、高純度に精製されたアミ

ダイト体にも含まれる不純物の構造同定を

進めることで、核酸医薬の製造における課

題を原料の純度という観点から議論するこ

とが望まれる。 

 本研究は、我が国ではこれまでに経験の

少ない核酸医薬の非臨床安全性試験を実施

するものであり、新規人工核酸を搭載した



核酸医薬の非臨床試験の先駆けでもある。

すなわち、今後の核酸医薬開発におけるバ

ックグラウンドデータの蓄積や核酸医薬の

非臨床安全性試験の実施例としての技術蓄

積にも繋がることから、今後は、本年度作

成した試験実施戦略についての検証を進め

るため、GLP に適合した試験を実施し、我々

が見いだした抗 PCSK9 アンチセンスの臨

床試験に向けた準備を行う。核酸医薬の品

質管理においても、従来の低分子医薬とは

違った課題が考えられている。本研究を進

めていくことで、データの蓄積や検証をお

こないつつ、我々の抗 PCSK9 アンチセンス

の臨床開発に向けた品質管理法を作成して

いきたい。 

 さらには、本研究を進めていくことで、

非臨床安全性試験や品質管理を行う上で、

核酸医薬に特有の課題の抽出や解決法の提

案にも繋げることができることが期待され

る。これまでの研究において、高い活性を

示す配列の最終候補化合物が決定されてお

り、この最終候補のアンチセンス分子の臨

床試験へ橋渡しをするべく、本年度は、本

被験物質の非臨床安全性試験の実施に向け

た戦略を立案した。 

 本研究は、我が国ではこれまでに経験の

少ない核酸医薬の非臨床安全性試験を実施

するものであり、新規人工核酸を搭載した

核酸医薬の非臨床試験の先駆けでもある。

すなわち、今後の核酸医薬開発におけるバ

ックグラウンドデータの蓄積や核酸医薬の

非臨床安全性試験の実施例としての技術蓄

積にも繋がることから、今後は、本年度作

成した試験実施戦略についての検証を進め

るため、GLP に適合した試験を実施し、我々

が見いだした抗 PCSK9 アンチセンスの臨

床試験に向けた準備をおこなう所存である。

また、核酸医薬の品質管理においても、従

来の低分子医薬とは違った課題が考えられ

ている。本研究を進めていくことで、デー

タの蓄積や検証をおこないつつ、我々の抗

PCSK9 アンチセンスの臨床開発に向けた品

質管理法を作成していきたい。 

 さらには、本研究を進めていくことで、

非臨床安全性試験や品質管理を行う上で、

核酸医薬に特有の課題の抽出や解決法の提

案にも繋げることができると期待している。 

アンチセンス医薬は、その副作用として

肝毒性が問題視されているが、その詳細は

明らかになっていない。しかしながら、近

年、バイオインフォーマティクスを駆使し

た手法で、アンチセンス分子中の塩基配列

で肝毒性を惹起する可能性の高いモチーフ

が見出されている[Nucleic Acids Res, 42, 8, 

2014]。今回の毒性検討試験において、

HsPCSK9-1771-AM(14)が重度の肝毒性を示

したが、結果で示した配列由来のオフター

ゲット効果の他に、この配列中には毒性惹

起モチーフの一つとされるTCCの配列を含

んでいることも一つの原因と考えられる。

また、毒性惹起モチーフには TCC の他にも

TGC が挙げられているが、開発候補にはこ

のようなモチーフは含まれていない。 

また現在、核酸医薬は上市している薬剤

が極めて少ないため、定量法については

様々な方法が試みられている。小分子薬の



定量においては検出が簡便である質量分析

計を用いるのが一般的であるが、核酸医薬

などのような活性が配列に依存するような

薬剤の定量は困難である。一方で、同じよ

うに配列依存的な活性が特徴であるペプチ

ド製剤などについては、現在、質量分析計

を用いた手法が最適化されつつあり、核酸

医薬も将来的には質量分析計を用いた簡便

な定量法が開発されるかもしれない。本研

究では、検出過程が多少煩雑である一方で、

検出下限が小さく、選択性が高い ELISA 法

を改良した HELISA 法を構築し、真度およ

び精度ともに良好な結果が得られている。

この結果から、開発候補の定量法にも本手

法を採用するとして、開発候補を選択的に

検出 DNA プローブを作成した。 

 

E. 結論 

 アンチセンス分子の臨床試験に橋渡しを

するための非臨床安全性試験の実施戦略を

作成するとともに、臨床応用を見据えた品

質管理法の戦略を立案した。品質保証に関

しては、逆相 HPLC、31P-NMR、1H-NMR に

よる分析を実施し、それぞれの分析手法の

有効性、適用範囲等について検証を行った。

定量法の構築や、安全性の担保できる開発

候補を選定し、現在は、非げっ歯類として

アカゲザルへの投与実験を遂行している。

定量法に関しては HELISA 法の構築と定量

法としての評価を行い、良好な結果が得ら

れたことから、GLP 施設への技術移管を実

施している。 

 

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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


