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1. 核 酸 医 薬 の 特 徴 お よ び 難 治 性 疾 患 治 療 薬 と し て の 有 望 性  

修 飾 核 酸 を 基 本 骨 格 と す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ Antisense oligonucleotide：

ASO） は 、 遺 伝 性 疾 患 や 感 染 症 な ど の 難 治 性 疾 患 に 対 す る 新 た な 創 薬 手 段 と な

る 核 酸 医 薬 と し て 期 待 さ れ て い る 。 核 酸 医 薬 と は 、 15 か ら 30 塩 基 程 の 天 然 核

酸 お よ び 修 飾 核 酸 で 構 成 さ れ る 核 酸 配 列 で あ り 、 生 体 に 存 在 す る 相 補 的 な 核 酸

配 列 に 直 接 作 用 し 、 化 学 合 成 に よ り 製 造 が で き る 医 薬 品 で あ る 1。 遺 伝 子 治 療

薬 も 同 じ 核 酸 で 構 成 さ れ る が 、 数 千 塩 基 以 上 の 天 然 核 酸 で 構 成 さ れ る プ ラ ス ミ

ド ベ ク タ ー ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 生 体 内 で 遺 伝 子 発 現 を 介 し て 作 用

し 、 生 物 学 的 に 製 造 さ れ る 医 薬 品 で あ る と い う 点 で 核 酸 医 薬 と は 異 な っ て い る

2。 核 酸 医 薬 は 抗 体 医 薬 お よ び 低 分 子 医 薬 品 と 共 に 分 子 標 的 治 療 薬 に 分 類 さ れ 、

抗 体 医 薬 お よ び 低 分 子 医 薬 品 の 特 徴 を 併 せ 持 っ て い る 。 す な わ ち 、 抗 体 医 薬 が

標 的 タ ン パ ク 分 子 に 高 い 特 異 性 を 有 す る の と 同 様 に 、 核 酸 医 薬 は 標 的 RNA 配

列 に 応 じ た 高 い 特 異 性 を 持 つ 。 加 え て 、 核 酸 医 薬 は 低 分 子 医 薬 品 と 同 様 に 、 化

学 合 成 に よ り 製 造 可 能 な こ と か ら 、 安 定 的 か つ 迅 速 に 供 給 す る こ と が で き る 。

核 酸 医 薬 は こ れ ら 抗 体 医 薬 と 低 分 子 医 薬 品 が タ ン パ ク 質 を 標 的 と す る の に 対 し 、

従 来 の 医 薬 品 で は 標 的 と で き な か っ た RNA を 標 的 と で き る 点 で 異 な っ て い る

3。 RNA を 標 的 と す る 核 酸 医 薬 に は ASO、 small interfering（ si）  RNA お よ び

micro（ mi）  RNA の 種 類 に 大 別 さ れ る 。 い ず れ も messenger（ m）  RNA を 標

的 と す る が 、ASO は pre-mRNA お よ び miRNA も 標 的 と す る こ と が で き る 。ま

た 、例 外 と し て 特 定 の タ ン パ ク 質 を 標 的 と す る デ コ イ 、ア プ タ マ ー お よ び CpG
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オ リ ゴ と い っ た 核 酸 医 薬 も 存 在 す る 4 ,  5。 表 １ -1 に 示 す よ う に 6、 核 酸 医 薬 は

1998 年 に 医 薬 品 と し て 初 承 認 さ れ て か ら 現 在（ 2023 年 11 月 時 点 ）ま で の 短 い

期 間 で 全 19 種 類 が 承 認 さ れ て い る 。 現 在 も 感 染 症 を 含 め 代 謝 疾 患 、 が ん お よ

び 神 経 疾 患 な ど 様 々 な ヒ ト 疾 患 に 対 す る 核 酸 医 薬 品 が 開 発 さ れ て お り 、 多 数 の

臨 床 試 験 が 進 行 中 で あ る 7。 特 に ASO は 、 上 市 さ れ た 核 酸 医 薬 19 種 類 中 の 10

種 類 を 占 め て お り 、 こ れ ま で 治 療 薬 が な か っ た 遺 伝 性 疾 患 を は じ め と す る 難 治

性 疾 患 の 治 療 薬 と し て 有 望 視 さ れ て い る （ 表 1-1）。  

 

2. ASO の 抗 ウ イ ル ス 治 療 薬 と し て の 有 望 性  

 ASO は 一 本 鎖 の 修 飾 核 酸 で 構 成 さ れ 、標 的 RNA に 配 列 特 異 的 に 結 合 す る

こ と で 、そ の 機 能 を 調 節 す る 。近 年 、ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 様 々 な 疾 患 に 対

し て 、ASO に よ る 治 療 ア プ ロ ー チ の 有 効 性 が 報 告 さ れ て い る 7 ,  8。1998 年 に

AIDS 患 者 で 惹 起 さ れ る サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス（ Cytomegalovirus：CMV）性

網 膜 炎 に 対 す る 点 眼 薬 で あ る fomivirsen が ASO 医 薬 と し て 初 め て 承 認 さ れ

た 。 そ の 後 、 9 種 類 の ASO 医 薬 が 遺 伝 性 疾 患 に 対 し て 承 認 さ れ て き た が 、

fomivirsen 以 来 ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る ASO 医 薬 は 未 だ 承 認 さ れ て い な い

（ 表 1-1）。し か し 最 初 に 実 用 化 さ れ た ASO が ウ イ ル ス 性 炎 症 を 制 御 す る 治

療 薬 で あ っ た こ と か ら 、 ASO は 有 望 な ウ イ ル ス 治 療 戦 略 に な る こ と が 期 待

さ れ て い る 。 実 際 に 、 ウ イ ル ス に 対 す る ASO の 有 効 性 は 培 養 細 胞 や 動 物 を

用 い た 非 臨 床 試 験 に お い て 多 数 報 告 さ れ て い る 9。 ま た 、 多 く の 臨 床 試 験 に
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お い て CMV10-13、 A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Influenza A virus： IAV）

14、エ ボ ラ ウ イ ル ス（ Ebola virus：EBOV）、マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス（ Marburg 

virus：MARV） 15、B 型 肝 炎 ウ イ ル ス（ Hepatitis B virus：HBV） 16-19、C 型

肝 炎 ウ イ ル ス（ Hepatitis C virus：HCV）20-2 2、ウ ェ ス ト ナ イ ル ウ イ ル ス（ West 

Nile virus ： WNV ） 23 ,  24 お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1 型 （ Human 

immunodeficiency virus-1）25 ,  26 と い っ た ヒ ト へ の 病 原 性 が 高 く 、新 興 お よ び

再 興 感 染 症 な ら び に 性 感 染 症 な ど 公 衆 衛 生 学 上 問 題 と な る 多 く の RNA ウ イ

ル ス に 対 し て 抗 ウ イ ル ス ASO が 試 験 さ れ て い る（ 表 1-2）。臨 床 応 用 の た め

に は さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る が 、こ れ ら の 研 究 は ウ イ ル ス RNA 標 的 ASO

の 創 薬 モ ダ リ テ ィ と し て の 発 展 を 支 持 し て い る 。  

 

3. ASO の 作 用 メ カ ニ ズ ム  

 ASO は 主 に 標 的 RNA の 構 造 阻 害 ま た は RNase H を 介 し た 標 的 RNA の 分

解 に よ る 二 つ の メ カ ニ ズ ム を 介 し て 作 用 す る（ 図 1-1）2 7。前 者 の ASO は 構

造 阻 害 型（ steric block）ASO と 呼 ば れ て お り 、DNA お よ び 修 飾 核 酸 が 交 互

に 配 置 さ れ る こ と に よ り 、 ま た は 全 て 修 飾 核 酸 に よ り 構 成 さ れ る 。 Steric 

block ASO は 、 標 的 RNA に 強 固 に 結 合 す る こ と に よ り RNA の 機 能 を 阻 害

す る 作 用 を 持 つ 。 す な わ ち 、 細 胞 質 内 に お い て 標 的 mRNA の 翻 訳 開 始 部 位

に 結 合 す る こ と で mRNA 発 現 を 制 御 す る 作 用 、核 内 に お い て pre-mRNA の

ス プ ラ イ シ ン グ 調 節 部 位 に 結 合 す る こ と で ス プ ラ イ シ ン グ を 制 御 す る 作 用 、
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お よ び miRNA に 結 合 す る こ と で miRNA に よ る mRNA 発 現 を 制 御 す る 作 用

を 有 す る 。Steric block ASO で は 現 在 ま で に デ ュ シ ェ ン ヌ 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ

ー や 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 に 対 す る 治 療 薬 と し て 6 品 目 が 米 国 、欧 州 お よ び 、本 邦

に お い て 上 市 さ れ て い る （ 表 1-1） 28。  

二 つ の メ カ ニ ズ ム の う ち 後 者 の 標 的 RNA の 分 解 を 誘 導 す る ASO は 、RNA

分 解 型 ASO（ gapmer ASO）と 呼 ば れ て お り 、中 央 の DNA 鎖 お よ び DNA 鎖

の 両 端 に 隣 接 す る 修 飾 核 酸 鎖 で 構 成 さ れ る 。 Gapmer ASO は 標 的 RNA に 結

合 し DNA お よ び RNA の 二 本 鎖 を 形 成 す る 。 ASO の DNA 鎖 と 結 合 し 二 本

鎖 と な っ た 標 的 RNA は 核 内 お よ び 細 胞 質 内 に お い て RNase H に よ り 認 識

さ れ 分 解 さ れ る 2 9。現 在 、複 数 の gapmer ASO が 遺 伝 性 疾 患 に 対 し て 承 認 お

よ び 臨 床 試 験 が 行 わ れ て き て い る 30 ,  31。こ れ ま で に 承 認 さ れ た gapmer ASO

と し て は 、 ホ モ 接 合 型 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 を 適 応 と す る

mipomersen、遺 伝 性 ATTR ア ミ ロ イ ド ー シ ス を 適 応 と す る inotersen、家 族

性 高 カ イ ロ ミ ク ロ ン 血 症 を 適 応 と す る volanesorsen、筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 を

適 応 と す る tofersen が 挙 げ ら れ る 。 Mipomersen は apolipoprotein B100 

mRNA を 標 的 と す る 32。 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質  B100 の 産 生 を 抑 制 し 、 Low-

density Lipoprotein コ レ ス テ ロ ー ル の 産 生 を 抑 制 す る こ と で 薬 効 を 示 す 。

Inotersen は transthyretin mRNA を 標 的 と し 、変 異 型 お よ び 野 生 型 ト ラ ン ス

サ イ レ チ ン の 産 生 を 抑 制 す る こ と で 薬 効 を 示 す 33 。 Volanesorsen は

apolipoprotein C3 mRNA を 標 的 と す る 34 ,  35。ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 C-Ⅲ の 産
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生 を 抑 制 し 、 血 中 ト リ グ リ セ リ ド 濃 度 を 減 少 さ せ る こ と で 薬 効 を 示 す 。

Tofersen は superoxide dismutase 1 (SOD1) mRNA を 標 的 と し 、SOD1 タ ン

パ ク 質 の 産 生 を 抑 制 す る こ と で 薬 効 を 示 す 36。 こ の よ う に 標 的 RNA を 分 解

す る gapmer ASO は 病 因 と な る mRNA を 標 的 と す る こ と で 臨 床 応 用 さ れ て

い る 。 す な わ ち 、 gapmer ASO が ウ イ ル ス RNA に 対 し て も 分 解 と 発 現 抑 制

を 誘 導 で き る こ と が 明 ら か と な れ ば 、 ASO 介 在 性 の ウ イ ル ス 分 解 メ カ ニ ズ

ム が 有 望 な 治 療 法 と な る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ る 。  

 

4. ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る ASO の 臨 床 応 用  

ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る steric block ASO に お い て は CMV に 対 す る

fomivirsen が 承 認 さ れ て お り 、 IAV、 EBOV、 MARV、HCV な ら び に WNV

と い っ た 5 種 類 の ウ イ ル ス に 対 す る 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る （ 表 1-2）。

Fomivirsen は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の MIE mRNA に 結 合 す る 。MIE mRNA

の IE2 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、IE2 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ

ベ ル を 低 下 さ せ る こ と で 薬 効 を 示 す 37。 IAV に 対 す る AVI-7100 は matrix 

segment mRNA に 結 合 し 、M1 お よ び M2 タ ン パ ク 質 へ の ス プ ラ イ シ ン グ を

防 ぐ こ と で 薬 効 を 示 す 14。 EBOV お よ び MARV に 対 す る AVI-6002 お よ び

AVI-6003 は VP24 お よ び VP35 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNA へ 結 合 し 、

そ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と で 薬 効 を 示 す 15。 HCV に 対 す る AVI-4065 は HCV

ゲ ノ ム RNA の 翻 訳 を 調 節 し て い る 5’UTR に 結 合 す る こ と で 薬 効 を 示 す 38。
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こ の よ う に steric block ASO の 抗 ウ イ ル ス 活 性 お よ び メ カ ニ ズ ム は 多 く の

ウ イ ル ス 種 に お い て 示 さ れ て い る 。 一 方 、 ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る

gapmer ASO は こ れ ま で に CMV に 対 す る ISIS 13312、GEM132、HBV に 対

す る bepirovirsen、IONIS-HBV-LRx、RG6004、ALG-020572、HCV に 対 す

る ISIS 14803 お よ び HIV に 対 す る GEM-91、GEM-92 の 臨 床 試 験 が 行 わ れ

た 実 績 が あ る 。 Bepirovirsen お よ び bepirovirsen に N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ

ミ ン を 付 加 し た IONIS-HBV-LRx は HBV mRNA の 保 存 領 域 を 切 断 し 、HBV

タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と で 薬 効 を 示 す 。 RG6004 は HBV 

RNA 転 写 物 の 保 存 配 列 を 切 断 し 、HBV タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る

こ と で 薬 効 を 示 す 。 ALG-020572 は HBV の S open reading frame（ ORF）

を 切 断 し 、 HBs Ag の 発 現 を 低 下 さ せ る こ と で 薬 効 を 示 す 。 ISIS 14803 は

Internal ribosome entry site（ IRES） 内 の HCV mRNA 翻 訳 開 始 領 域 を 切 断

し 、HCV RNA 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と で 薬 効 を 示 す 。GEM-91 お よ び

GEM-92 は HIV の gag mRNA の AUG 領 域 を 切 断 す る こ と で 薬 効 を 示 す 。

こ の よ う に gapmer ASO に よ る 標 的 RNA 分 解 効 果 は 4 種 類 の ウ イ ル ス に 対

す る 臨 床 試 験 に お い て 評 価 さ れ て い る が 、 ウ イ ル ス RNA を 標 的 と し た

gapmer ASO は 未 だ 承 認 さ れ て い な い 。加 え て gapmer ASO の 抗 ウ イ ル ス 活

性 お よ び メ カ ニ ズ ム に つ い て の 報 告 は 少 な く （ 表 1-3）、 不 明 な 点 が 多 い た

め さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る 。  
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5. ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る ASO に 使 用 さ れ る 修 飾 核 酸 の 開 発 状 況  

 上 記 の 標 的 RNA に 対 す る 構 造 阻 害 お よ び 分 解 メ カ ニ ズ ム を 介 し た ASO

の 有 効 性 を 高 め る た め 、 こ れ ま で に 多 数 の 修 飾 核 酸 が 開 発 さ れ て い る 4（ 図

1-2）。 修 飾 核 酸 に お い て は 核 酸 を 構 成 す る 塩 基 部 、 リ ン 酸 部 、 糖 部 の う ち 、

主 に リ ン 酸 部 と 糖 部 が 化 学 修 飾 の 対 象 で あ る 3 9。リ ン 酸 部 の 代 表 的 な 修 飾 と

し て 、 核 酸 の リ ン 酸 部 の 非 架 橋 酸 素 原 子 が 硫 黄 原 子 に 置 換 さ れ る

Phosphorothioate（ PS）修 飾 が 挙 げ ら れ る 。PS 修 飾 に よ っ て ASO の ヌ ク レ

ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 高 ま り 、血 中 半 減 期 が 改 善 さ れ る 3 9。ま た 、血 中 タ ン

パ ク 質 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 ASO の 血 中 滞 留 性 を

上 昇 さ せ 、肝 臓 に よ る 代 謝 を 緩 や か に し て い る 。こ れ ま で に CMV に 対 す る

fomivirsen が PS 修 飾 を 用 い た steric block ASO と し て 上 市 さ れ て い る 37。

糖 部 修 飾 核 酸 の う ち 2’位 に 修 飾 を 施 し た 代 表 的 な も の と し て 2’-O-methyl

（ 2’-OMe）、 2’-O-methoxyethyl（ 2’-MOE） お よ び 2 ‘ -deoxy-2 ’ -fluoro-D-

arabinonucleic acid（ FANA）が 挙 げ ら れ る 。2’-OMe は DNA の 糖 部 に お け

る 2’位 の 水 酸 基 を 2’-O-メ チ ル 基 に 置 換 し た 構 造 を し て お り 、負 電 荷 に 帯 電

し て い る た め 、可 溶 性 お よ び 陽 イ オ ン 性 脂 質 や タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 性 が

上 昇 し て い る 40。DNA と 比 べ て RNA へ の 結 合 親 和 性 と ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が

改 善 さ れ て お り 免 疫 刺 激 が 低 減 さ れ て い る こ と か ら 、こ れ ま で に 主 に siRNA

と し て 上 市 さ れ て い る（ 表 1-１ ）4 1。2’-OMe 自 体 は RNase H に よ り 認 識 さ

れ な い た め 、2’-OMe に よ る 配 列 の 中 央 に DNA 鎖 を 挿 入 す る こ と で gapmer 
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ASO と し て 使 用 で き る 42。2’-OMe は CMV1213 お よ び HIV25 に 対 す る gapmer 

ASO と し て 臨 床 試 験 が 行 わ れ た 。2’-MOE は 2’-OMe を 起 点 と し て 開 発 さ れ

た 修 飾 核 酸 で あ り 、糖 部 に お け る 2’位 の 水 酸 基 を 2’-O-メ ト キ シ エ チ ル 基 に

置 換 し た 構 造 を し て い る 3 9 ,  41 ,  43。2’-MOE は 2’-OMe と 同 様 に 負 電 荷 に 帯 電

し て お り 、RNase H に よ り 認 識 さ れ な い 。特 に 2’-OMe と 比 べ て 、ヌ ク レ ア

ー ゼ 耐 性 と 標 的 RNA へ の 結 合 親 和 性 が 上 昇 し て い る 。 ま た 標 的 RNA へ の

結 合 親 和 性 が 高 め ら れ た こ と か ら 、非 特 異 的 な タ ン パ ク 質 へ の 結 合 が 減 少 し 、

毒 性 が 低 減 さ れ て い る 。 2’-MOE は steric block ASO お よ び gapmer ASO の

両 機 序 の ASO 医 薬 品 と し て 広 く 実 用 化 さ れ て い る（ 表 １ -1）。2’-MOE を 用

い た 抗 ウ イ ル ス ASO は 、CMV お よ び HBV に 対 す る gapmer ASO と し て 臨

床 試 験 が 行 わ れ た 実 績 が あ る 。FANA は フ ラ ノ ー ス 環 の 2’β 位 を フ ッ 素 原 子

に 置 換 し て お り 、 生 体 内 で の 安 定 性 お よ び 標 的 RNA へ の 結 合 力 が 上 昇 し て

い る 44。 加 え て DNA 様 の 性 質 を 有 し て い る こ と か ら RNase H に よ る 標 的

RNA の 切 断 を 誘 導 で き る 4 5。さ ら に FANA は ヒ ト CD34＋ 細 胞 に お い て 効 果

的 に 標 的 mRNA を ノ ッ ク ダ ウ ン で き る こ と が 報 告 さ れ て い る 4 6。 こ れ ら の

特 性 か ら FANA は HIV-1 に 対 す る gapmer ASO と し て 非 臨 床 試 験 が 行 わ れ

た 47。 糖 部 に お け る フ ラ ノ ー ス 環 の 2’位 お よ び 4’位 を 架 橋 し た 修 飾 核 酸 は

架 橋 型 人 工 核 酸 （ Bridged Nucleic Acid： BNA） と 称 さ れ 、 ウ イ ル ス に 対 し

て 使 用 さ れ て い る BNA と し て 2’,4’-constrained ethyl bicyclic nucleic acid

（ cEt） が 挙 げ ら れ る 。 cEt は 2’-MOE の メ チ レ ン 基 を C4’位 に 結 合 し た 後 、
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末 端 の o-メ チ ル を 除 去 し た 構 造 を し て い る 48。2’-MOE と 比 べ て さ ら に 毒 性

が 低 減 さ れ て お り RNase H を 介 す る 標 的 RNA の 分 解 を 誘 導 す る 。そ の た め

主 に gapmer ASO と し て 肺 が ん お よ び 乳 が ん と い っ た 疾 患 に 対 し て 臨 床 試

験 が 行 わ れ て い る 49。ウ イ ル ス に 対 し て は 最 近 新 型 コ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る

cEt を 用 い た gapmer ASO の 非 臨 床 試 験 が 行 わ れ た 50。リ ン 酸 部 お よ び 糖 部

全 体 を 置 換 し た 修 飾 核 酸 の 代 表 的 な も の と し て phosphorodiamidate 

morpholino oligomer（ PMO）お よ び peptide nucleic acid（ PNA） が 挙 げ ら

れ る 。PMO は DNA の 糖 部 の リ ボ ー ス 五 員 環 を 六 員 環 の モ ル フ ォ リ ノ 環 に 、

リ ン 酸 部 の ア ニ オ ン 性 酸 素 原 子 を 非 イ オ ン 性 ジ メ チ ル ア ミ ノ 基 に 置 換 し た

構 造 で あ り 、 電 荷 を 持 た ず 親 水 性 で あ る 5 1。 RNase H に よ る 標 的 RNA の 切

断 を 誘 導 し な い た め 、主 に steric block ASO と し て 使 用 さ れ て い る 5 2。PMO

は 臨 床 応 用 に お い て 最 も 実 績 が あ る 修 飾 核 酸 で あ り 、多 種 の ウ イ ル ス に 対 し

て 増 殖 抑 制 効 果 が 報 告 さ れ て い る が 5 2、実 用 化 に は 至 っ て い な い 。そ の よ う

な 中 で ペ プ チ ド を 付 加 し た PMO や グ ア ニ ジ ン を 付 加 し た vivo-PMO 、

Sarepta Therapeutics 社 が 独 自 に 開 発 し た ピ ペ ラ ジ ン を 付 加 し た PMO plus

と い っ た 改 良 型 PMO に よ る 効 果 的 な 抗 ウ イ ル ス 作 用 が 報 告 さ れ て お り 、一

部 は 臨 床 試 験 ま で 進 め ら れ て い る （ 表 1-2） 52。 PNA は DNA の デ オ キ シ リ

ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 を N-（ 2-ア ミ ノ エ チ ル ） グ リ シ ン を 単 位 と す る 骨 格 に 置

き 換 え た 構 造 を し て お り 53、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 が 高 め ら れ て い る 。

ま た 電 気 的 に 中 性 で あ る こ と か ら 標 的 RNA に 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 。 標
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的 mRNA の 転 写 お よ び 翻 訳 を 阻 害 す る steric block ASO と し て が ん や 遺 伝

性 疾 患 に 対 す る 非 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る 54。 ウ イ ル ス に 対 し て は HBV お

よ び HIV-1、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス （ Japanese encephalitis virus： JEV） に 対 す

る 増 殖 抑 制 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。こ の よ う に 、こ れ ま で 開 発 さ れ て き た 多

数 の 修 飾 核 酸 を 用 い た ASO は 、 様 々 な ウ イ ル ス 性 疾 患 に 対 し て 臨 床 応 用 が

進 め ら れ て い る 。し か し 、こ れ ら の 修 飾 核 酸 で は 標 的 臓 器 へ の 送 達 方 法 お よ

び 標 的 配 列 へ の 結 合 親 和 性 、細 胞 へ の 取 り 込 み 効 率 、毒 性 が 課 題 と な っ て い

る た め 、有 効 性 と 安 全 性 が よ り 改 善 さ れ た 修 飾 核 酸 の 開 発 が 求 め ら れ て い る

39。  

 

6. LNA を 用 い た ASO の 医 薬 品 と し て の 可 能 性  

新 た に 医 薬 品 と し て の 応 用 が 期 待 さ れ て い る 修 飾 核 酸 と し て 、 近 年 LNA

を 用 い た 核 酸 医 薬 研 究 が 精 力 的 に 実 施 さ れ て い る 55。 LNA は 本 邦 で 開 発 さ

れ た 修 飾 核 酸 で あ り 、 核 酸 糖 部 の フ ラ ノ ー ス 環 2’位 の 酸 素 原 子 と 4’位 の 炭

素 原 子 が メ チ レ ン で 固 定 さ れ て い る た め BNA に 分 類 さ れ る 56。 す な わ ち 糖

部 の 立 体 構 造 が N 型 の 立 体 配 座（ パ ッ カ リ ン グ ）に 固 定 さ れ る こ と で 、標 的

RNA へ の 結 合 親 和 性 お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 従 来 の 修 飾 核 酸 に 比 べ て 飛

躍 的 に 向 上 さ れ て い る 57。 LNA は 電 荷 を 持 つ こ と か ら 細 胞 取 り 込 み 効 率 が

高 く 50、 他 の 修 飾 核 酸 に 比 べ て 半 減 期 が 短 い こ と が 報 告 さ れ て い る 58 ,  59。

LNA 自 体 は RNase H に よ り 認 識 さ れ な い た め 、 steric block ASO お よ び
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gapmer ASO の 両 機 序 を 併 せ 持 つ ASO と し て 研 究 が 進 め ら れ て い る 60。LNA

を 搭 載 し た steric block ASO は C 型 肝 炎 6 1 お よ び 血 液 悪 性 腫 瘍 62 に 対 し て

臨 床 試 験 が 行 わ れ た 実 績 が あ る 。ま た 、LNA を 用 い た gapmer ASO は HBV

感 染 症 1 8 ,  19 ,  6 3、 緑 内 障 64 お よ び 前 立 腺 が ん 65 に 対 し て 臨 床 試 験 が 行 わ れ た

実 績 が あ る 。す な わ ち LNA を 搭 載 し た steric block ASO お よ び gapmer ASO

の 両 方 で ウ イ ル ス 感 染 症 を 含 む 様 々 な 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 と し て の 可 能 性

が 報 告 さ れ て い る 。  

 

7. 抗 ウ イ ル ス 薬 と し て の RNA 分 解 型 ASO の 可 能 性  

 全 て の ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 増 殖 は mRNA を 介 し て 行 わ れ て い る こ と か

ら 、理 論 上 ASO は 全 て の ウ イ ル ス RNA を 治 療 標 的 と す る こ と が で き る 。特

に プ ラ ス 一 本 鎖 RNA ウ イ ル ス は ゲ ノ ム 自 体 が mRNA と し て 働 く た め 66、ウ

イ ル ス ゲ ノ ム RNA に 直 接 作 用 す る こ と が で き る ASO は 、 有 望 な ウ イ ル ス

治 療 戦 略 に な る 可 能 性 が 極 め て 高 い と 考 え ら れ る 。 実 際 に プ ラ ス 一 本 鎖

RNA ウ イ ル ス で あ り 、 公 衆 衛 生 学 上 の 世 界 的 な 脅 威 と な っ て い る フ ラ ビ ウ

イ ル ス 科 の 様 々 な ウ イ ル ス 種 52 や 新 型 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2：SARS-CoV-2）67-72 に 対 す る 非 臨 床 試 験

に お い て 、 ASO の 抗 ウ イ ル ス 作 用 が 多 数 報 告 さ れ て い る （ 表 1-3）。 特 に 、

gapmer ASO は 直 接 的 に ウ イ ル ス RNA を 分 解 す る こ と で 感 染 細 胞 か ら 除 去

で き る と 考 え ら れ 、 ま た 変 異 し た ウ イ ル ス RNA の 配 列 に 対 し て 相 補 的 に な
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る よ う に 化 学 的 に 再 合 成 で き る と い う 利 点 を 有 し て い る 。 さ ら に 、 ASO の

標 的 配 列 を ウ イ ル ス 株 間 ま た は 種 間 で 保 存 性 が 高 い 領 域 に 設 計 で き た 場 合

に は 、 異 な る 株 ま た は 種 の ウ イ ル ス 感 染 症 に 幅 広 く 有 効 性 を 示 す ASO 医 薬

と な る こ と が 期 待 さ れ る 。 以 上 の こ と か ら 、 gapmer ASO は ウ イ ル ス RNA

の 変 異 に 対 応 し た 配 列 特 異 的 な 有 効 性 を 示 す だ け で な く 、 1 種 類 の ASO で

複 数 の ウ イ ル ス 疾 患 に 適 用 で き る 汎 用 性 の 高 い 治 療 戦 略 と な る 可 能 性 を 有

し て い る 。  

 

8. LNA gapmer 療 法 の ウ イ ル ス 治 療 薬 と し て の 可 能 性  

現 在 LNA を 用 い た gapmer ASO（ LNA gapmer） は 、 ウ イ ル ス RNA へ の

配 列 特 異 的 な 結 合 と RNase H 誘 導 を 介 し た ウ イ ル ス RNA 切 断 を 誘 導 す る

新 規 ウ イ ル ス 治 療 法 に な る こ と が 期 待 さ れ て い る 9 ,  73（ 図 1-3）。前 述 の よ う

に LNA gapmer は 標 的 RNA へ の 結 合 親 和 性 お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐

性 が 飛 躍 的 に 高 め ら れ て お り 74、そ の 治 療 学 的 な 有 効 性 は 様 々 な 遺 伝 性 疾 患

に 対 す る 研 究 に よ り 実 証 さ れ て い る 7 5-77。最 近 の 研 究 で は in vitro お よ び in 

vivo に お い て SARS-CoV-2 に 対 す る LNA gapmer の 有 効 性 が 示 さ れ て い る

69-72 ,  78。 ま た 、 獣 医 学 領 域 に お い て 問 題 と な っ て い る 豚 繁 殖 ・ 呼 吸 障 害 症 候

群 ウ イ ル ス（ Porcine reproductive and respiratory syndrome virus：PRRSV）

に 対 す る LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果 も 報 告 さ れ て い る 79。 こ れ ら の 事

実 は 様 々 な ウ イ ル ス 性 疾 患 に 対 す る 効 果 的 な LNA gapmer 療 法 の 臨 床 応 用
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へ の 可 能 性 を 支 持 し て い る 。し か し 、世 界 的 に 公 衆 衛 生 学 上 の 脅 威 と な っ て

い る フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス に 対 す る ウ イ ル ス RNA 標 的 LNA gapmer の

有 効 性 お よ び 作 用 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 な 点 が 多 い 。本 研 究 で は 蚊 媒 介

性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス の モ デ ル と し て JEV に 対 す る RNase H 依 存 的

な LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 解 析 し た 。  

 

9. 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の 疫 学  

 JEV は 、ヒ ト に 重 篤 な 症 状 を 示 す デ ン グ ウ イ ル ス（ Dengue virus：DENV）、

黄 熱 ウ イ ル ス（ Yellow fever virus：YFV）、WNV お よ び ジ カ ウ イ ル ス（ Zika 

virus： ZIKV） と 同 じ フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 オ ル ソ フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 に 分 類 さ れ

る 蚊 媒 介 性 ア ル ボ ウ イ ル ス で あ る 80 ,  81。JEV は ア ジ ア お よ び オ ー ス ト ラ リ ア

北 部 、南 東 部 に お い て 最 も 臨 床 的 に 重 要 か つ 一 般 的 な ウ イ ル ス 性 脳 炎 の 原 因

で あ り 、ア ジ ア 居 住 者 お よ び 流 行 地 へ の 渡 航 者 に と っ て 深 刻 な 公 衆 衛 生 学 的

問 題 と な っ て い る 80 ,  8 2。JEV は 遺 伝 子（ G）Ⅰ 型 か ら Ⅴ 型 の 5 種 類 の 遺 伝 子

型 に 分 類 さ れ る 8 3。こ れ ら の 遺 伝 子 型 の う ち GⅠ 型 お よ び GⅢ 型 は ア ジ ア 全

域 で 流 行 し て い る 遺 伝 子 型 で あ る 。GⅠ 型 は 東 ア ジ ア お よ び 東 南 ア ジ ア 全 域

か ら オ ー ス ト ラ リ ア 北 部 に か け て 分 布 し て い る（ 図 1-4）。GⅢ 型 は 東 ア ジ ア

お よ び 東 南 ア ジ ア 全 域 に 分 布 し て い る 。GⅡ 型 は タ イ 南 部 か ら オ ー ス ト ラ リ

ア 北 部 に か け て 分 布 し て お り 、 GⅣ 型 は イ ン ド ネ シ ア に 分 布 し て い る 。 GⅤ

型 は 希 少 な 遺 伝 子 型 で あ り マ レ ー シ ア 8 4、 チ ベ ッ ト 85 ,  86 お よ び 韓 国 8 7 ,  88 に
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お い て 分 離 さ れ た 報 告 が あ る 。 こ の よ う に JEV は GⅠ 型 お よ び GⅢ 型 を 中

心 と し て 異 な る 遺 伝 子 型 の 株 が 広 く 分 布 し て い る 。近 年 、地 球 温 暖 化 や ヒ ト

の 移 動 か ら 生 じ た 蚊 の 生 息 域 の 拡 大 に よ り 30 億 人 を 超 え る 人 口 が JEV 感 染

リ ス ク 下 に さ ら さ れ て い る 。ワ ク チ ン に よ る 予 防 は 行 わ れ て い る が 、全 世 界

で 年 間 69,000 件 の 症 例 が 推 定 さ れ て い る 8 0。本 邦 に お い て は 、過 去 15 年 間

に お い て 80%以 上 の 高 い ワ ク チ ン 接 種 率 が 報 告 さ れ て い る が 、 増 幅 動 物 で

あ る ブ タ の JEV 抗 体 獲 得 状 況 か ら 、 ヒ ト の 感 染 リ ス ク は 依 然 と し て 高 い と

推 定 さ れ て い る 8 9。ま た 、現 在 上 市 さ れ て い る JEV に 対 す る ワ ク チ ン は 全 て

GⅢ 型 を 基 に 製 造 さ れ て お り 90、他 の 遺 伝 子 型 JEV 株 、特 に 近 年 韓 国 に お い

て 蚊 か ら の 分 離 の 報 告 が 増 加 し て い る GⅤ 型 に 対 す る 有 効 性 が 低 い 可 能 性

が 報 告 さ れ て い る 87 ,  9 1。近 年 の 本 邦 に お い て は 2018 年 を 除 い て 、毎 年 10 人

前 後 の 患 者 が 発 生 し て お り 92 ,  9 3、 2023 年 1 月 か ら 10 月 に お い て も 4 件 の

JEV の 症 例 が 報 告 さ れ て い る 94。 JEV の 発 症 率 は 0.1~1%と 報 告 さ れ て い る

が 発 症 し た 場 合 、意 識 障 害 、頭 痛 、嘔 吐 お よ び 痙 攣 な ど の 急 性 脳 炎 症 状 を 呈

し 、特 に 小 児 お よ び 高 齢 者 で は 重 症 化 し や す い 。急 性 脳 炎 症 状 の 進 行 に よ り

約 18%の 患 者 が 死 に 至 り 、 約 44%の 患 者 に 生 活 の 質 に 影 響 を 与 え る 永 続 的

な 神 経 学 的 後 遺 症 が 残 る と 報 告 さ れ て い る 80。こ れ ま で に ミ ノ サ イ ク リ ン の

投 与 や 、免 疫 グ ロ ブ リ ン 療 法 に よ る 治 療 法 の 開 発 が 試 み ら れ て き た が 、現 在

利 用 で き る 日 本 脳 炎 へ の 特 異 的 治 療 法 は な い 9 5。 こ の よ う に JEV は 有 効 な

ワ ク チ ン は 開 発 さ れ て い る が ヒ ト に 対 す る 高 い 感 染 リ ス ク が 報 告 さ れ て お
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り 、発 症 し た 場 合 重 篤 な 症 状 を 呈 す る た め JEV 治 療 薬 の 開 発 は 急 務 で あ る 。  

 

10. 抗 JEV ASO の 開 発 状 況  

 上 述 の よ う に フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス は 一 本 鎖 プ ラ ス 鎖 RNA ゲ ノ ム を

持 つ こ と か ら 、ゲ ノ ム RNA 自 体 が mRNA と し て 機 能 し て い る 66。す な わ ち

ASO は フ ラ ビ ウ イ ル ス mRNA の み な ら ず ゲ ノ ム RNA と 結 合 し 分 解 を 誘 導

で き る た め 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス は ASO の ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 を

調 べ る た め の 適 切 な ウ イ ル ス モ デ ル の 一 つ で あ る と 考 え ら れ る 。実 際 に フ ラ

ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス に 有 効 性 を 示 す ASO の 非 臨 床 試 験 は 多 数 報 告 さ れ て

い る （ 表 1-4）。 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス の 中 で も 、 特 に JEV は 様 々 な 病

原 株 の 膨 大 な ゲ ノ ム 情 報 が 利 用 可 能 で あ る こ と 、お よ び Bio safety level-2 で

取 り 扱 い が 可 能 で あ る こ と か ら ASO の ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 を 調 べ る た め

の 適 切 な ウ イ ル ス モ デ ル の 一 つ で あ る と 考 え ら れ る 。  

JEV は 約 11,000 塩 基 長 の 一 本 鎖 プ ラ ス 鎖 RNA ゲ ノ ム を 持 つ 。 JEV ゲ ノ

ム は core protein（ C）、 pre-membrane protein（ pre-M）、 envelope protein

（ E） の 3 種 類 の 構 造 タ ン パ ク 質 お よ び nonstructural protein 1（NS1）、

nonstructural protein 2A （ NS2A ）、 nonstructural protein 2B （ NS2B ）、

nonstructural protein 3 （ NS3 ）、 nonstructural protein 4A （ NS4A ）、

nonstructural protein 4B（ NS4B）お よ び nonstructural protein 5（ NS5）の

7 種 類 の 非 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
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ー ム な ら び に 5’側 お よ び 3’側 の 非 翻 訳 領 域（ Untranslated region：UTR）で

構 成 さ れ て い る 80。 JEV の UTR は 遺 伝 子 型 の 特 異 性 と 関 連 し フ ラ ビ ウ イ ル

ス 科 ウ イ ル ス の 一 般 的 な 構 造 お よ び cis 作 用 要 素 を 有 し て い る こ と が 報 告 さ

れ て い る 9 6。 JEV の 5’お よ び 3’UTR の conserved sequence （ CS） Ⅰ モ チ

ー フ は JEV の 複 製 に 必 須 で あ る 。 こ れ ま で に 、 CSⅠ モ チ ー フ を 標 的 と し た

ペ プ チ ド 抱 合 型 PMO97、 vivo-PMO98 お よ び PNA99（ 図 1-2） と い っ た 修 飾

核 酸 を 用 い た steric block ASO が JEV の 増 殖 抑 制 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ

れ て い る 。 ま た PNA を 搭 載 し た steric block ASO を 用 い た 研 究 で は 、 5’お

よ び 3’UTR の ス テ ム ル ー プ 構 造 が 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 誘 導 す る た め の 標 的 候

補 と し て 報 告 さ れ て い る 9 9（ 表 1-4）。こ の よ う に JEV に は ウ イ ル ス RNA を

標 的 と す る ASO の 有 効 性 を 追 究 す る の に 適 し た ツ ー ル と し て の 実 績 が あ る 。

し か し 、 JEV の 感 染 を 制 御 す る 抗 ウ イ ル ス LNA gapmer の 有 効 性 は 未 だ 検

討 さ れ て い な い 。  

 本 研 究 で は JEV RNA を 標 的 と す る LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 作 用 メ カ

ニ ズ ム を in vitro に お い て 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し て 以 下 の 検 討 を 行 っ

た 。 ま ず 第 2 章 で は 、 JEV ゲ ノ ム 3’UTR を 標 的 と す る LNA gapmer を 複 数

設 計 し 、 Vero 細 胞 を 用 い て LNA gapmer の JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 実 証 と 最 も

効 果 が 高 い LNA gapmer の 選 定 を 行 っ た 。 次 の 第 3 章 で は 、 第 2 章 に お い

て 最 も 効 果 が 高 か っ た LNA gapmer お よ び 配 列 が 一 部 異 な る ミ ス マ ッ チ

LNA gapmer を 用 い た 細 胞 試 験 お よ び 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 、
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LNA gapmer が JEV RNA を 直 接 的 に 分 解 す る こ と 、 な ら び に 配 列 お よ び 修

飾 核 酸 特 異 的 な JEV RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム の 検 証 を 試 み た 。 最 後 に 、 第 4 章

で は 本 研 究 で 開 発 し た LNA gapmer の ヒ ト に お け る 有 効 性 お よ び 安 全 性 を

調 べ る た め 、JEV 感 染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 お よ

び JEV 野 外 株 を 用 い た JEV 感 染 実 験 お よ び in silico 解 析 を 実 施 し た 。  
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表 1-1 こ れ ま で に 上 市 さ れ た 核 酸 医 薬 （ 2023 年 11 月 13 日 時 点 ） 6 

FDA, Food and Drug Administrat ion:  EMA, European Medicines Agency:  PMDA, Pharmaceuticals  and Medical  Devices Agency :  IVT, Intravitreal   
administrat ion:  SC, Subcutaneous administrat ion:  IV,  Intravenous administrat ion:  IT,  Intrathecal  administrat ion:  IM, Intramuscular  administrat ion 

D ru g 
(P ro du c t  name)  

Mec ha n i sm Chem i s t ry  De l ive r y  met hod A p p ro va l  a gen cy ,  yea r  T a rge t  D i sea se  T a rge t  o rg an  R ou te  

F om i v i r s e n  
(V i t r a v e n e)  

S te r i c  b l o c k  A S O  P S  N a ke d  F D A,  1 9 9 8  
E M A,  1 9 9 9  

ma j o r  I E 2  m R N A  C y to me g a l o v i r u s  r e t i n i t i s  E y e  I V T  

Pe g a p t a n i b  
(M a c u g en )  

A p t a me r  2 ' - F  
2 ' - O Me  

N a ke d  
(P E G  c o n j u g a t e)  

F D A,  2 0 0 4  
E M A,  2 0 0 6  
P MD A ,  2 0 0 8  

V E G F - 16 5  Ne o v a s c u l a r  a g e - r e l a t e d  
ma c u l a r  d e ge n e r a t i o n  

E y e  I V T  

M i p om e r s e n  
(K y n am r o )  

G a p me r  A S O  P S  
2 ' - O Me  

N a ke d  F D A,  2 0 1 3  A p o B - 1 0 0  m R N A  H om o z y g o u s  f a m i l i a l  
h y p e r c h o l e s t e r o l aem i a  

L i v e r  SC  

E te p l i r s e n  
(E x on d y s 5 1 )  

S te r i c  b l o c k  A S O  P M O  N a ke d  F D A,  2 0 1 6  DM D  p r e- m R N A  D u c he n ne  m u s c u l a r  
d y s t r o p h y  

M u s c l e  I V  

N u s i n e r s e n  
(S p i n r a z a )  

S te r i c  b l o c k  A S O  P S  
2 ' - M O E  

N a ke d  F D A,  2 0 1 6  
E M A,  2 0 1 7  

S M N 2  p r e -m R N A  S p i n a l  m u s c u l a r  a t r o p h y  CN S  I T  

C p G 1 0 1 8  
(H E P L I S A V- B )  

C p G  o l i g o n u c l e o t i d e  P S  N a ke d  F D A,  2 0 1 7  
E M A,  2 0 1 9  

T L R - 9  He p a t i t i s  B  i n f e c t i o n  De n d r i t i c  c e l l  IM  

I no t e r s e n  
( Te g s e d i)  

G a p me r  A S O  P S  
2 ' - M O E  

N a ke d  F D A,  2 0 1 8  
E M A,  2 0 1 8  

T T R  m R N A  He r e d i t a r y  t r a n s t h y r e t i n  
am y l o i d o s i s ,  p o l y n e u r o p a t h y  

L i v e r  SC  

P a t i s i r a n  
( O n p a t t r o)  

s i R N A  2 ' - O Me  L i p i d  
n a no p a r t i c l e  

F D A,  2 0 1 8  
E M A,  2 0 1 8  
P MD A ,  2 0 1 9  

T T R  m R N A  He r e d i t a r y  t r a n s t h y r e t i n  
am y l o i d o s i s ,  p o l y n e u r o p a t h y  

L i v e r  I V  

Vo l a n e s o r s e n  
(W a y l i v r a )  

G a p me r  A S O  P S  
2 ' - M O E  

N a ke d  E M A,  2 0 1 9  A p oC Ⅲ  m R N A  F am i l i a l  c h y l o m i c r o n aem i a  
s y n d r o me  

L i v e r  SC  

G i v o s i r a n  
( G i v l a a r i )  

s i R N A  P S, 2 ' - F  
2 ' - O Me  

G a l N A ｃ -  
c o n j u g a te  

F D A,  2 0 1 9  
E M A,  2 0 2 0  
P MD A ,  2 0 2 1  

A L A S 1  m R N A  A c u t e  he p a t i c  p o r p h y r i a  L i v e r  SC  

G o l o d i r s e n  
(V y o n d y s  5 3 )  

S te r i c  b l o c k  A S O  P M O  N a ke d  F D A,  2 0 1 9  DM D  p r e- m R N A  D u c he n ne  m u s c u l a r  
d y s t r o p h y  

M u s c l e  I V  

V i l t o l a r s e n  
(V i l t e p s o )  

S te r i c  b l o c k  A S O  P M O  N a ke d  P MD A ,  2 0 2 0  
F D A,  2 0 2 0  

DM D  p r e- m R N A  D u c he n ne  m u s c u l a r  
d y s t r o p h y  

M u s c l e  I V  

L um a s i r a n  
( Ox l u m o)  

s i R N A  P S, 2 ' - F  
2 ' - O Me  

G a l N A ｃ -  
c o n j u g a te  

F D A,  2 0 2 0  
E M A,  2 0 2 0  

H A O  1  m R N A  P r i m a r y  h y p e r o xa l u r i a  t y p e  1  L i v e r  SC  

I n c l i s i r a n  
(L eq v i o )  

s i R N A  P S, 2 ' - F  
2 ' - O Me  

G a l N A ｃ -  
c o n j u g a te  

E M A,  2 0 2 0  PC S K 9  m R N A  P r i m a r y  h y p e r c h o l e s t e r o le m i a  L i v e r  SC  

Ca s i m e r s en  
( Am o n d y s  4 5)  

S te r i c  b l o c k  A S O  P M O  N a ke d  F D A,  2 0 2 1  DM D  p r e- m R N A  D u c he n ne  m u s c u l a r  
d y s t r o p h y  

M u s c l e  I V  

V u t r i s i r a n   
( Am v u t t r a )  

s i R N A  P S, 2 ' - F  
2 ' - O Me  

G a l N A ｃ -  
c o n j u g a te  

F D A,  2 0 2 2  
E M A,  2 0 2 2  
P MD A ,  2 0 2 2  

T T R  m R N A  He r e d i t a r y  t r a n s t h y r e t i n  
am y l o i d o s i s ,  p o l y n e u r o p a t h y  

L i v e r  SC  

T of e r s e n  
( Qa l s o d y )  

G a p me r  A S O  P S  ( p a r t i a l )  
2 ' - M O E  

N a ke d  F D A,  2 0 2 3  S O D 1 m R N A  A m yo t r o p h i c  l a t e r a l  s c l e r o s i s  CN S  I T  

A v a c i n c a p t a d  p e g o l   
( I z e r v a y)  

A p t a me r  2 ’ - O Me  
2 ’ - F  

P E G -  
c o n j u g a te d  

F D A,  2 0 2 3  Com p l e me n t  f a c t o r  C 5  ge o g r a p h i c  a t r o p h y   
s e co n d a r y  t o  a ge - re l a t e d  
ma c u l a r  d e ge n e r a t i o n  

E y e  I V T  

Ne d o s i r a n  
( R i vf l o z a )  

s i R N A  P S  ( p a r t i a l )  
2 ’ - O Me ,  2 ’ - F  

G a l N A c -  
c o n j u g a te  

F D A,  2 0 2 3  LD H A  m R N A  P r i m a r y  h y p e r o xa l u r i a  t y p e  1  L i v e r  SC  
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表 1-2 上 市 ま た は 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ た ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る ASO（ 2023 年 11 月 30 日 時 点 ）   

NA, Not appl icable  

 

D r u g  
( O t h e r  n a m e )  S p o n s o r  M e c h a n i s m  C h e m i s t r y  Vi r u s  Vi r a l  g e n o m e  Ta r g e t  R o u t e  S t a t u s  R e f e r e n c e  

F o m i v i r s e n  
（ I S I S  2 9 2 2 ）  

I on i s  
P h a r m a c e u t i c a l s  

S t e r i c  b l o c k  P S  C M V  d s D N A  m a j o r  I E 2  m R N A  I V T  

A p p r o v e d  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 0 0 0 2 3 5 6  ( C om p l e t e d ,  2 0 0 5 )  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 0 0 0 2 1 5 6  ( C om p l e t e d ,  2 0 0 5 )  
N A ,  N C T 0 0 0 0 2 1 8 7  ( C o m p l e t e d ,  2 0 0 5 )  
N A ,  N C T 0 0 0 0 2 3 5 5  ( C o m p l e t e d ,  2 0 0 5 )  

( B e g e  a n d  B o r b á s ,  2 0 2 2 ) 3 7  

 

G E M  1 3 2  
H y b r i d o n  

G a p m e r  
P S  
2 ’ - O M e  

C M V  d s D N A  I E  m R N A  
I V T  
I V  

P h a s e  Ⅱ  
P h a s e  Ⅰ  

( B e n n e t t  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) 1 2  

( S c h o l z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) 1 3  

I S I S  1 3 3 1 2  
I on i s  
P h a r m a c e u t i c a l s  G a p m e r  

P S  
2 ’ - M O E  

C M V  d s D N A  m a j o r  I E 2  m R N A  I V T  
P h a s e  Ⅱ  
P h a s e  Ⅰ  

( H e n r y  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) 1 0  

 

( K w o h ,  2 0 0 7 ) 1 1  

R a d a v i r s e n  
( AV I - 7 1 0 0 )  

S a r e p t a  
T h e r a p e u t i c s  S t e r i c  b l o c k  P M O  p l u s  I AV  ( - ) s s R N A  M  s e g m e n t  m R N A  I V  

P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 1 7 4 7 1 4 8  ( C o m p l e t e d ,  2 0 1 6 )  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 1 3 7 5 9 8 5  ( Te r m i n a t e d ,  2 0 11 )  

( B e i g e l  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) 1 4  

 

AV I - 6 0 0 2  
( AV I - 7 3 5 7 + AV I - 7 5 3 9 )  

S a r e p t a  
T h e r a p e u t i c s  S t e r i c  b l o c k  P M O  p l u s  

E B O V  
M A RV  

( - ) s s R N A  V P 2 4  a n d  V P 3 5  m R N A  I V  P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 1 3 5 3 0 2 7  ( C o m p l e t e d ,  2 0 11 )  ( H e a l d  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) 1 5  

AV I - 6 0 0 3  
( AV I - 7 2 8 7 + AV I - 7 2 8 8 )  

S a r e p t a  
T h e r a p e u t i c s  S t e r i c  b l o c k  P M O  p l u s  

E B O V  
M A RV  

( - ) s s R N A  V P 2 4  a n d  V P 3 5  m R N A  I V  P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 1 3 5 3 0 4 0  ( C o m p l e t e d ,  2 0 11 )  ( H e a l d  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) 1 5  

B e p i r o v i r s e n  
( I O N I S - H B V R x )  

I on i s  
P h a r m a c e u t i c a l s  

G a p m e r  2 ʹ - M O E  H B V  d s D N A  
C o m m on  s e q u e n c e  
i n  a l l  H B V  m R N A s  

S C  

P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 6 0 5 8 3 9 0  ( N o t  ye t  r e c r u i t i n g )  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 5 2 7 6 2 9 7  ( A c t i v e )  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 5 3 3 0 4 5 5  ( R e c r u i t i n g )  
P h a s e  Ⅲ ,  N C T 0 5 6 3 0 8 0 7  ( R e c r u i t i n g )  
P h a s e  Ⅲ ,  N C T 0 5 6 3 0 8 2 0  ( R e c r u i t i n g )  

( Yu e n  e t  a l . ,  2 0 2 1 ) 1 6  

A L G - 0 2 0 5 7 2  
A l i g o s  
T h e r a p e u t i c s  

G a p m e r  
G a l N a c - c o n j u g a t e d  
L N A  

H B V  d s D N A  S  O R F  S C  P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 5 0 0 1 0 2 2  ( Te r m i n a t e d ,  2 0 2 2 )  
( Va i l l a n t ,  2 0 2 2 ) 1 9  

( H u i  e t  a l . ,  2 0 2 2 ) 1 0 0  

I O N I S - H B V- L R x  
( G S K 3 3 8 9 4 0 4 )  

I on i s  
P h a r m a c e u t i c a l s  G a p m e r  

G a l N a c - c o n j u g a t e d  
2 ʹ - M O E  

H B V  d s D N A  
C o m m on  s e q u e n c e  
i n  a l l  H B V  m R N A s   

S C  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 2 6 4 7 2 8 1  ( C o m p l e t e d ,  2 0 1 7 )  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 3 0 2 0 7 4 5  ( C om p l e t e d ,  2 0 1 9 )  

( H a n  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 7  

 

R G 6 0 0 4  
( R O 7 0 6 2 9 3 1 )  

H o f f m a n n - L a  R o c h e  G a p m e r  
G a l N a c - c o n j u g a t e d  
L N A  

H B V  d s D N A  
C o m m on  s e q u e n c e  
i n  a l l  H B V  R N A t r a n s c r i p t s  

S C  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 3 0 3 8 11 3  ( C o m p l e t e d ,  2 0 1 9 )  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 3 5 0 5 1 9 0  ( C o m p l e t e d ,  2 0 1 9 )  

( C h e u n g  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 8  

I S I S  1 4 8 0 3  
I on i s  
P h a r m a c e u t i c a l s  G a p m e r  P S  H C V  ( + ) s s R N A  I R E S  I V  

P h a s e  Ⅰ / Ⅱ ,  N C T 0 0 0 6 2 8 1 6  ( C o m p l e t e d ,  2 0 0 4 )  
P h a s e  Ⅱ ,  N C T 0 0 0 3 5 9 4 5  ( C om p l e t e d ,  2 0 0 4 )  

( M c H u t c h i s o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) 2 0  

AV I - 4 0 6 5  
S a r e p t a  
T h e r a p e u t i c s  S t e r i c  b l o c k  P M O  H C V  ( + ) s s R N A  5 ’ U T R  S C  

P h a s e  Ⅰ / Ⅱ ,  N C T 0 0 2 2 9 7 4 9  ( Te r m i n a t e d ,  2 0 0 7 )  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 0 3 8 1 4 3 3  ( C o m p l e t e d ,  2 0 0 6 )  

( P a w l o t s k y  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) 3 8 ,  

( C h o l o n g i t a s  a n d   

P a p a t h e o d o r i d i s ,  2 0 0 8 ) 1 0 1  

AV I - 4 0 2 0  
S a r e p t a  
T h e r a p e u t i c s  S t e r i c  b l o c k  P M O  W N V  ( + ) s s R N A  5 ’ U T R  a n d  C  r e g i on  I V  

P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 0 0 9 1 8 4 5  ( Te r m i n a t e d ,  2 0 0 4 )  
P h a s e  Ⅰ ,  N C T 0 0 3 8 7 2 8 3  ( C o m p l e t e d ,  2 0 0 9 )  

( R o n c a  e t  a l . ,  2 0 2 1 ) 2 3  

( S A R E P T A  T H E R A P E U T I C S ,  2 0 0 6 ) 1 0 2  
( V i k r a m  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) 1 0 3  

G E M - 9 1  H y b r i d o n  G a p m e r  P S  H I V- 1  ( + ) s s R N A  G a g  m R N A  I V  
P h a s e  Ⅱ  
P h a s e  Ⅰ  

( I v a n o v a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) 2 5  

G E M - 9 2  H y b r i d o n  G a p m e r  
2 ' - O - M e ,  
P S  

H I V- 1  ( + ) s s R N A  G a g  m R N A  
P O  
I V  

P h a s e  Ⅰ  ( I v a n o v a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) 2 5  



21 

表 1-3 ウ イ ル ス RNA を 標 的 と し た RNA 分 解 型 ASO(gapmer ASO)の 非 臨
症 試 験  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F a m i l y  V i r u s  V i r a l  g e n o m e  C h e m i s t r y  T a r g e t  r e g i o n  C e l l s  o r  a n i m a l s  R e f e r e n c e  

H e p a d n a v i r i d a e  H B V  d s D N A  G a l N a c - c o n j u g a t e d  

L N A  

H B s A g  a n d  H B x  r e g i o n s   H e p G 2 . 2 . 1 5  c e l l s ,  d H e p a R G  c e l l s ,  

d H e p a R G  A S G P R 1 / 2  c e l l s ,  

C 5 7 B L / 6  m i c e  

( J a v a n b a k h t  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) 1 0 4  

2 ’ - M O E  C o m m o n  s e q u e n c e  

i n  a l l  H B V  m R N A s   

H u h - 7 . 5 - N T C P  c e l l s  ( Y u  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 0 5  

2 ’ - O - M e  N P S ,  

2 ’ - M O E  N P S ,  

2 ’ - O - E t  N P S ,  

2 ’ - O - a l k y l  N P S ,  

2 ’ - O - M e - O P S ,  

2 ’ - M O E  O P S  

D R 2  r e g i o n ,  

H B s  m R N A  

H e p G 2 . 2 . 1 5  H B V  c e l l s ,  

 

( M a r t í n e z - M o n t e r o  e t  a l .  

,  2 0 2 3 ) 1 0 6  

G a l N a c - c o n j u g a t e d  

2 ’  M O E  P S ,  

G a l N a c - c o n j u g a t e d  

2 ’ M O E  N P S  

D R 2  r e g i o n  A d e n o - a s s o c i a t e d  v i r u s / H B V   

m o u s e  m o d e l  

O r t h o m y x o v i r i d a e  I A V  ( - )  s s R N A  L N A  P B 2  s e g m e n t  g e n o m e  R N A  M D C K  c e l l s ,   

B A L B  /  c  m i c e  

( H a g e y  e t  a l . ,  2 0 2 2 ) 7 0  

F l a v i v i r i d a e  H C V  ( + )  s s R N A  L N A  I R E S  r e p l i c o n - e x p r e s s i n g   

H u h - 7  c l o n e  9 b  c e l l s ,  

C D - 1  m i c e  

( L a x t o n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) 1 0 7  

A m i n o - m o d i f i e d  

L N A  

C o d i n g  r e g i o n  H u h - l u c  c e l l s ,  

n e o - E T  c e l l s  

( M u t s o  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) 1 0 8  

C o r o n a v i r i d a e  S A R S - C o V - 2  ( + )  s s R N A  L N A  3 ’ U T R  V e r o  E 6  c e l l s  ( L u l l a  e t  a l . ,  2 0 2 1 ) 7 1  

L N A  5 ' U T R ,  O R F 1 a ,  O R F 1 b ,   

N  s e g m e n t  g e n o m e  R N A  

h A C E 2 - e x p r e s s i n g  H E K - 2 9 3 T  c e l l s ,  ( D h o r n e - P o l l e t  e t  a l . ,  2 0 2 2 ) 7 2  

L N A  O R F 1 b  V e r o E 6 / T M P R S S 2  c e l l s  

L N A  5 '  l e a d e r  s e q u e n c e ,  

S  r e g i o n  

H u h - 7  c e l l s  ( Z h u  e t  a l . ,  2 0 2 2 ) 6 9  

L N A  2 5 8 – 2 7 6  n t ,  

2 8 , 7 4 3 – 2 8 , 7 9 2  n t  

H u h - 7  c e l l s ,  

A C E 2 - T M P R S S 2 - H u h - 7 . 5  c e l l s ,  

A 5 4 9 - h A C E 2  c e l l s ,  s y r i a n  h a m s t e r  

( H a g e y  e t  a l . ,  2 0 2 2 ) 7 0  

c E t  a l l  r e g i o n  H 1 4 3 7  c e l l s ,  

i A E C 2  c e l l s  

( Q i a o  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 5 0  

L N A  a l l  S A R S - C o V - 2  g e n o m e  R N A   

w i t h o u t  S  s e g m e n t  

V e r o  E 6  c e l l s  ( D a u k s a i t e  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 0 9  

L N A  H e l i c a s e  g e n e ,  

3 C L p r o  g e n e ,  

P L p r o  g e n e ,  

R d R p  g e n e  

V e r o  E 6  c e l l s  ( J a y a s i n g h e  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 1 0  

L N A  H e l i c a s e  g e n e  N S G - S G M 3  m i c e  

L N A  s l i p p e r y  s i t e   

o n  r i b o s o m a l  f r a m e s h i f t  

H E K  2 9 3 T - A C E 2  c e l l s ,  

G B M 6 1 3 8  c e l l s  

( K n i z h n i k  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) 1 1 1  

R e t r o v i r i d a e  H I V - 1  ( + )  s s R N A  L N A  P B S ,  D I S ,  S D ,  

T h e  g a g  i n i t i a t i o n  c o d o n  

H E K  2 9 3 T  c e l l s  ( J a k o b s e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) 1 1 2  

F A N A  t a t / r e v  r e g i o n ,  

U 5  r e g i o n ,  

D I S （ w i t h i n  5 ' U T R ）  

p r i m a r y  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

m o n o n u c l e a r  c e l l s  

( T a k a h a s h i  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) 4 7  

T o g a v i r i d a e  P R R S  ( + )  s s R N A  L N A  N s p 9  g e n e  M a r c - 1 4 5  c e l l s  

P u l m o n a r y  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  

( Z h u  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) 7 9  
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表 1-4 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス に 対 す る ウ イ ル ス RNA 標 的 ASO の 非 臨
床 試 験  

V i r u s  M e c h a n i s m  C h e m i s t r y  T a r g e t  v i r a l  R N A  r e g i o n  C e l l s  o r  a n i m a l s  R e f e r e n c e  

D E N V  S t e r i c  b l o c k  A r g - r i c h  p e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  A U G  r e g i o n ,  

5 ’ C S ,  3 ’ C S ,  

S t e m  l o o p  i n  5 ’ U T R ,  

S t e m  l o o p  i n  3 ’ U T R  

V e r o  c e l l s  ( K i n n e y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) 1 1 3  

D E N V  S t e r i c  b l o c k  P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  5 ’ U T R ,  3 ’ U T R ,  3 ’ C S ,  

A U G  r e g i o n  
B H K  c e l l s  ( H o l d e n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) 1 1 4  

D E N V  S t e r i c  b l o c k  P M O ,  

P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  

S t e m  l o o p  i n  5 ’ U T R ,  

3 ’ C S  

A G 1 2 9  m i c e  ( S t e i n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) 1 1 5  

D E N V  S t e r i c  b l o c k  V i v o - P M O  S t e m  l o o p  i n  3 ’ U T R  M o n o c y t e - d e r i v e d  

d e n d r i t i c  c e l l s  

( P h u m e s i n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) 1 1 6  

H C V  G a p m e r  P S  C  r e g i o n ,  

A U G  r e g i o n  

H e p G 2  c e l l s  ( A l t  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) 1 1 7  

H C V  S t e r i c  b l o c k ,  

o r  g a p m e r  

P S  5 ’ U T R  H e p G 2  c e l l s  ( A l t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) 1 1 8  

S t e r i c  b l o c k ,  

o r  g a p m e r  

m e t h y l - o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e s  

S t e r i c  b l o c k ,  

o r  g a p m e r  

B e n z y l p h o s p h o n a t e s  

o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e s  

H C V  S t e r i c  b l o c k  P M O  I R E S  B A L B / c  m i c e  ( M c C a f f r e y  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) 1 1 9  

H C V  S t e r i c  b l o c k  A m i n o - m o d i f i e d  P N A ,  I R E S  C V - 1  c e l l s  ( N u l f  a n d  C o r e y ,  2 0 0 4 ) 1 2 0  

L N A  

H C V  S t e r i c  b l o c k  P N A  I R E S  H u h - 7 . 5  c e l l s  ( A l o t t e  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) 1 2 1  

A m i n o - m o d i f i e d  P N A  

S t e r i c  b l o c k ,  

o r  g a p m e r  

P S  

H C V  S t e r i c  b l o c k ,  

o r  g a p m e r  

L N A  I R E S  H u h - 7  c e l l  c l o n e  9 B  r e p l i c o n ,  

C D - 1  m i c e  

( L a x t o n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) 1 0 7  

H C V  S t e r i c  b l o c k  L N A  S L 9 2 6 6 / P K  s e q u e n c e s  H u h  7 . 5  c e l l s  ( T u p l i n  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) 1 2 2  

H C V  S t e r i c  b l o c k  

o r  g a p m e r  

A m i n o - m o d i f i e d  L N A  C o d i n g  r e g i o n  H u h - l u c / n e o - E T  c e l l s  ( M u t s o  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) 1 0 8  

W N V  S t e r i c  b l o c k  A r g - r i c h  p e p t i d e  c o n j u g a t e d  P M O  5 ’ U T R ,  3 ’ U T R ,  5 ’ C S ,   

3 ’ C S Ⅰ ,  A U G  r e g i o n  

B H K  c e l l s  

 

( D e a s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) 1 2 3  

 

5 ’ U T R ,  3 ’ C S Ⅰ ,  

A U G  r e g i o n  

V e r o  c e l l s  

W N V  S t e r i c  b l o c k  

o r  g a p m e r  

P S  a n d / o r  2 ’ - O - M e  R C S 2 ,  3 ’ C S Ⅰ  o r  3 ’ C S Ⅱ   V e r o  c e l l s  ( T o r r e n c e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) 1 2 4  

W N V  

D E N V  

J E V  

S L E V  

Y F V  

S t e r i c  b l o c k  A r g - r i c h  p e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  5 ’ U T R ,  

3 ’ C S Ⅰ  

V e r o  c e l l s ,  

 

( D e a s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) 1 2 5  

W N V  C 3 H / H e N ( C 3 H )  m i c e  

W N V  S t e r i c  b l o c k  P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  5 ’ U A R ,  3 ’ U A R  V e r o  c e l l s  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 a ) 1 2 6  

W N V  S t e r i c  b l o c k  P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  3 ’ U A R  B H K - 2 1  c e l l s  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 b ) 1 2 7  

J E V  S t e r i c  b l o c k  P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P N A  5 ' U T R ,   

S t e m  l o o p  i n  3 ' U T R ,  

5 ' C S Ⅰ ,  3 ' C S Ⅰ  

B H K - 2 1  c e l l s  ( Y o o  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) 9 9  

 

J E V  S t e r i c  b l o c k  O c t a g u a n i d i n i u m  

d e n d r i m e r - c o n j u g a t e d  P M O  

5 ' U T R ,  3 ' C S Ⅰ  B A L B / c  m i c e  ( N a z m i  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) 9 8  

J E V  S t e r i c  b l o c k  P e p t i d e - c o n j u g a t e d  P M O  5 ' U T R ,  3 ' C S I ,  

A U G  r e g i o n  

J 7 7 4 E  c e l l s ,  N e u r o 2 A  c e l l s ,  

V e r o  c e l l s  

( A n a n t p a d m a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) 9 7  

3 ’ C S Ⅰ  B A L B / c  m i c e  
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図 1-1 構 造 阻 害 型 （ steric block） ASO お よ び RNA 分 解 型 （ gapmer） ASO の 作 用 メ カ ニ ズ ム 27 
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図 1-2 天 然 核 酸 の RNA お よ び ウ イ ル ス RNA 標 的 ASO と し て 使 用 さ れ た
代 表 的 な 修 飾 核 酸 の 化 学 構 造  

2’-OMe、 2’-MOE、 FANA、 cEt お よ び LNA は PS 修 飾 が 施 さ れ て い る 。 
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図 1-3 LNA gapmer の ウ イ ル ス RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム 。  
LNA gapmer は 配 列 相 補 的 に ウ イ ル ス RNA に 結 合 し 、 LNA gapmer の

DNA 領 域 と 結 合 し ヘ テ ロ 二 本 鎖 と な っ た ウ イ ル ス RNA を RNase H を 誘 導
す る こ と で 切 断 す る 。  
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図 1-4 JEV 遺 伝 子 型 の 分 布 状 況 83 
世 界 保 健 機 関（ World Health Organization：WHO）の ホ ー ム ペ ー ジ 1 28 を

一 部 改 変 。  
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第 2 章  

 

 

LNA gapmer に よ る JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 証 明  

お よ び 効 果 的 な 標 的 領 域 の 選 定  
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2.1 は じ め に  

 

こ れ ま で に SARS-CoV-269-72 ,  1 29 ,  130 や IAV70 と い っ た 病 原 性 の 高 い ウ イ ル

ス に 対 す る LNA gapmer の 増 殖 抑 制 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。し か し 、JEV は

じ め 、全 世 界 で 公 衆 衛 生 学 的 な 問 題 と な っ て い る フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 オ ル ソ フ

ラ ビ ウ イ ル ス 属 ウ イ ル ス に 対 す る LNA gapmer の 有 効 性 は 明 ら か と な っ て

い な い 。  

 JEV は フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 オ ル ソ フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 に 分 類 さ れ 、 約 11,000

塩 基 長 の 一 本 鎖 プ ラ ス 鎖 RNA ゲ ノ ム を 持 つ 。JEV ゲ ノ ム は C、pre-M、E の

3 種 類 の 構 造 タ ン パ ク 質 お よ び NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B お

よ び NS5 の 7 種 類 の 非 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ

ィ ン グ フ レ ー ム な ら び に 5’側 お よ び 3’側 の UTR で 構 成 さ れ て い る 。こ の う

ち 3’UTR に は JEV ゲ ノ ム の 環 状 化 を 引 き 起 こ す 3’UTR conserved sequence

（ CS） Ⅰ モ チ ー フ や 、 宿 主 細 胞 の 解 糖 系 酵 素 で あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-

リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ（ GAPDH）と 相 互 作 用 す る こ と で ゲ ノ ム の 複 製 を

促 進 す る 3’UTR stem-loop 領 域 な ど JEV ゲ ノ ム RNA の 複 製 に 関 わ る 重 要

な 領 域 が 複 数 保 存 さ れ て い る 131 ,  1 32。 実 際 に 、 JEV 3’UTR の CSⅠ ま た は

stem-loop 領 域 を 標 的 と し た steric block ASO に よ る JEV 増 殖 抑 制 効 果 が 報

告 さ れ て お り 、 JEV 3’UTR は 抗 JEV ASO の 効 果 的 な 標 的 領 域 で あ る こ と が

示 唆 さ れ て い る 。  
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そ こ で 本 章 で は 、蚊 媒 介 性 オ ル ソ フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 ウ イ ル ス の モ デ ル と し

て 多 数 の 分 離 株 の ゲ ノ ム 配 列 が オ ン ラ イ ン デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て お り 、

ASO の 研 究 開 発 に 用 い ら れ た 実 績 の あ る JEV に 着 目 し 、3’UTR を 標 的 と す

る LNA gapmer の JEV に 対 す る 増 殖 抑 制 効 果 を 解 析 し た 。 は じ め に JEV の

部 分 的 な 3’UTR の RNA 二 次 構 造 を 、RNAfold プ ロ グ ラ ム を 用 い て 予 測 し 、

JEV ゲ ノ ム の 複 製 に 重 要 な 3’UTR CSⅠ モ チ ー フ お よ び 3’UTR stem-loop 領

域 に 対 し て 複 数 の LNA gapmer を 設 計 し た 。 設 計 し た LNA gapmer の JEV

増 殖 抑 制 効 果 は Vero 細 胞 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に よ り 解 析 し た 。 さ

ら に ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に お い て 選 定 し た 最 も 効 果 の 高 か っ た LNA 

gapmer の 濃 度 依 存 的 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 解 析 し た 。  

 

2.2 材 料 お よ び 方 法  

 

2.2.1 JEV RNA 二 次 構 造 の 予 測  

 JEV JaGAr01 株（ GⅢ 型 、accession no. AF069076.1）の 完 全 長 ゲ ノ ム 配 列

は NCBI GenBank か ら 得 ら れ た 。 RNA fold program133 を 用 い て 、 全 長 JEV

ゲ ノ ム 配 列 10,700 塩 基 以 降 の 領 域 で あ る 3’UTR の 一 部 の ゲ ノ ム 二 次 構 造

を 37℃ の 温 度 条 件 で 予 測 し た （ ア ク セ ス 日 ： 2022 年 11 月 29 日 ）。  
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2.2.2 LNA gapmer の 設 計 お よ び 合 成  

 2.2.1 で 予 測 し た JEV JaGAr 01 株 RNA 二 次 構 造 を 基 に LNA gapmer を 9

種 類 設 計 し た（ 図 2-1、表 2-1）。LNA gapmer 1 は 3’UTR 内 の 同 配 列 二 か 所

を 標 的 と し て お り QIAGEN（ Venlo, The Netherlands） に 設 計 を 委 託 し た

（ ID： LG00204874）。 LNA gapmer 2 か ら 9 は 、 他 の JEV 株 の ゲ ノ ム 配 列

も 参 考 に 、JaGAr 01 株 の 3’UTR の 配 列 お よ び 予 測 し た 二 次 構 造 を 基 に 設 計

し た 。LNA gapmer 2 お よ び 3 は 3’UTR CSⅠ モ チ ー フ を 、LNA gapmer 4 か

ら 9 は 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と し た 。 コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer は

LNA お よ び DNA 組 成 比 を 考 慮 し 、 JEV RNA お よ び ヒ ト ゲ ノ ム DNA 配 列

に 相 補 的 に な ら な い よ う に 設 計 し た 。 こ れ ら の う ち コ ン ト ロ ー ル LNA 

gapmer 4 は 既 報 か ら 引 用 し た 13 4。 全 て の LNA gapmer は PS 修 飾 を 付 加 し

て 、HPLC グ レ ー ド で 合 成 し た（ Ajinomoto Bio-Pharma Services GeneDesign, 

Inc., Osaka, Japan）。  

 

2.2.3 培 養 細 胞  

 Vero 細 胞 は 、 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ ン タ ー （ RIKEN BRC：

RCB0001）よ り 得 ら れ た 。Vero 細 胞 は 増 殖 培 地 す な わ ち 10%非 働 化 ウ シ 胎

子 血 清 （ FBS; GE health care, IL, USA ） お よ び 0.5% 抗 生 物 質 溶 液 （ 50 

units/mL penicillin and 50 µg/mL streptomycin; Wako, Osaka, Japan） 添 加  

Eagle’s minimal essential medium 培 地（ EMEM 培 地 、Wako、製 品 番 号：051-
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07615）を 用 い て 37℃ 、5%CO2 条 件 下 で 培 養 し た 。細 胞 の 凍 結 保 存 に は Cell 

Bunker 2（ ZENOGEN PHARMA, Fukushima, Japan） を 用 い て -80℃ で 8 時

間 以 上 冷 却 し た 。 そ の 後 、 液 体 窒 素 中 に お い て 凍 結 細 胞 を 保 存 し た 。  

 

2.2.4 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 株  

 JEV JaGAr 01 株 は 日 本 大 学 生 物 資 源 科 学 部  獣 医 学 科  獣 医 伝 染 病 学 研 究

室  泉 對  博  教 授 か ら 分 与 さ れ た 。 JaGAr 01 株 は Vero 細 胞 に お い て 以 下 の

方 法 で 3 回 継 代 し た 。Vero 細 胞 を T75 フ ラ ス コ に 播 種 し 、>95% confluency

に な る ま で 増 殖 さ せ た 。そ の 後 、JEV 液 を 室 温 で 解 凍 し 、2% FBS お よ び 0.5%

抗 生 物 質 溶 液 を 含 む EMEM 培 地 で 10-2 倍 希 釈 し た 。T75 フ ラ ス コ か ら 培 養

上 清 を 除 去 し 、1.5 ml の 10-2 倍 希 釈 JEV 液 を 接 種 し た 。15 分 毎 に tilting し

な が ら 、37℃・5％ CO2 条 件 下 で 60 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。T75 フ ラ ス コ

か ら JEV 液 を 除 去 し 、 2% FBS お よ び 0.5％ 抗 生 物 質 溶 液 添 加 EMEM 培 地

を 15 ml 加 え 、 細 胞 変 性 効 果 （ Cytopathic effect： CPE） が 観 察 さ れ る ま で

T75 フ ラ ス コ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CPE が 観 察 さ れ た 後 、 培 養 上 清 を 回

収 し 、 2000 ×g、 15 分 、 室 温 で 遠 心 し た 。 遠 心 後 、 上 清 を 0.3 ml ず つ ク ラ

イ オ チ ュ ー ブ に 分 注 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。 ウ イ ル ス ス ト ッ ク の 力 価 は

Multiplicity of infection（ MOI） を 決 定 す る た め に プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り

定 量 し た 。  
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2.2.5 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン  

 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 お よ び 濃 度 依 存 性 試 験 に お い て は 、 Vero 細 胞 を 細 胞

培 養 用 24 well plate に 1.0×105 個 /well で 播 種 し た 。 そ の 後 、 24 well plate

に て 95％  confluency の 細 胞 を 得 る た め 、37℃・5％ CO2 条 件 下 で 24 時 間 培

養 し た 。 培 養 し た Vero 細 胞 に ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に お い て は 0.1 MOI で 、

濃 度 依 存 性 試 験 に お い て は 、 0.05 MOI で JEV を 感 染 さ せ た 。 JEV 希 釈 液 に

は 抗 生 物 質 を 含 ま な い 2%FBS 添 加 EMEM 培 地（ 維 持 培 地 ）を 用 い た 。LNA 

gapmer の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は Lipofectamine RNAiMAX （ Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA）を 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 行 っ た 。0.1

ま た は 0.05 MOI に 調 整 し た JEV 液 を そ れ ぞ れ 100 µL/well 接 種 し 、 15 分

毎 に tilting し な が ら 37℃・5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。イ

ン キ ュ ベ ー ト の 間 、Opti-MEM（ Thermo Fisher Scientific）を 溶 媒 と し て 0.15

か ら 15 µM の LNA gapmer お よ び 3 µL の Lipofectamine RNAiMAX を 含 む

80 µL の 混 合 溶 液 を 調 整 し た 。 そ の 後 LNA gapmer を 終 濃 度 で あ る 0.05 か

ら 5 µM に 調 整 す る た め に 抗 生 物 質 を 含 ま な い 5% BS 添 加 EMEM 培 地 で

240 µL の 容 量 に 3 倍 希 釈 し た 。 JEV を Vero 細 胞 に 1 時 間 接 種 し た 後 、 各

well に 800 µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い 5% FBS 添 加 EMEM 培 地 を 加 え た 。

ウ イ ル ス 液 を ア ス ピ レ ー タ ー で 除 去 後 、上 記 で 用 意 し た LNA 溶 液 230 µL を

Vero 細 胞 に 添 加 し 4 時 間 処 置 す る こ と で LNA gapmer を Vero 細 胞 に ト ラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て Vero 細 胞 を 、 800 
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µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い 5%FBS 添 加 EMEM 培 地 を 用 い て 洗 浄 し 、維 持 培

地 で 培 養 し た 。 培 養 し た 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 で は 感 染 か ら 29 時 間 後

（ 29 hours post infection, hpi） に 、 濃 度 依 存 性 試 験 で は 24 hpi に 回 収 し プ

ラ ー ク ア ッ セ イ に 用 い た 。  

 

2.2.6 プ ラ ー ク ア ッ セ イ  

 Vero 細 胞 を 細 胞 培 養 用 12 well plate に 2.0×105 個 /well 播 種 し 、増 殖 培

地 中 で 培 養 し た 。増 殖 培 地 を 除 去 後 、95%以 上 の confluency の Vero 細 胞

に 維 持 培 地 で 希 釈 し た 10 倍 階 段 希 釈 ウ イ ル ス 培 養 上 清 100 µL を 接 種 し

た 。15 分 毎 に tilting し な が ら 37℃・5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 感 染 さ せ た 。

感 染 後 、 細 胞 を 維 持 培 地 で 洗 浄 し 、 1 mL の 半 流 動 培 地 （ 1%メ チ ル セ ル ロ

ー ス （ Wako）、 2% FBS お よ び 0.5%抗 生 物 質 溶 液 を 含 む EMEM 培 地 ） を

重 層 し た 。72 時 間 の 培 養 後 、細 胞 を 固 定 す る た め に 500 µL の 10%中 性 緩

衝 ホ ル マ リ ン（ Wako）を 各 well に 加 え 、12 well plate を UV 下 で 30 分 間

静 置 し た 。 細 胞 の 固 定 後 、 細 胞 を 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し 0.5%ク リ ス タ ル バ

イ オ レ ッ ト（ Merck, Hessen, Germany）で 染 色 し た 。ス ク リ ー ニ ン グ 試 験

に お い て は 10-4 倍 お よ び 10-5 倍 希 釈 の ウ イ ル ス 培 養 上 清 を 接 種 し た well

の 、濃 度 依 存 性 試 験 に お い て は 10-3 倍 お よ び 10-4 倍 希 釈 の ウ イ ル ス 培 養 上

清 を 接 種 し た well の プ ラ ー ク 数 を 数 え 、 ウ イ ル ス 力 価 を PFU/mL と し て

算 出 し た 。 異 な る 希 釈 倍 率 の ウ イ ル ス 培 養 上 清 か ら 算 出 し た 二 つ の
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PFU/mL の 平 均 の 値 を 統 計 解 析 に 用 い た 。  

 

2.2.7 統 計 解 析  

 少 な く と も 3 回 の 独 立 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー

タ を 平 均 値 お よ び そ の 標 準 偏 差 で 表 し た 。 統 計 解 析 で は PFU/mL を 正 規 分

布 に 従 う デ ー タ に す る た め 対 数 に 変 換 し 、 GraphPad Prism 8（ GraphPad 

Software, CA, USA） を 用 い て 、 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–

Kramer multiple comparison test に よ り 解 析 し た 。p 値 は 0.05 未 満 で 統 計 的

に 有 意 と 判 定 し た 。  
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表 2-1 本 研 究 で 使 用 し た LNA gapmer の 配 列 お よ び 化 学 修 飾  

Name Sequence (5 '→3 ')  Target Regions of  the  JEV genome 
(JaGAr 01, Accession No. AF069076.1) Length (mer)  

LNA gapmer 1  m
C ^ T ^ 

m
C ^ t  ^ a  ^  a ^  c  ^  c ^  t  ^  c  ^ t  ^  a  ^  G ^  T ^

 m
C 10,749–10,763 ;  10,827–10,841 15 

LNA gapmer 2  G ^  G ^ T ^ g ^ t  ^  c ^  a  ^ a ^ t  ^  a ^ t  ^  g ^ c ^  T ^  G ^  T  10,863–10,878  16 
LNA gapmer 3  T ^  

m
C ^ 

m
C ^ c ^  a  ^ g ^  g ^  t  ^  g ^ t  ^  c  ^  a ^ a  ^  T ^  A ^  T 10,868–10,883  16 

LNA gapmer 4  A ^  
m

C ^ T ^ t  ^  c  ^  g ^  g ^ c  ^ g ^  c  ^ t  ^  c ^  t  ^  G ^  T ^  G 10,956–10,971  16 

LNA gapmer 5  A ^  
m

C ^ T ^ t  ^  c  ^  g ^  g ^ c  ^ g ^  c  ^ t  ^  c ^  t  ^  G ^  T ^  g 10,956–10,971  16 

LNA gapmer 6  T ^  T ^  
m

C ^ g ^ g ^  c  ^ g ^  c  ^ t  ^  c ^  t  ^  g ^  t  ^  G ^  
m

C ^  
m

C 10,958–10,973  16 

LNA gapmer 7  A ^  
m

C ^ A ^ t  ^  a  ^ c ^ t  ^  t  ^  c  ^ g ^  g ^  c  ^  g ^  c  ^  T ^  
m

C ^ T 10,952–10,968  17 

LNA gapmer 8  A ^  
m

C ^ A ^ T ^ a  ^  c  ^ t  ^  t  ^  c ^  g ^ g ^ c ^ g ^ 
m

C ^  T ^ 
m

C ^  t  10,952–10,968  17 

LNA gapmer 9  A ^  
m

C ^ A ^ t  ^  a  ^ c ^ t  ^  t  ^  c  ^ g ^  g ^  c  ^  g ^  
m

C ^  T ^  
m

C 10,952–10,967  16 

Control  LNA gapmer 1  A ^  
m

C ^ T ^ c ^  t  ^  c  ^ g ^  t  ^  c  ^ a ^  a  ^ c ^ c ^  A ^  A ^  T NA 16 

Control  LNA gapmer 2  G ^  T ^  A ^ a  ^  c  ^ t  ^  c ^  g ^ t  ^  c  ^ g ^  t  ^  a ^  A ^  
m

C ^ A NA 16 

Control  LNA gapmer 3  m
C ^ G ^ A ^ a  ^  t  ^  a ^  g ^ t  ^  t  ^  a  ^  g ^  t  ^  a  ^ G ^ 

m
C ^  G NA 16 

Control  LNA gapmer 4  G ^  A ^ 
m

C ^ c ^  a  ^ a ^  t  ^  c  ^ t  ^  c ^  g ^ t  ^  t  ^  A ^  G ^  T NA 16 

N, LNA; n, DNA; m, C5-methylcytosine; ^, phosphorothioate; NA, not applicable.  
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2.3 成 績  

 

2.3.1 JEV ゲ ノ ム RNA の 3’UTR を 標 的 と す る LNA gapmer の 設 計  

 JEV の ゲ ノ ム の 機 能 お よ び ASO の 試 験 に 関 す る 既 報 97 -99 を 参 考 に 15 か

ら 17 塩 基 長 で 構 成 さ れ る 9 種 類 の LNA gapmer を JEV の 複 製 に 必 須 な 領 域

で あ る 3’UTR の 様 々 な 部 位 に 対 し て 設 計 し た （ 表 2-1、 図 2-1）。 試 験 さ れ

た 全 て の LNA gapmer は ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 お よ び 標 的 RNA に 対 す る 結 合 親

和 性 を 増 加 さ せ る PS 修 飾 を 施 し て 合 成 し た 。 設 計 の た め に JaGAr 01 株 の

部 分 的 な 3’UTR（ 278 塩 基 ）の RNA 二 次 構 造 を 、RNAfold プ ロ グ ラ ム を 用

い て 予 測 し た 。 QIAGEN に よ り 設 計 さ れ た LNA gapmer 1 が 、 3’UTR の 同

配 列 の 異 な る 部 位 二 か 所 を 標 的 と す る こ と が 確 認 さ れ た 。 LNA gapmer 2 お

よ び 3 は JEV RNA の 複 製 に 必 須 な ゲ ノ ム の 環 状 化 に 必 要 な 3’UTR CSⅠ モ

チ ー フ を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た 。本 研 究 に お い て 予 測 し た JEV JaGAr 

01 株 の 3’UTR CSⅠ モ チ ー フ は 既 報 に お い て 予 測 さ れ た GP78 株 お よ び

JaOArS982 株 の CSⅠ モ チ ー フ 98 ,  135 と 異 な り 折 り 畳 ま れ た 二 次 構 造 を し て

い た 。LNA gapmer 4、5、6、7、8 お よ び 9 は 一 本 鎖 構 造 を 形 成 す る 3’UTR 

stem-loop 領 域 を 標 的 と し て い る こ と が 確 認 さ れ 、こ れ ら LNA gapmer が 効

果 的 に 標 的 領 域 に 結 合 す る 可 能 性 が 予 測 さ れ た 。 Stem-loop 標 的 LNA 

gapmer の 塩 基 長 な ら び に LNA/DNA 組 成 比 は 、 修 飾 核 酸 が 標 的 JEV RNA

へ の 結 合 親 和 性 お よ び 分 解 効 率 に ど の 程 度 影 響 を 与 え る か 調 べ る た め に 調
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節 さ れ た 。 4 種 類 の コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer は 理 論 的 に JEV お よ び ヒ ト

RNA の 相 補 配 列 を 避 け る こ と で そ れ ら に 結 合 し な い よ う に 設 計 さ れ 、 疑 陽

性 の 可 能 性 を 排 除 す る た め に 使 用 さ れ た 。  

 

2.3.2 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験  

 JEV の 増 殖 抑 制 に 効 果 的 な LNA gapmer の 標 的 領 域 お よ び 配 列 を 見 つ け

る た め 、 GⅢ 型 に 属 し JEV の 研 究 に お い て 確 立 さ れ た 標 準 株 で あ る JaGAr 

01 株 1 36 を 0.1 MOI で 感 染 さ せ た Vero 細 胞 を 用 い て LNA gapmer の ス ク リ

ー ニ ン グ を 行 っ た （ 図 2-2）。 プ ラ ー ク ア ッ セ イ の 結 果 か ら JEV RNA 標 的

LNA gapmer が JEV の 増 殖 を 抑 制 で き る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 2-3）。

特 に 、3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer 4、5、6、7、8 お よ

び 9 が コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer と 比 べ て 有 意 に JEV 力 価 を 減 少 さ せ る こ

と が 明 ら か と な っ た 。こ れ ら の う ち 、LNA gapmer 8 は JEV の 増 殖 抑 制 に 最

も 効 果 的 で あ り 、 LNA gapmer 8 と 同 じ JEV RNA 配 列 を 標 的 と す る が 一 塩

基 短 い LNA gapmer 9 は 次 に 効 果 的 で あ っ た 。興 味 深 い こ と に 2 つ の 異 な る

領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer 1 は JEV RNA に 結 合 す る 機 会 が よ り 多 い は

ず で あ る に も か か わ ら ず 効 果 的 な JEV 増 殖 抑 制 を 誘 導 し な か っ た 。 3’UTR 

CSⅠ 領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer 2 お よ び 3 は コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer

と 比 べ て 有 意 な ウ イ ル ス 力 価 の 減 少 を 誘 導 し な か っ た 。 こ の 結 果 は 同 じ く

JEV CSⅠ 領 域 を 標 的 と す る PMO お よ び PNA を 用 い た steric block ASO の
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既 報 9 7-99 と 一 致 し な か っ た 。  

 

2.3.3 濃 度 依 存 性 試 験  

 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 で 効 果 の 高 か っ た 3 つ の 3’UTR stem-loop 標 的 LNA 

gapmer の  JEV 増 殖 抑 制 に よ る 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 濃 度 依 存 性 試 験 に よ り さ

ら に 確 認 し た（ 図 2-4）。Vero 細 胞 に JEV JaGAr 01 株 を 0.05 MOI で 感 染 さ

せ 、 LNA gapmer 7、 8 お よ び 9 を 0.05 か ら 5 µM の 異 な る 濃 度 で ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン し た 。 こ れ ら の LNA gapmer は 濃 度 依 存 的 に 強 力 な JEV 増 殖

抑 制 効 果 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 す べ て の LNA gapmer は 、 5 µM の

濃 度 の コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer（ 平 均：1.8×106 PFU/mL）と 比 べ て 、0.5 

µM の 濃 度 で 有 意 に JEV 力 価 を 減 少 さ せ た （ 平 均 ： 0.7×106 か ら 1.2×106 

PFU/mL）。各 LNA gapmer を 0.05 µM お よ び 5 µM の 濃 度 間 で 、ま た は 0.5 

µM お よ び 5 µM の 濃 度 間 で 比 較 し た と こ ろ 、 JEV の 増 殖 に 対 す る 抗 ウ イ ル

ス 活 性 の 有 意 な 増 加 が 観 察 さ れ た（ 5 µM に お け る 平 均：2.7×105 か ら 6.2×

105 PFU/mL）。こ れ ら の 結 果 に よ っ て 、3’UTR stem-loop が LNA gapmer の

抗 ウ イ ル ス 活 性 を 誘 導 す る た め に 重 要 な 領 域 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
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図 2-1 JEV ゲ ノ ム RNA の 3’UTR の 二 次 構 造 予 測 お よ び LNA gapmer の 標
的 領 域  
 JEV JaGAr 01 株（ accession no. AF069076.1）の 部 分 的 な 3’UTR（ 10,700-
10,977 nt） に お け る RNA 二 次 構 造 は RNAfold プ ロ グ ラ ム を 用 い て 予 測 し
た 。3’UTR conserved sequence（ CS）Ⅰ 領 域 は 青 い 線 で 示 さ れ て い る 。LNA 
gapmer 標 的 領 域 は 番 号 と 黒 線 で 示 さ れ て い る 。 小 さ い フ ォ ン ト で 示 さ れ て
い る 数 字 は ゲ ノ ム に お け る 塩 基 位 置 を 示 し て い る 。二 次 構 造 の 下 部 に あ る ヒ
ー ト マ ッ プ の 色 は 塩 基 ペ ア を 形 成 す る 確 率 を 表 し て お り 、赤 に 近 い 程 示 さ れ
た 二 次 構 造 を 形 成 し て い る 可 能 性 が 高 い 。  

 



40 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 JEV 感 染 細 胞 に お け る LNA gapmer の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 模 式 図  
Vero 細 胞 ま た は SK-N-SH 細 胞（ 第 4 章 ）を 0.1 ま た は 0.05MOI で JEV を 感 染 さ せ た 後 、LNA gapmer を Lipofectamine 

RNAiMAX を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 JaGAr 01 株 で は 感 染 か ら 24 ま た は 29 時 間 後 （ hpi） に 上 清 を 回 収
し た 。回 収 し た 上 清 を 用 い て 、Vero 細 胞 に よ る プ ラ ー ク ア ッ セ イ で ウ イ ル ス 力 価 を 測 定 し た 。JEV 野 外 株 に 感 染 し た
SK-N-SH 細 胞 の 上 清 は 感 染 か ら 48 時 間 後 に 回 収 し た （ 第 4 章 ）。  
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図 2-3 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ る JEV RNA の 3’UTR を 標 的 と す る LNA 
gapmer の in vitro ス ク リ ー ニ ン グ  
 JEV JaGAr 01 株 を 0.1 MOI で 感 染 さ せ た Vero 細 胞 に 、 LNA gapmer を
Lipofectamine RNAiMAX（ Vehicle） を 用 い て 5 µM の 濃 度 で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 。デ ー タ は 3 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を 示 し
て い る 。 対 数 値 を 用 い た 統 計 解 析 は 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc 
Tukey–Kramer multiple comparison test に よ り 行 わ れ た （ 4 種 類 の コ ン ト ロ
ー ル LNA gapmer に 対 し て  * p<0.05、 ** p<0.01、 *** p<0.001、 ns 有 意 差
な し ）。  
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図 2-4 プ ラ ー ク ア ッ セ イ で 測 定 し た 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と し た
LNA gapmer の 濃 度 依 存 的 効 果  
 JEV JaGAr 01 株 を 0.05 MOI で 感 染 さ せ た Vero 細 胞 に 、LNA gapmer 7、
8 お よ び 9 を Lipofectamine RNAiMAX を 用 い て 、 示 さ れ て い る 濃 度 で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。デ ー タ は 6 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 お よ び 標 準 偏
差 を 示 し て い る 。 対 数 値 を 用 い た 統 計 解 析 は 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post 
hoc Tukey–Kramer multiple comparison test に よ り 行 わ れ た (コ ン ト ロ ー ル
LNA gapmer 2 5 µM に 対 し て  * p<0.05、 ** p<0.01、 *** p<0.001、 0.05 µM
の 同 一 の LNA gapmer に 対 し て  †  p<0.05、† †  p<0.01、† † †  p<0.001、
0.5 µM の 同 一 の LNA gapmer に 対 し て  § p<0.05、§§§ p<0.001、ns 有
意 差 な し ) 
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2.4 考 察  

 

In vitro ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 で は 3’UTR stem-loop 領 域 に 対 し て 設 計 し た

6 種 類 全 て の LNA gapmer が 有 意 に JEV の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か と

な っ た 。 対 照 的 に JEV RNA の 複 製 に 重 要 と さ れ る CSⅠ モ チ ー フ を 標 的 と

し た LNA gapmer は steric block ASO の 以 前 の 報 告 97 -99 と は 異 な り 有 意 な

増 殖 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 。 本 章 で 標 的 と し た 3’UTR stem-loop 領 域 の

抗 ウ イ ル ス 効 果 は ペ プ チ ド 抱 合 型 PNA を 用 い た steric block ASO を 用 い た

既 報 に よ っ て も 観 察 さ れ て い る 99。ま た 、ペ プ チ ド 抱 合 型 PMO を 用 い た 研

究 で は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス の 1 種 で あ る DENV の 増 殖 が 、 本 章 で

試 験 し た JEV と ほ ぼ 同 一 の 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と す る こ と で 抑 制

で き る こ と が 報 告 さ れ て い る 137。 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 と 同 様 に 一 本 鎖 プ ラ ス

鎖 RNA を ゲ ノ ム に 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 ウ イ ル ス に お け る 最 近 の 研 究 で は 、

3’UTR stem-loop モ チ ー フ を 標 的 と す る LNA gapmer が SARS-CoV-2 の 増

殖 を 効 果 的 に 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 7 0。加 え て ORF お よ び 5’UTR

に お い て 形 成 さ れ た stem-loop を 標 的 と し た LNA gapmer が SARS-CoV-2

お よ び IAV に 対 し て 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 70 ,  72 ,  1 29。

二 次 構 造 予 測 に お い て 示 さ れ て い る よ う に JEV の 3’UTR stem-loop 領 域 は

LNA gapmer が 結 合 し や す い と 考 え ら れ る 一 本 鎖 構 造 を 形 成 し て い る 。一 方 、

3’UTR CSⅠ 領 域 は 本 解 析 で は 入 り 組 ん だ 構 造 に 折 り た た ま れ て い る こ と が
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予 測 さ れ た 。こ の 予 測 二 次 構 造 に お け る 違 い は stem-loop 標 的 LNA gapmer

が CSⅠ 標 的 LNA gapmer よ り 効 果 的 で あ っ た 理 由 の 一 つ で あ る 可 能 性 が あ

る 。Steric block ま た は gapmer と い っ た ASO の 作 用 様 式 、化 学 修 飾 お よ び

機 能 や 配 列 保 存 性 と い っ た ウ イ ル ス RNA の 性 質 を 考 慮 す る 必 要 は あ る が 、

ウ イ ル ス RNA の stem-loop 構 造 は 抗 ウ イ ル ス ASO 設 計 の た め の 基 準 の 一

つ と な る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 よ り 効 果 的 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 得 る た め

に は LNA gapmer の 塩 基 長 や 修 飾 核 酸 の 比 率 の 最 適 化 に よ る 抗 ウ イ ル ス 活

性 の 強 化 が 必 要 と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 本 研 究 で 標 的 と し た 3’UTR 以 外 の

構 造 お よ び 非 構 造 タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 の み な ら ず 、 マ イ ナ ス 鎖 ウ イ ル ス

RNA も 含 め た LNA gapmer 標 的 領 域 の 包 括 的 な 探 索 が 必 要 で あ る 。  
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2.5 小 括  

 

 こ れ ま で に SARS-CoV-2 や IAV と い っ た 病 原 性 の 高 い ウ イ ル ス に 対 す る

LNA gapmer の 増 殖 抑 制 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。し か し 、全 世 界 で 公 衆 衛 生

学 的 な 問 題 と な っ て い る フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 オ ル ソ フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 に 対 す

る LNA gapmer の 有 効 性 は 不 明 で あ る 。 本 章 で は フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 オ ル ソ

フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 ウ イ ル ス の モ デ ル で あ る JEV に 対 す る LNA gapmer の 増

殖 抑 制 効 果 を 実 証 す る た め 、 JEV 3’UTR を 標 的 と す る LNA gapmer を 複 数

設 計 し 、ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 を 行 っ た 。さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 お よ び 濃

度 依 存 性 試 験 に よ り 効 果 的 な 抗 JEV LNA gapmer を 選 定 し た 。  

 JEV の 複 製 に 重 要 な 領 域 で あ る 3’UTR に 対 し て 、JaGAr 01 株 の 部 分 的 な

3’UTR の 予 測 二 次 構 造 お よ び 他 の JEV 株 の 配 列 を 基 に 9 種 類 の LNA gapmer

を 設 計 し た 。LNA gapmer 1 は 3’UTR 内 の 同 配 列 二 か 所 を 標 的 と し た 。LNA 

gapmer 2 お よ び 3 は JEV の RNA の 複 製 に 必 要 な 過 程 で あ る ゲ ノ ム の 環 状

化 を 引 き 起 こ す 3’UTR CSⅠ モ チ ー フ を 標 的 と し た 。LNA gapmer 4、5、6、

7、8 お よ び 9 は 宿 主 の GAPDH と 相 互 作 用 す る こ と で JEV ゲ ノ ム の 複 製 を

促 進 し 、 PNA を 用 い た steric block ASO に よ る 増 殖 抑 制 効 果 が 報 告 さ れ て

い る 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と し た 。  

 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 で は 3’UTR 内 の 同 配 列 二 か 所 を 標 的 と す る LNA 

gapmer 1 な ら び に 3’UTR CSⅠ モ チ ー フ を 標 的 と す る LNA gapmer 2 お よ
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び 3 は 効 果 的 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た が 、 3’UTR stem-loop 領

域 を 標 的 と す る LNA gapmer 4、5、6、7、8 お よ び 9 は い ず れ も 有 意 な JEV

増 殖 抑 制 効 果 を 示 し た 。  

 濃 度 依 存 性 試 験 で は ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に お い て 最 も 効 果 が 高 か っ た

LNA gapmer 8 に 加 え て 、 そ の 塩 基 長 な ら び に LNA/DNA 組 成 を 調 節 し た

LNA gapmer 7 お よ び 9 を 試 験 し た 。そ の 結 果 3 種 類 全 て の LNA gapmer は

濃 度 依 存 的 に 0.5 µM の 濃 度 か ら 有 意 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す こ と が 明 ら

か と な っ た 。  

 以 上 の 結 果 よ り 、 LNA gapmer が JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す こ と 、 お よ び

JEV の 3’UTR stem-loop 領 域 は LNA gapmer が 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 す た め

に 重 要 な 領 域 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
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第 3 章  

 

 

LNA gapmer の 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 な 抗 JEV メ カ ニ ズ ム の 解 明  
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3.1 は じ め に  

 

 宿 主 細 胞 の mRNA を 標 的 と し た LNA gapmer の 有 効 性 は 多 く 報 告 さ れ て

お り 、 LNA gapmer に よ る 宿 主 mRNA の 分 解 メ カ ニ ズ ム に つ い て も 多 く の

知 見 が 報 告 さ れ て い る 57。し か し ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 標 的 と し た LNA gapmer

の 報 告 は 限 ら れ て お り 、 表 1-3 に お い て 示 し た よ う に HBV、 HCV、 SARS-

CoV-2、 IAV、 HIV-1 お よ び PRRSV に 対 し て の み で あ り 、 蚊 媒 介 性 フ ラ ビ

ウ イ ル ス に 対 す る 有 効 性 は 不 明 で あ っ た 。こ の よ う な 背 景 に お い て 第 2 章 で

は LNA gapmer に よ る オ ル ソ フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 ウ イ ル ス の モ デ ル で あ る JEV

に 対 す る 増 殖 抑 制 効 果 を 初 め て 実 証 し た 。し か し 、LNA gapmer に よ る RNase 

H 依 存 的 な ウ イ ル ス RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 な 点 が 多 く 残 さ れ

て い る 。 こ れ ま で に 合 成 HCV RNA10 8、 HCV サ ブ ゲ ノ ミ ッ ク レ プ リ コ ン

RNA107 お よ び 合 成 新 型 コ ロ ナ ウ イ ル ス RNA71 に 対 し て LNA gapmer に よ る

RNase H を 介 し た 分 解 が 報 告 さ れ て い る が 、 分 解 効 果 に お け る 塩 基 配 列 お

よ び 修 飾 核 酸 の 特 異 性 は 明 ら か に な っ て い な い 。す な わ ち 、変 異 を 起 こ し や

す い RNA ウ イ ル ス を 標 的 と す る LNA gapmer の 有 効 性 に 対 し て 、標 的 RNA

へ の 結 合 を 支 持 す る LNA 鎖 お よ び RNase H に よ り 認 識 さ れ る DNA 鎖 に お

け る 変 異 が 与 え る 影 響 は 不 明 で あ る 。 加 え て LNA gapmer に よ る ウ イ ル ス

RNA 分 解 効 果 に お け る LNA 鎖 の 特 異 性 も 不 明 で あ る 。さ ら に LNA gapmer

に よ り 誘 導 さ れ る RNase H 依 存 的 な ウ イ ル ス RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム お よ び
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効 率 の 評 価 法 も こ れ ま で に 報 告 が な い 。そ こ で 本 章 で は 塩 基 配 列 お よ び 修 飾

核 酸 の 特 異 性 の 観 点 か ら LNA gapmer の RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 目 的

と し 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 は じ め に 第 2 章 に お い て 最 も 効 果 が 高 か っ た

LNA gapmer 8 を 基 に 1 ま た は 2 塩 基 の ミ ス マ ッ チ 変 異 を 導 入 し た ミ ス マ ッ

チ LNA gapmer お よ び LNA を 持 た な い ASO で あ る all DNA を 設 計 し た 。

設 計 し た ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び all DNA を 用 い て 、 プ ラ ー ク ア ッ

セ イ お よ び 本 章 で 構 築 し た LNA gapmer に よ る ウ イ ル ス RNA 分 解 効 果 を 定

量 す る 新 規 評 価 法 で あ る 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ を 行 っ た 。  

 

3.2 材 料 お よ び 方 法  

 

3.2.1 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer の 設 計 お よ び 合 成  

 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer は 第 2 章 に お い て 最 も JEV 増 殖 抑 制 効 果 が 高 か

っ た LNA gapmer 8 を 基 に 設 計 さ れ た （ 図 3-1）。 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer

に お い て 置 換 し た 塩 基 と そ の 位 置 は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 お よ び プ リ ン 塩 基 間 の

転 移 な ら び に 機 能 的 領 域 を 考 慮 し て 決 定 し た 。修 飾 核 酸 の 特 異 性 を 確 か め る

た め LNA を 持 た な い 全 て DNA で 構 成 さ れ た ASO（ all DNA）を 設 計 し た 。

全 て の ミ ス マ ッ チ LNA gapmer は PS 修 飾 を 付 加 し て 、HPLC グ レ ー ド で 合

成 し た （ Ajinomoto Bio-Pharma Services GeneDesign, Inc., Osaka, Japan）。 
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3.2.2 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン  

 増 殖 培 地 で 調 整 し た Vero 細 胞 を 細 胞 培 養 用 24 well plate に 1.0×105 個

/well で 播 種 し た 。そ の 後 、95％  confluency の 細 胞 を 得 る た め 、24 well plate

を 37℃・5％ CO2 条 件 下 で 24 時 間 培 養 し た 。培 養 し た Vero 細 胞 に 0.05 MOI

で JEV を 感 染 さ せ た 。JEV 希 釈 液 に は 維 持 培 地（ 2%FBS 添 加 EMEM、抗 生

物 質 な し ） を 用 い た 。 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は

Lipofectamine RNAiMAX を 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 行 っ た 。 0.05 

MOI に 調 整 し た JEV 液 を そ れ ぞ れ 100 µL/well 接 種 し 、15 分 毎 に tilting し

な が ら 37℃・5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。イ ン キ ュ ベ ー ト

の 間 、 Opti-MEM を 溶 媒 と し て 15 µM の ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び 3 

µL の Lipofectamine RNAiMAX を 含 む 80 µL の 混 合 溶 液 を 調 整 し た 。 そ の

後 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を 終 濃 度 で あ る 5 µM に 調 整 す る た め に 抗 生 物 質

を 含 ま な い 5%FBS 添 加 EMEM 培 地 で 240 µL の 容 量 に 3 倍 希 釈 し た 。 JEV

を Vero 細 胞 に 1 時 間 接 種 し た 後 、 各 well に 800 µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い

5%FBS 添 加 EMEM 培 地 を 加 え た 。 ウ イ ル ス 液 を ア ス ピ レ ー タ ー で 除 去 後 、

上 記 で 用 意 し た LNA 溶 液 230 µL を Vero 細 胞 に 添 加 し 4 時 間 処 置 す る こ と

で ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を Vero 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。ト ラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て Vero 細 胞 を 、 800 µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い

5%FBS 添 加 EMEM 培 地 を 用 い て 洗 浄 し 、維 持 培 地 で 培 養 し た 。培 養 し た 上

清 を 感 染 か ら 24 時 間 後 （ hpi） に 回 収 し プ ラ ー ク ア ッ セ イ に 用 い た 。  
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3.2.3 プ ラ ー ク ア ッ セ イ  

 Vero 細 胞 を 細 胞 培 養 用 12 well plate に 2.0×105 個 /well で 播 種 し 、 増 殖

培 地 中 で 培 養 し た 。増 殖 培 地 を 除 去 後 、95%以 上 の confluency の Vero 細 胞

に 維 持 培 地 で 希 釈 し た 10 倍 階 段 希 釈 ウ イ ル ス 培 養 上 清 100 µL を 接 種 し た 。

15 分 毎 に tilting し な が ら 37℃ ・ 5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 感 染 さ せ た 。 感 染

後 、 細 胞 を 維 持 培 地 で 洗 浄 し 、 1 mL の 半 流 動 培 地 （ 1%メ チ ル セ ル ロ ー ス 、

2%FBS お よ び 0.5%抗 生 物 質 溶 液 を 含 む EMEM 培 地 ）を 重 層 し た 。72 時 間

の 培 養 後 、 細 胞 を 固 定 す る た め に 500 µL の 10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン を 各

well に 加 え 、 12 well plate を UV 下 で 30 分 間 静 置 し た 。 細 胞 の 固 定 後 、 細

胞 を 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し 0.5%ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し た 。 10-3 倍

お よ び 10-4 倍 希 釈 の ウ イ ル ス 培 養 上 清 を 接 種 し た well の プ ラ ー ク 数 を 数 え 、

ウ イ ル ス 力 価 を PFU/mL と し て 算 出 し 、 そ の 平 均 値 を 統 計 解 析 に 用 い た 。  

 

3.2.4 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ  

 3’UTR stem-loop 領 域 標 的 LNA gapmer に 相 補 的 な 17 塩 基 の 標 的 JEV 

RNA 配 列 は HPLC グ レ ー ド で 合 成 し た （ Ajinomoto Bio-Pharma Services 

GeneDesign, Inc.）。 LNA gapmer ま た は ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 1.5 µM、

合 成 JEV RNA 6 µM お よ び 大 腸 菌 由 来 RNase H 50 units/mL（ New England 

Biolabs, MA, USA）を 全 量 100 µL の 1×RNase H reaction buffer に 調 整 し 、

37℃ で 120 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。20 µL の 反 応 溶 液 を 反 応 後 0、5、10、
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30、60 お よ び 120 分 に 回 収 し た 。回 収 し た 反 応 溶 液 は 直 ち に 1 µL の 0.5 M 

EDTA（ pH 8.0, NIPPON GENE, Tokyo, Japan） を 加 え る こ と で 反 応 を 停 止

し 、21 µL の 等 量 の ホ ル ム ア ミ ド（ Wako）で 変 性 し た 。サ ン プ ル は 直 ち に 次

の 過 程 で 使 用 ま た は 使 用 す る ま で -80 ℃ で 保 存 し た 。 サ ン プ ル を 等 量 の

NovexTM TBE-Urea sample buffer（ Thermo Fisher Scientific） と 混 合 し 、

70℃ 、 4 分 の 熱 処 理 を 行 っ た 後 、 直 ち に 氷 上 で 冷 や し た 。 20 µL の サ ン プ ル

お よ び 12 µL の microRNA marker（ New England Biolabs） を 10 well の

Mini-PROTEAN 15%TBE-urea gel（ Bio-Rad, CA, USA） に ア プ ラ イ し て 、

200 V、 30 分 間 電 気 泳 動 し た 。 ゲ ル を SYBRⓇ GreenⅡ （ Thermo Fisher 

Scientific）に よ り 染 色 し 、Blue tray（ Bio-Rad）を セ ッ ト し た Gel DocTM  EZ 

system（ Bio-Rad） を 用 い て 撮 影 し た 。 バ ン ド 輝 度 を ImageJ ソ フ ト ウ ェ ア

（ version 1.53k; NIH） を 用 い て 定 量 し た 。  

 

3.2.5 統 計 解 析  

プ ラ ー ク ア ッ セ イ に お け る 統 計 解 析 で は PFU/mL を 正 規 分 布 に 従 う デ ー

タ に す る た め 対 数 に 変 換 し 、 GraphPad Prism 8 を 用 い て 、 一 元 配 置 分 散 分

析 に 続 き post hoc Tukey–Kramer multiple comparison test に よ り 解 析 し た 。 

生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ で の バ ン ド 輝 度 の 定 量 解 析 に お け る 検 定 で は

Statcel-the Useful  Addin Forms on Excel-4th ed （OMS Ltd., Saitama, Japan）

を 用 い て Shirley− Williams test を 行 っ た 。  
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3.3 成 績  

 

3.3.1 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer の 設 計 お よ び 合 成  

 標 的 JEV RNA お よ び LNA gapmer の 二 量 体 複 合 体 に 対 す る RNase H の

反 応 を 介 し た ウ イ ル ス RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め に ミ ス マ ッ チ

LNA gapmer を 設 計 し た （ 図 3-1）。 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer は 第 2 章 に お

い て 最 も JEV 増 殖 抑 制 効 果 が 高 か っ た LNA gapmer 8 の 塩 基 配 列 を 基 準 に

1～ 2 塩 基 の ミ ス マ ッ チ 変 異 を 導 入 し て 設 計 し た 。 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer

に お い て 置 換 し た 塩 基 と そ の 位 置 は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 お よ び プ リ ン 塩 基 間 の

転 移 な ら び に 機 能 的 領 域 を 考 慮 し て 決 定 し た 。す な わ ち 、シ ト シ ン お よ び グ

ア ニ ン 結 合 は ア デ ニ ン お よ び チ ミ ン 結 合 よ り 結 合 力 が 強 く LNA gapmer の

標 的 RNA に 対 す る 結 合 力 へ の 影 響 が 大 き い と 考 え ら れ る た め 、 シ ト シ ン ま

た は グ ア ニ ン を そ れ ぞ れ グ ア ニ ン ま た は シ ト シ ン に ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン し

た 。ま た 、ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 1、2 お よ び 3 は 標 的 RNA へ の 結 合 力 に

関 わ る LNA 鎖 に 1 ま た は 2 ミ ス マ ッ チ 塩 基 を 、 LNA gapmer 4 は RNase H

が 認 識 す る 領 域 で あ る DNA 鎖 に 2 ミ ス マ ッ チ 塩 基 を 導 入 し た 。さ ら に 抗 ウ

イ ル ス gapmer ASO に お け る LNA 修 飾 の 重 要 性 を 確 か め る た め に 全 て DNA

で 構 成 さ れ る all DNA を 設 計 し た 。  
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3.3.2 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ る LNA gapmer の 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特

異 的 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 解 析  

 LNA gapmer に よ る JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 性

を 解 析 す る た め に 、 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を 5 µM で Vero 細 胞 に ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ の JEV 増 殖 抑 制 効 果 を プ ラ ー ク ア ッ セ イ に て 評 価 し

た （ 図 3-2）。 そ の 結 果 、 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び all DNA で 有 意 に

減 弱 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 活 性 が 観 察 さ れ た 。 ウ イ ル ス コ ン ト ロ ー ル と 比 べ て 、

一 塩 基 の ミ ス マ ッ チ を 持 つ LNA gapmer 2 を 除 く 全 て の ミ ス マ ッ チ LNA 

gapmer お よ び all DNA は 、 オ リ ジ ナ ル の LNA gapmer 8 と 異 な り 、 JEV 力

価 の 有 意 な 減 少 を 誘 導 し な か っ た 。 LNA 鎖 お よ び DNA 鎖 に そ れ ぞ れ 2 ミ

ス マ ッ チ 塩 基 を 持 つ ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 1 お よ び 4 は 、 1 ミ ス マ ッ チ 塩

基 を 持 つ ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 2 お よ び 3 に 比 べ て よ り 大 き い 抗 ウ イ ル

ス 活 性 の 減 少 を 示 し た 。ま た 、オ リ ジ ナ ル の LNA gapmer 8 と 比 べ て 、全 て

の ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び all DNA の JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 有 意 な 減

少 が 観 察 さ れ た 。  

 

3.3.3 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ る LNA gapmer の RNase H 依 存 的

な JEV RNA 分 解 効 果 の 解 析  

 細 胞 内 に お け る LNA gapmer の JEV RNA に 対 す る 分 解 反 応 を 再 現 す る た

め に 、 RNase H の 添 加 に よ っ て 生 じ る LNA gapmer と 合 成 標 的 JEV RNA の
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複 合 体 の バ ン ド 消 失 を 指 標 と し た 細 胞 を 用 い な い RNA 分 解 ア ッ セ イ を 構 築

し た 。 本 RNA 分 解 ア ッ セ イ に お い て 、 本 LNA gapmer が RNase H 依 存 的

か つ 経 時 的 に JEV RNA 配 列 を 分 解 で き る こ と が 証 明 さ れ た （ 図 3-3、 図 3-

4、 図 3-5）。 LNA gapmer 7、 8 お よ び 9 で は 、 RNase H 添 加 5 分 後 に RNA

お よ び LNA gapmer の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 起 因 す る ヘ テ ロ 二 量 体 の

複 合 体 の バ ン ド 輝 度 が 50%以 下 ま で 減 少 し 、標 的 JEV RNA 配 列 の 有 意 な 分

解 を 誘 導 し た 。こ れ ら の RNA お よ び LNA gapmer の 複 合 体 の バ ン ド は RNase 

H 添 加 30 分 後 に は 、ほ ぼ 完 全 に 消 失 し た 。ま た RNase H 存 在 下 ま た は 非 存

在 下 に お い て 120 分 後 の サ ン プ ル ま で 試 験 し た RNA 分 解 ア ッ セ イ で は 、

RNase H は LNA gapmer に よ る 標 的 JEV RNA の 分 解 に 必 須 で あ る こ と が 確

認 さ れ た（ 図 3-6）。な お 、RNase H に よ る JEV RNA の 非 特 異 的 な 分 解 は 観

察 さ れ な か っ た 。  

 

3.3.4 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ る LNA gapmer の 塩 基 配 列 お よ び

修 飾 核 酸 特 異 的 な JEV RNA 分 解 効 果 の 解 析  

 LNA gapmer に よ る JEV RNA 分 解 効 果 の 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 性

を 解 析 す る た め に ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を 用 い て 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ

セ イ を 行 っ た と こ ろ 、 LNA gapmer の 合 成 JEV RNA へ の 結 合 力 お よ び 分 解

活 性 は ミ ス マ ッ チ 塩 基 ま た は LNA の 除 去 に よ り 顕 著 に 減 少 す る こ と が 明 ら

か と な っ た 。 LNA 鎖 ま た は RNase H 結 合 DNA 領 域 に そ れ ぞ れ 2 ミ ス マ ッ
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チ 塩 基 を 含 む ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 1、 4 お よ び all DNA は 、 合 成 JEV 

RNA と 複 合 体 を 形 成 し な か っ た（ 図 3-7）。一 方 、LNA 鎖 に 1 ミ ス マ ッ チ 塩

基 を 含 む ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 2 お よ び 3 は 合 成 JEV RNA と 複 合 体 を 形

成 し た が 、減 弱 し た RNA 分 解 活 性 を 示 し た（ 図 3-8）。す な わ ち 、ミ ス マ ッ

チ LNA gapmer 2 ま た は ミ ス マ ッ チ LNA gapmer 3 お よ び 標 的 JEV RNA の

複 合 体 バ ン ド の 50%減 少 率 は そ れ ぞ れ 10 分 後 お よ び 30 分 後 に 観 察 さ れ た 。

こ れ ら の 分 解 時 間 は オ リ ジ ナ ル の LNA gapmer 8 の 50%分 解 時 間 で あ る 5

分 よ り 長 か っ た 。 こ の 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ の 結 果 は 前 述 の プ ラ ー ク

ア ッ セ イ と 一 致 し て お り 、 JEV RNA 標 的 LNA gapmer は 塩 基 配 列 お よ び 修

飾 核 酸 特 異 的 に RNase H 介 在 性 RNA 分 解 を 誘 導 し 、抗 ウ イ ル ス 活 性 を 発 揮

す る こ と が 示 さ れ た 。  
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図 3-1 本 研 究 で 使 用 し た ミ ス マ ッ チ LNA gapmer（ MM） の 配 列 。  
オ リ ジ ナ ル の LNA gapmer 8 と 比 較 し て ミ ス マ ッ チ 塩 基 は 白 文 字 で 表 さ

れ て い る 。 赤 お よ び 青 の 四 角 は そ れ ぞ れ LNA お よ び DNA を 示 し て い る 。
MM1、 MM2 お よ び MM3 は 2 ま た は 1 ミ ス マ ッ チ 塩 基 を LNA 鎖 に 含 ん で
い る 。 MM4 は 2 ミ ス マ ッ チ 塩 基 を RNase H 結 合 DNA 領 域 に 有 し て い る 。
All DNA は LNA gapmer 8 と 同 じ 配 列 を 持 つ が LNA を 有 さ な い 。  
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図 3-2 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 明 ら か と な っ た ミ ス マ ッ チ LNA gapmer の
減 弱 し た JEV 増 殖 抑 制 効 果  
 JEV JaGAr 01 株 を 0.05 MOI で Vero 細 胞 に 感 染 さ せ た 後 、 LNA gapmer
を 5 µM の 濃 度 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ウ イ ル ス 力 価 （ PFU/mL） は
Vero 細 胞 を 用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 4 回 の 独 立
し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 の 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を 示 し て い る 。結 果
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 RNAiMAX（ Vehicle） の み の コ ン ト ロ ー ル を
100%と し た パ ー セ ン テ ー ジ 相 対 比 で 示 さ れ て い る 。 対 数 値 を 用 い た 統 計 解
析 は 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–Kramer multiple comparison 
test に よ り 行 わ れ た ( ウ イ ル ス コ ン ト ロ ー ル に 対 し て  ** p<0.01 、 *** 
p<0.001、 LNA gapmer 8 に 対 し て † †  p<0.01、 † † †  p<0.001)。  
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図 3-3 LNA gapmer 8 と 合 成 JEV RNA の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 模 式 図  
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図 3-4 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 明 ら か と な っ た LNA gapmer 8 の RNaseH
を 介 し た 経 時 的 な 合 成 JEV RNA の 分 解  

（ a） 合 成 JEV RNA お よ び LNA gapmer の 二 量 体 形 成 に 起 因 す る 複 合 体 の
バ ン ド 画 像 お よ び バ ン ド 輝 度 を 数 値 化 し た グ ラ フ 。 グ ラ フ は RNase H を 添
加 し て い な い（ -）の 陰 性 対 照 を 100%と し て 、3 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 お
よ び 標 準 偏 差 で 表 し て い る 。統 計 解 析 で は Shirley-Williams test を 実 施 し た
（ RNase H 添 加 後 0 分 に 対 し て  * p < 0.05, ** p < 0.01）。（ b） 図 3-3（ a）
の 元 の 写 真 。 LNA gapmer 8 に よ る 経 時 的 な RNA 分 解 を 示 し て い る 。 赤 い
矢 印 ： RNA お よ び LNA gapmer の 複 合 体 。  
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図 3-5 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 明 ら か と な っ た LNA gapmer 7 お よ び 9 の
RNase H を 介 し た 経 時 的 な 合 成 JEV RNA の 分 解  
（ a） 合 成 JEV RNA お よ び LNA gapmer の 二 量 体 形 成 に 起 因 す る 複 合 体 の
バ ン ド 画 像 お よ び バ ン ド 輝 度 を 数 値 化 し た グ ラ フ 。 グ ラ フ は RNase H を 添
加 し て い な い（ -）の 陰 性 対 照 を 100%と し て 、3 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 お
よ び 標 準 偏 差 を 表 し て い る 。統 計 解 析 で は Shirley-Williams test を 実 施 し た
（ RNase H 添 加 後 0 分 に 対 し て  * p < 0.05, ** p < 0.01）。（ b） 図 3-4（ a）
の 元 の 写 真 。 LNA gapmer 7 お よ び 9 に よ る 経 時 的 な RNA 分 解 を 示 し て い
る 。 赤 い 矢 印 ： RNA お よ び LNA gapmer の 複 合 体 。  
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図 3-6 RNase H 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お け る LNA gapmer 8 の 合 成 JEV 
RNA の 分 解 。  

M： RNA マ ー カ ー 。 赤 い 矢 印 ： RNA お よ び LNA gapmer の 複 合 体 。  
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図 3-7 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 明 ら か と な っ た 2 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 持 つ
LNA gapmer（ MM）お よ び 全 て DNA か ら な る ASO（ all DNA）の 合 成 JEV 
RNA へ の 結 合 力 の 消 失  
（ a）LNA 鎖 ま た は DNA 領 域 に 2 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 持 つ MM1 お よ び MM4、
LNA が 除 去 さ れ た all DNA で は 標 的 RNA へ の 結 合 能 が 消 失 し た 。バ ン ド 輝
度 の グ ラ フ は RNase H 非 存 在 下 の 0 分 を 100％ と し た パ ー セ ン テ ー ジ で 表
し た（ 平 均 、標 準 偏 差 、n=3）。統 計 解 析 の た め に Shirley-Williams test を 実
施 し た （ RNase H 添 加 後 0 分 に 対 し て  * p < 0.05, ** p < 0.01）。（ b） 図 3-
7（ a）の 元 の 写 真 。ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び DNA の み で 構 成 さ れ る
ASO を 用 い た RNA 分 解 ア ッ セ イ を 示 し て い る 。赤 い 矢 印：RNA お よ び LNA 
gapmer の 複 合 体 。  
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図 3-8 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 明 ら か と な っ た 1 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 持 つ
LNA gapmer（ MM） の 合 成 JEV RNA に 対 す る 分 解 効 率 の 低 下  
（ a） LNA 鎖 に 1 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 持 つ MM2 お よ び MM3 で は 標 的 JEV 
RNA 配 列 の 分 解 能 が 減 弱 し た 。バ ン ド 輝 度 の グ ラ フ は RNase H 非 存 在 下 の
0 分 を 100％ と し た パ ー セ ン テ ー ジ で 表 し た（ 平 均 、標 準 偏 差 、n=3）。統 計
解 析 の た め に Shirley-Williams test を 実 施 し た（ RNase H 添 加 後 0 分 に 対 し
て  * p < 0.05, ** p < 0.01）。（ b） 図 3-8（ a） の 元 の 写 真 。 ミ ス マ ッ チ LNA 
gapmer RNA 分 解 ア ッ セ イ を 示 し て い る 。赤 い 矢 印：RNA お よ び LNA gapmer
の 複 合 体 。  
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3.4 考 察  

 

 本 章 で は 、ウ イ ル ス RNA 標 的 LNA gapmer が RNase H を 介 し て JEV RNA

を 分 解 し 、 抗 JEV 活 性 を 誘 導 す る と い う 作 用 メ カ ニ ズ ム を 実 証 し た 。 ミ ス

マ ッ チ 塩 基 を 有 す る LNA gapmer を 用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ で は 、 抗 ウ イ

ル ス 活 性 の 有 意 な 減 少 が 示 さ れ た 。 LNA 鎖 ま た は RNase H 結 合 DNA 領 域

に 2 ミ ス マ ッ チ を 含 む LNA gapmer お よ び all DNA ASO で は 、 JEV 増 殖 抑

制 作 用 が 有 意 に 減 弱 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。一 方 、LNA gapmer 配 列 に

お け る 1 ミ ス マ ッ チ の 導 入 は 、 LNA gapmer の 抗 JEV 活 性 に 中 程 度 の 障 害

を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。本 プ ラ ー ク ア ッ セ イ の 結 果 は 、同 じ ミ ス マ ッ チ

LNA gapmer を 使 用 し た 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ の 結 果 と 一 致 し て お り 、

LNA gapmer の 標 的 ウ イ ル ス RNA へ の 作 用 が ミ ス マ ッ チ 塩 基 の 数 に 応 じ て 、

異 な る メ カ ニ ズ ム で 障 害 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。す な わ ち 、生 化 学 的

RNA 分 解 ア ッ セ イ に お い て 示 さ れ て い る よ う に 、 LNA gapmer に お け る 2

ミ ス マ ッ チ ま た は LNA の 欠 如 が 標 的 JEV RNA 配 列 に 対 す る 結 合 親 和 性 を

消 失 さ せ 、LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果 の 不 活 性 化 に 寄 与 し て い る こ と が

示 さ れ た 。一 方 、1 ミ ス マ ッ チ を 含 む LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 減 弱

は 、RNA 分 解 ア ッ セ イ で 示 さ れ て い る よ う に 標 的 RNA の 減 弱 し た 分 解 効 率

が 原 因 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の ウ イ ル ス RNA 標 的 LNA gapmer

の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 、オ リ ジ ナ ル LNA gapmer が 標 的 JEV RNA 配 列 を RNase 
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H 存 在 下 で 経 時 的 に 分 解 す る こ と か ら も 支 持 さ れ た 。 ミ ス マ ッ チ LNA 

gapmer を 用 い た 本 研 究 は 、LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 活 性 が ウ イ ル ス RNA

配 列 の 分 解 能 と 関 連 し て い る こ と を 初 め て 報 告 し た も の で あ る 。  

こ れ ま で に LNA gapmer に よ る 合 成 HCV RNA108、 HCV サ ブ ゲ ノ ミ ッ ク

レ プ リ コ ン RNA107 お よ び 合 成 SARS-CoV-2 RNA71 に お い て 、 LNA gapmer

の RNase H を 介 し た ウ イ ル ス RNA の 分 解 が 報 告 さ れ て い る 。こ れ ら の 報 告

で は 本 章 の 結 果 と 類 似 し た 結 果 が 示 さ れ て い る 。す な わ ち 、LNA gapmer の

HCV レ プ リ コ ン RNA 産 生 抑 制 能 は 1 ミ ス マ ッ チ 塩 基 に よ り 減 弱 し 、2 ま た

は 3 ミ ス マ ッ チ 塩 基 に よ り 消 失 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 LNA 

gapmer の 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 に 対 す る 抑 制 効 果 の 塩 基 配 列 特 異 性 は

こ れ ま で 報 告 が な い 。 す な わ ち 、 LNA gapmer の RNA 分 解 を 介 し た 感 染 性

ウ イ ル ス 粒 子 に 対 す る 増 殖 抑 制 効 果 の 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 性 は 明

ら か に な っ て い な い 。本 研 究 で は 細 胞 内 で の ウ イ ル ス 増 殖 を 評 価 す る プ ラ ー

ク ア ッ セ イ と 無 細 胞 系 の 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ を 組 み 合 わ せ る こ と で

LNA gapmer が 感 染 性 JEV 粒 子 の 産 生 を 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 に 抑 制

す る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 本 結 果 は LNA 鎖 お よ び RNase H 結 合 DNA

領 域 の 配 列 特 異 性 が 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 発 現 に 等 し く 重 要 で あ る と い う LNA 

gapmer の 設 計 に お い て 重 要 な 見 解 を 示 唆 し て い る 。  
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3.5 小 括  

 

 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 性 の 観 点 か ら LNA gapmer に よ る JEV 増 殖

抑 制 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る た め に 、 第 2 章 に お い て 最 も JEV 増 殖 抑 制

効 果 が 高 か っ た LNA gapmer 8 を 基 準 に 複 数 の ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を

設 計 し プ ラ ー ク ア ッ セ イ お よ び 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ を 行 っ た 。  

 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer は LNA gapmer 8 に ピ リ ミ ジ ン 塩 基 お よ び プ リ

ン 塩 基 間 の ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン な ら び に 機 能 的 領 域 を 考 慮 し て 1 ま た は 2

塩 基 の ミ ス マ ッ チ 変 異 を 導 入 す る こ と で 設 計 し た 。ま た 、修 飾 核 酸 の 特 異 性

を 確 か め る た め 、 LNA 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド を 全 て DNA に 置 換 し た ASO を 設

計 し た 。 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を 用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ で は ミ ス マ ッ

チ 変 異 の 導 入 お よ び LNA の 除 去 に よ り LNA gapmer に よ る JEV 増 殖 抑 制 効

果 が 有 意 に 減 弱 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。  

 本 研 究 で 構 築 し た ウ イ ル ス RNA 配 列 に 対 す る RNA 分 解 ア ッ セ イ で は 、

LNA gapmer が RNase H 依 存 的 か つ 経 時 的 に JEV RNA 配 列 を 分 解 す る こ と

が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 ミ ス マ ッ チ LNA gapmer を 用 い た RNA 分 解 ア

ッ セ イ で は ミ ス マ ッ チ 塩 基 の 導 入 お よ び LNA の 除 去 に よ り LNA gapmer の

標 的 JEV RNA 配 列 に 対 す る 結 合 親 和 性 ま た は 分 解 活 性 が 顕 著 に 低 下 す る こ

と が 明 ら か と な っ た 。  

 本 研 究 で は ウ イ ル ス 増 殖 を 評 価 す る プ ラ ー ク ア ッ セ イ お よ び 無 細 胞 系 の
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生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ の 結 果 が 一 致 し て い た こ と か ら 、JEV RNA 標 的

LNA gapmer は 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 に RNase H 介 在 性 RNA 分 解

を 誘 導 し 、 抗 JEV 活 性 を 発 揮 し て い る こ と が 示 さ れ た 。  
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第 4 章  

 

 

ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 を 用 い た JEV 感 染 実 験 お よ び in silico 解 析 に

よ る LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 安 全 性 試 験  
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4.1 は じ め に  

 

 第 2 章 に お い て JEV 標 準 株 で あ る GⅢ 型 JaGAr 01 株 を 用 い て 感 染 さ せ た

Vero 細 胞 に お け る LNA gapmer の ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 の 有 効 性 が 実 証 さ

れ た 。 ま た 、 第 3 章 に お い て JEV RNA 標 的 LNA gapmer が 塩 基 配 列 お よ び

修 飾 核 酸 特 異 的 に RNase H 介 在 性 RNA 分 解 を 誘 導 す る こ と で 抗 JEV 活 性

を 発 揮 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 し か し 、 主 に 脳 の 神 経 細 胞 に 感 染 す る

JEV の 治 療 薬 の 開 発 の た め に は LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 安 全 性 を 病 態

発 現 の 場 と な る ヒ ト 神 経 細 胞 に お い て 評 価 す る 必 要 が あ る 。ま た 、JEV は ア

ジ ア に お い て 主 に GⅠ 型 お よ び GⅢ 型 が 流 行 し て い る こ と か ら 、抗 ウ イ ル ス

LNA gapmer に は 異 な る RNA ゲ ノ ム 配 列 を 持 つ JEV 遺 伝 子 型 お よ び 野 外 株

に 対 し て 広 域 ス ペ ク ト ル 活 性 を 有 す る こ と が 求 め ら れ る 。 そ こ で 本 章 で は 、

最 初 に JEV 感 染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 を 用 い て 、

JaGAr 01 株 に 対 す る LNA gapmer の 有 効 性 を プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 評 価

し た 。 ま た 、 LNA gapmer 標 的 領 域 を 増 幅 す る RT-qPCR に よ り 、 プ ラ ー ク

ア ッ セ イ で 使 用 さ れ た 同 一 の 細 胞 サ ン プ ル を 用 い て 、LNA gapmer が ヒ ト 神

経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お い て JEV RNA 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る か を 調 べ

た 。次 に 、細 胞 生 存 率 を 指 標 と し た 細 胞 毒 性 試 験 お よ び GGGenome を 用 い

た BLAST 解 析 に よ り 、 ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に 対 す る LNA gapmer

の 配 列 非 依 存 的 お よ び 依 存 的 細 胞 毒 性 を 調 べ た 。さ ら に 、JEV ゲ ノ ム デ ー タ
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ベ ー ス 解 析 お よ び 各 遺 伝 子 型 代 表 株 を 用 い た RNA 二 次 構 造 予 測 に よ り 本

LNA gapmer の 標 的 配 列 お よ び 二 次 構 造 の 保 存 性 を 調 べ る こ と に よ り 、異 な

る 遺 伝 子 型 の JEV 野 外 株 に 対 す る LNA gapmer の 有 効 性 を 予 測 し た 。 最 後

に ア ジ ア に お い て 中 心 的 に 流 行 し て い る GⅠ 型 お よ び Ⅲ 型 に 属 す る JEV 野

外 株 に 対 す る LNA gapmer の 実 際 の 有 効 性 を プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 評 価

し た 。  

 

4.2 材 料 お よ び 方 法  

 

4.2.1 培 養 細 胞  

 Vero 細 胞 お よ び ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株（ SK-N-SH 細 胞：RCB0426）

は 、 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ ン タ ー （ RIKEN BRC） よ り 得 ら れ

た 。Vero 細 胞 は 10%非 働 化 FBS お よ び 0.5%抗 生 物 質 溶 液 添 加 EMEM 培 地

を 増 殖 培 地 と し て 用 い て 37℃ 、5%CO2 条 件 下 で 培 養 し た 。SK-N-SH 細 胞 は

抗 生 物 質 を 含 ま な い 10%非 働 化 FBS 添 加 Minimum Essential Medium α

（ MEMα ） 培 地 （ Wako、 製 品 番 号 ： 137-17215） を 増 殖 培 地 と し て 用 い て

37℃ 、5%CO2 条 件 下 で 培 養 し た 。細 胞 の 凍 結 保 存 に は Cell Bunker 2 を 用 い

て -80℃ で 8 時 間 以 上 冷 却 し た 。 そ の 後 、 液 体 窒 素 中 に お い て 凍 結 細 胞 を 保

存 し た 。  
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4.2.2 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 株  

 本 研 究 で 使 用 し た 5 種 類 の JEV 株 ： JaGAr 01 株 （ GⅢ 型 、 accession no. 

AF069076.1）、 J-8-170-B 株 （ GⅠ 型 、 accession no. LC777833）、 J-8-194-S

株 （ GⅠ 型 、 accession no. LC777834）、 Mie44-1 株 （ GⅢ 型 、 accession no. 

LC777831）お よ び AS6 株（ GⅢ 型 、accession no. LC777832）は Vero 細 胞

に お い て 3 回 継 代 し た 。Vero 細 胞 を T75 フ ラ ス コ に 播 種 し 、95% confluency

以 上 に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 そ の 後 JEV 液 を 室 温 で 解 凍 し 、 2%FBS お よ び

0.5×抗 生 物 質 溶 液 を 含 む EMEM 培 地 で 10-2 倍 に 希 釈 し た 。T75 フ ラ ス コ か

ら 培 養 上 清 を 除 去 し 、 1.5 ml の 10-2 倍 希 釈 JEV 液 を 接 種 し た 。 15 分 毎 に

tilting し な が ら 、37℃・5％ CO2 条 件 下 で 60 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。T75

フ ラ ス コ か ら JEV 液 を 除 去 し 、2%FBS お よ び 0.5％ 抗 生 物 質 溶 液 添 加 EMEM

培 地 を 15 ml 加 え 、 細 胞 変 性 効 果 （ Cytopathic effect： CPE） が 観 察 さ れ る

ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CPE が 観 察 さ れ た 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し 、 2000 

×g、15 分 、室 温 で 遠 心 し た 。遠 心 後 、上 清 を 0.3 ml ず つ ク ラ イ オ チ ュ ー ブ

に 分 注 し 、-80℃ で 保 存 し た 。ウ イ ル ス ス ト ッ ク の 力 価 は MOI を 決 定 す る た

め に Vero 細 胞 を 用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 定 量 し た 。  

 

4.2.3  JEV RNA 二 次 構 造 の 予 測  

 SH 53 株 (GI 型 、accession no. JN381850.1)、FU 株 (GⅡ 型 、accession no. 

AF217620.1)、 JaGAr 01 株 、 GP78 株 (GⅢ 型 、 accession no. AF075723.1)、
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JKT6468 株 (GⅣ 型 、 accession no. AY184212.1)お よ び Muar 株 (GⅤ 型 、

accession no. HM596272.1)の 完 全 長 ゲ ノ ム 配 列 は NCBI GenBank か ら 得 ら

れ た 。 得 ら れ た JEV 配 列 の 3’UTR の 一 部 で あ る 、 10,700 塩 基 以 降 に お い

て 、 RNAfold program を 用 い て 3’UTR の ゲ ノ ム 二 次 構 造 を 予 測 し た （ ア ク

セ ス 日 ： 2022 年 11 月 29 日 ）。  

 

4.2.4 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン  

 SK-N-SH 細 胞 を 細 胞 培 養 用 24 well plate に 1.4×105 個 /well で 播 種 し た 。

そ の 後 、 24 well plate に て 95％  confluency に な る ま で 37℃ ・ 5％ CO2 条 件

下 で 72 時 間 培 養 し た 。 培 養 し た SK-N-SH 細 胞 に 0.05 MOI で JEV を 感 染

さ せ た 。 JEV 希 釈 液 に は 抗 生 物 質 を 含 ま な い 2%FBS 添 加 MEMα 培 地 （ 維

持 培 地 ） を 用 い た 。 LNA gapmer の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は Lipofectamine 

RNAiMAX を 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 行 っ た 。 0.05 MOI に 調 整 し

た JEV 液 を そ れ ぞ れ 100 µL/well 接 種 し 、 15 分 毎 に tilting し な が ら 37℃ ・

5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト の 間 、 Opti-

MEM を 溶 媒 と し て 0.15 か ら 1.5 µM の LNA gapmer お よ び 3 µL の

Lipofectamine RNAiMAX を 含 む 80 µL の 混 合 溶 液 を 調 整 し た 。そ の 後 LNA 

gapmer を 終 濃 度 で あ る 0.05 か ら 0.5 µM に 調 整 す る た め に 抗 生 物 質 を 含 ま

な い 5%FBS 添 加 MEMα 培 地 で 240 µL の 容 量 に 3 倍 希 釈 し た 。JEV を SK-

N-SH 細 胞 に 1 時 間 接 種 し た 後 、 各 well に 800 µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い
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5%FBS 添 加 MEMα 培 地 を 加 え た 。 ウ イ ル ス 液 を ア ス ピ レ ー タ ー で 除 去 後 、

上 記 で 用 意 し た LNA 溶 液 230 µL を SK-N-SH 細 胞 に 添 加 し 4 時 間 処 置 す る

こ と で LNA gapmer を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

溶 液 を 除 去 し た 後 、SK-N-SH 細 胞 を 、800 µL の 抗 生 物 質 を 含 ま な い 5%FBS

添 加 MEMα 培 地 を 用 い て 洗 浄 し 、維 持 培 地 で 培 養 し た 。JaGAr 01 株 を 培 養

し た 上 清 は 感 染 か ら 24 時 間 後（ hpi）に 、他 の JEV 野 外 株 を 培 養 し た 上 清 は

感 染 か ら 48 hpi に 回 収 し プ ラ ー ク ア ッ セ イ に 用 い た 。  

 

4.2.5 プ ラ ー ク ア ッ セ イ  

 Vero 細 胞 を 細 胞 培 養 用 12 well plate に 2.0×105 個 /well で 播 種 し 、 増 殖

培 地 中 で 培 養 し た 。増 殖 培 地 を 除 去 後 、95%以 上 の confluency の Vero 細 胞

に 維 持 培 地 で 希 釈 し た 10 倍 階 段 希 釈 ウ イ ル ス 培 養 上 清 100 µL を 接 種 し た 。

15 分 毎 に tilting し な が ら 37℃ ・ 5%CO2 条 件 下 で 1 時 間 感 染 さ せ た 。 感 染

後 、 細 胞 を 維 持 培 地 で 洗 浄 し 、 1 mL の 半 流 動 培 地 （ 1%メ チ ル セ ル ロ ー ス 、

2%FBS お よ び 0.5%抗 生 物 質 溶 液 を 含 む EMEM 培 地 ）を 重 層 し た 。72 時 間

の 培 養 後 、 細 胞 を 固 定 す る た め に 500 µL の 10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン を 各

well に 加 え 、 12 well plate を UV 下 で 30 分 間 静 置 し た 。 細 胞 の 固 定 後 、 細

胞 を 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し 0.5%ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し た 。 10-3 倍

お よ び 10-4 倍 希 釈 の ウ イ ル ス 培 養 上 清 を 接 種 し た well の プ ラ ー ク 数 を 数 え 、

ウ イ ル ス 力 価 を PFU/mL と し て 算 出 し 、そ の 平 均 の 値 を 統 計 解 析 に 用 い た 。 
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4.2.6 遺 伝 子 型 別 お よ び LNA gapmer 標 的 領 域 の 確 認 の た め の シ ー ク エ ン

ス 解 析  

 JEV RNA を 4.2.2 で 用 意 し た 上 清 か ら Isogen-LS（ NIPPON GENE）お よ

び RNeasy Mini Kit（ QIAGEN）を 用 い て 抽 出 し た 。抽 出 し た JEV RNA か ら

LNA gapmer 標 的 、 ま た は エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る JEV RNA

配 列 を PrimeScript One Step RT-PCR Kit Ver.2（Takara, Gunma, Japan）

を 用 い て 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い 増 幅 し た 。 塩 基 配 列 は Azenta Life Sciences

（ Tokyo, Japan） に よ り 決 定 さ れ た 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー 138 は 表 4-1 に 示

す 。  

 

4.2.7 リ ア ル タ イ ム RT-qPCR 

 JEV RNA の 相 対 的 発 現 量 は 比 較 Ct 法 を 用 い て 解 析 し た 。 JaGAr 01 株 ゲ

ノ ム RNA の LNA gapmer 標 的 領 域 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー は Primer3Plus139

を 用 い て LNA gapmer の 標 的 RNA 配 列 を 挟 み 込 む よ う に 設 計 し た （ 図 4-

1）。設 計 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト の う ち テ ン プ レ ー ト 非 添 加 コ ン ト ロ ー ル に お

い て ヘ ア ピ ン 構 造 お よ び ダ イ マ ー 形 成 な ど の 非 特 異 反 応 が 検 出 さ れ づ ら い

プ ラ イ マ ー セ ッ ト JaGAr 01_3F お よ び JaGAr 01_3R を 本 研 究 に 用 い た （ 表

4-1、図 4-2）。宿 主 細 胞 に お け る リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 決 定 す る た め 、予 備

的 検 討 と し て human GAPDH、human HUEL お よ び human HPRT に 対 し て

新 た に 設 計 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト な ら び に 既 報 に お い て 報 告 さ れ て い る
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human GAPDH に 対 し て 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト 140 を 用 い て 、 SK-N-

SH 細 胞 に お け る こ れ ら 遺 伝 子 の mRNA 発 現 レ ベ ル の 変 動 を 解 析 し た 。そ の

結 果 、 human HUEL に 対 し て 設 計 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ HUEL_F お よ び

HUEL_R） お よ び 既 報 に お い て 報 告 さ れ て い る human GAPDH を 標 的 と し

た プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ GAPDH_2F お よ び GAPDH_2R） が JEV 感 染 ま た は

非 感 染 SK-N-SH 細 胞 に お け る Ct 値 の 変 動 が 少 な か っ た た め （ 図 4-3）、 こ

れ ら 2 組 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 候 補 と し た 。次 に こ れ ら リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子

の プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び JEV RNA 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 比 較 Ct 法 に

使 用 で き る か を 既 報 の 方 法 に 従 い 確 か め た 141。 す な わ ち 、 こ れ ら リ フ ァ レ

ン ス お よ び JEV RNA に 対 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 増 幅 効 率 が ほ ぼ 同 一 で あ

る こ と を 確 認 し た 。 具 体 的 に は 、 対 数 変 換 し た 階 段 希 釈 RNA 溶 液 濃 度 お よ

び 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の ⊿ Ct 値 を そ れ ぞ れ x 軸 お よ び y 軸 と し て グ ラ フ を

作 成 し 、そ の 対 数 近 似 曲 線 の 傾 き が 0.1 以 下 と な る こ と で 確 認 し た（ 図 4-4、

図 4-5）。 最 終 的 に LNA gapmer で 処 置 し た 細 胞 に お け る LNA gapmer の 条

件 に よ る Ct 値 の 変 動 が 比 較 的 小 さ か っ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト GAPDH_2F お

よ び GAPDH_2R を 本 研 究 で 用 い る リ フ ァ レ ン ス プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し た

（ 表 4-1）。  

細 胞 は 感 染 か ら 24 時 間 後 に 24 well plate 1 well あ た り 1 mL の TRIzolTM  

Reagent（ Thermo Fisher Scientific）を 用 い て 回 収 し 、使 用 す る ま で -80℃ で

保 存 し た 。RNA は RNeasy Mini Kit（ QIAGEN）を 用 い て 抽 出 し た 。RNA 濃
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度 は NanoDrop One（ Thermo Fisher Scientific）を 用 い て 定 量 し 、20 ng/µL

に 標 準 化 し た 。 リ ア ル タ イ ム RT-qPCR は One Step TB Green® 

PrimeScriptTM PLUS RT-PCR Kit (Takara)を 用 い て duplicate で 行 わ れ た 。

反 応 液 量 は 2×One Step TB Green RT-PCR Buffer を 12.5 µL、 PrimeScript 

PLUS RTase Mix を 0.5 µL、 フ ォ ワ ー ド ま た は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 0.4 

µM、 TaKaRa Ex Taq HS Mix を 1.5 µL お よ び RNA を 2 µL を 含 む 25 µL と

し た 。 RT-qPCR は Thermal Cycler Dice® Real Time System Ⅲ （ Takara）

を 用 い て 42℃ 、5 分 の 逆 転 写 反 応 お よ び 95℃ 、10 秒 の 熱 変 性 に 続 き 、95℃ 、

5 秒 お よ び 60℃ 、 30 秒 を 40 サ イ ク ル 行 っ た 。  

 

4.2.8 細 胞 毒 性 試 験  

 SK-N-SH 細 胞 は 増 殖 培 地 を 用 い て 細 胞 培 養 用 96 well plate に 0.4×105 個

/well で 播 種 し 、4.2.4 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 同 様 に 72 時 間 培 養 し た 。次

に 、 上 述 し た 4.2.4 と 同 じ 手 順 で 終 濃 度 0.05 か ら 1 µM の LNA gapmer お

よ び 3 µL の Lipofectamine RNAiMAX の 混 合 溶 液 を 240 µL 調 整 し た 。 SK-

N-SH 細 胞 は 1 well あ た り 40 µL の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 溶 液 を 用 い て

4 時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、細 胞 を 抗 生

物 質 を 含 ま な い 5%FBS 添 加 MEMα 培 地 で 洗 浄 し 、 100 µL の 抗 生 物 質 を 含

ま な い 2%FBS 添 加 MEMα 培 地 で 18 時 間 培 養 し た 。培 養 後 、Cell Counting 

Kit-8 ア ッ セ イ （ CCK-8： Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan） を 取 り
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扱 い 説 明 書 に 従 い 行 っ た 。 10 µL の CCK-8 溶 液 を 96 well plate の 各 well に

加 え 、2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で あ

る Multiskan GO（ Thermo Fisher Scientific） を 用 い て 波 長 450 nm で 測 定

し た 。 LNA gapmer で 処 置 し た 細 胞 の 生 存 率 は 、 LNA gapmer お よ び

Lipofectamine RNAiMAX の い ず れ で も 処 置 し て い な い 陰 性 対 照 を 100％ と

し た 比 率 で 表 し た 。 な お 、 各 条 件 は 全 て duplicate で 実 施 さ れ た 。  

 

4.2.9 JEV RNA 標 的 LNA gapmer の ヒ ト DNA お よ び RNA に 対 す る オ フ

タ ー ゲ ッ ト 効 果 の 解 析  

 ヒ ト ゲ ノ ム (Human genome, GRCh38/hg38 (Dec 2013)) お よ び ヒ ト

RNA(RefSeq human RNA release 210 (Jan 2022))に お け る LNA gapmer 7、

8 お よ び 9 な ら び に コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer 配 列 に 完 全 に 相 補 的 な 領 域

お よ び ミ ス マ ッ チ ま た は ギ ャ ッ プ を 含 ん で 相 補 的 な 領 域 の 数 を

GGGenome142 を 用 い て 解 析 し た （ ア ク セ ス 日 ： 2022 年 11 月 29 日 ）。  

 

4.2.10 JEV 野 外 株 に お け る LNA gapmer 標 的 領 域 の 保 存 性 解 析  

 LNA gapmer 7、8 お よ び 9 が 標 的 と す る JEV RNA 配 列 の 野 外 分 離 株 に お

け る 保 存 性 を 調 べ る た め 、 Virus Pathogen Resource（ ViPR： NIH/NIAID）

143 お よ び 本 研 究 で 塩 基 配 列 を 決 定 し た 4 つ の 分 離 株 （ J-8-170-B、 J-8-194-

S、 Mie44-1 お よ び AS6 株 ） を 含 む JEV 292 株 の ゲ ノ ム RNA 配 列 を 収 集 し
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た 。こ れ ら の 株 は GⅠ 型 か ら Ⅴ 型 が そ れ ぞ れ 136、3、146、4 お よ び 3 株 で

構 成 さ れ て い た 。LNA gapmer に 相 補 的 な JEV RNA 配 列 の 保 存 性 は Clustal 

Omega プ ロ グ ラ ム 14 4 を 用 い て 解 析 し た （ ア ク セ ス 日 ： 2022 年 5 月 2 日 ）。 

 

4.2.11 統 計 解 析  

 少 な く と も 3 回 の 独 立 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー

タ を 平 均 値 お よ び そ の 標 準 偏 差 ま た は 標 準 誤 差 で 表 し た 。 統 計 解 析 で は

PFU/mL を 正 規 分 布 に 従 う デ ー タ に す る た め 対 数 に 変 換 し 、 GraphPad 

Prism 8 を 用 い て 、一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 き post hoc Tukey–Kramer multiple 

comparison test を 実 施 し た 。  

 リ ア ル タ イ ム RT-qPCR で は GraphPad Prism 8 を 用 い て Student’s t-test

お よ び 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–Kramer multiple 

comparison test に よ り ⊿ Ct 値 を 比 較 し た 。  

 細 胞 毒 性 試 験 で は Statcel-the Useful  Addin Forms on Excel-4th ed を 用 い

て Shirley− Williams test を 行 っ た 。  
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表 4-1 本 研 究 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 配 列 と 適 用  

Primer Name Sequence (5′→3′) Position Purpose 
JE955f TGYTGGTCGCTCCGGCYTA 955–973 Envelope protein 
JE2536r AAGATGCCACTTCCACAYCTC 2,516–2,536  
JE_LNA_1F TCCAGGAAGACAGGGTCATC 10,372–10,391 LNA gapmer target region 
JE_LNA_1R CCTGTGTTCTTACTCACCACCAG 10,951–10,973  
JaGAr 01_1F AGCTGTAGAGGAGGTGGAAGG 10,807-10,827 RT-qPCR 
JaGAr 01_1R TCCCAGTCTATTCCCAGGTG 10,875-10894  
JaGAr 01_2F TTGACACCTGGGAATAGACTG 10,871-10,891 RT-qPCR 
JaGAr 01_2R ACTCACCACCAGCTACATACTTC 10,940-10,962  
JaGAr 01_3F CCTGGGAATAGACTGGGAGAT 10,877–10,897 RT-qPCR 
JaGAr 01_3R GTTCTTACTCACCACCAGCTACA 10,946–10,968  
GAPDH_1F AGGGCTGCTTTTAACTCTGG NA RT-qPCR 
GAPDH_1R CATGGGTGGAATCATATTGG NA  
GAPDH_2F GCCAGCCGAGCCACAT NA RT-qPCR 
GAPDH_2R CTTTACCAGAGTTAAAAGCAGCCC NA  
HUEL_F CCTGGAGAATGACCCATCAG NA RT-qPCR 
HUEL_R ACAACTCGCCCATCAAAATC NA  
HPRT_F AGACTTTGCTTTCCTTGGTCAG NA RT-qPCR 
HPRT_R TTCGTGGGGTCCTTTTCAC NA  

 塩 基 位 置 は JEV JaGAr 01 株 の ゲ ノ ム に 基 づ い て い る 。Y=C ま た は T。NA, 
Not applicable. 
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図 4-1 LNA gapmer 標 的 JEV RNA 領 域 の 発 現 レ ベ ル を 試 験 す る プ ラ イ マ
ー セ ッ ト を 用 い た RT-qPCR の 模 式 図  
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図  4-2 JEV ゲ ノ ム 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 増 幅 曲 線 お よ び 融 解 曲 線  
 表 4-1 に 示 し た JEV を 標 的 と す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る JaGAr 01_1F
お よ び JaGAr 01_1R、 JaGAr 01_2F お よ び JaGAr 01_2R な ら び に JaGAr 
01_3F お よ び JaGAr 01_3R を 用 い て RT-qPCR を 行 っ た 。 鋳 型 と し て JEV
感 染 SK-N-SH 細 胞 か ら 抽 出 し た total RNA を 用 い た 。 テ ン プ レ ー ト 非 添 加
コ ン ト ロ ー ル に お い て 非 特 異 反 応 が 起 こ り づ ら い プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る
JaGAr 01_3F お よ び JaGAr 01_3R を 以 降 の 実 験 で 用 い た 。  
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図 4-3 リ フ ァ レ ン ス mRNA 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 増 幅 曲 線 お よ び 融 解
曲 線  
 表 4-1 に 示 し た 、 そ れ ぞ れ ヒ ト GAPDH、 ヒ ト HUEL お よ び ヒ ト HPRT
を 標 的 と す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る GAPDH_1F お よ び GAPDH_1R、
GAPDH_2F お よ び GAPDH_2R、HUEL_F お よ び HUEL_R な ら び に HPRT_F
お よ び HPRT_R を 用 い て RT-qPCR を 行 っ た 。 JEV 感 染 お よ び JEV 非 感 染
SK-N-SH 細 胞 か ら 抽 出 し た total RNA に お い て Ct 値 の 変 動 が 少 な か っ た プ
ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る GAPDH_2F お よ び GAPDH_2R な ら び に HUEL_F お
よ び HUEL_R を 本 研 究 で 用 い る リ フ ァ レ ン ス プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 候 補 と し
た 。  
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図 4-4 JEV 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び ヒ ト GAPDH 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ
ト の 増 幅 効 率 の 確 認  
 JEV 感 染 SK-N-SH 細 胞 由 来 の RNA 溶 液 （ 20 ng/µL） の 5 倍 5 段 階 希 釈
系 列 を 鋳 型 と し て RT-qPCR を 行 っ た 。 LNA gapmer 切 断 領 域 を 増 幅 す る
JEV 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 で あ る ヒ ト GAPDH
の mRNA を 増 幅 す る ヒ ト GAPDH 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ る Ct 値 を 算
出 し た 。 ⊿ Ct 値 は 、 以 下 の 式 で 算 出 し た ; ⊿ Ct 値  = JEV RNA 標 的 プ ラ イ
マ ー の Ct 値 − ヒ ト GAPDH 標 的 プ ラ イ マ ー の Ct 値 。各 RNA 濃 度 お よ び ⊿
Ct 値 を 対 数 変 換 し 、そ れ ぞ れ x お よ び y 軸 と し て グ ラ フ を 作 成 し た 。各 RNA
濃 度 お よ び ⊿ Ct 値 の 対 数 近 似 直 線 の 傾 き の 絶 対 値 が 0.1 以 下 で あ る こ と を
確 認 し 、 ⊿ ⊿ Ct 法 に 使 用 で き る プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し た 。  
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図 4-5 JEV 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び ヒ ト HUEL 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ
ト の 増 幅 効 率 の 確 認  
 JEV 感 染 SK-N-SH 細 胞 由 来 の RNA 溶 液 （ 20 ng/µL） の 5 倍 5 段 階 希 釈
系 列 を 鋳 型 と し て RT-qPCR を 行 っ た 。 LNA gapmer 切 断 領 域 を 増 幅 す る
JEV 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 で あ る ヒ ト HUEL の
mRNA を 増 幅 す る ヒ ト HUEL 標 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ る Ct 値 を 算 出 し
た 。 ⊿ Ct 値 は 、 以 下 の 式 で 算 出 し た ; ⊿ Ct 値  = JEV RNA 標 的 プ ラ イ マ ー
の Ct 値 − ヒ ト HUEL 標 的 プ ラ イ マ ー の Ct 値 。 各 RNA 濃 度 お よ び ⊿ Ct 値
を 対 数 変 換 し 、 そ れ ぞ れ x お よ び y 軸 と し て グ ラ フ を 作 成 し た 。 各 RNA 濃
度 お よ び ⊿ Ct 値 の 対 数 近 似 直 線 の 傾 き の 絶 対 値 が 0.1 以 下 で あ る こ と を 確
認 し 、 ⊿ ⊿ Ct 法 に 使 用 で き る プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し た 。  
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4.3 成 績  

 

4.3.1 JEV RNA 標 的 LNA gapmer の ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お け る

抗 ウ イ ル ス 効 果  

 JEV は 中 枢 神 経 系 に お い て 主 に 神 経 細 胞 に 感 染 す る 145。 そ こ で 本 研 究 で

は 、 JEV 感 染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 株 （ SK-N-SH 細 胞 ） を

用 い て 、 JEV JaGAr 01 株 の 増 殖 に 対 す る LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を

試 験 し た 。JEV RNA 標 的 LNA gapmer は 、SK-N-SH 細 胞 に お い て コ ン ト ロ

ー ル LNA gapmer と 比 べ て 効 果 的 に JAGAr 01 株 の 増 殖 を 抑 制 し た （ 図 4-

6）。LNA gapmer 7 お よ び 8 は 最 も 低 い 0.05 µM の 濃 度 で 同 濃 度 の コ ン ト ロ

ー ル LNA gapmer（ 平 均：1.3×106 PFU/mL）と 比 べ て 有 意 な JEV の 増 殖 抑

制 を 示 し た （ 平 均 ： 6.9×105 お よ び 5.5×105 PFU/mL）。 LNA gapmer 7、 8

お よ び 9 は JaGAr 01 株 感 染 SK-N-SH 細 胞 に 対 し て 濃 度 依 存 的 な 抗 ウ イ ル

ス 効 果 を 示 し た 。 LNA gapmer 濃 度 を 0.05 µM か ら 0.5 µM に 増 加 さ せ る こ

と で ヒ ト 細 胞 に お け る JEV 増 殖 に 対 す る 抑 制 効 果 が 有 意 に 増 強 さ れ る こ と

が 確 認 さ れ た（ 平 均：5.5-8.7×105 か ら 0.8-1.3×105 PFU/mL）。LNA gapmer 

7 で は 、 0.25 µM と 比 べ て 0.5 µM で 活 性 が 有 意 に 増 加 し て い る こ と か ら 、

JEV 抑 制 に 対 す る 濃 度 反 応 性 は 他 の LNA gapmer と 比 べ て 高 い こ と が 明 ら

か と な っ た 。興 味 深 い こ と に 、ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 は 第 2 章 で 示 し

た サ ル の 腎 臓 か ら 分 離 さ れ た Vero 細 胞 よ り LNA gapmer 処 置 に 対 し て 敏 感
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な 反 応 を 示 し た 。 す な わ ち SK-N-SH 細 胞 と 同 じ 方 法 で 試 験 し た Vero 細 胞

で は 10 倍 高 い 5 µM の 濃 度 で 同 様 の 効 果 が 観 察 さ れ た （ 図 2-3）。  

 次 に LNA gapmer が SK-N-SH 細 胞 に お い て JEV RNA の 複 製 阻 害 効 果 を

発 揮 す る か を 調 べ る た め に 、LNA gapmer 標 的 領 域 を 増 幅 す る 特 異 的 な プ ラ

イ マ ー セ ッ ト （ 表 4-1） を 用 い た RT-qPCR に よ り JEV RNA 発 現 レ ベ ル を

解 析 し た 。 解 析 に 使 用 し た RNA は 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ （ 図 4-6） で 用 い た

JaGAr 01 株 感 染 SK-N-SH 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た 。 図 4-7 に 示 さ れ る よ う に 、

LNA gapmer 7、 8 ま た は 9 に よ る 処 置 は JEV RNA の 発 現 レ ベ ル を 、 同 濃 度

の コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer と 比 べ て 、 0.25 µM お よ び 0.5 µM に お い て そ

れ ぞ れ 82-94%、 88-95%と 有 意 に 減 少 さ せ た 。 LNA gapmer 8 は JEV RNA

複 製 に お い て 最 も 高 い 抑 制 効 果 を 示 し た 。0.25 µM で 高 い 効 果 を 示 し た LNA 

gapmer 7 お よ び 8 で は 濃 度 依 存 的 な 効 果 が 観 察 さ れ な か っ た が 、 LNA 

gapmer 9 で は 濃 度 増 加 に 伴 う JEV RNA に 対 す る 効 果 の 増 強 が 観 察 さ れ た 。

本 章 で 観 察 さ れ た JEV の RNA 発 現 レ ベ ル の 低 下 が プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り

示 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 産 生 に 対 す る 抑 制 効 果 と 一 致 し て い た こ と は 特 筆 す

べ き こ と で あ る（ 図 4-6）。こ れ ら の 結 果 は ウ イ ル ス RNA 分 解 を 介 し た LNA 

gapmer の 抗 ウ イ ル ス メ カ ニ ズ ム を 支 持 し て い る 。  

 

4.3.2 LNA gapmer の 細 胞 毒 性 効 果  

 ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 で あ る SK-N-SH 細 胞 に お け る LNA gapmer
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の 細 胞 毒 性 を 評 価 す る た め に LNA gapmer の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 細

胞 生 存 率 を 測 定 し た （ 図 4-8）。 SK-N-SH 細 胞 は 図 4-6 に 対 し て 行 っ た 方 法

と 同 じ 方 法 で LNA gapmer を 処 置 し た 。 Lipofectamine RNAiMAX コ ン ト ロ

ー ル と 比 べ て 、試 験 し た 全 て の 濃 度 に お け る 3 種 類 の LNA gapmer は 、1 µM

の LNA gapmer 8（ 約 70%）を 除 い て 、細 胞 生 存 率 を 有 意 に 減 少 し な か っ た 。

図 4-6 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 SK-N-SH 細 胞 に お い て 有 意 な JEV 増 殖 抑

制 効 果 を 示 し た LNA gapmer 0.05 か ら 0.5 µM の 範 囲 で は 、 CCK-8 ア ッ セ

イ に お い て 明 ら か な 細 胞 毒 性 は 検 出 さ れ な か っ た 。本 章 で 観 察 さ れ た CCK-

8 ア ッ セ イ の 結 果 は LNA gapmer 処 置 に よ る ウ イ ル ス 力 価 の 減 少 が LNA 

gapmer の 細 胞 毒 性 に よ る 細 胞 の 減 少 が 原 因 で は な い こ と を 支 持 し て い る 。  

 

4.3.3 ヒ ト RNA に 対 す る LNA gapmer の 配 列 依 存 的 な オ フ タ ー ゲ ッ ト 効

果 の in silico 解 析  

 ヒ ト DNA お よ び RNA 配 列 に お い て 、 特 定 の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 検 索

す る プ ロ グ ラ ム で あ る GGGenome を 用 い て JEV RNA 標 的 LNA gapmer 配

列 の ヒ ト ゲ ノ ム DNA お よ び RNA に 結 合 す る オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 の 可 能 性

を 評 価 し た （ 表 4-2）。 本 解 析 で は 設 計 し た LNA gapmer 配 列 に 完 全 に 相 補

的 な ヒ ト DNA お よ び RNA 配 列 は 存 在 し な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 ヒ ト

ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 17 お よ び 16 塩 基 の LNA gapmer に 1 塩 基 の ミ ス マ

ッ チ ま た は ギ ャ ッ プ を 含 ん で 相 補 的 な 配 列 は そ れ ぞ れ 1 お よ び 4 か 所 存 在
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し 、 こ れ ら の 配 列 は ACBD6、 HECW1 お よ び 非 コ ー ド DNA 領 域 に 割 り 当

て ら れ て い た 。 一 方 、 ヒ ト RNA に 対 す る 解 析 で は 、 JEV RNA 標 的 LNA 

gapmer 配 列 に 対 し て 、 1 塩 基 の ミ ス マ ッ チ ま た は ギ ャ ッ プ を 含 ん だ 相 補 的

な ヒ ト RNA 配 列 は 検 出 さ れ ず 、 ヒ ト RNA 配 列 に 相 補 的 に な ら な い よ う に

設 計 し た コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 17 塩 基 で 構

成 さ れ る LNA gapmer（ LNA gapmer 7 お よ び 8）な ら び に 16 塩 基 で 構 成 さ

れ る LNA gapmer（ LNA gapmer 9）に 対 し て は 、ヒ ト RNA に お い て 2 ミ ス

マ ッ チ ま た は ギ ャ ッ プ を 含 ん で 相 補 的 な 配 列 が そ れ ぞ れ 10 お よ び 81 か 所

検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 検 出 配 列 は mRNA、 ノ ン コ ー デ ィ ン グ RNA お よ び

miscellaneous RNA を 含 ん で い た 。以 上 の 結 果 よ り 、よ り 長 い 17 塩 基 の LNA 

gapmer 7 お よ び 8 が 16 塩 基 の LNA gapmer 9 と 比 べ て ヒ ト RNA に 対 し て

副 反 応 と し て 結 合 す る 可 能 性 が 少 な い こ と が 確 認 さ れ た 。  

 

4.3.4 抗 ウ イ ル ス LNA gapmer の JEV 遺 伝 子 Ⅰ か ら Ⅴ 型 に 対 す る 有 効 性 の

in silico 解 析 に よ る 予 測  

 JEV の 野 外 ウ イ ル ス 株 は エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 の 塩 基 配

列 に よ り 5 種 類 （ Ⅰ か ら Ⅴ 型 ） の 遺 伝 子 型 の い ず れ か に 分 類 さ れ る 1 46。 こ

れ ら 5 種 類 の 遺 伝 子 型 は い ず れ も ア ジ ア に 分 布 し て お り 、 様 々 な JEV 野 外

株 に 適 用 で き る 薬 剤 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。 本 LNA gapmer が 有 す る 異

な る JEV 野 外 株 に 対 す る 有 効 性 を 推 定 す る た め に 、 ViPR か ら 得 ら れ た 288
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株 お よ び 本 研 究 で 決 定 し た 4 株 の 野 外 株 を 含 む 合 計 292 株 の JEV RNA 配 列

を 収 集 し 、LNA gapmer が 標 的 と す る 3’UTR stem-loop 領 域 の 保 存 性 を 包 括

的 に 解 析 し た（ 図 4-9）。本 解 析 で は 、登 録 済 JEV 株 の 98.9%（ 292 株 中 289

株 ） を 占 め る JEV GⅠ 、 Ⅲ 、 Ⅳ お よ び Ⅴ 型 に お い て LNA gapmer 標 的 RNA

配 列 が 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 LNA gapmer 7 お よ び

8 の 標 的 JEV RNA 配 列 は GⅠ 、 Ⅲ お よ び Ⅳ 型 に お い て 97%以 上 で 完 全 に 保

存 さ れ て い た 。 ま た 、 GⅠ 、 Ⅲ 、 Ⅳ お よ び Ⅴ 型 に お い て 、 LNA gapmer 9 の

標 的 配 列 の 高 い 保 存 性（ 97%以 上 ）も 確 認 さ れ た 。一 方 、GⅡ 型 に お い て は 、

ViPR か ら 収 集 可 能 な 検 体 数 が 3 株 と 少 な い 中 で は あ る が 、 標 的 配 列 が 完 全

に 保 存 さ れ て い る JEV 株 は な か っ た 。RNAfold プ ロ グ ラ ム 147 を 用 い た 二 次

構 造 予 測 で は 、GⅠ か ら GⅤ そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 型 に お け る 代 表 株 に お い て 保

存 さ れ た 3’UTR stem-loop 構 造 が 予 測 さ れ た（ 図 4-10）。本 章 で 観 察 さ れ た

保 存 さ れ た 塩 基 配 列 お よ び 二 次 構 造 は 、 本 LNA gapmer の 異 な る JEV 株 に

対 す る 幅 広 い 適 用 性 を 示 唆 し て い る 。  

 

4.3.5  遺 伝 子 Ⅰ 型 お よ び Ⅲ 型 に 属 す る 異 な る JEV 野 外 株 に 対 す る LNA 

gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果  

 現 在 JEV GⅠ 型 お よ び Ⅲ 型 は ア ジ ア に お い て 流 行 し て い る 主 要 な 遺 伝 子

型 で あ る 。 前 節 で 予 測 さ れ た 本 LNA gapmer が 異 な る JEV 野 外 株 に 対 し て

適 用 で き る 可 能 性 を 検 証 す る た め 、2 株 の GⅠ 型 JEV 株（ J-8-170-B 株 お よ
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び J-8-194-S 株 ）な ら び に 2 株 の GⅢ 型 JEV 株（ Mie44-1 株 お よ び AS6 株 ）

に 対 す る LNA gapmer の 増 殖 抑 制 効 果 を 実 際 に 試 験 し た 。最 初 に 、シ ー ク エ

ン ス 解 析 に よ り 、こ れ ら 4 株 の エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 に 基 づ

い た 遺 伝 子 型 お よ び LNA gapmer 標 的 領 域 の 配 列 保 存 性 を 確 認 し た （ 図 4-

11）。 本 試 験 で は 、 4.3.2 に て 低 い 細 胞 毒 性 を 示 し た LNA gapmer 7 お よ び 9

（ 図 4-8）の GⅠ 型 お よ び GⅢ 型 JEV 野 外 株 に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 効 果 を ヒ ト

神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お い て 解 析 し た（ 図 4-12）。そ の 結 果 、コ ン ト ロ

ー ル LNA gapmer（ 平 均：9.4×105-1.9×106 PFU/mL）と 比 べ て 、LNA gapmer 

7 お よ び 9 は 0.5 µM の 濃 度 に お い て 、 遺 伝 子 型 の 違 い に 関 わ ら ず 、 4 株 全

て の 野 外 株 の 増 殖 を 有 意 に 抑 制 し た （ 平 均 ： 4.5×104-1.2×105 PFU/mL）。  
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表 4-2 GGGenome を 用 い た ヒ ト ゲ ノ ム DNA ま た は RNA 配 列 に 対 す る
JEV RNA 標 的 LNA gapmer の 配 列 依 存 的 な オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 の 解 析  

 
数 字 は LNA gapmer と 完 全 に 相 補 的 、 ま た は 1、 2、 3 ミ ス マ ッ チ ま た は

ギ ャ ッ プ を 含 ん で 相 補 的 な 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNA ま た は RNA 配 列 の 数 を 示 し
て い る 。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Number of Regions Complementary to LNA Gapmers 

0 MM or Gap 1 MM or Gap 
2 MMs or 

Gaps 
3 MMs or 

Gaps 
Human genome     

LNA gapmer 7 and 8 0 1 77 4,491 
LNA gapmer 9 0 4 287 15,069 
Ctrl LNA gapmer 1 0 31 1,626 44,191 
Ctrl LNA gapmer 2 0 1 315 15,601 

Human RNA     
LNA gapmer 7 and 8 0 0 10 1,673 
LNA gapmer 9 0 0 81 5,081 
Ctrl LNA gapmer 1 0 0 178 8,291 
Ctrl LNA gapmer 2 0 0 59 3,585 
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図 4-6 ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株（ SK-N-SH 細 胞 ）に お け る 感 染 性 JEV
粒 子 の 産 生 に 対 す る LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 活 性  
 0.05 MOI で JEV JaGAr 01 株 を 1 時 間 感 染 さ せ た 後 、 JEV RNA 標 的 LNA 

gapmer（ 7、 8 お よ び 9） ま た は コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer（ コ ン ト ロ ー ル
1 お よ び 2）を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り 処 置 し た 。デ ー タ は 少 な く と も 3 回
の 独 立 し た 実 験 か ら 得 ら れ た PFU/mL の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 を 表 し て い
る 。 対 数 値 を 用 い た 統 計 解 析 は 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–
Kramer multiple comparison test に よ り 行 わ れ た (同 濃 度 の コ ン ト ロ ー ル
LNA gapmer に 対 し て  * p<0.05、 ** p<0.01、 *** p<0.001、 0.05 µM の 同
一 の LNA gapmer に 対 し て  †  p<0.05、 † †  p<0.01、 † † †  p<0.001、
0.25 µM の 同 一 の LNA gapmer に 対 し て  §§ p<0.01、 ns 有 意 差 な し )。  
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図 4-7 RT-qPCR に よ る LNA gapmer の JEV RNA 複 製 阻 害 効 果 の 解 析  
 LNA gapmer の SK-N-SH 細 胞 に お け る JEV RNA の 相 対 発 現 レ ベ ル は 比
較 Ct 法 を 用 い た RT-qPCR に よ り 測 定 し た 。RNA 抽 出 に 供 す る 細 胞 サ ン プ
ル は プ ラ ー ク ア ッ セ イ（ 図 4-1）に お い て 用 い た も の と 同 一 の も の を 使 用 し
た 。 デ ー タ は ウ イ ル ス コ ン ト ロ ー ル を 基 準 と し て 算 出 し た RNA 発 現 レ ベ ル
の 平 均 お よ び 標 準 誤 差 （ n=3） で 示 さ れ て い る 。 異 な る 濃 度 の LNA gapmer
に よ る JEV RNA 発 現 レ ベ ル の 抑 制 効 果 を 比 較 す る た め に Student’s t test を
実 施 し た 。 同 濃 度 の LNA gapmer 間 の JEV RNA 発 現 レ ベ ル の 抑 制 効 果 を 比
較 す る た め に 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–Kramer multiple 
comparison test を 実 施 し た （ 同 濃 度 の コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer に 対 し て  
** p<0.01、*** p<0.001、0.25 µM の 同 一 の LNA gapmer に 対 し て  †  p<0.05）。 
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図 4-8 ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 SK-N-SH 細 胞 に お け る LNA gapmer の
細 胞 毒 性 評 価  
 細 胞 に 0.05 か ら 1 µM の 異 な る 濃 度 の LNA gapmer を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 。 JEV 感 染 を 除 い た 図 4-6 と 同 じ 処 置 を 行 っ た 後 、 CCK-8 ア ッ セ
イ を 用 い て 細 胞 生 存 率 を 測 定 し た 。デ ー タ は 4 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 お よ
び 標 準 偏 差 で 表 さ れ て い る 。統 計 解 析 の た め に Shirley-Williams test が 行 わ
れ た 。 Lipofectamine RNAiMAX コ ン ト ロ ー ル に 対 し て  * p<0.05。  
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図 4-9 Virus pathogen resource（ ViPR） か ら 得 た JEV288 株 お よ び 本 研 究 で 決 定 し た JEV4 株 の RNA 配 列 を 用 い た
LNA gapmer 標 的 JEV 3’UTR stem-loop の 配 列 保 存 性 の 包 括 的 解 析  
 5 種 類 の 遺 伝 子 型 で 構 成 さ れ る 292 の JEV 株 の ゲ ノ ム RNA 配 列 デ ー タ に 対 し て 、 LNA gapmer 標 的 配 列 の 保 存 性
を 解 析 し た 。 JEV target は LNA gapmer が 標 的 と す る JEV JaGAr 01 株 の 10,932 か ら 10,948 塩 基 の RNA ゲ ノ ム 配 列
を 示 し て い る 。 ダ ッ シ ュ （ -） は JEV target と 同 じ 塩 基 を 示 し て い る 。 ス ラ ッ シ ュ の 次 の 塩 基 は 複 数 の JEV 株 で 認 め
ら れ た 置 換 塩 基 を 示 し て い る 。括 弧 内 の 塩 基 は 挿 入 塩 基 で あ る 。赤 い ダ ッ シ ュ と 塩 基 は 置 換 塩 基 の 位 置 を 表 し て い る 。 
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図  4-10 遺 伝 子 Ⅰ か ら Ⅴ 型 JEV 株 の 3’UTR stem-loop 予 測 構 造  
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 JEV 各 遺 伝 子 型 の 代 表 株 と し て SH 53 株 (GI 型 、accession no. JN381850.1)、
FU 株 (GⅡ 型 、 accession no. AF217620.1)、 GP78 株 (GⅢ 型 、 accession no. 
AF075723.1)、 JKT6468 株 (GⅣ 型 、 accession no. AY184212.1)お よ び Muar
株 (GV 型 、accession no. HM596272.1)の 部 分 的 な 3’UTR（ 10,700-10,977 塩
基 ）の RNA 二 次 構 造 を 、RNAfold プ ロ グ ラ ム を 用 い て 予 測 し た 。黒 線 は 本
研 究 で 設 計 し た LNA gapmer が 標 的 と す る 3’UTR stem-loop 領 域 を 示 し て
い る 。青 線 は 3’UTR CSⅠ 領 域 を 示 し て い る 。二 次 構 造 の 下 部 に あ る ヒ ー ト
マ ッ プ の 色 は 塩 基 ペ ア 形 成 の 確 率 を 表 し て お り 、赤 に 近 い 程 示 さ れ た 二 次 構
造 を 形 成 し て い る 可 能 性 が 高 い 。  
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図 4-11 本 研 究 で 用 い た JEV 野 外 株 に お け る LNA gapmer 標 的 領 域 の 完 全
な 相 補 性  
 赤 お よ び 青 の 文 字 は 、 そ れ ぞ れ LNA 鎖 お よ び DNA 領 域 に 相 補 的 な 塩 基
を 示 し て い る 。  
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図 4-12 SK-N-SH 細 胞 に お け る 遺 伝 子 Ⅰ お よ び Ⅲ 型 JEV 株 の 増 殖 に 対 す る
LNA gapmer の 抑 制 効 果  
 SK-N-SH 細 胞 に 感 染 さ せ た JEV 野 外 株（ 0.05 MOI）に 対 す る LNA gapmer
（ 0.5 µM）の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を Vero 細 胞 に お け る プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り
測 定 し 、 ウ イ ル ス 力 価 を PFU/mL で 表 し た 。（ a） J-8-170-B（ GⅠ 型 ）、（ b）
J-8-194-S（ GⅠ 型 ）、（ c） Mie44-1（ GⅢ 型 ）、（ d） AS6（ GⅢ 型 ）。 デ ー タ は
3 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 で 表 さ れ て い る 。対 数 値 を 用 い た
統 計 解 析 で は 一 元 配 置 分 散 分 析 に 続 く post hoc Tukey–Kramer multiple 
comparison test を 実 施 し た ( コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer 1 に 対 し て  ** 
p<0.01、 *** p<0.001)。  
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4.4 考 察  

 

 主 に 脳 組 織 に お い て 子 孫 粒 子 を 産 生 す る こ と で 病 態 を 発 現 す る JEV に 対

し て は 、候 補 薬 物 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を ヒ ト 神 経 細 胞 に お い て 試 験 す る こ と は

必 須 で あ る 。JEV RNA 標 的 ASO の 潜 在 的 な 抗 ウ イ ル ス 効 果 は 様 々 な 動 物 細

胞 で 試 験 さ れ て き て い る が 97-9 9、ヒ ト 細 胞 に お け る 報 告 は な い 。本 研 究 で は

LNA gapmer が JEV 感 染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株

で あ る SK-N-SH 細 胞 に お い て 効 果 的 に JEV の 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 実 証 し

た 。Vero 細 胞 に お け る 試 験 と 同 様 に 、LNA gapmer は ヒ ト SK-N-SH 細 胞 に

お い て 濃 度 依 存 的 に 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 示 し た 。  

一 方 、Vero 細 胞 ま た は SK-N-SH 細 胞 に お け る 試 験 結 果 の 顕 著 な 違 い と し

て 、 SK-N-SH 細 胞 に お け る 有 意 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 は Vero 細 胞 に お い て

有 意 な 効 果 を 示 し た 0.5 µM よ り 10 倍 低 い 0.05 µM で 誘 導 さ れ た こ と が 挙

げ ら れ る 。 こ の 要 因 の 一 つ と し て SK-N-SH 細 胞 お よ び Vero 細 胞 に お け る

LNA gapmer の 細 胞 取 り 込 み 効 率 が 異 な る こ と が 有 意 な JEV 増 殖 抑 制 効 果

を 示 す LNA gapmer 濃 度 の 違 い の 原 因 と な っ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 生 体

に お い て は 神 経 系 組 織 に LNA gapmer を 送 達 さ せ る た め に は 血 液 脳 関 門 を

通 過 さ せ る 必 要 が あ り 、神 経 系 組 織 へ の 効 果 的 な ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ

ム の 開 発 は 本 LNA gapmer の 実 用 化 に 向 け た 大 き な 課 題 の 一 つ で あ る 。LNA 

gapmer の ウ イ ル ス 感 染 神 経 細 胞 へ の 効 果 的 な 送 達 の 理 解 お よ び 改 善 の た め
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に は さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る 。  

SK-N-SH 細 胞 に お け る LNA gapmer の JEV 増 殖 抑 制 効 果 は 、 0.25 µM 以

上 で は 顕 著 な 増 大 は 見 ら れ ず 、最 大 濃 度 の 0.5 µM に お い て も 完 全 に JEV 粒

子 の 産 生 を 抑 制 す る こ と は で き な か っ た 。 本 実 験 で は 、 JEV 粒 子 お よ び 0.5 

µM LNA gapmer の 分 子 の 数 は 理 論 上 そ れ ぞ れ 7.0×103 個 お よ び 6.9×1013 

個 で あ り 、 LNA gapmer は JEV 粒 子 数 よ り は る か に 多 く 細 胞 へ 投 与 さ れ て

い る 。し か し 、LNA gapmer の 細 胞 へ の 取 り 込 み 効 率 や 細 胞 内 局 在 、JEV の

増 殖 率 を 考 慮 す る と 、 投 与 さ れ た LNA gapmer が 全 て の JEV RNA に 結 合 し

作 用 し た わ け で は な い 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 抗 ウ イ ル ス LNA gapmer の よ

り 高 い 有 効 性 の 追 求 の た め に 抗 ウ イ ル ス LNA gapmer の 細 胞 内 動 態 を 明 ら

か に す る 必 要 が あ る 。 一 方 、 こ れ ま で に IAV に お い て 標 的 領 域 の 変 異 に よ

る ASO へ の 耐 性 が 報 告 さ れ て い る た め 148、本 LNA gapmer の 処 置 に よ り 耐

性 JEV 株 が 出 現 す る 可 能 性 に つ い て も 検 証 す る 必 要 が あ る 。  

 核 酸 医 薬 の 毒 性 は 大 き く 配 列 依 存 的 な 毒 性 お よ び 配 列 非 依 存 的 な 毒 性 に

大 別 さ れ る 14 9。 配 列 依 存 的 な 毒 性 は さ ら に オ ン タ ー ゲ ッ ト 効 果 と オ フ タ ー

ゲ ッ ト 効 果 に 分 類 さ れ る 。オ ン タ ー ゲ ッ ト 効 果 は 核 酸 医 薬 が 標 的 配 列 を 過 剰

に 抑 制 し て し ま う こ と に 起 因 す る 。オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 は 非 標 的 配 列 に 対 す

る 核 酸 医 薬 の 作 用 で あ る 。配 列 非 依 存 的 な 毒 性 に は 、自 然 免 疫 系 の 刺 激 や タ

ン パ ク 質 へ の 結 合 な ど 核 酸 以 外 へ の 作 用 が 含 ま れ る 。 安 全 性 に 関 し て 、 本

LNA gapmer は SK-N-SH 細 胞 に お い て 細 胞 生 存 率 に よ り 検 出 さ れ る 明 ら か
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な 細 胞 毒 性 を 示 さ な い 濃 度 で JEV の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

本 研 究 に お い て 設 計 し た LNA gapmer 8 は 最 も 高 い 1 µM で 処 置 し た 場 合 、

SK-N-SH 細 胞 の 細 胞 生 存 率 を 有 意 に 減 少 さ せ た が 、SK-N-SH 細 胞 に お け る

LNA gapmer の JEV 増 殖 抑 制 は 4 倍 低 い 0.25 µM で プ ラ ト ー に 達 し て い た 。

他 の JEV RNA 標 的 お よ び コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer は 、 試 験 し た い ず れ の

濃 度 で も SK-N-SH 細 胞 に お い て 毒 性 を 示 さ な か っ た 。 細 胞 毒 性 を 示 し た

LNA gapmer 8 お よ び 毒 性 を 示 さ な か っ た LNA gapmer 7 の 違 い と し て 、

LNA の 組 成 比 と 位 置 が 挙 げ ら れ る 。LNA gapmer 8 は LNA gapmer 7 と 同 一

の 17 塩 基 で 構 成 さ れ て い る が 、 5’側 の LNA 鎖 に お い て LNA を 1 塩 基 多 く

含 ん で お り 、 3’側 の LNA 鎖 に お い て 3 塩 基 の LNA が 1 塩 基 分 5’側 に 移 動

し て い る 。マ ウ ス 生 体 を 用 い た 研 究 で は 、同 じ 塩 基 長 の LNA gapmer に お け

る LNA の 組 成 比 の 変 更 が 血 液 生 化 学 検 査 で 異 な る 程 度 の 肝 毒 性 を も た ら す

と い う 本 結 果 と 類 似 し た 副 反 応 が 報 告 さ れ て い る 15 0 ,  151。す な わ ち 、本 研 究

に お け る LNA gapmer 7、 8 お よ び 9 の 細 胞 毒 性 の 違 い は LNA 組 成 の 違 い

に よ る オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。LNA お よ び PS 修 飾 を

含 む ASO の 副 反 応 は 肝 毒 性 、 腎 毒 性 、 神 経 毒 性 お よ び 血 液 凝 固 阻 害 と 関 連

し て い る 14 9。上 述 の よ う に LNA gapmer を 含 む ASO の こ れ ら の 毒 性 は 主 に

配 列 依 存 的 な 毒 性 ま た は 非 依 存 的 な 毒 性 に 分 類 さ れ る 149。 表 4-2 で 示 し た

よ う に 、 本 章 の デ ー タ ベ ー ス 解 析 で は JEV RNA 標 的 LNA gapmer 配 列 と 完

全 に 相 補 的 な 、ま た は 1 ミ ス マ ッ チ を 含 ん で 相 補 的 な ヒ ト RNA は 検 出 さ れ
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な か っ た 。こ の 結 果 は 、本 研 究 の 抗 ウ イ ル ス LNA gapmer は 配 列 依 存 的 な オ

フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 を 起 こ す 可 能 性 が 低 い こ と を 示 し て い る 。 一 方 、 結 合 /配

列 非 依 存 的 な 毒 性 は ASO の 化 学 骨 格 お よ び そ の 高 暴 露 臓 器 へ の 集 積 に 起 因

す る た め 14 9、本 LNA gapmer の 結 合 /配 列 非 依 存 的 な 毒 性 は 動 物 モ デ ル に お

い て 試 験 す る 必 要 が あ る 。 一 方 、 Cell Counting Kit-8 ア ッ セ イ で は 一 部 の

LNA gapmer お よ び 全 濃 度 の コ ン ト ロ ー ル LNA gapmer に お い て 細 胞 生 存

率 の 増 加 が 認 め ら れ た 。 こ の 原 因 と し て LNA gapmer の 処 置 に よ り SK-N-

SH 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 増 加 し た こ と な ど が 考 え ら れ る 。

こ れ ま で に 、 上 記 で 述 べ ら れ て い る よ う な LNA gapmer の 潜 在 的 な 毒 性 や

副 反 応 を 防 ぐ た め に 、複 数 の 設 計 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 安 全 性 評 価 が 提 唱 さ れ

て き て い る 149 ,  152- 155。ウ イ ル ス の 複 製 機 序 や 病 原 性 を 考 慮 す る と よ り 複 雑 で

あ る が 、細 胞 由 来 RNA を 標 的 と す る LNA gapmer に 対 し て 開 発 さ れ た こ れ

ら の 毒 性 低 減 の 方 法 は 、本 章 に お い て GGGenome を 用 い て 示 さ れ た よ う に

ウ イ ル ス RNA 標 的 LNA gapmer の 設 計 に 適 用 で き る 可 能 性 が あ る 。  

ASO の 安 全 性 に 関 す る 問 題 の 一 つ と し て 、Toll-like receptor（ TLR）を 介

し た ASO の 免 疫 反 応 の 惹 起 が 挙 げ ら れ る 。 特 に TLR9 は 修 飾 が 施 さ れ て い

な い 連 続 し た シ ト シ ン お よ び グ ア ニ ン の 配 列 （ CpG モ チ ー フ ） を 認 識 す る

こ と で 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が 報 告 さ れ て い る 15 6。 本 研 究 で 開 発 し た

LNA gapmer 7、 8 お よ び 9 は シ ト シ ン お よ び グ ア ニ ン が 交 互 に 4 塩 基 連 続

し た 配 列 が 一 か 所 存 在 す る が 、PS 修 飾 ま た は LNA 修 飾 が 施 さ れ て い る た め
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TLR9 を 介 し た 免 疫 反 応 が 惹 起 さ れ る 可 能 性 は 低 い と 考 え ら れ る 。 加 え て

ASO に お け る LNA 修 飾 は TLR9 依 存 的 な 免 疫 反 応 を 減 少 さ せ る こ と が 報 告

さ れ て い る 157。ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る LNA gapmer が 免 疫 反 応 を 惹 起

す る 可 能 性 に つ い て は 、種 々 の サ イ ト カ イ ン の 測 定 な ど 詳 細 な 解 析 が 今 後 必

要 で あ る 。  

 単 一 の 原 因 mRNA に よ り 引 き 起 こ さ れ る ヒ ト の 遺 伝 病 と 異 な り 、 ウ イ ル

ス RNA 標 的 LNA gapmer は 変 異 と し て 異 な る RNA ゲ ノ ム 配 列 が 存 在 す る

様 々 な JEV 遺 伝 子 型 お よ び 野 外 分 離 株 に 対 し て 広 域 ス ペ ク ト ラ ム 活 性 を 有

す る 必 要 が あ る 。 本 研 究 で は 当 初 は JaGAr 01 株 お よ び 複 数 の ワ ク チ ン 株 の

3’UTR 配 列 を 参 考 に LNA gapmer を 設 計 し た 。 し か し 、 そ の 後 の ウ イ ル ス

ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス お よ び 本 研 究 で 決 定 し た JEV 野 外 株 RNA 配 列 を 用 い た

包 括 的 な 解 析 で は 、stem-loop 領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer が 登 録 さ れ て

い る ほ ぼ 全 て の JEV 株 （ 292 株 中 96%） に 対 し て 理 論 的 に 適 用 可 能 で あ る

こ と が 明 ら か と な っ た 。さ ら に 、5 種 類 の 遺 伝 子 型 全 て に お い て LNA gapmer

標 的 配 列 に よ り 形 成 さ れ る stem-loop 立 体 構 造 は 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ

と が 明 ら か と な っ た 。 異 な る JEV 遺 伝 子 型 お よ び 株 に 対 し て ウ イ ル ス RNA

標 的 療 法 が 広 域 ス ペ ク ト ラ ム 活 性 を 示 す 可 能 性 は 以 前 に siRNA158 お よ び レ

ン チ ウ イ ル ス small hairpin RNA159,  160 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、

JEV RNA 標 的 ASO が 広 域 ス ペ ク ト ラ ム 活 性 を 示 す 可 能 性 は 不 明 で あ っ た 。

本 研 究 で は JEV ゲ ノ ム RNA の 保 存 領 域 を 標 的 と す る 単 一 の ASO が ア ジ ア
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に お い て 優 勢 な GⅠ お よ び Ⅲ 型 の 異 な る JEV 株 に 対 し て 適 用 で き る こ と が

実 証 さ れ た 。一 方 、GⅡ 、Ⅳ お よ び Ⅴ 型 の 症 例 は 近 年 増 加 し て き て い る 83 ,  16 1 ,  

162。そ の よ う な 希 少 な 遺 伝 子 型 ウ イ ル ス 株 を 用 い た 実 証 試 験 は 必 要 で あ る が 、

本 LNA gapmer は 標 的 配 列 の 保 存 性 に 基 づ い て 、 様 々 な JEV 遺 伝 子 型 お よ

び 株 に 適 用 で き る 治 療 戦 略 に な る こ と が 期 待 さ れ る 。 い く つ か の JEV 株 に

お い て は 標 的 と す る 3’UTR stem-loop 領 域 は 本 LNA gapmer に 完 全 に 相 補

的 で は な い が 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る LNA gapmer 配 列 は そ の よ う な 例 外 株

の 異 な る JEV RNA 配 列 に 柔 軟 に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。 LNA gapmer の

柔 軟 性 を 考 慮 す る と 、 本 研 究 で 試 験 し た 3’UTR stem-loop 領 域 は フ ラ ビ ウ

イ ル ス 科 の 異 な る ウ イ ル ス 種 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る た め 9 9 ,  163、本 LNA 

gapmer は YFV、WNV お よ び DENV の よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 の 他 の 病 原

性 ウ イ ル ス に 対 し て も 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 発 揮 す る 可 能 性 が あ る 。  

 LNA gapmer 療 法 の JEV 感 染 症 に 対 す る 臨 床 応 用 に 関 し て は 、 生 体 に お

け る 薬 剤 の 有 効 性 お よ び 安 全 性 試 験 、 特 に JEV が 主 に 感 染 す る 中 枢 神 経 系

に 対 す る 効 果 的 な ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム を 確 立 す る 必 要 が あ る 。LNA 

gapmer を 含 む ASO 療 法 開 発 の 主 要 な 課 題 は 血 液 脳 関 門 を 通 過 し て 標 的 で

あ る 脳 に 薬 剤 を 送 達 す る 効 果 的 な 方 法 を 開 発 す る こ と で あ る 。 LNA gapmer

は 様 々 な 組 織 に 送 達 す る こ と が で き る が 、脳 へ の 送 達 能 が 限 ら れ て い る こ と

が 課 題 で あ る 164。 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 に 対 す る ASO 製 剤 の nusinersen が 髄 腔

内 投 与 を 介 し て 臨 床 応 用 さ れ て い る よ う に 、髄 腔 内 投 与 は 血 液 脳 関 門 の 課 題
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を 克 服 す る た め の 一 つ の 選 択 肢 と な り 得 る 165。 よ り 有 望 な 解 決 策 と し て 、

LNA gapmer に 脂 質 リ ガ ン ド お よ び DNA/RNA ヘ テ ロ 二 本 鎖 核 酸

（ Heteroduplex oligonucleotide： HDO ） の 形 態 を 付 与 す る こ と で 、 LNA 

gapmer が 血 液 脳 関 門 を 通 過 し 、 効 果 的 に 脳 の 神 経 細 胞 に 到 達 す る こ と を 可

能 に す る 先 進 技 術 が 報 告 さ れ て い る 166。 こ の 中 枢 神 経 系 へ 送 達 す る た め の

手 法 は 日 本 脳 炎 患 者 に お け る 臨 床 用 途 の た め に 合 理 的 で あ る と 考 え ら れ る 。

ま た 、本 疾 患 の 感 染 過 程 の 観 点 か ら 、JEV の 感 染 の 進 行 に よ り 血 液 脳 関 門 が

破 壊 さ れ 、そ の 透 過 性 が 増 加 す る た め 167、LNA gapmer の 静 脈 投 与 は 特 定 の

臨 床 段 階 に お い て は 患 者 の JEV 感 染 脳 に 到 達 し 治 療 効 果 を 示 す 可 能 性 が あ

る 。ヒ ト 細 胞 に お け る LNA gapmer の 最 適 化 と 共 に 、臨 床 応 用 へ の 可 能 性 は

適 切 な 病 態 を 反 映 す る 動 物 モ デ ル と JEV 株 を 用 い て さ ら に 検 討 を 重 ね る 必

要 が あ る 。  
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4.5 小 括  

 

 JEV は 主 に 中 枢 神 経 系 に お け る 神 経 細 胞 に 感 染 す る 。本 研 究 で は 、JEV 感

染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に 標 準 株 で あ る JaGAr 

01 株 を 感 染 さ せ 、 LNA gapmer の 抗 JEV 効 果 を プ ラ ー ク ア ッ セ イ お よ び リ

ア ル タ イ ム RT-qPCR に よ り 解 析 し た 。次 に LNA gapmer の 安 全 性 を 確 か め

る た め ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お け る LNA gapmer の 細 胞 毒 性 を 、

細 胞 生 存 率 を 指 標 に 定 量 し た 。ま た 、GGGenome を 用 い た BLAST 解 析 に よ

り LNA gapmer が 意 図 し な い ヒ ト RNA に 結 合 す る オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 の 可

能 性 を 調 べ た 。 最 後 に デ ー タ ベ ー ス 解 析 お よ び 標 準 株 以 外 の JEV 野 外 株 を

用 い た 感 染 実 験 に よ り 、 様 々 な JEV 株 に 対 す る LNA gapmer の 広 域 ス ペ ク

ト ラ ム 活 性 を 調 べ た 。す な わ ち 、ウ イ ル ス ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス お よ び 本 研 究

で 決 定 し た JEV 野 外 株 の 配 列 を 用 い て 、292 株 の JEV ゲ ノ ム RNA 配 列 に 対

し 、 本 研 究 で 設 計 し た LNA gapmer 標 的 領 域 の ア ラ イ メ ン ト 解 析 を 行 っ た 。

ま た RNAfold プ ロ グ ラ ム を 用 い た RNA 二 次 構 造 の 予 測 に よ り 各 遺 伝 子 型

代 表 株 の 3’UTR に お け る stem-loop 領 域 の RNA 二 次 構 造 が 保 存 さ れ て い

る こ と を 確 認 し た 。さ ら に ア ジ ア に お い て 優 勢 な GⅠ 型 お よ び Ⅲ 型 に 属 す る

JEV 野 外 分 離 株 に 対 す る LNA gapmer の 増 殖 抑 制 効 果 を 試 験 し た 。  

 JEV JaGAr 01 株 を 用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ お よ び リ ア ル タ イ ム RT-qPCR

に よ り 、 本 LNA gapmer が ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に 感 染 し た JEV 感



110 

染 粒 子 の 増 殖 お よ び RNA 複 製 を 有 意 に 抑 制 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 す

な わ ち 、 LNA gapmer が JEV RNA を 分 解 す る こ と で JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 発

揮 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 細 胞 毒 性 試 験 で は 1 µM の LNA gapmer 8 を

除 き 、 全 て の LNA gapmer は 有 意 な 細 胞 毒 性 を 示 さ な か っ た 。 全 て の LNA 

gapmer は ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 濃 度 で

は 明 ら か な 細 胞 毒 性 が 観 察 さ れ な か っ た こ と か ら 、 本 LNA gapmer は 細 胞

毒 性 を 示 す こ と な く JEV の 増 殖 を 抑 制 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。

BLAST 解 析 で は 、 ヒ ト RNA 配 列 中 に 本 LNA gapmer と 完 全 に 相 補 的 な 領

域 お よ び 1 ミ ス マ ッ チ ま た は ギ ャ ッ プ を 含 ん で 相 補 的 な 領 域 は 見 ら れ な か

っ た た め 、 ヒ ト RNA へ の 配 列 依 存 的 な オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 が 生 じ る 可 能 性

が 低 い こ と が 示 さ れ た 。細 胞 毒 性 試 験 お よ び BLAST 解 析 の 結 果 は ヒ ト 細 胞

に お け る 本 LNA gapmer の 安 全 性 を 支 持 し て い る 。 ア ラ イ メ ン ト 解 析 に お

い て は 、 本 LNA gapmer が 標 的 と す る 3’UTR stem-loop 領 域 は JEV GⅠ 、

Ⅲ 、 Ⅳ お よ び Ⅴ 型 に お い て 高 度 （ >97%） に 保 存 さ れ て い た 。 さ ら に 各 遺 伝

子 型 代 表 株 の 3’UTR の RNA 二 次 構 造 を 予 測 し た と こ ろ 、3’UTR stem-loop

構 造 は い ず れ の 遺 伝 子 型 に お い て も 保 存 さ れ て い た 。ア ラ イ メ ン ト 解 析 お よ

び RNA 二 次 構 造 予 測 の 結 果 か ら 、本 LNA gapmer が 様 々 な JEV 株 に 対 し て

有 効 性 を 発 揮 す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 実 際 に JEV 野 外 株 で 本 LNA gapmer

の 有 効 性 を 試 験 し た と こ ろ 、本 LNA gapmer は GⅠ 型 に 属 す る J-8-170-B 株

お よ び J-8-194-S 株 な ら び に GⅢ 型 に 属 す る Mie44-1 株 お よ び AS6 株 の 増
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殖 を ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お い て 有 意 に 抑 制 し た 。  

 以 上 の 結 果 よ り 、 本 LNA gapmer の ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 に お け

る 有 効 性 お よ び 安 全 性 が 明 ら か と な っ た 。ま た 、本 LNA gapmer が 異 な る 遺

伝 子 型 に 属 す る JEV 株 お よ び 野 外 JEV 株 に 対 し て 広 域 ス ペ ク ト ラ ム 活 性 を

有 す る 可 能 性 が 明 ら か と な っ た 。  
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ア ン チ セ ン ス 核 酸（ Antisense Oligonucleotide：ASO）は 15-30 塩 基 長 の

一 本 鎖 の 修 飾 核 酸 で 構 成 さ れ 、 標 的 RNA へ 配 列 特 異 的 に 結 合 す る こ と で 、

そ の 機 能 を 調 節 す る 。 1998 年 に サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 性 網 膜 炎 に 対 す る

ASO 医 薬（ fomivirsen）が 初 め て 承 認 さ れ て 以 来 、現 在 ま で に 遺 伝 性 疾 患 を

対 象 と し た 9 種 類 の ASO が 新 薬 と し て 承 認 さ れ て い る 。 近 年 で は 臨 床 試 験

お よ び 非 臨 床 試 験 に お い て 、 ウ イ ル ス RNA を 標 的 と す る ASO の 有 効 性 が

多 数 報 告 さ れ て お り 、 ASO は ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る 新 た な 治 療 手 段 と し

て 注 目 さ れ て い る 。  

ASO の 中 で も RNA 分 解 型 ASO は 、 修 飾 核 酸 鎖 が DNA 鎖 を 挟 み 込 ん だ

構 造 を し て お り 、結 合 し た 標 的 RNA を 内 在 性 RNase H の 誘 導 に よ り 分 解 す

る こ と が で き る 。 そ の た め 、 ウ イ ル ス RNA を 生 体 内 か ら 除 去 で き る 画 期 的

な 治 療 法 と な る こ と が 期 待 さ れ て い る 。特 に 本 邦 で 開 発 さ れ た 修 飾 核 酸 で あ

る Locked nucleic acid を 用 い た RNA 分 解 型 ASO（ LNA gapmer） は 、 新 型

コ ロ ナ ウ イ ル ス や A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス と い っ た 病 原 性 の 高 い RNA

ウ イ ル ス に 対 し て 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る 。 LNA gapmer

が 有 望 な ウ イ ル ス 治 療 戦 略 と な る 可 能 性 が 支 持 さ れ る 一 方 、全 世 界 で 公 衆 衛

生 学 的 問 題 を 引 き 起 こ し て い る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る LNA 

gapmer の 有 効 性 と 抑 制 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 な 点 が 多 い 。  

フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 に 分 類 さ れ る 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス （ Japanese encephalitis 

virus： JEV） は プ ラ ス 鎖 一 本 鎖 RNA ゲ ノ ム を 持 ち 、 蚊 に よ っ て 媒 介 さ れ る
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ア ル ボ ウ イ ル ス で あ る 。JEV は ア ジ ア 地 域 に 広 く 分 布 し 、そ の 遺 伝 子 型（ G）

は GⅠ 型 か ら GⅤ 型 が 存 在 す る が 、 特 に GⅠ 型 お よ び GⅢ 型 が 広 く 蔓 延 し

て い る 。ヒ ト が JEV に 感 染 し 発 症 し た 場 合 、急 性 脳 炎 が 引 き 起 こ さ れ る 。世

界 で は 年 間 推 計 69,000 件 の 発 症 報 告 が あ り 、幼 少 児 や 老 人 で 致 死 率 が 高 く 、

現 在 有 効 な 治 療 法 は 存 在 し な い 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 日 本 脳 炎 治 療 薬 の 開 発 を 目 指 し て 、 JEV RNA を 標 的

と す る LNA gapmer の 抗 ウ イ ル ス 効 果 お よ び 作 用 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 試 み

た 。最 初 に JEV ゲ ノ ム 3’非 翻 訳 領 域（ Untranslated region：UTR）を 標 的 と

す る LNA gapmer を 複 数 設 計 し 、 Vero 細 胞 を 用 い て JEV 増 殖 抑 制 効 果 が 高

い LNA gapmer を 選 定 し た 。次 に 、配 列 が 一 部 異 な る ミ ス マ ッ チ LNA gapmer

を 用 い た 細 胞 試 験 お よ び 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ セ イ に よ り 、 配 列 お よ び 修

飾 核 酸 特 異 性 に 関 わ る LNA gapmer の JEV RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム を 解 析 し

た 。 最 後 に 、 ヒ ト に お け る LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 安 全 性 を JEV 感 染

モ デ ル で あ る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 を 用 い た 感 染 実 験 お よ び in silico

解 析 に よ り 検 証 し た 。  

 

1. LNA gapmer に よ る JEV 増 殖 抑 制 効 果 の 証 明 お よ び 効 果 的 な 標 的 領 域 の

選 定  

 JEV RNA ゲ ノ ム の 3’UTR は JEV の 複 製 に 必 須 で あ る こ と が 報 告 さ れ て

い る 。そ こ で 本 研 究 で は 、JEV 標 準 株 で あ る JaGAr 01 株（ GⅢ 型 ）の 3’UTR
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の 塩 基 配 列 お よ び そ の 二 次 構 造 を 標 的 と し た 9 種 類 の LNA gapmer を 設 計

し た 。 す な わ ち 、 3’UTR 内 の 同 一 配 列 2 か 所 を 標 的 と す る LNA gapmer 1、

JEV の 複 製 に 不 可 欠 な 3’UTR conserved sequence モ チ ー フ Ⅰ （ CSⅠ ） を 標

的 と す る LNA gapmer 2 お よ び 3、 な ら び に LNA gapmer が 結 合 し や す い と

予 測 さ れ る 一 本 鎖 構 造 の 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer 4

～ 9 を 設 計 し た 。全 て の LNA gapmer は 安 定 性 を 付 与 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性

お よ び 細 胞 内 取 り 込 み 効 率 を 上 昇 さ せ る た め 、リ ン 酸 部 に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー

ト 修 飾 を 施 し て 合 成 し た 。ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 と し て 、JaGAr 01 株 感 染 Vero

細 胞 に リ ポ フ ェ ク シ ョ ン で 5 µM の LNA gapmer を 導 入 し 、そ の 培 養 上 清 を

用 い た プ ラ ー ク ア ッ セ イ を Vero 細 胞 で 行 う こ と に よ り JEV の 増 殖 抑 制 効 果

を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 LNA gapmer 1、 2 お よ び 3 で は JEV 増 殖 抑 制 効 果

が 示 さ れ な か っ た が 、 3’UTR stem-loop 領 域 を 標 的 と す る LNA gapmer 4～

9 全 て で 有 意 な JEV 増 殖 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た 。次 に 、最 も 効 果 が 高 か っ た

LNA gapmer 8 お よ び そ の LNA 組 成 ま た は 塩 基 長 を 改 変 し た LNA gapmer 

7 お よ び 9 を 0.05、0.5 お よ び 5 µM で 試 験 し た と こ ろ 、こ れ ら 3 つ の LNA 

gapmer は 0.5 µM か ら 有 意 な 濃 度 依 存 性 の JEV 増 殖 抑 制 効 果 を 示 し た 。  

以 上 、LNA gapmer が JEV に 対 し て 有 意 な 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す こ と 、お よ

び JEV の 3’UTR stem-loop 領 域 は LNA gapmer が 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 す た

め に 重 要 な 領 域 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
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2. LNA gapmer の 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 な 抗 JEV メ カ ニ ズ ム の 解 明  

 LNA gapmer に よ る RNase H 依 存 的 な ウ イ ル ス RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム に つ

い て は 不 明 な 点 が 多 い 。 そ こ で 、 最 も 効 果 が 高 い こ と が 判 明 し た LNA 

gapmer 8 を 基 準 に 、LNA 鎖 ま た は RNase H 結 合 DNA 領 域 に 1 ま た は 2 塩

基 の 変 異 を 導 入 し た ミ ス マ ッ チ LNA gapmer お よ び LNA を 持 た な い ASO

（ all DNA） を 設 計 し 、 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 性 に 関 わ る LNA gapmer の

JEV RNA 分 解 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 試 み た 。  

 プ ラ ー ク ア ッ セ イ で は 、オ リ ジ ナ ル の LNA gapmer 8 と 比 べ て 全 て の ミ ス

マ ッ チ LNA gapmer お よ び all DNA に お い て 有 意 に 減 弱 さ れ た JEV 増 殖 抑

制 効 果 が 観 察 さ れ た 。 ま た 、 LNA gapmer の 細 胞 内 に お け る JEV RNA 分 解

効 果 を 評 価 す る た め 、 RNase H の 添 加 に よ っ て 生 じ る LNA gapmer と 合 成

標 的 JEV RNA の 複 合 体 の バ ン ド 消 失 を 指 標 と し た 生 化 学 的 RNA 分 解 ア ッ

セ イ を 構 築 し た 。 本 分 解 ア ッ セ イ に よ っ て 、 LNA gapmer は RNase H 依 存

的 か つ 経 時 的 に JEV RNA 配 列 を 分 解 す る こ と 、 な ら び に ミ ス マ ッ チ LNA 

gapmer お よ び all DNA で は JEV RNA に 対 す る 結 合 親 和 性 ま た は 分 解 活 性

が 顕 著 に 低 下 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。  

以 上 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ お よ び RNA 分 解 ア ッ セ イ の 結 果 の 一 致 に よ り 、

JEV RNA 標 的 LNA gapmer は 塩 基 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 に RNase H 介

在 性 RNA 分 解 を 誘 導 し 、 抗 JEV 活 性 を 発 揮 し て い る こ と が 示 さ れ た 。  
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3. ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株 を 用 い た JEV 感 染 実 験 お よ び in silico 解 析

に よ る LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 安 全 性 試 験  

 脳 の 神 経 細 胞 に 感 染 す る JEV の 治 療 薬 開 発 の た め に は 、 LNA gapmer の

有 効 性 お よ び 安 全 性 を ヒ ト 神 経 細 胞 に お い て 評 価 す る 必 要 が あ る 。ま た 、抗

ウ イ ル ス LNA gapmer で は 異 な る RNA ゲ ノ ム 配 列 を 持 つ JEV 遺 伝 子 型 ま た

は 野 外 株 に 対 し て 広 域 ス ペ ク ト ル 活 性 を 有 す る こ と が 求 め ら れ る 。 そ こ で

LNA gapmer の 有 効 性 お よ び 安 全 性 を JEV 感 染 モ デ ル の 一 つ で あ る ヒ ト 神

経 芽 細 胞 腫 由 来 細 胞 株（ SK-N-SH 細 胞 ）に お け る JEV 野 外 株（ GⅠ・Ⅲ 型 ）

を 用 い た 感 染 実 験 お よ び in silico 解 析 に よ っ て 評 価 し た 。  

 プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ り 、本 研 究 で 開 発 し た LNA gapmer は SK-N-SH 細

胞 に お い て JaGAr 01 株 の 感 染 粒 子 の 増 殖 を 0.05 µM か ら 有 意 に 抑 制 し た 。

ま た RT-qPCR で は 、 LNA gapmer が 標 的 と す る JEV RNA 領 域 の 発 現 量 が

有 意 に 低 下 し た 。細 胞 毒 性 試 験 で は 、プ ラ ー ク ア ッ セ イ に お い て 試 験 し た 濃

度 で の LNA gapmer に よ る 有 意 な 細 胞 生 存 率 の 低 下 は 認 め ら れ な か っ た 。

BLAST 解 析 に お い て 本 LNA gapmer に 完 全 に 相 補 的 な ヒ ト RNA 配 列 は 検

出 さ れ ず 、 本 LNA gapmer に よ る 配 列 特 異 的 な 副 反 応 が 生 じ る 可 能 性 は 低

い こ と が 見 込 ま れ た 。  

LNA gapmer の JEV 野 外 株 に 対 す る 有 効 性 を 推 定 す る た め 、 デ ー タ ベ ー

ス 上 の JEV 292 株 の RNA ゲ ノ ム 配 列 を 収 集 し 、 JEV 3’UTR stem-loop 領 域

の 配 列 保 存 性 を 確 認 し た 。そ の 結 果 、LNA gapmer が 標 的 と す る JEV 3’UTR 
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stem-loop 領 域 は 、JEV GⅠ 、Ⅲ 、Ⅳ な ら び に Ⅴ 型 に お い て 高 度（ >97%）に

保 存 さ れ て い た 。 実 際 に GⅠ 型 2 株 お よ び GⅢ 型 2 株 の JEV 野 外 株 を SK-

N-SH 細 胞 に 感 染 さ せ て 本 LNA gapmer の 有 効 性 を 調 べ た と こ ろ 、 4 株 全 て

の 野 外 株 に 対 し て 本 LNA gapmer は 有 意 な 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す こ と が 実 証

で き た 。  

 以 上 、抗 JEV LNA gapmer の SK-N-SH 細 胞 に お け る 有 効 性 お よ び 安 全 性 、

な ら び に 異 な る 遺 伝 子 型 を 示 す 様 々 な JEV 野 外 株 に 対 し て 幅 広 く 適 用 で き

る 可 能 性 が 明 ら か と な っ た 。  

 

 本 研 究 で は 、 LNA gapmer が 配 列 お よ び 修 飾 核 酸 特 異 的 に RNase H 依 存

性 の JEV RNA 分 解 を 誘 導 し 、細 胞 内 で の JEV 感 染 粒 子 の 産 生 を 効 果 的 に 抑

制 す る こ と を 実 証 し た 。ま た 、JEV 株 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る JEV 3’UTR 

stem-loop 領 域 は 、 抗 JEV LNA gapmer の 開 発 に お い て 有 望 な 標 的 で あ る こ

と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は JEV RNA を 標 的 と す る LNA gapmer

が 日 本 脳 炎 に 対 す る 特 異 的 治 療 法 と な り 得 る 可 能 性 を 強 く 示 し て い る 。本 研

究 成 果 は 、 JEV を 含 む 病 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 す る LNA gapmer 療 法 の

開 発 を 支 持 す る 重 要 な 知 見 と 考 え ら れ る 。  
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