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Enzymatic stability and plasma concentration of 

double-stranded oligodeoxynucleotides (ODNs) com

posed of unmodified antisense ODN and chemicaly 

modified sense ODNs

Novel stabilizing method for unmodified oligo

deoxynucleotides (ODNs) has been investigated. 

Chemically modified ODNs, which carry comple

mentary sequences of unmodified antisense ODN,

 can form a double-stranded complex with the 

ability to stabilize the unmodified oligomer. The 

modifications were made on phosphodiester back-

bone ( phosphorothioate, SO ), thymine base ( 5-

phenylethyl substitution), 5'-terminal (introduction 

of poly (ethylene glycol)). To determine the poten

tial of this method, the in vitro stability in human 

plasma and in vivo retention in mouse after iv 

injection of the hemi-modified double-stranded 

ODNs were evaluated. Dissociation of unmodified 

antisensc ODN from the hemi modified double-

strand and reconstitution of the double-strand with 

an unmodified sense ODN were also recognized. 
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オ リゴデ キシヌクレオチ ド(ODN)の アンチセ

ンス効果によって,真 核細胞やウイルスの遺伝子

発現を制御 し,癌,エ イズなどの疾患 を治療する

試みが広 く行われている1).しか しなが ら,in　vivo

でODNが ア ンチセンス効果 をあらわすために

は,(1) 細胞内あるいは核内の標的遺伝子(セ ンス)

への到達性(2) その過程における化学的ならびに

酵素的安定性,(3) 標的センス との水素結合能,(4)

センスーアンチセンスハ イブリッドのRNase H

感受性な ど多 くの条件が要求される.ヌ クレオチ

ド間 を リン酸 ジエ ステル結 合で結 んだ天然型

ODNで は,(3)(4)については本来の機能が期待で

きるが,(1)(2)特に各種ヌクレアーぜに対する安定

性の低 さが問題 となる2).
一方,ヌ クレアーゼ抵抗性の獲得を主な目的 と

して,リ ン酸 ジエステル構造への種々の化学修

飾3～5)が行われているが,リ ンと結合す る酸素ある

いは水酸基のいずれかを他の置換基でおきかえる

と,そ のリン原子は不斉 となる6).し たがって,15

ヌクレオチ ドか らなるオ リゴマーでは2(15-1)=

16,384個 の立体異性体を生 じることにな り,異 性

体の混合物では上記(3)の水素結合能 に影響する7)

とともに,医 薬品 としては活性物質の純度が特定

できないことになる.

そこで本研究では,ア ンチセンスとして作用す

る分子は修飾を施 さない天然型ODNを 用いるこ

とを前提 として,こ の天然型ODNに 酵素分解 に

対する抵抗性 を与 えるために,化 学修飾を施 した

相補的ODNと2本 鎖 を形成 させる方法8)(図1)

について検討 した.

この方法では,ア ンチセ ンスODNが ヌクレ

アーゼ抵抗性や標 的部位移行性を付加 した(修 飾

型)セ ンスODNと 水素結合による二本鎖 を形威

した状態で,標 的部位 まで安定かつ効率的に送達

されることが期待 される.さ らに標的(セ ンス)遺

伝子の存在下では,相 補的水素結合能の弱い修飾

型センス との二本鎖から標的センスとの天然型二

本鎖への巻 き替 えが起 こると予想される.こ こで

は,こ の方法が機能するための主要課題である,

(1) 酵素安定性,(2) 水素結合能,(3) 二本鎖の巻 き

替 え,お よび(4) in vivoで の動態について15～21

merの 二本鎖ODNに ついて検討 した結果を報告



す る.

方 法

(1) 分 離 定量

HPLCシ ス テム(LC-9A,SPD-6A,CR-6A島

津 社 お よび490UV,ウ オ ータース社)に イオ ン交

換 カ ラム(リ クロス フェアー4000DMAE,メ ル ク

社)を 接続 し,20mM Tris-HCl緩 衝 液(pH9.O)-

NaCl(0.1→1.OM/60min)を 移 動 相 と して 用 い

て,260nmに お けるUV吸 収 強度 を検 出,測 定

した.

(2) OWNの 合 成

ターゲ ッ トセ ン ス と し てchloramphenicol

acetyltransferase遺 伝 子 の 開始 コ ドンを含 む下

流15～21塩 基 配 列(ATG GAG AAA AAA ATC

ACT GGA)を 選 択 し,図2に 示 す3種 の修飾 型

セ ンスODNと,こ れ と相補 的な天然型 ア ンチセ

ンスODNを 合 成 した.ODNはDNA合 成 機

(Cyclone Plus,ミ リポア社)を 使 用 して,β-シ アノ

エチルホ ス フォア ミダイ ト法 で合成 した.S置 換

体(phosphorathioate,SO)の 合 成 に はBeaucage

試薬9)を 用 い た.5'位 ポ リエ チ レン グ リコール修

飾体(PEG-PO)は5'末 端 修飾 試薬(ミ リポア社)

を用 いてヘ キシル ア ミン リンカー を導入後,活 性

化 ポ リエチ レング リコール試薬(生 化 学工業)を 用

いて1 ODN分 子当 ウ分子量5,000のPEG 2本

を結合させた.チ ミジン5位 のメチル幕 をフェニ

ルエチル基に変換 した修飾ODNは,先 に報告 し

た方法10)により合成 した5-フ ェニルエチル-2'-

デオキシウリジル酸をシアノエチルア ミダイ ト化

し,DNA合 成機を用いてODN中 に組み込むこ

で合成した.

ODNの 精 製 は,ゲ ル濾過 カ ラム(Sephadex G-

100,フ ァ ルマ シア社)さ らに カー トリッジ型 カ ラ

ム(Oligo-Pack,ミ リポ ア社)を 用 いて行い,上 記

HPLCに よ る分析 で98%以 上 の純度 のサ ンプ ル

を得 た.

(3) Hybridizationお よびTmの 測 定

相補 的 な2種 の一本鎖ODNを 等 モル濃度(7.5

μM)に70mM リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.4,70mM

図1 Conceptual figure of hemi-modified  double-stranded oligodexynucleotides 

as a novel stabilizing and delivery method for antisense ODNs



NaCl含 有)に 溶解 し,70℃ に過熱後約2時 間かけ

て徐々に15℃ まで冷却 し,二 本鎖を形成 させた.

TmはODN濃 度1.0OD(260nm)の リン酸緩衝

液の260nmに おける吸光度 を,15℃ より毎分

1℃ の速度で昇温 させて記録 し,そ の吸光度変化

の変曲点 より求めた.

(4) 酵索安定性

40%ヒ ト血漿中37℃ におけるODN濃 度(初 濃

度15μM)を 経時的にHPLCで 測定 して分解速

度を求めた.

(5) マ ウ ス血 漿中濃度

ODN 5.0OD unitsを0.125mlの リン酸緩衝 液

に溶解 し,ddY系 マ ウス(48～49g)の 頸 静脈 よ り

投与 した.採 血 は投与 と反対側 の頸静脈 よ り行 い,

脱 蛋 白後HPLCに よ り定量 した.

結果 と考察

(1) ヒ ト血漿中での安定性

図3に ヒ ト血漿中37℃ におけるODN(15mer)

の分解 に伴 う濃度減少を示す.一 本鎖の天然型

ODO(PO)が およそ1時 間の分解半減期であるの

に対 して,同 じく一本鎖のS置 換体(SO)の 半減期

は5.3時間に延長 し,天 然型 どうしの二本鎖(PO:

PO)は6.5時 間を示 した.こ れに対 して天然型ア

ンチセンスをS置 換センス と水素結合させた二本

鎖ODN(PO:SO)は 約4⑪ 時間の半減期を示 し,

修飾型センスODNに よる天然型アンチセ ンスの

安定化効果が優れていること恭示 された.

(2) 塩基対形成能

表1に 示すように,塩 基対を形成する水素結合

の強 さを表すTm(℃)の 値 は,天 然型同士の二本

鎖(PO:PO)の 値 に くらべて,S置 換体(PO:

SO)の15merで は8.6℃ の低下が観察され,S置

換体 で は塩基 対形成能 が減弱 してい るこ とが確認

され た.一 方,PEG修 飾 体(PO:PEG-PO)の

15merで は2.2℃,フ ェニルエチ ル置換 体(PO:

Phe-PO)の21merで は3.2℃ の 上昇が観察 され

た.

PEG-POお よ びPhe-POに お けるTmの 上 昇

図2  Chemical structures of modified 

oligodeoxymiclentides

図3 Enzymatic degradation of  15  mer 

ODNs in 40 % human plasma at 37•Ž 

(n=3,•}SD)

○ PO.口1」O PO-PEG ● SO.△ PO:PO.

▲ PO:SO

表1 Tm values of  double-stranded ODNs



は,こ れ らの修飾がその化学構造上,ODN間 の水

素結合力 に直接影響す るとは考 えに くい ことか

ら,修 飾ODN側 の一本鎖構造の安定化,た とえ

ば stacking効 果によるものではないか と推測 し

ている.

(3) 二本鎖の解離 と再会合

最 初 に も述 べ たが,天 然 型の ア ンチ セ ンス

ODNが 修飾型センスODNと の二本鎖 として標

的遺伝子まで送達された場合,天 然型:修 飾型二

本鎖が解離 して,天 然型:天 然型(標 的遺伝子)二

本鎖への再会合(巻 き替え)が起 こらなければなら

ない.

そこで,こ こでは,水 素結台能の低下が観察さ

れたS置 換センスODNと 天然型アンチセンス

ODNか らなる二本鎖(PO:SO)が,天 然型センス

ODNの 存 在 下 に巻 き替 えを起 こすか どうかを検

討 した.表2に 示す よ うに,PO:SOのTmは

等 モルの セン スPOと ともにイ ンキ ュベ ー トす る

ことで5.0℃ 上 昇 し,2倍 モ ル のセ ンスPO存 在

下 にはさらに1.9℃ 上昇 して天然型二本鎖のTm

とほぼ同 じ値 を示 した.・一方,ア ンチセンスODN

と塩基配列の相補性を有しないナンセンスODN

の添加ではPO:SOのTm上 昇 は観察されず,

天然型二本鎖への巻き替 え茄塩基配列特異的に起

こることが示された.

(4) マ ウ スin vivoで の 血 中濃度

マ ウス頸静脈 に各種ODN(5.0 OD units)を 投

与後 の血中濃度 変化 を図4に 示 す.一 本 鎖ODN

で は,天 然型(PO)とS置 換 型(SO)を 比 較 す る と,

POが 半 減 期 お よそO.2分 で 急 速 に消失 す るのに

対 して,SOの 消 失半減期 は2～6分 の 測定結果

か らは2.8分 と計 算 された.ま た,測 定点 を外挿

して求めた分布容積 は,POが2.0mlに 対 し,SO

が10.5mlと5倍 以上 も大 きかった.Phosphor-

othioate(SO)は 蛋 白結 合 能 が大 きい こ とが 報告

されてお り11),今回観察 された大 きな分布容積 と

長い消失半減期は,い ずれも蛋白結合が部分的に

影響 していると考 えられる.
一方,天 然型 とS置 換型からなる二本鎖(PO:

SO)は 消失半減期 が1.2分 に延長 した.ま た,

PO:SOの 分布容積は2.3mlで,天 然型一本鎖

ODNと ほぼ同じ値 を示 し,一 本鎖SOの 蛋白結

合能は天然型 と二本鎖を形成することで減弱され

ることが示唆された.

本研究 で は,天 然 型 のア ンチ センスODNの 安

定 化 のため に修飾型ODNを 用 いる可能 性 につい

て検討 した.今 回の検討 によ り,天 然型(PO)とS

置 換(phosphorothioate,SO)か ら な る 二 本 鎖

表2 Dissociation of  hemi-modified double-stranded ODNs and reconstitution 

of unmodified double-stranded ODNs

• *Tms of before and after the incubation with single ODN .

図4  Plasma concentration-time  pro-

 files of ODNs after i.v. adminis-

 tration in mice(n =3,•}SD)

○ PO. ● SO.▲PO:SO
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ODNに よって,酵 素安定性の獲得 と標的遺伝子

の存在下 に二本鎖の巻き替 えが起 こることが示唆

され,体 内動態については天然型 と同様の分布が

期待できる結果を得た.ポ リエチレング リ]一 ル

基の導入やチ ミジン5位 のフェニルエチル基への

置換では,水 素結合能が天然型 よりもむしろ増強

することが観察 され,今 回の二本鎖ODNへ の応

用には適 さないと考えられるが,こ れらの修飾方

法では立体異性体 を生じないことから,ア ンチセ

ンスODN自 身の修飾方法 として有望 と思われ

る.


