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核酸医薬品における作用点・毒性
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医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス. PMDRS. 46(10). 681 ~ 686 (2015) より一部改変

ハイブリダイゼーションに起因するオフターゲット作用を評価するために、
Axceleadでは次世代シーケンサーを用いた評価を考えています。

核酸医薬品の作用機序
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オフターゲット作用評価プラットフォーム
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次世代シーケンサーを用いたアンチセンスオリゴヌクレオチド（ASO）のオフターゲット評価

次世代シーケンサーで取得した網羅的遺伝子発現データを有効活用するこ
とで、核酸医薬品開発の効率化だけでなく核酸医薬品開発プロセス全体の
加速化が期待されます。

オフターゲット作用評価
プラットフォーム
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Ion Torrent 次世代シーケンサー
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Ion AmpliSeq Transcriptomeを用いた網羅的遺伝子発現解析
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AmpliSeqを用いたオフターゲット作用評価の事例
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AmpliSeqを用いたオフターゲット作用評価の内容を第5回日本核酸医薬学
会（2019年）でポスター発表した、ルクサナバイオテク社との共同研究結
果を例として紹介します。

【試験内容】VEGFA mRNAを標的としたギャップマー型ASO 4配列 (VEGFA # 1-4)を、ヒト肝腫
瘍由来細胞株HepaRGにトランスフェクション後 48時間後におけるHepaRG細胞の網羅的遺伝
子発現解析を実施した。
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NGSによる多面的アプローチ – 遺伝子発現変動 –
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網羅的な遺伝子発現変動解析によって、（１）標的遺伝子のノックダウン活性と
（２）オフターゲット作用による遺伝子発現変動を同時に評価することができる。

 VEGFA #1では発現変動遺伝子は少ないが、VEGFA #2-4では多く標的遺伝子よりも発現低下している遺伝
子が多かった。

 発現変動遺伝子やオンターゲット作用との比較等から、オフターゲット作用の低いASOを選択できる。

対照群に対する網羅的遺伝子発現変動解析結果

発
現

変
動
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NGSによる多面的アプローチ – 発現プロファイル –
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主成分分析によって、網羅的な遺伝子発現データからASOのプロファイリングが可
能になる。

 ASOごとに用量に併せて特有のプロファイルを示し、発現変動遺伝子が多かったVEGFA #3, 4はそれぞれ
異なる発現プロファイルを示した。

 発現プロファイルからASOのクラスタリングや特徴付け (characterization)ができる。

主成分分析によるASOの発現プロファイル
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NGSによる多面的アプローチ – 細胞傷害性との関連 –
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発現変動遺伝子とAST/ALTの関連性

AmpliSeq
発現変動遺伝子数

細胞傷害性

次世代シーケンサーによって捉えた遺伝子変動は、細胞傷害性と関連している。
 発現変動遺伝子が少ないVEGFA #1ではASTの上昇は認められないが、発現変動遺伝子の多いVEGFA #2-4

ではASTが上昇していた。
 発現変動遺伝子数と細胞傷害性が関連している。

 ASTの上昇が見られない濃度域においても、VEGFA #1と#2-4で発現変動遺伝子数に違いが認められた。
 表現型として検出される前の段階でも、mRNAレベルでの影響を捉えることができる。

dose
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オフターゲット作用評価プラットフォーム
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次世代シーケンサーを用いたアンチセンスオリゴヌクレオチド（ASO）のオフターゲット評価

オフターゲット作用評価
プラットフォーム
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in silico デザインへのフィードバック
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配列から予測されるオフターゲット遺伝子とAmpliSeq発現低下遺伝子の比較

配列から予測されるオフターゲット遺伝子（2ミスマッチ以内）
AmpliSeqで発現低下しているノックダウン遺伝子

網羅的に遺伝子発現を測定しているため、配列から予測されるオフターゲット遺
伝子が実際に発現低下していたのか比較した。

 2ミスマッチ以内のオフターゲット遺伝子とAmpliSeqで得られたノックダウン遺伝子はあまりオーバー
ラップしておらず、むしろ発現上昇している遺伝子も認められた。

 本試験の条件において、「2ミスマッチ以内」の条件だけでは実際の発現低下の予測精度は低い。

遺伝子を発現変動順に並べ替え

発
現

変
動

オフターゲット遺伝子の中には
AmpliSeqで発現が上昇している遺伝子も認められる。

VEGFA #1におけるオフターゲット遺伝子の発現変動
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in silico デザインへのフィードバック
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2ミスマッチ + 相同配列が12塩基以上のオフターゲット遺伝子

遺伝子を発現変動順に並べ替え

発
現

変
動

実際にAmpliSeqで発現低下している遺伝子だけが
多く検出された。

配列からの予測と網羅的遺伝子発現解析の実測値から、オフターゲット遺伝子の
予測アルゴリズムの精度を向上させることができる。

 「2ミスマッチ以内」に加えて「連続した相同配列が12 塩基以上」という条件では、AmpliSeqで実際に
ノックダウンしている遺伝子だけを絞り込むことができた。

 開発初期からオフターゲット作用の少ないASOのデザインが期待できる。

ミスマッチ

相同配列

オフターゲット遺伝子の予測精度向上
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オフターゲット作用評価プラットフォーム
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次世代シーケンサーを用いたアンチセンスオリゴヌクレオチド（ASO）のオフターゲット評価

次世代シーケンサーで取得した網羅的遺伝子発現データを有効活用するこ
とで、核酸医薬品開発の効率化だけでなく核酸医薬品開発プロセス全体の
加速化が期待されます。

オフターゲット作用評価
プラットフォーム
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