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RNAオリゴマーを用いた mRNA修飾法の開発と 

mRNA送達、ワクチンへの展開 

 

 

内田智士 a),b) (京都府立医科大学大学院医学研究科 a)、川崎市産業振興財団ナノ医

療イノベーションセンターb)) 

 

1. はじめに 

 新型コロナウイルス感染症(COVID-19)に対して、mRNA ワクチンが実用化され、mRNA

医薬の有用性が示された(1)。今後、感染症予防だけでなく、がん治療ワクチン、がん免

疫治療、希少遺伝性疾患治療、ゲノム編集治療、再生医療といった様々な分野への mRNA

医薬の応用が検討されるであろう(2, 3)。一方で、COVID-19 ワクチンは、供給不足が明ら

かであり、効果を向上させ低用量化することが望まれる。がん治療ワクチンでは、より

抗原性の低い標的に対して免疫を誘導する必要がある。その他の適応では、標的組織、

細胞に効率的に mRNA を送達する手法が求められる。このような mRNA バイオアベイラ

ビリティの向上に向けて、世界中で、脂質性ナノ粒子や、リポポリプレックス、高分子

ミセルといった多種多様な mRNA 送達キャリアの開発が行われている(4, 5)。その中で著

者らはこのような送達キャリアと独立直行的に機能し、相乗的に mRNA バイオアベイラ

ビリティを向上させる戦略として mRNA 自体の設計に着目した。本稿では、相補鎖 RNA

オリゴマーを用いて mRNA を修飾することで、その送達効率やワクチンとしての機能を

向上させた研究を紹介する。 

 

2. mRNA の修飾 

a. 塩基の化学修飾 

 mRNA のバイオアベイラビリティを向上させる手法として、塩基の化学修飾が以前よ

り検討されてきた。シュードウリジン、5 メチルシチジン等の修飾により、Toll 様受容

体、RIG-I 様受容体といった mRNA の自然免疫受容体に対する認識が回避され、mRNA の

免疫原性が軽減されること、結果として mRNA からのタンパク質発現効率が向上するこ

とが報告された(6, 7)。近年、N1 メチルシュードウリジンが、mRNA の免疫原性を低下さ

せるとともに、翻訳活性を大幅に向上させる修飾として、幅広く用いられている(8)。一

方、著者らは様々な化学修飾塩基を含む mRNA の機能を調べたところ、修飾により mRNA

の免疫原性は低下したものの、しばしば翻訳活性も同時に低下した(9)。その後、他のグ

ループからも同様の報告がなされた(10)。また、mRNA を生体に投与する場合に問題とな

る酵素分解に対する耐性は、化学修飾後もあまり改善しなかった。siRNA やアンチセン

ス核酸では、糖リン酸主鎖も含めて、多種多様な修飾が行われることで、酵素分解耐性

が大幅に向上し、核酸医薬のバイオアベイラビリティ向上に繋がっている。一方で、
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mRNA では翻訳活性を維持する必要があるため修飾法が限られ、まだ化学修飾による酵

素分解制御には至っていない。 

b. 相補鎖 RNA を用いた mRNA 修飾 

 近年、細胞内での RNA の 2 次構造を評価する手法が進歩し、内因性 mRNA の 2 次構造

が可逆的に結合、解離していることが明らかとなってきた(11, 12)。そこで、化学修飾し

た相補鎖 RNA を mRNA にハイブリダイズすることを着想した。すなわち、mRNA に結合

した化学修飾相補鎖 RNA も、内因性 mRNA の 2 次構造と同様に細胞内で解離するため、

mRNA からのタンパク質効率が保たれるのではないかと期待した。一方で、2 本鎖 RNA

形成による RNA 干渉や免疫原性が懸念された。そこで、様々な鎖長の未修飾相補鎖 RNA

を、レポーターmRNA のタンパク質コード配列にハイブリダイズした際に、相補鎖が

mRNA からのタンパク質翻訳や mRNA の免疫原性に与える影響を評価した(13)。培養免疫

細胞への導入において、23 塩基以上の RNA をハイブリダイズした際、タンパク質翻訳

活性の低下や、炎症性サイトカイン分泌の上昇がみられたが、17 塩基の相補鎖を用い

た場合、その影響はみられなかった。そこで、17 塩基の相補鎖を持つ RNA を用いた mRNA

の化学修飾を検討した。 

 

3. 相補鎖 RNA を用いた mRNA 修飾 

 

Figure 1. mRNA への Chol 基修飾による高分子ミセルの安定化。文献(13)より許可を得て改

変。© 2019 Elsevier Ltd. 
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 まず、コレステロール(Chol)基を修飾した相補鎖 RNA を mRNA にハイブリダイズする

ことで、mRNA 送達キャリアの安定化を試みた。ここでは、Chol 修飾 mRNA を、ω末端

に Chol 基を修飾したポリエチレングリコール(PEG)-ポリカチオンブロック共重合体と混

合することで、PEG で覆われた高分子ミセル(以下、ミセルと記載)に搭載した(13) (Figure 

1)。その際、それぞれの Chol 基が stacking することで、より安定に mRNA を内包できる

と期待した。実際に、約 800 塩基の mRNA に Chol 基を 1 つ修飾するだけで、ミセルに内

包した mRNA の血清培養中の酵素分解が抑制され、アニオン性高分子を添加した際の

mRNA との置き換わりに対する耐性も向上した。ミセルの安定性は mRNA 中の Chol 基数

に依存して増加した。また、mRNA とブロック共重合体の両方に Chol 基を導入した場合

にのみ、ミセル中での mRNA の凝縮が強くなったことから、mRNA 上の Chol 基とブロッ

ク共重合体上の Chol 基の相互作用がミセルの安定化に寄与したと想定される。安全性

評価において、Chol 基修飾 RNA をハイブリダイズすることによる炎症反応の惹起、相

補配列を持つ内因性遺伝子の発現に対する影響はほとんどみられなかった。このミセル

をマウスに対して経気道肺投与したところ、mRNA の Chol 基修飾により、肺への mRNA

導入効率が向上できることも見出した。 

 一方で、このシステムを mRNA の全身投与へ応用するためには更なるミセルの安定化

が必要であった。そこで、ブロック共重合体のカチオン部分の間をフェニルボロン酸エ

ステルで架橋した。この架橋は、細胞内取り込み後、細胞質内の高アデノシン三リン酸

(ATP)濃度に応答して開裂し、ミセルに内包した mRNA の細胞質内での放出が促進される

(14)。まず、側鎖のアミノエチレン構造の繰り返し数の異なるポリアスパラギン酸を用

い、カチオン部分の構造及び架橋の導入率のスクリーニングを行ったところ、十分な安

定性と、細胞質内での速やかな mRNA 放出に伴う効率的なタンパク質翻訳を両立するミ

セル設計を見出した。続いて、その最適なミセル設計に対して、mRNA 及びブロック共

重合体への Chol 基修飾を行った(15)。すると、架橋と Chol 基修飾が相乗的に作用するこ

とで、ミセルが安定化され、マウスへの静脈内投与後の血中滞留性が向上した。このよ

うに、mRNA への修飾は、送達キャリアを構成する高分子の設計と独立直交的に作用し

て、キャリア機能を相乗的に向上できる方法である。この方法を、様々な高分子設計技

術と融合することで、mRNA バイオアベイラビリティのさらなる向上が期待される。 

 また、mRNA の修飾と脂質性 mRNA キャリアとの融合にも取り組んでいる。脂質性

mRNA キャリアでは、凝集を防ぐため煩雑な調製法が必要になる。ここで、簡便に凝集

を防ぐ方法として、mRNA の PEG 修飾を行った(16)。驚くべきことに、約 800 塩基の mRNA

に 20 本の PEG 鎖を修飾しても、無細胞翻訳系にてほとんどタンパク質翻訳効率が低下

しなかった。この PEG 化 mRNA を、リポフェクタミンや

1,2-bis(dioleoyloxy)-3-(trimethylamonio)propane (DOTAP)/Chol リポソームと混合したところ、平均

粒径 100 nm 以下で電気的にほぼ中性な脂質性 mRNA キャリアが調製された。一方で、

PEG 修飾を行っていない場合、数百から数千 nm の凝集体が形成されたことから、PEG
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修飾による凝集抑制効果が確認された。PEG 化 mRNA を搭載した脂質性キャリアは、マ

ウスへの静脈内投与後の血液循環中でも凝集することなく、安定に存在した。このよう

に化学修飾相補鎖を用いた mRNA 修飾は、様々な種類の mRNA キャリアの機能を高めら

れる汎用的な方法論である。 

 

4. 複数の mRNA 鎖を束ねた mRNA ナノ集合体 

 

Figure 2. mRNA ナノ集合体。文献より許可を得て改変。© 2019 Wiley-VCH 

 

 次に、mRNA の立体構造に着目した酵素分解抑制に取り組んだ。近年 RNA ナノテクノ

ロジーの分野で、RNA に立体構造をとらせることで RNA の酵素分解耐性が向上するこ

とが明らかとなり、高次構造を付与した RNA を用いた siRNA 送達などが検討されている

(17)。この方法では精密な配列設計が必要となる一方で、mRNA ではアミノ酸配列を変え

ずに自由に配列を設計することができないため、RNA ナノテクノロジーの mRNA への応

用は行われてこなかった。ここで、上述のように 17 塩基の相補鎖 RNA をハイブリダイ

ズしても mRNA からの翻訳活性が変わらないことを踏まえ、複数の mRNA 鎖を、相補配

列を持つ RNA リンカーを用いて束ね mRNA ナノ集合体を調製することで、mRNA に立体
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構造を付与した(Figure 2) (18)。すると、平均粒径 100 nm 以下で、平均 7.7 本の mRNA 鎖か

らなるナノ集合体が調製された。まず、送達キャリアを用いない場合の機能評価を行っ

た。すると、このナノ集合体は、集合体を形成していない naïve mRNA と比べて、酵素分

解耐性が 100 倍程度向上していた。興味深いことに、mRNA にハイブリダイズするもの

のリンカーとして機能しない相補鎖 RNA をハイブリダイズしても酵素耐性向上効果は

ほとんど得られなかった。すなわち、mRNA の 2 次構造だけでなく高次構造が、ナノ集

合体における酵素分解耐性の向上に大きく寄与したことが想定された。また、ナノ集合

体からのタンパク質翻訳活性は保たれており、培養細胞やマウスへ導入したところ、ナ

ノ集合体では、集合体を形成していない naïve mRNAと比べてmRNA導入効率が向上した。 

 これらの結果は、ナノ集合体では、立体障害により分解酵素からの認識が回避されて

いる一方で、タンパク質翻訳に関わる酵素の認識を受けていることを示唆する。この一

見相反する結果を説明するために、翻訳に重要とされる 5´キャップに着目し、ナノ集合

体の解離挙動を、Cy3 標識リンカーと Cy5 標識 mRNA の間の Förster 共鳴エネルギー移動

(FRET)により評価した。5´キャップを有する mRNA ナノ集合体は、PBS 中で解離しなか

った一方で、細胞溶解液中で解離し、細胞内環境依存的な翻訳が示唆された。一方で、

5´キャップを持たない mRNA ナノ集合体を調製し同様の観察を行ったところ、細胞内環

境中でも解離しなかった(Figure 2)。すなわち、mRNA ナノ集合体は、細胞内環境で、5´

キャップ依存的に解離していることが示唆された。翻訳開始因子がナノ集合体中の 5´

キャップを認識し翻訳が起こると、翻訳酵素の持つヘリカーゼ活性により(19)、ナノ集

合体が解離し、それが更なる翻訳に繋がったのではないかと想定している。また、上述

の Chol 基や PEG を修飾した相補鎖 RNA も同様のメカニズムで、細胞内にて mRNA から

解離している可能性がある。 

 このナノ集合体のキャリアを用いた送達にも取り組んだ(20)。ここで、用いた naïve 

mRNA は 0.8 kb であるのに対して、ナノ集合体を構成する RNA は合計で 7.4 kb であった。

このような RNA の総塩基数の違いから、mRNA 構造の違いを区別して評価するため、コ

ントロールとして、7.6 kb の長鎖 naïve mRNA も用いた。これら 3 種類の mRNA を、ブロ

ック共重合体と混合することで高分子ミセルを調製したところ、いずれも平均粒径 100 

nm 以下で電気的にほぼ中性であった。血清中での分解酵素耐性試験やポリアニオンと

の置き換わり耐性試験、静脈内投与後の血中滞留性評価において、ナノ集合体を内包し

たミセルは、0.8 kb 及び 7.6 kb の naïve mRNA を内包したミセルと比べて、安定性が飛躍

的に向上していた。ポリプレックス内の RNA 立体構造の制御により、ポリプレックス

を安定化させた世界に先駆けた報告である。また、ナノ集合体を内包したミセルは、培

養細胞やマウス脳への mRNA 導入において、優れたタンパク質翻訳活性を示した。 

5. 部分 2 本鎖 mRNA を用いた mRNA ワクチン 

 これまでの例では、mRNA のタンパク質コード配列に対して 17 塩基の相補鎖をハイブ

リダイズしてもその翻訳活性や免疫原性に影響しないことを利用した修飾を検討した。



 

21 
 

一方、mRNA のポリ A 鎖を標的とした場合、120 塩基のポリ U 鎖をハイブリダイズして

も、タンパク質翻訳活性に影響しなかったが、mRNA の免疫賦活化作用が向上した(21)。

そこで、この設計(mRNA:pU)を mRNA ワクチンに用いた(Figure 3)。すなわち、mRNA:pU は、

ワクチンにおいて効率的に抗原タンパク質を発現する一方で、2 本鎖部分が免疫賦活化

アジュバントとして機能することを期待した。ここで、ポリ U 鎖は in vitro 転写によって

合成したが、その際 5´末端はトリリン酸化される。一方で、2 本鎖 RNA の 5´末端トリリ

ン酸は、自然免疫受容体 retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)の基質である。実際に、RIG-I ノ

ックアウト細胞を用いた解析から、mRNA:pU は主に RIG-I を介して免疫賦活化作用を示

していることが明らかとなった。なお、ポリ A に対して相補鎖を結合した場合、長い 2

本鎖構造を付与しても mRNA 翻訳活性が維持されたメカニズムは不明であるが、A と U

の結合が弱いことや、ポリ U が細胞質内で別の mRNA のポリ A 鎖に置き換わった可能性

が想定される。 

 

Figure 3. 部分 2 本鎖 mRNA ワクチン。 

 

 この mRNA:pU を用いたワクチン実験に取り組んだ。ここで、mRNA 構造の影響を直接

評価するため、naked 状態での投与を検討したが、その際、naked mRNA 投与で高いワク

チン効果が得られるリンパ節への投与を行った。モデル抗原オボアルブミン(OVA)を用

いた評価で、mRNA:pU は naïve mRNA と比べ、細胞性免疫、液性免疫の誘導効果が向上し

た(21)。一方、その効果はまだ医療応用には十分ではなく、またリンパ節内投与の臨床

応用は手技が煩雑となることから、現在、キャリアを用いた送達に取り組んでおり、有

望な成果が得られている。 

 現在、mRNA ワクチンでは主に脂質性キャリアを用いた送達が行われており、その際、

脂質に免疫賦活化活性が付与されている(22)。この場合、mRNA から遊離した脂質が全身

性に炎症反応を惹起する危険性がある。一方、mRNA にアジュバント活性を付与した場

合、抗原タンパク質を発現した細胞でのみ効率的に免疫を賦活化するほか、mRNA は脂

質より分子量が大きく、その体内動態の制御が容易であるといった利点がある。さらに

RNA は体内で速やかに分解されるため、アジュバントが体内に蓄積する可能性がなく、

また体内に存在する物質である点は臨床応用において承認を得る上でも極めて重要で

ある。 
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6. 様々な mRNA エンジニアリング技術 

 我々の相補鎖を用いた mRNA 修飾以外にも、mRNA の機能向上を目指した様々な試み

が行われている。まず、mRNA 分子に化学修飾を行うものに関して、2.a.に述べた塩基の

化学修飾以外にも様々な試みがある。例えば、5´キャップのホスホロチオエート修飾や、

locked nucleic acid 構造付与により、細胞内の酵素によるキャップ除去を防ぎ、また翻訳開

始効率を高めることが出来る(23, 24)。ワクチンへの応用を視野に入れ、5´キャップ修飾

により、免疫賦活化作用を高めた報告もある(25)。また、ホスホロチオエート修飾を 5´

非翻訳領域に行うことで、翻訳の律速である開始の段階を効率化され(26)、ポリ A 部分

に行うことで、細胞内でのデアデニラーゼによる分解が抑制されること(27)も知られて

いる。mRNA の構造に関して、スプライシング過程を模倣した方法で、RNA を環状化さ

せることで、エキソヌクレアーゼ分解が抑制され、mRNA からのタンパク質発現が長寿

命化し、さらに mRNA の 5´構造に起因する mRNA 免疫原性が軽減できる(28, 29)。また、

環状化した上で、ストップコドンを除くと、翻訳の律速である開始、停止の過程が回避

され、タンパク質発現量が飛躍的に向上する(30, 31)。 

 また、mRNA にはプロモーター、エンハンサーがなく、細胞種や環境に応答した翻訳

制御が困難であるが、特定の配列を mRNA に組み込むことで、この課題に取り組んでい

る報告もある。例えば、5´非翻訳領域に RNA アプタマーをハイブリダイズし、翻訳を抑

制した上で、特定の分子が結合するとそのアプタマーが脱離し、翻訳が開始されるシス

テムが報告されている(32)。また、5´, 3´非翻訳領域にマイクロ RNA (miRNA)の標的配列を

組み込むと、その miRNA を発現する特定の細胞で、mRNA が分解され翻訳が抑制される。

この方法は、分化させた iPS 細胞から特定の細胞を単離するために用いられているほか

(33)、in vivo で心筋細胞特異的に mRNA を発現させた報告もある(34)。 

 アルファウイルス由来の RNA 複製機構を組み込むことで、mRNA に自己増殖機能を付

与し、タンパク質発現を持続させる試みもある。長期発現できることから、少ない投与

回数で iPS 細胞を効率的に樹立できるほか(35)、低用量で優れたワクチン効果が得られ、

COVID-19 ワクチンにも応用されている(36)。ワクチン効果には、RNA の自己増殖過程で

形成される 2 本鎖 RNA 構造によるアジュバント活性も寄与していると考えられている。

一方で、mRNA ワクチン接種による局所反応が問題となる中、この方法では、その制御

が困難であること、さらにアルファウイルス由来タンパク質に対する免疫応答が懸念さ

れること、長鎖 RNA を効率的の送達する方法論が必要になるなど課題も多い。 

 

7. おわりに 

 mRNA ワクチンの承認、全世界での接種を受け、今後 mRNA 医薬の開発がますます盛

んになることが想定されるが、その際、最大限の効果を得るための mRNA バイオアベイ

ラビリティ向上は必須である。この課題に対して、主に mRNA 送達キャリアを構成する
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脂質、高分子の設計が注目されてきたが、我々は、視点を変え、mRNA の設計に注目し

た。相補鎖 RNA を用いた mRNA 修飾を試みたところ、mRNA キャリア設計と相乗的に作

用することで、mRNA 医薬の最大の課題である生体内酵素分解の克服に大きく寄与した。

さらに、mRNA に免疫賦活化作用を付与することで、mRNA ワクチンの効果を向上した。

本戦略は、mRNA 医薬の様々な応用の場面で、様々な送達キャリアとの融合が可能であ

り、今後の更なる発展が期待される。 
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