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1.研究実施の概要 

本研究構想のコンセプトは、ウイルスの機能と構造に学びつつ、合成高分子や脂質分

子の的確な自己組織化を通じて、ウイルスの宿主細胞への感染機能を模したナノ構造デバ

イスを構築し、さらには、磁場や熱などの外場応答機能や天然の核酸医薬を越える機能性

人工核酸の搭載、遺伝子以外の薬物やセンサー物質を標的細胞に送達するといった、いわ

ば天然のウイルス機能を超越するインテリジェント・ナノ構造デバイスを創製する事であ

る。この様な「インテリジェント・ナノ構造デバイス」は、ウイルスベクターに代わる安

全でかつ高機能の合成ベクターとして遺伝子治療分野において広範な応用が期待出来ると

ともに、数々の知的資産の形成を通じて新産業の育成にも貢献する事が確信される。本プ

ロジェクトの第三年目に相当する平成１５年度においては、昨年度に引き続いて戦略目標

達成のための基本コンセプトの検証を行うとともに、デバイスへのインテリジェント機能

の創り込みを一層加速させ、非分裂細胞系も含めた培養細胞系における優れたベクター機

能の実現に成功した。すなわち、①ウイルスベクターに匹敵する遺伝子導入効率を有する

リガンド結合型ナノ構造デバイスの構築、②スムースな細胞内移行能と細胞内環境に応答

したDNA放出能を有するインテリジェント型ナノ構造デバイスの構築と機能の実証、③優

れたエフェクター機能を有する機能性核酸のデバイスへの搭載と細胞内における遺伝子サ

イレンシング機能の確認、④ナノ構造デバイス表面への各種リガンド装着方法の確立、⑤

臨床研究機関との連携によるin vivoにおけるデバイス機能の確認、という主要５項目に

関してグループ内の緊密な連携の元、系統的な研究を実施した。 

 

2.研究実施内容 

片岡グループ 

片岡グループでは、昨年度までに細胞内還元環境下において効率良く内包DNAを放出す

るナノ構造デバイスの設計指針を明確にして来たが、本年度はさらに、その構造の最適化

を行うとともにその製剤学的優位性の検討並びにin vivoにおけるレポーター遺伝子発現

能評価を行った。さらに、この様なインテリジェントナノ構造デバイスの有する機能を最

大限に引き出すために、細胞内動態制御を目的としたブロック共重合体設計並びに光エネ



ルギーの活用による遺伝子発現効率の増強に的を絞った研究を展開した。さらに、デバイ

スに搭載する薬物の範囲を広げ、遺伝子DNAのみならず、近年、新しい核酸医薬として急

速に関心が高まっているsiRNAのデバイス内への効率的内包と培養細胞系における高い遺

伝子ノックダウン効果の発現を確認した。一方、デバイスに内包されたDNAの凝縮構造の

詳細に関しても、原子間力顕微鏡などを用いて検討を行い、規則的な折れ畳み構造を示唆

する実験データを得つつある。また、還元環境応答型デバイスについては、計画を前倒し

する形で動物実験を展開し、肝臓や血管壁におけるレポーター遺伝子の発現を確認した。 

1) 細胞内還元環境応答型ナノ構造デバイスの構造最適化と機能検証 

昨年度までに、細胞内におけるグルタチオン濃度上昇に呼応する形でデバイス内のジ

スルフィド架橋が開裂し、内包DNAを細胞内に効率的に放出することによって、高い遺

伝子発現に導くシステムの設計指針を確立したので、本年度は、さらに、デバイスを構

成するブロック共重合体の連鎖長ならびにジスルフィド架橋の導入率とデバイスの安定

性並びに遺伝子発現能力との間の構造—機能相関を明らかにするための系統的な研究を

行った。その結果、デバイス内における有効なDNA凝縮を惹起するための臨界鎖長が存

在することを明らかとし、さらに、DNA凝縮構造の形成と遺伝子発現活性との間に良好

な相関があることも見出された。また、ジスルフィド架橋効率についても最適値が存在

し、かつその値が細胞種によっても異なることが明らかとなった。これは、細胞内にお

けるグルタチオン濃度の差などに帰因するものとも考えられるが、これより、ジスルフ

ィド架橋率を精密に制御することによって、特定の細胞集団に特異的に遺伝子発現を誘

導出来る可能性が示された。一方、この様なデバイスを実際の応用に展開していくため

には、保存安定性や投与量の幅広い選択性などの製剤学的要件を満足することが必要で

あり、その点で、凍結乾燥製剤化が必須の課題である。本ジスルフィド架橋型デバイス

は凍結乾燥に伴う粒径変化や遺伝子発現活性の減弱が全く認められず、将来の臨床展開

においても極めて有利な形態であることが明らかとなった。 

2) 細胞内移行促進機能を有するナノ構造デバイスの構築と機能評価 

生体内の狙った細胞内で特定の遺伝子を効率良く発現させるナノ構造デバイスを構築

するためには、上記の様な細胞内環境に応答した内包DNAの放出能ととともにデバイス

の細胞内への侵入経路であるエンドソーム小胞から細胞質への移行効率を高めることが

重要な課題である。本プロジェクトでは、（１）ブロック共重合体鎖中への移行促進セ

グメントの導入、（２）光エネルギーを利用した移行効率の促進という２つの方法でこ

の問題にアプローチしている。前者の系に関しては、昨年度までにPEG－ポリ（β-ベン

ジルアスパルテート）ブロック共重合体側鎖ベンジル基の定量的アミノリシスによって

pKaや疎水性などの異なる各種アミノ基を導入する方法論を確立しているので、本年度

は、この手法で合成した種々のブロック共重合体からDNA内包ナノ構造デバイスを調製

し、培養細胞系を用いた機能評価を展開した。その結果、側鎖構造単位に高pKa（～7）

と低pKa（～9）の２種類のアミノ基を組み合わせて有する系がスムースな細胞質移行を

示し、良好な遺伝子発現を導くことを見出した。すなわち、構造の異なるアミノ基を一



つのカチオン性ユニットに導入することによって、DNAとのコンプレックス形成とエン

ドソーム内pH低下を防ぐバッファー効果を両立させる「機能の分担」型の分子設計が合

目的性を有することが明らかとなった。一方、光エネルギーを活用する系に関しては、

昨年度末にデンドリマー型光増感剤を内包するナノ構造デバイスをDNA内包デバイスと

共存させることによって２桁もの遺伝子発現効率の上昇を達成可能であることを見出し

たが、本年度は、光照射時間などの実験条件の詳細な検討とともに、光増感作用を有す

るユニットを従来までのポルフィリンに変えて、より長波長での励起が可能なフタロシ

アニン・デンドリマー型光増感剤の合成経路を確立し、これを用いることによって、臨

床展開が可能な650nm励起に基づくphotochemical transfectionプロセスの構築に成功

した。 

3) 機能性核酸搭載のためのナノ構造デバイスの構築と機能検証 

機能性オリゴ核酸搭載用に開発を行っているブロック共重合体／リン酸カルシウム系

の無機－有機ハイブリッド型ナノ構造デバイスについては特に、新しい核酸医薬として

最近、急速に関心が高まっているsiRNAを中心に検討を行い、培養細胞系において顕著

なRNA干渉作用を引き起こす系の確立に成功した。とりわけ、ブロック共重合体のポリ

アニオンセグメントとして、ポリメタクリル酸を用いることによって、エンドソームか

ら細胞質へのスムースな移行を実現し、結果的に効率的な遺伝子サイレンシングを達成

した。これは、細胞内エンドソームに対応するpH５付近でポリメタクリル酸が非解離型

となることによって、エンドソーム膜との相互作用を介して膜の脆弱化を引き起こし、

デバイスの細胞質移行を促進したためと考えられる。一方、ポリイオンコンプレックス

型のナノ構造デバイスについても、内包物質として遺伝子DNAからsiRNAへの展開を図り、

内包条件を確立した。各種培養細胞系を用いた遺伝子サイレンシング効果の検定にも着

手しており、既に、幾つかのブロック共重合体系について顕著な遺伝子サイレンシング

効果を確認している。例えば、上記2)で開発したpKaの異なるアミノ基を側鎖に有する

ブロック共重合体を用いたデバイスにsiRNAを内包することによって、ルシフェラーゼ

遺伝子のノックダウンというモデル系のみならず、細胞内に豊富に存在する蛋白質であ

るLamin産生に関わる内在性遺伝子ノックダウンにも成功した。このことは内在性の疾

患関連遺伝子をターゲットとする実際の治療用siRNA系への展開を考える上で特筆すべ

き進展といえる。また、ジスルフィド架橋系についてもsiRNAへの応用が可能であるこ

とも明らかとなった。これらのナノ構造デバイス系の特徴は、血清存在下においても何

ら影響を受けずにRNA干渉作用を示すことであり、in vivoにおける優れた機能が強く期

待される。一方、プラスミドDNA（pDNA）内包系における構造－機能相関を明らかとす

る研究の一環として、ナノ構造デバイス内におけるpDNA凝縮構造解明をS1 nucleaseに

よるDNA鎖切断を指標として行っているが、本年度は、S1 nucleaseによる規則的DNAフ

ラグメント化がpDNA中に存在するパリンドローム配列部分で選択的に引き起こされるこ

と、さらには、この様なパリンドローム配列があらかじめpDNA中に規則的に用意されて

おり、その部分でpDNAが折れ畳まれていることを示唆するデータを詳細な原子間力顕微



鏡観察より得ることに成功した。 

4) 表層にリガンド分子を結合した高分子ミセル型ナノ構造デバイスの構築 

上記の様に遺伝子DNAならびにオリゴ核酸を効率良く搭載し、かつ高い生理機能を発

現可能なナノ構造デバイスの構造設計が確立しつつあるので、これと平行して、本格

的にデバイス表層へのリガンド分子装着のための分子設計に着手した。まず、α-末端

に各種のパイロット分子を結合可能なブロック共重合体の新規合成ルートの確立を行っ

た。ブロック共重合体の合成は数種類の化学反応による修飾を段階毎に重ねていかなけ

ればならず、この制約によりリガンドを担持したブロック共重合体の合成は一般には困

難を伴うものであったが、本年度は既に確立していた合成経路を抜本的に見直し、各々

の反応操作が互いに干渉しない新しい経路を探索することにより、リガンド分子が導入

されたブロック共重合体を調製することに成功した。具体的には、ベンジルアセタール

基とアミノ基を反応性官能基として有するヘテロ二官能性PEGを合成し、このアミノ基末

端をポリカチオン連鎖の重合開始点としてブロック共重合体が調製され得る。その後、

ベンジルアセタール基を酸性条件下でリガンドとの結合が可能な官能基であるアルデヒ

ド基に置換し、リガンド分子であるラクトースを導入した。その後は、アルカリ条件下

でポリカチオン連鎖の脱保護を行い、リガンド導入型ブロック共重合体を調製した。こ

の手法は異なる構造のブロック共重合体ならびに様々なリガンド分子の結合への展開が

可能であるため、今後、標的指向性のナノ構造デバイスを構築して行く上で重要な基盤

技術となることが期待される。 

5) ナノ構造デバイスのin vivo機能評価とそのための体制構築 

本年度は、当初の計画を前倒しする形でナノ構造デバイスのin vivo機能評価に着手

した。その結果、培養細胞系において良好な遺伝子発現を示した細胞内還元環境応答型

ナノ構造デバイスに関して、マウスの尾静脈投与によって、肝臓実質細胞に一様にレポ

ーター遺伝子を発現させ得ることに成功した。また、血管壁への遺伝子導入においては、

内皮細胞への遺伝子導入が可能であることを実証した。さらに、in vivoとin vitroで

の機能相関を定量的に評価する目的で、アレイ状に構築した初代肝実質細胞スフェロイ

ドへの遺伝子導入を試み、時間依存的に遺伝子導入が可能であることを見出した。これ

は、非分裂期にある細胞への遺伝子導入がナノ構造デバイスを用いて行えるという点で

も特筆に値するものであり、デバイスの細胞内核移行についても新しい知見を与えるこ

とが期待される。また、複数の臨床研究機関との間での共同研究体制の構築を昨年度に

引き続いて行っており、特に東京大学医学部とは「東大医工連携部」、「東大Tissue 

Engineerig部」、「東大疾患生命工学センター」の全面的協力体制を構築して、デバイ

スのin vivo機能評価に備えている。 

 

原島グループ 

１）多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（multifunctional envelope-type nano 

device:MEND）の構築と機能評価：前年度報告したデタージェントダイアリシス法（DD



法）に加え，新たに脂質膜水和法を用いてDNA/ポリカチオン複合体（DPC）を脂質膜でコ

ートすることにより多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（MEND）の構築に成功した．

さらに，核への高効率遺伝子送達ツールであるステアリル化オクタアルギニン（STR-R8）

を機能性素子として用い，MENDの表面を修飾することによってMEND（STR-R8）を構築した．

プラスミドDNAの遺伝子発現活性は，DPC化することによって約100倍上昇し，DPCを脂質膜

でコートしたMENDは10倍高い活性を示した．さらに，MENDをSTR-R8修飾することにより，

MENDの遺伝子発現活性を100倍向上させることに成功した．MEND（STR-R8）の遺伝子発現

活性を，最強のウイルスベクターであるアデノウイルスと比較したところ，驚くべきこと

に同等であった．さらに，アデノウイルスでは細胞に対する強い毒性が観察されたが，

MEND（STR-R8）は毒性を示さなかった．次年度は，特異的標的リガンドなど種々の機能性

素子を付与することによるMENDの機能性向上と，in vivoを想定したin vitro，さらには

in vivoにおけるMENDの遺伝子発現能力の評価を行う． 

２）遺伝子の細胞内動態の定量的評価方法の確立：平成１４年度において我々は、(ⅰ)

エンドソーム・ライソゾーム系，(ⅱ)細胞質，(ⅲ)核の３種のコンパートメントを蛍光標

識後、ローダミンラベル化 DNAの細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により明らかとし、

その遺伝子のクラスター面積を遺伝子量の指標とする事により、細胞内動態の定量的評価

を行う技術基盤を構築した。平成１５年度は、本実験系の定量性と信頼性の向上を目指し

た検討を行った。LipofectAMINE  PLUSとRhodaminラベルプラスミドの複合体を作製する

際に非標識のものも混ぜ、ディッシュに固定して観察を行うと、希釈倍率の上昇とともに、 

平均クラスター面積の減少が認められた事から、面積が遺伝子量を反映する事を実証した。

また、解析可能な細胞数に限りがある事から、いくつの細胞を解析すれば、母集団全体の

傾向を反映しうるのかについて検討行った結果、変動計数は３０個の細胞以上で、すべて

のパラメーターについて一定値を示す事が明らかとなり、３０個で十分全体の母集団を反

映しうる事を証明した。我々の方法は平均化された値を議論する従来のPCR法と異なり、

個々の細胞内動態を定量的に評価する事を可能とし、今後遺伝子発現のheterogenietyの

原因を明らかとするとともに、非ウイルスベクターとアデノウイルス間の細胞内動態の相

違を解明することを目標とする。 

３）核内動態制御に関する検討：核内における遺伝子転写量と遺伝子量の関係は必ずし

もparallelでは無いことをin vivoで見出した。また、培養細胞の核内において1コピーの

ルシフェラーゼ遺伝子から、少なくとも1000分子のルシフェラーゼ蛋白質が産生されてい

ることを明らかにした。次年度は、in vivoにおいて核内動態の挙動を観察し、転写回数

や発現量低下の原因を検討する。発現量低下の一因はDNAの分解・排出が想定される。こ

の問題を克服するために核内に安定に保持されるための配列を探索する。また、センス一

本鎖をSmall Fragment Homologous Replacement（SFHR）法において用いることにより、

修復効率が約10倍に上昇した。次年度は新規修復用DNA断片によるフレームシフト変異の

修復の検討，修復効率の向上のために、鎖長や末端の保護に関する検討を行う。 

 



長崎グループ 

ナノ構造デバイスの構築にとって不可欠なマルチ機能性高分子の分子設計を本グループ

では展開している。特に、自己組織化に際して、異なる機能を空間的に制御された形で構

造体内部にポジショニングし、かつ時間依存的に制御された形での構造変化を実現してい

くために、高分子間の相互作用と相分離性を最大限に引き出す分子設計として、ブロック

共重合体に着目した。センシング→プロセシング→エフェクター活性という一連の動作を

的確に行うインテリジェント・ナノ構造デバイスの創製においては、デバイスを構築する

素材に生体適合能や環境応答能を創り込む事が極めて重要である。すなわち、各連鎖の末

端ならびに連鎖間の連結部位にリガンド結合機能や環境応答性結合を導入したマルチ機能

性高分子を創製し、佐々木グループの創製する機能性核酸とのハイブリッド化および半導

体微粒子（量子ドット）などのプローブの遺伝子への連結を検討し、生体環境下で高い能

力を示すナノ構造デバイスの創製を目指し検討も行ってきた。その結果、標的指向型遺伝

子ナノ構造デバイス（ラクトース−PEG/アンチセンスDNAコンジュゲートとポリカチオンか

らなるPICミセル）のin vitroでの高いアンチセンス効果を達成した。また、プラスミド

DNAの配列特異的ラベル化可能なPEG化量子ドットの水中への分散安定化を達成した。今後

は、佐々木らの創製するPEG−機能性核酸（エフェクター機能を有する核酸）コンジュゲー

トの機能評価および、PEG化量子ドットを用いた細胞内動態の新規定量法の確立を原島ら

との共同研究により目指す。 

 

佐々木グループ 

佐々木グループでは、高分子ミセル型ナノ構造デバイスに搭載する機能性核酸の設計と

機能発現の検討を行っている。平成１５年度は、クロスリンク核酸のアンチセンス効果の

評価および特異的かつ効率的な塩基変換を達成するための機能性核酸の分子設計を行い、

その機能評価を行った。具体的には次の３項目を検討した。 

1) クロスリンク核酸の非細胞系アンチセンス効果の確認 

クロスリンク核酸のアンチセンス機能を、非細胞系ルシフェラーゼ遺伝子発現系を用

いて評価した。ルシフェラーゼ遺伝子発現は、生産される蛋白質を蛍光標識することに

よって定量できる市販のキットを用いて行い、アンチセンス核酸により生産される蛋白

質量の変化を測定した。まず、コントロールおよびスクランブル配列ではアンチセンス

効果がまったく観測できない条件で、天然型アンチセンスで有効なアンチセンス阻害活

性効果が得られる条件を確立した。この条件で機能性核酸のアンチセンス阻害活性を調

べたところ、天然アンチセンスが蛋白質量を１７％に阻害する条件下（10μM）、1.7%

にまで阻害し、ほぼ完全な阻害活性を示すことが確認された。また、この機能性核酸は、

化学的評価では、クロスリンクには2段階のin situ活性化を必要とするものであること

から、生理的条件下でも機能性核酸の活性化メカニズムが作用しているものと考えられ

る。次年度以降は、長崎らとの共同研究により、さらに阻害効果の高い機能性核酸を開

発する。 



2) クロスリンク核酸－PEGコンジュゲート体の合成と細胞内アンチセンス効果の評価 

機能性核酸の合成には酸化およびアルカリ性中脱離反応が必要であったため、PEGと

のコンジュゲート体の合成が困難であった。そこで平成15年度は、スルフィド基をもつ

機能性核酸とPEGとのコンジュゲート体の合成を検討した。その結果、まず3'末端にア

ミノ基をふくむ機能性核酸を合成し、酸化、脱離、および反応基の付加を行い、反応基

の部分を目的構造（フェニルスルフィドなど）に変換した。引き続きアミノ基に活性化

チオールグリコール酸誘導体を反応させ、機能性核酸3'末端にチオール基を導入した。

このものを末端にアクリル酸エステルを含むPEGと反応させ、高収率で機能性核酸－PEG

コンジュゲートを合成することができた。この機能性核酸－PEGコンジュゲートのアン

チセンス効果を長崎グループとの連携の元、ルシフェラーゼ(Firefly/Renillaルシフェ

ラーゼ)発現細胞を用いて調べた。その結果(i) 機能性および天然型アンチセンス核酸

－PEGコンジュゲート単独では、有効なアンチセンス効果は得られなかった。(ii)アン

チセンス核酸－PEGコンジュゲートとポリリジンとのポリイオンコンプレックス（PIC）

ミセル型デバイスでは、機能性および天然型アンチセンス核酸とも有効な細胞内アンチ

センス効果を示した。(iii)PIC化した天然型アンチセンスが28%の阻害効果を示す条件

下（５μM）、PIC化した機能性核酸は45%阻害効果を示し、天然型に比べた機能性核酸

の有効性が確認された。次年度以降は、長崎らとの共同研究により、細胞内移行性の向

上と機能性核酸の反応性向上によりさらに高いアンチセンス阻害効果を実現する。 

3) 塩基変換機能をもつ機能性核酸の開発 

人工機能性核酸のオリジナルな機能として、配列および塩基特異的に塩基構造を変換

できる機能の開発を試みた。化学的に塩基分子認識構造を変化させるため、一酸化窒素

(NO)転移反応を設計した。平成14年度までにS-ニトロシル化チオグアノシンを含むODN

を合成し、これを用いてシトシンに対するNOの転移反応を実現した。平成15年度にはさ

らに配列選択性を調べ、相補的な位置にあるシトシンだけに特異的にNO転移反応が起こ

ることを確認した。さらにNO転移ODNを酸処理し、酵素加水分解したところウリジンお

よびシトシンジアゾエートが生成していることが確認された。とくに、5－メチルシト

シンに対するNO転移では、５０％以上の高収率でチミンおよびジアゾエート体が生成し

ていることが確認され、配列および塩基特異的に塩基構造を変化させることに世界で始

めて成功した（国際特許申請中）。 

 

3.研究実施体制 

（１）片岡グループ（リーダー：片岡一則） 

①研究者名：片岡一則（東京大学大学院工学系研究科・教授） 

②研究項目：「高分子ミセル型ナノ構造デバイスの創製と研究の統括」 

1) 細胞内還元環境応答型ナノ構造デバイスの構造最適化と機能検証 

2) 細胞内移行促進機能を有するナノ構造デバイスの構築と機能評価 

3) 機能性核酸搭載のためのナノ構造デバイスの構築と機能検証 



4) 表層にリガンド分子を結合した高分子ミセル型ナノ構造デバイスの構築 

5) ナノ構造デバイスのin vivo機能評価とそのための体制構築 

 

（２）原島グループ（リーダー：原島秀吉） 

①研究者名：原島秀吉（北海道大学大学院薬学研究科・教授） 

②研究項目：「エンベロープ型ナノ構造デバイスの創製」 

1) 多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（multifunctional envelope-type 

nano device:MEND）の構築と機能評価 

2) 遺伝子の細胞内動態の定量的評価方法の確立 

3) 核内動態制御に関する検討 

 

（３）長崎グループ（リーダー：長崎幸夫） 

①研究者名：長崎幸夫（東京理科大学基礎工学部・教授） 

②研究項目：「ナノ構造デバイス構築のための高分子精密設計」 

1) 機能性核酸搭載のための標的指向性ナノ構造デバイスの構築と機能評価 

2) PEG化量子ドットを用いた細胞内動態の新規定量法の確立 

 

（４）佐々木グループ（リーダー：佐々木茂貴） 

①研究者名：佐々木茂貴（九州大学大学院薬学研究院・教授） 

②研究項目：「機能性核酸の設計と機能発現評価」 

1) クロスリンク核酸の非細胞系アンチセンス効果の確認 

2) クロスリンク核酸－PEGコンジュゲート体の合成と細胞内アンチセンス効果の

評価 

3) 塩基変換機能をもつ機能性核酸の開発 
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