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§１．研究実施の概要 

 

 本研究では、遺伝子・核酸医薬の実用化を目指して、高度なベクター機能の創り込みを行った

超分子ナノデバイスを構築する。具体的には、生体内の異物認識機構を巧みに回避するステルス

機能、体内を移動して組織に浸透する組織浸透機能、標的細胞を認識してその表面に結合する

標的認識機能、さらには、細胞内においてエンドソームから細胞質に移行するエンドソーム脱出機

能、細胞質中を移動して核などのオルガネラに到達するオルガネラ・ターゲティング機能、細胞内

で位置・時間特異的に効率的な遺伝子発現や薬理効果を発現させるエフェクター機能を搭載した

超分子ナノデバイスを創製し、核酸化合物の全身さらには細胞レベルでの空間的ターゲティング

を実現する。このように、繊細で高度な機能を有し、かつ、時間的・空間的に制約の多い環境であ

る人間の体に優しく作用し、検出(センサー機能)→診断(プロセッサー機能)→治療(エフェクター機

能)を一体として成し遂げる超分子ナノデバイスの創製とその高信頼性・高効率製造技術確立によ

って、安全で効果に優れた遺伝子・核酸医薬治療の実用化が可能となる。 

 遺伝子・核酸医薬を搭載した超分子ナノデバイスとしては、マルチ機能を創り込んだブロック共重

合体の自己組織化により形成される高分子ミセル型と脂質二分子膜を主体とするエンベロープ型

の二つのナノデバイスに関して、基盤技術構築グループと実用的製造技術開発グループが連携し、

超分子ナノデバイスの創製とその高効率・高再現性製造技術の構築を行う一方で、臨床展開研究

グループとの連携により医療分野での本格的実用化を目指した効率的なトランスレーショナル研究

を遂行する体制を構築している。初年度にあたる平成 18 年度は、各研究機関の独自の研究項目

を推進すると共に、基盤技術構築グループと臨床展開研究グループとの間で、基盤技術構築グル

ープが提供する超分子ナノデバイスに搭載可能な機能と、臨床展開研究グループが標的とする対

象疾患や投与法からの要請を検討し、対象疾患毎のナノデバイス機能の最適化の方向性を見出

した。このような連携を重視した検討により、基盤技術構築グループでは超分子ナノデバイスを構

成するエレメント設計へのフィードバックを得ることができ、臨床展開研究グループでは疾患モデル
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動物の構築や超分子ナノデバイス投与法などを規定するなどの進捗を得た。平成 19 年度には、in 

vivo で治療効果を発現するために超分子ナノデバイスに担持させることが有効と考えられる様々な

機能として、標的指向性を高めるリガンドやナノデバイス安定性向上に寄与する架橋導入、エンド

ソーム脱出や核移行性を促進するデバイス設計などの検討を行った。同時に初年度に確立した疾

患モデル動物を用いて、超分子ナノデバイスの機能を評価する in vivo 評価系も確立した。平成 20

年度には、これらの超分子ナノデバイスの基本設計を確立させ、平成 21 年度には、より高い効果

(遺伝子発現)をもたらす詳細な構造最適化に取り組むと共に、一部の技術を実用的製造技術開

発グループへと移転した。平成 22 年度は、各標的疾患に対し、治療用遺伝子(核酸医薬)までを含

めたナノデバイス最適化作業の徹底化を進め、それらの成果を実用的製造技術開発グループへ

本格的に技術移転することを計画している。最終年度となる平成 23 年度には臨床試験における使

用法を念頭においた非臨床評価用動物実験モデルによる治療実験を行い、研究終了時において

前臨床開発に進む基盤を整備できるよう研究を進捗させる方針である。 

 

 

§２．研究実施体制 

 

A 片岡・鄭グループ 

① 研究分担グループ長：片岡 一則（東京大学、教授） 

② 研究項目 高分子ミセル型超分子ナノデバイスの開発とその革新的製造技術の確立 

（Ｂ—１）原島グループ 

① 研究分担グループ長：原島 秀吉（北海道大学、教授） 

② 研究項目  

多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（MEND）の開発と高機能高信頼性製造技術の開

発 

（Ｂ—２）小暮グループ 

① 研究分担グループ長：小暮 健太朗（京都薬科大学、教授） 

② 研究項目 

多機能性エンベロープ型超分子ナノデバイス（MEND）の開発とその革新的製造技術の確立 

（C）長崎グループ 

① 研究分担グループ長：長崎 幸夫（筑波大学、教授） 

② 研究項目 

 マルチ機能性高分子の精密合成と革新的製造技術の確立 

（D-1）佐々木グループ 

① 研究分担グループ長：佐々木 茂貴（九州大学、教授） 

② 研究項目 

インテリジェント機能性核酸の開発とナノ医療デバイスへの展開 



 3 

（D-2）永次グループ 

① 研究分担グループ長：永次 史（東北大学、教授） 

② 研究項目 

インテリジェント機能性核酸の開発とナノ医療デバイスへの展開 

（E）松村グループ 

① 研究分担グループ長：松村 保広（国立がんセンター東病院、部長） 

② 研究項目 

 超分子ナノデバイスを利用した難治がんの標的治療法の確立 

（F）斯波グループ 

① 研究分担グループ長：斯波 真理子（国立循環器病センター、室長） 

② 研究項目 

超分子ナノデバイスを利用した循環器疾患の低侵襲的治療法の確立 

（G） 岡本グループ 

① 研究分担グループ長：岡本 浩一（名城大学大学、教授） 

② 研究項目 

吸入用超分子ナノデバイスドライパウダーの開発 

 

§３．研究実施内容 

（文中に番号がある場合は（４－１）に対応する） 

A 片岡・鄭グループ 

１）分子ターゲティングのための生体適合型高分子ミセル型ナノデバイスの創製 

 高分子ミセル型ナノデバイスの体内動態を精密に制御するには、ステルス機能による血中滞留

性向上が不可欠であり、この実現にはデバイス表面を親水性高分子であるポリエチレングリコール

(PEG)で効果的に被覆し、デバイス内核と血漿タンパク質との相互作用を抑制することが有効と考

えられる。これまでに高分子ミセル型ナノデバイス表層の PEG 密度向上を図る手段として、分岐状

PEG(PEGasus)のブロック共重合体化の利用を検討してきた。PEGasus ブロック共重合体を用いて

形成される高分子ミセル型ナノデバイスは、平成 20 年度までに PEG 密度向上効果によりプラスミド

DNA (pDNA)の凝縮形態を制御できる可能性が見出されたが、一方でミセル型ナノデバイスとして

の血中安定性が不十分であることが危惧されたことから、平成 21 年度は分岐状 PEG とポリカチオ

ンのリンカー部位に後述する疎水性アルキル鎖を有するブロック共重合体の合成法確立に取り組

んだ。分岐した PEG 鎖をつなぎ止める部位に存在する水酸基末端は、2 本の PEG 鎖の立体障害

効果のため定量的な末端変換が困難であったが、詳細な反応条件の検討により定量的にアルキ

ル鎖を導入することに成功し、続く末端アミノ化およびそこからの NCA 化合物の重合が進行するこ

とを確認した。また PEG 密度向上は、血中滞留性の改善へ寄与すると期待できるが、一方で、非

特異的な細胞取り込み量の低下を招くことも予測されるため、分岐状 PEG 型ナノデバイス表層へ

のリガンド導入も視野に入れ、分岐状 PEG の両末端官能基化に関して日油株式会社において検
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討を開始した。今後、ミセル型デバイスの表層へ導入するリガンド分子の構造と関連して具体的な

導入官能基の絞り込みを行う予定である。 

 PEG-ポリカチオンと pDNA からなる高分子ミセル型ナノデバイスの形成駆動力は静電相互作用

であるが、高イオン強度とせん断応力のかかる血流中での安定性は必ずしも十分とは言えず、実

際に既に臨床開発に至っている制がん剤内包高分子ミセルに比べると、未だ血流中からの消失が

速いという問題点を有している。平成20年度までにPEG-ポリカチオンブロック共重合体において、

PEG とポリカチオンのリンカー部位に疎水性アルキル鎖を導入することにより、疎水性アルキル鎖

の疎水性凝集力によるものと考えられる高分子ミセル型ナノデバイスの顕著な血中滞留性向上、

および in vitro 系では血清存在下での遺伝子導入効率の向上が認められたが、同時に細胞毒性

や膜傷害活性も上昇するという問題点も確認されたことから、平成 21 年度には毒性や細胞膜への

傷害活性の低減を目的としたブロック共重合体合成手法の検討を行った。合成行程においてアル

キルリンカーを導入した PEG 末端ニトリル基を還元することにより NCA 化合物の重合が可能となる

アミノ基に変換することができる。しかしながらこれまで行ってきた水素化リチウムによる還元反応で

は、PEG のエーテル酸素や末端アミノ基に配位したアルミニウムなどの不純物がブロック共重合体

の合成を困難にし、かつ細胞毒性にも影響することが明らかになった。そこで末端アミノ化 PEG を

商用化している日油株式会社にニトリル基還元を委託したところ、これまで困難を伴った NCA 化合

物の重合が容易に制御出来るようになり、ブロック共重合体の安定的な製造方法が確立しただけ

ではなく、そこから得られた PEG-アルキル-ポリカチオンブロック共重合体は、以前のものに比べて

大幅に細胞毒性が低下し安全性を向上させることができた。 

 ナノデバイスの血中滞留性向上のための他の方法論として、内核に SS 架橋を施した高分子ミセ

ル型ナノデバイスに分子量 5000 の PEG-NHS を反応させ、表面 PEG 密度を増大させた。その結

果、従来型のナノデバイスと比較して 16 倍の血中滞留性を示す一方で、PEG の導入による遺伝子

発現の低下は示さないことを確認した。また、同様の手法を用いて環状 RGD 搭載 SS 架橋ミセルへ

の PEG 重層化を試みたナノデバイスにおいても血中滞留性の改善が確認された。 

 

２）治療効果の空間的フォーカシングのための高分子ミセル型ナノデバイス創製 

 これまでにパッケイジング形態と PEG-ポリ（L-リシン）（PEG-PLys）の PLys 鎖長及び pDNA との

電荷比について検討し、これらパラメータにより、球状の凝縮型ナノデバイスまたはロッド型ナノデ

バイスを造り分けられることを明らかにしてきた。特にロッド型ナノデバイスにおいては、pDNA の規

則化された折り畳みにより、ロッドの長さが pDNA 長の 1/2，1/3，1/4…と量子化されることを見出し

ている。平成 21 年度はロッド構造と DNA 二重鎖解離との相関を検討するとともに、pDNA の折り畳

み機序を検討した。pDNA の折り畳みの量子化について、棒状構造（分子内において一軸方向に

環を閉じることで形成される棒状構造）を折り畳みの初期構造とし、棒状構造デバイスへの圧縮変

形モードとしてオイラーの座屈を適用することで折り畳みの量子化を説明できることを示した。パッ

ケイジングと遺伝子発現に関しては、平成 20 年度までの検討により、ロッド状に凝縮した高分子ミ

セル型ナノデバイスは無細胞転写・翻訳システム(cell-free システム)のみならず、マイクロインジェク



 5 

ションによる細胞質への直接投与においても、凝縮型構造のナノデバイスやpDNA単体より遺伝子

発現効率が著しく高く、この特性は骨格筋を標的とし、近位駆血下、大伏静脈経由で投与した場

合にも再現されることを確認した。平成 21 年度は本投与法を有効化する対象疾患を選定し、治療

用遺伝子をロッド状デバイスに搭載し、実際の治療効果を導くことを検討した。具体的な疾患治療

への応用として、膵がん BxPC3 細胞の皮下移植マウスモデルに対し、可溶型 VEGF 受容体

(sFlt-1)を発現するpDNAの骨格筋への異所性発現による治療を試みた。計2度のナノデバイスに

よる遺伝子投与により、1 ヶ月に渡る血管新生阻害によるがんの増殖抑制効果を確認した(A-１９)。平

成 22 年度は遺伝子の持続発現を必要とする慢性疾患、組織再生など、本投与法を最大限に有

効化する対象疾患を選定し、治療用遺伝子をロッド型デバイスに搭載し、実際の治療効果を導くこ

とを予定している。一方、ロッド型デバイスはコンプレックスに関与するPEG本数が多くなるため、血

中タンパクとの非特異吸着が抑制され、長期血中滞留性が期待される。一方でロッド型ナノデバイ

スは PLys 鎖長が短く、比較的低い電荷比で得られるため、in vivo への展開を考える際、デバイス

の構造安定性は十分とは言えない。この問題に対し、これまでに SH 基を導入した PEG-PLys ブロ

ック共重合体をプラットホームとした SS 架橋高分子ミセル型ナノデバイスを調製し、パッケイジング

形態、及び血中滞留性を検討してきた。平成 21 年度は、架橋導入法、架橋導入率ならびに PLys

鎖長依存性を、パッケイジング形態、血中滞留性に加え、物理的安定性評価、in vitro遺伝子発現

効率を検討し、SS 架橋ナノデバイスの最適化を進めた。架橋導入ロッド型ナノデバイスは架橋導入

凝縮型SS架橋ナノデバイスよりもin vitroにおいて高い遺伝子発現を得ることが確認された。また、

血中滞留性においてもロッド型ナノデバイスがより長期間血中滞留する傾向を認めた。これはおそ

らく、ロッド型ナノデバイスを構成する PEG の本数が凝縮型ナノデバイスに比べて多いことによるた

めと推察される。さらに、実際の治療遺伝子として可溶型 VEGF 受容体-1 (sFlt-1)発現 pDNA を搭

載した SS 架橋ロッド型ナノデバイスを調製し、ヒト膵がん皮下移植モデルに対する血管新生阻害

治療を行ったところ、優れた制がん活性を示すことが明らかになった。 

 表面に環状 RGD ペプチドを搭載した SS 架橋ミセルについては、BxPC3 を皮下に移植したマウス

を用いた動物実験において未修飾の SS 架橋ミセルと比べて有意に高いがん集積性を示し、がん

の増殖についても一定の抑制効果が見られた(A-22)。また共焦点顕微鏡を用いたミセル細胞内動態

の live imaging 評価では、低用量においては RGD の効果は見られなかったものの、高用量では明

白に早い核周辺への集積性が確認された。すなわち、RGD 未修飾ミセルの細胞内取り込みルート

は容易に飽和してしまうのに対して、RGD ミセルは認識するインテグリンレセプターの素早いリサイ

クルにより効率よく細胞内に移行し、核周辺へ集積することが明らかになった。 

 ペプチドリガンドだけでなく、アプタマーや抗体などのリガンド分子をデバイス表層に導入する際、

それらの生理活性を損なわないよう水中における高効率かつ高選択的な結合反応が必要であり、

さらにナノデバイス中のどの機能団からも影響を受けない官能基が求められる。これらの条件を満

たす手法として、アジド基と末端アルキンによる双極付加反応（Click Chemistry）の利用を検討して

きた。平成 18-21 年度には Click Chemistry に必要な両官能基(アジド基およびアルキン構造)を末

端に導入したヘテロ二官能性 PEG の合成法を確立し（A-１８）、平成 21 年度には日油株式会社と連
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携し、この合成法をベースにした製造法開発を推し進めた。その結果、日油株式会社からの高精

度のサンプル供給体制を構築することが出来た。また、アジド末端のブロック共重合体である

N3-PEG-PLys の合成、さらに N3-PEG-PLys を用いた pDNA 内包高分子ミセル型ナノデバイス調

製も成功している。さらに、“Click”コンジュゲーション法を適用したデバイス表層への蛍光プロー

ブの導入も展開し、予備的検討において良好な結果が得られている。一方で、アジド基と末端アル

キンによる“Click”コンジュゲーション法には尐量ではあるが触媒として銅イオンを必要としており、

ナノデバイス製造において銅の毒性問題を招く恐れがあるため、平成 21 年度にはマレイミド基とフ

ラン環による無触媒の環化付加反応（Diels-Alder 反応）が適用できるデバイス設計にも着手した。

末端にフラン環およびアミノ基を有するヘテロ二官能性PEG、そしてNCA重合法を用いたフラン末

端 PEG-PLys 合成にも成功した。一方、デバイス表面へのリガンド分子導入を穏和な条件、かつ高

効率に可能と期待されているチオール基の利用についても検討した。これまでナノデバイス表面の

保護されたチオール基が、デバイス内部に潜り込んだり、内部に取り込まれた分子と相互作用し、

不活性化することが懸念されていた。しかし、平成 21年度には鎖末端のチオール基をニトロベンジ

ル基で保護した PEG を用い、thio-ene カップリング反応を利用することで、マレイミド基を有する基

質の導入を確認した。本反応は水中、室温下、瞬時に進行するため、ミセル表面へのリガンド導入

法として大いに有効であると期待できる。また、ニトロベンジル基を持つブロック共重合体を用いた

場合も、単分散な高分子ミセルが調製できることを確認している。 

 

３）細胞内環境応答型高分子ミセル型ナノデバイスの創製 

 高分子ナノデバイスが細胞内で有効に機能発現するには、ナノデバイスがエンドソームから細胞

質内へ効率的に移行する必要がある。このエンドソーム脱出過程においてポリカチオンの化学構

造は極めて重要であり、我々は平成 20 年までにポリ(β-ベンジル-L-アスパルテート)(PBLA)とジ

エチレントリアミン(DET)とのアミノリシス反応で合成された、側鎖にエチレンジアミン構造を有する

PAsp(DET) が低毒性で効率的な遺伝子発現を示すことを明らかにしてきた。また PAsp(DET)の安

定供給が可能な製造法を確立すると共に、PAsp(DET)が生理環境下で自己触媒的に断片化し低

分子量化していることを見出した。平成２１年度は PAsp(DET)の分解挙動とその機構の解明に取り

組み、分解がポリアスパラギン酸骨格と特定の構造を有するアミン化合物の組み合わせのときにの

み起こる、極めて特異的な分解メカニズムを有していることを明らかにした(A-2１)。PAsp(DET)は生理

条件において速やかに分解し、その分解産物は培地中に高濃度に加えても培養細胞に対して毒

性をほとんど示さないことから、持続的に遺伝子を発現させるために反復トランスフェクションを行っ

ても他のポリカチオン型遺伝子導入試薬に比べて細胞機能に及ぼす影響が極めて小さいことを明

らかにした。また、ポリマー溶液をマウス腹腔内に投与した後の炎症性サイトカインの産生を定量し

たところ、PAsp(DET)は生理食塩水と同レベルであった。これらの結果は細胞内に取り残されるカ

チオン性高分子がもたらす蓄積毒性を軽減し、安全かつ継続的な遺伝子導入を行ううえで極めて

重要な知見である。 

 上述のように、PAsp(DET)は高効率かつ低毒性の遺伝子導入を可能にするが、pDNA と安定なコ
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ンプレックスを形成することが困難であり、高効率な遺伝子導入を可能にするPEG-PAsp(DET)から

なるミセルにおいて、大過剰の遊離の PEG-PAsp(DET)を必要とすることが明らかになった。従って、

PAsp(DET)を全身投与型の高分子ミセルへと展開するためには、ミセルの安定性を高める必要が

ある。そこで本研究では、(i) PEG-PAsp(DET)の N 末端へコレステリル基(Chole)を導入した

PEG-PAsp(DET)-Chole、(ii) 生体適合性の PEG、エンドソーム脱出を担う PAsp(DET)、pDNA との

凝縮力が強い PLys を直列に連結した PEG-PAsp(DET)-PLys、(iii) PEG と PAsp(DET)の連結部へ

の短鎖アルキル基(C6H12)を導入した PEG-C6-PAsp(DET)の 3 つのアプローチによって高分子ミセ

ルの安定性の向上を図った。その結果、培養細胞に対する遺伝子発現評価において、N/P 比(ポ

リカチオン中のアミノ基と pDNA 中のリン酸残基のモル比)が 10 以下の条件で(i) (ii)のアプローチに

よって 1000 倍、(iii)のアプローチによって 10000 倍の遺伝子発現の向上が達成された。また、in 

vivo 評価に関しては、治療遺伝子として可溶型 VEGF 受容体-1 (sFlt-1)発現 pDNA を搭載した高

分子ミセルを調製し、ヒト膵がん皮下移植モデルに対する血管新生阻害治療を行ったところ、(iii)

から形成された高分子ミセルが最も優れた制がん活性を示すことが明らかになった。 

 PAsp(DET)の機能発現機構解明の研究より、エンドソーム内での PAsp(DET)とエンドソーム膜と

の相互作用が導入遺伝子のエンドソーム脱出に重要であることが示唆された。これまでの研究成

果からも、PAsp(DET)の低 pH 環境に応答したエンドソーム膜傷害活性発現や

PEG-SS-PAsp(DET)による PEG 脱離型ミセルにおけるエンドソーム脱出の加速と遺伝子発現上昇

が明らかになった。すなわち、PAsp(DET)を基盤とする遺伝子発現効率に優れたナノデバイス構築

には、エンドソーム内の低 pH 環境下で PAsp(DET)がデバイス表面に露出される材料設計が有効

である。そこで高分子ミセル型ナノデバイスに低 pH 環境下で PEG 鎖が脱離する機能を組み込む

ため、酸加水分解性を有するアセタール構造を連結部に導入した PEG-ポリアミノ酸ブロック共重

合体の合成を検討してきた。平成 21 年度は、PEG へのアセタール導入条件およびアセタール結

合の pH 応答挙動に関して経時的に検討し、PEG 末端の構造と加水分解挙動との相関関係につ

いて具体的な情報を得ることができた。また、アセタールを含め、酸加水分解可能な種々のリンカ

ーを導入した PEG 誘導体の開発に関して日油株式会社と協議を始めている。一方、PAsp(DET)を

リガンド分子として利用すれば、ナノデバイスの効率的なエンドソーム脱出が期待できるが、ポリカ

チオンである PAsp(DET)は生体成分との相互作用やマクロファージ上のスカベンジャーレセプター

に認識される可能性があり、そのままでは全身投与に展開できない。平成 20 年度までに、

PAsp(DET)に cis-aconitic anhydride を反応させてアニオン性ポリマーPAsp(DET-Aco)へと変換し

た後、PAsp(DET)と pDNA からなるカチオン性複合体へ作用させたアニオン性三元系ナノデバイス

の構築に成功した。この三元系ナノデバイスの PAsp(DET-Aco)の cis-aconitic 基は、エンドソーム

内の低 pH 環境に応答して脱離するが、その結果生じる構造はカチオン性の PAsp(DET)であるた

め、エンドソーム膜障害活性が発現し効率的なエンドソーム脱出を可能にするという設計である。

平成 21 年度は、PLys と pDNA より形成されるカチオン性複合体に PAsp(DET-Aco)を添加した三

元系ナノデバイスについても in vitro 評価を行った。PLys は PAsp(DET)と比べて pDNA に対する

凝集力が強く、ナノデバイスの安定性向上を狙い使用した。PLys/pDNA カチオン性複合体に
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PAsp(DET-Aco)を添加することにより、共焦点レーザー顕微鏡を用いた評価から効果的にエンドソ

ーム脱出していることが観察され、遺伝子導入効率を 10 倍上昇させることに成功した。リアルタイム

に遺伝子発現活性を追跡したところ、PAsp(DET-Aco)の添加により、発現の時間軸を制御できるこ

とが明らかとなった。加えて、PAsp(DET-Aco)添加の有無に依らず、デバイスの細胞内取り込み量

はほとんど変化しなかった結果からも、PAsp(DET-Aco)を機能性リガンドとして高分子ミセル型デ

バイスの表層に導入する設計に対する合理性が示唆された。実際に PAsp(DET-Aco)を高分子ミ

セル型デバイスへ組み込むための手法としては、“Click”コンジュゲーション法を採用することとし

た。これまでに、N3-PEG-PLys からなる表層にアジド基を配置した高分子ミセルに対し、銅触媒の

存在下でアルキン末端を有する PAsp(DET-Aco)を添加して蛍光相関分光法(FCS)により評価した

ところ、“Click”コンジュゲーションの進行を示唆する結果が得られている。 

 

４）分子診断機能を具備したシングルプラットフォーム型超分子ナノデバイスの創製 

 平成 21 年度は、シングルプラットフォーム型超分子ナノデバイスの創製に向け、機能性核酸や

siRNA を含むオリゴ核酸デリバリーのための高分子ミセルに対して in vivo までを含めた性能評価

に取り組んだ。オリゴ核酸デリバリー用に設計した高分子ミセル型ナノデバイスは、以下の二つで

ある。（１）一つは、既に pDNA デリバリーで顕著な実績をあげている SS 架橋を利用した高分子ミセ

ルである。PEG-PLys の側鎖に SH 基を導入したポリマーとオリゴ核酸(例えば siRNA)の間で SS 架

橋ミセルを調製することで、SS 架橋導入率の増加とともに、生理環境でのデバイス安定性が向上し、

培養細胞に対するデリバリー効率が飛躍的に高まることを確認した（A-1）。さらに、RGD リガンドを導

入した SS 架橋ミセルは、RGD に対する受容体を高発現する Hela 細胞に対し、架橋なしの SS 架橋

ミセルと比べ、siRNA を速やかに細胞質まで運び込むことを共焦点顕微鏡観察により確認した。そ

して、マウスメラノーマ(B16F10)の肺転移モデルに対し、RGD リガンド+SS 架橋ミセルを静脈投与し

たところ、RGD リガンドと高密度の SS 架橋(95%)を共に有するナノデバイスは、転移がんでの有意な

RNAi を達成した。（２）もう一つの系は、側鎖にステアロイル(ST)基が導入されたカチオン性ポリアス

パラギン酸誘導体 PAsp(DET-ST)である。この PAsp(DET-ST)は、市販のポリカチオン系核酸導入

試薬や未修飾の PAsp(DET)と比べ、培養細胞に高効率でオリゴ核酸を導入できることを確認した。

特に siRNA を用いた場合、19%の ST 基を導入した PAsp(DET-ST)は、最も効率よい RNAi を惹起

することを確認した。そのメカニズムは、核酸複合体の安定化により高効率で siRNA が細胞内に導

入されるためであることを、蛍光相関分光法を用いた安定性試験とフローサイトメーターを用いた

細胞内取り込み量測定より明らかにした。そして、PAsp(DET-ST)と siRNA の複合体は赤血球への

傷害性が高かったが、PEG 化した PAsp(DET-ST)を用いることで、その血球傷害性が大幅に抑制

されることを確認した。反面、PEG-PAsp(DET-ST)は、培養細胞系へのオリゴ核酸デリバリー効率

を低下させたものの、細胞内還元環境で PEG が脱離する PEG-SS-PAsp(DET)に対して ST 基を導

入することで、血球傷害性の低減と培養細胞への高効率オリゴ核酸デリバリーを共に達成した。さ

らに、この PEG-SS-PAsp(DET-ST)を全身投与することで、上述の肺転移がんへの有意なオリゴ核

酸集積と結果的な高効率 RNAi 効果を得ることに成功した。今後は、上記二つのシステムの in vivo
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機能性核酸デリバリーに向けた構造最適化(核酸構造・配列を含めて)を図るとともに、適用疾患の

拡大(例えば腹膜播種など)に取り組む予定である。 

 

５）超分子ナノデバイスを利用した難治がんの標的治療法の確立 

 平成 20 年度までに、ヒト膵がんのマウス皮下移植モデルに対して sFlt-1 発現 pDNA を搭載した

SS 架橋ミセルの全身投与により、膵がんの標準治療薬であるゲムシタビン、臨床で使用されている

ヒト VEGF モノクローナル抗体アバスチンよりも高い制がん活性を示すことを明らかにしている(A-25)。

平成 21 年度は、SS 架橋ミセルにがん周辺の増殖が昂進している血管内皮細胞を特異的に認識

する環状型 RGD ペプチドリガンドを付与し、前述のヒト膵がん皮下移植モデルに対して評価を行っ

た(A-2２)。全身投与された RGD ミセルは従来型の SS 架橋ミセルと比べて高い腫瘍組織集積性を示

し、がんの増殖抑制についても一定のリガンドの導入効果が見られた。 

 また平成 21 年度には、これまでに報告してきた全身投与型の 3 種類の高分子ミセル、(i) 

PEG-PAsp(DET)-Choleミセル、(ii) PEG-C6-PAsp(DET)ミセル、(iii) PEG-PAsp(DET)-PLysミセル、

をヒト膵がんマウス皮下移植モデルに対してがんの増殖抑制効果を同時に評価することで、ミセル

間での比較検討を行った。その中で、sFlt-1 発現 pDNA を内包した PEG-C6-PAsp(DET)ミセルが

最も高い制がん活性効果を示し、その効果は前述の SS 架橋ミセルと比べて優れていることを確認

した。ただし、(ii) PEG-C6-PAsp(DET)ミセルに関してはその後の検討でホモポリマーの混合も懸

念されるので、詳細な検討が必要である。 

 

６）超分子ナノデバイスを利用した運動器疾患の機能再建治療法の確立 

 前年度に引き続きコンドロイチン硫酸添加系の詳細な解析を進めた。PEG-PAsp(DET)からなる

ナノデバイスにコンドロイチン硫酸を添加することによって、PEG-PAsp(DET)/pDNA/コンドロイチ

ン硫酸の三元系コンプレックスを形成することを物理化学的解析により確認した。コンドロイチン硫

酸の添加は、内包された pDNA の凝縮、安定性には影響せず、PAsp(DET)の自己触媒型生分解

性を抑制することにより、遺伝子発現の長期持続化を得られることが確認された。さらに治療応用

に向けて重要な点として、コンドロイチン硫酸添加による膜傷害性の軽減、抗炎症作用を明らかと

した。In vitro 実験によるコンドロイチン硫酸添加による遺伝子発現増加および膜傷害性の定量的

解析により、条件の最適化を行った。In vivo 投与に適用し、ハイドロダイナミクス法による経静脈的

骨格筋投与、肝投与、および経気道肺投与における遺伝子発現の持続化、炎症反応の軽減効果

を確認した。特に肺投与において、コンドロイチン硫酸添加による抗炎症作用が顕著に見られ、治

療応用に向けた重要なポイントのひとつと考えられた。 

 さらに、機能再建への応用として、Hypoxia inducible factor-1α(HIF-1α)のプロテアソーム分解

を掌る Prolyl hydoxylase domain-2（PHD2）に対する shRNA 発現 pDNA を骨格筋に導入し、HIF-1

αの安定化に基づく血管新生因子群発現誘導を利用することによって、マウス下肢虚血モデルの

血管再生治療を行った。その結果、ナノデバイスによる PHD2-shRNA 発現 pDNA の投与によって、

HIF-1αおよび血管新生因子群の発現上昇に伴い血管新生が効率よく誘導され、自然経過では
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末梢が壊死に陥る下肢を、本治療で回復させることに成功した。特にコンドロイチン硫酸添加した

ナノデバイスで顕著な治療効果が得られ、投与による炎症反応の抑制、発現の持続化が組織再生

に重要な要素となることが確認された。 

 また、組織再生治療への応用を展望した ES 細胞など幹細胞へのナノデバイスによる遺伝子導入

を行った。この目的のため、PAsp(DET)の自己触媒型生分解性を生かしたナノデバイスの反復投

与条件を確立した。非分解性カチオン性ポリマーと異なり、PAsp(DET)による遺伝子投与では、細

胞内の内在性恒常発現遺伝子の発現変動はわずかで、細胞の生理的機能に影響しない遺伝子

導入が可能であることを確認した。マウス ES 細胞に対するナノデバイスによる遺伝子反復投与で、

アデノウイルスなどと比べて、低い毒性で効率的な骨芽細胞分化誘導が得られた。さらにナノデバ

イス遺伝子導入による iPS 細胞作成への試みを開始している。 

 平成20年度に施行したマサチューセッツ総合病院（ボストン）との共同研究を踏まえ、日本でも独

自に in vivo 共焦点イメージングシステムの構築に取り組んだ。平成 20 年度末に JST 追加予算に

よりNikon A1R高速共焦点顕微鏡を導入した。平成21年度はこれに改良を加え、また麻酔器や手

術器具などの周辺機器を揃え、小動物を生きたまま直接観察できる in vivo 共焦点顕微鏡システム

を構築した。同一個体、同一部位、同一視野で、投与する前から観察を開始し、リアルタイムでナノ

デバイスの生体内評価が可能なシステムである。これまでに脳、肝、腎、脾、皮下腫瘍、筋肉、内

耳などの組織・器官の観察に成功しており、引き続いてナノデバイスの血中安定性、組織移行性、

細胞内取り込み、核移行について評価を行っている。 

 

（Ｂ—１）原島グループ 

１）ナノデバイスの製剤化および安定性の評価 

 多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス(MEND)の製剤化の基盤技術の確立を目的として、

凍結乾燥法の検討を行った。凍結乾燥前後の粒子径・表面電位などの物性を測定し、ナノデバイ

スの安定性を評価した。その結果、静脈内投与型の PPD-MEND(PEG-peptide-DOPE-MEND)、

一遺伝子パッケイジング可能なMCD-MEND(Mono Cationic Detergent-MEND)、多段階的に膜融

合可能な T-MEND(Tetra lamellar-MEND)など、それぞれのナノデバイスに最適な糖を添加するこ

とで各種MENDの凍結乾燥法を確立し、凍結乾燥しても遺伝子発現活性を維持している事を確認

している。また、短鎖 PEG 脂質誘導体をエンベロープ構成脂質として加えることにより、均一性が

高く、かつ膜枚数の制御された粒子形成が可能であることが明らかとなった。これに伴い細胞への

取り込みが促進し、細胞内における遺伝子のキャリアからの脱離効率が上昇し、遺伝子導入効率

が 100 倍程度上昇することが明らかとなった(B-2)。 

 

２） In vivo で組織選択的に遺伝子を送達するシステムの開発 

 MEND を尾静脈内より投与すると、投与量の 70%以上が肝臓に集積した。しかしながら、遺伝子

発現に関しては、非常に効率は低く、細胞内動態が律速となっていることがわかった。そこで、エン

ドソーム脱出素子として、インフルエンザ HA 蛋白由来のペプチドである INF7 のステアリン酸誘導
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体を合成し、MEND のエンベロープ表面を修飾した。その結果、INF7 修飾により、遺伝子発現は

10〜100 倍程度上昇した。本 INF 修飾 MEND を静脈内投与することにより、肝臓において顕著な

遺伝子発現が示された(B-3)。また、本素子は、表面に PEG を表面修飾した際にも効果を示すことが

明らかとなるとともに、血中滞留性にも悪影響を及ぼさないことから、がんへの遺伝子や機能性核

酸送達にも有用であることが示唆された。 

 一方、MEND に GALA（エンドソーム脱出素子）を修飾することで肝臓における遺伝子発現量が

1000 倍以上上昇することが明らかとなった。pH-感受性膜融合型ペプチドの GALA とステアリル化

した R8 を修飾した MEND では、肺や脾臓での遺伝子発現量が肝臓に比べて 10 倍以上減尐して

おり、一方で、GALA と DOTAP（カチオン性脂質）から構成される MEND では肝臓、肺、脾臓での

遺伝子発現量に大きな違いはなかったことから、STR-R8 は肝臓への選択性を有する素子である

可能性が明らかとなった。 

 

３）MEND のがん治療への応用 

 機能性核酸のがん送達デバイスとして、固形がん局所で過剰発現する matrix metalloprotease 

(MMP)の基質セグメントを介した PEG 脂質 (PPD)を修飾した PPD-MENDの開発を行った。機能性

核酸のモデルとして siRNA を封入した PPD-MEND にエンドソーム脱出促進を目的に GALA を導

入することで(GALA/PPD-MEND)、従来よりも高い標的遺伝子のノックダウンが可能となった。固形

がんへ局所投与すると、in vitro で最も活性の高い PEG を修飾しない MEND と比較して

GALA/PPD-MEND は有意に高いノックダウン活性を示した（B-1）。 

 さらに、R8/GALA-MEND の最適化と in vivo がんへの適応を考慮し PEG 修飾の検討を行った。

R8/GALA-MEND は、PEG 存在下でも従来の PPD-MEND より高いノックダウン効率を示した。し

かしながら、その効果は不十分であったので PPD を導入したところ、十分なノックダウンを得ること

に成功した（B-9）。これは PPD の切断と R8 による細胞取り込みの増加、さらに GALA によるエンドソ

ーム脱出の促進による結果と考えられた。 

 全身投与型 MEND の最適化については、エンベロープ脂質のスクリーニングに着手した。 

 

４）組織選択性・細胞内動態・核内動態の改善による新規デリバリーシステムの構築 

 組織選択的送達用リガンドとして、７つのアミノ酸からなる IRQペプチド(IRQRRRR)を異なる長さの

PEG の先端に結合し、リポソーム表面に修飾した。静脈内投与後の肺への移行性を検討したとこ

ろ、PEG を介さずにリガンドをリポソームへ修飾したものと比較して、PEG を介したほうが肺への移

行性が高くなること、また、PEG の鎖長が長くなるに従い、移行性が高まることが明らかとなった。 

細胞内動態の観点からは、リポソーム表面へ核移行性シグナル(NLS)を修飾し、そのトポロジーを

変化させ、単離核との親和性に及ぼす影響を検討した。その結果、リポソーム表面へ直接 NLS を

修飾するよりも、PEG を介して修飾するほうが高い親和性を示すことが明らかとなった。これらの結

果は、リガンド分子のリポソーム表面におけるフレキシビリティーの重要性を示すものである（B-4）。 

 また、血管透過型システムの構築に関しては、ナノ粒子の血管透過を評価可能なシステムの構
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築を行った。従来の低分子用トランスウェルではリポソーム透過が極めて低く、一方で、孔サイズを

大きくすると細胞の単層培養が困難であるというジレンマに直面した。本問題を解決するために、

新規素材を用いたトランスウェルチャンバーを設計し、単層培養とリポソーム透過を両立できる評価

系の構築に成功した（特許出願）。 

 また、R8 リポソームの極性細胞における細胞内動態を評価した結果、非極性細胞とは異なり、エ

ンドソーム脱出が悪いことが示された。さらなる細胞内動態の解析結果より、一般のカチオン性脂

質からなるリポソームはリソソームにて分解されるのに対し、R8 リポソームは、その一部がゴルジ体

に移行することが明らかとなった（B-10）。 

 また、核内動態制御を可能とするために、「ヒストンとの結合制御」を考慮した pDNA の開発を行っ

た。ヒストン高親和性配列をプロモーター上流に導入してプロモーターを露出させ、外来遺伝子発

現を数倍上昇させた。また、逆にヒストン低親和性配列をプロモーター中に導入しプロモーターを

露出させることにより、外来遺伝子発現を数倍上昇させた（B-5）。 

 MEND の核移行能を改良する新たな戦略として、遺伝子を異なる脂質膜で段階的にコーティン

グした T-MEND の構築法を確立した。その結果、T-MEND は、核移行のみならず核内の脱凝縮

にも優れた特性を発揮した(B-8)。また、遺伝子の核内動態の観点から、凝縮剤のスクリーニングを行

った。その結果、ソルビトールアナログを用いることで高い遺伝子発現を示すことが明らかとなった

(B-7)。同様に、種々のポリロタキサンをポリカチオンとして用いることで、MEND あるいは T-MEND の

遺伝子発現を促進することが可能となり、天然の素材であるプロタミンを用いた場合よりも高い遺伝

子発現を示すことに成功した。さらに、永続的な治療効果が期待される遺伝子修復法においても

核内動態制御は重要な課題である。核内動態を改善させた遺伝子修復用核酸である tailed DNA

断片をマウス肝臓に導入し、in vivo で遺伝子修復が可能であることを示した（B-10）。 

 

（Ｂ—２）小暮グループ 

１）機能性核酸の経皮及び毛孔内送達システムの確立 

 ナノ粒子である siRNA 封入 MEND を、臨床で用いられるジェットインジェクション（ＪＩ）法を用いて

GFP を安定発現している悪性黒色腫瘍移植マウスに投与し、腫瘍組織における RNAi 効果を検討

したところ、siRNA が存在する腫瘍部位において GFP の蛍光の減尐が観察された。しかし、その効

果は強力なものではないため、今後の最適化による効果増強を行う必要がある。また、siRNA 封入

MEND をイオントフォレシスによって毛孔内への送達を試みたが、リポソームの場合と異なり MEND

は柔軟性に乏しい構造特性を有するためか、毛孔内奥まで送達することはできなかった。しかし、

これまでの塗布に比べて、有意に大量の MEND が毛孔内（上中部）に観察されたことから、イオント

フォレシスは MEND の毛孔内送達のための有効な手段であることが明らかになった。おそらく、粒

子径および脂質蘇生の最適化によって、毛孔内奥まで送達可能なイオントフォレシス用 MEND の

作成が可能であると考えている。一方、ＪＩ法を用いて凍結乾燥したルシフェラーゼプラスミド DNA

封入 MEND を皮下（皮内および筋肉組織）に投与したところ、プラスミド DNA のみでは投与後１４

日で発現量が減尐したのに対して、MEND 投与群では１４日に発現量が増大した。このことから、
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MEND が in vivo において持続的な遺伝子発現能を有することが示唆された。さらに、インスリンプ

ラスミド DNA 封入 MEND を糖尿病モデルマウスの皮下に投与することにより、１４日後において皮

下組織における有意なインスリン mRNA の発現および血漿中におけるインスリン量の増大を確認し

た。また、ルシフェラーゼ発現メラノーマ移植マウスに抗ルシフェラーゼ siRNA 封入 MEND を JI 法

により投与したところ、90％以上の発現抑制活性を得ることに成功した。さらに、

microphthalmia-associated transcription factor (MITF)、vascular endothelial growth factor（VEGF)、

osteopontin (OPN)に対する３種の siRNA を混合封入した凍結乾燥 MEND を JI 法でヒトメラノーマ

移植ヌードマウスに投与することにより、ほぼ完全な腫瘍成長抑制効果を得ることに成功した。 

 

２）MEND の in vivo 使用スケールでの凍結乾燥技術の確立 

 平成 20 年に確立した MEND の凍結乾燥技術を in vivo 使用スケールにまで拡大するため、大量

（これまでの 10 倍以上）の MEND の凍結乾燥を検討した。これまでの小スケールと同様に行っただ

けでは、凍結乾燥は不可能であったが、凍結段階における熱交換効率が問題であることを見出し、

凍結容器を工夫することにより、一度に大量の凍結乾燥 MEND を調製することに成功した。得られ

た凍結乾燥 MEND（GFP プラスミド DNA を封入）をマウスの皮下および筋肉内に投与することによ

って、in vivo 正常組織における顕著な遺伝子発現を誘導することに成功した。さらに、vascular 

endothelial growth factor（VEGF）プラスミド DNA を封入した MEND を凍結乾燥し、下肢大腿動脈

を切除したマウス下肢に直接注射したところ、MEND 投与群においてのみ投与７日後に有意な

VEGFmRNA 発現を確認することに成功した。さらに、上記で示したように様々な in vivo 実験に適

用し遺伝子発現に成功している。また、凍結乾燥後１００日において凍結乾燥 MEND の活性およ

び物性を評価したところ、全く損なわれておらず、本凍結乾燥 MEND は長期保存にも耐えうるもの

であることが確認された。また、名古屋市立大学の尾関哲也教授と東京薬科大学の岡田弘晃教授

との共同研究によって、MEND のドライパウダー化も検討し、２流体ノズル法を用いることで大量

（DNA の重量としてグラム単位）の MEND をドライパウダー化することに成功した。 

 

（C）長崎グループ 

１）PEG 化機能性核酸・脂質のさらなる機能化と PEG 化機能性核酸の新規キャリアシステムの構築 

 本研究項目では、佐々木グループおよび原島グループとの共同研究により、PEG 化機能性核酸

が細胞内で効果的に機能すること、および PEG 化脂質が in vivo において高い遺伝子発現を示す

ことをそれぞれ見出し、in vivo に向けた構造の最適化（PEG 鎖の鎖長、リガンド分子の導入）を検

討してきた。平成20年度は、PEG化機能性核酸の新規ナノデバイスとして、架橋構造を有するナノ

サイズの三級アミンゲルと PEG 層から成るコア－シェル型 PEG 化ナノゲル粒子の調製および評価

を行った。この PEG 化ナノゲル粒子の特徴は、架橋ポリアミン構造をコアに有していることで、全身

投与後の希釈条件、高塩濃度条件でも解離、分解することのない点である。PEG 化ナノゲル粒子

の有用性を評価したところ、適切な架橋密度（1 mol%）の PEG 化ナノゲル粒子は、PEG−ポリアミン

ブロック共重合体よりも優れた安定性、遺伝子発現抑制効果を示すことを確認している（C-5）。平成
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21 年度は、この PEG 化ナノゲル粒子のコア構造の最適化を行い、より効率的なナノデバイスの構

築を行った。具体的には、pKa の低い三級アミノ基は負電荷の siRNA を in vivo 環境下でも安定に

担持するには十分な結合力を示さないため、コアの三級アミノ基の一部を四級アンモニウム基へと

変換することでsiRNAとの結合力向上、複合体の安定性向上、細胞毒性の低減、細胞内 siRNA導

入量の飛躍的向上を同時に達成した。特に、コアのアミノ基の四級化率が 10%程度の部分四級化

ナノゲル粒子は、四級アンモニウム基による安定性の向上効果と、三級アミノ基によるエンドソーム

脱出効果の相乗的効果により、抗アポトーシスタンパク質 survivin に対して著しいサイレンシング効

果を示すことを確認した（論文投稿中）。また、当初の計画を前倒しし、部分四級化ナノゲル粒子と

32P 標識 siRNA の短期的な血中滞留性を評価した結果、siRNA 単独、ポリエチレンイミン、三級アミ

ンナノゲル粒子よりも優れた血中滞留性を示すことを確認した。このように、架橋（網目構造）を有

する PEG 化ナノゲル粒子と機能性核酸（siRNA）複合体は、体内での血中安定性の向上が見込ま

れ、in vivo においても有用であると期待される。 

 部分四級化ナノゲルの siRNA 錯合体において高い安定性と発現能力が確認されたため、

PEG-b-ポリアミンブロック共重合体の部分四級化の検討を行った。四級化反応はスムーズに進行

し、siRNA との複合化も確認された。安定性は 3 級アミン型ブロック共重合体に比べて極めて向上

することが確認された。しかしながら in vitro における検討では発現が全く観測されず、四級化

PEG-b-ポリアミンブロックの効果は限定的であることが確認された。 

 遺伝子キャリアとしてのナノ粒子はしばしばそれ自身の毒性や炎症が問題になりつつある。そこ

で我々は平成 21 年度から活性酸素消去能を有する PEG-b-ポリアミンブロック共重合体及び

PEG-g-ポリアミン共重合体を合成し、遺伝子キャリアとしての評価を始めた。合成した材料は PEG

鎖を有するポリクロロメチルスチレンに 4-アミノ TEMPO(2,2,6,6-テトラメチルピペリジン 1-オキシ

ル)を高分子反応にて導入した。反応はほぼ定量的に進み、疎水性鎖の側鎖に安定ニトロキシラジ

カルとアミノ基を同時に導入することに成功した。PEG-b-PCTEMPO 及び PEG-g-PCTEMPO を利

用し、プラスミド DNA 及び siRNA の複合化を行った。ニトロキシラジカルと遺伝子に導入した蛍光ラ

ベルが効率的にエネルギー移動して消光することから効果的な錯体を形成していることが確認さ

れた。モデル反応によりこれら粒子は効率的に活性酸素を消去することが確認された。ニトロキシラ

ジカルは特に SOD 様のスーパーオキシドだけでなく、ヒドロキシラジカルも消去することが可能であ

ることから、高い抗炎症効果効果が期待される。予備的検討では細胞実験で効果的な遺伝子発現

及び siRNA による遺伝子発現抑制も確認され、新たな遺伝子キャリアとして期待できる。 

 さらに、PEG 化機能性核酸の実用的製造（大量生産）技術の開発として、固相合成法の検討を

行った。新規に合成した機能性リンカーを用いて、ガラスビーズ（CPG）にあらかじめ PEG を結合さ

せることで、効率よく PEG 化機能性核酸を製造できることを見出した。また、PEG の代わりに糖鎖を

固相合成法で核酸に結合させる手法も確立した。今後は PEG 化機能性核酸と共に、糖鎖で機能

化させた核酸を用いて遺伝子治療への展開を図る予定である。 

 また化学療法における副作用を低減させるため、腫瘍等の組織特異的なドラッグデリバリーシス

テムの開発が求められている。平成 21 年度は腫瘍選択性を有する新しいリガンド分子の開発を試
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みた。現在脳腫瘍の術中診断に用いられているアミノ酸である 5－アミノレブリン酸に着目し、腫瘍

選択性リガンドとしての機能評価を行った。その結果、正常細胞と比較し、腫瘍細胞に効率よく取り

込まれていることが確認された。今後はこの分子をリガンドとして用い、ナノ粒子の腫瘍選択的なデ

リバリーを試みる予定である。 

  

２）インテリジェント界面を創り込んだ新規ナノデバイスの創出 

 本研究項目では、様々な疾患への適用が期待されるsiRNAを中心に核酸/PEGハイブリッド界

面を創製することを目的としている。平成20年度は、siRNA/PEGインテリジェント界面をナノデバイ

スに創り込むためのプラットホームとして、新たに金ナノ粒子を内包したPEG化ナノゲル粒子の調

製および評価を行った。平成21年度は、金ナノ粒子内包型PEG化ナノゲル粒子とsiRNAのインテリ

ジェント界面のモデルとして、金基盤表面上の核酸/PEGハイブリッド界面の構造解析を行った。

XPS（X線光電子分光器）による測定から、深さ方向にナノレベルで相分離構造を有するポリマーブ

ラシ層が形成されていることを見出し（C-4）、同構造が固定化核酸の配向性制御に大きく寄与してい

ることが推察された。また、同表面に固定化した核酸の標的分子認識能が固定核酸末端のスペー

サー長（金基板からの距離）に大きく依存することが明らかとなり、現在のところチミンを20個程度導

入したスペーサー長において最大の分子認識選択性を発現することが明らかとなっている。今後、

siRNAなどの核酸分子の共固定化（インテリジェント界面の創り込み）を金ナノ粒子内包型PEG化

ナノゲル粒子に施すことを計画している。 

これまでの検討でポリアミンゲルをコア、シェルにPEGブラシを有するポリアミンナノゲル内で金コ

ロイド粒子を効率的に形成させることに成功している。この金コロイド含有ナノゲル(GNG)に末端に

メルカプト基を有するsiRNAを固定したところ、静電相互作用とメルカプト基の金コロイド表面への

結合という相乗効果で効果的に固定された。今回サバイビン発現抑制siRNAを用い、GNGに担持

させた。サバイビンは放射線治療などで高度に発現し、アポトーシスを抑制することが知られている

ため、今後サバイビンsiRNA担持GNGを放射線治療と併用する効果を確認する。現在、サバイビン

発現細胞を利用した予備的観測での抑制が確認され、今後の検討が期待される。 

 

（D-1）佐々木グループ 

１）PEG 化 DNA 合成の大量合成法の検討 

 固相上での DNA の PEG 化は大量合成には必要な技術であることから検討を続けてきたが、これ

まで実現に至っていなかった。平成 21 年度は自動合成装置を用いて、求核性の強いアミノリンカ

ー(ssH-linker, SAFCProligo) を用いて 5’末端にアミノ基を導入した。引き続き固相上 PEG 化反応

剤 p-nitrophenyl-PEG（日油株式会社から供与）と反応させたところ効率よく PEG 化 DNA を合成す

ることに成功した。PEG 化 DNA は RNase H 活性を誘起し、非細胞系アッセイにおいて天然型より

弱いもののアンチセンス阻害活性を示すことを確認した。 

 

２）高感度センシングのための機能性分子開発 
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 本研究項目では、遺伝子の標的塩基を特異的に標識する機能性核酸分子の開発を目指してい

る。これまで 2-メチリデン-1,3-ジケトン構造のユニットを標的 DNA あるいは RNA に対して標的シト

シン特異的な修飾反応に成功し、転移可能な官能基群の構築を確立した。引き続き溶液の pH を

アルカリ性にすることにより転移反応選択性をグアニンに変化させることに成功した。この転移反応

により蛍光分子を標的 RNA に転移させることにも成功している。平成 21 年度は、グアニン 7 位窒

素と遷移金属イオンとの結合による 1 位 NH の pKaの変化を期待し、活性化を検討したところ、Ni2+, 

Co2+の共存により反応が著しく活性化し、pH7.4 でも転移反応が進行することを見出した。一方、高

感度センシングを目的とする研究項目では、過酸化酸素を必要とせずに、溶存酸素を利用してル

ミノールの発光反応を触媒する新規２核銅錯体触媒の開発に成功している。平成 21 年度はこの２

核銅錯体のオリゴヌクレオチドへの導入を検討した。その結果、銅に対する配位子構造を 5’-末端

に導入したもの、および 3’-末端に導入したもの、の２種類の DNA プローブ合成に成功した。最適

な構造を決定するため、リンカーの長さの異なるものも合成した。これらのプローブを用いて標的

DNA 配列の認識を検討したところ、配列特異的に発光触媒活性が誘起されることを明らかにした。

この２種類のプローブが標的 DNA 上に集積して２核銅錯体が生成するが、配位子構造をプローブ

に連結したリンカー構造によって最適な標的構造があることが明らかとなった。 

 

３）RNA 編集機能の非細胞系機能評価 

 人工核酸によるRNA編集機能の実現を目指して、非細胞系ルシフェラーゼ発現系を用いて検討

を行っている。クロスリンク分子に関しては RNA 選択的分子の開発に成功し、アンチセンス核酸を

用いた配列特異的な翻訳停止に成功している。平成 21 年度は生体内での利用を念頭に、クロスリ

ンク核酸を構成する成分として 2’-メトキシ RNA を合成してクロスリンク塩基選択性およびアンチセ

ンス効果を検討した。その結果、新規クロスリンク分子のクロスリンク能は維持されたものの選択性

は配列によって変化し、一部配列ではシトシンではなくウラシルとの反応が示された。非細胞系に

おけるアンチセンス効果は、RNase H機構による天然型よりも弱いものの、対照とするクロスリンク能

を持たないアンチセンスよりも非常に強い阻害活性を示した。このことはアンチセンス阻害がクロス

リンク形成による立体効果によることを強く示唆しているものであり、細胞内でのアンチセンス阻害

および編集反応の検討に移った。また、NO 転移核酸により標的シトシンの脱アミノ化を目的とする

研究では、脱アミノ化により形成される停止コドンによる短い蛋白質の生成を検討している。これま

でのところ、短い蛋白質の生成は認められるものの、その生成機構は RNase H による mRNA 切断

が示唆されている。そこで 2’-メトキシ RNA を成分とする NO 転移核酸を用いた検討に移行した。

短い修飾 RNA を鋳型として用いた逆転写反応では部位特異的に転写が阻害されたことから、転

移核酸を用いて mRNA を部位特異的に化学修飾する手法により編集効果が期待された。平成 21

年度は mRNA の部位特異的な化学修飾を検討したが、反応の進行を検出することができなかった。

そこで、反応の進行を確実に検出するためビオチン基転移核酸を検討した。短い RNA では成功し

たものの、RNA に結合したビオチンがアビジンと結合しなかったため、立体障害を回避する目的で

長いリンカーを持つビオチン分子の合成を始めた。 
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４）機能性核酸を搭載したナノデバイスの機能検証 

 本項目では W 字型人工塩基による 3 本鎖形成配列の拡張について検討しており、すでにこれま

で形成できなかった配列での 3 本鎖形成を可能にする人工塩基を開発し、認識配列の一部拡張

に成功した。平成 21 年度は c-myc, bcl-2, survivin がん遺伝子を標的人工核酸の遺伝子阻害効

果を調べるため、片岡グループの PAsp(DET)および市販の oligofectamine を用いて殺細胞効果を

調べた。3 本鎖形成核酸は比較的高濃度にする必要があり、この濃度では PAsp(DET)による細胞

毒性が観測されたため、アンチジーン評価にはoligofectamineを用いることとした。その結果、bcl-2, 

survivin を標的とした３本鎖形成核酸が増殖阻害能を有していることが示された。しかし W 字型人

工塩基の優位性を示す結果ではなかったため、更なる検討を継続している。また、家族性高コレス

テロール血症治療を目的とした機能性核酸を含むオリゴヌクレオチドの合成を行い、細胞内での

apoB100 の編集反応を検討したが、編集反応を確認することはできなかった。本項目は平成 22 年

度も検討を継続する。（斯波グループと共同）。 

 

（D-2）永次グループ 

１）機能性核酸を組み込んだ PNA(ペプチド核酸)の合成及び機能評価 

 PNA は 2 本鎖 DNA に対してインベージョンすることが知られている。これまで開発してきた架橋

形成ならびに塩基構造変換機能を持つ人工機能核酸を PNA に組み込むことで 2 本鎖 DNA を標

的化できると考えられる。平成20年度までにPNAオリゴマーを合成し、標的モデルDNA及びRNA

に対する反応性を検討したところ、DNAよりもRNAに対して効率的に反応することを明らかにした。

平成 21 年度にはこの PNAを用いて細胞内でのアンチセンス効果などを評価するために、ルシフェ

ラーゼを標的とした配列に機能性核酸を組み込んだ PNA の合成を行った。さらにこれらの反応性

を試験管内で評価したところ、期待したほど反応性は高くなく、また従来の DNA タイプとは異なり、

2 本鎖内での活性化も進行しないことがわかった。 

 

２）新規機能性核酸の分子設計 

 既に我々はシトシンを標的とする機能性核酸を開発した。この構造に基づきあらたにグアニンを

標的に反応する機能性核酸の開発を検討した。平成 20 年度までに反応性塩基と糖部分にスペー

サーを有する DNA 型モノマーの合成に成功していた。平成 21 年度はこの新規機能性核酸を組み

込んだオリゴヌクレオチドを合成し、その反応性を検討した。その結果、設計とは異なり、相補的な

位置にあるチミジンに対して非常に選択的かつ効率的に反応することを発見した。さらに得られた

付加体の構造決定を行ったところ、チミジンの２位の酸素に反応した構造を示唆するデータが得ら

れた。この結果は今回合成した機能性核酸が標的のチミジンに対して水素結合を形成し、反応点

どうしが近接し反応が進行したことを示すものであると考えている(D-2-1)。 

 

３）RNA 型インテリジェント核酸の合成 
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 従来用いていたインテリジェント核酸は RNA に対する反応性が低いことがわかっていた。そこで

RNA に対する反応性向上を目指し、RNA 型インテリジェント核酸の合成を検討することにした。平

成 20 年度は、2'-OMe 型インテリジェント核酸を含むオリゴヌクレオチドの合成に成功し予備的な

検討により RNA に反応することがわかっていた。平成 21 年度はさらに詳細にこの反応を検討した

ところ、中性条件下、DNA 中のチミジンに対して選択的に反応することがわかった。また RNA に対

しても酸性条件下ではあるが、ウリジンに対して選択的に反応することもわかった。従来の DNA 型

インテリジェント核酸では、シトシンに対して反応していたが、2'-OMe型にすることで反応選択性が

変化したのは非常に興味深い。 

 

（E）松村グループ 

 疾患ターゲットとなる脳腫瘍モデルとナノデバイスの生体内でのデリバリー及び抗腫瘍効果を判

定するために必要なイメージング技術を確立する。本研究開始時において新規高分子ミセル型ナ

ノデバイス自体が片岡グループで開発中であったことと、当初遺伝子・核酸の全身デリバリー療法

は血中安定性や腫瘍への送達能の評価が定まっておらず探索的要素も強かったこととから、効果

の期待できる腫瘍の支配動脈による局所投与療法の基礎・開発研究を先行して行った。新規高分

子ミセル型ナノデバイス完成後は、局所投与法で遺伝子・核酸療法の脳腫瘍での有効性を確認で

きたこともあり、全身投与法の基礎・開発研究に移行した。 

(1)脳腫瘍同所移植モデルの構築とその増殖抑制評価のためのイメージング技術の確立 

in vivo 評価において、通常用いられている皮下腫瘍では、実際のヒト脳腫瘍における腫瘍血管の

特性を反映しているとは言い難い。すなわち、脳には血液脳関門（ＢＢＢ）が存在するために、薬物

あるいはナノ粒子は血管から漏出しないといわれている。そこで、ヌードマウス大脳半球へヒトグリ

オーマー細胞株 LN229 の同所移植モデルを作成し、（抗がん剤 SN-38 を内包する）高分子ミセル

型ナノデバイスを静注したところ、正常脳への分布はまったく見られなかったが、腫瘍部へは選択

的にナノデバイスが集積していた。すなわち、高分子ミセル型ナノデバイスはＢＢＢを通過しないが、

血液脳腫瘍関門（ＢＢＴＢ）は容易に通過することを明らかにした。この結果より、高分子ミセル型ナ

ノデバイスは脳腫瘍への核酸のデリバリーを可能とするキャリアであることが示唆された。同時に、

高分子ミセル型ナノデバイスの生体内でのデリバリー及び抗腫瘍効果を判定するために有用なモ

デル系の構築に成功した。 

 

(2)動原体構成タンパク KNTC2 に対する siRNA による局所投与型脳腫瘍治療の試み 

KNTC2 は細胞分裂に関わるタンパクであり、未分化がんに高発現している。ヒトでは精巣にのみ高

発現している。KNTC2 高発現脳グリオーマー株 LN229 に対し、KNTC2siRNA はアポトーシスを惹

起し、顕著な殺細胞効果を発揮することを証明した。また、LN229 局所移植ラットに KNTC2siRNA

搭載カチオニックリポソームを動注したところ、非特異的 siRNA 搭載カチオニックリポソームに比較

し、有意に高い抗腫瘍効果をもたらすことを、1)で開発したイメージング測定法で明らかにした（図

１）。 
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(3)PEG-PAsp(DET)を用いた sFlt-1 遺伝子デリバリーによる全身投与型脳腫瘍治療の試み 

新たに片岡グループで開発された高分子ミセル型ナノデバイスである

poly{N-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]-2-aminoethyl}(PAsp(DET))は低毒性かつ効率的に遺伝

子発現を行える核酸送達用高分子ミセル型ナノデバイスである。VEGF は腫瘍血管新生作用があ

り、Bevacizumabはこの作用を阻害することで抗腫瘍効果を示す。sFlt-1は可溶型VEGF受容体で

あり、腫瘍局所で発現させることにより、内皮細胞に存在する膜型 VEGF 受容体に VEGF が結合

すのを競争阻害することで、Bevacizumab 同様の抗腫瘍効果を示すものと期待されて新規に開発

された遺伝子核酸製剤である。加えて本治療法は尐ない投与量で持続的な効果が期待できるた

め、繰り返し投与を必要としないので、副作用の軽減が可能と目されている。まず、VEGF を強く発

現し腫瘍血管の豊富なグリオーマー細胞株 U87MG を用いて、脳腫瘍における抗 VEGF 療法が成

立するかどうかを Bevacizumab による治療実験で判定した。皮下移植と同所移植の両モデルにお

いて血管新生の抑制と有意な腫瘍増殖抑制と延命効果を認めたため、脳腫瘍で抗 VEGF 療法が

確かに成立することを確認することができた。引き続き、皮下腫瘍モデルでsFlt-1遺伝子核酸療法

を行い、本療法が Bevacizumab と同様に腫瘍血管新生の抑制と抗腫瘍効果を認めることを確認し

た（図２）。現在、同所移植モデルで効果判定中である。

 

図１. LN229 に対する KNTC2 核酸療法による抗腫瘍効果の検討 
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（F）斯波グループ 

１）高分子ミセル型ナノデバイスを用いた経肺投与による遺伝子導入法の確立 

 循環器疾患の中でも難病である肺動脈性肺高血圧症に対して、高分子ミセル型ナノデバイスを

用いた経肺投与による遺伝子治療法を確立するため、片岡グループとの共同研究で、in vivo での

遺伝子導入効率が良く、安全性の高い高分子ナノデバイスの開発を行っている。平成 21 年度で

は、将来の肺動脈性肺高血圧症患者に対する臨床応用を念頭に置いて、PEG-PAsp(DET)による

遺伝子の複数回導入による遺伝子発現量の変化の検討を行った。ルシフェラーゼ遺伝子を含む

pGL3-Control(Promega)を用いて、7 日間の間隔で 2 回投与してルシフェラーゼ活性を測定したと

ころ、活性は半分に低下を認めた。一方、ルシフェラーゼ遺伝子部分の CpG を取り除いたプラスミ

ドである(pORF-LucSh-ΔCpG)を7日間の間隔をあけて投与したところ、2回目投与後でもルシフェ

ラーゼ活性の低下は認められなかった。一方、炎症性サイトカインの mRNA は、pORF-LucSh-Δ

CpG 投与後のほうが、pGL3-Control 投与後よりも高値であった。 

 

２）高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与による嚢胞性線維症(CF)治療への基礎実験 

 平成 20 年度までの成果で、高分子ミセル型ナノデバイスを用いた経肺遺伝子導入による肺動脈

性肺高血圧症の治療実験に成功している（F-1）。これらの経験を生かして平成 21 年度は、欧米で特

に頻度が高く、予後が悪い重篤な疾患である CF 治療への応用にむけた基礎実験を行った。CF

の気管上皮細胞に対して PEG-PAsp(DET)を用いて遺伝子導入を行い、健常人の気管上皮細胞

の約 10 倍もの遺伝子導入効率を認めること、N/P 比は 40-60 で遺伝子発現量が最大になること、

N/P 比が 60 以下であれば、細胞傷害性を認めないことがわかった。PEG-PAsp(DET)を用いて CF

細胞に CFTR 発現プラスミドを導入して、塩化物イオンチャンネルの機能を Forskolin 刺激による

 

図２ グリオーマー皮下腫瘍での sFlt-1 ミセルの抗腫瘍効果と血管新生抑制作用 
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MQAE assay で評価したところ、細胞内から細胞外への塩化物イオンの移動の改善を認めた。現

在、CF モデルマウスを購入して SPF 化を行ない、治療実験に備えている。 

 

３）高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与による急性の毒性軽減に向けての試み 

 平成20年度の急性および慢性の毒性評価から、高分子ミセル型ナノデバイス投与後1日目には、

肺での炎症性サイトカインの発現が認められ、7 日目には低下していたことがわかった（F-1）。将来の

臨床応用を考えると、1 日目の一過性炎症反応の抑制を検討する必要性があると考えられた。平

成 21 年度では、高分子ミセル型ナノデバイス投与後の炎症反応を低下させる取り組みとして、導

入遺伝子に存在する CpG の急性炎症惹起への影響について検討した。PEG-PAsp(DET)を用い

てルシフェラーゼ遺伝子部分の CpG を除去したプラスミドである(pORF-LucSh-ΔCpG)を経肺投

与したところ、1 日目から 14 日目まで、遺伝子発現量は、通常のルシフェラーゼ発現 pDNA に比べ

て高値を示した。しかしながら、投与 1 日後の炎症性サイトカイン mRNA 発現量は、依然として高値

を示しており、さらなる改善が必要であると考えられる。 

 

４）アポリポプロテイン B 遺伝子発現修飾機能性核酸の PEG-PAsp(DET)を用いた in vitro 遺伝子

導入条件の検討 

 家族性高コレステロール血症に対するアポリポプロテイン B 遺伝子発現修飾機能性核酸による

遺伝子治療法の開発のため、平成 20 年度までに in vitro におけるアポリポプロテイン B 遺伝子

editing の mRNA レベルおよびタンパク質レベルの評価系を確立しており、平成 21 年度では、これ

らの評価系を用いて、佐々木グループで作製された機能性核酸についての機能評価を行なった。

機能性核酸[X=NO-thioG]のアンチセンス効果による ApoB 産生低下を認めたが、ApoB mRNA 編

集が起こっているデータは得られなかった。検討に用いた機能性核酸の ApoB mRNA への affinity

や、酵素分解に対する耐性に改善点があることがわかり、現在、耐分解性能を持つ機能性核酸の

開発が進められている。 

 

５）機能性核酸の PEG-PAsp(DET)を用いた in vivo 遺伝子導入条件の基礎的検討 

In vivo での CF 遺伝子導入による治療実験を行うため、アメリカより Apobec-1 ノックアウトマウスを

入手し、SPF 化作業を行なった。現在、繁殖を行ない、in vivo の治療実験に備えている。 

 

（G） 岡本グループ 

１）高分子ミセル型ナノデバイスを基盤とした吸入用ドライパウダー調製法の確立 

 マンニトール(Man)を賦形剤とした吸入用ドライパウダーを噴霧急速凍結乾燥（SFD）法で調製し

たところ、多孔質な球状粒子が得られるものの粒子どうしが凝集しやすい傾向にあり、粒子の吸入

特性をカスケードインパクターで測定した結果、Fine Particle Fraction （FPF：微粒子肺深部到達

率の指標）が約 18%であった。さらなる吸入特性の改善に向けて、微粒子の表面エネルギーを低下

させ付着凝集性を改善するとの報告がある L-ロイシンを添加し、吸入用ドライパウダーを調製した。
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その結果、L-ロイシン５％添加時にFPF値が約36％に増加し、吸入特性を大きく改善することに成

功した。また調製条件の最適化を行い、噴霧空気圧を 150 kPa にすることで回収率が高くかつ吸

入特性に優れたドライパウダーを調製できることが明らかとなった。最適化された組成・条件に基づ

きレポーター遺伝子としてホタルルシフェラーゼをコードしたプラスミド DNA(pCMV-Luc)、ベクター

として PEG-PAsp(DET)を組み込んだ高分子ミセル型ナノデバイスドライパウダーを SFD 法により調

製したところ、高分子ミセル型ナノデバイス封入による粒子形状への大きな影響は認められず、吸

入剤に適した粒子形状を維持していた。また、ゼータサイザーの測定結果から、調製前後で

pCMV-Luc と PEG-PAsp(DET)から形成される複合体の平均粒子径に大きな違いは確認されず、

ドライパウダー製剤化後も高分子ミセル型ナノデバイスによる遺伝子導入効果が十分に保持され

ているものと推察された。現在、さらなる調製条件の最適化について検討を進めている。一方、こ

れまでに当研究室で進めてきた超臨界二酸化炭素晶析（SCF）法についても、SFD 製剤調製時と

同じ組成の高分子ミセル型ナノデバイス溶液からドライパウダーが得られている。得られた粒子の

形状はマンニトールのみで調製したものと大きく変化しておらず、微細な針状粒子であった。現在、

SCF 製剤についても，SFD 製剤同様の物理化学的特性評価を進めている。 

 

２）高分子ミセル型ナノデバイスドライパウダーによる遺伝子肺送達 

 In vivo でのドライパウダーの肺内送達を評価するためにインドシアニングリーン(ICG)を組み込ん

だ高分子ミセル型ナノデバイスドライパウダーを SFD法で調製し、マウス肺内投与後の製剤肺内送

達と遺伝子発現パターンについて in vivo イメージングシステムを用いて解析した。その結果、肺

内で ICG の蛍光が確認されたマウスについてルシフェラーゼ発現に由来する発光が認められ、投

与後 6 hr～9 hr に最大発光値を示すことが明らかとなった。現在、さらなる遺伝子導入効果に向け

た N/P 比の最適化、同組成の溶液製剤や他の遺伝子ベクターを用いたドライパウダー製剤との遺

伝子発現パターンの比較について検討を進めている。 
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