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1.研究実施の概要 

遺伝子治療は、有望な次世代医療であるが、現行では導入遺伝子を標的細胞でのみ発現

させることができないため、その適用が極めて限定されている。本研究では、疾患細胞特

異的に活性化する細胞内シグナルに応答して遺伝子を活性化できる新しいナノ分子システ

ムを構築し、これを臨床応用可能な手法として確立することを目的としている。そのため

に、本分子システムに、肝炎ウイルスエンベロップ由来の中空バイオナノカプセルおよび

プラズマ型遺伝子導入装置を併用する。これまでに、細胞内のプロテインキナーゼとして

プロテインキナーゼＡ(PKA)、プロテアーゼとしてCaspase-3に応答するシステムの構築に

成功し、細胞内での標的シグナルによる遺伝子発現制御に成功した。Caspase-3において

は、細胞膜透過型のTatペプチドを用いることで遺伝子とキャリヤーからなるナノ粒子を

細胞に導入することに成功した。一方、PKA応答型では、Tat併用も検討したが、遺伝子と

の複合体のみでは細胞への導入効率が悪かった。そこで、中空バイオナノカプセル利用の

前段階の検討として、センダイウイルスエンベロップにPKA応答型キャリヤー／遺伝子複

合体を封入して細胞へ導入することを試み、成功した。また、遺伝子／キャリヤー複合体

ナノ粒子の安定化と粒径の減少を狙って、キャリヤー主鎖高分子の疎水性を向上したタイ

プも合成し、良い結果を得た。中空ナノカプセルでは、遺伝子／キャリヤー複合体の封入

の検討とともに、安定に大量合成するシステムを開発した。また、臨床応用に供するため、

冠状動脈における内皮肥厚モデルとウイルス疾患適用のためのウイルス感染のアッセイ系

を確立した。また、ウイルス感染細胞での導入遺伝子の局在を検討した。 

 

2.研究実施内容 

２－１．プロテアーゼ応答型遺伝子制御システム 

プロテアーゼとして細胞死の実行シグナルであるCaspase-3に応答するキャリヤーを開

発した。本キャリヤーは、中性の高分子主鎖にオリゴカチオンであるペプチドをグラフト

したもので、カチオン性ペプチドと高分子の連結部分にCaspase-3で特異的に切断される

配列を導入している。高分子主鎖として、親水性のポリアクリルアミド、疎水性を向上さ

せたポリイソプロピルアクリルアミド(PNIPAAm)、側鎖ペプチドとしてカチオン部分をオ



リゴリジン、Tatペプチド、核移行シグナル配列、オリゴアルギニンをそれぞれ組み合わ

せた様々なキャリヤーを合成し、細胞への遺伝子導入効率、および細胞内でのCaspase-3

シグナル応答性を検討した。その結果、カチオン部位として膜透過性のないオリゴリジン

や核移行配列を有するものは、高分子主鎖が疎水性の高い場合のみ細胞に導入され、Tat

ペプチドを用いた場合では、高分子主鎖の如何にかかわらず遺伝子を細胞へ導入すること

が可能であった。いずれの場合でも、細胞に導入された遺伝子複合体は、細胞をスタウロ

スポリン刺激してCaspase-3を活性化した場合のみ、遺伝子が発現した。一方、Caspase-3

基質配列DEVDと荷電は同じで切断能のないEVEEを用いた場合では、Caspase-3活性化によ

る遺伝子の発現は見られず、確かにCaspase-3に応答して遺伝子発現を制御していること

が分かった。 

２－２．プロテインキナーゼ応答型遺伝子制御システム 

プロテインキナーゼ応答型キャリヤーとしては、まず、主鎖にポリアクリルアミドを有

し、カチオン性のPKA選択的基質をグラフとしたキャリヤーについて検討した。このタイ

プのキャリヤーは、遺伝子とナノ粒子を形成し、無細胞系では極めて良好なPKA応答型の

遺伝子発現制御能を有していたが、細胞への導入効率が極めて悪かった。しかし、本シス

テムは、キナーゼによる基質のリン酸化に伴うアニオン荷電の増加により遺伝子との複合

体を崩壊させるものであり、Tatのようなカチオン荷電の多いペプチドを用いると、リン

酸基導入に伴う効果が減弱してしまう。そこで、細胞内でTatが切除されるように、基質

配列にジスルフィド結合でTatペプチドを連結したキャリヤーを合成した。しかし、この

キャリヤーでは遺伝子の細胞内での発現制御がほとんど見られなかった。そこで、センダ

イウイルスエンベロップに本システムを封入することを試みた。その結果、細胞への導入

に成功し、フォルスコリン刺激により細胞内のPKAを活性化した場合のみ、遺伝子の発現

が見られた。本成果は、中空バイオナノカプセルの使用の可能性を示唆するものである。

ただ、現状では遺伝子との複合体のサイズが200nmと大きいため、中空バイオナノカプセ

ルへの封入効率が悪い事が分かり、複合体のサイズ減少と安定化を狙って、キャリヤーと

遺伝子との荷電比を変化させて、複合体の粒径を調べた。その結果、荷電比が増加すると、

粒径は変化せず、粒径分布が狭く、均一な粒子となることが分かった。そこで、次に、高

分子鎖の疎水性を増大させるため、PNIPAAmにしたキャリヤーを合成した。このキャリヤ

ーは、主鎖の相転移温度以上(37℃)で、遺伝子との複合体ナノ粒子の粒径が半分に減少し、

さらにその場合に非常に優れた遺伝子発現制御能を示した。今後、このシステムを中空バ

イオナノカプセルにて移用する予定である。 

２－３．中空バイオナノカプセル 

 中空バイオナノカプセルを安定供給できるために、発現・精製条件を検討し、サイズ制

御も含めて調製法の確立を目指した。中空バイオナノカプセル法は、本遺伝子送達概念を

in vivoに適用するための不可欠の方法であり、その安定供給条件を最初に確立しておく

ことが必要である。中空バイオナノ粒子法の精製が超遠心分離に依存しているために、１

週間１種類１ｍｇが上限であったが、クロマトグラフィー法を導入することで、１週間で



２－３種類各２０ｍｇの生産が可能になった。また、PKAキャリヤーを用いて調製した遺

伝子複合体の封入する検討も開始したが、上述のように遺伝子との複合体のサイズが中空

バイオナノカプセルのサイズと等しいため封入効率が悪いことが分かった。今後、サイズ

を減少できるタイプのキャリヤーを用いて検討する。 

２－４．循環器系疾患への適用 

本システムを循環器系疾患に適用するために、冠状動脈における攣縮や、内皮傷害に基

づく内皮肥厚へのアプローチを考えている。今年度は、これらの実験モデル確立のため、

ナノ粒子を用いた内皮肥厚抑制実験系を検討した。すなわち、病変選択機能を有するナノ

カプセルに薬物（遺伝子）を内包させ、副作用の少ないナノ治療系を検討した。具体的に

は、抗増殖薬であるドキソルビシンを内包し血管透過性亢進部位に集積する特徴を有する

ナノカプセルであるNK911の血管病変形成抑制効果を、ラット頸動脈のバルーン傷害モデ

ルにおいて検討した。その結果、同モデルにおいて、バルーン傷害後にNK911を静注する

だけで、バルーン傷害部位（内皮剥離部位）にドキソルビシンが選択的に送達され、４週

間後の血管病変の形成が有意に抑制された。また、NK911の全身投与に伴う副作用は認め

なかった。この結果から、ナノカプセルを用いたナノ治療が循環器領域で実際に臨床応用

できる可能性が、初めて示された。 

２－５．ウイルス疾患への適用 

ウイルス疾患へ本システムを適用するためには、ウイルス感染をアッセイする手法の確

立が不可欠であり、今年度は、それを確立した。これまでに、単純ヘルペスウイルス１型

のimmediate earlyのpre-mRNA4/5に対するアンチセンスDNAを種々作成し、ウイルス感染

細胞の細胞変成（CPE）に及ぼす影響を観察することでin vitroの抗ヘルペス効果を報告

してきた。他にも抗ヘルペス効果を検討するためにプラーク法やウイルスDNAの半定量化

を試みてきた。しかしながら、これらの方法は多検体処理には不向きで、手技者の主観が

入るなど正確さの面で問題がある。そこで、多検体処理を行うためにMTT法による抗ヘル

ペス効果の判定とさらに簡便なアッセイ系の検討を行った。その結果、良好なアッセイ系

を確立することができた。 

また、ポリアニオンであるアンチセンスDNA は細胞膜透過性が著しく悪いにも関わらず、

ある程度の抗ウイルス効果が認められている。そこで、ウイルス感染細胞とウイルス非感

染細胞におけるアンチセンスDNAの細胞内分布を比較した。ウイルス非感染細胞では、細

胞質の細胞小器官と思われる部分にしか存在しなかった。一方、ウイルス感染細胞ではア

ンチセンスDNAが高率にしかも核へ分布しているのが認められた。さらに、細胞のどの小

器官に存在しているかを細胞の微細構造と共に明らかにするために、アンチセンスDNA の

透過型電子顕微鏡による観察を行っている。今後は、ウイルス感染細胞におけるアンチセ

ンスDNAのみならず他の薬物動態についてさらに詳細な検討を加えて行く。 
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