
「医療に向けた化学・生物系分子を利用したバイオ素子・システムの創製」 

平成 15 年度採択研究代表者 

 

片山 佳樹 

 

 

（九州大学大学院工学研究院 教授） 

 

「細胞対話型分子システムを用いる革新的遺伝子送達概念の創製」 

 

１．研究実施の概要 

本研究の目的である疾患細胞に特異的に活性化している細胞内シグナルを利用した細胞

特異的遺伝子送達法の開発のため、平成 17 年度は以下の検討を行なった。（１）実用化の

ための新基質開発、（２）基質探索用ペプチドアレイの開発、（３）Src、IKK、Rho kinase

にそれぞれ応答するキャリヤの開発（4）中空バイオナノ粒子へのキャリヤ／遺伝子複合体

封入と細胞導入法の開発、（５）キャリヤ／遺伝子の基本設計法と複合体のシグナルによる

発現制御メカニズムの検討。（1）に関しては、これまで存在しなかった PKCα、β、η、

Rho kinase にそれぞれ極めて特異的な基質を開発することに成功した。前２者は各種ガン、

ηは脳腫瘍、Rho kinase は循環器疾患に重要なシグナルであり、基質そのものも非常に有用

なものである。（2）に関しては、テイラーメイド医療に資するため、個人レベルに合わせ

た能力の基質をハイスループットに探索できるペプチドアレイシステムの開発に成功した。

（3）に関しては、それぞれのシグナル応答ペプチドをグラフトしたキャリヤを合成し、Src、

Rho kinase の系では無細胞系、IKK 応答型に関しては、細胞レベルでの制御に成功した。（4）

に関しては、中空バイオナノ粒子への複合体の封入法を確立し、細胞内に導入して標的シ

グナルに対する遺伝子制御に成功した。（5）に関しては、カチオン性基質以外のキナーゼ

に適用できるキャリヤ設計の一般化、複合体のシグナル応答メカニズムに関して詳細に検

討し、遺伝子制御機序を明らかにして、キャリヤ設計指針に有用な情報を得た。これらの

成果は、本概念の普遍化、in vivo への適用、実用化に大きく資するものである。 

 

２．研究実施内容 

以下に各項目ごとに分けて実施内容を報告する。 

（１）新規基質の設計、開発 

 本概念(D-RECS:細胞内シグナル応答型薬物･遺伝子送達)を実用化するには、標的シグナルに

高度に特異的な基質が必要である。ガンに対しては、PKC シグナルが有効であることが分かってき

たが、PKC には 1１種（ヒトでは 10 種）のサブタイプがあり、これらが組織と病態依存的に活性変化

することが分かってきている。特に PKCαとβは、ガンに深く関連するキナーゼであるが、極めて基



質特異性が似ており、これを見分ける基質は存在しなかった。今回、両者を完全に見分けることが

でき、他のサブタイプにも大きな特異性を有する基質の開発に成功した。αとβはこれまで役割は

同様と考えられてきたが、ガンのフェーズにより全く異なる挙動をとることが分かってきており、本基

質は D-RECS に極めて有効であるばかりでなく、それ自体がんの診断に用いることができると期待

できる。また、最近グリオーマで特異的に亢進していることが分かった PKCηに関しても極めて特

異的な基質の設計に成功した。一方、Rho kinase は循環器疾患の増悪に重要なキナーゼである

が、これに関しても基質選択性が PKA や PKC と非常に似通っており、これまで特異的な基質が存

在しなかったが、非常に特異的な基質の開発に成功した。これらの基質に関しては特許申請中で

ある。IKK 基質に関しても、応答性の優れた基質を見出している。 

（２）基質探索用ペプチドアレイの開発 

 テイラーメイド遺伝子治療のためには、個々の患者からの細胞を用いて、その患者にとっ

て最も応答性のよい基質を探索する必要がある。そこで、種々の基質配列を持つペプチド

ライブラリーの設計と合成を開始し、それを用いたペプチドアレイによる基質スクリーニ

ングシステムの開発に成功した。例えば、PKA に応答する可能性のあるペプチド数百種類

を合成し、左のスキームでアレイ化して酵素との反応性を評価したところ、精製酵素での

反応性と、細胞に PKA を強制発現してその溶解液を使用した際の評価結果はよい一致を示

し、実際に細胞内で活性化している標的シグナルに応答する基質の探索に有効であるとい

うことが分かった。すなわち、これで、個々人に専用の治療用キャリヤを用意できること

になり、テイラーメイド型新規遺伝子治療システムの実現に大きな進展が見られた。 

（３）Src、IKK、Rho kinase にそれぞれ応答するキャリヤの開発 

 Src はチロシンキナーゼであり、種々のがん細胞で特異的に亢進している。チロシンキナ

ーゼに応答するキャリヤは知見がなく、さらにチロシンキナーゼ型基質はアニオン性のも

のが多く、全体としてカチオン荷電を有する基質を用いることが必須の今回の概念に適用

するには新しい設計法が必要であった。種々検討の結果、アニオン性基質に適当なリンカ

ーを介してカチオン性アミノ酸を導入して全体としてカチオン性にすることで、このよう

な標的キナーゼにも本概念が適用可能であることをみいだし、実際に、無細胞形で Src に

非常によく応答するキャリヤの開発に成功した。IKK は、炎症などで活性化する臨床上極

めて重要な転写因子 NF-κB を活性化するキナーゼで、今回開発に成功した IKK 基質を用い

て、アクリルアミド型とイソプロピルアクリルアミド型のキャリヤを設計、合成した。本

キャリヤにより遺伝子を細胞に導入した結果、細胞を TNFαで刺激して IKK－NFκ-B シグ

ナルカスケードが活性化したときのみ導入遺伝子を発現させることに成功した。Rho kinase

に対しても開発した基質を用いてキャリヤを合成し、期待した応答性を得ている。これら

の結果は、D-RECS を種々の疾患に適用するために、大きなステップであると考えており、

本年度は、この系も動物を用いた臨床応用に適用を開始する予定である。 

（４）中空バイオナノ粒子への複合体の封入法の確立と細胞内導入 

 中空バイオナノ粒子に D-RECS システムを封入できれば、標的臓器にバイオナノ粒子で送



達した後、細胞内シグナルにより疾患細胞と正常細胞を見分けるという、in vivo での理想

的なダブルターゲティングが可能となる。しかし、この粒子に開発したキャリヤと遺伝子

の複合体を封入する手法にかなりの検討が必要であった。種々の手法を検討した結果、脂

質キャリヤに PEG を導入し、高分子主鎖を疎水性にすることで、遺伝子との複合体のサイ

ズを縮小し、リポソームを併用することで、非常に効率のよい封入法を開発することに成

功した。この手法によりプロテインキナーゼ A に応答するシステムを用いて遺伝子を封入

し、HepG2 細胞に導入したところ、フォルスコリン刺激により PKA シグナルが活性化した

ときのみ遺伝子の発現（GFP）がみられ、初めて中空バイオナノ粒子を用いる本システム

の送達法を確立することができた。これで、本粒子を用いる in vivo 適用法が確立できたの

で、本年度は PKC 応答システムを中心としたがん治療への応用を開始する。 

（５）キャリヤ設計の一般化、複合体のシグナル応答メカニズム解明 

以下の 4 つのことが明らかとなった。 

（i）遺伝子との複合体の崩壊は、キャリヤ／遺伝子複合体内の基質の反応率によるもので

はなく、キャリヤの正荷電が反応により相殺された時点で完結する。すなわち、複合

体を迅速に応答させたい場合は、基質あたりの酵素反応における正荷電の減少を大き

くすることが効果的である。 

（ii)これまでプロテインキナーゼ応答型システムの場合、リン酸アニオン荷電でのカチオ

ン荷電相殺を遺伝子開放の引き金にする関係上、正荷電を多く含む Tat などの細胞透

過型ペプチドは使えなかったが、基質とは別に Tat に正荷電を相殺するだけのアニオ

ン性アミノ酸配列を連携したペプチドを導入しても、問題がないことが分かった。こ

れにより、プロテインキナーゼ応答型キャリヤの設計も非常に自由に行えるようにな

った。 

(iii)アニオン性基質しか利用できないターゲットでは、これまで D-RECS 概念の適用はで

きなかったが、基質内にカチオン配列を連結したり、高分子主鎖に別にカチオン配列

を導入したりすることにより、アニオン型基質にも本概念が適用できることになった。

これは、本概念での遺伝子制御が、あくまで高分子全体としての総荷電変化のみに応

答することを示すものである。 

（iv）標的シグナル酵素による遺伝子複合体崩壊を、蛍光による一分子観察で計測すること

に成功した。これにより、リアルタイムで複合体と酵素の反応を追跡できるほか、細

胞内での挙動も追跡できるのではないかと期待している。これらのことが詳細に解明

できれば、さらに有用なシステムを設計するための貴重な情報が得られるものと考え

られる。 

 

３．研究実施体制 

「片山」グループ（基質探索・PKC・Rho kinase 応答型開発） 

①研究分担グループ長：片山 佳樹（九州大学大学院工学研究院、教授） 



②研究項目： 

・ 基質ペプチドの開発 

・ ペプチドアレイの開発 

・ 各種プロテインキナーゼ応答型キャリヤーの開発 

・ キャリヤ／遺伝子複合体の物性評価とシグナル制御メカニズム検討 

 

「谷澤」グループ 

①研究分担グループ長：谷澤 克行（大阪大学産業科学研究所、教授） 

②研究項目： 

・ カプシド（中空バイオナノ粒子）への複合体の封入法の開発 

・ 抗体を結合できる ZZ 粒子の開発 

 

「下川」グループ 

①研究分担グループ長：下川 宏明（東北大学大学院医学系研究科、教授） 

②研究項目：  

・ Rho kinase 評価系、循環器疾患評価系の開発 

 

「東海林」グループ 

①研究分担グループ長：東海林 洋子（聖マリアンナ医科大学医学部、助教授） 

②研究項目： 

・ ウイルスプロテアーゼ応答型システムの評価 

・ IKK 応答型システムの評価 
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○ Ito K, Hirooka Y, Kimura Y, Shimokawa H, Takeshita A: Effects of hydroxyfasudil 

administered to the nucleus tractus solitarii on blood pressure and heart rate in 

sspontaneously hypertensive rats.  Clin Exp Hypertens. 3:269-277,2005.   

○ Yada T, Shimokawa H, Hiramatsu O, Kajiya T, Shigeto F, Tanaka E, Shinozaki Y, Mori H, 
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hydroxyfasudil, a specific Rho-kinase inhibitor, on ischemia-reperfusion injury in canine 
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epithelial �1 integrin conformational inactivation through Rho-independent F-actin 
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○ Rao PV, Deng P, Maddala R, Epstein DL, Li CY, Shimokawa H. Expression of 

dominant-negative Rho-binding domain of Rho-kinase in organ cultured human eye anterior 

segments increases aqueous humor outflow.  Mol Vision.  11:288-297,2005. 

○ Ito K, Hirooka Y, Hori N, Kimura Y, Sagara Y, Shimokawa H, Takeshita A, Sunagawa K.  

Inhibition of Rho-kinase in the nucleus tractus solitarius enhances glutamate sensitivity in 

rats.  Hypertension.  46:360-365,2005.   

○ Kozai T, Eto M, Matter C, Young Z, Shimokawa H, Luscher T.  Stains prevent pulsatile 

stretch-induced proliferation of human saphenous vein smooth muscle cells via inhibition of 

Rho/Rho-kinase pathway.  Cardiovasc Res. 68:475-482,2005. 

○ Wakabayashi H., Nishishiro M, Arikawa S, Hashimoto K, Kikuchi H, Nishikawa H, Kurihara 
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○ Sakagami H., Matsumoto H., Satoh K., Shioda S., Ali C.S., Hashimoto K., Kikuchi H., 

Nishikawa H., Terakubo S., Shoji Y., Nakashima H., Shimada J. Cytotoxicity and radical 

modulating activity of Moxa smoke. In Vivo 19:391-398,2005 

 

（２） 特許出願 

H17 年度出願件数：3 件（CREST 研究期間累積件数：10 件） 
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