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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 18 年度は以下の検討を行なった。（１）プロテイ

ンキナーゼ Cα応答型システムによるガン特異的遺伝子制御法の開発、（２）Src 応答型シ

ステムの開発と、それを用いた遺伝子制御メカニズム解明、（３）I-κ-kinase 応答型システ

ムの開発、（４）ウイルスプロテアーゼ応答型システムの開発、（５）in vivo 投与のための

中空バイオナノ粒子の検討、（６）in vivo 投与のためのプラズマ型導入装置開発、（７）in 
vivo 投与のための MEND の応用の検討、（８）基質探索のためのペプチドアレイの検討。

(1)に関しては、細胞での検討および、担ガンマウスを用いた検討で、非常に高い特異性で

ガンのみで遺伝子を発現させることに成功した。（２）でも、Src 応答型システムの開発に

成功し、細胞での遺伝子制御に成功、さらに、1 分子観察によりリン酸化に伴う複合体の

崩壊挙動、複合体の荷電変化、複合体上での転写を観察することに成功した。（３）では、

目的のキャリヤーの合成に成功し、やはり細胞内での良好な遺伝子制御を実現した。（４）

に関しては、各プロテアーゼに応答する基質の設計と遺伝子制御剤の合成に成功した。

（５）では、バイオナノ粒子内に複合体を封入して、ガンへの局注では遺伝子を制御でき

ることを明らかにした。（６）では、ペンシル型のプラズマ導入装置の試作品を開発した。

（７）では、MEND に複合体を封入して、細胞レベルで遺伝子制御が可能であることを明

らかにした。（８）では、1200 種のペプチドライブラリを用いてきしつをスクリーニング

できることを実証した。これらの成果は、本システムの制御メカニズムに迫りつつ、in vivo
への適用にめどをつけ、実用化に大きく踏み出すものとして非常に価値のある成果である。 
 

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）プロテインキナーゼ Cα（PKCα）応答型システムによるガン特異的遺伝子制御法の開

発 

 前年度に開発した、ガンで特異的に亢進することが知られているプロテインキナーゼαに特異的



な基質を評価し、実際に他のサブタイプに対する特異性を定量的に解析した後、 これを利用した

高分子型遺伝子制御剤を合成した。これを細胞内にマイクロインジェクションで導入したところ、き

わめて良好な PKCα特異的な遺伝子の発現制御が可能であった。そこで、次に B16 メラノーマを

移植した担ガンマウスを作成し、これにルシフェラーゼ遺伝子と本遺伝子制御剤の複合体を局注

したところ、正常皮下組織への皮下投与ではまったく発現が認められなかったのに対し、腫瘍内投

与では、顕著な発現が認められた。また、リン酸化部位をアラニンに変換した negative control では、

遺伝子の発現は認められなかった。これは、細胞内シグナルを用いて in vivo でガン特異的な遺伝

子制御を実現した初めての成果であり、既存の方法に比べその特異性はきわめて良好であった。 

（２）Src 応答型システムの開発と、それを用いた遺伝子制御メカニズム解明 
 Src に対する基質は、カチオン性ではないため、これにリジンを追加した基質を新たに開発し、こ

れを組み込んだ遺伝子制御剤を開発した。これを GFP 遺伝子との複合体にして、細胞内にマイク

ロインジェクションにより導入すると、Src が更新したガン細胞で顕著な発現が見られ、一方、リン酸

化部位であるチロシンをフェニルアラニンに変えた Negative Control ポリマーでは遺伝子の発現は

認められず、本制御剤が実際に細胞内で Src に応答した遺伝子発現制御を行いうることを実証で

きた。次に、この遺伝子との複合体を DAPI 染色して、蛍光顕微鏡下で 1 分子観察したところ、Src

の添加により、複合体が急下に崩壊する様子が観察できた。また、顕微鏡視野下で電気泳動を行

うことで、初め正に帯電していた複合体が、リン酸化の進行に伴い、電荷が中和され、その後遺伝

子を放出していく様子を評価できた。さらに、複合体上で実際に遺伝子が転写されている様子を

確認することにも成功した。これらの結果は、本制御剤による遺伝子転写の制御がリン酸化の進行

に伴う物性変化による事、また、複合体からの完全な遺伝子放出がなくても、複合体がゆるむこと

で、変化する事を示している。 

（３）I-κ-kinase 応答型システムの開発 

 前年度に調製した I-κ-kinase 応答型高分子の詳細な機能評価を実施した。まず、陰性コ

ントロール高分子として基質リン酸化部位の Ser を Ala へ置換したアナログを合成した。

次いで、ペプチド基質のみならず、アクリルアミド高分子が I-κ-kinase によりリン酸化を

受けているかを評価するために、[γ-32P]ATP を用いたキナーゼアッセイ系を構築して調べ

た。その結果、Ser 体高分子にのみ I-κ-kinase による有意なリン酸化が確認された。この

アッセイ系は Src キナーゼ応答型高分子の被リン酸化能評価も可能であることが判明し、

キナーゼ基質含有高分子の被リン酸化能評価に広く適用でき、有用である。次に、高分子

-pDNA 複合体を複数種の培養細胞へマイクロインジェクション法により導入し、炎症性サイ

トカインで細胞を刺激して、高分子の遺伝子発現制御能を調べたところ、RAW264.7、NIH3T3、

HeLa 細胞において炎症性サイトカイン刺激依存的な遺伝子発現が認められた。この現象は

陰性コントロール高分子では見られなかった。これより、試験管内および培養細胞レベル

における炎症性サイトカイン刺激に応じた遺伝子発現制御システムが確実なものとなった。 

 一方、上述の試作型高分子を用いて得られた結果をフィードバックして高分子に改良を

加え、新たに複数種の機能性高分子を設計・合成した。 



（４）ウイルスプロテアーゼ応答型システムの開発 

 HIV-1、HTLV-1、HCV の３種のウイルスプロテアーゼを標的として、これらに応答する機

能性高分子の設計・合成、機能評価を行った。HIV-1、HTLV-1 プロテアーゼ応答型について

は、ヒト T リンパ球由来培養細胞 MT-4 細胞および Molt-4 細胞への効率の良い導入を達成

すべく、膜透過性ペプチド修飾法、エレクトロポレーション法、マイクロインジェクショ

ン法を検討したが、いずれをもっても期待した導入率を得るに至らなかった。上述の試作

型高分子を用いて得られた結果をフィードバックして、高分子の物性（ゼータ電位および

高分子-pDNA 複合体の粒子半径）およびペプチド基質配列の面から改良を加え、新たに複数

種の機能性高分子を設計・合成した。一方 HCV プロテアーゼ応答型については、複数種の

基質ペプチドの設計・合成を行い、リコンビナント HCV プロテアーゼを用いて合成基質の

評価を実施した。その結果、１種の優れたペプチド基質を見出した。 

 感染細胞におけるウイルスプロテアーゼ応答型機能性高分子の評価のため、接着細胞へ

の感染実験が可能であるコクサッキーウイルス（CV）プロテアーゼを標的としたシステム

の構築を開始した。CV プロテアーゼをクローニングして活性型リコンビナント CV プロテア

ーゼを調製した。複数種の基質ペプチドの設計・合成を行い、前述のリコンビナント CV プ

ロテアーゼを用いて評価したところ、数種の優れたペプチド基質を見出した。 

（５）in vivo 投与のための中空バイオナノ粒子の検討 

 中空バイオナノ粒子に細胞内シグナル応答型遺伝子を入れるために、カチオン性のリポソ 
ームと中空バイオナノ粒子の融合法を検討し、簡便・効率的な中空バイオナノ粒子への遺 
伝子封入法としてリポソームとの融合方法を新しく開発することに成功した。次に、細胞 
内シグナル応答型遺伝子を封入した中空バイオナノ粒子を培養細胞に導入して、その遺伝 
子発現をＧＦＰ蛍光及びルシフェラーゼ活性により測定したところ、PKA,および PKC 応 
答型システムにおいて、良好な標的シグナル依存性の遺伝子発現制御能を認めた。また、 
担癌マウスモデルを用いて中空バイオナノ粒子に PKC 応答型の遺伝子(ルシフェラーゼ)複 
合体を封入して局注したところ、ヒト肝がん細胞に特異的な発現を認めた。。さらに、肝が 
ん以外の組織への遺伝子デリバリのために、抗体結合が可能なＺＺ粒子を用いて野生型中 
空バイオナノ粒子と同様な実験を行い、再標的化を行った。 

（６）in vivo 投与のためのプラズマ型導入装置開発 

 in vivo での導入法に資するため、ペンシル型のプラズマ発生装置を試作することに成功した。ま

た、同時に、ハイスループットアッセイに用いる事のできるプレート用のプラズマ型導入装置の施策

も検討した。 

（７）in vivo 投与のための MEND の応用の検討 

 北大原島研究室で開発されているMENDに本遺伝子・制御剤複合体を封入する事を試みた。そ

の結果、封入に成功し、細胞レベルでは、PKC応答型において、PKCが亢進した細胞での遺伝子

の発現が認められ、細胞をPKC阻害剤で前処理したり、リン酸化部位をアラニンに変えたNegative 

Control では、遺伝子の発現は認められなかった。 



（８）基質探索のためのペプチドアレイの検討 
 我々が開発したペプチドアレイによる基質探索能を実証するために、ペプチドライブラリを用いて

種々のキナーゼの基質探索を行った。質量分析での検証を併用する事により、多くの新規基質を

見出す事に成功した。 

 

３．研究実施体制 

（１）「片山」グループ（PKC,PKA,Src，I-κ-kinase 応答型システム、in vivo 適用検討、基質探索） 

①研究者名 

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 

・各種プロテインキナーゼ応答型遺伝子制御剤の開発 

・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 

・in vivo 適用法の検討 

 

（２）「谷澤」グループ（中空バイオナノ粒子の利用検討） 

①研究者名 

谷澤 克行（大阪大学産業科学研究所 教授） 
②研究項目 

・細胞内シグナル応答型遺伝子制御システムを中空バイオナノ粒子に封入する最適化

条件検討 
・動物モデルを用いて遺伝子治療に適した投与条件を検討 

 

（３）「下川」グループ（Rho kinase の病態関与の検討） 

①研究者名 

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 の一連の循環器疾患における関与の検証 

 

（４）「東海林」グループ（ウイルスプロテアーゼ，I-κ-kinase 応答型システム、基質評価、細胞内導

入法検討） 

①研究者名 

東海林 洋子（聖マリアンナ医科大学医学部 准教授） 
②研究項目 

・各種ウイルスプロテアーゼ応答型システムの開発 

・I-κ-kinase 応答型システムの評価 



・各種基室能評価 

・細胞内マイクロインジェクションによる評価 
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