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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
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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

年度よりその成果を実用的製造技術開発グループへ技術移転することを計画している。第５年次

と最終年度となる第６年次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. 研究実施内容（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

本研究では、遺伝子・核酸医薬を搭載した超分子ナノデバイスとして、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(下記①-④)、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(下記⑤-⑦)。以下に、平成 20 年度の研究実施

内容の概要を記述する。 

  

①分子ターゲティングのための生体適合型超分子ナノデバイスの創製と高信頼性製造技術の構

築 

ナノデバイスの血中滞留性延長のため、デバイス表面を覆う親水性高分子（ポリエチレングリコ

ール(PEG)）の密度を増大させるステルス機能向上の検討では、平成 19 年度までに分岐状

PEG(PEGasus)のブロック共重合体化として、PEGasus分岐点に導入された一級アミノ基からのβ-

ベンジル-L-アスパルテートの NCA(BLA-NCA)やε-トリフルオロアセチル-L-リシンの NCA 

(Lys(TFA)-NCA)の重合や、分岐点にマレイミド基を持つ PEGasus とチオール化ポリリシン（PLL）

との高分子-高分子カップリングによって、ブロック共重合体（PEGasus-PLL）を調製できることを確

認した。そこで平成 20 年度には、分岐状 PEG を用いた高分子ミセル型ナノデバイスでの pDNA

の凝縮形態と遺伝子発現能の相関について検討を行った結果、分岐状PEG型ナノデバイスは一

本鎖 PEG に比べ粒子サイズが大きく、原子間力顕微鏡観察では凝縮度の低い形態をとることを

確認した。遺伝子発現効率については一本鎖の場合と遜色なく、凝縮度が低いため細胞質中に

おける pDNA のリリースが効率的に行われたと推測される。 

汎用的なリガンド導入には、水中でのアジド基と末端アルキンによる環化付加反応（Click 

Chemistry）に着目しており、平成 19 年度までにアジド基とプロパルギル基を導入したヘテロ二官

能性 PEG の合成法を最適化するとともに、Azide-PEG-NH2から Lys(TFA)-NCA を重合し、分子

量と組成の制御されたブロック共重合体を合成した。平成20年度には、Alkyne-PEG-NH2の合成

法も最適化し、NCA重合法にてブロック共重合体を合成するとともに、pDNA内包高分子ミセル型

ナノデバイスの調製へと展開し、サイズ制御されたナノデバイス形成を確認した。ナノデバイス表

層にリガンド分子をカップリングさせる反応として、チオール基(SH 基)とマレイミド基の利用も検討



しており、平成20年度は、表層に遊離のSH基を持つナノデバイス創製のための材料設計を行い、

アリル-PEG-ポリグルタミン酸または脱保護前のアリル-PEG-ポリ(γ-ベンジルグルタメー

ト)(PBLG)へのチオール基の導入について合成条件を確立した。 

平成19年度の研究成果で、PAsp(DET)が低pH環境に応答した細胞膜傷害活性を示すことや、

PEG-SS-PAsp(DET)からなるナノデバイスでPEGの脱離によりエンドソーム脱出が加速され、それ

に伴い遺伝子発現が上昇することが明らかになったが(19)、この実験事実はエンドソーム内での

PAsp(DET)と細胞膜との相互作用が高分子ミセル型ナノデバイスのエンドソーム脱出において重

要であることを示唆する。PAsp(DET)を利用した遺伝子発現効率に優れたナノデバイスを構築す

るためには、エンドソーム内の低 pH 環境下で PAsp(DET)がナノ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 環境下での PEG 鎖脱離機能を

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検討を低分子量 PEG のモデル系にて行ってきた。平成 20 年度には、より

高分子量の PEG にも対応できるよう合成法を最適化し、高分子同士のカップリング反応および

NCA 重合法の両方からブロック共重合体へ展開できるよう改良した。 

一方、多機能性エンベロープ型ナノデバイス（MEND）についても実用的な製造並びに in vivo

での適用を目指し、平成 19 年度に引き続き、一遺伝子パッケージング法の研究を進めた。平成

19 年度までに、微小かつ均一であることが確認されている高分子ミセル型ナノデバイスに核移行

性素子(NLS)を付与したNLS-PIC ミセルを調製し、脂質膜でコートしたMENDを作成していたが、

平成 20 年度は高分子ミセル型ナノデバイスを内包する多重化 MEND の調製に成功した。本

MEND は、非分裂細胞において非常に高い遺伝子発現活性を示した。同時に、新たにモノカチ

オニックディタージェント（MCD）を用いた一遺伝子パッケージング法の開発にも成功した。 

高信頼性製造技術としては、高分子ミセル型ナノデバイスと MEND の保存安定性を向上させる

ため凍結乾燥技術の開発に取り組み、両者ともに一部の系について、賦形剤添加によって満足

できる粒子系や機能発現の結果を得ている。今後は、凍結乾燥条件の最適化を図るとともに、他

の系への展開やドライパウダー化などを予定している。 

 

②治療効果の空間的フォーカシングのための超分子ナノデバイスの創製 

In vivo 遺伝子デリバリーでは、標的細胞に到達するまで遺伝子を安定に保持し、標的細胞内

では機能発現のため遺伝子の速やかな放出が必要となる。平成 19 年度は、細胞内還元環境に

応答して開裂するジスルフィド(SS)架橋によって内核が安定化された高分子ミセル型ナノデバイス

を開発し、還元環境に応答した内包遺伝子の放出を確認した。固形がんに対しては、GFP 発現

pDNA を搭載した SS 架橋ミセルを全身投与し、がん組織周辺で GFP の発現を確認した。リガンド

装着型ナノデバイスに関しては、平成19年度までに新生血管内皮細胞やがん細胞で過剰発現し

ているαvβ3インテグリンレセプターを認識する環状 RGD ペプチドを SS 架橋高分子ミセル型ナノ

デバイス表層に装着し、一桁以上高い遺伝子発現を得たと同時に、その遺伝子発現活性並びに

作用機構を検証した(13)。平成 20 年度は、この要因を精査するため共焦点顕微鏡を用いて細胞

内動態の観察を行ったところ、環状 RGD ペプチドを装着した SS 架橋型ナノデバイスが一般的な

遺伝子ベクターと比べて速やかに細胞内に取り込まれることが解明され、さらに初期の取り込みは

カベオラ、クラスリン経路とは異なる経路により取り込まれることが示唆された。 



SS架橋高分子ミセル型ナノデバイスについては、血中滞留期間延長のためのアプローチとして、

デバイス表層へのさらなる PEG の導入（PEG 重層化）も試み、末端に活性エステル基(NHS)を有

するPEG-NHS(分子量2000、5000、20000、日油の提供)を用い、PEG分子量12000 、PLys重合

度 70 の SS 架橋高分子ミセル型ナノデバイスに対して PEG 重層化を施した。その結果、分子量

5000 の PEG により重層化された SS 架橋ナノデバイスは、未処理のものと比べ、投与 1 時間後に

おいて 10 倍近く高い血中濃度(20~30%)を示した。2000 や 20000 の PEG を用いた系でも 3-5 倍

ほどの血中濃度の増加が見られた。 

本項目では、標的細胞内における高分子ミセル型ナノデバイスの効率的な機能発現のため、

デバイス内核でのプラスミド DNA（pDNA）のパッケージング制御についても検討しているが、平成

19 年度までに、無細胞転写・翻訳(cell-free)システムでの評価系で、pDNA の凝縮構造の制御に

より遺伝子発現効率を変調できるとの知見を得ていた。平成 20 年度は、パッケージング制御の確

立のため、PLys 鎖長依存性を詳細に検討した結果、PLys 鎖が 40 以下では規則的に折り畳まれ

たロッド状の凝縮構造をとり、この構造の高分子ミセル型ナノデバイスは、マイクロインジェクション

による細胞質への直接投与においても、従来の球状構造のナノデバイスや、デバイス化していな

い単独のpDNAよりも遺伝子発現効率が上昇するなどの特性を確認した。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ときにも再現されることを確認した。さらに平成 20

年度は、SH基導入PEG-PLys (12-39)を用い、SS架橋によって安定化したロッド状ナノデバイスを

調製し、血中滞留性を検討した結果、球状ナノデバイスより高い血中滞留性を確認した。 

pDNA を内包する高分子ミセル型ナノデバイスは制がん剤内包高分子ミセルに比べ速やかに

血流中から消失することが判っている。そこでナノデバイスの構造安定化のため、PEG-ポリカチオ

ンブロック共重合体への疎水性分子の導入も検討しており、平成 19 年度までにコレステロールを

ω末端に導入した系で、構造安定性、希釈条件下での高効率遺伝子発現、血中滞留性などの

機能向上を確認した。平成 19-20 年度には、PEG-ポリカチオンブロック共重合体の連結部に疎

水性基を導入し、ポリカチオン/pDNA 間の静電相互作用に加え、疎水性相互作用を利用したナ

ノデバイスの安定化を目指した。平成19年度には疎水基部位がメチレン基３つのものを新規に合

成したが、平成20年度にはメチレン基数を６つに伸長した結果、より安定な高分子ミセル型ナノデ

バイスが形成され、血中滞留性の予備的検討でもその有効性が示唆された。 

疎水性基導入の効果はMENDの均一化の検討にも有効であり、脂質組成にテトラエチレングリ

コール(TEG)-コレステロール誘導体を加えるだけで均一かつ小さな粒子設計が可能であることを

明らかとした（論文投稿中）。また、MEND の in vivo 応用には血清耐性が必須の条件となるが、

MEND脂質膜の組成や膜融合性ペプチドGALAなどを用いることで、血清耐性型MENDの構築

にも成功した（論文投稿準備中）。さらに MEND の核移行性を促進するために、糖を核移行デバ

イスとして用いることで、遺伝子発現活性を増大させることに成功した(24)。MEND においては平

成 19 年度までに、固形がん局所での過剰発現が認められる matrix metalloproteinase(MMP)によ

り切断を受ける PEG脂質誘導体（PPD）を MEND表面に装着することで、効果的に内包遺伝子を

がん細胞内で発現させることに成功していた。平成 20 年度は PPD-MEND の活性向上の目的で

膜融合性ペプチドGALAを組み合わせた結果、PPD とGALAが協調的に機能し、in vitroおよび

in vivo 癌局所投与において、従来よりも高いノックダウン効果を示すことに成功した（論文投稿

中）。siRNA 搭載 R8/GALA-MEND は高い遺伝子発現抑制能を発揮し、そのメカニズムを解明し



たところ、pH に依存したエンドソーム脱出機構が重要であることが明らかとなった(28)。さらに、

R8-MENDは効率的に細胞質中へ脱出し、MHC class-I を介して抗原提示できることも明らかとな

った(29)。In vivo における血中滞留性を改善する目的で、PPD と組み合わせる PEG 脂質の分子

量について検討した結果、従来の 2K に加えて、5K を用いることでより高い血中滞留性を得ること

に成功した。 

新しいナノデバイス創製戦略として、細胞内輸送系の積極的利用を目指し、トランスサイトーシ

スを促進するDNAアプタマーを中心に核酸/PEGハイブリッド界面を創製することを目指している。

平成19年度までに、金ナノ粒子と相互作用を示すポリアミン（ポリメタクリル酸ジメチルアミノエチ

ル:PAMA）とPEGとのブロック共重合体（PEG-b-PAMA）を精密合成し、末端にメルカプト基を有

するsiRNAを金ナノ粒子に共固定化したsiRNA/PEG化金ナノ粒子複合体（ナノデバイス）を創製し

た（52）。平成20年度は、この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、新

たに金ナノ粒子を内包するPEG化ナノゲル粒子の調製および評価を行った。金ナノ粒子内包

PEG化ナノゲル粒子は、ポリアミンゲルコアに平均粒径8nmの金ナノ粒子を25個程度有するため、

ナノゲル粒子溶液にレーザーを間照射したところ、8度近い温度上昇があり、効率的に光を熱に

変換していることが判った。また、培養細胞を用いた金ナノ粒子内包PEG化ナノゲル粒子の光温

熱療法の検討では、金ナノ粒子内包PEG化ナノゲル粒子を取り込ませた細胞のみで、レーザー

照射による顕著な細胞死が観察された（論文準備中）。 

 

③細胞内環境応答型超分子ナノデバイスの構築とその高効率製造技術の確立 

遺伝子ベクターが細胞内で機能発現するためには、ベクターがエンドソームから細胞質へと効

率的に移行する必要があり、この過程でもベクターの化学構造は極めて重要となる。我々はポリ

(β-ベンジル-L-アスパルテート)(PBLA)のジエチレントリアミン(DET)とのアミノリシス反応を利用し

て合成した、側鎖にエチレンジアミン構造を有する PAsp(DET) が、低毒性でかつ効率的な遺伝

子発現を示すことを明らかにした(14)。平成19年度までに、PAsp(DET)の安定供給可能な製造方

法を確立するとともに、その遺伝子導入機構を検討し、PAsp(DET)が生理環境において自己触媒

的に分解することを明らかにした。平成 20 年度には分解機構について、側鎖構造依存的に活性

化された側鎖アミドの主鎖カルボニル炭素への求核攻撃が主鎖切断の主要因であり、自己分解

により PAsp(DET)が低分子量化する過程で毒性は速やかに低下し、分解物が炎症性サイトカイン

を惹起することもほとんど皆無となり、高い遺伝子導入効率のみならず、安全性も in vivo 実験に

おいて確認された。 

PEG-PAsp(DET)については、N/P 比が高いほど遺伝子発現が高くなることが明らかになってい

る。これに関して、平成 20 年度にナノデバイスの複合体形成に関与せずに存在するフリーポリマ

ーの影響を検討した。その結果、調製時に添加したポリマー量に関わらず、ナノデバイスの複合

体は常に電荷比１であり、N/P 比４で調製したナノデバイスとフリーポリマーを別々に培地に添加

した場合の遺伝子発現量は、N/P 比 10、20、40 で調製したナノデバイスの遺伝子発現量と同等

であった。従って、PEG-PAsp(DET)を全身投与による遺伝子デリバリーに展開するためには、フリ

ーポリマーを高分子ミセル型ナノデバイスに一体化させる必要があるが、PEG-PAsp(DET)の末端

にコレステロール基を導入したところ、ポリマーの pDNA に対する会合力増大を確認し、希釈条件

下での高い遺伝子導入効率や血中滞留性の向上も確認され、骨格筋への経静脈的投与におい



ても高い遺伝子導入効率を達成した。また、PAsp(DET)を全身投与による遺伝子デリバリーに展

開 す る た め の 異 な る 戦 略 と し て 、 PEG と PLys の 間 に PAsp(DET) を 挿 入 し た

PEG-PAsp(DET)-PLys トリブロック共重合体を合成した(12)。その結果、PAsp(DET)の挿入により、

PEG-PLys の遺伝子導入効率は 10 倍以上増加した。さらに、膵がん由来 BxPC3 細胞の皮下移

植モデルに対して in vivo での遺伝子導入効率を評価したところ、TGF-β阻害剤と併用したとこ

ろ、非常に効率よい腫瘍組織での GFP 発現が観察された(12)。 

細胞内で発現すべき種々の機能を脂質膜の多層構造に組み込んだ多段階膜融合型 MEND

（T-MEND）では、平成 19 年度までに IRQ ペプチドを修飾した T-MEND の細胞内取り込み経路

を解析し、クラスリン経路やカベオラ経路を標的化可能なペプチドを見出した。一方、MEND 表面

を糖修飾した核移行性MENDでは、遺伝子発現が 10倍以上上昇した。平成 20年度は、IRQペ

プチドをPEGの先端に修飾した場合と、直接MEND膜表面に修飾した場合の細胞内取り込み機

構を解析した結果、PEG を介する方が高いカベオラ選択性が得られることを明らかにした(27)。 

 

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 

本研究項目では、１塩基の違いを識別してクロスリンク反応などを誘起する機能性核酸をナノ

デバイスに搭載し、対象疾患の治療へ展開するとともに、標的分子の認識により触媒活性が誘起

される機構の創り込みによる新規遺伝子発現イメージング法の創出を目指している。PEG 化 DNA

の大量合成法の検討については、固相上での DNA の PEG 化が鍵であるが、平成 19 年度は固

相上にてオレフィンメタセシス反応を検討したが、良好な収率で目的物は得ることはできなかった。

平成 20 年度はクリックケミストリーによる PEG-機能性核酸を検討したが、コンジュゲート体を収率

よく合成することはできなかった。そこで平成21年度は、固相上で末端にアミノ基を有するDNAを

合成し、カルボキシル基を有する PEG とのアミド化によるコンジュゲート合成の検討を行う。また、

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を検討している c-myc がん遺伝

子標的人工核酸および bcl-2 がん遺伝子標的人工核酸の遺伝子阻害効果については、平成 20

年度に c-myc を標的とした W 字型人工塩基による３本鎖 DNA 形成人工核酸を用いたアンチジ

ーン法による細胞増殖阻害実験で、Raji 細胞に対する増殖阻害能が示唆されたため、阻害機構

解明検討を始めた（57） 

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

を行った。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（59）、さらにアンチセンス

核酸を用いた配列特異的な翻訳停止に成功した。種々検討によりこの翻訳停止のメカニズムが

RNaseHによるmRNA切断であることが判明したので、mRNA切断を引き起こさない機能性核酸に

よる編集反応の検討を開始した。この他、高次構造 DNA 結合リガンドの開発として、枝分かれ構

造 DNA を鋳型とする反応の検討および生成物の分析を開始した。また、高感度センシングのた

めの機能性分子の開発として、平成 19 年度に確立した標的 DNA や RNA に対する塩基特異的

修飾反応を、平成 20 年度は光照射により迅速に転移する反応に発展させるとともに、溶液の pH

を塩基性にすることによっても転移反応選択性の変化と高速化に成功した。 

 

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 

本研究項目では、脳腫瘍や肝細胞がんなどの局所進展型の腫瘍を標的として、ナノデバイス



の動脈投与によるがん治療を目指している。遺伝子・核酸治療を臨床へ導入するためには、前臨

床における実験モデル構築が重要となるが、ヒト脳腫瘍に対する in vivo評価は、通常行われてい

る皮下腫瘍では、脳における腫瘍血管の特性を反映しているとは言い難い。臨床展開研究グル

ープでは平成 18 年度に、ルシフェラーゼ発現グリオーマ細胞を同所移植したラット脳腫瘍モデル

を構築した。平成 19 年度はこの疾患モデル動物を用いて、カチオニックリポソームなど全身投与

が不可能なキャリアを評価するため、脳の栄養動脈からの動注方法を確立すると共に、生体イメ

ージングによる脳腫瘍の縮小効果評価方法を確立した。さらに平成 20 年度には、ヌードマウス大

脳半球へヒトグリオーマ細胞株 LN229 の同所移植モデルを作成し、抗がん剤 SN-38 内包高分子

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。すなはち、高分子ミセル型ナノデバイスは血液脳関門

（BBB）は通過しないが、血液脳腫瘍関門（BBTB）は容易に通過することが証明された（E-7）。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。 

また、動原体構成タンパク KNTC2に対する siRNAによる脳腫瘍治療の試みとして、平成 20年

度にはKNTC2高発現脳グリオーマ株LN299に対し、KNTC2 siRNAはアポトーシスを惹起し、著

明な殺細胞効果を発揮することを証明した。LN299 脳同所移植ラットに KNTC2 siRNA 搭載

MEND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

瘍効果をもたらした。以上より、脳腫瘍非臨床評価系が確立し、今後種々の核酸およびそのキャリ

アの評価が行いうると考える。 

基盤技術構築グループでは、平成20年度は、機能性核酸やsiRNAのデリバリーのための材料

設計を推進させ、高分子ミセル型ナノデバイスでは制がん剤の siRNA を内包した SS 架橋型ナノ

デバイス(A1-1)を用いて、A549 皮下肺がんモデルに対して、有意な制がん活性を確認した。さら

なる改善のために、PEG 末端に環状 RGD ペプチド(cRGD)を導入し、がん細胞選択的な siRNA

導入を試みた結果、cRGD なしの SS架橋ナノデバイスと比べ、ヒト子宮癌細胞Hela に対して効率

良い siRNA 導入を達成した。今後は、in vivo へと展開する予定である。MEND の系においては、

PPD-MEND の活性向上の目的で膜融合性ペプチド GALA を組み合わせた結果、PPD と GALA

が協調的に機能し、in vitro および in vivo癌局所投与において、siRNA搭載MENDが従来よりも

高いノックダウン効果を示すことに成功した（論文投稿中）。 

難治性であることが知られている膵がんへの平成20年度の取り組みでは、平成19年度に構築

した細胞内還元環境応答性 SS 架橋高分子ミセル型ナノデバイスについて、膵がん BxPC3 細胞

の皮下移植マウスモデル対する治療実験を行った。治療遺伝子としては、可溶型 VEGF 受容体

(sFlt-1)を発現する pDNA を使用し、血管新生阻害によるがんの増殖抑制効果を評価したところ、

最適な架橋密度の SS 架橋ナノデバイスにおいて、膵がんの標準治療薬であるゲムシタビンや抗

体医薬であるアバスチンと比較して有意に高いがん増殖抑制効果が得られた。SS 架橋ナノデバ

イス全身投与後の sFlt-1の発現は腫瘍組織特異的なものであり、腫瘍組織の血管密度が有意に

低下していることが免疫染色により確認された。また従来の研究では PEG の分子量が 12,000、

PLL の重合度が 70 のブロック共重合体 PEG-PLL (12-70)を用いてきたが、平成 20 年度はナノ

デバイス表面のPEG密度向上のための設計として PEGの分子量が 17,000 の PEG-PLL (17-70)

を使用して架橋ナノデバイスを調製したところ、血中滞留性の向上を確認した。さらに膵がん細胞



の皮下移植モデルマウスに対する sFlt-1 発現 pDNA を用いた治療評価では、従来の 12-70 と比

べて高い制がん活性を確認した。 

 

⑥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 

本研究項目では、致死性の循環器疾患である肺動脈性肺高血圧症および家族性高コレステロ

ール血症治療を対象として、その遺伝子・核酸医薬搭載ナノデバイスによる低侵襲治療法の確立

を目指している。平成 19 年度は、基盤技術構築グループが提供するブロック共重合体

PEG-SS-PAsp(DET)を用いた高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与において、系統的な条件

検討を行い、遺伝子導入効率の改善に成功した。平成 20 年度は、この高分子ミセル型ナノデバ

イスに対しマンニトールを添加して凍結乾燥を行ったところ、in vitro において遺伝子発現が 100

倍も増幅された。しかし、凍結乾燥後のPEG-SS-PAsp(DET)は、経肺投与によるin vivo遺伝子導

入実験では遺伝子発現量は低下しており、炎症性サイトカインの発現は増加していた。また、平

成 19 年度までに、モノクロタリン皮下注後の肺動脈性肺高血圧症モデルラットに対して

PEG-PAsp(DET)を用いたアドレノメデュリン遺伝子の導入を行い、有意な右室圧の低下を認め有

効性を証明したが、平成 20 年度は、このモデルラットにモノクロタリン投与と同時に

PEG-PAsp(DET)を用いてアドレノメデュリン遺伝子を投与すると、生存曲線を著明に改善すること

が判った。また、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（Apo B）遺伝子修飾

用機能性核酸による遺伝子治療法の開発のため、平成 19 年度は、in vitro における Apo B 遺伝

子 editing の評価系を確立した。平成 20年度は、アポリポプロテイン B遺伝子 editing の評価をよ

り正確に、より簡便にするために、ウェスタンブロッティングにてアポリポプロテイン B 遺伝子の

editing 機能を簡便に評価できるシステムを確立させた。また、この遺伝子を Cos-1 細胞にトランス

フェクションして安定発現株の作成にも成功している。これらを用いて、基盤技術構築グループか

ら供給されるアポリポプロテイン B遺伝子発現修飾機能性核酸の評価を行っている。 

 

⑦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 

運動器疾患への高分子ミセル型ナノデバイスの応用に向けて、生体適合性高分子であるコンド

ロ イ チ ン硫酸の添加が有効であ る こ と を見出 し た 。 調製 し た PAsp(DET) ま た は

PEG-PAsp(DET)/pDNAにコンドロイチン硫酸を添加することで、in vitroルシフェラーゼ遺伝子導

入で 1 桁以上の発現増加が見られ、37℃での保存安定性向上も認められた。In vivo でもコンドロ

イチン添加した PEG-PAsp(DET)/pDNA の経肺投与で、サイトカイン発現が減尐し、コンドロイチ

ン硫酸が炎症反応を軽減させることを確認した。またナノデバイスの高い生体適合性がES細胞へ

の遺伝子導入へも有効であ る こ と を確認 し た 。 ES 細 胞への PAsp(DET) ま た は

PEG-PAsp(DET)/pDNA を用いた骨誘導因子遺伝子導入による分化誘導実験で、アデノウィルス

を用いた導入と比べても、ナノデバイスでは高い効率で骨芽細胞分化が得られた。 

運動器への in vivo 投与では、ナノデバイスが骨格筋をターゲットした遺伝子導入に有効である

ことを見出した。四肢近位で駆血後、末梢から経静脈的に遺伝子キャリアを注入するハイドロダイ

ナ ミ ク ス 法 に よ る 投 与 法 で 、 PEG-PLys ま た は コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 を 添 加 し た

PEG-PAsp(DET)/pDNAのナノデバイスを用いると、単独の pDNAや他の市販の遺伝子キャリアと

比べ、有意に高い遺伝子発現が観察され、in vivoにおいてもpDNA凝縮の形態制御の重要性が



強く示唆された。in vivoにおいて最大限の投与効果、治療効果を得るための機能創り込み、評価

のため、高速撮像可能な in vivo 共焦点画像システムを用いた観察を開始した。平成 20 年度は

JST 戦略的創造研究推進事業・国際強化支援策によるマサチューセッツ総合病院（ボストン）との

共同研究により、同病院で開発された in vivo 共焦点イメージングシステムを用いて、骨格筋、耳

介皮下組織、がん組織の観察を行い、遺伝子発現の同一個体による細胞単位での経時的観察

が可能であることを確認した。 

インテリジェント型インプラントシステムの開発については、引き続きタンク及び流路の微小化、

オートクレーブ可能なシステムの開発、ピエゾ法によるインクヘッドの開発を継続した。生理活性

物質の立体的配置法としては、新たにDDSと組み合わせた遺伝子、核酸、薬剤等のナノデバイス

のプリントを検討し、リン酸カルシウム担体にデキストランやセリンなどを付与することにより、各生

理活性物質の放出を促進できることが明らかになった。また、二液混合型により作成可能な四分

岐状のマクロマーの組み合わせからなるポリエチレングリコール由来のハイドロゲルを作製し、この

ゲルに生体軟骨と同等の非常に高い力学特性を備わっていることを明らかにした。 

 

3. 研究実施体制 

 

（A）片岡・鄭グループ（東京大学） 

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 

 

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ためには、ステルス機能向上によ

るナノデバイスの血中滞留性延長が不可欠である。これを実現するためには、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、ポリイオンコンプレックス

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。平成 19 年度は、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

ック共重合体化の検討を行い、PEGasus 分岐点に導入された一級アミノ基から、β-ベンジル

-L-アスパルテートの NCA(BLA-NCA)またはε-トリフルオロアセチル L-リシンの NCA 

(Lys(TFA)-NCA)の重合を成功させた。一方、一本鎖 PEG とポリリシンからなるブロック共重合

体とプラスミド DNA（pDNA）との高分子ミセル型ナノデバイスを調製した時、極めて巧妙かつコ

ンパクトにpDNAが凝縮され、その折りたたみ状態と遺伝子の発現効率に密接な関係が存在す

ることが明らかになった。これに関連して、分岐状 PEG ブロック共重合体から調製される高分子

ミセル型ナノデバイスでは分岐状 PEG によって増大する PEG の排除体積効果により pDNA の

凝縮機構に制限がかかり凝縮形態に違いが出ることが予想されるため、分岐状 PEG を用いた

場合の遺伝子発現効率の最適化を図る必要がある。そこで平成 20 年度は分岐状 PEG を用い

た場合の凝縮形態と遺伝子発現能力の相関について検討を行った。その結果、分岐状 PEG

を用いて形成される高分子ミセル型ナノデバイスは一本鎖PEGの時に比べてpDNAの折りたた

みが比較的ルーズであり、粒子サイズがやや大きく（＞100nm）、原子間力顕微鏡での形態観



察では、一本鎖PEGでは完全な球体状に強く凝縮されてしまうようなポリカチオン鎖長、N/P比

(DNA 中のリン酸基に対するポリカチオン中のカチオン性アミノ基のモル比)の条件においても

完全な球状に高密度に凝縮されることはなく、コンパクトでではあるがややゆるい凝縮形態をと

ることが明らかとなった。遺伝子発現効率については、PEG 密度の向上に伴う細胞への取り込

み量の減尐が予想されるものの、トータルの遺伝子発現量に関しては一本鎖の場合と遜色なく、

凝縮形態がややゆるいことにより細胞質中におけるpDNAのリリースが効率的に行われたものと

推測される。 

PEG-ポリカチオンと pDNA の静電相互作用に基づいて形成された高分子ミセル型ナノデバ

イスでは、高イオン強度・シェアストレスのかかる血流中での安定性が必ずしも十分とは言えず、

実際に制がん剤内包高分子ミセルに比べ速やかに血流中から消失することが判っている。そこ

で平成 20 年度は、従来の PEG-ポリカチオンブロック共重合体のセグメント間に疎水性基を導

入し、ポリカチオン/pDNA 間の静電相互作用に加え、疎水性相互作用を利用して高分子ミセ

ル型ナノデバイスの安定化を目指した。PEG 片末端に疎水性基として種々のアルキル直鎖を

導入し、そのアミノ基末端から BLA-NCA を重合して PEG-疎水基-PBLA を合成した後に、

PBLA 部位をアミノリシス反応によってポリカチオンに変換した。従来の材料は疎水基部位がメ

チレン基３つであったが、メチレン基数を６つに伸長すると、より安定な高分子ミセル型ナノデバ

イスが形成され、血中滞留性に関する予備的検討でも、その有効性を示唆する結果が得られ

た。興味深いことにナノデバイスが安定化し pDNAが放出されにくくなっているにもかかわらず、

in vitro 実験において従来よりも優れた遺伝子発現効率を示すことが明らかになった。 

上記の分岐状 PEG の利用および PEG-アルキル鎖-ポリカチオンブロックの系に加えて、平

成 20年度は、高分子ミセル型ナノデバイスの血中滞留期間延長のためのアプローチとして、ジ

スルフィド(SS)架橋によって遺伝子を搭載したナノデバイス内核が安定化された SS 架橋ミセル

に(i)さらなるPEGの導入（PEG重層化）と(ii) グルタルアルデヒド(GA)による二重架橋を行った。

具体的には、(i)に関しては、日油から提供された末端に活性エステル基(NHS)を有する

PEG-NHS(分子量 2000、5000、20000)を用い、PEG 分子量 12000 、PLys 重合度 70 の SS 架

橋高分子ミセル型ナノデバイスに対して PEG重層化を施し、血中滞留性を評価した。その結果、

分子量 5000 の PEG により PEG 重層化された SS 架橋ナノデバイスは、未処理のものと比べ、

投与 1時間後において 10 倍近く高い血中濃度(20~30%)を示した。2000 や 20000 の PEG を用

いた系においても 3~5 倍ほどの血中濃度の増加が見られた。これらの「PEG 重層化 SS 架橋ナ

ノデバイス」の in vivo 活性については、SS架橋ナノデバイスによって有意な制がん活性が確認

されている膵がん BxPC3 細胞の皮下移植モデルに対して評価していく予定である。一方、(ii)

に関しては、「GA-SS 二重架橋ミセル」は、マウス投与 1 時間後において 100%近い非常に高い

血中濃度を示した。 

平成20年度は、高分子ミセル型ナノデバイス構築のための新たな材料設計に加えて、PEG-

ポリアミノ酸ブロック共重合体の重合条件に関する検討も行った。従来の研究により、高分子ミ

セル型ナノデバイスの調製および機能発現においてポリアミノ酸の重合度が極めて重要である

ことが明らかにされてきており、本研究では、ポリアミノ酸の精密重合に適したアミノ酸無水物

（NCA 化合物）重合法を採用している。しかし、アミノ酸の種類や PEG との鎖長比によっては、

重合中に分子間相互作用の局所的な増大によってポリアミノ酸の伸長反応が途中で停止した



り、副反応により重合末端が失活して分子量分布が広がる（高分子鎖長のばらつき）などの問

題があった。そのため従来より、重合末端の溶解度を向上させる重合温度や反応溶媒につい

て検討してきた。平成20年度は、DMF中にチオ尿素を適度に添加したところ、重合を妨げる要

因となっていた分子間相互作用を抑制でき、重合温度も低下できたため、重合の副反応を抑

制することができた。その結果、重合溶媒に拘らずともこれまでより分子量分布が狭く、より精密

に高分子鎖長を制御した材料の合成が可能となった。この手法を用いて効果が確認されてい

るのは BLG-NCA、 BLA-NCA、 Lys(TFA)-NCA などであり、これまで重合が難しかった

PEGasus-NH２末端からの NCA 重合にも効果的であった。今後は、チオ尿素を利用したブロッ

ク共重合体の高信頼性製造プロセスの構築に向けた重合条件の最適化を行う。 

 

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 

本項目では、標的細胞内における高分子ミセル型ナノデバイスの効率的な機能発現のため、

デバイス内核でのプラスミド DNA（pDNA）のパッケージング制御を目的として、PEG-PLys の

PLys 鎖長および pDNA との電荷比について検討し、PLys 重合度が 20 量体の PEG- PLys 

(12-20)により、pDNA が規則的に折り畳まれたロッド状のデバイスを調製できることを明らかにし

てきた。平成 20 年度は、パッケージング制御の確立のため、PLys 鎖長依存性を詳細に検討し

た。その結果、PLys 鎖長 40 量体を境界とし、PLys 鎖が短いときは規則的に折り畳まれた凝縮

経路をとるのに対し、40 以上では球状へ凝縮されることを確認した。また凝縮にはDNAの二重

らせん構造が密接に関連しており、ロッド状に折り畳まれるときは折り畳み箇所毎に二重鎖の解

離が誘起されること、球状へ凝縮されるときは二重鎖はほぼ全領域にわたり解離することを見出

した。さらにロッド状に制御され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ションによる細胞質への直接投与においても、

従来の球状構造のナノデバイスに比し遺伝子発現効率が著しく高く、またデバイス化していな

い単独のpDNAよりも遺伝子発現効率が上昇するなどの特性を確認した。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ときにも再現されることを確認した。ロッド状デ

バイスは比較的PLys鎖長が短いとき（40以下）に得られるため、デバイスが高密度PEGに覆わ

れ、血中滞留性向上が期待される。一方でロッド状デバイスは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、デバイス安定性は十分ではないものと予測

される。そこで平成20年度は、SH基を導入したPEG-PLys(12-39)を用い、ロッド状形態を細胞

内還元環境応答性の SS 架橋によって安定化した高分子ミセル型ナノデバイスを調製し、その

血中滞留性を検討した。比較検討として、PLL の正電荷を維持しつつ SH 基を導入した系と、

正電荷を潰しつつ SH 基を導入した系で、PLL 鎖長依存性を検討した。その結果、パッケージ

ングは PLL 鎖長に関係なく電荷数により決定され、電荷が 40 以下のときにロッド状に折り畳ま

れること、さらにロッド状デバイスは球状のものより高い血中滞留性を示す傾向を確認した。 

標的細胞内における高分子ミセル型ナノデバイスの効率的な機能発現は、デバイス表面へ

のリガンド分子の装着により達成可能である。平成 19 年度までに新生血管内皮細胞上での過

剰発現が知られているαvβ3インテグリンレセプターを特異的に認識する環状 RGD ペプチドを

装着した SS 架橋型ナノデバイスを構築し、その遺伝子発現活性並びに作用機構を検証した

(13)。平成 20 年度は、共焦点顕微鏡を用いて細胞内動態の live imaging を行ったところ、環状



RGD ペプチドを装着した SS 架橋型ナノデバイスが一般的なポリカチオンからなるナノデバイス

と比べて非常に早く細胞内に取り込まれることが明らかになった。また早期エンドソームマーカ

ーである Rab5、後期エンドソームマーカーである Rab9、カベソームマーカーである caveolin 各

種タンパク質に GFP を共発現させた培養細胞を使用して細胞内動態に関して詳細に評価した

ところ、初期の取り込みはカベオラ、クラスリン経路とは異なる経路により取り込まれることが示唆

された。 

上記のペプチドリガンドに加え汎用的に抗体やアプタマーなどのリガンド分子をナノデバイス

表層に導入する場合、抗体や核酸の生理活性を損なわないよう、水中における高効率・高選

択的な結合反応が必要となるが、その手法としてアジド基と末端アルキンによる環化付加反応

（Click Chemistry）の利用を検討している。この反応は、ナノデバイス中のどの官能基とも反応

しないため、デバイス表層でのカップリング反応により種々のリガンド分子導入に適応できると

考えられる。平成20年度は、Click Chemistryが適用できる新規ヘテロPEG(Azide-PEG-NH2、 

Alkyne-PEG-NH2)の合成法の最適化、次いで NCA 重合法によるブロック共重合体合成の検

討を踏まえ、得られるブロックを用いて pDNA内包高分子ミセル型ナノデバイスの調製へと展開

した。その結果、これまでと同様にサイズ制御されたナノデバイス形成が認められた。さらに、そ

のナノデバイス上での Click Chemistry の検討にも着手した。一方、高分子ミセル型ナノデバイ

スの表面にリガンド分子を穏和な条件で高効率にカップリングさせる反応性基としてはチオー

ル基(SH 基)も有用である。例えば、数多く市販されているマレイミド化リガンドは、生理的 pH で

選択的にチオール基と反応する。そこで平成 20 年度は、表層に遊離の SH 基を有するナノデ

バイス創製のための材料設計を行い、合成に着手した。具体的には、アリル-PEG-ポリグルタミ

ン酸または脱保護前のアリル-PEG-ポリ(γ-ベンジルグルタメート)(PBLG)へのチオール基の導

入について検討を行い、合成条件を確立した。 

 

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 

遺伝子ベクターが細胞内で有効に機能発現するためには、ベクターがエンドソームから細胞

質内へと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、我々はポリ(β-ベンジル-L-アスパルテート)(PBLA)のジエチレ

ントリアミン(DET)とのアミノリシス反応を利用して合成した、側鎖にエチレンジアミン構造を有す

る PAsp(DET) が、低毒性でかつ効率的な遺伝子発現を示すことを明らかにした(14)。さらに、

平成 19 年度までに、PAsp(DET)の安定供給可能な製造方法を確立するとともに、その遺伝子

導入のメカニズムに関して詳細な検討を行い、PAsp(DET)が生理環境において自己触媒的に

分解することを明らかにした。そこで、平成 20 年度はその分解挙動とその機構解明と、分解が

毒性と遺伝子発現に及ぼす影響について検討を行った。分解機構については、構造の類似し

たグルタミン骨格では分解が確認されず、アスパラギン骨格のときのみ、さらにアスパラトアミド

側鎖 β 位または γ 位に１級または２級アミンが存在するときに顕著な自己分解挙動が観察さ

れることから、側鎖構造依存的に活性化された側鎖アミドの主鎖カルボニル炭素への求核攻撃

が主鎖切断の主要因となっていることが明らかにされつつある。また自己分解により低分子量

化した PAsp(DET)は、毒性に敏感な初代培養細胞に対しても分解に伴って速やかに毒性が低

下することが確認された。分解後の PAsp(DET)は炎症性サイトカインを惹起することもほとんど



皆無となり、高い遺伝子導入効率のみならず、安全性もモデルマウスに対するin vivo実験にお

いて確認された。 

従来の検討によりPEG-PAsp(DET)については、N/P比が高いほど遺伝子発現が高くなること

が明らかになっている。これに関して、平成20年度にナノデバイスの複合体形成に関与せずに

存在するフリーポリマーを超遠心分析法により定量した。その結果、ナノデバイス調製時に添加

したポリマー量に関わらず、ナノデバイスの複合体は常に電荷比1であることを確認した。この結

果から、高N/P比での高遺伝子発現にはフリーポリマーとして存在するPEG-PAsp(DET)が寄与

することが示唆された。実際、N/P比4で調製したナノデバイスとフリーポリマーを別々に培地に

添加した場合の遺伝子発現量は、N/P比10、20、40で調製したナノデバイスの遺伝子発現量と

同等であった。従って、PEG-PAsp(DET)を全身投与による遺伝子デリバリーに展開するために

は、フリーポリマーを高分子ミセル型ナノデバイスに一体化させる必要がある。そこで、

PEG-PAsp(DET)の末端にコレステロール基を導入しデバイス調製を行った結果、ポリマーの

pDNAに対する会合力増大を確認した。さらに、希釈条件下における高い遺伝子導入効率及

び血中滞留性の向上を確認し、骨格筋への経静脈的投与においても高い遺伝子導入効率を

達成した。また、PAsp(DET)を全身投与による遺伝子デリバリーに展開するための異なる戦略と

して、PEGとPLysの間にPAsp(DET)を挿入したPEG-PAsp(DET)-PLysトリブロック共重合体を合

成した(12)。PEG-PAsp(DET)-PLysトリブロック共重合体は遺伝子との間で、生体適合性PEG外

殻、エンドソーム脱出用PAsp(DET)中間層、PLys/DNAコアの三層ミセル型デバイスを構築する

と予想される。結果として、PAsp(DET)の挿入により、PEG-PLysの遺伝子導入効率は10倍以上

増加した。さらに、膵がん由来BxPC3細胞の皮下移植モデルに対して、蛍光タンパク質(GFP)

遺伝子内包ミセルを静注により投与し、 in vivoでの遺伝子導入効率を評価した。

PEG-PAsp(DET)-PLysミセル単独投与では、BxPC3腫瘍における有意なGFP発現は確認され

なかったものの、腫瘍組織選択的に高分子物質の血管透過性を向上させるTGF-β阻害剤と

併用したところ、非常に効率よい腫瘍組織でのGFP発現が観察された(12)。 

従来の PAsp(DET)の機能発現機構の研究から、エンドソーム内での PAsp(DET)と細胞膜と

の相互作用が高分子ミセル型ナノデバイスのエンドソーム脱出において重要であることが示唆

されている。実際に、平成 19 年度の研究成果において、PAsp(DET)が低 pH 環境に応答した

細胞膜傷害活性を示すことや PEG-SS-PAsp(DET)から形成されたナノデバイスにおいて PEG

の脱離によりエンドソーム脱出が加速され、それに伴い遺伝子発現が上昇することが明らかに

なっている(19)。すなわち、PAsp(DET)を利用してさらに遺伝子発現効率に優れたナノデバイス

を構築するためには、エンドソーム内の低 pH 環境下で PAsp(DET)がナノデバイス表面に露出

される材料設計が有効であると考えられる。そこで、高分子ミセル型ナノデバイスに低 pH 環境

下でPEG鎖が脱離でき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検討を低分子量 PEG のモデル系にて

行ってきた。平成 20 年度には、より高分子量の PEG にも対応できるよう合成法を最適化し、高

分子同士のカップリング反応および NCA 重合法の両方からブロック共重合体へと展開できるよ

う改良を加えた。得られるブロック共重合体の pH応答挙動に関しては、経時変化を追跡するな

どの検討を継続している。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、PAsp(DET)はポリカチオンであるために様々な生



体成分と相互作用することが予想され、またマクロファージ上のスカベンジャーレセプターによ

って認識される可能性が高いために、PAsp(DET)を表面に導入したナノデバイスはそのままで

は全身投与に展開することはできない。そこで我々は、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 より形成さ

れるカチオン性のポリプレックスへ添加することによって、アニオン性の三元系ナノデバイスを構

築した。この三元系ナノデバイスは、PAsp(DET-Aco)の cis-aconitic group がエンドソーム内の

酸性環境下において脱離し、カチオン性の PAsp(DET)構造が復元されるため、優れたエンドソ

ーム脱出効率を示す。平成 20年度は、PEG-PLys ブロック共重合体を用いた pDNA内包高分

子ミセルに対する PAsp(DET-Aco)の適用を目指し、Click Chemistry を利用したカップリング反

応との統合を設計した。具体的には、PAsp(DET-Aco)の末端に対し、Click Chemistry に必要

な官能基であるアルキン構造を導入することに成功した。この末端アルキン化 PAsp(DET-Aco)

を高分子ミセル表層へ搭載する前段階として、PLysホモポリマーと pDNAより形成されるカチオ

ン性のポリプレックスへ添加し、得られる三元系ナノデバイスの機能評価を行った。毒性に対し

て敏感な HUVEC（正常ヒト臍帯静脈内皮細胞）を用いた in vitro 遺伝子導入実験から、

PAsp(DET-Aco)の添加により遺伝子発現の向上が認められた。さらに、共焦点レーザー顕微

鏡観察からエンドソーム脱出が確認され、PAsp(DET-Aco)の機能発現が、PAsp(DET)だけでな

く PLys を用いたポリプレックスにも適用できることが示された。 

 

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 20 年度は、機能性核酸をはじめとするオリゴ核酸デリバリーのための高分子ミセル型ナ

ノデバイスの材料設計を行った。ここでは、オリゴ核酸として効率的な配列依存的遺伝子ノック

ダウン効果を示す siRNA を使用した。第一のアプローチとして、遺伝子と同様に、SS 架橋高分

子ミセル型ナノデバイスを展開してきた(9)。実際、制がん剤の siRNA を内包した SS 架橋ナノデ

バイスは、A549 皮下肺がんモデルに対して、有意な制がん活性を示すことが明らかとなった。

このシステムのさらなる改善のために、PEG末端に環状RGDペプチド(cRGD)を導入し、がん細

胞選択的な siRNA 導入を試みた。その結果、cRGD-SS 架橋ナノデバイスは、cRGD なしの SS

架橋ナノデバイスと比べ、ヒト子宮癌細胞Hela に対して効率良い siRNA 導入を達成した。今後

は、in vivoへと展開する予定である。また、第二のアプローチとして、siRNAキャリア安定化を目

的としてコアとなるポリカチオン構造を見直した。SS 架橋ミセルは安定化に優れるものの、積極

的なエンドソーム脱出機能を有していない。よって、これまでに遺伝子デリバリーにおいて強力

なエンドソーム脱出を達成しているカチオン性ポリアスパラギン誘導体 PAsp(DET)に対し、疎水

基の導入を試みた。具体的には、PAsp(DET)側鎖の 1 級アミンにステアロイル基の導入を行っ

た。数~数十%の導入率を有する PAsp(DET-ST)を合成し、in vitro 環境下で種々の培養細胞に

対してルシフェラーゼ遺伝子ノックダウン(RNAi)実験を行ったところ、19%のステアロイル導入率

を有する PAsp(DET-ST)は、市販のポリカチオン型遺伝子導入試薬 ExGen500 と比べ、はるか

に効果的な RNAi を示した。さらに、内在性かつ制癌活性に繋がる遺伝子である血管内皮細胞

増殖因子(VEGF)とその受容体の一つである VEGF-R1に対する siRNA を用いて in vitro RNAi

実験を行ったところ、特にヒト膵臓癌細胞であるPanc-1に顕著なRNAi活性を示すことが明らか

となった。今後はPAsp(DET-ST)へのPEGの導入を図ると共に、in vivoへの展開を図る予定で



ある。 

一方、オリゴ核酸搭載ナノデバイスの実用化に向けては、保存安定性などの見地も非常に重

要である。そこで平成20年度は、上記のsiRNA搭載ナノデバイスの凍結乾燥処理を検討した。

具体的には PAsp(DET)と siRNA からなる複合体溶液に対し、結晶性を有するマンニトールなど

の賦形剤を添加した後、凍結乾燥処理を施した。結果として、凍結乾燥処理前は多分散であっ

た(動的光散乱で多分散度が 0.5~1.0) PAsp(DET)/siRNA 複合体を、凍結乾燥処理により多分

散度 0.1~0.2 かつ粒径 80nm ほどの安定なナノデバイスに転換できることを発見した。また、

RNAi 活性については、ルシフェラーゼ安定発現メラノーマ(B16F10)に対してルシフェラーゼノ

ックダウン実験を行った。凍結乾燥未処理の系は RNAi 活性を示さず、凍結乾燥処理を施した

PAsp(DET)/siRNA ナノデバイスでのみ有意な RNAi 活性が確認された。今後は、凍結乾燥条

件の最適化を図るとともに、PAsp(DET-ST)の系、PEG 化 PAsp(DET)系に向けて展開する予定

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 

膵がんは血管密度が低く、厚い間質で覆われているため、薬剤到達性が低く、難治性である

ことが知られている。そこで平成 20 年度は、平成 19 年度に構築した細胞内還元環境に応答し

て開裂するジスルフィド(SS)架橋内核を有する高分子ミセル型ナノデバイスについて、膵がん

BxPC3 細胞の皮下移植マウスモデル対する治療実験を行った。治療遺伝子としては、可溶型

VEGF受容体(sFlt-1)を発現するpDNAを使用し、血管新生阻害によるがんの増殖抑制効果を

評価したところ、最適な架橋密度の SS架橋ナノデバイスにおいて、膵がんの標準治療薬である

ゲムシタビンや抗体医薬であるアバスチンと比較して有意に高いがん増殖抑制効果が得られた。

SS架橋ナノデバイス全身投与後の sFlt-1 の発現は腫瘍組織特異的なものであり、腫瘍組織の

血管密度が有意に低下していることが免疫染色により確認された。また従来の研究ではPEGの

分子量が 12,000、PLL の重合度が 70 のブロック共重合体 PEG-PLL (12-70)を用いてきたが、

平成20年度はナノデバイス表面のPEG密度向上のための設計としてPEGの分子量が17,000

の PEG-PLL (17-70)を使用して架橋ナノデバイスを調製したところ、血中滞留性の向上を確認

した。さらに膵がん細胞の皮下移植モデルマウスに対する sFlt-1 発現 pDNA を用いた治療評

価では、従来の 12-70 と比べて高い制がん活性を確認した。 

 

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 

運動器疾患への高分子ミセル型ナノデバイスの応用に向けて、生体適合性高分子であるコ

ンドロイチン硫酸の添加が有効であることを見出した。コンドロイチン硫酸は骨軟骨系を中心と

した細胞外マトリックスの主成分の一つで負電荷を持つが、調製した PAsp(DET)または

PEG-PAsp(DET)/pDNAにコンドロイチン硫酸を添加することで、in vitroルシフェラーゼ遺伝子

導入で 1桁以上の発現の増加が見られた。またこれらコンプレックスを調製後 37℃に一晩静置

したのち遺伝子導入に用いても、発現はほとんど減尐せず、安定性の向上が認められた。In 

vivo でもコンドロイチン添加した PEG-PAsp(DET)/pDNA の経肺投与で、サイトカイン発現が減

尐し、コンドロイチン硫酸が炎症反応を軽減させることが明らかとなった。 

またナノデバイスの高い生体適合性が ES 細胞への遺伝子導入へも有効であることを確認し



た。ES 細胞への PAsp(DET)または PEG-PAsp(DET)/pDNA を用いた骨誘導因子遺伝子導入

による分化誘導実験で、アデノウィルスを用いた導入と比べても、ナノデバイスでは高い効率で

骨芽細胞分化が得られた。長期間の培養、遺伝子の反復投与の必要な実験系で、アデノウィ

ルスでは顕著な細胞毒性が生ずるのに対して、これらナノデバイスでは毒性が非常に低いこと

が特徴的であった。 

運動器へのin vivo投与では、ナノデバイスが骨格筋をターゲットした遺伝子導入に有効であ

ることを見出した。四肢近位で駆血後、末梢から経静脈的に遺伝子キャリアを注入するハイドロ

ダイナミクス法による投与法で、PEG-PLys またはコンドロイチン硫酸を添加した

PEG-PAsp(DET)/pDNA のナノデバイスを用いると、単独の pDNA や他の市販の遺伝子キャリ

アと比べ、有意に高い遺伝子発現が観察された。PEG-PLys/pDNA では、無細胞転写・翻訳シ

ステム(cell-free システム)やマイクロインジェクション遺伝子導入での結果と一致した骨格筋遺

伝子発現が観察され、in vivo においても pDNA凝縮の形態制御の重要性が強く示唆された。 

in vivo において最大限の投与効果、治療効果を得るための機能創り込み、評価のため、高

速撮像可能な in vivo 共焦点画像システムを用いた観察を開始した。平成 20 年度は JST 戦略

的創造研究推進事業・国際強化支援策によるマサチューセッツ総合病院（ボストン）との共同研

究により、同病院で開発されている in vivo共焦点イメージングシステムを用いて、骨格筋、耳介

皮下組織、がん組織の観察を行った。遺伝子発現の同一個体による細胞単位での経時的観

察が可能であることを確認した。  

インテリジェント型インプラントシステムの開発については、平成20年度は18、19年度に引き

続きタンク及び流路の微小化、オートクレーブ可能なシステムの開発、ピエゾ法によるインクヘ

ッドの開発を継続して行った。また、生理活性物質の立体的配置法としては、18、19 年度に成

功したFGF2に加えて、インクジェットプリンターの装置改良により、DDSと組み合わせた遺伝子、

核酸、薬剤等のナノデバイスのプリントを検討した。リン酸カルシウム担体はプリントした生理活

性物質を過剰に吸着して Bioavailability を低下させる可能性があるが、デキストランやセリンな

どをブロッキング剤として付与することにより、各生理活性物質の放出を促進できることが明らか

になった。また、新たに二液混合型により作成可能なポリエチレングリコール由来のハイドロゲ

ルを作製した。このゲルは、四分岐状のマクロマーの組み合わせからなり、マクロマー水溶液の

二液混合により簡便に作成することができた。その網目構造は非常に均一な構造を有しており、

そのために生体軟骨と同等の非常に高い力学特性を有していることが明らかになった。 

 

（Ｂ—１）原島グループ（北海道大学） 

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 

 

１）凝縮遺伝子一分子をナノデバイスに内包するための新たな構築法の開発 

多機能性エンベロープ型ナノデバイス（MEND）の実用的な製造ならびに in vivo での適用を

目的とし、粒子の微小化、均一化を中心に研究を進めた。微小かつ均一であることが確認され

ている片岡らの高分子ミセル型ナノデバイスを脂質膜で覆うことによって多重化した MEND の



調製に成功した。本 MEND は、非分裂細胞において非常に高い遺伝子発現活性を示した。同

時に、新たにモノカチオニックディタージェント（MCD）を用いた一遺伝子パッケージング法の開

発にも成功した。 

MENDの凍結乾燥技術の開発に小暮ら（京都薬科大）と共同で行なった。その結果、凍結乾

燥によりMENDの物性と機能が大きく変化し、構造そのものが破壊され、MENDの活性も著しく

低下することを見出した。様々な物質について MEND のエンベロープ保護効果を検討したとこ

ろ、数種類の凍結保存安定化物質を見出すとともに（特許出願準備中）、R8-MEND および

PPD-MEND の凍結乾燥法の基本技術の確立に成功した。 

MEND に標的リガンドとしてトランスフェリンを PEG 先端に修飾し、エンドソーム脱出素子とし

てGALAを搭載したTf/GALA-MENDの構築法を確立した(22)。小暮、馬場（名古屋大）らと共

同で、チップ上でMEND を構築する新たな方法（Nanopackaging）の確立に成功した(23)。 

 

２）in vivo で組織選択的に遺伝子を送達するシステムの構築 

MEND の核移行性を促進するために、糖を核移行デバイスとして用いることで、遺伝子発現

活性を増大させることに成功した(24)。さらに、MEND の均一化の検討にて、脂質組成にテトラ

エチレングリコール(TEG)-コレステロール誘導体を加えるだけで均一かつ小さな粒子設計が可

能であることを明らかとした（論文投稿中）。また、MENDの in vivo応用を行なう上で、血清耐性

は必須の条件となるが、MEND脂質膜の組成やGALAなどを用いることで、血清耐性型MEND

の構築に成功した（論文投稿準備中）。本メカニズムを細胞内動態の観点から解析したところ、

GALA 修飾はエンドソーム脱出過程を促進するとともに、細胞内転写過程などの核移行後の過

程を促進することが明らかとなった。また、遺伝子の核送達量と発現の間には、正の非線形が

あることも明らかとなった(25)。さらに、核内遺伝子修復効率を促進するデバイスの改良にも成

功した(26, 30)。 

 

３）血管内皮細胞層の透過を目指したキャリアの構築 

ファージディスプレー法を用いて同定した IRQ ペプチドは、カベオラ経路を標的化可能なペ

プチドであり、in vivo 応用を行なう上で PEG化が重要と考えられる。IRQ を PEGの先端に修飾

した場合と、直接 MEND 膜表面に修飾した場合の細胞内取り込み機構を解析した結果、PEG

を介する方が高いカベオラ選択性が得られることが明らかとなった(27)。 

経細胞輸送に関しては、既存のトランスウェルを用いると、キャリアの透過性を評価する際の

種々の重要な問題が明らかとなり、新しい評価系の確立の重要性が認識された。基底膜として

新たな素材を導入し、独自のトランスウェルを作成したところ、IRQ をはじめとする種々のペプチ

ド修飾リポソームのトランスサイトーシスを評価できるようになった。 

 

４）PPD-MEND の最適化 

PPD-MEND の活性向上の目的で膜融合性ペプチド GALA を組み合わせた結果、PPD と

GALAが協調的に機能し、in vitro および in vivo 癌局所投与において、従来よりも高いノックダ

ウン効果を示すことに成功した（論文投稿中）。また、siRNA搭載R8/GALA-MENDは高い遺伝

子発現抑制能を発揮し、そのメカニズムを解明したところ、pHに依存したエンドソーム脱出機構



が重要であることが明らかとなった(28)。さらに、R8-MEND は効率的に細胞質中へ脱出し、

MHC class-I を介して抗原提示できることも明らかとなった(29)。 

In vivo における血中滞留性を改善する目的で、PPD と組み合わせる PEG 脂質の分子量に

ついて検討した。その結果、従来の 2Kに加えて、5K を用いることでより高い血中滞留性を得る

ことに成功した。これらの知見をもとに、新たに分子量 5K の PPD を長崎らとの共同で合成し、

従来の PPD よりも血中滞留性が上昇することを見出した。これまでに、血清存在下でも高い活

性を示すR8/GALA-MENDの構築に成功しているが、この R8/GALA-MENDに PPDを装着し

最適化を検討したところ、in vitro において従来型の PPD-MEND と比較してより活性の高い

MEND を構築することに成功した。 

 

（Ｂ—２）小暮グループ（京都薬科大学） 

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 

 

１）経皮遺伝子送達システムの開発 

ナノ粒子であるプラスミド DNA（pDNA）封入 MEND を、臨床で用いられる無針注射器によって

健常なマウスおよび悪性黒色腫瘍を背部に移植したマウスに投与し、皮膚切片中における

MEND の動態を検討したところ、皮内および皮下移植した腫瘍組織への MEND の移行が確認さ

れ、これまで低分子に限られていた無針注射器によってはじめてナノサイズの粒子を皮内に送達

することに成功した。また、機能性核酸である siRNA を様々なポリカチオンと複合体化させたナノ

粒子をイオントフォレシスに供することによって、皮内に非常に効率よく siRNA を送達できることを

見出した。さらに、送達された siRNA によって皮内に発現しているハウスキーピング遺伝子 MAPK

を有意に抑制することに成功した（論文投稿準備中）。さらに、長崎グループ（筑波大）と共同で、

上記ポリカチオンよりも高い機能性を有している PEG 化ナノゲル粒子と siRNA による複合体粒子

のイオントフォレシスを試みたところ、皮内への siRNA の効率的な送達に成功した。 

 

２）製剤化のためのナノデバイス MEND の凍結乾燥技術の開発 

北大原島グループと共同で MEND の凍結乾燥技術の開発に着手した。その結果、凍結乾燥

によって MEND の物性が大きく変化し、構造そのものが破壊されること、さらに凍結乾燥によって

MEND の遺伝子発現活性が１０万分の１にまで低下することを見出した。様々な物質について

MEND のエンベロープ保護効果を検討したところ、数種類の凍結保存安定化物質を見出した（特

許出願準備中）。この物質の添加により、凍結乾燥による物性変化および構造崩壊を防ぐことが

可能となり、凍結乾燥前と完全に同じ遺伝子発現活性を保持させることに成功した。さらに、東京

薬科大学尾関准教授（製剤設計学）の協力の下、MEND のドライパウダー化を確立するため、ま

ずリポソーム（MEND のエンベロープ）について 4 流体ノズルスプレードライ装置を用いてドライパ

ウダー化を行ったところ、粒度分布幅の狭いドライパウダー化リポソームの作成に成功した。 

 

（C）長崎グループ（筑波大学） 



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 

 

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、佐々木および原島らと共同により、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、分子の自己組織化に依存しない

ナノデバイスを構築することを目的とした。これまで、分子の自己組織化に依存しないナノデバ

イスとして、シェルに生体適合性の高いポリエチレングリコール(PEG)ブラシと、コアにpH応答性

ポリアミンゲルを有するコア‐シェル構造のPEG化ナノゲル粒子(〜70 nm)を工業的に用いられ

ている乳化重合法により合成してきた。このPEG化ナノゲル粒子は、生理条件下（正常組織）の

pH 7.4では収縮状態であるが、細胞内エンドソームのpH 6～5においてはコアのアミノ基がプロ

トン化することで膨潤するため、効率的なエンドソームエスケープが期待される。さらに、内核の

ポリアミンゲルは架橋された網目構造を有するため、見かけの分子量が高くアニオン性の核酸

医薬と強く相互作用し、体内での安定性向上が期待される。PEG化ナノゲル粒子にsiRNAを

種々のN/P比（ナノゲルのアミノ基の数/siRNAのリン酸基の数）で混合することで複合体を調製

した。また、N/P=2で調製したsiRNA・PEG化ナノゲル粒子複合体に対し、ポリアスパラギン酸

（ポリアニオン）の添加量を増加させることで、置き換わり耐性（安定性）を評価した。さらに、

N/P=2で調製した非架橋型PEG/ポリアミン・siRNA複合体についても、置き換わり耐性（安定

性）を同様に評価した。その結果、非架橋型PEG/ポリアミン・siRNA複合体は、0.5当量以上（ポ

リアスパラギン酸のカルボキシル基の数/siRNAのリン酸基の数）のポリアスパラギン酸を添加す

ると容易に置き換わることが判った。一方、siRNA・PEG化ナノゲル粒子複合体は、0.5当量のポ

リアスパラギン酸を添加しても置き換わりは全く起こらず、1.0当量以上のポリアスパラギン酸を

添加するとようやく置き換わり、高い安定性を有することが判った。また、種々のN/P比で調製し

たsiRNA・PEG化ナノゲル粒子複合体と非架橋型PEG/ポリアミン・siRNA複合体のRNAi活性を

培養細胞により評価した。その結果、非架橋型PEG/ポリアミン・siRNA複合体は、いずれのN/P

比においても、全くRNAi活性が確認できなかった。これは、非架橋型PEG/ポリアミン・siRNA複

合体は、血清培地中においてアニオン性のアルブミンとの置き換わりにより複合体が不安定化

し、効率的にsiRNAを細胞内に導入できかったためと考えられる。一方、siRNA・PEG化ナノゲル

粒子複合体は、N/P比が1.5以上でRNAi活性を示し、N/P=3では70%ほどの高い遺伝子抑制効

果（RNAi）を示した。この高いRNAi効果は、siRNA・PEG化ナノゲル粒子複合体が血清培地中

においても安定にsiRNAを内包していること、そして内核のポリアミンゲルが細胞内エンドソーム

においてプロトン化することで効率的にエンドソームから脱出することが考えられる（論文準備

中）。このように、架橋（網目構造）を有するsiRNA・PEG化ナノゲル粒子複合体は、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。 

 



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。これまで、金ナノ粒子と相互作用を示すポリアミン（ポリメ

タクリル酸ジメチルアミノエチル:PAMA）と PEG とのブロック共重合体（PEG-b-PAMA）を精密合

成し、末端にメルカプト基を有する siRNA を金ナノ粒子に共固定化した siRNA/PEG 化金ナノ

粒子複合体（ナノデバイス）を創製した（52）。平成 20 年度は、この 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、新たに金ナノ粒子を内包するPEG化ナノゲル粒子の調製

および評価を行った。金ナノ粒子内包 PEG 化ナノゲル粒子は、PEG 化ナノゲル粒子に塩化金

酸を混合し、還元剤非存在下、60℃で加熱することで合成した。本合成法において、PEG 化ナ

ノゲル粒子のポリアミンゲルは還元剤として働くのと同時に、生成した金ナノ粒子を安定に担持

するマトリックスとしても機能する。このように合成した金ナノ粒子内包 PEG 化ナノゲル粒子は、

ポリアミンゲルコアに平均粒径 8nm の金ナノ粒子を 25 個程度有することが明らかとなった。さら

に、この金ナノ粒子内包PEG化ナノゲル粒子の溶液にレザー（514.5nm、 6mW/cm2）を 6分間

照射したところ、溶液の温度が8度近く上昇したことから、効率的に光を熱に変換していることが

判った。また、培養細胞を用いて金ナノ粒子内包 PEG 化ナノゲル粒子の光温熱療法を検討し

た。比較対照実験として、金ナノ粒子を内包しない PEG 化ナノゲル粒子を取り込ませた細胞に

おいて、レーザーを照射しても全く細胞死は確認されなかったが、一方、金ナノ粒子内包 PEG

化ナノゲル粒子を取り込ませた細胞では、レーザー照射による顕著な細胞死が観察された（論

文準備中）。このように金ナノ粒子内包 PEG 化ナノゲル粒子は、外部刺激（光）によりガンの光

温熱療法が可能であることから、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）により治療効果の増大などが期待される。 

 

（D−１）佐々木グループ（九州大学） 

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 

 

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、平成 19年度は固相

上にてオレフィンメタセシス反応を検討したが、良好な収率で目的物は得られなかった。引き続

き、平成20年度はクリックケミストリーによるPEG-機能性核酸を検討したが、コンジュゲート体を

収率よく合成することはできなかった。そこで平成 21 年度は、固相上で末端にアミノ基を有する

DNAを合成し、カルボキシル基を有する PEG とのアミド化によるコンジュゲート合成の検討を行

う。 

 

２）高次構造 DNA 結合リガンドの開発 

種々のポルフィリン誘導体の２量化反応について HPLC を用いて詳細に検討した。通常の B

型 DNA 共存下では鋳型効果が観測されなかったため、枝分かれ構造 DNA を鋳型とする反応

の検討および生成物の分析を開始した。また、繰り返し配列への協奏的結合を目的に金属結



合部分と DNA 結合部分を複数個有する低分子リガンドの合成に成功し(3)、金属イオンとの錯

体形成、DNA との錯体形成能を確認した。引き続き、協奏的な結合特性についての検討に入

った。平成 19 年度に成功した Z 型 DNA の特異的リガンドの結合特性を評価するため、さらに

種々の誘導体を合成し、結合評価を行った。 

 

３）高感度センシングのための機能性分子開発 

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。平成 19 年度には標的 DNA あるいは RNA に対して標的塩基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。平成 20 年度は、さらに光照射により迅速に転

移する反応を開発するとともに、溶液の pH を塩基性にすることにより転移反応選択性の変化と

高速化に成功した。また、高感度センシングを目的として、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金属錯体触媒のオリゴヌクレオチドへの

導入を検討し、モデル反応として、配列特異的に化学発光を誘起する触媒の開発に成功した。

引き続き、検出の一般化のためのオリゴヌクレオチドの合成検討に入った。 

 

４）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

検討を行った。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た（59）。さらに、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た。種々検討によりこの翻訳停止のメ

カニズムが RNaseH による mRNA 切断であることが判明したので、mRNA 切断を引き起こさない

機能性核酸による編集反応の検討を開始した。 

 

５）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、平成 20

年度は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、一部

拡張に成功した（57）。また、c-myc 癌遺伝子標的人工核酸および bcl-2 癌遺伝子標的人工核

酸の遺伝子阻害効果の検証を継続した。そのうち、c-myc を標的としたアンチジーン法による

細胞増殖阻害実験では、Raji 細胞に対して増殖阻害能を有していることが示唆されたため、阻

害機構解明検討を始めた。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った（斯波らと共同）。 

 

（D−２）永次グループ（東北大学） 

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 

 

1) 機能性核酸を組み込んだペプチド核酸(PNA)の合成及び機能評価 

ペプチド核酸(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 19 年度までに PNA オリゴマーを合成し、

標的モデル DNA に対する反応性を検討したところ、末端にインテリジェント核酸を組み込んだ

PNAオリゴマーが標的に対してクロスリンク反応することを明らかにした。平成 20年度は機能性

核酸を組み込んだ PNA の合成の効率改善を目指し、N 末端を保護することで、より効率よく合

成することに成功した。さらに合成した PNA オリゴマーを用いて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。また２本鎖DNAを認識できる分子を

検索する新しい方法論についても検討し、クリックケミストリーを応用した方法論を開発した

(60)。 

 

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。この構造に基づき新たにグアニン

を標的に反応する機能性核酸の開発を検討した。平成 19 年度までに反応性塩基の合成に成

功していたので、平成 20 年度は塩基部分と糖部分とをカップリングする方法にて検討した。そ

の結果、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た。 

 

3) RNA 型インテリジェント核酸の合成 

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

で平成20年度は、RNA型インテリジェント核酸の合成を検討した。その結果、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た。さらに得られた反応性オリゴヌクレ

オチドを用いて反応性を検討したところ、RNA に選択的に反応することがわかった。またインテ

リジェント核酸の機能拡張として、酵素をコンジュゲートした機能性オリゴヌクレオチドの合成に

も成功した(61)。 

 

（E）松村グループ（国立がんセンター） 

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 

 

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 

ヒト脳腫瘍に対する in vivo 評価は、通常行われている皮下腫瘍では、脳における腫瘍血管

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。かくして、ヌードマウス大脳半球

へヒトグリオーマ細胞株 LN229 の同所移植モデルを作成し、抗がん剤 SN-38 内包高分子ミセ

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。すなはち、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が証明された（69）。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。 

 



２）動原体構成タンパク KNTC2 に対する siRNA による脳腫瘍治療の試み 

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株 LN299 に対し、KNTC2 siRNA はアポトー

シスを惹起し、著明な殺細胞効果を発揮することを証明した。また、LN299 脳同所移植ラットに

KNTC2 siRNA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した。 

以上より、脳腫瘍非臨床評価系が確立し、今後種々の核酸およびそのキャリアの評価が行

いうると考える。 

 

（F）斯波グループ（国立循環器病センター） 

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 

 

１）高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与による効率の良い遺伝子導入条件の確立 

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、導

入効率が良く、安全性の高いベクターの開発を行っている。平成 20 年度では、細胞内におい

て pDNA を放出しやすい構造として設計された、PEG-PAsp(DET)の連結部にジスルフィド(SS)

結合が導入されたブロック共重合体 PEG-SS-PAsp(DET)が、マンニトール添加して凍結乾燥を

行なうことにより、in vitroにおいて遺伝子発現が100倍も増強されることがわかった。しかしなが

ら、凍結乾燥後の PEG-SS-PAsp(DET)は、経肺投与による in vivo 遺伝子導入実験では遺伝

子発現量は低下しており、炎症性サイトカインの発現は増加していた。 

 

２）高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与による肺動脈性肺高血圧症モデル動物の治療実

験 

平成20年度は、PEG-PAsp(DET)を用いて経肺投与による遺伝子導入に成功したこと、投与

後の肺において炎症性サイトカイン遺伝子の発現が、LPEI 投与に比べて極めて低く、病理所

見からも、安全性の高い遺伝子導入法が確立されたことを論文に報告した（76）。さらに、モノク

ロタリン皮下注後の肺動脈性肺高血圧症モデルラットに対して PEG-PAsp(DET)を用いてアドレ

ノメデュリン遺伝子を投与し、右室圧の改善効果を認めたことも報告した（76）。さらに、モノクロ

タリン皮下注後の肺動脈性肺高血圧症モデルラットに、モノクロタリン投与と同時に

PEG-PAsp(DET)を用いてアドレノメデュリン遺伝子を投与することにより、生存曲線を著明に改

善することがわかった。 

 

３）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の基礎実験 

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 19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 の評価系を確立した。平成20年度では、アポリポプロテインB遺伝子editing の評価



をより正確に、より簡便にするために、アポリポプロテイン B 遺伝子の editing 部位(6666)周辺の

DNA を pcDNA4HisMax に組み込んだ。ウェスタンブロッティングにてアポリポプロテイン B遺伝

子のediting機能を簡便に評価できるシステムの作成に成功した。また、この遺伝子をCos-1細

胞にトランスフェクションして、安定発現株の作成にも成功している。これらを用いて、佐々木グ

ループから次々に供給されるアポリポプロテイン B 遺伝子発現修飾機能性核酸の評価を行っ

ている。 
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