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§１．研究実施の概要  

 

次世代の医薬品開発の要となる DDS ナノ粒子の溶液中での構造とその薬理効果に関して、世

界で最も輝度が高い放射光 X 線を用いた測定と動物試験や生物的な評価を組み合わせて俯瞰

的に研究を進めている。H21 年は遺伝子導入に用いる DNA と脂質の複合体の構造を検討する上

での最も単純化されたモデル系を見出した。この系では ASAX の測定が可能であり、放射光を用

いた高精度の構造解析の可能性が見出された。また、インフルエンザのワクチンとして従来にない

安全で高効率なアジュバントの効果に関して、分子生物学的な裏付けを取り、Science の姉妹誌で

ある Science Translational Medicine に受理された。 また、多糖核酸複合体や高分子ミセルに関し

ても、放射光を用いた溶液中での構造解析を進めている。高分子ミセルにおいては、疎水性の高

い LE540 とやや疎水性の低い Am80 では内核への取り込まれ方が全く異なることが判明した。これ

はこの２種の薬剤の徐放性と良い相関がある。 

 

 

§２．研究実施体制  

 

（１）「北九州市立大学」グループ 

①研究分担グループ長： 櫻井 和朗 (北九州市立大学、教授) 

②研究項目 「生体条件下での DDS構造の解明と多糖核酸複合体の界面構造」 

 

（２）「東京大学大学院」グループ 

①研究分担グループ長： 雨宮 慶幸 (東京大学大学院、教授) 

②研究項目 「X線光子相関法を用いたゲル中でのナノ粒子ダイナミクスの解析」 
 

（3）「（財）高輝度光科学研究センター」グループ 
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①研究分担グループ長： 八木 直人 (財団法人 高輝度光科学研究センター、主席研究員) 

②研究項目 「高精度の散乱測定技術の確立」 

 

（4）「（財）東京慈恵会医科大学」グループ 

①研究分担グループ長： 槿山 昌幸 (東京慈恵会医科大学、准教授) 

②研究項目 「高分子ミセルの薬物・造影剤封入内核の構造解析」 
 
（5）「大阪大学・微生物病研究所」グループ 

①研究分担グループ長： 石井 健 (大阪大学微生物研究所、准教授) 

②研究項目 「ナノ DDS粒子を用いた新規ワクチン開発研究」 
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§３．研究実施内容 （文中、１）などの引用番号は（４－１）に対応する） 

 

北九大 G 

１） DNA 脂質複合体の単純モデル系の確立 6） 

DNA とカチオン性脂質の複合体では、ラメラ構造を有しているにもかかわらす遺伝子導入効

率が高い場合と低い場合があり、いままで言われているようにシリンダーは遺伝子導入効率が高く、

ラメラは低いとは限らないとことが分かってきた。これより Sandwich モデルと Inclusion モデルの２種

があると考えている。前者はイオン結合が優先するので発熱反応、後者は DNA の脱水がおきるの

で吸熱反応（エントロピー駆動）と推定される。 

 
図１ 、Sandwich モデルと Inclusion モデル 

 

熱量測定から、アルキル鎖の長さや中性脂質の存在によって、吸熱反応と発熱反応の２通りが観

測でき、熱測定と遺伝子発現効率は割とよい相関があることも分かってきたが、X 線で構造を決定

するには至っていない。この系のモデル系を探索してきたが、図２に示すように、ｄＵ（やや親水性）

とｄＡ（疎水性）では大きく散乱パターンが異なることを発見した（未発表）。極めて重要なことである

が、ｄU と Br-dU はほぼ同じ構造でピークの鋭さも同じであり、東大 G が確立しつつある ASAXS（異

状 X 線小角散乱）を用いて Br をマーカーとしての構造解析が可能であると考える。ｄＡは２重鎖プ

ラスミドＤＮＡと近く、ｄＵではラメラの面間隔が大きく減少するとともに、構造の規則性が上がってい

る。 

２） Dectin-1 モデル系の確立 

多糖核酸複合体の DDS ターゲットである抗原提示細胞上の Dectin-1 を定常的に発現してい

細胞は、知られている中では RAW であった。しかし、Dectin-1 の発現量が少なく、またエンドサイト

ーシスに関与していると思われる Dectin-1A の発現が少ない。いままで、RAW をもちいて取り込み

の基礎実験を行ってきたが、切れ味の良いデータが得られず苦戦を強いられてきた。今回、BL6マ

ウスの腹腔にチオエート培地をいれマクロファージを集めたあと、外部の培地中での培養時間とと

もに Dectin-1 の発現量が増加することを見出した（図２B）。これにより、培養０時間と２４時間で、

Dectin-1 がほとんど存在しない細胞と多量に存在する細胞を作り分けることが可能となった。この

系でアンチセンスの効果を比較すると、極めて明瞭に Dectin-1 を介した多糖核酸の取り込みとそ

のあとの生物学的な応答が異なることが示された（図２C）。また、複合体の合成条件と新しい精製

法を確立し複合率ほぼ１００％を達成することができた（図２A）（特許出願）。 
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図２ （A）複合体（破線）と DNA（実線）の GPCクロマトグラム。（B）チオエート培地

で活性化したマクロファージ中の Dectin-1 の量。破線は培養０時間であり、グレーで塗りつぶした

ものが２４時間培養である。（C）LPS 刺激で産生される TNFa をアンチセンスで抑制した結果。多糖

核酸複合体（complex）と DNA のみ（naked）の比較。白は 0h、黒は 24h、グレーは 48h 培養した細

胞。 
 

東大 G 

1）Ｘ線光子相関測定に向けた検出器・測定系の検討 

Ｘ線光子相関測定の高度化に向けて、検出器の検討を実施した。測定時の試料へのＸ線の

照射損傷を最小限に抑えるためには、これまで測定に用いてきた積分型の測定だけではなく光子

計数型の測定が必要となる。そこで現在Ｘ線光子相関法の実験に用いている検出器を用いた光

子計数型の測定を試験した。その結果、現行の検出器を用いても単一Ｘ線光子の信号を測定する

ことができ、光子計数型の測定が可能であることを確認したものの、物質のダイナミクス解析へと応

用するには、検出器改良の必要があることを確認した。また測定時の照射量を大きくした際の試料

への影響を確認した。その結果、照射線量等によっては試料内部の粒子凝集構造・ダイナミクスが

変化したり試料表面での変性が生じ、測定結果に影響を及ぼすことを確認した。 

 

2）位相差電子顕微鏡を用いた脂質/DNA複合遺伝子導入剤の観察 

これまで北九大グループが小角Ｘ線散乱などを用いて脂質/DNA 複合遺伝子導入剤の構造

解析を実施してきたが、さらに解析を進めるために、自然科学研究機構・生理学研究所の位相差

電子顕微鏡を用いて、脂質/DNA 複合遺伝子導入剤の実空間観察を実施した。2009 年後半に測

定を実施し、これまでの小角Ｘ線散乱データと併せて現在解析を実施している。また、今まで無機

材料で使われていた ASAX（anomalous small-angle X-ray scattering）を有機材料に適用するべく

Si を用いたモデル系を確立した。 

 4



 
図３ ゴム中に分散したシリカ粒子の Si 原子からの異状吸収端の挙動に関して理論と実験が一致

することを確認した。 

 

八木 G 
1）広ｑ領域測定の試み（JASRI-G） 
放射光を用いた小角散乱(SAXS)測定においては、広角領域の回折や散乱(WAXD)を同時に
測定することが必要な場合が多い。従来これには試料のすぐ下流に 2台目の X線検出器を
配置し、広角領域を別個に記録している。この方法は PF/BL15A、SPring-8/BL40B2など
で用いられており、広角用検出器としてはイメージングプレートや一次元 PSPC、CMOS
フラットパネル検出器などが使用されている 12,15)。この方法の欠点は、二つの検出器の露

光タイミングや露光時間の調整や、イメージングプレートの着脱の煩雑さなどである。明

らかに最良の方法は、一台の検出器で小角から広角までを一度に記録する広ｑ領域測定で

ある。これは SPring-8/BL40B2においてはイメージングプレート検出器（リガク RAXIS、
測定範囲 30cm角）を用いることによって行われている 13,16)。dレンジで 30nm～0.3nmを
カバーできるが、検出器がイメージングプレートなので読み取りが遅いのが欠点である。
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図４ SPring-8 の BL45XU B ハッチにおけるモザイク CCD 

 

この問題を解決する試みとして、タンパク質結晶構造解析用モザイク CCD 検出器を用いて広い測

定範囲を確保することにより、小角から広角までをカバーし、高速データ読み取りが可能なシステ

ムを、SPring-8 の BL45XU B ハッチに構築した。図は、50 ミクロン径のピンホールを用いてビームを

絞る場合の構成図である。このシステムでは、リガク社製 Jupiter210（測定範囲 20cm 角）を用いるこ

とにより、30nm～0.25nm の d レンジの測定が可能である。一般に露光時間は数秒であり、CCD 検

出器の読み出しは 10 秒以内に行えるため、試料の広範囲にわたるビームスキャンが可能となった。

CCD 検出器のダイナミックレンジは 5000 程度に制限されるため、試料によっては強度の低い広角

領域を計測するために露光時間を延長すると小角領域が飽和するという問題が生じた。この問題

を解決するために、異なった露光時間を持つ複数の画像を一度に記録できるように、画像取得ソ

フトウェアを改良した。本手法による SAXS/WAXS 同時測定は、歯エナメル質や脳脂質に応用され

た c)。 

 

2）高時間分解Ｘ線検出器の評価（東大ＧとJASRI-Gの共同） 

一般に高時間分解能実験においては観測する毎秒あたりのフォトン数は十分に多く、積分型

検出器を用いて短いフレームごとに画像を読み出すことが多い。フォトン数が多いことは、そもそも

フォトン数が少ないと短いフレームで十分な測定精度が得られないことから当然である。しかし、積

分型検出器を用いることによりフォトン信号が平均化され、フォトン数の揺らぎなどが正確に測定で

きない可能性もある。したがってフォトンカウンティング計測が必要な実験も存在する。積分型検出

器でも、1 フォトンを確認できるだけの増幅率があり、十分に速い読み出しを行えば、フォトンカウン

ティングを行える可能性があることから、ここではＸ線イメージインテンシファイアと EMCCD カメラを

用いてそのテストを行った。Ｘ線イメージインテンシファイアはＸ線を電子に変換し、電子を加速す

ることで増幅を行う機能を持っているため、この組み合わせは非常に高感度なＸ線検出システムと

して動作することが予想される。使用した CCD カメラは、浜松ホトニクス社製 C9100-02 である。ま

ず X 線強度を落として露光時間 30msec で X 線散乱を記録した。EMCCD のゲインは 255（最大）

とした。それが下の図５A である。X 線を入射しないときにも環境放射線が観測されるが、X 線フォト

ンの方がはるかに多い。明るさの比較的揃っているスポットが 15keV の X 線によるもので、他は環

境放射線によると思われる。さらに X 線強度を増して、露光時間 100µsec で記録したのが下の図５

B の画像である。背景は読み出しノイズと思われるが、X 線フォトンはそれとは異なった比較的一定

の輝度を持っており、画像処理によって各 X 線フォトンを正確に計測できると考えられる。 
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図５ 浜松ホトニクス社製 C9100-02 からのフォトンカウンティングの結果 

 

Ｘ線イメージインテンシファイアは空間分解能が 100µm と、ガス検出器やピクセル検出器と比較し

て空間分解能が高く、時間分解能も高速 CCD カメラを用いれば本実験のようにミリ秒以上が可能

である。一般に積分型 X 線検出器は感度が低く、各 X 線フォトンを検出することは困難であるが、

本システムのように増幅機能を持つ機器を適切に組み合わせれば、１X 線フォトンを検出すること

は十分可能であることが明らかとなった。この結果に基づいて、増幅用にマイクロチャンネルプレー

トを内蔵したＢｅ窓付きＸ線イメージインテンシファイアユニットを設計し、製作した。 

 

慈恵医大 G 

本年度は薬物封入した高分子ミセルを重点にその各種サンプルを作製し、Spring８にて SAXS

測定し、測定に問題となる２次凝集があるかを検討した。 

（１）薬物封入高分子ミセル 36） 

薬物としては合成レチノイドの Am80 と LE540 を用いた。その構造を図６に示す。 

 

図６ 薬物の化学構造 左：Am80 右：LE540 

 

両方の薬物とも高収率（５０〜１００％）で封入され、２次凝集の生成も比較的少ないことがわかって

いる。また、封入した薬物の放出速度は Am80>>LE540 であることがわかっている。まず、LE540 を

封入したものを４種作製した。用いたポリマーは、図２に示す、ポリエチレングリコール-b-ポリ（アス

パラギン酸ベンジルエステル）である。 
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図７ ブロックポリマーの構造 

 

ポリエチレングリコール（PEG）の分子量が 5,200 で、アスパラギン酸ユニット数は２４のものである。

アスパラギン酸側鎖の 83%がベンジルエステルとなったものである。（このポリマーは両薬物が高収

率で封入され、その薬物放出も良好な徐放性を示すことから選択された。）LE540 は表１に示すよう

に薬物収率が約５０％で、４種のミセルが得られた。これらの薬物収率が比較的低いのは、ミセルを

作製した後に遠心分離操作(3,900rpm,10min)をおこなっているためと考えられる。得られたミセル

は表１に示すように、薬物封入量が最も大きいRun5においても、図８−１に示すように、動的光散乱

測定では約 20nm の直径の構造以外に２次凝集は全く見られなかった。Run2-4 の LE540 封入の

他のミセルサンプルでも同様に２次凝集は全く含有されていなかった。薬物封入のないミセルを含

めて５種の高分子ミセルサンプルは、Spring８での SAXS 測定は問題なく実行された。 

 
 
一方、LE540 と同じ封入方法を用いて、得た Am80 の封入高分子ミセルの結果を､表２に示す。薬

物封入率は LE540 よりも高く､９０％以上である。粒径は LE540 の場合よりも大きめである。また、動

的光散乱測定では Run2 の DLS 測定結果を図８−２に示すように 100nm 以上に２次凝集のピーク

が見られた。体内のターゲティング目的にはこの程度の２次凝集の混入は影響ないのであるが、こ

の２次凝集が SAXS 測定に悪影響を及ぼすかは、SAXS 測定の結果を待って対処することとする。 
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図８ 薬物封入高分子ミセルの動的光散乱測定（DLS） 

（２）MRI造影剤封入高分子ミセル 

MRI の造影剤成分である Gd イオンを封入したサンプルで、マウスがんをよく造影する組成のものを

作製し、予備的に SAXS 測定を行った。２次凝集の混入割合は Am80 の Run2 と同程度であったが、

SAXS 測定への悪影響はとても大きかった。Gd イオンは散乱強度が強いために２次凝集の悪影響

が大きいと考えられる。MRI 造影剤については、今後は高いレベルで２次凝集が生じない組成と２

次凝集の厳密な除去法を検討する。 

 

阪大 G 

3）新規インフルエンザワクチンアジュバントの開発 37） 

インフルエンザワクチンアジュバント（ベータグルカン-CpG ODN 複合体）の開発に関してはその

GMP ロットの作製のための最適化を行った。複合体作成方法の改変、DNA の修飾などを行った結

果 100％複合化に成功し、安定な SPG-CpG ODN アジュバントを合成することが可能になった。 

ワクチン、アジュバントの作用機序解明としてインフルエンザワクチンの機序解明を進め、全粒子

ワクチン、スプリットワクチンの免疫原性の差が、インフルエンザ RNA の有無によること、その形質

細胞様樹状細胞による TLR7 を介した認識により I 型 IFN の産生がおこり、このカスケードがその免

疫原性に必須であることを示した。 

 詳細な解析の結果、形質細胞様樹状細胞（pDC）という特殊な細胞を除去した際に、インフルエ

ンザ全粒子ワクチンによる肺の自然免疫反応および、その後の抗体誘導能が有意に減少した(図

５)。このデータはさらに、ワクチン抗原を暴露させたｐＤＣをナイーヴマウスに移入する実験でも証

明された。 
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図 8:インフルエンザ全粒子ワクチンの自然免疫アジュバント活性、免疫原性は形質細胞様樹状細

胞（pDC）によってコントロールされる。 

 

 また、液性因子の探索を各種自然免疫関連遺伝子 KO マウスで検討したところ、IFN-・・R KO マ

ウスにてインフルエンザ全粒子ワクチンの免疫原性が有意に減少していた。そこで WT や KO マウ

スの形質細胞様樹状細胞を上記と同様、ナイーヴマウスに移入する実験を全粒子ワクチンの実験

系で検討したところ、形質細胞様樹状細胞からインフルエンザ全粒子ワクチンの自然免疫活性化

によって産生されるＩ型 IFN がこのワクチンの免疫原性に寄与していることが示唆された。 

 これまでインフルエンザウイルスの認識に関わる様々な自然免疫応答が研究され、Toll-like 

receptor（TLR）7, Retinoic acid inducible gene-I, ある種の Nod-like receptor がインフルエンザウ

イルスの認識に関わることが知られており、今回は我々は、それらの自然免疫シグナル伝達経路に

関わる因子を欠損したマウスを用いて、3 種類のワクチンの効果発現に関して比較検討した。その

結果、弱毒化生ワクチン、不活化全粒子ワクチンの効果発現には TLR7 の活性化が必須である一

方、不活化スプリットワクチンでは自然免疫の活性化は認めなかった。さらにマウスにおいては不

活化スプリットワクチンのみの投与ではほとんど感染防御を誘導できなかった。ところが同じ不活化

ワクチンでも、北九大で開発した多糖核酸複合体を用いて抗原提示細胞に添加すると、全粒子ワ

クチンと同様な効果が得られることが判明した（図９）。実際にスプリットワクチンに同じように pDC を

活性化できる TLR9 のリガンドを加えることで獲得免疫の誘導が可能になった。また、このような

pDC の活性はワクチンの初回投与の際に必須であったのに対し、すでに暴露された宿主では獲

得免疫の誘導に必須ではなかった。この結果は、成人の末梢血をスプリットワクチンで刺激した際

にも獲得免疫の指標となるインターフェロンガンマの産生が確認できたことからも裏付けられた。本

結果は、北九大と共同で Science Translational Medicine に受理をされた。 
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多糖CpG ODN複合体の応用
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日本では使用不可：Whole

不活性化
（エーテル処理）

精製

Capsid proteins
RNA or DNA
(CpG rich)

抗原タンパク ウイルス由来の核酸

副作用の少ない：Split

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

Split  

W hole  
SplitSPG/CpG

Su
rv

iv
al

 ra
te

 (%
)

Days after infection

SPG/CpG ODN
多糖との複合化により
抗原提示細胞に、
dectin-1を介して選択
的に取り込まれた

 
 
図９ スプリットワクチン（Split）は不活性化した全粒子ワクチン（Whole）を精製して抗原となるタンパ

ク質のみを分離することで作成される。その過程で欠落したウイルス由来の CpG 配列を含んだ核

酸の断片は自然免疫の活性化には不可欠であることが判明。これを補うために、免疫担当細胞に

特異的に送達できる多糖（SPG）と複合化した CpGDNA を Split ワクチンと同時に添加した。致死量

のウイルスに暴露した時の死亡率を比較すると、Split のみ（図緑）では未防御とほとんど変わらない

が、これに SPG/CｐG を同時に添加（赤）すると Whole（黄色）と同程度の致死率まで回復した。 

 

以上 
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