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「ナノ科学を基盤とした革新的製造技術の創成」 

 平成 18年度採択研究代表者 

 

片岡一則 

 

 

東京大学大学院工学系/医学系研究科・教授 

 

遺伝子治療実用化のための超分子ナノデバイスの創成 

 

 

§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、高度なベクター機能を創り込んだ超分子ナノ

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

遂げるナノデバイスの創製とその高信頼性・高効率製造技術の確立によって、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、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。これまでに、in vivoで治療効果を発現するために有効と考え

られる機能として、1) 標的指向性を高めるリガンド導入、2) ナノデバイス安定性向上に向けた化

学構造導入、3) エンドソーム脱出や核移行性を促進する機能性素子の導入などの検討を行って

きた。同時に、疾患モデル動物を用いたナノデバイスの機能を評価する in vivo評価系も確立し、

一部の技術については実用的製造技術開発グループへの移転も行った。 

 平成 22 年度は、下記の研究実施内容において詳細を記すように、静脈投与を通じた皮下移植

腫瘍・肺・肝臓での遺伝子導入、気管内投与を通じた肺での遺伝子導入、筋肉内投与を通じた遺

伝子導入を通じて、各標的疾患に対するナノデバイス最適化作業の徹底化を進めるとともに、安
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全性試験および実用的製造技術開発グループへの技術移転をさらに推し進めた。一方、ナノデ

バイスの長期保存および製剤化に向けた一つの試みとして吸入用ドライパウダー化を検討したと

ころ、噴霧急速凍結乾燥法により高分子ミセル型ナノデバイスを中空多孔な微粒子とすることに成

功し、また調製されたドライパウダーが肺に対して優れた遺伝子導入能を有することを確認した。さ

らに、新たに導入された高速レゾナントスキャナ搭載 in vivo共焦点顕微鏡を駆使して、非侵襲的

なリアルタイム in vivo イメージング法(ナノデバイスの血中動態や腫瘍集積挙動)などの新規評価

技術を確立させるに至った。 

 

 

§２．研究実施体制 

  

（A）「片岡・鄭」グループ 

① 研究分担グループ長：片岡 一則 （東京大学大学院工学系/医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・高分子ミセル型超分子ナノデバイスの創製とその革新的製造技術の確立 

 

（B-1）「原島」グループ 

① 研究分担グループ長：原島 秀吉 （北海道大学大学院薬学研究院、教授） 

② 研究項目 

・多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（MEND）の開発と高機能高信頼性製造技術の

開発 

 

（B-2）「小暮」グループ 

① 研究分担グループ長：小暮 健太郎 （京都薬科大学・分析薬科学系、教授） 

② 研究項目 

・多機能性エンベロープ型ナノ構造デバイス（MEND）の開発とその革新的製造技術の 

 確立 

 

（C）「長崎」グループ 

① 研究分担グループ長：長崎 幸夫 （筑波大学大学院数理物質科学研究科、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 

 

（D-1）「佐々木」グループ 

① 研究分担グループ長：佐々木茂貴 （九州大学大学院薬学研究院、教授） 

② 研究項目 
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・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 

 

（D-2）「永次」グループ 

① 研究分担グループ長：永次 史 （東北大学多元物質科学研究所、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 

 

（E）「松村」グループ 

①研究分担グループ長：松村 保広 （(独)国立がん研究センター東病院 臨床開発センター 

がん治療開発部、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 

 

（F）「斯波」グループ 

①研究分担グループ長：斯波 真理子 （(独)国立循環器病研究センター研究所バイオサイエ

ンス部、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 

 

（G）「岡本」グループ 

①研究分担グループ長：岡本 浩一 （名城大学大学院薬学研究科、教授） 

②研究項目 

・吸入用超分子ナノデバイスドライパウダーの開発 
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§３．研究実施内容 

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

（A）「片岡・鄭」グループ 

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 

 平成21年度までに、生体内でのデバイス構造安定化と非特異的相互作用を軽減させるデバイ

ス表層のポリエチレングリコール（PEG）密度制御に取り組んできた。その試みの一つが、構造安

定化に向けた疎水基の導入と分岐状PEGブロック共重合体の開発である。実際に、PEG-アルキ

ル鎖-ポリカチオンを合成したところ、期待されたデバイスの構造安定化に加え、in vitro評価系で

遺伝子発現効率の大幅な向上が確認された。一方、ナノデバイスの製造的観点からは、ブロック

共重合体中間層に疎水基を導入することによる製造・精製工程の問題に直面し、同等の性能を有

しながら製造工程の簡素化が見込める、ポリカチオン鎖末端により疎水性の強いコレステロール

基を導入したナノデバイスにシフトしていくことに決定し、製造技術のさらなる最適化を推進してき

た。平成22年度は、まず従来的手法としてポリカチオン鎖の前駆体であるポリ(β-ベンジル-L-アス

パルテート)（PBLA）の重合停止末端にコレステロールクロロギ酸エステルを導入する手法につい

て、反応時に使用する塩基の種類によってはPBLA主鎖の一部に若干の分解が生じることを明ら

かとし、適切な塩基に変更することによって問題を解決することに成功した。本手法はすでに日油

(株)に技術供与し、安定的な大量製造技術として機能している。そして、より信頼性の高いナノデ

バイス製造技術としてコレステロール基を、塩基を使用せず、かつ安定なアミド結合によって

PBLA末端に結合させるための手法として、コレステロールクロロギ酸エステルの代替物として、コ

レステラミンを出発物質とするコレステラミド-N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS)の合成手法を確立し

た。これにより製造工程中の酸−塩基性環境下において懸念される加水分解の防止および将来

的なナノデバイスのさらなる機能化が可能となる。これと並行して、コレステロール基を含有するナ

ノデバイスの形態や内部構造解析に取り組むとともに、in vivoでの活性、特に可溶化血管内皮成

長因子(VEGF)-1型受容体(sFlt-1)遺伝子(プラスミドDNA(pDNA))に基づく抗腫瘍効果を評価

した。結果として、sFlt-1 pDNAを搭載したミセル型ナノデバイスの静脈投与を通じて、皮下移植

膵臓がん(BxPC3)モデルに対する有意な抗腫瘍効果を得ることに成功したA-17。 

 ナノデバイス表層のPEG密度向上を狙った分岐状 PEGブロック共重合体については、超遠心

分析より PEG 密度の向上を支持する結果が得られ、血中滞留性の向上が期待されたものの、コ

レステロール基導入なしのナノデバイスでは直鎖状ブロック共重合体と比して劇的な向上は認めら

れなかったことから、直鎖状ブロック共重合体と同様にコレステロール基導入の最適化を現在進め

ている。一方、分岐状 PEG 型ナノデバイスでは、直鎖状 PEG 型と比して、表層 PEG 密度が向

上しているにもかかわらず in vitroにおける細胞への取り込み、および遺伝子発現効率が有意に

向上していることが明らかとなった。そのメカニズム解明に関する研究も進行中である。また、リガン

ド導入を視野に入れ、分岐状PEGの末端官能基化に向けて引き続き日油(株)との共同研究が進

行中である。 



 5 

 また、これまでは血液中を循環する遺伝子キャリアの直接的な可視化は未知の領域であったが、

本プロジェクトを通じて導入された高速レゾナントスキャナを搭載した in vivo共焦点蛍光顕微鏡を

用いることにより、その可視化に世界で初めて成功した A-13。この観察を通じて、表面が PEGで覆

われているか否かで、遺伝子キャリアの血中動態が大きく異なることを明らかにした。PEG で覆わ

れていない遺伝子キャリアは、血液中で数十 µmの凝集塊を形成してしまう様子が観察された。詳

細な解析より、血小板との相互作用により凝集塊形成が生じたことが確認された。一方、PEGで覆

われた高分子ミセル型ナノデバイスは、その様な凝集塊形成を完全に抑制することが確認され

た。 

 

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 

 ナノデバイスが標的細胞内において機能発現するためには、高効率な遺伝子発現が得られるよ

う、ナノデバイス内に pDNA を規則的にパッケイジングすることが重要である。これまでにポリカチ

オン鎖長及びpDNAとの電荷比について検討し、ロッド状および球状ナノデバイスを造り分けられ

ることを明らかにした。特にロッド状ナノデバイスにおいては規則化された折り畳み(ロッド長が折り

たたみ回数 n に対し 1/2(n+1)の倍数と量子的に記述される)に基づいてパッケイジングされること

を見出した A-16。平成 21年度までに、そのロッド状ナノデバイスは、球状ナノデバイスや pDNA単

体より遺伝子発現効率が著しく高まることを無細胞転写・翻訳システム(cell-free システム)、マイク

ロインジェクションによる細胞質への直接投与、骨格筋を標的とした大伏静脈投与で認め、結果と

して皮下移植膵臓がん(BxPC3)モデルマウスに対する骨格筋への異所性発現による有意な治療

効果を得ている。さらに平成 22 年度には、ロッド状ナノデバイスが示す遺伝子発現向上のメカニ

ズムを探求したところ、優れた核酸分解酵素耐性と pDNA単体と遜色ない転写活性による効果の

ためであることが明らかとなった。 

 一方、全身投与のためには血中でのナノデバイスのさらなる安定化が必要であることから、デバ

イスコアにジスルフィド（SS）架橋を導入した系を進めてきた。平成 21 年度までに、(1) SS 架橋に

よって安定化された高分子ミセル型ナノデバイスの全身投与を通じて、固形がんへの遺伝子導入

が可能であること、(2)増殖性の血管内皮細胞上での過剰発現が知られているインテグリンレセプ

ターに特異的に結合する環状 RGD ペプチド(cRGD)リガンドを装着した cRGD/SS 架橋ミセルは、

インテグリンを過剰発現した子宮がん(HeLa)細胞などに in vitro において早期かつ高い遺伝子

導入能を示し、また全身投与後の組織分布に関しては皮下腫瘍組織への高い集積性を示すこと

を確認した A-18。平成 22年度は、cRGD効果の詳細なメカニズムの解明とともに、PEG鎖長に基

づくリガンド効果の増強に取り組んだ。蛍光ラベル遺伝子と共焦点蛍光顕微鏡を用いたナノデバ

イス細胞内動態解析の結果より、cRGDの導入はクラスリン介在型エンドサイトーシスを促進するこ

とが強く示唆されるとともに、細胞内取り込みのみならずエンドソーム脱出にも寄与している可能性

が示唆された。さらに、この cRGD の効果は、PEG の分子量 12,000 から 17,000 への増大に伴

い、非特異的な細胞内取り込みの抑制を通じて増強されることも明らかとなった。結果として、分子

量 17,000の PEGに cRGDを導入した SS架橋ミセルは、これまでの SS架橋ミセルを有意に超
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える in vivo遺伝子導入能を発揮し、皮下移植 BxPC3モデルマウスに対する優れた抗腫瘍効果

を達成した。 

 上述の cRGD ペプチドリガンドだけでなく、抗体やアプタマーなどをリガンド分子としてデバイス

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、水中での高効率、高選択的な

結合反応が必要となる。その具体的な手法として、まず、アジド基と末端アルキンによる双極付加

反応（Click Chemistry）を検討し、Click Chemistry に必要な両官能基(アジド基とアルキン構

造)を末端に有するヘテロ二官能性PEGの合成法を確立した。さらに、日油(株)との協議を重ね、

確立された合成法をベースにした製造方法開発を推し進め、中間体として高品質かつ充分な量

のサンプル供給が開始される段階に至った。また、アジド-PEG-ポリリシン(PLys)を用いた遺伝子

内包高分子ミセル型ナノデバイス調製に関しては、デバイス表層への蛍光プローブ導入および高

速液体クロマトグラフィーによる分析を通じて、コンジュゲーション効率の定量的な評価を行った。

この際に用いたミセル型ナノデバイスは、内核に SS 架橋を有するサンプルを適用し、実用レベル

に近い条件で検討した。結果として、蛍光プローブ仕込みから見積もって約 30％が比較的短時

間で効率良くミセル型ナノデバイス表層にコンジュゲートされることが明らかになった。抗体やアプ

タマーのようなレセプターとの選択性が非常に高い生理活性物質をリガンドとして用いる際、デバ

イス上に多く導入する必要はないと考えられるため、Click Chemistryによるリガンド導入効率とし

ては約 30％でも有効な値であると期待される。 

 

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 

 平成21年度までに、ポリアスパラギン酸(PAsp)骨格の側鎖にエチレンジアミン構造を配した

PAsp(DET)は、そこから調製されるポリプレックスをエンドソームから細胞質内へ極めて効率的に

移行させる機能を有し、かつ、その自己触媒型の生分解性機構によって細胞毒性の極めて低い

低分子量体に速やかに断片化することによって、トランスフェクション後も細胞の恒常性を乱さず

反復トランスフェクションにも十分耐えうる遺伝子導入試薬であることを明らかにしてきた。平成22

年度は、分解メカニズムの知見を元にPAsp(DET)のもつ低毒性トランスフェクション試薬としての

性能を損なうことなく、血中滞留型ナノデバイスとしての性能をより高めるために、①で記したように

疎水基導入や分岐状PEGを利用した分子デザインへと展開した。その一方で、PAsp(DET)の機

能発現機構解明の研究より、PAsp(DET)とエンドソーム膜との相互作用が導入遺伝子のエンドソ

ーム脱出に重要であることが示唆されている。よって、PAsp(DET)を基盤とする遺伝子発現効率

に優れたナノデバイス構築には、細胞(もしくはエンドソーム)内の還元(もしくは酸性)環境下で

PAsp(DET)がデバイス表面に露出される材料設計が有効と考えられた。これを実現するために、

以下に示す4つのアプローチに取り組んできた。 

 

(１) ブロック/ホモポリマー混合系 

 平成22年度において、ブロック共重合体型ナノデバイスの調製時に、よりエンドソーム脱出機能

に優れるPAsp(DET)ホモポリマーをブレンドする系を考案した。結果として、PAsp(DET)ホモポリ
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マーの添加率を最適化すると、ホモポリマー単独と同等レベルに細胞内取り込みと遺伝子発現効

率を高めることが出来るようになり、かつ細胞毒性を低い状態で維持することに成功した。さらに動

物実験においては、全身投与により皮下移植膵臓がん(BxPC3)モデルに対し、有意な抗腫瘍効

果を得ることに成功した。また、本ナノデバイスの有する高遺伝子発現効率かつ低毒性である特

性を活かした局所投与では、経気道肺投与によって高い導入効率と、低い組織傷害性、起炎症

性の軽減を両立し、安全に効率よい遺伝子導入が可能であることを確認した。 

 

(２) 細胞内還元環境にてPEGが脱離する系 

 平成21年度までに、細胞内還元環境にてPEGが脱離するPEG-SS-PAsp(DET)を合成し、実

際に遺伝子のin vivo局所投与(肺や腹腔など)において顕著な遺伝子発現を達成してきた。また、

PAsp(DET)側鎖を疎水化したPEG-SS-疎水化PAsp(DET)は、核酸医薬(siRNA)の静脈投与に

おいて肺転移がんデリバリーへの有効性が示唆されていた。そこで平成22年度は、スフェロイド培

養系への適用を行った。これは、培養細胞の凝集塊であるスフェロイドを形成させることで、細胞

本来の生理的機能を維持した培養を可能とするシステムであり、組織浸透性に優れたブロック共

重合体型ナノデバイスを用いることで、この様なスフェロイド内部へも効率よい遺伝子導入が可能

となる。実際、初代肝細胞スフェロイドに対する分泌型ルシフェラーゼを用いた検討で、1ヶ月以上

にわたる効率よい遺伝子発現を確認した。 

 

(３) 細胞内低pH環境でPEGが脱離する系 

 平成21年度までに、PEG末端へのアセタール構造の導入法を確立したので、平成22年度は、

PEG末端へ導入したアセタール型リンカーの酸加水分解挙動に関して詳細な検討を行うと共に、

PLysセグメントを有するブロック共重合体であるPEG-[acetal]-PLysを新たに合成した。結果とし

て、エンドソーム内環境を想定したpH 6.0およびpH 5.0において良好な分解挙動を示すことを確

認した。 

 

(４) 電荷反転型ポリマーの応用 

 PAsp(DET)をナノデバイス表層に搭載すれば、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、ポリカチオンであるPAsp(DET)は生体成分と非特異的に相互作用する可能性があり、

そのままでは全身投与に展開できない。これを解決するために、PAsp(DET)にcis-aconitic 

anhydrideを反応させ、中性環境では安定かつ酸性環境でPAsp(DET)へと復元されるアニオン

性電荷反転型ポリマーPAsp(DET-Aco)を開発した。PAsp(DET-Aco)は生体成分との相互作用

は弱いが、エンドソーム内の低pH環境で復元されたPAsp(DET)はエンドソーム膜傷害を発現し、

効率的なエンドソーム脱出につながると考えられる。平成21年度までに、PLysとpDNAより形成さ

れるカチオン性複合体にPAsp(DET-Aco)を添加した3元系ナノデバイスにおいて、そのエンドソ

ーム脱出が大幅に促進されることを確認した。この結果を踏まえ、平成22年度は、in vivoでの使

用に向け、既存のSS架橋システムとの統合を図った。すなわち、PLysにチオール基を導入し、SS
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架橋システムを調製した後に、PEG-PAsp(DET-Aco)を用いて3元系ナノデバイス調製するスキー

ムである。調製された3元系ナノデバイスを培養肝臓がん(HuH-7)細胞に適用したところ、SS架橋

導入とPEG-PAsp(DET-Aco)添加の相乗効果により、1桁近く高い遺伝子導入効率を達成した。

さらに細胞毒性を評価したところ、PEG-PAsp(DET-Aco)の添加後は、細胞毒性がほとんど見ら

れなくなることを確認した。 

 

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高分子ミセル型ナノデバイスの創製 

 核酸医薬のin vivo応用に向け、平成21年度までの検討より、側鎖にステアロイル基(ST)を有す

るPAsp(DET)誘導体（PAsp(DET-ST)）は、(1) ナノデバイスの安定化を通じて培養細胞に高効

率で核酸導入可能であること、(2) デバイス表面を覆うPEGにより血球成分との非特異的相互作

用が大幅に抑制されること、(3) 細胞内でPEGが脱離するPEG-SS型ナノデバイスを用いることで、

静脈投与によりがんへの有意な核酸導入が可能となることが明らかとなったA-5。よって平成22年

度は、治療用核酸医薬を用いた抗腫瘍効果を検討した。VEGFに対するsiRNAを用い、皮下移

植膵臓がん(BxPC3)モデルへと展開したところ、100µg siRNA/mouseでの4回投与を通じて有

意な抗腫瘍効果を得ることに成功した。さらに、リアルタイムPCRにより腫瘍組織でのVEGF 

mRNA量を定量したところ、非標的配列のsiRNAを投与した検体と比べ、VEGF-siRNAを投与

した検体ではmRNA量の大きな減尐が確認されたことから、RNA干渉に基づく抗腫瘍効果であ

ることが強く示唆された。 

 また、cRGD-PEG-PLys の PLys 側鎖にイミノチオレイン N 置換体(IM)構造を導入した

cRGD/IMミセルは、②で記述した従来のSS架橋ミセルと比べて、有意に安定であることが確認さ

れた。これにVEGFおよびその 2型受容体(VEGFR2)に対する siRNAを搭載し、cRGDの受容

体であるインテグリンを過剰発現した子宮がん(HeLa)細胞の皮下移植モデルに対して適用したと

ころ、10µg siRNA/mouse計 6回の投与を通じて非常に強力な抗腫瘍効果を得ることに成功した。

in vivo 共焦点蛍光顕微鏡観察を通じて、この優れた抗腫瘍効果は、cRGD/IM ミセル型ナノデ

バイスがインテグリンを過剰発現していると考えられる腫瘍新生血管および HeLa 細胞に選択的

かつ高効率に集積したためであることが強く示唆された。 

  

⑤高分子ミセル型ナノデバイスを利用した難治がんの標的治療法の確立 

 平成 21年度までに、臨床における難治がんと組織学的に高い類似性を有する皮下移植膵がん

(BxPC3)モデルマウスに対して、sFlt-1 遺伝子を搭載した種々のミセル型ナノデバイスが有意な

抗腫瘍効果を示すことを確認した A-17,18。平成 22 年度は、性能面だけではなく、製造的観点も含

めてナノデバイスの絞り込みに取り組んだ。そして①で詳細を記述したように、製造工程の簡素化

が見込まれる、ポリカチオン鎖末端に疎水性の高いコレステロール基を導入したブロック共重合体

PEG-PAsp(DET)-Choleを基盤とするナノデバイスが、製造的および性能的観点から有用である

ことが明らかとなった。その一方で、④で記述したように、核酸医薬用ミセル型ナノデバイスについ

ても、ステアロイル基を導入した PEG-SS-PAsp(DET-ST)に VEGF を搭載したシステム A-5、およ
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び cRGD-PEG-PLys にイミノチオレイン N 置換体構造を導入した cRGD/IM ミセルに

VEGF-/VEGFR2-siRNA を搭載したシステムにより、有意な抗腫瘍効果を得ることに成功した。

今年度中に、さらなる絞り込みを行うと同時に、非常に優れた成果が見られた cRGD リガンドを

PEG-PAsp(DET)-Choleシステムへと展開する予定である。 

 

⑥高分子ミセル型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 

 経肺投与による高分子ミセル型ナノデバイスを用いた遺伝子治療法を確立するため、片岡グル

ープと斯波グループの共同研究で in vivo 遺伝子導入における条件検討を行ってきた。平成 21

年度までに、PEG-PAsp(DET)および PEG-SS-PAsp(DET)からなる高分子ミセル型ナノデバイ

スを用いた遺伝子導入による、肺動脈性肺高血圧症モデルラットに対するアドレノメデュリン遺伝

子発現に基づく有意な右室圧の低下、すなわち有効性を証明している。平成 22年度は臨床応用

に向けて、(1)遺伝子発現効率の上昇、効果の持続の試み、(2)安全性の確立のために炎症を出

来る限り抑制するための試みを行なった。遺伝子発現効率の上昇としては、前述のブロック/ホモ

ポリマー混合系デバイスを用いることで、従前のブロック共重合体型ナノデバイスとくらべ、ルシフ

ェラーゼ発現で1桁以上の発現の増加が得られた。さらに安全性の観点から、遺伝子導入後の肺

組織での炎症性サイトカイン発現（mRNA）、肺胞洗浄液中の LDH 計測、肺組織の病理組織学

的評価を行い、ブロック/ホモポリマー混合系デバイスが肺での組織傷害や炎症をほとんど引き起

こさずに遺伝子導入可能であることを確認した。さらに、昨年度より引き続き、投与部位での組織

傷害、炎症軽減効果を持つコンドロイチン硫酸添加系の評価を進め、肺組織における投与条件を

確立した。これらと関連して、投与する pDNA に含まれる大腸菌由来配列である CpG が肺組織

中で著しい起炎症性を持つことを明らかとし、この配列を取り除いた pDNA による評価を開始した。

既に発現タンパク部分（ルシフェラーゼなど）だけでなく、プロモーターやその他プラスミドバックボ

ーン部分も全て CpGフリー化した pDNA を用いた実験で、むしろ CAGなど強力なウィルス由来

プロモーターを用いた pDNA と比べても遜色ない遺伝子発現が得られることを確認しており、今

後はモデル動物への疾患治療を目的とする遺伝子導入についても、pDNAのCpGフリー化を進

める予定である。 

さらに、経肺投与遺伝子導入の適応疾患を拡大するために、欧米で特に頻度が高く予後が悪

い重篤な疾患である嚢胞性線維症(CF)を対象として、治療に向けた基礎実験を開始している（斯

波グループの項で詳述する）。 

 

⑦高分子ミセル型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 

 平成 21 年度までの検討より確立したハイドロダイナミクス法による骨格筋をターゲットとした遺伝

子投与法を用いて、運動器を中心とした機能再建への応用を開始した。四肢の虚血モデルに対

する血管再生治療の試みとして、Hypoxia inducible factor-1α(HIF-1α)の安定化に基づく血

管新生因子群発現誘導を目的として、HIF-1αのプロテアソーム分解を掌る Prolyl hydoxylase 

domain-2（PHD2）に対する shRNA 発現 pDNA を骨格筋に導入した。ナノデバイスによる
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pDNA の投与によって、虚血肢での血流量の増加が確認された。特にコンドロイチン硫酸添加し

たナノデバイスで顕著な治療効果が得られ、投与による組織傷害性、起炎症性を制御することが、

遺伝子導入によって有効な治療効果を得るために重要な要素となることが強く示唆された。 

 さらに平成 22年度は、神経損傷モデルへの応用を開始した。液体窒素で冷却した鑷子で、マウ

ス坐骨神経を坐骨切痕部で 30 秒間把持することにより、下肢の一過性麻痺を起こさせる冷却損

傷モデルを採用した。マウスでの自然経過では、数週後に徐々に下肢機能の改善（神経再支配）

が始まり、その後数週でほぼ完全に麻痺は改善する。この運動機能評価として、マウスの歩行機

能解析である Sciatic Functional Index（SFI）評価法を確立した。さらに麻痺肢では著しい骨格

筋の萎縮が生ずるが、骨格筋体積を定量的に評価するために、マイクロ CT による下肢の撮影を

行った。骨格筋の筋萎縮防止に効果を持つ 1 型インスリン様成長因子(IGF-1) pDNA 投与を行

ったところ、特にコンドロイチン硫酸を添加したナノデバイスによる遺伝子投与群で、麻痺による筋

萎縮からの早期の筋量回復、それに伴う歩行機能の早期改善が観察された。今後、神経・筋組織

の分子生物学的解析、組織学的解析など詳細な検討を進める予定である。 

 

（B-1）「原島」グループ 

①トランスサイトーシス誘起型ナノデバイスの創製と機能検証  

 平成22年度は、平成21年度において作成したナノ粒子用トランスウェルを用い、脳毛細血管内

皮細胞の単層培養系を透過可能な各種ペプチドを表面修飾したリポソームを創製した。また、取り

込み経路の各種阻害剤存在下でリポソームの取り込み活性を評価した結果、本ペプチド修飾リポ

ソームが血管内皮細胞に対してカベオラ経路で取り込まれることを明らかとした。 

 一方で、今後本ペプチドリガンドを生かすためには、脳毛細血管内皮細胞を標的とするリガンド

分子の同定が必須となる。そこで、末梢組織で産生され、脳で機能するホルモンが脳毛細血管内

皮細胞標的化リガンドとして機能すると考え、探索した結果、レプチン由来ペプチドを表面修飾し

たリポソームが脳毛細血管内皮細胞に対して高い取り込み活性があることを見出した B-6。 

 In vivoに向けては、IRQペプチドの肺へのデリバリーシステムを応用し、内皮細胞を標的とした

遺伝子発現システムへと発展させた。平成 21 年度の解析により、IRQ を用いた肺への輸送を考

える上でPEGが長いほうが有利であるという情報を得ているが、一方で、長鎖PEGは細胞内取り

込み等を減尐させ、結果として遺伝子発現能をも低下させることを見出してきたが、細胞内動態の

観点から、(1) IRQを修飾する PEG鎖長を短くする、(2) pH感受性膜融合性ペプチド（GALA）

の修飾、(3) ポリカチオン・脂質組成の変更などを行うことで、段階的に遺伝子発現活性を促進す

ることに成功し、遺伝子発現活性を約 150,000倍上昇させることに成功した。 

 

②全身投与型ナノデバイスによる難治がんの治療実験 

 MEND の活性向上を目的に、機能性核酸をコア粒子化するポリカチオン分子のスクリーニング

を行った結果、従来のステアロイル-オクタアルギニン(STR-R8)と比較してオルニチン/トリプトファ

ンアナログによって GALA/PEG 脂質誘導体(PPD)-MEND の活性を向上させることを見出した
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B-3。血清耐性のスクリーニングにより得られた脂質組成に 3H 標識し、機能性核酸モデルとして

siRNAを 32Pで標識し封入した放射性二重標識MENDの調製法を確立した。このMENDを静

脈内投与後の in vivo血中 32P/3H濃度比から siRNA を効率よく保持可能なMENDの検討を

行ったところ、GALA/PPD-MENDの滞留性は従来のPEG修飾MENDと比較して务っていた。

そこでGALAに着目し、アミノ酸配列の短縮した short GALA（shGALA）ペプチドを新規に設計

した（特願 2010-39667）。shGALA修飾PEG-MEND（shGALA-MEND）は in vitro細胞系で

高い活性を示し、かつ in vivoで高い血中安定性を示した。そこで、shGALA-MENDにヒト内因

性遺伝子に対する siRNAを封入し、ヒト繊維芽肉腫HT1080を背部皮下移植した担がんモデル

マウスに対して静脈内投与したところ、がん組織における標的内因性遺伝子発現抑制に成功した。

また、in vivo担がんモデルの検討では、Enhanced permeability and retention (EPR)効果

によるナノデバイス腫瘍集積挙動の観察が可能なモデルや肺転移モデルを作出した。 

 

③効率的に肝細胞を標的化するためのナノデバイスの最適化 

 MEND を用いた肝臓への有用性を検証する為に、市販の in vivo 用遺伝子導入試薬である

Lipotrust（脂質組成：DC6-14/DOPE/Cholesterol=40/30/30）と、同じ脂質組成のMENDの比

較を試みた。その結果、Lipotrust では肺での遺伝子発現活性が肝臓よりも 25 倍高かったのに

対し、MEND では肺での活性を大幅に抑えることが出来た。さらに MEND による肝臓での遺伝

子発現活性は Lipotrustの場合に比べて 5倍高く、MENDの構造体は肝臓への遺伝子送達シ

ステムとして有用であることが示された。次に肝臓での遺伝子発現活性の局在を調べるために、実

質細胞と非実質細胞（血管内皮細胞、kupffer 細胞）に分離して細胞数当たりの遺伝子発現活性

を評価した。その結果、非実質細胞では実質細胞に比べて約6倍高いことから非実質細胞を標的

とした疾患治療（肝炎、肝硬変等）に応用できる可能性が示された。更に MEND にエンドソーム

脱出素子である GALA を修飾すると、実質細胞、非実質細胞共に遺伝子発現活性が 18 倍、11

倍と上昇したことから、in vivoにおけるGALAによる細胞内動態の制御は効率的な遺伝子デリバ

リーシステムのために必要不可欠であることが示唆された B-2, 4。一方で、肝臓への遺伝子デリバリ

ーのさらなる向上を狙い、核移行性素子として機能する糖などを搭載した結果、マルトトリオースに

より 10 倍程度遺伝子発現が促進することが見出された。外来 DNA からの発現効率の減尐

（silencing）を防ぐために、転写調節因子である GAL4 と VP16 の融合タンパク質 (人工転写因

子、activator) を発現する発現カセットの上流と下流に GAL4 結合部位を挿入した pDNA を構

築し、また、ルシフェラーゼ (reporter) を発現する発現カセットの上流と下流に GAL4 結合部位

を導入した pDNAを構築した。Activator pDNA との同時投与により、GAL4-VP16が reporter 

pDNAからの外来遺伝子の発現を促進するとともに、GAL4-VP16が positive feedbackにより、

自身の発現をも促進すると考えられる（以降、自己活性化システム）。このシステムの有用性を既に

培養細胞で確認していたが、今年度は、肝細胞における核内動態制御を可能とするために、肝臓

特異的なアルブミンプロモーターを用いる自己活性化システムを構築し、マウス肝臓へ activator

及び reporter pDNA をハイドロダイナミクス法で投与した。その結果、activator pDNA との同
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時投与により、reporter pDNAの単独投与に比べて 100倍以上のルシフェラーゼ活性が観察さ

れた B-８。また、核内タンパク質であるヒストン H3 との複合体として pDNA を培養細胞に導入した

ところ、発現効率は H3 の量に依存して減尐した。これは、単にヒストンと複合体を形成させるだけ

では核内における decondensation が不十分であり、核内動態制御のためには適切な空間的配

置を考慮したヒストンとの複合体を形成させる必要性を示している B-9。 

 次に、安全性向上の観点から、CpG配列を含まない pDNAを用いてサイトカイン産生の抑制効

果を評価した。その結果、CpG配列を 429個含む pDNA と比較して、全く含まない pDNAの場

合ではサイトカインである IL-6、 IFN-gamma、TNF-alpha の産生量は著しく減尐し、

TNF-alpha に関しては全く産生されなくなった。そして肝毒性の指標である GPT 値は約 3 倍減

尐した。従って、CpG配列を含まないpDNAを選択することは、肝臓疾患を標的とした、安全な遺

伝子デリバリーシステム構築に有用である可能性が示された。 

 

（B-2）「小暮」グループ 

①イオントフォレシスによる皮膚生理の変動解析と効率的な機能性核酸の経皮送達への展開 

 平成 21年度に微弱電流刺激（イオントフォレシス）によるナノ粒子の経皮送達時に細胞間隙タン

パク質であるコネキシンのリン酸化が亢進することを見出していた。一方、siRNA のような親水性

高分子がイオントフォレシスによって効率よく皮内に送達されることを明らかにしている B-2-1。さらに、

CpG 配列を有するオリゴ DNA をイオントフォレシスすることによって、マウス皮下に移植した癌の

成長を著しく抑制することに成功した B-2-2。また、インスリンを封入したカチオン性リポソームを糖尿

病ラットにイオントフォレシスすることで、血糖値の持続的で有意な抑制が観察され、イオントフォレ

シスによってナノ粒子も皮内に送達可能であることが確かめられた B-1-5。そこで、平成 22年度は、

より詳細な解析を行うことで電気刺激時の皮膚生理状態の変化と物質の皮内透過との相関につ

いて検討した。その結果、微弱電流刺激時にコネキシン以外の細胞間隙タンパク質の著しい変動

は認められなかった。また、このときカチオン性リポソームの存在が必須であることが確認された。

さらに、より詳細にメカニズムを検討するために、単層培養した上皮細胞を用いて微弱電流刺激の

影響を検討したところ、物質透過が促進されると同時に細胞間隙タンパク質の変動が観察された。

このことから、イオントフォレシスによる皮膚細胞間隙の開裂がナノ粒子の皮内送達に関与してい

ることが示唆された。さらに、長崎グループの開発した異なる大きさのナノゲルをイオントフォレシス

したところ、平均粒子径が 50nmのナノゲルのみが表皮層への透過を示したことから、イオントフォ

レシスによって開裂する皮膚細胞間隙の大きさは 50nm前後であることが示唆された。 

 

②凍結乾燥MENDによる in vivo遺伝子送達 

 凍結乾燥MENDによる in vivo遺伝子送達を検討するため、Ⅰ型糖尿病の治療遺伝子である

プロインスリンプラスミドをMENDに封入し、凍結乾燥後、尐量の bufferに濃縮懸濁したものを無

針注射器により皮内に投与したところ、皮膚・筋肉組織における有意なインスリンmRNAの発現を

確認した。さらに、血液中へのインスリンの分泌も検出することができた。しかし、糖尿病によって高
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くなった血糖値を有意に低下させることはできなかった。この原因として、インスリン発現量が不十

分であることが考えられ、送達効率・遺伝子発現効率のさらなる向上が必要であると思われる。 

 

（C）「長崎」グループ 

①PEG 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、佐々木グループおよび原島グループとの共同研究により、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 22 年度はこれらの PEG 化機能性核酸・脂質の実用化を進めるためこ

れらの PEG 化機能性分子の大量合成に向けた検討を行った。具体的にはこれまでに開発した

PEG 化機能性核酸の固相合成の最適化を試みた。固相への担持量の解析方法の確立を行い、

その後固定化法の検討を行った。これまでのところ 8μmol/g の担持量を達成している。また新た

な PEG誘導体を開発し、様々な機能化 PEG誘導体の開発に着手した。 

一方で、PEG 化機能性核酸の新規ナノデバイスとして、架橋構造を有するナノサイズの三級ア

ミンゲルとPEG層から成るコア－シェル型PEG化ナノゲル粒子の調製および評価を行ってきた。

このPEG化ナノゲル粒子の特徴は、架橋ポリアミン構造をコアに有していることで、全身投与後の

希釈条件、高塩濃度条件でも解離、分解することのない点である。平成 2２年度は、この PEG 化

ナノゲル粒子の粒子表面に更にPEGを修飾し、PEG密度を高める事により体内動態の改善を試

みた。PEGの修飾は三級アミンに末端をクロロメチルベンゼンで修飾したPEG誘導体を反応させ

ることにより行った。分子量 500のPEGをナノゲル表面に修飾する事でナノゲルの体内動態が改

善されることを確認した。この結果を受け、より分子量の大きい PEG でのナノゲル表面修飾による

体内動態のさらなる改善を試みている。これまでのところ PEG の長さを長くすることで、粒子のゼ

ータ電位が０に近づく事が確認されている。今後これら長鎖 PEG を修飾したナノゲルの体内動態

を解析する予定である。 

 遺伝子キャリアとしてのナノ粒子はしばしばそれ自身の毒性や炎症が問題になりつつある。そこ

で、平成 22 年度から活性酸素消去能を有する PEG-ポリアミンブロック共重合体及び PEG-ポリ

アミングラフト共重合体を合成し、遺伝子キャリアとしての評価を始めた。合成した材料は PEG 鎖

を有するポリクロロメチルスチレンに 4-アミノ TEMPO(2,2,6,6-テトラメチルピペリジン 1-オキシル)

を高分子反応にて導入した。反応はほぼ定量的に進み、疎水性鎖の側鎖に安定ニトロキシラジカ

ルとアミノ基を同時に導入することに成功した。得られた PEG-g-PSTEMPOを利用し、siRNAの

複合化を行った。ニトロキシラジカルと遺伝子に導入した蛍光ラベルが効率的にエネルギー移動

して消光することから効果的な錯体を形成していることが確認された。モデル反応によりこれらの粒

子は効率的に活性酸素を消去することが確認された。さらに PEG-g-PSTEMPO と siRNA の複

合体はポリエチレンイミンと同程度の遺伝子発現抑制能を有していることを確認した C-11。 

ニトロキシラジカルは特にスーパーオキシドジスムターゼ(SOD)様のスーパーオキシドだけでな
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く、ヒドロキシラジカルも消去することが可能であることから、高い抗炎症効果が期待される。また、

PEG-ポリアミンブロック共重合体を用いて作製したミセル Radical containing nanoparticle 

(RNP)はプラスミドの遺伝子発現を促進しているという非常に興味深い結果も得られている。 

 

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。これまでにsiRNA/PEGインテリジェント界面をナノデバイス

に創り込むためのプラットホームとして、新たに金ナノ粒子を内包したPEG化ナノゲル粒子の調製

および評価を行ってきた。平成22年度はこれらのナノデバイスのin vivoでの評価を行った。これ

までに検討してきたナノゲルは必ずしも表層PEG密度が上がっていないために、in vivoでの毒

性に懸念が残った。しかしながら、金コロイドを内封することによりポリアミンの表層への露出が減り

毒性が低下していることが確認された。さらにこの金コロイド含有ナノゲル(GNG)に末端にメルカ

プト基を有するsiRNAを固定した。固定したsiRNAの標的遺伝子としてはサバイビンを選択した。

静電相互作用とメルカプト基の金コロイド表面への結合という相乗効果で安定な固定が達成され

た。サバイビンは放射線治療などで高度に発現し、アポトーシスを抑制することが知られているた

め、今後サバイビンsiRNA担持GNGを放射線治療と併用する効果を確認する。現在、サバイビン

発現細胞を利用した予備的観測での抑制が確認され、今後の検討が期待される。 

本研究項目ではさらに効果的ターゲッティングを目指した抗体／ＰＥＧハイブリッド表面の検討

を行っている。平成22年度は抗体と表面との適度な反発力を利用することにより抗体の配向を制

御することで、固定抗体の認識能を大幅に向上させることを見いだした。さらに表面に固定した抗

体の周りにPEG密生層を構築することにより、抗体の活性低下を妨げるだけでなく、活性自身が

向上することも確認された。 

 

（D-1）「佐々木」グループ 

①高感度センシングのための機能性分子開発 

本項目では、高感度核酸センシングプローブの開発を目的として、まず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 2核銅錯体を開発した。さらに、

この新しい錯体を標的核酸上で集積させ触媒機能を活性化させるシステムを構築するためオリゴ

ヌクレオチドを用いた検討を行なっている。これまでの予備的な検討をもとに、平成22年度には銅

に対する配位子構造を 5’-末端および 3’-末端に導入したオリゴヌクレオチドを種々合成し、オリゴ

ヌクレオチドと配位子部分とのスペーサー長さおよび基質核酸構造の最適化を検討した。その結

果、標的となる核酸の1塩基を識別する高感度な検出プローブの開発に成功したD-1。検出プロー

ブ開発としては酸化損傷箇所の検出プローブの開発も行なっており D-4、平成 23 年度はさらなる

検出機能の向上を検討する。 

 

②高次構造ＤＮＡ結合リガンドの開発 
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3 本鎖ＤＮＡ，4 本鎖ＤＮＡなどとともに遺伝子発現に関係していると考えられている左巻き

DNA(Z-DNA)への特異的な結合能をもつ低分子リガンドの開発を検討した。これまで2個の芳香

環をもつスクシイミドとスペルミンの結合体が、B-DNA(右巻き)を Z-DNA に遷移させるこれまでに

ない機能分子であることを明らかにしてきた。しかしその遷移機構の詳細は明らかではなかった。

そこで平成 22 年度は、SPR（表面プラズモン共鳴）およびＩＴＣ（等温滴定カロリメトリー）を用いて

物理化学的パラメーターを求めた。その結果、リガンドは低分子:DNA=4:1の比率でDNA と結合

し、脱水和することにより B-DNA を不安定化し、リガンドの芳香環部分の Z-DNA 末端塩基対と

のスタッキングにより Z-DNA を安定化することにより B-DNAから Z-DNAへの遷移を誘起するこ

とが分かった D-2。この分子は遺伝子制御における Z-DNA の役割解明に有用な分子となるものと

期待される。さらに、B-DNA から Z-DNA への誘起能が光刺激によりスイッチングできれば、生体

内での Z-DNA 機能解明にさらに有用性が高まると考えられるため、現在スイッチング機能分子を

開発中である。 

 

③RNA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

討を行っている。平成 22 年度は、ウラシルに迅速に化学架橋を形成する新規クロスリンク分子を

開発した。この新規クロスリンク分子を組み込んだオリゴヌクレオチドは、室温かつ pH7 という緩和

な条件で標的 RNA のウラシルと選択的にクロスリンクを形成した（特許出願書類作成中）。現在、

生体条件での利用のための活性化機構の付与を検討中である。 

一方、従来型のクロスリンクユニット(2-アミノ-6-ビニルプリン誘導体)を用いて RNA に対して高い

反応性を示す分子の開発にも成功している D-5。天然型オリゴヌクレオチド用いた非細胞系実験に

より、RNase-HによるmRNA切断を経由する短縮タンパク質の合成が可能であることを明らかに

した。さらに、クロスリンク核酸を用いた場合には細胞内での検討においても天然型では観測され

ない短縮タンパク質が合成されることが見出された。そこで平成２２年度はこの細胞内での短縮タ

ンパク質合成機構を明らかにする目的で、天然型およびクロスリンク核酸と mRNA 反応物の細胞

抽出液中での安定性を評価した。その結果、天然型およびクロスリンク核酸ともに RNase-H によ

るｍRNA 切断を誘起するが、クロスリンクした mRNA 断片の分解速度は天然型よりも遅いことが

明らかになった。これらの結果より、分解耐性の高まったクロスリンクした mRNA 断片が短縮タン

パク質合成に関与していることが示唆された。そこで現在新規高効率クロスリンク核酸を搭載し、

RNase-H による切断のあとより高い分解耐性をもつオリゴヌクレオチドによる検討を行なってい

る。 

RNA の標的塩基を特異的に化学修飾する機能性核酸分子の開発を検討し、2-メチリデン-1,3-

ジケトン構造のユニットをRNAの標的シトシン特異的な修飾反応に成功し、転移可能な官能基群

の構築を確立している。引き続き溶液の pH をアルカリ性にすることにより転移反応選択性をグア

ニンに変化させることに成功し D-6、さらに、Ni2+, Co2+の共存により反応が著しく活性化し、pH7.4

でも転移反応が進行することを見出した D-3。しかし、従来この方法でも巨大分子である mRNAの
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特異的修飾を確認することができていなかったが、ビオチンによる修飾反応を行なうことで mRNA

の化学修飾を確認することができた。この方法はさらに“Click Chemistry”を適用することで一般

的な RNA 修飾法に展開することができた(国内特許出願)D-7。この特異的修飾 mRNA を用いて

タンパク質合成を検討したところ、期待された短縮タンパク質は確認されず、天然長とおなじタン

パク質が合成された。現在、翻訳機能の実現を目指して、化学修飾の効率と立体的な大きさの検

討を行なっている。 

④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、すでにこれ

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、認識配列の一部拡

張に成功している。平成 22 年度は、より効果的な細胞増殖阻害活性を期待して bcl-2, サバイビ

ンがん遺伝子を標的とした新たなアンチジーン人工核酸の設計と合成を行った。それらの遺伝子

発現阻害効果を調べるため、市販の oligofectamineを用いて殺細胞効果を調べた結果、低濃度

でも細胞増殖阻害活性が確認され、さらに 3本鎖形成能の高いW字型人工核酸搭載アンチジー

ン核酸の優位性も示すことに成功した。片岡グループの高分子ミセル型ナノデバイス、原島グル

ープのMEND型ナノデバイスでの検証およびその阻害機構の詳細について、更なる検証を継続

している。 

 

（D-2）「永次」グループ 

①機能性核酸を組み込んだ PNA(ペプチド核酸)の合成及び機能評価 

 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。昨年度までに、第１世代インテリジェント核酸を組み込んだ PNA オリ

ゴマーを合成しその反応性を評価した。しかし、期待したほど反応性は高くないことがわかった。そ

こで今年度はチミンに選択的に反応する第2世代インテリジェント核酸を組み込んだPNAの合成

を検討した。PNAモノマーの合成には成功し、現在カップリング反応を検討中である。 

 

②RNA型インテリジェント核酸の合成 D-2-1 

 従来用いていた第１世代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 RNA に対する反応性向上を目指し、2'-OMeRNA 型インテリジェント核酸の合成を検

討した。2'-OMeRNA は酵素耐性を持つことから細胞内での安定性も付与できると考えられる。昨

年度は、2'-OMeRNA 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を行い、詳細にこの

反応を検討したところ、中性条件下、DNA 中のチミジンに対して選択的に反応することがわかっ

た。さらに今年度、細胞内におけるアンチセンス効果及び miRNA の阻害について検討するため

に種々の配列を持つ 2'-OMe 型インテリジェント核酸を含む 2'-OMeRNA を合成し、まずその反

応性を評価した。その結果、インテリジェント核酸が 3‘GC5’に挟まれる配列では RNA に対して

中性条件下においても反応することがわかった。そこでこの配列を用いてアンチセンス効果を検
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討した。その結果、試験管内でチミンに反応した 2'-OMe 型インテリジェント核酸は、天然型の

2'-OMeRNAに比べ標的の蛋白質発現を効率的に阻害することに成功した。 

 

③新規インテリジェント核酸の合成 

 前年度に合成した第 2 世代インテリジェント核酸を 2'-OMeRNA に組み込んだ結果、中性条件

では反応が進行しなくなった。そこで今年度、新しいインテリジェント核酸として、グアニンに対して

反応性を示すことを期待したインテリジェント核酸の合成を開始した。その結果、このインテリジェン

ト核酸を組み込んだオリゴヌクレオチドの合成に成功した。 

 

（E）「松村」グループ 

①脳腫瘍モデルへの抗腫瘍効果 

 平成 22年度は、脳腫瘍モデル(ヒト膠芽腫株U87MG 5×105個を 6-8週齢のヌードマウス右脳

に同所移植)に対する高分子ミセル型ナノデバイス(PEG-疎水基-PAsp(DET))を用いた抗腫瘍効

果を検討した(20μgの pDNA を尾静脈より投与)。治療用遺伝子として sFlt-1 を用い、対照群と

してHEPES, 緑色蛍光タンパク質(GFP)発現 pDNA、および抗体医薬である bevacizumab投

与群を用いた。抗腫瘍効果はリアルタイム in vivo イメージングシステム(IVIS システム)を用いた

腫瘍細胞由来の生体発光強度の測定、および治療に伴う生存率の変化を指標に評価した。副作

用の評価指標として体重変化を用いた。一連の実験は 2 回に渡って施行した。結果として、抗腫

瘍効果の指標とした生体発光において sFlt-1遺伝子投与群は negative controlであるGFP遺

伝子投与群、および HEPES 投与群との比較で有意な抑制効果は無く、生存期間の延長も認め

られなかった（図１A）。体重変化については他群との有意差はなく明らかな毒性は認められなか

った。 

 

②肝がんモデルへの抗腫瘍効果 

 平成 22 年度は、肝細胞がんモデル(ヒト肝細胞がん株 HepG2 5×106個を 6-8 週齢の SCID

マウス肝左下葉に同所移植) に対する高分子ミセル型ナノデバイス(PEG-疎水基-PAsp(DET))

を用いた抗腫瘍効果を検討した(33μgの pDNAを開腹下に腫瘍へ局所投与)。治療用遺伝子と

して sFlt-1を用い、対照群としてHEPES、GFP発現 pDNA、および bevacizumab投与群をお

いた。抗腫瘍効果は IVIS システムを用いた腫瘍細胞由来の生体発光強度の測定、および治療

に伴う生存率の変化を指標に評価した。副作用の評価指標として体重変化を用いた。結果として、

脳腫瘍の実験と同様に、抗腫瘍効果の指標とした生体発光において sFlt-1 遺伝子投与群は

negative controlである GFP 遺伝子投与群、および HEPES投与群との比較で有意な抑制効

果は無く、生存期間の延長も認められなかった（図１B）。体重変化については他群との有意差は

なく明らかな毒性は認められなかった。 
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 今回の実験における遺伝子投与量においては sFlt-1 ミセル型ナノデバイスによる抗腫瘍効果

は認められなかった。本実験での治療対象とした脳腫瘍、肝がんは血管豊富な腫瘍であり VEGF

の発現も高い。VEGFに対する中和作用を発揮するためには sFlt-1の発現が相対的に不足した

可能性が高い。腫瘍組織への遺伝子導入効率を高めるために腫瘍間質特異抗体、腫瘍細胞関

連抗体のミセル体への付加も有用な方法であると考えられるため、現在抗マウス及び抗ヒト組織因

子抗体を作製し、さらに F(ab)化(Fragment,antigen binding)を行っている。 

 

（F）「斯波」グループ 

①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導入法の確立 

 経肺投与による高分子ミセル型ナノデバイスを用いた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 in vivo 遺伝子導入における条件検討を行ってきた。平成 21 年度までに、

高分子ミセル型ナノデバイスとして、PEG-PAsp(DET) およびジスルフィド連結型ブロック共重合

体からなる高分子ミセル型ナノデバイスを用いた遺伝子導入条件の最適化、PEG-PAsp(DET)を

用いた遺伝子の in vivo反復投与による遺伝子発現量の変化について検討した。平成 22年度に

は、臨床応用に向けて、①遺伝子発現効率の上昇、効果の持続の試み、②安全性の確立のため

に炎症を出来る限り抑制するための試みを行った。遺伝子発現効率の上昇としては、オープンリ

ーディングフレーム(ORF)以外の部位のCpG配列も取り除いたpDNAを用いて遺伝子導入実験

を行なった。アミン/リン酸モル比(N/P比)=20および 60について、ルシフェラーゼ活性は 24時間

後がピークであること、N/P 比 20 に比べて 60 において発現量が極めて高いことが示された。

TNF-α mRNAの発現量は、N/P比 60のもので 20 より有意に高く、コンドロイチン硫酸添加に

より低下を認めた。肺組織の病理組織学的観察では、CpG フリーの pDNA 投与により、N/P 比

60では 3日後まで炎症性変化を認めたが、7日目には正常化していた。N/P比 20では、1日後

まで炎症性変化を認めたが、その程度は比較的軽いものであった。 

 

②高分子ミセル型ナノデバイスの経肺投与による嚢胞性線維症(CF)治療への基礎実験 

 平成 21 年度までの成果で、高分子ミセル型ナノデバイスを用いた経肺遺伝子導入による肺動
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脈性肺高血圧症の治療実験に成功しており、さらに適応疾患を検討するために欧米で特に頻度

が高く、予後が悪い重篤な疾患である嚢胞性線維症を対象として、治療への応用にむけた基礎

実験を進めた。CF 患者由来気管上皮細胞において、正常気管上皮細胞に比べて CF 

transmembrane conductance regulator (CFTR)遺伝子投入後の細胞の生存率の低下を認

めたが、コンドロイチン硫酸添加にて、その毒性効果は消失した。嚢胞性線維症モデル動物として、

CFTRノックアウト(KO)マウスをJackson Labより購入してSpecific pathogen free (SPF)化し、

当研究室でライン化した。このマウスは、約 1年は生存できるように、小腸においてはヒト CFTR を

発現するものである。肺における CFTR 遺伝子発現は認めず、PEG-PAsp(DET)を用いてヒト

CFTR 遺伝子の導入が可能であった。CFTR 導入後の炎症性サイトカイン mRNA の発現は、コ

ントロールベクター導入と比べ、有意に低下し、治療効果を認めた。 

 

③嚢胞性線維症モデル動物の病態の基礎的検討 

 嚢胞性線維症モデル動物(CFTR-KO マウス)について、組織病理学的変化を観察したところ、

肺において肺胞浸潤、肺胞の過形成を認め、肝臓においては脂肪変性や granuloma の存在を

認めた。膵臓においては、限局性のリンパ球と好中球を主体とする細胞浸潤と軽度な出血が腺房

組織に認め、その周辺にヘモシデリン様色素が観察された。尿管にタンパク円柱が多く観察され、

腎臓への影響も示唆された。 

 

④アポリポプロテイン B遺伝子発現修飾機能性核酸の PEG-PAsp(DET)を用いた in vitro遺伝

子導入条件の検討 

 平成 21 年度までの成果で、家族性高コレステロール血症に対する遺伝子治療法開発に向け、

RNA レベルでは primer extension法、蛋白レベルではウェスタンブロッティング法を用いて、ア

ポリポプロテインB遺伝子発現修飾機能性核酸の in vitro評価系を確立した。平成 22年度にお

いて、佐々木グループから供給される機能性核酸を PEG-PAsp(DET)を用いて HepG2 細胞に

導入して、上記方法を用いてアポリポプロテイン B遺伝子発現の修飾作用を検討した。 

 

⑤Apobec-1 ノックアウトマウスの病態解析 

 アポリポプロテイン B 遺伝子発現修飾機能性核酸の in vivo での機能解析のために、平成 21

年度に、Apobec-1 ノックアウトマウスを入手した。すなわち、マウスはヒトと異なり Apobec-1が肝臓

でも発現しているために、ApoB100とＢ48が肝臓において合成、分泌される。そのため、ApoBの

RNA editingを評価するためには不適切である。そこで我々はアメリカから Apobec-1 ノックアウト

マウスを入手して SPF化作業を行ない、ライン化して病態の解析作業の準備を行っている。 

 

（G）「岡本」グループ 

①高分子ミセル型ナノデバイスを基盤とした吸入用ドライパウダーのアスパラギン酸重合度および

N/P比の最適化 
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レポーター遺伝子としてホタルルシフェラーゼをコードしたプラスミド DNA(pCAG-Luc)、ベクタ

ーとして PAsp(DET)または PEG-PAsp(DET)、賦形剤としてマンニトール(Man)、肺内送達を評

価する色素としてインドシアニングリーン(ICG)、粒子同士の付着凝集性の低下を目的にロイシン

(Leu)を 5%添加した高分子ミセル型ナノデバイスドライパウダーを噴霧急速凍結乾燥（SFD）法に

より調製した。N/P比については PAsp(DET)では 2、4、8、PEG-PAsp(DET)では 20、40、80 と

し、アスパラギン酸重合度はPAsp(DET)で49、54、68、 PEG-PAsp(DET)で54、62、89を使用

した。この結果、Man、ICG、Leu からなる製剤と同様、全て吸入剤に適した中空多孔な微粒子を

得ることができた。カスケードインパクタ法で吸入特性を評価したところ、PEG-PAsp(DET)製剤の

空気力学的粒子径（MMAD）は 8.7μm，fine particle fraction（FPF）は 20％であったが、

PAsp(DET)製剤では MMAD=2.4μm， FPF＝72％と極めて良好な値を示した。また、ゼータ

サイザーの測定結果から、pCAG-Luc と PAsp(DET) から成る複合体では調製前後でゼータ電

位には大きな違いが見られないものの、平均粒子径が増大する製剤もあった。しかし、

pCAG-Luc と PEG-PAsp(DET)から成る複合体では、ゼータ電位、平均粒子径とも大きな違い

が確認されなかった。調製した各遺伝子粉末吸入剤を水で再溶解し、in vitro遺伝子導入効果を

評価した。この結果、PAsp(DET)製剤では遺伝子導入効果が減弱しているものの、

PEG-PAsp(DET)製剤では PAsp(DET)製剤の遺伝子導入効果はある程度保持されていた。こ

のことからPEGの保護効果により PEG-PAsp(DET)製剤は SFD調製過程の物理的ストレスを回

避していることが示唆された。以上、ゼータサイザーと in vitro 遺伝子導入評価の結果からは、

PEG-PAsp(DET)を基盤とすることで、ドライパウダー製剤化後も高分子ミセル型ナノデバイスに

よる遺伝子導入効果が十分に保持されていると推察された。 

 超臨界二酸化炭素晶析法での微粒子調製を行った。SFD 製剤と同じ処方溶液（ただしロイシン

を含まない）を用いることで、微粒子製剤を得ることができた。しかし、製剤再溶解後の複合体粒子

径が増大した。再溶解液を用いた in vitro遺伝子導入効率は、PEG-PAsp(DET)製剤では溶液

とほぼ同程度であったものの、PAsp(DET)製剤では溶液の 1/100程度まで低下した。 

 

 ②高分子ミセル型ナノデバイスドライパウダーによる遺伝子肺送達 

In vitro 遺伝子導入評価において導入効果が高かった重合度 62 の PEG-PAsp(DET) 

（N/P=40）の溶液および製剤をマウス肺内投与した。また、比較のために PAsp(DET)の中で最も

in vitro 遺伝子導入効果が高かった重合度 68 （N/P=4）のポリマーを用いた溶液および製剤を

投与した。投与後の in vivo遺伝子導入効果については、リアルタイム in vivoイメージングシステ

ム（IVIS）を用いてルシフェラーゼによる発光を経時的に定量するとともに、ICG 由来の蛍光強度

により個々のマウスにおける製剤肺内送達量のばらつきを補正する「dual imaging 法」で評価し

た。この結果、in vitro評価結果とは異なり、in vivoでは PAsp(DET)により PEG-PAsp(DET)に

匹敵する遺伝子発現が得られた。また、PAsp(DET)では投与後 6 hr～ 12 hr に、

PEG-PAsp(DET)では 24-30hr で最大発光値を示すことが明らかとなった。これら遺伝子製剤を

マウス肺内に投与し、パルスオキシメータで酸素飽和度、心拍数、呼吸数を追跡したところ、有意
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な変化は認められなかった。また、微粒子製剤を投与したマウス肺の組織切片観察でも障害性は

ほとんど認められなかった。 
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