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研究成果の概要（和文）：虚血性疾患に対して、生存促進因子の遺伝子導入は優れた戦略であり、mRNA医薬は安
全性の観点で有望な方法論である。mRNAは投与後、生体内で速やかに酵素分解を受けるが、我々は生体適合性高
分子ミセルに内包することでこの課題を克服した。そこで、下肢虚血性疾患のモデルマウスに対して、高分子ミ
セルを用いて生存促進因子であるmyr-Aktを導入したところ、有意な下肢血流改善効果を認めた。mRNA医薬を用
いた生存促進因子導入は虚血性疾患だけでなく、細胞死の亢進が原因となる様々な疾患に対して有望である。

研究成果の概要（英文）：Introduction of pro-survival gene is an attractive strategy for treatment of
 ischemic diseases, and mRNA therapeutics is a safe and promising methodology for this purpose. 
While mRNA is subjected to nuclease degradation soon after in vivo delivery, we successfully solved 
this issue by encapsulating mRNA into biocompatible polyplex micelles. Then, we attempted treatment 
of hind limb ischemia by delivering mRNA encoding myr-Akt, a pro-survival factor, using polyplex 
micelles. The treatment resulted in significant recovery of blood flow in mouse hind limb. The 
mRNA-based pro-survival factor introduction is a promising strategy for the treatment of various 
diseases accompanying enhanced cell death, including ischemic diseases.

研究分野： 遺伝子治療、薬物送達システム

キーワード： mRNA医薬　高分子ミセル　遺伝子治療　アポトーシス
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１．研究開始当初の背景 
アポトーシスの亢進は、虚血性疾患、神経

変性疾患をはじめとした数多くの難治性疾
患に関与している。抗アポトーシス因子の導
入はこれらの疾患に対して有力な戦略とな
るが、タンパク質の形での投与は、一過的な
効果しか得られないほか、技術面や経済的コ
ストの観点からも課題は多い。これに対して、
目的の因子を遺伝子の形で導入することで、
経済的に安価な手法で持続的な作用が得ら
れることが期待される。従来の遺伝子治療で
は主に DNA の導入が検討されてきた。しか
し、この場合、導入した DNA が偶発的にホ
スト細胞のゲノムへ挿入される危険性があ
る。抗アポトーシス因子をコードする DNA
を導入する場合、ゲノム挿入された DNA が
過剰発現すると、その細胞をがん化させる可
能性があり、その臨床応用は現実的ではない。
そこで、このような危険性のないメッセンジ
ャー(m)RNAの形での抗アポトーシス因子の
導入を着想した。 
	 一方で、mRNAは生体内で速やかな酵素分
解を受けるほか、強い免疫原性を有するため、
その in vivo 導入は困難とされてきた。これ
に対して、我々は生体適合性ポリマー、ポリ
エチレングリコール(PEG)で覆われた高分子
ナノミセルに mRNA を内包させることで、
これらの問題の回避に成功している(図 1, 
PLoS One 2013, 8: e56220)。さらに、in vivo
局所投与において、他のポリマーや脂質を用
いた mRNA キャリアと比べて、ナノミセル
は、安全性、mRNA導入効率に関して格段に
優れた機能を示している。そこで、このナノ
ミセルを用いて抗アポトーシス因子 mRNA
を導入することで、難治性疾患の治療を目指
した。 

 
図 1 高分子ナノミセル PEGとポリカチオン

からなるブロック共重合体と mRNA を混合す

ることで、表面に PEG、中心部分に mRNA を持

つ高分子ナノミセルが調製される。	
 
２．研究の目的 
	 以上のような背景に基づいて、本研究では、
抗アポトーシス因子 mRNA 搭載ナノミセル
を用いた下肢の虚血性疾患治療を目的とし
た。本疾患はしばしば糖尿病や高血圧といっ
た生活習慣病が原因となり、疼痛、潰瘍、壊
疽といった症状のため、生活の質(QOL)が大
きく低下する。一方で、既存の治療法では十
分な効果が得られず、新たな治療法が求めら

れている。また、本研究で優れた成果が得ら
れた場合、脳梗塞や心筋梗塞といったその他
の難治性疾患への展開も可能である。 
	 本研究では、まず、静水圧の上昇を利用し
た核酸導入手法であるハイドロダイナミク
ス法を用いた mRNA の下肢への導入を検討
した(図 2)。まず、この手法を用いた際の下
肢へのmRNA導入効率を最大にするために、
ナノミセル設計の最適化を行った。続いて、
最適化されたナノミセルに、抗アポトーシス
因子 mRNA を搭載して、下肢虚血モデルマ
ウスに対する治療に取り組んだ。 
 

図 2 ハイドロダイナミクス法による下肢へ

の mRNA 導入 
 
	 ここでは、抗アポトーシス因子として Akt
の恒常活性変異体である myr-akt を用いた。
Aktは抗アポトーシスシグナルを活性化する
だけでなく、mTORシグナルの活性化をはじ
めとした複合的な作用が期待された。 
	 また、ハイドロダイナミクス法はやや侵襲
的な手法であり、将来の臨床応用を目指す上
で、より低侵襲な静脈内からの全身投与によ
る治療が望まれる。そこで、全身投与型のナ
ノミセル設計に関しても、研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
(1)	mRNAの調製 
	 mRNAはプラスミドDNA (pDNA)の鋳型
よ り 、 Ambion 社 製 mMESSAGE 
mMACHINE T7 Ultra Kit を用いて  in 
vitro 転写により調製した。鋳型として、T7
プロモータ下に、タンパク質コード配列、さ
らに 120 bpの poly A/T配列をもつ pDNAを
用いることで、120 baseの poly A配列を持
つ mRNA を調製した (Sci Rep. 2015, 
5:15810参照)。 
	
(2)	高分子ナノミセルの調製	
	 PEG と 生 分 解 性 ポ リ カ チ オ ン
(poly[N’-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]a
spartamide], PAsp(DET)) からなるブロッ
ク共重合体と、mRNA を+/-電荷比 4 で混合
することでナノミセルを調製した。調製した
ナノミセルの粒径は、動的光散乱法にて 50 
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nm程度であった。 
(3)	レポーター試験による高分子ナノミセ
ル構造の最適化	
	 ルシフェラーゼ(Luc)mRNA を用い、mRNA 投
与後の下肢筋肉におけるLuc発現量を指標に
ナノミセル調製条件の最適化を行った。
mRNA 10 µg を含むナノミセル溶液をハイ
ドロダイナミクス法により投与し、その後の
Luc発現量を、生きたマウスより発光を観察
できる装置(IVIS imaging system)により、経
時的に観察した。	
	
(4)	下肢虚血モデルマウスの作製、機能評価	
	 下肢虚血モデルとして、大腿動静脈遠位と
浅腹壁動静脈を結紮するモデル(図3a)と大腿
動静脈近位を結紮するモデル(図 3b)を作製し
た。虚血の程度は、超音波ドップラー法を用
いて定量し、患側/健側の血流量比を指標とし
て評価した。2種類のモデルに関して、図 3b
の方法で安定してより強い虚血が誘導でき
たことから、治療実験でもこの方法を用いた。 
 

図 3 下肢虚血モデルマウスの作製 
	
(5)	治療実験	
	 myr-akt発現mRNA 10 µgを含むナノミセ
ル溶液をハイドロダイナミクス法により投
与した。その 1日後に血管の結紮を行い、そ
の後経時的に虚血の評価を行った。 
	
４．研究成果	
(1)	ナノミセル調製条件の最適化	
	 ルシフェラーゼ (Luc)mRNA を用い、
mRNA 投与後の下肢筋肉における Luc 発現
量を指標にナノミセル調製条件の最適化を
行った。まず、分子量が 12k, 23k, 42kの PEG
を持つナノミセルを調製し PEG 鎖長に関す
る検討を行った。すると、長鎖 PEG を用い
た場合に高い発現が得られた。このメカニズ
ムに関して、PEG鎖を伸長することで、ヌク
レアーゼの結合による mRNA 酵素分解や、
他のアニオン分子の結合によるナノミセル
の解離を防ぐ機能が向上したためであると
想定された。以降 42k PEGのナノミセルを
用いた。 
	 続いて、ブロック共重合体と mRNA の混
合比に関しても検討した。すると+/-比の増加
に伴って、Luc 発現量も増加した。一方で、
+/-比を増加することで、カチオン性ポリマー

に起因する組織傷害性も増加するため、以降
+/-比 4 の組成のナノミセルを用いた。また、
このナノミセルから得られる Luc 発現量は、
mRNA単体投与を行った場合や、市販の遺伝
子導入試薬であるポリエチレンイミンを用
いた場合と比べ 10 倍以上高く、ナノミセル
を用いることで in vivo 局所投与において優
れた mRNA 導入効率を得られることが明ら
かとなった。 
	 また、Luc発現の持続性に関しても、その
発現量を経時的に観察することで評価した。
すると、1 週間程度にわたって持続すること
が明らかとなった。この結果は、効果の持続
性の観点で、mRNA導入がタンパク質の直接
投与と比べて優れた方法論であることを示
唆している。 
	
(2)	下肢虚血モデルマウスに対する治療実
験	
	 次に下肢虚血モデルマウスに対する治療
実験を行った。myr-akt 発現 mRNA を投与
した群と、バッファーを投与した群において、
患側/健側の血流量比を指標として、虚血の程
度を評価した。すると、いずれの群でも経時
的な血流量の回復が観られたものの、
myr-akt mRNA投与群で、虚血 1日後、7日
後においてより強い血流量の回復効果を認
めた(図 4)。虚血後の様々な細胞種の細胞死
が抑制された結果、血流量が維持されたもの
と想定された。 
 

図 4 myr-akt mRNA 導入後の下肢血流量 超

音波ドップラー法にて血流量を測定し、患側

/検測の血流量比を示した。* <0.05	
 
(3)	全身投与型 mRNA 搭載ナノミセルの設
計 
	 以上のように抗アポトーシス因子 mRNA
を用いることで、下肢虚血に対して治療効果
が得られることが明らかとなったが、ここで
用いたハイドロダイナミクス法はやや侵襲
的な方法である。将来の臨床応用を目指す上
では、より低侵襲な静脈内からの全身投与に
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よる治療が望まれる。局所投与では投与した
ナノミセルは速やかに標的細胞に到達する
が、全身投与の場合は、標的細胞に到達する
までの間、血液中で mRNA の酵素分解を防
ぐ必要がある。したがって、全身投与では局
所投与の場合と比べて、より安定な高分子ミ
セルを設計する必要がある。 
	 そこで、全身投与型のナノミセル設計に関
して以下 2つの戦略で取り組んだ(図 5)。(戦
略 1) ブロック共重合体のポリカチオン部分
に関して、これまでポリアスパラギン酸側鎖
にアミノエチレンが 2回繰り返した構造を持
つ PAsp(DET)を用いていたが、その繰り返し
数が 3, 4 回のものも合わせて検討した。(戦
略 2) ブロック共重合体のω末端にコレステ
ロール(Chol)基を修飾することで、疎水性相
互採用によりナノミセルコアを安定化させ
た。 
 

図 5 mRNA 全身投与のための高分子ナノミセ

ルの安定化戦略 
 
	 まず、血清中での酵素分解を定量 PCR 法
にて検討したところ、カチオン部分に関して
繰り返し数が 2回のものと比べて、3, 4回の
もので酵素耐性の向上を認めた。また、Chol
基修飾により酵素耐性はさらに向上した。次
に、繰り返し数 4回のものに関して、マウス
尾静脈より投与し、2.5 分後の血液中での
mRNA 残存量を調べたところ、Chol 基を修
飾していないナノミセルでも、mRNA単体と
比べ 1,500 倍程度血中残存量が増加した(図
6)。さらに、Chol基を修飾したものでは、未
修飾の場合と比べて、3倍以上mRNA残存量
が向上した。このように全身投与においても、
高い血中安定性を示すナノミセルの開発に
成功した。なお、この mRNA 搭載ナノミセ
ルを用いて、膵臓がん皮下移植モデルマウス

の治療にも成功したことから、本システムで
疾患治療に十分な量のタンパク質発現が得
られることが分かった(Biomaterials 2016, 
82: 221-228)。これまで技術的に困難とされ
ていた mRNA 全身投与による疾患治療に成
功した世界に先駆けた報告である。 
 

図 6 mRNA全身投与後の血中滞留性 2.5 分後

に血中に残存している mRNA 量を定量 PCR 法

にて測定 
 
	 今後は、このような全身投与型の mRNA
搭載ナノミセルを、下肢虚血をはじめとした
虚血性疾患へと応用する予定である。虚血部
位では組織傷害に伴い、血管透過性が亢進し
ているため、ナノ粒子が選択的に集積するこ
とが知られており、mRNA搭載ナノミセルも
患部へ集積することが期待される。さらに、
ナノミセル表面に患部へ特異的に結合する
リガンドを搭載することで、集積性をさらに
向上できる可能性もある。 
 
(4)	結論 
	 本研究では、最適化されたナノミセルに抗
アポトーシス因子 mRNA を搭載し、ハイド
ロダイナミクス法によりマウス下肢へ投与
することで、下肢虚血疾患に対して治療効果
を得ることに成功した。また、それと並行し
て、mRNA全身投与型ナノミセルの開発にも
成功したことから、今後、このシステムを下
肢虚血疾患へと応用することで、より低侵襲
な方法での治療が可能となり、将来の臨床応
用へ展開できることが期待される。 
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