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研究成果の概要（和文）：環状DNAの陰イオンと一価の陽イオンとの結合体であるモノイオンコンプレックス
（MIC）を形成するモノカチオン性ポリエチレングリコール（PEG）の構造最適化の過程で、アミドペンチルイミ
ダゾリウムとPEGのスペーサーに生分解性エステル結合を有するPEGを合成し、環状DNAとのMIC形成による送達シ
ステムを構築した。得られたMICをマウスの脛骨筋へ局所投与すると、投与１週間後から2週間後にかけて持続的
に遺伝子発現量が向上した。この時、組織切片観察からは、脛骨筋組織内の広範囲な遺伝子発現が認められた。
これらの結果より、持続的な遺伝子発現を示すMICの未踏空間への拡散性の付与に成功したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：By optimization of the mono-ion complex (MIC) between our original 
monocationic PEG and plasmid DNA, we have synthesized omega-amide-pentylimidazolium end-modified PEG
 with an ester bond for sustainable gene expression in unexplored space.  The resulting MIC with 
pDNA enhanced gene expression after 2 weeks post-transfection in vivo by intramuscular 
administration in mice.  The gene expression was observed in wide area of tibialis muscles with 
fluorescence microscope.  From these results, we have prepared highly-condensed plasmid DNA for 
delivery to unexplored space in vivo, followed by sustainable gene expression.         

研究分野： 生体材料学

キーワード： 薬物送達システム　モノイオンコンプレックス　プラスミドＤＮＡ　ポリエチレングリコール

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一分子から多分子のタンパク質、RNA、RNA誘導型人工ヌクレアーゼを合成する巨大分子である環状DNAを、MICに
より微小粒子化し、生体内の今まで辿り着けなかった空間へ送達することが可能となる。すなわち、生体個体内
未踏空間への環状DNA一分子の送達は、多分子の治療薬の送達と同義であり、無侵襲的に、生体個体内の任意の
空間におけるタンパク質医薬治療、RNA干渉、ゲノム編集を実現させるDDS基盤技術の確立に繋がるため、難治性
疾患治療において重要な意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

遺伝性疾患をはじめ、未だ死因の第一位であるがんなどの多くの難治性疾患治療分野の革新
のために、治療薬の概念は、タンパク質分子、および、RNA 干渉を誘導する siRNA や非コード
RNAである microRNA などの RNA分子へも拡大している。さらに、最近、遺伝子の改変を可能に
する RNA 誘導型人工ヌクレアーゼ（CRISPR-Cas9）を用いたゲノム編集技術が台頭したことを鑑
み、臨床上の有効性が示された遺伝子治療の工学的実現が期待されている。従って、多分子の
タンパク質、RNA、RNA誘導型人工ヌクレアーゼを一分子から作り出すことの可能な環状 DNA分
子は、治療薬としての優位性を有しており、生体個体内における治療薬送達システム（DDS）を
開発する対象として、益々重要な分子となっている。 
 

２．研究の目的 

環状 DNA単分子の高密度凝縮化技術を開発することにより、環状 DNAを生体個体内の未踏空
間へ送達するシステムを創製し、生体個体内の任意の全細胞での無侵襲的な難治性疾患治療の
ための DDS基盤技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 

（1）モノイオンコンプレックス（MIC）を形成する一価の陽イオンを有する生体適合性高分子
の合成：エステル結合導入型 APe-Im-E-PEG 
 環状 DNA単分子の高密度凝縮化技術の開発
にあたり、標的細胞へのアクセスを向上させ
る PEGジレンマの克服と、細胞質内移行性向
上のためのエンドソーム脱出能を付与する
ため、エステル結合を導入した一価の陽イオ
ン を 有 す る 生 体 適 合 性 高 分 子 の
APe-Im-E-PEGを分子設計した（図 1）。 
環状 DNA と APe-Im-E-PEG とのモノイオン

コンプレックス（MIC）を形成させた後の加
水分解において、MIC 側にカルボキシル基が
露出する様な分子設計を施し、in vivo での
持続的発現を試みた。 

APe-Im-E-PEG は、1-(3-アミノプロピル)
イミダゾールと末端に活性エステルを有す
るエステル基含有ポリエチレングリコール
（PEG）との反応後、6-ブロモヘキサンアミ
ドを用いて、イミダゾールの 4級化反応を行
い合成した。 
 
(2) 環状 DNAと APe-Im-E-PEG との MICの in vivo 遺伝子発現評価 
 MIC の形成は、APe-Im-E-PEGと環状 DNA（pDNA）を 24 時間 37℃の条件下で混合し、アガロー
スゲル電気泳動で評価した。MIC の粒径およびゼータ電位は、上記と同様の方法で MIC を調製
し、動的光散乱法（DLS）および電気泳動光散乱法（ELS）によって測定した。In vivo 持続的
遺伝子発現は、ルシフェラーゼコード pDNA（pGL3）で調製した MICをマウス脛骨筋に局所投与
し、1 週間後と 2週間後に組織を回収後、基質ルシフェリン発光強度測定により評価した。更
に、緑色蛍光タンパク質（EGFP）をコードした pDNA で調製した MICを同様に投与後、脛骨筋の
凍結組織切片を作製し、本研究費で購入したオールインワン蛍光顕微鏡観察により、遺伝子発
現評価を行った。 
  
４．研究成果 
(1) APe-Im-E-PEGの合成と加水分解評価 
 APe-Im-E-PEG の合成は、1H NMR で確認した。ω-アミドペンチル基（APe）、プロピレンイミ
ダゾリウム基（Im）、コハク酸化 PEG（E-PEG）のシグナルを確認し、その積分比から、合成の
成功を確認した。 
 得られた APe-Im-E-PEGを、pH 7の緩衝溶液中で、2 週間インキュベート後、ゲル沪過クロマ
トグラフィーを行ったところ、溶出が徐々に遅延した。溶出の遅延は、分子量の低下を示して
いる。従って、2週間の長期に渡る APe-Im-E-PEGの加水分解の進行が確認された。 
 
(2) APe-Im-E-PEGの細胞毒性評価 
 APe-Im-E-PEG を培養細胞（HepG2）へ添加後、1日後の細胞生存率をアラマーブルー法で評価
すると、ほぼ 100%の生存率を示した（図 2）。この時、コントロールであるポリリジン（PLL）
や分岐型ポリエチレンイミン（b-PEI）では、同じカチオン数で比較したところ、有意な細胞毒
性を示した。これらの結果は、APe-Im-E-PEGのイミダゾリウムカチオンは、PLLや b-PEIのア
ンモニウムカチオンより、細胞膜破壊毒性が低いことを示唆している。 
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図 1 エステル結合導入型モノカチオン性
PEG（APe-Im-E-PEG）の合成 



 さらに、1 週間、および、2 週間インキュベート後の
APe-Im-E-PEG を、pH 7、または、pH 5 の緩衝溶液中で、
赤血球と共にインキュベートすると、pHに依存した溶血
活性を示した。本研究では、pH 5 において、2 週間イン
キュベートした APe-Im-E-PEG が、pH 7 と比較して、最
も溶血活性が向上した（データ省略）。このことは、イン
キュベート時間に依存して、APe-Im-PEGの加水分解が起
こり、露出したカルボキシル基の量が増したことを示唆
している。すなわち、露出したカルボキシル基の pH応答
性により、pH 5でのカルボキシル基のプロトン化に伴い、
赤血球膜破壊活性が亢進したと考えられる。 
 
(3) APe-Im-E-PEGと pDNAとの MIC 形成評価  
 APe-Im-E-PEG と pDNA とを混合し、アガロースゲル電
気泳動実験を行った（図 3）。混合電荷比（+/-）16 にお
いて、フリーな pDNAのバンドが消失し、MIC の形成が示
された。この時、
ゲル内サンプル
注入部位へのリ
ターデーション
が見られなかっ
たことは、 MIC
が負のゼータ電
位を有している
ことを示唆して
おり、実際に測
定すると（図 4 右縦軸）、-10mV程度であった。粒子径は、
約 30nm を下回っており（図 4 左縦軸）、MIC に特徴的な
サイズであると考えられる。 
 さらに、MICの透過型電子顕微鏡観察（TEM）を行うと、
電荷比（+/-）依存的に pDNA が凝縮傾向を示した。しか

し、観察された凝縮傾向は、完全に球状ではなかったため、フレキシブルな構造であることが
考えられる。 
 
(4) APe-Im-E-PEGと pDNAとの MIC の安定性評価 
 得られた MICの安定評価のために、ポリアニオンであるデキストラン硫酸（DS）との競争的
置換反応を行った（結果省略）。すなわち、DS 存在下、アガロースゲル電気泳動を行うと、混
合電荷比（+/-）16 と 32では、MICのバンドが維持されていた。従って、混合電荷比（+/-）16
と 32 の APe-Im-E-PEG/pDNA MICでは、一価の電荷での相互作用にも関わらず、多価の静電的相
互作用の置換に対して、安定であると考えられる。 
  
(5) APe-Im-E-PEGと pDNAとの MIC による in vivoでの持続的遺伝子発現評価 
 図 6にマウス脛骨筋への遺伝子発現評価の結果を示す。pDNA 単独では、MIC投与後 1週間か
ら 2週間にかけて、25%遺伝子発現が低下した。混合電荷比（+/-）32 では、pDNA 単独と比較し
て、約 5 倍高い遺伝子発現を示した。しかし、2週間後には、20％の発現量に低下した。 
 電荷比（+/-）16 では、1週間後では、pDNA単独と比較して、1.5 倍高い遺伝子発現を示した。
特筆すべきことに、2 週間後には、pDNA 単独と比較して、8.5 倍高い遺伝子発現を示した。す
なわち、1 週間から 2週間後にかけて、発現量が 50％増加した。これらの結果は、電荷比（+/-）
16 の APe-Im-E-PEG/pDNA MIC が、本実験条件下、in vivo 持続的遺伝子発現に最適構造である
ことを示唆している。この時、蛍光組織切片観察からも、拡散的な発現が示唆された（図 7）。 
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以上の結果は、難治性疾患治療に対する DDS基盤技術の確立に寄与すると考えられる。 
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