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研究成果の概要（和文）：Zn2+配位型エチル化ポリビニルイミダゾール（PVIm-Et）によるZn2+の血清存在下で
の肝細胞内送達を試みると、肝癌細胞株（HepG2）へのZn2+の取り込み量を向上させた。さらに、Zn2+配位型
PVIm-Etは、最も効果的にZn2+によるpDNAの遺伝子発現上方制御が示されたため、Zn2+配位型PVIm-Et核酸複合体
を、HepG2細胞に取り込ませると、培養上清中のインスリン残量の向上が認められた。従って、HepG2細胞による
インスリンの分解抑制に成功した。以上より、肝臓におけるインスリンの分解を抑制することによりその血中濃
度を高める革新的な治療法を確立するための有望なデータを得た。

研究成果の概要（英文）：From a chemical structure perspective, ethylated PVIm (PVIm-Et) chelated the
 most Zn2+ ions compared to methylated PVIm (PVIm-Me) and butylated PVIm (PVIm-Bu).  The resulting 
Zn2+-chelated PVIm-Et formed more stable complexes with plasmid DNA (pDNA) complex than non-chelated
 PVIm-Et.  The Zn2+-chelated PVIm-Et delivered the highest amount of Zn2+ ions inside the cell, 
corresponding to the highest gene transfection, resulting in the remains of insulin in the 
conditioned medium.  Therefore, the pDNA complex with Zn2+-chelated PVIm-Et has succeeded in the 
suppression of the insulin degradation by human hepatoma HepG2 cells.  These results are expected to
 establish the new concept of the remote control of insulin concentration in blood for new diabetes 
therapy. 

研究分野：生体材料学

キーワード： 薬物送達システム　亜鉛イオン　核酸　糖尿病治療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

生体内において、唯一の血糖降下作用を示
すホルモンであるインスリンは、膵臓から分
泌される。近年、膵臓のβ細胞のインスリン
顆粒膜上に局在する亜鉛トランスポーター
をコードする遺伝子が、糖尿病の疾患感受性
遺伝子の一つであると同定された。さらに、
「亜鉛は膵臓から分泌されたインスリンの
肝臓での分解を抑制する」という新たなメカ
ニズムの存在が明らかとなった。 
 

２．研究の目的 

申請者が、亜鉛と核酸である遺伝子を肝臓
の実質細胞内へ共送達し、亜鉛による遺伝子
発現の上方制御システムを構築してきたこ
とを鑑み、「肝臓へ四元亜鉛核酸複合体を送
達することにより、膵臓の分泌するインスリ
ンの血中濃度を、肝臓への投薬により上昇さ
せる」ことに挑戦する。すなわち、インスリ
ンを補充しその血中濃度を高める常識的な
治療法を覆し、肝臓におけるインスリンの分
解を抑制することにより、その血中濃度を高
める革新的な糖尿病治療法を提案する。 
 

３．研究の方法 

(1)亜鉛核酸複合体の構造最適化 
①亜鉛配位型アルキル化ポリビニルイミダ
ゾール（PVIm-R-Zn）/プラスミド DNA（pDNA）
複合体の調製 
 各種アルキル鎖長を有するアルキル化ポ
リビニルイミダゾール（PVIm-R）を合成し、
酢酸亜鉛と混合後、透析により余剰の亜鉛イ
オン（Zn2+）を取り除き、凍結乾燥により、
亜鉛配位型アルキル化ポリビニルイミダゾ
ール（PVIm-R-Zn）を得た（図 1）。本研究で
は、PVIm-R として、炭素数の異なるメチル
(Me：n = 0)、エチル(Et：n = 1)、ブチル(Bu：
n = 3)化ポリビニルイミダゾールを合成した
(PVIm-Me, PVIm-Et, PVIm-Bu)。得られた
PVIm-R-Zn の粒子径およびゼータ電位を測定
し、Zn2+配位量は原子吸光分析により算出し
た。その後、PVIm-R-Zn と pDNA を混合し、
PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の形成は、アガロース
ゲル電気泳動後、粒子径およびゼータ電位を
測定することにより確認した。 

 
図 1 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の調製 

 
②PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の細胞毒性評価 

得られた PVIm-R-Zn/pDNA 複合体をヒト肝
癌由来細胞株（HepG2）へ添加し、アラマー
ブルー法により、細胞毒性を評価した。 
  
(2) 亜鉛核酸複合体の肝細胞によるインス
リンの分解抑制 
①PVIm-R-Zn/pDNA 複合体によるヒト肝癌由
来細胞株（HepG2）内への Zn2+および pDNA の
取込量評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2細胞へ添加
し、細胞を溶解後、原子吸光分析により、細
胞内 Zn2+量を定量した。また、pDNA の取込量
は、ローダミンラベル化 pDNA を用いて、細
胞溶解液の蛍光測定により算出した。 

 
②PVIm-R-Zn/pDA 複合体による HepG2 細胞に
対する遺伝子発現評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2細胞へ添加

し、遺伝子発現をルシフェラーゼアッセイに

より評価した。 
 
③PVIm-R-Zn/pDA 複合体による HepG2 細胞に
対するインスリン分解抑制評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2細胞へ添加
し、培養上清中のインスリンの量を、インス
リン抗体と用いたサンドイッチ型の ELISAに
より定量した。 

 
４．研究成果 
(1)亜鉛核酸複合体の構造最適化 
①亜鉛配位型アルキル化ポリビニルイミダ
ゾール（PVIm-R-Zn）/プラスミド DNA（pDNA）
複合体の調製 

各サンプルの粒子径およびゼータ電位測
定の結果を表１に示す。PVIm-Me および
PVIm-Et は、酢酸亜鉛と混合後、混合前は測
定されなかった粒子径が、それぞれ約 53nm
および約 75nm と確認された。また、ゼータ
電位はそれぞれ約+5.8mV および約+6.2mV で
あった。一方、PVIm-Bu を用いた場合は、粒
子径およびゼータ電位は確認されなかった。
粒子径の出現は、PVIm-R のイミダゾール基に
配位した Zn2+による架橋度の違いによると考
えられる。 

 
表 1 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の粒子径および
ゼータ電位  

 
そこで、原子吸光分析により、PVIm-R に配

位した Zn2+の量を定量すると、PVIm-Me-Zn は
2.9mol%、PVIm-Et-Zn は 3.7mol%、PVIm-Bu-Zn
は 1.8mol%であった。PVIm-R のアルキル鎖長
をブチル基まで長くすると、その立体障害な
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どにより、Zn2+の配位量が低下し、架橋度が
減少し、粒子径の測定が不可能になったと考
えられる。 

得られた PVIm-R-Zn と pDNA を電荷比（+/-）
１および２で混合後、粒子径およびゼータ電
位を測定すると、PVIm-Me-Zn と PVIm-Et-Zn
はそれぞれ約 100nm および約 150nm の細胞取
込に適した粒子径と正のゼータ電位が得ら
れたのに対し、PVIm-Bu-Zn の場合は約 650nm
と大きな粒子径とより大きな正のゼータ電
位が得られた。これらの結果は、Bu 基の疎水
性による粒子の凝集を示唆している。 

アガロースゲル電気泳動実験の結果を図 2
に示す。PVIm-R（+/- = 2）および PVIm-R-Zn
（+/- = 1,2）共に、フリーな pDNA のバンド
は認められなかったため、複合体の形成が確
認された。この時、デキストラン硫酸（DS）
存在下で実験を行うと、PVIm-R/pDNA 複合体
では、フリーな pDNA のバンドが現れたのに
対し、PVIm-R-Zn/pDNA 複合体では、Bu（+/- = 
1）の Bu 基は僅かに現れたが、フリーな pDNA
のバンドは現れなかった。これらの結果から、
PVIm-Zn への Zn2+の配位は、その pDNA 複合体
の安定性も向上させると考えられる。 

 
図 2 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の調製 

 
②PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の細胞毒性評価 

PVIm-R/pDNA 複合体および PVIm-R-Zn/pDNA
複合体を HepG2へ添加した時の細胞生存率の
結果を図 3 に示す。細胞生存率は、Zn2+の配
位およびアルキル鎖長に依存せず、ほぼ 100%
であった。従って、得られた PVIm-R-Zn/pDNA
複合体中の Zn2+は、細胞毒性を示さない適度
な含有量に制御し得たと考えられる。 

 
図 3 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の HepG2 細胞生

存率評価 
 

(2) 亜鉛核酸複合体の肝細胞によるインス

リンの分解抑制 
①PVIm-R-Zn/pDNA 複合体によるヒト肝癌由
来細胞株（HepG2）内への Zn2+および pDNA の
取込量評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2へ添加した
時の細胞内への Zn2+の取込量の結果を図 4 に
示す。電荷比（+/-）が向上すると Zn2+の取込
量は向上した。特筆すべきは、Zn2+の取込量
はアルキル鎖長に依存し、Et 基が最も多く、
次いで Me 基であり、Bu 基はほとんど取込量
が得られなかった。Zn2+の取込量の差は、
PVIm-R への Zn2+の配位量に依存していた。す
なわち、最も配位量の多い PVIm-Et が細胞内
へ最も多く Zn2+を送達した。 

 
図 4 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の HepG2 細胞内

への Zn2+の取込評価 
 
一方、PVIm-R-Zn/pDNA 複合体を HepG2 へ添

加した時の細胞内への pDNA の取込量の結果
を図 5 に示す。pDNA の取込量は、Zn2+の配位
の有無、および、アルキル鎖長にほとんど依
存しなかった。 

 
図 5 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の HepG2 細胞内

への pDNA の取込評価 
 

②PVIm-R-Zn/pDNA複合体によるHepG2細胞に
対する遺伝子発現評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2へ添加した
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時の遺伝子発現評価の結果を図 6に示す。電
荷比（+/-）2 における PVIm-R/pDNA 複合体の
遺伝子発現量に対して、電荷比 1においても、
PVIm-Me-Zn/pDNA 複合体、および、PVIm-Et- 
Zn/pDNA 複合体の遺伝子発現量の方が高かっ
た。これらの複合体は、電荷比 2では、更に
遺 伝 子 発 現 が 向 上 し た 。 こ の 時 、
PVIm-Bu-Zn/pDNA 複合体は、遺伝子発現が得
られなかった。 

 
図 6 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の HepG2 細胞内

への pDNA の取込評価 
 
一方、PVIm-Et-Zn/pDNA 複合体の遺伝子発

現量は、PVIm-Me-Zn/pDNA 複合体の遺伝子発
現量よりも高く、特に、電荷比 2 の
PVIm-Et-Zn/pDNA 複合体の遺伝子発現量は最
も高く、ポジティブコンロトールである電荷
比 8 の分岐型ポリエチレンイミン（PEI）を
上回った。 
 得られた遺伝子発現量は、細胞内に取り込
まれた Zn2+の量（図 4）に依存しており、最
も多く Zn2+を取り込んだ細胞が、最も高い遺
伝子発現を示した。すなわち、PVIm-R- 
Zn/pDNA 複合体の遺伝子発現は、pDNA の取込
量よりも Zn2+の取込量に依存している。これ
らの結果より、PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の遺伝
子発現は Zn2+により情報制御されており、
PVIm-Et-Zn/pDNA複合体が Zn2+と pDNAの共送
達に最適構造であることが明らかとなった。 
 
③PVIm-R-Zn/pDA 複合体による HepG2 細胞に
対するインスリン分解抑制評価 

PVIm-R-Zn/pDNA複合体をHepG2へ添加した
時の培養上清中のインスリンの残存量の結
果を図 7 に示す。Zn2+の配位していない
PVIm-R/pDNA 複合体のインスリン残存量が約
70%の実験条件下、特に、PVIm-Et-Zn/pDNA 複
合体を添加した系は、約 90％のインスリンが
残存していた。つまり、PVIm-Et-Zn/pDNA 複
合体は、肝臓由来細胞によるインスリンの分
解を抑制した。これらの結果は、PVIm-Et- 
Zn/pDNA複合体による肝臓へのZn2+の送達が、
肝臓でのインスリンの分解を抑制し、全身へ
有効濃度のインスリンが循環することを示

唆している。 

 
図 7 PVIm-R-Zn/pDNA 複合体の HepG2 細胞に

よるインスリンの分解抑制評価 
 
(3) 総括・展望 

Zn2+配位型 PVIm-Et と pDNA との複合体を、
HepG2 細胞に取り込ませると、培養上清中の
インスリン残量の向上が認められた。すなわ
ち、HepG2 細胞によるインスリンの分解抑制
に成功した。従って、インスリンを補充しそ
の血中濃度を高める常識的な治療法を覆し、
肝臓におけるインスリンの分解を抑制する
ことにより、その血中濃度を高める革新的な
糖尿病治療法を確立するための有望なデー
タを得た。 
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