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研究成果の概要（和文）：炭酸アパタイトはリン酸カルシウムの一種であり、従来のリン酸カ

ルシウム法よりも生成する粒子サイズが微小になり、かつ細胞内の酸性環境により迅速に溶解

するようになるため遺伝子導入効率を向上させることができる。本研究では炭酸アパタイトナ

ノ粒子を用いて DNA や mRNA,タンパク質などの様々な生体高分子を極めて効率的に細胞内へ導

入できる世界に類例のない手法を開発した。それに基き、炭酸アパタイトナノ粒子キャリヤー

設計を、基礎研究から医療応用まで様々な応用の可能性を追求、提起した。 

 
研究成果の概要（英文）：Targeted genes and relatives DNA RNA protein and drug involved delivery 

has received much attention throughout the world. In this study, we show for the first time pH-sensitive 

delivery of  gene and relatives based on biocompatible inorganic nanoparticles of carbonate apatite 

being highly stable at the typical physiological pH and quickly degradable at the typical pH of 

endosomal compartment. This nano sized (100-300 nm) apatite-gene conjugates demonstrated huge 

uptake of drug to various cells as determined by Florescence microscopy and flow cytometry. The 

application of carbonate apatite nanocarriers systems to stem-cells(ES, EC Cells) are successfully done 

with aid of cell-recogonizable nano-biomaterials such as chimeric antibodies as well as sugar-carrying 

polymers design. 
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１．研究開始当初の背景 
動物細胞へ特定の遺伝子をデリバリーする

手法は、遺伝子治療や DNA ワクチンなど、ヒ

トの疾患を治療・制御する新技術の開発にお

いて非常に重要である。ウイルスを用いた系

では DNA の導入効率は高いが、ウイルス感染

や白血病の発生など、副作用や安全性の面で

重大な問題がある。これらの理由から、非ウ

イルス性の人工材料系遺伝子デリバリーシ

ステムは臨床での必要性が増加している。し

かし、非ウイルス性の遺伝子デリバリーキャ

リアはここ３０年研究され続けているにも

かかわらず、遺伝子導入効率がウイルス性の

ものと比較すると非常に低い。我々は世界で

初めて、高い pH 感受性を有する炭酸アパタ

イトのナノ粒子に細胞を認識する分子を付

与したキャリアを開発し、これを用いて動物

細胞に DNA や siRNA、タンパク質や低分子量

薬物を導入することに成功した。 

このナノ粒子はＤＮＡに対し高い親和性を

示す一方、エンドソーム内における酸性条件

下では迅速に溶解し、「プロトンスポンジ効

果」によって細胞質中へのＤＮＡの放出を促

進させるという特徴を有している。細胞質中

に移動したＤＮＡはその後、核孔を通過する、

もしくは細胞分裂時に核内へ混入されるな

どして細胞質から核へと移行するが、この一

連の過程によって導入されたＤＮＡの最終

的な発現量は既存の手法の平均５−１００倍

に達することを確認した。またウイルスの構

造を参考にして、細胞認識性を有するタンパ

ク質と、非常に親水性の高いタンパク質の２

種類のタンパク質をともにＤＮＡ／ナノ粒

子表面に結合させることにより、ナノ粒子へ

の細胞特異性の付与と、更なる細胞導入効率

の向上をめざした。さらに、フィブロネクチ

ン、コラーゲンなどの細胞外マトリックス

（ＥＣＭ）タンパク質をナノ粒子にコーティ

ングさせることにより、インテグリンを介し

たエンドサイトーシスによる遺伝子導入の

促進効果を見出した。この新しい手法はイオ

ン結晶というリン酸無機物質の特徴と、細胞

認識機能をデザインしやすいという合成高

分子やタンパク質のような有機分子の特徴

とをシナジー的に組み合わせるものであり、

新しい医療用デリバリーシステムを切り開

く画期的なものであると本研究を位置づけ

た。 
 
２．研究の目的 
本研究において我々は生分解性の炭酸アパ

タイトからなる多機能性ナノ粒子開発のス

タート台にたち、これを遺伝子、タンパク質、

siRNA、mRNA および薬物の幹細胞内デリバ

リーに応用し、新たな再生治療法の確立を目

指した。我々は細胞内のエンドソームにおい

ては、その低 pH 環境に応答し、DNA もしくは

RNA を素早く放出する可能性を見出しており、

そのメカニズムの詳細解明を急ぐと共にこ

れらの薬効発現の効率化を図り、さらに高性

能化をめざした。生分解性がなく治療効果の

低かった従来のデリバリー方法(ポリマー

等)と比較して、これらの特徴を有する炭酸

アパタイト粒子は細胞改変法や治療法とし

て圧倒的に優れたものとなる可能性を持っ

ている。 

本研究ではこの炭酸アパタイト粒子の細胞

認識性を高めるためタンパク質と本粒子の

ハイブリッド化条件の最適化をはかる一方、

既に E-カドヘリンや N-カドヘリンの頭部あ

るいは EGF 分子等と抗体 Fc フラグメントと

を組み合わせるキメラタンパクの設計を展

開した。いずれもコーティング安定性とすぐ

れた細胞認識性を併せ持つ融合タンパク質

となった。これらを前述の炭酸アパタイトナ

ノ粒子へのコーティング材料として応用し、

必要に応じてはダブルあるいはトリプルコ

ーティングを施すことにより ES 細胞や各種

幹細胞への選択的な DNA/RNA導入用キャリア

として応用する事をめざした。本研究ではま



 

 

ず<a>炭酸アパタイトナノ粒子の構造制御<

ｂ>細胞特異的な認識性を有する各種のキメ

ラタンパク質の設計とそのナノ粒子への被

覆過程の制御を行った上で次の段階として<

ｃ>各種細胞の相互作用（導入）とその細胞

内運命の解析・機能解析を行った上で最終段

階として ES 細胞を筆頭とする各種幹細胞へ

の遺伝子導入とその増殖分化の制御を目指

した。 

 

３．研究の方法 
(１)炭酸アパタイトナノ粒子の効率的な作成

方法の確立 

①ナノ粒子サイズのコントロールと効率化 

より効率的なデリバリーと機能発現のために、

現在のアパタイト作成方法をベースとしつつ

添加するカルシウム、リン酸、炭酸の濃度、

添加量を検討して、使用する遺伝子の導入に

最適なナノサイズの形成法を確立した。炭酸

アパタイトナノ粒子の作成は、時間、濃度、

攪拌などのノウハウが非常に詳細にわたるた

め、希ガス下での実施を工夫した。A)リン酸

溶液、b)カルシウム溶液、c)マグネシウム溶

液、d)炭酸溶液、e)バッファー溶液、そして

f)遺伝子溶液の混合順や混合時間など、機能

の完璧化をめざして詳細に検討した。 

②遺伝子発現メカニズムの詳細解明 

導入遺伝子の機能発現メカニズムの詳細を検

討するために、遺伝子に蛍光ラベル等の修飾

を施し、細胞内運命の詳細を共焦点レーザー

蛍光顕微鏡等の測定を行った。 

(２)細胞をの特異的遺伝子発現効率向上のた

めの炭酸アパタイトナノ粒子の最適化 

①各種細胞への遺伝子導入効率の検討 

②各種キメラ型タンパク質の分子設計と細胞

特異的な認識素子としてのナノ粒子へのコー

ティング 

本研究では各種細胞、最終的にはＥＳ細胞を

対象とする。キメラタンパク質によってこれ

ら細胞の特異的認識と機能発現性を高めたナ

ノ粒子キャリアーによる細胞内遺伝子送達法

を確立する。機能細胞、特に、ES細胞など各

種幹細胞へ自在に遺伝子送達を行うためのキ

メラタンパク質―炭酸アパタイトハイブリッ

ドナノ粒子を設計した。細胞特異的タンパク

質と炭酸アパタイトナノ粒子のコンポジット

作成を実施した。また炭酸アパタイトナノ粒

子表面に遺伝子をコンプレックス化させた後

さらに、当研究室で開発したPVLA（ガラクト

ース側鎖のポリスチレン誘導体などの改良の

糖鎖含有高分子にてコーティングあるいはコ

ンプレックス形成を実施し、細胞・組織特異

的なシステムとして構築した。 

(３)ES細胞、F9細胞、P19細胞など各種の幹細

胞をin vitro（生体外）で選択的認識するキ

メラタンパク質や糖鎖ポリマーの設計および

それで被露した炭酸アパタイトナノ粒子の細

胞内導入と遺伝子発現とその制御法（m, 

si-RNA, タンパク質など）を詳細に検討した。 

 

４．研究成果 

(1)炭酸アパタイトを用いた遺伝子導入法の

開発 

 生物学やバイオマテリアルの分野では、ア

パタイトとはリン酸カルシウムの一種であ

る水酸アパタイト（ハイドロキシアパタイ

ト）を指す。水酸アパタイトは特に歯の成分

として有名で、歯のエナメル質の約 95％、骨

の約 65％は、水酸アパタイトで構成されてい

る。そのため生体適合性の高い生体材料とし

ても知られており、生理活性分子の輸送キャ

リアとしての研究も行われるようになって

きた。一般的な遺伝子導入法であるリン酸カ

ルシウム法も水酸アパタイトによる導入法

だと考えられている。生体内に存在している

アパタイトには炭酸イオンやマグネシウム

イオンなどの様々な微量成分が置換されて

おり、歯や骨といった部位ごとの硬組織の性

質の違いを生み出している。炭酸イオンを含

有した水酸アパタイトは炭酸アパタイトと

も呼ばれている。 

炭酸アパタイトはリン酸イオンの一部が炭

酸イオンに置換されており、結晶性が著しく

低下していることが知られている。また結晶

成長速度が低下し、析出する粒子のサイズが

減少することも知られている。本研究ではこ



 

 

の炭酸アパタイトが、生体適合性の高い材料

である点と、生成する粒子のサイズが減少す

る点に注目して、リン酸カルシウム法に代わ

る、新しい遺伝子導入キャリアとしての利用

法を検討し、それを開発することに成功した。

本手法では、炭酸イオンをアパタイトに含有

させることにより、粒子のサイズをナノサイ

ズに抑えることができた点と酸性条件下に

おける溶解性を高めることができた点の 2点

が遺伝子導入効率の向上につながったと考

察された。炭酸アパタイトは水酸アパタイト

よりも酸性溶液中における溶解度が高いた

め、炭酸アパタイトと DNA との複合体が細胞

にエンドサイトーシスで取り込まれた後に、

エンドソーム内の低 pH 条件に応答して溶解

し、アパタイトに結合させた DNA を細胞質中

に放出することができると考察している。 

炭酸アパタイト粒子は酸性条件下で迅速に

溶解するため、エンドソームの低 pH 条件下

ですぐに導入したい物質を放出することが

できる。そのため導入物質が過酷な低 pH 条

件にさらされる時間がわずかで済む。このこ

とは細胞内への導入物質がエンドソームや

リソソームの内部で破壊されることがなく、

活性を維持したまま導入できることが判明

した。 

DNA-炭酸アパタイト複合体を HeLa 細胞や

NIH3T3 細胞に添加し、血清存在下で 4時間培

養後、複合体懸濁液を除去して、さらに 24

時間培養したところ、従来のリン酸カルシウ

ム共沈法やリポフェクトアミンを用いた場

合よりも非常に高い遺伝子発現が確認され

た。MTT assay により複合体の細胞毒性を確

認したが、他の方法との差は見られなかった。

以上のことから、炭酸アパタイトによる遺伝

子導入法は、安全性が高く、しかも既存のト

ランスフェクション試薬を上回る遺伝子導

入効率を示す方法であることが確認された。 

(２) 細胞認識性タンパク質を修飾した炭

酸アパタイトによる選択的遺伝子導入 

 炭酸アパタイトを用いた場合でも胚性幹

細胞（ES 細胞）などの特殊な細胞への遺伝子

導入はできず、エレクトロポレーション法や

ウイルスによる方法に頼っていた。ES 細胞や

浮遊培養の細胞は一般的に市販のトランス

フェクション試薬による導入が難しいこと

が知られており、遺伝子導入効率を向上させ

ることが求められる。また、遺伝子治療に用

いる際には、特定の細胞や組織特異的に遺伝

子やタンパク質をデリバリーできることが

望ましい。そこで本研究では、細胞認識タン

パク質を修飾した炭酸アパタイトの使用を

試みた。細胞認識タンパク質として、細胞外

マトリクス（ECM）タンパク質であるフィブ

ロネクチンを使用した。さらに、当研究室で

開発された細胞間結合に寄与している

E-cadherin と抗体である IgG の Fc 領域を融

合したタンパク質である E-cad-Fc で炭酸ア

パタイト複合体を修飾することにより、遺伝

子導入効率を向上させることができるか検

討した。遺伝子導入には、炭酸アパタイト複

合体のみでは遺伝子導入が困難だったマウ

ス胚性癌細胞である F9細胞とマウス ES細胞

の一種である EB3細胞を用い遺伝子導入効率

が向上するか否かを検討した。その結果、F9

細胞と EB3細胞の両方で未修飾の複合体を添

加した場合よりも高い遺伝子発現が確認さ

れた。 

 (３) 炭酸アパタイトによる mRNA、タンパク

質の細胞内導入 

mRNA を導入することのメリットとして、DNA

から mRNAまでの転写過程を経る必要がなく、

mRNA の導入後すみやかにタンパク質を作り

出すことが可能である点が挙げられる。その

ため、mRNA 導入から生理的な効果が得られる

までのタイムラグが起こりにくく、導入後に

目的とした作用が起こりやすい。しかし、通

常 mRNA 自体分解が起こりやすく、長時間保

持しておくことが困難であることや、さらに

mRNA 自体の細胞内への高効率な導入ツール

が確立されていなかったためにあまり利用

されることは少なかった。本研究では、炭酸

アパタイトとリポソームを形成する脂質で

ある DOTAP との複合体を作製し、そこに mRNA

を結合させることで、効果的な mRNA の細胞

内への導入を可能とした。炭酸アパタイト



 

 

-DOTAP 複合体を用いた mRNA 導入では、複合

体が細胞内のエンドソームに取り込まれた

後に、速やかに分解する。これにより、mRNA

が細胞質中に速やかに放出され、エンドソー

ム内の酸性条件下でのダメージが起こりに

くく、比較的多くの mRNA を細胞質中に導入

することが可能になったと考えられる。 

通常の DOTAP やリポフェクトアミン 2000 と

比較して、炭酸アパタイト-DOTAP 複合体を使

用した場合、mRNA の導入効率は 10 倍以上向

上することが確認された。さらに mRNA をリ

ポフェクトアミン 2000 で導入する際、血清

存在下では導入効率の低下が見られたが、本

手法を用いると導入効率の低下は見られな

くなった。このことは、mRNA の導入中も細胞

を血清存在下という好ましい条件下で培養

できることを示している。血清非存在下の不

安定性がなく細胞を安定条件で培養するこ

とが可能である。 

以上のことから炭酸アパタイトは mRNAの細

胞内導入に有効であることが示された。 

最近ではタンパク質を医薬品として利用

することは珍しくなりつつあるが、現在出回

っているタンパク質医薬品は細胞の外から

働きかけるものであり、細胞内で効果を発揮

するものは開発されていない。これはタンパ

ク質が細胞膜を透過できないことに原因が

あるため、タンパク質を細胞内に導入する技

術が利用できれば、細胞内の数多くのタンパ

ク質を医薬品として利用できる可能性が出

てくる。 

しかし、タンパク質の活性を保ったまま

細胞内へ導入するには困難が生じる。 まず、

遺伝子を導入する際と同様の手法で炭酸ア

パタイト-タンパク質複合体を調製し、細胞

内へ導入できるかどうか確認した。FITC で蛍

光標識したウシ血清アルブミン（BSA）と炭

酸アパタイトとで複合体を形成させ、HeLa 細

胞、NIH3T3 細胞に複合体を添加し、4時間後

に細胞表面に残留した複合体を除去してか

ら蛍光顕微鏡で観察した。FITC-BSA のみでは、

細胞内に蛍光が観察されないが、FITC-BSA-

炭酸アパタイト複合体を添加した場合では、

細胞内の蛍光が観察された。 

さらに活性を維持することが難しい酵素に

ついても導入を検討した。βガラクトシダー

ゼを炭酸アパタイトとの複合体作製によっ

て、細胞内へ導入させた後に X-gal を用いて

酵素活性染色を行うと、細胞全体が青色に染

まり、酵素活性を維持したまま導入できるこ

とが確認された。 

これらの結果から、炭酸アパタイトを使用

すると、タンパク質も細胞内に導入できるこ

とが確認された。 
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