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研究成果の概要（和文）：親水性高分子であるポリエチレングリコールとカチオン性高分子から

なるブロック共重合体がポリアニオンである pDNA と水中で自発的に会合して形成する高分子

ミセルを用い、全身投与で血管疾患の治療を可能にする遺伝子デリバリーシステムの開発を行

った。各種インテリジェント機能を付与した高分子ミセルを設計し、血中での安定性の向上、

疾患部位の標的化、細胞内動態の制御、搭載遺伝子の効果的な放出を達成した。 

 
研究成果の概要（英文）：I developed systemic gene delivery systems for vascular diseases 
using polymeric micelles, composed of poly(ethylene glycol)-polycation block copolymers 
and plasmid DNA. I designed polymeric micelles with various intelligent functions, and 
they achieved an enhancement of stability in blood stream, targeting to disease regions, 
controlling intracellular trafficking, and effective release of encapsulated gene. 
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１．研究開始当初の背景 
 血管壁を標的とした遺伝子治療において
様々な基礎・臨床研究が行われているが、臨
床に応用できるような有効なシステムの開
発は未だ達成されていない。血管壁への遺伝
子導入では、血中の酵素や血清蛋白などによ
り容易に遺伝子が分解されてしまうこと、さ
らに血流にのった移動や拡散により標的部
位における特定の細胞への取り込みが困難

であることから、その遺伝子導入効率は非常
に低い。またこれまで遺伝子治療の中核を担
ってきたウイルスベクターは、その高い遺伝
子導入効率から汎用されてきたが、免疫反応
の惹起などの安全性の問題や製剤的な観点
から臨床への応用には懸念が抱かれている。
このような背景より、高い遺伝子導入効率を
達成しうる安全性と生産性を具備した非ウ
イルスベクター開発への期待が高まってい
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る。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでに高分子ミセル型非ウ
イルスベクターの研究開発を行ってきた。こ
こでいう高分子ミセルとは、親水性高分子で
あるポリエチレングリコール(PEG)とカチオ
ン性高分子からなるブロック共重合体が、ポ
リアニオンであるプラスミド DNA (pDNA)や
siRNA と水中で自発的に会合して形成するコ
ア-シェル型のナノ構造体である。本申請研
究では、各種インテリジェント機能を高分子
ミセルに付与することで、全身投与で血管疾
患の治療を可能にする遺伝子デリバリーシ
ステムの開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 

 全身投与による血管疾患部位特異的な遺
伝子導入を可能にするインテリジェント機
能として、(1)血中での安定性の向上、(2)疾
患部位の標的化、(3)細胞内動態の制御、(4)
搭載遺伝子の効果的な放出、を可能にする内
核架橋やペプチドリガンド等を付与し、各機
能の評価を行う。 

(1)血中での安定性の向上：外殻を生体適合
性の PEG で覆われた高分子ミセルは,裸の
pDNA と比べて核酸分解酵素による分解を回
避することができる。しかしながら、血中に
投与され標的となる疾患部位に到達し十分
な機能を発現するためには、その血液中での
安定性は必ずしも満足いくものではない。そ
こで本研究では、還元環境に応答して開裂す
るジスルフィド架橋(SS 架橋)をミセル内核
に施しミセルの更なる血中での安定性向上
を図る。また、カチオン性高分子への疎水性
基の導入についても併せて検討する。 

(2)疾患部位の標的化：血管壁への遺伝子導
入において、疾患部位を特異的に認識し、能
動的かつ速やかに細胞内へ取り込まれるこ
とが重要である。本研究では、血管内膜肥厚
部位の細胞に過剰発現しているαvβ3インテ
グリンレセプターを特異的に認識する環状
型のRGDペプチド(cRGD)をリガンドとしてミ
セル表層に付与し、血管疾患の標的化を行う。
In vitro実験として血管内皮細胞や平滑筋細
胞に対して、in vivo実験として内膜肥厚ラ
ットモデルに対して、ミセルの取り込みおよ
び遺伝子導入効率についてcRGDリガンドの
評価を行う。また、簡便に評価可能な動物モ
デルとしてがん皮下移植マウスを使用し、評
価を行う。 

(3)細胞内動態の制御：高分子ミセルは 100nm
前後のサイズであり、エンドサイトーシスに
より細胞内に移行し、エンドソームを経て最
終的にリソソームに局在するものと考えら

れる。リソソーム内で核酸は容易に酵素加水
分解を受けてしまうため、遺伝子ベクターに
とってリソソームへの局在を回避すること
は非常に重要である。一方、cRGDペプチドを
ミセル表層へ付与すると細胞内での分布が
変化し、リソソームへの局在を回避する可能
性を見いだしていた。本研究では cRGD ミセ
ルの細胞内動態について、蛍光標識したミセ
ルを調製し、細胞内オルガネラマーカーを用
いてどのような場所にミセルが局在してい
るのか、どのような経路を辿って細胞内を移
動しているのかを、共焦点顕微鏡により定性
的かつ定量的に解析する。 

(4)搭載遺伝子の効果的な放出：高分子ミセ
ルに内包された pDNA は、血中などの細胞外
では強固に保護される一方で、細胞内の適切
な場所で放出される必要がある。本研究では
pDNA 放出の on-off 制御のために還元環境に
応答して可逆的に開裂する SS結合を利用し、
内包 pDNAの放出挙動について評価する。 
 
４．研究成果 

(1)血中での安定性の向上 

①SS 架橋ミセル：ミセル内核に SS 架橋を施
すことで、培養細胞に対する遺伝子導入効率
が上昇することを確認した。また、既存の遺
伝子ベクターと比べて血中滞留性を向上さ
せることに成功した(図１)。治療遺伝子とし
て血管新生を阻害する可溶型 VEGF レセプタ
ー-1(sFlt-1)を発現する pDNA を、モデルと
して膵がんを皮下に移植したマウスを使用
し、ミセルを尾静脈より全身投与したところ
最適な架橋率のミセルにおいて有意にがん
の増殖を抑制することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ SS 内核架橋率と血中滞留性 

②カチオン性高分子への修飾：申請者らは以
前に、非常に低毒性で生分解性機能を有し、
高い遺伝子導入効率を達成できる PAsp(DET)
ポリカチオンを報告していた。しかしながら、
DNA や RNA などのポリアニオンとの会合力が
弱く、全身投与には不向きであるという欠点
を有していた。そこで PAsp(DET)の会合力の



向上をねらい、ステアロイルやコレステロー
ルなどの疎水性基を PAsp(DET)へと修飾した
(図２)。疎水性基を修飾したブロック共重合
体は pDNA や siRNA との会合力が増加し、著
しい毒性を惹起することなく高い遺伝子導
入効率ならびに遺伝子抑制効率を示した。ま
たマウス全身投与後の血中滞留性が向上し、
治療遺伝子を搭載した担がんマウスの治療
評価では、全身投与することで有意に高いが
んの増殖抑制効果を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ コレステロール修飾ミセル 

(2)疾患部位の標的化 

①cRGD-SS架橋ミセル：SS架橋ミセルの表層
に環状型RGDペプチドリガンドを付与するこ
とに成功した。αvβ3インテグリンレセプタ
ー発現細胞に対する遺伝子導入実験では、そ
の遺伝子導入効率は著しく上昇した(図３)。
また共焦点顕微鏡を用いたミセルの細胞内
動態観察により、遺伝子導入効率の上昇は、
取り込み量の増加ではなく細胞内動態の変
化に起因することが明らかになった。膵がん
を皮下に移植したマウスに全身投与したと
ころ、がん周辺の新生血管(αvβ3インテグリ
ンレセプターを過剰発現している)への集積
量が上昇していた。 

 

 

 

 

 

図３ cRGD-SS架橋ミセルの in vitro 評価 

② cRGD-PEG-PAsp(DET) ミ セ ル ： PEG-PAsp 
(DET)ブロック共重合体に cRGD を導入した
cRGD-PEG-PAsp(DET)を合成した。ラット頸動
脈内膜肥厚モデルに対して局所投与して評
価を行ったところ、cRGDリガンドを導入する
ことにより患部での遺伝子発現が持続する
ことが確認できた。また蛍光標識 pDNA を用
いた患部への集積評価では、cRGD ミセルが有
意に高い集積性を示した。cRGDリガンドの高
分子ミセル型遺伝子ベクターへの導入が、血
管疾患を標的とするうえで有効であること
を明らかにした。 

(3)細胞内動態の制御： 

①cRGD-SS 架橋ミセル：cRGD-SS 架橋ミセル
について、蛍光顕微鏡・共焦点顕微鏡を用い
て細胞内での挙動をリアルタイムで評価し
た。PEGの分子量が 12,000のミセルでは cRGD
の有無による細胞内での挙動に違いが見ら
れなかったが、PEGの分子量が 17,000 のミセ
ルでは cRGD の付与により顕著に早い細胞内
取り込みとスムーズに核周辺へ移行するこ
とが確認できた。高分子ミセル型遺伝子ベク
ターを開発するうえで、患部の標的化のため
には 17,000 前後の分子量の PEG を利用し、
リガンドを導入することが有効であること
を明らかにした。 

②PEG-PAsp(DET)/PAsp(DET)ハイブリッドミ
セル：高分子ミセル型遺伝子ベクターは、表
層の PEGが生体成分との非特異的相互作用を
抑制して毒性の低下に寄与する一方で、エン
ドソーム脱出機能を阻害して遺伝子導入効
率を低下させてしまうというジレンマを抱
えていた。そこで PEG-PAsp(DET)と PAsp(DET)
を混合して作製したハイブリッドミセルに
ついて検討した。最適な割合で混合したミセ
ルについては、PEG-PAsp(DET)ミセルと同等
の毒性を維持しつつ、PAsp(DET)ポリプレッ
クスと同レベルの高いエンドソーム脱出効
率・遺伝子導入効率を示した。 

(4)搭載遺伝子の効果的な放出 

①cRGD-SS架橋ミセル：(1)血中での安定性の
向上のところで示したように、SS 架橋ミセル
は培地中での安定性ならびに血中滞留性の
向上を示すとともに、細胞内還元環境に応答
した内包 pDNAの放出挙動を示した。 

②PEG-SS-PAsp(DET)ミセル(図４)： PEG と
PAsp(DET) の 間 を SS 結 合 で 連 結 し た
PEG-SS-PAsp(DET)を合成することに成功し
た。ミセル表層の PEGは細胞外ではミセルの
分散安定性の向上および毒性の低下に寄与
する一方で、細胞内還元環境に応答して開裂
することで、効率のよいエンドソーム脱出、
内包遺伝子の pDNA の効果的な放出を達成し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ PEG-SS-PAsp(DET)ミセル 
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