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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、安全かつ高い薬効を示すナノ眼科製剤の開発を目指し、核酸医薬密生
型ナノ構造体（NCN）の構造設計と機能評価を目的としている。我々は、まず、自己崩壊性ポリ（カルバメー
ト）誘導体を内核としたNCNを作製した。次に、外部刺激として還元剤を加えるとナノ構造体の自己崩壊が進行
することを動的光散乱測定により実証した。また、内核を金ナノ粒子としたNCNの表層部に糖突出構造を導入す
ると、コロイド分散性が著しく向上する知見を得た。この新奇現象により、がん関連酵素の目視アッセイ法の構
築に成功した。本成果は、眼科治療薬向け核酸医薬デリバリーおよび眼科腫瘍の診断を可能にする基盤技術とし
て期待できる。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop reduction-responsive DNA-based nanostructures 
with a core of self-immolative poly(carbamate) (PC) derivative for highly efficient nano-ophthalmic 
drugs. We first prepared nucleic acid-covered nanostructures containing a disulfide-terminated PC 
derivative core. Dynamic light scattering measurements showed that treatment with a reducing agent 
induced self-immolation reaction of PC derivatives in the nanostructures. We also found that the 
nanostructures exhibit high colloidal dispersibility when sugar protrusion structures are introduced
 into the outermost nucleic acid layer on the gold nanoparticle surface. Using this phenomenon, the 
colorimetric enzymatic activity of tumor biomarkers was successfully demonstrated. This technology 
can allow to create an attractive nanotechnology for highly efficient delivery of nucleic acid drugs
 and diagnosis of ophthalmic tumors.

研究分野：有機機能材料工学

キーワード： コンビネーション化学療法　核酸密生層　ナノ点眼薬　自己崩壊性高分子　眼科製剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかにした核酸密生型ナノ構造体からの特異環境下における核酸医薬リリースは、核酸医薬を外殻、
低分子医薬オリゴマーを内核としたキャリアフリーナノDDS製剤の開発を可能にする。特筆すべきは、本研究は
コンビネーション化学療法向けに、キャリア自身の毒性および薬剤耐性という根本的な問題の解決につながる精
密な構造設計に基づいている。したがって、本研究課題の遂行上で得た知見は、眼腫瘍点眼薬に求められる治療
薬の眼内移行性の向上や循環血流への移行阻害による全身性の副作用の克服にとどまらない。これまでに眼科製
剤として利用が制限された抗がん剤の適用を可能としたナノ医療への幅広い貢献が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生命現象をつかさどる DNA は、高度な分子認識能を有し、かつ環境負荷が低い有機化合物で
あることから、魅力的な“機能素材”とみなすことができる。とりわけ、金ナノ粒子表層部に一
本鎖（ss）DNA を高密度に修飾したナノ構造体は、均一溶液系の DNA にはない特異物性を発現
することから、高機能性の DNA マテリアルとしてバイオ関連分野において注目されている[1]。
その物性は多彩かつユニークで、一例として、非架橋的な凝集現象が挙げられる[2]。非架橋凝集
は粒子表層部で形成した二重鎖（ds）DNA が完全相補の場合、高イオン強度条件下において自
発的な粒子の凝集が観察される。このとき、金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴シフトに伴う明確
な色変化が観察される。興味深いことに、末端がわずか一塩基だけ異なるミスマッチ[2]あるい
は突出構造[3]を形成させた場合、粒子は凝集せず分散状態を保持する。この一塩基の違いが色
変化を与えるという新奇現象は、これまでにヒト由来サンプルを用いた一塩基多型の目視診断
[4]および可逆的な粒子間の距離変化を誘起できる糸ビーズ状ナノ構造体の作製に応用されてい
る[5]。最近、われわれは DNA 切断を薬効メカニズムにもつ抗がん剤の目視探索へ展開できる新
たな構造設計に着手した。すなわち、DNA 損傷剤（ここではブレオマイシン）が誘起する DNA 

切断部位を粒子上の dsDNA に導入することである。これにより、DNA 損傷剤の活性評価法とし
て汎用される放射性元素 (32P)標識化 DNA を用いたゲル電気泳動や高速液体クロマトグラフに
よる分離技術、あるいは蛍光共鳴エネルギー移動に基づく蛍光検出の代替技術として簡便・迅速
な目視スクリーニングが可能となった[6]。また、ナノプラットフォーム上で形成した DNA 密生
層は、血中での安定性と酵素分解に対して耐性をもつことから核酸運搬体（キャリア）としても
魅力的なナノマテリアルを提供している[7]。一方、効率的な核酸デリバリーの実現には血中で
の安定性、内核材料の安全性、さらには細胞内で核酸を高効率に放出できる精密制御が求められ
る。これら課題が克服できれば臨床応用が可能になる。 

 

２．研究の目的 

薬効メカニズムの異なる薬物の同時投与は、コンビネーション治療として知られ、それぞれの
単独投与と比べ高い治療効果および薬剤耐性の克服が期待されている。このコンビネーション
治療では、ドラッグデリバリーシステム (DDS)の利用が血中滞留性や腫瘍集積性といった観点
において重要な役割を担っている。これまでに、脂質、高分子化合物あるいは金属ナノ粒子など
がキャリアとして利用されてきたが、キャリア自身の生分解性や生体適合性が十分でない場合、
その毒性が臨床応用の大きな妨げとなっている。そこで、本研究課題は安全かつ高い薬効を示す
ナノ眼科製剤の開発を目指し、自己崩壊機能を搭載した核酸医薬密生型ナノ構造体（NCN）の構
造設計と機能評価、さらには内核を金ナノ粒子とした目視バイオ分析法の構築を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究改題の遂行にあたり、（1）内核をポリカルバメート（PC）誘導体とした DNA 密生型ナ
ノ構造体の作製とその機能評価、（2）金ナノ粒子を内核としたナノ構造体の作製とバイオアッセ
イ法の構築について検討した。 

（1）内核を PC誘導体とした DNA 密生型ナノ構造体の作製とその機能評価：既報[8]に従って、
ジスルフィド誘導体（BuSS 基）とカルボニルイミダゾール（CI 基）を各末端に有する PC 誘導
体（BuSS-PC-CI）は、片末端を BuSS 基とした PC 誘導体（BuSS-PC-OH）の縮合重合とその後
の末端水酸基の CI 化反応により合成した。次に、BuSS-PC-CI と担体固定化 oligoDNA との固相
反応および自己組織化によりナノ構造体を作製した。最後に、ナノ構造体の水溶液に還元剤のジ
チオトレイトール（DTT）を加え、自己崩壊反応を行った。 

（2）金ナノ粒子を内核としたナノ構造体の作製とバイオアッセイ法の構築：プロピルアミン（C3）
で末端修飾した ssDNA（ssDNA-C3）にガラクトース誘導体を結合した ssDNA-C3-Gal を合成し
た（Scheme 1）。続いて、既報に従って調製した AuNP–ssDNA[3] と混和し、二重鎖形成により
AuNP–dsDNA-Gal を作製した。次に、このナノ粒子分散液に-Gal または-グルクロニダーゼ（-

Glu）（最終濃度: 0.37 pmol/L）を加えて 15 分静置した。最後に、NaCl（最終濃度: 0.5 mol/L）を
添加し、30 分後のナノ粒子の分散性を表面プラズモン共鳴に基づく色調変化で評価した。 

Scheme 1. Preparation of self-assembled nanostructures composed of a dense DNA shell surrounding a 

reduction-responsive PC derivative core. 



４．研究成果 

（1）内核を PC 誘導体とした DNA 密生型ナノ構造体の
作製とその機能評価：ナノ構造体に還元応答機能を付与
するために、BuSS-PC-CI を新規に設計し、その合成を試
みた。1H NMR 測定による構造解析から、BuSS-PC-OH の
全てのピークについて帰属可能であった（Figure 1-(a)）。
また、末端ベンジル基由来のピーク（o）と BuSS 基由来
のピーク（a）の積分強度比から算出した BuSS 基の導入
率は 64%であった。次に、CI 化反応後、末端ベンジル基
に由来するピーク（o）の化学シフト値の変化（4.4→5.4 

ppm）に加えて、新たに CI 基由来のピーク（q）を 1H NMR

により検出した（Figure 1- (b)）。BuSS 基と同様に CI 基
の導入率は 78%と算出され、BuSS-PC-CI を合成するこ
とができた。 

BuSS-PC-CI と oligoDNA（17 塩基）とのコンジュゲー
ト化および透析法を用いた自己組織化によりナノ構造
体の形成を試みた。DLS 測定を行ったところ、ナノ構造
体の流体力学径は 110 nm を示した（Figure 2 a）。次に、
得られたナノ構造体に DTT（20 mM）を加え、50℃で 2

週間静置した。流体力学径が 10 nm 程度の会合体を DLS

測定により観察した。また、同時に大きな凝集体（～1,000 

nm 付近）も含まれていることがわかった（Figure 2 b）。
一方、DTT 処理を室温（20-25℃）で行った場合、2 週間
後の DLS のヒストグラムは自己組織化直後と同様な粒
径（Figure 2 a）を示した。以上より、新規設計により得
たナノ構造体は 50℃に静置することで、PC 誘導体の部
分的な自己崩壊反応の進行が示唆された。今後、細胞内
還元環境下において、選択的な核酸デリバリーを可能と
する基盤技術として期待できる。 

（2）金ナノ粒子を内核としたナノ構造体の作製とバイ
オアッセイ法の構築：C3 または C6 突出型 AuNP–dsDNA

の分散・凝集特性の知見に基づいて設計した AuNP–

dsDNA-Gal のコロイド分散性を目視評価した。-Glu を
添加した溶液は、分散状態に由来する赤色を保持した
（Figure 3 a）。一方、-Gal を添加した溶液は、凝集状態
に由来する紫色に変化した（Figure 3 b）。これは、ナノ
粒子表層部のガラクトース突出構造が-Galによって C3

突出構造になる加水分解反応が進行し、粒子のコロイド
分散性が低下したためであると考えられる。以上より、
AuNP–dsDNA-Gal によって-Gal の酵素活性を目視で
検出できることを明らかにした。今後、腫瘍マーカーの
簡易分析技術としての展開が期待できる。 

このように本研究で明らかにした核酸密生型ナノ構
造体からの特異環境下における核酸医薬リリースは、核
酸医薬を外殻、低分子医薬オリゴマーを内核としたキャ
リアフリーナノ DDS 製剤の開発を可能にする。特筆す
べきは、本研究はコンビネーション化学療法向けに、キャリア自身の毒性および薬剤耐性という
根本的な問題の解決につながる精密な構造設計に基づいている。したがって、本研究課題の遂行
上で得た知見は、眼腫瘍点眼薬に求められる治療薬の眼内移行性の向上や循環血流への移行阻
害による全身性の副作用の克服にとどまらない。これまでに眼科製剤として利用が制限された
抗がん剤の適用を可能としたナノ治療・診断への幅広い貢献が期待できる。 
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Figure 2. DLS size distribution of nano-

structures (a) without DTT at 20-25℃ and (b) 

with DTT at 50℃ for 2 weeks. 

Figure 1. 1H NMR spectra of (a) BuSS-PC-OH 

and (b) BuSS-PC-CI in DMSO-d6 at 25oC. 

Figure 3 Colorimetric assay of -Gal 

activity using AuNP–dsDNA-Gal. 
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