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研究成果の概要（和文）：遺伝子デリバリーシステムが標的細胞と interactive に情報交換を行

い、細胞の協力を得ながら遺伝子発現効率を飛躍的に促進できるシステムを開発することを目

的とした。本研究ではこれをスイッチ機能と呼び、KALA 修飾リポソームをモデルとして、ス

イッチ機能を担う遺伝子群の探索と同定を行った。さらに、スイッチ機能を搭載した人工遺伝

子デリバリーシステムを開発し、in vivo で機能するシステムへと展開した。 
 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to develop a novel gene delivery 

system with a switch function which can interact with target cells to enhance trans gene 

activities. 
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１．研究開始当初の背景 

核酸医薬を実現するためには、安全かつ有

効な遺伝子デリバリー技術は不可欠である。

これまでの人工遺伝子デリバリーシステム

の開発においては、細胞内動態の素過程の効

率促進が大きな課題であった。我々は独自の

コンセプトに基づいて、多機能性エンベロー

プ型ナノ構造体(Multifunctional Envelope- 

type Nano Device: MEND)を開発し、分裂細

胞ではアデノウイルスと同等の遺伝子発現

を誘起することに成功した。 
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Helenius らは、「ウイルスが細胞内に進入す

るとき種々のシグナル伝達経路に影響を与

え、自分自身を侵入しやすくするのみならず、

遺伝子発現を有利にしていると報告した。こ

のような状況下、「ウイルスベクターの核内

送達以降の優れた発現効率」とが結びつき、

「アデノウイルスには導入した遺伝子の発

現を促進する（スイッチをオンにする）機能

がある」あるいは、「現行の人工ベクターで

は細胞内の遺伝子発現に関わるシグナルを

抑制する（スイッチをオフにする）因子があ

る」という仮説を持つに至った。 

 
２．研究の目的 

本申請研究は、（１）遺伝子導入による遺

伝子発現変動の網羅的解析、（２）遺伝子発

現を促進・抑制する制御因子の同定と機能解

析、（３）スイッチ機能搭載型 MEND の開発、

（４）in vivo における治療効果の検証、か

らなる。 

本研究のアウトプットとして、DNA ワクチ

ン技術への応用を考えた。DNA ワクチンは、

癌、感染症などの様々な疾患に対して適応可

能な優れた細胞治療法である。DNA ワクチン

による細胞性免疫を誘起する上では、樹状細

胞において高い遺伝子発現を発揮すること

ができる遺伝子デリバリーシステム、及び、

抗原提示した樹状細胞を活性化するための

アジュバントの開発が重要な課題となる。樹

状細胞は、通常は自己への攻撃を回避するた

め、機能的に抑制状態にあると考えることが

できる。本研究で目指すスイッチ機能による

機能活性化というコンセプトは、通常は機能

が抑制されている細胞を標的にした方が解

析しやすいと考えられる。 

 
３．研究の方法 

 本粒子表面に対して、ペプチドを修飾する

ために、各種ペプチドの脂質誘導体を合成し

た。細胞内動態比較の評価をおこなうため、

細胞内への取り込み量や核移行量をリアル

タイム PCR 法によって解析した。また、マ

イクロアレイ解析を用いることで、各種粒子

を樹状細胞とインキュベーションした際の

mRNA発現変動を解析した。遺伝子発現レベル

は、マーカーとしてルシフェラーゼを用いた

遺伝子を用いた際の化学発光量により測定

した。産生されるサイトカインレベルに関し

ては、ELISA 法を用いて解析した。 

 
４．研究成果 

DNA ワクチンを開発する上で、樹状細胞へ

の遺伝子導入法の確立は重要な課題である。

我々は、遺伝子送達を可能とするための基盤

技術として、遺伝子とポリカチオンからなる

凝集体コアを脂質エンベロープによって封

入した多機能性エンベロープ型ナノ構造体

（MEND）を構築してきた。その中でも、pH依

存的に膜融合性を示す KALA ペプチドを修飾

した MEND（KALA-MEND）は、従来から開発し

てきたオクタアルギニン（R8）修飾 MEND

（R8-MEND）と比較して極めて高い遺伝子発

現を示した。細胞内動態比較の観点から、細

胞内への取り込み量や核移行量について、リ

アルタイム PCR 法を用いて解析を行ったが、

両者の間に大きな違いは認められなかった。

このことから、KALAには、樹状細胞の細胞膜

表面上の何らかの分子に相互作用し、スイッ

チを押すことで、細胞内シグナルパスウェイ

を活性化し、最終的に転写過程を活性化する

のではないかと考えた。  

マイクロアレイを用いて KALA－MEND 及び

R8-MENDトランスフェクション時の mRNA発現

変動を解析した結果、KALA-MEND トランスフ

ェクション群において遺伝子発現レベルの

大きな変動を示すことが明らかとなった。ま



 

 

た、転写に関連する遺伝子群に着目した結果、

KALA-MEND においては、STAT１や NKｋB など

の遺伝子が促進しており、また、使用してい

るプラスミド DNAのプロモーター配列にこれ

らの結合配列が含まれるため、KALAは細胞に

何らかの刺激を加え、転写活性化を誘起する

ことが示唆された。 

JAK/STST 系の阻害剤存在下における遺伝

子発現活性を解析した結果、その活性は、濃

度依存的に劇的に阻害されることから、本シ

グナル経路の活性化が、遺伝子発現の上昇と

密接に関わる現象であることが示唆された。

また、これらの免疫応答に関わる転写因子の

活性化に伴い、各種サイトカインの産生も優

位に高く上昇することが示されたことから、

本ペプチド修飾 MEND は、細胞内シグナルの

活性化を介して遺伝子導入効率を促進する

のみでなく、同時に樹状細胞を活性化するこ

とも明らかとした。KALA-MEND のうち、どの

要素が活性化に関わるのかを明らかとする

ため、遺伝子を除いた KALA－リポソームある

いは、KALAペプチド単独の活性化能を評価し

た結果、遺伝子、KALAペプチド、脂質エンベ

ロープすべてがそのアジュバント活性に重

要な因子であることが明らかとなった。 

KALA修飾 MEND（KALA-MEND）のトランスフ

ェクションは、樹状細胞に対して劇的なシグ

ナル活性化を引き起こし、さらには NF-kB や

STAT などの活性化を介した樹状細胞の活性

化を行うことが明らかとなってきた。また、

本細胞の活性化過程において、KALA修飾 MEND

の構成成分のうち、内封した遺伝子、KALAペ

プチド、脂質エンベロープすべてが重要な因

子であることが明らかとなった。本年度は、

そのメカニズムについて詳細に解析を試み

た。各種 toll 様受容体の欠損マウスから単

離した樹状細胞においても、同様な活性化が

引き起こされることも明らかとなった。また、

本細胞の活性化には、遺伝子を封入する脂質

膜の融合性も重要であることも示された。こ

れらのことから、遺伝子の細胞質への輸送が

免疫活性化の引き金となることが示唆され

た。活性化により産生されるサイトカインの

プロファイルを解明した結果、IL1βや I型イ

ンターフェロンなどの産生が高く、これは、

既存のアジュバント（LPS や CpG 配列含有オ

リゴヌクレオチド）により活性化された場合

と比較しても大きく異なるものであった。さ

らに、これら KALA-MEND特有のサイトカイン

類の産生プロファイルより、インフラマソー

ムや STING経路などの活性化がその機構とし

て考えられた。本仮説を検証するために、各

種経路に対する阻害剤を用いた際のサイト

カイン産生量を測定した結果、共に劇的な抑

制が認められた。これらの結果より、

KALA-MEND による免疫活性化には、外来遺伝

子の細胞質輸送が極めて重要であり、さらに

その経路には、長鎖 DNAに対する細胞質セン

サーが関与することが明らかとなった。 

 本 MEND により抗原発現プラスミドを導入

した骨髄由来樹状細胞をマウスの皮下に免

疫することにより、免疫活性化剤の有無によ

らず高い癌の予防効果が得られることが明

らかとなった。本結果からも、本ペプチド修

飾粒子は、高い抗原遺伝子導入活性とアジュ

バント効果を合わせ持つ多機能性粒子であ

り、DNA ワクチンへの展開が期待出来るシス

テムであると考えられる。 
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