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研究成果の概要（和文）：正に帯電するよう酸処理したりさらに化学修飾したコラーゲンを調製したサンプルを用いて
ヒト由来培養細胞の形質転換効率の変化を調べた。各種コラーゲン試料単独では十分な形質転換効率の上昇は得られず
、添加物質を少しずつ変えながら実験を繰り返し、最適条件を探った。およそ10%程度形質転換効率が上昇したが、実
用化に十分とは言えなかった。経口投与を想定して平均１０数アミノ酸のペプチドにした試料を調整したが、これでも
形質転換効率が大きく上昇することはなかった。

研究成果の概要（英文）：Cationated collagen by acid treatment or by chemically modification is analyzed in
 transformation efficiency using cultured cells. Several derivatives of collagen alone did not show raise 
of transformation efficiency. Several additives are tested and optimal condition are elucidated. Around 10
% raise in efficiency of transformation . Although 10 to 20 amino acid peptides for oral dose are tested f
or transformation, no samples showed outstanding raise in transformation efficiency.
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１．研究開始当初の背景 
元来＋にチャージしているアテロコラーゲ

ンを用いた形質転換効率の向上現象は既に

一部論文にまとめられ報告されていた。また、

GFP に人工的に＋チャージを導入したタンパ

ク質を用いると効率よく改変GFPが細胞に取

り込まれることが報告されていた。このよう

に＋にチャージしていることが鍵になると

予想され、細胞内にタンパク質が取り込まれ

る現象は＋チャージによるエンドサイトシ

ス説が有力視されているが、アテロコラーゲ

ンの場合も同様な機構によるのかははっき

りしていなかった。 

また、毒性を無視した研究用試薬としてはリ

ポフェクトアミンやその改良試薬が非常に

高い形質転換効率を示し、市販されているが、

臨床医療として適用可能な毒性の低い高効

率形質転換薬剤は未開発であった。 

さらに、臨床応用するにあたり、経口投与や

注射など患者の身体に軽い負担の薬剤の開

発が望まれていた。 

そこで、元々体内に存在するコラーゲンやそ

の誘導体を調べれば臨床医療として適用可

能な毒性の低い高効率形質転換薬剤の開発

が期待できた。 

 
２．研究の目的 

アテロコラーゲンは、コラーゲン分子の中の

種特異的な両端部をタンパク質分解酵素で

切除したタンパク性高分子で、当初、細胞接

着因子として新田ゼラチン社により製品化

された。＋チャージを持っていて抗原性が低

いという特徴があり、これは臨床応用可能な

医用素材で、遺伝子治療に向け応用可能であ

る点は大いに注目すべきである。 

そこで、コラーゲン由来の誘導体を改良・最

適化することで導入効率を上げることは十

分可能と期待できる。また、アテロコラーゲ

ンの注目すべき効果としてsiRNAの導入効率

の向上にも効果があることがわかっている。 

siRNA はガン治療に効果があることが示され、

現在最も注目されている核酸医薬の一つで

ある。しかし、まだ効率の良い導入方法が確

立されておらず、また、全身の標的臓器に効

率良く導入する方法がないことが最も大き

な障害になっている。 

有効な治療手段のない全身に転移してしま

ったガン細胞をひとつ残らずノックアウト

するドラッグデリバリーシステムの基盤整

備が本研究の意義である。そのためにまず導

入効率を最適化したコラーゲン由来の誘導

体を同定する。本研究は、本学の塚原俊文教

授と連携・協力しながら行った。われわれは、

アテロコラーゲンを開発し製品化に成功し

た新田ゼラチン社と秘密保持契約を結んで

共同研究を開始しており、精製段階の異なる

さまざまなコラーゲンや化学修飾したコラ

ーゲン由来の試料提供を受け、これらの中か

ら遺伝子導入に最適な試料を探索した。すで

に知られているアテロコラーゲンよりも形

質転換効率のよいコラーゲン誘導体を見つ

けている。さらに、使用するコラーゲン誘導

体はいったん加熱してゲル化した試料でも

形質転換効率向上活性を保持している事実

をつかんだ。このことは加熱滅菌しても形質

転換活性が失われないことを意味しており、

ドラッグデリバリーシステムで臨床応用す

る際に有利になる可能性があった。ナノパー

ティクルと呼ばれる直径がナノメートルサ

イズの固体はガン細胞に特異的に取り込ま

れることが既に知られているが、コラーゲン

誘導体に siRNA を混合し、いったん加熱して

ゲル化した試料をナノパーティクルに加工

すればガン細胞に特異的にsiRNAを取り込ま

せることが可能になると期待できた。本研究

の目的は全身に転移したガン細胞を標的と

する核酸医薬ドラッグデリバリーシステム

の基盤技術開発である。 

 
３．研究の方法 

新田ゼラチン社から１０数種の試料が提供



され、それらについて解析した。 

アテロコラーゲンを用いた核酸導入現象は

導入する核酸試料やアテロコラーゲン試料

の種類に関わらず、核酸試料の導入原理は同

じであると推定される。そこでまず各種精製

コラーゲン誘導体を用いて最も形質転換効

率が良い細胞種の選択を行った。GFP 遺伝子

を入れたプラスミドを選択マーカーとして

NIH3T3 細胞、HEK293 細胞、神経に分化可能

な P19 細胞、初代培養細胞を用いて各種精製

コラーゲン誘導体を添加した状態で形質転

換効率を調べたところ、HEK293 細胞が最も効

率がよいことがわかった。また、既に提供さ

れた試料を解析したところ、アテロコラーゲ

ンよりも導入効率が有意に高い試料が見出

された。当面は HEK293 細胞を用いて最適な

コラーゲン誘導体の探索をおこない、再び形

質転換効率の低い細胞について形質転換効

率の向上がみられるか調査した。 

また、提供されたコラーゲン試料については

試料をいったん加熱し、ゲル化しても十分な

形質転換効率の向上があることが確認され

た。 

新田ゼラチン社から提供されるコラーゲン

試料は、さまざまな誘導体があり、それぞれ

について精製度も異なった試料がある。また、

それらについて化学修飾をほどこすことも

可能である。そこでこれらの中でもっとも導

入効率の良いコラーゲン試料を、HEK293 細胞

を用いて検索した。もしここで精製度が高く

ない試料で高い形質転換効率が得られたも

のがあれば、その試料を分離精製し同定する。

また、精製されたコラーゲン試料については

限定分解してカラムクロマトグラフィーで

分画し、各成分について導入効率を調べた。

また一方、荷電が変化するように官能基を導

入して核酸導入効率を調べた。 

また、経口投与を想定して平均１０数アミノ

酸のペプチドにした試料を調整してこれに

ついても調べた。もし、これで実用化できる

場合、コラーゲン試料を経口投与し、核酸試

薬を注射すれば、血流中の物質を取り込みや

すいガン細胞に集中して薬剤を取り込ませ

ることが期待された。 

 

４．研究成果 

新田ゼラチン社の協力を得て、正に荷電が変

化するよう酸処理したりさらにカチオン化

修飾したコラーゲンを調製した試料を用い

て HEK 細胞の形質転換効率の変化を調べた。

各種コラーゲン試料単独では十分な形質転

換効率の上昇は得られず、添加物質を少しず

つ変えながら実験を繰り返し、最適条件を探

った。およそ 10%程度形質転換効率が上昇し

たが、結局、画像解析装置を用いて自動的に

形質転換効率を測定可能なレベルにまで形

質転換による発光効率を上昇させることに

成功しなかった。 

また、新田ゼラチン社の協力を得てコラーゲ

ン試料を限定分解し、平均１０数アミノ酸の

ペプチドにした試料を調整してもらい、試験

した。これは経口投与を想定した試料調整で

あったが、これでも形質転換効率が大きく上

昇することはなかった。 

当初の計画が期待に沿って形質転換効率を

上昇させれば実用化も可能であったが、期待

したほど形質転換効率を上げることができ

ず、新規性のある発見に乏しい成果しかえら

れなかったため、不本意ながら成果の発表は

見送らざるを得なかった。 
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