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研究成果の概要（和文）： 

遺伝子送達システムにおける標的疾患細胞に対する特異性を多重セキュリティーシステムによ
って高めること目標とした。具体的にはポリエチレンイミン主鎖にシグナル応答性ペプチドを
導入し、疎水相互基も導入したキャリアーを開発し、大きく細胞標的シグナル応答性を向上さ
せることに成功した。さらに、血中での安定性を高めるために、PEG 鎖をがん組織周辺での pH
低下に応答して切除できるように組み込むことで、正常細胞条件に比して 1300 倍という極めて
高い遺伝子発現の活性化を実現できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this research, we attempted to improve cell specificity of gene delivery system with 
multiple securities. Thus, cationic polyethyleneimine and hydrophobic chain were 
introduced into our previously developed intracellular signal-responsive gene carrier. 
The carrier improved cancer cell specificity dramatically. Then, PEG chains were also 
incorporated into the carrier with pH-labile manner to stabilize the polyplex with DNA 
in blood circulation. Obtained carrier realized 1300 times activation in cancer cell 
against normal cell condition. 
 
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000 

 

研究分野：総合領域  

科研費の分科・細目：人間医工学・医用生体工学・生体材料学  

キーワード：遺伝子送達、DDS、遺伝子治療、がん、プロテインキナーゼ 

 
 
１．研究開始当初の背景 

遺伝子治療は、がんなどの有望な治療法であ
るが、正常臓器や正常細胞での副作用により、
その実用が大きく阻まれており、しかも、現
行の遺伝子送達システムはその問題を解決
できていなかった。この問題は、遺伝子治療
そのものにあるというよりも、がん細胞特異
的に遺伝子送達ができないという部分に問
題がった。一方、がんに特異性を持たせて遺
伝子を送達する研究は、がん細胞への蓄積の

みに主眼が置かれており、その戦略のみでは
これ以上の特異性を実現するのは困難な状
況であった。そのため、細胞特異性を高度に
確保できる新規な戦略の創製が望まれてい
た。 

 

２．研究の目的 

上述の問題を解決するために、がんに単純に
遺伝子を蓄積させるだけではなく、従来の
EPR 効果を利用したがん部への蓄積に加え、
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正常細胞では遺伝子を抑制し、がん細胞での
み開放する３段構えの遺伝子送達戦略を創
製することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

細胞内シグナル応答性の付与に対しては、
標的キナーゼとして多くのがん細胞で特異
的に亢進し、悪性度と強い相関がることが知
られているプロテインキナーゼCα(PKCα)
を標的シグナルとし、高分子主鎖にこの酵素
に対する特異基質をグラフトしたタイプの
キャリアーを設計した。すでに開発していた
PKCα基質配列の末端をアジド化し、アセチ
レン基を導入したポリエチレンイミンに側
鎖としてクリック反応により導入した。さら
に、遺伝子との複合体安定化のために、疎水
結合を利用することを考え、基質ペプチドと
ポリエチレンイミン主鎖の間にアルキル鎖
を介入させて分子も合成した。さらに、血中
安定化のために、高分子主鎖に PEG 鎖を直接
種々のモル比で導入したキャリアー、pH感受
性の芳香族イミン結合で導入した pH応答型
キャリアーを合成した。いずれのキャリアー
においても、プラスミド遺伝子との複合体を
調製後、動的光散乱法により粒径とゼータ電
位、血清存在下での安定性を評価した。また、
細胞を用いて、細胞内 PKCαに応答した遺伝
子発現の活性化（シグナル応答性）を評価し
た。さらに、皮下に種々のがん細胞を移植し
た担ガンマウスを用いて、ルシフェラーゼ遺
伝子の発現を評価することで、がん細胞特異
的な遺伝子発現の活性化を評価した。 
 
４．研究成果 

導入遺伝子活性化のための標的キナーゼ
シグナル応答型キャリアーに関しては、主鎖
がポリアクリルアミド型のキャリアーをす
でに開発していたが、そのシグナル応答性は
10倍程度であった。そこでそのシグナル応答
性の向上を目指した。これまで主鎖としても
強いていた中性のポリアクリルアミド系高
分子に対し、さらに遺伝子との相互作用を増
強させ、しかも細胞内でポリプレックスのエ
ンドソーム脱出能に優れたポリエチレンイ
ミンを用い、これに基質ペプチドを導入する
合成法を考案した。得られた高分子は、種々
の荷電比でプラスミドと複合体を形成した
場合、ポリアクリルアミド型に比してより強
く遺伝子の発現を抑制した。各荷電比での
DNA の凝縮能をエチジウムブロミド追い出し
法により評価したところ、興味深いことに
DNA との相互作用は主として側鎖のペプチド
の正荷電のみが寄与し、主鎖の正荷電は寄与
しないことが分かった。さらに種々のがん細
胞株で PKCα応答型のキャリアーと、側鎖の
基質ペプチド配列のリン酸化部位であるセ
リン残基をアラニン残基に置換した PKCα非

応答型のキャリアーでの遺伝子発現量を比
較し、両者の発現量比をシグナル応答性と定
義した。その結果、シグナル応答性は、ポリ
アクリルアミド型では 10 倍程度であったの
に対し、新型では、細胞内の PKCα活性に依
存して100～1000倍という大きな応答性を実
現した。さらに発現量そのものも 20 倍に増
加した。エンドソーム膜のプロトンポンプの
阻害剤の投与でエチレンジアミン型では大
きく発現量が低下したことから、この優れた
性能はエチレンジアミン骨格が有する優れ
たエンドソーム脱出能に起因することも明
らかとなった。 
 次に、複合体の安定化を図るため、基質と
ポリエチレンイミンの間に長鎖アルキル基
を導入したキャリアーを合成した。これまで
のキャリアーでは、複合体はキャリアー／遺
伝子間の静電相互作用のみに基づいていた
が、このキャリアーではキャリアー分子内、
分子間での疎水相互作用がさらに複合体を
安定化できると期待された。得られたキャリ
アーは実際に細胞への複合体取り込み能の
向上を示し、アルキル鎖を導入しない場合に
比べシグナル応答性も 2倍になった。 

ただし、複合体のゼータ電位は正であり、
この戦略での複合体の安定化では血清タン
パクとの相互作用は排除できない。そこで、
血中での安定性向上を図り、キャリアーにさ
らに側鎖としてポリエチレングリコール
(PEG)を導入した。複合体は血清中において、
PEG の導入量依存的に安定性が向上し、凝集
が抑制できた。ところが、遺伝子抑制能を評
価したところ、こちらは PEG 導入量に依存し
て低下してしまった。これは、PEG 鎖の大き
なサイズ排除効果により、立体的に遺伝子
DNA の凝縮が阻害されたためであると考えら
れた。すなわち、PEG により複合体を安定化
すると、標的キナーゼ活性の低い正常細胞で
も遺伝子が働いてしまうという問題が生じ
た。そこで、血中では PEG により複合体を安
定化させ、EPR 効果によりがん部へ漏出した
際に、がん部における pH 低下(pH=6.8 程度)
で PEG が切除される新たなキャリアーを設
計・合成した。その結果、正常細胞条件であ
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る pH=7.4 と、がんの条件であるpH=6.8 で比
較した場合、1,300 倍という大きな遺伝子発
現の差を実現した。 
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