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研究成果の概要（和文）：　DNA二重らせん溝へのアルキル鎖の巻き付きによる新しい核酸修飾法を昇華させ、「DNAモ
ノイオンコンプレックス」の新概念を提唱した。モノイオンコンプレックスをマウスの脛骨筋へ局所投与すると、臨床
応用されているnaked DNA 及び一般的なin vivo 遺伝子導入試薬であるjet PEI と比較し、有意に高い遺伝子発現効率
を示した。
　本研究成果である分裂能の低いマウス脛骨筋への遺伝導入の成功は、核膜が保存されている細胞へ外来遺伝子が導入
可能なことを示している。従って、核内事象制御のためのツールの獲得に成功し、非分裂細胞の分化誘導の実現に近づ
いたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：  The new concept of DNA "mono-ion complex" had been established from the DNA modi
fication method by the interaction of the alkyl group with the DNA groove.  The resulting mono-ion complex
 has exhibited significant higher transfection activity for tibialis muscle than clinical naked DNA and co
mmercial in vivo transfection reagent jet PEI.
  The achievement of transfection to mouse tibialis muscle cells with less mitosis suggests the possibilit
y of exogenous gene transfection preserving their nucleus membrane.  Therefore, the resulting tool to cont
rol nucleus event has been established for realizing the differentiation of cell with no mitosis.    
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、これまで、標的の細胞に到達す
るまでは遺伝子を安定に保持させ、到達後に
は不必要な標的指向性の糖鎖分子をエンド
ソーム内で切り離し、細胞内移行後に遺伝子
の放出を促進させるという、遺伝子の保持と
放出の相反する機能の両立を達成した遺伝
子デリバリーシステムを構築してきた。しか
し、核膜が維持されているため遺伝子導入の
難しい非分裂細胞への遺伝子導入に関して
は、未解明のことが残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、近年、生化学の分野で核内コ
ードと呼ばれる「核内タンパク質の翻訳後修
飾が遺伝子発現に向けて重要な役割を果た
す」という核内事象に関する新概念が台頭し
てきたことを鑑み、冒頭に記したデリバリー
システムに、核内事象を制御するキャリアと、
新しい核酸修飾法（DNA 二重らせん溝へのア
ルキル鎖の巻き付き）で核内移行性分子修飾
した遺伝子を、組み込んだ四元遺伝子複合体
を創製する。得られた四元遺伝子複合体を用
い、非分裂細胞への遺伝子導入を行い、細胞
の分化・脱分化制御を試み、再生医療分野で
意義深い生命科学基盤技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA 二重らせん溝へのアルキル鎖の巻き
付きによる DNA の修飾 
①アルキルイミダゾリウム末端修飾PEGの合
成およびDNAとのモノイオンコンプレックス
の形成評価 
 アミノプロピル PEG(Mw:2000)と活性エス
テル基を導入した 1-イミダゾール酢酸を縮
合 反 応 さ せ イ ミ ダ ゾ ー ル 末 端 修 飾
PEG(Im-PEG)を合成した。続いて、各種ハロ
ゲン化アルキルを用いてイミダゾールの四
級化反応を行い、アルキルイミダゾリウム末
端修飾 PEG(R-Im-PEG)を合成した（図１）。本
研究では、炭素数の異なるメチル(Me)、エチ
ル(Et)、ブチル(Bu)及びオクチル(Oc)イミダ
ゾリウム末端修飾PEGを合成した(Me-Im-PEG, 
Et-Im-PEG, Bu-Im-PEG, Oc-Im-PEG)。 

 
図１ アルキルイミダゾリウム末端修飾 PEG
の合成 

 

合成した各種 R-Im-PEG の DNA 修飾能をア
ガロースゲル電気泳動、動的光散乱(DLS)に
よる粒径測定、CD スペクトルにより評価した。 
 
②1-アミド-アルキルイミダゾリウム末端修
飾 PEGの合成および DNAとのモノイオンコン
プレックスの形成評価 
アミノプロピル PEG(Mw:2000)と活性エス

テル基を導入した 1-イミダゾール酢酸を縮
合 反 応 さ せ 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 末 端 修 飾
PEG(Im-PEG)を合成後、6-ブロモヘキサンア
ミドを用いてイミダゾールの四級化反応を
行い、1-アミド-ペンチルイミダゾリウム末
端修飾 PEG(APe-Im-PEG)を合成した(図２)。 
 

  
図２ 1-アミド-アルキルイミダゾリウム 
末端修飾 PEG の合成 
 
合成した APe-Im-PEG の MIC 形成能はアガ

ロースゲル電気泳動、動的光散乱(DLS)によ
る粒径・ゼータ電位測定、及び、CD スペクト
ル測定により評価した。また、モノイオンコ
ンプレックスの安定性評価はデキストラン
硫酸を用いた複合体置換実験より行った。 
 
(2)非分裂細胞への遺伝子導入：In vivo 遺伝
子導入 
①Bu-Im-PEG/pGL3 モノイオンコンプレック
スを用いた in vivo 遺伝子導入 
5 週齢マウスの皮内に局所投与し、導入部

位の遺伝子発現をルシフェラーゼアッセイ
により評価した。 
②APe-Im-PEG/pGL3 モノイオンコンプレック
スを用いた in vivo 遺伝子導入 
マウス脛骨筋へ局所投与し、導入部位の遺

伝子発現をルシフェラーゼアッセイにより
評価した。 
    
４．研究成果 
(1)DNA 二重らせん溝へのアルキル鎖の巻き
付きによる DNA の修飾 
①アルキルイミダゾリウム末端修飾PEGの合
成およびDNAとのモノイオンコンプレックス
の形成評価 
アガロースゲル電気泳動実験の結果を図

３に示す。各種 R-Im-PEG は DNA をわずかに
リタデーションさせた。これらの結果は
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R-Im-PEG がモノカチオンであるにも関わら
ず、DNA とイオンコンプレックスを形成可能
なことを示唆している。この時、Bu-Im-PEG
は高い電荷比(+/-=32,64)において、DNA バン
ドの消失が観察された。従って、アルキルイ
ミダゾリウムのアルキル鎖がDNA修飾能に影
響を与えたと考えられる。 

 
 

図３ アガロースゲル電気泳動による
R-Im-PEGとプラスミドDNAとの複合体形成能
評価 
 
そこで、Bu-Im-PEG/pDNA 修飾体の粒径を

DLS により測定すると、50nm 以下の粒径を示
した。さらに、Bu-Im-PEG/DNA 修飾体の CD ス
ペクトル測定において、DNA の脱水和に伴う
B 型から A 型へのコンフォメーション変化が
観察された。以上の結果より、ブチル鎖がイ
ミダゾリウムとDNAリン酸アニオン間の静電
相互作用を増強し、安定なイオンコンプレッ
クスを形成させることが示された。 
従って、R-Im-PEG は分子末端のみに DNA と

の相互作用点を有することからDNA間の架橋
を抑制した新規DNA一分子非共有結合修飾法
に成功したと考えられる。 
 
②1-アミド-アルキルイミダゾリウム末端修
飾 PEGの合成および DNAとのモノイオンコン
プレックスの形成評価 
アガロースゲル電気泳動によるモノイオ

ンコンプレックス形成能評価の結果を図４
に示す。in vivoで高効率な遺伝子発現効率
を示したブチルイミダゾリウム末端修飾
PEG(Bu-Im-PEG)と比較し、APe-Im-PEG は低い
電荷比(+/-=16)においてもDNAバンドを完全
に消失させ、モノイオンコンプレックスを形
成することが明らかになった。この結果より、
アルキル鎖末端への一級アミド導入による、
モノイオンコンプレックス形成能の向上が
示唆された。 
そこで、DLS による粒径測定を行うと、 

 
図４ アガロースゲル電気泳動による
APe-Im-PEGとプラスミドDNAとの複合体形成
能評価 
 
APe-Im-PEG /pDNA モノイオンコンプレック
スは、各電荷比において約 50nm 前後の粒径
を示した。約30nmの粒径を有するBu-Im-PEG/ 
pDNA モノイオンコンプレックスと比較して、
粒径が増大した理由は、pDNA に結合している
PEG 数の増加による影響だと考えられる。 
また、APe-Im- PEG 存在下で pDNA の CD ス

ペクトルを測定すると、pDNA の CD スペクト
ルは電荷比依存的に変化し、pDNA のコンフォ
メーション変化が示唆された。この pDNA の
CD スペクトル変化は、Bu-Im-PEG の結合に伴
うpDNAの脱水和挙動と異っていた。従って、
アルキル鎖末端へのアミド導入により、pDNA
への結合様式が変化したと考えられる。 
図５には APe-Im-PEG/pDNA モノイオンコ

ンプレックスのデキストラン硫酸置換に対
する安定性評価の結果を示す。APe-Im-PEG/ 
pDNA モノイオンコンプレックスは電荷比
(+/-)1 において、過剰のデキストラン硫酸存
在下(2mM)でも pDNAバンドが変化したままで
あり、低い電荷比においても pDNA を安定に
保持できることが示唆された。また、電荷比
(+/-)8 の条件でも、デキストラン硫酸存在下
(8mM)において、Naked pDNA バンドは観察さ
れず、APe-Im- PEG/pDNA モノイオンコンプ
レックスはポリアニオンの置換に対し、高い
安定性を有していることが明らかになった。 

 
図５ デキストラン硫酸置換実験による
APe-Im-PEG/pDNA モノイオンコンプレック
スの安定性評価 
 
(2)非分裂細胞への遺伝子導入：In vivo 遺伝
子導入 
①Bu-Im-PEG/pGL3 モノイオンコンプレック
スを用いた in vivo 遺伝子導入 
In vivo 遺伝子導入の結果を図６に示す。

Bu-Im-PEG/pGL3 モノイオンコンプレックス
をマウスの皮内へ局所投与すると、naked DNA
を有意に上回る遺伝子発現が観察された。こ
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れら結果は Bu-Im-PEG が pDNA を分解から保
護すると共に、微小な粒径が標的組織への浸
透性を高めたことを示唆している。これらの
結果より、モノイオンコンプレックスの開発
に成功し、得られた pDNA モノイオンコンプ
レックスは、臨床応用可能な in vivo遺伝子
デリバリーシステムの構築に向けて有用な
手法であることが明らかとなった。 

 
図６ Bu-Im-PEG/pDNA モノイオンコンプレ
ックスによる in vivo 遺伝子導入評価 
 
②APe-Im-PEG/pGL3 モノイオンコンプレック
スを用いた in vivo 遺伝子導入 
In vivo 遺伝子導入の結果を図７に示す。

APe-Im-PEG/pGL3 MIC をマウスの脛骨筋へ投
与すると、臨床応用されている naked DNA 及
び一般的な in vivoトランスフェクション試
薬である jet PEI と比較し、有意に高い遺伝
子発現効率を示した。これらの結果は、APe- 
Im-PEG/pGL3 の微小粒径による目的組織への
拡散性の向上効果を示唆している。以上より、
モノイオンコンプレックスの形成能と安定
性の向上が in vivo 局所遺伝子発現効率を高
めることが明らかになった。 

 
図 7 APe-Im-PEG/pDNA モノイオンコンプレ
ックスによる in vivo 遺伝子導入評価 
 
(3) 総括・展望 
研究開始当初の背景で述べた「核膜が維持

されているため遺伝子導入の難しい非分裂
細胞への遺伝子導入に関しては、未解明のこ
とが残されている。」に対して、本研究成果

である分裂能の低いマウス脛骨筋への遺伝
導入の成功は、核膜が保存されている細胞へ
外来遺伝子を導入可能なことを示している。
従って、核内事象制御のためのツールの獲得
に成功し、非分裂細胞の分化誘導の実現に近
づいたと考えられる。 
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