
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

ナノミクスが拓く次世代のメタボリックシンドローム治療

Nanomix for a future treatment approach of metabolic syndrome

１０４１６２１６研究者番号：

梶本　和昭（Kajimoto, Kazuaki）

国立研究開発法人産業技術総合研究所・健康工学研究部門・主任研究員

研究期間：

２６２８２１３２

平成 年 月 日現在２９   ５ ２９

円    12,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが開発した脂肪組織の血管に対する選択的なナノ送達シス
テム（ナノDDS）を発展させ、独自の脂肪血管標的化リガンドと新たな機能性医薬分子の開発を目指して研究を
行った。独自のリガンドについてはin vivoで脂肪血管に対する移行能を有するDNAアプタマーを同定し、これを
搭載したナノDDSを構築して肥満モデルマウスに対する有意な肥満治療効果を実証した。新たな機能性医薬分子
については天然化合物であるcurcuminに着目し、これを高効率・高濃度でナノDDSに搭載する技術を確立し、in 
vitroでの機能評価を完了した。今後、両者を組み合わせたシステムによる治療応用へと展開する。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study are to develop an original targeting ligand to 
adipose vasculature and a new functional medicine for obesity treatment. Regarding the original 
ligand development, we succeeded to identify a novel single-strand DNA aptamer which has in vivo 
targeting ability to the adipose vasculature in vivo. In addition, we also proved that the DNA 
aptamer-modified nano DDS (drug delivery system) has significant anti-obesity effects in the mouse 
model of diet-induced obesity. Next, we focused curcumin as a new functional medicine and succeeded 
to establish an efficient methodology for preparation of curcumin-loaded nano DDS. We also proved 
that the curcumin-loaded nano DDS has pro-apoptotic ability in vitro. In the near future, we proceed
 to in vivo functional assessments of a novel system composed of the original ligands and curcumin 
for treatment of obesity.

研究分野：薬物送達学
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１．研究開始当初の背景
地球規模で増え続ける肥満に対して治療

法の選択肢は限られており、大きなアンメ
ットメディカルニーズが存在する。研究代
表者は、脂肪組織の肥大化に血管が必須で
あることに着目し、脂肪組織に栄養と酸素
を供給する血管の機能を制御できれば効果
的な肥満治療が可能になると考えた。この
ような作業仮説のもと、研究代表者は脂肪
組織の血管に対する高親和性ペプチドを標
的化リガンドとして利用し、能動的ターゲ
ティングによる脂肪血管選択的なリポソー
ム型ナノ送達システム（ナノ DDS）の開発
に世界で初めて成功した。さらに、「肥満の
脂肪組織では、腫瘍と同様の Enhanced 
Permeability and Retension（EPR）効果に
よってナノ DDSが受動的に集積する」こと
を発見し、能動的ターゲティングと受動的
ターゲティングの相乗効果による効果的な
肥満治療法として「脂肪組織の血管を標的
とするナノ医療戦略」を世界に先駆けて提
唱し、その有用性を実証した。
申請者らは、脂肪組織における EPR効果

が肥満に特有の現象であること見出してお
り、肥満に伴って脂肪組織の血管に機能
的・構造的な異常が生じることが強く示唆
された。このことから申請者は『脂肪血管
の異常こそが肥満に付随する病態の本質で
あり、異常を来した脂肪血管を正常化する
ことで肥満から始まるメタボリックシンド
ロームの病態を根治できる』という新たな
仮説をもつに至った。そこで、申請者らは
脂肪血管の初代培養系を用いて網羅的遺伝
子発現解析を行い、肥満の脂肪血管で有意
に発現が亢進する因子として CYP1B1 を新
たに同定し、さらに CYP1B1 の knockdown
によって血管内皮機能が著しく活性化する
ことを見出した。これらの知見から、肥満
の脂肪血管で高発現している CYP1B1 を特
異的に阻害する医薬分子をナノ DDSに搭載
して脂肪血管へ選択的に送達することで、
「薬物による選択性」と「DDS による選択
性」を兼ね備えた極めて選択性の高い安全
かつ効果的な治療法が実現できると考えた。

２．研究の目的
本研究では、以下の項目について検討を

行い、脂肪組織の血管を正常化してメタボ
リックシンドロームを根治する次世代のナ
ノ医療システムを創製することを目的とす
る。
(1) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規の DNAアプタマーリガンドを開発してリ
ポソーム型ナノ DDS に搭載し、in vivo で
脂肪血管へのターゲティング能が最大とな
るようにシステムを最適化する。
(2) CYP1B1が脂肪血管の機能低下を引き起
こすメカニズムを明らかにし、CYP1B1の機
能を選択的に阻害する化合物を同定する。
さらに、その化合物をベースとして、高効

率にナノ粒子化するための構造修飾を施し
た多機能性医薬分子を開発する。
(3) 脂肪血管標的化ナノ DDSに機能性医薬
分子を搭載して疾患モデルマウスに投与し、
in vivo におけるメタボリックシンドロー
ム治療効果を検証する。

３．研究の方法
(1) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドの開発

予備検討で得られていた脂肪血管内皮細
胞を特異的に認識する新規 DNAアプタマー
候補配列（76mer）および PCR増幅のための
プライマー相当配列を除去した配列
（40mer）の 5’末端を蛍光標識した 1本鎖
DNA を用い、脂肪血管内皮細胞の初代培養
細胞に対して様々な濃度で処理を行い、洗
浄後、脂肪血管内皮細胞に結合した DNAア
プタマー量を蛍光強度から測定した。

(2) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドを搭載したナノ
DDSの構築

5’末端にアミノリンカーを付加した
40mer の 1 本鎖 DNA を合成し、NHS 化
PEG5000-DSPEと反応させることにより、DNA
アプタマー修飾 PEG脂質を合成した。

ま た 、 ロ ー ダ ミ ン を 内 包 し た
EPC/Chol/PEG5000-DSPE（67:33:5）の脂質組
成からなるリポソームを逆相蒸発法にて調
製し、未封入のローダミンを限外濾過にて
除去した。得られたローダミン内包 PEG化
リポソームに DNAアプタマー修飾 PEG脂質
を総脂質量の 0.625モル％量添加してイン
キュベーションし、アプタマー修飾リポソ
ームを調製した。
得られたアプタマー修飾リポソームをマ

ウスに尾静脈より投与し、17時間後に脂肪
組織を摘出して共焦点レーザー走査型顕微
鏡を用いて観察した。

(3) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドを搭載したナノ
DDSの薬効評価

ドキソルビシンを内包した PEG化リポソ
ーム（脂質組成は上述の通り）を pH勾配法
にて調製した後、総脂質量の 0.625モル％
量の DNAアプタマー修飾 PEG脂質を添加し
て post-insertion 法にてアプタマー修飾
リポソームを調製した。
得られたドキソルビシン内包アプタマー

修飾リポソームをマウスに尾静脈より投与
し、24 時間後に FITC 標識イソレクチンを
尾静脈投与して血管を可視化した後、脂肪
組織を摘出して共焦点レーザー走査型顕微
鏡を用いて観察した。得られた画像データ
を解析し、脂肪組織の血管密度を算出した。

また、野生型マウスに高脂肪食を与えて
肥満を誘導する際、同リポソームを 3日に
一回の頻度で尾静脈より投与し、21日間の



体重変化を追跡した。リポソームの投与開
始から 21日後にマウスを解剖し、脂肪組織
を摘出して重量を測定した。その後、組織
を細切して BODIPY493/503 にて脂肪滴を蛍
光染色し、共焦点顕微鏡にて観察した。得
られた画像データを解析し、平均の脂肪細
胞径を算出した。

(4) Curcumin内包ナノ DDSの構築と in vitro
機能評価
脂肪組織の血管正常化を促進する医薬分

子としてウコン（ターメリック）などに含
まれる天然のポリフェノール化合物
curcuminに着目した。Curcuminを内包した
ナノエマルション型 DDSおよび niosome型
DDS を構築した。

得られたcurcumin内包ナノDDSの薬理効
果を簡便に評価するため、Hela細胞に対し
て種々の濃度で作用させ、細胞生存率を
WST アッセイにより測定した。

４．研究成果
(1) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドの開発
2 種類の DNA アプタマー配列についてプ

ライマー相当配列を含む全長（Seq1-full、
seq2-full）およびプライマー相当配列を除
去した配列（Seq1-40、Seq2-40）を種々の
濃度で脂肪血管内皮細胞に作用させ、警句
強度の測定を行った。その結果、Seq1 およ
び Seq2 のいずれの場合においても、プライ
マー相当配列を除去することによって最大
結合量が増加し、かつ結合親和性が増大す
ることが明らかとなった（図 1）。

(2) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドを搭載したナノ
DDS の構築

新規 DNAアプタマーを修飾したローダミ

ン内包リポソームを post-insertion 法に
て調製し、野生型マウスに尾静脈より投与
して 17 時間後に脂肪血管への集積性を共
焦点顕微鏡を用いて評価した。その結果、
Seq1-40 を修飾したリポソームが脂肪血管
に高度に集積している様子が観察された
（図 2）。

(3) 脂肪組織の血管を特異的に認識する新
規 DNAアプタマーリガンドを搭載したナノ
DDSの薬効評価

ドキソルビシン内包 DNAアプタマー修飾
リポソームを野生型マウスに投与し、24時
間後に脂肪組織を摘出して共焦点顕微鏡に
て観察した。得られた画像データから血管
密度を算出した結果、リポソーム非投与お
よび、PEG 化リポソーム投与群と比較して
DNA アプタマー修飾リポソームを投与した
マウスの脂肪組織では、血管密度が有意に
低下することが判明した（図 3）。

また、野生型マウスに高脂肪食を与えな
がら 3日に 1回の頻度でドキソルビシン内
包 DNAアプタマー修飾リポソームを尾静脈
より投与した結果、投与開始から 21日後に
おいて、リポソーム非投与のコントロール
マウスと比較して体重変化率および脂肪組
織重量が有意に低下することが明らかとな
った（図 4）。

さらに、リポソームの投与開始から 21日
後の脂肪組織を共焦点顕微鏡にて観察した
ところ、ドキソルビシン内包 DNAアプタマ

図 1. 新規 DNAアプタマー配列の脂肪血管内

皮細胞に対する結合性評価

図 2. DNAアプタマー搭載リポソームの in vivo

脂肪血管標的化能の評価

図 3. Dox内包アプタマー修飾リポソームの

in vivo薬効評価

図 4. Dox内包アプタマー修飾リポソームの in 

vivo肥満抑制評価



ー修飾リポソームを投与したマウスでは、
平均脂肪細胞径もコントロールと比較して
有意に小さいことが明らかとなった（図 5）。

(4) Curcumin内包ナノ DDSの構築と in vitro
機能評価
Curcuminは、強力な抗酸化作用、抗炎症

作用、抗腫瘍作用など様々な生理活性を有
し、肥満の脂肪血管に高発現する CYP1B1
に対する阻害作用を有することも明らかと
なっている。しかし、curcuminは水溶性が
極めて低く、小腸や肝臓における代謝によ
って速やかに失活するため、経口投与では
ほとんど効果がないという問題がある。そ
こで、curcuminをナノ DDS に搭載し、脂肪
血管へ選択的に送達することで上記の問題
を克服できると考えた。
Curcuminを効率良くナノ DDSに搭載する

ためには、高濃度の curcumin溶液を調製す
る必要がある。一般に、curcuminは脂溶性
とされているが、検討の結果、様々な油脂
に対して curcumin は 1%も溶解しないこと
が判明した。そこで、curcuminを高濃度に
溶解できる溶媒やナノ DDS の調製方法など
について検討を行い、水にほとんど溶解し
ない curcumin を数日以上にわたって安定
に水中に分散させることが可能なナノ DDS

の構築に成功した。構築したナノ DDS 化
curcumin の薬理効果を in vitro で簡便に
評価するため、がん細胞に対する細胞増殖
抑制効果を調べたところ、ナノ DDS 化
curcumin の処理濃度依存的に増殖抑制効
果を示すことが明らかとなった。また DMSO
に溶解した遊離の curcumin を処理した場
合と比較して、ナノエマルション型 DDSの
場合の場合はより緩やかな作用を示したこ
とから、ナノエマルション型 DDSに搭載さ
れた curcumin は時間経過とともに徐々に
培地中に放出されて薬効を発揮する、徐放
性を有することが示唆された（図 6）。一方、
Niosome 型 DDSの場合、遊離の curcuminを
処理した場合よりも低濃度で強い細胞増殖
抑制効果を示したことから、徐放化とは異
なる未知の機構を介して curcumin を細胞
に伝達する可能性が示唆された（図 7）。現
在、これらのナノ DDSについて in vivoに
おける薬効評価を進めている。
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