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研究成果の概要： 

本研究の目的は、in vivo において十分な効果を発現する遺伝子導入ベクター開発に必要な，

生体内および細胞内での遺伝子キャリアの動態をリアルタイムで評価できる実験法を確立し，

その評価解析結果に基づいてキャリアを合理的に設計することである。非ウイルス性遺伝子導

入キャリアとプラスミド DNA の複合体の in vivo ならびに細胞内の動態を解析し、遺伝子発現

と動態との関係を明らかにし、細胞内動態とキャリアの安全性の観点からその関係を明らかに

した。また、これらの情報を基に遺伝子導入キャリアの設計および開発並びにマウスの肺がん

モデルを用いた治療への応用を検討した。 
 
交付額 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 20,700,000 6,210,000 26,910,000 
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  年度  

総 計 36,700,000 11,010,000 47,710,000 
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１．研究開始当初の背景 

難治性疾患に対する治療法として遺伝子
治療が注目を集めており，これを実現するた
めには効果的に遺伝子を導入できるベクタ
ーの開発研究が精力的に実施されている。こ
れらには，ウイルスを用いるアプローチに加
え，カチオン性リポソームやカチオン性高分
子などの非ウィルスベクターが挙げられる。
しかしながら，これら多くの研究は，遺伝子
発現効率というエンドポイントだけに注視
したスクリーニング研究すぎず，その非体系

的な研究から得られる情報だけで実用的な
キャリアを創製することは極めて難しく，実
際に研究は遅々として進んでいない。生体内
に投与された外来遺伝子から目的のタンパ
ク質が発現されるに至るまでには，投与部位
から標的細胞へ到達するまでの障壁，標的細
胞外から遺伝子の転写部位である核に至る
までの障壁が数多く存在している。したがっ
て，in vivo において十分な効果を発現する
遺伝子導入ベクターを開発するためには，生
体内および細胞内での遺伝子キャリアの動
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態をリアルタイムで評価できる実験法を確
立し，その評価解析結果に基づいてキャリア
を合理的に設計することが必要不可欠であ
る。 

申請者は，長年に渡る研究の中で，ファー
マコキネティクスを基盤として DDS製剤を合
理的に設計するコンセプトを確立し，高分子
プロドラッグ，修飾タンパク質，微粒子性キ
ャリアなど新規なターゲティング型薬物キ
ャリアを数多く生み出してきた。さらに近年
は，in vivo 遺伝子導入に関する研究にも着
手し，プラスミド DNA およびその複合体の物
性と体内動態との相関を解析するとともに，
糖修飾キャリアによる肝実質細胞や樹状細
胞への遺伝子導入についても成功を収めて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，遺伝子キャリアの合理的設計

を目的とした基盤的研究として，遺伝子キャ
リアの動態（特に細胞内動態）解析法の開発，
安全性評価法の開発，および体内・細胞内動
態解析に基づく新しいキャリアの設計・開発
に取り組んだ。具体的には，（１）細胞内で
のリアルタイム動態解析法の開発を目的に，
検出力の高いプラスミド DNA 蛍光標識法を
開発し，細胞内器官の染色を併せて行うこと
による、顕微鏡下での細胞内動態の評価，
（２）安全性の高いキャリア開発を目的とし
た非ウイルス性遺伝子キャリアによるサイ
トカイン産生およびその上流の転写因子の
同定および活性化の評価，（３）受容体介在
性輸送を利用した細胞取り込み効率の増大，
（４）in vivo でのリアルタイム転写活性評価
を可能にする新規プラスミド DNA の構築
（５）遺伝子発現効率の増大およびサイトカ
イン産生抑制を目的としたエンドソーム内
分解回避機構を具備した新しいキャリアの
創製，を行った。以下，得られた成果につい
て報告する。 
 
３．研究の方法 
プラスミドの蛍光標識：プラスミド DNA は
Label IT Kit を用いて Fluorescein または
TMR により標識を行った。また量子ドット
による標識を行った。 
NFκB 応答型プラスミド DNA の作成：CMV
プロモーターの上流に NFκB 結合領域を５
～２０回繰り返し分挿入したプラスミドを
作成した。 
IL-12 発現プラスミドの作成：CMV プロモー
ターの下流にマウス IL12 の配列を挿入した
プラスミドを作成した。 
カチオン性リポソームまたはカチオン性ポ
リマーとプラスミド DNA 複合体の調製：カ
チオン性リポソームは構成脂質をクロロホ
ルム中で混合しエバポレーション後、5%デキ

ストロース中に超音波照射し分散させて作
成 し た 。 （ DOTMA:Cholesterol=1:1, 
DOTAP:Cholesterol=1:1）作成したリポソー
ム溶液とプラスミド DNA を室温で混合し複
合体を調製した。PEI を 5%デキストロース
中に分散させ、プラスミド DNA を室温で混
合し複合体を調製した。 
赤血球相互作用回避した肝指向型キャリア/
プラスミド DNA 複合体の調製：プラスミド
DNAと PEIを N/P 比 20で 5%デキストロー
ス中に複合体を形成させ、室温で 30 分静置
させた後、Gal 修飾 BSA5%デキストロース
溶液を添加し複合体を調製した。 
免疫応答制御型キャリア/プラスドDNA複合
体の調製：NFκB デコイと肝 Kupffer 細胞指
向性キャリア Fuc リポソーム 5%デキストロ
ースで複合体を調整した。カチオン性リポソ
ーム構成脂質に all trans retinoic acid 
(ATRA)を混合し、5%デキストロース中でリ
ポソームを作成した。 
細胞毒性の評価：MTT アッセイ法により生
存細胞数を測定した。 
サイトカイン濃度の測定：プラスミド DNA/
キャリア複合体を細胞へ取り込ませた後の
培養液または、複合体を投与後の血清または
組織のホモジネート中の TNFα、IL6、INFγ
などのサイトカインを ELISA 法により測定
した。 
肝臓における炎症の評価：プラスミド DNA/
キャリア複合体をマウスへ投与後、肝炎の指
標として血清中の AST･ALT 活性を測定した。
また、肝臓を取り出しパラフィン切片を作成
し H/E 染色により形態学的変化を観察した。 
肺がんモデルマウスの作成：CDF1 マウスに
colon26 又は colon26/Luc 細胞を静脈内より
投与することにより作成した。 
４．研究成果 
（１）プラスミド DNA/キャリア複合体の静脈
内投与後の安全性の評価とリアルタイムで
モニターする方法の開発 
① カチオン性リポソームまたはカチオン
性ポリマーとプラスミド DNA 複合体の静脈
内投与後の NFκB 活性、サイトカイン産生お
よび肝炎症の評価：遺伝子導入キャリアの開
発においては投与後の生体に与える影響を
基に安全性を考慮したキャリアデザインが
必要とされる。そこで in vivo で高い遺伝子
導入効率が可能で、既に広く利用されている
代表的な非ウイルス性の遺伝子導入キャリ
アであるカチオン性リポソーム並びにカチ
オン性ポリマー（PEI）に焦点をあて、より
安全性の高い遺伝子導入キャリアデザイン
を目的に、遺伝子導入効率と安全性の関係の
評価を行った。一般的に高い遺伝子発現を得
るには、投与量および正電荷を増大させる混
合比を選択することが重要である。そこで各
種投与量および混合比で調製したプラスミ



ド DNA/キャリアの複合体をマウスへ投与し、
投与による代表的な影響として組織または
血清中の炎症性サイトカイン産生誘発や肝
臓での炎症誘発などが挙げられる。そこで代
表的な遺伝子導入キャリアであるカチオン
性リポソームおよびカチオン性ポリマーと
プラスミド DNA 複合体を投与後の血清中の
サイトカインおよび肝炎の指標である血清
中の ALT および AST の活性を測定した。カ
チオン性リポソームの場合は、投与量および
正電荷が増加する混合比において遺伝子発
現の増加、サイトカインおよび AST･ALT の
増加が認められたが、カチオン性ポリマーの
場合は、遺伝子発現の増加が認められるもの
の、サイトカインおよび AST･ALT の増加は
認められなかった。さらにサイトカイン産生
に関係する転写調節因子 NFκB の活性化に
ついても同様の結果が得られ、これらのサイ
トカイン産生に NFκB 活性化の経路が関与
することが示唆された。 
② in vivo における NFκB 活性のリアルタ
イムモニター法の開発：そこで、in vivo での
遺伝子導入による安全性のリアルタイムモ
ニターを目的に、NFκB の活性化に応答して
ルシフェラーゼ発現が増大するプラスミド
を作成した。転写調節因子 NFκB は活性化さ
れると核へ移行し、核内の活性化された
NFκB 量が増大する。そこで、CMV プロモ
ーターを有しルシフェラーゼを発現するプ
ラスミド DNA のプロモーターの上流に
NFκB 結合領域を５～２０個増大させたプラ
スミド DNA を作成した。マウスの尾静脈よ
りハイドロダイナミクス法で投与し、マウス
を LPS などで NFκB 活性化状態にし、ルシ
フェラーゼの発現量を in vivo イメージング
装置により観察したところ、NFκB の活性化
に応答したルシフェラーゼ発現の増大が認
められた。従って、本プラスミド DNA を用
いることにより in vivo での NFκB 活性化を
リアルタイムでモニターすることが可能に
なった。 
 
（２）プラスミド DNA/キャリア複合体の細胞
内動態と遺伝子発現および安全性に関する
検討 
① 細胞内動態制御に基づき遺伝子発現増
大を可能にするキャリアの開発：遺伝子発現
の一つの障壁としてエンドソーム内での酵
素切断があげられる。そこで、ヒスチジンが
エンドソーム内でプロトンスポンジ効果に
よりエンドソーム膜を破壊することを利用
し、遺伝子のエンドソームからの脱出促進を
目的に、従来の肝細胞ターゲティング型リポ
ソーム（ガラクトース修飾リポソーム：Gal
リポソーム）にヒスチジンを導入した
Gal-His リポソームを作成した。ガラクトー
スを認識するアシアロ糖タンパク質レセプ

ターを高発現する HepG2 細胞を用いて検討
をおこなったところエンドソームからの脱
出が確認された（図１）。また Gal リポソー
ムと比較しGal-Hisリポソームにより遺伝子
の取り込み量並びに発現量の有意な増加が
認められた。 

② 細胞内動態と NFκB 活性化、サイトカイ
ン産生に関する検討：我々は既に、カチオン
性リポソーム/プラスミドDNA複合体の静脈
内投与後の血清中並びに肝臓でのサイトカ
イン濃度の上昇にはマクロファージが関与
していることを明らかにしている。そこで、
カチオン性リポソームとカチオン性ポリマ
ーとの in vivo でのサイトカイン産生特性の
原因の一つとして、マクロファージからのサ
イトカイン産生経路の一つである TLR 認識
による NFκB 活性化経路に着目した。TLR
はエンドソーム内に発現しており、プラスミ
ドDNAのCpG配列を任視することが知られ
ている。一方、代表的なカチオン性ポリマー
であるPEIはエンドソームのように pHが低
い環境では水素イオンを捕捉するバッファ
リング能によりエンドソームを破壊するこ
とが知られており、プラスミド DNA のエン
ドソームからの脱出を促進する可能性が考
えられる。そこでカチオン性リポソームまた
はカチオン性ポリマーとプラスミド DNA の
複合体の細胞内動態観察を目的に、プラスミ
ドの蛍光標識を行った。次に、蛍光標識プラ
スミド DNA を用いてカチオン性リポソーム
または PEI との複合体を用いて細胞内動態
を観察したところ、カチオン性リポソームと
の複合体は顆粒状の分布が認められたが、
PEIとの複合体は細胞質全体に分布する様子
が観察され（図２）、PEI のバッファリング
能によりプラスミド DNA のエンドソームか
らの脱出が促進されていることが示唆され
た。更に、PEI/プラスミド DNA 複合体を各
種混合比で調製し、培養マクロファージから
のサイトカイン産生並びに細胞内の NFκB
量を測定したところ、正電荷が増加してもサ
イトカイン並びに NFκB の増加は認められ
なかった。また、プラスミドの量が同じで混
合比も同じカチオン性リポソーム/プラスミ
ド DNA 複合体と比較し、有意にサイトカイ
ンおよび NFκB 量は有意に低かった。従って、
細胞内動態、特にエンドソームからの脱出促
進を考慮することにより、NFκB 活性化並び
にサイトカイン産生を抑制したキャリア開

(A) (B) (C) DOTAP/Chol/
Gal-His-C4-Chol

DOTAP/Chol/
Gal-C4-Chol

Naked pDNA

（図１）



発が可能であると考えられる。 
 
（３）In vivo での安全性を考慮したプラス
ミド DNA/キャリア複合体の開発および治療
への応用 
① NFκB 活性化抑制型プラスミド DNA/カ
チオン性リポソーム複合体の開発：本プロジ
ェクトで得られた成果より in vivo でのサイ
トカイン産生ならびに肝炎誘発には Kupffer
細胞やマクロファージ中の NFκB 活性化が
関与することが明らかになった。そこで、
NFκB 活性化抑制を目的に、NFκB 活性抑制
可能なオリゴヌクレオチドである NFκB デ
コイを Kupffer 細胞指向性キャリア（Fuc リ
ポソーム）により Kupffer 細胞選択的に送達
させた。NFκB デコイは Kupffer 細胞選択的
に送達され、プラスミド DNA/カチオン性リ
ポソーム複合体投与による NFκB 活性化抑
制、サイトカイン産生抑制効果ならびに肝炎
の指標である血清中の AST･ALT の増加抑制
効果が得られた。次に、NFκB 活性抑制を有
する化合物 ATRA を封入したカチオン性リ
ポソームを作成し、プラスミド DNA との複
合体を調製しマウスへ投与したところ、同様
に NFκB 活性化抑制、サイトカイン産生抑制
効果ならびに肝炎の指標である血清中の
AST･ALT の増加抑制効果が得られた。以上、
NFκB 活性化抑制に基づくプラスミド DNA/
カチオン性リポソーム複合体による免疫応
答抑制が可能になった。 
② 赤血球との相互作用を抑制したプラス
ミド DNA/カチオン性ポリマー複合体の開
発：カチオン性ポリマー、PEI は、in vivo
での高い遺伝子導入効率、炎症性サイトカイ
ン産生を誘発しないなど遺伝子導入キャリ
アとして有効な性質を有する一方、投与後の
血中での赤血球との凝集が問題となる。その
原因の一つに複合体の表面にある正電荷と
の相互作用が指摘されている。そこで、複合
体の表面電荷の中和を目的に、PEI/プラスミ
ド DNA 複合体と赤血球の凝集抑制を目的に、
PEI/プラスミド DNA/Gal-BSA の三次元複
合体を調製した。三次元複合体により赤血球
との凝集は抑制された。更に BSA にリガン
ドとしてGal修飾を施している為標的指向化
を同時に付与することも可能である。Gal 修
飾は肝実質細胞への指向性を付与できるこ
とが知られており、今回作成した三次元複合
体を投与後肝臓での遺伝子発現を測定した
ところ、肝実質細胞での高い遺伝子発現が確
認 さ れ た 。 従 っ て 、 PEI/ プ ラ ス ミ ド

DNA/Gal-BSA の三次元複合体により、赤血
球との凝集抑制並びに肝実質細胞指向性の
付与が可能になった。 
③ がん遺伝子治療への応用：調製した
ATRA 封入リポソームと作成した IL12 発現
プラスミドの複合体を作成し、肺がんモデル
マウスへ静脈内投与し、一定日数後、肺を摘
出したところ、肺に転移した癌細胞数は、
ATRA封入リポソームのみまたはATRA不含
リポソーム/プラスミドDNA複合体を投与し
た場合と比較し、ATRA 封入リポソーム/プラ
スミド DNA 複合体を投与した場合は有意に
少なかった。また、ATRA 封入リポソーム/
プラスミド DNA 複合体投与により、生存期
間の延長も認められた（図３）。さらに、ATRA
封入リポソームのみまたは ATRA 不含リポ
ソーム/プラスミドDNA複合体を投与した場
合と比較し、ATRA 封入リポソーム/プラスミ
ド DNA 複合体を投与した場合は、肝切片の
観察により形態学的な変化がほとんど認め
られず、肝炎誘発が抑制されたことが示唆さ
れた。 
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