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研究成果の概要（和文）：　本研究において我々は、iRed搭載核酸ナノ構造体の構築を検討し、ロの字型の核酸
ナノ構造体の生成を確認した。分子のすべてをこの構造体に収束させる条件を見出すには至らなかったが、相補
的な二本鎖DNAから核酸ナノ構造体を構築できたことはナノ化学の分野において高く評価できる。また三角柱型
核酸ナノ構造体を用いることで光刺激による核酸医薬分子放出の仕組みの構築にも成功した。この技術とfETに
よる細胞内送達の技術を組み合わせることで核酸医薬分子開発のボトルネックであるDDSの問題点を解決できる
可能性を実証した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined the construction of iRed-loaded nucleic acid 
nanostructures and confirmed the formation of square-shaped nucleic acid nanostructures. Although we
 have not found a condition for all of the molecules to converge on this structure, the fact that we
 were able to construct nucleic acid nanostructures from complementary double-stranded DNA is highly
 evaluated in the field of nanochemistry. We also succeeded in constructing a system for releasing 
nucleic acid drug molecules by photoirradiation by using triangular prismatic nucleic acid 
nanostructures. We have demonstrated the possibility of solving the problem of DDS, which is a 
bottleneck in the development of nucleic acid drug molecules, by combining this technology with the 
intracellular delivery by fET. 

研究分野：核酸創薬化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、次世代型の医薬分子として核酸を利用する核酸医薬品が高い注目をあびている。しかし核酸医薬品開発
研究においては、極性高分子の核酸をどのように細胞内に送達させるかが大きな問題点となっている。
　本研究課題では、研究代表者らが開発した核酸医薬分子intelligent RNA expression device (iRed) をナノ
構造体に搭載し、微弱電流で印加することで問題点の解決を目指した。この研究成果により核酸医薬品開発が加
速することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 RNA 干渉 (RNAi) 機構による遺伝子発現抑制は、強力かつ配列特異的なタンパク合成阻害法
であり、核酸医薬品開発のアプローチの一つとして期待されている。現在、small-interfering RNA 
(siRNA) や short-hairpin RNA (shRNA) を用いた医薬候補分子の臨床開発研究が国内外を問わず
精力的に進められている。しかしこれら核酸分子のドラッグデリバリーシステム (DDS) がボト
ルネックとなり、研究を開始した当時、承認に至った医薬分子は無かった。一般に、siRNA のよ
うな核酸分子の細胞内送達キャリアとしてリポソームやミセルが汎用されるが、これらは薬物
とは異なる物質であり複合体の製造プロセスも煩雑である上、生体適合性の問題点も抱えてお
り、これが臨床開発の進まない要因と考えられる。 
 研究代表者の南川ならびに研究分担者の⽥良島は RNAi 機構による独自の遺伝子発現抑制法
として intelligent RNA expression device (iRed) を考案した。この iRed は、RNAi 機構による遺伝
子発現抑制を誘起する shRNA 発現プラスミドから、shRNA 発現に必要最低限の配列 (プロモー
ター+shRNA コード配列) だけを PCR によって抽出した、鎖長約 380bp の 4’-チオ型核酸で修飾
された 2 本鎖 DNA である。すでに我々は、この iRed が in vitro に留まらずマウス体内 (in vivo) 
でも shRNA を発現する鋳型 DNA として作用することを明らかとし、がん細胞の増殖抑制に成
功している。またごく最近、研究分担者の小暮は、微弱電流による新しい薬物送達法 fET (faint 
electric treatment) の開発に成功している。 
 以上のような研究背景の下、iRed による核酸創薬研究を加速させるために、我々は①従来の
キャリア分子を用いずに iRed を如何に効率良く細胞内に送達するか？、また②その iRed を如何
に効率良くエンドソームから脱出させるか？という学術的な「問い」を投げかけ、その答えを導
き出すための独創的な研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、核酸医薬候補分子 iRed を搭載した外部刺激応答型核酸ナノ構造体の構築と
fET を組み合わせることで iRed の細胞内送達効率の向上と活性発現の時空間制御を達成するこ
とを目的とした。具体的には、化学修飾 2 本鎖 DNA である iRed にステイプル鎖 (鎖⻑ 25〜50 
mer の DNA 鎖を計 20 本) を相互作⽤させ iRed 搭載核酸ナノ構造体を構築する。このような核
酸ナノ構造体は、それ⾃⾝でも細胞膜透過性が向上することが多数報告されているが、fET によ
る印加で細胞内送達効率の相乗的
な向上が期待される。またエンド
サイトーシスによって取り込まれ
た核酸ナノ構造体のエンドソーム
からの脱出を促す仕組みとして、
外部刺激 (本課題では光) による
ステイプル鎖切断によって核酸ナ
ノ構造体が崩壊する仕掛けを施
す。この仕掛けによって、光照射し
た位置とタイミングで構造体の崩
壊、続くステイプル鎖の解離によ
って iRed が再構成される。この際、
構造体の崩壊によって分⼦数が増
⼤することでエンドソーム内の浸
透圧が上昇し、エンドソームの破
裂が誘起され iRed の細胞質への脱
出が促進されると期待した (図 1)。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題の目標を達成するために、まず iRed 搭載核酸ナノ構造体の構築、ならびに光刺激
によって切断されるステイプル鎖の設計・合成と光刺激による核酸医薬分子放出の仕組みの構
築を試みた。さらに最終ゴールとして核酸ナノ構造体と fET の組合せによる in vitro での構造活
性相関の評価と最適な核酸ナノ構造体と fET の組み合わせによる in vivo でのがん増殖抑制効果
の評価を目指すこととした。 
 
４．研究成果 
(1) iRed搭載核酸ナノ構造体の構築 
 長鎖の一本鎖DNAに対してステイプル鎖を作⽤させることで様々なナノ構造体の構築が報告
されている。その⼀⽅で、相補的な⼆本鎖 DNA に対してステイプル鎖を作⽤させナノ構造体を
構築する例は極めて少ない。これは安定な⼆重らせん構造を解離させ、そこにステイプル鎖を作
⽤させることで新たな構造体を構築することが困難であるためである。我々はそのことを念頭
に置き、適切に設計した 22 種類のステイプル鎖を作⽤させ、まずは⻑⽅形型の iRed搭載核酸ナ
ノ構造体の構築を検討した (図 2)。即ち、Tris-HCl バッファー中、塩化マグネシウム存在下、FITC
修飾した iRed に対して 100 当量のステイプル鎖を混合し、この混合溶液を 95 °C で 10 分保温し
た後、25 °C に急冷、さらに 45 °Cへ加熱の後、毎分 0.5 °C で冷却した。その溶液を原子間力顕

図1: 本研究課題の研究戦略の概念図 



微鏡 (AFM) で観察したところ、長
方形型の核酸ナノ構造体が観察さ
れたが、その分子サイズは 15 nm X 
8 nm程度であり、予想した分子サイ
ズ (33 nm X 16 nm) のおよそ半分の
サイズであった。これは iRed搭載核
酸ナノ構造体が部分的にしか構築
されていないことによると考えら
れた。そこでステイプル鎖の配列設
計を再度行い、⻑⽅形型の iRed搭載
核酸ナノ構造体の構築を検討した
が望みとする構造体の確認には至
らなかった。 
 ⻑⽅形型の核酸ナノ構造体の構
築には至らなかったため、続いてロ
の字型の構造体の構築を検討するこ
とにした。上記条件と同様に、iRed と
適切に配列設計したステイプル鎖を
混合し、その混合溶液を加熱・冷却し
AFM による観察を行った。その結果、
様々な構造体の中に、目的とするロ
の字型の核酸ナノ構造体を観察する
ことができた。更にその分子サイズ
は 18 nm X 23 nm であり、予想した分
子サイズ (20 nm X 24 nm) と一致し
た。しかし溶液中の分子を全てこの
構造体に収束させるべく、バッファ
ー組成やアニーリング温度を種々検
討したが目標達成には至らなかっ
た。そこで iRed をセンス鎖とアンチセンス鎖に分離し、それぞれの鎖で核酸ナノ構造体を構築
させる戦略を試みることにした。その結果、PAGE解析によって移動度が減少したバンドが観察
され何らかの核酸ナノ構造体の形成が示唆されたが、いずれも望みとした構造体に収束させる
ことは出来なかった。 
 iRed のような相補的な⼆本鎖 DNA から核酸ナノ構造体を構築することはナノ化学の分野に
おいて未だチャレンジングな試みであり、引き続き iRed 搭載核酸ナノ構造体の構築を検討する
予定である。 
(2) 光刺激による核酸医薬分子放出システムの構築 
 上述した iRed 搭載核酸ナノ構造体構築の検討と並行して、外部刺激による核酸医薬分子放出
システムの構築を検討した。この実験では、核酸ナノ構造体は単純な三角柱型とし、搭載する核
酸医薬分子は miR21 に対するアンチ
miRNA (AMO21) とした。図 3 に示した
ように AMO21 を搭載した三角柱型核
酸ナノ構造体 (TPx-A) はエンドサイト
ーシスで細胞内に取り込まれた後、光に
よる外部刺激によって崩壊することで
エンドソームからの脱出が促進され
AMO21 が効果的に作用すると考えた。
さらに AMO21 も核酸ナノ構造体に内
包されることでヌクレアーゼによる分
解を回避できると期待した。 
 まず初めに光刺激応答トリガーを含
まないフレームオリゴヌクレオチド 
(100 mer X 3 本)を設計し、そこに 6 当量
の AMO21 を加え、この混合溶液をアニ
ーリングすることで三角柱型核酸ナノ
構造体 (TP-A) の構築を検討した。その
結果、望みとする TP-A の構築を PAGE解析によって確認することができた。またこの TP-A に
搭載された AMO21 は、酵素分解耐性が AMO21 自身より 20倍以上向上 (t1/2: 4 h vs <15 min) す
ることが明らかとなり、核酸医薬分子をナノ構造体中に内包することの有用性が確認できた。 
 そこで続いて配列中に光刺激応答トリガーを含むフレームオリゴヌクレオチド (100 mer X 3
本)を設計し、そこに 6 当量の AMO21 を加え TP-A 構築と同じ条件で TPx-A の構築を検討した。
図４に示したようにフレームオリゴヌクレオチドを加えるに従い移動度の短いバンドが観察で
き、３本のフレームオリゴヌクレオチドを加えることでほぼ一つのバンドに収束した。更に 6 当

図2: iRed搭載核酸ナノ構造体の構築v 

図3: 外部刺激応答型核酸ナノ構造体のコンセプト 



量の AMO21 を加えると、そのバンドは更
に移動度の短いバンドへと移動し、これ
により TPx-A の構築が確認できた。 
 目的とした核酸医薬分子搭載ナノ構造
体の構築が確認できたので、続いて光刺
激によってその構造体が崩壊し核酸医薬
分子  (AMO21) が放出されるかを調べ
た。TPx-Aを塩化マグネシウムを含むPBS
バッファーに溶解し、その溶液に 365 nm
の光を照射し、ナノ構造体からの AMO21
の放出を PAGE 解析により追跡した (図
5)。その結果、TPx-A は照射 2 分後にはほ
ぼ完全に崩壊し、それに伴って徐々に
AMO21 の放出を確認することができた。 
 以上、核酸医薬分子搭載ナノ構造体の
構築と光刺激による核酸医薬分子の放出
が確認できたので、この TPx-A を用いて
アンチ miRNA の活性評価を行った。即
ち、HeLa 細胞に評価用プラスミドをトラ
ンスフェクションした後、TPx-A を添加
した。まず光を照射せずに活性評価を行
ったところ 50%程度の阻害効果が観察さ
れた。この値は、AMO21 を単独で LA2000
を用いてトランスフェクションした場合
と同程度であり、TPx-A がトランスフェ
クション試薬を用いることなく細胞内に
導入されることが明らかとなった。続い
て、TPx-A を添加後、光照射を行いアン
チ miRNA の活性評価を行った。しかし、我々の予想に反してアンチ miRNA の効果が増強され
なかった。この理由については、光刺激によって TPx-A が崩壊するものの、その崩壊によって
生じる断片数 (モル変化) が少なくエンドソームの崩壊を誘起できなかったためと考えた。従っ
て、iRed 搭載核酸ナノ構造体のように崩壊に伴うモル変化が大きい分子では、図 3 に示したよ
うなエンドソーム脱出のコンセプトが成り立つを考えている。 
(3) fET による核酸医薬分子の細胞内送達 
 研究分担者の小暮は、fET で、低分子だけでなく、siRNA（分子量 12,000）のような核酸医薬
分子も細胞内に有効に送達できることを報告している。更に分子量の大きい iRed（225,000）が
fET で効果的に送達できるかを蛍光標識した iRed を合成し fET後の細胞内動態を共焦点レーザ
ー顕微鏡観察により検討した。その結果、残念ながら iRed の緑色は、エンドソームの赤色と共
局在 (黄色) しており、siRNA と異なり iRed は細胞質まで送達できないことが明らかとなった
(図６)。両者の細胞内動態の違いは、分子量の違いに起因し、iRed は大きすぎるがゆえに、エン
ドソームから漏出できなかったと考え、エンドソームからの脱出促進について検討した。種々の
検討の結果、エンドソーム破壊薬として知られるクロロキンを共存させることで、エンドソーム
が破壊され、iRed もエンドソームを脱出し、細胞質に送達できるのではないかと仮説を立て、検
証を行った。クロロキン共存条件で fET を
行った後、iRed の細胞内動態を評価したと
ころ、エンドソームを示す赤色は著しく減
少し、iRed の緑色が細胞全体に広がるとと
もに赤色との共存 (黄色) は少ないもので
あった (図６)。このことは、核酸ナノ構造
体を光照射により崩壊させることによる
浸透圧上昇を介したエンドソーム破壊が、
iRed の細胞質への送達に重要であり、当初
コンセプトが正しいことを裏付けるもの
であると考えている。すなわち、fET のみ
では困難な巨大核酸医薬の細胞質への送
達が、ナノ構造体との組み合わせにより解
決できることを示唆している。 
 以上、本研究において我々は、iRed搭載核酸ナノ構造体の構築を検討し、ロの字型の核酸ナノ
構造体の生成を確認した。分子のすべてをこの構造体に収束させる条件を見出すには至らなか
ったが、相補的な⼆本鎖 DNA から核酸ナノ構造体を構築できたことはナノ化学の分野において
⾼く評価できる。また三角柱型核酸ナノ構造体を用いることで光刺激による核酸医薬分子放出
の仕組みの構築にも成功した。この技術と fET による細胞内送達の技術を組み合わせることで
核酸医薬分子開発のボトルネックである DDS の問題点を解決できる可能性を実証した。 

図4: 外部刺激応答型核酸ナノ構造体の構築 

図5: 光刺激による核酸医薬分子の放出 

図6: fET処理細胞におけるiRedの細胞内動態 
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