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研究成果の概要（和文）：本研究は、非ウイルスベクターを用いて、CRISPR mRNAとガイドRNAの三元複合体を肝
細胞に導入し、トランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチー（TTR-FAP）の根治療法の開発を目
指すものである。PAMAMデンドリマーに肝細胞へのターゲティングリガンドおよびエンドソーム脱出促進化合物
を結合させたGN-PaCを合成し、mRNAとの複合体を作成し、高い遺伝子発現効率を確認した。また、肝細胞特異的
にmRNAを導入することで、副作用のリスクを低減し、TTR-FAPの治療効果を示唆した。この技術は他の肝臓由来
の遺伝性疾患にも応用可能であり、遺伝子治療の新たな道を拓く可能性を有する。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a curative therapy for transthyretin-type 
familial amyloid polyneuropathy (TTR-FAP) by introducing a ternary complex of CRISPR mRNA and guide 
RNA into hepatocytes using a non-viral vector. We synthesized GN-PaC, PAMAM dendrimers conjugated 
with a targeting ligand for hepatocytes and an endosome escape-promoting compound, and formed 
complexes with mRNA, confirming its high gene expression efficiency. The hepatocyte-specific mRNA 
delivery also reduced the risk of side effects, suggesting the therapeutic potential of TTR-FAP. 
This technology can be applied to other genetic diseases of liver origin and has the potential to 
open up new avenues for gene therapy.

研究分野：薬剤学

キーワード： ゲノム編集　CRISPR mRNA　非ウイルスベクター　PAMAMデンドリマー　シクロデキストリン　肝臓ター
ゲティング　トランスサイレチン　アミロイドポリニューロパチー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、CRISPR/Cas9技術と非ウイルスベクターを用いた遺伝性難病治療法の開発を目的としており、学術的
には、従来のウイルスベクターと比較し、安全性および効率性に優れた肝臓特異的治療法を提案し、遺伝子編集
技術の新たな応用可能性を示すものである。社会的意義としては、家族性アミロイドポリニューロパチー
（FAP）などの難治性疾患に対する根治療法が期待され、患者およびその家族のQOL向上、医療費削減、並びに患
者負担の軽減に寄与する可能性がある。本研究の成果が実現すれば、FAPにとどまらず、肝臓由来の広範な疾患
に対する根治療法を提供し得る「夢の治療薬」の創出に繋が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。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性疾患は、その根治療法が確立されていないため、患者およびその家族にとって大きな課
題となっている。特に、トランスサイレチン（TTR）型家族性アミロイドポリニューロパチー
（TTR-FAP）は、肝臓で産生される TTRというタンパク質が変異し、全身の神経系や臓器にア
ミロイドと呼ばれる異常な繊維状構造を形成し、重篤な神経症状や臓器不全を引き起こす遺伝
性疾患である。この疾患は進行性であり、治療が遅れると患者の生活の質を著しく低下させ、最
終的には生命を脅かす。 
現在、TTR-FAPの治療法としては、肝臓移植や特定の薬剤治療が一般的である。肝臓移植は、
変異した TTRの産生を抑制するために有効であるが、ドナー不足や移植後の免疫抑制療法によ
る合併症などの課題が存在する。また、薬剤治療としては、TTR四量体安定化剤や RNA干渉薬
（siRNA）などが使用されているが、これらの薬剤は高額であり、生涯にわたる投与が必要であ
る。さらに、これらの治療法は根治療法ではなく、症状の進行を遅らせることしかできない。 
このような背景から、根治的な治療法の開発が求められている。特に、近年注目されているゲ
ノム編集技術は、遺伝子の変異を直接修正することで根治療法を実現する可能性がある。
CRISPR/Cas9システムはその代表的な技術であり、高い精度で特定の遺伝子を切断・修正する
ことができる。しかし、CRISPR/Cas9技術を臨床応用するためには、効率的かつ安全に体内の
特定の細胞に遺伝子編集ツールを導入する手段が必要である。 
従来、遺伝子治療にはウイルスベクターが主に使用されてきたが、ウイルスベクターは免疫反
応や遺伝子挿入による安全性の問題が指摘されている。そこで、我々は非ウイルスベクターに注
目した。非ウイルスベクターは、ウイルスを使用しないため、安全性が高く、かつ体内での安定
性やターゲティングの改善が期待される。特に、我々が開発した肝実質細胞に薬剤をターゲティ
ング可能なリガンド修飾ポリアミドアミン（PAMAM）デンドリマー/シクロデキストリン結合
体（GN-PaC）は、肝実質細胞特異的に遺伝子を導入する能力があり、TTR-FAPの治療におい
て非常に有望である。 
我々の研究は、CRISPR mRNA とガイド RNA を GN-PaC を用いて肝実質細胞に導入し、

TTR-FAPの原因となる変異遺伝子を直接修正することを目指している。このアプローチは、核
内での遺伝子発現が不要であり、細胞核膜を突破する必要がないため、従来の DNAベースの遺
伝子編集技術よりも高い効率と安全性が期待できる。また、肝実質細胞特異的な遺伝子導入が可
能であるため、副作用のリスクも低減される。 
研究開始当初の課題として、CRISPR mRNAおよびガイド RNAの高効率な合成と GN-PaC
との安定な複合体形成、そしてこれら複合体の肝実質細胞への高効率な導入が挙げられる。これ
らの課題を克服することで、TTR-FAPの根治療法の確立が可能となり、さらには他の肝臓由来
の遺伝性疾患に対する治療法の開発にも応用できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者が独自に開発した非ウイルス
ベクターである肝実質細胞にターゲティング可能な
GN-PaC を用いて、CRISPR mRNA とガイド RNA の
三元複合体を肝実質細胞に導入し、TTR-FAP の根治療
法を実現することである (Fig. 1)。この方法は、従来の
ウイルスベクターを使用せず、安全性の高い非ウイルス
ベクターを使用することで、免疫反応や遺伝子挿入によ
る安全性の問題を回避し、高い効率で遺伝子編集を行う
ことを目指している。さらに、GN-PaCは肝実質細胞特
異的に遺伝子を導入するため、副作用のリスクを低減
し、CRISPR技術により変異遺伝子を直接修正することで、TTR-FAPの根本的な治療を目指す。
これにより、TTR-FAPだけでなく、他の肝臓由来の遺伝性疾患に対する新たな治療法の開発に
も寄与することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) GN-PaC の合成：TTR-FAPの標的細胞である肝細胞の細胞膜上に発現しているアシアロ糖
タンパク質受容体への結合および肝細胞内に受容体介在性エンドサイトーシスにより取り込ま
れた後のエンドソームからの脱出促進を期待して、PAMAMデンドリマー（G3, G4）にラクト
ースおよびβ-シクロデキストリン (β-CD) を結合した GN-PaC(G3, G4) の合成を行った。β
-CDをトシル化後、PAMAMデンドリマー (G3, G4) とともに DMSOに溶解し、65℃で 24時
間撹拌後、反応物をゲルろ過後、精製した。得られたデンドリマー/シクロデキストリン結合体、
ラクトース１水和物とシアノ水素化ホウ素ナトリウムをホウ酸緩衝液に溶解後、室温で 3 時間
撹拌した。得られた反応物をゲルろ過後、精製し GN-PaCを得た。 
(2) FLuc mRNAの調製：モデルmRNAとして Firefly luciferase mRNA を使用した。pCMV-



Luc プラスミド DNA から Transcription Kit を用いて、in vitro で mRNA 転写を行った後、
mRNAの 3’末端に poly Aを付加した。polyA付加mRNA の調製は、変性アガロースゲル電気
泳動にて確認した。 
(3) mRNA/GN-PaC複合体の調製と物理化学性質の確認：HBSSに溶解した種々の濃度の GN-
PaCに、TEに溶解した FLuc mRNAを添加し、15分間室温でインキュベートし、複合体を調
製した。本反応液に、重層用試薬を添加し、非変性アガロース電気泳動を行った。複合体の物理
化学的性質として粒子径、ζ-電位を測定した。 
(4) mRNA/GN-PaC複合体の培養細胞への mRNA導入効率：細胞プレートで培養した HepG2
細胞（ヒト肝がん由来細胞）および HeLa細胞（ヒト子宮頸癌由来細胞、コントロール細胞）に
FLuc mRNA/GN-PaC複合体を含む溶液を添加し、37℃で 1時間インキュベートした。その後、
血清を添加し、さらに 24時間インキュベートした。インキュベート終了後の細胞を洗浄後、細
胞抽出液を調製し、その抽出液中のルシフェラーゼ活性およびタンパク質の定量を行った。また、
インキュベーション後の細胞生存率を測定した。 
(5) 健常マウスを用いた in vivo実験：CRISPR mRNA/ガイド RNA/GN-PaC複合体を静脈内投
与し、肝臓における TTR mRNAの発現を qPCRで、血中 TTRタンパク質量を ELISAで定量
する。 
(6) FAPトランスジェニックモデルマウスを用いた in vivo実験：CRISPR mRNAおよびガイド
RNAの体内動態、ゲノム編集のオンターゲットおよびオフターゲット効果、治療効果（遺伝子
発現や病態改善）および安全性を評価する。また、遺伝子編集の正確性と効果を評価するために、
サザンブロットおよび次世代シークエンサーを用いて、標的臓器（肝実質細胞）および非標的臓
器（肺、膵臓、腎臓、心臓、小腸）を解析する。 
 
４．研究成果 
本研究は、申請者が開発した非ウイルスベクターであ
るGN-PaCを用いて、CRISPR mRNAおよびガイドRNA
との三元複合体を作成し、TTR-FAPの根治療法を目指し
たものである。研究は以下のように進展した。 
(1) 肝実質細胞特異的な RNAキャリアとして、PAMAM
デンドリマー（G3, G4）にβ-CDとラクトースを結合さ
せた GN-PaCを構築した。GN-PaCとして、PAMAMデ
ンドリマー (G3)にβ-CD１分子、ラクトース 1分子が結
合した GN-PaC (G3)および PAMAM デンドリマー(G4)
にβ-CD１分子、ラクトース 2 分子が結合した GN-PaC 
(G4)(Fig. 2)を得た。 
(2) レポーター遺伝子としてmRNAの細胞導入能を比較したところ、Cap0構造を有するmRNA 
(FLuc mRNA) に比べて、Cap1構造を有する Fluc mRNA (CleanCap Flux mRNA) の遺伝子
発現効率が約 30 倍高いことが示された。このことから、以後 Cap1 構造を有する CleanCap 
Flux mRNAを使用した。 
(3) GN-PaCと CleanCap Flux mRNAとの複合体形成について検討した。まず、PAMAMデン
ドリマー (G3), PAMAMデンドリマー (G3)、GN-PaC (G3)および GN-PaC (G4)と CleanCap 
Flux mRNA との複合体形成をアガロース電気泳動により確認したところ、PAMAM デンドリ
マー (G3)と PAMAM デンドリマー (G4)はチャージ比（N/P）比 0.5 以上で完全に複合体を形
成した。同様に、GN-PaC (G3)と GN-PaC (G4)もN/P比 0.5以上で複合体を形成した。このこ
とから、GN-PaC (G3)とGN-PaC (G4)はPAMAMデンドリマーと同様なCleanCap Flux mRNA
との複合体形成能を有することが示唆された。その理由として、GN-PaC (G3)と GN-PaC (G4)
のβ-CD とラクトースの置換度が低かったためと推察される。また、N/P 比 100 で形成した
PAMAMデンドリマー (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体は、約 20 mVのゼータ電位を示し、
粒子径は約 1300 nm であった。一方、N/P 比 100 で形成した GN-PaC (G3)/CleanCap Flux 
mRNA複合体は、約 20 mVのゼータ電位を示し、粒子径は約 780 nmであった。また、N/P比
200で形成した PAMAMデンドリマー (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体は、約 19 mVのゼ
ータ電位を示し、粒子径は約 1080 nm であった。一方、N/P 比 200 で形成した GN-PaC  
(G3)/CleanCap Flux mRNA複合体は、約 18 mVのゼータ電位を示し、粒子径は約 920 nmで
あった。このことより、GN-PaC (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体は、PAMAMデンドリマ
ー/CleanCap Flux mRNA複合体と類似した物理化学的性質を有するが、粒子サイズが小さいこ
とが示された。ただし、肝臓の類洞内皮細胞の間隙は約 100 nm であることが知られているた
め、今後、GN-PaC (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体の粒子径を小さくすることが必要であ
る。 
(4) FLuc mRNA/GN-PaC 複合体の培養細胞への CleanCap Flux mRNA の導入効率を検討し
た。N/P 比 100 で形成した PAMAM デンドリマー (G3)/CleanCap Flux mRNA 複合体は、
PAMAMデンドリマー (G4)/CleanCap Flux mRNA複合体よりもHepG2細胞及びHeLa細胞
の両細胞において、高い遺伝子発現を示した。これは、PAMAMデンドリマー (G4)/CleanCap 
Flux mRNA複合体の細胞障害性が高いことに起因すると推察される。また、HepG2細胞にお
いて、N/P比 200の条件下、GN-PaC (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体は、PAMAMデンド

Fig. 2 GN-PaC (G4)の化学構造（推定）



リマー (G3)/CleanCap Flux mRNA複合体よりも高い遺伝子発現を示した。このことから、GN-
PaC (G3)は、コントロール細胞に比べて肝細胞中で効率よくmRNAを発現することが示唆され
た。また、この遺伝子発現に、複合体調製時の希釈溶媒の種類の影響を受けることが示唆された。 
(5, 6) 肝臓の遺伝子疾患に対する根治療法の確立に向けた成果を得るため、健常マウスおよび
FAPトランスジェニックモデルマウスを用いて、CRISPR mRNAおよびガイド RNAの体内動
態、ゲノム編集のオンターゲットおよびオフターゲット効果、治療効果（遺伝子発現および病態
改善）、および安全性を評価する計画を立てたが、研究を実施することはできなかった。 
本研究により、GN-PaC (G3)と GN-PaC (G4)は肝実質細胞に対してmRNA導入能を有する
ことが示唆されたことから、肝臓特異的非ウイルスベクターを用いた CRISPR ゲノム編集技術
の可能性が示され、今後、TTR-FAPの根本的な治療法としての応用が期待される。さらに、こ
の技術は他の肝臓由来の遺伝性疾患にも応用可能であり、遺伝子治療の新たな道を切り拓くこ
とが期待される。 
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