
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１２６０１

若手研究(B)

2013～2011

生体内ＦＲＥＴ計測によるドラッグデリバリーシステムの系統的動態評価

Intravital FRET Monitoring for Systematic Evaluation of Drug Delivery Systems

８０５４８５５３研究者番号：

松本　有（Matsumoto, Yu）

東京大学・医学部附属病院・助教

研究期間：

２３７９００４３

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円     3,300,000 、（間接経費） 円       990,000

研究成果の概要（和文）：核酸内包薬物送達システム（Drug Delivery System; DDS）開発では、細胞外環境における
高い安定性と標的細胞内における効率的な核酸分子の放出という二律背反的な性能が要求される。本研究では生体内に
おける蛍光共鳴エネルギー移動(Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET)計測を行った。DDSの血中安定性、
組織移行性、細胞内安定性、核酸放出といった評価法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Efficient drug delivery system (DDS) must fulfill paradoxical requirements as it s
hould secure the cargo in the off-target environment, and also release the cargo at the target cells. Usin
g a combination of Forster resonance energy transfer (FRET) and intravital imaging techniques, the intravi
tal distribution and intactness of the DDS was evaluated. Intravital performance of the DDS was assessed i
n many aspects such as blood circulation studies, tissue distribution, intracellular stability, and releas
e of the nucleic acid.
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１．研究開始当初の背景 
申請者は核酸内包 DDS の生体内動態（血中
滞留性、標的指向性、組織移行性）を追跡す
るための「生体顕微鏡」と、細胞内動態（取
込、エンドソーム脱出、細胞内輸送、核膜突
破、遺伝子放出、転写、タンパク発現）を詳
細に追跡するための「スペクトル細胞顕微
鏡」を構築し各種 DDS の比較、評価系を確
立してきた。生体顕微鏡による観察で DDS
は核酸を標的細胞まで送達できていること
が判明している。またスペクトル細胞顕微鏡
による観察で DDS は pDNA の凝縮状態を保
ったまま核まで送達し、核で脱凝縮をした後
に遺伝子発現が得られることも判明してい
る。ところが DDS を静脈内投与しても、必
ずしも標的細胞で十分な pDNA あるいは
siRNA の機能（遺伝子発現・発現抑制）が得
られていないことが問題となっている。核酸
内方 DDS は血中から標的細胞に至る過程で
核酸の凝縮状態を保てないか、あるいは細胞
核に到達しているにも関わらず脱凝縮して
いないという可能性がある。これを解明する
ためには、同一個体・同一環境で血中→血管
外組織→標的細胞→細胞核に至るまでの安
定性と核酸放出を系統的に評価することが
必要と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では生体内における血中レベル・組織
レベル・細胞レベル・細胞内小器官レベルで
の DDS の動態評価、機能評価を同一の個体
で行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
DDS を静脈投与し、血管→血管外組織→標的
細胞（→細胞核）へと移動する核酸を追跡す
るとともに、内包された核酸の凝縮・脱凝縮
を FRET で評価した。 
 
４．研究成果 
まず pDNA および siRNA を 2 つの蛍光分子で
標識し、DDS に内包させた段階で FRET が起こ
るかどうかについて検討を行った。生体内で
FRET を検出する都合上、自家蛍光が低く組織
透過性に有利な高波長域で蛍光標識色素を
いくつか試行検討した結果、最終的には
Carboxytetramethylrhodamine (TAMRA)およ
び Cy5 の FRET ペアを選択した。siRNA の両末
端に FRET ペアを標識すると、分子間距離が
短いため FRET 比が上昇する。市販の遺伝子
導入試薬（in vivo-jet PEI）および当研究
室で開発された DDS（PEG-PLys）に内包する
と、siRNA は凝縮するため FRET 比は更に高く
なる。siRNA をそのまま（naked siRNA）静脈
投与すると、1-2 分程度で FRET 比は低下し
10 分程度で検出不能になった。In vivo 
jet-PEI を用いると、投与直後に血管内で高
FRET 比を示す凝集塊を形成し、その後徐々に
低下し 15 分で検出不能になった。PEG-PLys
では高 FRET 比を維持したまま 15分安定に血

中を循環した。同様に腎臓の観察を行ったと
ころ、naked siRNA は初回通過時点で高 FRET
のまま近位尿細管空に原尿として濾過され、
in vivo-jet PEI では投与 5分後に低 FRET で
濾過された。PEG-PLys では高 FRET のまま腎
毛細血管を循環し、尿細管腔で検出されるこ
とは無かった。 
以上により、生体内 FRET 検出方法論を確立
した。現在種々の腫瘍モデルマウスを作成し、
腫瘍組織に到達したDDSの分布および核酸の
凝縮・脱凝縮について解析を進めている。 
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ナノキャリア株式会社 
種類： 
番号：PCT/JP2012/050683 
出願年月日：2012/01/16 
国内外の別：国外 
 
8．名称：薬剤送達用のキャリア、コンジュ
ゲートおよびこれらを含んでなる組成物並

びに投与方法 
発明者：片岡一則,安楽泰孝,西山伸宏,宮田
完二郎,石井武彦,松本有,福里優,溝口明祐,
横田隆徳,桑原宏哉,仁科一隆,水澤英洋 
権利者：東京大学工学系研究科,東京大学工
学系研究科,東京大学医学系研究科,東京大
学医学系研究科,東京大学工学系研究科,東
京大学医学部附属病院,東京大学工学系研究
科,東京大学医学系研究科,国立大学法人東
京医科歯科大学,国立大学法人東京医科歯科
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