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研究成果の概要（和文）：遺伝子治療への応用を目指し、ポリカチオンを用いずに核酸分子を安定に内包したポ
リプレックスの開発をおこなった。ポリプレックスは末端にアミノ基を導入したポリ乳酸を用い溶媒拡散法によ
り調製した。従来のポリカチオンのポリプレックスに比べ、このポリプレックスは血清中でも核酸分子を安定に
保持でき、また一方でポリ乳酸の加水分解に伴い核酸分子を徐放出できることがわかった。このポリプレックス
は、細胞毒性が低く、また核酸分子を細胞内に長時間滞留させることが可能であった。さらに、培養細胞で
siRNAの配列特異的にタンパク質の発現を抑制できた。以上より、このポリプレックスは遺伝子キャリアとして
の利用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：To achieve the silence specific genes, a novel type of polyplexes was 
developed in the absence of polycations in this study.  The polyplexes were prepared from poly
(lactic acid) with a terminal amino group by the solvent diffusion method.  The polyplexes exhibited
 stable nucleic acids retention in the serum, compared with conventional polyplexes formed from 
polycations, and sustained release of nucleic acids along with degrade of the polymer.  The 
polyplexes also exhibited low cytotoxicity, long retention of nucleic acids in the cultured cells 
and gene silencing activity.  These results suggested that the polyplexes could help to advance the 
clinical application for gene therapy.

研究分野：医用生体工学
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１．研究開始当初の背景 
1990 年米国にて、核酸分子（DNA や

siRNA）を医薬有効成分として用いる革新的
な疾患治療法いわゆる遺伝子治療の臨床試
験が初めて実施された。しかしながら、現在
までに認可された医薬品は三剤にすぎず、こ
の治療法が大きな進歩・発展を遂げていると
はいえない。その最大の要因は、核酸を効率
良く運搬できるキャリアが開発されていな
いことである。核酸は分解されやすく、細胞
膜透過性が低く、さらに活性発現の場が限定
（核あるいは細胞質）されるため、核酸の投
与から活性発現に至る一連のルート上に
様々な物理的・生物学的ハードルが存在する
ことになる。したがって、それぞれのハード
ルをクリアするための異なる複数の機能を
配した高度で精密なキャリアの設計開発が
必要となる。具体的には、①組織/細胞選択的
ターゲッティング、②細胞外環境での核酸の
安定保持、③細胞内への移行、④エンドソー
ム脱出（細胞質への移行）、⑤核内への移行、
⑥キャリアからの核酸の解離、⑦薬理効果の
持続、⑧宿主に対する安全性、などを充足す
る機能を全てキャリアに付与しなければな
らない。 
当初は、発現効率の高さからウイルスをキ
ャリアとして用いた臨床試験が先行してき
た。しかし、重篤な生物学的有害事象がみら
れたことから安全性への懸念が広がり、現在
ではより安全性が高いと考えられる非ウイ
ルス型キャリアが注視されている。塩基性脂
質からなるカチオン性リポソームは、in vitro
でのトランスフェクションに多用される核
酸キャリアであるが、核酸との結合力が弱く
生体環境下では核酸の保持安定性に課題が
残る。 
一方、ポリエチレンイミンやポリリジンな
どのポリカチオン荷電性ポリマーは、現在最
も有望な核酸キャリアとして期待されてい
る。これらのポリマーは塩基性度や分子構造、
分子量などを自由に制御できるため様々な
機能を容易に付加できる。しかし、上述した
ような多機能化が相加的に達成できるわけ
ではない。つまり、一つの機能付与が他の機
能を損なう場合があり、この点がキャリア開
発を阻むボトルネックである。さらに、ポリ
カチオン荷電性ポリマー自体細胞毒性が強
く、排出や分解までの期間でさえ細胞内に残
留し続けることは好ましくない。それゆえ、
ポリカチオン荷電性ポリマーを用いずに新
しいポリプレックスを作製することが望ま
れている。 
 
２．研究の目的 
遺伝子治療を実現するには、核酸を効率良
く運搬できる多機能型キャリアの創製が不
可欠である。ポリカチオン荷電性ポリマーは
最も有望なキャリアの一つであるが、その多
機能化には避けがたいジレンマを伴う。そこ
で、本研究では、ポリカチオン荷電性ポリマ

ーを用いずに多機能型の核酸内包ポリマー
複合体（ポリプレックス）の開発を目指す。
核酸は、末端のみをアミノ化した生分解性ポ
リマーと疑似複合体を形成させた後、溶媒拡
散法によりポリプレックス粒子内に物理的
に遮蔽包埋する。このポリプレックスは独立
した複数の機能（①ポリカチオンがなく低い
細胞毒性、②物理的包埋による核酸の安定保
持、③ポリマー分解に伴う確実な核酸解離、
④核酸の徐放出による薬効の長期持続）を兼
備できるため、遺伝子治療実現へのブレーク
スルーとなる可能性を秘める。 
 
３．研究の方法 
核酸分子はポリアニオンに荷電した水溶
性が高い高分子であるため、ポリカチオンを
利用せずにポリプレックスを作製するのは
大変難しい。例えば、スプレードライ法やダ
ブルエマルジョン溶媒留去法により非イオ
ン性ポリマー粒子内に物理的に核酸を包埋
した報告があるが、これらの調製法では初期
バーストが大きく、また毛細血管栓塞を誘導
しない小さな粒径のポリプレックスは作製
できない。また、溶媒拡散法や透析法では、
小さなポリマー粒子が作製可能だが核酸は
ほとんど封入できない。したがって、現在研
究開発中のほぼ全てのポリプレックスは、ポ
リカチオン荷電性ポリマーと核酸分子との
静電相互作用に基づき作製される。しかし、
このようなポリプレックスでは、核酸の保持
/解離の二つの機能が静電相互作用に基づく
結合力の強さに依存するためジレンマが生
じる。 
我々はこれまでに、薬理効果を長期持続可
能でターゲッティング可能なDDS製剤の開発
を行ってきた。その結果、様々な水溶性の低
分子薬物を効率良く生分解性ポリマーナノ
粒子に封入できる独自技術を確立している。
これらの製剤では、血中でも薬物を物理的に
安定に担持できるのに加え薬物を徐放出可
能で、各種疾患モデル動物での有用性が既に
報告されている。 
そこで、本研究では、これら基礎技術をさ
らに発展させ、ポリカチオンを用いずに核酸
分子を生分解性ポリマーナノ粒子に封入す
る。具体的には、溶媒拡散法による疎水性ポ
リマー（ポリ乳酸）の析出・粒子化の工程に
静電相互作用を組み入れることで効率良く
核酸を包埋させる。水溶性有機溶媒中に片末
端にアミノ基を導入したポリ乳酸と核酸分
子を溶解し、それらの弱い静電相互作用によ
り疑似複合体を形成させる。この有機溶媒を
水に添加するとポリ乳酸が粒子化され同時
に核酸がポリプレックス内に包埋される。 
ポリプレックスへの核酸封入率や粒子径
は HPLC や DLS を用い評価した。核酸の安定
保持と核酸の解離（徐放出）は電気泳動と
HPLC により、細胞毒性は WST-8 アッセイによ
り評価した。さらに、細胞内への取り込みや
そのトラフィックルートは細胞の蛍光観察



により、siRNA を用いた遺伝子発現抑制能は
ELISA 法により評価した。 
  
４．研究成果 
ポリプレックスの基材として用いるポリ
マーは、生分解性のポリ乳酸を用いた。その
カルボキシ基末端にエチレンジアミンを縮
合反応により結合させ、片末端のみをアミノ
化したポリ乳酸を合成した。ポリプレックス
は、このポリ乳酸と核酸を DMSO に溶解し水
中に滴下するO/W型溶媒拡散法により調製し
た。様々な条件を変え調製し核酸分子の封入
率と粒径を測定したところ、末端がカルボキ
シ基のポリ乳酸に比べ末端アミノ化ポリ乳
酸では、粒子内への DNA 封入率が 84 倍増大
した。これは、DNA のリン酸基とポリ乳酸の
アミノ基間の静電相互作用が起点となり DNA
がポリ乳酸粒子内に包埋されたことを示唆
している。最終的に、分散安定性が高く粒径
が100nm程度で核酸分子の封入率が最大とな
る調製条件を見いだすことができた。 
次に、ポリプレックスの DNA 担持安定性を
評価した。ポリカチオンを用いた従来のポリ
プレックスにポリアニオンを添加すると、容
易に DNA と置換されたのに対し、このポリプ
レックスでは大過剰のポリアニオンを添加
してもDNAは置換されずポリプレックス内に
留まっていた（図 1）。さらに、血清中でポリ
プレックスをインキュベートすると、従来の
ポリプレックスではDNAが酵素分解されたの
に対し、このポリプレックスでは分解されな
かった（図 2）。これらの結果より、このポリ
プレックスではポリ乳酸粒子内にDNAが物理
的に安定に包埋されていることが明らかに
なった。 

図 1 ポリプレックスの DNA 担持安定性 
 

図 2 血清中での DNA の分解 
 
一方、ポリプレックスからの DNA の遊離挙
動を 37℃下生理食塩水中にて解析したとこ
ろ、従来のポリプレックスでは核酸の放出は
認められなかったのに対し、このポリプレッ
クスでは約 30 日にわたり少しずつ放出され

た。これは、生分解性のポリ乳酸の加水分解
に伴い、物理的に包埋されていた DNA が徐々
に放出されたためだと考えられる。以上より、
このポリプレックスでは核酸保持と遊離の
両機能が独立していると考えられる。 
蛍光ラベルDNAを内包したポリプレックス
を作製し、マクロファージに分化させた U937
細胞やマウスマクロファージ由来の
RAW264.7 細胞との相互作用を評価したとこ
ろ、それらの細胞に顕著に取り込まれること
がわかった。DNA の細胞内滞留性をカチオン
性リポソームの市販品（リポフェクタミン
3000）と比較すると、このポリプレックスの
方が長時間細胞内に残留していることがわ
かった。また、従来のポリカチオンからなる
ポリプレックスでは濃度依存的に強い細胞
毒性がみられたのに対し、このポリプレック
スでは毒性はみられなかった。 
内因性遺伝子に対するsiRNAを封入したポ
リプレックスは、コントロール配列の siRNA
を用いたポリプレックスに比べ、培養細胞で
の遺伝子発現を有意に抑制した。この結果は、
このポリプレックスが in vitro で遺伝子発
現抑制効果を有することを示している。また、
細胞小器官との共染色試験から、ナノ粒子は
リソソームに局在し、そのリソソーム内 pH
が強く酸性化していたことから、この変化に
応答する分子を用いることでエンドソーム
脱出が誘導できることが示唆された。 
本研究で開発した新規のポリプレックス
は、静電相互作用を起点とした物理的な遮蔽
により核酸分子を包埋できる。また一方で包
埋した核酸分子はポリマーの加水分解によ
るナノ粒子の瓦解に伴い不可逆的かつ確実
に解離されることが明らかになった。このよ
うに保持と解離の機構がそれぞれ独立して
いるため、干渉し合うことなく同時に両機能
を発揮させことができる。さらに、このポリ
プレックスでは、ポリマーの種類や分子量を
変えることで核酸放出速度を変更でき疾患
に応じた薬効持続時間の制御が可能である。
また、過剰なカチオンを必要としないため細
胞毒性も低減できる。以上より、このポリプ
レックスは遺伝子治療を実現する新型の核
酸キャリアとして期待できる。 
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