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研究成果の概要（和文）：ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤には、細胞質でのチューブリンアセチル化
や核内ヒストンアセチル化の亢進効果に伴う細胞内輸送系や転写の活性化作用がある。我々は、これらの作用に
より、遺伝子治療におけるHDAC阻害剤の併用が治療用遺伝子の効果を増進することを明らかにしてきた。本研究
では、遺伝子治療とHDAC阻害剤を一体化した効率的な遺伝子発現効果を実現する遺伝子治療製剤の創製を目的と
した。種々検討の結果、HDAC阻害剤の一種であるSAHAをPEG化した、PEG-SAHAとPEG化ポリリシンとの混合製剤が
有効であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Histone deacetylase (HDAC) inhibitors in nature have activity to enhance the
 gene expression owing to the improvements in the processes of intracellular DNA delivery and 
intranucleus DNA transcription caused by hyper acetylation of cytosolic microtubules and core 
histone proteins. We therefore evaluated several types of HDAC inhibitors as enhancer of the gene 
expression for lipofection. In this study, we developed an efficient formulation for gene therapy in
 which an HDAC inhibitor, SAHA, is hybridized. The formulation is composed of PEGylated poly-lysine 
and PEG-SAHA.

研究分野： 医薬品化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
がんの遺伝子治療は、今後の発展が期待さ

れる抗がん療法の一つであるが、現状では汎
用されるまでには至っていない。その理由と
して、㋐がん組織への治療用遺伝子（DNA
や RNA）の送達が難しいこと、㋑がん細胞
内への効率的な遺伝子導入とその発現が難
しいこと、㋒ウイルスベクターを用いる場合
は、その取り扱いや投与方法の難しさ、安全
性への懸念、抗原性による頻回投与の困難な
どが挙げられる。そこで、本研究では、通常
の医薬品のように容易に投与できるがん遺
伝子治療製剤の開発を上記の㋐～㋒の問題
点を改善することにより進める。 
本研究の戦略の中心として、当研究室で以

前より築き上げてきたヒストン脱アセチル
化酵素（HDAC）阻害剤のエピジェネティッ
クな制御作用を活用する。即ち、非ウイルス
ベクターとHDAC阻害剤の相乗作用により、
がん細胞特異的な高いトランスフェクショ
ン効率を実現することにより、上記の問題点
㋑と㋒を克服する。その上で、これまでの経
験を活かし、正電荷ナノ粒子製剤と HDAC
阻害剤のハイブリッド製剤を構築すること
により、㋐の問題点も克服し、汎用性の高い
新規遺伝子導入製剤の創製と治療法の確立
を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
亜鉛を活性中心にもつ HDAC は、現在少

なくとも 11 種類のアイソザイムが知られて
おり、広く、細胞内に分布している。HDAC
はヒストンアセチル転移酵素（HAT）との相
反的作用によりタンパク質のアセチル化を
制御している。特に、HDAC の名称の由来で
もある、核内のヒストンタンパクのアセチル
化状態は転写活性化の制御機構に深く関与
しており、これを制御する HDAC の働きは
重要である。さらに、多くの転写因子の活性
化も、HDAC と HAT による分子のアセチル
化状態の制御により調節されていることか
ら、HDAC は細胞内のエピジェネティックな
遺伝子発現機構における調節分子として極
めて重要な役割を担っている。 
 HDAC 阻害剤（HDI）による HDAC の阻
害は、相対的なHATの亢進作用として現れ、
ヒストンや転写因子の高アセチル化をもた
らす。特に、がん細胞においては、ヒストン
タンパク質は低アセチル化状態にあること
が知られており、これを、正常なアセチル化
状態に戻す HDI の働きにより、細胞増殖抑
制遺伝子やアポトーシス関連タンパク質の
転写が惹起されることが知られている。 
 我々は、この HDI のがん細胞特異的な遺
伝子発現増強作用が、外部から導入した遺伝
子（プラスミド）においても同様に発揮され
ることを明らかにしている。この特性ががん
の遺伝子治療に応用できることが強く示唆

されるため、本研究では、その方法論の確立
を目指すことにした。さらに、HDAC 阻害剤
プロドラッグ化によるリポソーム製剤化や
PEG-HDI 製剤の創製の経験を活かし、遺伝
子治療用製剤の開発を行う。これにより、通
常の注射剤として頻回投与可能な遺伝子治
療製剤の開発を目指す。 
現在開発されている HDAC 阻害剤は、酵

素の活性中心に存在する亜鉛に結合する部
位の化学構造の違いから、ヒドロキサム酸型、
ベンズアミド型、チオール型、脂肪酸型、エ
ポキシケトン型などに分類されている。これ
らの型の違いが、阻害活性のアイソザイム特
異性に関連していることが知られている。こ
れらの HDI のうち、SAHA（vorinostat）は
皮膚 T 細胞リンパ腫に対する経口剤として、
FDA で 2006 年に承認されている。我々も既
に、多くの種類の HDAC 阻害剤を独自に合
成展開しており、それぞれのアイソザイム選
択制や活性に特徴がみられる。このように多
くのバリエーションを有する HDAC 阻害剤
と遺伝子治療との併用効果を細胞レベルや
実験動物レベルで検証する。一方の遺伝子治
療にも対象とするがんの種類、標的遺伝子の
種類が多数あり、どの治療法を選択するかに
より、膨大な組み合わせが生じる。そこで、
本研究では、臨床レベルまで達している遺伝
子治療法を選択し、その治療法が標的とする
がん種と遺伝子に絞って、HDAC 阻害剤の構
造活性相関を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
対象とするがん遺伝子治療は既に臨床研

究段階にあるものとする。当初の計画として
は、乳がんや胃がんに対する CDC6shRNA 遺伝
子投与による CDC6 ノックダウン、腎がんや
乳がんに対する、INF-βの発現遺伝子導入を
基盤とする遺伝子治療とする。これらに対す
る各種 HDAC 阻害剤の併用効果を培養細胞
及び動物実験レベルで明らかにする。一体化
製剤の開発は、正電荷脂質―HDI プロドラッ
グを基盤とする。これらの製剤の評価は GFP
レポーター遺伝子の発現を指標に行い、その
成績が高いものについては、実際の標的遺伝
子を使った細胞増殖抑制活性試験や担癌マ
ウスに対する腫瘍増殖抑制効果の評価を行
う。その結果を踏まえて、製剤の組成や構造、
投与方法等の最適化を行う。 
Cell Division Controller 6 (CDC6)は、

細胞周期の進行に重要な働きを持つタンパ
ク質で、乳がん細胞などで過剰発現している。
CDC6をRNA干渉によりノックダウンすること
により、がん細胞は細胞周期停止し、アポト
ーシス誘導されることが知られており、この
方法は、がんの遺伝子治療に応用されている。
本研究では、アイソザイム選択性の異なる各
種 HDAC 阻害剤をこの遺伝子治療法に併用
した時の効果について検証する。 
遺伝子治療と HDAC 阻害剤の併用効果の



検証で得られた知見を基にして、さらに、培
養細胞レベル、動物実験レベルで実証実験を
行い、これにより得られるデータを集める。
具体的には、①標的とする遺伝子が、がん細
胞で選択的に制御されているか、②がん細胞
においてアポトーシスが誘導されているこ
とが、関連タンパク質の発現制御から説明で
きるかを確認する。そして、これらの制御の
結果として、③がん細胞の増殖抑制や、担癌
マウスでの腫瘍縮退効果が認められるかを
検証する。製剤化に関しては、GFP リポータ
ータンパク質発現を指標に最適化した正電
荷脂質―HDAC 阻害剤ナノプレックス製剤
に、実際に遺伝子治療用の遺伝子を結合させ
て、その治療効果を細胞レベルおよび、でき
れば担癌マウスを用いた試験で検証する。 
本実験で検証する内容には、HDAC 阻害剤

の種類、標的とするがんや遺伝子の種類、ト
ランスフェクション法の種類、動物への投与
方法の種類など、多くのパラメータが存在す
る。期間終了後も、これらのパラメータを変
えながら、最適化された治療法と治療用製剤
の創製を目指す。 
 
４．研究成果 
 
当研究室では、従来の遺伝子導入剤を用い

て遺伝子と HDAC 阻害剤を共投与し、抗が
ん作用が増強することを明らかにしている。
HDAC 阻害剤は治療用遺伝子、及びがん細胞
由来のがん抑制遺伝子の発現上昇に関与す
る。そこで本研究では、HDAC 阻害剤で代表的
な SAHA を遺伝子と共に内包するミセル型製
剤を開発に着手した（Fig.1）。 
 

 

Fig.1 目的の製剤モデル 

 

初めに設計した機能性 PEG-peptide（Fig.2 
設計①) は、合成段階でジメチルリシンが
Fmoc 基を脱離してしまい、Fmoc 法による固
相合成による目的化合物の合成に至らなか
った。これを受け、PEG 化ポリアスパラギン
酸（PEG-(Asp)n）の固相合成後に側鎖カルボ
キシル基にポリアミン鎖及び SAHA を縮合す
る 方 法 を 試 み た （ Fig.2 設 計 ② ）。
PEG-(Asp)5-SAHAミセルはSAHA単体と比べて
高い細胞増殖抑制効果を示したが、PEG やア
ミンの縮合率の推定が困難であり、さらに合
成法の検討を進める必要がある。これについ
ては、現在も研究を進めている。 
そこで、まずは、PEG 化ポリリジン

(PEG-(Lys)n)とPEG化SAHAの混合型ミセル製

剤の創製の方向に方針を固めて、実験を進め
た。PEG-(Lys)n合成過程で PEG の縮合反応や
縮合率の推定を改善した上、PEG-SAHA との混
合ミセルを作製し、電気泳動、粒径・ゼータ
電位測定、細胞試験からミセル形成とその効
果について評価した（Fig.3）。 

 

設計① 

 
設計② 

 
 

Fig.2 PEG-peptide 製剤の設計 

 

設計③ 

 

 
Fig.3 PEG-(Lys)n構造 

 
具体的な合成法と評価方法は次の（１）～

（５）に示す。 
 
（１）PEG-(Lys)nと PEG－SAHA の合成 
Fmoc-NH-SAL-Resin を出発物質とし、固相

合成により Fmoc-Lys(Bn)-OH、Fmoc-Gly-OH、
Fmoc-βAla-OH を配列に応じてステップワイ
ズに縮合し、固相上ポリペプチド鎖を形成し
た。その N 末端に PEG-OSu を用いて PEG2000
鎖を縮合した。樹脂から 90%TFA で PEG-ペプ
チド鎖を切り出し、凍結乾燥によって回収し
た。化合物の生成は 1H-NMR と MALDI-MS で確
認した。本合成に関して、固相上で、長鎖の
ペプチド N末端に、長鎖の PEG 鎖を縮合する
ことから、その収率が問題になると予測した。
そこで、本反応における PEG 鎖の縮合効率を
検討した結果、Peptide 鎖の N 末端が Gly の
場合や、Lys残基数が10残基以上になる場合、
PEG 縮合率が著しく低下することがわかった
（Table.1）。この検討結果から、Lys 残基数
は 10 以下として、PEG と Lys の間にスペーサ
ーを入れないことにした。 
PEG－SAHA の合成については、SAHA を

PEG-OSu と一晩反応させ、ジエチルエーテル
処理による再沈殿で精製し、目的物を収率
99%で得た。生成は 1H-NMR と MALDI-MS で確認



した。 
 
（２）混合ミセルの作製 
PEG-(Lys)n とプラスミド DNA（pDNA）と共

に 10mM Tris-HCl 緩衝液（pH7.4）に分散さ
せた。この時 PEG-SAHA は 2.0 µM、N/P比は 1、
2、4、6、8、10、20 に調整した。（N/P 比：
PEG-(Lys)nのアミノ基と核酸のリン酸基のモ
ル比） 
 
Table.1 PEG 縮合条件の検討 

 

 

 

（３）ミセル形成評価試験 
(a) 電気泳動による蛍光色素排除試験 

0.8％のアガロースゲルを用いて(2)に示
した N/P 比（1、2、4、6、8、10、20）で作
製したミセルをそれぞれ電気泳動した。紫
外線照射時のエチジウムブロマイド蛍光強
度を比較した結果（Fig. 4）、N/P 比 8 以上
で蛍光の減少が確認できた。これは、N/P
比 8 以上では、ミセル中の DNA が強固に
保持されていて、電気泳動によるクーロン
力では DNA が泳動されなかったことを示
している。 
(b) 粒径分布と表面ゼータ電位 
DNA 最終濃度を 33.3 µg/mlに調整し、N/P

比 1、2、4、6、8、10、20 でそれぞれのミセ
ルを作製した。光散乱電気泳動(ELS)法によ
り粒子の安定性の指標となるゼータ電位を
測定した結果、N/P 比の増大により負電荷か
ら 0 へ収束傾向を示した。また動的光散乱
(DLS)法により粒径を測定した結果、60～
200nm 付近に粒径分布が存在した。 
 

（４）トランスフェクション実験 
ヒト大腸がん細胞HCT-116にミセル製剤を

添加し、24 時間後の遺伝子発現効率を評価す
るため、pDNA 内に組み込まれているレポータ
ータンパク（GFP）の発現を Western Blotting
により確認した。その結果、GFP の発現上昇

が観測されたことから、本製剤により、DNA
の導入がされていることが確認された。 
 

（５）細胞増殖抑制試験 
HCT-116 細胞を用いて、ミセル製剤添加後

の細胞生存率をWST-8法で確認した（Fig.5）。
既存の遺伝子導入試薬と同様の効果が得ら
れた。また PEG(Lys)n 単体に毒性は見られな
かった。 

 

Fig.4 エチジウムブロマイド蛍光 

上: PEG-(Lys)5 / pDNA 

    下: PEG-(Lys)5+PEG-SAHA / pDNA 

 

 
Fig.5 薬剤添加 24 時間後の細胞生存率（%） 
 
PEG-ペプチドの設計において、これまで立

体障害の小さいGlyをスペーサーとして配置
することで PEGと peptide の縮合効率が高ま
ると予測していたが、実際には縮合率が低下
することが判明した。原因は、Gly のアミノ
基の水素が分子内のカルボニル基と水素結
合し、求核性の低下あるいは立体障害を生じ
たことが考えられる。 
DNA, PEG-ペプチド、PEG-SAHA 複合体ミセ

ル製剤の評価では、エチジウムブロマイドの
蛍光消失とゼータ電位の結果から、高 N/P 比
においてミセル形成が促進されることが示
唆された。しかしながら、細胞増殖抑制試験
の結果ではN/P比の高さと細胞毒性は比例し
ておらず、N/P 比 4～8で効果を示した。また



EPR 効果を期待するには粒径の制御・評価が
重要であるが、今回の測定では試料の調整条
件によるばらつきも大きく、課題が残る。以
上のことから、ミセル形成の評価法を今後さ
らに検討する必要がある。 
本研究では、PEG-(Lys)n と PEG-SAHA によ

る遺伝子内包ミセルの形成、及びがん細胞増
殖抑制効果の可能性を示した。PEG-peptide
を基盤とする様々な機能を付与した高性能
遺伝子ベクターへの発展を今後期待してい
る。 
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