
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

１０１０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ粒子の構築と細胞内微小環境の核酸科学

Development of a nanoparticle to release nucleic acids in a mitochondrial 
environment

６０４５１４３１研究者番号：

山田　勇磨（YAMADA, Yuma）

北海道大学・薬学研究院・准教授

研究期間：

１５Ｋ１２５３２

平成 年 月 日現在２９   ５   ６

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア (Mt)の機能不全 (Mtのゲノム異常)は、Mt脳筋症、神経変性疾患、心
筋梗塞、糖尿病などの様々な疾患と関連しており、Mtを標的とする核酸医薬 (アンチセンスオリゴ核酸)が革新
的治療法として注目されている。本研究では、Mt環境応答性核酸ナノ粒子搭載ドラッグデリバリーシステム 
(DDS)を構築し、細胞Mt内部における核酸放出過程および遺伝子発現制御およびMt・細胞機能を評価した。本研
究は、核酸科学研究分野に多彩な機能を有するMtという新しい細胞内微小環境を創出し、Mtを標的としたナノメ
ディシン創製に貢献する事が期待される。

研究成果の概要（英文）：It was recently reported that mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) form 
the basis of mitochondria (Mt) related diseases. Therefore, the delivery of nucleic acids targeting 
mutant mtDNA would be expected to be an innovative therapeutic strategy for such diseases. To date, 
we developed a MITO-Porter, a nano carrier for mitochondrial delivery. The aim of this study is to 
develop a nanoparticle that can release nucleic acids in response to the Mt environment following 
its delivery to the Mt. In this study, we evaluated nanoparticles with various Mt environment 
responsive peptides, and we succeeded in constructing a nanoparticle that was capable of releasing 
nucleic acids in response to conditions that mimic the Mt environment. In addition, we confirmed 
successful regulation of the mitochondrial gene expression by transfection of nanoparticles using 
the MITO-Porter. Our findings can contribute to development nanomedicine for mitochondrial gene 
therapy.

研究分野：薬物送達学

キーワード： 薬物送達システム　ミトコンドリア
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは多彩な機能を有した細
胞内小器官であり、その機能異常によって
様々な疾患を誘発する。近年、ミトコンドリ
アの機能不全はミトコンドリア独自のゲノ
ム (mtDNA)の変異・欠損が関連している事が
報告されており、ミトコンドリアを標的とす
る遺伝子治療が種々の疾患の革新的治療法
として注目されている。これらの疾患治療を
実現するためには、ミトコンドリアを標的と
したドラッグデリバリーシステム (DDS)が
必要だが、有用な DDS は開発されておらず核
酸においては皆無であった。 
ミトコンドリアを標的とした核酸医薬治
療を成功させるためには、ミトコンドリア治
療に十分量の核酸をミトコンドリアまで送
達し機能させる必要がある。封入率の上昇が
期待できる核酸ナノ粒子化パッケージは有
用な戦略になり得るが、核酸が機能するため
にはナノ粒子からの核酸放出が必須である。
研究代表者はミトコンドリア膜との膜融合
を介して内封物質を送達する、ミトコンドリ
ア融合性リポソーム （MITO-Porter）を開発
し、[Y. Yamada et al, Biochim Biophys Acta 
1778, 423-32 (2008)]、核酸ナノ粒子をミト
コンドリア内部に導入する事に成功してい
た  [E. Kawamura, Y. Yamada et al, 
Mitochondrion 13, 610-4 (2013)]。代表者
は、MITO-Porter システムにミトコンドリア
環境応答性核酸放出制御能を付加する事で、
今までは実現不可能であったミトコンドリ
ア遺伝子制御を中心とするライフサイエン
ス研究・ミトコンドリア遺伝子治療を実現さ
せられると考え、本申請研究を提案した。 
 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアのゲノム異常は、ミトコン
ドリア脳筋症、神経変性疾患、心筋梗塞、糖
尿病などの様々な疾患と関連しており、ミト
コンドリアを標的とする核酸医薬 (オリゴ
核酸 (DNA・RNA))が革新的治療法として注目
されている。本研究では、ミトコンドリア環
境応答性核酸ナノ粒子搭載 DDS を構築し、細
胞ミトコンドリア内部における核酸放出過
程および遺伝子発現制御の評価を研究目的
とした。本研究は、核酸科学研究分野に多彩
な機能を有するミトコンドリアという新し
い細胞内微小環境を創出し、ミトコンドリア
を標的としたナノメディシン創製に貢献す
る事が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、『ミトコンドリア環境応答性
核酸ナノ粒子搭載 DDS の構築』のために、H27
年度に （1） ミトコンドリア環境応答性核
酸ナノ粒子の構築、 （2） ミトコンドリア
環境下における核酸放出評価、 （3） ミト
コンドリア環境応答性核酸ナノ粒子搭載

MITO-Porter の構築、 『生細胞ミトコンドリ
アへの核酸ナノ粒子の送達および遺伝子抑
制検証』のために、H28 年度に （4） 核酸ナ
ノ粒子の細胞内動態の最適化、 （5） 生細
胞を用いたミトコンドリア遺伝子抑制の検
証 を下記に示す方法で実施した。 
（1） ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ粒
子の構築 
これまでにMITO-Porterによる核酸ナノ粒
子のミトコンドリアマトリクス送達は成功
しているが、ミトコンドリア環境応答性核酸
放出制御能に関する検討は行っていなかっ
た。本研究では、ミトコンドリアが細胞内部
で特殊環境領域（アルカリ性領域、特異的酵
素反応など）を有している事に着目し、核酸
ナノ粒子を形成するカチオンポリマーに環
境応答性を付加したポリマーを設計した。具
体的には、アルカリ性環境下で正電荷が消失
するヒスチジンを基本骨格とするポリマー
を合成しオリゴ核酸のナノ粒子化を検討し
た。酸性・中性環境で正電荷を有するヒスチ
ジンは負電荷のオリゴ核酸と静電的相互作
用を介してナノ粒子を形成するが、アルカリ
性領域下 (ミトコンドリア環境)でヒスチジ
ンの正電荷が消失するため、ミトコンドリア
内でのナノ粒子が崩壊、オリゴ核酸放出が期
待できると期待した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでの検討で、オリゴ核酸のナノ粒子化
に実績のあるアルカリ性領域で正に帯電す
るアルギニン (R、pKa = 12.5)を基盤とした
ステアリル化 (STR)-R8、ヒスチジン （H、
pKa = 6.0）を基盤とした STR-H8、R と H の
複合型ペプチド （STR-H4R4 群）、プラスミド
DNA 凝 縮素子として報告されている
Protamine をポリマーとして用いた。 
核酸ナノ粒子はオリゴ RNA核酸と表 1に示
すポリマーを異なる比率で混合しナノ粒子
を形成させ、粒子径と表面電位を測定し粒子
形成の確認をした (図 1)。 
 
（2） ミトコンドリア環境下における核酸放
出評価 
① 核酸放出評価法の確立： 環境変動に伴っ
た核酸ナノ粒子からの核酸放出特性を評価
するため、環境 (pH)変動に依存せず核酸ナ



ノ粒子からの核酸放出を測定可能な評価法
の確立を試みた。はじめに、溶液中に遊離す
るオリゴ RNA の定量方法として、Ribogreen
による定量と Cy5標識オリゴ RNAを用いた定
量の2種類の測定法を比較した (図2)。次に、
クエンチングを原理とした核酸放出率の評
価系を最適化し、核酸放出評価に用いた。 
② pH 環境の変動に伴う核酸ナノ粒子からの
核酸放出の評価： ミトコンドリア環境の一
つとしてアルカリ性環境が挙げられる。pH が
核酸ナノ粒子からの核酸放出に及ぼす影響
を評価した。pH4.0 の条件で調製した核酸ナ
ノ粒子を様々な pH の緩衝液 (pH 4、5、6、7、
8)に添加し、核酸放出率を算出した (図 3)。 
③ アニオン分子の添加による核酸ナノ粒子
からの核酸放出の評価： ミトコンドリアマ
トリクスに送達された核酸ナノ粒子は、マト
リクスに存在する負電荷を有するmtDNAやタ
ンパク質などの生体分子と相互作用して核
酸を放出する可能性が考えられる。デキスト
ラン硫酸ナトリウム (DSS)をアニオン分子
のモデルとして用い、pH8.0 の条件で調製し
た核酸ナノ粒子を、異なる濃度の DSS 溶液に
添加し、核酸放出率を算出した (図 4)。 
 
（3） ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ粒
子搭載 MITO-Porter の構築： ミトコンドリ
ア環境応答性核酸ナノ粒子をMITO-Porterに
搭載し、粒子径･表面電位を測定した。ポリ
マーとして、STR-H4R4 群、Protamine、ポリ
エチレンイミン (PEI)を用いた。PEI はこれ
までにミトコンドリアへのオリゴRNA核酸送
達素子として実績があるのでコントロール
として用いた [R. Furukawa, Y. Yamada et al, 
Biomaterials 57, 107-15 (2015)]。核酸ナ
ノ粒子のMITO-Porterへのパッケージングは、
単純水和法、reverse-phase evaporation 
vesicle (REV)法、エタノール希釈法を用い
て検討した。 
 
（4） 核酸ナノ粒子の細胞内導体の最適化： 
蛍光標識を施した核酸ナノ粒子を搭載した
MITO-Porter を調製し、核酸ナノ粒子の細胞
取り込み能をフローサイトメトリーを用い
て評価した。また、ミトコンドリアを蛍光染
色後に、核酸ナノ粒子の細胞内局在を共焦点
レーザースキャン顕微鏡を用いて観察した。 
 
（5） 生細胞を用いたミトコンドリア遺伝子
抑制の検証： ミトコンドリア呼吸鎖タンパ
ク質である COX2 コードするミトコンドリア
内因性 mRNA を標的とするアンチセンスオリ
ゴ RNA (ASO)のナノ粒子をミトコンドリア内
部に導入し、その遺伝子発現抑制を検証した。
具体的には、ASO ナノ粒子を MITO-Porter を
用いてミトコンドリア内部に導入し、定量的
RT-PCR による mRNA の定量、ウエスタンブロ
ット法を用いた標的タンパク質の発現量を
評価した。また、ミトコンドリア内の膜電位
を検出可能な蛍光色素 JC-1 を利用して評価

し、ミトコンドリア呼吸鎖機能を維持する
COX2 ノックダウン時の膜電位の低下を検証
した。 
 
 
４．研究成果 
（1） ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ粒
子の構築 
種々の検討の結果、オリゴ RNA 核酸とポリ
マーを、pH 4.0 の緩衝液中で、適切な比率
(Nitrogen(N)/Phosphate (P)比=5.0)で混合
する事でナノ粒子を形成させる事が可能と
なった（粒子径 100 nm 程度）。調製した核酸
ナノ粒子を様々な pH の緩衝液 (pH 4、5、6、
7、8)に添加しインキュベーションした後、
ζ電位を測定した (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ζ電位測定の結果、STR-H8 核酸ナノ粒子は、
ζ電位については pH 4、5 で正の値、pH 7、
8では負の値を示した。この結果より、STR-H8
核酸ナノ粒子は正電荷を消失する pH 応答能
を有する事が示された。一方、STR-R8 および
Protamine を用いて調製した核酸ナノ粒子で
は、ζ電位は pH に依らず 15-20 mV の正の値
を示した (図 1A)。 
次に、R と H を組み合わせた複合型のペプ
チド STR-H4R4 群（STR-H4R4、STR-H2R2H2R2、
STR-H2R4H2、STR-R2H4R2）を用いて核酸ナノ
粒子を調製し、そのゼータ電位と pH の関係
を評価した。ペプチドの C 末端が RR である
STR-H4R4 と STR-H2R2H2R2、STR-R2H4R2 を用
いて調製した核酸ナノ粒子については、pH が
高くなると粒子表面の正電荷が減弱したも
のの、負には変化しなかった。一方、C 末端
が HH である STR-H2R4H2 は他の STR-H4R4 群
とは異なり、酸性条件下でも負電荷のナノ粒
子を形成する事が示された (図 1B)。 
 
（2） ミトコンドリア環境下における核酸放
出評価① 核酸放出評価法の確立： 溶液中に
遊離するRNAをRibogreenおよびCy5標識RNA
を用いて測定した。その結果、Ribogreen に
よる遊離核酸の定量は酸性条件下において、



線形性は保持されるものの蛍光強度が著し
く減弱した (図 2A)。一方、Cy5 の蛍光強度
は酸性条件下で多少の減弱は生じたが、測定
にあたっては十分な蛍光強度が保持された 
(図 2B)。これらの結果より、核酸の定量には
Cy5 の蛍光強度を測定する事にした。 
次に、クエンチングを原理とした核酸放出
率の評価系の構築を試みた。Cy5 標識 RNA を
ナノ粒子化した場合、ナノ粒子構造内部では
複数の Cy5 分子が極めて密に存在するため、
励起光の照射によってCy5から放出された蛍
光は分子間でクエンチングして消光する。一
方、ナノ粒子構造が崩壊している場合には、
Cy5 が溶液中に遊離し分子間距離が増大して
いるためクエンチングが生じず、Cy5 から放
出された蛍光を検出できる。種々の検討の結
果、下記の式を用いて核酸放出率 (%)を算出
する事が可能となった。 
核酸放出率 (%)  
= 各条件における核酸ナノ粒子の蛍光強度 
/ 核酸単独の蛍光強度 × 100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② pH 環境の変動に伴う核酸ナノ粒子からの
核酸放出の評価： Rを基盤とするプロタミン
および STR-R8、H を基盤とした H8、STR-H8、
さらに R と H を組み合わせた STR-H4R4 群を
用いて、核酸ナノ粒子を調製し、異なる pH
の緩衝液中での核酸放出率を測定した (図
3)。その結果、STR-H8 (◇)は pH 8 で核酸を
放出し、核酸ナノ粒子構造が崩壊する事が示
唆された(図 3A)。その他の Rを基盤とするポ
リマーからなる核酸ナノ粒子についてはい
ずれも pH の変動による核酸放出を示さなか

った (図 3A)。 
また、STR-H4R4 群（Hおよび Rを 4つずつ
含有）ではSTR-H2R4H2 (◆)核酸ナノ粒子が、
pH の変動に伴った核酸放出を示したが、その
他のR/H複合ポリマーからなる核酸ナノ粒子
では、核酸放出は確認されなかった (図 3B)。
以上の結果より、ポリマーの構成アミノ酸の
数だけではなくペプチド配列中の順序も放
出効率に影響する事が示唆された。STR-H8 お
よび STR-H2R4H2 は両端にヒスチジン基を有
するポリマーであり、このアミノ酸の配列順
序が pH 変動による影響を受けやすい事が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ アニオン分子の添加による核酸ナノ粒子
からの核酸放出の評価： 核酸ナノ粒子溶液
を異なる濃度の DSS 溶液に添加し、核酸放出
を評価した。ただし、マトリクス環境 （ア
ルカリ性領域）を模倣するため DSS 溶液の pH
は 8.0 とした。評価の結果、塩基性条件で粒
子が自壊する STR-H8 (◇)および STR-H2R4H2 
(◆)からなる核酸ナノ粒子は質量比1相当以
下の DSS の添加によって 90%以上の核酸を放
出した (図 4)。また、アルカリ性環境で粒子
が自壊しない STR-H4R4 群 (STR-H4R4 、
STR-H2R2H2R2、STR-R2H4R2)からなる核酸ナ
ノ粒子に関しても、Rを基盤とする STR-R8 お
よびプロタミンを用いて調製した核酸ナノ
粒子と比較して pH 8 環境下では約 10 倍高い
核酸放出能を有する事が示された (図 4)。 
①～③の結果より、STR-H4R4群の STR-H4R4、



STR-H2R2 H2R2、STR-R2H4R2 を用いる事で、
酸性～中性領域の核酸ナノ粒子を可能とし、
さらにマトリクス環境 (アルカリ性、アニオ
ン性分子存在下)での核酸放出能は、従来用
いていた Rを基盤とするポリマー、プロタミ
ンおよび STR-R8 よりも優れていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3） ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ粒
子搭載 MITO-Porter の構築： ミトコンドリ
ア環境応答性核酸ナノ粒子 （STR-H4R4 群）
を MITO-Porter に搭載し、粒子径･表面電位
を測定したところ、単純水和法による調製が
最適である事が明らかとなった。一方で、
STR-H4R4 群の核酸ナノ粒子を搭載した
MITO-Porter のオリゴ RNA 核酸封入率 (10％
以下)は、プロタミン・PEI (80％以上)と比
較して低かったため、遺伝子抑制評価を実施
する事が困難であった。そのため、(4)およ
び(5)の検討は、PEI 核酸ナノ粒子を用いて検
討を進めた。 
 
（4） 核酸ナノ粒子の細胞内導体の最適化： 
フローサイトメトリーを利用した評価の結
果、核酸ナノ粒子が細胞に効率良く取り込ま
れている事を確認できた。また、蛍光顕微鏡
を用いて細胞内局在を確認したところ、核酸
ナノ粒子がミトコンドリアと共局在してい
る様子が観察された。 
 
（5） 生細胞を用いたミトコンドリア遺伝子
抑制の検証： COX2 コードするミトコンドリ

ア内因性 mRNA を標的とする ASO を搭載した
MITO-Porter を構築し、ASO 送達時の遺伝子
発現制御の検証実験を行った。ヒト子宮頸癌
由来細胞 HeLa 細胞にトランスフェクション
し標的 mRNA の発現量を定量的 RT-PCR した結
果、ASO 導入により 40%の抑制効果が認めら
れた。さらに、標的タンパク質 COX2 の発現
量の低下も
観察された 
(図 5)。また、
ノックダウ
ン時に膜電
位が低下す
る事も確認
した。 
 
本申請研究では、ミトコンドリア遺伝子制
御システムを構築するために、『ミトコンド
リア環境応答性核酸ナノ粒子搭載 DDS の構
築』および『生細胞ミトコンドリアへの核酸
ナノ粒子の送達および遺伝子抑制検証』に関
する研究を遂行し以下の成果を得た。 
A. ミトコンドリア環境応答性核酸ナノ
粒子搭載 DDS を構築した。 
B.  生細胞ミトコンドリアを標的とした
内因性 RNA ノックダウンに成功した。 
〔国内外における位置づけとインパクト〕 
本研究は、核酸科学研究分野に多彩な機能
を有するミトコンドリアという新しい細胞
内微小環境を創出し、ミトコンドリアを標的
としたナノメディシン創製に貢献する事が
期待される。本申請研究で得た成果を元に、
異常ミトコンドリアを認識する遺伝子治療
用ナノカプセルの構築 [基盤研究 B]に関す
る申請研究が採択され、現在鋭意遂行中であ
る。本申請研究で確立した基盤技術は申請者
にとってこれからの根幹をなす重要な成果
であると確信している。 
〔今後の展望〕 
本申請研究では、ミトコンドリア環境応答
性核酸ナノ粒子搭載DDSの構築およびミトコ
ンドリア遺伝子発現の抑制を実現した。しか
しながら、ミトコンドリア環境応答性ナノ粒
子のパッケージングの最適化は研究期間中
に検討する事ができなかったので、後継研究
で詳細に検討を進めていきたい。 
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