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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)に代表される中枢神経系疾患を効果的に治癒するためには、血
液脳関門(BBB)と呼ばれる生体内バリアを通過するだけでなく、脳実質部において、標的とする細胞にのみ薬剤
を送達することが必要不可欠である。本研究では、生体内での安全性が担保された高分子をビルディングブロッ
クとした核酸医薬を脳の神経細胞に選択的に送達する高分子集合体(PM)を開発した。ADモデルマウスを用いたin
 vivo実験より標的タンパク質の発現レベルを有意に抑制し、さらに行動試験において空間参照・長期記憶に関
する能力を改善することに成功した。

研究成果の概要（英文）：It is essential to deliver drugs not only crossing the blood-brain barrier 
(BBB) but also only to target cells in the brain parenchyma to effectively treat central nervous 
system diseases, such as Alzheimer's disease (AD). In this study, we developed polymeric 
self-assembly (PM) that selectively delivers nucleic acid drugs to neurons in the brain, using 
polymers that are safe in vivo as building blocks. In vivo experiments using AD model mice showed 
that the expression level of the target protein was significantly suppressed, and the ability 
related to spatial reference and long-term memory was successfully improved in behavioral tests.

研究分野：生体材料学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、有効な治療法が未確立である中枢神経系(CNS)疾患に対して、薬剤送達に基づく分子
治療という抜本的解決策を提供するものであり極めて大きな意義を有している。様々な機能分子を中枢系に送達
する方法論確立は、CNS疾患に留まらず、脳腫瘍やアミノ酸代謝異常など広範な疾患治療に大きく貢献すること
が確信される。また高分子/材料設計の観点からは、生体適合性・標的指向性・環境応答性という異なる機能を
空間的に制御された形で構造内部に配置する仕掛けを創り込むなど、独創性に秀でた生体材料設計プロセスを当
該分野にもたらす意義を有していると確信する。

※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 
先進国を中心に高齢化が進行し、アルツハイマー病(AD)に代表される中枢神経系(CNS)疾患は
深刻な社会問題と化している。CNS治療を困難にしている最大の障壁が血液脳関門(BBB)と呼ば
れるバリア機構である。BBB は脳血管内皮細胞を主体に形成される関門組織であり、血管系と
脳神経系の物質輸送を制御する機能を担っており、脳の活動に必須な栄養素を選択的に取り込
む反面、薬剤の脳への送達を制限している。実際に、臨床で AD治療薬として最も使用されてい
る Donepezilの脳への集積量は投与量のわずか 0.01%、BBB通過を指向したペプチド搭載ナノ粒
子も 0.05%と、BBB 通過技術開発への期待は高いが既存技術では集積量は低く、十分な治療効
果が望めないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、脳血管内皮細胞中で血糖値に応答して局在量・箇所が変化し、さらに他の受容体・
トランスポーターと比べ桁違いに多く局在するグルコーストランスポーター1(GLUT1)に着目し
た。これまでにグルコースを表層に搭載した高分子集合体を構築し、さらに血糖値の推移を精密
制御することで臨床薬の約 600 倍 (6.22%)を脳へ集積させることに成功し、BBB 通過後に一部
は脳内細胞(ニューロン、ミクログリア)へ取り込まれることを実証している[1]。また同方法論を
用いて siRNAを脳内へ送達し、ニューロンに最も多く局在する遺伝子発現を 30%抑制すること
に成功している。しかしながらBBB通過した siRNAのわずか 5%しかニューロンへ送達されず、
多くは脳間質液中に留まっている、すなわち BBBは通過するが薬剤が標的細胞に送達されず高
い薬理活性が得られていないことが分かってきた。これらの結果より効率的な CNS疾患治療を
実現するには、①BBB を効率的に通過し、②脳実質の標的細胞のみに薬剤を送達するといった
要件を満たすことが必要不可欠であると着想した。そこで本課題では先行研究で確立したグル
コースを表層に搭載した高分子集合体(PA)を基盤技術として、CNS 疾患治療の標的となるニュ
ーロンといった「脳実質内の標的細胞」選択的に治療用 siRNA を送達する多機能型高分子集合
体を開発し、CNS疾患の革新的治療法に新しい方法論をもたらすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 生体への安全性が担保されたポリエチレングリコール(PEG)-ポリアミノ酸をセグメントとす
る荷電性のブロック共重合体を基盤高分子とし、合目的々に「環境応答性」、「標的指向性」、
「siRNA 担持性」といった各種機能を導入し、治療用 siRNA を封入した多機能型高分子集合体
(siRNA@PA)を構築する。サイズや形状、siRNA担持性といった基礎物性評価に加え、試験官レ
ベルで環境応答性評価を実施する。また各種初代培養細胞(脳血管内皮細胞、ニューロン)や、よ
り in vivoに近い培養切片を用いて標的指向性に関する詳細な検討を行う。上記の各種機能の発
現が確認でき次第、マウスに静脈投与を行い、体内動態(血中循環性、BBB通過能、標的細胞へ
の取り込みなど)を評価する。最後に AD モデルマウスに対する治療効果を、RNA活性の定量と
行動試験により評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 高分子集合体を形成する種々のブロック共重合体の合成: 標的の異なる PA を形成する高分
子は賦与する機能も異なるが、共通して親水性セグメントに生体適合性の高い PEG、カチオン
性セグメントに siRNA 担持能、エンドソーム脱出能、生分解性を有するアスパラギン酸側鎖に
ジアミノエタン基を導入した PAsp(DET)を用いた。またニューロンを標的化するために、PEGの
α 末端に BBB 通過用のグルコースリガンド(Gluc)に加え、ニューロンに局在する GLT を認識す
るグルタミン酸誘導体リガンド(GluD)を導入したブロック共重合体をそれぞれ合成した。ここで
脳実質部は血液中より還元環境である点に着目し、BBB 通過後 1st リガンド(Gluc)が還元環境に
応答して脱離し、2ndリガンド(GluD)のみが表層に露出させるために、Glucを担持したブロック
共重合体には、PEG とカチオンセグメント間に還元環境下で開裂するジスルフィド結合(-SS-)を
導入したGluc-PEG-SS-PAsp(DET)を合成した。またそれぞれの荷電性セグメントの一部のユニッ
トには PAの安定化に寄与する安定化ユニットを導入した。それぞれの合成ステップにおいて核
磁気共鳴、高速液体クロマトグラフィーで測定し、所望の重合度、単峰性の分子量分布を有する
高分子であることを確認し、安定化ユニットの導入量についても添加量によって精密に制御可能
であることを確認した。 
 
(2) siRNA@PA の構築と基礎物性評価: 合成した種々の高分子と siRNA を任意割合で混合し PA
を調製した。動的光散乱測定(DLS)より直径が 42 nmで単分散性の高いナノ粒子であることを確
信し、透過型電子顕微鏡(TEM)観察よりミセル状の PAであることを確認した。続いて siRNA@PA
を 50%FBS 下で 30分間インキュベートし安定性を評価した。その結果、安定化ユニットを導入
することで安定性が約 70倍向上することを確認した。また蛍光標識した siRNAを同様の方法で



 

 

封入し、蛍光相関分光法(FCS)を用いて封入された siRNA量を算出したところ、1粒子辺り約 15
分子の siRNAを搭載していることを確認した。同様の FCS 測定をグルタチオン濃度(i) 0.1 mM(血
液中を模倣)と(ii) 3 mM(脳実質を模倣)で行い拡散時間を比較したところ、(ii)では未封入と近い
拡散時間を示した。これらの結果は siRNAが PA内に格納され、脳内環境において PAが解離し、
封入した siRNA が放出されることを支持する結果である。上記の基礎的な物性評価より、血液
中では安定に siRNA をコアに保持し、脳内環境に応答してリリースするといった相反する機能
を PA内に創り込むことに成功した。 
 
(3) デュアルリガンドを搭載した siRNA@PAの標的指向性評価: ここで調製した PAの表層には
BBB を通過する(GLUT1 を標的化)ための Gluc リガンドとニューロン選択的に取り込まれる

(GLTの標的化)ための GluDリガンドを搭載している。表層に存在するそれぞれのリガンドの認

識能を評価するために、MDA-MB231 (GLUT1を発現)、初代培養神経細胞(GLTを発現)を用いた
細胞取り込み試験を行った。まず Gluc(+)を表層に搭載している PA は Gluc(-)と比較して MDA-
MB231 への細胞取り込み量が高く、さらに GLUT1 との阻害剤と共培養することでその取り込

み量が減少したことから、siRNA@PA表層の Glucリガンドを介して細胞内に取り込まれている

ことを確認した。また siRNA@PAを上記の脳内を模倣した環境で 30分インキュベート後に、初

代培養神経細胞に播種したところ、Gluc(+)および GluD(-)と比較して取り込み量が向上した。こ

れらの結果は当初の目的通り、必要な箇所で所望のリガンド分子が表層に露出していることを

支持する結果である。 
 
(4) siRNA@PMの体内動態評価: 蛍光標識 siRNAを封入した PAをマウス尾静脈より投与し、血

中循環性、BBB通過性を in vivo 共焦点顕微鏡で評価した。まず血中循環性に関しては、安定化

ユニットなしで血中半減期(t1/2)は約 10分なのに対し、安定化ユニットを導入することで t1/2=45
分まで向上した。また過去の報告にならって血糖制御を行い脳内観察を行ったところ、PAがBBB
を通過して脳内へ移行する様子が確認できた。血糖制御(+/-)と PA表層における Gluc(+/-)におけ

る脳集積性を評価したところ、血糖

制御(-)/Gluc(-)の場合 0.1 %dose/g-
brain だったのに対し、血糖制御

(+)/Gluc(+) に す る こ と で

2.8 %dose/g-brain (約 30倍)まで向上

した(図(a))。また脳組織切片を共焦

点顕微鏡で観察したところ、GluD(-)
と比べ GluD(+)の siRNA@PA のニ
ューロンへの取り込み向上が確認

された。 
 
(5) AD モデルマウスを用いた

siRNA@PA の機能評価試験: 治療
効果試験を実施するにあたり、本研

究では、ADの疾患原因物質の一つ

として考えられるアミロイドβ(A
β)を産生するβ-セクレターゼ 1 
(BACE1)をノックダウンする配列

の siRNA を用いた。in vivo におけ

るRNA活性を定量 PCR法にて評価

した。まず naked siRNAでは Control
群と比較して優位なノックダウンを確認されなかったのに対し、表層に Glucリガンドのみが搭

載されている siRNA@PAでは約 20%ノックダウンすることに成功した。さらに Glucリガンドに

加え、GluDリガンドを搭載したシステムでは単回投与で 40%をノックダウンすることに成功し

た。これらの結果は脳に核酸医薬を送達するだけでなく、BBB 通過後に脳内の標的細胞に送り

込む機能を附与した効果であり、本課題で提案した「脳実質内の標的細胞選択的に治療用 siRNA
を送達する PM を開発し、CNS 疾患の革新的治療法に新しい方法論をもたらす」といった目的

実現の可能性を示唆する結果である。 
 
<引用文献> 
[1] Anraku Y. et al, Crossing the BBB: Glycemic control boosts glucosylated nanocarrier transport into 
brain. Nature Communications 8, 1001 (2017). 

図. siRNA@PM の動態・機能評価試験: (a) 脳集積性、
(b) BACE1 のノックダウン効率 
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難治性脳神経系疾患の治療を指向した薬剤送達システムの開発
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高分子ミセル表層に装着したリガンド分子と標的受容体との相互作用解析
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難治性疾患の治療/診断を指向したナノマシンの創製 ~脳神経系疾患の革新的治療技術の開発~
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