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研究成果の概要（和文）：RNAレプリコンは自己複製によりメッセンジャーRNAを産出し、細胞質内において治療
用タンパク質を翻訳することから核酸医薬としての応用が期待されているが、RNA分解酵素による分解が生体応
用に向けた障壁となっている。そこで、本研究では、柔軟性の高いポリエーテルとレプリコンから高分子ミセル
を作製し、RNAと強く相互作用するアミノ酸をミセルに導入することによって安定化させ、RNA分解酵素に対する
安定性の向上を狙った。さらに、アミノ酸を導入する際に生分解性エステル結合を用いることで、ミセルへの生
分解性の付与を試みた。本研究により安全性および有効性を両立したRNAレプリコン送達ナノキャリアの創製を
目指す。

研究成果の概要（英文）：RNA replicon is a therapeutic oligonucleotide to produce messenger RNA and 
translate therapeutic protein in the cytosol while its in vivo applications have been hampered by 
rapid enzymatic degradation. Thus, we have developed replicon-loaded polymeric micelles by mixing 
flexible polyether and replicon to protect RNA payload. Moreover, we have introduced functional 
amino acids as pendants in the polyether via degradable ester bonds to promote the strong 
interaction with replicon and to reduce the cytotoxicity against healthy tissue. In this study, we 
have developed amino acid conjugated polyether to construct replicon-loaded micelles with high 
efficacy and safety aimed to in vivo application of RNA replicon.

研究分野： 生体医工学

キーワード： RNAレプリコン　遺伝子治療　高分子ミセル　ポリエーテル　ブロック共重合体　ドラッグデリバリーシ
ステム　ポリイオンコンプレックス　生分解性ポリマー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
コロナワクチンをきっかけにメッセンジャーRNAが核酸医薬として注目され、有効性をさらに高めたRNAレプリコ
ンが次世代の核酸医薬として注目されている。しかしながら、レプリコンは生体内で直ちに分解されることから
臨床応用に向けては分解を抑制できるキャリア分子の開発が必要不可欠である。本研究では、RNAに強く結合す
る柔軟性ポリマーにアミノ酸を導入することで、レプリコンを酵素分解から保護することに成功した。その結
果、レプリコンを培養細胞において機能させることに成功した。本研究で得られた成果をさらに発展させること
で、近い将来にRNAレプリコンを臨床応用することができると考えられる。

※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 

RNAレプリコン（RepRNA）は自己複製によりメッセンジャーRNA（mRNA）を産出し、細胞
質内において治療用タンパク質を翻訳することから核酸医薬としての応用が期待されている。
RepRNA などの核酸医薬は細胞内において多量のタンパク質を産出することから従来のタンパ
ク質製剤に比べて効率的かつ持続的なタンパク質の導入が可能であると考えられる。特に、
RepRNA や mRNA は細胞核内への導入が必要なプラスミド DNA に比べてゲノム遺伝子への挿
入の危険性が低く、神経細胞などの非分裂細胞への導入が可能であるため様々な細胞種への安
全な遺伝子導入法として注目されている。しかし、RepRNA単体の全身投与では、標的細胞にお
ける治療用タンパク質の産出に関して有効性を示さなかった。これは、生体内に存在する RNA
分解酵素が障壁となって、RepRNAが分解されタンパク質を翻訳できないうえ、RepRNAが惹起
する副作用が原因で投与量を増やすことができないためであると考えられる。このような背景
の中で、RNA分解酵素の障壁を超えて RepRNAを効率的に標的細胞内に送り届けることで、副
作用を回避しながら遺伝子治療を奏功させるためのドラッグデリバリーシステムの開発が切実
に求められている。 
そこで、核酸医薬を標的細胞に届けるために、カチオン性脂質やレトロウイルスを用いた手法
が試みられてきたが、カチオン性脂質を用いた手法においては RNA分解酵素に対する低い安定
性が、レトロウイルスを用いた手法においては内包できる RNAの分子量に大きな制限があるこ
とが問題となり、生体応用の障壁となっている。一方で我々は、高分子ミセルのコア形成鎖とし
て柔軟なポリエーテル鎖を導入することで、分子量の大きな mRNA を 100%という非常に高い
効率で高分子ミセルのコアに内包することができ、既存 DDSの 50倍にも上る非常に高い RNA
分解酵素に対する安定性を付与することができることを示した。また、柔軟なポリエーテル鎖に
グアニジノ基を導入することで、ミセル構造を安定化し、RNA 分解酵素に対する耐性をさらに
向上させた。柔軟なポリエーテル鎖をコア形成鎖とする高分子ミセルは、コアに内包する RNA
の構造に応じてコア形成鎖の立体構造が変化することから、分子量の非常に大きな RepRNA と
も高い結合力を有することが予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ポリエーテル型ミセルの優れた特徴を活かして、RNA と強く結合するアミノ酸
に着目し、このアミノ酸をポリエーテル型ミセルに導入することによって RepRNAの RNA分解
酵素に対する安定性の向上を狙う（図１）。具体的には、ミセルのコア形成鎖であるポリエーテ
ル鎖の側鎖構造にトリプトファン、チロシン、ロイシンを導入することによって、RepRNAとの
π-π 相互作用および疎水性相互作用によるミセル構造の安定化を目指す。また、トリプトファン
を導入する際に生分解性エステル結合を用いることによって、標的細胞内での RepRNA 放出後
のミセルの分解を目指す。RepRNAを内包したポリエーテル型ミセルを調製し、まず粒径分布と
表面電位を最適化する。ここで、生体内での安定性を高めるためには、ミセルの粒径が 100 nm
以下に制御され、表面電荷が中和されている必要がある。続いて、構築されたポリエーテル型ミ
セルの RepRNA送達効果および安全性を確認するために、ポリアニオン・RNA分解酵素に対す
る安定性、培養細胞における遺伝子発現効率、生分解性エステル結合の開裂を、蛍光相関分光
（FCS）法、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）法、ルシフェラーゼアッセイ法、フルオレ
スカミン法により評価する。 



 

 

 

図１．本研究で開発した RepRNA内包高分子ミセルの概念図. 
 
３．研究の方法 
(1) アミノ酸導入ポリエーテルの合成および機能評価 
ポリエチレングリコール（PEG）のヒドロキシル基末端を開始剤とするアニオン重合法により

PEG-ポリエピクロロヒドリン（PECH）を合成した。また、水酸化ナトリウム水溶液による加水
分解により側鎖構造にヒドロキシル基を導入し、縮合剤によるエステル化によりトリプトファ
ン・チロシン・ロイシン・グリシンを導入した。得られたポリマーの組成を 1H-NMR法、分子量
分布をゲル浸透クロマトグラフィー法により評価した。その後、合成したポリマーの生分解性を
ポリマー中の 1 級アミン量を定量することで評価した。さらに、培養細胞に対する安全性を CCK-
8アッセイにより評価した。 
 
(2) mRNA内包高分子ミセルの安定性試験 
ガウシアルシフェラーゼを発現する mRNAを 10 mM Hepesバッファー（pH 7.3）に溶解し、
ポリマーを添加することで mRNA 内包ミセル（mRNA/m）を調製した。また、得られたミセル
のサイズおよび粒径分布を動的光散乱（DLS）法により評価した。調製した mRNA/m にポリア
ニオンおよび血清を添加することで、安定性の指標とした。ここで、生体内においてポリイオン
コンプレックスがグリコサミノグリカンにより分解することが知られていることから[10]、ポリ
アニオンとしてヘパリンを用いた。具体的には、Cy5 標識した mRNA を内包したミセルにヘパ
リンを添加し、mRNAの放出に伴う拡散係数の増大を FCS法により追跡した。また、mRNA/m
にウシ胎児血清（FBS）を添加し、残存した mRNA量を RT-PCR法により定量した。 
 
(3) RepRNA内包高分子ミセルの in vitro 機能評価 
 mRNA/m と同様の方法で RepRNA 内包ミセル（RepRNA/m）を調製した。調製したミセルを
Huh-7 細胞から作製したスフェロイドに添加し、ルシフェラーゼアッセイ法により RepRNA の
発現量を経時的に追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) アミノ酸導入ポリエーテルの合成および機能評価 
1H-NMR法および GPC法より、分子量分布の狭いポリマーの形成を確認した（表１）。また、
エステル結合をもたない PEG-ポリリジン（PLL）において 1 級アミン量が変化しなかった一方
で、エステル結合を有する PEG-PGTrp, PEG-PGTyr, PEG-PGLeu, PEG-PGGlyにおいて 1 級アミン
量が経時的に減少したことから、エステル結合の開裂によるアミノ酸の放出が示唆された（図２
A）。その結果、アミノ酸を導入したポリマーは、培養細胞に対して低い毒性を示し、ポリマーへ
の生分解性の付与による安全性の向上が達成された（図２B）。 

 



 

 

表１．アミノ酸導入ポリエーテルの構造解析. 

aGPC法により決定. b1H-NMR法により決定. 
 

図２．(A) 生理塩条件下でのポリマー中の 1 級アミン量の変化. (B) ポリマー添加後の培養細
胞の生存率. 

 
(2) mRNA内包高分子ミセルの安定性試験 

DLS法より、粒径分布の狭い 60 nm サイズの mRNA/mの形成を確認した（表２）。また、FCS
法より、ポリマーへのアミノ酸導入により mRNA の拡散係数の増加が抑制できたことから、ポ
リマー中のアミノ酸と mRNA の相互作用によりミセル構造が安定化されたことが示唆された
（図３A）。特に、PEG-PGLeuから調製した mRNA/m（mRNA/mPGLeu）はロイシンによる疎水
性相互作用を介して、PEG-PGTrp や PEG-PGTyr から調製した mRNA/m（mRNA/mPGTrp, 
mRNA/mPGTyr）はトリプトファンやチロシンと mRNA中の塩基との π-π 相互作用を介してミセ
ル構造を安定化させたと考えられる。その結果、RNA 分解酵素に対する安定性も向上し、
mRNA/mTrpと mRNA/mTyrが最も優れた組成であることが示された（図３B）。そこで、RNAレ
プリコンの機能評価には PEG-PGTrpをキャリアとして用いた。 
 

表２．mRNA内包高分子ミセルの構造解析. 

aDLS法により決定. 
 
 



 

 

図３．(A) ヘパリン添加後の mRNAの拡散係数の変化. (B) FBS 添加後の mRNA 残存量. 
 
(3) RepRNA内包高分子ミセルの in vitro 機能評価 
 ルシフェラーゼアッセイ法より、RepRNA/mにおいて発光が検出されたことから、PEG-PGTrp
により RNA 分解酵素による阻害を回避できたことが示唆された（図４）。また、mRNA/m より
も効率的かつ持続的な遺伝子発現が得られたことから、PEG-PGTrp により細胞内での RepRNA
の自己複製が促進されていることが示唆された。 
 

図４．RepRNA/mの遺伝子発現量（*P<0.05, ***P<0.001）. 
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