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研究成果の概要（和文）：本研究では、DEAE ポリマーテクノロジーとリポソームテクノロジー
を活用し、細胞内小器官を標的としたナノヴィークル（ナノメートルサイズのバイオマテリア
ルキャリア）の開発を目指した。そして開発したナノヴィークルに siRNA を結合させ、dry 並
びに wet 環境下で生物学的活性の誘導を確認した。さらにこの試験物を臨床試験に活用できる
よう GLP 及び GMP 下での製造方法を確立し、がん治療への応用に一歩近づけた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed nanocarrier for organelles based on the 

technologies using DEAE polymer and liposome, and succeeded to target a lot of organelles 

such as mitochondria, chromosome, and contractile ring. When binding siRNA to the 

nanocarrier, we could confirm he biological activities in in vitro and in vivo experiments. 

Also, we established the process to produe the siRNA binding nanocarrier under GLP (Good 

Laboratory Practice) and GMP (Good Manufacturing Practice) control.  
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１． 研究開始当初の背景 

バイオテクノロジーの進歩により、核酸や
タンパク等をはじめとするバイオマテリア
ルを細胞内に導入するテクノロジーは数多
く開発されてきている。その上で当該分野に
おいて要求される次世代テクノロジーは、さ
らに精度の高い導入テクノロジー、すなわち
細胞内の小領域に特異的にバイオマテリア
ルを導入するテクノロジーである。このテク
ノロジーは、今後、遺伝子医療、分子医療、
再生医療、細胞医療、ゲノム創薬、ゲノム創

食といった先端医療分野には必須となる。こ
れまでも我々は当該分野に関連する研究を
進めてきており、DEAE ポリマーテクノロジ
ー並びにリポソームテクノロジーにおいて
は独自技術を開発してきた。例えば DEAE

はこれまでにも細胞内への遺伝子導入法の
ひとつとして利用されてきたが、このテクノ
ロジーががん治療等の臨床応用まで至らな
かった理由として、①細胞毒性がある、②遺
伝子等導入効率が低い、③滅菌がむずかしい
等の問題があった。我々はこれらの問題を、
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DEAE を特殊な技術を用いてポリマー化す
ることで解決し、細胞毒性の軽減、遺伝子等
導入効率の向上、滅菌可能な物質への変換を
達成した。一方、リポソームにおいては多く
のリポソームを調製し、その性状を明らかに
してきた。中でも TMAG（N-(α-trimethyl 

ammonioacetyl)-didodecyl-D-glutamate 

chloride）という４級アミンを基盤にしたリ
ポソームテクノロジーでは、アミンの細胞毒
性を軽減し、遺伝子やタンパク等のバイオマ
テリアルを効率よく細胞内に導入すること
に成功した。さらに、このテクノロジーを活
用したがんに対する遺伝子治療臨床研究を
実施し、人における安全性も確認した。これ
らの成果を基盤に本事業を進めることにな
った。 

 

２． 研究の目的 

本研究では、我々がこれまでに開発してき
たキャリアテクノロジー、すなわち DEAE

ポリマーテクノロジー及びリポソームテク
ノロジーをさらにスキルアップし、細胞内小
器官を標的としたナノヴィークルを開発し、
がん治療への応用を目指した。 

 

３． 研究の方法 

 本研究では、「細胞内小器官を標的とした
ナノヴィークルの開発」と「がん治療への応
用」の２つの研究課題を立てた。これらの課
題を実現するため、(1) 試験物のデザイン
（設計）、(2) 試験物の製造、(3) 生物学的
効果の検証、及び(4) GMP での製造プロセス
の確立をそれぞれ目指した。 
 
(1) 試験物のデザイン（設計） 

ここではこれまでに我々が培ってきたキ
ャリアテクノロジー、すなわち DEAE ポリマ
ーテクノロジーとリポソームテクノロジー
にsiRNAを実装した試験物のデザイン化を目
指した。siRNA が対象とするタンパク分子と
してアポトーシスの促進または抑制に関与
する DNase-gamma や XIAP のほか、細胞骨格
関連タンパク, aurora, STAT, dicer を取り
上げた。 

 
(2) 試験物の製造 

ここでは、遺伝子治療や細胞・再生医療で
すでに臨床研究の実績をもつ名古屋大学医
学部附属病院遺伝子・再生医療センター（現
在の先端医療・臨床研究支援センター）の製
剤調製技術を基に、臨床応用可能なグレード
の試験物の製造を試みた。 

 
(3) 生物学的効果の検証 

試験物の生物学的効果の検証については、
まずは各種培養ヒトがん細胞を使って検証
した。その観察方法を以下に示す。 

①siRNA を FITC で、キャリアを R18 でラベル
し、培養細胞に投与後、蛍光顕微鏡でその局
在及び経時的変化を観察した。 
②核膜周辺に集積する条件を把握した後、共
焦点レーザー顕微鏡でその局在を三次元的
に評価した。また、3Dイメージを多方面から
解析し、その動態を見極めた。 
③生物学的活性については、ビデオ強化型微
分干渉顕微鏡下での細胞の変化を観察する
とともに、細胞骨格関連タンパク等のリン酸
化状態を評価できる特異的抗体やウェスタ
ンブロット等で評価した。同時に細胞死に関
連した分子の動きも観察した。 

その後動物実験（各種がん細胞を、それぞ
れが本来あるべき臓器に移植して作製した
担がん動物モデル）にてその効果を検証した。 
 

(4) GMP での製造 
上記(3)の①②③の効果を確認後、試験物

の GMP 製造工程の確立を目指した。siRNA に
関する一定の基盤研究データをもっていれ
ば、どんな疾患に対しても適応できる製造プ
ログラムを作成するため、本研究で生物学的
効果が確認できた臨 siRNA 結合 DEAE ポリマ
ーヴィークル及びsiRNA包埋リポソームを対
象にした。 
 
(5) 情報ネットワークつくり 

重要なデータである画像関連テータを一
元的に管理するためのコンピュータネット
ワークの構築を目指した。また、臨床で活用
しているCTや MR 等の画像と連携できるよう、
保存形式の標準化も合わせて検討した。 
 
４． 研究成果 

研究方法に示した(1)-(5)の各々について、
それぞれプラン、実行、チェック、評価の４
つのサブプロセス、すなわち PDCA サイクル
を念頭に置きながら研究を進めた。 
 
(1) 試験物のデザイン（設計） 
ナノヴィークルの一型としてデザインし

た siRNA を結合した DEAE ポリマーヴィーク
ルとナノサイズリポソームには共通した特
性のあることが見出された。その特性とは、
ある特定の条件下で核膜やオルガネラの周
辺に集積するという現象である。本研究では、
この特性を生かし、核膜周辺の RNA スプライ
シング領域やタンパク合成領域で機能する
タンパク、DNase-gamma、XIAP、auora を標的
にした DEAE ポリマーヴィークルとナノサイ
ズリポソームの２つの試験物についてdry及
び wet環境でデザイン解析を行った。試験物、
特に siRNA については、分子間の自由エネル
ギーやエントロピーに基づくドッキングス
タディをコンピュータ上で行い、「創薬スク
リーニングプログラム」にかけて評価した。



 

 

これにより、より高い確率で生物学的効果を
誘導できるsiRNAをデザインすることができ
た。 
 
(2) 試験物の製造（図１） 

製造の場とした名古屋大学医学部附属病
院遺伝子・再生医療センター（現在の先端医
療・臨床研究支援センター）は、ISO9001:2008
及び 13485:2003 に基づいて臨床応用可能な
グレードの試験物を製造できる（GMP: Good 
Manufacturing Practice）。この技術を活用
してまずは前臨床試験の実施に必要な
GLP(Good Laboratory Practice) 
下での試験物製造工程を確立した。特に本研
究で使用した DEAE ポリマーはオートクレー
ブによる滅菌が可能であることから、キャリ
ア製剤としての有用性をもつことが実証で
きた。GLP 下での試験物製造工程の確立は、
本研究の成果物を臨床応用できるGMP下での
製造工程に直結する技術の確立を意味して
おり、きわめて重要な成果を言える。その後、
GMP 下での製造工程を確立した。 
 

図１ 試験物の GMP 下での調製風景 
 
(3) 生物学的効果の検証 

DNase-gamma、XIAP、auora を標的にした試
験物を用いて dry 及び wet 環境でその生物学
的効果を検証した。 

試験物の細胞内での動態や分布について
は、siRNA を FITC で、キャリアを R18 でラベ
ルし、培養細胞に投与後、蛍光顕微鏡でその
局在及び経時的変化を観察した。その結果、
ミトコンドリア、分裂期染色体、収縮環等の
細胞内小領域への標的化が可能であること
を実証できた（図２,３,４）。さらに、試験
物の表面荷電、すなわち Z-potential を変化
させ、細胞内または組織内分布の変化をキー
エンス社のオールインワン蛍光顕微鏡、共焦
点レーザー顕微鏡及びビデオ強化型微分干
渉顕微鏡を活用して調べた。その結果、
Z-potential の高い方が核膜やオルガネラへ
の集積度が高い事実がわかった。 

試験物の集積状況及び集積条件を把握し
た後、共焦点レーザー顕微鏡でその局在を三
次元的に解析した。また、最も重要な生物学

的活性については、ビデオ強化型微分干渉顕
微鏡下での細胞の変化を、細胞骨格関連タン
パク等のリン酸化状態を評価できる特異的
リン酸化抗体を用いて評価し、その有用性を
確認した。 

その後、脳腫瘍、悪性黒色腫（皮膚がん）、
肝細胞がんのモデルとして作成した動物を
用いてその効果を確認した。 
 

 
 

 
 

 
図２ キャリアのミトコンドリア標的 

 
 
 
 

 
 
 

図３ キャリアの分裂期染色体標的 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

図４ キャリアの収縮環標的 
 
(5) 情報ネットワークつくり 

重要なデータである画像関連テータを一
元的に管理するため、設備備品として本研究
で計上したコンピュータを活用し、情報ネッ
トワークを構築した。画像データの形式につ
いては医療情報標準化技術を活用した。 
(1)-(5)の成果を受け、今後もがん治療のた
めの新しい２つのナノヴィークルの活用を
続けていきたいと考えている。特に siRNA

を用いた新規医薬品開発は、健康長寿立国を
目指すわが国においては次世代医薬品開発
（先端医療）の中核事業に位置づけられてお
り、世界最速で超高齢社会を迎えたわが国に
おいては、最重要課題のひとつとなっている。
さらに当該開発は、欧州を中心に次世代医薬
品としての注目度が高く、国際競争力をつけ
ることがわが国の国力の維持にもつながる
と考えている。 
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