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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性症に対する安全で高効率の新規遺伝子ベクターを開発した。pDNA、ポリエチレ
ンイミン (PEI)、γ-ポリグルタミン酸 (PGA)あるいはコンドロイチン硫酸 (CS)を最適混合比で調製し、ナノ粒子(pDN
A-PEI：PEI複合体、pDNA-PEI-PGA：PGA複合体、pDNA-PEI-CS：CS複合体)を構築した。PGA複合体およびCS複合体はPEI
複合体で認められた細胞毒性や硝子体凝集を示さず、高い遺伝子発現効果を示した。siRNA、PEI、γ-PGAを組み合わせ
たsiPGA複合体も構築した。siPGA複合体は市販ベクターで認められた細胞毒性を示さず、高い遺伝子抑制効果を示した
。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the safe and efficient novel ocular gene delivery syst
em to the age-related macular degeneration.  We successfully prepared the stable nanoparticles (pDNA-PEI c
omplex: PEI complex, pDNA-PEI-gamma-PGA complex: PGA complex, pDNA-PEI-CS complex: CS complex) by optimiza
tion of the mix ratio.  The PGA complex and CS complex showed high gene expression comparable to PEI compl
ex.  While PEI complex showed severe agglutination of vitreous body and cytotoxicity, PGA complex and CS c
omplex showed no agglutination of vitreous body and no cytotoxicity. We also developed siRNA-PEI-gamma-PGA
 (siPGA complexes).  The siPGA complexes showed high silencing effect comparable to commercial vector (lip
ofectamine) without cytotoxicity.
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１．研究開始当初の背景 
 加齢黄斑変性症は米国をはじめとする欧
米先進国において、成人の失明原因の第一位
であり、国民の注目度も高い眼疾患である。
日本国内においても本症の発生頻度は増加
傾向にあり、日本での患者数はおよそ 43 万
人、そのうち予後不良の滲出型は患者数がお
よそ 33 万 4000 人と推定されている。近年、
加齢黄斑変性症の発症に血管新生因子であ
るVEGFが深く関与していることが明らかと
なり、転移性大腸癌の治療薬として開発され
た抗 VEGF 抗体である Avastin の眼球内局注
療法が著効することが報告された。この報告
を契機に加齢黄斑変性症の治療は大幅に進
展し、現在では抗 VEGF 抗体 Fab 断片である
Lucentis や VEGF 中和アプタマーである
Macugen が開発され、高い有用性が確認され
ている。 
このように、加齢黄斑変性症の治療法は現

在めざましく進展しており、この他にも様々
な治療技術が研究されている。このうち、遺
伝子治療は次世代の治療技術として注目を
集め、さらに近年の siRNA の発見により遺伝
子欠損症だけでなく、様々な疾患への応用が
期待されている。加齢黄斑変性症においても
例外なく、VEGF を標的とした siRNA によっ
て、高い治療効果が期待できる。しかし、眼
球内への遺伝子導入技術は未だ確立してお
らず、安全かつ効果的に眼球内に遺伝子を導
入できる遺伝子ベクターの開発が急務であ
る。 
 
２．研究の目的 
 加齢黄斑変性症などの高齢者に増加する
特有の眼科疾患に対し、現在新しい治療法や
生物製剤が数多く開発されている。遺伝子製
剤も高い治療効果が期待される医薬品のひ
とつであるが、既存の遺伝子ベクターは遺伝
子導入効率が低く、さらに硝子体の白濁や網
膜障害を引き起こすなど問題点も多い。 
これまでに、我々は遺伝子と生体適合性の

数種の化合物を静電的に自己組織化させる
新 し い 技 術 （ 薬 物 送 達 複 合 体 , 特 願
2008-224118, 特願 2010-43186）を用いること
で、安全かつ効果的に網膜へ遺伝子を導入で
きる新たな遺伝子ベクターを開発した。そこ
で、本研究ではこの画期的な新規遺伝子ベク
ターを用いて、加齢黄斑変性症の新たな治療
技術の構築を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル pDNA として、ヒトサイトメガロ
ウイルス(CMV) プ ロモーターを有し、ホタ
ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ (Luc) を コ ー ド し た
pCMV-Luc を 用 い た 。 pDNA と
polyethylenimine (PEI)を結合させ、カチオン性
の複合体（PEI 複合体）を作製した。さらに
chondroitin sulfate (CS), γ-polyglutamic acid 
(γ-PGA)などのアニオン性化合物を用いてカ
チオン性の複合体を静電的に被膜し、アニオ

ン性の新規遺伝子ベクターを構築した。各複
合体の粒子径および ζ-potential を Zetasizer 
Nano ZS を用いて測定した。また、アガロー
スゲル電気泳動により複合体の安定性を評
価した。 
 
(2) ヒト網膜由来細胞 ARPE-19 細胞を用いて
トランスフェクションを行い、各複合体の遺
伝子発現効率を評価した。また、WST-1 assay
により細胞障害性も検討した。 
 
(3) 日本白色家兎から眼球を摘出し、硝子体
を抽出した。各複合体を硝子体と混合し、凝
集を測定した。 
 
(4) pCMV-Luc を含んだ各複合体を硝子体内
投与し、24 時間後に眼球を摘出後、網膜中の
遺伝子発現量を測定した。 
 
(5) ルシフェラーゼに対する siRNA (siLuc)、
PEI、γ-PGA を様々な比率で混合し、siLuc-PEI
複合体（siPEI 複合体）および siLuc-PEI-γ-PGA
複合体（siγ-PGA 複合体）を調製した。各複
合体の粒子径およびζ-potential を Zetasizer 
Nano ZS を用いて測定した。また、アガロー
スゲル電気泳動により複合体の安定性を評
価した。 
 
(6) ルシフェラーゼ恒常発現 B16F10 細胞
（B16F10-Luc）を用いてトランスフェクショ
ンを行い、各複合体の遺伝子発現抑制効果を
評価した。 
 
４．研究成果 
 pDNA と PEI の電荷比が 1:8 の pDNA-PEI
複合体 (PEI 複合体)を調製し、さらに pDNA
と γ-PGA あるいは CS の電荷比が 1:6 となる
ように PEI 複合体と γ-PGA あるいは CS を混
合し、pDNA-PEI-γ-PGA 複合体 (γ-PGA 複合
体)および pDNA-PEI-CS (CS 複合体)を調製し
た。各複合体の粒子径および ζ-potential を
Zetasizer Nano ZS を用いて測定した結果、
γ-PGA 複合体および CS 複合体ともに、ナノ
サイズの安定なアニオン性微粒子を構築す
ることができた。また、アガロースゲル電気
泳動を用いて安定性を評価した結果、γ-PGA
複合体における pDNA の流出は認められず、
安定にpDNAを内包していることが示された。 
 ARPE-19 細胞を用いて、各複合体の遺伝子
導入効率を評価した。その結果、γ-PGA 複合
体および CS 複合体は PEI 複合体に匹敵する
高い遺伝子発現を示した。また、γ-PGA 複合
体および CS 複合体は PEI 複合体で認められ
た細胞傷害性を示さなかった。 
 また、PEI 複合体では強い硝子体凝集が観
察されたのに対し、γ-PGA 複合体および CS
複合体では観察されなかった（図 1）。各複合
体を日本白色家兎に硝子体内投与し、24 時間
後の網膜中の遺伝子発現量について定量解
析した。PEI 複合体、γ-PGA 複合体および CS



複合体のいずれも高い遺伝子発現効果を示
した（図 2）。 
 

 

 
 モデルとしてホタルルシフェラーゼに対
する siRNA と PEI、γ-PGA を最適な混合比お
よ び プ ロ セ ス で 調 製 す る こ と で 、
siRNA-PEI-γ-PGA 複合体（siγ-PGA 複合体）
の作製に成功した。製剤学的検討により最適
化した siγ-PGA 複合体をルシフェラーゼ恒常
発現メラノーマ細胞 B16-F10-Luc 細胞に添加
し、遺伝子抑制効果および細胞障害性につい
て検討した。その結果、siγ-PGA 複合体は市
販の遺伝子導入試薬である lipofectamine に匹
敵する高い遺伝子抑制効果を示した。また、
siγ-PGA 複合体は lipofectamine で認められた
細胞毒性を示さなかった。 
 以上のように、我々は本研究によって、γ
-PGA複合体およびCS複合体が高い遺伝子導
入効率と安全性を兼ね備えた眼科疾患用遺
伝子ベクターになり得る可能性を示した。ま
た、我々の技術は pDNA だけでなく siRNA
にも適応可能であることを明らかにした。今
後は、モデル動物を用いた遺伝子抑制効率お
よび薬理効果の評価を引き続き行っていく
予定である。 
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