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研究成果の概要（和文）：in vivo mRNA送達の実現を目標に，非ウィルス性mRNAナノキャリアの開発と疾患モデル動物
による評価を行った．キャリアを構成するカチオン性ポリマー分子設計制御により，細胞内でのエンドソーム脱出能，
生理的環境中でのキャリア安定性などパラメータを制御して，mRNAからのタンパク発現持続時間の制御可能なシステム
開発の緒をつけた．マウスへのin vivo mRNA投与では，脊髄くも膜下腔への投与で，1週近いタンパク持続発現が得ら
れた．また嗅覚神経障害モデルマウスへのBDNF発現mRNAの投与により，嗅覚機能の早期改善，嗅上皮組織の完全な再生
の治療効果が確認された．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop DDS for in vivo mRNA delivery and its 
application for treating animal disease models. By sophisticated molecular design of the cationic 
polymers for mRNA-loaded carriers, the parameters such as endosomal escape capacity and the stability 
under physiological conditions were well regulated, leading to development of protein 
expression-controllable system from mRNA. By introducing the mRNA-loaded carriers into subarachnoid 
space, the protein expression was obtained in a sustained manner for nearly a week. By administering 
BDNF-encoded mRNA using the carriers for model mice showing olfactory dysfunction, enhanced neurological 
recovery of olfactory function was achieved along with repairing the olfactory epithelium to a nearly 
normal architecture.

研究分野： DDS
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１．研究開始当初の背景 
 
mRNA の非ウィルス性キャリアによるデリ
バリーは，遺伝子発現によるタンパク産生を
得る目的としてはプラスミド DNA（pDNA）と
同じだが，pDNA と比べ以下のような多くの利
点を持つ．1）DNA で懸念されるようなゲノム
への組み込みが，mRNA では原理的に起こらず，
安全性に格段に優れる，2）細胞質での翻訳
過程のみで発現し，迅速かつ効率よいタンパ
ク産生が期待される，3）核への輸送が不要
のため，非分裂細胞に対しても適用できる可
能性が高い． 
しかし，mRNA の in vivo 投与は困難な状況
が続いていた．その最大の理由として，DNA
と比べても mRNA が極めて不安定な物質であ
ることが挙げられ，特に生体内は RNA 分解酵
素の豊富な環境であるため，mRNA を安定に目
的とする細胞・組織に送り届けることは非常
に難しかった．さらに問題点として，mRNA は
強い免疫原性を持つことが知られている．非
自己の mRNA は生体内で免疫反応を引き起こ
すため，安全かつ持続的にタンパク発現を得
ることが難しかった． 
一方 ARCA capping など，タンパク翻訳効
率を高める mRNA 精製技術が近年急速に進歩
した．また，免疫反応を回避する mRNA 修飾
法が複数報告され，mRNA の in vivo 送達によ
る疾患治療の可能性が注目を浴び始めた． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は，in vivo mRNA 送達を実現
する DDS 開発（非ウィルス性 mRNA ナノキャ
リア）と，モデル動物を用いた機能評価，条
件最適化である．これまで実現していなかっ
た生体内への安定な mRNA デリバリーを達成
し，疾患治療や組織再生を目標とする治療戦
略の基礎的検討を行う．  
 
３．研究の方法 
 
 研究の枠組みとしては，キャリアを構成す
るカチオン性ポリマーなどバイオマテリア
ル開発研究に加え，テンプレート DNA への長
鎖長 Poly A Tail 配列組み込みによる mRNA
塩基配列コントロールなど，mRNA そのものの
生物学的機能向上も検討する．さらに，疾患
モデルマウスに対する治療実験を行う． 
  
４．研究成果 
 
(1)脊髄くも膜下腔へのmRNAキャリア投与に
よるタンパク持続発現 
 
 本研究で用いる DDS は，研究代表者らが独
自に開発したナノミセル型キャリアをベー
スとする．PEG-ポリカチオンブロック共重合
体と核酸分子との自律会合により形成され，
周囲を PEG で覆われた二層構造により，生理

的環境での高い安定性，ステルス性を持つ． 
 まずキャリアの有効性を検証する目的で
mRNA 内包したナノミセル型キャリアをマウ
ス大槽へくも膜下投与すると，投与部位のみ
ならず大脳から腰髄までの広い範囲でのタ
ンパク発現が観察され，投与したキャリアが
広く脳脊髄液中を分布したことが示唆され
た．また，分泌タンパクをコードする mRNA
を用いると，脳脊髄液中への分泌が 5日間持
続した．また投与後の脊髄組織での炎症性サ
イトカイン発現を評価すると，naked mRNA 等
では強いサイトカイン誘導が引き起こされ
るのに対し，キャリアの投与ではほぼコント
ロールレベルに抑制された．（PLoS One. 
2013;8(2):e56220） 

 
図 1：mRNA 内包ナノミセルの脊髄くも膜下腔
投与 
 
(2)mRNA からのタンパク発現を制御可能なカ
チオン性ポリマー設計 
 
 先行研究より，ポリアスパラギン主鎖にエ
チレンジアミン側鎖を連結したポリアスパ
ルタミド誘導体を確立しており，上記のくも
膜下腔投与に対しては，PEG-PAsp(DET)ブロ
ック共重合体を用いていた．一方，図 2に示
すようなアミノエチレン構造の繰り返し数
1-4 までのポリマーを調製して比較すると
（DET は繰り返し数 2），特に繰り返し数偶数
のポリマーで，迅速なエンドソーム脱出，タ
ンパク発現向上することが，pDNA を用いた研
究で明らかとなっている． 
 mRNA に対して上記ポリマーシリーズを応
用したところ，繰り返し数が 2または 4のポ
リマーでは，迅速なエンドソーム脱出により、
投与後数時間からの迅速なタンパク発現が
観察された．一方，繰り返し数 3のポリマー
では，投与後 24 時間以降から徐々にタンパ
ク発現は増加し，72 時間を超えても発現は持
続した．血清や酵素耐性試験で，繰り返し数
3ポリマーを用いたキャリアでは，mRNA の外
部環境の変化に対する安定性が向上してい
た．すなわち，投与されたナノマシンが細胞
質内で安定に存在し，徐々に mRNA を放出す
ることによって，持続的タンパク発現が得ら
れていることが示唆された．mRNA キャリアか
らのタンパク発現持続時間が制御可能なシ



ステムの開発が期待される．（J Am Chem Soc. 
2014;136(35):12396-405） 

 
図 2：アミノエチレン繰り返し側鎖を持つポ
リマーによる mRNA 送達 
 
(3)polyA 鎖長制御によるタンパク翻訳効率
最大化 
 
 生体内に投与してタンパク発現させる目
的で精製される mRNA には，タンパクをコー
ドする配列の上流 5'末端に cap 構造，下流
3'末端に PolyA鎖を付加することが必要であ
る．PolyA 鎖付加の方法としては，従来 PolyA
重合酵素によって mRNA3'末端に順次付加す
る方法が一般的だったが，得られる PolyA 鎖
長がまちまちで，翻訳効率が一定しない問題
点があった．一方 mRNA 転写の鋳型となる DNA
に，二本鎖オリゴ DNA を用いた poly(d(A/T))
配列を予め組み込み，PolyA 鎖部分も共に転
写する手法が報告され(Blood108: 4009, 
2006)，均一な PolyA 鎖を持つ mRNA 精製が可
能となった．しかし，オリゴ DNA 化学合成の
限界から，従来得られる最大の PolyA 鎖長は
120A であった．ほ乳類 mRNA の PolyA 鎖は
200-300A 程度とされているので，さらに長い
PolyA 鎖を組み込むことによって，タンパク
翻訳効率をさらに高める可能性が考えられ
た． 
 本研究では特殊な制限酵素を用いること
で，複数の poly(d(A/T))を連結して鋳型 DNA
に組み込み，30A から 360A までの概ね 30A 刻
みの各種poly(d(A/T))鎖長を持つ鋳型DNA作
成に成功し，さらにこれを in vitro 転写す
ることで，各種 PolyA 鎖長を持つ mRNA の精
製に成功した． 
 各種 PolyA 鎖長を持つ mRNA からのタンパ
ク発現効率を評価すると，240A までは PolyA
鎖長が長くなればなるほど発現は有意に増
加したが，これを超えると有意にタンパク発
現は減少した．210A と 240A，240A と 270A と
の間でいずれも有意に 240A で高い発現が確
認され，240A 付近の非常に狭い範囲に，タン
パク発現効率を最大化する特異的なPolyA鎖
長が存在することが示唆された． 
 このメカニズムを調べる目的で，細胞内で
のタンパク翻訳機構で重要な役割を果たす

こ と が 知 ら れ て い る 翻 訳 開 始 因 子
（Translation initiation factor, eIF4E）
と mRNA との相互作用を免疫沈降法を用いて
評価すると，240A の PolyA 鎖長を持つ mRNA
で，もっとも高い eIF4E との共存が観察され
た．一方興味深いことに，mRNA の PolyA 鎖部
分に直接結合する因子であるPolyA鎖結合タ
ンパク（polyA binding protein：PABP)との
相互作用を同様に免疫沈降法で評価すると，
mRNA と PABP との結合は，PolyA 鎖が長くな
ればなるほど増加した．すなわち，PolyA 鎖
を長くすることにより PABP との直接の結合
は増えるが，リボソームでのタンパク翻訳メ
カ ニ ズ ム ， す な わ ち
cap-eIF4E-eIF4G-PABP-polyA からなる環状
構造の形成や機能については，PolyA 鎖が長
すぎるとむしろ阻害的に働くことが示唆さ
れた．この理由はまだ明らかではないが，上
記の環状構造によってタンパク翻訳される
際に，長すぎる polyA 鎖が立体構造的に阻害
する状況となる可能性を考えている．(論文
投稿中，特許出願済) 
 
(4)神経障害モデルマウスへのmRNA投与によ
る機能早期改善 
 
 運動・感覚器機能を司る神経系細胞への
mRNA 投与の有用性を実証する目的で，治療用
タンパクを発現する mRNA を用いた神経障害
の治療を行った．薬剤誘導性の嗅覚障害モデ
ルマウスを作成し，脳由来神経栄養因子
（BDNF）を発現する mRNA をキャリアを用い
て鼻腔内投与した．無治療群とくらべ，mRNA
投与群では，嗅覚機能が早期から改善するこ
とが行動評価試験で確認された．また，無治
療群では最終的に嗅上皮組織の完全な回復
が得られない一方，mRNA 投与群では 1ヶ月程
度でほぼ正常組織への改善が得られた．この
間，mRNA 投与に伴う鼻腔内の炎症はごく低い
レベルに抑えられ，明らかな組織傷害は観察
されなかった．レポータータンパク質を発現
する mRNA を用いた評価で，タンパク質は神
経終末の存在する嗅神経束組織に広範に発
現し，mRNA が有効に神経細胞にアプローチし
ていることが確認された．  
 



図 3：嗅覚障害モデルへの mRNA 投与 
 
 このように，mRNA が神経障害治療を目的と
したバイオ医薬として有効に機能しうるこ
とが確認された．（J Control Release. 
2015;201:41-8） 
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