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研究成果の概要（和文）：核酸とポリカチオンの複合体（ポリプレックス）は治療用核酸キャリアとして期待されてい
る。Messenger RNA (mRNA) はゲノム組み込みがなく、安全な治療用核酸として注目を集めているが、生体環境で分解
されるため、効率的な導入は未だに困難である。そこで本研究では側鎖構造を僅かに変えたポリカチオンとmRNAのポリ
プレックスを作成し、それらのmRNA導入機構を比較することで、化学構造と導入能の相関を調べた。その結果、奇数回
のアミノエチレン構造を有するポリカチオンは偶数回のものより高いmRNA導入能と細胞質内での安定性を示した。この
ような結果はさらなる高効率なキャリア設計に有益と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Polyion complexes formed from nucleic acids and polycations, which were termed pol
ypex, has been attracted attention because of their therapeutic potential. Messenger RNA (mRNA) was recogn
ized as a new candidate for the safe nucleic acids drug because of no risk of mutagenesis. However mRNA po
ssessed labile nature in physiological condition. Herein, we synthesized the polycations possessing slight
ly different chemical structure in their side chain and compared their mRNA delivery mechanism to get the 
insight for the design of polycations achieving safe and efficient mRNA delivery. In the results, the poly
cations possessing odd-numbered aminoethylene units in their side chain showed efficient mRNA delivery and
 higher cytoplasmic stability than  those even one. We concluded that the fine-tuning of chemical structur
e of polycations can enhance the cytoplasmic stability and mRNA expression of polyplexes.
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１．研究開始当初の背景 
核酸医薬はがんや遺伝性疾患などの難治

性疾患を治療しうる次世代の治療法として

期待されている。ただし、核酸は生体環境

で容易に酵素によって分解されてしまうた

め、核酸を効率的に生体組織に運べるキャ

リアーの開発が必要である。このようなキ

ャリアーの中でもポリカチオンと核酸の複

合体（ポリプレックス）は内包する核酸の

酵素分解を効率的に阻害し、かつ免疫刺激

などの副作用も少なく安全に核酸を細胞へ

導入できるため、盛んに研究がなされてき

た。さらに、ポリカチオンの化学構造を様々

に変えることによって、ポリプレックスの

核酸導入能をさらに向上させることができ

る事が明らかとなり、ポリカチオンの化学

構造と核酸導入機構の相関を調べる研究が

近年注目されている。 

 ポリプレックスに内包する核酸医薬とし

ては長らく plasmid DNA (pDNA)が使用

されてきたが、ゲノムへの挿入によるがん

誘起や非分裂細胞への導入が困難であると

いった問題があった。そこで、pDNAに代

わる核酸医薬候補として messenger RNA 

(mRNA)が注目されている。mRNAはゲノ

ムへの挿入によるがん誘起の恐れもなく、

非分裂細胞への導入も可能であり pDNA

と比較して安全性に優れているという利点

がある。しかし、一方で pDNAよりも、生

理的環境下で不安定であり、かつ発現も一

過的であるという問題が指摘されている。

そのため、これら mRNA の問題点を克服

しうるキャリアーの開発は安全な核酸医薬

による難治性疾患の治療の臨床応用の実現

するにあたって非常に重要であるといえる。 
 
２．研究の目的 
安全な核酸医薬として近年 messenger 

RNA (mRNA)とポリカチオンからなるポ

リプレックスが注目されている。しかし、

mRNA は生体環境で簡単に酵素分解を受

けてしまう点や、発現が一過的であるとい

った問題は未だに解決されていない。この

ような問題はそもそも、使用されているポ

リカチオンは従来の pDNA 導入に最適化

されたものが大半であり、mRNAとポリカ

チオンの最適化やポリカチオンの化学構造

とその導入機構の相関は未だにほとんど研

究がなされていない。そこで本研究では

mRNA導入の問題を解決すべく、ポリカチ

オンの化学構造と mRNA の導入機構の相

関を詳細に調べ、どのような化学構造を有

していれば mRNA を安全かつ効率的に導

入できるかを明らかとすることを目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
mRNA ポリプレックスを作成するための

ポリカチオンとして、側鎖に繰り返し数

1~4回のアミノエチレン構造を有するポリ

アスパルタマイドを合成した。同一主鎖か

つ同一重合度のポリアスパルタマイドの側

鎖のアミノエチレン構造の繰り返し数のみ

を変えたポリカチオンを合成することで、

アミノエチレン構造の繰り返し数がどのよ

うに mRNA 導入に影響するかを厳密に議

論することが出来る。これらのポリアスパ

ルタマイドと mRNA からポリプレックス

を作成し、培養ヒト肝がん細胞 (Huh-7)へ

の mRNA 導入を行った。さらに、mRNA

ポリプレックスの細胞毒性、取り込み量を

評価した。さらに細胞内分布、細胞内安定

性を共焦点レーザー顕微鏡観察から評価し

た。 

 さらに、ポリアスパルタマイドと

Polyethyleneglycol (PEG)のブロックコポ

リマーを合成し、このブロックコポリマー

と mRNA から複合体を形成させた。こう

することで複合体の外側を生体適合性の高

い PEG が覆ったミセルを形成させた。こ

のミセルをマウス尾静脈から投与し、

mRNAミセルの血中滞留性を評価した。 



 
４．研究成果 

 

Figure 1 ４種のポリカチオンとポリプレック

ス概要図 

mRNA と側鎖のアミノエチレンの繰り返

し数のみを４種のポリアスパルタマイド 

(Fig. 1)からポリプレックスを作成し、培養

ヒト肝がん細胞(Huh-7)への mRNA 導入実

験を行った。これらの導入効率において、

ポリアスパルタマイド側鎖のアミノエチレ

ン構造の繰り返し数が偶数か奇数かで大き

く異なることが判明した。導入直後(~12h)

では側鎖に偶数回のアミノエチレンの繰り

返し数を有するポリアスパルタマイド

(PA-Es)から作成したポリプレックスが高

い発現を示すが、24h 以後の長時間培養後

では PA-Esポリプレックスの発現が頭打ち

になるのに対し、奇数回を有するポリアス

パルタマイド(PA-Os)から作成したポリプ

レックスの発現は持続し、48h 後では三回

の繰り返しアミノエチレン構造を有するポ

リアスパルタマイドから作成したポリプレ

ックスが最大の発現を示した。これらのポ

リプレックスの細胞内動態を Cy3 修飾

mRNA から作成したポリプレックスを培

養細胞に導入し、さらに細胞内酸性オルガ

ネラをLysotrackerで染色後に共焦点レーザ

ー顕微鏡(CLSM)で観察することで評価し

た。すると、PA-Es ポリプレックスは有意

に PA-Osポリプレックスよりも効率的に細

胞質内へ移行していることが明らかとなっ

た。つまり、PA-Es はエンドソームから取

り込まれたあとに効率的に細胞質へ移行す

るために、導入直後は高い発現を示したと

かんがえられる。さらに、細胞質移行後の

ポリプレックスの状態を評価するために、

Cy5, Cy3 でダブルラベルした mRNA から

ポリプレックスを作成し、細胞導入後の蛍

光共鳴エネルギー移動 (FRET)を CLSM 観

察画像から測定することで、mRNAポリプ

レックスの細胞質内安定性を評価したとこ

ろ。すると、PA-Osポリプレックスは PA-Es

ポリプレックスよりも有意に細胞質内で安

定な状態を長く保てることが判明した。こ

のような結果は、PA-Os は細胞質内で安定

であるために発現が持続したために、長時

間培養後での発現が最大となり、一方で

PA-Es は細胞質への移行は効率的だが細胞

質内では不安定であるために発現が一過的

になったと考えられる。 

さらに、PA-Oの持つ高い酵素分解耐性は生

体環境下において mRNA を生体環境のタ

ーゲットへデリバリーするのに最適である

と考え、ついでこれらのポリアスパルタマ

イド側鎖の生体適合性を上昇させるために

末端に PEG 鎖を付与した PEG block ポリ

マーの合成を行った。これらの Block ポリ

マーと mRNA からミセルを作成し、Homo

ポリマーから作成したポリプレックスと同

様に側鎖構造依存的に内包 mRNA を保持

できるかを評価するために、FBSと混合し、

37 ℃で 1 時間インキュベート後に内包

mRNA を回収し、逆転写後 Realtime-PCR

で残存 mRNA量を評価した。結果 Blockポ

リマーにおいても、側鎖に奇数回のアミノ

エチレン繰り返し構造を有するポリマーは

高い内包 mRNAの残存量を示した。さらに、

これらのミセルをマウス尾静脈から投与し、

その後マウスの血液中の mRNA を回収後

に同様に Realtime-PCR で残存 mRNA 量を

評価した。すると、奇数回のアミノエチレ



ン繰り返し構造を有するポリマーから作成

したミセルは偶数回よりも有意に高い残存

量を示した。これらの結果は、ポリカチオ

ンの化学構造を精密設計することによって

内包 mRNA を生体環境においても効率的

に保持し、ターゲット部位へとデリバリー

できうることを示唆しており、有益な知見

であると考えられる。しかし、in vivo環境

での残存量は未だに治療に使用するには少

なく、今後はさらに安定的かつ効率的な

mRNA carrierの開発が今後の課題であるこ

とも合わせて判明した。 
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