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研究成果の概要（和文）： 
 脳は高度に発達した生体バリアに守られているため薬剤の送達が極めて困難な部位である。本
研究では、この生体バリアを克服して核酸医薬を脳内に送達して機能させるウイルス・サイズ
の薬剤送達システムを、高分子材料の自己組織化（高分子ミセル化）に基づいて構築した。すな
わち、（1）血管内腔側内皮に局在するグルコース輸送タンパク質を標的とするグルコース結合
型高分子ミセルを創製し、血管内腔からの脳内薬物移行を制限する内皮細胞バリア（血液脳関
門）を突破して核酸医薬を脳内送達する事によって、アルツハイマー病（AD）の発症に関わる
酵素の産生を抑制する事に成功した。（2）生体内で速やかに酵素分解を受ける mRNA のミセル
内包安定化を達成し、脳室内局所投与による単鎖抗体のその場産生を実現する事によって、AD
発症に関わるタンパク質であるアミロイド β 量を有意に低下出来る事を実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Since the brain is protected by a highly developed biological barrier, delivery of the drug is extremely 
difficult. In this research, we developed a drug delivery system (DDS) of virus size (<50 nm) that overcomes 
such a robust biological barrier, penetrates into the brain, and delivers nucleic acid drugs to target cells such 
as neurons. Here, DDS was constructed on the basis of self-assembly (polymeric micelle formation) of 
biocompatible block copolymers. In the vascular system of the brain, drug penetration from the vascular 
lumen to the brain parenchyma is markedly restricted (blood-brain barrier: BBB), since the junction 
between the endothelial cells is extremely tight. Therefore, a glucose-bound polymeric micelle targeting 
glucose transporter 1 (GLUT 1), which is localized in the vascular lumen side of cerebral vascular 
endothelial cells, was constructed. There was observed a significant accumulation of the micelles in the 
brain by crossing the BBB at about 60 times the efficiency of the existing DDS by the precise molecular 
design of the micelles, including size and surface glucose density, and the use of active migration of GLUT1 
from the vascular luminal side to the brain parenchyma side, synchronizing with a change in the blood 
glucose concentration. Eventually, siRNA was successfully delivered into the brain by the glucose-
conjugated micelles, and the expression of enzymes involved in amyloid β (Aβ) production was reduced to 
about 50%. Furthermore, mRNA, known to be fragile in biological milieu, was remarkably stabilized by 
micelle loading, and local intracerebroventricular administration of the micelles loaded with mRNA 
encoding single chain antibody targeting Aβ attained significant reduction of the amount of Aβ in mouse 
brain. In this way, wide on/off control of disease-related genes becomes feasible, opening a new avenue to 
solve long-standing problems in the treatment of neurodegenerative diseases. 
 
研究分野：高分子化学、高分子材料、生体医用工学、ドラッグデリバリーシステム、バイオマテ
リアル 
 
キーワード：ブロック共重合体、高分子ミセル、ポリエチレングリコール、ポリアミノ酸、薬物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
患者数が 20 万人を超えて増加の一途を辿っ

ている脳神経系疾患の中で、アルツハイマー
病(AD)等の分子メカニズムが解明されている
疾患に対しては、核酸医薬による分子治療が
特に有効である。しかし、この治療法の実現
のためには、ニューロン等の標的細胞内へ核
酸分子を導入し、機能発現させる事のできる
核酸キャリアが必要不可欠である。一方、治
療標的となる細胞が存在する脳は、高度に発
達した生体バリア(血液脳関門：BBB)に守られ
ているため、薬剤の送達が極めて困難な部位
である事が知られており、その解決が喫緊の
課題とされていた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の課題を解決すべく、（1）
強固な生体バリアを克服して脳神経系に核酸
医薬を送達するナノサイズの核酸キャリアを
構築する事、（2）AD 等の脳神経系疾患の分子
治療に対する核酸キャリアの有用性を実証す
る事、を目的に設定した。具体的には、両親媒
性ブロック共重合体の自己組織化により形成
される高分子ミセルを基盤に、「生体適合性」
「標的指向性」「環境応答性」を完備した多機
能性核酸キャリア(図 1)の創製を推進した。 

 
３．研究の方法 
研究代表者の統括のもと、分子設計グルー

プ・機能評価グループ・展開研究グループを
組織し、研究を推進した。分子設計グループ
は、血中滞留性と組織浸透性に優れる高分子
ミセルの創製（生体適合性）、脳神経系細胞タ
ーゲティング機能の創り込み（標的指向性）、
細胞内バリアを克服して高い薬理活性を発揮
する機能の創り込み（環境応答性）に注力し
て研究を進めた。機能評価グループは、分子
設計グループより供給された高分子ミセルの
培養細胞を用いた機能評価、動物を用いた血
中滞留性や脳神経系への集積性評価等を実施
した。展開研究グループは、治療用核酸の構
造最適化と脳神経系への導入、さらにはモデ
ル動物を対象とした検討と安全性試験を実施
した。以上の取り組みを通じて、脳神経系へ
の核酸送達に必要とされる分子機能および材
料設計指針を明らかにし、脳神経系疾患の分
子治療に向けた核酸送達技術の確立を行った。 
 

４．研究成果 
① 生体適合性・標的指向性・環境応答性を備

えたプラットフォームミセルの構築： BBBを
突破し、脳組織深部まで核酸を送達するため
には、核酸キャリアの粒子径制御が重要であ
る。そこで、small interfering RNA (siRNA)に代
表される核酸医薬に関して、核酸の負電荷を
過不足なく中和するポリカチオン鎖と親水性
のポリエチレングリコール鎖からなるブロッ
ク共重合体を合成する事で、核酸とブロック
共重合体 1分子ずつからなる複合体(ユニット
ポリイオンコンプレックス: uPIC)を選択的に
形成する条件を確立した[文献 10]。さらに、
この uPIC をミセル化することで、②に後述す
る様に脳内送達に適した粒子径 50 nm 以下の
均一なナノキャリアの構築を目指した。まず
金ナノ粒子(直径 20 nm)上に uPIC を秩序高く
配置させる事で、siRNA の血中半減期を 20 倍
近く増大させる事に成功した[文献 24]。さら
に、臨床応用の観点から金ナノ粒子を用いな
い方法論の確立が必要と考え、下限臨界共溶
温度(LCST)を示す poly(2-n-propyl-2-oxazoline) 
(PPOx)を構成セグメントとする三元ブロック
共重合体からなるキャリアシステムを開発し
た[文献 15]。すなわち、室温以下で uPIC を調
製した後に昇温する事で、疎水化した PPOxを
コアとする粒径 40nm の単分散 uPIC ミセルを
得た。このミセルは優れた血中滞留性を示し、
かつ③で後述する様に脳内に siRNA を送達出
来る事が明らかとなった。これと並行して、
細胞内エンドドームから効率良く siRNA を細
胞質に送り込むために、エンドドーム内の酸
性 環 境 で 負 か ら 正 へ と 電 荷 反 転 す る
poly(aspartamide)誘導体をミセル表層に配置
したキャリアを構築した。この電荷反転型ミ
セルは効率的なエンドドーム膜傷害活性を惹
起し、細胞に対する高い siRNA 導入効率を実
現した[文献 16]。一方、siRNA のような剛直
な 2 本鎖核酸に比べ、柔軟な 1 本鎖核酸を用
いると、高分子ミセルの安定性が飛躍的に上
昇した事から[文献 10]、1 本鎖であるアンチセ
ンス核酸(ASO)のミセル封入についても検討
を実施した。ここでは、ASO を封入した高分
子ミセルコアへジスルフィド架橋を導入する
事による安定化を狙い、ポリカチオンセグメ
ント側鎖の一部に 2-iminothiolane を導入した
ブロック共重合体を合成し、ASO と混合する
事によって、粒子径約 40 nm で単分散な高分
子ミセルの調製に成功した。この ASO 内包ミ
セルはペプチドリガンドを表層に結合する事
によって、全身投与で実験動物の脳腫瘍部位
の BBB を効率良く通過し、高い治療効果を達
成した[文献 17]。さらに、③に後述する様に、
グルコース結合体は AD モデルマウスの脳内
にも到達し、標的遺伝子のサイレンシングに
も成功している。 
一方、長鎖核酸である pDNA についても、熱

融解に伴う二重鎖の解離を利用することによ
って粒径 50 nm 以下の球状にパッケージング
する手法を開発した。本手法で調製された高
度凝縮型ミセルでは DNA の二重らせん構造
が解離しているにも関わらず、十分な遺伝子

図 1. 機能性ﾌﾞﾛｯｸ共重合体と核酸分子の自己
組織化により形成される高分子ﾐｾﾙ型核酸ｷｬﾘｱ 



発現能力を維持している事が、培養細胞を用
いた実験、及び膵臓がんを標的とした in vivo
全身投与実験において確認された[投稿中]。さ
らに、グルコースを表層に結合する事によっ
て、脳血管内皮細胞での遺伝子発現にも成功
している[投稿論文準備中]。また、細胞内高
ATP 環境やエンドドーム内低 pH 環境に応答
して開裂するフェニルボロン酸エステル結合
を用いてポリカチオンセグメント同士を架橋
する事で、細胞外での安定性と細胞内動態制
御の両立に基づく効率的遺伝子発現の達成に
成功した[文献 2]。 

mRNA については、柔軟な 1 本鎖構造である
ため、粒径を 50 nm にする事は比較的容易で
あったが、一方で、mRNA が血液中で速やか
に酵素分解を受ける事が大きな課題であった。
そこで、ブロック共重合体に疎水性基を導入
し、ミセルコアの疎水化による安定化を図っ
た。結果、ブロック共重合体のω-末端へのコ
レステロール基の導入により、静脈投与後の
mRNA の血中滞留性が著明に向上した[文献
11]。続いて、前述の LCST を示す PPOx を中
間 セ グ メ ン ト に 有 す る poly(2-ethyl-2-
oxazoline)-PPOx-poly(L-lysine)三元ブロック共
重合体について検討した。このポリマーから
なる pDNA あるいは mRNA 内包ミセルは、
PPOx セグメントを持たない PEtOx-PLys ブロ
ック共重合体からのミセルに比べて酵素耐性
が飛躍的に改善し、また、遺伝子の発現活性
も明確に向上した[文献 15]。さらに細胞内に
おいて、mRNA からの翻訳過程がスムースに
進行するためには、（1）エンドドームから細
胞質への高い移行効率、（2）細胞質内での
mRNA の安定性、（3）mRNA 末端の Cap 構造
への翻訳開始因子 (eIF4E) の結合という 3 つ
のプロセスの最適化が必要である。まず、（1）
と（2）に関しては、ブロック共重合体を構成
する poly-aspartamide(PAsp)セグメント側鎖に
導入するアミノエチレンユニット (-NHCH2 

CH2-)の繰り返し数を変えて検討を行った。そ
の結果、エンドドームからの脱出を早めるに
は偶数回の繰り返しが優れるが、mRNA の細
胞内酵素耐性を高めるには奇数回の繰り返し
が良い事、また、その機構には側鎖アミノエ
チレンユニットのプロトン化度が密接に関わ
っている事を細胞内蛍光共鳴エネルギー移動
(FRET)等の手法で証明した[文献 25]。一方、
（3）のプロセスに関しては、繰り返し数 1, 2
回のものでは mRNA の Cap 構造に対する
eIF4E の結合が阻害され、翻訳効率が低下する
が、繰り返し数 3, 4 回のものでは eIF4E の結
合が阻害されず、翻訳効率が保たれる事を見
出した[文献 13]。以上の様なポリカチオン構
造の精緻な設計を通じ、繰り返し数 3 回のポ
リマーが、酵素耐性、翻訳効率の観点で優れ
ており、実際、in vivo 投与においても、持続
的かつ効率的なmRNA発現が得られる事を確
認した[文献 19]。 
② 血液—脳関門(BBB)を通過する高分子ミ
セルの構造最適化と脳内分布の確認：脳血管

内皮細胞(BCEC)に最も多く発現する膜タン
パク質であるグルコーストランスポーター
(GLUT1)を標的とし、GLUT1 への結合に関与
しない 6 位の OH 基を介してグルコースを結
合した高分子ミセル(Gluc(6)/m)を中心に研究
を展開した。まず、新規に作成した GLUT1 過
剰発現 Neuro2A 細胞を用いた実験で、
Gluc(6)/m が GLUT1 を介して細胞に取り込ま
れている事を実証した。続いて Gluc(6)/m のマ
ウスへの全身投与を行った。ここで、一日の
食止めにより血糖値を正常な範囲内で下げた
マウス(100 mg/dL)にミセルを投与し、その後、
血糖を上昇させる(160 mg/dL)と言う簡単な操
作で、Gluc(6)/m を BBB を通過させて脳実質
部に送り込めるという事実を見出した。ミセ
ル表層のGluc密度や粒径を変化させた検討よ
り、PEG 鎖の 25%にグルコースを結合させた
30 nm のミセルで脳への集積量は最大となり、
脳 1g あたり投与量の 6%(dose/g-brain)という、
従来の BBB 通過型キャリアの約 60 倍の値を
達成した[文献 4]。さらに、in vivo 共焦点顕微
鏡(IVRTCLSM)を用いる事によって、血糖値変
化に連動して GLUT1 に結合した Gluc(6)/m が
脳実質へ移行する様子をその場観察で捉える
事に成功し、BCEC の管腔側に発現した
GLUT1 が管腔側から実質側へ移動するリサ
イクリング機構によって Gluc(6)/m が脳実質
側に能動的に輸送されるという事を世界で初
めて明らかとした。また本研究で導入した２
光子型 IVRTCLSM を用いる事によって、BBB
を通過した Gluc(6)/m が脳の深部に至るまで
分布していることを実証した(図 2(a))。さらに
組織学的解析から、リガンド密度 25%のミセ
ルは脳実質に移行した後、ニューロンに効率
的に取り込まれる事を確認した(図 2(b))。一方、
リガンド密度が高い 50％-Gluc(6)/m は、BCEC
内に集積する事が判明した。これはリガンド
密度が高くなる事で GLUT1 との結合が強固
となり過ぎ、BCEC 内に留まったためと想定
され、表層のグルコース密度を変化させる事
で、ミセルの脳内分布をも制御可能である事
が明らかとなった[文献 4]。 

 
③ 脳内に核酸医薬(siRNA, ASO)を送達し機
能させる高分子ミセルの開発: ①、②の結果
を踏まえ、まずは siRNA 内包ミセルを用い、

図 2(a) 脳 の 深 部 ま で 分 布 す る 25%- 
Gluc(6)/m (赤). (b) ﾆｭｰﾛﾝ(緑)まで到達した
Gluc(6)/m (赤) [文献 4]. 



ニューロンを標的とした脳内での標的遺伝子
サイレンシングへと展開した。ここではニュ
ーロンにおいてアミロイド β (Aβ)産生に関わ
る酵素である β-secretase(BACE)の発現抑制を
試みた。①で述べた PPOx を構成セグメント
とする三元ブロック共重合体からなる siRNA
キャリアシステムにグルコースを担持させて
全身投与を行い、脳への集積性を調べたとこ
ろ、グルコースリガンド密度 25%について効
率的な脳への集積を認めた(図 3(a))。続いて、
両末端にそれぞれ Alexa546（蛍光ドナー色素）
と Alexa647（蛍光アクセプター色素）を導入
した siRNA をこのミセル内に封入し、脳集積
後の切片を共焦点顕微鏡で観察した。その結
果、脳内において siRNA 由来の FRET が確認
された。すなわち、siRNA が分解されずに
intact な状態で脳へ送達されている事を強く
支持する結果であり、これは脳内において
siRNA からの FRET 観察に成功した初めての
例である。また内因性 BACE1 の発現抑制効率
を調べたところ、グルコース非担持ミセルで
は、siRNA 活性が認められなかったのに対し、
Gluc/m では、単回の投与だけで内因性マウス
BACE1 の mRNA 発現を、最大で約 50%低下
させた(図 3(b))。BACE1 はニューロン選択的
に発現している事から、ニューロンにて
siRNA 活性が得られた事が強く示唆される
[特許出願済み・論文投稿中]。 

また神経細胞の発達や機能に関連する事が
多く報告されており、脳内にユビキタスに発
現する遺伝子である MALAT1 に対する ASO
を封入した Gluc(6)/m についても、①で述べた
ジスルフィド結合導入ミセルを用いる事で、
単回投与により MALAT1 の mRNA 発現量を
最大で約 30%低下させる事にも成功した[特
許出願済み・論文投稿準備中]。 
 
④ 脳内への mRNA 導入による Aβ 低減効果
の確認：本研究を開始する時点においては、
そもそもmRNAを脳内で機能させる事自体が
前人未踏の研究課題であった。そこで、（1）脳
内環境でmRNAから有意なタンパク質翻訳が
可能である事、（2）mRNA ミセルの脳室内直
接投与によって AD の原因とされる Aβ 量の減
少を実証する事を目標として研究を推進した。
まず、レポータータンパク質（ルシフェラーゼ）
を発現する mRNA を用い、分子設計グループ

と展開研究グループ間の密接な連携によって、
（1）の課題を解決するミセル構造の特定を行
った。続いて、Aβ 分解酵素であるネプリライ
シン(NEP)を発現する mRNA を用い、構造を
最適化したミセルに搭載して、マウス脳室内
への局所投与を行ったところ、脳内の NEP 量
が未投与群と比べ 1.5 倍に増加した。さらに、
Aβ を脳室に投与したモデルマウスに対して、
NEP mRNA を導入したところ、有意に脳内の
Aβ 量を低下させる事に成功した[文献 18]。続
いて、Aβ 単体よりもはるかに神経毒性の高い
Aβ オリゴマーに対して選択的に結合する単
鎖抗体(scFv)をファージディスプレイ法によ
り単離し、線維化した Aβ を効果的に解離出
来る事を確認した。さらに、ヒトインターロ
イキン 2 由来の分泌シグナル配列を結合した
scFv を発現する mRNA を作製し、哺乳類細胞
からも効率的に scFvを分泌させる事に成功し
た。この分泌型 scFv mRNA をミセルに内包し、
Aβ オリゴマーをあらかじめ脳室内に投与し
たモデルマウスの Aβ 量を有意に低下出来る
事を実証した[文献 7]。 
 
⑤ まとめ: 以上、本研究を通じて強固な生体
バリアを克服して脳神経系に核酸医薬を送達
するナノスケールのキャリアシステムを構築
し、AD 等の脳神経系難治疾患の分子治療にお
ける有用性を実証する事が出来た。成果は
Nature Communications, J. Am. Chem. Soc., ACS 
Nano 等に 61 件の原著論文として公表され、さ
らに、極く最近の成果数編については、国際的
に高い評価を有する学術誌へ投稿中あるいは
投稿準備中である。さらに、24 件の特許を出願
し、内 1件は既に成立している。この特許に基
づ き 、 Braizon Therapeutics 社
<http://www.braizon.com/about/index.html> が 設
立され、国内外の製薬企業との間で共同開発に
向けた活動が開始される等、成果の社会実装も
着実に進展しつつある。 
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