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研究成果の概要（和文）：　医療用医薬品を用いた遺伝子ベクター開発を行った。医薬品はプロタミン硫酸塩静
注(PRT)、コンドロイチン硫酸注射液(CS)、強力ネオミノファーゲンC、ヒアルロン酸点眼液を用いた。pDNAと医
薬品の組み合わせを検討した結果、混合比と調製手順を最適化することでpDNA-PRT複合体(PRT複合体)、
pDNA-PRT-CS複合体(CS複合体)を構築できた。両複合体はともに高い遺伝子発現を示した。PRT複合体は細胞毒性
を示したが、CS複合体では毒性が見られなかった。PRT複合体は血清存在下で遺伝子発現が低下したが、CS複合
体は影響を受けなかった。CS複合体は静脈内投与後、脾臓で高い遺伝子発現を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel gene vector using regulatory-approved 
medical products. We used novo-protamine sulfate (PRT), chondroitin sulfate sodium (CS), stronger 
neo-minophagen C (GL), and sodium hyaluronate (HA) ophthalmic solution as medical products. We 
successfully prepared the pDNA-PRT complexes (PRT complexes) and pDNA-PRT-CS complexes (CS 
complexes) by optimization of the mix ratio and preparation process. PRT complexes and CS complexes 
showed high gene expression. Although PRT complexes showed slight cytotoxicity, CS complexes showed 
no cytotoxicity. Also, the gene expression of PRT complexes was greatly reduced in the presence of 
FBS. The presence of FBS, however, did not greatly affect gene expression of the CS complex. CS 
complexes showed high gene expression in the spleen after intravenous administration.

研究分野：医療薬剤学

キーワード： 遺伝子デリバリー　医薬品　硫酸プロタミン　コンドロイチン硫酸
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１．研究開始当初の背景 
 分子生物学の発展により、遺伝子やタンパ
ク質などが新たなバイオ医薬品として注目
されている。特に遺伝子治療はバイオインフ
ォマティクスの発展と相成り、がんなどの難
治性疾患や様々な先天性疾患に有力な手段
として期待されている。しかし、遺伝子医薬
品は安定性や膜透過性が低いため、細胞内へ
安全に効率よく導入できるドラッグデリバ
リーシステム（DDS）の開発が必須で、全世
界的な競争が展開されている。しかし、従来
の DDS 開発は新規シーズの開発を優先し、ヒ
トでの臨床使用に必要な動態試験・安全性試
験・薬理試験を念頭に置いていない。また、
無菌調製のプロセスや大量生産・長期保存へ
の配慮が不十分である。すなわち、基礎研究
から非臨床試験・臨床試験へ移行する段階に
必要な GLP/GMP 基準の素材での製造や、無菌
大量製造法が考慮されておらず、基礎から臨
床への橋渡しを阻んでいる。 
 申請者らは、生体適合性の高い成分を静電
的に自己組織化させ、臓器特異的に薬物取り
込みや遺伝子発現できる画期的なナノデバ
イスを開発した。このナノデバイスは表面が
負電荷で細胞毒性や血液凝集を示さず、構成
する高分子や脂質の性質により定量的に肺、
脾臓、肝臓へ医薬品を送達することができる。
また、ナノデバイスはサプリメントや医薬品
に使用されている既知の成分により構築し
ているため、生体適合性および安全性が極め
て高く、迅速な臨床応用が期待できる。しか
し、実際に臨床試験へ移行するためには、さ
らにGLP/GMP基準での製造が必要不可欠であ
る。GLP/GMP 基準の DDS 構築のために、遺伝
子医薬品独自の新しい製造原理に基づいた
GLP/GMP 基準の製造施設を備え、優れたシー
ズを臨床試験へ進めるようにサポートする
拠点の形成が望まれている。しかし我々は発
想を転換し、GLP/GMP 基準で製造されている
市販の医療用医薬品を用いてナノデバイス
を作製することを発案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、既に臨床で使用されている
医療用医薬品を構成成分としたナノデバイ
スの開発と実証研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル遺伝子として、ルシフェラーゼを
コードした pDNA（pCMV-Luc）を用いた。pDNA
とカチオン性医療用医薬品である硫酸プロ
タミン静注用を組み合わせて pDNA 内包カチ
オン性ナノデバイスを調製した。さらに、カ
チオン性ナノデバイスにアニオン性医療用
医薬品であるコンドロイチン硫酸注射液
（CS）、グリチルリチン静注液（GL）、ある
いはヒアルロン酸点眼液（HA）を組み合わせ、
pDNA 内包アニオン性ナノデバイスの構築を
試みた。調製したナノデバイスの粒子径や表

面電荷などの物理化学的性質を測定し、また、
安定性を電気泳動などで調べた。また、血清
の影響についてもゼータサイザーや電気泳
動などで製剤学的に調べた。 
 
(2) マウスメラノーマ細胞B16-F10を用いて、
ナノデバイスの遺伝子発現を調べた。また、
細胞毒性を WST-1 assay によって測定する。
さらに、遺伝子発現に及ぼす各種阻害剤の影
響を調べ、ナノデバイスの取り込み機構につ
いて精査した。 
 
(3) pDNA として pCMV-Luc よりも 150 倍発現
が高い Nano-Luc を用いた。Nano-Luc、プロ
タミン静注用、コンドロイチン硫酸注射液を
用いてナノデバイスを作製し、マウスへ投与
した。投与後 24 時間に各臓器を摘出し、組
織中のルシフェラーゼ活性を測定した。 
 

(4) siRNA としてホタルルシフェラーゼの発
現を抑制するsiRNA (siLuc) を用いた。siLuc、
プロタミン静注用、コンドロイチン硫酸注射
液を用いてナノデバイスを作製した。作製し
たナノデバイスの粒子径や表面電荷などの
物理化学的性質を測定し、また、安定性を電
気泳動などで調べた。 
 
４．研究成果 
 pDNA と硫酸プロタミン静注用（PRT）の電
荷比が 1:1, 2, 4, 6, 8, 10 となるように混
合し、pDNA-PRT 複合体（PRT 複合体）を調製
した。その結果、電荷比 2 以上で 100 nm 以
下のカチオン性複合体を構築できた。また、
アガロースゲル電気泳動により複合体の安
定性を評価した結果、電荷比 1 では pDNA の
流出が認められたが、電荷比 2以上では流出
は見られず、安定に pDNA を内包しているこ
とが示された。 
 B16F10 細胞を用いて、PRT 複合体の遺伝子
導入効率を評価した。その結果、電荷比が大
きくなるにつれて遺伝子発現は高くなり、電
荷比 8以上で頭打ちとなった（図 1）。 

 次に、PRT 複合体にアニオン性医薬品（CS、
GL、あるいは HA）を被膜した三重複合体の調



製を試みた。その結果、GLでは凝集して複合
体を構築できなかったが、CS および HA では
100 nm程度のアニオン性複合体を構築できた。
また、アガロースゲル電気泳動によって安定
性を評価したところ、pDNA の流出は見られず、
安定に pDNA を内包していることが確認でき
た。そこで、B16F10 細胞を用いて、CS 複合
体および HA 複合体の遺伝子導入効率を評価
した。その結果、HA 複合体ではほとんど遺伝
子発現は見られなかった。しかし、CS 複合体
では PRT 複合体にはやや劣るものの、1×107 
RLU/mg proteinを超える高い遺伝子発現を示
した（図 2）。 

 カチオン性複合体は細胞毒性を示すこと
が報告されている。そこで、カチオン性の
PRT8複合体とアニオン性のCS6複合体の細胞
毒性を比較した。0.25 µg の pDNA を内包した
複合体においては、PRT8 複合体、CS6 複合体
ともに細胞毒性を示さなかった。しかし、0.5 
µgのpDNAを内包した複合体においては、PRT8
複合体でわずかに毒性が見られた。一方、CS6
複合体では 0.5 µg においても細胞毒性を示
さなかった（図 3）。したがって、PRT 複合体
を CS で被膜することで細胞毒性を軽減でき
ることが示された。 

 次に、PRT 複合体と CS 複合体の取り込みメ
カニズムを明らかにするために、各種エンド
サイトーシス阻害剤（クロルプロマジン、ゲ
ニステイン、アミロライド）と共存させた時
の遺伝子導入効率を評価した。PRT 複合体は
ゲニステインと共存させた場合に遺伝子発
現効果が有意に低下した。これらの結果より、
PRT 複合体はカベオラ介在性のエンドサイト
ーシスにより細胞内へ取り込まれることが
示唆された。一方、CS 複合体はクロルプロマ
ジンおよびゲニステインと共存させた場合

に遺伝子発現効果が低下する傾向にあった。
これらの結果より、CS 複合体はクラスリン介
在性およびカベオラ介在性のエンドサイト
ーシスにより細胞内へ取り込まれることが
示唆された。 
 また、遺伝子導入効率に対する血清の影響
を検討したところ、PRT 複合体は血清存在下
で有意に遺伝子発現が低下した。一方、CS 複
合体はほとんど血清の影響を受けなかった。
したがって、CS 複合体は in vivo においても
有用である可能性が示された。 
 そこで次に in vivo での遺伝子発現につい
て検討した。PRT 複合体をマウスに静脈内投
与した結果、肝臓、脾臓、肺で高い遺伝子発
現を示した。一方、CS 複合体を静脈内投与後
は、脾臓において選択的に高い遺伝子発現を
示した（図 4）。また、PRT 複合体、CS 複合体
を赤血球と混和させた結果、PRT 複合体は凝
集を引き起こしたが、CS 複合体は凝集しなか
った。 

 ルシフェラーゼを抑制するsiRNAに硫酸プ
ロタミン静注用を様々な比率で添加し、
siRNA 内包 PRT 複合体（siPRT 複合体）を構
築した。さらに、siPRT複合体にCSを加えて、
siRNA-PRT-CS 複合体(siCS 複合体)を調製し
た。これらの複合体は 100 nm 程度の安定な
アニオン性微粒子を形成した。これらの複合
体を、ルシフェラーゼを恒常発現させたメラ
ノーマ細胞株 B16-F10/Luc 細胞に添加し、遺
伝子抑制効果を評価したが、十分な抑制効果
が得られなかった。 
 以上のように、我々は本研究によって、医
療用医薬品を用いて遺伝子導入可能なナノ
デバイスを開発することに成功した。特に
PRT と CS を用いた CS 複合体は安全性が高
く、in vivoにおいても遺伝子導入可能であり、
非常に有用な遺伝子ベクターとなる可能性
が示された。これらの結果は、核酸医薬を臨
床応用するためのベクター開発に有益な基
礎的情報であると考えられる。今後は、siRNA
でも効果を発揮できるように製剤の改良を
行っていく予定である。 
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