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細胞内動態解析情報に基づく遺伝子送達用

ナノ粒子デザイン

北海道大学大学院薬学研究院薬剤分子設計学研究室

秋田英万

1953年 4 月，ジェームス・ワトソ

ンとフランシス・クリック(1962年

ノーベル生理学・医学賞受賞)の連名

で Nature 誌に掲載されたわずか900

語たらずの論文は，その後の DNA を

中心とした分子生物学の幕開けの原動

力となり，その後の遺伝子クローニン

グ技術を始めとした基盤技術は，本分野の大きな発展をも

たらした．この結果，蛋白，抗体を医療に応用するバイオ

医薬が生まれている．折しも，21世紀初頭に完了したヒ

トゲノム計画は，バイオインフォマティクスや次世代シー

クエンサー技術の発展をもたらし，その結果，疾患関連遺

伝子の同定や機能解析が急速に進展している．この時代背

景の中で，遺伝子を薬として利用する遺伝子治療の応用

は，先天的疾患に対する遺伝子補足療法を目的としたもの

から，成長因子等の遺伝子発現による後天的な末梢疾患治

療へと益々広がりを見せている．

薬の機能を適切かつ効果的に発揮させ，また，副作用を

軽減させるためには，薬理作用部位まで特異的に送達させ

るためのドラッグ・デリバリー・システム(DDS)の構築

が不可欠である．抗癌剤など，脂溶性に富んだ低分子薬物

は，リポソームなどの輸送キャリアによって腫瘍組織まで

運ばれ，細胞外で放出されれば，自発的に細胞内，さらに

核まで移行して薬効を示すことができる．一方で，遺伝子

や核酸医薬においては，サイズなどの物性の問題から細胞

への取り込みが著しく制限される．さらに，その作用機序

に応じて，オルガネラの標的化も重要な課題となる．特

に，遺伝子は転写をうけるための核が標的部位であるが，

その過程において，エンドソーム膜や核膜といった生体膜

バリアを突破する必要がある．また，転写や翻訳といった

核移行後の過程についても考慮したデザインが必要となる．

遺伝子治療研究にはウイルスベクターを用いたアプロー

チが先行してきた．しかし，レトロウイルスを用いた重症

複合型免疫不全症治療あるいは，アデノウイルスを用いた

Ornithine Transcarbamylase (OTC)欠損症治療に対する

臨床試験において，これらウイルスベクターの癌原性や免

疫原性が顕在化することとなり開発が遅れてきた．一方，

近年では，より免疫原性の少ないアデノ随伴ウイルス

(AAV)を用いた研究が盛んに行われており，2012年に

は，先進国(欧州)ではじめて，リポ蛋白質リパーゼ欠損症

に対する遺伝子治療薬として『Glybera(ユニキュア社)』

が承認されるに至っている．

一方，安全性の観点からは，人工材料から形成される非

ウイルスベクターを用いたアプローチにも極めて大きな期

待がかかる．非ウイルスベクターに関しては，1987年に

Felgner 博士らによってはじめてカチオン性リポソームを

用いた方法が報告されて以来，カチオン性材料(カチオン

性リポソームやカチオン性ポリマー等)を用いた応用研究

が多くなされてきた1)．遺伝子は負電荷ポリマーとしての

性質を有する巨大分子であり，細胞への取り込み効率が極

めて低いが，カチオン性材料は静電的複合体形成を介して

遺伝子を簡便に微粒子化できる点や，細胞が取り込みやす

い正電荷の粒子を形成できる点で理にかなったものであ

る．しかしながら長年の研究にもかかわらず，未だに非ウ

イルス性ベクターの実用化には至っていないのが現状であ

る．そこで筆者は，カチオン性ベクタにおける現状の問

題点を探るべく，アデノウイルスとの細胞内動態比較解析

を行ってきた．本稿では，比較により見えてきた人工ベク

ターにおける課題点と，本解析結果に基づいて考案してい

る新しいベクターのデザインについて紹介したい．

アデノウイルスと人工ベクター間の細胞内動態比較

ウイルスは，長年の進化と淘汰を経るなかで，細胞内の

様々なバリアを突破するための機能を獲得し，さらにこれ

ら機能を担う素子が単一のナノ粒子内に効率良く搭載され

た究極的な構造体と言えよう．ウイルスの細胞内動態を人

工ベクターのそれと比較することで，現時点における人工

ベクターの問題点(遺伝子発現の律速段階)を解明できれ

ば，今後の開発方針を与える上で極めて有用な情報となろ

う．私達は共焦点レーザー顕微鏡を用いたイメージング画

像をもとに，エンドソーム/リソソーム，細胞質，核内の

遺伝子量を同時に測定する方法論を開発し2)，分裂細胞に

おけるカチオン性リポプレックスとアデノウイルスの細胞

内動態比較を行った3,4)．本研究を開始した当初は，4～5

桁にも及ぶ遺伝子発現効率の差は，細胞内動態のどこかに

原因があると考えて研究を進めてきた．しかし，結果の全

貌が見えてくるにつれ，はじめの仮説は筋違いであること

が明らかとなった．すなわち，両者の間の細胞内動態(核

への輸送効率)は，アデノウイルスのほうが 3 倍程度しか

優位性がなく，大きな発現効率の差は，細胞内動態より

も，むしろ核に移行した後の過程(転写・翻訳)に起因する

ことが明らかとなった．同様の結果は，他のグループによ

り，ポリカチオンを用いた遺伝子導入時でも得られてい

る5)．さらに，mRNA の定量化を行うことにより，人工

ベクターにおける 3 桁～4 桁にも及ぶ低い核移行後発現効

率における転写，翻訳過程の寄与を解析した結果，転写過

程において約 1 桁，さらに翻訳過程において約 2 桁相当
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図 1 従来のカチオン性ベクターの問題点(左)と新しい遺伝子ベクター用なの粒子設計(右)の概念図
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分が寄与することを明らかとした．さらにそのメカニズム

に関して詳細に解析した結果，転写に関しては，核内にお

ける遺伝子のベクターからの解離が悪いことがその要因で

あることが示唆された．一方，翻訳過程においては，カチ

オン性ベクターと mRNA の静電的相互作用が低い効率の

要因となることが示唆されている3)．このような低い転

写・翻訳効率は人工ベクターに起因するもう一つの課題点

である細胞間における非均一性(heterogeneity)にも関連

する事象であることも明らかとなっている6)．

細胞内動態評価情報を基にした考案した

粒子デザイン

我々の所属する研究室においては，遺伝子とポリカチオ

ンの凝縮化コア粒子を脂質膜(リポソーム)によりコーティ

ングした多機能性エンベロープ型ナノ構造体(Multi-func-

tional envelope-type nano-device: MEND)を基盤とし，遺

伝子や核酸のデリバリーシステムを構築してきた．上述し

たように，これまでのベクター開発の多くは，遺伝子とカ

チオン性材料との複合体を基盤として開発が進んできた．

MEND の粒子に関しても，これまでカチオン性ペプチド

の表面修飾や，カチオン性脂質を利用することで，高い細

胞内取り込みと遺伝子発現を達成できることを実証してい

る．しかし，カチオン性材料は，細胞毒性を引き起こすの

みでなく，さらに上記に示したような転写，翻訳効率への

悪影響が懸念される(図 1 左)．

そこで，筆者は，これまでの遺伝子デリバリーベクター

開発に頻用されてきたカチオン性成分を，あえて極力排除

するという新たな設計の基，ベクター開発を開始している

(図 1 右)．すなわち，遺伝子をコンパクションするため

のポリカチオン量を 小限にとどめると共に，脂質エンベ

ロープについても，細胞質内の生理的 pH では表面電荷を

有さない点，さらには積極的に崩壊させることができる点

が大きな特徴となる．本粒子デザインを実現するための開

発された分子が，脂質様サーファクタント(SS-cleavable

pH-activated lipid-like material: ssPalm)である(図 2)．本

分子は，2 つの脂溶性基(脂肪鎖)を有しているため，脂質

同様にエンベロープ膜を形成することができる．さらに，

本分子には，細胞内環境に応答するユニットを 2 種類有

している．一つ目は，2 つの 3 級アミンユニットである．

本ユニットは，エンドソーム内の低 pH に環境に応答して

プロトン化を受け，正に帯電することができる．この帯電

は，エンドソーム膜の不安定化に伴う細胞質への放出を促

進する上で極めて重要な駆動力となる．一方，細胞質に脱

出した後は細胞質の中性 pH 環境に応じて正電荷が消失し，

mRNA との静電的相互作用も回避できると考えられる．

もう一つは，2つの脂溶性基(脂肪鎖)と三級アミンユニッ

トを連結するジスルフィド結合であり，細胞質内における

還元環境下に応答して切断される．本ユニットの切断によ

り ssPalm は 2 本の脂肪鎖から 1 本の脂肪鎖へと変換され

るために，エンベロープ膜の不安定化が誘起され，遺伝子
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図 2 ssPalm の構造式と本分子から形成される粒子の模式図

図 3 ssPalm 粒子及びカチオン性ベクターの細胞毒性比較 図 4 ssPalm 中性粒子への封入によるプラスミド DNA の血清

中安定性評価
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が脱被覆されるように設計されている(図 1 右)7)．本

ssPalm から形成される中性粒子は，従来の 4 級アミン含

有カチオン性脂質(1,2-dioleoyl-3-(trimetylammoium) pro-

pane: DOTAP)を用いた粒子と比較して低い取り込みなが

ら同程度の遺伝子発現効率を示すことから，細胞内へ取り

込まれた後の効率が優れていることが明らかとなった．

現在までに，本 ssPalm を用いた粒子を基盤技術とした

in vivo における応用研究を開始している．ssPalm を用い

た粒子は，細胞毒性が極めて低いことを明らかとしてい

る．市販の遺伝子導入試薬やカチオン性粒子においては，

投与量依存的に遺伝子導入後のタンパク量が減少していく

が，ssPalm を用いた中性粒子に関しては，通常の遺伝子

導入条件と比べて10倍高い投与量を加えても細胞毒性が

全く見られない(図 3)7)．さらに，ssPalm 中性粒子は，マ

ウス血清中において高い安定性を示すことも明らかとして

いる(図 4)．裸のプラスミド DNA あるいは，プラスミド

とポリカチオンから成るコア粒子をマウス血清中でインキ

ュベーションすると，1 時間以内に速やかに分解してしま

うが，ssPalm 中性粒子に封入した場合，少なくとも24時

間は安定に遺伝子を保持できる事を見出している7)．

in vivo 応用展開の第一歩として，肝臓への遺伝子導入

システムを考えている．従来からの報告，あるいは我々自

身の検討により，カチオン性遺伝子ベクターを血中に投与

した際には，◯血液中で凝集塊を形成し，肺血管を閉塞さ

せてしまうこと，◯発現持続性が低いこと(6 時間をピー

クとし，2 日以内に発現消失)，◯サイトカイン産生を誘

起してしまうことなどが問題点として考えられてきた．一

方，ssPalm 中性粒子を静脈内に投与し， in vivo 共焦点

レーザー顕微鏡を用いて観察した結果，肝臓血液中を極め

て分散した形で血液中を流れ，さらに肝臓中へ速やかに取

り込まれることが明らかとなっている．さらに，ssPalm

を用いた中性粒子に関しては，2 週間まで発現が持続する
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ことが明らかとなった．また，本持続性に関しては，搭載

するプラスミド DNA に大きく依存しており，非メチル化

CpG 配列を含有しないプラスミド DNA を用いた際にの

み得られることが明らかとなっている．さらに，従来のカ

チオン性粒子あるいは，CpG 配列含有プラスミド搭載粒

子においては，種々のサイトカイン類(IL12や IFNg な

ど)が産生されるが，CpG 配列非含有 DNA を搭載した

ssPalm 粒子に関しては，これら免疫応答は認められな

い．これらのことから，ssPalm を用いた中性粒子は，従

来のカチオン性ベクターにおいて解決すべき問題点であっ

た発現持続性の低さや免疫応答性を克服できる有用なキャ

リアであることが示された．

ま と め

以上，ssPalm から形成される粒子は，中性であるが故

に細胞内取り込みが低いという問題点があるものの，従来

型のカチオン性脂質を用いた粒子と比較しても全く遜色な

い遺伝子導入効率が得られることが明らかになった．さら

に，中性であるが故に，血中投与型製剤への展開を考える

上でも高い有用性が期待された．上記に肝臓への遺伝子送

達の実例を挙げたが，その他の標的として例えば癌を考え

ると，従来のカチオン性粒子を用いた場合には，血中滞留

性を維持するために高密度で水溶性ポリマーを修飾しなけ

ればならない．一方，高密度の水溶性ポリマー修飾は，エ

ンドソーム脱出効率を阻害してしまうなどのジレンマを抱

え，十分な遺伝子発現効率を得ることが困難となる．中性

粒子は，血中滞留性を考慮する上でも有利であり，少ない

水溶性ポリマー修飾で十分血中滞留性を獲得することがで

きる点でも癌への遺伝子デリバリーシステムとしての発展

性も期待できる．さらに将来的にはリガンド修飾などによ

り，取り込みを促進することでさらなる機能促進や組織標

的化も期待できる．今後 in vivo 適応についても積極的に

展開したいと考えている．
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