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This review introduces a new concept ``Programmed Packaging'' to develop a non-viral gene delivery system. Based
on this concept, multifunctional envelope type nano devices (MEND) were developed for in vitro, in situ and in vivo
conditions. A quantitative study to identify a rate limiting step in intracellular tra‹cking was also shown between viral
and non-viral vectors, which indicated an important role of controlled intranuclear disposition for development a safe
and e‹cient non-viral gene delivery system. This review will provide a future direction of non-viral gene delivery system.
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序 論

20 世紀，人類は月への飛行を実現した．21 世紀

はミクロ（あるいはナノ）の世界への挑戦の世紀と

なることが予想される．遺伝子治療や再生医療のよ

うな先端的医療を実現するためには，生体内のミク

ロやナノの空間を制御する技術の確立が不可欠であ

る．われわれは，遺伝子（あるいは機能性核酸など）

を細胞内の標的部位へ送達し，その機能発現を制御

可能なシステムの開発を目標に研究を行ってきた．

本総説では，そのようなシステムを創製するため

に，われわれがどのようなコンセプトに基づいて研

究を進めているのか，現時点でどこまでが可能で，

どこが関門となっているかを，分かり易く概説した．

1. 新しい Packaging コンセプト

人工遺伝子デリバリーシステムが，外来遺伝子を

標的とする組織さらには細胞の核まで送達する過程

には，数多くのバリアが存在する．例えば，標的臓

器・組織に効率よく送達するためには，細網内皮系

などの排除機構を回避しなければならず，さらにそ

の後には，標的細胞を特異的に認識し効率よく取り

込まれる必要がある．細胞に取り込まれたのちも，

エンドソームなどの膜小胞から細胞質へと脱出せね

ばならず，最終的には 2 枚ある核膜を突破して遺伝

子発現を誘導する必要がある．このように，人工遺

伝子デリバリーシステムによって標的細胞において

目的の遺伝子を発現させるためには，体内動態と細

胞内動態の両者における多くのバリアを突破する必

要がある（Fig. 1）．1)

そのため，これまでに多くの研究者によって，こ

れらのバリアを突破するための様々な機能性素子が

開発されている．2)例えば，血中滞留性を向上させ

るためのポリエチレングリコール（PEG），特異的

に細胞を認識するための抗体分子や，細胞表面に豊

富に発現する特異的レセプターのリガンド（EGF

やトランスフェリンなど），細胞への高い親和性に

よって細胞取り込みを促進する細胞膜透過性ペプチ

ド（Tat やポリアルギニンペプチド），エンドソー

ム脱出を促進するための pH 応答性膜融合ペプチド

（GALA），核移行を促進するための核局在化シグ
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Fig. 1. Various Barriers of E‹cient Gene Delivery by Artiˆ-
cial Delivery System

Fig. 2. Schematic Representation of Multifunctional En-
velope-type Nano Device (MEND)

The MEND consists of condensed nucleotides core, coated with a lipid
envelope equipped with functional devices, such as polyethylene glycol
(PEG) for long blood circulation, pH-sensitive fusogenic peptide for en-
dosomal escape and protein transduction domain peptide for cellular entry.
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ナル（NLS）などが知られている．2)これまでは，

これら様々な機能性素子の 1 つあるいは複数を組み

込んだ DNA 複合体が人工遺伝子デリバリーシステ

ムとして用いられてきたが，従来の技術では目的に

合わせて適切な場所や時間において機能を発揮すべ

き機能性素子が，1 つの複合体中に混在した形でし

か調製することができなかった．3)しかし，核内ま

で遺伝子を送達するためには，1 つのナノサイズの

粒子に，すべてのバリア突破に必要な機能性素子

を，効率よく機能できるような形でパッケージしな

ければならない．そこで，われわれは理想的な人工

遺伝子デリバリーシステムを構築するための新しい

パッケージングコンセプトとして「Programmed

Packaging」を提唱した．4) Programmed Packaging

は，1) 体内動態・細胞内動態メカニズムに立脚し

た各バリア突破のための戦略立案（Programming），

2) 戦略実現に必要な新規機能性素子の分子設計と

各機能性素子を合理的に配置したキャリアの設計

（Molecular Design），3) これらをナノ空間にアセ

ンブルするナノテクノロジー（Packaging），から

なる．

このような設計コンセプトを実現するために最適

な構造として，インフルエンザウイルスなどのエン

ベロープ型ウイルスの構造特性に着目した．エンベ

ロープ型ウイルスは，見事にゲノム DNA をコンパ

クト化したキャプシド構造（コア）とそれを取り囲

むエンベロープ構造からなり，さらにエンベロープ

上にはヘマグルチニンなどの細胞結合やエンドソー

ム脱出のための機能性素子が配置されている．われ

われは，このエンベロープ型ウイルスの構造を参考

に，Fig. 2 に示すような新しいタイプの人工遺伝子

デリバリーシステムとして多機能性エンベロープ型

ナノ構造体（MEND: multifunctional envelope-type

nano device）を設計した（Fig. 2）．1,410) MEND は，

エンベロープウイルスのように核酸（DNA 及び

RNA）とポリカチオンからなるナノ粒子のコアが，

脂質エンベロープ膜に内封された構造を有してお

り，コアとエンベロープには，NLS, PEG あるい

は特異的リガンドなど多種類の機能性素子をトポロ

ジーを考慮して配置することが可能である．また，

DNA などの核酸をナノ粒子化する利点は，分解酵

素などからの保護，高い封入効率，サイズの縮小な

ど多数あり，これらのことからエンベロープ型の構

造は，極めて合理的であると考えられる．

このように設計（Molecular Design）した MEND

を構築するために，われわれは新たな構築技術

（Packaging）を開発した．これまでに Cullis らの

グループによって，リポソーム中にフリーのプラス

ミド DNA を封入する方法として界面活性剤除去法

が報告されていた．11)界面活性剤除去法は，カチオ

ン脂質／プラスミド DNA／界面活性剤からなる混

合ミセル溶液から透析により界面活性剤を除去し，

リポソームにプラスミド DNA を封入する方法であ

る．しかしこの方法は，核酸ナノ粒子コアを封入す

る方法としては適していなかったため，界面活性剤

を豊富に含む小さいリポソーム「SUV」が界面活
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Fig. 3. Construction of MEND by a SUV-fusion Method
The SUV-fusion method consists of three steps, i.e., 1) DNA conden-

sation with a polycation, 2) electrostatic interaction of the charged SUV

with a DNA/polycation complex (DPC), and 3) lipid coating of the DPC
due to fusion of the SUVby detergent removal. After lipid coating, the
MEND can be equipped with various functional devices, such as Tf and
GALA peptides.

Fig. 4. Construction of MEND by a Lipid Film Hydration
Method

In this method, a condensed DNA core particle electrostatically adsorb
to surface of lipid ˆlm, then the core particle is coated with lipid membrane
by gentle sonication. After lipid coating, the MEND can be modiˆed with
functional devices, such as STR-R8.
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性剤除去により融合することを利用して，負電荷

SUVと正電荷コアの混合物から界面活性剤除去に

より膜融合を誘起し，コアを脂質コートする方法を

考案した（Fig. 3）．この方法で得られたものにつ

いて，粒子径・ゼータ電位測定及びショ糖密度勾配

分画解析を行ったところ，コアが脂質でコートされ

ていることが確認され，MEND の構築に成功した

ことが明らかとなった．6)われわれはこの SUVの

膜融合を利用した MEND の構築方法を「SUVfu-

sion」と命名した．

しかし，SUVfusion 法は，DNA の封入率があ

まり高くない（30％）ため，より簡便でしかも封入

効率の高い方法が必要である．そこでわれわれは，

核酸ナノ粒子（コア）と脂質膜との静電的相互作用

を利用した脂質膜水和法を考案した．5)正電荷を有

するコア（図中は DNA／ポリカチオン複合体））

を，負電荷脂質を含む乾燥脂質薄膜に添加して水和

させるとともに，静電的に脂質膜表面にコアを結合

させたのち，弱い超音波照射によりコアを脂質で

コートする訳である（Fig. 4）．得られた MEND

は，ヘテロではあるが 7090％もの高い封入率を得

ることに成功した．このように，われわれは従来の

方法では不可能であった核酸ナノ粒子（コア）を脂

質エンベロープにパッケージする新しい技術の確立

に成功した．

2. R8-MEND と Tf/GALA-MEND

Programming において，細胞内導入経路の選択

は，遺伝子デリバリーシステムの細胞内運命を左右

するため重要であり，大きく分けて 2 つある（Fig.

5）．われわれは，これら 2 つの経路を介する送達戦

略（Programming）を実現するために，2 種類の

MEND を設計した．

2-1. レセプター介在性エンドサイトーシス経路

この経路は，MEND 表面に提示したリガンドを，

細胞表面に存在するレセプターに結合させることで

エンドサイトーシスを誘起して細胞に取り込ませた

のち，なんらかの工夫によってエンドソームから核

酸ナノ粒子コアを細胞質に放出させ，最終的に核ま

で送り込むことで遺伝子発現を誘導するものであ

る．この経路は，抗体やリガンドなどを用いること

で，特異的なレセプターを標的とすることが可能で

あるため選択性が高く，多くの DDS で利用されて

いる．われわれは，がん細胞表面に豊富に存在する

トランスフェリン（Tf）レセプターに着目し，そ

のリガンドである Tf と，血中滞留性のための PEG

を MEND に修飾することを考えた．さらに，PEG

の立体障害を鑑み Tf は PEG 先端に結合させた Tf/

PEG-MEND を設計した．

われわれは，エンドサイトーシスによる遺伝子送

達には，エンドソーム脱出効率が鍵であると考え，エ
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Fig. 5. Strategies of Gene Delivery by the MEND via DiŠer-
ent Cellular Up-take Mechanisms
(1) Receptor-mediated endocytosis: the MEND, which is equipped with

functional devices, such as targeting ligand and fusion peptide, binds to
speciˆc receptor on cell surface, and internalizes via receptor-mediated en-
docytosis. Then, condensed core can escape from endosome by some
mechanism, such as membrane fusion, and the core transfers into nucleus.
(2) Non-classical endocytosis: the MEND modiˆed with cell penetrating
peptide internalizes via non-classical endocytic mechanism, which can avoid
lysosomal degradation, and the core particle can transfer into nucleus after
removal of envelope.
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ンドソーム内の環境変化（pH 低下）に応答して膜融

合性を発揮できる pH 応答性膜融合ペプチド GALA

(WEAALAEALAEALAEHLAEA LAEALEALAA)

を，エンドソーム脱出用の機能性素子として採用し

た．12) GALA は，グルタミン酸・アラニン・ロイシ

ン・アラニンの繰り返し配列からなり，生理的条件

（中性 pH）ではランダムコイル構造を有している

が，エンドソーム内環境（酸性 pH）では疎水性の

a- へリックス構造を取ることで膜への親和性が増

大する．この性質を利用することで，エンドソーム

膜と MEND の脂質膜との膜融合が誘起され，内封

されている核酸ナノ粒子が細胞質に放出されること

を期待した．われわれは，Programmed Packaging

において機能性素子のトポロジーコントロールが機

能性素子の機能発現に重要であると考えているため，

GALA の機能発現に及ぼすトポロジーの影響につ

いて水溶性蛍光色素を封入したリポソームを用いて

検討を行った．その結果，GALA ペプチドをその

ままの状態でリポソームとともに細胞に取り込ませ

た場合や，GALA をリポソーム内部に封入した場

合には，エンドソーム膜とリポソーム膜の融合によ

る色素の細胞内放出は観察されなかった．しかし，

GALA をコレステロール化（Chol-GALA）するこ

とで，リポソーム脂質膜に導入し GALA を膜表面

に提示した場合のみ，内封色素の効率よい細胞内放

出が観察された．これらの結果から，GALA がそ

の機能を発揮するには，リポソーム膜と共存するだ

けでは不十分であり，そのトポロジーコントロール

（脂質膜上に提示）が必須であることが明らかとな

った．13)

この結果に基づいて，Tf/PEG-MEND のエンベ

ロープ膜に Chol-GALA を導入し，核酸ナノ粒子コ

アの細胞質中への放出効率及び遺伝子発現活性を評

価した．Chol-GALA のエンベロープへの導入によ

って，コアの細胞質への放出が確認された．しか

し，半分の細胞ではエンドソーム内に核酸ナノ粒子

が留まっている状態が観察されたことから，Chol-

GALA の導入だけでは不十分であることが示唆さ

れた．また，このときの遺伝子発現活性は，

GALA 未導入の MEND のおよそ 10 倍の活性を示

したが，さほど高いものではなかった．恐らく，

Tf/PEG-MEND の場合，PEG の立体障害のため

Chol-GALA とエンドソーム膜との相互作用が十分

ではなく，高い脱出効率は得られなかったのであろ

うと推察された．この PEG の立体障害を回避して

GALA を作用させるために，Tf/PEG-MEND の

PEG の先端に GALA を付与（PEG-GALA）した

MEND（Tf/PEG-GALA-MEND）による核酸ナノ

粒子コアの細胞質放出と遺伝子発現活性を検討した

ところ，Chol-GALA とさほど変わらない活性しか

得られなかった．この原因として，PEG 先端に付

与した GALA はエンドソーム膜と相互作用可能で

あるが，MEND のエンベロープ膜と GALA との間

に距離があるため十分な膜融合が誘起されなかった

ことが推察された．そこで，Chol-GALA と PEG-

GALA の欠点を補い合うために，両 GALA 誘導体

を Tf/PEG-MEND に組み込んだところ，DNA コ

アの完全なエンドソーム脱出が確認され，さらに遺

伝子発現活性は，Tf/PEG-MEND の約 100 倍まで

向上した．この結果は，MEND へのトポロジーコ

ントロールを考慮した搭載により，両 GALA 誘導

体が協調的に機能を発揮することによって得られた

ものと考えられる．

2-2. 非エンドサイトーシス経路 この経路は，

2-1. 項で述べたレセプター介在性エンドサイトーシ

ス経路と異なり，通常のエンドサイトーシスとは異
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Fig. 6. Comparison of Transfection Activity of R8-MEND
with Adenovirus

The transfection e‹ciencies of R8-MEND and Adenovirus were com-
pared using HeLa cell lines that express receptors for adenovirus serotype 5
(i.e., CAR and the integrin receptor). Increasing the dose of Adenovirus up
to 1×105 particles/cell resulted in higher transfection e‹ciency; however,
toxicity increased and transfection e‹ciency decreased at doses higher than 1
×105 particles/cell. Transfection e‹ciency with R8-MEND equaled the
highest transfection e‹ciency with Adenovirus, however, R8-MEND
produced no detectable cytotoxicity (data not shown).
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なる経路で MEND が細胞に取り込まれ，ライソ

ゾーム系を回避して細胞質中に核酸ナノ粒子コアを

放出させ，最終的に核内に送達することで遺伝子発

現を誘導するものである．この経路は，2-1. 項の経

路と比較して選択性は低いが，ライソゾーム分解系

を回避できる点が優れている．われわれは，この戦

略を実現するために，細胞膜透過性ペプチドに着目

した．細胞膜透過性ペプチドとして HIV 由来の

Tat ペプチドが有名であるが，近年では京都大学の

二木らによって見出されたポリアルギニンペプチド

（特にオクタアルギニンペプチド R8）が注目されて

いる．二木らの研究によって，R8 ペプチドはアク

チンの重合を経てマクロピノサイトーシスを誘起

し，マクロピノソームとして細胞に取り込まれるこ

とが明らかにされている．14)マクロピノソームは，

ライソゾームとの融合が起こらないため，取り込ま

れた物質はライソゾームによる分解を回避できるこ

とが期待される．そこでわれわれは，R8 ペプチド

に，カチオン性であることによる高い細胞親和性，

非エンドサイトーシス経路によるライソゾーム分解

系の回避，核膜への高い親和性を期待し，エンベ

ロープ脂質膜への親和性を考慮したステアリル化

R8 (STR-R8）を MEND の機能性素子として採用

した．STR-R8 はカチオン性を有するため，ポリア

ニオンである DNA と複合体形成することが可能で

あり，実際に STR-R8/DNA 複合体は高い遺伝子発

現活性を有することが知られている．15)そこで，

STR-R8/DNA 複合体の細胞への取り込みメカニズ

ムを解析したところ，意外にもクラスリン介在性エ

ンドサイトーシス経路を介することが明らかになっ

た．16)このことから，R8 ペプチドによってマクロ

ピノサイトーシスを誘起するためには，ペプチドの

高い自由度が重要ではないかと考え，脂質膜表面に

R8 を提示した R8 修飾リポソームを調製し，その

細胞取り込みメカニズムを解析した．その結果，ク

ラスリン介在性エンドサイトーシスの阻害剤である

ショ糖溶液では取り込みは阻害されないが，マクロ

ピノサイトーシスの阻害剤であるアミロライドによ

って著しく抑制され，R8 修飾リポソームの主たる

細胞内取り込み経路はマクロピノサイトーシスであ

ることが明らかになった．17)実際に，脂質膜水和法

によって調製した MEND 表面に STR-R8 を修飾し

た R8 修飾 MEND（R8-MEND）の遺伝子発現活性

に対するショ糖溶液とアミロライドの影響を検討し

たところ，R8-MEND の遺伝子発現活性はアミロラ

イドによってのみ著しく抑制された．このことから，

R8 ペプチドを表面に提示した MEND は，マクロ

ピノサイトーシスで取り込まれ遺伝子発現を誘導し

ていることが示唆された．さらに R8-MEND の遺

伝子発現活性を，代表的なウイルスベクターである

アデノウイルスと比較したところ，ほぼ同等の発現

活性を示すことが明らかとなった（Fig. 6）．4)この

R8-MEND の高い遺伝子発現活性は，マクロピノサ

イトーシスで取り込まれ，ライソゾーム分解系を回

避して細胞質へコアを放出し，効率よく核まで遺伝

子を送達した結果であることが示唆される．

さらに興味深いことに，膜表面に修飾する R8 密

度を低下させると，細胞への取り込み経路はマクロ

ピノサイトーシスからクラスリン介在性エンドサイ

トーシスへと切り替わることが見出された．17)低密

度 R8 を修飾した MEND の遺伝子発現活性は，前

述の R8-MEND と比較して著しく低いものであっ

た．これは，エンドサイトーシスによって取り込ま

れライソゾーム分解系によって分解を受けるため，

最終的に核まで送達される DNA 量が低くなるため

であろうと推察される．このことは，前述のように

細胞への取り込み経路の選択が，遺伝子デリバリー
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システムにとって非常に重要であることを意味して

いる．

このように，R8-MEND は，高い遺伝子送達能を

有することが示されたが，プラスミド DNA だけで

なく細胞質で作用する他の機能性核酸のデリバリー

システムとしても高い能力を有している．われわれ

は，短い 1 本鎖 DNA であるアンチセンスオリゴ

DNA（ODN）を，プロタミンをポリカチオンとし

て用い脂質膜水和法によって R8-MEND に高効率

（90％以上）で封入する技術を確立している．8,9)培

養細胞を用いてそのアンチセンス効果を検討したと

ころ，市販の試薬である Lipofectamine2000 のアン

チセンス効果が 24 時間程度で減少するのに対して，

R8-MEND は 48 時間でも高いアンチセンス効果を

維持していた．9)興味深いことに，ODN をナノ粒子

化するためのポリカチオンをポリ-L-リジン（PLL）

や STR-R8 にした場合には，R8-MEND によるアン

チセンス効果は認められなかった．このとき，

Lipofectamine2000 では有意な毒性が認められたが，

R8-MEND は有意な毒性を示さなかった．このこと

から，ポリカチオンに依存した機能性核酸のナノ粒

子化状態が，細胞質中での放出などに影響を及ぼす

重要な因子であることが示唆された．さらに最近わ

れわれは，ODN よりも強力な特異的遺伝子の抑制

ツールとして注目されている siRNA の R8-MEND

への封入技術を確立しており，その遺伝子抑制活性

も検討している．10)その結果，siRNA はポリカチオ

ンとして STR-R8 を用いたときのみ R8-MEND に

封入可能であることが明らかになり，これまでのプ

ラスミド DNA や ODN とは異なることを見出して

いる．恐らく，2 本鎖 RNA は DNA よりも柔軟性

が低いため，限られたポリカチオンでしかナノ粒子

化できないためであろうと推察している．ルシフェ

ラーゼ安定発現細胞株を用いて，そのルシフェラー

ゼ活性に対する抑制効果を Lipofectamine2000 と比

較したところ，驚いたことにコントロール siRNA/

Lipofectamine2000 複合体で処理した細胞のルシフ

ェラーゼ活性が，元の活性の 5 倍以上に増大してお

り，Lipofectamine2000 処理による非特異的な遺伝

子発現の活性化効果が認められた．しかし R8-

MEND 処理細胞では，そのような非特異的な活性

化は認められず，濃度依存的，時間依存的に特異的

で高い遺伝子抑制効果が観察された．これらのこと

から，R8-MEND は遺伝子（プラスミド DNA）の

みならず ODN や siRNA など機能性核酸のデリバ

リーシステムとしても優れていることが明らかとな

った．

3. MEND の in vivo への展開

3-1. 毛包細胞への遺伝子送達 R8-MEND

は，これまでの検討から細胞レベル（in vitro）だ

けではなく，in vivo においても高い遺伝子送達能

を発揮することが明らかになっている．LacZ 遺伝

子及び GFP 遺伝子をコードするプラスミド DNA

を封入した R8-MEND を，毛を刈って皮膚を露出

させた ICR マウス（4 週令，オス）の背中に塗布

し，2 週間後に観察したところ，毛幹に b-gal 及び

GFP の発現が認められた．4)このときの，遺伝子導

入率を LacZ プラスミドを用いて評価したところ，

市販の遺伝子導入試薬である LFN では全く導入さ

れなかったのに対して，R8-MEND は約 25％の遺

伝子導入効率を示したことから，R8-MEND は in

vitro のみならず in vivo においても高い遺伝子送達

能を有することが明らかになった．従来から毛包へ

の遺伝子導入はいくつか報告されているが，それら

は脱毛処理やレチノイン酸処理などによって毛周期

を最も細胞分裂の盛んな時期にリセットしていたの

に対して，R8-MEND による遺伝子導入時には，そ

れらの処理を行っていなかったことから，ヒトへの

応用を考えたときに R8-MEND は有用なデリバ

リーツールとなり得ることが示唆される．さらに，

毛周期の制御に重要な役割を果たしている BMP

receptor type IA (BMPR1A）遺伝子をコードするプ

ラスミド DNA を R8-MEND に封入して，マウス

の背中に塗布したところ，コントロールと比較して

明らかに毛周期の進行を遅延した．4)このことから，

R8-MEND によって送達された遺伝子は，その機能

を発揮し得ることが確かめられたとともに，R8-

MEND による毛髪の成長制御の可能性が示された．

3-2. 血管投与による腫瘍への遺伝子到達 静

脈内投与可能な遺伝子治療用ベクターの開発は，非

侵襲的な治療を実現するテクノロジーとして究極的

なゴールといえる．非ウイルスベクターの in vivo

への応用を可能とするためには血中安定性や標的部

位へのターゲッティングなど多くの課題を克服する

必要がある．In vivo における腫瘍へのデリバリー

においては，本ベクターの血中安定性を付与するた
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Fig. 7. A Schematic Diagram Illustrating the Strategy Used
to Overcome the Dilemma in Use of PEG

1) By modifying the gene carrier with biocleavable PEG, the systemic
circulation is prolonged, and the accumulation in tumor is increased by the
EPR eŠect. 2) After extravasation from capillaries in the tumor tissue, the
biocleavable PEG is cleaved by an extracellular MMP secreted from tumor
cells. 3) PEG dissociates from the gene carrier, and the naked carrier can
then associate e‹ciently with the tumor cell surface.
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めにポリエチレングリコール（PEG）などの水溶

性ポリマーの修飾が必要である．実際，抗がん剤を

PEG 修飾リポソームに封入することにより，血中

滞留性を劇的に向上させることができる．さらに，

リポソームサイズを 100200 nm のサイズに制御す

ることによって，血管構造の粗い腫瘍組織へ選択的

にデリバリーすることが可能となっている．われわ

れは MEND に対して PEG で修飾し，腫瘍へのデ

リバリーを試みた．その結果，劇的な血中滞留性の

上昇が認められることが明らかとなっている．一方，

PEG の MEND への修飾は，in vitro における遺伝

子発現を阻害することも明らかとなった．これは，

PEG によってベクター表面に水和層が形成され，

ベクターの細胞への取り込み過程や，エンドソーム

脱出過程を阻害することが原因と考えられる．この

ように，PEG は in vivo における腫瘍へのデリバ

リーには必要であるが，腫瘍到達後の遺伝子発現に

はかえって邪魔となってしまうという，“PEG のジ

レンマ”ともいうべき問題は，静脈内投与型遺伝子

治療用ベクターの開発において多くの研究者が直面

している難問である．われわれは腫瘍特異的に発現

しているマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）

に着目し，“PEG のジレンマ”を解決する戦略を打

ち立てた．18) MMP は細胞外マトリックスを分解す

る機能を有しており，基質認識部位のペプチド配列

が明らかとなっている．MMP により認識・切断さ

れるペプチド配列を挿入した PEG 脂質誘導体を合

成することにより腫瘍特異的な PEG の切断により

MEND の細胞膜との相互作用が上昇し遺伝子発現

活性が増加すると考え，腫瘍選択的分解性 PEG 脂

質誘導体の合成を行った．

合成した腫瘍選択的分解性 PEG 脂質誘導体を

MEND に修飾し，遺伝子発現活性の上昇がみられ

るか評価を行った．MMP の高発現細胞において

は，従来の PEG 修飾に比べ，分解性 PEG を用い

た際に劇的な遺伝子発現の上昇が認められた．一方，

MMP 低発現細胞においては，両者の間で遺伝子発

現レベルは大きく変わらなかった．このことから，

腫瘍選択的分解性 PEG 搭載 MEND は，ターゲッ

ト細胞の MMP 発現量依存的に活性化を受けるこ

とが明らかとなった．さらに，本腫瘍選択的分解性

PEG 搭載 MEND を血管内投与し，腫瘍への遺伝

子発現レベルを解析した結果，従来の PEG 修飾

MEND と比較し，優位に高い遺伝子発現レベルを

示すことが明らかとなった．このことから，われわ

れの戦略は，“PEG のジレンマ”を解決する上で有

用な手段となることが明らかとなった（Fig. 7）．18)

さらに，遺伝子発現レベルの向上を目指し，体内動

態と腫瘍内動態の最適化を行った．上記の腫瘍選択

的分解性 PEG 搭載 MEND は，PEG 未修飾のもの

と比較して血中滞留性は得られるが，従来の PEG

と比較すると滞留性は落ちるというジレンマが生じ

た．そこで，血中滞留性と，腫瘍内動態のバランス

を取るべく，従来型 PEG と腫瘍選択的分解性 PEG

を混ぜて修飾し，in vivo における遺伝子発現を解

析した．その結果，当量混合して修飾した際に，腫

瘍選択的分解性 PEG 単独修飾と比較してさらに高

い遺伝子発現を得ることに成功した．18)

今後，腫瘍選択的分解性 PEG 搭載 MEND に対

して細胞内動態制御素子を組み込むことにより，効

率的な in vivo 腫瘍発現ベクターが構築可能である

と考えている．

4. ミトコンドリアへの薬物送達システム

近年，ミトコンドリアと様々な疾患との関連が明

らかとなってきており，本オルガネラを標的とした

薬物治療が注目されている．ミトコンドリアは非常

に多様な機能を有するオルガネラであり，その機能

の欠損が疾患を発症させる．例えば，エネルギー産
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Fig. 8. Relationship between Mitochondria and Diseases

Fig. 9. Problem to be Overcome for the Development of a Mitochondrial Drug Delivery System
To establish a potent mitochondrial drug delivery system, the drug must be encapsulated in a drug carrier depending on the physical characteristics (1). There-

after, intracellular tra‹cking of the carrier including endosomal escape (2) and subsequent mitochondrial targeting (3) must be regulated.

1662 Vol. 127 (2007)

生の中核となる電子伝達系の機能低下による糖尿

病，アポトーシスの制御異常によるがん，心筋梗

塞，ミトコンドリア DNA の変異によるミトコンド

リア遺伝病などが挙げられる（Fig. 8）．19,20)現在ま

でに，ミトコンドリアを標的とした薬物送達システ

ムがいくつか報告されてきたが，疾患治療を実現す

るレベルには達していない．21,22)

ミトコンドリアを標的とした薬物送達を成功させ

るためには，1) 薬物の種類や分子サイズによらな

いキャリアへの薬物封入，2) 疾患細胞への標的化

と効率的な細胞内導入，3) そして細胞内動態制御

に基づいたミトコンドリアへの選択的な送達が必要

である（Fig. 9）．22)本セクションでは，これまでわ

れわれが取り組んできたミトコンドリアを標的とし

た薬物送達研究を紹介するとともに，ミトコンドリ

ア内の各コンパートメント（外膜，内膜，膜間腔，

マトリックス）に目的薬物を送達させる，「ミトコ

ンドリア内動態制御（Regulation of intramitochon-

drial tra‹cking）」を提唱し，ミトコンドリアを標

的としたドラックデリバリーシステム（DDS）に

よる疾患治療の可能性について概説する．

4-1. がん細胞ミトコンドリアを標的としたアポ

トーシスの誘導 ミトコンドリア関連疾患を治療

するためには，疾患毎に標的臓器を狙い，薬物を選

択的に送達する必要がある．細胞は，高分子薬物は

もちろん，低分子薬物でさえ対応するトランスポー

ターがないものは細胞内に取り込まない．そのた

め，疾患細胞への選択的送達とともに，効率的な細

胞内導入が重要な課題として挙げられる．これらの

課題を突破するために，脂質二重膜小胞リポソーム

に着目した研究を行ってきた．リポソームは，脂質

膜表面に標的リガンドを修飾することで標的臓器へ

の移行を可能とし，さらに血中滞留性素子 poly-

ethylene glycol (PEG）を修飾することで in vivo で

の安定性を付加させることが可能である．23-24)ま

た，粒子径をコントロールすることで enhanced

permeability and retention (EPR）効果（微粒子を

100200 nm に制御することで血中からがん組織に

漏出し易い性質）によってがん組織にリポソームが
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Fig. 10. Intracellular Tra‹cking of Mastoparan in Tf Modiˆed Liposomes Equipped with Chol-GALA
Tf modiˆed liposomes equipped with GALA can be internalized by tumor cells via receptor-mediated endocytosis (1). In the endosomes, GALA can enhance

the fusion between liposomes and ensosomes at a lower pH and mastoparan is released to the cytosol (2). Mastoparan that escapes from the endosomes can attack
the mitochondria, permeability transition is induced, and cytochrome c is released from the mitochondria (3).
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集積することも報告されている．25,26)われわれは，

ミトコンドリアへの薬物送達研究の第一弾としてが

ん細胞ミトコンドリアを標的とした研究に着手した．

われわれは，がん標的リガンドであるトランスフ

ェリン（Tf），エンドソーム脱出素子 GALA を用

いることでがん細胞質中への薬物送達を可能とする

リポソームの開発に成功している（Tf & GALA シ

ステム）．13) Tf はがん細胞に過剰発現することが報

告されており，薬物封入リポソームに表面修飾する

ことで，リポソームを受容体介在性エンドサイトー

シスによって細胞内に取り込ませることが可能であ

る．27)しかし，細胞に取り込まれたリポソームはエ

ンドソームから脱出しなければ，ライソソームで分

解されてしまう．われわれは，pH 感受性膜融合性

ペプチド GALA をリポソーム表面に修飾すること

で，エンドソーム内が酸性環境化になったときに膜

融合を誘起し，薬物を細胞質中に送達する戦略を考

案した（Fig. 10）．本リポソームを用いることで，

内封物質の蛍光色素が細胞質全体に拡散することを

確認している．13)

われわれは，本システムにアポトーシス誘導物質

マストパラン28)を封入し，がん細胞ミトコンドリア

を標的としたがん細胞殺傷アプローチを試みた．マ

ストパランは，14 アミノ酸残基からなる両親媒性

のペプチド（INLKALAALAKKIL-NH2）であり，

黒スズメバチの毒の成分である．マストパランは様

々な薬理作用を持つが，新しい薬理作用として

Permeability transition (PT）が注目されている．

PT は，ミトコンドリア内膜の透過性が亢進する現

象として定義されており，分子量 1500 Da 以下の

物質の非選択的透過を引き起こす．その結果，ミト

コンドリアの膨潤や膜構造の劇的な変化をもたら

し，ミトコンドリア内のチトクロム c (Cyt c）が細

胞質中に放出される．そのため，マストパランがミ

トコンドリアに送達されるとアポトーシスが誘起さ

れる（Fig. 10）．Tf & GALA 搭載リポソームにマ

ストパランを封入し白血病細胞株 K-562 細胞に添

加し，細胞質に放出された Cyt c を Western blot に

より検出した結果，Cyt c の細胞質放出が確認さ

れ，アポトーシスが誘起されることが示唆され

た．29)今後は，本システムを in vivo へ適応し新た

なアプローチからのがん治療へと発展させたい．

4-2. ミトコンドリア内動態制御（Regulation of

Intramitochondrial Tra‹cking）の提唱 体内動

態，さらには細胞内動態を制御する DDS 研究は医

薬品開発の重要な位置を占めている．そのため，細

胞内でミトコンドリアを標的化する重要性は多くの

研究者から認識されている．しかしながら，ミトコ
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Fig. 11. Novel Concept for Mitochondrial Diseases' Therapy, ``Regulation of Intramitochondrial Tra‹cking''
For drug therapy, regulation of both the bio distribution and intracellular tra‹cking are important factors. In addition, we propose ``Regulation of in-

tramitochondrial tra‹cking'' to eŠectively achieve a mitochondrial disease therapy. Sorting of a drug to the appropriate region in a mitochondrion can increase
therapeutic eŠect and decrease undesired side-eŠects of that drug.
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ンドリア内での送達選別，すなわちミトコンドリア

内動態制御を考慮した送達戦略は，ほとんど報告さ

れていない．今後は，疾患に合わせて，治療薬物を

ミトコンドリア内の適所に送達し，治療効果を最大

限に発揮させる DDS を構築することが重要になる

と考えられる（Fig. 11）．22)

ミトコンドリアは，外膜，内膜からなる 2 層の膜

構造を有しており，電子伝達系の存在する膜間腔と

ミトコンドリア DNA の存在するマトリックスから

構成されている．ミトコンドリアの各コンパートメ

ントには，生命活動に必須の装置がそれぞれ配置さ

れており，疾患毎にミトコンドリア内での薬物の送

達選別が必要となる（Fig. 11）．例えば，アポトー

シス制御の異常を治療したいのならば，アポトーシ

ス関連分子が多く存在するミトコンドリア外膜に薬

物を送達する必要がある．この戦略によって，アポ

トーシス誘導によるがん細胞の殺傷，抑制による心

筋梗塞などの治療が可能となる．エネルギー産生源

である電子伝達系の治療には，関連分子が多く存在

するミトコンドリア内膜，膜間腔への薬物送達が必

要となる．この戦略によって，エネルギー産生が低

下することで誘発される種々の疾患を治療すること

が可能となる．また，遺伝子治療を行う場合には，

ミトコンドリアの 2 枚膜を突破しミトコンドリア

DNA の存在するマトリックス領域まで薬物を送達

する必要がある．本戦略では，正常なミトコンドリ

ア DNA を送達する補充療法，またミトコンドリア

DNA の変異を修復するアプローチが可能となる．

様々な機能を有するミトコンドリアを標的とした

薬物治療には，様々な分子が候補薬物として挙げら

れ，その薬物毎にミトコンドリア内での送達選別が

必要となる．そのため，ミトコンドリアを標的とし

た DDS の真のゴールは，治療薬物をミトコンドリ

ア内の適所に送達可能なシステムを開発することで

ある．

5. 細胞内動態の定量的評価

ウイルスは様々な環境下において生物とともに進

化と淘汰を繰り返し，個々の環境に応じて多様性を

獲得してきた．この長年の進化の過程で，ウイルス

は細胞膜や核膜などの細胞内バリアを突破し，宿主

細胞の核内にそのゲノム DNA を効率的に導入する

ための極めて巧みな機構を獲得しており，効率のよ

い遺伝子ベクターを開発する上でよい目標である．

これまでウイルスの構造あるいは機能に着目し，多
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Fig. 12. Methodology to Quantify the Intracellular Tra‹ck-
ing of Gene Vectors Based on the Confocal Images

After the transfection of rhodamine-labeled genes, acidic compartment
(e.g. endosome/lysosome) and nucleus was stained by Lysosensor and
Hoechet 33342, respectively. Z-series of confocal images were captured by
confocal laser scanning microscopy. The pixel areas of cluster was used as an
index of the amount of pDNA.
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くのデバイス開発がなされてきた．1 つ目のバリア

として，細胞膜が挙げられる．センダイウイルスや

HIV などは，宿主細胞のレセプターに結合後，細

胞膜と直接融合することで細胞質内にゲノム DNA

を直接導入することが明らかとされている．HVJ

由来の融合タンパク質を修飾したリポソームに

DNA やタンパク質を封入することで，効率的なデ

リバリーが可能であることが知られている．30,31)ま

た，先に述べた GALA は，インフルエンザの pH

依存的な膜融合メカニズムに習った戦略といえ

る．13)核移行に関しては，遺伝子の凝縮化剤である

ポリカチオンに対してアデノウイルス由来の外殻タ

ンパク質であるヘキソンを修飾する試み32)や，アデ

ノウイルスのコアタンパク質の 1 つである mu を遺

伝子の condenser として用いる試み33,34)がなされて

いる．

5-1. 細胞内動態の素過程を定量的に評価する方

法の確立 効率的な遺伝子発現を実現するため

に数多くの細胞内動態制御素子が開発されてきた

が，これらのバリアを克服する素子をベクターに修

飾した際の相対的な遺伝発現の上昇が成功の目安で

あり，細胞内動態のどの過程が律速段階となってい

るかについて，定量的な評価が十分行われないまま

開発が進んできた．ウイルスとの細胞内動態を定量

的に比較することにより，まず，現在の非ウイルス

ベクターと目標となるウイルスベクターの細胞内動

態比較と発現効率を評価し，「どこが」「どれだけ」

「なぜ」劣っているかを明らかとした上で，その律

速段階となる部分を改善することで，より効率的な

ベクター開発が可能となると考えられる．

このようなアプローチを行うために，遺伝子の細

胞内局在を定量化する方法論が不可欠である．これ

まで，核単離と PCR を組み合わせた方法により，

核移行量の測定を行う技術が確立されてきた．35)し

かしながら，エンドソームにおける局在量を定量化

する上では，その単離プロトコールが煩雑な点や，

収率の評価などが困難なことから，オルガネラの単

離による方法は定量的評価には不向きと考えられる．

われわれは共焦点レーザー顕微鏡画像を用いて，

遺伝のクラスター面積を基に核とエンドソーム／リ

ソソーム分画に存在する遺伝子量を同時に定量する

方法（Confocal image-assisted 3-dimensionally in-

tegrated quantiˆcation; CIDIQ）法を考案した．36)

遺伝子は細胞に導入後数時間の間はクラスターとし

て検出されることが明らかとなっている．本方法は

この現象を利用し，エンドソーム／リソソーム，及

び核などのオルガネラを Lysosensor DND189 や

Hoechst33342 により染め分けをし，ローダミンラ

ベルした遺伝子の局在を明らかにした上で，遺伝子

のクラスター面積を遺伝子量の指標として 3 次元的

に定量する方法である（Fig. 12）．

本方法を 3 種の非ウイルスベクターに応用したと

ころ，完全にエンドソーム／リソソーム系にトラッ

プされているベクターや，時間と依存的にエンド

ソームから脱出し，核まで到達するものなど，ベク

ターによって特徴的な体内動態特性を持つことを明

らかとなった．特に市販の LipofectAMINE PLUS

においては，非常に効率的にエンドソームから脱出

し，さらに 1 時間以内に核移行を示すという結果が

得られた．このような早い核移行性は，アデノウイ

ルスと匹敵するものである．

5-2. ウイルス vs. 非ウイルス律速段階はどこ

に CIDIQ により得られる細胞内オルガネラ

への局在分率と RealTime PCR を用いて算出され

る細胞への取り込み量の積より，核オルガネラに存

在する遺伝子量が算出される．本方法を用い，われ

われは，非ウイルスベクターとウイルスベクターの

代表として，LipofectAMINE PLUS (LFN）とア

デノウイルスベクターを選び，両者の細胞内動態比
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較 を 行 っ た ．37)最 適 化 さ れ た LipofectAMINE

PLUS 及びアデノウイルスのプロトコールに従いト

ランスフェクションしたところ，両ベクターともト

ランスフェクション後，3 時間で遺伝子発現が認め

られ，以後の両ベクターの発現活性はほぼ同じであ

ることが明らかとなった．このことから，Lipofec-

tAMINE PLUS は，アデノウイルスと同等のス

ピードで核まで遺伝子を送達することや Ad に匹敵

する発現活性を有することが示唆された．一方，リ

アルタイム PCR により DOSE をルシフェラーゼ遺

伝子のコピー数として表記して比較した結果，同程

度の活性を示すのに必要なコピー数は，LipofectA-

MINE PLUS においてアデノウイルスと比較して

数千から 1 万倍多いことが示された．In vivo への

応用などを考えると，投与量を最小にするために

は，単位コピー当たりの発現活性を上昇させる必要

があり，細胞内のどの過程にこの要因があるのかを

明らかにすることは有用である．

初めに，LipofectAMINE PLUS とアデノウイル

スの細胞への取り込み過程を比較した．アデノウイ

ルス又は LipofectAMINE PLUS をトランスフェク

ション後，37°C で 1 時間インキュベートし，細胞

を回収した．DNA を抽出し，real time PCR によ

り定量し，細胞数は b-actin の量を基に決定した．

37°C インキュベート時の取り込み効率は，Lipofec-

tAMINE PLUS で Dose の 45％，アデノウイルス

で Dose の 10％と，LipofectAMINE PLUS の方が

効率的であり，コピー数で約 1 万倍多くの DNA が

取り込まれることが明らかとなった．

続いて，細胞内動態について解析した．先に示し

たように，CIDIQ 法により各オルガネラに存在す

る遺伝子の割合を測定することが可能であるが，リ

アルタイム PCR によって求まる細胞へ取り込まれ

た遺伝子コピー数の絶対値にこれらの細胞内局在割

合を掛けることにより，オルガネラ内遺伝子量を算

出することが可能である．アデノウイルスについて

も，CIDIQ を利用してアデノウイルスの各オルガ

ネラへの局在を解析した．アデノウイルスにおいて

は，ゲノム DNA そのものをラベルすることは不可

能である．本定量においては，アデノウイルスの外

殻タンパク質であるヘキソンを Texas Red により

ラベルした．その結果，LipofectAMINE PLUS と

同様，エンドソーム・ライソソームに局在するとき

は黄色，細胞質に局在するときは赤色に観察され

た．一方，核内にも赤のシグナルの共局在は認めら

れたが，アデノウイルスは核移行の際，核膜孔上で

崩壊し，アデノウイルスのゲノム DNA が外殻タン

パク質と解離することから，これら核内のシグナル

は核中のアデノウイルスのゲノム DNA 量を反映し

ていないと考えられる．そこで，アデノウイルスゲ

ノム DNA の核内移行量の算出については核単離を

行い，リアルタイム PCR によって定量を行った．

常法に従い核単離を行い，遺伝子量を定量した結果，

1 細胞当たり取り込まれたアデノウイルスの約 36.6

％に相当する 7.3 コピーが核に存在していることが

明らかとなった．トランスフェクション後 1 時間で

アデノウイルスは LipofectAMINE PLUS よりも効

率的に核に分布していることが明らかとなったが，

その効率は数倍程度であり，細胞内動態の違いから

は，大きな遺伝子発現効率の差は説明することは不

可能である．そこで，核移行量についてさらに比較

を行った．核内に存在する遺伝子量は，Lipofect-

AMINE PLUS で数千倍高く，同程度の遺伝子発現

を示すのに，LipofectAMINE PLUS の方が桁違い

に多くのコピー数が必要であることが示された．言

い換えれば，1 コピー当たりの核移行後の遺伝子発

現効率は，アデノウイルスの方が LipofectAMINE

PLUS よりも格段に高いことを示す結果であり，そ

の差は約 8000 倍異なることが明らかとなった．し

たがって，LipofectAMINE PLUS とアデノウイル

スによる発現効率の差の支配要因は，主に，核移行

後の発現効率にあることが明らかとなった．37)

この情報をベクター開発にフィードバックするた

めには，「なぜ」このような違いが生じるのかを明

らかとする必要がある．核移行後発現効率の差を生

み出す要因としては，転写過程と翻訳過程が挙げら

れる．上記のように，核移行量を定量化することに

より，ウイルスと人工ベクターの発現効率差に及ぼ

す細胞内動態（intracellular pharmacokinetics; iPK）

と，核移行後発現効率（Pharmaco-dynamics; PD）

の寄与を分離評価することができた．同じように，

セントラルドグマの中間体である mRNA の発現量

を測定することによって，核移行後発現効率差にお

ける，転写効率と翻訳効率の寄与を分離評価するこ

とが可能となる．mRNA の発現量を核移行量で除

した値は，転写効率を示すパラメーターであり，ま
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Fig. 13. Comparison Intracellular Distribution between
Adenovirus and LipofectAMINE PLUS

Intracellular distribution of adenovirus and LipofectAMINE PLUS at 1
hour after the transfection. As a result, it was clariˆed that post-nuclear
delivery process is a rate-limiting process in the current non-viral vectors.
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た，発現量を mRNA によって除した値は，翻訳効

率を示すパラメーターである．実際に mRNA をリ

アルタイム RT-PCR によって求め，上記の値を求

めた結果，トランスフェクション後，初期の時間に

おいては，転写効率で 1 桁，翻訳効率で 2 桁，アデ

ノウイルスの方が高いという結果が得られた．38)

われわれは，まず，大きく分けて 2 つの仮説を立

て，転写効率の違いを生み出すメカニズムの解明を

試みた．1 つ目は，アデノウイルスに由来した要因

であり，核内にゲノム DNA と一緒に導入されるウ

イルス由来コアタンパク質，あるいは，ウイルスゲ

ノム DNA にコードされているタンパク質や配列な

どが転写を促進しているという仮説である．もう 1

つは，遺伝子の核内様式が異なる可能性である．ま

ず 1 つ目の可能性として，アデノウイルスコアタン

パク質の関与について解析を行った．あらかじめ

GFP をコードするアデノウイルスを感染させ，核

内にアデノウイルス由来タンパク質をプレロードし

たのち，ルシフェラーゼを発現するプラスミド

DNA を LFN によりトランスフェクションした．

もし，ウイルス由来のコアタンパク質が，CMV プ

ロモーターに関連する転写因子を活性化するのであ

れば，LFN によるトランスフェクション活性はア

デノウイルスのプレ感染によって上昇するはずであ

る．しかしながら遺伝子発現はプレ感染なしのもの

に比べて上昇は認められなかったことから，コアタ

ンパク質の転写活性化では，転写活性の違いは説明

できないことが明らかとなった．さらに，アデノウ

イルス由来 DNA 配列やゲノム DNA 構造による転

写活性化のメカニズムがあるか否かについて検討を

行うために，GFP を発現するアデノウイルスのゲ

ノム DNA とプラスミド DNA を核内マイクロイン

ジェクションし，24 時間後の遺伝子発現効率を測

定した．しかしながら，両者に大きな差は認められ

ないことから，DNA の配列や構造の違いからで

は，核内転写効率の差は説明できないことが明らか

となった．そこで，次に，視点を変えて，遺伝子の

核内存在様式の違いという観点から検証を行った．

In situ ハイブリダイゼーションによって，ベク

ターから解離した遺伝子のイメージングを行った．

その結果，LFN の方が多くの遺伝子が核内に送達

しているのに係わらず，核内に検出される遺伝子は

明らかにアデノウイルスの方が多いことから，アデ

ノウイルスの方が LFN より効率的に decondense

されるということが示唆された．さらに，核内存在

部位について詳細に検討したところ，アデノウイル

スの方では，ユークロマチン領域に局在しているの

に対し，プラスミド DNA では，ランダムに局在し

ていたことから，核内における存在部位の制御も重

要であることが示唆された．38)また，翻訳効率にお

いては，mRNA とベクター間との交互作用が LFN

の方で強いことが示されており，細胞質における翻

訳を阻害する大きな要因であると考えられる．今

後，ベクターと mRNA との相互作用を回避する戦

略を取ることが重要と考えられる38)（Fig. 13）．

一方，非ウイルスベクターのもう 1 つの問題点と

して，遺伝子発現の heterogeneity が挙げられる．

アデノウイルスにおいては，ほぼ 100％の細胞で発

現が認められるのに対し，非ウイルスベクターにお

いては 10％程度しか発現は認められない．この原

因を明らかとするために，遺伝子の核移行と遺伝子

発現を同時にイメージングする方法を確立した．そ

の結果，核移行が得られた細胞は全体の 23％程度

しか認められず，核移行過程が律速となることが示

された．さらに，核移行が認められた細胞すべてで

遺伝子発現が認められる訳ではなく，発現を示した

細胞は核移行が認められた細胞のうち，30％程度で

あった．このことから，核に到達したのちの転写過

程も heterogeneity の要因であることが明らかとな

った．39)
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Fig. 14. Intranuclear Disposition of Exogenous DNA
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これまでに，非ウイルス性遺伝子デリバリーシス

テムの投与量と遺伝子発現との間には，正の非線形

的な関係が存在することが知られてはいたが，系統

立てた解析は行われていなかった．この非線形性の

原因を解明することは，非ウイルス性遺伝子デリバ

リーシステムの遺伝子発送達能力を向上させる上で

有用であると考え，われわれの MEND 及び一般的

な lipoplex を用いて細胞内動態（Intracellular phar-

macokinetics; iPK）及び核内動態（Pharmacodyna-

mics; PD）を解析した．その結果，細胞への取り

込みから核移行に至る過程 iPK は，投与量に依存

した線形の変化を示したのに対して，核内移行量で

遺伝子発現量を除することによって得られる PD は

非線形であることが明らかになり，非ウイルス性遺

伝子デリバリーシステムにおける遺伝子発現の非線

形性の原因は，遺伝子の核移行後にあることが示唆

された．40)

以上これらの結果は，効率的な非ウイルスベク

ターを開発する際に，単に核まで遺伝子を送達する

だけではなく，その後の核内動態までも厳密に制御

する必要があるということを示すものである．もち

ろん，本研究は細胞内動態の重要性を否定するもの

ではない．細胞内動態と核内動態過程は直列でつな

がっており，両者をともに制御することが極めて重

要となる．

6. 核内動態制御

外来遺伝子を発現させる遺伝子治療においては，

核への DNA 送達が最終目標ではなく，人工遺伝子

デリバリーシステムにより送達させた外来 DNA か

ら効率よく発現させることが必要である．外来

DNA から産生されるタンパク質や機能性 RNA

（siRNA，リボザイム等）は治療効果を発揮する薬

物であり，外来 DNA はその前駆体（プロドラッグ）

に相当すると考えられる．41)したがって，外来

DNA の発現を含めた制御（核内動態制御)2)は，核

の中の DDS であると言える．

核内動態制御を達成するためには，外来 DNA の

核内動態 Fig. 14 を知る必要がある．そこで，マウ

ス尾静脈から naked（裸の）プラスミド DNA を

hydrodynamics 法（高容量の DNA 溶液を高速で静

脈注射する方法）により投与し，核内の外来 DNA

量と発現量の経時的変化を調べた．従来から，非ウ

ィルスベクターにより導入された（hydrodynamics

法により投与される場合も含む）外来遺伝子の発現

は一過性であることが知られていたが，われわれの

実験においても投与されたプラスミド DNA からの

発現は一過性であった．核内の外来 DNA 量の減少

は発現の減少と比較して 1 桁以上穏やかに進行して

いた．発現量（タンパク質量）を同じ時点での核内

の外来 DNA 量で除した値は外来 DNA 1 コピー当

たりの発現効率を示しているが，その経時的変化を

追跡したところ，驚いたことに外来 DNA 1 コピー

当たりの発現効率がわずか数日で数百分の一に減少

していること（サイレンシング）が明らかとなっ

た．42)また，hydrodynamics 法の場合ほど顕著では

ないが，培養細胞に electroporation 法により導入

した naked プラスミド DNA の場合にもサイレンシ

ングが生じていた．43)われわれはこの原因として，

染色体上の遺伝子のサイレンシングに関与している

DNA のメチル化を想定していたが，実際にメチル

化を測定した結果，外来 DNA のメチル化は原因で

はないことが明らかとなった．42,44)次に，DNA の

メチル化とともに染色体上の遺伝子のサイレンシン

グに関与しているヒストン（染色体 DNA に結合し

ているタンパク質）の修飾が原因であると想定し

た．しかし，実際にヒストン修飾を調べたところ，

大きな経時的変化は観察されなかったことから，別

の要因が主要な原因であることが明らかとなっ

た．44)このサイレンシングには炎症反応の関与が小

さいことが明らかとなっている．45)最近，われわれ

は，あらかじめマウス肝臓に導入した外来遺伝子の

発現が，hydrodynamics 法により数日後に生理食塩

水を投与することにより著しく増強されることを見

出した．44)この興味深い現象は，外来遺伝子のサイ

レンシングの機構を明らかにする上で重要なものに
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なるものと期待している．

次に，非ウイルス性ベクターにより送達させた外

来 DNA の核内動態について調べた．カチオン性脂

質を用いて導入した外来遺伝子の発現は細胞周期に

大きく依存することが知られている．この理由とし

て，核膜が消失する細胞分裂期に外来 DNA が「核

移行」することが提唱されていた．46)われわれは，

市販の LipofectAMINE 試薬を用いて外来 DNA を

培養細胞に導入し，外来 DNA の核移行とタンパク

質の発現の両者を個々の細胞レベルで dual に共焦

点顕微鏡により検出した．39)核への外来 DNA の移

行率は S 期初期で少ないものの，他の場合にはほ

ぼ一定であった．一方，S 期後期や分裂期に外来

DNA を導入した場合，発現率が上昇した．発現率

と核移行率の比を取ると，S 期後期や分裂期に大き

な値を示した．したがって，外来遺伝子発現の細胞

周期依存性は，核移行の細胞周期依存性ではなく，

外来遺伝子からの転写の細胞周期依存性に発するも

のであることが明らかとなった．39)この原因として

考えられるのが DNA 結合タンパク質との相互作用

の細胞周期依存性である．例えば，染色体 DNA と

結合するヒストンタンパク質の mRNA 量は細胞周

期に依存しており，S 期に 15 倍まで増加すること

が報告されている．このことは，ヒストンタンパク

質（又は他の DNA 結合タンパク質）が増加し，外

来 DNA に結合しているポリカチオンと置換するこ

とにより転写が開始される可能性を示唆する．

以上のように，外来 DNA の核内動態は様々な要

因により影響されている．未知の要因が多数存在し

ている可能性があるが，遺伝子治療の実用化にはい

ち早く核内動態制御を達成する必要がある．そこで

われわれは，核内における転写効率を上昇させるこ

とを試みた．まず，ヒストンに着目し，ヒストンに

親和性のある配列（left-handedly curved sequence）

がプロモーターの上流に付加されたプラスミド

DNA をマウスに導入した．このヒストン親和性配

列が適切な位置に存在する場合に発現効率は上昇し

たが，これは TATA box（真核生物のプロモーター

中にあり転写因子により認識される配列）が露出す

ることにより，転写因子との相互作用が促進された

結果であると考えている．47)また，さらに強力なヒ

ストン高親和性配列を付加した場合，対照プラスミ

ドを用いた場合の 10 倍以上の発現上昇を観察して

いる（福永ら，未発表データ）．また，これとは対

照的に，ヒストンとの親和性が低い配列を TATA

box の近傍に導入した場合にも発現が上昇すること

を見出している（後藤ら，未発表データ）．一方，

核内 DNA 量の減少への対策として，複製型プラス

ミド DNA の利用を試みた．複製型 DNA を用いた

場合，外来遺伝子の発現効率が上昇した（須田・伊

藤ら，未発表データ）．このように，核内動態制御

の実現に向け様々な観点からのアプローチを行って

いる．

標的遺伝子の配列を正常型に変換する遺伝子修復

法は，外来遺伝子発現法とともに遺伝子治療の有力

な方法となり得る（Fig. 15）．この方法は，同時に

遺伝子ノックアウト法としても有望である．われわ

れは，遺伝子修復用 DNA と相同組換えに関与する

タンパク質との相互作用を制御することにより，遺

伝子修復用 DNA の核内動態制御を試みた．

従来，遺伝子修復法の 1 つである SFHR (Small

Fragment Homologous Replacement）法において

は，遺伝子修復用 DNA として 2 本鎖 PCR 産物が

用いられていた．導入した 2 本鎖 PCR 産物は，相

同組換えにより標的 DNA と置換されることが考え

られる．この際，2 本鎖 DNA が標的 DNA と結合

するためには，2 本鎖が解離する必要がある（この

プロセスは相同組換えに関与するタンパク質が行う

と推定される）．したがって，2 本鎖ではなく，相

補鎖が存在しない 1 本鎖の状態で細胞に導入すれ

ば，相同組換えに関与するタンパク質が DNA 断片
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を利用する効率（availability）が向上すると考えら

れる．この作業仮説に基づき，相補鎖が存在しない

1 本鎖 DNA 断片を調製し遺伝子修復実験を行った．

1 本鎖 DNA 断片を，塩基置換変異を有する標的プ

ラスミド DNA と 400：1 のモル比で培養細胞に導

入したところ，約 2％の効率で目的配列への変換

（遺伝子修復）が観察された．この値は，2 本鎖

PCR 産物を用いた場合の約 12 倍の値であった．48)

1 本鎖 DNA 断片による遺伝子修復効率は周辺の配

列に依存しており，配列によっては 10％という値

が観察されている（内山ら，未発表データ）．1 本

鎖 DNA 断片は効率が落ちるものの，塩基欠失変異

や塩基挿入変異も修復可能である．49)

放射線同位元素で標識した 1 本鎖 DNA 断片を用

いた場合，標的 DNA に放射活性が「移る」ことが

明らかとなっている．50)このことは 1 本鎖 DNA 断

片による遺伝子修復に相同組換えが関与しているこ

とを示唆する．相同組換えに関与する Rad51 タン

パク質は，試験管内鎖交換反応において，1 本鎖

DNA よりも部分的に 2 本鎖を形成している 1 本鎖

DNA をよく認識することが知られている．1 本鎖

DNA を用いる遺伝子修復のプロセスに Rad51 が主

要な役割を担っているかについては今後の検討を待

たねばならないが，十分に可能性があると考えられ

る．そこで，部分的に 2 本鎖となっている 1 本鎖を

用いて遺伝子修復を行ったところ，さらに修復効率

が上昇した（土谷ら，未発表データ）．この効率は

従来法（2 本鎖 PCR 産物を用いた場合）の約 20 倍

の値である．以上のことにより，DNA 断片の核内

動態制御を行うことにより，遺伝子修復効率の上昇

が達成可能なことを明らかとした．

外来遺伝子発現の場合においても，遺伝子修復の

場合においても，核内タンパク質との相互作用の制

御が核内動態制御2)の実現に重要であると思われる．

今後の展望

われわれは，ウイルスに匹敵する効率と安全性を

兼ね備えた人工遺伝子デリバリーシステムを創製す

ることを目標として研究を進めてきた．これまで

に，いくつかの関門を突破することに成功したが，

同時に，新しい関門に直面することになった．これ

らの過程はあたかもジェットコースターのようで，

研究者冥利に尽きる，と言っても過言ではない．解

決すべき大きな関門が残されているので，研究室一

丸となってこれらの問題に挑戦して行きたい．
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