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Recently several systems including viral and non-viral carriers that can be used to transfer foreign genetic material
into cells have been developed with the aim of enhancing gene transfer in vivo. Non-viral vectors are relatively easy to
produce in clinically relevant quantities, and associated with fewer safety concerns. Furthermore, synthetic non-viral
vectors provide ‰exibility in formulation design and can be tailored to interact e‹ciency with DNA cargo and the speciˆc
route of vector injection, and can enhance delivery to speciˆc tissues or cells through incorporation of a targeting ligand.
Applying cell-speciˆc targeting technology to liposomes would improve in vivo gene transfection e‹cacy and reduce any
unexpected side-eŠects. Among the various receptors, asialoglycoprotein receptors and mannose receptors are the most
promising for gene targeting since they exhibit high a‹nity and are rapidly internalized. Receptor-mediated delivery sys-
tems are able to introduce foreign DNA into speciˆc cell types in vivo. Our group succeeded in the development of
glycosylated cationic liposomes for cell-selective targeting of plasmid DNA, siRNA, and NFkB decoy based on the op-
timization of physicochemical properties of glycosylated liposome complex.
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1. はじめに

遺伝子治療は，将来の医療の主要な技術として，

先天的に遺伝的に欠損のある細胞に正常な遺伝子を

導入する治療法のみならず，後天的な難治性の疾患

に対する有効な治療法となることが期待されてい

る．遺伝子治療疾患でみると，臨床試験の大部分

（約 66.5％）は，がんを対象として実施されてい

る．1)また，臨床での遺伝子治療における遺伝子導

入ベクターにおいて，約 2/3 は，依然としてウイル

ス性ベクターであるが，最近では非ウイルスベク

ターが一般的に使用されるようになってきてい

る．1)最も単純な非ウイルスベクターによる核酸導

入システムは，naked DNA の組織への直接注入2)

や組織への圧力を利用する3,4)方法であり，臨床試

験の全体の約 18％を占めるに至っている．また，

臨床試験が行われた非ウイルスベクターを利用した

遺伝子導入法としては，カチオン性リポソームの局

所投与が報告されている．しかしながら，naked

DNA やカチオン性リポソームによる核酸導入法で

は，標的の細胞への導入を制御することは難しい．

したがって，広範囲な難治性疾患に対する遺伝子治

療法構築に向けては，核酸医薬品のドラッグデリバ

リーシステム（DDS）中でも，細胞選択的ターゲ

ティングシステムの構築が必要不可欠である．低分

子物質は生体内を自由に拡散し，全身に一様に分布

するのに対し，高分子物質の各部位間の移行は種々

の生体バリアで妨げられる．したがって，最適な物

理化学的性質を持つ DDS キャリアを用い，生体内

の特定細胞に高い親和性を有する物質を導入するこ

とで細胞レベルでの精密な核酸ターゲティングが可

能となる．2,3)糖鎖認識機構は，特定の細胞に発現
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Fig. 1. Concept of Development and Application of Glycosylated Particulate Carriers for Delivery of Nucleic Acid Medicine
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し，また厳密な基質認識性を有することから，細胞

選択的核酸ターゲティングへの利用が期待できる．

しかしながら，精密な標的細胞内への送達が必要な

核酸医薬品を遺伝子治療へと展開して薬として幅広

く展開していくためには，生体内で有効に機能する

糖修飾リポソームの開発，様々な投与経路における

核酸医薬品のターゲティング効率の評価，病態動物

を用いた治療効果との関連性に関する情報が必要不

可欠である（Fig. 1）．そこで本稿では，我々が開

発した核酸医薬品の細胞選択的ターゲティングを目

的とした糖修飾リポソームの開発と治療への展開に

ついて論述する．

2. 糖修飾リポソームの開発

糖鎖認識機構を利用した in vivo 細胞選択的核酸

ターゲティングでは，生体内で有効に機能する糖修

飾リポソームの開発と最適化が重要である．そこ

で，糖修飾リポソームとして，糖脂質の安定なリポ

ソーム膜への保持，レセプターとの認識に重要な高

密度な糖鎖の導入を可能とする新規ガラクトース，

マンノース，及びフコース修飾コレステロール誘導

体 Gal-C4-Chol, Man-C4-Chol, Fuc-C4-Chol を 合

成し，本物質により表面修飾した糖修飾リポソーム

の体内動態に関する評価を行った．4,5) Gal-C4-Chol,

Man-C4-Chol の機能に関して，L-a-distearoyl phos-

phathidylcholine と cholesterol から構成される中性

リポソームに Gal-C4-Chol, Man-C4-Chol, Fuc-C4-

Chol を用いて糖修飾を施した．マウスへ静脈内投

与後，10 分間で約 80％もの肝臓への集積があり，

レセプターが存在する細胞での結合が認められた．

また，糖修飾牛血清アルブミンを同時投与したとこ

ろ，有意な結合阻害効果が認められ，レセプター介

在性エンドサイトーシスを介した機構で標的細胞に

取り込まれている可能性が示された．また，細胞選

択的ターゲティングに及ぼす糖修飾リポソームを構

成する脂質組成の影響に関して，リポソーム膜上の

糖密度6)やリポソーム構成脂質中のコレステロール

含量7)がターゲティング効率に大きな影響を及ぼす

ことが示された．さらに，ポリエチレングリコール

（PEG）脂質を糖修飾リポソームへ導入することで

PEG の分子量や導入量に応じてターゲティング効

率が変化することを体内動態解析により明らかにし

た．8)同じ現象は，リガンドを basic ˆbroblast growth

factor 結合リポソーム9)に PEG 脂質を導入した際

にも認められた．10)また，投与経路の影響に関し

て，マンノース修飾リポソームの気道内投与は，マ

ンノースレセプター介在性エンドサイトーシスによ

る結合に基づく高い肺胞マクロファージへのターゲ

ティングが可能であった．11)さらに本物質による修
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飾は，O/W エマルションの糖修飾に基づく細胞選

択的ターゲティングにも有効であることが示され

た．1214)以上，レセプター介在性エンドサイトーシ

スを利用して生体内で細胞選択的に取り込まれる糖

修飾微粒子キャリアの開発に成功した．

ルシフェラーゼをコードしたプラスミド DNA

は，発光により簡便かつ高感度な導入効率の評価が

動物において可能である．また，糖修飾カチオン性

リポソーム／プラスミド DNA 複合体（糖修飾リポ

プレックス）の導入効率と体内動態の関連から得ら

れた情報は，物理化学的性質を基に一般化すること

で，オリゴヌクレオチドへと応用することができ

る．そこで次に，糖修飾リポプレックスを用い，物

理化学的性質の最適化による細胞選択的遺伝子ター

ゲティングシステムの開発を行った．

3. ガラクトース修飾リポプレックスの物理化学

的性質の最適化による細胞選択的ターゲティング

高分子医薬品の体内動態を規定する因子として，

高倉，橋田らは，電荷や粒子径といった物理化学的

性質の制御が重要であることを明らかにしてい

る．2)したがって，正電荷を有する糖修飾カチオン

性リポソームと負電荷を有するプラスミド DNA か

ら形成される複合体（糖修飾リポプレックス）はそ

の混合比により物理化学的性質が変化し，その結

果，体内分布や遺伝子発現に影響が出る考えられる．

肝臓は，生体における物質代謝の中枢を担う臓器

であり，数多くの酵素が存在している．先天的にこ

れらのいずれかの酵素に異常が生じた場合，重大な

代謝障害が生じて疾患が引き起こされる．したがっ

て，肝臓実質細胞への効率的な核酸導入法の開発は

遺伝子治療を実施するために重要である．ガラク

トース修飾リポプレックスの肝臓実質細胞選択的遺

伝子導入は，門脈内投与により可能であったが，物

理化学的性質の変化に大きな影響を受けることを明

らかにした．電荷の影響に関しては糖修飾リポプレ

ックスの電荷比（－：＋）が 1.0：2.31.03.1 の範

囲，15,16)粒子径の影響に関しては，141 nm＞179 nm

＞235 nm の順で，17)肝臓実質細胞選択的遺伝子導

入が可能であった．また，ガラクトース修飾リポプ

レックスにヒスチジンを導入することでプラスミド

DNA のエンドソームからの脱出が促進され遺伝子

導入能が改善できることが示唆されている．18)

ガラクトース修飾リポプレックスは，生体内に投

与後，血清タンパク，赤血球などの生体成分と静電

的に相互作用すると考えられる．そこで，複合体と

血液成分との相互作用に関して詳細な検討を行っ

た．19) Carboxy‰uorescein 標識プラスミド DNA と

rhodamine 標識リポソームとの複合体を血液とイン

キュベーションしたところ，蛍光共鳴エネルギー移

動（FRET）の解消が観察されたのに対し，先に血

清と混合後，赤血球とインキュベーションした際に

は顕著な FRET の解消が認められなかった．ま

た，複合体を血液とインキュベーションした場合に

は，血清とプレインキュベーションした場合に比

べ，顕著なプラスミド DNA の分解が観察された．

以上，複合体と血清タンパクとの相互作用は極めて

強固である一方，複合体が赤血球と相互作用する際

には複合体からプラスミド DNA が放出されること

が示唆された．さらに，複合体をマウス門脈内に投

与し，肝臓での遺伝子発現を検討したところ，血清

とのプレインキュベーションにより遺伝子発現の顕

著な増大が認められた．これは，赤血球との相互作

用による複合体からのプラスミド DNA の放出並び

に分解が抑制された為と考えられる．一方，直鎖型

ポリエチレンイミンとプラスミド DNA 複合体は，

赤血球とインキュベーションした際に凝集を起こし

難い．そこで，直鎖型ポリエチレンイミンのこのよ

うな性質を利用して肝臓実質細胞選択的ターゲティ

ングを行うため，負電荷を有するガラクトース修飾

牛血清アルブミンと正電荷を有する直鎖型ポリエチ

レンイミン／プラスミド DNA 複合体を混合するこ

とでガラクトース修飾牛血清アルブミン／直鎖型ポ

リエチレンイミン／プラスミド DNA 複合体を調製

したところ，静脈内投与において，肝臓での遺伝子

導入の改善が認められた．20)

一方，複合体形成時における分散溶媒のイオン濃

度は，カチオン性リポソーム及びプラスミド DNA

の表面電荷ひいては複合体の凝集に影響を与えると

考えられる．21)そこで，溶媒中イオン濃度を精密に

設定することによって複合体の物理化学的性質の制

御を試み，体内動態及び遺伝子発現への影響につい

て検討した．22)グルコースと塩化ナトリウムからな

る等張溶液中における各種ガラクトース修飾リポプ

レックスの粒子径を測定した結果，低濃度（5 mM）

の塩化ナトリウム存在下複合体の粒子径は最小とな

り，そのときの平均粒子径は 120 nm であった．ま
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た，5 mM 塩化ナトリウム存在下調製したガラク

トース修飾リポプレックスの場合には，通常のグル

コースのみからなる溶媒で調製した場合に比べ，生

理食塩水で希釈した際の凝集速度が小さくなること

が示された．肝灌流実験系において両複合体の肝局

所動態を評価したところ，5 mM 塩化ナトリウム存

在下調製したガラクトース修飾リポプレックスでは

組織結合性が高くなり，肝実質細胞への移行性が増

大する傾向にあった16)．そこで両複合体をマウス門

脈内に投与し，肝臓での遺伝子発現を検討したとこ

ろ，5 mM 塩化ナトリウム存在下調製したガラク

トース修飾リポプレックスでは，遺伝子発現が顕著

に増大し，標的の肝実質細胞で高い値を示した．以

上，溶媒中のイオン濃度によりガラクトース修飾リ

ポプレックスの物理化学的性質を制御することで，

組織移行性及び細胞内動態を改善し，遺伝子導入効

率を改善できることが示された．

RNAi (RNA interference）は，細胞内において短

鎖の二本鎖 RNA (short interference RNA; siRNA）

が，目的とするタンパクの遺伝子発現を特異的に抑

制するため，アンチセンス DNA に変わる実験手法

や治療薬候補として期待されている．しかしながら

in vivo における siRNA の利用は，ヌクレアーゼに

よる分解や，低い細胞膜透過性が問題となってお

り，そのデリバリー法の確立が重要である．23)最近

我々は，siRNA とガラクトース修飾カチオン性リ

ポソームの複合体では，平均粒子径約 75 nm の複

合体を調製可能であり，静脈内投与において，肝臓

実質細胞への選択的ターゲティングに基づく遺伝子

ノックダウンが可能であることを明らかにした．24)

これは，siRNA 複合体とプラスミド DNA 複合体

のそれぞれの粒子径の違いにより，静脈内投与での

siRNA/ガラクトース修飾リポソームによる適用が

可能になったためと考えられる．

4. マンノース修飾リポプレックスの物理化学的

性質の最適化による細胞選択的ターゲティング

マンノース修飾リポプレックスを用いると静脈内

投与においてマンノースレセプターが発現する

KupŠer 細胞や類洞血管内皮細胞が存在する肝非実

質細胞選択的に遺伝子導入が可能であった．25)ガラ

クトース修飾リポプレックスでは，肝臓実質細胞へ

到達するためには類洞を通過する必要があり，一方

で，KupŠer 細胞や類洞血管内皮細胞は，類洞を通

過する必要がない．このため，リガンドの違いで同

じ物理化学的性質［平均粒子径約 120150 nm，電

荷比（－：＋）1.0：2.3］を持つキャリアであって

も，マンノース修飾リポプレックスが肝臓の非実質

細胞に選択的な遺伝子キャリアとして働き静脈内投

与でも有効であることが示唆された．マンノース修

飾リポプレックスの肝臓実質細胞選択的遺伝子導入

における電荷の影響に関してはガラクトース修飾リ

ポプレックスの場合と同様に電荷比（－：＋）が

1.0：2.31.0：3.1 の範囲で有効であった．26)また，

マンノース修飾リポプレックスの静脈内投与による

細胞選択的遺伝子導入においては，マンノース修飾

カチオン性リポソームを構成する脂質組成中，中性

脂質の選択によって影響されることが明らかとなっ

た．27)

マンノース修飾リポプレックスの遺伝子発現効率

は，抗原提示細胞（APC）への取り込みと安定性，

そして非標的細胞への移行性など複数の因子のバラ

ンスにより決定される．腹腔内投与は，血管内投与

に比べ投与後の滞留性と安定性の改善が期待できる

とともに，腹腔内及びリンパ節内に存在する多数の

APC への遺伝子導入が可能と考えられる．そこ

で，遺伝子発現を定量的かつ簡便に評価できるホタ

ルルシフェラーゼ遺伝子をコードしたプラスミド

DNA (pCMV-Luc）を用い，マンノース修飾リポ

プレックスの腹腔内投与による APC に対する遺伝

子導入効果を評価した．28)腹腔内投与後，APC が

多数存在する肝臓，脾臓，リンパ節などの組織及び

腹腔滲出細胞（PECs）においてマンノース修飾リ

ポプレックスは未修飾リポプレックスに比べ，210

倍高い遺伝子発現を示した．また，脾臓や肝臓など

APC が多数存在する臓器における遺伝子発現レベ

ルは，静脈内投与よりいずれの臓器においても 10

倍以上高く発現期間も 2 倍以上持続できることが明

らかとなった．さらに，腹腔内投与後に脾臓及び

PECs より単離精製した APC における遺伝子発現

活性を測定した結果，マンノース修飾リポプレック

スは，未修飾リポプレックス及び naked プラスミ

ド DNA に比べ，有意に高い遺伝子発現を示した．

以上，マンノース修飾リポプレックスの腹腔内投与

は，腹腔内組織及び細胞中に存在する APC に対し

て効率的かつ持続的に遺伝子発現が得られることか

ら，DNA ワクチン製剤の投与方法として有効であ
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ることが示された．

次に，pCMV-OVA を用い腹腔内投与後の免疫誘

導効果に関して検討を行った．まず，非ウイルスベ

クターでも代表的なカチオン性リポソームとポリエ

チレンイミン（PEI）複合体の免疫活性化を調べた

ところ，リポプレックスでは PEI ポリプレックス

に比べ，高い自然免疫系の活性化を示した．29)した

がって，リポプレックスを基盤とした遺伝子導入法

は，DNA ワクチン療法においては有利であると考

えられる．マンノース修飾リポプレックスを腹腔内

投与後，脾臓及び PECs より APC を単離し，OVA

の遺伝子の発現レベルを細胞レベルで評価した結

果，マンノース修飾リポプレックスは naked プラ

スミド DNA 及び未修飾リポプレックスと比べ，顕

著に高い遺伝子発現を示すことが明らかとなっ

た．30)また，複合体投与後の OVA 特異的 CTL 活

性を評価した結果，naked プラスミド DNA 及び未

修飾リポプレックスの腹腔内投与や従来の感作法で

ある naked プラスミド DNA の筋肉内投与と比べ

て，強力な CTL 活性を誘導できることが示され

た．さらに，がん治療における有用性を評価するこ

とを目的に，免疫感作後に OVA 発現がん細胞

E.G7-OVA 細胞あるいはその親株 EL4 細胞を皮下

へ移植し，がん細胞移植後の生存日数を評価した結

果，マンノース修飾リポプレックス投与群では，

naked プラスミド DNA 及び未修飾リポプレックス

腹腔内投与群や naked プラスミド DNA 筋肉内投与

群と比べ，OVA 発現がん細胞 E.G7-OVA 細胞特異

的に生存日数が大きく延長するとともに，一部では

がんの完全拒絶が認められた．また，本方法は，メ

ラノーマ関連抗原発現プラスミドを用いたメラノー

マに対する DNA ワクチン31)や免疫活性化能を有す

る CpG DNA を用いた腹膜播種治療32)においても

有効であった．以上，マンノース修飾リポプレック

スの腹腔内投与により，リンパ管内の免疫担当細胞

への遺伝子・核酸ターゲティングが可能であり，が

ん免疫療法への展開が期待できることが示された．

一方，配列依存的に標的タンパク質発現の抑制可

能なデコイ型核酸は，炎症の治療に対して臨床応用

が開始されている．しかしながら，標的細胞への集

積の低さから単独投与では治療効果が得られず，そ

の使用は局所投与に限られている．33)簡便で汎用性

のある静脈内投与による治療法の確立には細胞選択

的送達法の開発が必要である．炎症治療において

NFkB 活性化抑制による炎症性サイトカインやケモ

カインなど炎症関連分子産生抑制の標的細胞とな

る，マクロファージや KupŠer 細胞への NFkB の転

写活性抑制可能な核酸医薬品 NFkB デコイの細胞

選択的送達法の開発を行った．まず，マクロファー

ジへの選択的送達を目的にマンノース修飾リポソー

ム/NFkB デコイ複合体を調製したところ，平均粒

子径は約 70 nm であり上述した siRNA の場合とほ

ぼ同程度であった．NFkB デコイ／マンノース修飾

リポプレックスをマウスの静脈内より投与したとこ

ろ，速やかで高い肝臓，脾臓への高い集積が認めら

れた．34)高い肝臓への集積は NFkB デコイ／非修飾

リポプレックスとの複合体を投与した場合と比較し

有意に高かった．35)次に治療効果の評価を目的に

LPS 誘発性の急性肝炎モデルマウスを用いて，治

療効果を評価したところ，血清中サイトカイン濃度

並びに ALT/AST 活性の有意な抑制効果及び肝臓

の細胞内 NFkB 活性化の有意な抑制効果が認めら

れた．34)肝疾患においては，KupŠer 細胞からの炎

症関連分子の発現が炎症の悪化に関連することが知

られている．そこで，KupŠer 細胞に特異的に発現

しているフコースレセプターによるエンドサイトー

シスを利用した KupŠer 細胞選択的ターゲティング

システムの開発を行った．NFkB デコイ／マンノー

ス修飾リポプレックスと比較し NFkB デコイ／フ

コース修飾リポプレックス投与では，肝非実質細胞

への高い取り込みが確認された．36)よって，NFkB

デコイ／フコース修飾リポプレックスによる Kup-

Šer 細胞選択的なターゲティングが可能であり，

NFkB 活性化に起因する肝炎治療へ応用可能である

ことが示唆された．

5. おわりに

生体内で有効に機能する新規糖修飾リポソームの

開発及び糖修飾リポプレックスの物理化学的性質の

最適化を通じて遺伝子・核酸医薬品の細胞選択的

ターゲティングに成功した．また，がん免疫治療や

炎症治療へと応用可能であることが示唆された．今

後，得られた知見を基に，細胞選択的ターゲティン

グシステムの効率化や持続導入化を通じて遺伝子治

療可能な疾患の拡大に努めたいと考えている．最

近，筆者らは，腎臓へプレスを加えることで naked

プラスミド DNA や naked siRNA を効率的に導入
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することに成功している．37)そこでこれら生体での

様々なターゲティング技術を駆使して，既知のみな

らず未知の遺伝子を標的・対象とした遺伝子・核酸

医薬品やその組み合わせによる革新的な遺伝子機能

解析・治療法の開拓も進める予定である．本研究で

得られた知見が難治性疾患に対する新規治療法開発

の一助となれば幸いである．
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