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Non-viral vectors need to overcome several barriers such as the plasma membrane, the endosomal membrane and
the nuclear membrane for e‹cient gene delivery to the nucleus of target cells. To overcome these obstacles, the delivery
system must be equipped with various functional devices. However, it is di‹cult to package all these needed devices into
a single system to exert each of their functions at the appropriate time and at the correct location. Thus, our group
proposed a new packaging concept, ``Programmed Packaging''. A multifunctional envelope-type nano device (MEND)
was developed for use as an e‹cient non-viral system for the delivery of plasmid DNA (pDNA), oligodeoxynucleotide
(ODN) and siRNA. Various types of MEND were developed as to strategy and situations. For example, the octaargi-
nine (R8)-modiˆed MEND (R8-MEND) encapsulating pDNA showed signiˆcantly high transfection activity compara-
ble to adenovirus, and the up-take pathway of the R8-MEND was macropinocytosis, which can avoid lysosomal degra-
dation. The R8-MEND successfully delivered a gene to hair follicles of mouse skin by in vivo topical application. Conse-
quently, our group succeeded in the development of the MEND based on the Programmed Packaging, and found this to
be a promising new delivery system of pDNA and functional nucleic acids.
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1. はじめに

これまでにも多数の人工遺伝子デリバリーシステ

ムが開発されてきたが，ウイルスを凌駕するような

画期的なシステムが開発されるまでには至っていな

い．その理由は，ウイルスのような高次な構造を有

する構造体を構築する技術が開発されていなかった

ことが一因であると考えられる．われわれは，ウイ

ルスに近付ける高次な構造を有するものを作り出す

ために，新しいコンセプトを提唱し，それを実現可

能な新しいアセンブリー技術の開発を行ってきた．

いまだ開発途上ではあるが，これまでにない新しい

アセンブリー技術を駆使することで高い機能性を有

する人工遺伝子デリバリーシステムを構築すること

に成功している．本稿では，われわれの開発した新

しいアセンブリー技術とそれを駆使して構築した新

規なデリバリーシステムについて紹介させて頂く．

2. 人工遺伝子デリバリーシステム構築のための

新しいコンセプト Programmed Packaging

外来の遺伝子を，人工遺伝子デリバリーシステム

により目的の臓器・組織まで送達し，標的となる細

胞の核内にまで移行させるには，多くの障壁を突破

する必要がある．例えば，静脈内にデリバリーシス

テムを投与した場合には，細網内皮系による捕捉を

回避しながら組織に到達したのち，血管壁を乗り越

えて組織内に侵入し，標的細胞に結合しなければな

らない．さらに，標的細胞においてエンドサイトー

シスなどの取り込みメカニズムによって細胞内に取

り込まれた場合には，エンドソームなどの細胞内小

胞から脱出したのち，最終的には 2 枚の核膜を突破
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する必要がある（Fig. 1）．1)このように，体内及び

細胞内における多くの障壁を突破し，効率よく外来

遺伝子を送達するためには，体内動態及び細胞内動

態を積極的に制御する必要がある．そのために，多

くの機能性素子がこれまで開発されてきた．2)例え

ば，親水性高分子であるポリエチレングリコール

（PEG）は，リポソームなどのナノ粒子表面に修飾

することによって，粒子表面に水和水の層を形成す

ることで，細網内皮系による認識を回避しナノ粒子

の血中滞留性を向上させることが可能である．3,4)ま

た，特定の細胞表面に発現しているレセプターに認

識されるリガンドや抗体を用いることにより，標的

細胞への特異的な送達が可能になる．4,5)さらに，細

胞に取り込まれたのちのエンドソーム脱出を促進す

るために，エンドソーム内の環境変化（酸性化）に

応答してエンドソーム膜との膜融合を促進する pH

感受性膜融合性ペプチド（インフルエンザ HA タ

ンパク質由来のペプチドや合成ペプチドなど）や，2)

流入するプロトンを吸収する効果（プロトンスポン

ジ効果）によってエンドソーム膜を破壊するポリエ

チレンイミンなどの合成高分子化合物などが開発さ

れている．6)また，細胞内物質が核移行する際にイ

ンポーチンなど核内輸送因子により認識されるシグ

ナル配列を基にして，積極的な核移行を促進するた

めの多種類の核移行シグナルペプチドが開発されて

いる．2,7)これらの多彩な機能性素子は高い機能を有

しており，各素子が適切なタイミングと場所におい

て各々の機能を十分に発揮することによって，人工

遺伝子デリバリーシステムの体内動態と細胞内動態

の制御が可能になる．

従来の人工遺伝子デリバリーシステムは，2 種類

に大別できるであろう．1 つは，カチオン性高分子

とプラスミド DNA との複合体である polyplex で

ある．8,9)代表的なものとしては，ポリ -L-リジン

（PLL）やポリエチレンイミン（PEI）とプラスミ

ド DNA からなる複合体が知られている．PLL は

最も古くから用いられている合成高分子であり，8)

PEI はプロトンスポンジ能を有する点で優れており

現在においても広く用いられている．6)また，スペ

ルミンやプロタミンなどの生体由来ポリカチオンも

古くから用いられており，特に硫酸プロタミンは

PLL に比べて非常に高いトランスフェクション活

性を示すことが報告されている．10)現在でも，様々

な機能性を有する合成高分子や生体由来高分子が開

発されており，マテリアルサイエンス領域における

人工遺伝子デリバリーシステム開発研究の中核を成

している．8,9)もう 1 つは，カチオン性脂質を含むリ

ポソームとプラスミド DNA との複合体である
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lipoplex である．Felgner らによって N-[1-(2,3-di-

oleyloxy)propyl]-N,N,N,-trimethylammonium chlo-

ride (DOTMA）による細胞への遺伝子導入が報告

されて以来，11)様々な合成カチオン性脂質が開発さ

れている．9)現在市販されている遺伝子導入試薬の

大半が，カチオン性脂質をベースとしたものである

ことから，その有用性を伺うことができる．

先に述べたように，これらの人工遺伝子デリバ

リーシステムは，体内動態や細胞内動態を制御する

ことによって遺伝子送達効率を向上させる必要があ

るが，前述の機能性素子を単独若しくは複数組み合

わせて組み込んだデリバリーシステムが開発されて

いる．例えば，PEI にがん細胞への標的化のための

リガンドとしてトランスフェリン（Tf）を付与す

るとともに，polyplex の血中滞留性を向上させるた

めに PEG を修飾したものが開発されている．12)ま

た，カチオン性リポソームにインフルエンザウイル

ス由来の pH 応答性膜融合タンパク質ヘマグルチニ

ンを組み込むことで，エンドソーム脱出を促進した

lipoplex も報告されている．13)しかしながら，従来

の人工遺伝子デリバリーシステムは，ほとんどが

DNA/ポリカチオンと機能性素子の「単純な混合」

によって調製されたものであり，機能性素子がその

機能を十分に発揮できるような「トポロジー」を保

持できているか否かは定かではない．

人工遺伝子デリバリーシステムに搭載した多くの

機能性素子を適切なタイミングと場所において機能

させるためには，それらが機能を発揮可能な最適な

トポロジーを制御した形で，ナノサイズのデリバ

リーシステム上に搭載することが重要になる．しか

し，従来の人工デリバリーシステムは，デリバリー

システム調製時に機能性素子のトポロジーを制御し

適切な時間と場所で機能させることは不可能であっ

た．なぜなら，上述のように「単純な混合」では，

1 種類の機能性素子ですらその配置を意図的に制御

することは困難であるため，複数種の機能性素子を

ウイルスのように緻密に組み込むためには画期的な

構築方法が必要である．

ウイルスを考えたとき，例えばアデノウイルス

は，細胞表面に存在するレセプター coxsackie and

adenovirus receptor (CAR）とインテグリンに結合

するためのリガンド（ˆber）がウイルス粒子表面に

装備されており，それらが細胞表面に結合すること

でエンドサイトーシスが誘起され，細胞内に取り込

まれる．14)さらに細胞内に取り込まれたのち，ウイ

ルスの部分的崩壊によって遊離したカプシドタンパ

ク質 VI とエンドソーム膜との相互作用によって効

率よくエンドソーム脱出を行う．エンドソーム脱出

を果たしたアデノウイルスは，細胞内の微小管を利

用して核膜孔まで到達し，キャプシドを崩壊させる

ことにより，ウイルスゲノムを核内に導入すること

ができる．14)このように，ウイルスは核の中まで遺

伝子を送達する戦略（感染メカニズム）を実現し易

いように，高次な構造を有するとともに機能性素子

が緻密に配置されている．そのため，われわれはウ

イルスに学び，デリバリーの戦略の詳細を明確にす

ることによって，各素子が機能を発揮すべき時間と

場所が明らかとなり，それを実現するための機能性

素子の配置とトポロジーが精密に設計され，その設

計に基づいた確実な構築（パッケージング）がなさ

れるべきであると考え，人工遺伝子デリバリーシス

テムの新しいパッケージングコンセプトとして

Programmed Packaging を提唱している．15)

われわれの提唱する Programmed Packaging は，

3 つの要素から構成されている．すなわち，1) デ

リバリーシステムの体内動態及び細胞内動態の詳細

な解析に基づいた様々な障壁を突破するための戦略

の立案（Programming），2) 戦略の達成に必要な

新規な機能性素子の創製，並びに機能性素子の十分

な機能発揮に必要な 3 次元的配置を考慮したデリバ

リーシステムの設計（Molecular design），3) 高度

な設計を具現化するために新規技術を駆使したデリ

バリーシステムの構築（Packaging）である．一見

当たり前のように感じるかもしれないが，従来は戦

略・設計を具現化できるだけの構築技術が確立され

ていなかったため，実際に順序立てて開発された高

次な構造を有する「ウイルスのような」デリバリー

システムは皆無である．

3. 多機能性エンベロープ型ナノ構造体 MEND

われわれは，Programmed Packaging を実現する

ためには，デリバリーシステムの基本構造が重要で

あると考えた．多種類の機能性素子のトポロジー制

御が容易であり，送達されるべき積荷とキャリアー

が独立した構造が有利であると考えた．このような

観点からわれわれは，エンベロープ型ウイルスに着

目した．例えば，知名度の高いエンベロープ型ウイ
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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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ルスであるインフルエンザウイルスは，積荷である

ウイルスゲノムとデリバリー（感染）に必要な機能

（細胞への取り込みと細胞質への脱出）が独立して

いる．インフルエンザウイルスは，エンベロープ表

面に提示されているヘマグルチニン（HA）によっ

て細胞表面のシアル酸含有糖タンパク質等に結合

し，クラスリン介在性エンドサイトーシスによって

細胞内に取り込まれたのち，エンドソーム内 pH の

低下に伴いウイルスエンベロープとエンドソーム膜

との融合が誘起され，内部のリボヌクレオタンパク

質複合体（RNP）が細胞質に放出される．14)放出さ

れた RNP は，細胞内の核移送タンパク質であるイ

ンポーチンに認識され，核内に送達される．このよ

うに，エンベロープ型ウイルスであるインフルエン

ザウイルスは，細胞への取り込みとエンドソーム脱

出までをエンベロープが，核移行を内部キャプシド

が担っており，きちんと役割分担がされているた

め，高度で緻密な細胞内動態が可能になっていると

思われる．そのため，われわれは Programmed

Packaging の実現には，インフルエンザウイルスに

代表されるエンベロープ型ウイルスの構造が最適で

あると考えた．

このエンベロープ/コア構造を基本に，Fig. 2 に

示すような，ナノ粒子化された機能性核酸コア（プ

ラスミド DNA，アンチセンスオリゴ DNA，及び

siRNA など）を，脂質エンベロープ膜（リポソー

ム膜）によって包み込んだ人工のデリバリーシステ

ムを設計した．中心のナノ粒子コアは，その表面で

エンベロープ膜と相互作用しているが，強固な化学

結合を形成している訳ではなく，互いに独立してい

る．さらにエンベロープ膜は，種々の機能性素子

（例えば血中滞留性向上を目的とした PEG，標的化

を可能にする特異的リガンド分子，細胞への取り込

み促進を期待した細胞膜透過性ペプチド，エンド

ソームからの脱出促進を目的とした膜融合性素子な

ど）によって修飾されており，それらは送達戦略に

添った形で配置されている．また，ナノ粒子化コア

にも種々の機能性素子を修飾可能である．例えば，

核移行を促進するための核局在化シグナルペプチド

NLS や，細胞内・核内環境に応答してナノ粒子を

崩壊させるための環境応答性高分子などである．わ

れわれは，Programmed Packaging に基づいて設計

したこのデリバリーシステムを，多機能性を有して

おりエンベロープ構造からなるナノメートルサイズ

の人工構造体という意味を込めて「多機能性エンベ

ロープ型ナノ構造体：Multifunctional Envelope-

type Nano Device (MEND)」と命名した．16)

Programmed Packaging において，まず送達戦略

の立案（Programming）を行う訳であるが，Pro-

gramming 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

め重要である．われわれは従来の遺伝子デリバリー

システムと同様の経路であるレセプター介在性エン

ドサイトーシス経路と，通常のエンドサイトーシス

とは異なる経路（非エンドサイトーシス経路）を介

して遺伝子を送達する経路に基づいた戦略を立案し

た．

4. レセプター介在性エンドサイトーシス経路を

選択する MEND

レセプター介在性エンドサイトーシス経路は，ア

デノウイルスのようにデリバリーシステムの表面に

提示したリガンドを細胞表面の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（例えばエンド

ソーム破壊や膜融合）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．

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た．さら

に，Tf レセプターを介してエンドサイトーシスに

よって細胞内に取り込まれたのちのナノ粒子化コア
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Fig. 3. EŠect of N/P Ratio on Particle Size and Zeta Potential
Titration of PLL with DNA (closed circle); titration of DNA with PLL (open circle).
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のエンドソームからの脱出を，インフルエンザウイ

ルスのメカニズムを参考にエンドソーム膜とエンベ

ロープ膜との膜融合によって行うことを考えた．膜

融合によるエンドソーム脱出を可能にするために，

エンドソーム内の 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（WE-

AALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA ） を

機能性素子として採用した．GALA は，人工ペプ

チドであり，中性条件下ではランダムコイル状の立

体構造を有しているが，酸性条件下では配列中に豊

富に含まれるグルタミン酸がプロトン化されること

で疎水性の高い a へリックス構造を取るようにな

る．17)そのため，酸性条件下では脂質膜への親和性

が増大し，2 つの膜間の融合を促進すると考えられ

る．最後にエンドソームから細胞内に放出されたナ

ノ粒子化コアは，細胞分裂時の核膜消失・再構築に

伴って核内に取り込まれることで遺伝子発現が誘起

される．

この戦略を実現するために，Tf と GALA ペプチ

ドを搭載すること，さらに血中滞留性も付与するた

めに PEG を表面に修飾することを考慮して，PEG

先端に Tf を結合させ，さらにエンベロープ膜上と

PEG 先端に GALA を修飾した Tf/GALA-PEG-

MEND を設計した．これまでの検討から，GALA

ペプチドはコレステロール化によって脂質膜表面に

固定した状態でなければ，エンドソーム膜との効率

よい膜融合が誘起できないことを明らかにしている

ため，コレステロール化 GALA（Chol-GALA）を

エンベロープ膜に組み込んでいる．17)さらにエンベ

ロープ表面にある PEG の立体障害によって GALA

の機能発現が阻害される可能性を考慮して，Tf と

同様に PEG 先端に GALA を結合させている．

このような設計を実現するために，われわれは当

初，従来報告されていた構築方法を試みた．まずコ

アとなる核酸ナノ粒子であるが，リジンなどカチオ

ン性のアミノ酸を多く含む高分子が静電的相互作用

によって DNA をコンパクトに凝縮できる性質を利

用して，PLL などのポリカチオンを用いてプラス

ミド DNA を凝縮化することで調製した．このと

き，カチオン性を示すアミノ基とアニオン性のリン

酸基の量比（N/P 比）を目安として混合し，その

粒子径と表面荷電状態（ゼータ電位）を評価するこ

とで最適な条件を検討した．その結果，同じ N/P

比であっても，添加の順番によって生じる粒子の粒

子径が大きく異なることが明らかになり，正電荷の

小さい（100 nm 以下）粒子を得るためには，2.4 付

近の N/P 比においてカチオン（PLL）溶液にボル

テックス条件下でアニオン（プラスミド DNA）を

滴下しなければならないことを見い出した（Fig.

3）．16)ちなみに，逆の順番（アニオンにカチオンを

滴下）では，ゼータ電位は同じであるが非常に大き

い粒子径を有する粒子が得られる．このようにして

調製したナノ粒子を用い，エンベロープ膜への封入

を検討した．Cullis らは，界面活性剤で可溶化した

脂質ミセルから透析により界面活性剤を除去するこ

とで，PEG 修飾したカチオン性脂質からなるリポ

ソームにプラスミド DNA を封入する方法（界面活

性剤透析除去法）を確立していた．18)われわれは，

この方法を用いて，ナノ粒子化コアをリポソーム中

に封入することを試みたが，ナノ粒子化コアは全く

封入されなかった．恐らく，界面活性剤透析除去法

は，完全に可溶化した界面活性剤／脂質混合ミセル

（直径 10 nm 以下）を用いるため，柔軟性のあるフ

リーのプラスミド DNA を封入する方法としては適
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Fig. 4. Three Steps Involved in Constructing MEND by the
SUV-fusion Method
(1) DNA condensation with a polycation, (2) electrostatic interaction

of the charge SUVwith a DNA/polycation complex (DPC) and (3) lipid
coating of the DPC due to fusion of the SUVby detergent removal.

Fig. 5. Distribution of DNA and Lipids after Discontinuous
Sucrose Density Gradient Ultra-centrifugation of MEND
Prepared by SUV-fusion Method

Amounts of DNA (closed circle) and lipids (open square) were estimat-
ed by measuring the ‰uorescence intensities of FITC and rhodamine in each
fraction, respectively.
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しているのかもしれないが，50100 nm もの粒子を

封入するには不適であると思われた．そこで，ナノ

粒子のサイズに近い大きさを有し，界面活性剤を豊

富に含む膜融合性の高い小さいリポソームである

SUV19)に着目し，この SUVを意図的にナノ粒子

化コア表面に集合させたのちに近接した SUV同士

の膜融合を誘起すれば，MEND を構築可能なので

はないかと考えた（Fig. 4）．そこで，臨界ミセル

濃度 CMC 以下の界面活性剤（オクチルグルコシド）

を含み負電荷脂質と PEG 脂質からなる SUVと，

正電荷を有するナノ粒子を混合し，透析若しくは多

孔性ビーズによって界面活性剤を除去することで

SUVの膜融合を誘起し MEND を調製した．20)得ら

れた MEND をショ糖密度勾配超遠心分画法によっ

て分析したところ，軽い画分に脂質を多く含むピー

クがあり最も重い画分に DNA のみのピークが観察

され，25％と 40％の境界に脂質と DNA のピーク

が共存することが確認された（Fig. 5）．さらに 25

％と 40％の境界画分のサンプルの粒子径とゼータ

電位を測定したところ，155 nm で負電荷を帯びて

おり，さらに電子顕微鏡観察によって球状の形態が

確認されたことから，この画分に存在するものが正

電荷のナノ粒子化コアが負電荷脂質膜で封入された

目的の MEND であることが示唆された．20)この画

分に存在する DNA 量から，MEND への DNA の

封入率を換算したところ，およそ 30％であった．

恐らく，軽い画分の脂質は空のリポソームであり，

重いピークの DNA は封入されなかったナノ粒子で

あろうと思われる．このように，従来の界面活性剤

透析除去法では不可能であったが，新しい構築技術

を開発することで MEND の構築に成功した．われ

われは，この構築方法を SUV-fusion 法と命名し

た．20)

この方法によって構築した MEND に，Tf 及び

GALA を導入することで Tf/GALA-PEG-MEND

を完成させた．完成した MEND による遺伝子送達

能力を，ラベル化した DNA を用い共焦点レーザー

顕微鏡観察によって評価したところ，GALA を導

入していない場合にはすべてエンドソームに局在し

ており，細胞質へのナノ粒子化コアの放出は観察さ

れなかった．そこで，Chol-GALA を導入したとこ

ろ，エンドソームから細胞質へのナノ粒子の放出が

観察されたが，MEND が取り込まれている細胞の

約半数程度であり十分なものではなかった．PEG



hon p.7 [100%]

225225No. 2

による立体障害を考慮して GALA を先端に接合し

た PEG（PEG-GALA）を用いて構築した MEND

について同様の検討を行ったが，やはり半数程度し

かナノ粒子のエンドソーム脱出は観察されなかっ

た．そこで，両 GALA 誘導体を組み合わせて

MEND を構築し，エンドソーム脱出を検討したと

ころ，取り込まれているすべての細胞において

DNA ナノ粒子のエンドソームからの脱出が確認さ

れた．さらに，遺伝子発現活性を比較したところ，

GALA を導入していない MEND ではほとんど遺伝

子発現活性が観察されず，Chol-GALA 若しくは

PEG-GALA のみを導入した MEND では約 10 倍の

活性が観察された．興味深いことに，両 GALA を

導入した MEND の遺伝子発現活性は，GALA なし

の MEND の 100 倍の活性を示した．これらの結果

は，異なる構造的特徴を有する GALA 誘導体が

MEND 表面におけるトポロジーコントロールによ

って協同的に機能を発揮したためであることが示唆

された．

5. 通常のエンドサイトーシスとは異なる経路を

選択する MEND

われわれは，先に述べたように，Tf/GALA-

PEG-MEND のようにレセプター介在性エンドサイ

トーシス経路を介して DNA を核に送達するのでは

なく，通常のエンドサイトーシスとは異なる経路，

すなわち非エンドサイトーシス経路を送達戦略とす

る MEND の構築にも取り組んだ．

通常のエンドサイトーシスとは異なる経路を選択

するための機能性素子として，われわれは細胞膜透

過性ペプチド（CPP）であるオクタアルギニン R8

に着目した．CPP は HIV 由来の TAT ペプチド

（4860）や Antinapedia などが有名であるが，京都

大学の二木らは TAT ペプチドがアルギニンに富む

構造をしている点に着目して合成したポリアルギニ

ンペプチドも CPP として機能することを見い出し

た．21)二木らは種々の検討の結果，オクタアルギニ

ン（R8）が CPP として最も高い活性を有している

ことを見い出している．21)これら CPP の細胞への

取り込みメカニズムに関して近年活発な議論がなさ

れ，非エンドサイトーシス経路であるという説と通

常のエンドサイトーシスであるという説に分かれて

いた．しかし，最近 Wadia らや中瀬らによって

CPP の取り込みメカニズムは主にマクロピノサイ

トーシスであることが見い出された．22,23)マクロピ

ノサイトーシスは，通常のエンドサイトーシスと異

なり，ライソゾームによる分解を回避できる可能性

が高い．そこで，われわれは R8 ペプチドに着目

し，静電的な相互作用による細胞への高い親和性と

通常のエンドサイトーシスとは異なる取り込み経路

を期待して，R8 ペプチドを MEND の機能性素子

として採用した．これまでにカチオン性である R8

ペプチド及びステアリル化 R8 は，プラスミド

DNA と静電的相互作用によって複合体（ナノ粒子）

を形成すること，さらにそのナノ粒子は高い遺伝子

発現活性を有していることが明らかにされてい

た．24)この高い遺伝子発現活性は，R8 による非エ

ンドサイトーシス経路で取り込まれるためではない

かと考え，R8/DNA ナノ粒子の細胞内取り込みメ

カニズムを検討したところ，意外にもクラスリン介

在性エンドサイトーシスであった．25)しかしながら，

R8 ペプチド単独では非エンドサイトーシス経路で

取り込まれることから，R8 ペプチドの存在状態が

取り込み経路を決定するのではないかと考え，

MEND への修飾を想定して R8 を表面に修飾した

リポソームを用いて，細胞への取り込み経路につい

て検討を行った．上述のように，フリーのペプチド

については詳細に細胞取り込みメカニズムが解析さ

れていたが，数百 nm もあるナノ粒子（リポソーム）

表面に配置された R8 による取り込みメカニズムが

フリーのペプチドと同じであるか否かは不明であっ

た．検討の結果，R8 修飾リポソームの取り込み

は，クラスリン介在性エンドサイトーシスの阻害剤

であるショ糖では阻害されず，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のみ阻害

された．26)この結果から，R8/DNA 複合体とは異

なり，R8 修飾リポソームは通常のエンドサイトー

シス経路ではないマクロピノサイトーシスによって

取り込まれることが明らかになった．このことから，

R8 を表面に提示したナノ粒子の取り込みメカニズ

ムがフリーのペプチドと同じであることが明らかに

なり，CPP ペプチドの自由度が細胞取り込みメカ

ニズムの選択に重要であることが見い出された．

さらに興味深いことに，リポソームに修飾する

R8 の密度を 5％から 0.8％に下げると，R8 修飾リ

ポソームの取り込み経路が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に変わる
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Fig. 6. 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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ことが明らかになった．26)この結果は，従来議論が

分かれていた CPP ペプチドの取り込みメカニズム

に関する仮説に一石を投じるものである．すなわ

ち，用いるペプチドの濃度（特に細胞表面における

局所濃度）の違いによって，通常のエンドサイトー

シスが誘起される場合もあれば，マクロピノサイ

トーシスが誘起される場合もあった可能性が示唆さ

れ，そのために議論が分かれたことが推察される．

今後，厳密に条件を揃えた実験を行うことで，従来

の議論に結論が得られるだろう．

これらのことから，R8 のような機能性素子は，

単にキャリアーに付与するだけではなく，そのトポ

ロジー（存在形態や密度など）をコントロールする

ことが重要であり，Programmed Packaging に欠く

ことのできない要素であることが明らかになった．

これらの結果に基づき，R8 を 5％以上表面に提示

した R8 修飾 MEND (R8-MEND）を設計した．

R8-MEND の構築は，上述の SUV-fusion 法とは

異なる構築方法を用いることにした．なぜなら

SUV-fusion 法の DNA 封入効率は 30％程度であ

り，マクロピノサイトーシスで取り込まれるためサ

イズを小さくする必要がなく，標的化などを考慮す

る必要もない R8-MEND においては，より封入効

率の高い構築方法が適しているためである．そこ

で，われわれはナノ粒子コアと脂質膜との静電的相

互作用をベースにした脂質膜水和法を考案した．16)

脂質膜水和法は，大きく分けて 2 つのステップから

構成されている（Fig. 6）．最初のステップでは，

プラスミド DNA などの核酸をポリカチオンとの静

電的相互作用によって荷電を有するナノ粒子（100

nm 以下）とする．上述のように小さくて正電荷を

有するナノ粒子を調製する場合には，N/P 比 2.4

付近において PLL などポリカチオンにプラスミド

DNA を添加する．次のステップでは，調製したナ

ノ粒子の懸濁液を脂質乾燥薄膜に添加し，脂質膜を

十分に水和させるとともに，負電荷脂質を含む脂質

膜と正電荷ナノ粒子の静電的な結合を促す．その

後，水槽型超音波照射装置によって穏やかな超音波

処理を施す．この超音波処理によって，脂質薄膜に

結合しているナノ粒子が脂質膜でコートされ目的の

MEND が得られると考えている．上述の SUV-fu-

sion 法は，透析操作などを経るため調製に手間と

時間を要するが，脂質膜水和法では超音波処理も

30 秒程度で十分であるため，短時間で非常に簡便

に調製することが可能である．得られた MEND 懸

濁 液 に 機 能 性 素 子 で あ る ス テ ア リ ル 化 R8

(STR-R8）を全脂質量の 5 mol％相当量を添加する

ことで，STR-R8 の疎水性側鎖（ステアリル基）が

MEND の脂質エンベロープに挿入され，膜表面に

R8 ペプチドが提示された R8-MEND が得られる．

脂質膜水和法によって得られた MEND が，はた

してプラスミド DNA を高効率で封入できているか



hon p.9 [100%]

227

Fig. 7. Distributions of DNA and Lipids after Discontinuous
Sucrose Density Gradient Ultra-centrifugation of MEND
Prepared by Lipid Film Hydration Method, and Increment
in Fluorescence Intensities of FITC after Solubilization of
Each Fraction

Amounts of DNA (open circle) and lipids (closed circle) were estimated
by measuring the ‰uorescence intensities of FITC and rhodamine in each
fraction, respectively. The increment in ‰uorescent intensity of FITC is
shown as a ratio before/after the solubilization.

Fig. 8. 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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否かを確かめるために，ショ糖密度勾配超遠心分画

法によって分析したところ，ヘテロではあるもの

の，画分 5, 8, 10 に DNA と脂質の共存が観察さ

れ，またこれらの画分において FITC 蛍光ラベル化

DNA とローダミン蛍光ラベル化脂質との間で蛍光

エネルギー移動（FRET）が観察された（Fig. 7）．

また得られた MEND の粒子径は 300 nm 前後であ

りゼータ電位は負であった．さらに，位相差凍結電

子顕微鏡によって観察したところ，球状の形態を有

しており，さらにコア／シェル構造を有しているこ

とが確認された．電子顕微鏡写真からシェル（脂質

エンベロープ）は複数枚重なって存在していること

が確認された．これらのことから，脂質膜水和法に

よって目的とする MEND が構築できていることが

明らかとなった．このときの DNA の封入率を計算

した結果，70％超える高い値であることが明らかに

なり，SUV-fusion 法で問題となった封入率を改善

することができた．16)また，脂質膜水和法では超音

波処理を施すため，DNA が損傷してしまう可能性

が懸念されたが，得られた MEND をアガロースゲ

ル電気泳動によって評価した結果，ほとんど損傷し

ていないことが明らかになった．16)恐らく，ポリカ

チオンによってナノ粒子化していることと，脂質膜

によるコーティングが非常に早く起こるために，超

音波による損傷から保護されているのではないかと

考えている．

R8-MEND によるトランスフェクション活性を，

最強のウイルスベクターであるアデノウイルスと比

較した．その結果，Fig. 8 に示すようにアデノウイ

ルスは高い投与量（1×105 particles/cell）において

非常に高い遺伝子発現活性を示した．一方，R8-

MEND の遺伝子発現活性も非常に高く，アデノウ

イルスとほぼ同等のものであることが明らかになっ

た．また，このときには全く細胞毒性を示さなかっ

た．15)

このように，R8-MEND は培養細胞系において高

い遺伝子発現活性を示したことから，生体への遺伝

子送達能を有することが期待されたため，in vivo

への応用として皮膚毛包への局所投与による機能性

遺伝子の導入を試みた．実際に R8-MEND によっ

て皮膚毛包に遺伝子を送達することが可能であるか

否かを確かめるため，レポーター遺伝子である

LacZ プラスミド DNA を封入した R8-MEND を調

製し，毛を刈ったマウスの背中に塗布することで投

与した．R8-MEND を皮膚に投与 2 週間後に毛幹を

顕微鏡観察した結果，b-gal の陽性像が毛幹に観察

された．15)また，蛍光タンパク質 GFP プラスミド

DNA を R8-MEND に封入し，同様にマウス皮膚に

投与したところ，2 週間後の毛幹に GFP の蛍光が
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観察された．15)恐らく，毛孔上部に存在する幹細胞

に R8-MEND が取り込まれ，その幹細胞が毛包内

奥に移動したのち，毛包細胞及び毛幹へと分化する

ことによって，R8-MEND に封入された遺伝子の産

物（b-gal 及び GFP）が毛幹中に観察されたのでは

ないかと推察している．さらに，このときの遺伝子

導入効率を，LacZ プラスミド DNA を用いて市販

の遺伝子導入試薬である Lipofectamine (LFN）と

比較したところ，LFN の遺伝子導入効率はほぼゼ

ロであったのに対して，R8-MEND の遺伝子導入効

率は約 25％を示し，LFN と比較して高い遺伝子導

入能を有することが明らかとなった．15)これらのこ

とから，R8-MEND を皮膚に局所投与することで，

皮膚毛包細胞に効率よい遺伝子導入が可能であるこ

とが明らかとなった．

次に，レポーター遺伝子ではなく生理的な機能性

を有する遺伝子の導入を試みた．ノックアウトマウ

スの作成実験から，Born morphogenetic protein

(BMP）の受容体（type-1 a）をコードする遺伝子

（Bmpr1a）が毛成長と毛孔の形成に重要な役割を果

たしていることが見い出されており，27)われわれは

この Bmpr1a 遺伝子を皮膚毛包に送達することによ

って，毛成長に影響を及ぼす生理作用を発現できる

のではないかと考え，Bmpr1a プラスミド DNA を

R8-MEND に封入しマウスの皮膚に投与した．投与

2 週間後に観察したところ，増毛効果は得られなか

ったが，皮膚組織切片を解析した結果，GFP プラ

スミド DNA 封入 R8-MEND（コントロール）を投

与した皮膚では通常の皮膚と同様に毛包が皮膚上部

に移動しており毛周期が退行期後期から休止期にあ

るが，Bmpr1a プラスミド DNA 封入 R8-MEND を

投与した皮膚では投与前の皮膚のように皮膚深部に

毛包が留まっていることが認められ，毛周期は成長

期後期から退行期初期であることが示唆された．15)

すなわち，毛包細胞への R8-MEND による Bmpr1a

プラスミド DNA の送達によって毛周期が遅延した

ことが明らかになった．このことから，R8-MEND

によって生体に導入された機能性遺伝子が，その生

理活性を発揮できることが明らかになった．したが

って，R8-MEND は局所投与による遺伝子治療の

ツールとして高い可能性を有していることが明らか

になった．

6. 機能性核酸キャリアーとしての R8-MEND

高い機能性を発揮できる R8-MEND は，遺伝子

の発現だけではなく，特異的遺伝子の抑制ツールで

あるアンチセンスオリゴ DNA (ODN）及び siRNA

のキャリアーとしても期待される．しかし，ODN

は一本鎖で短く（20 b 前後），siRNA も 20 bp 程度

の短い二本鎖 RNA であるため，プラスミド DNA

と同様に効率よく MEND にパッケージ可能である

かどうか不明であった．そこで，3 種のポリカチオ

ン（PLL, STR-R8 及びプロタミン）を用い，まず

は ODN のナノ粒子化を検討した．その結果，3 種

のポリカチオンすべてによって 100 nm 以下のナノ

粒子を調製することに成功した．さらに ODN ナノ

粒子を MEND にパッケージするために lipid ˆlm

hydration 法を行ったところ，3 種のナノ粒子をす

べて R8-MEND に封入することに成功した．28)封入

効率は，80％以上であり非常に高いものであった．

一方 siRNA では，100 nm 以下（約 60 nm）のナ

ノ粒子化が可能であったのは STR-R8 のみであり，

PLL 及びプロタミンでは 200 nm 以上の大きな粒子

しか得られなかった．siRNA ナノ粒子をコアとし

て MEND への封入を試み，ショ糖密度勾配分画に

より評価した結果，STR-R8/siRAN 複合体の場合

においてのみ従来の MEND と同様の比重を有した

ものが得られたが，PLL 及びプロタミンの場合に

は空のリポソームと同様の画分に siRNA が確認さ

れたことから，STR-R8 によって調製したナノ粒子

のみが MEND に封入可能であることが明らかとな

った．29)ポリカチオンに依存したナノ粒子化の成否

を左右する構造的因子として，STR-R8 の疎水基

（ステアリル基）及び他のポリカチオンよりも短い

カチオン鎖が考えられ，siRNA ナノ粒子化の過程

において有利に働いている可能性がある．また，プ

ラスミド DNA や ODN のナノ粒子化と大きく異な

る理由としては，DNA が A 型，B 型，Z 型などい

くつかの立体構造を取り得るのに対して，RNA 二

本鎖は A 型に偏っている（構造の自由度が低い）

ことが可能性として考えられ，siRNA のナノ粒子

化は DNA とは異なり，いくつかの条件を満たす必

要があることが示唆された．

3 種のポリカチオンによって調製した R8-MEND

による特異的遺伝子抑制効果を比較した結果，

ODN-R8-MEND の場合，PLL/ODN 複合体及び
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Fig. 9. Silencing EŠect of R8-MEND Encapsulating Anti-luciferase siRNA on the Luciferase activity of HeLa Cells Stably Expressing
Luciferase

A) Time-dependent silencing eŠect of R8-MEND. R8-MEND (30 pmol/well siRNA) was transfected to HeLa cells (4×104 cells), and the luciferase activities
were measured at 8 h, 16 h, 24 h and 48 h after transfection. B) Dose-dependent silencing eŠect of the R8-MEND. Various amounts of R8-MEND were transfected
to HeLa cells (4×104 cells) and the luciferase activity was measured 24 h after transfection. Relative gene silencing was calculated by normalizing to cells treated
with non-speciˆc (anti-GPF) siRNA. The values are the mean±S.D. (n＝3). The values of time- and dose-dependent silencing eŠects were statistically signiˆcant
against the values at 8 h and 3.75 pmol/well, respectively (p＜0.05). In addition, statistical signiˆcance was also recognized between the value at 7.5 pmol/well and
the values at 15 and 30 pmol/well (p＜0.05).
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STR-R8/ODN 複合体を用いて調製した R8-MEND

は，ほとんどアンチセンス効果を示さなかった．一

方，プロタミン/ODN 複合体を含む R8-MEND

は，非常に高いアンチセンス効果を示した．市販の

トランスフェクション試薬である LFN2000 と比較

した結果，LFN2000 によるアンチセンス効果は，

時間とともに減弱していくのに対して，ODN-R8-

MEND に（プロタミン）よるアンチセンス効果は

48 時間まで持続するものであった．28)

一方，siRNA-R8-MEND（STR-R8）の特異的抑

制効果をルシフェラーゼ安定発現細胞株を用いて検

討した結果，投与量と時間に依存して高い抑制効果

を示した（Fig. 9）．29) LFN 2000 と抑制効果を比較

した結果，本来のルシフェラーゼの活性を 100 とし

たとき，抗ルシフェラーゼ siRNA 封入 R8-MEND

は強力な抑制効果を示したが，LFN 2000/抗ルシフ

ェラーゼ siRNA 複合体による有意な抑制効果は認

められなかった．対照となる抗 GFPsiRNA の場合

において LFN2000 処理細胞では，本来のルシフェ

ラーゼ活性が 5 倍以上に増大していることが明らか

となった．そのため，LFN2000/抗 GFPsiRNA 複

合体処理群と比較すると，LFN2000/抗ルシフェ

ラーゼ siRNA 複合体処理群は有意にルシフェラー

ゼ遺伝子を抑制していると言える．恐らく，

LFN2000 はなんらかの作用によって非特異的に遺

伝子の発現を増強しているのではないかと推察され

た．一方，抗 GFPsiRNA 封入 R8-MEND 処理細胞

においての活性の有意な増大は認められなかった．

細胞毒性を比較した結果，LFN2000 は有意な毒性

を示したのに対して，R8-MEND は全く毒性を示さ

なかった．29)したがって R8-MEND は，非特異的な

遺伝子発現増強や毒性などの副作用を示すことなく

強力に遺伝子抑制効果を発揮できることから，特異

的遺伝子抑制のための有用なツールとして期待され

る．

7. 非分裂細胞の核膜を突破可能な MEND

上述のように R8-MEND は高い遺伝子送達能を

有することが明らかになったので，遺伝子導入が困

難であると言われている樹状細胞に対して R8-

MEND による遺伝子導入を試みた．その結果，得

られた遺伝子発現活性は予想以上に低く，バックグ

ラウンドレベルとほぼ同程度であった．この原因を

明らかにするために，蛍光ラベル化した DNA を封

入した R8-MEND を用いて，樹状細胞内における

MEND の細胞内動態を検討したところ，細胞内に

は非常に多くの DNA が取り込まれていることが確

認された．しかしながら，核内には全く DNA の蛍

光シグナルは観察されず，このことから R8-MEND

は細胞内には非常に効率よく取り込まれるが，核内

には遺伝子を送達できないため遺伝子発現の誘導が

困難であることが明らかになった．これまでに示し

てきたデータは，すべて分裂細胞を用いた実験であ
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Fig. 10. Schematic Image of Artiˆcial Nuclear Transfer by
NLS-DMEND

After internalization of NLS-DMEND, NLS on the surface of the
MEND should be recognized by importin in the cytoplasm. NLS-DMEND
then binds to the NPC via the NLS/importin complex. Finally, the lipid
membrane of NLS-DMEND is disrupted, and the condensed DNA particle is
drawn into the nucleus.
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ったため，細胞分裂時に核膜が消失することでプラ

スミド DNA を核内に送達できていたが，樹状細胞

は非分裂細胞であり核膜が消失しないため，R8-

MEND は核膜を突破できなかったことが推察され

た．そこで，非分裂細胞の核内にも外来遺伝子を送

達可能な MEND を開発することを試みた．核膜を

積極的に突破するためには，核膜孔複合体

（nuclear pore complex: NPC）を介する送達戦略し

かないと考え，アデノウイルスの感染メカニズムを

参考にした戦略を立案した．アデノウイルスは，エ

ンドソームから脱出したのち，核表面の NPC に結

合し，キャプシド構造を崩壊させ内部に封入してあ

るウイルスゲノムのみを核内に送り込む．14)そのた

め，ウイルスの大きさが NPC の直径（約 40 nm）

より大きくても，核内に遺伝子を送達することがで

きる．MEND は NPC と比較してアデノウイルス

以上に大きいため，そのまま NPC を透過すること

が不可能であるので，われわれはアデノウイルスを

参考に MEND 内部の核酸ナノ粒子のみを NPC 透

過によって核内に送り込む戦略を立案した．しかし

ながら，従来の PLL を用いたナノ粒子は 100 nm

程度の大きさを有しており非常に硬い構造をしてい

るため，NPC を透過することができないことが容

易に予想された．そこで，柔軟性の高いプロタミ

ン／核酸複合体であれば，NPC を透過できるであ

ろうと考え，プロタミンを用いたナノ粒子をコアと

して用いることとした．30)さらに MEND が NPC

に特異的に結合できるために，SV40 由来の核局在

化シグナル（NLS）ペプチドを機能性素子として

用い，細胞質において表面に提示できるような構造

の MEND をデザインした．すなわち，2 枚の膜構

造を有し，膜融合などによって外側の一枚を脱ぎす

てたのち，残った 1 枚の脂質膜表面上に提示された

NLS によりインポーチンと相互作用し，インポー

チンとの複合体として NPC に辿り着く．その後，

インポーチン/NLS 複合体が NPC を通って核内に

移動することに伴い，MEND の脂質膜が崩壊し，

柔軟性の高い核酸ナノ粒子が NPC を通って核内に

移行する戦略である（Fig. 10）．この戦略とデザイ

ンを実現するために，新たな構築技術を開発した．

すなわち，小さい一枚膜リポソーム SUV をナノ粒

子表面に静電的相互作用によって集積させ，酸性化

などによって刺激を与えることで隣接する SUV 同

士の膜融合を誘起し，2 枚膜構造の MEND を構築

するのである．このとき，SUV に NLS をあらかじ

め組み込んでおくことにより，最終的な MEND の

1 枚目及び 2 枚目の脂質エンベロープ表面に NLS

を提示することができる．このようにして構築した

NLS 修飾 2 枚膜 MEND（NLS-DMEND）を樹状細

胞に投与したところ，R8-MEND では全く核内に遺

伝子を送達できなかったのに対して， NLS-

DMEND を投与した細胞では，核内に蛍光ラベル

化 DNA の大きなシグナルが観察された．31)このこ

とから，NLS-DMEND によって核内に遺伝子が送

達可能であることが明らかになった．この NLS-

DMEND による DNA の核移行は細胞のエネル

ギー代謝阻害剤によって完全に抑制されたことから，

NLS-DMEND による DNA の核内移行がエネル

ギーに依存したものであることが明らかになり，イ

ンポーチンなどの細胞内システムを利用したもので

あることが示唆された．31) さらに，NLS-DMEND

投与した樹状細胞における外来遺伝子（ルシフェ

ラーゼ）発現活性を検討したところ，R8-MEND 投

与細胞の 100 倍もの高い活性を示すことが明らかに

なり，このことからも樹状細胞の核内に NLS-

DMEND によって外来遺伝子が送達されたことが

強く示唆された．31)このようにわれわれは，

Programmed Packaging に基づき，アデノウイルス
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の感染メカニズムを参考にした戦略を立案し，

NLS を表面に配置した NLS-DMEND を設計し，

設計に基づいた新しい構築方法によって非分裂細胞

において核内に外来遺伝子を送達可能な NLS-

DMEND を構築することに成功した．

8. おわりに

以上紹介したように，われわれは非常に高い機能

性を有している様々な MEND の開発に成功した．

しかしながら，例えば R8-MEND はプロトタイプ

であり，第 7 項で述べたように非分裂細胞に対して

は遺伝子送達能を発揮できない．そのためアデノウ

イルスの感染メカニズムを参考にして，非分裂細胞

の核内に遺伝子送達可能な NLS-DMEND が生まれ

たのである．このように，現在の MEND は完璧な

ものではなく，機能性を発揮することが困難な条件

は今後も明らかになると思われる．重要なのは，問

題が明らかになったとき，いかにしてその問題を解

決するかである．そのため，MEND の細胞内動態

解析とそれを反映した Programmed Packaging を

行うことによって，様々な場面で高い能力を発揮で

きる MEND を開発できると考えている．また，実

用化のためには，製剤化（均一で安定した MEND

の開発）を行わなければならない．今後，実用化を

も視野に入れて MEND の機能性向上と新たな構築

方法の開発に取り組んで行きたい．
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