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In the 21st century the category of biomedicine is now expanding from low-molecular drugs to recombinant pro-
teins, antibodies, and nucleic acids (e.q., siRNA and plasmid DNA). In this era also, development of a novel
nanotechnology to control intracellular tra‹cking is highly desired. For a promising gene therapy, an e‹cient nuclear
delivery vector is a minimum requirement. Quantitative and mechanism-based information on diŠerences in transfection
e‹ciency between viral and non-viral vectors would be highly useful to improve the eŠectiveness of non-viral vectors. In
this review, we will summarize our recent progress in quantitative comparison and underlying mechanisms of the in-
tracellular tra‹cking between adenovirus vectors and plasmid DNA (pDNA) transfected by non-viral vectors. Our
analysis has revealed that poor post-nuclear delivery events, as well as the nuclear delivery process itself are key processes
to focus on. Especially, less eŠective transcription and translation are most likely due to poor nuclear decondensation
and excess electrostatic interaction between mRNA and the gene carrier, respectively. Meanwhile, we have developed a
multi-functional envelope-type nano device (MEND), in which the pDNA/polycation core is encapsulated in the lipid
bilayers. Based on feedback information concerning the rate-limiting processes of gene carriers, we controlled the num-
ber of lipid envelopes to enhance the decoating of encapsulated pDNA from the envelope structure. As an expanded ap-
plication of this concept, we have developed a tetra-lamellar MEND (TMEND), which is designed to overcome the en-
dosome and nuclear membranes by step-wise membrane fusion.
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1. はじめに～科学と薬学の変遷～

薬学の歴史を振り返ると，劇的に発展した転換期

の 1 つに 19 世紀を挙げることができよう．1805

年，ドイツの薬剤師ゼルチュルナーが初めて阿片か

らモルヒネの抽出・結晶化に成功し，その後，多く

の薬学者により様々な動物や植物から有機化合物が

抽出される時代になった．また，1806 年にベリセ

リウスらによって名称が提唱された「有機化学

（Organic chemistry）」もこの時代に大きく発展した．

1850 年前後にはヴェルツやホフマンらによってア

ンモニア，アミンの発見がなされ，それに引き続

き，ケークレやクーパーらによって「原子価」理論

が提唱されている（1858 年）．さらに，2 重結合

（ブラウン；1864 年），ベンゼン環（ケークレ；

1866 年）などの化学構造が提唱されることにより，

分子構造論の基礎が確立された．多くの化学者の興

味が有機化合物の合成に向けられるとともに，合成

された有機化合物を医薬へと利用する試みがなされ

てきた．いわゆる，合成医薬品の出現である．ブラ

ントンにより亜硝酸アミルが狭心症に適応（1868

年）されたのを皮切りに，抱水クロラールの睡眠薬

としての有用性（リープライヒ，1869 年）や，ア

セチルサリチル酸（アスピリン）の解熱鎮痛剤とし

ての優れた効果（ドレッサー，1899 年）が見い出

されている．また，パストゥールによってなされた
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微生物（酵母）の発見（1857 年）や低温殺菌法の

開発（1865 年），さらにはワクチン開発（1880

1885 年）も，19 世紀後半になされた偉業として挙

げることができよう．

一方で，20 世紀は，分子生物学が誕生し，疾患

の原因が分子レベルで解明される時代となった．

1953 年 4 月，ワトソンとクリック（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

なった．また，1960 年代後半，アーバー，スミス

らによってなされた制限酵素の発見や，1980 年代

にマリス（1993 年ノーベル化学賞受賞）によりな

された polymerase chain reaction (PCR）反応の発

明は，遺伝子クローニング技術を始めとした分子生

物学の基盤技術となり，本分野の大きな発展をもた

らした．これまでに多くの酵素やホルモンが高分子

医薬品として開発されてきたが，その初期のものは

動物，植物，微生物から精製されたものであった．

ヒト以外の生物からの精製タンパクは抗原性が大き

な問題であったが，このような問題点を解決したの

が，遺伝子組換え技術によるヒト型タンパク質の大

量生産技術である．現在では，インスリンや成長ホ

ルモンなどが製品化されている．また，1975 年頃

にマウスモノクローナル抗体作製技術が確立され，

抗体を利用した分子標的薬の開発が進んだ．初期の

ものは治療効果は低く，抗体医薬開発は一次低迷し

たが，ヒト化抗体の開発により，抗体医薬は現在の

ブロックバスターの大部分を占めるほどの大きな成

功を収めている．また，1987 年には，欠損してい

る遺伝子を補足する遺伝子治療研究の先駆けとし

て，外来プラスミド DNA そのものを細胞内に導入

する技術が報告されている．

21 世紀に入り，さらに既存の概念を覆す研究が

次々と報告されている．その 1 つとして，ファイ

アーやメロー（2006 年ノーベル医学生理学賞受賞）

らのグループにより 2000 年前後に発見された

RNA interference (RNAi）が挙げられよう．これ

は相補的な 2 本鎖からなる短鎖 RNA により引き起

こされる現象であり，アンチセンス鎖と相補的な配

列を有する mRNA を特異的に切断することで，特

定のタンパク発現レベルを抑えることが可能とな

る．本現象の発見は，RNA の存在意義に関して大

きなパラダイムシフトを起こしており，従来から捉

えられてきたセントラルドグマの中間体としての

mRNA から，分化調節・がん化に係わる中心的な

機能分子としての microRNA（miRNA）へと，そ

の生理的意義の議論は大きな広がりをみせている．

折りしも，2003 年にはヒトゲノムの解読が完了

し，本配列情報はバイオインフォマティクスの発展

とともに，新規遺伝子の同定に大いに役立つものと

期待されている．特に，数万から数十万という膨大

な種類の細胞内遺伝子発現レベルを一度に解析でき

るマイクロアレイ技術は，疾患に関連する遺伝子・

miRNA を網羅的に探索することを可能とする．欠

損遺伝子を補足可能な遺伝子治療や特定の遺伝子を

ノックダウン可能な siRNA は，これらバイオイン

フォマティクスから得られる情報を治療へと発展さ

せる上でも有用であり，また，がんなどの疾患の

「個性」にも対抗可能な有力な次世代医薬として大

きな期待がかかる．

以上のように，1950 年代に幕を開けた分子生物

学の劇的な変遷に伴い，バイオ医薬は従来からの低

分子化合物だけでなく，抗体やサイトカイン，遺伝

子，核酸などの多岐にわたる高分子へと広がりをみ

せており，大きなパラダイムシフトが起きていると

いっても過言ではない．

ドラッグデリバリーシステム（Drug Delivery

System; DDS）の概念は 1970 年頃から提唱されて

おり，初期研究においては薬物放出制御が中心的な

目的であったが，現在ではその概念はより広く捉え

られており，薬物の投与部位から血中への吸収改善

を目指した「生体膜・生体組織バリアの克服」や，

積極的な病巣部位への薬物輸送を目指した「標的指

向性の付与（ターゲッティング）」，さらに，化学修

飾などによる「副作用の回避」などもその目的とし

て含まれるようになった．

さらに，現在，バイオ医薬の高分子化に伴い，

DDS 研究も，大きな転換期を迎えていると考えら

れる．

2. DDS の新たな課題細胞内動態制御

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 DDS の構築が不可欠であ

る．抗がん剤などは脂溶性に富んだ低分子薬物であ

る．したがって，これら薬物は，リポソームなどの
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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，自発的に細胞内に取り込まれて薬

効を示すことができる．一方で，高分子において

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．特に，遺伝子・siRNA など

の核酸医薬は高い負電荷を帯びた高分子であり，細

胞表面の負の表面電荷との反発をうけるために細胞

内への取り込みは低い．したがって，細胞膜の突破

が第一の関門となる．さらに，送達させる高分子に

よって，細胞内の送達させるべきオルガネラを考慮

する必要がある．例えば，siRNA は，細胞質に存

在するアクセプタータンパクである RNA-induced

silencing (RISC) complex に認識させる必要がある.

一方，プラスミド DNA を送達する遺伝子治療にお

いては，転写を受ける部位である核まで送達させる

必要がある．このように，従来の低分子薬物におい

て，個々の薬物の作用機序を考慮した体内動態制御

（臓器標的化）が必要であったように，遺伝子・核

酸などの高分子医薬においては，それらの作用メカ

ニズムを考えて特定のオルガネラに輸送するための

細胞内動態制御（オルガネラ標的化）が新たな重要

な課題となる．

3. 細胞内動態解析に基づく人工ベクターにおけ

る律速段階の同定

われわれはこれまで，遺伝子治療用ベクターの開

発を主な研究として展開してきた．遺伝子治療用ベ

クターを開発する上では，エンドソーム膜や核膜な

どの生体膜や，細胞質における DNase, RNase など

の分解酵素を主とする様々な生体内バリア（セルバ

リア）を突破し，最終的な転写部位である核まで遺

伝子を送達する必要がある．これらのバリアを突破

するためには，性質や機能の異なる素子を 1 つのナ

ノ粒子に搭載することが極めて重要である．ウイル

スは，長年の進化と淘汰を経る中で，これらのセル

バリアを突破するための様々な機能を獲得してい

る．さらに，これらを 1 つのナノ粒子内に効率よく

搭載した究極的な構造体と言える．実際，遺伝子ベ

クターはウイルスベクターと人工ベクターの 2 種に

分類されるが，現在の臨床試験の多くはウイルスベ

クターを用いたものである．1)この原因は主に，「ウ

イルスベクターのほうが人工ベクターよりも発現効

率が高い」ことに起因する．一般的にこのことが認

知されてから長い年月が経過しているが，なぜ人工

ベクターの効率は劣っているのか？ この疑問に対

する答えはブラックボックスであった．この大きな

要因として，遺伝子の細胞内動態の定量法自体が確

立されていなかったことが挙げられる．そこで，細

胞内動態を解析する新たな方法として，われわれ

は，共焦点レーザー顕微鏡を用いて，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た．2)蛍光ラベルした遺伝子

を細胞内に導入した際，時間の間はクラスターとし

て検出される．3)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蛍光により

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を

開発した（Fig. 1）．われわれはこの方法を Confo-

cal Image-assisted 3-Dimensionally Integrated Quan-

tiˆcation (CIDIQ）法と名付けている．本方法を用

いることにより，単一細胞レベルで遺伝子のオルガ

ネラ局在分率についての情報を得ることができる．

また，RealTime PCR を用いて求めることが可能な

遺伝子のコピー数に関する情報を統合することで，

細胞内動態で考慮すべきエンドソーム，核オルガネ

ラに存在する遺伝子量をコピー数として算出するこ

とができる．本方法を用い，われわれは，人工ベク

ターとウイルスベクターの代表として，カチオン性

リポソームを用いた市販の試薬「Lipofectamine

PLUS（以下，LFN と記載）」とアデノウイルスベ

クターを選び，両者の細胞内動態比較を行った．4)

最適化された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

時間における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．一方，RealTime PCR に

より投与量をマーカー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，人工ベクター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．4)

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，単位コピーあたりの発現活性を向上

させる必要がある．したがって，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，人工

ベクターを開発する上で有用である．本研究を開始

した当初，このような 34 桁にも及ぶ遺伝子発現効
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Fig. 1. Quantitative Analysis Method for the Intracellular Distribution of pDNA

Fig. 2. Quantitative Comparison of Intracellular Distribution between Lipofectamine PLUS (LFN) and Adenovirus
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率の差は，細胞内動態の違いから生まれると考えて

研究を進めてきた．しかし，全貌がみえてくるにつ

れ，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数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（Fig. 2）．4)

以上，上記の解析結果より，効率的な非ウイルス

ベクターを開発するためには，遺伝子を核に送達し

た後の効率を考慮する必要があるということが明ら

かとなった．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，特に，非分裂細胞に

おける遺伝子導入においては，核膜が大きな障壁と

なることが示されていることからも（後述），両者

をともに制御することが極めて重要となる．

4. 人工ベクターの細胞質輸送機構の解明

上記のように，当初の予想に反して，人工ベク

ターの核送達効率は，アデノウイルスと比較して若

干劣るものの，大きな差はないことが明らかとなっ

た．一方，細胞質中におけるプラスミド DNA の拡

散係数は極めて低いという報告もあることから，5,6)

細胞質内における遺伝子の動きの制限が核輸送を考

える上で大きなバリアとなると考えられてきたこと
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Fig. 3. Microscope Setting to Demonstrate the Multi-color Real-time Imaging

Fig. 4. Particle Tracking of R8-modiˆed Liposome (R8-Lip) and Adenovirus
p＜0.01＝Mann-Whithey test.

1549No. 11

も事実である．

細胞内における遺伝子の微小管輸送や，小胞輸送

ネットワークに沿った輸送を追跡するためには，オ

ルガネラとの多重染色に基づいて，リアルタイムに

その動態を追跡することが必要である．われわれ

は，マルチカラーかつリアルタイムなイメージング

システムを構築し（Fig. 3），人工ベクターの細胞

質輸送機構に関してアデノウイルスと比較しながら

解明を試みた．7)その結果，人工ベクターにおいて

も，アデノウイルスと同様，微小管に沿って直線的

な動きをしていることが観察された．また，直線的

な動きに着目した際，核周辺方向へ向かって移動す

るものや，細胞質膜方向に移動したりするものが観

察された．また，サイズ依存性も認められ，活発な輸

送をうけるものは，小さな粒子に限定していること

も明らかとなった．さらに，細胞内における運動性

を定量的に比較するために，Mean square displace-

ment (MSD）を求め，直線的な輸送に対する速度

を算出した結果，アデノウイルスと比較して人工ベ

クターのほうが移動速度が遅いことが明らかとなっ

た（Fig. 4）．この微小管輸送機構を明らかとする

ために小胞を染色し，人工キャリアとのリアルタイ

ムイメージングを行った結果，アデノウイルスにお

いては，小胞体から脱出した形で微小管輸送を受け

ているのに対し，人工ベクターでは主に輸送小胞内

に包まれた状態で，微小管輸送をうけていることが

明らかとなった．
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5. 核移行後の発現効率差を生み出すメカニズム

の解明

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．そこで，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，核まで

送達した遺伝子 1 コピーあたりの発現効率（以下，

「核移行後発現効率」と記載）の差における，転写

効率と翻訳効率の寄与を分離評価することを試みた．

mRNA の発現量を遺伝子の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，また，タ

ンパク発現量を 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

RealTime RT-PCR によって求め，上記の値を求め

た結果，3 桁の核移行後発現効率の違いのうち，1

桁分は転写，2 桁分は翻訳過程に寄与することが明

らかとなった．8)

われわれは，まず，大きく分けて 2 つの仮説をた

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，ウイルスゲノムにコードされて

いる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 つ目の可能性の検証として，GFP

を発現するアデノウイルスから抽出したゲノム

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，視点を変えて，遺伝子の核内存在様式

の違いに着目して検証を行うため，核内における

DNA を，in situ ハイブリダイゼーションによって

イメージングした．その結果，人工ベクター（LFN）

のほうが多くの遺伝子が核内に送達している条件に

もかかわらず，核内でハイブリダイゼーションによ

って検出される遺伝子は明らかにアデノウイルスの

ほうが多いことが明らかとなった．本検出は，プ

ローブとハイブリダイズできる DNA のみが特異的

に検出される．したがって，本システムで検出して

いるシグナルは，ベクターより解離したものである

と考えられる．これらの結果は総合すると，アデノ

ウイルスのほうが LFN より効率的に核内で脱凝縮

していることを示唆するものである．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，核内における局在も重要であるこ

とが示唆された．8)

また，翻訳効率においては，mRNA とベクター

間との静電的な交互作用が人工ベクターのほうで強

いことが示唆されており，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．また，in

situ ハイブリダイゼーション法によって mRNA を

検出し，本 mRNA にコードされる蛍光タンパクの

発現とともに，個々の細胞で同時にイメージングす

る系を確立した．mRNA を高感度にするために，

プローブを蛍光物質から量子ドットに変更してい

る．その結果，両者の発現レベルの相関性は極めて

悪いことが明らかとなった．9)本結果も，人工ベク

ター開発において翻訳過程を制御することの重要性

を示す 1 つの例と言えよう．

6. 核移行後発現効率の重要性を示すその他の例

これまで，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，そのメ

カニズムについて系統的な解析は行われていなかっ

た．細胞内動態，及び核内動態の解析より，細胞へ

の取り込みから核移行に至る過程は，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核移行

後発現効率は投与量に対して非線形性を有すること

が明らかになっている．このことから非ウイルス性

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

唆されている．10)

一方，われわれは同時期に，人工ベクターの問題

点である，遺伝子発現レベルの細胞間における非均

一性（heterogeneity）の原因解明を行うべく，遺伝

子の核移行と遺伝子発現をシングルセルで同時に検

出する Dual imaging 法についても解析を進めてき

た．その結果，蛍光ラベルした遺伝子は，ほぼすべ

ての細胞に取り込まれることが明らかとなったが，

そのうち，30％程度の細胞にしかプラスミド DNA

の核移行が認められず，遺伝子の核移行過程が het-
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erogeneity の要因になることが明らかとなった．さ

らにプラスミド DNA が核移行をしている細胞の中

でも，遺伝子発現をしていない細胞が 30％程度認

められた．このことは，人工ベクターにおける核輸

送後の過程（転写・翻訳）の効率の悪さが，heter-

ogeneity の一要因となることを示す結果である．11)

上記 5. に述べたように，mRNA の発現レベルとタ

ンパク発現量の相関性が低いことも，本結論を裏づ

ける結果であると考えられる．

7. 核移行後発現効率の促進を目指した DDS キ

ャリア開発のアプローチ

上記のように，遺伝子ベクター開発を行う上で，

細胞内の解離過程の促進が重要な課題であることが

明らかとなった．われわれ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-functional en-

velope-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．

本構造は血中滞留性素子や細胞内動態制御素子とい

った，様々な性質・特性を示す機能性素子を，トポ

ロジーを考慮して配置することを可能とする．12,13)

代表的な機能性素子の例としては，京都大学の二

木教授により発見された膜透過性ペプチドであるオ

クタアルギニン（R8)14)の脂質誘導体15)が挙げられ

る．細胞生物学や分子生物学，さらにはイメージン

グ技術の発展により，クラスリン被覆小胞を介した

取り込み経路以外にも多様な細胞内取り込み機構が

存在することが分かってきた．16) Simian virus 40

(SV40)17,18)やコレラトキシン19)は，カベオラによ

って取り込まれることが示唆されている．また，

HIV 由来 TAT タンパクに代表されるアルギニンに

富むドメインペプチド融合タンパクは，クラスリン

非依存的なマクロピノサイトーシスにより取り込ま

れることが示唆されている．20) R8 の脂質誘導体

（ステアリル化オクタアルギニン；STR-R8）を

MEND の脂質構成成分とすることで調製される R8

リポソームはユニークな特徴を有しており，低密度

修飾の R8 リポソームは従来型のクラスリン被覆小

胞により，また，高密度修飾の R8 リポソームはマ

クロピノサイトーシス経路で取り込まれることが明

らかとなっている．さらに，リポソームの細胞内挙

動を解析すると，低密度修飾の場合に比べて高密度

の場合，リソソーム分解系への移行を回避でき，細

胞内に長い期間安定に存在することが明らかとなっ

ている．21)このことは，低密度修飾の場合では，ク

ラスリン被覆小胞によって取り込まれ，速やかにリ

ソソームによって分解されるのに対し，高密度修飾

時には，マクロピノサイトーシスによって取り込ま

れた後，分解経路から回避できることを示唆するも

のである．現に遺伝子を封入した MEND に対して

R8 を表面修飾することにより，高い遺伝子発現活

性を示すことが明らかとなっている．22)

MEND は，ガラス管に加えた脂質溶液から溶媒

除去を行うことによって作製した脂質フィルムに対

し，遺伝子とポリカチオンからなるコア粒子を加

え，超音波処理をすることで調製される（単純水和

法）．この調製法で形成される粒子は，脂質膜の枚

数が複数であることや，また，粒子によって枚数が

大きく異なることが明らかとなっている．23)われわ

れは，偶然にも，脂質膜構成成分中に，短鎖ポリエ

チレングリコール（テトラエチレングリコール；

TEG）の脂質（コレステロール）誘導体を入れて

おくだけで，粒子が小さくかつより均一なナノ粒子

が創製可能であることを見い出した．24)電子顕微鏡

写真から，膜の枚数が制御されており，究極的には

1 枚の膜によりコーティングされている粒子も観察

されている（Fig. 5）．本粒子を用いてトランスフ

ェクションした結果，TEG 脂質を含む MEND の

ほうが，含まないものと比較して 100 倍以上遺伝子

発現が向上することが示された．また，本 TEG 修

飾 MEND の遺伝子発現上昇機構を解析した結果，

細胞内取り込み効率や転写効率が向上していること

が明らかとなった．プラスミド DNA 及び MEND

の脂質膜を別々の蛍光色素によりラベルを行い，共

焦点レーザー顕微鏡による解析を行った結果，従来

構造の MEND では，プラスミド DNA の多くが細

胞内で MEND の脂質膜と共局在しているのに対し，

TEG 修飾 MEND においては遺伝子が脂質膜から

独立にみえることから，TEG 修飾 MEND におい

ては脂質膜枚数が少なく制御されているがゆえに，

細胞内における脱被覆が効率的に行われ，この結

果，転写効率が促進したものと考えられる．このよ

うに，内封した核酸の細胞質内における放出促進

が，核移行後の転写効率を促進する上で有用な戦略

であることが明らかとなった．24)
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(TEG-chol)
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8. エンドソーム脱出及び MEND 脂質膜枚数制

御による siRNA の細胞内放出促進

short interference RNA (siRNA）は，短鎖 RNA

が相補的に結合した 2 本鎖 RNA 分子であり，細胞

中に存在する siRNA- タンパク複合体（RISC;

RNA-induced silencing complex）に片方の RNA 鎖

のみ取り込まれ，配列特異的に特定の mRNA を切

断，分解することで遺伝子発現を抑制する．本 siR-

NA を効率的に機能させるためには，細胞内に効率

よく取り込まれ，その後，エンドソームを脱出し，

細胞質にデリバリーするためのキャリアが必要とな

る．

エンドソーム脱出を促進するための戦略の 1 つと

して，エンドソーム膜と融合性の高い脂質の利用が

挙げられる．従来から，Dioleoylphosphatidyl etha-

nolamine (DOPE）が遺伝子導入のヘルパー脂質と

してよく用いられてきた．本脂質と pH 環境に応じ

て荷電状態が変化するコレステロールコハク酸

（CHEMS）を組み合わせることで，pH 7 では安定

な膜構造を保つものの，エンドソーム内の酸性環境

下においては，ヘキサゴナル II 相構造をとり，エ

ンドソーム膜と融合することが知られている．25)一

方，最近，われわれは，「低い pH 環境下で細胞膜

と融合性の高い脂質がエンドソーム融合性を促進す

るためのエンベロープ膜組成として有用である」と

いう仮説の下，培養細胞と低 pH 環境下で高い融合

性を示す脂質組成をスクリーニングした．スクリー

ニングにおいては，ドナー及びアクセプターとなる

蛍光物質によりラベル化することで，蛍光エネル

ギー移動（Fluorescence Resonance Energy Transfer;

FRET）を誘起した種々の組成のリポソームを調製

し，酸性条件下で細胞とインキュベートした際の

FRET の解消度合いを指標に用いている．その結果，

DOPE と phosphatidic acid (PA）からなる脂質が

DOPE/CHMES と同等あるいはそれ以上の融合性

を示すことを見い出している．23)本膜融合性脂質

（DOPE/PA）からなる R8-MEND を用いた際に

は，通常の試薬で用いられる投与量において，80％

以上もの RNAi 効果を示し，また持続性の面にお

いても非常に優れているものであった．26)しかしな

がら，in vivo への展開を考える上では，少ない投

与量で高いノックダウンを示すベクターの構築が重

要な課題となる．

エンドソーム脱出を促進するためのもう 1 つの戦
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略として，pH 感受性膜融合性ペプチドの利用が挙

げられる．インフルエンザウイルスは，エンベロー

プ型ウイルスの 1 つであるが，エンベロープ上に存

在する hemagglutinin (HA) 2 タンパクがエンド

ソーム内の弱酸性条件下で非可逆的な a へリック

ス構造をとり，疎水部がエンドソームと相互作用し

た後に膜融合を誘導する．27)このようなウイルスの

エンドソーム脱出機構に啓発され，酸性条件下で

a へリックスへの構造変化を起こす人工的ペプチド

が，エンドソーム脱出促進用の素子として開発され

てきた．その 1 つとして，GALA (WEAALAEA-

LAEALAEHLAEALAEALEALAA）が挙げられる．

GALA は，その名の通り，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を有するペ

プチドであり，pH 7.4 ではランダムコイル型であ

るが，酸性条件下でグルタミン酸の電荷が中和され，

a へリックス構造をとる．その結果，生体膜中で 8

12 個からなるポアを形成することが知られてい

る．28,29)本ペプチドのコレステロール誘導体を作製

し，リガンド分子であるトランスフェリンとともに

リポソーム表面に修飾することにより，リポソーム

内封物を細胞質内に効率的に放出することが可能と

なっている．30)そこで，われわれは，更なるノック

ダウン効率の促進を狙い，GALA のコレステロー

ル誘導体を MEND の脂質組成として添加した．し

かしながら，標的遺伝子発現の抑制効果は若干は認

められるものの，その効果は不十分なものであった．

上記 7. において，プラスミド DNA の細胞内脱

被覆化効率の促進は，その機能（遺伝子発現効率）

を大きく促進することを紹介したが，この考え方は

siRNA のデリバリーにおいても適応できる．折り

しも，小暮先生（現；京都薬科大学薬学部教授）ら

により，MEND の脂質膜枚数を制御可能な SUV 膜

融合法が開発されており，本方法を用いることによ

り，サイズも小さく，均一性も高い粒子が形成でき

ることが明らかとされてきた．本粒子による遺伝子

ノックダウン効率の評価を行った結果，従来の方法

により調製した MEND と比較しても劇的に遺伝子

ノックダウン効果の上昇が認められ，低投与量（1/

10 量）においても高い遺伝子ノックダウン効果が

得られることが明らかとなった．31)これら MEND

の細胞内における脱被覆化過程をイメージングによ

り評価した結果，細胞内ではほぼすべて（89.4％）

のクラスターが脂質膜から解離した形で検出され，

さらに，細胞間の解離効率のばらつきも極めて小さ

いことが明らかとなった．したがって，SUV 膜融

合法により調製された MEND は，内封 siRNA を

効率的にエンベロープ膜から細胞質内に放出してい

ることが示唆された．このことは，内封 siRNA 機

能発現における細胞内脱被覆過程促進の重要性を示

す結果である．

本システムは，樹状細胞においても効率的に siR-

NA を導入することが可能であることが示されてお

り，樹状細胞における免疫応用のネガティブフィー

ドバックに係わる分子である suppressor of cytokine

signaling 1（SOCS1）などをノックダウンすること

で，免疫応答を促進できることが現在までに明らか

となってきている．本 siRNA デリバリーシステム

は樹状細胞の機能を操作し，ワクチン効果を高める

ための基盤技術として有用であろう．31)

9. 膜枚数制御法を応用した段階的な生体膜突破

システムの構築

核膜は 2 枚の脂質 2 重層から形成されており，細

胞質と核内の物質輸送を厳密に制御している．遺伝

子の核膜突破の重要性を最も明確に示す報告として

は，Pollard によって行われた，遺伝子のマイクロ

インジェクションが挙げられる．32) LacZ をコード

する遺伝子を細胞質と核内にマイクロインジェクシ

ョンし，インジェクションした全細胞数のうちの遺

伝子発現を示した細胞数の割合を評価した結果，核

内インジェクションした方が非常に高い遺伝子発現

効率を示すことが示されている．さらに，遺伝子を

細胞質にマイクロインジェクションする場合，核内

にマイクロインジェクションしたときと同程度の遺

伝子発現効率を示すためには 1001000 倍多くの

遺伝子コピー数が必要があることが示されている．

このことは，細胞質にインジェクションしたうちの

1％以下しか，核に移行しないことを明確に示した

データである．また，様々なベクターにおいて，核

膜の消失する細胞分裂時に遺伝子発現が亢進すると

いう報告があることからも，核膜が大きなバリアで

あることが窺える．3335)われわれは，DNA ワクチ

ンの実現に重要な，樹状細胞への遺伝子導入法の開

発を長年にわたり試みてきたが，本細胞への遺伝子

導入は極めて困難であった．現に，HeLa 細胞など

の分裂細胞において高い遺伝子発現を示す R8-
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Fig. 6. Schematic Diagram Illustrating a Nuclear Delivery of pDNA via Step-wise Membrane Fusion by T-MEND
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MEND においても，樹状細胞への遺伝子発現はほ

とんど認められないことが示された．

われわれは，遺伝子デリバリーの障害となるエン

ドソームや核膜などの生体膜を段階的に突破するた

めの戦略として，これらの生体膜バリアを段階的な

膜融合によって突破する方法を考案した．23)本ベク

ターは，前章 8. で紹介した SUV による膜融合法を

応用したものであり，遺伝子とポリカチオンからな

る凝縮化コアを核膜融合性脂質並びにエンドソーム

膜融合性脂質により段階的にコーティングした構造

を有している．核膜との高い融合性を示す脂質組成

のスクリーニングは，上記のエンドソーム膜融合性

脂質のスクリーニングと同様の方法を用いて行っ

た．すなわち，ドナー及びアクセプターによってラ

ベル化することで FRET を誘起した種々の種類の

リポソームを単離核とインキュベーションし，その

際に誘起される FRET の解消率を核膜融合性の指

標としている．その結果，DOPE 及びカルジオリ

ピンからなるリポソームが核膜高融合性脂質として

同定された．エンドソーム脱出並びに核膜融合性脂

質で 2 枚ずつ封入した脂質多重コーティング型ナノ

構造体（Tetra-lamellar MEND; T-MEND）を構築

することで，樹状細胞において従来型ベクターの遺

伝子発現レベルを 500 倍以上，劇的に促進すること

を可能にしている（Fig. 6）．また，細胞への取り

込み量と核移行量を RealTime PCR によって測定

することで，取り込まれた遺伝子コピー数を 100％

としたときの核への送達効率を求めることができる

が，この値は T-MEND において優位に高いことが

示された．23)また，遺伝子発現活性を核移行量で除

することで計算される核移行後発現効率は T-

MEND において，R8-MEND と比較して 40 倍高い

ことが示され，T-MEND における高い活性を生み

出す大きな要因であることが明らかとなった．この

ような高い転写活性を生み出す要因として，両者の

ベクター構造の違いが挙げられる．従来の R8-

MEND においては，膜の枚数や核膜融合性が最適

化されておらず，核膜の 2 枚膜構造の間隙にトラッ

プされる，あるいは，核内に導入されても，そこか

ら脂質膜からの脱被覆が律速となっている可能性が

ある．一方，T-MEND においては，核膜の枚数と

同じ 2 枚の核膜融合性脂質によりコーティングされ

ており，膜融合による核膜突破とともに，効率的な

脱被覆が実現できると考えられる．このように生体

膜と融合性を有する脂質膜により多重にかつ枚数を

制御してコーティングする技術は，効率的な核輸送

を達成するだけでなく，効率的な脱被覆を介した転

写効率の向上を可能とする点で有用である．

10. おわりに

以上，筆者らは，人工ベクターによって導入され

たプラスミド遺伝子の細胞内動態をアデノウイルス

と比較した結果，その律速段階は細胞内動態よりむ

しろ，遺伝子の核移行後の過程にあることを明らか

とし，その開発をする上で解決すべき問題であるこ

とを明らかとしてきた．核内は大きく分けてヘテロ

クロマチンとユークロマチンの領域に大きく分けて

分類される．細胞内において様々な細胞内小器官が

存在するのと同様に，核内も転写調節などに係わる

様々な構造体が存在していることが多くの研究によ

り明らかとなっている．今後，人工ベクター開発を

行う上で，遺伝子を脱凝縮を促進する効率だけでな

く，脱凝縮を起こすべき場所についても制御が重要
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な課題となろう．折りしも，われわれは，遺伝子に

ラベルされた量子ドットと，ポリカチオンにラベル

化されたアクセプター間で誘起される FRET をイ

メージングすることにより，遺伝子の凝縮度や，凝

縮・脱凝縮が行われる場所の情報を得る技術を確立

している．36)細胞内から核内という，更なるミクロ

の世界における遺伝子局在とベクターからの解離能

を制御することにより，より効率的な遺伝子ベク

ターが開発できると信じてやまない．
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