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緒緒  言言  
 

RNAレプリコン（RepRNA）は自己複製によりメッセンジャーRNA（mRNA）を産出し、細胞質内において治療用

タンパク質を翻訳することから核酸医薬としての応用が期待されている［1］。RepRNA などの核酸医薬は細胞内にお

いて多量のタンパク質を産出することから従来のタンパク質製剤に比べて効率的かつ持続的なタンパク質の導入が可

能であると考えられる。特に、RepRNAやmRNAは細胞核内への導入が必要なプラスミドDNAに比べてゲノム遺伝

子への挿入の危険性が低く、神経細胞などの非分裂細胞への導入が可能であるため様々な細胞種への安全な遺伝子導入

法として注目されている［2］。しかし、RepRNA 単体の全身投与では、標的細胞における治療用タンパク質の産出に

関して有効性を示さなかった。これは、生体内に存在するRNA分解酵素が障壁となって、RepRNAが分解されタンパ

ク質を翻訳できないうえ、RepRNA が惹起する副作用が原因で投与量を増やすことができないためであると考えられ

る。このような背景の中で、RNA分解酵素の障壁を超えてRepRNAを効率的に標的細胞内に送り届けることで、副作

用を回避しながら遺伝子治療を奏功させるためのドラッグデリバリーシステムの開発が切実に求められている。 
そこで、核酸医薬を標的細胞に届けるために、カチオン性脂質やレトロウイルスを用いた手法が試みられてきたが、

カチオン性脂質を用いた手法においてはRNA分解酵素に対する低い安定性が［3］、レトロウイルスを用いた手法にお

いては内包できるRNAの分子量に大きな制限があることが問題となり、生体応用の障壁となっている［4］。一方で我々

は、高分子ミセルのコア形成鎖として柔軟なポリエーテル鎖を導入することで、分子量の大きなmRNA を100％とい

う非常に高い効率で高分子ミセルのコアに内包することができ、既存 DDS の 50 倍にも上る非常に高い RNA 分解酵

素に対する安定性を付与することができることを示した［5～7］。また、柔軟なポリエーテル鎖にグアニジノ基を導入

することで、ミセル構造を安定化し、RNA 分解酵素に対する耐性をさらに向上させた［8］。柔軟なポリエーテル鎖を

コア形成鎖とする高分子ミセルは、コアに内包する RNA の構造に応じてコア形成鎖の立体構造が変化することから、

分子量の非常に大きなRepRNA とも高い結合力を有することが予想される。本研究では、この様なポリエーテル型ミ

セルの優れた特徴を活かして、RNA と強く結合するアミノ酸に着目し、このアミノ酸をポリエーテル型ミセルに導入

することによってRepRNAのRNA分解酵素に対する安定性の向上を狙う（図1）。具体的には、ミセルのコア形成鎖

であるポリエーテル鎖の側鎖構造にトリプトファン、チロシン、ロイシンを導入することによって、RepRNA との    
π-π相互作用および疎水性相互作用によるミセル構造の安定化を目指す。また、トリプトファンを導入する際に生分

解性エステル結合を用いることによって、標的細胞内でのRepRNA放出後のミセルの分解を目指す。RepRNAを内包

したポリエーテル型ミセルを調製し、まず粒径分布と表面電位を最適化する。ここで、生体内での安定性を高めるため

には、ミセルの粒径が100 nm以下に制御され、表面電荷が中和されている必要がある［9］。続いて、構築されたポリ

エーテル型ミセルの RepRNA 送達効果および安全性を確認するために、ポリアニオン・RNA 分解酵素に対する安定

性、培養細胞における遺伝子発現効率、生分解性エステル結合の開裂を、蛍光相関分光（FCS）法、逆転写ポリメラー

ゼ連鎖反応（RT-PCR）法、ルシフェラーゼアッセイ法、フルオレスカミン法により評価する。 
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図1．本研究で開発したRepRNA内包高分子ミセルの概念図 

ミセルの親水性シェルにより内包したRNA をRNA 分解酵素から保護し、標的細胞内で

放出したRepRNAの自己複製および翻訳により治療用タンパク質を大量合成する。 
 

方方  法法  
 
11．．アアミミノノ酸酸導導入入ポポリリエエーーテテルルのの合合成成おおよよびび機機能能評評価価  
ポリエチレングリコール（PEG）のヒドロキシル基末端を開始剤とするアニオン重合法によりPEG‐ポリエピクロ

ロヒドリン（PECH）を合成した。また、水酸化ナトリウム水溶液による加水分解により側鎖構造にヒドロキシル基を

導入し、縮合剤によるエステル化によりトリプトファン・チロシン・ロイシン・グリシンを導入した。得られたポリ   

マーの組成を１H-NMR 法、分子量分布をゲル浸透クロマトグラフィー法により評価した。その後、合成したポリマー

の生分解性をポリマー中の1級アミン量を定量することで評価した。さらに、培養細胞に対する安全性をCCK-8アッ

セイにより評価した。 
22．．mmRRNNAA内内包包高高分分子子ミミセセルルのの安安定定性性試試験験  
ガウシアルシフェラーゼを発現するmRNAを10 mM Hepesバッファー（pH 7.3）に溶解し、ポリマーを添加する

ことでmRNA内包ミセル（mRNA/m）を調製した。また、得られたミセルのサイズおよび粒径分布を動的光散乱（DLS）
法により評価した。調製した mRNA/m にポリアニオンおよび血清を添加することで、安定性の指標とした。ここで、

生体内においてポリイオンコンプレックスがグリコサミノグリカンにより分解することが知られていることから［10］、
ポリアニオンとしてヘパリンを用いた。具体的には、Cy5 標識した mRNA を内包したミセルにヘパリンを添加し、

mRNA の放出に伴う拡散係数の増大を FCS 法により追跡した。また、mRNA/m にウシ胎児血清（FBS）を添加し、

残存したmRNA量をRT-PCR法により定量した。 
33．．RReeppRRNNAA内内包包高高分分子子ミミセセルルのの iinn  vviittrroo機機能能評評価価  

mRNA/mと同様の方法でRepRNA内包ミセル（RepRNA/m）を調製した。調製したミセルをHuh-7細胞から作製

したスフェロイドに添加し、ルシフェラーゼアッセイ法によりRepRNAの発現量を経時的に追跡した。 
 
 
 

2



 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．アアミミノノ酸酸導導入入ポポリリエエーーテテルルのの合合成成    

１H-NMR 法およびGPC 法より、分子量分布の狭いポリマーの形成を確認した（表 1）。また、エステル結合をもた

ない PEG-ポリリジン（PLL）において 1 級アミン量が変化しなかった一方で、エステル結合を有する PEG-PGTrp、
PEG-PGTyr、PEG-PGLeu、PEG-PGGly において 1 級アミン量が経時的に減少したことから、エステル結合の開裂

によるアミノ酸の放出が示唆された（図2A）。その結果、アミノ酸を導入したポリマーは、培養細胞に対して低い毒性

を示し、ポリマーへの生分解性の付与による安全性の向上が達成された（図2B）。 
 

表1．アミノ酸導入ポリエーテルの構造解析 

 
a：GPC法により決定、b：H-NMR法により決定。 

 

 
 

図2．生理塩条件下でのポリマー中の1級アミン量の変化とポリマー添加後の培養細胞の生存率 
ポリマー中のアミノ酸の放出により1級アミン量が減少していると考えられる。1級アミン量の減少

により細胞毒性が減少していると考えられる。 
 
22．．mmRRNNAA内内包包高高分分子子ミミセセルルのの安安定定性性試試験験  

DLS 法より、粒径分布の狭い 60 nm サイズのmRNA/m の形成を確認した（表 2）。また、FCS 法より、ポリマー

へのアミノ酸導入によりmRNA の拡散係数の増加が抑制できたことから、ポリマー中のアミノ酸とmRNA の相互作

用によりミセル構造が安定化されたことが示唆された（図 3A）。特に、PEG-PGLeu から調製した mRNA/m
（mRNA/mPGLeu）はロイシンによる疎水性相互作用を介して、PEG-PGTrpやPEG-PGTyrから調製したmRNA/m
（mRNA/mPGTrp、mRNA/mPGTyr）はトリプトファンやチロシンとmRNA中の塩基とのπ-π相互作用を介してミ

セル構造を安定化させたと考えられる。その結果、RNA 分解酵素に対する安定性も向上し、mRNA/mTrp と

mRNA/mTyrが最も優れた組成であることが示された（図3B）。そこで、RNAレプリコンの機能評価にはPEG-PGTrp
をキャリアとして用いた。 
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表2．mRNA内包高分子ミセルの構造解析 

 
a：DLS法により決定。 

  

図3．ヘパリン添加後のmRNAの拡散係数の変化とFBS添加後のmRNA残存量 
（A） mRNAの拡散係数の増加はミセルの崩壊に対応していると考えられる。 
（B） ミセル構造の維持によりmRNAの残存量が増加していると考えられる。 

  
33．．RReeppRRNNAA内内包包高高分分子子ミミセセルルのの iinn  vviittrroo機機能能評評価価  
ルシフェラーゼアッセイ法より、RepRNA/m において発光が検出されたことから、PEG-PGTrp により RNA 分解

酵素による阻害を回避できたことが示唆された（図4）。また、mRNA/mよりも効率的かつ持続的な遺伝子発現が得ら

れたことから、PEG-PGTrpにより細胞内でのRepRNAの自己複製が促進されていることが示唆された。 
 

 
図4．RepRNA/mの遺伝子発現量 

縦軸は RNA から翻訳されたガウシアルシフェラーゼの発光強度を表

している。*P＜0.05、***P＜0.001（Studentの t-testにより決定）。 
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