
　　様式２０

研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

117,000,000 117,000,000 0 117,000,000 117,000,000 0 0
35,100,000 35,100,000 0 35,100,000 35,100,000 0 0

152,100,000 152,100,000 0 152,100,000 152,100,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 310,000 48,176,663 38,805,884 15,015,143 102,307,690
旅費 0 1,108,442 869,640 1,130,428 3,108,510
謝金・人件費等 0 3,223,552 3,336,018 2,530,311 9,089,881
その他 0 951,343 218,458 1,324,118 2,493,919

310,000 53,460,000 43,230,000 20,000,000 117,000,000
93,000 16,038,000 12,969,000 6,000,000 35,100,000

403,000 69,498,000 56,199,000 26,000,000 152,100,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
BioRad製　Gel
Doc EZ用PCｼｽﾃ
ﾑ

1 997,500 997,500 2011/4/21

純水精製装置一式
ミリポア製　Milli-
Q Integral 10 1 2,218,335 2,218,335 2011/6/24 北海道大学

ルミノメーター Atto製　ｸﾛﾉｽDio 1 2,814,000 2,814,000 2011/7/20 北海道大学

微量高速冷却遠心機
TOMY製　MX-
305 2 586,950 1,173,900

2011/6/29
2011/7/15

北海道大学

ﾕﾆﾊﾞｰｻﾙ冷却遠心機
KUBOTA製
5922 1 766,500 766,500 2011/8/22 北海道大学

低温ｼｪｲｶｰｼｽﾃﾑ
EYELA製　LTI-
700およびシェー
カー

1 546,000 546,000 2011/8/23 北海道大学

in vivo可視化装置一式
米国Caliper社製
IVIS Lumina Ⅱ
Imaging System

1 14,910,000 14,910,000 2011/9/5 北海道大学

Tomy製  MS-
100R 1 997,500 997,500 2011/9/8

レーザー発生装置一式
ﾆｺﾝ　倒立顕微鏡
Ti用　ﾚｰｻﾞｰｼｽﾃ
ﾑ

1 4,851,630 4,851,630 2012/3/29

EX Filter励起光源ｾｯﾄ
米国Caliper社
製      XF0-10

1 2,520,000 2,520,000 2012/5/31

Standard EM Filter
米国Caliper社
製123324

1 840,000 840,000 2012/5/31

PSA酸素濃縮装置一式
米国Caliper社
製 XGI-8

1 840,000 840,000 2012/5/30

ニコン倒立顕微鏡用共焦点システム一式 ＣＳＵ－Ｘ１ 1 9,814,770 9,814,770 2012/8/28

ダブルシリンジポンプ MODEL一式
HARVARD社
55-3333

1 687,225 687,225 2012/10/5

ゼータサイザー
ナノ ZS

1 6,499,500 6,499,500 2013/2/14

5．研究成果の概要

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム）
実績報告書

多段階的な細胞内・核内動態精密制御機能を搭載した多重コーティング型ナノ粒子の創製

研究機関・
部局・職名

北海道大学　･　大学院薬学研究院　・　准教授

直接経費

秋田　英万

本様式の内容は一般に公表されます

ﾋﾞｰｽﾞ式細胞破砕装置

北海道大学ゲル解析システム

平成23年2月10日～平成26年3月31日

費目

合計

北海道大学

北海道大学

北海道大学

北海道大学

北海道大学

北海道大学

北海道大学

間接経費

直接経費計
間接経費計
合計

物品名

ゼータ電位・粒子径・分子量測定装置一式 北海道大学

設置研究機関名



　　様式２０

細胞内の微小環境に応答して性質を変化させる仕組みを搭載した脂質様材料を開発した。本材料から形成されるナノカプセルに遺
伝子を導入することにより、血中投与により肝臓、癌などに外来遺伝子を送達させ、癌を治療できる技術を確立した。一方、本研究で
は、体内や細胞の中においてナノ粒子の動きを制御するための様々な素子を開発した。一例として、従来発現が困難であった免疫
担当細胞等に対して高効率に遺伝子を導入し、同時に活性化もすることができる遺伝子封入ナノ粒子の開発に成功している。この
技術を用いれば、次世代のワクチン（ＤＮＡワクチン）が開発できると考えられる。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

研究成果の概要 

（和文）：遺伝子がナノサイズのカプセル内に封入された粒子を基盤とし、①目的や必要に応じ

て膜を高次化する方法や、②その膜を形成する細胞内環境応答性材料、さらには③表面に修飾

する機能性素子を新たに開拓しながら、血液を介して遺伝子を特定の臓器に届ける技術や、さら

に細胞の中における粒子の動きを操る技術を開発した。その結果、次世代の医療技術へ繋がる

DNA ワクチンや、肝臓やがんを標的とした遺伝子送達システムを創成することに成功した。一部

の材料は『国産の製剤材料』として脂質メーカーより供給する予定であり、幅広い用途で有用性が

評価・開拓されることで、国内医薬品産業の活性化などの様々な波及効果が生まれると期待でき

る。 

 

（英文）： We developed a technology for delivering gene-encapsulating nano-sized capsules to 
specific organs via intravenous administration, and subsequently to control intracellular trafficking 
via the use of 3 types of innovations: 1. A novel method for preparing highly-ordered capsule 
structures, 2. Intracellular environment-responsive materials for preparing capsule structures, and 3. 
A functional device modified on the capsule structure. As a result, a nano particle for use as a DNA 
vaccine and gene delivery system targeting the liver or tumors was prepared, which can be 
applicable for new-generation medical technologies. Some of the materials developed in this project 
will soon be supplied to the lipid manufacturer as “domestically-produced materials for drug 
delivery platforms”. If novel applications of these materials are discovered by researchers in other 
research fields, as well as in the area of drug discovery, it will have spillover effects, including an 
acceleration in the development of new drugs. 

課題番号 LR001 

研究課題名 

（下段英語表記） 

多段階的な細胞内・核内動態精密制御機能を搭載した多重コーティング型

ナノ粒子の創製 

Development of multi-layered nanoparticle for a step-wise control of 

intracellular trafficking and intra-nuclear disposition 

研究機関・部局・

職名 

（下段英語表記） 

北海道大学 ･ 大学院薬学研究院 ・ 准教授 

Associated Professor ・ Faculty of Pharmaceutical Sciences ・ Hokkaido 

University 

氏名 

（下段英語表記） 

秋田 英万 

Hidetaka Akita 
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1． 執行金額   152,100,000  円 

    （うち、直接経費 117,000,000   円、 間接経費  35,100,000  円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年 ３月３１日 

 

3． 研究目的 

 遺伝子デリバリーの有用性は、先天的遺伝性疾患に対する遺伝子補足療法から、成長因子等

の遺伝子発現による後天的な末梢疾患治療、さらにはＤＮＡワクチンとしての免疫療法へと広がり

を見せている。本研究では、遺伝子とポリカチオンから形成されるコア粒子（静電的複合体）が脂

質膜によりコーティングされた脂質エンベロープ型ナノ粒子を基盤技術とし、その脂質膜構造を高

次化することや、新たに開発される機能性素子を表面に搭載することにより高度に機能化するこ

とで、血液投与後における体内動態や、細胞内における動態を制御するための技術を開発するこ

とを目的としている。 

一方、非ウイルスベクターとしてはこれまで、カチオン性材料（リポソームやポリマー）が広く用

いられてきたが、永年にわたる研究にもかかわらず、未だに実用化には至っていない。この背景

には、遺伝子発現効率が不十分であることや、血中投与後の高い凝集性あるいは細胞毒性など

の問題点が挙げられる。また、研究代表者自身の長年に渡る研究により、カチオン性成分が細胞

内に導入されると、送達遺伝子や mRNA との静電的相互作用を介して転写・翻訳過程を阻害する

要因となることも明らかとしている。本研究では、上記の遺伝子封入ナノ粒子の脂質膜構成材料

を根本的に見直し、カチオン性成分を極力含まないナノ粒子へと設計の転換を図る。 

本研究の具体的なアウトプットとして、（１）DNA ワクチン技術の創出に向けた樹状細胞への ex 

vivo 遺伝子導入技術、および（２）in vivo 血中投与を可能とする癌・肝臓標的型遺伝子デリバリー

システムについて開発を進めた。また、（３）正常臓器の血管内皮細胞標的化や本血管を超えて

組織実質まで輸送するためのナノ粒子の開発を進めた。 

 

4． 研究計画・方法 

（１）DNA ワクチン技術の創出に向けた樹状細胞への ex vivo 遺伝子導入技術 

樹状細胞は免疫応答の開始、制御を司る上で中心的な役割を果たす細胞であり、DNA ワクチ

ンの開発には本細胞への効率的な遺伝子導入技術の開発が重要である。エンドソーム膜や核膜

を膜融合によって段階的に突破して、遺伝子を核まで輸送するというコンセプトの基、各々の生体

膜と高い融合性を有する脂質膜を用いて遺伝子を多重にコーティングした階層型ナノ粒子を基盤

としたベクターを進めた。各々の膜と生体膜の融合性を高める為に、生理的環境（pH7.4）で融合

性を有するペプチド（KALA）を搭載すると共に、遺伝子の核内転写を効率化するための工夫とし

て、遺伝子をコンパクションするポリカチオンを極力減らしたナノ粒子調製を試みた。 

一方、研究が進むにつれ、本 KALA 修飾による劇的な遺伝子導入効率の向上には、当初目的

とした細胞内動態の改善とは別のメカニズムが関与することが示唆された。そこでマイクロアレイ
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を用いて本粒子に対する樹状細胞側の応答性を解析した。 

（２）in vivo 血中投与を可能とする癌・肝臓標的型遺伝子デリバリーシステム 

 カチオン性材料の利用を前提とした従来の遺伝子ベクターとは対を成す発想として、カチオン性

成分を極力排除した『電荷的に中性』な粒子の設計を目指した。本設計を可能とする膜構成材料

として、エンドソーム内の酸性環境や細胞質の還元環境下で特異的に正に帯電し、さらに分解を

うける脂質様分子の開発を進めた。本分子から形成される粒子のエンドソーム脱出や細胞内崩

壊性をイメージングにより実証すると共に、遺伝子導入効率や細胞毒性などの評価も進めた。 

また、第２世代分子として脂溶性ビタミンを足場とする分子を開発し、各々のビタミンが特有に有

する輸送特性や生理学的機能を搭載した遺伝子封入ナノ粒子の開発も進めた。 

 一方、本粒子を in vivo における肝臓・がんへの遺伝子導入技術へと発展させるべく、血液中に

おける安定性や滞留性を考慮した粒子の設計を進めた。in vivo 血流中におけるナノ粒子の動的

挙動をリアルタイム共焦点レーザー顕微鏡によって明らかとしながら、遺伝子導入効率や免疫応

答性などを評価し、従来から利用されてきたカチオン性材料との機能的な差別化を図った。また、

癌においては、血管新生阻害蛋白の導入による抗腫瘍効果についても評価した。 

（３）正常臓器の血管内皮細胞標的化や本血管を超えて組織実質まで輸送するためのナノ粒子 

 肝臓やがんは、その血管に存在する小孔、あるいは粗い血管構造に起因する細胞間隙を介し

て比較的ナノ粒子が蓄積しやすい臓器である。一方、その他の正常組織における血管内皮は、

互いに隣接する細胞間で密な結合を有しており、ナノ粒子の透過は著しく制限される。血液中か

ら血管内皮を超え、さらに組織実質まで物質を届ける技術は、薬物送達研究の究極的な目標と

言えよう。本目標の実現に向けて、血管内皮細胞を標的化する新規リガンドと、さらにその血管内

皮内の細胞内動態を制御してナノ粒子を透過させる新たなペプチドの同定を試みた。ナノ粒子の

浸透性に優れた新材料からなるトランスウェル上に脳毛細血管内皮由来細胞を単層培養し、系

統的に改変したペプチド搭載リポソームの細胞透過性を指標として目的のペプチドを同定した。 

一方、研究の中で、これまでエンドソーム脱出促進素子用として用いてきたペプチドが肺血管

内皮細胞の標的化リガンドとして機能する事を見出した。そこで、本ペプチドの標的分子を同定す

ると共に、本ペプチド修飾粒子へ siRNA を搭載した際の肺血管内皮における遺伝子ノックダウン

効果についても検証した。 

 

5． 研究成果・波及効果 

（１）DNA ワクチン技術の創出に向けた樹状細胞への ex vivo 遺伝子導入技術 

中性 pH(7.4)においてヘリックス構造を有し、膜融合性を促進する KALA ペプチドの脂質誘導

体を合成し、脂質膜に提示した。さらに、核内に導入された後の脱凝縮過程、さらには転写効率を

促進する目的で、遺伝子をコンパクションするためのポリカチオンを極力少なくした粒子を調製し

た。その結果、これらの工夫により樹状細胞由来細胞株における遺伝子発現活性は相乗的に亢

進した。本発現レベルは、抗原提示を示す上で十分であることも確認している。さらに、マウス骨

髄由来細胞に対して、本細胞用に最適化した KALA 修飾粒子を用いて抗原遺伝子を導入し、さら
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にマウスに免疫することにより、

極めて効率的な抗腫瘍効果が

得られた。 

 一方、マイクロアレイ解析を用

いて、遺伝子導入時における樹

状細胞内の遺伝子発現変動を

解析した結果、KALA 未修飾の

場合と比較して、KALA 修飾粒

子を作用した場合において、劇

的に遺伝子発現が変動し、さら

に、KALA 修飾ナノ粒子は樹状

細胞内の『スイッチ』分子に作用

してシグナル伝達経路を活性化

することで、樹状細胞を刺激し

（アジュバント効果）、さらにその

結果として外来遺伝子の核内

転写が促進する機能を有することが示唆された。言い換えると、KALA 修飾粒子は、DNA ワクチン

効果に必須な免疫誘導能と遺伝子導入能を兼ね備えていることを意味する。DNA ワクチンとして

の実用化に向けてヒト樹状細胞を用いた評価についても開始予定である。 

（２） in vivo 血中投与を可能とする癌・肝臓標的型遺伝子デリバリーシステム 

血液中の生理的pH環境では電荷的に中性であり、一方で細胞内に取り込まれると、エンドソー

ム内の酸性環境化に応じて正帯電し、さらに細胞質中の還元環境下で自ら崩壊性を示すナノ粒

子を設計した。本コンセプトを実現するための脂質構成材料として脂質様サーファクタント

（SS-cleavable and pH-activated lipid-like material: ssPalm）を開発した（国内および国際特許出

願済み注１））。本分子は、膜を形成する

ための脂溶性基（ミリスチン酸）と、pH

依存的にプロトン化を受ける第三級ア

ミンがジスルフィド結合で連結された

構造を有する(ssPalmM)。本粒子は、

従来型から使用されてきたカチオン性

リポソームと比較して、取り込み効率

は低いものの同程度の遺伝子発現を

示すことを明らかとした。また、細胞毒

性が極めて低いことや、90％マウス血

清中においても２４時間以上安定に遺

伝子を保持できることを見出した。 
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蛍光ラベル化された ssPalmM 粒

子を血中に投与し、in vivo リアルタ

イム共焦点レーザー顕微鏡により

肝臓中における動的挙動を解析し

た結果、本粒子は凝集することなく

極めて分散した形で肝血液中を流

れ、さらに肝細胞中に速やかに蓄

積することを明らかとした。また、

本粒子は、肝臓特異的な遺伝子導

入が可能であり、さらにその発現

は 2 週間持続すること発見してい

る。また、この際、サイトカイン産生

レベルも極めて低い事から、安全

性も優れると考えられる。さらに、粒子表面の水溶性ポリマー修飾により、血中投与後の滞留性

が向上し、腎細胞癌モデルマウスにおいて癌特異的な遺伝子導入が達成された。 

一方、第二世代の分子として、脂溶性ビタミン（vitamin A、E）を足場として有する ssPalm

（ssPalmA、ssPalmE）を開発している。ssPalmA を用いて調製した粒子は、細胞内のビタミンＡ輸送

系により効率的に核周辺に集積し、高い遺伝子導入効果を発揮することを見出した。また、上記

の癌を標的とした遺伝子導入においては、ssPalmE を用いる事によりさらに遺伝子導入効率が高

まり、腫瘍新生血管阻害蛋白を発現することにより抗腫瘍効果も得られることを実証した。本粒子

に対して様々なリガンドを搭載することによって、その他の臓器の標的化も可能となると期待され

ることからも、ssPalm 粒子は、血中投与型遺伝子導入システムの新たなプラットフォームとなると

期待している。 

（３）正常臓器の血管内皮細胞標的化や本血管を超えて組織実質まで輸送するためのナノ粒子 

これまでエンドソーム脱出素子として用いてきたペプチドが、肺血管内皮細胞上のシアル酸末

端糖鎖を認識して肺血管内皮細胞を標的可能であることを見出した。本リガンド修飾粒子に

siRNA を封入することにより、肺血管内皮における遺伝子（ＣＤ３１）のノックダウンが可能となった。

さらに、本遺伝子のノックダウンにより、癌の肺転移が抑制できることも見出した。 

一方、系統的に配列の挿入、欠損、置換を施したペプチドを合成し、各種ペプチドを修飾したリ

ポソームを調製した。これらリポソームの脳毛細血管内皮細胞における透過性を評価することで、

血管透過能を発揮する最小単位を同定した。また、カチオン性粒子は、血管内皮細胞内に取り込

まれた後に速やかに分解経路に輸送されるのに対し、本ペプチド修飾リポソームは、脂質ラフト介

在性エンドサイトーシスによって取り込まれ、リソソーム経路を回避できることを明らかとした。 

 

注１）本研究で得られた材料は脂質メーカーを介して供給を開始する。分野を超えて有用性が評価・

開拓されることで、国内医薬品産業の活性化などの様々な波及効果が生まれると期待できる。 
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Nucleic Acids and Gene Delivery. In: P. Ducheyne, K.E. Healy, D.W. Hutmacher, D.W.
Grainger, C.J. Kirkpatrick (eds.). Comprehensive Biomaterials, vol. 4, pp. 411-444 Elsevier.
ISBN-978-0-08-055302-3 

3． 秋田英万、石田竜弘 新薬剤学；改定第 3 版 （編集：原島秀吉）「７．新しい剤形：ドラッグ・デリバリー
システム」、370－401  ISBN978-4-524-40286-1 南江堂 （2011） 

 

産

業

財

産

権 

出

願 ・

取

得

状

況 

（取得済み） 計 0 件 

 

（出願中） 計 4 件 

1. 核移行性を有する脂質膜構造体 原島秀吉、秋田英万、シャリフモハメドシャヒーン、中村孝司、石井

聡一郎、二木史朗; 北海道大学、PCT/JP2011/059738 (2011 年 4 月 10 日) 外国 

2. 細胞内動態を改善したカチオン性脂質 秋田英万、畠山浩人、石破諒平、鵜川真美、丹下耕太、久保

和弘、横山晶一、原島秀吉；北海道大学、日油株式会社 特願2011-252309 （2011年11月8日） 国

内 

3. 肺送達のためのベクター、導入剤及び使用 楠本憲司，原島秀吉，秋田英万，畠山浩人，石塚太一； 

大鵬薬品工業，北海道大学 PCT/JP2012/056406 (2012 年 3 月 13 日) 外国 

4. 細胞内動態を改善したカチオン性脂質 秋田英万、畠山浩人、石破諒平、鵜川真美、田中浩揮、丹下
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計 4

件 

耕太、久保和弘、横山晶一、原島秀吉；北海道大学、日油株式会社 PCT/JP2012/079160 （2012 年

11 月 9 日） 外国 

 

Ｗｅ

ｂペ

ー

ジ 

（ Ｕ

Ｒ

Ｌ） 

・薬剤分子設計学研究室ＨＰ 

http://www.pharm.hokudai.ac.jp/yakusetu/index.html 

 

・HOKUDAI NEXT 

http://or.research.hokudai.ac.jp/next/resercher/akita/ 

国

民

と

の

科

学 ･

技

術

対

話

の

実

施

状

況 

・第 61 回サイエンスカフェ・札幌「くすりよ届け。～ナノサイズ船細胞の宇宙を行く～」 2011 年 1 月 21 日、

紀伊國屋書店(札幌)、一般市民対象、100 名～120 名 北海道大学高等教育推進機構科学技術コミュニケ

ーション教育研究部門（CoSTEP）主催にて、研究並びに薬学全般の紹介 

http://costep.hucc.hokudai.ac.jp/costep/report/article/466/ 

・国民の皆様から寄せられた質問に対して Web 上で回答 

http://costep.hucc.hokudai.ac.jp/costep/report/article/468/ 

・北海道大学高等教育推進機構科学技術コミュニケーション教育研究部門（CoSTEP）と共同で、研究の紹

介映像「くすりよ届け～ナノサイズ船 細胞の宇宙を行く」を作成し、HP 上で掲載 

http://costep.hucc.hokudai.ac.jp/costep/report/article/477/ 

・からだとこころの発見塾主催サイエンスカフェ開催 “細胞の中を旅する『ナノ宇宙船』でクスリを運ぶ” 

参加人数 ２０名程度に対して研究の紹介 2012 年 11 月 12 日  

http://www.youtube.com/watch?v=ZLXRyQUbapQ&feature=youtu.be 

・サステナビリティ・ウィーク 2012 GiFT2012 にて、インターネット講演 “Have Drug, Will Travel”  

2012 年 10 月 6 日 

http://www.youtube.com/watch?v=UGaWyAlU7G4&list=PLZPU3P50KtD0sC91_I0THbw7gxJIgAydX&index=2

・北大セミナーin 富山「ナノサイズ船 からだと細胞内の宇宙を旅する」 2013 年 8 月 21 日  

高校生対象、100 名 薬学全般の紹介と、研究内容に関しての模擬講義をおこなった。 

 

 

新

聞 ･

一

般

雑

誌

等

掲

載 

計 3

件 

1. 北海道バイオレポート２０１１ （経済産業省 北海道経済産業局発行） １４ページ目に研究紹介記事

の掲載 

2. 2012 年 4 月 9 日 北海道新聞 （夕刊）   研究内容が掲載された 

3. 2012 年 9 月 23 日 読売新聞（朝刊科学欄）  

第 71 回日本癌学会学術総会における研究発表の内容が掲載された 

そ

の

他 

第５回日本ＤＤＳ学会奨励賞 受賞 2013 年 7 月 5 日 

「細胞内イメージングを駆使したナノ粒子動態解析情報に基づく遺伝子送達ナノ粒子の創出」 

 

 

7． その他特記事項 

 


