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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
 siRNA 等の核酸医薬は、あらゆる疾患に対して遺伝子配列から容易に設計でき、高い特異性を有

するために副作用が少なく、さらに化学合成によって製造が容易であることから次世代の医薬品と

して大きな可能性を秘めているが、これらを疾患治療へと展開するためには、核酸分子を標的組織に

到達させ、かつ細胞内部へと送達することのできるデリバリーシステムの開発が必要不可欠である。

これまでに、カチオン性脂質やカチオン性高分子を利用したキャリアが開発され、デリバリーが比較

的容易な肝臓を標的とする一部のシステムは臨床試験へと進んでいるが、実用化にはまだ遠く、がん

等の他の臓器・組織を標的にした場合には技術的課題が多く存在している。このような背景におい

て、研究代表者らは実用化が可能な核酸医薬シーズ送達システムとは、必要な機能をなるべくシンプ

ルな構造の中に創り込んだシステムであると考え、オリゴ核酸 1 分子とブロック共重合体により形

成されるユニット PIC 型キャリアの開発を行ってきた。そこで本研究課題では、ユニット PIC 型キ

ャリアに、血中でのさらなる安定化、標的細胞による取り込みおよび細胞質内移行の促進、臨床応用

に向けた安全性向上のための分子設計（要素技術の開発）を行い、細胞・動物実験による機能検証を

通じて、それぞれの要素技術の有効性の実証とこれらを統合したユニット PIC 型キャリアの構造最
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適化を行うことを目指している。 
 平成 28 年度は、血中安定性の向上を目的として前年度までに最適化を進めてきたカチオン性セグ

メントを有するブロック共重合体から構築されるユニット PIC 型キャリアを疾患モデルの治療へと

展開する研究を実施した。これまでに miRNA を搭載したユニット PIC の乳がん細胞の固形がんモ

デルに対する有効性を確認しており、現在、臨床を見据えた疾患モデルでの有効性を検証中である。 
 標的細胞による取り込みを高めるための設計としては、がん細胞で過剰発現するトランスポータ

ーを標的とする新規リガンド分子を開発し、トランスポーター密度を認識することによって膵臓が

ん細胞に特異的に結合することを明らかにした。また、新規リガンド分子は、膵臓がんの皮下腫瘍モ

デルへの直接投与において長期にわたりがん組織内に滞留することを確認し、固形がんを標的化す

るためのリガンド分子としての可能性を示した。 
 キャリアの細胞質内移行を促進するための設計としては、がん組織内や細胞のエンドソーム内の

酸性環境に応答して電荷的中性からカチオン性および親水性から疎水性に性質が変化する新規 pH
応答性ポリマーの開発を行っている。前者の電荷的中性からカチオン性に変化するポリマーに関し

ては、低 pH 環境に応答したがん細胞への細胞内移行と量子ドット表面に導入した際の PEG よりも

優れた血中滞留性を確認した。後者に関しては、pH が 7.4 から 5.5 に変化することによってポリマ

ーが不溶化する pH 応答性基の導入率を決定し、低 pH 環境に応答した細胞内取り込み量の増大を確

認した。また、核酸分子を効率的に機能発現させるための設計として、細胞質内環境においてポリマ

ーを選択的に脱離させるための新規リンカー分子を開発した。 
 臨床応用に向けた安全性の向上のためのキャリア設計としては、細胞内環境で選択的に分解する

新規ポリマーの開発を行った。新規ポリマーは、従来技術と比較して、同等の機能を示す一方で、問

題となっていた生体応答を回避しうることが示唆されている。この新規ポリマーに関しては、機能性

タンパク質の化学修飾における有用性を検討中である。 
 以上のように、本研究では、平成 28 年度において、核酸送達システムの有効性と安全性を向上さ

せるための要素技術の開発を行い、それぞれの機能を明らかにすることができた。これらの要素技術

を組み込んだユニット PIC 型キャリアの開発に関しても着実に研究が進捗している。 
 
英文 
   Nucleic acid medicines such as siRNA can be easily designed from genetic sequences for all 
diseases, have high specificity, and are easy to be manufactured by chemical synthesis, so that 
they have a great potential as a next generation pharmaceutical. However, to apply them for 
disease treatment, it is essential to develop a delivery system that allows nucleic acid molecules 
to reach target tissues and deliver them to the inside of cells. Various carriers utilizing cationic 
lipids and cationic polymers have been developed so far, and some systems targeting the liver, 
which are relatively easy to deliver, are progressing to clinical trials, but there are many technical 
problems when targeting other tissues such as cancer. Under these circumstances, we considered 
that the practical delivery system for nucleic acid should be created in the structure as simple as 
possible, so we have developed unit polyion complex (uPIC) type carriers consisting of single 
molecule of oligonucleic acid and PEG-block-catiomers.  In this research project, we aim to 
develop elemental technologies for improving the stability of uPIC in the circulation, facilitating 
cellular uptake and cytoplasmic deliver, and ensuring the safety for clinical use, and then 
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integrate these technologies into the uPIC system. We will optimize the structure of uPIC type 
carriers through function verification by in vitro and in vivo experiments. 
   In 2016, we performed the therapeutic application of unit PIC type carriers constructed from 
block copolymers having cationic segments, that have been optimized for the purpose of 
improving blood stability in the previous year.  We have confirmed the effectiveness of unit PIC 
carrying miRNA on the solid tumor model of breast cancer cells and are currently under 
investigation for the treatment of more clinically related disease models. 
   As a design for improving cellular uptake by targeted cells, we developed a novel ligand 
molecule that targets the transporters overexpressed in cancer cells, and demonstrated that it 
specifically bound to pancreatic cancer cells by recognizing the transporter density.  In addition, 
we confirmed that the ligand molecule was retained in cancer tissues for a long time following 
direct administration to the subcutaneous tumor model of pancreatic cancer.  Thus, we proved 
the possibility as a ligand molecule for targeting solid tumors. 
   As a design for facilitating the intracellular translocation of uPIC, we designed new polymers 
that change their electric charges from neutral to cationic and their water-solubility from 
hydrophilic to hydrophobic in response to an acidic environment within the cancer tissue or 
endosomes of the cell.  With regard to the polymers that their electric charges from neutral to 
cationic, we demonstrated that the polymers showed intracellular translocation in response to 
low pH environment.  Also, we confirmed that the polymer-modified quantum dots showed 
superior blood circulating property compared with PEG-modified ones.  Regarding the latter, we 
optimized substitution ratio of the pH-responsive group in the polymers and the obtained 
polymers showed the solubility changes from hydrophilic to hydrophobic by changing the pH from 
7.4 to 5.5.  We confirmed that the obtained polymers showed an increase in cellular uptake in 
response to the low pH environment.  In addition, as a design for achieving efficient expression 
of nucleic acid molecules, we developed a novel linker molecule which can be cleaved specifically 
in the cytoplasmic environment. 
   Furthermore, as a career design for ensuring the safety for clinical application, we have 
developed novel polymers that selectively degrades in the intracellular environment.  We 
demonstrated that novel polymers avoided the biological responses that has been a problem in 
conventional polymers, while exhibiting comparable functions.  Regarding this novel polymer, 
we are now examining its usefulness in chemical modification of functional proteins. 
   As described above, in this project, in 2016, we developed elemental technologies to improve 
the effectiveness and safety of nucleic acid delivery system and clarified their functions.  
Research on the development of unit PIC type carriers integrated with these element technologies 
has steadily progressed. 
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