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研究成果の概要（和文）：核酸は抗体医薬に次ぐ新規医薬品として期待されているが、その効果獲得には送達シ
ステムの開発が重要である。本検討では全身投与後の自然免疫システムによる認識（TLR familyや補体による認
識、炎症性サイトカインの誘導）機構の一端を明らかにすると同時に、これを回避する方法論の提案をすること
ができた。本検討を通じ、安全で機能的な核酸キャリアの開発に寄与しうる情報を発信した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we reported that immunostimulatory siRNA/pDAN-containing 
PEGylated lipoplex (PEGylated siRNAlipoplex) activates the immune system, resulting in the enhanced 
production of anti-PEG IgM. We revealed the contribution of toll-like receptor 7/9 to activate the 
innate immune system, respectively.  A strategy to evade B cell-intrinsic TLR7/9 activation by 
siRNA/pDNA, such as chemical modification, may overcome immunological barriers to PEGylated 
liposome-based nucleic acid therapeutics. In addition, we showed PEG in the cosmetics may trigger 
anti-PEG IgM production in human. Our study gives the researchers valuable information which is 
useful to develop PEGylated nucleic acid based therapeutics.

研究分野：薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 
 FireとMelloによって発見された RNA干
渉は、遺伝子発現抑制の有用なツールとして
だけに留まらず、新しい医薬品として大いに
期待された。事実、これまでに 20 を越える
RNAi 関連の核酸医薬品が臨床試験にあがっ
てきている。しかし、現実には臨床開発中止
に追い込まれた核酸医薬品も少なくなく、ま
た 2011年にロシュが siRNA創薬からの撤退
を表明するなど、目論見どおりに開発が進ん
でいるわけではない。 
 この理由の一つとして、極性高分子の核酸
を作用部位である病態組織の細胞内に的確
に送達するデリバリー技術が未完成である
ことがあげられている。しかし、この指摘は
必ずしも正しくない。炎症部位や固形がんへ
の核酸デリバリー技術は既に確立されてお
り、製剤の供給もなされている。むしろ最も
大きな理由は、核酸医薬開発が治療効果を獲
得することのみに注力され、核酸・キャリア
複合体が生体に与える基本的な反応（拒絶反
応や発熱、長期使用による毒性発現など）を
蔑にしたことにある。外来からの核酸の侵入
は、生体にとって最大の脅威であり、Toll-like 
receptor (TLR)を介した強力なシグナルの伝
達は炎症性サイトカインの誘導や非特異的
なインターフェロン応答などを惹起する。こ
れらは、動物を用いた前臨床試験や比較的投
与量が少ない第一相試験レベルでは問題に
はならないが、臨床効果獲得のための第二相
試験レベルでは極めて大きな問題となる。 
 
２．研究の目的 
 
 核酸は抗体医薬に次ぐ新規医薬品として
期待されているが、その効果獲得には送達シ
ステムの開発が重要である。多くのキャリア
が報告されているが、臨床試験の初期段階で
ドロップアウトしている。これは、薬理効果
の優劣によってのみ評価が進められ、生体に
とって外来異物である核酸・キャリア複合体
と生体との相互作用に関する基礎的な検討
が行われていないためである。 
 本研究は、単に効果を追求するのではなく、
真に重要な核酸・キャリア複合体の生体適合
性に着目し、全身投与後の自然免疫システム
による認識、即ち TLR familyや補体による
認識機構、炎症性サイトカインの誘導、これ
に伴う副反応を詳細に検討することを特色
とする。このような検討を通じ、安全で機能
的な核酸キャリアの開発に寄与しうる情報
を収集し、実際に応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
【核酸含有 PEG 修飾リポソームに対する免
疫反応の評価】 
 Balb/cマウス（雄性、5週齢）は、日本 SLC
より購入し、TLR7 KO Balb/cマウス（雄性、

6-8 週齢）は、オリエンタルバイオサービス
（大阪、日本）より購入して用いた。 
 各マウス一匹あたり、PCL 及び各 PLpx
（GFP-PLpx、 ssGFP-PLpx、 asGFP-PLpx、
β-gal-PLpx、ssβ-gal-PLpx、asβ-gal-PLpx）を脂
質量 0.75 μmol、siRNA量で 12.5 μgで投与し
た。このとき、血中の炎症性サイトカインを
調べる場合は、投与 4時間後に眼底静脈より
採血を行い、血清を採取した。 血中の IL-6、
IFN-γは Quantikine ELISA kit (R&D system、
Minneapolis, MN) を用い、IFN-α は VeriKine 
ELISA kit (PBL Interferon Source、NJ、USA) を
用いて測定した。 脾臓細胞の IFIT-1 mRNA
の発現上昇を調べる場合は、投与 4時間後に
脾臓を採取し、4℃でRNA later中に保存した。
血中の抗 PEG IgMを測定する場合は、投与 5
日後に尾静脈より採血を行い、血清を採取し
た。測定は ELISA によって行った。ABC 現
象の評価には、放射ラベル体の PEG修飾リポ
ソームを用いて行った。 
 
【ガングリオシド修飾の有用性検討】 
 シアル酸含有糖脂質であるガングリオシ
ドは、α2, 3結合シアル酸を有する糖脂質であ
り、B細胞上の抑制性の受容体である siglec-G
に結合し、抗原特異的な B細胞のアポトーシ
スを誘導することが知られている。ガングリ
オシド分子内の脂質構造を利用して PEG 修
飾リポソーム膜中に組み込むことで、PEG特
異的な免疫反応(anti-PEG IgM 分泌誘導)を抑
制できるのではないかと考えた。具体的には、
ブタ脳由来ガングリオシドを用い、0, 5, 10 
mol%になるようにリポソーム膜中に添加し、
3 種類のリポソームを調製 (粒子径：約 100 
nm)し、これらをそれぞれマウスに静脈内投
与し、5 日後の血清中 anti-PEG IgM 量を
ELISAで測定した。 
 
【ヒト（女性患者）で観察された anti-PEG IgM
自然抗体獲得経緯の検証】 
 我々は、女性患者に anti-PEG IgM自然抗体
のキャリアが存在することが明らかにした。
患者背景から、長期に渡って使用されている
化粧品中の PEG が皮膚を透過して免疫系を
感作した可能性が考えられた。そこで、長期
に渡って化粧品をへアレスラットに塗布し、
anti-PEG IgM誘導の有無を検討した。 
 
４．研究成果 
 
 核酸含有 PEG 修飾リポソーム(PLpx)によ
る抗 PEG IgM 分泌亢進は何が引き金として
起こされているのか、という点に着目し、そ
の引き金として siRNA を in vivo で用いる際
に、オフターゲット効果として頻繁に取り沙
汰される TLR7の活性化に焦点を当て検討を
行った。この TLR7の活性化と抗 PEG IgM分
泌亢進の関連性を調べるため、TLR7 による
自然免疫の活性化に伴い発現上昇すると考
えられるサイトカインレスポンスの誘導と



相関するか、そして TLR7欠損マウスにおい
て亢進反応が生じるかを確認した。その結果、
TLR7の活性化と抗 PEG IgM分泌亢進は密接
な繋がりがあることが示された。このとき、
1本鎖に分割した siRNAで PLpxを投与した
際にも同様、炎症性サイトカン及び anti-PEG 
IgMが分泌されることを確認することができ
た。このため、完全に又は部分的に 1本鎖に
乖離した siRNAが TLR7の「1本鎖 RNAを
認識する」 機能によって認識されているこ
とが示唆された。このことにより、非常に安
定な 2 本鎖形成能を持つ siRNA では、その
siRNA を構成する RNA 配列に TLR7刺激能
を有する配列があった場合でも、ある程度そ
の TLR7刺激を抑えることができるのはない
かと考えられた。また 、興味深いことに血
中サイトカンを既存の ELISA 法の検出感度
以下しか誘導できず、遺伝子変動レベルでし
か検出できないほど僅かな自然免疫応答の
活性化しか引き起こせない RNA を搭載した
PLpxでも、抗 PEG IgM分泌亢進が生じるこ
とが確認された。このとは、微弱レベルでも
TLR7が活性化される事が、抗 PEG IgMの分
泌亢進に必須であることを示唆しているも
のと考えられた。 
 次いで、(1) PEG 修飾リポソームと TLR7
アゴニストの生体内挙動が異なる場合、抗
PEG IgM 分泌応答はどのようになるのか？、
(2) B細胞だけの環境下でも抗 PEG IgM分泌
応答が生じ得るものなのか？、(3) B細胞に発
現する TLR7を欠落させた場合、抗 PEG IgM
分泌応答はどうなるのか？、という観点より
検討を行った。その結果、siRNA搭載 PEG修
飾リポプレックス投与後に誘起される抗
PEG IgM 分泌亢進には、PEG に対する BCR
と TLR7の共刺激が重要であることが分かっ
た。逆に、B細胞以外の pDCなどの TLR7発
現細胞が TLR7刺激に伴い誘導するサイトカ
インはあまり寄与せず、また T細胞を必要と
しないという特性があることも分かった。以
上の結果より、核酸による抗 PEG IgM分泌亢
進は、PEGに対する BCRが siRNA搭載 PEG
修飾リポプレックスと架橋形成を行い、エン
ドソームに取り込まれた際に、BCRと TLR7
が共刺激されるというステップを踏むこと
で誘導されるということが示唆された。 
 PEG 修飾リポソーム構成脂質中にガング
リオシドを添加することによって、抗 PEG 
IgMの分泌が抑制できるかについて検討を行
った。混合ガングリオシドを用いた諸検討に
より、抗 PEG IgM 分泌抑制は、長期的かつ
PEG修飾タンパクである PEG-OVAに対して
も生じることが明らかとなった。また、ガン
グリオシドと PEG が同一リポソーム上に存
在する場合においてのみ、抗体分泌の抑制が
観察され、PEG特異的な免疫抑制が可能であ
ることが示唆された。この結果から、ガング
リオシド含有 PEG 修飾リポソームは、PEG
特異的な免疫抑制剤としても使用できるこ
とを示唆している。また、精製ガングリオシ

ドを用いた検討において、in vivo、in vitroと
もに抗 PEG IgM分泌を抑制し、非特異的なサ
イトカイン応答を引き起こさなかった GT1b
が最も抗 PEG 免疫の抑制に適しているガン
グリオシド種であることが示唆された。ガン
グリオシドによる抗 PEG IgM 分泌抑制のメ
カニズムについてであるが、B細胞上の抑制
性受容体である CD22や siglec-Gといったシ
アル酸受容体が関与しているのではないか
と考えられた。 
 PEG 含有化粧品によって anti-PEG IgM が
誘導されるか検討を行った。PEG成分が含ま
れている化粧水、日焼け止め、シャンプーの
いずれかを 1 日 1 回ラットの腹部に塗布し、
塗布開始 16、37、60日後に血清を採取した。
採取した血清中の anti-PEG IgM 量を ELISA
により評価した。その結果、化粧水塗付ラッ
トにおいてanti-PEG IgM量の増加が確認され
た。抗体量は塗布開始 37 日後にピークとな
ったが、60日後には抗体量が減少しているこ
とが明らかとなった。また、日焼け止めとシ
ャンプーを塗布したラットにおいては
anti-PEG IgMの誘導が確認されなかった。こ
の理由の一つとして、日焼け止めとシャンプ
ーは化粧水に比べて皮膚透過性が低く、表皮
樹状細胞であるランゲルハンス細胞にまで
到達しなかったために、抗体産生が生じなか
った可能性が考えられる。また、IgG の誘導
に関しても同様の検討を行った結果、PEG含
有化粧品による anti-PEG IgGの誘導は生じな
いことが確認された。 
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