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研究成果の概要（和文）：脂質修飾siRNAを用い複数のがん関連遺伝子を標的としたマルチ遺伝子サイレンシン
グ法での抗腫瘍効果を評価し、臨床での応用を目指すことを目的とした。血管新生増殖因子(VEGF)およびβ-カ
テニン(β-CAT)遺伝子を標的としたin vivoにおける脂質修飾siRNAの抗腫瘍効果を皮下腫瘍および肝転移マウス
モデルにて評価した｡その結果、VEGFとβ-CATの２つの遺伝子を標的としたマルチ遺伝子サイレンシング法を利
用することで相乗的な抗腫瘍効果を達成した。以上、本研究で用いた脂質修飾siRNAとマルチ遺伝子サイレンシ
ング法は優れた抗腫瘍効果を発揮することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we synthesized siRNAs conjugated with lipids at the 5’-end 
of the sense strand (Lipid-siRNAs), and examined its RNAi effect on VEGF and b-catenin as a target 
gene in a colon cancer cell line, HT29Luc, both in vitro and in vivo. We examined the in vitro RNAi 
effect in HT29Luc cells and found that Lipid-siRNAs strongly inhibited expression of the VEGF and 
b-catenin gene in comparison with non-modified siRNA. In regard to the in vivo RNAi effects, 
Lipid-siRNA complexed with Invivofectamine targeting the both VEGF and b-catenin gene at one time 
were systemically or locally administered to a liver-metastatic or subcutaneous tumor mouse models 
formed by implantation of HT29Luc cells. As a result, Lipid-siRNAs strongly inhibited the growth of 
tumors compared with non-modified siRNA. Our results suggest that Lipid-siRNA should be vigorously 
pursued as a novel nucleic acid medicine for clinical treatment of cancer.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： RNAi　コンジュゲート　核酸医薬　DDS　抗腫瘍効果　マルチ遺伝子サイレンシング　in vivo RNAi

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
通常、RNAi法では１種類の遺伝子を標的としたsiRNAで評価するが、本研究では、脂質修飾siRNAを用いてVEGF 
とβ-CAT の2 つの遺伝子を同時に標的としたマルチ遺伝子サイレンシング法を利用し、相乗的な抗腫瘍効果を
評価した。その結果、マルチ遺伝子サイレンシング法はその相乗効果で非常に強い抗腫瘍効果を示し、また、皮
下に移植した腫瘍に対する局所的な投与系でも、肝転移した腫瘍を標的とした全身投与の系でも強い効果を示し
た。これらの結果は、これまでのRNA干渉法における問題点を一掃できる可能性があり、脂質修飾siRNAを用いた
マルチ遺伝子サイレンシング法は医療への応用も期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
短い 2本鎖 RNA(siRNA)を用いる RNA 干渉(RNAi)は、がんなどの難治性疾患の新たな治療法
として期待されており、国内外において様々な疾病を対象としたsiRNAが開発されている。
その一方で、siRNA の体内でのデリバリー法や標的細胞への導入法、安定性の向上などは
確立されておらず、in vivo での RNAi 効果も乏しいのが現状であり、臨床への応用には多
くの課題が残されている。近年、コレステロールや長鎖脂肪酸が直接 siRNA に結合した脂
質修飾 siRNA(Lipid-siRNA)が注目されており、in vivo で安定な RNAi 効果を示すと期待
されている。しかし、これまでに報告された Lipid-siRNA は細胞導入性や安定性は向上す
るものの、脂質結合位置や siRNA の構造（多くが 21 塩基長）に制限があるために、RNAi
反応に関わるタンパク質（RISC 等）との相互作用を妨げ、RNAi 効果自体は減少する。ま
た、Lipid-siRNA の合成法自体も汎用性に乏しく、臨床応用を含めた in vivo 利用での障
害となっている。 

 
 
２． 研究の目的 
これまでの研究で、RNAi 法の問題を解決できる新しい Lipid-siRNA の開発に成功した。こ
の Lipid-siRNA の特徴として、脂質結合位置をセンス鎖の 5’末端に限定している。また、
本研究で開発した新規合成法は従来の合成法に比べ、簡便かつ高収率、高純度で目的の
Lipid-siRNA を合成できる。さらに、結合させる脂肪酸は理論上 siRNA あらゆる位置に結
合可能である。これまでの研究で、申請者らが開発した Lipid-siRNA は in vitro におい
て、細胞内導入性および分解酵素耐性が向上し、RNAi 効果も極めて強いことを明らかにし
た。これらの結果を基に、本研究では、Lipid-siRNA を全身投与し、肝臓に転移した腫瘍
に対する抗腫瘍効果を２つの遺伝子を同時に標的とするマルチ遺伝子サイレンシング法
を利用して評価した。さらに、皮下に形成された腫瘍に対し局所投与した Lipid-siRNA に
ついても、マルチ遺伝子サイレンシング法を利用して評価した。このマルチ遺伝子サイレ
ンシング法を利用した Lipid-siRNA の in vivo における抗腫瘍効果を確立し、臨床での応
用を目指すことが本研究の目的である。 
 
 

３． 研究の方法 
本研究では、皮下腫瘍マウスモデルおよび肝転移マウスモデルに対する Lipid-siRNA の抗
腫瘍効果を定量的に評価した。そのために、ルシフェラーゼを発現するがん細胞をヌード
マウスに移植した皮下腫瘍マウスモデルおよび肝転移マウスモデルを作製し、
Lipid-siRNA を局所投与または全身投与した後、IVIS を用いて非侵襲的かつ経時的に測定
した。標的遺伝子は、腫瘍の増殖・転移に関係する VEGF とβ-CAT を選択した。 
まず、１つの標的遺伝子についての Lipid-siRNA の抗腫瘍効果を評価するために、肝臓に
転移した腫瘍をターゲットとし、尾静脈導入による Lipid-siRNA の RNAi 効果を IVIS を用
いて非侵襲的に評価した。肝臓への腫瘍形成は、ルシフェラーゼ遺伝子を恒常的に発現で
きる大腸癌細胞(HT29Luc)を用いた。がん細胞を門脈より移植し、数日後、VEGF またはβ
-CAT遺伝子を標的とした Lipid-siRNA と in vivo 用導入剤との複合体を尾静脈より投与し
た。投与は 72時間毎に 3回行い、IVIS を用いて全身のルシフェラーゼの発光を観察した。 
次に、VEGF 遺伝子およびβ-CAT 遺伝子を同時に標的とした 2 つの Lipid-siRNA を併用し
た。この 2つの遺伝子を同時に標的としたマルチ遺伝子サイレンシング法を利用すること
により、相乗的な抗腫瘍効果が期待できる。細胞は、上記同様 HT29Luc 細胞を用い、ヌー
ドマウスの皮下に移植し形成された腫瘍、および門脈より移植し肝臓に転移した腫瘍に対
して、Lipid-siRNA を局所投与または全身投与した。投与方法、スケジュールは上記同様
である。IVIS によるルシフェラーゼ発光を経時的に計測して腫瘍の増殖・転移の有無を確
認した。 
さらに、本研究では肝転移マウスモデルの、リンパ行性転移に対する Lipid-siRNA の RNAi
効果も検討した。標的部位は、鼠径リンパ節とし、投与方法、スケジュールは上記同様と
した。鼠径リンパ節でのルシフェラーゼ発光強度をコントロール群と比較し、Lipid-siRNA
の抗腫瘍効果を評価した。 
 
 

４． 研究成果 
血管内皮細胞増殖因子（VEGF）またはβ-カテニン（β-CAT)の１つの遺伝子を標的とした
Lipid-siRNA の肝転移マウスモデルに対する抗腫瘍効果について評価した。Lipid-siRNA
としてはパルミチン酸結合型 siRNA(C16-siRNA)を用いた。まず、ルシフェラーゼを発現す
るがん細胞をヌードマウスに移植した肝転移マウスモデルを作製した。肝臓への腫瘍形成
は、ルシフェラーゼ遺伝子を恒常的に発現できる大腸癌細胞(HT29Luc)を用いた。また、
本研究で用いた C16-siRNA は、in vivo 用導入剤である Invivofectamine との複合体を形
成し肝臓へ蓄積するので、これを利用し、VEGF またはβ-CAT を標的とした C16-siRNA を
Invivofectamine と複合体を形成させ、尾静脈から全身投与した。投与は 72 時間毎に 3回



行い、IVIS を用いて全身のルシフェラーゼの発光を観察した。その結果、C16-siRNA を投
与したマウス群はコントロールマウス群（未処理群）に比べ、肝臓に転移した腫瘍の増大
が抑制されていた。また、C16-siRNA を投与したマウス群の方が未修飾 siRNA を投与した
マウス群に比べ腫瘍増大の抑制効果が高かったことから、C16-siRNA は優れた抗腫瘍効果
が期待できることが明らかとなった。 
次に、C16-siRNA だけではなく、飽和脂肪酸および不飽和脂肪酸を siRNA に直接結合させ
た Lipid-siRNA を合成し、恒常的にルシフェラーゼ遺伝子を発現できる大腸がん細胞
(HT29Luc)に対する細胞導入性、血管新生増殖因子(VEGF)およびβ-カテニン(β-CAT)遺伝
子をターゲットとした in vitro および in vivo での RNAi 効果を評価した。In vitro での
RNAi 効果を評価した結果、Lipid-siRNA は未修飾の siRNA に比べ HT29Luc 細胞に対し高い
細胞導入性を示し、かつ、in vitro において標的遺伝子の発現を著しく抑制した。 
マルチ遺伝子サイレンシング法を利用した Lipid-siRNA の in vivo における抗腫瘍効果を
皮下腫瘍マウスモデルおよび肝転移マウスモデルにて評価した｡VEGFおよびβ-CATの２つ
遺伝子を同時に標的とした２つの Lipid-siRNA を用い、Invivofectamine との間で複合体
を形成させ、担マウスに対する腫瘍部位への局所投与、まはた、尾静脈からの全身投与を
行った後、IVIS を用いて腫瘍のルシフェラーゼ発光を観察した。その結果、VEGF および
β-CAT 遺伝子の２つを同時に標的とした Lipid-siRNA を投与した個体群は、未処理群や１
つの遺伝子を標的とした個体群に比べ標的腫瘍の増殖を強く抑制し、マルチ遺伝子サイレ
ンシング法の相乗的な抗腫瘍効果を達成することに成功した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでに評価した肝転移マウスモデルの結果を基に、リンパ行性転移に対する
Lipid-siRNA の抗腫瘍効果についても検討した。残念ながら、肝転移マウスモデルにおい
てリンパ行性転移の確率が低かったこと、また、Lipid-siRNA 自体のリンパ節へのデリバ
リーが困難なことから、当初計画していたリンパ行性転移に対する Lipid-siRNA の抗腫瘍
効果は現在のところ確認することが出来なかった。 
しかしながら、マルチ遺伝子サイレンシング法を利用した Lipid-siRNA の in vivo での抗
腫瘍効果は極めて強く、医薬への応用が期待できる。 
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