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研究成果の概要（和文）： 

有効かつ安全な核酸医薬によるがん治療法の実現に向けて開発したアテロコラーゲンとsiRNAや

microRNAの複合体は、細胞に取り込まれやすいナノサイズの粒子径であり、生体内での核酸医薬

の安定性に大きく寄与していること、さらにはヒト前立腺がんで顕著に発現増加している２つの

標的遺伝子に対する抑制(siRNA)療法や、転移に伴って低下している事が判明したmicroRNA16の

補充療法に有効である事を示した。以上の解析から、アテロコラーゲン包埋方法の応用は、

microRNAにまでその効果が及ぶ事が示唆され、今後のnon-coding RNAによる制がん研究に本法は

有用であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
RNA interference (RNAi) is a relatively a novel phenomenon of 
posttranscriptional gene silencing to regulate the expression of multiple 
genes involved in a wide range of biological processes. The gene-silencing 
technology via RNAi has also been developed into a commonly anti-cancer 
method. Furthermore, in vivo data indicate that small interfering RNAs 
(siRNAs and miRNAs) may be used to treat human diseases. However, the most 
challenging issue to a successful in vivo application is the development 
of a delivery system that can transport RNAi molecules into the tissues 
and/or the cells of interest. Also, the evaluation of RNAi potency in vivo 
is central for the selection of therapeutic siRNAs and miRNAs. In this study, 
the effects of atelocollagen-delivered siRNAs and miRNAs in live animals 
were monitored using bioluminescence imaging. Our study indicates the 
therapeutic potential of siRNA and miRNA in an animal model of cancer 
metastasis with systemic siRNA and miRNA injection and suggest that 
systemic delivery of RNAi could be used to treat advanced prostate cancer. 
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研究分野：がん治療 
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１．研究開始当初の背景 

開発の当時は、RNA 干渉によるがん治療の
期待が大きく高まった背景があり、そのため
には有効かつ安全な核酸医薬デリバリー方
法が求められていた。本研究課題であるアテ
ロコラーゲン包埋方法は、すでに平成１６年
度までに、その能力を主に遺伝子ベクターを
用いて検証を重ねてきた経緯があり、核酸医
薬に応用するための基礎が十分に出来上が
っていた。そこで本計画研究では、siRNA や
miRNA の動物個体へのデリバリーとがん治
療への応用を計る上で、アテロコラーゲン
DDS を応用する事にした。 

２．研究の目的 

有効かつ安全ながんの遺伝子・核酸医薬に
よる治療法の実現に向けて、アテロコラー
ゲン・デリバリーシステムによる生体内遺
伝子発現制御法を開発した。この方法はバ
イオマテリアルの一種であるアテロコラー
ゲンをキャリアとして種々の治療用外来遺
伝子ベクターや核酸医薬を生体内で徐放し、
ヌクレアーゼによる生体内分解から核酸を
保護することで、遺伝子ベクターの欠点で
あった生体内での非制御性を改善し、ベク
ターの能力を最大限に発揮させうる画期的
な方法である。本研究の目的はこの独自の
核酸医薬デリバリーを siRNA, microRNA な
どの RNA 干渉医薬に応用し、がん治療の新
たな方法論に貢献する事である。 

３．研究の方法 

siRNA と並んで，small RNAとしてがんの発
生や悪性度に深く係る microRNA が注目され
ているが、我々はすでに特定のmicroRNA が
前立腺がんや乳がんの細胞株でその発現が
低下していることを突き止めており，今後は
それらの microRNA をがん細胞に導入するこ
とにより，がんの形質を抑制することが可能
かどうかを検討することが、がん治療への応
用のキーポイントとなる。そこで、既に確立
したイメージングモデルマウスを用いて，ア
テロコラーゲンによる microRNA のデリバリ
ーが可能かどうかを詳細に検討する方策と
して，以下の計画を実行する。まず、特定の
microRNA は、その標的となる遺伝子の 3’UTR
領域に結合し，その遺伝子の発現を抑制する
という事実を根拠に，ヒト前立腺がんで治療
の標的候補となる microRNAが確実にターゲ
トとする遺伝子の 3’UTR 領域をレポーター
遺伝子（ここでは例えばウミホタルルシフェ

ラーゼ）の下流に組み込んだコンストラクト
を作製し，これをヒト前立腺がん細胞に導入
する。この細胞に目的の microRNA がデリバ
リーされた場合にのみ，ウミホタルルシフェ
ラーゼの発現が抑制されるため，そのフォト
ンの変化をイメージングで定量し、in vitro
および in vivoおけるアテロコラーゲンによ
る microRNA のデリバリー効率を予測するこ
とが可能となる。この方策が奏功するかどう
かは，まず in vitroの培養細胞の段階で検
討し，そこで microRNA 導入による発光の減
弱が観察されれば、動物個体レベルの実験に
移行することとする。もしこの培養細胞の段
階で期待した結果が得られないときは，コン
ストラクトの見直しか、3’UTR として用いる
標的遺伝子の再検討を行うこととする。 
４．研究成果 
１） イメージングによるがん転移モデル動

物の作製 
アテロコラーゲン包埋法の応用として，核酸
医薬のデリバリーを考える上で，その有効性
を実証する動物モデルは重要である。これま
でにルシフェラーゼを発現するヒトがん細
胞株を樹立，それらを独自の工夫により動物
に投与し，全身の骨に転移するヒト前立腺が
ん細胞、全身のリンパ節に転移するヒト乳が
ん細胞，腹膜内は種するヒト胃がん細胞等の
系を作製し，それぞれのがんの転移をリアル
タイムにイメージング可能な系を作製した。 
２） がん転移部位へのsiRNA のデリバリー評

価 
まずヒト前立腺がん細胞の骨転移モデルに
おいて，マウス全身の骨転移巣に siRNA を確
実にデリバリー出来ているかどうかの評価
系としてイメージング技術を応用すること
を計画した。この場合、がん細胞の転移や増
殖自体には何ら影響を及ぼさないルシフェ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 そ の も の を 抑 制 す る
anti-luciferase siRNA をデザインした。こ
の siRNAがアテロコラーゲンDDS によって腫
瘍部位に到達していれば，イメージングによ
るルシフェラーゼのフォトン数が減弱する
はずである。尾静脈から骨転移モデルマウス
にアテロコラーゲンと anti-luciferase 
siRNA の複合体を投与後，２４時間後にイメ
ージング計測した結果，転移部位のフォトン
数は９０％以上も減弱していることが判明
した。コントロール siRNA を投与したグルー
プでは優位な変化は認められないことから、



アテロコラーゲンによるデリバリー方法は，
siRNA を目的とする全身の骨転移巣へと確実
に到達していることを証明した。 
３） ヒト前立腺がんの骨転移モデルマウス

を用いた RNAi治療実験 
このモデルマウスを用いて，実際に治療の候
補標的遺伝子を検討した。前立腺がんの骨転
移と相関の深い EZH2 と p110a の２つの候補
に絞り，これらの治療効果をアテロコラーゲ
ン DDS によって検討した結果，双方の siRNA
は、骨転移を有意に抑制することが明らかと
なった。さらに、siRNA とならんで small 
non-coding RNAとしてがんの発生や悪性度に
深く係るとされる microRNA についても検討
を開始した。まず PC-3 を初めとする複数の
ひと前立腺がん細胞株で，発現の変動してい
る microRNAs を同定する作業を進めた。特に
正常の前立腺組織に比較して発現の低下し
ている microRNAs に絞り込み，培養細胞での
増殖能やアポトーシス誘導能についての機
能を評価し，治療効果を望めそうな２つの
microRNA に的を絞った。骨転移モデル動物で
の予備的な実験結果では、アテロコラーゲン
による投与によって転移巣の腫瘍の縮小が
認められているが，今後さらにマウスの匹数
を増やして慎重に検討を進める予定である。 
４） アテロコラーゲンによるsiRNA の細胞内

への取り込みに関する解析 
アテロコラーゲンと siRNA の複合体は，細胞
内へどのような方法で取り込まれているか
を検証するために、pH-sensitive な蛍光色素
を用いた取り込み実験を行った。この色素は、
エンドサイトーシスによって取り込まれた
場合，エンドソーム内の低 pH により、強い
赤色発光を生ずる。先ずアテロコラーゲンと
蛍光色素を結合させ，siRNA を従来通りの方
法で混合し，複合体を形成させた。この時点
で発光は無いが，細胞へ導入した結果，24時
間程度で強い赤色発光を認めた。その発光部
位は細胞質であり、明らかにエンドサイトー
シスによる取り込みであろうと示唆された。 
 ５）研究成果のまとめ 
これらのデリバリー技術や動物個体でのイ
メージング技術を用いて，RNA 干渉を利用し
たがん治療の戦略の実現に向けて，ヒト乳が
ん細胞や前立腺がん細胞の転移モデルを用
いて、siRNA や microRNA の転移がん病巣への
集積を検討した。まず、ルシフェラーゼを発
現するヒト乳がんのリンパ節転移モデルを
用いて，アテロコラーゲンとアンチ・ルシフ
ェラーゼsiRNAの複合体を全身性に投与する
ことで，乳房組織に移植したがん組織に効率
よく導入され，なおかつルシフェラーゼの発
現を８０％以上も抑制した。また、前立腺が
ん細胞に，microRNA１６の標的特異的配列で
ある Bcl2 遺伝子の 3’UTR 配列を結合させた
ルシフェラーゼのコンストラクトを組み込

み，その細胞を用いて昨年度までに樹立した
骨転移モデルを作成した。この動物に，アテ
ロ コ ラ ーゲ ン と複 合体 を 形成 さ せた
microRNA16 を尾静脈から導入した結果，大腻
骨などのがん転移部位のルシフェラーゼの
発現が６０％以上も抑制された。以上の研究
成果は，アテロコラーゲンのデリバリー技術
は、siRNA のみならず、microRNA をも、全身
の腫瘍部位に導入するために有効な方法で
あることを強く示唆するものである。 
６）考察 
本研究の目的の一つは、がん治療に有効なデ
リバリー方法の確立であり、アテロコラーゲ
ン包埋法を核酸医薬であるsiRNAの生体内安
定化と転移巣へのデリバリーに特化した方
法として開発する点にある。これまでに、ア
テロコラーゲンはsiRNAと静電気的に結合し，
その結合比はおそらく siRNA１分子に対して
アテロコラーゲン４—５分子であり、直径が
１００nm 以下のナノ粒子であることを明ら
かにしてきた。さらにこの複合体が生体内で
安定である性質を見いだしたことは，全身性
に生体内に投与出来る可能性を広げるもの
であり、その後の尾静脈への投与による全身
のがんの転移巣へのsiRNAのデリバリーに道
を開いた。実証研究として、ヒト前立腺がん
の骨転移モデルを開発し，複数の治療候補の
siRNA の効果を検討するに至ったことは、一
部本研究の目的を達成した成果である。この
研究の過程で生じた問題点は、siRNAや miRNA
のアテロコラーゲンによるデリバリーの効
率を動物個体レベルでどのように評価すべ
きか，という点であったが、これもイメージ
ング技術を利用することで，RNAi 核酸医薬の
腫瘍へのデリバリーとその生物学的効果の
発現を同時にモニター可能な系を確立する
に至ったことは大きな進展となった。さらに、
最近特に注目を集める microRNA のデリバリ
ーと治療への応用の可能性を明らかにした
点は非常に意義があると考える。 
 siRNAやmicroRNAによるがんの治療法開発
には、がんの部位へ，それらの核酸医薬を確
実にデリバリーする方法が求められる。アテ
ロコラーゲン包埋法をsiRNAに用いることで，
その全身性のデリバリー能力を既に証明し
てきた。さらに microRNA のデリバリーにも
アテロコラーゲン包埋法が応用可能である
ことが明らかになれば，がん治療分野での貢
献は大であると言える。 
  我々のアテロコラーゲン包埋法は、すでに
領域内外の研究者の手で用いられ，論文発表
もなされてきた。本研究により、siRNA のみ
ならず、microRNA のデリバリーにも有効であ
ることが明らかになり，すでにがんの治療標
的を絞り込んでいる場合には，その動物個体
でのvalidationに有効であると考えられる。 
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