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研究成果の概要（和文）：本研究は、がん治療のための転写リプログラミング核酸医薬の開発を目的とした。ま
ず、治療用核酸を構築しヒト大腸がん細胞に発現させたところ、優れた抗がん活性が認められた。さらに、この
核酸医薬を細胞内に導入するため、新規脂質素材による非ウイルス型ナノ粒子も設計した。したがって、これら
を基に構築される転写リプログラミング核酸医薬は、難治性がんに対する新たな治療オプションとなることが期
待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a cancer gene therapy using RNA 
trans-splicing technology. We have constructed the therapeutic gene by combining the herpes simplex 
virus thymidine kinase gene with an RNA trans-splicing molecule targeting cancer-type organic anion 
transporting polypeptide 1B3. When introduced into human colon cancer cells, the therapeutic gene 
shows remarkable anti-cancer effects. We have also develop ssPalm-based lipid nanoparticles as a 
tool for delivery of the therapeutic gene into cancer cells. Collectively, our new cancer gene 
therapy with RNA trans-splicing technology and ssPalm-based gene delivery system has the potential 
to become a promising therapeutic option to fight against various cancer types.

研究分野：薬物動態学

キーワード： がん分子標的　核酸医薬　ドラッグデリバリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最新科学を持ってしても未だ治療が困難ながん種は多く、がん死亡数も年々増加傾向にある。これに対し転写リ
プログラミング核酸医薬は、その効果ががん特異的に発揮されること等従来治療法とは異なる特徴を有し、さら
に従来薬抵抗性の難治性がんに対する効果も期待される。したがって本研究成果は、転写リプログラミング核酸
医薬開発の礎としてその更なる研究を促し、ひいては難治性がんの克服に貢献する治療法の開発に貢献するもの
と期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
がん型 organic anion transporting polypeptide 1B3（がん型 1B3）は、肝細胞特異的に発
現する OATP1B3 の mRNA バリアントであり、これまでにヒト大腸がん組織・隣接正常組織検体を
用いた解析から、がん組織特異的に発現することが明らかとなっている。また大腸がん以外に
も肺がん、膵臓がん、食道がん、グリオーマなど種々の難治性がん細胞においてもがん型 1B3
の発現が認められている。したがって、がん型 1B3 は幅広いがんに対する治療標的分子である
と考えられる。 
一方、転写リプログラミング核酸医薬は、従来、遺伝性希少疾患の治療に向けた開発がなさ
れてきたが、近年ではそのがん治療への応用も期待されている。転写リプログラミング核酸医
薬の一つに spliceosome-mediated RNA trans-splicing を生じる RNA trans-splicing molecule 
(RTM) を用いるものがある。RTM は異なる mRNA 前駆体間におけるスプライシング (トランスス
プライシング) を引き起こし、標的遺伝子と導入遺伝子の融合 mRNA を産生させる。導入遺伝子
として herpes simplex virus thymidine kinase (HSV-tk)を用いた場合には、RTM により標的
遺伝子と HSV-tk が融合し、活性を有する融合 HSV-tk タンパク質が発現する。ついでガンシク
ロビル（GCV）を作用させることにより、殺細胞効果が認められる。ここで、標的遺伝子として
がん型 1B3 を用いることにより、がん型 1B3 発現細胞特異的な細胞毒性を得ることが可能とな
る。 
転写リプログラミング核酸医薬をがん細胞に導入するには、遺伝子の細胞導入ベクターが必
要である。このようなベクターとして、本研究では SS-cleavable pH-activated lipid-like 
material (ssPalm) に着目した。ssPalm 分子は親水性アミン頭部をもち、2本の脂溶性足場構
造がジスルフィド結合によって接続された脂質様物質である。ssPalm はその脂溶性足場構造に
よりリポソームを形成し、内部に核酸を封入することができる。ssPalm の特徴はエンドソーム
膜破壊能と細胞内での粒子自己崩壊能であり、これらにより効果的に核酸を細胞内に放出でき
る。したがって、ssPalm を用いることにより、安全かつ効率的にがん細胞へ転写リプログラミ
ング核酸医薬を送達させることが可能となると期待される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、がん型 1B3 を標的とする RTM を開発し、それを効率的にがん細胞に送達できる
ssPalm ナノ粒子を設計することにより、難治性がんに有効な転写リプログラミング核酸医薬の
創成基盤を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）がん型 1B3 標的転写リプログラミング核酸医薬の構築 
 
 がん型 1B3 を標的とするトランススプライシング誘発核酸配列は、がん型 1B3 のイントロン
１領域より同定した。まず一次スクリーニングでは、本領域をライブラリー化し、各配列のト
ランススプライシング活性を split green fluorescent protein system を用いて網羅的に解析
した。次に、候補群を対象に、がん型 1B3 遺伝子のイントロン領域を導入しておいた human 
embryonic kidney (HEK)293 細胞を用いて、がん型 1B3 遺伝子に対するトランススプライシン
グ活性をスクリーニングした。最も高い活性を示した配列を HSV/tk 遺伝子を有するプラスミド
に導入することによりがん型 1B3 標的転写リプログラミング核酸医薬を構築した。以降、これ
を RTM44 とする。また、対照として、部位特異的遺伝子変異導入法により転写リプログラミン
グ活性を失活させた RTM44 も構築した（RTM44mut）。 
 
（２）がん型 1B3 標的転写リプログラミング核酸医薬の効果検証 
 
 RTM44 または RTM44mutをがん型1B3陽性ヒト大腸がん LS180細胞または SW480細胞に安定的
に導入した。これら細胞を RTM44/LS180、RTM44mut/LS180 および RTM44/SW480 とする。なお、
LS180 細胞と SW480 細胞はそれぞれがん型 1B3 発現陽性・陰性細胞である。これら細胞におけ
るがん型 1B3 と HSV-tk の融合 mRNA およびタンパク質の発現は、reverse transcription-PCR
法およびウエスタンブロッティング法により解析した。これら細胞に対する RTM44 の効果は、
GCV 曝露（0.001、0.01、0.1、1、10、および 100 µM）による細胞毒性試験（WST-8 アッセイ）
により検証した。対照には溶媒であるジメチルスルホキシド（DMSO、0.5％）を用いた。これら
化合物の曝露時間は 96時間とした。 
 また、RTM44/LS180 および RTM44mut/LS180 をヌードマウスに移植し、大腸がんモデルマウス
を作成した。このマウスに GCV（100 mg/kg/day）または Phosphate-buffered saline (PBS)を
１日１回１４日間腹腔投与し、経時的に腫瘍体積を推算することで、in vivo における RTM44
の効果を検証した。各マウスの腫瘍組織内におけるがん細胞のアポトーシスは TdT-mediated 
dUTP nick-end labeling(TUNEL)法により検出した。 
 



（３）がん細胞/組織への遺伝子送達活性に優れた ssPalm ナノ粒子設計 
 
 ssPalm 粒子の調製・導入条件
（ssPalm 分子種、脂質組成比、
脂質/封入核酸比および封入核酸
添加量）は、ルシフェラーゼ（Luc） 
遺伝子を封入した粒子をヒト食
道がん TE14 細胞に導入し、その
後 72 時間の累積発光強度を評価
することで最適化した。ssPalm
による核酸導入の細胞間差を検
討するため、ヒトグリオーマ由来
細胞株 AM-38、ヒト大腸がん由来
細胞株 LS180 を用いて同様の検
討を行った。 
 また、マウス CT26 細胞を
BALB/c マウスに移植して担癌マ
ウスを作成し、上記で最適化した
Luc封入ssPalm粒子を腫瘍内に2 
µg/25 µL/mouse の条件で投与し
た。その 120 時間後、ルシフェリ
ン（3 mg）を腹腔内投与し、in vivo 
luciferase imaging system 
（IVIS）を用いて Luc の腫瘍内発現を解
析することにより、ナノ粒子のがん組織
への核酸送達能を検証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）がん型 1B3 のイントロン１ライブ
ラリーに対する一次スクリーニングを
行ったところ、トランススプライシング
活性を有する三種の配列が同定された。
続いてこれら三種の配列を対象に、がん
型1B3遺伝子に対するトランススプライ
シング活性を定量的PCR法により評価し、
最もその活性が高い配列を同定し、
RTM44 とした。 
 
（２）そこで RTM44 または RTM44mut を
安定的に導入したRTM44/LS180細胞およ
び RTM44mut/LS180 細胞を用いて、それ
らの抗がん活性の検証を行った。また、
これらの親LS180細胞も比較として用い
た。まず、RTM44/LS180 細胞および
RTM44mut/LS180 細胞における mRNA およ
びタンパク質発現解析を行ったところ、
がん型 1B3 mRNA と HSV-tk mRNA の融合
mRNA、およびタンパク質の発現が認めら
れた。一方、これらの融合遺伝子産物の
発現は RTM44mut/LS180 細胞では認めら
れなかった。がん型 1B3 mRNA 陰性の
SW480 細胞および RTM44/SW480 細胞を用
いて同様の解析も行ったが、これら細胞
では融合 mRNA の発現は認められなかっ
た。 
 次に、これら細胞に GCV または DMSO
を曝露したところ、図１に示すとおり、
RTM44/LS180 細胞に GCV を曝露した群で
は DMSO 曝露群と比べ強い細胞毒性が認
められたが、RTM44mut/LS180 細胞や親
LS180 細胞ではいずれの群でも細胞毒性
は認められなかった。また、RTM44/SW480



細胞でも GCV曝露による細胞毒性は認められ
なかった。したがって、GCV による細胞毒性
は、融合遺伝子の発現に依存していると考え
られた。 
 そ こ で 次 に RTM44/LS180 ま た は
RTM44mut/LS180 担がんマウスを作成し、これ
らマウスに GCV または生理食塩水（PBS）を
投与した。その結果、GCV を投与した
RTM44/LS180 担がんマウスにおいて、腫瘍成
長抑制効果（抗腫瘍効果）が認められた（図
２）。この効果が認められたマウスの残存腫
瘍部を摘出し、TUNEL 法を行ったところ、多
くのアポトーシス陽性細胞が検出された。一
方、PBS を投与した RTM44/LS180 担がんマウ
スおよび GCV を投与した RTM44mut/LS180 担
がんマウスでは、抗腫瘍効果は認められなか
った。 
   
（３）一方、核酸医薬開発と並行して、核酸
をがん細胞へと送達するための ssPalm ナノ
粒子構築にも取り組んだ。 
 まず、ヒト食道がん TE14 細胞を用い、この細胞への遺伝子導入に最適な ssPalm 粒子の調製・
導入条件を検討した。ssPalm 分子種・脂質組成比・脂質/pDNA 比のスクリーニングをおこない、
それぞれの最適値を同定した（図３）。続いて、細胞への核酸導入能を明らかとするため、最適
化した粒子と Lipofectamine3000（市販の遺伝子導入試薬）を用いて Luc プラスミドを TE14 細
胞に導入し、その発光強度を比較した。その結果、ssPalm 粒子は Lipofectamine3000 の 2 倍以
上の発光強度を示した。また、他のがん細胞に対する ssPalm 粒子の核酸送達能を解析するため、
２種類のがん細胞を追加して同様の解析を行った。Luc 発光強度を比較したところ、ヒトグリ
オーマ由来細胞株 AM-38 において TE14 細胞以上の、ヒト大腸がん由来細胞株 LS180 において
TE14 細胞と同程度の発光強度が認められた。 
 次に、ssPalm ナノ粒子の in vivo 核酸がん組織送達能を解析するため、マウス大腸がん CT26
細胞による担癌マウスを作成した。このマウスの腫瘍部に Luc プラスミドを封入した ssPalm
ナノ粒子を直接投与したところ、投与後 120-160 時間をピークに腫瘍内で Luc の発現が認めら
れた（図４）。 
 
以上、本研究では、がん型 1B3 遺伝子に対して特異的なトランススプライシングを誘発する
核酸配列 RTM44 を同定した。さらに in vitro および in vivo における RTM44 の抗がん活性の検
証の結果、RTM44 はトランススプライシング依存的かつ GCV 依存的に抗がん活性を有すること
が明らかとなった。また、本研究では、がん細胞への核酸送達に優れた ssPalm ナノ粒子を設計
した。本 ssPalm ナノ粒子は、ヒト大腸がん、食道がん、グリオーマに対して高効率に核酸を送
達することが可能であり、さらに、本粒子は in vivo においても核酸をがん組織へと送達させ
ることが可能であることが明らかとなった。これら成果はがん型 1B3 標的転写リプログラミン
グ核酸医薬創成に向けた基盤であり、今後、これらをさらに改良・発展させていくことにより、
難治性がんに対して有効な治療法の開発につながることが期待される。 
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