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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに循環器疾患を中心としたmicroRNAの働きについて検討してきた。
今回、免疫チェックポイントタンパク質のPD-1, PD-L1, CD80がmiR-15ファミリー(miR-15a/ 15b/ 16/ 195/ 
424/ 497/ 503)によって制御されていることを見いだした。２本鎖RNAの生体内への投与によりmiR-15aのがん組
織への‘局所’導入による新規治療法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：We have been focused on the functions on microRNAs mainly in cardiovascular 
field. This time, we have noticed that PD-1, PD-L1, and CD80 are regulated by miR-15a/ 15b/ 16/ 195
/ 424/ 497/ 503 family. Therefore, we tried to develop a method to express miR-15a by the use of 
synthetic double strand RNAs with drug delivery system.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： PLGAナノ粒子　核酸医薬

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究の中で、生体におけるmicroRNAの働きを明らかにしてきた。さらに効果的なmiRNAの標的となる
分子を探索していたところ、免疫チェックポイントタンパク質のPD-1, PD-L1, CD80がmiR-15ファミリー
(miR-15a/15b/16/195/424/497/503)によって制御されていることを見いだした。すなわち、miR-15ファミリーを
発現させることで、PD-1およびCTLA-4経路の両方を同時に抑制できることになる。本研究においては、miR-15a
ファミリーをがんの局所に導入して、免疫チェックポイント抑制による新規がん治療法の開発を試みた。
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１．研究開始当初の背景 
近年、がんの新たな治療法として、がん免疫療法が脚光をあびている。その契機となったのは、
抗 PD-1(programmed death 1)抗体および抗 CTLA-4 (cytotoxic T -lymphocyte -associated antigen 4)
抗体ががんの治療薬として承認されたことである。いずれの医薬品も、体に備わる免疫系を操
作し、がんを排除する免疫力を強化することによりがんを治療する。 
腫瘍の局所ではキラーT 細胞およびナチュラルキラー細胞が PD-1 を高く発現しており、これが
がん細胞に発現する PD-L1 や PD-L2 と相互作用することが、抗腫瘍免疫応答の減弱の原因とさ
れている。この PD-1 シグナルを抗 PD-1 抗体あるいは抗 PD-L1 抗体を使用して阻害し、抗腫瘍
免疫応答の減弱を抑制することにより、その増強効果が得られることが推察されている(Hirano 
et al. Cancer Res 2005)。また、悪性黒色腫自体に PD-1 が発現し、その増殖を助けているとの報
告もある(Baruch-K et al. Nat Med 2016)。一方、活性化した T 細胞の表面には CTLA-4 が発現し、
CD80 あるいは CD86 と相互作用して T 細胞機能が抑制される。この抑制を解除するのが抗
CTLA-4 抗体の作用機序である(Leach et al. Science 1996)。 
我々は、これまでに循環器疾患、代謝性疾患を中心とした miRNA の働きについて詳細に検討
してきた。 
それらの研究の中で、miRNA を効果的に増加あるいは低下させて治療に応用する方法を開発し
てきた。幅広い分野において、さらに効果的な miRNA の標的となる分子を探索していたとこ
ろ、PD-1, PD-L1, CD80 が miR-15 ファミリー(miR-15a/ 15b/ 16/ 195/ 424/ 497/ 503)によって制御
されていることを見いだした（図 1）。すなわち、miR-15a ファミリーを発現させることで、PD-1
および CTLA-4 経路の両方を同時に抑制できることになる。 
 
２．研究の目的 
我々は、PD-1, PD-L1, CD80 が miR-15 ファミリー(miR-15a/15b/16/195/424/497/503)によって制御
されていることを見いだした。特に、ヒト PD-1 遺伝子の 3’UTR には miR-15a ファミリーの結
合配列が 8 箇所あり、CD80 には 4 箇所存在するなど、非常にそれらの関係性が高いことが示
唆される。そこで今回、miR-15a ファミリ
ーを腫瘍局所に導入し、PD-1 および
CTLA-4 経路の両方を同時に抑制する治療
法を開発する。すでに、miR-15a の導入に
よりヒト卵巣がん由来 Skov3 細胞とT 細胞
共培養系において、T 細胞からの TNF-α、
INF-γ、IL-2 の分泌が上昇し、さらに同共
培養系で生じる CD8+T 細胞のアポトーシ
スを miR-15a が減少させることも確認して
いる。また、これまでに２本鎖 RNA を
PLGA ナノ粒子に含有させ、生体の局所に
導入する方法の開発にも成功している。 
今回、がんの局所に miR-15a を発現する 2
本鎖 RNA を導入することで、がんを抑制
する新規治療法の開発を行う。これは局所
でのがん免疫を高めるため、自己免疫疾患
の発症の危険性は極めて低いと考えられ
る。また、上記抗体療法との併用も可能で
ある。 
また、抗 PD-1 抗体の投与によりインターフェロン γ 依存性の全身の免疫反応が活性化され、
脳へのマクロファージの遊走が増え、アミロイド β が減少してアルツハイマー病に効果を示す
など、免疫系の賦活化によるがん以外の生体への効果も期待できる。この点についても詳細に
検討する。 
具体的検討項目は以下の 3 点である 
Ⅰ. 合成核酸徐放化を用いた RNA デリバリーシステムの開発 
Ⅱ. miR-15a を発現する合成核酸の徐放化を用いた免疫チェックポイント阻害療法の開発 
Ⅲ. miR-15a 発現 2 本鎖 RNA 含有 PLGA ナノ粒子の他の効果の検討 
 
３．研究の方法 
Ⅰ. 合成核酸徐放化を用いた RNA デリバリーシステムの開発 
乳酸・グリコール酸共重合体（PLGA）ナノ粒子を用いた二本鎖 RNA の投与法を確立する。 
 
Ⅱ. miR-15a を発現する合成核酸の徐放化を用いた免疫チェックポイント阻害療法の開発 
miR-15a 発現 2 本鎖 RNA 含有 PLGA ナノ粒子を用いて、生体内でのがんの治療に対する検討を
行う。 
 
Ⅲ. miR-15a 発現 2 本鎖 RNA 含有 PLGA ナノ粒子の他の効果の検討 
これまでに、アルツハイマー病に対して、抗 PD-1 抗体の効果が報告されている。アルツハイ

 

図 1 



マーモデル、あるいは動脈硬化モデルに対する上記 RNA の効果についても検討を行う。 
 
４．研究成果 
Ⅰ. 合成核酸徐放化を用いた RNA デリバリーシステムの開発 
安全で、副作用のない治療応用へ向けて、標
的臓器局所での miRNA 制御法を開発する。
miRNA の過剰発現には図 2 のような 2 本鎖
RNA を用いた。 
まず、 
1) miR-15a のアンチセンス鎖にコレステロー
ルを結合させ、細胞膜透過性を恒常させた。 
2)インターフェロン応答やプロテインキナー
ゼ R の活性化を生じないように、22 塩基の
miR-15a の両端に塩基を付加し、27 塩基の 2
本鎖として、合成 RNA を設計した。 
3) miR-15a のセンス鎖の 21 塩基部分が分解
を受けにくいように、ホスホロチオエート化
した。 
さらに、生体において、これらの合成 RNA
を局所で効率よく発現させるために、乳酸・
グリコール酸共重合体（PLGA）ナノ粒子を
応用した（図 3）。 
まず、培養細胞を用いた実験において、合成
2本鎖RNAの添加により細胞内miR-15aの発
現が上昇すること、標的遺伝子の発現低下を
確認した。また、ウサギにおいて PLGA ナノ
粒子による 2 本鎖 RNA の投与を行ったとこ
ろ、2 週間の徐放化が可能であった。 
 
Ⅱ. miR-15a を発現する合成核酸の徐放化を用
いた免疫チェックポイント阻害療法の開発 
局所でのがん免疫を高めるため、自己免疫疾
患の発症の危険性は低いと考えられる。また、
抗体療法との併用も可能である。miR-15a 発現 2 本鎖 RNA 含有 PLGA ナノ粒子を用いて、生体
内でのがんの治療に対する効果を検討中である。 
 
Ⅲ. miR-15a 発現 2 本鎖 RNA 含有 PLGA ナノ粒子の他の効果の検討 
抗 PD-1 抗体の投与によりインターフェロンγ依存性の全身の免疫反応が活性化され、脳への
マクロファージの遊走が増え、アミロイドβが減少してアルツハイマー病に効果を示すなど、
免疫系の賦活化によるがん以外の生体への効果も期待できる。アルツハイマーモデル、および
動脈硬化モデルに対する上記 RNA の効果についても検討を行っている。 
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