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研究成果の概要（和文）： 全身投与および経肺投与可能な肺指向性ナノ粒子を基盤とした肺疾患治療薬の開発
を行った。pDNAとカチオン性高分子、アニオン性高分子の最適な比率で混合することでナノ粒子を構築できた。
ナノ粒子は静脈内投与および経肺投与後、肺で選択的に高い遺伝子発現を示した。さらに、このナノ粒子は
siRNAへも適応することができた。ルシフェラーゼを恒常発現させたマウスメラノーマ細胞にルシフェラーゼに
対するsiRNA（siLuc）を内包したナノ粒子を添加した結果、ルシフェラーゼの発現を抑制した。さらに、メラノ
ーマ肺転移モデルマウスにナノ微粒子を静脈内投与した結果、コントロールと比較して有意に肺転移を抑制し
た。

研究成果の概要（英文）： In this study, we developed gene and nucleic acid medicines for lung 
disease based on lung-targeted nanoparticles by systemic or pulmonary administration. Nanoparticles 
could be constructed by optimizing the mixing ratio of pDNA, cationic compound, and anionic compound
 for self-assembly. Nanoparticles showed high gene expression in lung selectively after intravenous 
and pulmonary administration. In addition, the nanoparticles were also able to adapt to siRNA. As a 
result of adding nanoparticles containing siRNA to luciferase to luciferase expressing mouse 
melanoma cells, it was shown that they suppressed the luciferase expression. Furthermore, as a 
result of intravenous administration of nanoparticles to melanoma lung metastasis model mice, lung 
metastasis was significantly suppressed as compared with the control.

研究分野： 製剤学、ドラッグデリバリーシステム

キーワード： 遺伝子デリバリー

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、全身投与および経肺投与により選択的に送達できるナノ微粒子の調製に成功した。このナノ微
粒子はがん細胞にも良好に取り込まれ、遺伝子発現および抑制をすることができるため、肺がんあるいは肺転移
がんに対する遺伝子・核酸医薬開発へ応用することが可能である。また、他の肺疾患にも応用が可能であるた
め、幅広く医療貢献ができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
難治性呼吸器疾患は、国が調査・研究を強く推進する重点分野で、治療法の開発は喫緊の課題

である。呼吸器疾患発症メカニズムでは種々の炎症関連物質が複雑に関与するネットワークを
形成しており、治療薬の開発は困難を極めている。また、低分子薬物では全身投与後の肺への分
布は極めて少なく、肺での滞留性も悪い。肺の障害に対する経肺投与では肺毒性が問題になり、
十分な治療効果があり安全な薬物の開発には限界がある。近年、アンチセンス医薬や siRNA な
どの核酸医薬が、次世代治療薬として期待されている。核酸医薬は既存医薬品では標的できない
分子を特異的に標的化でき、規格化・品質管理が容易で効果が高く、低分子医薬品と抗体医薬品
の利点を併せ持つ。核酸医薬を組み合わせ、ネットワークのシグナルやタンパク質を同時に抑制
することもできる。しかし、遺伝子・核酸医薬は安定性や膜透過性が極めて低く、細胞内への効
率的な送達が難しい。とりわけ難治性呼吸器疾患においては肺選択的な安全な DDS 開発が必須
となる。 
申請者は、静脈内投与により肺選択的に遺伝子・核酸医薬を送達できるナノ微粒子製剤を開発

した。さらに、経肺投与型の安全なナノ微粒子製剤開発にも成功し、血管側および気道側の両方
向から肺選択的に遺伝子・核酸医薬を長期作用させる技術を確立した。 
 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、遺伝子・核酸医薬と食品・医薬品成分を、調製条件を制御することにより自己
組織化させ、全身投与および経肺投与可能な肺指向性ナノ微粒子製剤のプロトタイプを開発し
た。本研究ではこの技術を基盤とし、未だ根治治療がない難治性呼吸器疾患に対する新規遺伝
子・核酸医薬の開発を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) モデル pDNA として、ヒトサイトメガロウイルス(CMV) プロモーターを有し、ホタルルシ
フェラーゼ（Luc）をコードした pCMV-Luc を用いた。pDNA、カチオン性化合物、アニオン性
化合物を様々な比率で混合し、表面がアニオン性のナノ微粒子を構築した。各微粒子の粒子径お
よび ζ-potential を Zetasizer Nano ZS を用いて測定し、電子顕微鏡で形態を観察した。また、アガ
ロースゲル電気泳動により複合体の安定性を評価した。 
 
(2) pCMV-Luc を含んだナノ微粒子を静脈内投与し、24 時間後に肝臓、腎臓、脾臓、心臓、肺を
摘出し、組織中の遺伝子発現量を測定した。 
 
(3) pCMV-Luc を含んだナノ微粒子を経肺投与し、24 時間後に肝臓、腎臓、脾臓、心臓、肺を摘
出し、組織中の遺伝子発現量を測定した。 
 
(4) ルシフェラーゼに対する siRNA (siLuc)、カチオン性化合物、アニオン性化合物を様々な比率
で混合し、表面がアニオン性のナノ微粒子を構築した。各微粒子の粒子径および ζ-potential を
Zetasizer Nano ZS を用いて測定し、電子顕微鏡で形態を観察した。また、アガロースゲル電気泳
動により複合体の安定性を評価した。 
 
(5) ルシフェラーゼ恒常発現マウスメラノーマ細胞株 B16-F10 細胞（B16-F10/Luc）に蛍光標識
した siRNA を含んだナノ微粒子をトランスフェクションを行い、細胞取り込みを評価した。ま
た、siLuc を含んだナノ微粒子を用いて遺伝子発現抑制効果を評価した。 
 
(6) がんの増殖に関与しているタンパク質に対する siRNA とカチオン性化合物、アニオン性化
合物を組み合わせてナノ微粒子を調製し、マウスメラノーマ細胞株に対する各タンパク質の抑
制効果を in vitro で評価した。また、ナノ微粒子の毒性を WST-8 により評価した。 
 
(7) B16-F10/Luc をマウスの尾静脈より投与し、メラノーマ肺転移モデルマウスを作製した。モデ
ルマウスに 5%糖液（コントロール）、naked siRNA、siRNA を含んだナノ微粒子、scramble siRNA
（効果のない siRNA）を含んだナノ微粒子を投与し、肺転移抑制効果を in vivo imaging で評価し
た。 
 
 
４．研究成果 

pDNA とカチオン性化合物、アニオン性化合物を様々な比率で混合させた結果、ナノサイズの
微粒子を構築できる最適な比率を見い出すことができた。調製したナノ微粒子の粒子径と表面
電荷をゼータサイザーで測定した結果、粒子径約 100 nm のアニオン性微粒子を形成しているこ
とが明らかになった。さらに電子顕微鏡により球状であることが確認できた。電気泳動により安
定性を評価した結果、pDNA の放出は認められず、安定に pDNA を内包していることが示され
た。 



pCMVLuc を内包したナノ微粒子製剤をマウスへ尾静脈内投与後の、肝臓、腎臓、脾臓、心臓、
肺における遺伝子発現を測定した結果、肺において選択的に遺伝子発現を示した（図 1）。また、
in vivo imaging においても、肺での発現が観察された。 
 

 
図 1 ナノ微粒子製剤をマウスへ尾静脈内投与後の各臓器における遺伝子発現 

 
さらに、pCMV-Luc を内包したナノ微粒子製剤をマウスへ経肺投与後の、肝臓、腎臓、脾臓、

心臓、肺における遺伝子発現を測定した結果、肺において選択的に遺伝子発現を示した（図 2）。 
 

 
図 2 ナノ微粒子製剤をマウスへ経肺投与後の各臓器における遺伝子発現 

 
 
次に、このナノ微粒子を small interfering RNA （siRNA）へ応用した。pDNA と比較して分子量
が小さく静電的結合力が弱いため、全く同様の方法では調製ができなかったが、調製条件を整
理して siRNA とカチオン性化合物、アニオン性化合物を自己組織化させることでナノサイズの
製剤を調製することができた。調製した製剤は粒子径約 100nm のアニオン性微粒子であった。
また、電気泳動を行った結果、siRNA が微粒子内に内包されているのが確認でき、電子顕微鏡
で球状の形態であることが観察できた。ルシフェラーゼを恒常発現させたマウスメラノーマ細
胞株（B16-F10/Luc）を作成し、蛍光標識した siRNA を含んだナノ微粒子を用いて微粒子の取
り込みを評価した結果、naked の siRNA は細胞に取り込まれなかったのに対し、ナノ微粒子は
高効率に細胞に取り込まれていた（図 3）。また、siLuc を含んだナノ微粒子を用いて遺伝子抑
制を評価した。その結果、高い遺伝子発現抑制効果を示すことが明らかになった。また、この
微粒子は細胞毒性や血液毒性も示さなかった。さらに、この微粒子に蛍光標識した siRNA を含
んだナノ微粒子をマウスに尾静脈内投与し、臓器中の遺伝子分布を評価した結果、肺において
高い分布を示した。また、経肺投与後の臓器中遺伝子分布の評価も行った。その結果、経肺投
与においても肺に選択的に遺伝子を集積できることが示された。  
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図 3 siRNA を含んだナノ微粒子の細胞内取り込み 
 
 
 最後に、メラノーマ肺転移モデルマウスを用いて、がんの増殖に関与しているタンパク質に対
する siRNAを含んだナノ微粒子の肺転移抑制効果を調べた。Control、naked siRNA、scramble siRNA
ナノ微粒子を投与されたマウスでは肺での発光が観察されたのに対し、siRNA 内包ナノ微粒子
を投与されたマウスでは肺での発光がほとんど観察されなかった。摘出した肺においても siRNA
内包ナノ微粒子を投与されたマウスではメラノーマ細胞が観察されなかったが、その他の群で
は多くのメラノーマ細胞が認められた。また、このナノ微粒子は血液毒性も示さなかった。 
 

 
図 4 ナノ微粒子を尾静脈内投与後のメラノーマ肺転移モデルマウスに対する肺転移抑制効果 

 
 
本研究により、全身投与および経肺投与により選択的に送達できるナノ微粒子の調製に成功

した。このナノ微粒子はがん細胞にも良好に取り込まれ、遺伝子発現および抑制をすることがで
きるため、肺がんあるいは肺転移がんに対する遺伝子・核酸医薬開発へ応用することが可能であ
る。今後、他の肺疾患にも応用していく予定である。 
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