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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管へのsmall inteferring RNA（siRNA）送達により難治性肺転移がん
の新規治療法を確立することを目的とした。肺転移モデルとして、マウス乳がん細胞を静脈内投与することで作
成したマウスに血管にsiRNAを送達するシステム（TET-MEND）を投与したところ、悪性化にかかわるたんぱく質
の抑制が認められた。また、抗体による抑制によって抗腫瘍効果が知られているdelta-like ligand 4（DLL4）
という遺伝子に対するsiRNAを送達したところ延命効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at a development of new therapy for lung-metastatic 
cancer by siRNA delivery to tumor vasculature. Lung-metastasis model was prepared by an injection of
 murine cancer cells via the tail vein. When TET-MEND was administered into the lung-metastasis 
model, we observed a suppression of target protein in the metastasis. Then, to prove the therapeutic
 effect of TET-MEND, siRNA against delta-like ligand 4 (DLL4) was encapsulated into TET-MEND. Tumor 
volume was monitored after the continuous injection of TET-MEND encapsulating siRNA-DLL4. As a 
consequence, a significant prolongation in overall survival was obtained.

研究分野：薬物送達学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果は、既存のがんそのものを狙う治療法とは異なる新しい治療概念を提唱する。がんそのものを狙う治療法
ではがんの増殖性に着目した医薬品が多い。そのため、正常な組織の増殖が盛んな毛髪組織や骨髄の免疫細胞に
まで障害がおよび副作用の原因となる。一方で、本研究により確立した血管を標的とする治療法はがん細胞を標
的としないためにその懸念は小さい。また、この両方が肺転移がんにも応用可能であることを示した。現在、転
移したがんに対して有効な治療法は存在しないことから、ステージ後期のがんに苦しめられているがん患者に新
たな選択肢を提供できるような治療法の開発に繋がりうる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
転移がんは、がんの死因の 90%以上を占めるが、現在の三大療法は奏功しない。そのため、薬
剤耐性を有する難治性転移がんの新たな治療法が切望されている。申請者は、すでに原発がんの
血管に small interfering RNA（siRNA）を送達する脂質ナノ粒子 RGD-MEND（multi functional 
envelope-type nano device）によりがんの成長を抑制することに成功した。この結果から、がん細
胞を直接標的とせずに血管を標的とするがん治療法が有効であることが示唆された。 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では、この方法を新規リガンドの同定・脂質組成などの最適化により発展させることで、
治療抵抗性のある転移がん組織内の血管をターゲットする脂質ナノ粒子 tumor endothelium-
targeting（TET）-MENDを開発して、血管新生を抑制することに基づく転移がんの有効な治療を
達成する。 
 
３． 研究の方法 
 
 肺転移モデルはマウス乳がん細胞由来 4T1細胞を 1.0~10×105 cellsを BALC/c雌性マウス（4
週令）に尾静脈内投与することにより作成した。転移作成後、1~4週間後に肺を摘出し、作成し
た凍結切片に対して免疫染色を行い、血管の頑健性のマーカーとして α smooth muscle actin
（αSMA）、type-IV collagen（COLIV）、および vascular endothelial cadherin（VEcad）の発現を評価
した。また、血管への siRNA送達による治療効果の検証として、vascular endothelial cell growth 
factor receptor 2（VEGFR2）および delta-like ligand 4（DLL4）に対する siRNAを内封した TET-
MEND をアルコール希釈法により作成した。移植後、１、４，７日後に TET-MEND を投与し、
動物倫理規定に従い 1 週間のうちに 10％以上の体重減少をエンドポイントとして、生存率を評
価した。また、血管新生の抑制による血管正常化と免疫療法の組み合わせによる新規治療法の治
療効果を評価するために、programmed death 1（PD-1）抗体を同時に投与した際の抗腫瘍効果に
ついても評価を行った。 
 
 
４． 研究成果 
 
（１） 肺転移モデルマウスを用いた血管を標的とする治療法の確立 

 
１． 肺転移モデルにおける血管構造の解析 
原発巣の血管構造は脆弱であり、基底膜や裏打ちする細胞（ペリサイト）が欠如してい
る。ナノ粒子はこの脆弱な構造を介して、がん組織へと移行することが知られている。一 

図 1 転移巣における血管の脆弱性の評価 



方で、転移巣における血管構造に関する評価は今のところほとんどなされていない。そこ
で、血管新生が起きているかをブロモデオキシウリジン（BrdU）の取り込みで、および肺
転移巣における血管の頑健性について、ペリサイト（αSMA）、基底膜（COLIV）、内皮細
胞の接着（VEcad）の発現を解析した。その結果、転移、1，3，7日後の肺では経時的に増
殖する血管内皮を表す BrdU 陽性の細胞が増加していた（図 1A、B）。また、正常マウス
（normal）と比較して、転移 7日後のマウスの肺（metastasis）では血管の頑健性を示すい
ずれのマーカーの発現も減少していた（図 1C、D）。以上のことから、転移巣の血管は原
発巣の血管同様脆弱な構造をしており、TET-MEND による新生血管ターゲティングが可
能である可能性が示唆された。また、従来の報告に基づいて考察すると、enhanced 
permeability and retention（EPR）効果による滞留性高分子の集積も期待された。しかしなが
ら、蛍光標識した TET-MEND は静脈内投与後、肺転移巣に蓄積する様子が認められた。
一方で、リガンドを搭載しない PEG のみを保持した脂質ナノ粒子（PEG-LNP）では肺転
移巣への集積はほとんど認められなかった。さらに、肺転移と皮下移植を同時に行ったマ
ウスに対して PEG-MENDを投与すると転移巣への集積量は著しく低かった。 

 
２． 血管新生阻害による肺転移治療効果の検証 
血管新生阻害による治療効果の評価に先んじて、標的組織におけるタンパク質・mRNA
発現の抑制について評価した。初めに、静脈内投与後の標的たんぱく質である VEGFR2の
発現を免疫染色により観察した（図 2A）。また、複数取得した画像を定量解析し、血管内
皮マーカーCD31と共局在する VEGFR2の面積を定量した（図 2B）。その結果、TET-MEND
投与群において、VEGFR2発現の有意な発現低下が見られた。さらに、転移巣と肺の非転
移部を目視で分け、それぞれの部位に対して VEGFR2 の mRNA 発現量を定量的 RT-PCR
により定量した（図 2C）。転移巣（cancer part）では TET-MENDによる VEGFR2抑制が見
られた。一方、転移巣が非がん部（non-cancer part）では VEGFR2の抑制は認められなか
った。この結果は、TET-MEND による siRNA送達はがん部の新生血管に選択的であるこ
とを示唆しており、正常臓器に対する影響が少ない選択的な送達法である可能性が明らか
となった。 

図 2 肺転移巣における TET-MENDによる遺伝子抑制効果（タンパク質・mRNA）の評価 
 
 
次に、転移巣血管への siRNA 送達による治療効果の評価を行った。同様に作成したマ
ウスに対して隔日で TET-MENDを投与し、生存率を経時的に観察した。初めに、VEGFR2
に対する siRNAを搭載した際の治療効果について評価した。本 siRNAと送達システムの
組み合わせは腎細胞がんの原発巣モデルにおいて、すでに治療効果が認められている
（Sakurai Y et al., J Control Release. (2013)）。しかしながら、VEGFR2 の抑制では TET-
MENDによる延命効果は全く認められなかった。そこで、delta-like ligand 4（DLL4）に着
目した。DLL4の
抑制は非生産的
な血管を増やす
ことでがん組織
の退縮を起こす
ことが報告され
て お り
（ Ridgway J et 
al., Nature. 
(2006) ） 、
VEGFR2 とは異
なる機序による
ことから治療効 図 3 TET-MENDによる新生血管 DLL4の抑制と延命効果の検証 



果が見られることを期待した。この DLL4に対する siRNAを搭載した TET-MENDを投与
したところ、生存期間が延長することが認められた（図 3）。また、リガンドを搭載して
いない PEG-LNPでは延命効果は認められなかったこと。以上のことから、肺転移巣の治
療において、新生血管を標的とした siRNA 送達は新規治療法として有用であることが示
唆された。 
 
 

（２） PD-1抗体との組み合わせによる新規治療法の確立 
 当初予定していた治療効果がすでに見られたことから、免疫療法との組み合わせによる抗腫
瘍効果について検討を開始した。 
 
１． 血管新生阻害と免疫チェックポイント阻害剤による相乗的治療効果の検証 
免疫チェックポイント阻害剤である PD-1抗体に対して部分的な阻害効果を持つマウス
大腸がん細胞 MC3 に対する遺伝子抑制効果について評価した。前項と同様 RGD 修飾した
粒子を投与して 24 時間後に腫瘍組織の免疫染色を行った。その結果、コントロール siRNA
搭載群では VEGFR2 シグナルの減少は認められなかった一方で、VEGFR2 に対する siRNA 搭
載群では有意な発現量の減少が見られた（図 4）。 
 
 

 
図 4 マウス大腸がん MC3 における VEGFR2 タンパク質抑制の評価 

 
 
 次に、PD-1 抗体との併用治療法について評価を行った。MC3 細胞を移植後抗体と粒子
を投与し、経時的に腫瘍体積を計測した(図 5A)。その結果、コントロール IgG 投与と比
較して PD-1 抗体単独投与群ならびに VEGFR2 投与群において腫瘍の成長が抑制される様
子がみられた(図 5B)。さらに、併用治療群ではより強い相乗的な治療効果が認められ
た。また、腫瘍体積が 200 mm3を基準として、それより抑えられた場合を responder
群、成長してしまった場合を non-responder 群とすると、PD-1 抗体単独群では
responder 率が 25%だったのに対し、併用療法群では 62.5%まで上昇した（図 5C）。以上
のことから、血管を標的とした siRNA 送達による治療と、免疫チェックポイント阻害剤
による併用療法は、免疫チェックポイント阻害剤の大きな問題となっている低い奏効率
を改善する可能性が示唆された。今後、併用療法によって治療効果が上昇した理由につ
いて検討を行う予定である。 

 



 
図 5 VEGFR2 siRNA 送達と免疫チェックポイント阻害剤による併用療法 
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