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研究成果の概要： RNA干渉は標的遺伝子配列に相補的な短い2本鎖RNA(short interfering RNA, 

siRNA)による遺伝子発現抑制法である。近年、この siRNA 分子がある特別な塩基配列を持つと

きに限り、Ⅰ型インターフェロン(=IFN)を誘導する能力があることが論文発表されている。 

本研究課題では、siRNA 分子の IFN 誘導能力に着目し、誘導した IFN を利用して癌細胞を殺す

所（細胞、及び動物実験）までの成果を得た。 

【語句説明】RNA 干渉：短い 2 本鎖 RNA が伝令 RNA に結合することを介して標的遺伝子が蛋白

質に翻訳されることを抑える手法。発見者は 2006年のノーベル生理学・医学賞を受賞している。 

インターフェロン：動物体内で病原体（特にウイルス）や腫瘍細胞などの異物の侵入に反応し

て細胞が分泌するタンパク質である。癌細胞を殺す作用がある。 
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１．研究開始当初の背景 

 

RNA interference(RNAi)は標的遺伝子配列

に 対 応 し た 短 い 2 本 鎖 RNA(short 

interfering RNA, siRNA)による遺伝子発現

抑制法である。RNAiによる遺伝子サイレンシ

ングは、その配列特異性と発現抑制効果が高

いことから、癌などの難治性疾患に対する臨
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床応用が期待されている。siRNA による標的

遺伝子の発現抑制に関する報告が大半の中、

2005 年に siRNA 分子による免疫賦活効果(Ⅰ

型インターフェロン＝IFN や炎症性サイトカ

インの誘導)が報告された(Nature Medicine, 

2005)。即ち siRNA は標的遺伝子の発現抑制

活性だけでなく、免疫賦活活性(新規活性)を

持つ。この免疫賦活活性は『特別な塩基配列

＝IFN inducible sequence (IIS)』を有する

siRNAのみが持つ。以下、これを siRNA(IIS)

と略す。そこで、我々は siRNA(IIS)の『免疫

賦活活性』に着眼し、これを基盤とした新規

癌免疫治療法を発案した。 

 

 

２．研究の目的 

 

免疫賦活 siRNA、即ち siRNA(IIS)をトリガ

ーとして、細胞にⅠ型 IFNを誘導する。免疫

細胞(形質細胞様樹状細胞,pDC)と非免疫細

胞(線維芽細胞由来癌細胞)では同 siRNAの認

識機構が異なる為、戦略を二手に分ける。pDC

の場合、IFN-誘導済 pDC を癌細胞と共培養

(又は細胞融合)して、癌細胞側の増殖抑制・

細胞死を追跡する。皮下移植腫瘍に対しては、

IFN-誘導済 pDCを注入する細胞療法を行う。

非免疫細胞の場合、RIG-I/Mda5などの経路を

介する IFN-産生により癌細胞を殺す。双方

ともに、皮下移植腫瘍(動物実験)での癌治療

効果を示す所(＝到達点)までを目的に行う。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 免疫賦活 siRNA をトリガーとしたⅠ型 

IFNの誘導(in vitro実験) 

 

①免疫細胞に IFNを誘導する場合  形質細

胞 様 樹 状 細 胞 (plasmacytoid dendritic 

cells, pDC)に対して siRNA(IIS)をリポフェ

クション法で細胞に導入し、IFN-分泌量を

測定した。 

 

pDCの単離法：ヒト全血から Leucosep遠沈管

(Greiner 社)と Ficoll-Paque Plus 比重液を

用いて末梢血単核球(PBMC)を分離した。続い

て CD304（BDCA-4/Neuropilin-1）発現を指標

として pDC をポジティブ選択(磁気ビーズ

system：Miltenyi-Biotec社)した。単離 pDC

を抗 CD303抗体を用いて免疫染色し、純度を

算出した。 

 

検討する免疫賦活 siRNA 等：4 種の siRNA と

2 種の short single-stranded RNA (ssRNA)

を検討した。siRNA 配列のうち、2 種は既発

表配列である（ Hornung V et al, Nature 

Medicine, 2005; Judge AD et al, Nature 

Biotechnology, 2005）。申請者が独自に見出

した配列 2種も検討対象とした。 

 

IFN-の定量：pDC 培養上清をヒト IFN- 

ELISA を用いて定量した。総 RNA を取り、

Realtime RT-PCRも検討した。 

 

Ⅰ型 IFN誘導のメカニズムについて、下記の

項目も検討した。 

・pDC成熟化(GM-CSFによる)の必要性の有無 

・pDCにおける siRNA(IIS)認識機構の解明 

 

②非免疫細胞に IFNを誘導する場合  非免

疫細胞の場合、線維芽細胞が Poly(I:C)に反

応して、IFN-を誘導することが知られる。

線維芽細胞を形態とするヒト癌細胞３種(腎

癌 ACHN、結腸癌 COLO201 及び皮膚黒色腫

COLO800)に対して、siRNA(IIS)を導入後、

IFN-/の分泌量を ELISAで測定した。 

 

 

 

 

(2) 免疫賦活siRNAによるⅠ型 IFN誘導を利

用したヌードマウス癌治療(in vivo実験) 

in vitroの実験成果を in vivoマウス実験に

応用して抗腫瘍効果を得ることを目標に下

記のような方法で検討を行った。 

 

①pDC を使った癌治療（細胞療法） ヌード

マウス鼠径部皮下にヒト前立腺癌細胞(PC-3, 

前 述 ) を 移 植 し て 腫 瘍 を 作 成 し た 。

siRNA(IIS)を pDC に導入して、IFN を誘導し

た。腫瘍に IFN誘導済 pDCを注入後(2x106個/

腫瘍)、下記の３項目を検討した。 

 



 

 

・腫瘍の増殖阻害 

・腫瘍内部や血中のⅠ型 IFN量 

・TUNEL法による癌組織のアポトーシス 

 

②非免疫細胞の場合の癌治療実験 ヒト癌

細胞(癌種は線維芽細胞由来の上述の３種)

をヌードマウスに皮下移植して腫瘍を作成

する。Ⅰ型 IFN 誘導の最も高い siRNA(IIS)

を腫瘍に直接注入する。アテロコラーゲン

DDSにより、注入した siRNA(IIS)の安定性を

維持し、腫瘍への取り込みをはかった。 

 

 

４．研究成果 

研究成果を下記の如く、２つに分けて記載す

る。 

 

(1) 免疫賦活 siRNA をトリガーとしたⅠ型 

IFNの誘導(in vitro実験)に関する成果 

ヒ ト 全 血 か ら 、 Leucosep 遠 沈 管 と

Ficoll-Paque Plus 比重液を用いて末梢血単

核球(PBMC)を分離し、続いて CD304(BDCA-4)

発現を指標として形質細胞様樹状細胞(pDC)

をポジティブ単離することに成功した。単離

した pDC の純度は 82%であった。この pDC に

対して、IIS 配列を有する siRNA をリポフェ

クション法で導入すると、細胞培養上清中に

IFN-が分泌された。pDC による IFN-誘導

に GM-CSFの添加はそれほど奏功しなかった。

また、リポフェクション法を電気導入法にか

えると、同 IFN-誘導作用が消失した。ヒト

前立腺癌細胞 PC-3 を IFN-誘導済 pDC と共

培養することによって、癌細胞 PC-3 の増殖

が抑制されることを証明した。細胞融合装置

を用いて、IFN-誘導済 pDCと PC-3を融合す

ると、癌細胞の死滅効果が強くなった。                  

 

(2) 免疫賦活siRNAによるⅠ型 IFN誘導を利

用したヌードマウス癌治療(in vivo 実験)に

関する成果 

 

①樹状細胞を使った癌治療(細胞療法) ヌ

ードマウス鼠径部皮下に移植して作成した

腫瘍(＝ヒト前立腺癌由来 PC-3 腫瘍)に対し

て、IFN 誘導済み樹状細胞(pDC)を注入した。

その結果、腫瘍のアポトーシス誘導(TUNEL法

による)に成功し、有意な抗腫瘍効果を得た。 

 

②非免疫細胞(線維芽細胞)に対する癌治療 

ヒト癌細胞３種(腎癌 ACHN、結腸癌 COLO201、

皮膚黒色腫 COLO800：いずれも線維芽細胞由

来の癌)を各々ヌードマウス皮下に移植し、

腫瘍を作成した。これらの腫瘍に対して、治

療実験を行った。その結果、IFN 誘導を起こ

す siRNA(siRNA-IIS)を腫瘍に直接注入する

ことにより、有意な抗腫瘍効果を得た。抗腫

瘍効果の作用機序が、これらの癌細胞におい

て誘導された IFN-によるアポトーシスを介

したものであることを証明した。  
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