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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は，難治性呼吸器疾患の治療の一手段に，small interfering RNA（siRNA）を応
用できるかどうかを検証することであった．難治性呼吸器疾患として，肺線維症，リモデリン
グを伴う気管支喘息，肺癌の３つを想定し，それぞれの疾患の動物モデルに必要な Green 
fluorescence protein（GFP）を恒常的に発現している GFP トランスジェニックマウスを繁殖・
維持と， GFP を恒常的に過剰発現する Lewis lung carcinoma（LLC）細胞（GFP-LLC 細胞）の
作製に成功した．実際にキーエンス社製の Biozero 蛍光顕微鏡を用いて，GFP トランスジェニ
ックマウスの肺組織及び GFP-LLC 細胞による腫瘍組織の蛍光を極めて鮮明に映し出すことが可
能であった．そこで，GFP に対する siRNA（GFP-siRNA）を合成し，GFP トランスジェニックマ
ウス及び GFP-LLC 細胞による肺腫瘍を保持するマウスに対して，GFP-siRNA を経気道投与し，
Biozero 蛍光顕微鏡にて観察したが，残念ながら蛍光の抑制は認められなかった．siRNA の使用
量が少なすぎた可能性があり，今後の検討課題となった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we tried to determine whether intratracheal administration of siRNA 
against green fluorescence protein (GFP) could inhibit gene expression of GFP in the lungs 
of GFP-transgenic mouse or in the lung tumor which was generated by the intrathoracic 
inoculation of Lewis lung adenocarcinoma (LLC) cells over-expressing GFP (GFP-LLC). To 
detect fluorescence from GFP in the lung, Biozero fluorescence microscope (Keyence, Osaka, 
Japan) was used. The strong fluorescence signals were observed both in the lung of GFP 
transgenic mice and in the lung tumor consisting of GFP-LLC cells. However, intratracheal 
administration of siRNA against GFP did not inhibit the degree of florescence signal. 
The amount of siRNA used in the study might be insufficient. 
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１．研究開始当初の背景 

RNA 干渉とは，細胞内に産生される small 

interfering RNA（siRNA）が，対応する mRNA

を認識して分解し，蛋白質への翻訳を阻害す

ることによって，遺伝子発現を抑制する機構

である．現在，この siRNA を，特定の遺伝子

機能を抑制することで疾患治療に応用する，

いわゆる核酸医薬として使用できないかを

みる研究が進められているが，問題となって

いるのは，病変局所にどうやって siRNA をデ

リバリーするかということである．このデリ

バリーの問題を考慮した際，経気道的に直接

病変部位へ到達することが可能な呼吸器疾

患を siRNA導入のターゲットとすることは非

常に合理的なアプローチである．実際過去に，

siRNA を直接あるいは siRNA をコードするア

デノウィルスベクターを，マウスに対して経

気道的投与を行った実験結果が報告されて

いるが，これらの方法を用いることにより，

気道から肺胞領域にかけて，siRNA を細胞内

に導入することは可能であることは示され

ている．しかしながら，siRNA は一体どの細

胞に導入されているのか，さらに呼吸器疾患

に応用した場合，経気道的アプローチにより，

本当に病変部位における標的遺伝子のノッ

クダウンが可能であるのかについての検討

はほとんどなされていない．特に，我々が対

象疾患として考えている肺線維症，リモデリ

ングを伴う気管支喘息，原発性肺癌といった

難治性呼吸器疾患に対する応用はほぼ皆無

である．この現状を踏まえて，今回我々は，

siRNA の経気道的投与により，気道から肺胞

領域に至るどの細胞における遺伝子ノック

ダウンが可能であるのか，さらに，上に挙げ

た肺線維症，リモデリングを伴う気管支喘息，

肺癌の難治性呼吸器疾患の動物モデルを作

製した上で，siRNA を経気道的に導入した場

合，病変のどの領域，どの細胞における遺伝

子ノックダウンが可能であるのかを検討す

る研究を発案した．  

 
 

２．研究の目的 

GFP を発現することで蛍光を発するマウスあ

るいは細胞を用いて，肺線維症，リモデリン

グを伴う気管支喘息，肺癌といった難治性肺

疾患モデルマウスを作製し，これらのモデル

マウスへの GFP に対する siRNA を経気道投与

することで，GFP の発現が抑制されるのかを

検証する．さらに，抑制が認められた場合に

は，その部位の確認も行う． 

 
 
３．研究の方法 

A) GFP-LLC 細胞の構築 

Lewis lung carcinoma (LLC)細胞に対して，

GFP の発現プラスミド（pEGFP）をトランスフ

ェクションし，ハイグロマイシンにより GFP

恒常発現細胞を選別する．この GFP 恒常発現

細胞の中から，フローサイトメーターを用い

て GFP 高発現細胞をソーティングし，さらに

その細胞群から限界希釈法により GFP高発現

株を確立する． 

B) GFP に対する siRNA の構築 

GFP 発現を有効に抑制する siRNA の塩基配列

は，既にいくつかの論文にて発表されている．

これらの配列を用いて，siRNA の合成を業者

に委託する．３種類程度の siRNA 合成を計画

している． 

C) GFP-LLC 細胞における siRNA による GFP 発

現抑制の確認 

合成した GFP に対する siRNA を，GFP-LLC 細

胞に導入試薬を用いてトランスフェクショ



 ンし，どの配列の siRNA が GFP ノックダウン

に有効であるかを検証する．この検証には，

蛍光顕微鏡による観察のほか，フローサイト

メーターによる定量も行う． 

C）GFP-LLC 細胞を用いた同所肺移植肺癌モデ

ルの確立 

通常の LLC 細胞及び GFP-LLC 細胞を C57BL/6

マウス肺へ注入し，腫瘍細胞の移植を行った． D) GFP-LLC細胞を用いた同所移植肺癌モデル

の作製  
図１ 通常の LLC 細胞の移植モデル 

GFP-LLC 細胞をマウス肺へ同所性移植を行っ

て，原発性肺癌のモデルを作製する．GFP-LLC

細胞をマトリジェルと混合させて，C57BL/6

マウス肺へ注入し，腫瘍細胞の移植を行う． 

 
 
 
 
 
 

E）GFP-LLC 細胞を用いた同所移植肺癌モデル

のおける GFP 発現の抑制 

 
 
 

GFP-LLC 細胞を用いた同所移植モデルへ，GFP

に対する siRNA の経気道的投与を行い，

Biozero 蛍光顕微鏡にて蛍光の程度を解析を

行う． 

 
 
 
 
 
 

E）GFP トランスジェニックマウス準備  
 このマウスは現在業者から購入可能である

ので，購入後，広島大学動物実験施設にて維

持する． 

 
 
 
図 2 GFP-LLC 細胞の移植モデル 

F）GFP トランスジェニックマウスの肺におけ

る GFP 発現の抑制 

GFP に対する siRNA を，GFP トランスジェニ

ックマウスに対して，経気道的に投与する．

その後，Biozero 蛍光顕微鏡にて蛍光の程度

の解析を行う． 

 

 

４．研究成果 

A）GFP-LLC 細胞の確立 

 研究の方法にて述べた手法を用いて，

GFP-LLC 細胞の樹立に成功した． 
 

図１ではほぼ蛍光を認めないが，図 2に示す

ように，GFP-LLC 細胞の移植モデルでは，明

らかに蛍光の認められる腫瘍組織が正常肺

ときっちり分離される形で認められた． 

 

B)GFP に対する siRNA の作製 

GFP に対する siRNA については，Ambion 社か

らノックダウン確認済みの Silencer® GFP 

siRNA を購入することとした．この配列につ

いては，開示されていない． 

 

D)GFP に対する siRNA 投与 

GFP-LLC 細胞を用いて，同所肺移植肺癌モデ



 ルを作製した後，Silencer® GFP siRNA を経

気道的に投与した． E)GFP に対する siRNA 経気道投与による蛍光

の変化  

残念ながら，今回の観察では，GFP に対する

siRNA の経気道投与後に大きな蛍光の変化を

認めなかった．これは，siRNA の投与量が少

なすぎた可能性が考えられる．siRNA の合成

は高額なため，今回充当された研究費ではこ

れ以上の合成を行うことが出来ず今後の課

題となった． 

 

図 3 Silencer® GFP siRNA 投与後の腫瘍辺縁

部 
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