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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発した in vivo がん送達型多機能性エンベロープ型ナ
ノ構造体(PPD-MEND)に、がん細胞で選択的に発現している遺伝子に対する siRNA を搭載し、
抗腫瘍効果を誘起することができ、かつ、安全性の高い人工遺伝子デリバリーシステムを開発
し、がん治療へと応用することを最終目標とした。その結果、shGALA 修飾 PEG-MEND は、
静脈内投与により腫瘍組織で mRNA をノックダウンし抗腫瘍効果を誘起できることがわかっ
た。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a multifunctional envelope-type nano device 
(MEND) as a non-viral siRNA delivery system for cancer, which can induce the knockdown of tumor 
specific genes and anti-tumor effect with no toxicity. First, we measured antigen presentation of OVA 
encapsulated R8-MEND in dendritic cell (DC). As a result, R8-MEND showed specific MHC class I 
presentation, although showed low MHC class II presentation. Moreover, mice subcutaneously 
immunized by R8-MEND were showed significant antitumor effect compared with control mice. Next, 
we prepared GALA/DMEND encapsulating siRNA core condensed with protamine. To investigate 
antitumor effects, we immunized DCs which were silenced SOCS1 by GALA/DMEND to mice. As a 
result, SOCS1- silenced DC significantly suppressed tumor growth compared with control DC. 
Therefore, we succeeded in enhancing antitumor effect by silencing SOCS1 of DC with 
GALA/DMEND. For systemic siRNA delivery, HT1080 cells were s.c. inoculated into nude mice. After 
i.v. injection to tumor-bearing mice, GALA/PEG-MEND exhibited high systemic stability and 
accumulated in tumor tissue. Target -actin expression in tumor tissue was knockdowned more than 
60% after administration of GALA/PEG-MEND (4mg siRNA/kg), which resulted in suppression of 
tumor growth (特願 2010-39667). Serum level of ALT remained normal value, and body weight was 
unchanged after i.v. administration of GALA/PEG-MEND. These results suggested that 
GALA/PEG-MEND should be a valuable siRNA delivery system for in vivo tumor and siRNA 
therapeutics. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は多機能性エンベロープ型ナノ構造

体(MEND)の開発に成功し、細胞膜透過機能

を有するオクタアルギニン(R8)修飾した

R8-MEND は、培養細胞系においてアデノウ

イルスと同等の遺伝子発現を示すことを明

らかにした(Harashima, et al.：PCT/JP2004/ 
14500)。さらに、in vivo でがん組織選択的な

遺伝子デリバリーシステムを開発するため

に、がん組織内で特異的に発現するペプチダ

ーゼにより切断されて PEG を脱離し、がん

細胞内へ侵入するという新しい戦略

（PPD-MEND）に基づいて、in vivo におけ

る遺伝子発現にも成功した。また、siRNA を

搭載しPEG5000で最適化したPPD-MENDは

全身投与後、腫瘍組織において高い RNAi
効果を誘起することにも成功した。本請研究

では、PPD-MEND をさらに発展させ、siRNA
を搭載し抗腫瘍効果を誘起できる有効かつ

安全な遺伝子デリバリーシステムを開発す

る。 
 
２．研究の目的 
(1)MEND による細胞性免疫応答の誘導と抗

腫瘍効果の評価 
①R8-MEND による選択的な細胞性免疫の誘

導 
効率的な細胞性免疫を誘導するためには、

抗原を MHC クラスⅠに提示させる必要があ

るが、そのためには抗原を細胞質に送達させ

る必要がある。通常、外来性抗原はライソソ

ームでの分解を受け、MHC クラスⅡに提示

されてしまうため、MHC クラスⅠの抗原提

示効率の低さが問題となっていた。以前、

我々は R8 を MEND 表面に高密度に修飾する

ことで、ライソソームによる分解を回避でき

ることを明らかにしている。そこで、抗原を

R8-MEND に封入することで、効率的に抗原

を細胞質に送達し、MHC クラスⅠ抗原提示

及び抗腫瘍効果を誘導できると考えた。 
 

②樹状細胞への導入方法 
樹状細胞（dendritic cell: DC）は、免疫反応

の中心的な役割を担う抗原提示細胞であり、

未成熟状態で病原体などを取り込み、成熟状

態へと変化することで、効率的に T 細胞を活

性化する。しかしながら DC への遺伝子導入

は非常に困難であり、非ウイルスベクターに

よる成功例はない。加えて、成熟状態の DC
は取り込み能が極端に低下していることも

知られている。故に DC に遺伝子導入可能な

非ウイルスベクターの開発や成熟 DC への導

入法の確立は重要であると考えられる。 
 
③DNA マイクロアレイによる安全性の解析 

pDNA を封入した MEND を投与し、生体内

でいかなる反応が生じているかを先験的に

予見することは難しい。そこで、マイクロア

レイ法により網羅的遺伝子発現解析を行な

い、安全性の検討を行なった。生体適合性分

子 PEG 修飾による MEND の免疫応答を解析

し、細胞内動態制御に基づいた MEND の安全

性向上を試みた。 
 
(2)siRNA 搭載統合型 MEND による抗腫瘍効

果 
①GALA/MENDによる siRNAのDCへのデリ

バリー 
suppressor of cytokine signaling 1（SOCS1）

は、サイトカインシグナル伝達におけるネガ

ティブフィードバック分子として同定され、

JAK/STAT 経路を介する広範なサイトカイン

のシグナル伝達を阻害する。これまでに、

SOCS1 を欠損した DC は強力なT 細胞刺激作

用・サイトカイン産性能を示すことが報告さ

れている。故に、siRNA の標的分子として注

目されている。しかしながら、非ウイルスベ

クターを用いた DC への siRNAの導入は困難

であることから、siRNA を効率的に DC へ導

入可能な非ウイルスベクターの開発が望ま

れている。そこで我々は、膜枚数を制御し、

エンドソーム脱出のための機能性素子であ

る GALA を修飾した GALA/DMEND を構築

し、DC におけるノックダウンを試みた。 
 
②GALA によるエンドソーム脱出の促進 
がんへのデリバリーには MEND へ PEG 修

飾し血中滞留性を付与し、EPR 効果で腫瘍に

送達するが、PEG はエンドソーム脱出を阻害

する。そこでpH応答性膜融合ペプチドGALA
によるエンドソーム脱出促進を試みた。 

 



③shGALA による systemic デリバリー 
GALA 修飾すると MEND の血中安定性が

低下し EPR 効果による癌への送達が不十分

であった。GALA が PEG の水和層を突き出て

いることが原因と考え、ペプチド配列の一部

を削除した short GALA (shGALA)を新たに構

築し、siRNA の in vivo デリバリーを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)MEND による細胞性免疫応答の誘導と抗

腫瘍効果の評価 
①R8-MEND による選択的な細胞性免疫の誘

導 
蛍光ラベルした R8-MEND を調製し、in 

vitro でマウス骨髄細胞から誘導した DC に取

り込ませ、フローサイトメーターを用いた取

り込み経路解析及び共焦点レーザー顕微鏡

（CLSM）細胞内動態解析を行った。またモ

デル抗原として ovalbumin（OVA）を封入し

た R8-MEND を調製し、MHC 分子と OVA ペ

プチド複合体を特異的に認識するT細胞ハイ

ブリドーマを用いて抗原提示量の評価を行

った。比較対照として、エンドソーム脱出能

の低いカチオン性リポソームを用いた。さら

に in vivoにおいて R8-MENDを用いて 1 週間

毎に計 2 回皮下免疫を行った後、OVA 発現腫

瘍細胞 E.G7-OVA 細胞を移植し、その増殖を

経時的に測定することで、抗腫瘍活性を評価

した。 
 
②樹状細胞への導入方法 

R8-MEND に OVA を内封し、未成熟 DC 及

び成熟 DC に暴露し、フローサイトメーター

による取り込み量評価とT細胞ハイブリドー

マを用いた抗原提示評価を行った。また

MEND を取り込ませた DC をマウスに免疫し、
51Cr-release assay を用いて CTL 活性を測定し

た。ポリカチオンであるプロタミンを用いて

ルシフェラーゼをコードしたpDNAを凝縮化

し、２種類の脂質膜を有する tetra-lamellar 
MEND（T-MEND）を調製した。T-MEND を

DC の細胞株である JAWSII 細胞にトランス

フェクションし、ルシフェラーゼ活性を測定

することで、遺伝子発現活性を評価した。 
 
③DNA マイクロアレイによる安全性の解析 

pDNA 封入 MEND とその PEG 修飾 MEND
（PEG-MEND）を調製し、マウス尾静脈から

投与後 2 時間後の脾臓から RNA を抽出しマ

イクロアレイ解析、および qRT-PRC 法により

mRNA 発現量を測定した。また投与後の血清

サイトカインを ELISA 法により測定した。ま

た エ ン ド ソ ー ム 脱 出 促 進 を 目 的 に

PEG-MEND に GALA を修飾し免疫応答性を

評価した。 
 
(2)siRNA 搭載統合型 MEND による抗腫瘍効

果 
①GALA/MENDによる siRNAのDCへのデリ

バリー 
ポリカチオンであるプロタミンを用いて

siRNA のコアを調製し、DOPE/PA/GALA の脂

質からなる SUV と混合した後、R8 を表面修

飾し GALA/DMEND を調製した。DC に

GALA/DMEND をトランスフェクションし、

SOCS1 の mRNA 量を定量的 RT-PCR により

評価した。加えて SOCS1 をノックダウンし

たことによる STAT1 のリン酸化をウエスタ

ンブロット法により調べた。DC からのサイ

トカイン産生量の変化を ELISA 法を用いて

測定した。また GALA/DMEND を用いて

SOCS1 をノックダウンした DC をマウスに投

与し E.G7-OVA を用いた抗腫瘍活性評価を行

った。 
 
②GALA によるエンドソーム脱出の促進 
蛍光標識 PEG-MEND へ GALA を修飾し、

細胞内取り込み後のエンドソーム脱出過程

を共焦点レーザー顕微鏡で評価した。ルシフ

ェ ラ ー ゼ 活 性 を 指 標 に 、 siRNA 封 入

PEG-MEND への GALA および腫瘍特異的に

切断を受ける PEG(PPD)修飾がノックダウン

活性へ及ぼす影響を、in vitro 培養細胞及び in 
vivo 腫瘍局所投与で評価した。 
 
③shGALA による systemic デリバリー 

PEG-MEND へ GALA を修飾すると血中滞

留性が減少することが明らかとなった。この

原因として GALA が PEG による水和層を突

き抜けたため血清タンパクから認識される

たためと考えた。そこで GALA のアミノ酸

30 残基を 22 残基に改変した shGALA のコレ

ステロール誘導体を新たに合成した。ヒト

-actin に対する siRNA 封入 PEG-MEND に

shGALA を修飾し、担癌マウスへ尾静脈投与

し、腫瘍組織における mRNA のノックダウン

および腫瘍増殖抑制効果を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)MEND による細胞性免疫応答の誘導と抗

腫瘍効果の評価 
①R8-MEND による選択的な細胞性免疫の誘

導蛍光ラベルした R8-MEND 及びカチオン性

リポソームの DC による取り込み経路を阻害

剤を用いて調べた結果、共にアミロライドで

顕著な阻害が認められたことから、マクロピ



ノサイトーシスを介して取り込まれること

が明らかになった。一方で、DC に取り込ま

れた後の細胞内動態を観察した結果、カチオ

ン性リポソームとは異なり、R8-MEND を取

り込ませた DC において内封物の細胞質への

拡散が認められたことから、R8-MEND は内

封物を効率的に細胞質に送達可能であるこ

とが明らかになった。また OVA を内封した

R8-MEND を DC に取り込ませ、その抗原提

示量を測定した結果、R8-MEND は MHC ク

ラスⅡへの提示効率は低く、特異的な MHC
ク ラ ス Ⅰ抗 原 提示 を示 し た。 さ らに

R8-MEND を用いて皮下免疫したマウス群で

は、コントロール群と比較して著しい腫瘍増

殖抑制効果が認められた。以上の結果から、

R8-MEND は MHC クラスⅠへの特異的な抗

原提示を有しており、in vivo において強力な

抗腫瘍活性を示したことから、効率的に細胞

免疫を誘導できる癌ワクチンキャリアーと

して有用であることが示唆された（Nakamura 
T et al. Mol. Ther. 2008） 
 
②樹状細胞への導入方法 

OVA を封入した R8-MEND を DC に取り込

ませた結果、取り込みが低下した成熟化 DC
においても非常に高い取り込みを示した。ま

た R8-MEND を用いて成熟化 DC へ抗原を送

達させた方が、未成熟 DC に送り込んだバア

を比較して高い抗原提示と CTL 活性を示し

た（Homhuan A et al. J. Control. Release 2009）。 
 また JWASII 細胞に T-MEND を用いて遺伝

子導入した結果、従来の MEND や市販試薬で

ある lipofectamine2000 を大きく上回る遺伝子

発現活性を示した。さらに T-MEND の細胞内

動態を観察した結果、蛍光ラベルした pDNA
が JAWSII 細胞の核内に送達されていること

が確認された（Akita H et al. Biomaterials 
2009）。 
 
③DNA マイクロアレイによる安全性の解析 

pDNA 封入 MEND および PEG-MEND を投

与後の脾臓においてコントロール群と比較

して 3 倍以上発現変動のあった 1581 遺伝子

をクラスタリング解析した結果、半数の遺伝

子は PEG 修飾で変

動が改善している

ことが明らかとな

った。一方で予想

に反して PEG 修飾

で発現変動がかえ

って悪化する遺伝

子群が検出された

(下図左 Cluster 4)。
これの多くはⅠ型

インターフェロンであった。パスウェイ解析

で上流エンドソーム内 TLR9 との相互作用が

原因と考え、エンドソーム脱出促進を目的に

PEG-MEND に GALA を修飾したところ、

IFN-産生量は減少し(上図右)、細胞内動態制

御が安全性向上に有用な手段であることが

示唆された（投稿準備中）。 
 
(2)siRNA 搭載統合型 MEND による抗腫瘍効

果 
①GALA/MENDによる siRNAのDCへのデリ

バリー 
SOCS1 に 対 す る siRNA を 搭 載 し た

GALA/DMEND を DC にトランスフェクショ

ンし、mRNA 量を測定した結果、未処理の細

胞群と比較して 87.5%の発現抑制が確認され

た。また SOCS1 をノックダウンすることに

より、STAT1 のリン酸化が増強されているか

を調べた結果、SOCS1 をノックダウンした

DC において 8 時間後までの持続的な STAT1
のリン酸化が認められた。 
加えて、SOCS1 をノックダウンすることによ

るDCからのTNF-α及び IL-6の産生量の変化

を調べた結果、未処理群と比較して TNF-α で

2.3倍、IL-6で 4.2倍の産生増加が認められた。

さらに GALA/DMEND を用いて SOCS1 をノ

ックダウンしたDCをマウスの footpadに免疫

し、1 週間後に E.G7-OVA を移植後、その増

殖を観察した。その結果、control siRNA を用

いた群に比較して有意に腫瘍増殖が抑制さ

れており、SOCS1 に対する siRNA の導入に

より DC の抗腫瘍効果を増強することに成功

した。今回得られた結果は、非ウイルスベク

ターを用いて DC へ効率的に siRNAを導入し、

免疫誘導能を増強することに成功した初め

ての例である。このことから、GALA/DMEND
は非常に有用な siRNA デリバリーシステム

であることが示された（Akita H et al. J. 
Control. Release 2010）。 
 
②GALA によるエンドソーム脱出の促進 
 赤色蛍光標識PEG-MENDは細胞内でエンド

ソームを示す緑色と共局在していたが、



GALAを導入することで赤色単独のパーティ

クルが多く観察され、PEG-MEND のエンドソ

ーム脱出が促進された。また、GALA 修飾に

より標的ルシフェラーゼ活性の強いノック

ダウンに成功した（Sakurai, Y. et al. Biol. 
Pharm. Bull. 2009）。 
また、GALA と PPD を修飾した MEND を

ルシフェラーゼ安定発現 HT1080 皮下移植担

癌マウスに局所投与したところ、PEG 未修飾

MEND と比較して強いルシフェラーゼノッ

クダウン効果が誘起された（Hatakeyama, H. et 
al. J. Control. Release 2009）。 
 
③shGALA による systemic デリバリー 

shGALA 修飾した PEG-MEND（shGALA 
-MEND）を RI 標識しマウスへ尾静脈から投

与したところ、PEG-MEND と比較して血中滞

留性の減少は観察されなかった。一方、in vitro
における標的ヒト -actin のノックダウン活

性は、shGALA 修飾により著しく増大した。

そこで、HT1080 皮下移植マウスへ静脈内投

与(4 mg siRNA/kg)すると、標的ヒト -actin
の mRNA が 60％以上ノックダウン可能であ

った。それに伴い、腫瘍増殖の抑制が観察さ

れた（特願 2010-39667）。また shGALA-MEND
投与後の体重変化や肝毒性は観察されず、炎

症性サイトカインの産生もわずかであった。

以上の結果より、shGALA 修飾 PEG-MEND
は静脈内投与後に腫瘍組織で mRNA をノッ

クダウンし抗腫瘍効果を誘起可能で、また安

全性にも優れたデリバリーシステムである

ことが示唆された。 
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