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研究成果の概要（和文）：短い 2本鎖リボ核酸(siRNA)の全身投与によるがん治療を実現するた
めに、siRNAを安全かつ効率良くがん細胞の細胞質までデリバリーする機能を有する高分子集
合体(ミセル)型キャリアシステムの開発を行った。結果として、がん細胞および腫瘍血管内皮
細胞を認識するペプチドリガンドを搭載し、2-イミノチオラン修飾ポリリシンによりミセルコ
アが安定化された siRNA キャリアは、皮下移植がんモデルに優れた抗腫瘍効果を示すことが
明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：For successful systemic siRNA delivery towards cancer treatments, this study 
was aimed to develop the multifunctional polymeric micelles to safely and efficiently deliver siRNA into 
the cytoplasm of cancerous cells. Eventually, the micelle carrier, which was equipped with a targeting 
peptide ligand on the surface and stabilized core by 2-iminothiolane-modified polylysine, has achieved 
the significant growth inhibition of the subcutaneous tumor. 
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１．研究開始当初の背景 
	 siRNA(small interfering RNA: 30塩基以
下の二本鎖 RNA)は、標的 mRNA を特異的
かつ効果的にノックダウンできることから、
固形がんなどへの治療応用が強く期待され
ている。しかしながら、siRNAは生体内にて
速やかに代謝・分解されることから、siRNA
をがん治療応用するためには、(1)その生体内
での安定性と血中滞留性を向上させ、固形が
んに効果的に集積させ、かつ(2)標的がん細胞
に対して効率良く siRNA を機能発現させる

キャリアシステムの開発が必要不可欠と考
えられる。これまでに、リポソームやポリカ
チオンを構成成分とする siRNA キャリアの
開発が世界的に行われてきたが、望ましい体
内動態と高い siRNA 活性を両立するキャリ
アはいまだ報告されていない。 
	 その一方で報告者は、ポリエチレングリコ
ール(PEG)-ポリカチオンのブロック共重合
体と核酸分子の静電相互作用を利用して、コ
アに遺伝子(プラスミド DNA)を内包した高
分子ミセルを開発し、その in vivo 応用にお
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ける有用性を実証してきた。よって、これま
でに得られた遺伝子内包高分子ミセルキャ
リアの開発技術に基づき、siRNAデリバリー
用にブロック共重合体およびミセル組成を
的確に制御することで、日本発・世界初の
siRNA医薬が開発できるものと考え、本研究
を推進した。 
 
 
２．研究の目的 
	 PEG-ポリカチオンブロック共重合体の精
密設計と分子修飾に基づく機能の創り込み
によって、長期血中滞留性ならびに優れた腫
瘍集積性を達成し、標的がん細胞内で効果的
に siRNA を機能発現させることのできる高
分子ミセルを構築する。具体的には、図 1に
示すように、(1)ミセル内核に構造安定化に向
けた化学構造、例えば細胞内にて開裂するジ
スルフィド(SS)架橋を導入し、(2)ミセルの血
中における非特異的相互作用を抑えるため
(ステルス性)の PEG外殻の組成最適化、例え
ば PEGの分子量を検討し、(3)特定の細胞表
面を認識するためのペプチドリガンド分子
をミセル表層に導入する。これらの技術に基
づき、最適化された siRNA 内包高分子ミセ
ルに関しては、血管新生に関与する遺伝子を
標的とする治療用 siRNA を用いて、皮下移
植がんに対する抗腫瘍効果を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1)ミセルコアの安定化に向けて	 
	 ミセルコアの安定化に向けては、PEG-ポ
リカチオンのポリカチオン部位に、SS架橋
および疎水性官能基を導入することで行っ
た。疎水性官能基としては、コレステリル基、
ステアロイル基、および 2-イミノチオラン N
置換体などである。 
 
(2)ステルス性の向上に向けて 
	 ステルス性の向上に向けては、分子量の異
なる PEG(12kDaおよび 17-21kDa)の使用お

よびミセル調製後に分子量 5kDaの活性化
PEGを導入(Post-PEGylation)することで行
った。 
 
(3)標的細胞の認識に向けて 
	 標的細胞の認識に向けては、環状 RGDペ
プチドリガンドを PEGの末端に導入するこ
とで、ミセル表層にリガンド分子が提示され
るよう設計した。リガンド効果の有無に関す
る評価としては、環状 RGDに対する受容体
として知られるインテグリンを過剰発現し
た子宮頸がん細胞(HeLa)を用いて行った。 
 
 
４．研究成果	 
(1)ミセルコアの安定化に向けて	 
	 siRNA キャリアの安定性評価の手法とし
て、本研究では蛍光相関分光法(FCS)を用い
た評価法を考案した。FCSは溶液中の蛍光分
子の拡散係数および粒子径を測定するが、こ
れを利用することで、血清培地中などの高濃
度のタンパク質共存環境におけるナノ粒子
の粒子径測定が可能となる。実際に、蛍光標
識 siRNAを用いて種々の siRNAキャリアを
調製し、それらの安定性(粒子径)を FCSによ
り評価した。また、実際の血流中での siRNA
キャリア安定性に関しては、高速レゾナント
スキャナを搭載した共焦点顕微鏡システム
を用いて、血液中を流れる蛍光標識 siRNA
キャリアをリアルタイム観察することで評
価した。 
	 結果として、ポリカチオン側鎖へのコレス
テリル基やステアロイル基の導入は、ミセル
コアの安定性を有意に高めることが確認さ
れた。特に、ポリカチオン側鎖に対して約
20%の疎水性官能基導入が培養細胞への
siRNA 導入に最適であることが確認された。
しかしながら、その一方で、コレステリル基
やステアロイル基などの疎水性官能基を導
入した siRNA キャリアは、細胞毒性も増加
させることが示唆された。 
	 そこで、細胞傷害性の低い疎水性官能基の
導入を検討するとともに、側鎖の一部にはチ
オール基を導入し、ミセルコアへの SS 架橋
の導入を考案した。この疎水性官能基とチオ
ール基を同時に導入する反応として、2-イミ
ノチオランの反応を応用した。1 級アミンへ
と導入された 2-イミノチオランは、環状構造



と開環構造の平衡状態となることから、一部
がチオール基となり、残りが疎水性構造とな
る(図 2)。得られたブロック共重合体より、
siRNAキャリアを調製し、血流中での安定性
および安全性を評価したところ、白血球数や
AST(アスパラギン酸アミノトランスフェラ
ーゼ)値などの血中パラメーターを変化させ
ることなく、siRNAキャリアの安定性が有意
に上昇することが明らかとなった。 
	 
(2)ステルス性の向上に向けて	 
	 異なる分子量の PEG(12kDaと 17-21kDa)
を有するブロック共重合体より siRNA 内包
高分子ミセルを調製することで、ステルス性
に対する PEG 分子量の効果を検証した。モ
デルとして行った遺伝子キャリアの系では、
PEG 分子量 12kDa から 17kDa への増大に
伴い、血中滞留性が向上することが確認され
た。同様に、siRNAキャリアに対しては PEG
の分子量を 12kDaから 19kDaへと増加させ
たところ、初回通過効果による肝臓への集積
もしくは腎排泄が大幅に抑制される傾向が
見られ、血中滞留性の向上に寄与することが
示唆された。さらに、siRNAをポリアスパラ
ギン酸の側鎖に SS 結合を介してグラフト導
入し、見かけ上の siRNA 分子量を増大させ
た系(siRNAグラフト共重合体)に対して分子
量 21kDaのPEGを有するブロック共重合体
を適用したところ、分子量 12kDaの PEGか
ら調製された系と比べ、血中半減期は 4倍近
く上昇することが確認された。以上より、
siRNA 内包高分子ミセルの血中滞留性の向
上に関して、長鎖 PEG の使用が有効である
ことが明らかとなった。 
	 重合度の異なる PEG の評価と並行して、
Post-PEGylationによるステルス性の向上も
検討した。分子量 12kDa の PEG を用いて
siRNA内包ミセルを調製した後に、分子量の
低い PEG をミセルへと導入することで、
12kDa から成る PEG ブラシの隙間に短い
PEGが配置され、いわゆる埋め草効果により
高密度 PEG 高分子ミセルが調製されるもの
と期待される。実際に、活性エステル末端を

有する分子量 5kDa の PEG を用いて、疎水
性官能基によりコアが安定化された siRNA
キャリアに Post-PEGylation を行ったとこ
ろ、静脈投与２時間後の siRNA血中濃度が 3
倍近く上昇することが確認された(図 3)。以
上より、Post-PEGylationについても siRNA
キャリアの血中滞留性を有意に改善するこ
とが明らかとなった。	 
	 
(3)標的細胞特異的デリバリーに向けて	 
	 PEG末端への環状RGDペプチドリガンド
の導入は、alpha 末端にアセタール基を有す
るPEGを用いることで行った。具体的には、
N末にシステインを有する環状 RGDペプチ
ドとアセタール基を有するブロック共重合
体を反応させることによってチアゾリジン
環の形成を介して RGD-PEG-ポリカチオン
が得られた。1H NMRにより PEGに対する
環状 RGD導入率を算出したところ、約 70%
と算出された。 
	 得られた RGD-PEG-ポリカチオンを用い
て siRNA 内包高分子ミセルを調製し、培養
HeLa 細胞に対してリガンドの効果を検証し
た。まず、蛍光標識 siRNA を用いて、細胞
内取り込み量をフローサイトメーターにて
評価したところ、リガンド導入による有意な
siRNA取り込み量の増大が確認された。また、
このリガンドによる取り込み量増大の効果
は、ポリカチオン側鎖における疎水性官能基
の導入率の増加に伴い、増強されることも確
認された。さらに、共焦点蛍光顕微鏡により
siRNA キャリアの細胞内動態を観察したと
ころ、環状 RGDなしの siRNAキャリアは細
胞膜周辺に長時間留まっている様子が観察
されたのに対し、環状 RGDありの siRNAキ
ャリアは速やかに細胞質へと移行している
様子が観察された。そして、レポーター遺伝
子であるルシフェラーゼを利用して、siRNA
の遺伝子発現抑制効果を評価したところ、環
状ありの siRNA キャリアのみ有意な遺伝子
発現抑制効果を示すことが確認された。以上
より、環状 RGDの siRNAキャリアヘの導入
は、siRNAの細胞内取り込みおよび細胞質へ
の移行を促進し、結果として siRNA の遺伝
子発現抑制効果を大きく上昇させることが
明らかとなった。 
 
(4)担がんマウスに対する抗腫瘍効果 
	 上述の評価を通じて、siRNA内包高分子ミ
セルの有用性が確認されたことから、動物実
験へと展開した。本実験では、細胞実験で用
いたHeLa細胞によりマウス皮下移植モデル
を構築し、siRNAキャリアの性能評価を行っ
た。環状 RGDありとなしの siRNAキャリア
をそれぞれ静脈投与し、24時間後の皮下腫瘍
への集積性を共焦点顕微鏡を用いて観察し
た。正常組織(耳介)では、環状 RGDありとな



しの間で大きな差は見られなかった。一方、
腫瘍組織周辺を観察すると、環状 RGD あり
の siRNA キャリアは、腫瘍血管壁およびが
ん細胞に積極的に集積している様子が観察
された。そこで、がん組織を摘出し、IVIS
イメージングシステムにてがん組織全体の
蛍光強度を定量したところ、環状 RGD の導
入により siRNA のがん組織への集積が 2~3
倍ほど増加することが確認された。 
	 次いで、血管新生を阻害する治療用 siRNA
を高分子ミセルに封入し、血管新生阻害療法
に基づくがん治療を行った。結果として、治
療用 siRNA+環状 RGD なしのミセルおよび
非治療用 siRNA+環状 RGD ありのミセルは
有意な抗腫瘍効果を示さなかった一方で、治
療用 siRNA+環状 RGD ありのミセルは強力
な抗腫瘍効果を示した(図 4)。 

 
	 以上より、コアが安定化され、かつ表層に
リガンド分子が搭載された高分子ミセル型
キャリアを構築することで、siRNAの全身投
与を介して優れた抗腫瘍効果を得ることに
成功した。 
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