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研究成果の概要（和文）： 
PLL-g-PEG は siRNA などの核酸と安定な複合体を形成し、優れた血中滞留性を示すことから腫
瘍への選択的デリバリーが期待された。しかし、核酸との結合性、および腫瘍集積性に及ぼす
PLL,	 PEG 鎖長、PEG グラフト率の影響ははっきりしていない。そこで様々な鎖長、グラフト率
の PLL-g-PEG を系統だって合成し、種々検討した結果、PEG グラフト率が 30%を超えると腫瘍集
積性が高まるとともに核酸との親和性がむしろ高まる事が明らかとなった。また、本共重合体
は抗がん物質の選択的デリバリーにも有効である事が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously showed that polyethyleneglycol-grafted poly-L-lysine (PLL-g-PEG) exerts 
long lifetime of nucleic acids medicine, such as siRNA, in blood circulation. It is conceivable 
that PLL-g-PEG is useful as a drug delivery carrier for tumor treatment. In this study, we 
examined the effects of PEG grafting ratio and the length of the PEG chain and PLL 
backbone on the stability of siRNA/PLL-g-PEG complex and the tumor accumulation. As 
the results, it was revealed that the higher PEG-grafted PLL, more than 30%, is efficiently 
accumulated in tumor tissues and even the affinity to the siRNA is augmented. 
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１．研究開始当初の背景 
	 近年 siRNA などの核酸が新たな医薬材料
として期待されている。しかし核酸医薬は分
子量が大きく、生体内での安定性が低いこと

から、その実現のためには、薬理効果を劇的
に高めるためのドラッグデリバリーシステ
ムの開発が不可欠である。カチオン性ポリマ
ーの一つであるポリ̶L̶リシン（PLL）は、
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核酸とイオンコンプレックスを形成するポ
リペブチドとして核酸キャリアにしばしば
利用される。このカチオン性高分子は生体成
分であるアミノ酸の重合物であるポリペプ
チドである事から比較的生体適合性がある
と考えられる。しかしながら一方で、カチオ
ン性の高分子は非特異的な相互作用により
生体内ではしばしば毒性を生じる。そこで非
特異的相互作用の抑制に有効性が数多く報
告されているポリエチレングリコール（PEG）
をグラフト重合した。この PEG 鎖をグラフ
トした PLL（PLL-g-PEG、図１）は siRNA
との複合体形成能を失う事無く、生体内での
非特異的相互作用を抑制する事が明らかと
なった。このことは PLL-g-PEG によって 
siRNA の血中滞留性が劇的に向上すること
として示された。またこの実験結果により、
高い腫瘍集積性が発揮できる事が期待され
た。 
 
２．研究の目的 
	 PLL 側鎖への PEG 修飾は siRNA との相
互作用に影響を及ぼさないという知見が得
られていたが、その詳細は不明であった。そ
こで本研究では、グラフト修飾する PEG 鎖
の数および、PEG、PLLの長さの異なる種々
の共重合体を系統だって合成し、siRNAとの
複合体形成性と腫瘍集積性に及ぼす影響を
詳細に検討する事を目的とした。また、特に
腫瘍集積性を念頭に最適な PLL-g-PEG 構造
を決定し、研究後半では siRNA だけでなく
抗がん物質との複合体形成性と腫瘍集積性
を検討する事も目標とした。 
 
３．研究の方法 
	 PLL-g-PEG 共重合体は還元アミノ化法によ
って合成した。この時 PEG 仕込み比を変える
事によって異なるグラフト率のものを合成
した。合成した PLL-g-PEG は光散乱による分
子量決定と元素分析による組成分析により
PEG 修飾率を決定した。合成した PLL-g-PEG
に市販の活性エステル化蛍光基（Alexa	 Fluor	 
647）を反応させ PLL アミノ基に蛍光基を導
入した。luciferase 遺伝子を安定発現させた
マウス乳癌細胞 4T1、あるいは大腸癌細胞
CT26wt 細胞を Balb/c マウスに移植して担癌
マウスを作製した。蛍光修飾 PLL-g-PEG を担
癌マウスに尾静脈投与し、in	 vivoカメラ
（IVIS	 lumina）によって内蔵、および腫瘍
部の蛍光を経時的に観察し、PLL-g-PEG の体
内動態と腫瘍集積性を解析した。また、尾静
脈投与 24 後に各臓器を摘出し lysis	 buffer
により組織抽出液を作製した。各組織抽出液
の蛍光強度を定量する事により PLL-g-PEG の
組織集積性を解析した。siRNA と PLL-g-PEG
の相互作用は蛍光標識 siRNA を用いて、蛍光
分光相関法により各濃度の PLL-g-PEG 存在下

での siRNA の分子運動を評価する事により解
析した。また複合体の形成は電気泳動にて評
価した。	 

	 
４．研究成果	 
PLL-g-PEG と siRNA の親和性	 
	 siRNA と PLL との相互作用に及ぼすグラフ
ト PEG の影響を検討するために PLL 分子量
7,000、PEG 分子量 5,000 を用いて PLL-g-PEG
を合成した。PEG グラフト率は元素分析から
それぞれ 6、8、19、34%と見積もられた。蛍
光標識した siRNA と各 PLL-g-PEG を水溶媒中
で混合し、オリンパス MF20 により siRNA の

核酸速度を測定した（図２）。	 
	 
図２左では蛍光標識された siRNA に
PLL-g-PEG を添加するにしたがって観察され
る拡散時間が長くなる（拡散速度が遅くなる）
様子が見て取れる。横軸は PLL-g-PEG のε-
アミノ基(N)と siRNA	 のリン酸基(P)の比、つ
まり混合比を示している。この時グラフト率
が高い共重合体ほど拡散時間の最大値が大
きいことがわかる。これはより大きなものと
結合すると分子運動はより強く規制される
ことを意味している。そしてこの最大値に達
するための共重合体添加量が少ないほど
siRNA との結合力が強いということになる。
そこで図４右図では、最大値の半分に達する
のに必要な混合比(N/PDT50)に対し、PEG グラ
フト率をプロットした。N/PDT50 が小さいほ
ど siRNA との結合力が高いことを意味する。

 

図１．PLL-g-PEG



その結果、PEG グラフト率が 8%	 までは PEG
未修飾の PLL よりも徐々に結合力が弱くなる
のであるが、それを超えると今度は徐々に結
合力が高くなることが示された。そして興味
深いことにグラフト率 34%	 の共重合体では
むしろ未修飾 PLL よりも結合力が高いという
結果となった。	 
	 
PLL-g-PEG の腫瘍集積性	 
	 腫瘍集積性に及ぼす PLL-g-PEG 構造の影響
を検証するために、PLL 分子量 28,000 または
40,000、PEG 分子量 2,000、5,000、100,000
を使い、グラフト率の異なる PLL-g-PEG を合
成した。光散乱による分子量の決定と元素分
析よって PEG グラフト率を決定した。その結
果、グラフト率 5 から 72	 mol%までの異なる
共重合体が得られた（Table	 1）。得られた共
重合体に蛍光基を修飾し、4T1 細胞を背部皮
下に移植した担癌マウスに尾静脈投与し、経
時的に腫瘍部における蛍光を経時的に観察

した（図３）。その結果、28K5P36 と 40K5P37
はほぼ同等の集積性を示すものの、その動態
は大きく異なることが判明した。すなわち
28K5P36 はより速く腫瘍部位に集積しより速
く排除されるのに対し、40K5P37 は比較的ゆ
っくり集積するものの腫瘍部位への残留時
間も長いというものである（図３B）。共重合
体としての全体の分子量の違い（それぞれ約
40 万と約 60 万）の影響とともに、主鎖 PLL
鎖の長さの違いが特に腫瘍部位への残留性
に影響しているものと考えている。またこの
実験では、最も分子量の大きい 40K1037 で最
大の集積性が観察されている。続いて同じ癌
細胞を静脈することで肺転移モデルマウス
を作成し、同様に集積性を検討した。共重合
体は 40K5P37 を使用した。図４の写真：
Luminescence はあらかじめ癌細胞に導入し
た luciferase 遺伝子の肺での発現を基質で
ある luciferin の投与によって可視化したも
のである。つまり胚における移植癌の生着度
を示している。このマウスに蛍光標識した
40K5P37を投与し24時間後に摘出した胚の蛍
光を観察した結果が、図７：Fluorescence で
ある。その下が蛍光を定量した結果であるが、
移植癌の生着度に応じて蛍光強度も強いこ

とが分かる。この結果は PLL-g-PEG は転位性
の癌にも集積性を持つことを示唆している。
以上の担癌マウスを使った in	 vivoの結果は
大腸癌細胞 CT26wt を使っても同様に得られ
ている。	 

PLL-g-PEG による siRNA の腫瘍デリバリー	 
	 腫瘍部位における RNAi 活性を検証するた
めに luciferase 遺伝子に対する siRNA を使
用して実験を行った。図５左上段は先ほどと

Name PLL PEG Grafting
Ratio

PEG
Content

Mw Mw Mwa/103 Mwa/Mna(mole %)b (wt %)b

 28K2P72(91) 28,000 2,000 602 2.0 72 91
 28K5P5(67) 28,000 5,000 174 1.8 5 67
 28K5P36(93) 28,000 5,000 420 2.5 36 93
 40K2P37(84) 40,000 2,000 130 1.5 37 84
 40K5P5(67) 40,000 5,000 83 1.6 5 67
 40K5P37(94) 40,000 5,000 640 1.7 37 94
 40K10P37(97) 40,000 10,000 1000 1.5 37 97

Molecular Weight

Table 1. Preparation and characterization of PLL-g -PEG

aMn= the number-average molecular weight; Mw= the weight-average
molecular weight. Mn and Mw were determined  by MALLS. bDetermined by
1H NMR.

図４.	 肺転移モデルでの腫瘍集積性	 

	 

図３.	 PLL-g-PEG の腫瘍集積

性	 



同様に luciferin の投与により移植した癌が
発現する luciferase 活性をみたものである。
その下段はそれぞれ左：正常型の siRNA、右：
逆配列の siRNA を PLL-g-PEG とともに尾静脈
投与し翌日に同様に観察した結果を示して
いる。そして右にはそれらを定量した結果を
図示している。個体差によるばらつきが非常
に大きいが、ネガティブコントロールである
逆配列と比べると RNAi の特異性が発揮でき
ていることが示された。	 

	 
PLL-g-PEG による抗癌剤のデリバリー	 
	 フォトフィマーはガン治療の一つである
光線力学療法に現在臨床で使用されている
薬剤である。ヘマトポルフィリンノ重合物で
あるフォトフィマーと PLL-g-PEG は極めて安
定な複合体を形成する事が実験の結果明ら
かとなった。現在癌細胞障害効果、腫瘍集積
性について引き続き検討を進めている。	 
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図５. 上：マウスに移植した癌の lucifirin
発光、右：siRNA投与後の発光強度 


