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研究成果の概要（和文）：葉酸修飾正電荷リポソームとsiRNAの複合体（葉酸修飾リポプレックス）の血液中で
の安定性をPEG修飾により改善する一方、がん組織に集積後はPEG誘導体がリポプレックスから脱離し、リポプレ
ックス表面に残された葉酸を介してがん細胞内に効率よくsiRNAを導入できる静脈内投与用の葉酸修飾リポプレ
ックスを調製した。このリポソームを用いてがん増殖阻害効果のあるpolo-like kinase 1 (PLK1) siRNAを静脈
内投与したところ肺でのsiRNAの集積量を減少ならびに担がんマウスの腫瘍にsiRNAを集積量を増加させ、その結
果、抗腫瘍効果を誘導することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we prepared small interfering RNA (siRNA)/cationic liposome 
complexes (lipoplexes) modified with folate (FA)-polyethylene glycol-1,
2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE) to facilitate their uptake into tumor cells via
 folate receptor (FR), and with PEG1600-cholesterol (PEG1600-Chol) or PEG2000-chondroitin sulfate 
conjugate (PEG2000-CS), to enhance their systemic stability. Among the FA-PEG-modified siRNA 
lipoplexes, 0.5 mol% FA-PEG5000-DSPE-modified lipoplexes with 2.5 mol% PEG2000-CS or PEG1600-Chol 
(LP-0.5F5/2.5P2-CS and LP-0.5F5/2.5P1.6-CL, respectively) exhibited selective growth inhibition of 
human nasopharyngeal carcinoma KB cells through transduction with polo-like kinase 1 (PLK1) siRNA. 
Furthermore, their lipoplexes markedly decreased the accumulation of siRNA in murine lungs after 
systemic injection. Finally, systemic injection of LP-0.5F5/2.5P2-CS lipoplexes increased 
accumulation of siRNA in KB tumor xenografts and induced anti-tumor effect.

研究分野：薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
siRNAは、配列特異的に遺伝子の発現を抑制できることから、がんに対する創薬開発が期待されているが、静脈
内投与でsiRNAをがんに送達することが困難であった。本研究課題で開発した葉酸修飾リポプレックスは、静脈
内投与でがん組織にsiRNAを送達できることから、今後、siRNAを用いた新しいがんの治療のためのリポソーム製
剤の開発につながるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

短鎖二本鎖 RNA（siRNA）は、細胞内に導入すると配列特異的に遺伝子の発現を抑制できるこ
とから、抗がん剤が効かない難治性のがんに対する治療薬として開発が期待されている。しかし
ながら、siRNAは水溶性の高分子のため細胞膜を透過しにくいこと、生体内の核酸分解酵素によ
り容易に分解されることなどから、静脈内投与により有効量の siRNA を標的がん細胞内に送達
することは非常に困難であるという欠点を有する。現在、siRNAをがん細胞に効率よく送達する
方法の一つとして、正電荷リポソームが汎用されているが、正電荷リポソームと siRNA の複合
体（リポプレックス）を静脈内投与すると、赤血球などの血液成分と凝集体を形成し、投与数分
以内に肺の毛細血管に捕捉されるため、投与した siRNA は肺にしか集積しない。そのため、が
ん組織に siRNA を送達させるためには、まず血液中でのリポプレックスの安定性を改善し、肺
における集積を抑制することが必要不可欠である。これまでに申請者は、リポプレックスの表面
に比較的少量（リポソーム総脂質量の 1~2 mol%）の葉酸修飾ポリエチレングリコール（PEG）
ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン（DSPE）を用いて葉酸修飾すると、がんで過
剰発現している葉酸受容体を介してがん細胞選択的に siRNAを導入できることを in vitroまたは
腫瘍内投与の研究で明らかにしているが、血液中での安定性を向上させるために正電荷リポソ
ームの葉酸 PEG-DSPE 修飾量を増加させると、siRNA リポプレックスの細胞内取り込みが阻害
され、リポプレックスの siRNA活性が消失するため、静脈内投与でがん選択的に siRNAを送達
し、がん増殖阻害効果を誘導することには成功していなかった。  

 

２．研究の目的 

 

本研究課題において、正電荷リポソームの PEG 修飾に用いる PEG 誘導体のアンカー部の構造
の違いにより、リポプレックスから PEG 誘導体の脱離のしやすさが異なることに着目し、一過
的なリポプレックスの血中安定性を改善するためには脱離しやすい PEG 誘導体を、また、がん
リガンドである葉酸をリポプレックスに修飾するためには脱離しにくい葉酸 PEG-DSPE を用い
ることで、血液中では PEG 修飾により安定性を示す一方、がん組織に集積後は葉酸修飾 PEG-

DSPE 以外の PEG 誘導体がリポプレックスから脱離し、リポプレックス表面に残された葉酸を
介してがん細胞内に効率よく siRNA を導入できる葉酸修飾正電荷リポソームを調製することを
研究の目的とした。そして、葉酸修飾 PEG-DSPE とアンカー部が異なる PEG誘導体を用いて修
飾した（葉酸/PEG 修飾）siRNA リポプレックスの静脈内投与により効率的にがん組織へ siRNA

を送達し、がん増殖を抑制できる治療システムの開発を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）葉酸修飾リポソームと siRNAリポプレックスの調製 

正電荷脂質としてジメチルジドデシルアンモニウムブロミド（DDAB）、中性脂質としてジ
オレオイル ホスファチジルエタノールアミン（DOPE）、PEG脂質として、PEG-ジステアロ
イルホスファチジルエタノールアミン（DSPE）（PEG 分子量 2000、3400、5000、 PEG2000-

DSPE、PEG3400-DSPE、PEG5000-DSPE）、PEG-ジステアリルグリセロール（PEG 分子量 2000、
PEG2000-DSG）、PEG コレステロール（PEG 分子量 1600、 PEG1600-Chol）、PEG コンドロイ
チン硫酸（PEG分子量 2000、 PEG2000-CS）、葉酸修飾 PEG-DSPE（PEG 分子量 2000、3400、
5000、FA-PEG2000-DSPE、FA-PEG3400-DSPE、FA-PEG5000-DSPE）を用いた。正電荷リポソーム
は、正電荷脂質と DOPE をモル比 1:1 となるようにクロロホルムに溶解し、さらに 0.5 mol%の

葉酸修飾 PEG-DSPEおよび 2.5 

mol% の PEG2000-DSPE 、
PEG2000-DSG、PEG1600-Chol を
添加して薄膜法により調製し
た。siRNA リポプレックスは、
正電荷リポソームと siRNA を
荷電比（+:-）4:1で混合して調
製した。 

また、PEG2000-CS修飾におい
ては、0.5 mol%の葉酸 PEG-

DSPEまたは PEG-DSPEで修飾
したリポソームを調製後、
siRNA と混合して siRNA リポ
プレックスを調製し、さらに
2.5 mol% PEG となるように
PEG-CS を添加して静電的に
リポソーム表面に PEG 修飾し
た。 

各葉酸修飾正電荷リポソー
ムの名称は、リポソームの名前 



の最初に LP-を、続いて葉酸 PEG-DSPE を F、PEG-DSPEを P とし、PEG鎖の分子量 2000、3400、
5000を Fと P の後にそれぞれ 2、3.4、5と記載した。そして、血液中での安定性改善に用いた PEG

誘導体については、PEG2000-DSPE を P2-PE、PEG2000-DSG を P2-G、PEG1600-Chol を P1.6-CL、
PEG2000-CS を P2-CS とした（図 1）。なお、リポソーム名称中の 0.5と 2.5 はリポソームに添加し
た PEG の mol%を示す。 

 

（２）葉酸修飾 PLK siRNA リポプレックス投与後の細胞増殖阻害効果 

葉酸受容体を過剰発現しているヒト扁平上皮がん KB 細胞に、コントロール siRNA（Cont 

siRNA）または細胞増殖抑制効果のある polo-like kinase 1（PLK 1）siRNAを用いて調製した葉酸
修飾 siRNA リポプレックスを最終濃度 50 nM siRNA となるように添加した。48 時間後、Cell 

Counting Kit-8 を用いて細胞生存率を測定した。 

 

（３）葉酸修飾 siRNAリポプレックスと赤血球の凝集性 

マウス血液から回収した赤血球懸濁液に、siRNAリポプレックス（2 μg siRNA）を混合し、15

分後に顕微鏡にて凝集体の有無を観察した。 

 

（４）葉酸修飾 siRNAリポプレックス投与後の siRNA のマウス生体内分布 

20 μgの蛍光（Cy5）標識 siRNAを用いて葉酸修飾 siRNAリポプレックスを調製した。葉酸修
siRNA リポプレックスを正常マウスまたは KB 細胞を皮下移植した担がんマウスに尾静脈内投
与した。投与 1 時間または 24 時間後に臓器・腫瘍を摘出し、siRNAの分布を ex vivo imagingま
たは凍結切片の観察により調べた。 

 

（５）葉酸修飾 PLK 1 siRNA リポプレックス投与後の KB担がんマウスに対する抗腫瘍効果 

20 μgのCont siRNAまたは PLK1 siRNAを用いて調製した葉酸修飾 siRNAリポプレックスを、
KB 細胞を皮下移植した担がんマウスに 2 日間隔で計 3 回投与し（KB 細胞移植 5、7、9 日目）、
経時的に腫瘍体積を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）葉酸修飾 PLK siRNA リポプレックス投与後の細胞増殖阻害効果  

がんリガンド修飾のために 0.5 mol%の葉酸 PEG-DSPE（PEG分子量 2000、3400または 5000）
を、リポプレックスの血中安定性を改善するために 2.5 mol%の PEG2000-DSPE、PEG2000-DSG、
PEG1600-Chol または PEG2000-CS を用いて正電荷リポソームに葉酸 PEGおよび PEG 修飾し、PEG

鎖長の長さと PEGのアンカー部が及ぼす葉酸修飾 PLK 1 siRNAリポプレックスの細胞増殖抑制
効果の影響を調べた。その結果、① 葉酸 PEG-DSPE については PEG 鎖が長いほど葉酸受容体
選択性が高くなること、② PLK 1 siRNAの増殖抑制効果は正電荷リポソームから脱離しやすい
PEG1600-Chol または PEG2000-CS 修飾では阻害されないものの、脱離しにくい PEG2000-DSPE や
PEG2000-DSG 修飾では阻害されることが判った（図 2）。そのため、正電荷リポソームに 0.5 mol%

の葉酸 PEG5000-DSPE と 2.5 mol%の PEG2000-Chol 修飾した LP-0.5F5/2.5P1.6-CLまたは 0.5 mol%の
葉酸 PEG5000-DSPE と 2.5 mol%の PEG2000-CS 修飾した LP-0.5F5/2.5P2-CS は、葉酸受容体を発現
しているがん細胞選択的に PLK1 siRNA による高い細胞増殖阻害効果を誘導できるものと考え
られた。 

 

 



（２）葉酸修飾 siRNAリポプレックスと赤血球の凝集性 

  葉酸修飾 siRNAリポプレックスをがん組織に静脈内投与で送達するには、血液中で血液成分
の赤血球とリポプレックスとの凝集を抑制し、血液中での安定性を改善する必要がある。そこで、
葉酸修飾 siRNAリポプレックスと赤血球を混合し、赤血球との凝集に及ぼす PEG 修飾の影響を
調べた。0.5 mol%の葉酸 PEG-DSPE 修飾のみでは、PEG 鎖の分子量に関わらず、赤血球と凝集
体を形成した（データ未掲載）。一方、 0.5 mol%の葉酸 PEG-DSPE と 2.5 mol%の PEG 誘導体を
同時に正電荷リポソームに修飾すると、いずれの葉酸 siRNA リポプレックスにおいても、凝集
体の形成が抑制された (図 3)。そのため、2.5 mol% PEG2000-Chol または PEG2000-CS 修飾は、PEG

修飾により siRNA 活性を減弱させないものの、血液中での安定性を改善できることが予測され
た。 

 

（３）葉酸修飾 siRNAリポプレックス投与後の siRNA のマウス生体内分布 

葉酸修飾 siRNA リポプレックスをがん組織へ送達するためには、血液中での赤血球との凝集
を抑制し、肺での siRNA の集積を減少させる必要がある。そこで蛍光標識した葉酸修飾 siRNA

リポプレックスを静脈内投与し、マウス生体内分布を調べた（図 4）。未修飾リポソーム（LP）
および 0.5 mol%の葉酸 PEG-DSPE のみ修飾したリポソーム（LP-0.5F2、LP-0.5F3.4、LP-0.5F5）で
は肺に高い siRNAの集積が観察されたが、0.5 mol%の葉酸 PEG5000-DSPE 修飾に加えて 2.5 mol% 

PEG2000-CS または PEG1600-Chol で修飾すると（LP-0.5F5/P1.6-CL または LP-0.5F5/P2-CS）いずれの
葉酸修飾 siRNA リポプレックスにおいても、肺での siRNA の集積性は減弱し（図 4）、KB 担が
んマウスでの腫瘍での siRNAの集積量が増加することが判った（図 5）。 

 

 



 

（４）葉酸修飾 siRNAリポプレックス投与後の KB担がんマウスに対する抗腫瘍効果 

PLK 1 siRNA を用いて調製した葉酸修飾リポプレックス（LP-0.5F5/P1.6-CL または LP-0.5F5/P2-

CS）を、KB 細胞を移植した担がんマウスに尾静脈内投与し、経時的に腫瘍体積を測定した。そ
の結果、LP-0.5F5/P1.6-CL の PLK1 siRNA リポプレックス投与では、がんの増殖抑制効果が観察
されなかったものの、LP-0.5F5/P2-CS の PLK1 siRNAリポプレックス投与では、有意差は見られ
なかったものの、がんの増殖抑制効果が観察された（図 6）。 

 

以上の結果より、葉酸修飾 siRNA リポプレックスの PEG 修飾に用いる PEG 誘導体のアンカ
ー部の違いにより、がん選択的な siRNA による遺伝子発現抑制効果が異なることが判った。本
研究課題で見出した LP-0.5F5/P2-CS リポプレックスは、siRNAの活性を保持したまま、静脈内投
与後の血液中での安定性を改善し、腫瘍に集積した後に葉酸受容体を介してがん細胞に取り込
まれ、抗腫瘍効果を誘導できることが考えられ、葉酸修飾 siRNA リポプレックスが、がんの治
療に有効である可能性が明らかとなった。今後もがんに対する siRNA の治療において、葉酸修
飾リポソームが臨床応用できるよう、研究開発を進めたいと考えている。 
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PEG化コンドロイチン硫酸を用いたsiRNAリポプレックスのPEG修飾が及ぼす遺伝子発現抑制効果とマウス生体内分布の影響
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