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研究成果の概要（和文）：多機能性経肺投与型ナノ微粒子を基盤とした肺がん治療薬の開発を行った。pDNA、
dendrigraft poly-L-lysine、γ-polyglutamic acidを最適な混合比で組み合わせることで、肺胞マクロファー
ジに高効率に取り込まれるナノ微粒子を構築した。微粒子をマウスに経肺投与したところ、肺胞マクロファージ
や肺胞上皮Ⅱ型細胞で高い遺伝子発現を示した。メラノーマDNAワクチンへ応用した結果、免疫を賦活し、肺転
移を抑制した。腫瘍に関与するタンパク質に対するsiRNAへ応用した結果、肺転移を有意に抑制した。このナノ
微粒子は幅広い肺がん治療薬に寄与できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed gene and nucleic acid medicines for lung cancer 
based on multifunctional pulmonary nanoparticles. We constructed nanoparticles which are efficiently
 taken up by alveolar macrophages by optimizing the mixing ratio of pDNA, dendrigraft poly-L-lysine,
 and γ-polyglutamic acid. Nano particles showed high gene expression in areas rich in alveolar 
macrophages and alveolar epithelial type II cells after pulmonary administration. High gene 
expression was selectively observed in areas rich in alveolar macrophages in mice after pulmonary 
administration of nanoparticles. As a result of applying it to a melanoma DNA vaccine, it stimulated
 immunity and suppressed lung metastasis. In addition, lung metastasis of melanoma was significantly
 suppressed after pulmonary administration of nanoparticles containing siRNA against proteins 
involved in tumor growth or metastasis. It was shown that these nanoparticles could contribute to a 
wide range of lung cancer drugs.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 遺伝子デリバリー　経肺投与　ナノ微粒子　遺伝子・核酸医薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、肺に選択的に送達できる経肺投与型のナノ微粒子の調製に成功した。このナノ微粒子は肺胞マク
ロファージや肺胞上皮Ⅱ型細胞に良好に取り込まれ、遺伝子発現することができるため、肺がんに対するワクチ
ン開発へ応用可能である。また、siRNAへも応用できたため、肺がん治療薬としても期待される。既存の経口剤
や注射薬に加え、新たな投与経路として吸入型のがん治療薬の開発へ発展できる可能性があると考えている。さ
らに、他の肺疾患にも応用できる可能性もあるため、幅広い医療貢献が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
日本における死因の第 1 位はがんであり、中でも肺がんはがん死亡原因として最多である。 
近年、分子標的薬や免疫チェックポイント阻害薬により一部の肺がんに対しては治療効果の

改善がみられているが、分子標的薬では耐性化による再発が問題となっており、免疫チェックポ
イント阻害薬では全く効果を示さない患者が一定数いることが問題となっている。 
また、小細胞肺がんなど、肺がんの中でも悪性度の高いがんにおいては 30 年以上も標準治療

が変わっておらず、満足な治療成績が得られていない。多くのがん種において、がんとの長期共
存が可能になってきているが、肺がんは未だに生存率が低く、特に小細胞がんは 5 年生存率が
10%未満と予後不良である。したがって、難治性肺がんに対してはブレイクスルーとなるような
新規治療薬の開発が喫緊の課題である。 
近年、アンチセンス医薬や siRNA、DNA ワクチンなどの遺伝子・核酸医薬が、難治性がんに

対する次世代治療薬として期待されている。遺伝子・核酸医薬は既存医薬品では標的にできない
分子を特異的に標的化でき、規格化・品質管理が容易で効果が高く、低分子医薬品と抗体医薬品
の利点を併せ持つ。遺伝子・核酸医薬を組み合わせ、ネットワークのシグナルやタンパク質を同
時に抑制することもできる。肺がんにおいても、増殖や転移に関連する遺伝子が明らかになって
きており、遺伝子・核酸医薬で遺伝子レベルでの病態制御ができ、がんの増殖および転移抑制が
可能となる。しかし、遺伝子・核酸医薬は安定性や膜透過性が極めて低く、細胞内への効率的な
送達が難しい。とりわけ肺疾患においては肺選択的な安全な DDS 開発が必須となる。 
研究代表者らは、生体適合性の高い成分を静電的に自己組織化させ、臓器特異的に薬物取り込

みや遺伝子発現できる画期的なナノ微粒子製剤の開発に成功した。このナノ微粒子製剤は表面
が負電荷で細胞毒性や血液凝集を示さず、構成成分の性質により定量的に標的臓器（肝臓、脾臓、
肺）や細胞（がん細胞、樹状細胞、マクロファージなど）へ医薬品を送達することができる。さ
らに、この技術を応用・発展させ、肺胞マクロファージや肺がん細胞へ指向性を有するナノ微粒
子製剤のプロトタイプを構築することに成功した。また、予備的検討ではあるが、免疫賦活作用
および抗腫瘍効果を確認している。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、経肺投与により安全に遺伝子・核酸医薬を肺胞マクロファージや肺がん細胞
へ選択的に作用させることができるナノ微粒子製剤のプロトタイプの構築に成功した。本研究
では、このナノ微粒子を基盤とし、難治性肺がんに対する経肺投与型の遺伝子・核酸医薬の開発
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル遺伝子として、ルシフェラーゼをコードした pDNA（pCMV-Luc）、GFP をコードした
pDNA（pEGFP-C1、pZsGreen1-N1）を用いた。pDNA とカチオン性高分子（Dendrigraft poly-L-
lysine: DGL）、アニオン性高分子（γ-polyglutamic acid: γ-PGA）を様々な混合比で自己組織化させ
ることでナノ微粒子製剤の構築を試みた。調製したナノ微粒子製剤の粒子径や表面電荷などの
物理化学的性質を測定し、また、安定性を電気泳動などで調べた。 
(2) マウスマクロファージ様細胞を用いて、ナノ微粒子製剤の細胞取り込みおよび遺伝子発現を
調べた。 
(3) マウスへナノ微粒子製剤を経肺投与した。投与後 24, 48, 72 時間に各臓器を摘出し、組織中
のルシフェラーゼ活性を測定した。また、組織透明化法により、肺内分布を観察した。 
(4) マウスへメラノーマ DNA ワクチン（pUb-M）を内包したナノ微粒子製剤を経肺投与した。
その後、メラノーマ細胞株 B16-F10 細胞を静脈内投与し、2 週間後のメラノーマ肺転移を評価し
た。また、脾細胞からのサイトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-6）分泌を測定した。 
(5) siRNA としてホタルルシフェラーゼの発現を抑制する siRNA (siLuc) 、蛍光標識した siRNA、
腫瘍の増殖に関与するタンパク質に対する siRNA、腫瘍の転移に関与するタンパク質に対する
siRNA を用いた。siRNA、DGL、γ-PGA を自己組織化させ、siRNA 内包ナノ微粒子製剤の構築を
試みた。作製したナノ微粒子製剤の粒子径や表面電荷などの物理化学的性質を測定し、また、安
定性を電気泳動などで調べた。 
(6) マウスへナノ微粒子製剤を経肺投与し、肺内分布を評価した。 
(7) 蛍光標識した siRNA、腫瘍の転移に関与するタンパク質に対する siRNA、腫瘍の増殖に関与
するタンパク質に対する siRNA を用いて、ナノ微粒子を調製した。これらのナノ微粒子をメラ
ノーマ肺転移モデルマウスに経肺投与し、肺転移の増殖を評価した。また、2 種類の siRNA を内
包したナノ微粒子も調製し、同様に経肺投与後の肺転移について評価した。 
 
４．研究成果 
経肺投与可能なナノ微粒子製剤のプロトタイプの改良と基礎的評価を行った。pDNA 、DGL、

γ-PGA を最適な混合比で自己組織化させることにより、肺胞マクロファージに高効率に取り込



まれる経肺投与可能なナノ微粒子製剤の開発に成功した。製剤の粒子径と表面電荷を測定した
結果、粒子径 100nm 未満で表面がアニオン性の微粒子を形成していることが明らかとなった。
pCMV-Luc を用いてナノ微粒子製剤を作製し、マウスに経肺投与した結果、肺で選択的に高いル
シフェラーゼ活性を示した。さらに、pEGFP-C1、pZsGreen1-N1 を内包したナノ微粒子を経肺投
与後の詳細な組織分布について組織透明化法を用いて検討した結果、肺の中でも肺胞マクロフ
ァージや肺胞上皮Ⅱ型細胞が豊富な部位に分布していることが確認された。 
 そこで、この製剤をメラノーマワクチンへ応用した。pUb-M を用いてナノ微粒子製剤を作製
し、マウスに 2 週間間隔で 3 回経肺投与した。その後、最終投与から 2 週間後にマウスメラノー
マ細胞株 B16-F10 を尾静脈内投与した。その結果、5%糖液を投与したコントロールおよび naked
の pUb-M を投与したマウスでは肺転移が増殖したのに対し、pUb-M を内包したナノ微粒子製剤
を投与したマウスでは肺転移が有意に抑制された（図 1）。 

 
図 1 メラノーマ DNA ワクチン内包ナノ微粒子の肺転移抑制効果 

（a）IVIS イメージング (b) 肺転移写真 (c) ルシフェラーゼ活性 
 
また、免疫賦活効果を評価するために炎症性サイトカインを測定した結果、pUb-M を内包し

たナノ微粒子製剤を投与したマウスで TNF-α、IFN-γ、IL-6 が有意に上昇していた（図 2）。 
 

 
図 2 脾細胞からのサイトカイン分泌 (a) TNF-α (b) IFN-γ (c) IL-6 
 
 経肺投与可能なナノ微粒子製剤の siRNA への応用と基礎的評価を行った。様々な配合比で
siRNA、DGL、γ-PGA を自己組織化させた結果、siRNA を内包した微粒子を調製することに成功
した。微粒子の粒子径と表面電荷を測定したところ、粒子径 100nm 未満で表面がアニオン性の
微粒子を形成していることが明らかとなった。また、蛍光標識した siRNA を内包したナノ微粒
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子製剤を経肺投与した結果、肺に選択的に分布していることが確認された。 
 腫瘍の増殖に関与するタンパク質に対する siRNA を用いてナノ微粒子製剤を作製した。また、
マウスメラノーマ細胞株 B16-F10 を尾静脈内投与し、メラノーマ肺転移モデルマウスを作製し
た。メラノーマ肺転移モデルマウスにナノ微粒子製剤を経肺投与し、メラノーマ肺転移の増殖を
評価した。その結果、5%糖液を投与したコントロール、naked の siRNA を投与したマウス、効
果のない siRNA を内包したナノ微粒子製剤を投与したマウスでは肺転移が増殖したのに対し、
腫瘍の増殖に関与するタンパク質に対する siRNA を内包したナノ微粒子製剤を投与したマウス
では肺転移が有意に抑制された（図 3）。 
 

 
図 3 腫瘍の増殖に関与するタンパク質に対する siRNA 内包ナノ微粒子のメラノーマ肺転移抑

制効果 
   （a）IVIS イメージング (b) 肺転移写真 
 
腫瘍の転移に関与するタンパク質に対する siRNA を内包したナノ微粒子製剤をメラノーマ肺

転移モデルマウスにナノ微粒子製剤を経肺投与し、メラノーマ肺転移の増殖を評価した。その結
果、5%糖液を投与したコントロール、naked の siRNA を投与したマウス、効果のない siRNA を
内包したナノ微粒子製剤を投与したマウスでは肺転移が増殖したのに対し、腫瘍の転移に関与
するタンパク質に対する siRNA を内包したナノ微粒子製剤を投与したマウスでは肺転移が有意
に抑制された。また、腫瘍の増殖に関与するタンパク質に対する siRNA を内包したナノ微粒子
製剤と比較した結果、同程度の肺転移抑制効果を示した。 
 さらに、2 種類の siRNA を内包した微粒子の調製も試み、条件を最適化することでプロトタイ
プを調製することに成功した。大腸がん細胞を用いて予備的検討を行った結果、2 種類内包した
微粒子は 1 種類しか内包していない微粒子と比較して増殖抑制効果が高い傾向にあった。 
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