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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞はおそらくmacropinocytosisでリピオドールを細胞質内に取り込んで入りこ
とが推察された。核酸とリピオドールのW/Oエマルジョンを用いることにより核酸を細胞質内に到達させ、細胞
内で機能させることができることが示唆された。カチオン性ポリマーを付加したプラスミドとリピオドールの
W/Oエマルジョンを作成することで、ガン細胞への遺伝子導入効率を改善させることができた。低酸素誘導因子
阻害siRNAとリピオドールのW/Oエマルジョンを肝動注したラットでは、肝腫瘍のルシフェラーゼ活性が低下し
た。

研究成果の概要（英文）：It was postulated that hepatoma cells may have taken up lipiodol into their 
cytoplasm by macropinocytosis. It was proposed that the use of a water-in-oil emulsion of nucleic 
acid and Lipiodol would facilitate the delivery of nucleic acid to the cytoplasm and its subsequent 
function within the cell. The preparation of a water-in-oil emulsion comprising a cationic 
polymer-added plasmid and lipiodol may enhance the efficiency of gene transfer into cancer cells. In
 rats that received a hepatic arterial injection of a water-in-oil emulsion of hypoxia-inducible 
factor-inhibiting siRNA and lipiodol, there was a reduction in luciferase activity in liver tumors.

研究分野： Interventional Radiology

キーワード： siRNA　リピオドール　W/Oエマルジョン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてこれまで肝動脈塞栓術に使用されてきた油性造影剤・リピオドールをsiRNA送達のためのドラッ
グデリバリーシステムとして応用できる可能性を示すことができた。実際に低酸素誘導因子阻害siRNAとリピオ
ドールのW/Oエマルジョンを肝動注したラットでは、肝腫瘍のルシフェラーゼ活性が低下した。今後臨床試験に
発展させるための重要なステップとして位置づけられる。肝動脈塞栓術後のガン再発や悪性形質獲得を阻止する
新規治療の開発基盤構築を目指す。

※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 
 

原発性肝癌は本邦の癌死因第 4 位で、年間約 3 万人が死亡している。また、悪性腫瘍による死亡例の
20̃50%が転移性肝癌を有している。肝動脈塞栓術は、切除不能な原発性及び転移性肝癌に対する有
効な治療法として選択されている。しかし、塞栓術後も 50～80%と高頻度でガン再発が認められる。しかも、
塞栓術後に再発した肝癌は、初発例と比べ生物学的悪性度が高いことが知られている。よって、再発肝癌に
対して、肝動脈塞栓術を繰り返し行っても、いずれ治療不応や継続困難となることが多い。 

肝動脈塞栓術後の再発肝癌において生物学的悪性度が増すメカニズムの一つとして、低酸素誘導因子・
HIF-1 依存的に低酸素応答遺伝子が発現促進し、ガン細胞が悪性形質を獲得する機序が示唆されている。
実際、肝動脈塞栓術後の残存肝癌では、血管新生因子・VEGF や、ガン免疫逃避に関与する PD-L1 等
の低酸素応答遺伝子の発現が増加することが知られている。そこで、肝動脈塞栓術と血管新生阻害剤や免
疫チェックポイント阻害剤との併用により治療成績の向上を目指した臨床研究が、国内外で行われるようにな
ってきた。 
 
２．研究の目的 
 

我々は、肝動脈塞栓術の際に、ガンの薬剤耐性や悪性形質獲得の引き金になっているHIF-1やVEGF、
PD-L1 等の遺伝子を siRNA で阻害すれば、抗腫瘍効果を高めることができるのではないかという着想に至
った。 siRNA は低分子２本鎖 RNA であり、特定の mRNA を分解してタンパクの発現を特異的に抑制でき
るため、副作用の少ない製剤の開発が期待できる。しかし、siRNA は通常、血液中で速やかに分解される。
そこで、本研究では、ナノ粒子化した油性造影剤・リピオドールに siRNA を封入することで、分解されることなく
siRNA をガン細胞に取り込ませ、標的 mRNA を分解させることができるのではないかという着想に至った。 

本研究では、これまで肝動脈塞栓術に使用されてきた油性造影剤・リピオドールを siRNA 送達のためのド
ラッグデリバリーシステムとして応用し、肝動脈塞栓術後のガン再発や悪性形質獲得を阻止する新規治療の
開発基盤構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（1） リピオドールの細胞内取り込みに関する検討 

過去の報告では、肝動脈内に注入されたリピオドールが細胞質内まで到達しているという報告が散見される。
本研究ではまず、本当にリピオドールが細胞質内に取り込まれ siRNA 送達に利用できるかどうかを検証した。
脂肪滴染色試薬を用いてリピオドールを緑色蛍光標識し、赤色蛍光タンパク（mCherry）を導入したラット
肝細胞癌株（N1S1）の培地に加え、共焦点顕微鏡で観察した。 
 
（2） リピオドールの核酸送達能に関する検討 
 リピオドールが肝癌細胞の細胞質内まで到達することは確認できたが、実際に siRNA 等の核酸を細胞質内
まで到達させ、細胞内で機能させることがどうかは不明である。そこで、本研究では、緑色蛍光タンパク発現遺
伝子を搭載したプラスミド溶液とリピオドールを用いた water-in-oil (W/O)エマルジョンをラット肝癌細胞株の
培地に加え、プラスミドが細胞内に到達して実際に細胞内で緑色蛍光タンパク質が発現するかどうかを蛍光顕
微鏡で観察した。 
  
（3） リピオドールの細胞内遺伝子導入効率向上を目指した検討 

これまでの研究で、リピオドールはラット肝癌細胞の細胞質内に取り込まれるため、核酸の細胞内デリバリー
に応用できそうであることが分かった。しかし、遺伝子の導入効率が非常に低く、遺伝子導入効率の改善が必



要であった。そこで、リピオドールにリン脂質を付加し、また導入する遺伝子に、陽性電荷を有するカチオン性ポ
リマーを組み合わせることで、遺伝子導入効率の改善が得られないか検討した。実験にはルシフェラーゼ発現
プラスミドを用い、①プラスミド単独、②カチオン性ポリマー付加プラスミド、③プラスミドとリピオドールの W/O エ
マルジョン、④カチオン性ポリマー付加プラスミド、とリピオドールの W/O エマルジョンの 4 種を、それぞれラット肝
癌細胞株の培地に加え、ルシフェラーゼ活性を測定した。 

 
（4） 抗腫瘍効果の検討 

 低酸素誘導因子阻害 siRNA とリピオドールの W/O エマルジョンを作成した。このエマルジョンをラット肝腫
瘍モデルの肝動脈内に注入した。注入後、小動物用発光・蛍光イメージングを行い、腫瘍のルシフェラーゼ活
性を評価した。 
 
４．研究成果 
 
（1） リピオドールの細胞内取り込みに関する検討 
 共焦点顕微鏡による観察では、緑色蛍光標識したリピオドールが、ラット肝癌細胞内に取り込まれていること
が確認できた（図 1）。また、共焦点顕微鏡のタイムラプス画像では、肝癌細胞が仮足を出してリピオドール
を取り込んでいる様子が確認できた（図 2）。本検討の結果、肝癌細胞はおそらく macropinocytosis で
リピオドールを細胞質内に取り込んで入ることが推察された。 

 



（2） リピオドールの核酸送達能に関する検討 
 緑色蛍光タンパク発現遺伝子を搭載したプラスミド溶液とリピオドールを用いた water-in-oil (W/O)エマル
ジョンをラット肝癌細胞の培地中に加えると、プラスミドが細胞内に到達し、実際に細胞内で緑色蛍光タンパク
質が発現する現象が確認できた（図３）。一方、プラスミド溶液をそのままラット肝癌細胞の培地中に加えて
も、細胞内での緑色蛍光タンパク質の発現は確認できなかった。この結果より、核酸とリピオドールの W/O エ
マルジョンを用いることにより核酸を細胞質内に到達させ、細胞内で機能させることができることが示唆された。 

 
（3） リピオドールの細胞内遺伝子導入効率向上を目指した検討 

ラット肝癌細胞にルシフェラーゼ発現プラスミドを加え、ルシフェラーゼ活性を観察した。カチオン性ポリマーを
付加したプラスミドとリピオドールの W/O エマルジョンを作成することで、ガン細胞への遺伝子導入効率を改善
させることができた（図 4）。 
 

 
 
 



（4） 抗腫瘍効果の検討 
 低酸素誘導因子阻害 siRNA とリピオドールの W/O エマルジョンを肝動注したラットでは、肝腫瘍のルシ

フェラーゼ活性が低下した（図 5）。 
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