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研究成果の概要（和文）： 

small interfering RNA（siRNA）を始めとする核酸医薬品シーズの実用化に期待が高まる
中、最大の鍵となっているのがデリバリーシステムの開発である。本研究では、末端を化
学修飾した siRNA とポリカチオンリポソームから形成される安定なナノ粒子を開発し、が
ん治療研究への応用展開を試みた。インビボにおいて新規ナノ粒子を用いて siRNA を腫瘍
へ送達し、がんの進行に関与する mammalian target of rapamycin（mTOR）シグナルを抑制
したところ、有意ながん治療効果が得られた。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

 RNA interference effectors such as small interfering RNA (siRNA) are promising therapeutic 

tools for treating cancer. A practical and applicable delivery system is required to deliver enough of 

the therapeutic RNA to target tissues. In this study, we developed novel lipid nanoparticles carrying 

cholesterol-grafted siRNA for RNAi-based cancer therapy. Inhibition of mammalian target of 

rapamycin (mTOR) signaling with siRNA systemically delivered by the lipid nanoparticles resulted 

in tumor suppression in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

small interfering RNA（siRNA）医薬品の開
発においては、siRNA が生体内で速やかに分
解されることや細胞膜をほとんど透過しな

いことなどから、siRNA デリバリーシステム
の開発が医薬品開発の成否の鍵を握ってい
る側面がある。生体において標的組織に必要
量の siRNA を送達し、十分な治療効果を得る
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には、siRNA ベクターの導入効率、安定性、
細胞選択性、安全性等に高いクオリティーが
要求される。 

そこで申請者は、siRNA の医療応用を念頭
におき、siRNA 導入ベクターとしてポリカチ
オンリポソーム（polycation liposomes; PCL）
の開発を進めてきた。PCL の開発コンセプト
は、機能性高分子であるポリカチオンの研究
領域とリポソーム DDS の研究領域の融合に
よって、独創的かつ高導入効率の核酸導入キ
ャリアを創成するところにある。PCL は、ポ
リカチオン部分に由来する強力なプロトン
スポンジ効果とリポソーム特有の膜融合効
果を併せ持つ機能的な核酸導入ベクターで
あり、これまでにも論文や学会等でその研究
成果を多数報告してきた。近年では、PCL の
ポリカチオン部分について siRNA 導入に適
した化学構造を探索し、新しい素材の開発を
進めてきた。その中で新規ポリカチオン脂質
dicetyl phosphate-tetraethylene pentamine

（DCP-TEPA）を含む PCL（TEPA-PCL）に高
い導入活性を見出し、siRNA 等の核酸導入に
有用な新素材としてDCP-TEPA等の複数の新
規化合物を特許出願するに至った。 

本研究課題は、これまでの研究成果を発展
させる形で、siRNA 全身投与によるがん治療
を実現しうる新規 siRNA デリバリーシステ
ムの構築を目指すものである。化学修飾
siRNA を用いた新規ナノ粒子の調製により、
in vivo における安定性および導入効率の向上
を図る。siRNA 末端の化学修飾は比較的容易
であるうえ、RNA 干渉の活性を保持したまま
siRNAの安定性向上や細胞への取り込み促進
に繋がる化学修飾が知られている。これまで
の様々な化学修飾に関する研究は、siRNA 自
体の安定性の向上、ひいては活性の向上を目
的としたものであるが、本研究ではナノ粒子
の安定化を目的として siRNA に化学修飾を
施す。これまでにも siRNA のような短鎖の核
酸は、プラスミド DNA のような長鎖の核酸
と比較して生体内でカチオン性キャリアか
ら乖離しやすいことをノースウエスタン大
学の R.C. MacDonald 博士を始めとした複数
の研究者が指摘していた。実際、例えばノー
スカロライナ大学の Leaf Huang 博士は、脂質
とポリカチオンと DNA から構成される LPD

というナノ粒子を siRNA デリバリーに応用
しているが、DNA はナノ粒子に siRNA を安
定に保持させる目的で添加している。実際に
申請者らのこれまでの研究においても、ナノ
粒子の PEG 修飾工程で siRNA が PCL から乖
離してしまう現象が観察されていた。そこで、
本研究課題においては、添加剤を用いること
なく、siRNA の化学修飾によってナノ粒子を
安定化し、全身投与型の新しい siRNA デリバ
リーシステムの構築を試みる。このような研
究アプローチは、がんに対する RNA 干渉療

法の開発に繋がる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、生体内における全身投与
型 siRNA ベクターの安定性および導入効率
の向上を目的とし、siRNA の化学修飾技術を
応用した斬新な脂質ナノ粒子の開発を行う。
siRNA の化学修飾は、siRNA のセンス鎖 3’
末端にコレステロールを共有結合によって
付加する。化学修飾 siRNA を TEPA-PCL に搭
載後、ポリエチレングリコール（PEG）およ
び標的化リガンドを用いてナノ粒子表面を
修飾することにより、全身投与型 siRNA ベク
ターを調製する。培養細胞における RNA 干
渉効果、インビボ蛍光イメージングシステム
による siRNA 体内動態の解析を実施し、新規
ナノ粒子の有用性を評価する。さらに siRNA

体内動態の定量的解析を実施し、バイオアベ
イラビリティやがんへの集積性を評価する。
ルシフェラーゼ強制発現がん細胞をマウス
に移植したモデルにおいて、mammalian target 

of rapamycin（mTOR）に対する siRNA のがん
治療効果を評価する。セリン・スレオニンキ
ナーゼの一種である mTOR は、細胞周期の進
行、血管新生などに関与することが知られて
いる。RNA 干渉法による mTOR ノックダウ
ンは、ラパマイシン感受性が高い PTEN 欠損
細胞のみならず、ラパマイシンに耐性を示す
PTEN 陽性細胞に対しても増殖抑制を示す可
能性がある。そこで mTOR を標的とした腫瘍
RNA 干渉療法の開発を目的とし、mTOR に対
する siRNA（simTOR）のがん細胞および新
生血管内皮細胞への選択的デリバリーを試
みた。 

 

３．研究の方法 

（1）化学修飾 siRNA を用いた新規ナノ粒子
の開発 

ポリカチオンリポソーム（TEPA-PCL）に
コレステロール結合型 simTOR を搭載後、生
体内における安定性維持のためにポリエチ
PEG を TEPA-PCL 表面に修飾したナノ粒子
（PEG-TEPA-PCL）を調製した。さらに、標
的能を付与することを目的とし、VEGF 

receptor-1（VEGFR1）に対して結合性を示す
ペプチドAla-Pro-Arg-Pro-Gly（APRPG）をPEG

先端に結合した APRPG-PEG を TEPA-PCL 表
面に修飾したナノ粒子（APRPG-TEPA-PCL）
を調製した。すべてのナノ粒子は粒子径
100-150 nm となるように調製し、各実験に用
いた。粒子径はゼータサイザーナノ ZS を用
いて測定した。 

（2）新規ナノ粒子を用いた培養細胞への
siRNA 導入 

腫瘍新生血管ならびにがんを標的とした
RNA 干渉療法について検討するにあたり、マ
ウス内皮細胞様細胞株である 2H-11 細胞、マ



ウスメラノーマ細胞株である B16F10 細胞を
実験に用いた。はじめに 2H-11 細胞および
B16F10 細胞における VEGFR1 および PTEN

の発現をウエスタンブロッティング法によ
って確認した。コレステロール結合型
simTOR を APRPG-TEPA-PCL あ る い は
PEG-TEPA-PCLを用いてそれぞれの細胞に導
入し、RNA 干渉試験、細胞増殖抑制試験、
Akt (ser473) のリン酸化アッセイ、また 2H-11

細胞においてのみ管腔形成試験を実施した。
これらの試験においては、対照としてラパマ
イシン処理による阻害効果についても検討
した。 

（3）担がん動物における RNA 干渉療法の評
価 

B16F10 細胞あるいはルシフェラーゼを恒
常的に発現する B16F10 細胞（B16F10-luc2 細
胞）を C57BL6 マウスの肺に移植し、肺転移
モデルを作成した。3

H 標識 TEPA-PCL あるい
は近赤外蛍光色素 Alexa750 標識 siRNA を用
いてナノ粒子製剤を調製し、TEPA-PCL およ
び siRNA の体内動態を解析した。3H 標識
TEPA-PCL の測定には液体シンチレーション
カウンタを用い、 Alexa750 標識 siRNA の測
定には蛍光インビボイメージングシステム
を用いた。さらに、肺転移モデルマウスを用
い た が ん 治 療 実 験 を 実 施 し た 。
APRPG-TEPA-PCL あるいは PEG-TEPA-PCL

を用いてコレステロール結合型 simTOR（2 

mg/kg）を B16F10-luc2 肺転移モデルマウスに
尾静脈内投与した。肺における腫瘍成長の様
子は発光インビボイメージングを用いてモ
ニタリングし、最終的には解剖後に肺重量を
測定することで simTOR の治療効果を評価し
た。 

 

４．研究成果 

（1）化学修飾 siRNA を用いた新規ナノ粒子
の開発 

siRNA のセンス鎖 3'末端にコレステロール
を結合することによって TEPA-PCLと siRNA

の複合体が安定化することを電気泳動法で
証明した。コレステロール結合によって
siRNA の活性が低下しないことは、レポータ
ー遺伝子を用いたノックダウン実験で確認
した。ナノ粒子の粒子径は、コレステロール
の有無で変化せず、約 100-150 nm であった。
そこで、APRPG-TEPA-PCL にコレステロール
結合 simTOR を封入した新規ナノ粒子を調製
し、以下の実験を実施してその有用性を検討
した。 

 

（2）新規ナノ粒子を用いた培養細胞への
mTOR 導入 

ウエスタンブロッティング法によって
VEGFR1 と PTEN の発現を調べた結果、2H-11

細胞および B16F10 細胞において両分子の発

現が認められた。VEGFR1 の発現は APRPG

ペプチドによって標的化が可能な細胞であ
ることを示唆しており、また PTEN 発現はラ
パマイシン耐性細胞であることを示唆して
い る 。 APRPG-TEPA-PCL あ る い は
PEG-TEPA-PCLを用いてコレステロール結合
型 simTOR を導入したところ、2H-11 細胞お
よびB16F10細胞の両細胞においてmTOR の
mRNA およびタンパク質の発現を特異的に
抑 制 し た 。 APRPG-TEPA-PCL は 、
PEG-TEPA-PCL と比較して、効率的に遺伝子
ノックダウンを誘導した。Fig. 1 には 2H-11

細胞における mTOR タンパク質抑制の結果
を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. mTOR knockdown by simTOR 

transfection with TEPA-PCL-based vectors. 

2H-11 cells were seeded at the density of 1 x 10
5
 

cells/well in 6-well plates. Twenty-four hours 

after the seeding, each siRNA sample was added. 

Total protein was extracted from 2H-11 cells at 

72-h post-transfection, and 10 μg total protein 

was separated by SDS-PAGE. Western blotting 

was performed with anti-mTOR rabbit polyclonal 

antibody or anti--actin rabbit polyclonal 

antibody. 

 

 

mTORノックダウンによる細胞増殖抑制効
果について試験を実施した。遊離のラパマイ
シンは 2H-11 細胞および B16F10 細胞の両細
胞において細胞増殖抑制効果を示さず、Akt 

(ser473) のリン酸化が確認された。対照的に、
APRPG-TEPA-PCL あるいは PEG-TEPA-PCL

を用いてコレステロール結合型 simTOR を導
入した両細胞においては、有意な細胞増殖抑
制効果が得られ、Akt(ser473) のリン酸化を阻
害していた。Akt (ser473) のリン酸化はラパ
マイシン耐性に関与することが知られてお
り、mTOR ノックダウンはラパマイシン耐性
細胞に対しても細胞増殖抑制効果を示すこ
とが示唆された。さらに、コレステロール結
合型 simTOR の導入によって 2H-11 細胞の管
腔形成が顕著に阻害されることが明らかに
なった（Fig. 2）。一方、ラパマイシンは 2H-11

細胞の管腔形成を阻害しなかった。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Effect of mTOR knockdown on tube 

formation of 2H-11 cells. 

Tube formation assay was performed by using 

2H-11 cells transfected with simTOR or siEGFP. 

The transfected cells were collected at 24-h 

post-transfection or incubation and then 

incubated on Matrigel at 37°C for 6 h. 

 

 

（3）担がん動物における RNA 干渉療法の評
価 

B16F10 細胞の肺転移モデルマウスにおい
て、3

H 標識 TEPA-PCL の投与 24 時間後の体
内分布を測定した。その結果、肺転移モデル
マウスにおいて、PEG-TEPA-PCL/siRNA およ
び APRPG-TEPA-PCL/siRNA は、正常マウス
に投与した場合と比較して有意に高い肺集
積 性 を 示 し た 。 さ ら に 、
APRPG-TEPA-PCL/siRNA は 、
PEG-TEPA-PCL/siRNA と比較して有意に高
く肺に集積した。次に、siRNA の体内動態を
解析するため、Alexa750 標識 siRNA を用い、
PEG-TEPA-PCL/siRNA 、
APRPG-TEPA-PCL/siRNA の体内動態を近赤
外蛍光インビボイメージング法にて解析し
た。その結果、投与 24 時間後の肺転移モデ
ルマウスにおいて、APRPG-TEPA-PCL/siRNA

は、PEG-TEPA-PCL/siRNA と比較して顕著な
肺集積を示す様子が観察された。したがって、
APRPG-TEPA-PCL を siRNA ベクターとして
用いることにより、肺転移巣へのアクティブ
ターゲティングが可能であることが示唆さ
れた。そこで、肺転移モデルマウスを用いた
がん治療実験を実施した。APRPG-TEPA-PCL

を用いて全身投与したコレステロール結合
型 simTOR は、対照 siRNA を搭載した
APRPG-TEPA-PCL 投与群やラパマイシン投
与群と比較して有意な腫瘍増殖抑制効果を

示した。したがって、肺転移モデルにおいて、
mTORノックダウンがラパマイシン耐性がん
の治療法として有効であることが示唆され
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Therapeutic effect of simTOR delivered 

with APRPG-TEPA-PCL in tumor-bearing mice. 

B16F10-Luc2 cells (1.0 x 10
5
 cells/mouse) were 

injected via a tail vein into 5-week-old C57BL6 

male mice. Each formulation of siRNA (siRNA; 

2 mg/kg) was intravenously injected at day 18, 

21, 24, and 27 after the tumor cell injection.  

Luciferase activity in the tumor-bearing mice was 

monitored with IVIS on days 21, 23, 25, 27, and 

29.  

 

 

以上より、simTOR 全身投与による腫瘍
RNA 干渉療法の有効性が示唆されるととも
に、化学修飾 siRNA を用いたナノ粒子設計の
有用性がインビボにおいて証明された。 
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