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研究成果の概要（和文）：我々が新規に開発したsiRNAキャリアであるα-シクロデキストリン/デンドリマー結合体(G4
)に、がん選択性素子であるPEG化葉酸を修飾したFol-PαC (G4, DSF2)は、α-CDE (G4)や Fol-PαC (G3) と比較して
、安定性および血中滞留性に優れる癌細胞選択的な全身投与型核酸医薬キャリアとして有用であることが示唆された。
今後、Fol-PαC (G4, DSF2) を基盤分子として、各種機能性素子を修飾した腫瘍環境応答型siRNA放出システムや、抗
癌剤と核酸医薬との共デリバリーシステムを構築することにより、臨床応用可能な新規がん治療システムを開発する予
定である。

研究成果の概要（英文）：Fol-PEG-alpa-CDE (G4) which newly adorned pegylated folate as a cancer cell-select
ive moiety in alpa-cyclodextrin/dendrimer conjugate (alpa-CDE (G4)) which was the new siRNA carrier develo
ped by us is likely to be useful for as the novel cancer specific and systemic siRNA carrier which has pot
ent stability and blood retention, compared to alpa-CDE (G4) and Fol-PEG-alpa-CDE (G3). We are going to bu
ild the novel cancer treatment system which has more potent efficacy and safety in clinical use by constru
cting the cancer environment-responsible siRNA releasing system appended various functional groups and a c
o-delivery system of the nucleic acid drug with an anticancer drug, based on Fol-PEG-alpa-CDE (G4).
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１．研究開始当初の背景 
これまで我々は、オリジナル化合物である 

PAMAM デンドリマー/-シクロデキストリン
結合体（-CDE）が培養細胞系においてデン
ドリマー単独に比べて約 100 倍高い遺伝子
発現を示し、その要因として -CDE 分子中
の -シクロデキストリン（-CyD）によるエ
ンドソーム膜破壊効果の関与を明らかにし、
また、-CDE は市販の遺伝子導入試薬に比べ
て細胞障害性が極めて低く、遺伝子導入効率
および安全性に優れるキャリアであること
を報告した（Arima et al., Bioconjug. Chem., 
2001, 2002, 2003）。次に我々は、-CDE が
核内よりも細胞質に留まる性質を有するこ
とから、DNA よりむしろ siRNA キャリアと
して優れた性質を有することを明らかにし
た(Tsutsumi et al., J. Control. Release, 
2007; J. Pharm. Sci., 2007)。加えて、我々
は細胞選択的な遺伝子導入キャリアの開発
を企図して、ガラクトシル化 -CDE (Wada et 
al., Biol. Pharm. Bull., 2005)、マンノシ
ル化 -CDE (Wada et al., J. Control. 
Release, 2005; Arima et al., J. Control. 
Release, 2006)、ラクトシル化 -CDE（Arima 
et al., J. Control. Release, 2010）およ
び  PEG 化 葉 酸 修 飾  -CDE (Fol-PC) 
(Yoshimatsu et al., Proc. 14th Int. 
Cyclodextrins Symposium, 2008) を構築し
てきた。また我々は、徐放性を有するキャリ
アシステムの構築を目的に、PEG 鎖との相互
作用により難水溶性の超分子複合体を形成
する -CyD を PEG 化 -CDE (PEG--CDE) 
に添加することにより、PEG--CDE/-CyD 超
分子複合体が調製できること、その超分子複
合体が siRNA 徐放性担体として有用である
ことを世界で初めて明らかにした。そこで、
我々はこの超分子システムを Fol-PC 
(Generation 3, G3) に応用する計画を用意
していた。しかし、我々のこれまでの検討結
果から、Fol-PC (G3)/siRNA 複合体を担癌
マウスに静脈内投与後の RNAi 効果は十分
とは言えず、かつその効果の再現性が低いこ
とが問題点として浮かび上がった。その原因
として、Fol-PC 分子は、異なる置換度の
Fol-PEG 基および -CyD 基を有する混合物
であるため、その分子構造がロット間で相違
したためと推定された。実際、siRNA の臨床
応用を実現するためには、Fol-PC 分子の精
密な構造解析、合成の再現性、PEG 化葉酸や 
-CyD の置換度の異なる混合物ではなく、整
数倍の置換度を有する単一置換度 Fol-PC
（sFol-PC）の単離およびそれらの化学的・
物理的性質の規格化、さらには保存時におけ
る化学的安定性などが保証される必要があ
る。 
 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、血中でキャリアと siRNA 
が解離せず、安定な複合体として腫瘍組織お

よび癌細胞へ到達可能なキャリアの構築を
企図し、-CDE に、癌細胞指向性素子である
PEG 化 葉 酸 を 新 た に 修 飾 し た 
Fol-PEG--CDE (Fol-PC (G4)) の siRNA キ
ャリアとしての性能を向上させ、臨床応用可
能な全身投与型癌細胞選択的キャリアを構
築することである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）新規 Fol-PC の合成とそれらの物理 

化学的性質の解析 
我々は血中でキャリアと siRNA が解離せ

ず、安定な複合体として腫瘍組織および癌細
胞へ到達可能なキャリアの構築を企図し、デ
ンドリマーの世代を第 3 世代から第 4 世
代に変更し、従来よりも siRNA との相互作
用が強い Fol-PC (G4) の合成を行った。そ
の際、siRNA との相互作用が強く、葉酸レセ
プター（FR）との親和性の高い Fol-PC (G4) 
を選択するために、PEG 化葉酸の置換度 
(DSF) の異なる 4 種の Fol-PCs (G4, DSF2, 
4, 6, 11)を調製した。次に、アガロースゲ
ル電気泳動を用いて調製した Fol-PCs (G4) 
と siRNA との相互作用について検討した。
また、Fol-PC (G4)/siRNA 複合体の電位、
粒子径について動的光散乱装置を用いて測定
した。 
 
（２）培養細胞系における siRNA による遺 

伝子発現抑制効果の検討 
各種 Fol-PCs (G4) と siRNA との複合体

を調製し、pGL3 ルシフェラーゼ一過性発現細
胞である KB細胞 (葉酸レセプター（FR）高発
現)、A549 細胞 (FR 低発現) に pGL3 siRNA/
各種キャリア複合体をトランスフェクション
後のルシフェラーゼ活性についてルミノメー
タを用いて測定した。なお、コントロールと
して pGL2 siRNA を用いた。次に、KB 細胞で
活性化している癌遺伝子 PLK1 遺伝子に対す
る siRNA と各種 Fol-PC との複合体を調製
し、細胞にトランスフェクション後の遺伝子
発現をリアルタイム PCR、Western blot にて
確認した。また、レセプター依存的な RNAi 効
果を明らかにするために、RNAi 効果に対す
る競合阻害実験を競合剤として葉酸を用い
て行った。さらに、血液中でも複合体が安定
に存在することを確認するため、血清存在下
での RNAi 効果についても検討を行った。 
 
（３）細胞への siRNA の取り込みおよび細 
   胞内動態 
蛍光ラベル化 siRNA と Fol-PC (G4) と

の複合体を調製し、KB 細胞へ添加後の 
siRNA の取り込みについて、フローサイトメ
ーターおよび蛍光顕微鏡を用いて検討した。
また、レセプター依存的な細胞内取り込みを
明らかにするために、細胞内取り込みに対す
る競合阻害実験を競合剤として葉酸を用い
て行った。 



（４）担癌マウスに静脈内投与後の TRITC ラ 

ベル化 Fol-PC (G4) 及び FITC ラベ
ル化 siRNA の体内動態 

TRITC-Fol-PC (G4)/FITC-siRNA 複合体を
担癌マウスの尾静脈に投与後の血漿中 
TRITC および FITC の蛍光を蛍光プレート
リーダーにて定量し、Fol-PC (G4)/siRNA 複
合体の血中滞留性について評価した。また、
静脈内投与後の複合体の体内動態は、各臓器
を摘出し、蛍光プレートリーダーを用いて定
量することにより検討した。 
 
（５）担癌マウスにおける in vivo RNAi 効 
   果 
 pGL3 ルシフェラーゼ安定発現細胞である 
Colon-26 細胞を移植した担癌マウスに 
Fol-PC (G4)/pGL3 siRNA 複合体を静脈内投
与 24 時間後、腫瘍を回収し、腫瘍中ルシフ
ェラーゼ活性についてルミノメータを用い
て測定することにより、検討した。 
 
（６）In vitro および in vivo 安全性試験  
各種キャリア/siRNA 複合体を KB 細胞に

トランスフェクション後の細胞毒性を WST-1 
法によりマイクロプレートリーダーにて測定
した。また、Fol-PC (G4)/siRNA 複合体によ
るインターフェロン応答誘導の有無を確認す
るため、複合体を KB 細胞に添加後の IFN-, 
IFN-, TNF- mRNA レベルをリアルタイム 
PCR により定量した。さらに、in vivo にお
ける Fol-PC (G4)/siRNA 複合体の安全性を
確認するため、複合体を担癌マウスに静脈内
投与後の血液生化学検査値の測定を行った。 
 
 
４．研究成果 

 
 我々は初めに、血中でキャリアと siRNA 
が解離せず、安定な複合体として腫瘍組織お
よび癌細胞へ到達可能なキャリアの構築を
企図し、デンドリマーの世代を第 3 世代か
ら第 4 世代に変更し、従来よりも siRNA と
の相互作用が強い Fol-PC (G4) の合成を行
った。コア分子の -CDE (G4) に対する PEG 
化葉酸の添加量を調節することにより、DSF
の異なる 4 種の Fol-PCs (G4, DSF2, 4, 6, 
11)の調製を確認した。調製した Fol-PCs 
(G4) のうち、Fol-PC (G4, DSF2) と siRNA 
との相互作用が最も強く、さらに、in vitro 
における RNAi 効果を検討したところ、
Fol-PC (G4, DSF2) が最も優れた RNAi 効
果を誘導した。これらのことから、Fol-PC 
(G4) の最適 DSF 値は 2 であることが示唆
され、以降は Fol-PC (G4, DSF2) を用いて
検討を行った。 

 
 次に、Fol-PC (G4, DSF2)/siRNA 複合体
の物理化学的性質について検討した。本複合
体の平均粒子径は約 148 nm であり、FR を
介したエンドサイトーシスに適した粒子径

であることが示唆された。そこで、競合阻害
剤である葉酸を添加した際の、FR 高発現 KB 
細胞における本複合体の細胞内取り込みお
よび RNAi 効果について検討したところ、そ
の効果は有意に減弱した。これらの結果より、
Fol-PC (G4, DSF2)/siRNA 複合体は FR 依
存的に細胞内に取り込まれ RNAi 効果を誘
導することが示唆された。また、本複合体は  
18.4 mV と正電荷の -電位を示したことか
ら、血清成分との相互作用が懸念されたため、
血清存在下での RNAi 効果について検討し
た。Fol-PC (G3)/siRNA 複合体は、50% 血
清存在下で RNAi 効果は誘導できなかった
のに対し、(G4) 複合体は有意な RNAi 効果
を誘導した。このことから、(G4) 複合体は 
(G3) 複合体よりも血清耐性能が高いことが
示唆された。 

 
 次に、担癌マウス静脈内投与後の Fol-PC 
(G4, DSF2)/siRNA 複合体の血中滞留性につ
いて検討を行った。その結果、Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体は、Fol-PC (G3)/siRNA 
複合体と比較して約 7 倍長い血中半減期を
示した。この理由として、デンドリマーの世
代数の増大により、siRNA とより安定なナノ
粒子を形成し、血中での複合体の解離の抑制
や血清耐性能の向上が起こったことが考え
られる。また、その際の Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体の臓器移行性について
検討したところ、他の臓器と比較して腫瘍へ
の移行量が最も高かった。このことから、
Fol-PC (G4, DSF2)/siRNA 複合体は腫瘍選
択的に集積可能なことが示唆された。しかし
ながら、複合体の一部は肝臓などで検出され、
これには、複合体がカチオン性の粒子である
ため、細網内皮系に認識されたことが関与し
ていると考えられる。今後、より腫瘍選択性
を高めるために、粒子の電荷を中性付近に近
づけるなど工夫が必要である。 

 
 前節までに、in vitro 条件下、Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体は配列特異的な RNAi 
効果を示すこと、さらに静脈内投与後、腫瘍
に集積することが示唆された。そこで次に、
担癌マウスに Fol-PC (G4, DSF2)/siRNA 複
合体を静脈内投与後の in vivo RNAi 効果に
ついて検討した。図 1 に示すように、
Fol-PC (G3)/siGL3 複合体ではコントロー
ルと比較して有意なルシフェラーゼ活性の
減少が観察されなかったのに対し、Fol-PC 
(G4, DSF2)/siGL3 複合体ではコントロール
と比較して有意なルシフェラーゼ活性の減
少が観察された。このことより、Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体は、in vivo においても、
RNAi 効果を誘導可能であることが示唆され
た。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
図 1 In vivo RNAi 効果 

 
 

 次に、Fol-PC (G4, DSF2) の安全性につ
いて、in vitro および in vivo において検
討を行った。まず初めに、Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体の細胞障害性を WST-1 
により検討した。デンドリマー (G4)/siRNA 
複合体および -CDE (G4)/siRNA 複合体は、
チャージ比 50 以上で顕著な細胞障害性を
示したのに対し、Fol-PC (G4, DSF2)/siRNA 
複合体は、チャージ比 100 においても細胞
障害性を示さなかった。また、Fol-PC (G4, 
DSF2)/siRNA 複合体によるインターフェロ
ン応答誘導の有無を確認するため、複合体を 
KB 細胞に添加後の IFN-, IFN-, TNF- mRNA 
レベルを定量したところ、いずれの値の上昇
も確認されなかった。さらに、in vivo にお
ける安全性を検討するため、本複合体を担癌
マウス静脈内投与後の血液生化学検査値を
測定した結果、コントロール群と比較して有
意差は認められなかった。これらのことから、
Fol-PC (G4, DSF2) は安全性に優れるキャ
リアであることが示唆された。 

 
 最後に、Fol-PC (G4, DSF2) の siRNA デ
リバリーによる癌治療を企図し、癌遺伝子で
ある PLK1 に対する siPLK1 を用いた検討
を 行 っ た 。 KB 細 胞 に  Fol-PC (G4, 
DSF2)/siPLK1 複合体をトランスフェクショ
ン後 24 時間における PLK1 mRNA およびタ
ンパク質レベルを定量したところ、そのレベ
ルは未処理群と比較して有意に減少した。ま
たその際の、本複合体の殺細胞効果について
検討したところ、未処理群と比較して、細胞
生存率を約 40% 抑制した。これらの結果か
ら、Fol-PC (G4, DSF2)/siPLK1 複合体は、
in vitro において細胞死を誘導可能である
ことが示唆された。 

 
 以上述べたように、Fol-PC (G4, DSF2) は、
Fol-PC (G3) と比較して、安定性および血
中滞留性に優れる癌細胞選択的な全身投与
型核酸医薬キャリアとして有用であること
が示唆された。今後、各種機能性素子を修飾
することによる腫瘍環境応答型 siRNA 放出
システムの開発や、抗癌剤と核酸医薬との共
デリバリーシステムを構築することで、より
癌細胞選択性および抗腫瘍効果に優れるシ
ステムへと展開する予定である。 
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