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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、高活性な in vivo 核酸デリバリーシステムを構築す

るために、in vitro/in vivo における各細胞内動態過程（1. 細胞内への取り込み過程、2. エン

ドソーム脱出過程、3. 脱凝縮過程）定量化して比較解析を行った。その結果、低投与量になる

につれて 1 の過程が in vivo において重要な要素になること、そして 3 の過程を改善すること

で薬理効果が改善することが明らかとなった。一方、構築された in vivo 核酸デリバリーシス

テムに予防・治療用核酸を搭載することで、急性肝炎の予防効果や、2 型糖尿病・肥満の著し

い病態改善効果を生み出すことに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, comparative analyses between in vitro and in vivo 

settings were examined in order to develop an efficient in vivo nucleic acid delivery system. 

We focused on three main intracellular trafficking processes; accumulation, endosome 

escape, and decondensation process in tissues or cells. We found that the accumulation 

process is a key factor in achieving in vivo nucleic acid activity at low dose. In addition, 

nucleic acid activity was increased by improving nucleic acid decondensation process in 

cytoplasm. Lastly, we have succeeded to prevent acute liver hepatitis and the symptoms of 

type 2 diabetes and obesity in mice by using the in vivo nucleic acid delivery system. 
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１．研究開始当初の背景 

in vivo siRNA デリバリー研究は国内外で
精力的に行われているが、Peter Cullis らの
グループは、エンドソーム脱出過程に着目し
て世界最高性能のキャリアを開発しており
[Semple SC et al. Nat Biotechnol 
28(2);172-6, 2010]、特に国内での in vivo
デリバリーシステム開発は劣っているのが
現状である。原因の一つとしては、in vitro
と in vivo のジレンマ、つまり、in vitro で
効果を有するキャリアが in vivo で効果が弱

いということが挙げられる。このジレンマは
DDS 開発を行う全ての研究者の悩みの種であ
るにもかかわらず、in vivo における細胞内
動態素過程を定量化する方法がないために、
このジレンマを解く普遍的な解決策が見い
出せないでいるのが現状である。 
 

２．研究の目的 
 そこで本研究では、in vivo における細胞
内動態素過程を定量化する方法を解決する
ことで、（1）in vitro、in vivo 間に存在す
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る大きなギャップ、『死の谷』がどの細胞内
動態素過程に存在するのかを突き止め、（2）
細胞内素過程の律速段階を改善を行い、（3）
構築された核酸デリバリーシステムを用い
て肝臓を疾患とする病態（肝炎、2型糖尿病）
への応用を試みた。 
 

３．研究の方法 

（1）in vitro/in vitro の比較解析 
モデルキャリアとして、マウス肝臓にpDNA、

siRNAを送達可能であるオクタアルギニン
（R8）とエンドソーム脱出素子（GALA）を組
み合わせたナノ粒子（R8-GALA-MEND）[Khalil 
Ikramy, Hayashi Y et al. J Control Release. 
156(3):374-80 (2011), Hayashi Y et al. Int 
J Pharm. 419(1-2):308-13 (2011)]を使用し
た。モデル核酸として、肝臓で発現している
SR-BI 遺伝子に対する siRNA を使用した。In 
vitro/in vivo の両系において siRNA 内封
R8-GALA-MEND を処理し、各処理時間後におけ
る siRNA の分子数を RT-PCR 法により算出し
た。そして単位細胞数あたりの siRNA 分子数
を算出し、in vitro と in vivo のデータを比
較した。またin vitro/in vivoにおけるSR-BI
の遺伝子発現抑制効果と siRNA分子数との関
連性に関しても解析を行った。 
 
（2）細胞内素過程の改良 
 siRNA 凝縮化剤である
stearylated-octaarginine (STR-R8)、また
は stearylated-octahistidine（STR-H8）を
用いた siRNA polycation complex
（STR-R8/siRNA complex、STR-H8/siRNA 
complex）を作成し、R8-GALA-D-MEND[Akita H 
et al. J Control Release. 143(3):311-7 
(2010)]にそれぞれ内封した。各粒子の特性
（サイズ、表面電位、封入率）は Zeta-sizer
にて、siRNA 凝縮化剤からの siRNA の解離は
RiboGreenを用いてfree型のsiRNAの量を測
定することで評価を行った。細胞内の取り込
み量、取り込み分布は FACS にて評価し、エ
ンドソーム脱出効率は顕微鏡観察にて
Lysotracker と siRNA の局在率を算出するこ
とで評価した。細胞質内における siRNA の拡
散効果は、顕微鏡の画像定量より、細胞の面
積に対する蛍光 siRNAの面積の割合を算出す
ることにより脱凝縮過程の改善効果を評価
した。遺伝子発現抑制効果は、luciferase 活
性を指標として評価した。 
 
（3）肝臓疾患への応用 
Hepatocyte Growth Factorをコードした pDNA
を R8-GALA-MEND に内封し、正常マウスに尾
静脈投与した。その後、D-galactosamine と
Lipopolysaccaride 溶液を腹腔内投与するこ
とで急性肝炎を誘導させ、その誘導効果の抑
制効果を血清中の GOT、GPT 値を指標として

評価した。また、急性肝炎におけるマウスの
死亡率についても評価を行った。また肝臓へ
の pDNA 送達効率、安全性について評価する
ため、市販の肝臓導入試薬である in vivo jet 
PEIを用いてR8-GALA-MENDとの比較を行った。 
 一方、2型糖尿病の予防効果の検討実験に
おいては、病態進行に関与すると考えられる
肝臓遺伝子の選定から行った。DNA 
microarray により KKAy マウスと C57BL/6 を
比較し、全マウス遺伝子の中から病態に関連
する遺伝子の抽出を行った。その後 RT-PCR
法で 20 個程度の遺伝子の発現量を測定し、
その中で最も発現量の高い遺伝子を候補遺
伝子として決定した。この遺伝子に対する
siRNA を用いて、ナノ粒子に内封し、in vivo
機能解析を実施した。標的遺伝子の遺伝子発
現抑制効果は RT-PCR 法にて、血清中、肝臓
内の各種パラメーターは市販の kitにて測定
を行った。 
 
４．研究成果 
（1）in vitro/in vitro の比較解析 
In vitro、in vivo間のsiRNAの活性の違い

がどの素過程に起因するのかについて
Intracellular Pharamacokinetics (PK) 、
Intracellular Pharmacodynamics (PD)、の2
つの要因に着目した。その結果、細胞内PK、
PDについてはin vitro/in vivo間で大きな違
いがみられなかったものの、細胞/組織に集積
率には両者に大きな違いが認められ、特に投
与量を下げた場合、in vivo肝臓における集積
率が著しく低下することが観察された。従っ
て、in vitroとin vivo間の活性の大きな違い
を決定づけている素過程は初期の細胞/組織
への取り込み/集積過程であることが明らか
となった[Hayashi Y et al. J Control Release. 
161(3):757-62 (2012)]。In vitroとin vivo
におけるNanoparticleの活性が相関しないの
は多くのDDS研究者の間でよく知られている
事実であるものの、実際どの素過程に原因が
あるのかについて詳細な検討がなされたこと
はほとんどなかった。本研究はそのような問
題を初めて解決したという点で非常に有益な
情報である。 
 
（2）細胞内素過程の改良 
In vitroとin vivoにおけるNanoparticle

活性の比較解析から、内在性遺伝子を50%抑制
するのに必要なsiRNAの分子数が約4万分子で
あるということが明らかとなった。しかしな
がら、500分子程度で十分であるという報告が
複数の研究グループから報告されていたこと
から[Landesman Y et al. Silence. 1(1):16 
(2010), Pei Y et al. RNA. 16(12):2553-63 
(2010)]、細胞質内におけるsiRNAの拡散が不
十分ではないかという仮説を立てて、siRNA
凝縮化剤からの解離に着目したキャリアの改



良を試みた。そこで、従来使用してきた脱凝
縮 剤 で あ る stearylated-octaarginine （
STR-R8 ） の 代 わ り に pH 応 答 性 で あ る
stearylated-octahistidine（STR-H8）を使用
したところ、STR-H8を使用した場合、細胞質
におけるsiRNAの解離度合い、遺伝子発現抑制
効果の改善が観察された[Toriyabe N et al. 
Biomaterials. 34(4):1337-43 (2013) ]。こ
の結果は、細胞質内におけるsiRNAの脱凝縮過
の重要性を初めて示唆した結果であり、本検
討で使用したSTR-H8は今後重要な核酸凝縮化
剤として利用されることが考えられる。 
 
（3）肝臓疾患への応用 
最後に、これまでの研究で構築された

Nanoparitlceを用いたApplication例として、
Hepatocyte Growth Factorをコードした pDNA
を急性肝炎誘導マウスに投与したところ、肝
障害の抑制、及び死亡率の低下が観察された
[Hayashi Y et al. Nucleic Acid Ther. 
22(5):360-3 (2012)]。一方、in vivo jetPEI
を用いた場合は、急性肝炎進行による死亡よ
りも早くマウスが死亡してしまったことか
ら、R8-GALA-MEND は in vivo jetPEI と比べ
て安全性の高い肝臓遺伝子送達キャリアで
あることが示唆された。以上の結果は、HGF 
pDNA を搭載した R8-GALA-MEND が肝炎の予防
に有望である可能性を示唆している。 
さらに、DNA microarray により独自に同定

された新規 2 型糖尿病関連遺伝子を in vivo 
siRNA delivery system を用いて機能解析を
行った結果、2 型糖尿病、肥満、脂肪肝の改
善効果を得ることに成功した。血糖値の抑制
効果ばかりでなく、肝臓内や血清中の脂質量
の改善、さらには体重減少効果まで観察され
た[Hayashi Y et al.(in preparation)]。さ
らにキャリア投与による顕著な毒性は観察
されなかったことから、この分子を標的とし
た新しい Nanomedicine の開発が今後期待さ
れる。このように、疾患標的因子の選定及び
non-viral siRNA delivery system を用いた
in vivo 機能解析といった一連の流れは次世
代型の核酸医薬開発に直結するものであり、
非常にインパクトが高い成果であると確信
している。 
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