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研究成果の概要（和文）：RNA干渉を誘導する短い2本鎖RNA（siRNA）を医薬品応用するためには、siRNAを疾患部位特
異的に送達させる技術が必要不可欠である。我々はこれまでにsiRNA・アテロコラーゲン複合体が炎症部位の炎症性マ
クロファージや腫瘍組織の癌細胞に特異的に送達され、なおかつ薬理効果を示す事を証明してきた。本課題ではその分
子機序を解明するため、網羅的遺伝子解析を行い、炎症性マクロファージや癌組織で発現増加するコラーゲン結合タン
パク質を多数同定した。そのうち、CD280がsiRNA・アテロコラーゲン複合体の炎症性マクロファージや癌細胞への取込
に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Successful short interfering RNA (siRNA)-based therapy for various diseases 
depends on functional siRNA delivery specific to disease-responsible cells in vivo. We have shown 
siRNA/atelocollagen complex was specifically delivered into inflammatory macrophages in inflammatory 
sites, or tumor cells in tumor tissues in vivo. Thus, we aimed the molecular mechanism to explain the 
specific delivery. According to comprehensive gene expression array analysis, we found many upregulated 
genes, which conserve collagen-binding properties, in inflammatory macrophages and tumor cells. Among 
them, we discovered that CD280, a transmembrane-type collagen receptor, can play a critical role in such 
specific uptake of siRNA/atelocollagen complex into inflammatory macrophages and tumor cells.

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景  
RNA interference（RNAi）は標的遺伝子
配列に相補的な短い 2 本鎖 RNA（short 
interfering RNA, siRNA）による遺伝子発現
抑制技術である。RNAi による遺伝子サイレ
ンシングは、その標的塩基配列特異性や発現

抑制効果が高いことから、癌を含む難治性疾

患への臨床応用がとても期待されている。

siRNA による RNAi 効果をマウス個体レベ
ルにおける疾患治療実験に応用するために

は、siRNAの全身性投与を可能にする in vivo
デリバリー技術が必要不可欠である。既報に

おいて、陽イオン脂質法や陽イオンポリマー

法などがあるが、全身性に投与した siRNA
を疾患部位だけに到達させ、かつその標的細

胞（疾患原因細胞）内にのみ導入させる手法

について、報告がない。 
 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでにマウスに尾静脈注した

siRNA・アテロコラーゲン複合体が炎症部位
の炎症性マクロファージや腫瘍組織の腫瘍

細胞（癌細胞）に対して、特異的にデリバリ

ーされて RNAiを発動後、抗炎症効果や抗癌
効果（＝薬理治療効果）を示す事を証明して

きた（Ishimoto T, et al. Mol Ther 2008; Mu 
P, et al. Int J Cancer 2009; and Inaba S, et 
al. Mol Ther 2012）。In vivoにおける標的細
胞特異的（疾患原因細胞特異的）な siRNA
デリバリー法（Target-cell specific delivery）
の確立は、副作用の少ないより安全な siRNA
核酸医薬の実現のために必要不可欠である。

本課題では、siRNA・アテロコラーゲン複合
体が示す標的細胞特異性の分子メカニズム

の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 炎症性マクロファージにおける siRNA・
アテロコラーゲン複合体の導入分子機序の

解明 
 
炎症性マクロファージの作成 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を
IFN-で刺激し、炎症性マクロファージ RAW
細胞を得た。また、マウス腹腔にチオグリコ

レートを注入し、腹腔滲出型の炎症性マクロ

ファージも調製した。 
 
網羅的遺伝子発現解析（アレイ解析） 
調製した炎症性マクロファージから総 RNA
を取り、常法により網羅的遺伝子発現解析

（Whole Mouse Genome Microarray ver. 2, 
Agilent社）を行った。コラーゲン結合分子の
アノテーション解析作業も行った。 
 
網羅的遺伝子発現解析（アレイ解析）の検証 
リアルタイム定量 PCR 法で検証した。ABI
社のタックマンプローブ及びその関連試薬

を用いた。 
 
炎症性マクロファージに取り込まれた siRNA
量の定量測定実験 
炎症性マクロファージに siRNA・アテロコラ
ーゲン複合体を作用させた後、small RNA画
分を抽出した。測定対象とする siRNAのアン
チセンス鎖に相補的な蛍光標識オリゴ RNA 
probe を用いてハイブリダイゼーション反応
を施行した。ハイブリダイズしたオリゴ 2本
鎖 RNA を逆相 HPLC で検出し、定量化した
（濃度既知の siRNAについて、検量線を作成
し、検体中の siRNA濃度・含量を求めた）。 
 
 
(2) 癌細胞における siRNA・アテロコラーゲ
ン複合体の導入分子機序の解明 
 
ヒト前立腺癌細胞株 
３種のヒト前立腺癌細胞株（PC-3 細胞、
LNCaP 細胞及び DU145 細胞）と２種のヒト
正常前立腺細胞を用いた。 
 
網羅的遺伝子発現解析（アレイ解析） 
癌細胞等から総 RNA を取り、常法により網
羅的遺伝子発現解析（Whole Human Genome 
Microarray ver. 2, Agilent社）を行った。 
 
網羅的遺伝子発現解析（アレイ解析）の検証 
リアルタイム定量 PCR法で検証した。 
 
癌細胞に取り込まれた siRNA量の定量 
上記の炎症性マクロファージの実験系と同

様の方法を用いた。 
 
 



４．研究成果 

(1) 炎症性マクロファージにおける siRNA・
アテロコラーゲン複合体の導入分子機序の

解明 
 

IFN-により刺激活性化して得た炎症性マ
クロファージ RAW 細胞やマウス腹腔にチオ
グリコレートを注入して調製した腹腔滲出

型の炎症性マクロファージについて、網羅的

遺伝子アレイ解析を施行した。コントロール

として、刺激活性化をしていないマクロファ

ージ RAW 細胞を用いた。炎症性マクロファ
ージにおいて発現が増加した遺伝子を選別

し、さらにコラーゲンに結合する特性を示す

もの（コラーゲン受容体等）をピックアップ

した。 
多くの遺伝子が同定されたが、今回、我々

は CD280（Endocytic collagen receptor）に
注目することとした。CD280は細胞膜貫通型
のタンパク質であり、細胞外にⅠ型コラーゲ

ン結合部位がある。活性化していないマクロ

ファージ RAW 細胞では全く発現しておらず、
炎症性マクロファージに誘導すると、その発

現量が劇的に上昇する特性があった。定量

PCRによる実験においても、同様の発現プロ
ファイルを示した。 

CD280に対する siRNA又は shRNAを炎
症性マクロファージ RAW 細胞に導入して
CD280 をノックアウトした後、siRNA・ア
テロコラーゲン複合体（RAW 細胞が
endogenous に常時発現する MCP-1 に対す
る siRNA を複合体化した）を反応させた。
その結果、炎症性マクロファージ RAW細胞
で CD280 をなくすと、siRNA・アテロコラ
ーゲン複合体が細胞の中に入らなくなった

（取り込まれた siRNA の定量実験による）。
また、アテロコラーゲンと複合体化した

siRNAの標的遺伝子であるMCP-1の発現抑
制効果も有意に減弱した。siRNA・アテロコ
ラーゲン複合体の細胞内への導入において、

CD280 が重要な役割を持つことが示唆され
た。 
 
 
(2) 癌細胞における siRNA・アテロコラーゲ
ン複合体の導入分子機序の解明 
 
ヒト前立腺癌 PC-3細胞、LNCap細胞及び

DU145 細胞について、網羅的遺伝子アレイ
解析を行った。２種のヒト正常前立腺細胞を

コントロールとした。前立腺癌細胞において

発現が増加した遺伝子を選別し、さらにコラ

ーゲンに結合する特性を示すもの（コラーゲ

ン受容体等）をピックアップした。 
同定された遺伝子群を詳しく見ていくと、

炎症性マクロファージにおいて見出した

CD280の発現パターンが魅力的であった。正
常前立腺細胞での発現量が極めて低く、悪性

度の高い骨転移性のヒト前立腺癌細胞 PC-3
で発現が明らかに上昇していることが分か

った。 
CD280 に対する siRNA 又は shRNA を

PC-3細胞に導入してCD280をノックアウト
した後、siRNA・アテロコラーゲン複合体
（PC-3 細胞が endogenous に常時発現する
VEGF-A に対する siRNA を使用）を反応さ
せた。その結果、CD280がないと、siRNA・
アテロコラーゲン複合体が細胞の中に入ら

なくなった（siRNA の定量実験による）。ア
テロコラーゲンと複合体化した siRNA の標
的遺伝子である VEGF-A の発現抑制効果も
有意に低下した。siRNA・アテロコラーゲン
複合体の癌細胞内への導入において、CD280
分子が重要な役割を示すことを見出した。 
 
 以上、炎症性マクロファージで発現増加す

る CD280 を介して、siRNA・アテロコラー
ゲン複合体が細胞内に取り込まれる可能性

を示す成果を得た。前立腺癌においても、同

腫瘍細胞において発現増加する CD280 を介
した類似な分子メカニズムが想定された。ま

た、CD280以外のコラーゲン結合タンパク質
やコラーゲン受容体も数多く同定した。今後、

これらのコラーゲン結合タンパク質につい

ても解析を進める予定である。siRNA・アテ
ロコラーゲン複合体の細胞内導入の分子メ

カニズムについて、包括的な解明成果が期待

される。 
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