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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、まず初めに肝臓に核酸送達可能なデリバリーシステ

ムの構築を試みた。細胞内導入効率が非常に高い膜透過性 R8 ペプチド、エンドソーム脱出効

率の高い GALA ペプチド等を用いることで、pDNA、siRNA の送達システムの構築に成功し

た。次にマイクロアレイ解析によって、約 4 万 1 千遺伝子の中から糖尿病の進行に深く関わる

と考えられる新規な 1 遺伝子に着目し、siRNA を用いた in vivo 機能解析を行った。その結果、

標的遺伝子をノックダウンした病態マウスにおいて有意な血糖値の減少、及び体重の減少が認

められた。従って、この新規遺伝子は 2 型糖尿病、または肥満の治療ターゲットとして有望で

ある。 
 
研究成果の概要（英文）：First, nucleic acid such as pDNA and siRNA delivery system to 
the liver was developed. This mission was achieved by optimizing the density of R8 
peptide which has high ability to internalize into cell and GALA peptide as pH 
sensitive fusogenic peptide. Second, a new candidate gene which related the 
progression of type 2 diabetes was screened by DNA microarray analysis. Third, in vivo 
functional analysis of this new gene was performed using siRNA. When knocking down 
for this gene in the liver of type 2 diabetes model mice, significant reduction of both 
blood glucose level and body weight was observed. Thus, this new gene is promising 
therapeutic target for type 2 diabetes as well as obesity. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、特定の遺伝子の発現抑制を可能とす

る RNAi 技術は、創薬標的分子の同定を可能
にする基盤技術に留まらず、究極の分子標的
薬として最も大きな期待が寄せられている。

しかしながら、標的組織へ安全かつ効率的に
siRNA を送達させるシステムが少ないため
に、siRNA を用いた個体レベルでの研究、更
にはRNAi創薬研究が効率的に行われていな
いのが現状である[Dorsett Y et al. Nat Rev 
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Drug Discov. 318 (2004)]。一方、申請者はマ
イクロアレイ解析によって肝臓における新
規 2型糖尿病関連遺伝子群の探索を行ってお
り、10 個程度の候補遺伝子の抽出に成功して
いる。従って、この候補遺伝子の機能を個体
レベルで簡単に解析する技術構築が必要で
あった。 
 
２．研究の目的 

肝臓を標的とした in vivo siRNA デリバリ
ーシステムの構築を行うことで、個体レベル
での遺伝子機能解析を行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（1）肝臓実質標的型 MEND の構築 

初めに肝臓におけるルシフェラーゼ遺伝
子発現活性を指標にして MEND の最適化を検
討し、肝実質細胞、非実質細胞の選択性を評
価した。 

次に pDNA、siRNA を肝臓の実質細胞に効率
的に送達可能な MEND の構築を行うため、細
胞内導入効率の高い膜透過性の良い R8 ペプ
チド、及びエンドソーム脱出能力を有する
GALA ペプチドの修飾量の最適化、及び凝縮化
コアの形状についての検討をルシフェラー
ゼ発現を指標にして in vivo での検討を行っ
た。 
 
（2）マイクロアレイ解析による新規 2型糖
尿病関連遺伝子群の抽出 

2 型糖尿病モデル動物と正常モデル動物の
肝臓の RMA を回収し、マイクロアレイ実験を
行い、各条件での遺伝子発現プロファイルを
作成した。次にデータ解析によって、新規 2
型糖尿病関連遺伝子群の抽出を行った。 
 
（3）新規遺伝子を標的とした in vivo 機能
解析 
 新規遺伝子を標的する siRNAの最適配列を
マウス初代培養細胞を用いて決定した。この
siRNA を病態マウスの肝臓に導入し、新規遺
伝子の糖尿病病態に与える影響を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）肝臓実質標的型 MEND の構築 

一般的に市販の in vivo transfection 試
薬として利用されている Lipoplex 体では、
肺での遺伝子発現活性が肝臓に比べて約 25
倍高かった。一方、核酸を脂質膜でコートし
た構造を有する MEND では肺の遺伝子発現活
性の上昇を抑え、肝臓での遺伝子発現活性が
5倍上昇した。つまり、MENDの構造はLipoplex
構造に比べて肝臓へ核酸を導入するのに有
利であることが示唆された。次にエンドソー
ム脱出素子である GALA を修飾した MEND では
約 10 倍遺伝子発現活性が上昇したため、細

胞内動態の制御（特にエンドソーム脱出過
程）が効率的な核酸導入に重要なことが示唆
された。次に肝臓を実質細胞と非実質細胞に
分離して細胞数あたりの遺伝子発現活性を
調べたところ、非実質細胞は実質細胞に比べ
て約 6倍活性が高く、非実質細胞選択的キャ
リアであることを明らかにした[Yamauchi J, 
Hayashi Y et al. Biol. Pharm. Bull. (2010)]。 
 そこで、R8 ペプチドを用いて pDNA、siRNA
を肝臓の実質細胞に効率的に送達可能な
MEND の構築を試みた。負電荷を有する核酸凝
縮化体を封入した R8-MEND は、肝臓での高い
遺伝子発現が認められなかったが、エンドソ
ーム脱出素子である GALA を R8-MEND に修飾
した場合は、約 800 倍遺伝子発現活性の上昇
が見られた。更に最適化された R8-GALA-MEND
は肺、脾臓での遺伝子発現活性が肝臓の約
1/13 倍、1/30 倍であり、肝臓特異性の高い
核酸キャリアシステムであることを明らか
にした。[Khalil Ikramy, Hayashi Y et 
al.(Submitted)]。次に、肝実質細胞で主に
発現している SR-BI 遺伝子を標的とする
siRNA を構築された R8-GALA-MEND 搭載して、
肝臓でのノックダウン効果を評価した。その
結果、投与量依存的な SR-BI 遺伝子の機能発
現を制御することに成功した。さらにこのシ
ステムは肝毒性を誘起しない安全なキャリ
アであることも明らかにした[Hayashi Y et 
al.(Submitted)]。膜透過性ペプチドを用い
た肝臓への siRNAデリバリー成功例はほとん
どなく、本研究が初めてである。今後は更な
る改良を行い、最高性能のキャリアの構築を
目指す。 
 
（2）マイクロアレイ解析による新規 2型糖
尿病関連遺伝子群の抽出 
糖尿病発症後のマウスで正常マウスに比

べて 10 倍以上発現亢進している遺伝子は、
約 4.1 万遺伝子中 27 遺伝子であった。この
27 遺伝子のうち、糖尿病発症が進行するにつ
れて発現量が 2倍以上増加している遺伝子群
は 9遺伝子であった。RT-PCR 解析、及び文献
検索により、最も可能性の高い新規な 1遺伝
子を絞り込んだ。更に糖尿病ラットに関して
も同様に候補遺伝子の抽出に成功した
[Hayashi Y et al. Biol. Pharm. Bull. 
(2010)]。 
 
（3）新規遺伝子を標的とした in vivo 機能
解析 
標的遺伝子に対する siRNAの最適配列をマ

ウスの肝初代培養細胞を用いて評価した。市
販の Transfection 試薬を用いて siRNA を導
入したところ、最適配列は 10nM という低濃
度で 85%程度のノックダウン効果を示した。
この siRNA を病態マウスの肝臓に導入し、こ
の遺伝子のノックダウン効果を評価したと



 

 

ころ、ネガティブコントロール siRNA 投与群
と比較して投与 3日後に 92%のノックダウン
が確認された。そしてそのときの血糖値は有
意な減少傾向を示していた。更に体重増加率
が有意に減少していたことから、この新規遺
伝子は 2型糖尿病の予防・治療標的遺伝子の
みならず、肥満治療薬としても期待が持てる
と考えられる。これまでにこの遺伝子の in 
vivo 機能解析はほとんど行われておらず、非
常にインパクトが高い結果だと考えられる。 
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