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研究成果の概要（和文）：siRNAを用いた HPV関連腫瘍の治療法を確立するためには、特異性の

高い siRNAと効率よいデリバリ法の開発が必須である。本研究では、ホタルルシフェラーゼ導

入した不死化ヒトケラチノサイを用いて正常重層扁平上皮と HPV16 関連癌に相当する３次元培

養を作成し、これらを用いて、既存のカチオン性リポソームによって siRNAを粘膜病変へ導入

することが可能である事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To utilize siRNA technology to the treatment of HPV-related 
diseases, developing an efficient siRNA delivery system is essential. In this study, we 
established organotypic raft cultures using TERT- and HPV16-E6E7 immortalized human 
keratinocytes stably expressing firefly luciferase. These cultures facilitated 
quantitative analysis of knock-down efficiency induced by local siRNA delivery and showed 
that some cationic liposomes could deliver siRNA through stratified squamous epithelium. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)siRNA 技術の創薬への応用の問題点  
RNAi は２本鎖 RNA を介して，配列特異的
に mRNA に作用し，分解や翻訳抑制によっ
てターゲット遺伝子の発現が抑制される生
物学的なプロセスであるが、化学合成した２
１〜23 塩基からなる短 2 本鎖 RNA ( siRNA)
をヒト細胞に導入することで任意の遺伝子
の発現を抑制することができる。このため
siRNA はウイルス感染症や癌のあたらしい

治療薬（RNAi 医薬）として期待されている。
しかし、➀非標的遺伝子へとの配列部分的相
補性による発現抑制、➁内在性 miRNA によ
る細胞内 RNAi への干渉、および➂自然免疫
の活性化が問題となっている。これらに加え
て➃siRNA の標的へのよいデリバリ法がな
い。 
(2) 癌原性パピローマウイルス関連疾患の予
防と治療について 
子宮頸癌は、癌原性ヒトパピローマウイルス
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（HPV16,18,31,45 など）の感染が原因であ
る。中でも 16 型がその約半数を占める。ま
た近年性行動の変化などにより HPV が原因
である口腔癌は増加している。最近開発され
た HPV 感染予防ワクチンによって子宮頸癌
が減少することが予測される。しかし、既に
多くの感染者が存在し，これらの感染者の前
癌病変と癌に対する低侵襲治療法の確立が
望まれている。HPV 関連癌は， E6 および
E7 ウイルス癌遺伝子の異常発現によって引
き起こされ，E6・E7 の発現は癌細胞の増殖
と生存にも必須で、一過性の発現抑制でも癌
細胞の排除が可能であるため核酸医薬によ
る治療の理想的な標的である。 
(3) HPV16 を標的とした強力な siRNA 配列
選択 
➀我々は、これまでゲノム情報のコンピュー
タソフトウエア解析と培養実験によって
HPV16 E6E7 に対する世界で最も優れた
siRNA 配列を見いだした。➁さらにこの
siRNA の一部を DNAに置換することによっ
て非特異反応を減少させる事に成功した。 
(4) 癌原性パピローマウイルス関連疾患の
siRNA 治療開発の問題点 
HPV 関連癌の疾患動物モデルがないため創
薬研究の障害となっている。特に siRNA は、
培養細胞（単層培養）に導入させることは容
易であるが、重層扁平上皮内に生じる病変へ
の深部への到達は困難で、この問題の解決の
ために生体に近い siRNA デリバリ法の評価
系が必要である。 
 
２．研究の目的 
(1) HPV16既感染者に生じた高度異型上皮お
よび早期子宮頸癌に対して、我々の選択した
HPV16 E6E7 に対する siRNA を治療に応用
するために、ラフトカルチャーを用いて疾患
モデルを作成する。このために、➀EGFP と
ルシフェラーゼ（hLuc）などのレポーター遺
伝子を導入したケラチノサイトの３次元培
養を行い、これらを用いて siRNA の深部へ
の到達と RNAi効果を定量的に評価するシス
テムを確立する。➁ヒト由来の培養細胞を用
いる事でヒト遺伝子に対する非特異反応や
自然免疫活性化などの副作用の評価を可能
にする。➂動物実験にみられるような「個体
差によるデータのばらつき」が少なくできる
等の利点がある。またこれらの結果、動物実
験の最少化や臨床研究における患者への負
担軽減が可能となる。 
(2) 本研究で確立した３次元培養モデルを用
いて既存および新規のデリバリ法の評価を
行い、良いものが見つかれば動物実験によっ
てその効果を確認する。 
 本研究は，現在の RNAi 創薬が直面してい
る siRNA の特異性評価とデリバリ法開発の
問題を解決するために有用である。また子宮

頸癌や口腔癌などの新しい治療に貢献でき
るなど大きな意義がある。このようなデリバ
リ法は他の皮膚・粘膜･口腔疾患や腫瘍性疾
患の RNAi 創薬に応用できる。 
 
３．研究の方法 
(1)正常扁平上皮および HPV16 陽性癌モデル 
正常扁平上皮および HPV16陽性癌細胞に相当
する細胞株にレンチウイルスを用いてレポ
ーター遺伝子（EGFP、hLuc）を導入した。 
➀ヒト正常扁平上皮モデル： 
ヒト正常ケラチノサイトを hTERT導入によっ
て不死化した細胞株 HDK1Tを使用し、レンチ
ウイルスによって EGFPあるいは hLucを導入
した（HDK1T-EGFP、HDK1T-luc） 
➁癌病変モデル： 
ヒト正常ケラチノサイトを HPV16E6E7癌遺伝
子で不死化した細胞株（HDK1-E6E7）を使用
した。同様に EGFPあるいは hLucを導入した
(HDK1-E6E7-EGFP、HDK1-E6E7-luc)。 
 
(2) 正常扁平上皮および HPV16陽性癌病変の
３次元培養 
①３次元培養法 
アテロコラーゲン添加培地と不死化ヒト線
維芽細胞を混和後、6-ウエルプレート内のカ
ルチャーインサートに移した。コラーゲンの
ゲル化後、ウエル内およびインサート内に培
地を満たした。その後コラーゲンが十分収縮
するまで培地交換した（約１週間）。ウエル
内とコラーゲン培養内の培地を分化培地（ケ
ラチノサイト培地と 10%FCS添加 DMEMを等量
混和したもの）に置き換え、その上にケラチ
ノサイトを密集培養した。翌日培地内に塩化
カルシウムを添加し、ケラチノサイト培養表
面を水面上に持ち上げて、ケラチノサイト層
を空気に暴露し、重層扁平上皮への増殖分化
を誘導する（10-14 日）。 
正常扁平上皮モデルは、HDK1T-lucを用いて、
HPV16 陽性癌病変モデル HDK1-E6E7-luc を用



いた３次元培養で作成した。 
②３次元培養における hLuc siRNA による
RNAi効果の定量的解析 
培地内に D-ルシフェリンを添加後、Luc 活性
をルミノイメージアナライザーで定量した。 
③ ３次元培養の組織学的解析 
ホルマリン固定した後に、パラフィン包埋切
片を HE染色し、光学顕微鏡にて観察した。 
(3) siRNAと dsRDC と細胞導入法 
①用いた siRNA の配列は、下記の通りで２本
鎖にアニーリングさせて使用した。dsRDC で
は、下線部の配列を DNAに置換した。 
コントロール、5’-CCGUACUAGCCAUUAUGCGUC、
5’-CGCAUAAUGGCUAGUACGGGU;  
hLuc, 5’-CCGUGGUGUUCGUGUCUAAGA、 
5’-UUAGACACGAACACCACGGUA; 
E6E7-497, 5’-GACCGGUCGAUGUAUGUCUUG、 
5’-AGACAUACAUCGACCGGUCCA;  
E6E7-573, 5’-CACCUACAUUGCAUGAAUAUA、 
5’-UAUUCAUGCAAUGUAGGUGUA;   
E6E7-752, 5’-CUUCGGUUGUGCGUACAAAGC、
5’-UUUGUACGCACAACCGAAGCG 
②siRNA および DNA-RNA キメラ型 siRNA の導
入 は 、 Lipofectamine RNAiMAX お よ び
invivofectamine（共にインビトロジェン社）
を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) HDK1T および HDK1-E6E7 細胞を用いた
siRNA の評価系について 
HPV16 E6E7 を標的とした siRNA およびその
dsRDC の HPV16 関連癌への特異的増殖抑制効
果を評価するために、正常ケラチノサイトを
hTERT で不死化した細胞株(HDK1-T)と HPV16 
E6E7 で不死化した細胞株(HDK1-E6E7)を用い
た。これまで HPV16 陽性癌細胞(SiHa)と陰性
癌細胞(HeLa)を用いていたが、HeLa 細胞は、
siRNA と核酸導入試薬による非特異的細胞毒
性への感受性が高く、両細胞から得られたデ
ータの比較が困難であった。HDK1-E6E7-luc
と HDK1-T-luc 細胞は、共に同じ初代培養細
胞に由来し、siRNA 導入条件と導入効率とも
にほぼ同じであった。これらの細胞に E6E7 
siRNA あるいは dsRDC(497, 752)を同じ条件 
（Lipofectamine RNAiMAX、濃度 0.5 nM）で
導入し、6 日後に細胞生存率を解析した。
siRNA-497 は HDK1-E6E7-luc と HDK1-T-luc
細胞の両方の増殖を抑制したが、DNA 修飾し
た dsRDC-497 は、HDK1-E6E7-luc への増殖抑
制効果(19.1%)を保持しつつ、HDK1-T-luc へ
の細胞生存率を 62.5%まで回復させた。
siRNA-752 は、siRNA-497 比べ高い特異性を
有していたが、dsRDC 修飾はその活性を低下
さ せ た 。 以 上 よ り HDK1-E6E7-luc と
HDK1-T-luc 細胞は、E6E7 siRNA の特異的あ
るいは非特異的増殖抑制効果を評価するの
に有効であることが示唆された。また、dsRDC

修飾は siRNAの非特異的効果を抑制するのに
有効であった。従来は、癌細胞株を用いた特
異性評価が殆どで、我々のようなケラチノサ
イトをつかった siRNAの評価システムは臨床
での副作用回避に有用であると考えられた。 
(2) HDK1T および HDK1-E6E7 によるラフトカ
ルチャーの作成 
HDK1T-luc および HDK1-E6E7-luc によるラフ
トカルチャーを作成し、ルシフェラーゼ活性
をルミノイメージアナライザーによって解
析した。図２のように、構造は、正常および
扁平上皮癌に相当し、これらのルシフェラー
ゼ活性も容易に検出できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 正常扁平上皮および HPV16関連癌ラフ
トカルチャーモデル 
a,b,e ルシフェラーゼ導入 HDK1T 細胞
（HDK1T-luc）によるラフトカルチャー。 
c,d,f ルシフェラーゼ導入 HDK1-E6E7 細胞
（HDK1-E6E7-luc）による ラフトカル 
チャー。A および c は、基質（D-ルシフェリ
ン）非存在下; b および dは、 基質存在下の
ルミノイメージ。e,fは、HE 染色。 
 
(3) HDK1-E6E7-luc によるラフトカルチャー
を用いた HPV16関連癌への siRNA局所投与法
の評価。コントロールおよび hLuc に対する
siRNA を Lipofectamine RNAiMAX あるいは
invivofectamine と 複 合 体 形 成 後 、
HDK1-E6E7-luc によるラフトカルチャー上に
重層し、その４８時間後にルミノイメージア
ナライザーでルシフェラーゼ活性を定量し
た。Lipofectamine RNAiMAX は、mockに対し
て最大 25%のルシフェラーゼ活性を抑制した。
また、invivofectamineは、mockに対して hLuc 
siRNAで 20%の有為な発現抑制が見られた（図
３）。いずれも光学顕微鏡による観察では、
明らかな細胞毒性は観察されなかった。この
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D-ルシフェリン (-) D-ルシフェリン (+)

a b

c d



評価系は、簡便でデータのばらつきが少なく、
また定量性も高く、デリバリ法の評価には大
変有用であると考えられた。またカチオン性
リポソームは、ある程度、扁平上皮病変への
siRNA 到達を可能にし、これらの改良によっ
て治療法に応用できる可能性を有していた。
今後は、ラフトカルチャーを用いてこれらの
改良や新規のデリバリ法の開発に利用して
いく予定である。 
 
 
 

 

 
 
図３ HDK1-E6E7-luc ３次元培養を用いた
invivofectamineによる hLuc siRNA導入効率
評価。HDK1-E6E7-lucによるラフトカルチャ
ーに invivofectamine を用いて hLuc siRNA
を導入し、２日後ルシフェラーゼ活性をルミ
ノイメージ解析装置にて定量した。 
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