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研究成果の概要（和文）：本研究では、機能性ペプチドを基盤とした siRNA皮内送達システムの

開発を目的とし、皮内送達性、治療効果の検討を行った。機能性ペプチドとして、細胞透過性

ペプチドとタイトジャンクション開口ペプチドを併用することで siRNAの皮内送達性が向上し、

siRNA として抗 NFκB siRNA をアトピー性皮膚炎モデルマウスに投与することで優れた治療効

果が示された。さらに、機能性ペプチド/siRNA含有ハイドロゲル製剤とすることで治療効果が

増強させることを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, to develop the intradermal siRNA delivery system 
using functional peptides, the intradermal siRNA delivery and therapeutic effect of siRNA 
in atopic dermatitis (AD) induced mice were investigated. Combination of cell-penetrating 
peptide and tight junction opener increased the intradermal siRNA delivery and 
therapeutic effect of anti-NFκB siRNA in AD mice. In addition, the therapeutic effects 
by functional peptides/siRNA containing hydrogel increased compared with the 
peptides/siRNA solution. 
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎を代表とするアレルギ

ー疾患は、肉体活動、精神活動および社会活
動が妨げられ QOLの著しい低下を引き起こす。
現在、その根治療法はほとんど無く、新しい
作用機序を持った新規治療法の開発が期待

されている。近年、バイオテクノロジーの進
歩に伴い遺伝子発現を制御することで病気
を治療する新しい医薬品の開発が盛んに行
われており、その 1 つとして siRNA が挙げら
れる。siRNA は疾患の原因タンパクを配列特
異的に分解するためアレルギー疾患に対す
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る新規治療薬として期待されている。 
我々はこれまでに NFκBの構成タンパクの

1つである RelAを標的とした siRNA（siRelA）
がアトピーモデルマウスの症状発症を予
防・治療できることをすでに見出している。 
しかし、siRNA は水溶性の高分子であるた

め、動物やヒトへの実用化を可能とするには
対象疾患に適した投与部位・経路の選択、さ
らに標的細胞内への高い導入効率を有しか
つ安全なキャリアを組み合わせた非侵襲的
な siRNA投与システムの開発が最大の課題と
なっている。 
我々は、これまで細胞内で siRNA の効果を

最大限発揮させる事を目的として、①siRNA
と安定な複合体の形成能、②細胞内への効率
的な取り込み能、③エンドソーム内から細胞
質への効率的な脱出能、④細胞質での siRNA
放出能を満たす効率的な多機能性ペプチド
の設計に着手し、siRNA を用いた細胞実験に
おいても、非常に低い細胞毒性と高い細胞内
取り込効率を示している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、角質および表皮などの障壁を

突破し、さらに標的細胞である炎症細胞内へ
の siRNAの効率的導入を可能とするために必
要な機能を保持する siRNAの新規皮内送達シ
ステムの構築とその製剤化を目指した。 
具体的には、図１に示すような皮膚に塗布

するだけで、50-100 nm まで凝縮した細胞導
入能をもつ多機能性ペプチドとの siRNA複合
体が、タイトジャンクション開口作用ペプチ
ド AT1002 により開いた皮内細胞間隙を角層
や毛穴から標的部位の標的細胞内へ送達可
能な siRNA 皮内送達システムの開発、また、
このシステムを用いて、アトピー性皮膚炎モ
デルマウスに siRelA を投与した際の治療効
果、さらには種々の製剤技術を駆使しこれら
の送達システムを保有したハンドリング性
のある非侵襲的かつ安全な siRNA皮膚投与製
剤の開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
機能性ペプチドを基盤とした siRNA皮内送

達システムの開発と製剤化を目指し、（１）
機能性ペプチドを用いた siRNAの皮内送達性

評価、（２）機能性ペプチド/治療 siRNA（NF-
κB の構成タンパク質である RelA に対する
siRNA、以下 siRelA）のアトピー性皮膚炎マ
ウス治療効果の検討、（３）ハイドロゲル製
剤の調製と評価について検討を行った。 
 
（１）機能性ペプチドを用いた siRNAの皮内
送達性評価 
当研究室にて開発したステアリン酸（STR）、

アルギニン（R）、ヒスチジン（H）、システイ
ン （ S ） か ら な る 多 機 能 性 ペ プ チ ド
（STR-CH2R4H2C)、細胞透過性ペプチド Tat、
タイトジャンクション開口ペプチド AT1002
との蛍光標識 siRNA複合体をマウス背中に塗
布し、１０時間後の皮内の蛍光を共焦点レー
ザー顕微鏡により観察した。また、TAT/siRNA
複合体、STR-CH2R4H2C/ siRNA 複合体の粒子
径、表面電位、RNase に対する安定性につい
ても検討した。 
 
(２) 機能性ペプチド/siRelA のアトピー性
皮膚炎マウス治療効果の検討 

NC/Ngaマウスにハプテンを感作・暴露する
ことで、アトピー性皮膚炎症状を誘発したマ
ウスを作製した。暴露の前日より週 3 回計 6
回、機能性ペプチド/siRelA を投与し、耳の
肥厚、臨床スコア、炎症性サイトカイン産生
を測定した。 
 
(３) ハイドロゲル製剤の調製と評価 
絹蛋白質の一つであるセリシンをハイド

ロゲル基剤として、siRNA含有ハイドロゲル
製剤を調製し、siRelAによる治療効果をゲル
化していない siRNA 溶液群と比較検討した。
ハイドロゲルの安全性について検討するた
め、マウス背部皮膚塗布後の外観ならびに組
織を観察した。さらに、機能性ペプチド
/siRNA 含有ハイドロゲルを調製し、その
siRNA皮内送達性と siRelAによる治療効果を
ゲル化していない機能性ペプチド/siRNA溶
液群と比較検討した。 
 
４．研究成果 
(１) 機能性ペプチドを用いた siRNA の皮内
送達性 

Tat/siRNA複合体は、粒子径約 100 nm、ゼ
ータ電位 10 mVを、STR-CH2R4H2C と siRNAと
の複合体は、約 200 nm、20 mV を示した。ま
た、naked siRNA では、RNA分解酵素混合後 5
時間でほとんど分解されていたのに対し、
TATでは 60％以上が、STR-CH2R4H2Cでは 80％
以上の siRNAが安定であった。マウス皮膚を
用いて蛍光標識 siRNAの皮内送達性を検討し
た結果、Tat、STR-CH2R4H2C、AT1002 はいず
れも高い siRNA の皮内送達性を示し、さらに
AT1002に Tatあるいは STRCH2R4H2Cを併用す
ることで、naked siRNA に比べて、siRNA の



皮内送達性を著しく向上させることを明ら
かとした。以上より、Tat、STR-CH2R4H2C や
AT1002は siRNAの皮内送達システムの有用な
ツールであることが示された。 

 
(２) 機能性ペプチドを用いた siRelAのアト
ピー性皮膚炎マウス治療効果の検討 
機能性ペプチド TAT、AT1002 を併用して

siRelA をモデルマウスの発症部位である耳
介へ適用した結果、naked siRelA 投与群に比
較して、耳の肥厚および臨床スコアを著しく
改善した。さらに、耳局所の炎症性サイトカ
イン産生を測定した結果、未処置群、naked 
siRelA 群 に 比 較 し 、 機 能 性 ペ プ チ ド
(Tat+AT1002)/siRelA 群において炎症性サイ
トカイン産生を抑制した。よって、本研究で
確立した機能性ペプチドによる siRNA皮内送
達システムが siRNAを用いたアトピー性皮膚
炎治療に対して有効であることが示唆され
た。 
 

 
 

 (３) ハイドロゲル製剤の調製と評価 
はじめに、皮膚塗布型 siRNA 製剤の開発を

目的とし、絹蛋白質の構成成分であるセリシ
ンを基剤とした siRNA含有ハイドロゲル製剤
を調製し、その治療効果についてアトピー性
皮膚炎症状を発症させたマウス耳を用いて
検討した結果、siRNA 溶液に比べ皮膚炎によ
る耳の肥厚、臨床スコアを有意に抑制した。
次に機能性ペプチド/siRelA 含有ハイドロゲ
ル製剤を調製した。はじめに、マウス背部皮
膚塗布後の siRNA皮内送達性について検討し
た結果、機能性ペプチド/siRNA 溶液群と同等
の皮内送達性を示した。さらに、機能性ペプ
チド/siRelA 含有ハイドロゲル製剤をモデル
マウスに適用した結果、機能性ペプチド
/siRNA 溶液群に比べ、機能性ペプチドとハイ
ドロゲルを併用することで優れた治療効果
を発揮した。また、安全性の検討として、基
剤のみで調製したハイドロゲルをマウス皮
膚に適用した際の適用部位を観察した結果、
皮膚の肥厚や外観変化は観察されなかった。
以上より、機能性ペプチドと共に siRNAを含
有させたハイドロゲル製剤の調製に成功し、
さらにこれら製剤が安全性と治療効果に優
れていることが示唆された。 
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