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研究成果の概要（和文）：がん細胞選択的にsiRNAを送達するために、細胞内環境応答性siRNAを調製した。高分
子ミセル表面にはがん細胞表面を特異的に認識する環状ペプチドを導入した。高分子ミセル内部には環境応答機
能を持ち、かつ、高分子ミセルを安定化させることのできる機能性分子として、フェニルボロン酸分子、およ
び、チオール基を導入した。その結果、フェニルボロン酸の導入率が20 %以上の範囲において、高分子ミセルの
安定化が達成された。また、得られた高分子ミセルを細胞内環境を模倣した条件下においたところ、高分子ミセ
ル内部からsiRNAの放出が確認され、環境応答能をもった高分子ミセルの調製が達成された。

研究成果の概要（英文）：To enhance an efficacy of cancer cell specific siRNA delivery, novel 
siRNA-loaded polyion complex micelles with intracellular-responsive siRNA releasability has been 
developed. A cyclic peptide which can selectively bind to cancer cell membrane proteins was 
introduced onto PIC micellar surface to enhance the targetability. A phenylbotronic acid and thiol 
moiety were introduced into PIC micellar core to increase PIC micellar stability at extracellular 
condition and release siRNA into cytoplasm in response to intracellular condition. The newly 
prepared stimuli-responsive PIC micelles did release siRNA under intracellular mimic condition.

研究分野： DDS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 近年、難治性疾患の治療に向けて核酸医薬
に注目が集まっている。中でも、二本鎖の短
い RNA (siRNA) を医薬品として用いる治療
法では、siRNAは細胞内において、自身の配
列と相同的な配列を持つ mRNA の分解を誘
起し、また、遺伝子改変のリスクがないこと
などから、がんを含めた種々の難治性疾患に
対する治療効果が期待されている。一方で、
siRNAの体内 (血中) への単独投与では、血
中に存在する分解酵素による分解や、腎臓か
らの排泄を受けてしまい、標的とする組織・
細胞内へと到達する前に血中から消失して
しまう。このため、siRNAの医薬品応用に向
けては siRNA を効率的に標的とする細胞内
部へと送達することのできるデリバリーキ
ャリアの開発が強く求められている。 
 デリバリーキャリアには、細胞外環境 (血
中など) での高い安定性と細胞内環境での速
やかな siRNA 放出という、相反する機能の
両立が求められている。申請者らは、二律背
反的な機能をもったデリバリーキャリアを
構築するために、細胞内環境に応答して自律
的に構造変化する機能性高分子を合成し、高
分子ミセル型デリバリーキャリアとして独
自に開発を行ってきた。具体的には、細胞内
の還元環境や、細胞内の ATP 濃度に応答し
て siRNAを放出しうる siRNA内包高分子ミ
セルの開発に成功している。 
 しかし、これまでの環境応答性高分子ミセ
ルは、細胞内環境への自律的な応答能を示す
ものの、細胞外での安定性が未だ不十分であ
り、効果的な治療効果を得るには更なる血中
での安定化が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
  
 核酸医薬 (siRNA) を医薬品として利用す
るには標的とする細胞内部へと効率的に
siRNA を送達する必要がある。siRNA を内
包した高分子ミセルは非常に有望な siRNA
送達キャリアであるが、更なる改善が求めら
れている。特に、細胞外 (血中) では安定に
siRNAを内包する一方で、細胞内では一転し
て不安定化し、内包していた siRNA を放出
する細胞内環境応答性が必要とされている。
本研究では、これまで開発されてきた複数の
細胞内環境応答性高分子ミセル技術を融合
し、医薬品である siRNA を標的細胞へと、
より効率的に送達することのできる環境応
答性高分子ミセルの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 これまで申請者が独自に開発を進めてき
た ATP応答性高分子ミセルでは、cis-ジオー
ルへの可逆的な応答能をもつ機能性分子で
あるフェニルボロン酸誘導体を、高分子ミセ
ルを形成する高分子側鎖へと導入すること

で、高分子ミセルの安定性と ATP 応答性が
達成されている。つまり、高分子側鎖へと導
入したフェニルボロン酸誘導体は cis-ジオー
ル構造をもつ siRNA と高分子ミセル内部で
結合し、高分子ミセルの安定性が向上する。
その一方、siRNA同様に cis-ジオール構造を
もつ ATPが豊富に存在する細胞内環境では、
siRNA とフェニルボロン酸誘導体の結合が
ATP とフェニルボロン酸誘導体の結合に置
き換わることで高分子ミセルが不安定化し、
細胞内 ATP濃度域で siRNAの放出が達成さ
れる。この時、フェニルボロン酸誘導体の導
入率を増加させることで高分子ミセルの十
分な安定化が達成されていたが、高分子ミセ
ルの安定化と同時に、細胞内 ATP に対する
応答性が低下し、細胞内での siRNA の放出
性が鈍くなっていた。そこでまず、フェニル
ボロン酸誘導体の高分子ミセルへの導入率
を制御し、細胞内 ATP 濃度域で応答し、
siRNA を放出しうるフェニルボロン酸誘導
体の導入率域を選定した。この時、ATP応答
性高分子ミセルの安定性は血中を安定に循
環するのに不十分であることが考えられる。
そこで、当該 ATP 応答性高分子ミセルに対
し、細胞内の還元環境に応答する高分子ミセ
ルの技術をさらに導入することで、細胞内の
ATPおよび還元環境に応答し、かつ、高度に
安定化された siRNA 内包環境応答性高分子
ミセルの開発を行った。 
 細胞内は、タンパク質内のジスルフィド結
合を、チオール基へと還元する機能を持つ、
分子 (グルタチオン) が細胞外に比べ、100 
倍以上の濃度で存在している。この分子の機
能を活用し、還元環境応答性高分子ミセルは
細胞内で siRNA を放出することが可能とな
る。つまり、高分子ミセルを形成するポリマ
ー側鎖にチオール基を導入し、高分子ミセル
内の高分子間でジスルフィド結合による架
橋構造を形成させ、この架橋構造によって、
細胞外では高分子ミセルは安定化される。ま
た、細胞内部では、豊富に存在するグルタチ
オンの作用によって還元され、ジスルフィド
基はチオール基へと変換され、高分子ミセル
は不安定化し、細胞内へと siRNA を放出す
ることが可能となる。このような技術を ATP
応答性高分子ミセルへと融合することで、細
胞内の ATP や還元環境への応答性を持ち、
siRNA を細胞内へと効率的に放出可能な機
能を持ちつつ、細胞外環境下では高度に安定
化された環境応答性高分子ミセルの開発を
行った。 
 期待される効果として、従来の ATP 応答
性高分子ミセルでは高分子と siRNA とが結
合することで安定化が達成されていたが、そ
こへ高分子間で結合可能なチオール基によ
る架橋を導入することで、高分子間での結合
も生じ、高分子ミセルを形成する分子全体 
(高分子・siRNA) がお互いに架橋し合ったナ
ノゲル様の構造を取ることで高度な安定化
が期待される。また、従来の環境応答性高分



子ミセルでは、細胞外に僅かに存在する ATP
分子やグルタチオンの作用によって遅いな
がらも徐々に架橋構造が切断され、siRNAが
除法されてしまっていたが、二つの技術を融
合することで、細胞内 ATP 濃度と還元環境
の双方の条件がそろう細胞内でのみ、より鋭
敏な siRNA 放出が達成可能であると期待さ
れる。 
 
４．研究成果 
 
＜高分子合成＞ 
 一級アミンを片末端に有する PEG を従来
よりも簡便に合成するために、一級アミノ基
の保護体を開始剤とした EO重合の検討を行
った。その結果、保護基 A (特許出願中によ
り非開示) で保護した一級アミンを開始剤と
して用いた場合、EO重合が定量的に進行し、
従来法より簡便に単分散な PEG-NH2の合成
が可能であることが示唆された。また、EO
重合後、反応液へと直接脱保護剤を添加する
ことで、One-potで一級アミノ基を片末端に
有する PEG-NH2が高収率で合成可能である
ことが確かめられた。 
 次いで、一級アミノ基およびアセタール基
を両末端に有する Ace-PEG-NH2を開始剤と
して、ポリカチオン鎖となるポリリシン 
(PLys) の前駆体である PLys(TFA) を重合
した。その結果、PLys(TFA)の重合度が 40、
70 となる高分子の合成に成功した。次いで、
PLys(TFA) 側 鎖 を 脱 保 護 す る こ と で
PEG-PLys40およびAce-PEG-PLys70を得た。
Ace-PEG-PLysのアセタール基を pH 1 ~ 2
の塩酸で加水分解し、αvβ3/5に特異的に結合
する環状RGDペプチド (cRGD) を反応させ、
cRGD-PEG-PLys を 得 た 。 cRGD は
PEG-PLysに対して定量的に反応し、導入率
は 90 % 以 上 で あ っ た 。 次 い で 、
4-carbxy-3-fluoro-phenylboronic acid 
(FPBA) の活性エステル体  (FPBA-NHS) 
を添加し、PLys側鎖の一級アミンへとFPBA
を導入した。その結果、側鎖の 10 ~ 40 %に
FPBA が 導 入 さ れ た 高 分 子 
cRGD-PEG-PLys(FPBA)を得た。 
 さらに、還元環境応答性を有する高分子ミ
セルの調製に向け、cRGD-PEG-PLys(FPBA)
内の残りの PLys 一級アミンに対し、チオー
ル基をアミジン結合で導入可能である
DTBPを添加することで、ATP応答性分子で
ある FPBA、および還元環境応答性分子であ
るチオール基を有した DTBP それぞれを側
鎖に有する cRGD-PEG-PLys(FPBA/DTBP)
の合成に成功した。 
 
＜cRGD-PEG-PLys(FPBA)ミセルの機能評
価＞ 
 まず、FPBA のみを側鎖にに有する
cRGD-PEG-PLys(FPBA)と siRNA を任意の
混合比で混合し、ボルテックスで 10 ~ 20 秒
撹拌することで、高分子ミセルの調製を行っ

た。得られた高分子ミセルは静的光散乱 
(SLS) および 動的光散乱 (DLS) 測定を行
い、高分子ミセルの形成の有無、および粒子
径などの測定を行った。その結果、FPBAが
導入されていない cRGD-PEG-PLys と
siRNA との混合では高分子ミセルが確認さ
れなかったのに対し、FPBAを側鎖に有する
cRGD-PEG-PLys(FPBA) と siRNA からは、
siRNA との電荷中和点近傍での高分子ミセ
ルの形成が確認された。 
 得られた高分子ミセルに対して、高分子ミ
セルを壊す機能のあるポリアニオン (デキス
トラン硫酸) を添加し、高分子ミセルの安定
性を評価した。高分子ミセル内部から漏出さ
れる siRNA を定量した結果、FPBA をより
多く修飾した cRGD-PEG-PLys(FPBA)から
なる siRNA 内包高分子ミセルが、より高い
安定性を示すことが確認された。 
 次いで、高分子ミセル溶液に対し、生体内
分子であるグルコースおよび細胞内での
siRNA 放出のトリガーとして期待している
ATPを添加し、高分子ミセルの崩壊を評価し
たところ、FPBA 導入率が 20 %以上の
cRGD-PEG-PLys(FPBA) から調製された高
分子ミセルからは ATP の濃度に応じた
siRNAの放出が確認された。 
 よって、20 %以上の FPBA 導入率を有す
る cRGD-PEG-PLys(FPBA) か ら な る
siRNA内包高分子ミセルは、安定性および細
胞内 ATPに応答した siRNA放出が達成可能
であることが示唆された。 
  
＜cRGD-PEG-PLys(FPBA/DTBP)ミセルの
機能評価＞ 
 cRGD-PEG-PLys(FPBA)と同様の方法で、
cRGD-PEG-PLys(FPBA/DTBP)と siRNAを
混合し、高分子ミセルの調整を行い、高分子
ミセルの形成の有無および物性を解析した。
その結果、siRNAとの電荷中和点近傍での混
合比において高分子ミセルの形成が確認さ
れ 、 チ オ ー ル 基 を 導 入 し た
cRGD-PEG-PLys(FPBA/DTBP)と siRNAか
らも高分子ミセルが調整可能であることが
確かめられた。 
 得られた高分子ミセルに対し、デキストラ
ン硫酸を添加し、siRNAの漏出量を評価した
ところ、デキストラン硫酸の添加に対しては
顕著な siRNA の放出は確認されず、細胞外
環境では安定であることが示唆された。一方
で、細胞内環境を模倣した、ATPおよびジチ
オトレイトール (DTT) を添加した後にデキ
ストラン硫酸を加えたところ、siRNAの漏出
が確認され、細胞内環境下では高分子ミセル
が不安定化し、siRNAが放出されることが確
認された。  
 次いで、得られた高分子ミセルをヒト子宮
頸がん細胞 (HeLa 細胞) に添加し、siRNA
による遺伝子発現抑制効果を評価した。その
結果、siRNA内包高分子ミセルは細胞に対し
ては顕著な毒性を示さなかったが、標的とし



た配列の mRNA を特異的に、かつ、有意に
抑制可能であることが確認された。この結果
から、新規に開発した細胞内環境に応答して
siRNAを放出可能な高分子ミセルは、細胞外
では安定に siRNA を内包する一方、細胞内
では siRNA を放出し、遺伝子発現抑制効果
を誘起可能な高機能性 siRNA デリバリーキ
ャリアであることが確認された。 
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