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研究成果の概要（和文）：本研究は、婦人科がんの中でも特に予後の悪い卵巣がんに着目し、Glypican-3のノッ
クダウンを作用機序とするsiRNA-PLGAハイブリッドミセルを調製し、その効果を検討した。卵巣がん腹膜播種モ
デルを用い、ミセル腹腔内投与から14日後に、開腹時の腹水量、腹膜内の腫瘍塊数を評価した。その結果、ミセ
ル投与群の腹水量、腫瘍塊数は、siRNA単独投与群と比較し、有意に減少した。以上より、本製剤は卵巣がん治
療薬として有用な製剤となりうる可能性が示唆され、siRNAのデリバリーのための剤形としての応用が期待でき
る。

研究成果の概要（英文）：It was recently reported that Glypican-3 (GPC-3) was specifically 
overexpressed in ovarian cancer. We focused on GPC-3 gene silencing for ovarian cancer therapy 
employing a siRNA delivery system. The purpose of our study was to prepare self-assembled siRNA-poly
 (D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) hybrid conjugate micelles for GPC-3 gene silencing. For in 
vivo experiments, micelles were administrated intraperitoneally in a mouse model of peritoneal 
dissemination. At 14 days after treatment with micelles, micelles decreased the volume of peritoneal
 fluid and the number of tumor nodes in the mesentery, compared with in the control. Self-assembled 
siRNA-PLGA hybrid conjugate micelles are, thus, potentially useful as an efficient siRNA delivery 
system for ovarian cancer therapy. 

研究分野： 医療系薬学、医療薬剤学
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１． 研究開始当初の背景 
 

研究代表者は、これまでに薬物の副作用軽

減を目的とした持続性注射剤としてプロス

タサイクリン誘導体を主薬とした生体内分

解性高分子であるポリ乳酸・グリコール酸共

重合体（PLGA）を用いたマイクロスフェア製

剤の調製に取り組み、脳梗塞治療薬としての

有用性 1）、血管新生促進薬として再生医療へ

の応用の可能性を見出し 2）、生体にとって安

全な PLGA を用いた薬物送達システムの構築

に従事してきた。  

本邦の死因第 1位はがんであり、その背景

には初期病変ではなく進行した状態で発見

される場合が多いこと、再発した際に治療が

困難となることが挙げられる。よって、現在

のがん治療には、予後不良な進行・再発がん

に対する新たな治療薬の開発が望まれてい

る。RCAS1 は子宮頸がん細胞株から単離され

たタンパク質で 3）免疫担当細胞にアポトーシ

スを誘導し腫瘍細胞間質組織に質的変化を

惹起することで腫瘍進展に寄与する 15 種類

の悪性腫瘍の予後因子である。特に、RCAS1

タンパク質は予後不良の婦人科がんに高発

現しており、進行・再発がんの予後不良であ

る難治性婦人科がんの標的治療においてタ

ーゲットとなり得る。 

そこで、in vitroでは顕著な効果が得られ

ているが実用化が難しいという問題を抱え

る核酸医薬に着目し、その剤形開発に取り組

むことに至った。ターゲットタンパクをノッ

クダウンする核酸の一つ small interfering 

RNA (siRNA)は、低い細胞移行性、生体内で

の不安定性（分解されやすい）によりドラッ

グデリバリー技術が必要不可欠とされてい

る。そこで、研究代表者は、水溶性 siRNA に

対し、これまで研究で使用してきた安全性の

高いかつ疎水性の生体内分解性ポリマー

PLGA を結合させ、単分子を合成することでミ

セル製剤を調製する製剤設計を計画した。 

 

２．研究の目的 
 

がんは、わが国の死因第1位の疾患であり、

進行・再発婦人科がんは予後不良という背景

から、本疾患の治療薬開発の貢献度は非常に

高い。そこで、本研究では、子宮頸がんをは

じめとする予後不良の婦人科がん細胞に高

発現する RCAS1 タンパク質に着目し、RCAS1

遺伝子に対するsiRNAのがん細胞内送達を目

的とし、①がん細胞特異的、②高い血中滞留

性、③高い細胞内取り込み、④高い siRNA 活

性 を 兼 ね 備 え た 新 規 が ん 細 胞 認 識

siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製剤

の開発を行う。 

しかしながら、研究開始当初にターゲット

としていた RCAS1 遺伝子に対する siRNA およ

び shRNA は、in vitro評価において、治療効

果の期待できる十分なタンパクノックダウ

ン効果が確認できなかった。そこで、本研究

では、難治性婦人科がんの一つ卵巣がんに高

発現している Glypican-3（GPC3）にターゲッ

トタンパクを変更し、高いノックダウン効率

を示す siRNA を選択し、本研究の目的であっ

た siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製

剤の調製に取り組んだ。（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ siRNA-PLGA ハイブリッド高分子 
ミセル製剤の構造と作用機序 

 
３．研究の方法 
 

（１）siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル

製剤の調製 

siRNA と PLGA の複合体は、既報に従い合成

した４）。DCC、NHS で PLGA のカルボン酸を活



性化後、クロスリンカーである PDPH に反応

させ PLGA-PDPH を合成した。チオール基を修

飾したsiRNAとジスルフィド結合の置換反応

を行いsiRNA-PLGAハイブリッドを合成した。

その後、親水性溶媒中で自己会合によりミセ

ルを形成させた。 

 

（２）臨界ミセル濃度（critical micelle 

concentration：CMC）の測定 

疎水性蛍光プローブであるピレンを使用

し、蛍光強度により siRNA-PLGA ハイブリッ

ド分子の CMC を算出した。 

 

（３）siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル

製剤およびカチオン性高分子による表面修

飾 siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製

剤の粒度分布および表面電荷の測定 

動的光散乱法を利用した装置（Zetasizer, 

Marvern）により測定した。 

 

（４）卵巣がん細胞株を用いた評価 

卵巣がん細胞株 HM-1 を使用し、2x104個ず

つ細胞を播種し、siRNA、ミセル製剤、カチ

オン性高分子による表面修飾ミセル製剤を

トランスフェクション試薬なしで添加し、培

養 48 時間後に細胞を回収し、ウェスタンブ

ロッティングにてタンパクノックダウン効

率を評価した。同細胞を用い、WST-8 assay

により細胞増殖作用を評価した。 

 

（５）卵巣がん腹膜播種モデルマウスを用い

た評価 

腹膜転移モデルの作製：マウス卵巣がん細

胞株 HM-1 を 6週齢雌性 B6C3F1 マウスの腹腔

内に 1x106個投与し、14 日後開腹した。抗腫

瘍効果の評価：卵巣がん腹膜転移モデルに

siRNA、ミセル製剤、表面修飾ミセル製剤を

腹腔内投与し、開腹時の腹水量、腹膜内の腫

瘍塊数を評価した。 

 

（６）抗体結合型 siRNA-PLGA ハイブリッド

高分子ミセル製剤の調製 

各種濃度の異なる IgG 抗体溶液と、一定濃

度のsiRNA-PLGAハイブリッド溶液を混合し、

抗体がミセルの表面に静電気的相互作用に

より結合させた抗体結合型 siRNA-PLGA ハイ

ブリッド高分子ミセルを形成した。 

得られたミセル製剤に対し、平均粒子径お

よびゼータ電位、細胞取り込み効率、タンパ

クノックダウン効果を評価した。 

 

４．研究成果 
 

（１）siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル

製剤の調製と物性評価 

siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製

剤は、平均粒子径約 120 nm で約-40 mV の負

のゼータ電位を有しており、カチオン性高分

子修飾ミセル製剤は平均粒子径約 120 nm で

約 40 mV の正のゼータ電位を有していた。 

 

（２）卵巣がん細胞株 HM-１を用いた

siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製剤

の機能解析 

siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製

剤は、siRNA 溶液と比較し有意な細胞導入効

率の向上が認められた。また、蛍光標識を行

ったミセル製剤を用いた検討により細胞内

にミセル製剤の分布が認められたことから、

ミセル製剤が確実に細胞内に取り込まれそ

の後siRNAのノックダウン効果を発揮してい

ることが示唆された。 

さらに、正のゼータ電位を有するカチオン

性高分子修飾ミセル製剤は非修飾のミセル

製剤と比較して顕著な細胞導入効率の向上

が認められ、ターゲットタンパクのノックダ

ウン率と卵巣がん細胞株の細胞増殖率抑制

効果には相関が認められた。 

 

（３）卵巣がん腹膜播種モデルマウスを用い

た siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル製



剤の抗腫瘍効果 

ミセル製剤の腹腔内投与から 14 日後に、

開腹時の腹水量、腹膜内の腫瘍塊数を評価し

た。その結果、ミセル製剤投与群の腹水量、

腫瘍塊数は、siRNA 単独投与群と比較し、有

意に減少した。 

 

（４）抗体結合型 siRNA-PLGA ハイブリッド

高分子ミセル製剤の調製とその in vitro 評

価 

抗体結合型ミセル製剤は、抗体非結合型ミ

セル製剤よりも、粒子径が小さく、ゼータ電

位は両製剤とも負の値を示すが、抗体結合型

ミセルの方がその絶対値は小さくなる傾向

があった。また、抗体結合型ミセル製剤は、

抗体非結合型ミセル製剤と比較し、細胞内取

り込み効率に有意な変化は認められなかっ

たが、タンパクノックダウン効果が向上する

ことがわかった。 

 

以上より、細胞内移行性の極めて低い

siRNA の細胞内移行性向上のためには、

siRNA-PLGA ハイブリッド分子を利用したミ

セル化が非常に有用であった。さらに、GPC3

をターゲットとした siRNA-PLGA ハイブリッ

ド高分子ミセルは、卵巣がん治療薬として有

用であることがわかった。また、抗体結合型

にすることでがん細胞特異的な集積性を増

すことが示唆された。しかしながら、抗体結

合型 siRNA-PLGA ハイブリッド高分子ミセル

製剤についてはさらなる詳細な検討が必要

であり、モデルマウス等を使用した in vivo

評価での有効性の検証が今後の課題である。 
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