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研究成果の概要（和文）：siRNAリポプレックス投与直前にコンドロイチン硫酸を投与する連続投与法を用いて
効果的に肝転移がんの治療を行うために、連続投与法に用いる正電荷リポソームの正電荷脂質の違いにより肝転
移がんへのsiRNA送達や抗腫瘍効果に及ぼす影響について検討を行った。その結果、連続投与に用いる正電荷リ
ポソーム製剤の正電荷脂質の違いにより、肝臓へのsiRNAの集積性や遺伝子発現抑制効果が異なることが判っ
た。また、siRNAの効果の高い正電荷リポソームを用いて連続投与法により肝転移がんに対する抗腫瘍効果を調
べたところ、肝臓へのがんの転移が抑制できることが判った。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found that intravenous injection of chondroitin sulfate (CS),
 followed by intravenous injection of cationic liposome/siRNA complex (siRNA lipoplex) could deliver
 siRNA into the liver metastasis. In this study, we examined the effects of the type of cationic 
lipid in the liposome on siRNA delivery into the liver and liver metastasis. We prepared 17 types of
 cationic liposomes to evaluate the gene-silencing effect of siRNA in mouse liver following 
sequential injection of CS plus siRNA lipoplex. In 14 types of cationic liposomes, siRNA was 
accumulated in the liver when siRNA lipoplexes were injected immediately after CS. However, 
suppression of targeted mRNA expression in the liver after sequential injection of CS plus siRNA 
lipoplex were observed in only 3 types of cationic liposomes. Furthermore, sequential injection of 
PKL1 siRNA or HSF1 siRNA lipoplexes into mice with liver HeLa metastasis could suppress tumor 
growth.

研究分野：薬剤学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
短鎖二本鎖RNA (siRNA)は、配列特異的に遺伝子の発現を抑制できることから、siRNAを利用した肝転移がんなど
の難治性疾患に対する創薬開発が期待されているが、標的組織にsiRNAを送達することが困難であった。そこで
肝転移がんに対するsiRNAの送達法として、siRNAと正電荷リポソームの複合体（siRNAリポプレックス）投与直
前にコンドロイチン硫酸を投与する連続投与法を開発し、連続投与に用いる正電荷リポソーム製剤の正電荷脂質
の違いによりsiRNAの効果が異なることを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 

近年、短鎖二本鎖 RNA (siRNA)が配列特異的に遺伝子の発現を抑制できることから、siRNAを
利用した難治性疾患に対する創薬開発が期待されている。しかしながら、siRNA は水溶性の高分
子のため細胞膜を透過しにくいこと、生体内の核酸分解酵素により容易に分解されることなど
から、静脈内投与により有効量の siRNAを標的細胞に送達することは非常に困難である。siRNA

を細胞内に導入する方法として最も汎用されているのが、正電荷リポソーム製剤を用いたリポ
フェクション法であるが、siRNA と正電荷リポソームの複合体 (siRNA リポプレックス)を静脈
内投与すると、赤血球などの血液成分と凝集体を形成し、投与数分以内に肺の毛細血管に捕捉さ
れるため、投与した siRNA は肺にしか集積しない。この問題を解決するために、siRNA リポプ
レックス静脈内投与直前に負電荷ポリマーを投与することで、血液中で siRNA リポプレックス
と血球成分との凝集を抑制し、肺での集積性を減少させ、肝臓や肝転移がんに siRNA リポプレ
ックスを送達できる連続投与法を開発した。 

 

２．研究の目的 

 

連続投与法に用いる最適な負電荷ポリマーについて検討したところ、ヒアルロン酸、フコイダ
ン、ヘパリンを用いた場合では、連続投与法により siRNA リポプレックスを肝臓へ集積させる
ことができないこと、ポリグルタミン酸を用いた場合は、炎症性サイトカインの惹起や肝障害な
どが生じることなどから、連続投与法に用いる最適な負電荷ポリマーは、安全性が高く、効率的
に肝臓や肝転移がんに siRNA を送達できるコンドロイチン硫酸（CS）であることを見出した。
しかしながら、連続投与法により高い siRNA の効果を誘導できる正電荷リポソーム組成につい
ては詳細に検討していなかった。そこで、CS と siRNA リポプレックスの連続投与により、siRNA

を効率よく肝転移がんに siRNA を送達し、高い抗腫瘍効果を誘導できるリポソーム組成を調べ
るため、正電荷脂質として 6 種類の正電荷コレステロール誘導体と 11 種類の正電荷アルキル鎖
脂質を用いて、17種類の正電荷リポソーム製剤を調製し、CS との連続投与により、高い siRNA

の効果を誘導できるかどうか検討した。さらに、最も効果の高い正電荷リポソーム組成を用いて、
連続投与法による肝転移がんに対するがん転移抑制効果も調べた。 

 

３．研究の方法 

（１）正電荷リポソームと siRNAリポプレックスの調製 

正電荷コレステロール誘導体として、OH-Chol、OH-C-Chol、DMAPC-Chol、HAPC-Chol、
MHAPC-Chol、DMHAPC-Chol を用いた（図 1）。また、正電荷アルキル鎖脂質として、DOTAP、
DC-1-14、DC-1-16、DC-1-18、DC-2-12、DC-3-18D、DC-6-14、DC-9-18L、DC-12-16L、DC-13-14L、
TC-1-12 を用いた（図 2）。正電荷リポソームは、正電荷脂質と DOPEを用いて薄膜法により調製
した。siRNA リポプレックスは、正電荷リポソームと siRNA を混合して調製した。各正電荷リ
ポソーム製剤の名称は、正電荷脂質の名前の前に LP-を、また正電荷コレステロール誘導体にお
いては-Chol を除いて命名した。 

 

（２）CS存在下での赤血球と siRNAリポプレックスの凝集性 

マウス血液から回収した赤血球に、10 μgのCS添加後すぐに siRNAリポプレックス(2 μg siRNA

相当)を混合し、15 分後に顕微鏡にて凝集体の形成を観察した。 

 

（３）CSと siRNAリポプレックス連続投与後の siRNAのマウス生体内分布 

siRNA リポプレックスは、各正電荷リポソームと 20 μg の Cy5.5 標識 siRNA を混合して調製
した。1 mg の CS 静注 1 分後に siRNA リポプレックスをマウスまたは肝転移モデルマウスに投



与した。投与 1 時間後に臓器を摘出し、各臓器における siRNA の分布を ex vivo imaging により
調べた。 

 

（４）CSと siRNAリポプレックス連続投与後の肝臓における遺伝子発現抑制効果 

siRNAリポプレックスは、各正電荷リポソームと 50 μgのコントロール siRNA (Cont siRNA)ま
たはアポリポタンパク質 B siRNA (ApoB siRNA)を混合して調製した。マウスに 1 mg の CS と
siRNAリポプレックスを連続投与した。投与 48 時間後に肝臓を摘出し、定量 PCRにより ApoB 

mRNA発現量を調べた。 

 

（５）CSと siRNAリポプレックス連続投与後の肝転移がんに対する抗腫瘍効果 

siRNA リポプレックスは、DOTAP とコレステロールの組成の正電荷リポソームと 50 μg の
Cont siRNA、polo-like kinase 1  (PLK1) siRNA または heat shock transcription factor-1 (HSF-1) siRNA

を混合して調製した。HeLa 細胞を移植した肝転移がんマウスに、CS と siRNA リポプレックス
を連続投与した（HeLa 細胞移植 8、10、12、14日目、計 4回）。最終投与 2日後にがんが転移し
た肝臓を摘出して重量(mg)を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）CS存在下での siRNAリポプレックスと赤血球の凝集性 

正電荷リポソームの正電荷脂質の違いにより、CS 存在下での siRNAリポプレックスと赤血球
の凝集性に違いがあるのかを調べた。その結果、いずれの正電荷リポソームにおいても、siRNA

リポプレックスと赤血球を混合すると凝集体の形成が観察されたが、CS 存在下では凝集体の形
成が抑制された (図 3)。このことから、CS の静注直後に siRNA リポプレックスを投与すると、
正電荷リポソームの違いに関わらず、赤血球との凝集を抑制できる可能性が示唆された。 

 

（２）連続投与後の siRNA のマウス生体内分布に及ぼす正電荷リポソーム組成の影響 

 連続投与法における肝臓への siRNA の送達性に及ぼす正電荷リポソーム組成の影響を調べる
ために、CS 静注 1分後に蛍光標識 siRNAリポプレックスを静注した。いずれの正電荷リポソー
ムにおいても、CS との連続投与により肺での siRNA の集積性は減弱したものの、LP-DC-9-18、
LP-DC-12-16、LP-DC-13-14 においては腎臓で高い siRNA の集積が観察された（図 4、5）。これ
は、血液中で CS によって siRNA がリポプレックスから遊離したことが原因であると考えられ
た。一方、その他のリポソームにおいては、肝臓で高い siRNAの集積性が観察された。 

 



 

（３）CSと siRNAリポプレックス連続投与後の肝臓における遺伝子発現抑制効果 

CS と siRNA リポプレックス連続投与法により肝臓に高い集積を示した正電荷リポソーム製
剤を用いて、肝臓に集積した siRNA が、標的遺伝子の発現を特異的に抑制することができるか
検討した。siRNAによる遺伝子発現抑制効果の検討に用いるマウスついては、使用するマウスの
数が多いため、肝転移がんモデルマウスではな
く、正常マウスを用いた。そして、Cont siRNA

または肝臓での発現量が高い ApoB に対する
siRNA を用いて調製したリポプレックスを連
続投与した。正電荷コレステロール誘導体を用
いた正電荷リポソームにおいては、CS と
siRNA リポプレックスの連続投与により、
ApoB mRNA の発現抑制効果は観察されなか
った(図 6A)。一方、正電荷アルキル鎖脂質を用
いた正電荷リポソームにおいては、正電荷リポ
ソームとして LP-DC-1-16、LP-DC-1-18、LP-TC-

1-12 を用いた場合、連続投与により肝臓での
ApoB mRNA の発現量が有意に低下した(約
20~30%の発現抑制)(図 6B)。しかしながら、こ
れまでにDOTAPとコレステロールから調製し
た正電荷リポソームを用いた場合では、連蔵投
与により約 40%程度の肝臓での ApoB mRNA

の発現抑制効果が得られており、このリポソー
ム組成を上回る活性を示すリポソーム組成は
今回検討したリポソーム組成の中からは見つ
からなかった。そのため、肝転移がんの治療に
おいては、DOTAP とコレステロールからなる
正電荷リポソーム製剤を用いた。 

 

（４）CSと siRNAリポプレックス連続投与による肝転移がんに対する抗腫瘍効果 

がん増殖を抑制するがん治療用の siRNA を連続投与法により肝転移がんに送達し、転移がん
の増殖を抑制できるかどうか検討した。PLK1 と HSF1 は、がんの転移に重要な役割をしている
ことが報告されていたため、これらの遺伝子に対する siRNA を合成し、siRNA リポプレックス
と CS を連続投与することで、肝転移がんの増殖・転移を抑制できるか検討した。まず、子宮頸
がんHeLa細胞を移植した肝転移がんモデルにおいて、CSと蛍光標識 siRNAの連続投与により、
肝臓全体に siRNAが集積することを確認した（図 7A）。さらに、HeLa 細胞を移植した肝転移が
んマウスに、HSF-1 または PLK1 siRNAリポプレックスを連続投与したところ、がんが転移した
肝重量の減少が見られた（図 7B）。 



 

以上の結果より、CS と siRNAリポプレッ
クスの連続投与による siRNA の肝転移がん
への送達は、肝転移がんの治療に有効である
ことが明らかとなった。また、CS と siRNA

リポプレックスの連続投与に用いる正電荷
リポソーム組成の違いにより、肝臓への
siRNA の集積性や遺伝子発現抑制効果が異
なることも判った。今後も肝転移がんに対す
る siRNA の治療において、連続投与法が臨
床応用できるよう、研究開発を進めたいと考
えている。 
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