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研究成果の概要（和文）： 
特定のタンパク質の遺伝子発現を抑制可能な小さな 2 本鎖 RNA（siRNA）は、次世代医薬品の

有力候補として期待されている。しかし、siRNA 全身投与による疾患治療を実現するには、siRNA
デリバリーの技術開発が大きな課題となっている。そこで本研究では、siRNA 全身投与による
がん治療を実現しうる新規の siRNA デリバリーシステムを構築した。本システムを用いてがん
の増殖を促すタンパク質の発現を抑制し、動物実験においてがん治療効果を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
RNA interference (RNAi)-based therapy with small interfering RNA (siRNA) is 

expected as a potent treatment strategy for intractable diseases. However, systemic 
injection of siRNA is quite limited because of a problem of DDS technology. In the 
present study, a novel siRNA delivery system was established to achieve RNAi-based 
cancer therapies. Our data demonstrated that systemic injection of therapeutic siRNAs 
using our DDS technology suppressed tumor growth in animal studies. 
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１．研究開始当初の背景 
RNA 干渉（RNA interference; RNAi）技術

の医療応用には、small interfering RNA
（siRNA）デリバリーシステムの確立が必要
不可欠といえる。本研究課題では、全身投与
型の siRNA ベクターを設計するにあたり、リ

ポソーム技術に着目した。リポソームは、臨
床応用されていることからも明らかなよう
に、他のベクターと比較して安全面や製造面
での優位性が高い。遺伝子治療研究において、
リポソームを始めとする非ウイルス系ベク
ターは、核酸の導入効率が課題としてよく挙



げられる。しかし、RNA 干渉の場合には、siRNA
が低濃度で遺伝子ノックダウンを起こすと
いう事実が非ウイルス系ベクターにとって
好都合である。また、アデノウイルスベクタ
ーを用いて shRNAを導入したマウスにおいて、
miRNA 枯渇という副作用が報告されており
（Grimm D et al. Nature, 2006）、副作用の
コントロールという点においても合成 siRNA
を非ウイルスベクターに搭載する方法論に
メリットがある。これまでに我々は、siRNA
のベクターとして cetyl-polyethylenimine
（cetyl-PEI）で膜修飾したポリカチオンリ
ポソームの開発を進めており、優れた導入効
率を示すベクターの調製に成功している。さ
らに、ポリカチオンリポソームのポリエチレ
ングリコール（PEG）修飾やリガンド修飾の
効果についても検討し、疾患治療への応用を
進めてきた。本研究課題では先行して開発し
たこの cetyl-PEI修飾リポソームを上回る効
果を期待し、新規の siRNA ベクターの開発を
試みた。ところで、上述したリポソームの PEG
修飾は全身投与時の安定性の確保と siRNA標
的化に極めて有効に機能するが、免疫応答の
要因になる性質を有していることが知られ
ている。PEG 修飾リポソームは、2 回目以降
投与時に速やかにクリアランスされる現象
（Accelerated Blood Clearance（ABC）現象）
が報告されており、これはリポソームを用い
た siRNAデリバリーにおいては当然クリアす
べき課題になると考えられる。siRNA 投与に
よるがん治療は連続投与する場合がほとん
どであると予測でき、繰り返し投与時の体内
動態は無視できず、免疫応答回避は systemic 
DDS にとって重要なポイントになる。そこで
本研究課題では、リポソーム繰り返し投与時
の免疫応答についても検討を加えた。 

本研究課題では治療標的として、免疫応答
およびがんの増殖と血管新生に関与する 
mammalian target of rapamycin（mTOR）の
働きに着目した。mTOR の阻害は免疫抑制作用
に繋がることがよく知られており、mTOR 阻害
剤であるラパマイシンは免疫抑制剤として
FDA と EC の承認を受けている。mTOR の阻害
（ラパマイシンによる阻害）は、機能性 p53
を持たない細胞に対して選択的にアポトー
シスを誘導すること（Feng Z et al。 Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 2005）、血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）のシグナル伝達阻害を介
して血管新生を抑制すること（Guba M et al. 
Nat. Med., 2002）、がん新生血管の梗塞を特
異的に引き起こし、結果的にがん細胞を死に
導くこと（Guba M et al. Blood, 2005）な
ど、大変興味深い知見の報告が相次いでいる。
我々はこれまでにがん新生血管を標的とし
たリポソーム DDSの研究成果を蓄積しており、
本研究ではその独自技術を siRNAデリバリー
に応用し、mTOR を標的とする siRNA を腫瘍新

生血管にデリバリーすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、siRNA 全身投与によ

ってがん治療を実現しうる siRNAデリバリー
システムを開発することである。本研究では、
1) 全身投与が可能な新規 siRNA ベクターを
開発すること、2) がん新生血管への標的化
によって効果の増強を図ること、3) siRNA ベ
クターを含むナノ粒子の繰り返し投与時に
誘導される ABC現象のメカニズムを解明する
こと、という 3つの目標を掲げ、以下に述べ
る研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（1) 新規 siRNA ベクターの開発 
ポリカチオン脂質として DCP-spermine

（DCP-spm）、DCP-spermidine（DCP-spd）、
DCP-diethylenetriamine （ DCP-DETA ）、
DCP-triethylenetetraamine （ DCP-TETA ）
DCP-tetraethylenepentaamine（DCP-TEPA）
他、複数の候補化合物をリポソーム化し、
siRNA 導入に適したポリカチオンリポソーム
（PCLs）の処方スクリーニングを実施した。
本研究で用いる候補化合物は、名古屋工業大
学・南後守博士、出羽毅久博士により合成さ
れたものを御供与いただいた。候補化合物の
脂質誘導体でリポソーム膜を修飾し、siRNA
をデリバリーするのに最適な新規化合物を
探索した。リポソームの基本脂質の組成は、
細胞内動態の制御を目的とした DOPE と生体
内での安定性の確保を目的とした飽和脂質
およびコレステロールを適切な比で混ぜた
混合脂質で調製した。スクリーニングでは、
siRNA によるノックダウン効率ならびにキャ
リアによる細胞毒性を指標とし、PCLs の有用
性を評価した。具体的には蛍光タンパク質
EGFP を恒常的に発現するように構築した
HT1080 繊維芽肉腫細胞に EGFP に対する
siRNA を導入し、ベクターに依存したノック
ダウン効率を定量的に比較した。 
次に全身投与型の siRNAベクターの開発を

目的とし、処方スクリーニングで絞り込んだ
siRNA ベクターに PEG 被覆と PEG 鎖先端への
リガンド修飾を施した。リガンドとしては、
がんの新生血管への標的化に有効な APRPGペ
プチドあるいは RGD ペプチドを用いた。 
（2) mTOR-siRNA 導入による血管新生抑制効
果の検討 
mTOR に対する siRNA を設計し、特異的に

mTOR をノックダウン可能な配列を決定した。
次に、APRPG ペプチド修飾を施した全身投与
型ベクターを用いて mTOR-siRNA を血管内皮
細胞に導入し、mTOR ノックダウンの効果につ
いて検討した。新生血管の内皮細胞のモデル
としては、VEGF 等の増殖因子で刺激したヒト
臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いた。mTOR



のノックダウン効率は、RT-PCR 法およびウエ
スタンブロッティング法によって評価した。
次に、mTORをノックダウンしたHUVECを用い、
MTT 法による細胞増殖試験、管腔形成試験等
を実施し、その血管新生抑制効果について検
討した。 
（3) ABC 現象の機構解明 
はじめに ABC現象を回避することが知られ

るドキソルビシン（DOX）封入 PEG 修飾リポ
ソーム(PEG-DOX)を用い、ABC 現象回避の因子
を検討するため、free DOX と PEG 修飾リポソ
ームを併用投与し比較検討を行った。また、
初回投与時に PEG鎖未修飾のリポソームを投
与し、2 回目投与時に PEG 修飾リポソームの
投与を行った際の体内分布を調べることで
ABC 現象に関与している免疫担当細胞の認識
特異性を検討した。さらに、初回投与時の免
疫細胞が認識するサイズ依存性の検討を行
うため、約 100〜800 nm のサイズに調製した
PEG 修飾リポソーム、または PEG 鎖を有する
約 10〜50 nm の高分子ミセルを投与し、2 回
目投与時の約 100 nm に調製した PEG 修飾リ
ポソームの体内動態解析を行った。ABC 現象
に関与する免疫担当細胞の同定では T細胞欠
損マウス、T 細胞、B 細胞両欠損マウスを用
いて同様の動態解析実験を行った。 
（4) インビボにおける全身投与型 siRNA ベ
クターの評価 

RGD ペプチドを用いてがんおよび新生血管
に標的化した全身投与型 siRNAベクターを調
製した。インビボにおいて RNA 干渉効果を評
価することを目的とし、ルシフェラーゼを発
現する B16F10-luc2 黒色腫細胞を移植した
C57BL6 マウスとルシフェラーゼに対する
siRNA（luc2-siRNA）を用いて実験系を構築
した。B16F10-luc2 細胞をマウスに移植して
肺転移モデルを作成した後、ベクターに搭載
した luc2-siRNA を尾静脈内投与した。RNA 干
渉効果は in vivo イメージングシステム
（IVIS）を用いて評価した。 
次に、がん治療用の siRNA として c-myc、

MDM2、VEGF に対する 3種の siRNA カクテルを
全身投与型ベクターに搭載し、B16F10-luc2
肺転移モデルマウスに尾静脈内投与した。
IVIS を用いてがん病巣のルシフェラーゼ活
性を経時的に測定し、肺転移巣の増殖をモニ
タリングした。さらに、がん細胞移植 21 日
後に解剖して肺転移巣を観察し、siRNA 全身
投与によるがん治療効果を評価した。 
 
４．研究成果 
（1) 新規 siRNA ベクターの開発 

siRNA 導入に適したポリカチオンリポソー
ムの処方スクリーニングを実施した結果、 
DCP-TEPA を主要成分にしたポリカチオンリ
ポソーム（TEPA-PCL）に高い siRNA 導入効率
を見出した（Fig. 1.）。さらに in vitro に

おける遺伝子発現抑制効率ならびに in vivo
におけるベクターの血中安定性を指標にし、
TEPA-PCL を構成する最適な基本脂質組成を
見出した。次に、TEPA-PCL の PEG 修飾につい
て検討することを目的とし、マウスを用いて
体内動態試験を実施したところ、分子量
6,000 の PEG を全脂質に対して 10％修飾する
ことによって長期血中滞留性が得られるこ
とが明らかとなった。さらに、PEG 鎖先端に
APRPG ペプチドを結合することで、標的指向
性のベクターを調製した。このベクターを用
いて Alexa750 標識 siRNA を担がんマウスに
静脈内投与し、その体内動態について IVIS
を用いて解析した。その結果、がん選択的に
siRNA が集積する様子が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Gene-silencing efficiency of siRNA 
in PCLs containing DCP-DETA, DCP-TETA or 
DCP-TEPA. The fluorescence intensity of 
EGFP was measured 48 h post transfection 
and corrected for protein contents. 
Control was that of cells not transfected 
with siRNA. Significant differences from 
control were indicated (*p<0.05, **p<0.01). 
 
 
（2) mTOR-siRNA 導入による血管新生抑制効
果の検討 
mTOR の遺伝子発現を強力に抑制するカク

テル siRNA（3 種の siRNA を同時トランスフ
ェクション）を設計し、その血管新生抑制効
果について検討を行った。mTOR-siRNA の導入
には、上記の APRPG-PEG を表面修飾した
TEPA-PCL を用いた。カクテル siRNA を HUVEC
に導入したところ、低濃度で顕著な遺伝子ノ
ックダウン効果が得られた。HUVEC を用いて
細胞増殖試験を実施した結果、対照 siRNA と
比較し、mTOR-siRNA によって有意な細胞増殖
抑制効果が観察された。加えて、APRPG ペプ
チドで標的化したベクターは、対照ベクター
と比較して有意な増殖抑制効果をもたらし
た。同様に HUVEC を用いて管腔形成試験を実
施した結果、APRPG ペプチドで標的化したベ
クターを用いて mTOR-siRNA を導入した群に



おいて最も顕著な管腔形成阻害が生じた。以
上より、mTOR-siRNA の抗血管新生効果ならび
に本研究で開発した siRNAベクターの有用性
が明らかとなった。 
 
（3) ABC 現象の機構解明 

PEG-DOX における ABC 現象回避の特性検討
では、リポソーム内に DOXを封入することで、
リポソームを認識した免疫担当細胞が特異
的に殺傷され ABC現象が回避されていること
が示唆された。また、その免疫担当細胞は PEG
鎖を有していないリポソームに対しても働
くことが明らかになった。ABC 現象は抗原特
異性が低い IgM抗体が一過性に産生されるこ
とによって生じることが示唆された。さらに、
その免疫反応は粒子径の影響を受け、サイズ
の小さい粒子では ABC現象が起こりにくいこ
とが明らかとなった。この ABC 現象は T細胞
欠損マウスにおいては誘導されたが、T細胞、
B 細胞両欠損マウスでは誘導されなかった
（Fig. 2, 3）。以上より、ABC 現象の誘導に
は、T 細胞の関与は低く、B 細胞が重要な役
割をしている可能性が考えられ、その際にナ
ノキャリアは TI-2 抗原として B 細胞に認識
されていることが示唆された。以上より、ABC
現象に繋がる免疫システムには、T 細胞非依
存性抗原に対する B細胞の応答が深く関わっ
ていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. No induction of the ABC phenomenon 
in BALB/c SCID mice. (A) Biodistribution 
of the test-dose PEGylated liposomes 24 h 
after intravenous injection in the 
pretreated mice. (B) Amount of anti-PEG 
IgM in the serum after pretreatment. Data 
are represented for PBS (open bar), 

PEGylated liposomes (gray bar), and 
PEG-Dox (closed bar) as mean ± S.D. 
 
 

 
Fig. 3.  Induction of the ABC phenomenon 
in BALB/c nu/nu mice. (A) Biodistribution 
of the test-dose PEGylated liposomes 24 h 
after intravenous injection in the 
pretreated mice. (B) Amount of anti-PEG 
IgM in the serum after pretreatment. Data 
are represented for PBS (open bar), 
PEGylated liposomes (gray bar), and 
PEG-Dox (closed bar) as mean ± S.D. 
Significant differences: **p<0.01 and 
***p<0.001 vs. PBS;   ##p<0.01 and ###p<0.001 
vs. PEGylated liposomes. 
 
 
（4)全身投与型 siRNAベクターのインビボに
おける評価 
新生血管およびがんへの標的化を目的と

し、RGD ペプチドを PEG 鎖先端に結合した
TEPA-PCL（RGD-PCL）を 全身投与型 siRNA ベ
クターとして調製した。C57BL6 マウスの肺に
B16F10-luc2 黒色腫細胞を移植後、ベクター
を用いて luc2-siRNA を尾静脈内投与し、in 
vivo における遺伝子ノックダウン効率を評
価した。その結果、luc2-siRNA を搭載した
RGD-PCL は、対照ベクター群や対照 siRNA 群
と比較して有意にルシフェラーゼ発現を抑
制した。次に、がんの増殖に関与する 3つの
遺伝子、c-myc、MDM2、VEGF に対する siRNA
のカクテルを用いてがん治療効果を検討し
た。B16F10-luc2 細胞を移植した肺転移モデ
ルマウスを作製し、RGD-PCL を用いて上記の



治療用 siRNAを尾静脈内投与した。その結果、
RGD-PCL を用いて治療用 siRNA を投与した群
では、対照群と比較して肺転移巣の増殖が有
意に抑制された（Fig. 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Therapeutic effect of siRNA 
cocktails (siRNAs for c-myc, MDM2, and 
VEGF) in RGD-PEG-modified TEPA-PCL on lung 
cancer. (A) Luciferase activities in the 
B16F10-luc2 tumor and (B) photographs of 
lungs excised from the mice on 21 days 
after tumor implantation. 
 
 
以上の結果より、本研究課題で開発した全
身投与型の siRNA デリバリーシステムは、が
ん等の難治性疾患の治療に有用な可能性が
示唆された。 
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