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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、まず、免疫チェックポイントを標的としたLipid-siRNAを作製
し、RNAi効果について評価した。その結果、Lipid-siRNAは強く標的とする免疫チェックポイントの発現を抑制
した。さらに、Lipid-siRNA内包エクソソームを作成しRNAi効果を検討した結果、極めて低濃度(数pM)で、か
つ、持続性高く、標的遺伝子の発現を抑制した。また、Lipid-siRNAは担がんマウスモデルに対しても、優れた
抗腫瘍効果を示した。
これらの結果は、Lipid-siRNAおよびLipid-siRNA内包エクソソームが新しい免疫チェックポイント阻害剤として
応用できることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we synthesized the Lipid-siRNA conjugates encapsulated with 
exosome, which targeted to immune checkpoint including PD-L1 and B7H4, and evaluated RNAi effect at 
in vitro and in vivo. At first, we evaluated RNAi efficacy of the Lipid-siRNAs (Lipid-siPDL1 and 
Lipid-siB7H4) without exosome. As a result, Lipid-siRNAs strongly inhibited the expression of a 
target immune checkpoint, and these effects were stronger than non-modified siRNAs. Next, we 
synthesized Lipid-siRNA conjugates encapsulated with exosome, and evaluated RNAi effect. The 
Lipid-siRNA conjugates encapsulated with exosome were able to strongly inhibit the expression of the
 target genes at extremely low concentration and exhibited prolonged RNAi efficacy. Furthermore, 
Lipid-siRNA showed excellent anti-tumor effect using patient-derived xenograft mouse models. 
These results strongly suggested that the Lipid-siRNAs and Lipid-siRNAs encapsulated with exosome 
may be applicable as a novel immune checkpoint inhibitor.

研究分野：生物有機化学、核酸化学

キーワード： siRNA 　免疫チェックポイント 　エクソソーム 　脂質 　コンジュゲート核酸 　核酸医薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体を用いた「免疫チェックポイント阻害剤」は臨床で使用され優れた抗がん作用を持つ。しかし、免疫治療法
で使用される抗体医薬品は、重篤な副作用の懸念や適用範囲の制限なども残されている。本研究で開発した、
Lipid-siRNA内包エクソソームを用いた免疫チェックポイント阻害剤は、RNA干渉技術とエクソソームの能力を応
用した「新しいタイプの免疫チェックポイント阻害剤」であり、本研究の結果からLipid-siRNA内包エクソソー
ムは標的遺伝子の発現を低濃度で極めて強く抑制できることを証明した。本研究で開発した技術は、他の難治性
疾患にも適用でき、応用範囲も広いことから学術的・社会に非常に意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんの薬物療法には、がん細胞の死滅を直接目的とする方法と、免疫、血管増殖因子、サイト
カインなどをコントロールすることで間接的にがん細胞の死滅を目的とする方法が考えられる。
近年、がん薬物治療において、バイオ医薬品としての抗体を用いた分子標的がん治療薬の有効性
が実証され、臨床でも応用されている。特に、免疫細胞である T-細胞表面に発現する PD-1を標
的とした抗体（抗 PD-1 抗体: ニボルマブなど）や、PD-1 のリガンドでがん細胞表面に発現し
ている PD-L1を標的とした抗体（抗 PD-L1抗体: デュルバルマブなど）などの抗体医薬品を用
いた「免疫チェックポイント阻害剤」は臨床で使用され、強い抗がん作用を持つことが証明され
ている。しかしながら、これらの免疫治療法で使用される抗体医薬品は、重篤な副作用の懸念や
適用範囲の制限、価格の問題なども残されており、解決すべき課題となっている。 
次世代のバイオ医薬品として注目されている RNAi 法は抗体医薬品の問題を打破できる有効
な手法である。RNAi法は短い 2本鎖 RNA(siRNA)が、標的となるmRNAへ配列特異的に結合
し遺伝子の発現を低濃度で強力に抑制する。そのため副作用が極めて少なく、がんを始めとした
様々な疾患への利用が期待されている。一方で、siRNA は低い安定性や細胞内へのデリバリー
に問題がある。我々は、siRNAの問題点を克服した脂肪酸結合型 siRNAs(Lipid-siRNAs)の開発
に成功している。そこで本研究では、より効果的な遺伝子発現抑制能を獲得するために、エクソ
ソームよる Lipid-siRNAsの標的組織・細胞へのデリバリー技術を開発することを試みた。つま
り、PD-1または PD-L1をコードしたmRNAに対する Lipid-siRNAsと、エクソソームの生体
内デリバリー能力を応用することで、極めて強い抗がん作用を持ち、副作用が限りなく少ない、
新しいタイプの「免疫チェックポイント阻害剤の開発」を行った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は「強い RNAi効果を持つ Lipid-siRNAsとエクソソームの生体内デリバリー能
力を応用し効果的に免疫チェックポイントを阻害する」ことであるが、これを達成するために 2
つの大きな課題がある。「免疫チェックポイントに対する Lipid-siRNAs の有効性を実証する」
こと、「エクソソームをデリバリー剤として利用し従来の siRNA を凌ぐ高活性な Lipid-siRNA
内包エクソソームを開発する」ことである。 
我々はこれまでの研究で、PD-1 を標的とした Lipid-siRNAs(Lipid-siPD1)をデザイン・合成
し、T-細胞へ導入させることで T-細胞中の PD-1の発現をある程度抑制することに成功した。し
かし、その効果は低く、Lipid-siPD1の T-細胞への導入効率の向上が課題であった。そこで、が
ん細胞表面に存在する免疫チェックポイントである PD-L1に着目した。多くのがん細胞は、T-
細胞に比べ Lipid-siRNAs の導入効率に優れ、これまでの研究で様々な遺伝子を標的とした
Lipid-siRNAsの強い RNAi効果を実証している。そこで本研究では、がん細胞に発現する PD-
L1 などの免疫チェックポイントを標的とした Lipid-siRNAs(Lipid-siPDL1)をデザイン・合成
し、各種がん細胞に発現している PD-L1などの免疫チェックポイントの発現を強く抑制するこ
とで、抗体医薬品に代わる新しいタイプの免疫チェックポイント阻害剤としての Lipid-siRNAs
の開発を第一の目的とした。 
しかし、免疫チェックポイントの発現を阻害出来る高活性な Lipid-siRNAsを開発しても、臨
床応用を見据えた場合、生体内デリバリーの課題は払拭されない。そこで本研究では、Lipid-
siRNAs の新規なデリバリー法として、「エクソソーム」に着目した。エクソソームは細胞間コ
ミュニケーションの重要分子であり、がん細胞から放出されるエクソソームは、その情報を内包
し転移先などを決定している。そのため、がんの診断や腫瘍への効果的なデリバリー剤としての
利用が期待されている。Lipid-siRNAsをエクソソームへ内包した、Lipid-siRNA内包エクソソ
ームを開発し、免疫チェックポイント阻害剤を含めた抗がん剤として利用することが本研究の
第二の目的である。この新しい手法は、これまでの免疫チェックポイント阻害剤を含む抗がん剤
に比べ、副作用の懸念が少なく、適用範囲も広く、安定供給も出来ることから、新しいがん治療
の道を開く可能性がある。加えて、その他の標的細胞および標的遺伝子への応用や、がんの発生・
増殖・進展の機能解明、遺伝子工学的な利用などにも貢献でき、その学術的応用範囲は極めて広
い。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題である、「Lipid-siRNA内包エクソソームを用いた免疫チェックポイント阻害剤の
開発」において、「Lipid-siRNAsによる免疫チェックポイントの発現抑制効果を確認する」こと、
「Lipid-siRNAs のエクソソームへの内包と標的細胞・組織への特異的デリバリーを達成する」
ことは重要である。そのために、以下の研究を行った。 
 
（1）各がん細胞での免疫チェックポイントの発現確認 



大腸がん(HT29)やスキルス胃がん(44As3)、肺がん(Ａ549)、乳がん(T47D)などのがん細胞に
おいて、免疫チェックポイント分子が発現しているか RT-qPCRを用いて確認した。がん細胞側
の免疫チェックポイント分子には B7群（B7-H1、B7-H2、B7-H3、B7-H4など）があり、がん
細胞による免疫チェックポイントの種類や発現量に違いがある。各がん細胞での主要な免疫チ
ェックポイントの種類や発現量の違いを詳細に調査することは、Lipid-siRNAsをデザインする
上で極めて重要である。また、通常免疫チェックポイントは各種サイトカインによる刺激により
誘導されるが、その影響もがん細胞によって異なるためこれについても調査した。 
 
（2）免疫チェックポイントに対する Lipid-siRNAsのデザイン・合成と RNAi効果の確認  
標的とする免疫チェックポイントは、がん細胞に発現する PD-L1や B7-H4とした。この PD-

L1や B7-H4に対する siRNAs(siPDL1、siB7H4)をデザインし、この siRNAsの末端に脂肪酸
（パルミチン酸やオレイン酸など）を結合させた Lipid-siRNAs(Lipid-siPDL1, Lipid-siB7H4)
を合成した。Lipid-siRNAsの合成は、本研究でこれまでに開発した簡便かつ高収率な合成技術
を用いた。合成した Lipid-siRNAsはヒト由来がん細胞に導入し、標的とする免疫チェックポイ
ントの発現を、RT-qPCR、フローサイトメトリー(FACS)などを用いて確認した。また、サイト
カインであるインターフェロンγ(INFγ)存在下で PD-L1 の発現を亢進させた状態における
Lipid-siPDL1の RNAi効果についても検討した。  
 
（3）Lipid-siRNA内包エクソソームの作製と細胞導入の確認 
エクソソームは市販されており調整が容易なミルクエクソソームを用いた。Lipid-siRNAsの
エクソソームへの内包は Exo-Fect reagent(フナコシ)を用い、効率よく Lipid-siRNAsをエクソ
ソームへ内包させた。作製した Lipid-siRNA 内包エクソソームはがん細胞へ導入し、その細胞
導入効率を共焦点蛍光顕微鏡および FACSを用いて評価した。 
 
（4）Lipid-siRNA内包エクソソームの免疫チェックポイントに対する RNAi効果の確認 
作製した Lipid-siRNA 内包エクソソームの RNAi 効果をがん細胞で発現している PD-L1 ま
たは B7H4を標的とし、RT-qPCR、FACSなどを用いて評価した。 
 
（5）Lipid-siRNAsの in vivoへの応用 
がん細胞をヌードマウスの皮下に移植した担がんマウスを作製し、Lipid-siRNAsを腫瘍へ直
接投与することで Lipid-siRNAsの抗腫瘍効果を評価した。また、がん細胞をヌードマウスの門
脈から移植して肝臓に転移させた肝がん転移マウスモデルを作製し、Lipid-siRNAsをマウス尾
静脈より全身投与したときの、Lipid-siRNAsの抗腫瘍効果についても検討した。移植した細胞
は、ルシフェラーゼを恒常的に発現することが出来るルスフェラーゼ発現がん細胞で、in vivo
イメージング装置(IVIS)を用いて非侵襲的に腫瘍の増大を確認することが出来る。In vivo 用の
導入剤として、インビボフェクトアミン 3.0 (IVF)を用いた。また、エクソソームを用いた in vivo
導入についても検討を試みた。 
 
 
４．研究成果 
（1）各がん細胞での免疫チェックポイントの発現確認 
様々ながん細胞における免疫チェックポイントの発現を確認した結果、がん免疫チェックポ
イントの１つである PD-L1(B7-H1)は、スキルス胃がん細胞(44As3)において高く発現している
ことが明らかとなり、また別の免疫チェックポイントである B7-H4は乳がん細胞(T47D)や別の
胃がん細胞(MKN28)で高く発現していることが明らかとなった。このように、がん細胞によっ
て免疫チェックポ イント分子の発現量に差があり、かつ、がん細胞は発現する免疫チェックポ
イント分子の種類を巧みに使い分けていることが示唆された。また、サイトカインによる刺激に
よってもその発現は亢進した。その中でも、INFγ は多くのがん細胞の PD-L1 の発現を濃度依
存的に高く亢進し、もともと PD-L1の発現量が少ない T47D細胞などにおいても INFγ添加に
よりその発現は著しく高くなった。 
 
（2）免疫チェックポイントに対する Lipid-siRNAsのデザイン・合成と RNAi効果の確認  

PD-L1を標的とした Lipid-siPDL1をデザイン・合成した。結合させた脂肪酸は、パルミチン
酸(C16)、ステアリン酸(Ｃ18)、オレイン酸(Ole)、リノール酸(Lio)であり、siRNAのセンス鎖の
5’末端にアミノ基を介して直接結合させた。作製した、Lipid-siPDL1を PD-L1が高発現してい
るスキルス胃がん細胞(44As3)に導入し、PD-L1遺伝子の発現抑制効果について評価した。その
結果、siPDL1 は標的である PD-L1 の発現を強く抑制しており、Lipid-siPDL1 は未修飾の
siPDL1に比べ PD-L1の発現を強く抑制した(図１)。特に、不飽和脂肪酸であるオレイン酸やリ
ノール酸を結合させた Ole-siPDL1や Lio-siPDL1において強い RNAi効果を認めた。さらに、
INFγ を 44As3 細胞に添加し、PD-L1 の発現を強制的に高くした状態での Lipid-siPDL1 の
RNAi効果についても検討した(図 2)。その結果、Lipid-siPDL1は INFγの刺激によって PD-L1
が高く発現した状態においても、強く PD-L1の発現を抑制し、未修飾の siPDL1よりも顕著に
強い RNAi効果を示した。また、Lipid-siPDL1の中でも Lio-siPDL1は最も強い RNAi効果を



示した。FACSによる評価においても、同
様の結果得ており、mRNAレベルのみなら
ず、細胞表面に提示される PD-L1 につい
ても Lipid-siPDL1 で減少されることが出
来た。 
また、B7-H4 を標的とした Lipid-

siB7H4 についてもデザイン・合成し、標
的遺伝子に対する発現抑制効果を検討し
た。細胞は B7-H4 を比較的高く発現して
いる乳がん細胞(T47D)を用いた。その結
果、Lipid-siB7H4 に関しても標的である
B7-H4の発現を強く抑制しており、未修飾
の siB7H4より強い遺伝子発現抑制効果を
認めた。 
 
（3）Lipid-siRNA 内包エクソソームの作
製と細胞導入の確認 
エクソソームは市販されており調整が
容易なミルクエクソソームを用いた。ミル
クエクソソームには牛由来ミルクエクソ
ソームとヒト由来ミルクエクソソームが
あり、Lipid-siRNAs とエクソソームの複
合体において、ヒト由来ミルクエクソソー
ムの方がRNAi効果が高かったので本研究
ではヒト由来ミルクエクソソームを使用
した。Lipid-siRNAsのエクソソームへの内
包は Exo-Fect reagent(フナコシ)を用い
た 。 Exo-Fect reagent に は Exo-Fect 
Exosome Transfection Kit と Exo-Fect 
siRNA/miRNA Transfection Kitがあり、
どちらもエクソソームへの siRNA のトラ
ンスフェクションに最適化された試薬で
あ っ た が 、 Exo-Fect siRNA/miRNA 
Transfection Kit を用いた方が Lipid-
siRNAs内包エクソソームの RNAi効果が
高かったため、本研究では Exo-Fect 
siRNA/miRNA Transfection Kit を用い
た。これらの条件で作製した Lipid-siRNA
内包エクソソームの RNAi効果、細胞導入
性などについて検討した。まず、本実験系
の最適化を進めるために、これまでの我々
の研究でRNAi効果等で優れた実績がある
β - カ テ ニ ン を 標 的 と し た Lipid-
siRNAs(Lipid-siCATs)を用いた。Lipid-
siCATsは、これまでに 16種類の異なる脂
肪酸を結合させることに成功しており、か
つ、RNAi効果も強いことを確認している。
Lipid-siCATs 内包エクソソームをがん細
胞に添加し、その標的遺伝子発現抑制効果
を RT-qPCR で 確 認 し た と こ ろ 、 一 般 的 な 細 胞 導 入 剤 で あ る リ ポ ソ ー ム
(LipofectamineRNAiMAX)を用いたときに比べ、大きく RNAi 効果を増強させるには至らなか
った。そこで、Lipid-siRNA内包エクソソームにカチオン性リポソームを加え、エクソソーム自
体の取り込みを増強させたところ、極めて強い RNAi 効果を示した。またこの効果は、Lipid-
siRNA内包エクソソームにおいて顕著に増強し、siRNA内包エクソソームを同方法で添加した
場合に比べ、著しく強い RNAi効果を示した(図 3) 。また、Lipid-siRNA内包エクソソーム、お
よび、そのカチオン性リポソームとの複合体についての細胞導入性を共焦点蛍光顕微鏡および
FACS により観察した結果、Lipid-siRNA 内包エクソソーム/リポソーム複合体は、高い細胞導
入性を有していることが明らかとなった(図 4)。 
 
（4）Lipid-siRNA内包エクソソームの免疫チェックポイントに対する RNAi効果の確認 

Lipid-siRNA 内包エクソソームはカチオン性リポソームとの複合体を形成することにより極
めて強い RNAi 効果発揮することが示唆されたため、PD-L1 を標的とした Lipid-siPDL1 にも
この技術を応用した。PD-L1 に対する Lipid-siPDL1 内包エクソソーム/リポソーム複合体を



T47D 細胞に添加し、
PD-L1 の発現を RT-
qPCR で観察した結果、
強い RNAi 効果が確認
できた。しかしながら、
β-カテニンを標的とし
た Lipid-siCAT 内包エ
クソソーム/リポソーム
複合体に比べ、Lipid-
siPDL1内包エクソソー
ム/リポソーム複合体の
RNAi効果は期待したほ
ど強いものではなかっ
た。今後、エクソソーム
への内包方法やリポソ
ームの添加方法など、更
なる検討が必要である。 
 
（5）Lipid-siRNAsの in 
vivoへの応用 
まず、Lipid-siRNAs
の抗腫瘍効果を検討す

るために、マウス皮下に腫瘍を形成したマウスモデルを用いて、Lipid-siRNAs/IVF複合体を直
接投与した。その結果、Lipid-siRNAs/IVF 複合体を投与した担がんマウス群は、siRNAs/IVF
を投与した担がんマウス群に比べ、腫瘍の増大が抑制された。次に、肝臓にがん細胞が転移した
肝転移マウスモデル用いて、Lipid-siRNAs/IVF複合体をマウス尾静脈より投与した。その結果、
全身投与の系においても、Lipid-siRNAs/IVF複合体は優れた抗腫瘍効果を発揮し、siRNAs/IVF
投与群に比べ有意に腫瘍の増大を抑制した。Lipid-siRNA内包エクソソームや Lipid-siRNA内
包エクソソーム/リポソーム複合体についても in vivo での RNAi 効果を確認したかったが、本
研究期間内に実行することが出来なかった。今後、エクソソームを in vivo デリバリーとした
Lipid-siRNAの抗腫瘍効果について検討したい。 
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