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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、究極の分子標的薬として知られる siRNA または short 

hairpin RNA (shRNA) 発現ベクターに徐放性/血中滞留性/癌細胞選択性を付与する新規超分子複

合体デリバリーシステムを構築することにより、癌に対して効果的かつ副作用のない新規抗がん

剤治療システムを構築することである。検討の結果、我々が新規に開発した PEG-Fol-α-CDE/

γ-CyD と siRNA との複合体は、徐放性/血中滞留性/癌細胞選択性を付与する新規超分子複合体

デリバリーシステムとして有用である可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to design and evaluate novel 
supramolecular-based drug delivery system having sustained release, long-circulating and 
tumor-selective properties for siRNA and shRNA, which are known to be an ultimate 
molecularly-targeted drug.  Eventually, these results suggest that PEG-Fol-α-CDE/γ
-CyD supramolecular complexes have the potential for novel siRNA delivery system having 
sustained release, long-circulating and tumor-selective properties. 
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１．研究開始当初の背景 

これまで我々はα-シクロデキストリン

（α-CyD）/デンドリマー結合体（α-CDE） が

培養細胞系においてデンドリマー単独に比

べて約 100 倍高い遺伝子発現を示し、その

要因としてα-CDE 分子中のα-CyD による

エンドソーム膜破壊効果の関与を明らかに

し、また、α-CDE は市販の遺伝子導入試薬

に比べて細胞障害性が極めて低く、遺伝子導

入効率および安全性に優れるキャリアであ

ることを報告した。加えて最近我々は、α

-CDE が siRNA および short hairpin RNA 
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発現ベクター (shRNA) 用キャリアとしても

安全性および導入効率から非常に優れた性

質を有することを明らかにした。一方、

siRNA・shRNA は極微量で遺伝子の発現を配

列特異的に抑制することから次世代の医薬

品として期待されている。しかし、siRNA・

shRNA による遺伝子発現抑制効果の血中滞

留性作用時間は短く、効果の持続化が望まれ

ている。これまで世界中で多くの siRNA・

shRNA キャリアが開発されてきたが、理想的

なキャリアは未だ開発されていない。一方、

PEG-Fol-α-CDE は、血中滞留性・癌細胞選

択性を有する我々オリジナルの siRNA 導入

用キャリアであるとともに、PEG-Fol-α

-CDE/γ-CyD 超分子複合体は我々が世界に

先駆けて開発する DDS 製剤であり、siRNA・

shRNA に徐放性・血中滞留性および癌細胞選

択性といった高機能性を付与するものであ

る。このように本超分子複合体は、これまで

報告されているいかなるキャリアシステム

とも異なるものであり、斬新かつ優れたアイ

ディア・技術に基づく、新規性・優位性・有

効性に優れたシステムであると自負するも

のである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、siRNA・shRNA に徐放性/

血中滞留性/癌細胞選択性を付与する新規超

分子複合体デリバリーシステムを構築する

ことである。すなわち、癌細胞特異的かつ血

中滞留性を有するキャリアの構築を企図し

て、我々が遺伝子・siRNA キャリアとして独

自に開発したα-CDE に PEG 化葉酸を導入

した PEG-Fol-α-CyD を構築する。次に、徐

放性を有するキャリアシステムの構築を目

的に、PEG 鎖との相互作用により難水溶性の

超 分 子 複 合 体 を 形 成 す る γ -CyD を 

PEG-Fol-α-CDE に添加することにより、

PEG-Fol-α-CDE/γ-CyD 超分子を調製する。

本超分子は、我々が独自に開発した分子を基

盤としているため全く新規のキャリアであ

るとともに、α-CDE は市販の遺伝子導入試

薬に比べて極めて細胞障害性が低いこと、ま

たγ-CyD もすでに臨床使用されていること、

さらに本超分子複合体は siRNA・shRNA、

PEG-Fol-α-CDE とγ-CyD 含有溶液を混合

するだけで非常に簡便かつ非水性溶媒を使

用することなく調製可能であることなどの

優れた特徴を有する。 

 

３．研究の方法 

(1) PEG-Fol-α-CDE の合成とそれらの化学

的・物理的性質の解析 

葉酸レセプター（FR）との親和性の高い 

PEG-Fol-α-CDE を選択するために、PEG 分

子量（1000, 2000, 3500, 6000）、葉酸・PEG 

置換度（1,3,5）並びにα-CyD 置換度（1,3,5）

を有する種々の PEG-Fol-α-CDE を調製し、

その後、ゲル濾過により精製した。得られた

結合体の純度、分子量および構造を TLC、

1H-NMR、FAB-Mass 等を用いて明らかにし、結

合体の溶解度、ゼータ電位、粒子径（動的光

散乱装置、コールターカウンター）などを測

定した。 

 

(2) siRNA および shRNA の構築 

pGL3、ラミンならびに Fas 遺伝子に対する 

siRNA は Dharmacon 社から購入した。shRNA 

は、各遺伝子に対してステムループ型 siRNA 

発現ベクターを Pol III 系 piGENEhU6 ベク

ターを用いて作成した。なお、shRNA の調製

は熊本大学組換え DNA 安全管理規則に則っ

て行った。 

 

(3) 培養細胞系における siRNA・shRNA によ

る遺伝子発現抑制効果の検討 



 

 

PEG-Fol-α-CDE 結合体と siRNA・shRNA との

複合体を調製し、ルシフェラーゼ安定発現 KB 

細胞に pGL3 siRNA・shRNA/PEG-Fol-α-CDE 

複合体をトランスフェクション後のルシフェ

ラーゼ活性をルミノメータを用いて測定した。

また、レセプター依存的な RNAi 効果を明ら

かにするために、RNAi 効果に対する競合実

験を行った。その際、競合剤として葉酸を用

い、レセプター依存的な RNA 効果の発現の

有無について検討を行った。 

 

(4) 細胞毒性 

siRNA・shRNA/各種キャリア複合体を上記 3 

種の細胞にトランスフェクション後の細胞毒

性を WST-1 法によりマイクロプレートリー

ダーにて測定した。 

 

(5) 細胞への siRNA の取り込みおよび細胞

内動態 

FITCラベル化 siRNA (FITC-siRNA)とα-CDE 

または PEG-Fol-α-CDE との複合体を調製し、

KB 細胞へ適用後の siRNA の取り込みをフロ

ーサイトメーターおよび共焦点レーザー顕微

鏡を用いて蛍光を観察し、市販の siRNA・

shRNA 導入試薬を用いた場合の siRNA 導入

細胞数並びに siRNA の細胞内局在性につい

て比較検討を行った。 

 

(6) マ ウ ス に 静 脈 内 投 与 後 の 

PEG-Fol--CDE および FITC-siRNA の体内

動態 

FITC-siRNA と テトラメチルローダミンラベ

ル化 PEG-Fol-α-CDE （TRITC- PEG-Fol-α

-CDE） との複合体をマウスの尾静脈に投与後

の血漿中 FITC および TRITC の蛍光を蛍光 

HPLC にて定量し、これら PEG-Fol-α-CDE 複

合体の血中滞留性について評価した。 

 

(7) 超分子複合体の調製・構造確認・物理化

学的性質 

siRNA/PEG-Fol-α-CDE 溶液とγ-CyD 溶液

を混合後、4℃で 12 時間、インキュベーシ

ョンする。その後、遠心分離し、その沈査を

得る。水で洗浄したものをサンプルとし、

1H-NMR および MALDI-TOF Mass にて超分子

複合体の形成を確認する。超分子複合体から

の PEG-Fol-α-CDE/shRNA 複合体の放出を、

インキュベーション後の上清中の FITC 由

来の蛍光強度を蛍光分光光度計にて測定し

評価した。  

 

(8) In vitro RNAi 効果 

各種 siRNA/キャリア複合体存在または非存

在下における KB 細胞中のルシフェラーゼ活

性を化学発光量により評価した。 

 

(9) In vivo 安全性および体内動態 

siRNA/PEG-Fol-α-CDE/γ-CyD の安全性を

確認するため、siRNA 複合体を正常 Balb/c 

マウスに皮下投与後の血液中生化学検査値

の測定ならびに各臓器を肉眼的および染色

組織切片を顕微鏡にて観察し、他の siRNA/

キャリア複合体の場合と比較検討する。また、

蛍光ラベル化 siRNA 複合体を投与後の血中

蛍光強度を HPLC にて検出し体内動態を評価

した。 

 

(10) 担がんマウスにおける in vivo RNAi効

果の検討 

Colon-26 細胞移植マウスの皮下または腫瘍

内にそれぞれ siRNA/PEG-Fol-α -CDE/γ

-CyD を投与後のルシフェラーゼ遺伝子の発

現量を上記と同様に調べる。 

 

４．研究成果 

(1) α-CDE と葉酸との間にスペーサーとし



 

 

て PEG (MW 2,000) 鎖を挿入し、α-CDE と 

Fol-PEG 残基をそれぞれモル比 1:2、1:4、

1:7 で結合させた PEG-Fol-α-CDE (Degree 

of substitution of folate (DSF) 2, 4, 7) 

を調製した。これら結合体の中で PEG-Fol-

α-CDE (DSF 4)/siRNA 複合体が葉酸レセプ

ター (FR) 高発現 KB 細胞 において最も高

い配列特異的な遺伝子発現抑制効果を示し、

この抑制効果は FR 依存的であることを明

らかにした。また、PEG-Fol-α-CDE/siRNA 複

合体の遺伝子発現抑制効果に PEG-Fol-α

-CDE 分子中のα-CyD によるエンドソーム膜

破壊効果も関与することが示唆された。 

(2) PEG-Fol-α -CDE/siRNA 複合体は  in 

vitro において、チャージ比 100 まで細胞

障害性を示さなかった。また、この siRNA 複

合体をマウス尾静脈内に投与後、血液生化学

的パラメータに影響を及ぼさなかったこと

から、PEG-Fol-α-CDE は in vitro および 

in vivo において極めて安全性に優れるキャ

リアであることが示唆された。 

(3) ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 安 定 発 現 

Colon-26-luc 細胞を移植した担がんマウス

の腫瘍内に PEG-Fol-α-CDE/siRNA 複合体

を直接投与した場合、配列特異的な遺伝子発

現抑制効果を示し、in vivo においても RNAi 

効果を誘導することが示唆された。また、

PEG-Fol-α-CDE/siRNA 複合体を担がんマウ

ス尾静脈内に投与した場合、配列特異的な遺

伝子発現抑制効果を誘導する傾向が示され

た。 

(4) テトラメチルローダミン (TRITC) でラ

ベル化した PEG-Fol-α-CDE と FITC でラベ

ル化された siRNA の複合体を担がんマウス

の尾静脈内に投与した場合、腫瘍組織におけ

る FITC-siRNA レベルは 1 時間後までは経

時的に上昇し、3～5 時間後にかけてほぼプ

ラトーとなった。一方、TRITC-PEG-Fol-α

-CDE は、1 時間後までは経時的に上昇し、

3~5 時間後にかけて緩やかに下降した。これ

らのことから、静脈内投与後複合体の一部は

解離するものの、FITC-siRNA および TRITC- 

PEG-Fol-α-CDE は腫瘍組織に移行すること

が示唆された。 

(5) 各種 Carrier/FITC-siRNA 複合体を静

脈内投与 3 時間後の腫瘍組織における 

FITC-siRNA レベルは有意に高かったことか

ら、PEG-Fol-α-CDE 分子中の FR 認識リガ

ンドである葉酸が腫瘍組織への移行に重要

な役割を果たしていることが示唆された。  

(6) フローサイトメトリー法による検討よ

り、PEG-Fol-α-CDE/siRNA 複合体は FR 介

在性の GPI アンカー型タンパク質リッチな

クラスリン非依存的エンドサイトーシス 

(CLIC/GEEC エンドサイトーシス) 経路によ

り細胞内へ取り込まれることが示唆された。 

(7) 蛍光顕微鏡による観察から、PEG-Fol-α

-CDE は KB 細胞へ添加 1 時間後にはエン

ドソームを脱出し、siRNA を細胞質に局在さ

せることが示され、RNAi 効果の発現に有利

な細胞内分布を示すことが示唆された。また、

このエンドソーム脱出には PEG-Fol-α-CDE 

分子中のα-CyD が重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。 

(8) Dendrimer およびα-CDE に PEG (MW 

2,000) 鎖を結合させた PEG-dendrimer およ

び PEG-α-CDE を調製した。 

(9) γ-CyD は、PEG-dendrimer および PEG-

α-CDE と難水溶性の沈殿物を形成した。一

方、β-CyD は沈殿物を形成しなかった。ま

た、γ-CyD は PEG 鎖 2 本を包接し、

PEG-dendrimer/γ-CyD および PEG-α-CDE/

γ-CyD 超分子複合体を形成することが示唆

された。 

(10) shRNA のモデルとしてルシフェラーゼ

をコードする pGL3 を PEG-dendrimer/pDNA 



 

 

および PEG-α-CDE/pDNA 複合体は、遺伝子

導入能を有し、チャージ比 50 まで細胞障害

性を示さず、安全性に優れることが示唆され

た。 

(11) pDNA 存在下、PEG-dendrimer および 

PEG-α-CDE はγ-CyD と超分子複合体を形

成した。また、pGL3 は PEG-dendrimer/γ

-CyD および PEG-α-CDE/γ-CyD 超分子複

合体中に効率よく会合されることが示唆さ

れた。 

(12) PEG-dendrimer/pGL3/ γ -CyD および 

PEG-α-CDE/pGL3/γ-CyD 超分子複合体から

の pGL3 の放出は抑制され、その放出は溶出

溶媒量の低下に伴い減少した。今後、

PEG-Fol-α-CDE/siRNA/γ-CyD 超分子複合

体の形成、徐放性および血中滞留性について

検討する予定である。 

以上の結果から、我々が新規に開発した 

PEG-Fol-α-CDE/γ-CyD と siRNA・shRNA 複

合体は徐放性/血中滞留性/癌細胞選択性を

付与する新規超分子複合体デリバリーシス

テムとして有用であることが示唆された。 
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