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研究成果の概要（和文）：本研究では、比較して安全性が高いcharge-reversible脂質ナノ粒子（LNP）を用い、
マクロファージ様細胞株であるRaw264.7細胞においてLNPの遺伝子発現抑制効果を確認できた。また高いsiRNA保
持能を有し、粒子径約100 nmの均一な糖鎖修飾LNP粒子の構築する方法が得た。さらに、糖鎖修飾LNPの修飾法を
最適し、標的遺伝子の発現抑制効果をマウス骨髄由来のマクロファージ細胞、樹状細胞において確認できた。標
的の免疫細胞に高い移行性を有する脂質ナノ粒子を開発し、免疫細胞において標的する遺伝子の発現低下を誘導
することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we were able to confirm the gene expression suppression 
effect of LNP in Raw264.7 cells, which are macrophage-like cell lines, using charge-reversible lipid
 nanoparticles (LNPs), which are relatively safer than traditional nucleic acid carriers. 
A method for constructing uniform mannoside modified LNP particles having a high siRNA encapsulation
 ratio and having a particle size of about 100 nm was obtained. Furthermore, the modification method
 of mannoside modified LNP was optimized, and the effect of suppressing the expression of the target
 gene was confirmed in macrophage cells and dendritic cells derived from mouse bone marrow. We 
developed charge-reversible lipid nanoparticles having high migravability to target immune cells and
 were able to induce a decrease in the expression of the target gene in immune cells.

研究分野： 核酸送達

キーワード： 炎症性腸疾患　脂質ナノ粒子　siRNA送達　マクロファジターゲット　IL-12p40遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
IBDの病因はいまだ不明であるが、マクロファージと樹状細胞からインターロイキンが大量に産生されることが
IBD発症の要因と考えられている。実際に、抗ヒトインターロイキン抗体製剤はIBDの維持療法に用いられている
が、治療にはくすりの持続投与と医療費負担が問題となっている。IBDを根源的に治療するには、すでに過剰産
生されたインターロイキンを抗体で中和するのではなく、その産生自体をRNA干渉薬で抑える治療法の開発が有
効であろうとの着想に至った。本研究では、安全性が高く、標的のマクロファージに特異的に取り込まれる
Charge-reversible脂質ナノ粒子を開発し、IBD治療に応用することを試みる。

※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 
炎症性腸疾患（IBD）の病因はいまだ不明であるが、これまでの研究により、何らかの遺伝的

素因を有する宿主において、その遺伝子異常によって免疫学的異常が引き起こされ、腸管内抗原

などの環境因子に対して過剰・異常な免疫反応が惹起されて腸管の炎症が生じるものと理解さ

れてきた。実際、近年の研究の進展によって見出された IBD の疾患感受性遺伝子の中には、IBD

治療のターゲットとなりうるものが数多く含まれている。遺伝子異常に基づく免疫学的異常を

正常に戻す方法のひとつとして、核酸医薬の応用が考えられる。 

 核酸医薬、特に本研究提案で開発を目指す RNA 干渉医薬の開発に必要不可欠となるのが drug 

delivery system（DDS）技術である。申請者は DDS が専門であり、最近では small interfering RNA

（siRNA）のデリバリーに有用な charge-reversible 脂質ナノ粒子（図 1, 詳細については後述）の

開発に携わった。 

一方、これまで共同研究を

行ってきた IBD 研究が専門

の共同研究者により、IBD の

病態のトリガーが、自然免疫

系と腸内細菌のクロストー

クにおいての免疫応答異常

を介した IL-12/23 の過剰産生であることが明らかになっている。IL-12 と IL-23 はそれぞれ IL-

12p35 と IL-23p19 が、共通のサブユニットである IL-12p40 とヘテロダイマーを形成したサイト

カインである。したがって、IL-12p40 の遺伝子発現が核酸医薬によって制御可能になれば、免疫

学的異常が修正され、革新的な治療効果に繋がることが期待される。そこで本研究提案では、IL-

12p40 遺伝子を標的としたナノ核酸医薬の創製を目指す。申請者らが保有する DDS 技術を用い

た IL-12p40 遺伝子サイレンシングの有効性を、IBD 疾患モデル動物において明らかにすること

を目標にして研究を展開する。本提案は、専門性の高いノウハウに基づいて創出された独自のマ

テリアル（charge-reversible 脂質ナノ粒子）と IBD 疾患モデル動物を用いるため、他の追随を許

さない独創的な研究開発の実施が可能である。 
 
２．研究の目的 
免疫機能に異常が起きると腸管組織において免疫細胞が過剰に活性化し、腸管の組織を破壊

し、炎症性腸疾患(IBD)の発症に繋がる。最近の研究から、マクロファージと樹状細胞の IL-12/23
の大量産生が IBD 発症に重要と考えられている。実際に抗ヒト IL-12/23p40 モノクローナル抗

体製剤は IBD の維持療法に用いられている。一方、IBD をより根源的に治療するには、すでに

過剰産生された IL-12/23 を抗体で中和するのではなく、その産生自体を RNA 干渉薬で抑える

方が有効である可能性がある。しかしながら、従来の核酸 DDS 技術では siRNA の投与に伴う

炎症性サイトカインの産生が IBD 治療には不向きとなる。そこで、本研究では比較して安全性

が高い charge-reversible 脂質ナノ粒子を用い、IL-12p40 遺伝子サイレンシングの有効性と作

用メカニズムを明らかにすることを目的として研究を展開する。 
 
３．研究の方法 

[IL-12p40 に対する siRNA（siIL-12p40）を内封するナノ粒子の作成] 

インビトロ試験ではすでに LNP の高い安全性が確認されていた。本研究ではまず、マイクロ

図 1 charge-reversible 脂質誘導体 



流路を用いて siIL-12p40 を内封する LNP を調製し、粒子の物理化学的性質（粒子径、多分散指

数、ゼータ電位）を評価し、クライオ電子顕微鏡法（cryo-TEM）を用いて粒子の形状を観察した。 

 

[ナノ粒子の有用性の確認]  

マクロファージは炎症性疾患など様々な疾患に関与しているため、マクロファージ中でノッ

クダウンを行うことができれば、LNP によって治療できる疾患が大幅に広がることが期待され

る。そこで、siIL-12p40 を内封する LNP を RAW264.7 マクロファージ様細胞に添加し、RT-PCR

法にて RAW264.7 細胞中の IL-12p40 遺伝子の発現抑制効果を評価した。 

 

[マクロファージ細胞においてナノ粒子の処方の最適化] 

RNA 干渉療法のインビボ応用を念頭に置き、マクロファージへ siRNA をデリバリーするナノ

粒子の処方の最適化を評価するため、マウスマクロファージ様細胞 RAW264.7 の他にマウスの

骨髄から単球細胞を単離し、マクロファージ細胞および樹状細胞に分化させ、複数の異なる免疫

細胞を用いたマンノシド修飾 LNP の細胞移行実験とノックダウン実験を行い、データの確実性

を高めると同時に各種の免疫細胞への siRNA送達の LNP の処方の最適化をした。  

 

４．研究成果 

[IL-12p40 に対する siRNA（siIL-12p40）を内封するナノ粒子の作成] 

マイクロ流路を用いて charge-reversible LNPs を作製することに成功した。調製方法を最適

化したため、100 nm程の粒子径を有していた。機械的に調製条件を固定し、再現性良く LNPs
を調製することが可能となったため、LNPs を今後、工業的に使用できることが期待できる。そ

して、PdI は 0.1以下であり均一な粒子ができていることが分かった。また、pH の異なる溶媒

中で LNPs のゼータ電位が反転したため、charge-reversible な性質を有していることが示され

た。 
cryo-TEM により、LNPs を観察したところ、100 nm程の均

一な粒子が確認された、さらに、一般的な脂質ナノ粒子とは異

なり、リポソーム様の脂質二重膜を有していることが分かった。

また、多重膜リポソーム様の粒子を形成している粒子も見られ

た（図 2）。これは、DOP-DEDA がどの pH においてもイオン

化しており、他の pH 応答性脂質に比べて親水性が高いため、

脂質ナノ粒子に見られる脂質コアを持たず、脂質二重膜や多重

膜ミセルを形成したと考えられる。siRNA 内封率を測定したと

ころ、95%以上の高い内封率を示した。LNPs の pKa が 6.1付
近にあることが分かった。エンドソームなどの pH の低い環境

下では正電荷を帯びることで siRNA の細胞質送達を効率化できる。エンドソームからの脱出は

サイトゾルへの効率的な siRNA送達に重要であるため、pKa は核酸キャリアにおける重要な性

質である。エンドソーム脱出に有利な pKa を示したため、効率的な RNA 干渉誘導が期待でき

る。 
 

[Charge-reversible LNP の有用性の確認]  

マクロファージ様細胞株である Raw264.7 細胞を用いて IL-12p40 遺伝子の抑制効果を評価し

た（図３）。様々な疾患で重要な役割を果たしているマクロファージ中での RNA 干渉誘導効果

図 2 Charge-reversible LNP の 

クライオ TEM画像 



を確認することができた。さらに、一般的なト

ランスフェクション試薬であるリポフェクタミ

ン添加群では、IL12p40 を逆に増加させてしま

ったことから、サイトカイン応答を引き起こし

たことが分かる。一方、LNPs 添加群において

は、40%程減少させたため、LNPs を炎症性疾患

において、炎症性物質を減らすために用いるこ

とができる可能性が示唆された。このことから、

LNPs をマクロファージが関与するがんや炎症

性疾患など、種々の疾患に適応できる可能性が

あり、また、炎症性物質を抑制することも可能

であることが示唆された。 
 

 [マクロファージ細胞においてナノ粒子の処方の最適化] 

初代培養マクロファージ細胞および樹状細胞

を用いて検討するため、マウス骨髄から採取し

た細胞を用い、細胞の分化誘導を行った。各細

胞への siRNA送達効率を向上するために、LNP

の表面をマンノシドで修飾した。蛍光標識

siRNAを封入したマンノシド修飾LNPを初代培

養マクロファージ細胞および樹状細胞に添加

し、siRNA の取り込み効率を評価した。その結

果、マンノシド修飾 LNP は、未修飾 LNP やフ

リーの siRNA と比べ、有意に初代培養マクロ

ファージ細胞および樹状細胞の siRNA の取り

込みが増加することが明らかになった（図４）。蛍光標識 siRNA を封入したマンノシド修飾 LNP

の各細胞への取り込み効率を評価することで、最適な LNP のマンノシド修飾率および修飾方法

が明らかになった。 

最後に初代培

養マクロファー

ジ及び樹状細胞

への遺伝子ノッ

クダウン効果を

RT-PCR 法で評

価した（図５）。

その結果、siRNA

封入したマンノ

シド修飾 LNP を

各細胞に添加し

たところ、標的する遺伝子の mRNA の量が低下することが確認でき、Charge-reversible LNP を用

いて IL-12p40 に対する siRNA をマクロファージ細胞および樹状細胞にデリバリーする可能性を

証明した。 

A 

図３ Charge-reversible LNP の有用性の確認 

図４マンノシド修飾 LNP の細胞へ移行性の評価 
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図 5 初代培養マクロファージ（A）及び樹状細胞（B）においてマンノシド修飾 LNP

の遺伝子ノックダウン効果 
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