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研究成果の概要（和文）： 
RNA 干渉は短い 2本鎖 RNA(short interfering RNA, siRNA)を用いた標的遺伝子発現抑制法であ

る。本課題ではインターフェロン応答配列を有する siRNA をアテロコラーゲンと複合体化して

マウスに投与しても、免疫刺激反応が全く起きない事を示した。同複合体が末梢血単核球細胞

と相互作用して細胞内に取り込まれない事がその理由である事を見出した。アテロコラーゲン

が siRNA の持つ免疫刺激活性を抑制可能な in vivo delivery vehicle であることを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
RNA interference is an endogenous gene-silencing method that involves double-stranded 

short RNA (siRNA)-mediated sequence-specific mRNA degradation. Here, we showed 

intravenously administered siRNA/atelocollagen complex did not induce immunostimulatory 

adverse effects (interferon-response) in mice. We also found the complex did not entered 

into peripheral blood mononuclear cells as a reason of the immunostimulatory-null effect 

of the complex. Atelocollagen is an excellent and promising delivery vehicle, and it has 

the useful advantage of evading detection by the "radar" of innate immunity. 
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１．研究開始当初の背景 
 RNA interference(RNAi)は標的遺伝子配列

に 対 応 し た 短 い 2 本 鎖 RNA(short 

interfering RNA, siRNA)による遺伝子発現

抑制法である。RNAi による遺伝子サイレンシ

ングは、その配列特異性と発現抑制効果が高

いことから、癌などの難治性疾患に対する臨

床応用が期待されている。しかし、2本鎖 RNA

である siRNA は、哺乳動物に投与されると、

自然免疫系に感知されて、いわゆるⅠ型イン
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ターフェロン応答が起き、インターフェロン

（Interferon）-, や炎症性サイトカイン

の TNF-などが誘導される。我々は siRNA 核

酸医薬のデリバリーvehicle として開発中の

アテロコラーゲンを用い、この副作用の抑制

（siRNA の免疫賦活の抑制）に挑むことにし

た。 

 
 
２．研究の目的 

 siRNA の塩基配列として Interferon 

(IFN)-inducible sequence (IIS)を有する

siRNA（以下 siRNA-IIS）を陽イオン脂質（リ

ポソーム）と複合体化して動物に投与すると、

Ⅰ型 IFN 応答が起きる。この現象（＝副作用）

は siRNA核酸医薬を開発する上で大きな障壁

の１つになっている。本課題では siRNA-IIS

をマウス個体に全身性に投与しても、IFN 応

答が起きないような安全でかつ臨床応用可

能な Drug delivery systemの開発を目指す。

我々はこれまでに、生体高分子アテロコラー

ゲンを用いた siRNA核酸医薬のマウス個体レ

ベルでの DDS やその治療効果（癌や炎症モデ

ル）を示してきた。本課題では、siRNA-IIS 

を化学修飾しないで、IFN 応答を回避する世

界初の試みを施行した。 

  
 
３．研究の方法 
(1) siRNA-IISのマウス個体レベルでの IFN

応答の解析 

 

siRNA-IIS を 3 種の delivery vehicle (ア

テロコラーゲン、陽イオンリポソーム

Invivofectamine、高分子ポリマーIn vivo 

PEI)と混合・複合体化し、マウスに尾静脈注

にて投与した。 

 

Ⅰ型 IFN 応答の測定：マウスから採血し、得

た血清において、マウス IFN-と IFN-濃度

を ELISA 法（PBL Biomedical Laboratries 社）

にて測定した。 

 

IFN 応答関連遺伝子の発現の定量 上記の 3

種の siRNA-IIS複合体をマウスに尾静脈注し、

3時間後、肝臓、脾臓、腎臓、肺を採取した。

4種の IFN 応答関連遺伝子（OAS-1, OAS-2, 

IRF-9, IFIT-1）の発現量をリアルタイム PCR

法にて定量した。 

 

(2) siRNA-IISの細胞レベルでのIFN応答の

解析 

 

siRNA-IIS を 3 種の delivery vehicle (ア

テロコラーゲン、陽イオンリポソーム

Invivofectamine、高分子ポリマーIn vivo 

PEI)と混合・複合体化し、ヒト末梢血単核球

細胞(Peripheral blood mononuclear cell, 

PBMC 細胞)に添加した。 

 

細胞培養上清中の IFN の定量：各 siRNA-IIS

複合体を添加し、24 時間後に上清を採取した。

ヒト IFN-と IFN-濃度を ELISA 法（PBL 

Biomedical Laboratries 社）にて測定した。 

 

各 siRNA-IIS 複合体の PBMC 細胞への取込 

siRNA-IIS を複合体化後、PBMC 細胞に添加し

た。細胞に取り込まれた siRNA-IISを抽出し、

逆相 HPLC 法で定量した。Cy3 標識 siRNA-IIS

についても同様に細胞に添加し、共焦点レー

ザー顕微鏡で観察した。 

 

 

４．研究成果 

(1) siRNA-IISのマウス個体レベルでの IFN

応答の解析 

siRNA-IIS を 3 種の delivery vehicle (ア

テロコラーゲン、陽イオンリポソーム

Invivofectamine、高分子ポリマーIn vivo 

PEI)と混合・複合体化し、マウスに尾静脈注

にて投与した。siRNA-IIS・Invivofectamine

複合体や siRNA-IIS・In vivo PEI 複合体を

投与したマウスにおいて、血中 IFN-, 
IFN-TNF-濃度の顕著な増加を認めた。一

方、siRNA-IIS・アテロコラーゲン複合体を

投与したマウスでは IFN-, IFN-TNF-が
検出されなかった。マウスの系統別にこの結

果を検証すると、Balb/c マウスや ICR マウス

において IFN 応答が強く観察され、C57BL/6J

マウスでは若干応答性が弱かった。 

 

(2) siRNA-IISの細胞レベルでのIFN応答の



解析 

 siRNA-IIS を 3 種の delivery vehicle 

(アテロコラーゲン、陽イオンリポソーム

Invivofectamine、高分子ポリマーIn vivo 

PEI)と混合・複合体化し、ヒト末梢血単核球

細胞(Peripheral blood mononuclear cell, 

PBMC 細胞)に添加した。siRNA-IIS・

Invivofectamine 複合体や siRNA-IIS・In 

vivo PEI 複合体を添加した細胞において、培

養上清中の IFN-, IFN-TNF-IL-1, 
IL-6, IL-12 濃度の顕著な増加を認めた。一

方、siRNA-IIS・アテロコラーゲン複合体で

は全く検出されなかった。IFN 応答関連遺伝

子の発現を調べると、siRNA-IIS・

Invivofectamine 複合体において、OAS-1（約

70 倍）、OAS-2（約 30 倍）、IRF-9（約 6 倍）、

IFIT-1（約 400 倍）の発現が見られた（比率

は無添加細胞に対する比）。siRNA-IIS・アテ

ロコラーゲン複合体においては、全く上昇が

なく、無添加細胞と同じ発現量であった。 

siRNA-IIS・Invivofectamine複合体の PBMC

細胞への取込量を定量すると、約 1.5 ng の

siRNA-IIS が細胞内に取り込まれた（PBMC 106

個あたり）。Cy3 標識 siRNA-IIS・

Invivofectamine 複合体についても同様に細

胞に添加し、共焦点レーザー顕微鏡で観察す

ると、細胞内に Cy3 の赤色蛍光を観察した。

一方、siRNA-IIS・アテロコラーゲン複合体

は、全く PBMC 細胞に取り込まれなかった（逆

相 HPLC 法における定量値：感度以下）。 

 

以上、siRNA-IIS・アテロコラーゲン複合

体が血中の PBMC 細胞に取り込まれない事が

in vivo 免疫刺激反応を回避可能な理由であ

った。この特長は、一般に汎用される陽イオ

ンリポソームや陽イオンポリマーでは全く

見られず、アテロコラーゲンに特異的なもの

であった。アテロコラーゲンは siRNA の持つ

免疫刺激活性を抑制可能な in vivo delivery 

vehicle であるといえる。 
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