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研究成果の概要（和文）：本研究では、核酸医薬（siRNA）を細胞質へと効率良く導入するた
めの方法論として、「siRNA」と「エンドソーム膜傷害性を有する高分子」が酸性環境に応答
して開裂する結合で繫がれたコンジュゲート体を開発した。結果として、siRNAに優れた血中
安定性を与えると共に、培養細胞に対する高効率な siRNA 送達（配列依存的な遺伝子発現の
抑制）を達成した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, a smart siRNA-polymer conjugate was developed with 
an endosome-disrupting polymer via an acidic pH-responsive linkage. Ultimately, the 
conjugate provided siRNA with enhanced blood circulation property, and further achieved 
efficient gene silencing in cultured cells, probably due to facilitated endosomal escape of 
siRNA. 
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１．研究開始当初の背景 
	 21 塩基の短い 2 本鎖 RNA（siRNA）は、
疾患に関連する遺伝子の発現を配列依存的
に抑制することが可能であり、幅広い疾患の
治療薬となり得ることから、その医療応用が
期待されてきた。しかしながら、siRNAは生
体内で代謝されやすく、また細胞に取り込ま
れにくいため、そのバイオアベイラビリティ
ーが非常に低いという問題があった。その問
題を解決するために、siRNAを標的とする細
胞質まで効率良く導入するための方法論の

確立が求められていた。 
	 siRNAを細胞へ導入する技術の中で、負に
帯電した siRNA とカチオン性高分子の間で
形成されるポリイオンコンプレックス（PIC）
が“siRNAキャリア”として注目を集めてき
た。PIC形成（電荷の中和）に伴い、siRNA
が酵素分解から保護され、また細胞取り込み
が増大するからである。一方で PICは、電荷
を帯びたタンパク質が豊富に存在する血液
中では、それら荷電性物質との相互作用によ
り、不安定化（解離）することも知られてい
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た。よって、静脈内投与を可能とする siRNA
キャリアを開発するためには、いかにして生
体内（血液中）で PICを安定化するかが大き
な課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、静脈内投与に展開可能な安定性
を有する PIC 型核酸キャリアの構築を目的
とした。また、さらなる機能化を目指し、エ
ンドソーム膜傷害性を有するスマート高分
子を組み込むことで、PICのエンドソーム脱
出機能（細胞質移行性）の改善を図った。 
 
３．研究の方法 
	 安定な PICを構築するための方法論として、
新規 siRNA-機能性高分子コンジュゲートの
開発を行った。具体的には、カチオン性高分
子との間でより強い静電相互作用を生起さ
せるために、アニオン性ポリアミノ酸の側鎖
に、複数分子の siRNAを導入した siRNAグ
ラフト共重合体を設計した。まず、シンプル
なアニオン性ポリアミノ酸としてポリアス
パラギン酸（PAsp）を用いた siRNAグラフト
共重合体を構築し、基本性能に関する評価を
行った。続いて、エンドソーム膜傷害性を有
するポリアミノ酸を用いて siRNAグラフト
共重合体を開発し、そのエンドソーム脱出機
能の検証を行った。 
	 
４．研究成果	 
	 PAsp（約 100量体）への siRNAの導入は、
ジスルフィド結合（-SS-）を介して行った（図
1）。SS結合は、血液中のような非還元環境で
は比較的安定であるが、細胞質の還元環境で
は速やかに開裂することが知られており、こ
れをリンカーとして用いることで、細胞外で
の PIC安定化と細胞質での PIC不安定化が制
御できるのではないかと考えたからである。 

図 1. ポリアスパラギン酸を用いたsiRNAコンジ
ュゲート（PAsp(SS-siRNA)）の構造式（β体等
の一部構造は省略） 
 
	 得られた siRNA グラフト共重合体
（PAsp(SS-siRNA)）については、サイズ排除
クロマトグラフィーより解析し、コンジュゲ
ート 1分子当たり約 4分子の siRNAが導入さ
れていることを確認した。また、非還元環境
と還元環境（ジチオスレイトール濃度：
100mM）でポリアクリルアミドゲル電気泳動
を行ったところ、還元環境においてのみ、単
体の siRNAが放出されることを確認した。こ

のコンジュゲート体を蛍光（Cy3）標識し、
側鎖にアミノエチレンの繰り返し構造を有
するカチオン性ポリアミノ酸との間で PICを
調製し、蛍光相関分光法（FCS）により安定
性評価を行った。結果として、通常の単体
siRNAを用いて PICを調製した場合は、血清
培地中にて解離してしまう（すなわち単体
siRNAが放出される）が、コンジュゲート体
の PICは安定であることが確認された。次に、
培養細胞を用いて、siRNAの細胞内取り込み
量をフローサイトメーターにより評価した
ところ、単体 siRNAの PICと比して、コンジ
ュゲート体の PICは取り込み量を 5倍以上増
加させることが明らかになった。さらに、ポ
リエチレングリコール（PEG）とカチオン性
高分子のブロック共重合体を用いて PICを調
製し、マウス尾静脈投与後の血中滞留性を評
価したところ、単体 siRNAの PICの血中半減
期が 10 分以下であったのに対し、コンジュ
ゲート体を用いることで 50 分以上にまで改
善されることも明らかになった。 
	 PAsp(SS-siRNA)の評価を通じて、PIC 安定
性の向上と細胞への siRNA 取り込み量の大
幅な増加が確認されたことから、コンジュゲ
ート体のさらなる機能化を試みた。具体的に
は、主鎖のアニオン性ポリアミノ酸として、
エンドソーム膜傷害性を有するポリアスパ
ラギン誘導体 PAsp(DET-CDM)を合成し、
siRNA と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 体
PAsp(DET-CDM-siRNA)を開発した（図 2）。 
 

図 2. ポリアスパラギン誘導体PAsp(DET-CDM)
を用いたエンドソーム膜傷害性を有する siRNA
コンジュゲート（PAsp(DET-CDM-siRNA)）の構
造式（β体等の一部構造は省略） 
 
	 このコンジュゲート体は、中性環境ではポ
リアニオンとして振る舞うが、エンドソーム
のような酸性環境ではマレイン酸アミドが
開裂し、siRNAを放出すると同時に、カチオ
ン性のポリアミノ酸に変換され、エンドソー
ム膜を傷害する（siRNAの細胞質移行を促進
する）設計である。PAsp(DET-CDM-siRNA)
の同定に関しては、PAsp(SS-siRNA)と同様に、
サイズ排除クロマトグラフィーおよびポリ
アクリルアミドゲル電気泳動により行った。



 

 

結果として、コンジュゲート 1分子当たり平
均して 4分子の siRNAの導入、さらに酸性環
境（pH 5）での単体 siRNAの放出が確認され
た。 
	 次に、コンジュゲート中の siRNA を蛍光
（Cy3）で標識し、カチオン性ポリアミノ酸
との間で PICを形成し、培養細胞（卵巣がん
細胞：SKOV3）中での動態を共焦点蛍光顕微
鏡により観察した。この際、酸性オルガネラ
であるエンドソーム／リソソームを
LysoSensor Green で標識した。そして、コン
ジュゲート PIC（Cy3）とエンドソーム／リ
ソソーム（LysoSensor Green)の共局在率を算
出したところ、通常の単体 siRNAから調製さ
れた PICに比べ、コンジュゲート PICは共局
在率が大きく低下していることが明らかに
なった。すなわち、コンジュゲート PIC は、
エンドソーム／リソソームから細胞質へと
効率良く移行していることが示唆された。そ
こで、ルシフェラーゼ遺伝子を恒常的に発現
している SKOV3 細胞を用いて、siRNA の活
性（ルシフェラーゼ遺伝子の発現に対する抑
制効果）を定量的に評価した。コンジュゲー
ト PIC の遺伝子抑制効果は、単体 siRNA の
PIC と比べ、有意に高いことが確認され、細
胞内動態観察の結果（コンジュゲート体によ
るエンドソーム脱出の促進）と矛盾しないも
のとなった。一方、非標的配列の siRNAから
調製されたコンジュゲート PICは、ルシフェ
ラーゼ遺伝子の発現を全く抑えなかったこ
とから、siRNAの配列依存的な遺伝子抑制効
果であることが確認された。 

図 3. PLK1 に対する siRNA とそのコンジュゲー
ト体（PAsp(DET-CDM-siRNA)）から調製された
PIC の培養肺がん細胞（A549）に対する増殖抑制
効果 

	 さらに、コンジュゲート PICのがん治療へ
の潜在的有効性を確認するために、がん細胞
にアポトーシスを誘導する polo-like kinase 1
（PLK1）に対する siRNA からコンジュゲー
ト体を調製し、培養肺がん細胞（A549）への
siRNA導入実験を行った。図 3に示すように、
PLK1-siRNAコンジュゲートの PICは、siRNA
の配列依存的に、がん細胞の増殖を大きく抑
制することに成功した。以上より、siRNAと
機能性高分子からコンジュゲート体を構築
することで、PIC の安定性、細胞への導入効
率、エンドソーム脱出能が高まり、結果とし
て siRNA 配列に基づく優れた薬理作用が得
られることが明らかになった。 
	 今後は、siRNA コンジュゲート（とその
PIC）を用いて、本格的な動物実験、特に皮
下移植腫瘍モデルに対する治療実験を行い、
核酸医薬の実用化に向けた研究を推進する
予定である。	 
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