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研究成果の概要（和文）： 
次世代の核酸医薬による癌などの難治性疾患の治療には大きな期待が寄せられていおり、

効率的なドラッグデリバリーシステム（DDS）が必要とされている。マイクロ RNA
（miRNA）を標的とした DDS の構築を目的に、miRNA や miRNA 阻害核酸を封入可能
な脂質膜構造体を構築した。また細胞内動態の改善によりモデル核酸を用い in vivo でも
機能し、抗腫瘍効果を誘起することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Because miRNA/anti-miRNA oligonucleotide (AMO) are considered to be a potential 
therapeutic tool for cancer, the aim of the study is to development of AMO delivery 
system based on lipid nanoparticels (NPs). miRNA/AMO were successfully 
encapsulated in NPs. The systemic administration of NPs modified with functional 
device for improving intracellular trafficking could induce anti-tumor effect in in vivo 
tumor-bearing mice model. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、創薬の中心が従来の低分子化合物か
ら抗体・タンパク質を用いたバイオ医薬へと
パラダイムシフトしており、次世代の医薬と
して核酸に大きな期待が寄せられている。し
かし、有用な送達システムが皆無であるため、
臨床への適用は局所投与に限られているの

が現状で、効率性と安全性に優れた全身投与
型送達システムの開発こそが、核酸医薬の成
功の鍵と言える。 
 核酸を効率よく標的組織へ送達し機能を
発揮させるためには、投与部位から組織まで
の体内動態と、その後の標的細胞の標的オル
ガネラに至る細胞内動態、両者の制御が必要
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不可欠となる。当研究室では、理想的な送達
システムの開発を目指して、多機能性エンベ
ロープ型ナノ構造体（MEND）の開発を進め
ている。MEND は送達したい核酸をポリカ
チオンでコア粒子化し、脂質エンベロープで
覆う構造をしている。体内・細胞内動態制御
素子のトポロジーを考慮して配置をするこ
とが可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、核酸のうち、タンパク質をコ

ードしない non-cording RNA で最も注目を
集めているマイクロ RNA（microRNA：
miRNA）に着目した。近年 miRNA の発現異
常とがんの病態が深く関わっていることが
報告されている。そこで miRNA 発現の制御
を可能とする、 miRNA や anti-miRNA 
oligonucleotide（AMO）など機能性核酸を封
入した全身投与型の新規送達システムの開
発を目的とする。 

静脈内投与後にがん組織に集積可能な
PEG 修飾 MEND によりがん細胞内の
miRNA を制御する。 

がん組織に MEND を送達するにはポリエ
チレングリコール（PEG）などの水溶性高分
子の修飾による血中滞留化と、がんにおける
新 生 血 管 の 特 性 に よ る Enhanced 
permeability and retention （EPR）効果に
基づく、受動的な集積が有効である。しかし、
一方でPEG修飾はMENDと標的とするがん
細胞との親和性を低下させるため、siRNA の
がん細胞内への送達や活性は大きく阻害さ
れてしまう。 
この問題を解決するため我々は癌特異的

に活性化しているマトリックスメタロプロ
テアーゼ（MMP）に着目し、MMP で PEG
が切断される腫瘍選択的活性化素子（PPD）
の合成と、PPD を MEND に組み込んだ
PPD-MEND を開発している。本研究では、
PPD-MEND の全身投与による核酸の癌への
送達を試みた。また、さらなる活性の向上を
目指し、細胞内動態、特にエンドソーム脱出
に着目し、膜融合性ペプチド GALA に着目し、
GALA を修飾した MEND による癌への核酸
送達システムの構築を目的とし、効率的な核
酸封入を可能とする調製条件の検討や
GALA 修飾の最適化を行った。 
 
３．研究の方法 

（1）機能性核酸の MEND へのパッケージン
グの検討 

miRNA/AMO などの機能性核酸を効率よ
く送達するためには、MEND へ効率よくパ
ッケージングする必要がある。そこで、負電
荷を有する機能性核酸と正電荷を有するカ
チオン分子の相互作用を利用し核酸コアを
調製し、MEND 脂質膜へのパッケージング

を試みた。その際、電荷比や緩衝液濃度、pH
など最適条件を検討した。調製した MEND
の粒子径、表面電位、機能性核酸の封入率、
また血清酵素からの核酸の分解抵抗性を指
標にパッケージングを評価した。 
 

（2）in vitro、in vivo における標的遺伝子、核
酸の制御の評価 

機能性核酸をパッケージングした MEND
へ腫瘍環境応答性 PEG 脂質（PPD）や pH
応答性膜融合ペプチド GALA を修飾し in 
vitro 細胞系、また in vivo 担癌モデルマウス
を用いた機能評価を行った。 
 In vitro 細胞系では、エンドソーム／ライ
ソソーム画分を緑色蛍光で染色し、赤色蛍光
で標識した MEND を添加後、共焦点レーザ
ー顕微鏡により細胞内局在を観察した。標的
遺伝子、miRNA の制御は、real-time PCR
法によって評価した。 

 In vivo では、HT1080 細胞などを皮下移植
した担癌モデルマウスへ投与し、腫瘍組織の
ルシフェラーゼ活性を指標に機能評価を行っ
た。 
 
４．研究成果 

（1）機能性核酸のパッケージング 
負電荷の核酸と静電的に相互作用する正

電荷分子の候補としてプロタミン、ステアリ
ル化オクタアルギニン、ポリエチレンイミン
を用い、様々な電荷比で粒子化を試みた。そ
の結果、プロタミンで 100nm 以下の粒子化
が可能であった。また検討過程で、siRNA で
はオルニチン/トリプトファンアナログがコ
ア粒子化に優れていることを明らかとした
(Sato Y, et al. Biol. Pharm. Bull. 2010)。今
後は、機能性核酸による検討を行う予定であ
る。 

MEND へのコア粒子の封入について、緩
衝液の pH や PEG 脂質濃度、精製温度等の
封入条件を最適化し、封入率を RiboGreen
で評価した結果、90％以上であることが示さ
れた。また、マウス血清とのインキュベーシ
ョン後に電気泳動により評価したところ、
MEND で封入した場合、24 時間まで分解か
ら保護されていることが示された（図 1）。以
上より、効率よく機能性核酸を MEND に封
入可能な調製法を確立した。 

 
図 1 核酸の MEND への封入と血清耐性能 



 

 

（2）in vitro、in vivo 機能評価 
脂質膜もしくは内封核酸を蛍光標識した

PEG-MENDは細胞内でエンドソームを示す
緑色と共局在しており、細胞内に取り込まれ
た後、エンドソームにトラップされていたが、
PEGを PPDに置き換えた PPD-MEND では
赤色単独のパーティクルが多く観察された
（図 2A）。これは MMP 酵素に応答して PEG
が切除された結果、エンドソーム脱出効率が
向上したためであることが示唆された。さら
に in vivo 担癌モデルへ静脈内投与すると、
腫瘍組織のがん細胞にPPD-MENDは広く分
布しており、標的レポーター遺伝子活性を
70%程度低下させることに成功した（図 2B）
（Hatakeyama et al. Biomaterials, 2011）。 
 

図 2 PPD-MENDの in vitro/in vivo機能評価 
 
 一方、GALA を PEG-MEND に修飾した場
合、血中滞留性が著しく阻害されることが判
明した。そのため、GALA のアミノ酸鎖長を
短縮した短鎖 GALA（short GALA:shGALA）
を 新 た に 設 計 し た 。 shGALA 修 飾
PEG-MENDはPEG-MENDと同等の血中滞
留性を示した。 
 そこで shGALA 修飾 PEG-MEND の in 
vitro および in vivo 機能評価を行った。標的
がん細胞における標的 miRNA が検討中であ
ったため、機能性核酸のモデルとした。 
 In vitro では、 shGALA の修飾により
PEG-MENDのエンドソーム脱出が促進され、
内因性遺伝子のノックダウンが亢進した。 
 In vivo 担癌モデルでは、蛍光標識 MEND
を用いて、静脈内投与後に腫瘍組織の凍結切
片を共焦点レーザー顕微鏡で観察したとこ
ろ、腫瘍組織全体に MEND が到達している
様子が観察された（図 3A）。また標的内因性

遺伝子の発現量を real-timePCR で評価した
結果、shGALA の修飾でノックダウン活性の
向上を示した（図 3B）。また抗腫瘍効果の誘
起にも成功した（図 3C）。以上の結果より、
shGALA 修飾 PEG-MEND は核酸送達シス
テムとして有用であることが示された。今後
は miRNA/AMO を封入し、in vivo がん組織
における miRNA 制御を行う予定である。 
 

図 3 shGALA 修飾 PEG-MEND の in vivo 
機能評価 
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