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研究成果の概要（和文）：siRNAは、標的mRNAを特異的かつ効率的にノックダウンできることから、疾患治療への応用
が期待されている。しかしながら、siRNAのキャリアシステムの開発が大きな課題であった。そこで本研究では、ポリ
エチレングリコールとカチオン性ポリアミノ酸より構成されるブロック共重合体が1分子のsiRNAと十数ナノメートルの
小会合を形成することに着目し、siRNAキャリアとしての開発を進めてきた。ブロック共重合体の化学構造と組成の最
適化によって、siRNAの高い血中滞留性と固形がん集積性を達成した。さらに、固形がんや腎疾患の動物モデルに対す
る優れた治療効果を確認した

研究成果の概要（英文）：siRNA is expected to be used for the treatment of various diseases due to its 
capability to efficiently knockdown the target mRNA in a sequence-specific manner. However, the 
development of useful vehicles for siRNA is a critical issue. We have recently found that poly(ethylene 
glycol)-polycations block copolymers can form small-sized polyion complexes with single molecule siRNA, 
and in this study, we have studied the utility of small-sized polyion complexes named “PIC 
nanocarriers” as siRNA delivery systems. The optimized PIC nanocarriers exhibited prolonged circulation 
and enhanced tumor accumulation after the systemic administration. We have demonstrated the usefulness of 
PIC nanocarriers for the treatment of solid tumors and kidney diseases.

研究分野： バイオマテリアル、ドラッグデリバリーシステム

キーワード： siRNA　DDS　ブロック共重合体　ポリエチレングリコール(PEG)　ポリ(L-リジン)(PLL)　がん　腎疾患
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１．研究開始当初の背景 
 siRNA(small interfering RNA: 30 塩基以
下の二重鎖 RNA)は、標的 mRNA を特異的かつ
効率的にノックダウンできることから、難治
性疾患に対する治療への応用が期待されて
いる。しかしながら、siRNA を疾患治療に応
用するためには、siRNA の生体内安定性と血
中滞留性を向上させ、標的組織に効果的に集
積する一方で、標的細胞に対して効率的に
siRNA を機能発現させることのできるキャリ
アの開発が必要不可欠である。そこでカチオ
ン性脂質やカチオン性高分子を構成要素と
するsiRNAキャリアの開発が世界中で活発に
行 わ れ て い る が (J. Pharm. Sci. 101, 
4046-4066 (2012))、一部、肝臓に対して有
効性に優れたキャリアが開発されてきてい
るものの、それ以外の臓器・組織に対して
siRNA を送達できるキャリアは未だ開発され
ていないのが現状である。また、これまでに
開発されてきた siRNA キャリアは、複雑な化
学構造や煩雑な製造プロセスを有するため
に、製造における品質管理が困難であること
やコストが大きくなることが問題となって
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ポリエチレングリコール
(PEG)とカチオン性の poly(L-lysine)(PLL)
から構成されるブロック共重合体が、siRNA
とのポリイオンコンプレックス(PIC)形成に
基づいて、十数ナノメートルの安定な小会合
体を形成することに着目し、PIC ナノキャリ
アと名付けてsiRNAキャリアとしての開発を
進めてきた。PIC ナノキャリアは、カチオン
性脂質やカチオン性高分子を構成要素とす
る siRNA キャリアと比較して、明確な構造を
有しており、煩雑な製造プロセスを必要とし
ないことから製剤面で大きな利点を有して
いる。さらに、PIC ナノキャリアは、ナノ粒
子型のキャリアと比較して、小さいサイズを
有することにより高い組織浸透性を示すも
のと考えられる。本研究では、この PIC ナノ
キャリアに関して、異なる組成やトポロジー
を有する PEG-PLL と siRNA の会合特性ならび
に安定性を検討し、PEG-PLL の構造の最適化
を行った。最適化した PIC ナノキャリアに関
しては、悪性腫瘍(がん)や腎疾患の動物モデ
ルの治療へと展開し、siRNA キャリアとして
の有用性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PIC ナノキャリアの形成 
 PEG 分子量と PLL 重合度が異なる PEG-PLL
をPEG-NH2を開始剤とするLys(Z)のN-カルボ
ン酸無水物(NCA)の開環重合により合成した。
また、分岐型 PEG を有する PEGasus-PLL も同
様にして合成した。PEG-PLL と siRNA を異な
る比率で混合し、形成された会合体を電気泳
動、蛍光相関分光(FCS)解析、超遠心分析に
よって解析した。 

 
(2) PIC ナノキャリアの安定性評価 
 異なる組成の PEG-PLL から形成される PIC
ナノキャリアのヘパリンに対する置き換わ
り耐性をゲル電気泳動によって評価した。
siRNA の放出に要するヘパリン量を算出する
ことによりPICナノキャリアの安定性を定量
化した。 
 
(3) PIC ナノキャリアの血中滞留性および固
形がん集積性の評価 
 Cy5-siRNA と異なる組成の PEG-PLL から
PIC ナノキャリアを構築した。この PIC ナノ
キャリアをマウスの尾静脈より投与し、投与
10 分後の血漿中の蛍光強度を測定すること
によりsiRNAの血中滞留性を評価した。また、
ヒト腎がん OS-RC2 細胞の皮下移植モデルに
上記の PIC ナノキャリアを投与し、4 時間後
のがん組織における蛍光強度を測定した。 
 
(4) siVEGF および siPlk-1 を搭載した PICナ
ノキャリアによる固形がんモデルの治療 
 血管内皮細胞増殖因子(VEGF)と分裂期キ
ナーゼ Polo-like kinase I(Plk-1)を標的と
したsiRNAをPEGasus-PLL(21k×2-20)と混合
することによりPICナノキャリアを形成させ、
その OS-RC2 細胞の皮下移植モデルに対する
治療効果を検討した(1,4,7 日目に 25µg の
siRNA を投与)。治療効果はがんの増殖曲線に
加えて、マウスの生存率により評価した。 
 
(5) PIC ナノキャリアによる腎疾患モデルの
治療 
 デオキシコルチコステロン・アセテート
(DOCA)／食塩を投与することにより作製し
たラット腎疾患モデルに対して、チロシン水
素化酵素(TH)に対する siRNA を搭載した PIC
ナノキャリア(siRNA:10mmol)を 2回／週の頻
度で 6回投与した。その後の治療効果を評価
するために、TH 発現量、体重変化、血圧、尿
蛋白量、組織学的変化を検討した。本実験で
は、腎糸球体局所でノルアドレナリン合成
の抑制により腎局所の病変を改善するかど
うかを解明することを目的とした。 
 
４．研究成果 
(1) PIC ナノキャリアの形成 
 PEG 分子量と PLL 重合度が異なる PEG-PLL
や分岐状PEG(PEGasus)を有するPEGasus-PLL
を合成し、siRNA との会合体形成を電気泳動、
蛍光相関分光(FCS)解析、超遠心分析によっ
て評価した。その結果、40個のリン酸残基を
有するsiRNAに対して電荷がマッチングする
ように PEG-PLL および PEGasus-PLL が会合す
ることが確認された(図 1)。すなわち、PLL
の重合度が 20、40および 80の場合において、
それぞれ 1分子 siRNA と 2分子の PEG-PLL、1
分子 siRNA と 1分子の PEG-PLL および 2分子
siRNAと1分子のPEG-PLLから構成されるPIC
ナノキャリアを形成した。 



 

 
図 1. PIC ナノキャリアの形成 

 
(2) PIC ナノキャリアの安定性評価 
 異なる PEG 分子量と PLL 鎖長を有する
PEG-PLL から形成される一分子 siRNA キャリ
アのポリアニオン(ヘパリン)との置き換わ
り反応に対する安定性を評価した。その結果、
PEG 分子量が大きく(分子量 42,000)、PLL の
重合度が最も小さい(20量体)siRNAキャリア
が最も高い安定性を示すことが明らかにな
った(図 2(A))。また、PIC ナノキャリア中の
PEG の重量分率とヘパリンによる置き換わり
耐性にも相関が見られ、PEG の重量分率が増
えることにより PIC の安定性が向上した(図
2(B))。この結果は、荷電性高分子の分子量
が大きくなるほどより安定となる通常のポ
リイオンコンプレックスでは見られない現
象であり、PLL が短いほど PEG の密度が増大
するPICナノキャリアに特徴的なものである
と考えられる。 
 

 
図 2. PIC ナノキャリアのヘパリンに対する
置き換わり耐性 
 
(3) PIC ナノキャリアの血中滞留性および固
形がん集積性の評価 
 異なる組成の PEG-PLL および分岐型

PEG(PEGasus)を有する PEGasus-PLL と蛍光
(Cy5)標識siRNAを混合することによってPIC
ナノキャリアを構築し、マウスに尾静脈投与
を行った。その 10 分後に、血漿を採取し、
蛍光強度から血中の Cy5-siRNA の濃度
(%dose)を算出した。その結果、PLL の重合度
が 20 で分岐型 PEG(PEGasus)(10k×2 および
21k×2)を有する場合に、高い血中 Cy5-siRNA
濃度が達成された (図 3)。 
 

 
図 3. PIC ナノキャリアの静脈内投与 10 分後
の血中 Cy5-siRNA の濃度 
 
 PEG-PLL(12k-21 お よ び 21k-21) 、
PEGasus-PLL(10k×2-21および 21k×2-20)か
ら形成されるPICナノキャリアをマウスに尾
静脈投与し、投与 4 時間後のヒト腎がん 
(OS-RC2)細胞へのCy5-siRNAの集積量を評価
した(図 4)。その結果、PEG 分子量が大きく、
さらに PEG が分岐型になることによって、よ
り高いがん集積性が達成された。 
 

 
図 4. ヒト腎がん (OS-RC2)細胞の固形がん
モデルに対する Cy5 標識 siRNA の集積 
 
(4) siVEGF および siPlk-1 を搭載した PICナ
ノキャリアによる固形がんモデルの治療 
 VEGF と Plk-1 を標的とした siRNA を
PEGasus-PLL(21k×2-20)と混合することに
より PIC ナノキャリアを形成させ、その
OS-RC2 細胞の皮下移植モデルに対する治療
効果を検討した。その結果、siVEGF および
siPlk-1 を搭載した PIC ナノキャリアを投与
することによって有意な腫瘍増殖抑制効果
とマウスの生存期間の延長が確認された
(P<0.05)(図 5)。 



 

 
図 5. OS-RC2 細胞の固形がんモデルマウスの
PIC ナノキャリア投与後の生存曲線 
 
(5) PIC ナノキャリアによる腎疾患モデルの
治療 
 腎障害合併高血圧モデルに対して、チロシ
ン水素化酵素(TH)標的 siRNA を PIC ナノキャ
リアに搭載し投与した結果、メサンギウム領
域の TH 発現が有意に減少し(図 6)、糸球体病
変の改善と尿蛋白、尿アルブミンの抑制(図
7)が確認された。これらの効果は、scramble 
siRNA による治療群では確認されなかった。
以上の結果より、腎障害合併高血圧モデルに
おいて PIC ナノキャリアを利用して TH を標
的とするsiRNAを腎メサンギウム細胞に送達
することによって、腎糸球体局所でノルアド
レナリンの合成が抑制され、腎局所の病変が
改善されることを確認することができた。 
 

 
図 6. 糸球体分画における TH 発現量の評価
(RT-PCR) 
 

 
 
図 7. TH siRNA のデリバリーによる尿蛋白、
尿アルブミンの変化  
 
 以上のように、本研究では、1分子の siRNA
を搭載した新規 PIC ナノキャリアを構築し、
がんと腎疾患の動物モデルの治療における

有用性を実証し、当初目標をほぼ達成するこ
とができた。 
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