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研究成果の概要（和文）：関節リウマチに対して遺伝子と薬物のダブルターゲティングを可能にするデリバリーシステ
ムの開発を行った。pDNA、polyethleneimine (PEI)、MTXの混合比と調製プロセスを最適化することで、ナノサイズの
安定な微粒子(MTX複合体)を構築することに成功した。関節リウマチ患者由来滑膜細胞を用いてMTX複合体の遺伝子導入
効果を検討した結果、高い遺伝子発現を示した。また、siRNA、PEI、chondroitin sulfate (CS)を組み合わせたCS複合
体も構築した。CS複合体は市販ベクターに匹敵する高い遺伝子抑制効果を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel delivery system which enables delivery of bo
th gene and drugs to rheumatoid arthritis.  We successfully prepared the pDNA-PEI-MTX complexes (MTX compl
exes) by optimization of the mix ratio and preparation process.  MTX complexes showed high gene expression
 in human fibroblast-like synoviocytes from RA patients (HFLS-RA).  We also developed siRNA-PEI-CS (CS com
plexes).  CS complexes showed high silencing effect comparable to commercial vector (lipofectamine).

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 遺伝子デリバリー　関節リウマチ　メトトレキセート　コンドロイチン硫酸

薬学・医療系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、分子生物学の飛躍的な進歩によって
関節リウマチ（RA）の病態形成に重要な分子
が明らかになり、それらを標的とした生物学
的製剤が開発された。生物学的製剤の登場は、
RA 治療の効果を劇的に向上させたが、十分
な治療効果を得られない症例もあり、新たな
治療法として遺伝子治療が期待されている。
なかでも RNA 干渉を誘導する siRNA や
siRNA発現 pDNA (psiRNA)は、遺伝子発現レ
ベルでの炎症や増殖の抑制が可能であるこ
と、活性が非常に高いこと、さらに標的分子
に対する特異性も高いことから、医薬品とし
て注目されている。 
しかし、siRNAや pDNAは細胞内取り込み
が低く、生体内で速やかに分解されるため、
医薬品開発をする上で大きな障壁になって
いる。これまでに、電気パルスや超音波など
の物理的刺激の利用や各種高分子と複合体
を形成させたナノ粒子製剤の開発など、多岐
に渡って siRNA の医薬品化を目指した技術
研究が行われているが、実用的な方法は開発
されておらず、いまだ臨床応用には至ってい
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RA を疾患モデルとして、局
所型の新規遺伝子医薬品の開発と技術構築
を行う。すなわち、pDNAや siRNAなどの核
酸に数種の物質を添加し、静電的に自己組織
化させた Core-Shell 型複合体を作成し、医薬
品としての有用性を評価するとともに、方法
論を確立する。 

 
３．研究の方法 
(1) ホタルルシフェラーゼをコードした
pDNA (pCMV-Luc)あるいは GFP をコードし
た pDNAに polyethyleneimine (PEI)、メトトレ
キセート  (MTX)を様々な比率で混合し、
pDNA-PEI 複 合 体 （ PEI 複 合 体 ）、
pDNA-PEI-MTX 複合体（MTX 複合体）を調
製した。各複合体の粒子径および ζ-potential
を Zetasizer Nano ZSを用いて測定した。また、
アガロースゲル電気泳動により複合体の安
定性を評価した。 
 
(2)マウスメラノーマ細胞株 B16F10 細胞を
用いてトランスフェクションを行い、各複合
体の遺伝子発現効率を評価した。また、MTX
や葉酸、各種エンドサイトーシス阻害剤を共
存させて、トランスフェクションを行い、複
合体の取り込み経路について調査した。 
 
(3) 各複合体を赤血球と混合し、凝集性を評
価した。ddY系雄性マウスに各複合体を尾静
脈内投与し、6 時間後の肝臓、腎臓、脾臓、
心臓、肺における遺伝子発現を測定した。 
 
(4) 滑膜細胞を用いてトランスフェクション
を行い、各複合体の遺伝子発現効率を評価し

た。 
(5) ルシフェラーゼに対する siRNA (siLuc)、
PEI、MTXあるいは chondroitin sulfate (CS)を
様々な比率で混合し、siLuc-PEI複合体（siPEI
複合体）、siLuc-PEI-MTX 複合体（siMTX 複
合体）および siLuc-PEI-CS複合体（siCS複合
体）を調製した。各複合体の粒子径および
ζ-potentialを Zetasizer Nano ZSを用いて測定
した。また、アガロースゲル電気泳動により
複合体の安定性を評価した。 
 
(6) ルシフェラーゼ恒常発現 B16F10 細胞
（B16F10-Luc）を用いてトランスフェクショ
ンを行い、各複合体の遺伝子発現抑制効果を
評価した。 
 
４．研究成果 
 pDNA と PEI の電荷比が 1:8 の pDNA-PEI
複合体 (PEI 複合体)を調製し、さらに pDNA
とMTXの電荷比が 1:60, 90, 120, 150, 180と
なるように PEI 複合体と MTX を混合し、
pDNA-PEI-MTX複合体 (MTX複合体)を調製
した。その結果、MTX の電荷比が 120 以上
でナノサイズの安定なアニオン性微粒子を
構築することができた。また、アガロースゲ
ル電気泳動を用いて安定性を評価した結果、
MTX 複合体における pDNA の流出は認めら
れず、安定に pDNAを内包していることが示
された。 
 B16F10細胞を用いて、MTX複合体の遺伝
子導入効率を評価した。その結果、MTX 複
合体は PEI複合体に匹敵する高い遺伝子発現
を示した（図 1）。 

 
また、MTX あるいは葉酸と共存させて遺
伝子導入効率を検討した結果、非共存時と比
較して有意に遺伝子発現効果は低下した。さ
らに、各種エンドサイトーシス阻害剤（クロ
ルプロマジン、ゲニステイン、アミロライド）
と共存させた結果、ゲニステインと共存させ
た場合に遺伝子発現効果が有意に低下した。
これらの結果より、MTX 複合体は葉酸受容
体と結合し、カベオラ介在性のエンドサイト
ーシスにより細胞内へ取り込まれることが
示唆された。 
 また、PEI 複合体では強い赤血球凝集が観
察されたのに対し、MTX 複合体では観察さ



れなかった。ddY系雄性マウスに各複合体を
静脈内投与し、6 時間後の肝臓、腎臓、脾臓、
心臓、肺における遺伝子発現量を測定した。
その結果、MTX 複合体の肝臓、脾臓におけ
る遺伝子発現量は PEI複合体と比較して有意
に高かった（図 2）。 

 
 慢性関節リウマチ患者由来ヒト滑膜細胞
(HFLS-RA)を用いて、MTX複合体の細胞内取
り込みおよび遺伝子発現効果を検討した。
pDNA、蛍光標識した PEI、および MTX で
MTX 複合体を作製し、細胞内取り込みを蛍
光顕微鏡下で観察した。その結果、HFLS-RA
においても細胞内取り込みが観察された。ま
た、遺伝子導入効率を検討した結果、
HFLS-RA 細胞においても 1×108 (RLU/mg 
protein)を超える高い遺伝子発現を示した。 
 モデルとしてホタルルシフェラーゼに対
する siRNA と PEI、MTX を混合し、
siRNA-PEI-MTX 複合体（siMTX 複合体）の
調製を試みた。様々な混合比と調製プロセス
により構築を試みたが、凝集がみられ、ナノ
サイズの複合体にすることが困難であった。
そこで、関節リウマチに有用な被膜成分とし
て、新たに chondroitin sulfate (CS)に着目し、
siRNA-PEI-CS 複合体（siCS 複合体）の構築
を試みた。その結果、混合比と調製プロセス
を最適化することで CS 複合体を作製するこ
とに成功した。製剤学的検討により最適化し
た CS 複合体をルシフェラーゼ恒常発現メラ
ノーマ細胞 B16-F10-Luc細胞に添加し、遺伝
子抑制効果および細胞障害性について検討
した。その結果、CS 複合体は市販の遺伝子
導入試薬である lipofectamineに匹敵する高い
遺伝子抑制効果を示した。また、CS 複合体
は lipofectamineで認められた細胞毒性を示さ
なかった。 
 以上のように、我々は本研究によって、
MTX 複合体によりメラノーマ細胞および関
節リウマチ由来の滑膜細胞へ遺伝子導入が
可能であることを明らかにした。また、siRNA
用の遺伝子ベクターとしては CS 被膜型遺伝
子ベクターを構築することができた。これら
の結果は、関節リウマチをモデルとした局所
型新規遺伝子医薬品の開発に有益な基礎的
情報であると考えられる。今後は、関節リウ
マチのモデル動物を作製し、MTX 被膜型遺

伝子ベクターおよび CS 被膜型遺伝子ベクタ
ーの有用性について検討を続けていく予定
である。 
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