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研究成果の概要（和文）：合成致死性に基づくRNA干渉療法の開発を目的とし、合成致死遺伝子としてPTENおよびPARP1
遺伝子に着目した。PTEN欠損がん細胞を用い、PARP1に対するsiRNA（siPARP1）の抗がん効果を評価した。我々が開発
したベクターを用いてsiPARP1を細胞に導入したところ、正常細胞およびPTEN陽性がん細胞と比較し、PTEN欠損がん細
胞においてDNA損傷とアポトーシス細胞の有意な増加が認められた。siPARP1は、PTEN欠損がん細胞に対して選択的な殺
細胞効果を示し、その効果は低分子阻害剤Olaparibと比較して有意に高かった。本研究成果は選択的ながん治療法の開
発に繋がると期待される。

研究成果の概要（英文）：Synthetic lethality has attracted considerable attention as a novel strategy for 
the treatment of cancer. To explore RNA interference (RNAi) cancer therapy based on synthetic lethality, 
poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP1) gene in human breast cancer cells lacking phosphatase and tensin 
homolog deleted from chromosome 10 (PTEN) was silenced by small interfering RNA targeting PARP1 
(siPARP1). For the efficient delivery of siPARP1 to cancer cells, 
dicetylphosphate-tetraethylenepentamine-based polycation liposomes (TEPA-PCL) were prepared. Treatment 
with siPARP1 formulated in TEPA-PCL (siPARP1/TEPA-PCL) selectively induced DNA damage and cytocidal 
effects in PTEN-null cells, but not in PTEN-positive cells. These results indicate that PARP1 knockdown 
using siPARP1/TEPA-PCL is likely to be an effective strategy to achieve synthetic lethality against 
PTEN-null cancer.

研究分野：薬物送達学
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１．研究開始当初の背景 
 RNA 干渉剤の医療応用に向け、 small 
interfering RNA （ siRNA ） や microRNA
（miRNA）に関する研究が基礎と臨床におい
て活発になされている。RNA干渉を引き起こ
す手法としては、これら small RNAs以外にも
ウイルスや plasmid DNA を用いて short 
hairpin RNA（shRNA）を細胞内で発現させる
方法もある。しかし、核酸医薬シーズの中で
は相対的に低分子である合成 small RNAs を
ウイルスを用いずに導入するストラテジー
は、製薬企業における医薬品開発上の優位性
が非常に高い。一般に外部から投与した RNA
は生体内で速やかに分解されることや細胞
膜をほとんど透過しないことなどから、デリ
バリーシステムが RNA 創薬の成否の鍵を握
っているといえる。近年、画期的な核酸医薬
品の誕生にはデリバリーシステムの継続的
な研究開発が不可欠であると広く認識され
るようになってきている。 
ところで、遺伝子変異の蓄積によって生じ
るがんは RNA 干渉剤の治療応用が期待され
る代表的な疾患である。がんにおける異常な
シグナル伝達を遮断し、がん細胞選択的な細
胞死へと導く siRNAの発見は、魅力的な抗が
ん剤シーズの発見と言い換えることができ
る。実際、がん研究の進展に伴い、多くの有
望な治療標的とそれに対する siRNA が見出
されている。これまでの RNA 干渉に関する
基礎研究の成果から siRNA は少量で選択的
な薬理作用の発現が期待でき、副作用が強く
使用に制限が多い抗がん剤の問題点克服に
繋がる可能性がある。実際、海外では siRNA
を用いたがん治療の第一相臨床試験が少な
くとも 6件進行中であり、がん患者において
siRNA 全身投与による RNA 干渉作用などが
確認されている。がんを対象とした臨床試験
で着目すべき点は、すべての siRNAシーズが
DDS製剤化されており、そのうちの 2/3をリ
ポソームあるいは脂質ナノ粒子が占めてい
る点である。これは siRNA医薬品の開発にお
いて、がんを対象とした臨床試験だけに特有
な特徴である。生体内において RNA を介し
た情報交換のベクターの役割を果たすエク
ソソームの存在が示唆するように、脂質ナノ
粒子を用いた siRNA デリバリーは理に適っ
たアプローチといえる。がんに関してはいわ
ゆる enhanced permeability and retention効果を
狙ってナノ粒子が用いられているという側
面が強いが、エクソソームの機能を模倣する
試みという見方もできる。 
これまでに申請者らは siRNA 全身投与に
よるがん治療を念頭におき、 polycation 
liposomes（PCL）を用いた siRNAデリバリー
に関する研究を遂行してきた。PCLは、ポリ
カチオン部分に由来する強力なプロトンス
ポンジ効果とリポソーム特有の膜融合効果
を併せ持つ機能的な核酸導入ベクターであ
ることを報告してきた（Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2008他）。近年では、PCLのポリカ

チオン部分について siRNA の導入に適した
化学構造をスクリーニングし、ポリカチオン
脂質 dicetyl phosphate-tetraethylenepentamine 
conjugate（DCP-TEPA）を含む PCLに高い導
入 活 性 を見 出 し た（ 特 許 公告 番 号 ; 
US20100094020）。次に、長期血中滞留性を付
与するためのポリエチレングリコール（PEG）
修飾ならびに標的細胞への特異性を付与す
るためのペプチド修飾を施した PCL を調製
し、がんへの siRNAデリバリーについて研究
を行った（若手研究（B）平成 19-21年度（代
表）、Bioconjug. Chem. 2011他）。さらに、siRNA
の化学修飾技術をナノ粒子の設計段階で取
り入れることにより、siRNA全身投与時に高
い安定性と優れた腫瘍集積性を示すデリバ
リーシステムの構築に成功した。これにより、
担がんマウスにおいて高い遺伝子ノックダ
ウン効果と有意ながん治療効果が得られた
（若手研究（B）平成 22-24 年度（代表）、J. 
Control. Release. 2012他）。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、siRNAのがん医療への応
用展開に寄与することを目的とし、これまで
の全身投与型 siRNA ベクターに関する研究
成果を発展させ、より選択的ながん治療法を
開発する。新規ナノ粒子を用いて合成致死性
（synthetic lethality）を示す siRNAをがん細胞
にデリバリーし、「必要な場所に必要な量の
薬を必要な時間だけ作用させる」という DDS
の概念に「必要な場所だけで活性を発揮す
る」というプラスアルファの要素を追加する。
合成致死性とは、単独変異では致死性を示さ
ない複数の遺伝子が同時に機能を失うこと
で初めて致死性を示すことを指し（Fig. 1）、
現在この現象を応用した新規がん治療薬の
開発が競って進められている。しかし、これ
まで合成致死性を利用した新規分子標的薬
の開発は低分子化合物でしか進行しておら
ず、siRNA医薬品の開発はなされていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 A scheme of synthetic lethality 
 
 
そこで本研究では、合成致死性に基づく

siRNA医薬品の開発を目指し、合成致死遺伝
子の組合せとして phosphatase and tensin 
homolog deleted from chromosome 10（PTEN）
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と poly [ADP-ribose] polymerase 1（PARP1）に
着目した。両者はともに DNA 修復に関与す
るとされ、PTEN は約半数のがんで欠損が認
められている。そこで、PARP1を標的とした
siRNA（siPARP1）を PTEN欠損がん細胞に導
入し、合成致死性に基づく RNA 干渉療法の
有効性について検討した。 
 
３．研究の方法 
 PTEN欠損がん細胞としてMDA-MB-468ヒ
ト乳がん細胞、対照の PTEN陽性がん細胞と
してMDA-MB-231ヒト乳がん細胞を用いた。
また正常細胞としてヒト臍帯静脈血管内皮
細胞（HUVEC）を用いた。各細胞にそれぞれ
RNA干渉を誘導するため、DCP-TEPAを含有
する PCL に siPARP1 を保持させたナノ粒子
（siPARP1/TEPA-PCL）を調製した。はじめに、
このナノ粒子を用いて siPARP1を各細胞に導
入し、その遺伝子サイレンシング効果を
RT-PCR 法およびウエスタンブロッティング
法にて評価した。次に、各細胞の PARP1をノ
ックダウンし、そのアポトーシス誘導能をフ
ローサイトメトリーによって解析した。さら
に、PARP1ノックダウンの細胞増殖抑制効果
を WST-8 assay で評価した。また、PTEN 陽
性がん細胞においてPTENとPARP1をダブル
ノックダウンし、両遺伝子の失活による合成
致死性について検証した。両遺伝子の欠損状
態に起因する合成致死のメカニズム解析の
一端として、PARP1ノックダウンが PTEN欠
損がん細胞の DNA 修復機構に与える影響を
Comet assayにより評価した。 
 
４．研究成果 
 siPARP1/TEPA-PCL を調製し、ゼータサ
イザーでその粒子径を測定したところ、粒
子径約 150 nm、多分散指数 0.1以下の均一
なナノ粒子が形成されていることが確認さ
れた。この siPARP1/TEPA-PCL を用い、
MDA-MB-468およびMDA-MB-231の PARP1
遺伝子をサイレンシングした。Fig. 2 には
RT-PCR法によって評価した PARP1 mRNAの
相対的発現量を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Gene silencing of PARP1 using 
siPARP1/TEPA-PCL 

MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were 
incubated with TEPA-PCL, control siRNA 

(siCont) /TEPA-PCL or siPARP1/TEPA-PCL (50 
nM siRNA), respectively. The amount of PARP1 
mRNA was examined by real-time RT-PCR 24 h 
after the transfection. Data are presented as 
relative expression of PARP1 mRNA to that of 
control (no treatment) with S.D. bars. 
 
 
MDA-MB-231 細胞、MDA-MB-468 細胞の両
細 胞 に お い て 、 対 照 群 と 比 較 し 、
siPARP1/TEPA-PCL 添加群で有意な PARP1 
mRNAの発現抑制が認められた。続いてウエ
スタンブロッティング法にてノックダウン
を評価したところ、RT-PCR 法の結果と相関
し、顕著な PARP1タンパク質の発現抑制が認
められた（data not shown）。以上より、
TEPA-PCLの siPARP1導入ベクターとしての
有用性が示唆された。 

PARP1ノックダウンの PTEN欠損がん細胞
に対するアポトーシス誘導能を検討した。
FITC標識Annexin Vとヨウ化プロピジウムに
より細胞を蛍光染色し、フローサイトメトリ
ーを用いて siPARP1導入後の経時的なアポト
ーシス解析を行った。その結果、siPARP1 処
理をした MDA-MB-468 細胞において、時間
依存的なアポトーシス細胞の増加が観察さ
れた。一方、MDA-MB-231 細胞では PARP1
ノックダウンによるアポトーシス誘導はほ
とんど認められなかった（Fig. 3）。また正常
細胞として HUVECを用いて同様の実験を行
ったところ、やはりアポトーシス誘導はほと
んど認められなかった（data not shown）。す
なわち、PTEN 欠損がん細胞のアポトーシス
は、PARP1ノックダウンにより選択的に誘導
されることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3 Increase in apoptotic cells by PARP1 
knockdown in PTEN-null cells 

MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were 
incubated with siCont/TEPA-PCL or 
siPARP1/TEPA-PCL (50 nM siRNA), 
respectively. Apoptotic cells were detected 72 h 
after the transfection by flow cytometry using 
FITC-conjugated annexin V and propidium 
iodide. 
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続いて、siPARP1処理による PTEN欠損が
ん細胞に対する殺細胞効果をWST-8 assayに
より検討した結果、MDA-MB-231 細胞では
siPARP1 処理による増殖抑制効果はほぼ認め
られなかったのに対し、MDA-MB-468細胞で
は増殖抑制効果に加えて殺細胞効果が観察
された（Fig. 4）。PTEN 欠損がん細胞に対す
る siPARP1の抗がん効果は、PARP1の低分子
阻害剤である Olaparibと比較して有意に高か
った（data not shown）。以上の結果は、フロ
ーサイトメトリーでの検討を支持する結果
であり、PARP1ノックダウンが PTEN欠損が
ん細胞に対して選択的かつ強力に細胞死を
誘導することが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4 Impact of PARP1 knockdown on the 
growth of breast cancer cells 

MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were 
incubated with siCont/TEPA-PCL or 
siPARP1/TEPA-PCL (50 nM siRNA), 
respectively. Cell growth was evaluated by 
WST-8 assay 24, 48 and 72 h after the 
transfection. Data represent mean with S.D. bars.  

 
 
 そこで、MDA-MB-468細胞のアポトーシス
がPTEN遺伝子の欠損及びPARP1遺伝子のサ
イレンシングによる合成致死に起因するも
のか否かについて検討した。具体的には、
siPTEN 処理した MDA-MB-231 細胞に
siPARP1 を導入することで、両遺伝子の発現
が同時に抑制された条件の作成を試みた。そ
の結果、PTENと PARP1をダブルノックダウ
ンした群で、対照群と比較して顕著な増殖抑
制効果が認められた（Fig. 5）。siRNAによる
ノックダウン効果のため、殺細胞効果ほど強
力な効果は認められなかったが、細胞増殖に
おける両遺伝子の発現の重要性が明らかと

なった。これは、PTEN 欠損がん細胞におけ
るPTENおよびPARP1遺伝子の合成致死性を
支持する結果といえる。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Impact of knockdown of both PTEN and 
PARP1 on the growth of PTEN-positive breast 
cancer cells 

MDA-MB-231 cells were incubated with 
siCont/TEPA-PCL or siPARP1/TEPA-PCL (50 
nM siRNA) 48 h after the siPTEN transfection. 
Cell growth was evaluated by WST-8 assay 24, 
48 and 72 h after the siPARP1 transfection. Data 
represent mean with S.D. bars. 
 
 
PTENと PARP1は共に DNA修復機構への関
与が報告されているため、両遺伝子の機能喪
失が DNA 修復能力に及ぼす影響を Comet 
assayにより検討した。Comet assayにおいて
は、断片化 DNAの泳動距離（Tail length）と
相対量（% tail DNA）が DNA損傷の指標とな
る。これらの数値を掛け合わせて Tail moment
を算出することで DNA 損傷度の定量化を行
った。その結果、 siPARP1 処理により
MDA-MB-231細胞と MDA-MB-468細胞の両
細胞で DNA損傷が増大したが、PTENを欠損
したMDA-MB-468細胞において PARP1ノッ
クダウンの影響が顕著に認められた（Fig. 6）。
したがって、PTENと PARP1の両遺伝子の欠
損状態がDNA修復不全に起因するDNA損傷
の増大を引き起こすことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Fig. 6 Accumulation of DNA strand breaks in 
PTEN-null cells treated with siPARP1 

MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were 
transfected with siCont or siPARP1 using 
TEPA-PCL for 72 h, respectively. Tail moment 
was analyzed using Image J software. Tail 
moment (m) = % tail DNA x Tail length. Data 
show mean with S.D. bars. 
 
 
PTENと PARP1の DNA修復経路における機
能については現時点では不明であるが、DNA
修復因子の一つであるRad51との関連が両者
で報告されている。したがって、Rad51 が中
心的な役割を果たす「相同組換え修復
（Homologous recombination; HR）」に関与す
る可能性が考えられる。DNA修復の破綻が合
成致死の起点となることは非常に興味深い
知見であり、合成致死誘導に基づく新たな創
薬ターゲットの発掘や有効な治療法の開発
に繋がることが期待される。 
以上より、我々が開発した核酸デリバリー
システムを用いて PTEN 欠損がんの PARP1
遺伝子をサイレンシングする RNA 干渉療法
は、選択性の高いがん治療法になりうると考
えられる。 
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