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研究成果の概要（和文）：本研究では核酸による慢性C型肝炎の治療を実現するため、HCVの排除と線維化の治療を目的
とした新規の核酸医薬とDDSの開発を目指した。改変型エクソソーム産生細胞を樹立するために、HCVのエンベロープ発
現ベクターおよび、パッケージングベクターを作製した。本研究で樹立した改変型エクソソームは、肝細胞へ効率よく
医薬を送達するためのＤＤＳとして慢性Ｃ型肝炎の治療をはじめ幅広く応用出来る可能性がある。また改変型エクソソ
ームに効率よく核酸医薬を封入するパッケージングシステムは、核酸医薬の実現化を推進することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In order to achieve the treatment of chronic hepatitis C with a nucleic acid, the 
present study aimed at new development of nucleic acid drugs and DDS for the purpose of treatment of 
fibrosis and rejection of HCV. To establish a modified exosomes producing cell, the envelope expression 
vector of HCV and to prepare a packaging vector. Modified exosomes that were established in this study, 
it is possible that the beginning can be widely used for the treatment of chronic hepatitis C as a DDS 
for delivering efficient pharmaceutical into hepatocytes. Also packaging system enclosing the efficient 
nucleic acid medicine to a modified exosomes are expected to promote the realization of the nucleic acid 
drugs.

研究分野：分子病理学

キーワード： ドラッグデリバリー　HCV
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１．研究開始当初の背景 
 慢性 C型肝炎は高頻度に肝硬変から肝がん
に移行する(図１)。国内での慢性肝疾患の７
０％は HCV が原因とされているが、新規薬剤
の開発により、従来難治性である症例の奏功
率が上昇している。一方で、薬剤の非適応症
例や肝硬変に至った症例では、線維化の進行
や発がんが制御不能であることが問題視さ
れている。このような慢性 C型肝炎の治療に
は、現行の治療法と異なるアプローチでウイ
ルスを排除し、さらに線維化の進行を抑制す
る新規治療法の開発が必須である。 

 
 １本鎖 RNA である HCV ゲノムは、タンパク
質発現の鋳型であると同時に、遺伝子本体で
あるため、siRNA の標的として大きな効果が
期待できる。核酸医薬が未だ実用化に至らな
いのは、分解酵素などにより不安定であるこ
と、病変部への送達率が低いことが主な原因
と考えられる。したがって、核酸医薬を用い
た C型肝炎ウイルスの排除には HCV siRNA を
安定に効率良く肝細胞に送達するDDSの開発
が必須である。 
 一方で、肝線維化の機序には TGF-βが中心
的な役割を担っており、線維化治療の標的分
子と考えられる。また、TGF-βの産生細胞は
肝星細胞であるため、細胞特異性が求められ
る。このため肝星細胞に特異的な DDS の開発
が必要である。 
 
 ウイルスベクターは遺伝子を高効率に導
入する手段として有効であるが、がん遺伝子
付近への導入遺伝子の挿入により、白血病、
造血異常などの重篤な副作用が報告されて
いる。 
 このことから応募者は、遺伝子挿入を伴わ
ない核酸医薬のキャリアーとしてウイルス
に注目し、ウイルスの外殻（エンベロープ）
と同様の構造を持つ膜小胞体（エクソソー
ム）を応用した DDS の開発を行ってきた。エ
クソソームに標的特異性を付加するため、乳
がんで高発現する EGFR の人工リガンドであ
る GE11 ペプチドを修飾した。このエクソソ
ームは乳がん細胞に高親和性であり、乳がん
モデルマウスに投与することにより有意に
腫瘍へ集積する（図２）。一般的にキャリア
ーの多くは標的細胞への到達が困難と言わ
れているが、応募者はエクソソームに特異性
分子を付加し、さらに腫瘍抑制性の核酸を内
包することで乳がんモデルマウスでの腫瘍
の抑制に成功した（Ohno et al., Mol Ther 
2013）。 
 
 
 

 
 
 
 
２．研究の目的 
これまでの成果か
ら、エクソソーム
が核酸医薬 DDS と
して有用であるこ
とを示した。一方
で、エクソソーム
を応用した DDS 開
発の問題は、エク
ソソームの修飾や、
核酸の内包される
効率が低いことに
ある。本研究では、
この問題を解決す

る方法として以下の理由からHCVを応用した
DDS を開発する着想に至った。 
 
 HCV は肝細胞および肝星細胞に特異性
のあるエンベロープ蛋白質をエクソソ
ーム上に発現させることが可能である。 

 核酸医薬を HCV ゲノムのパッケージン
グ領域に付加することで、エクソソーム
中へ高確率で内包することが実現可能
である。 

 HCV のゲノムは逆転写酵素を伴わない
ため遺伝子挿入による毒性がない。 
 

 したがって本研究では、エンベロープを発
現するエクソソーム（改変型エクソソーム）
による肝細胞および肝星細胞に特異的な核
酸医薬のデリバリーシステムを構築し、HCV
慢性感染および線維化に対する新規治療法
の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
①HCV ゲノム中へのリボザイム誘導性
shRNA(RZshRNA)の構築 
改変型エクソソーム内へshRNAを内包するた
め、HCV パッケージングベクターに TGF-βお
よび、HCV 特異的な shRNA を挿入する。shRNA
は改変型エクソソームに内包された後に HCV
ゲノムから切り離すため、RNA 切断活性を有
する RNA（リボザイム）により切り出しが可
能な構築をする。 
①-１）RZshRNA の構築 
TGF-βおよび HCV RNA 特異的 shRNA を構築す
る。shRNA の両端にはリボザイムの切断配列
を挿入する。さらにリボザイムはshRNAの5’
側に付加する。また、ノックダウン効率を高
めるため、shRNA を複数連ねたものを作製す
る（図４①）。 
①-２）RZshRNA によるノックダウン効率の計
測 
リボザイムによるshRNAの切り出しは高濃度
のマグネシウム存在下で行い、切断はノーザ
ンブロット法を用いて確認する。また、切り



出されたshRNA を改変型HCV導入肝細胞株お
よび肝星細胞株へ導入し、HCV および TGF-β 
mRNA のノックダウン効率で機能性を評価す
る。細胞内で切断反応が起こる場合、または
ノックダウン効果が低い場合は、誘導型リボ
ザイムを応用することを検討する。 
② RZshRNA を内包した改変型エクソソーム
の構築 

②−１）改変型エクソソーム産生細胞の樹立 
改変型エクソソーム産生細胞株を樹立する
ために、HCV のエンベロープ発現ベクターを
ヒト肝細胞株へ導入する（図４②）。産生さ
れた改変型エクソソームはELISAおよび免疫
電顕にて評価する。改変型エクソソームの標
的細胞内への取込効率は蛍光標識した改変
型エクソソームを肝細胞株および、肝星細胞
株の培養液に添加し、蛍光顕微鏡を用いて評
価する。 
 ②−２）RZshRNA を内包した改変型エクソソ
ームによるノックダウン効果の評価 
HCV パッケージングベクターに RZshRNA を挿
入し、in Vitro 転写により RNA を合成する。
合成RNAを改変型エクソソーム産生細胞へ導
入し、RZshRNA を内包する改変型エクソソー
ムを産生する細胞を作製する。この細胞培養
上清から改変型エクソソームを精製し、高濃
度マグネシウム存在下でリボザイムを活性
化することで shRNA の切断を誘導する。
RZshRNA の内包効率および shRNA の切り出し
効率は、qPCR 法およびノーザンブロット法を
用いて評価する。ノックダウン効果は、改変
型HCV導入肝細胞株および肝星細胞株を用い
て、HCV および TGF-β mRNA の qPCR 法で評価
する。ノックダウン効果が低い場合は、改変
型エクソソーム量の改善および遺伝子型の
異なるHCVゲノムを用いた再構築を検討する。 
 
③ モデルマウスを用いた線維化・HCV 抑制
効果の評価  
②−２で作製した改変型エクソソームが、モ
デル動物内の肝臓へ shRNA を送達し、HCV お
よび TGF-βmRNA をノックダウンするか検討
する。 
③−１）肝線維化・HCV 感染モデルマウスの作
成 
四塩化炭素の連続投与にて肝線維化モデル
マウスを作成する。肝線維化の発症は組織標
本にて確認を行う。HCV 感染モデルマウスは、
ルシフェラーゼ遺伝子を発現する改変型 HCV

を導入したヒト肝がん細胞株を免疫不全マ
ウスに移植して作成する。細胞の生着は、ル
シフェリン投与によるin Vivo イメージング
システム（IVIS）解析を用いて確認する。 
③−２）モデルマウスへの RZshRNA 内包改変
型エクソソームの投与 
蛍光標識した改変型エクソソームを、肝線維
化・HCV 感染モデルマウスの尾静脈より投与
し、肝細胞および肝星細胞での取り込みを
IVIS およびルミノメーターで解析する。
RZshRNA 内包した改変型エクソソームを、肝
線維化・HCV 感染モデルマウスの尾静脈より
投与する。TGF-βの産生および線維化は生化
学的、組織学的手法を用いて評価する。HCV
ゲノムコピー数に対する影響は IVIS および
qPCR 法を用いて評価する。改変型エクソソー
ムが生体に与える影響を確認するために、各
臓器について組織学的手法を用いて評価を
行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では核酸による慢性C型肝炎の治
療を実現するため、HCV の排除と慢性肝
炎に伴う線維化の治療を目的とした新規の
核酸医薬と DDS の開発を目指した。初め
に、HCV のエンベロープを基礎にした改
変型エクソソーム産生細胞を樹立するため
に、HCV のエンベロープ発現ベクターの
作製を行った。HCV の全長 DNA より、
HCV のエンベロープを構成する５‘側の
Core, E1, E2, P7, NS2領域をサブクロー
ニングし、エンベロープベクターを作製し
た。エンベロープベクターは、肝癌細胞株
Huh-7 およびヒト胎児腎細胞 HEK293 に
導入し、HCV エンベロープを恒常的に発
現する細胞株の樹立を試みた。結果、Huh-7
細胞では十分な発現が得られなかったが、
HEK293 細胞で強いエンベロープタンパ
ク質の発現を確認した（下図）。 

 
また、HCVの全長 DNAより、HCVの複
製を担う分子およびパッケージングシグナ
ルを有する３’側の NS3, NS4A, NS4B, 
NS5A, NS5B領域をサブクローニングし、
パッケージングベクターを作製した。以上
の実験から、改変型エクソソーム発現
HEK293細胞の樹立および、核酸医薬を改
変型エクソソームに内包するためのパッケ
ージングベクターの作製に成功した。 
 改変型エクソソームの精製および発現の
評価系は確立しており（下図）、四塩化炭素



の連続投与による肝線維化モデルマウスに
よる、肝繊維化の in vivo 評価系が既に確
立できている。従って、今後は、これらの
in vivoおよび in vitroの評価系を用いて、
改変型エクソソームの解析を行う。 

 
 本研究で樹立した改変型エクソソームは、
肝細胞へ効率よく医薬を送達するためのＤ
ＤＳとして慢性Ｃ型肝炎の治療をはじめ幅
広く応用出来る可能性があり、また改変型
エクソソームに効率よく核酸医薬を封入す
るパッケージングシステムは、核酸医薬の
実現化を推進することが期待される。 
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