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略語表 

 

7-AAD  7-aminoactinomycin 

ALT  L-alanine aminotransferase 

ApoB  apolipoprotein B 

ApoE  apolipoprotein E 

ASGPR  asialoglycoprotein receptor 

AST  L-asparate aminotransferase 

BSA  bovin serum albumin 

cDNA  complementary DNA 

Chol  cholesterol 

CV  coefficient of variety 

DDS  drug delivery system 

DDW  distilled deionized water 

DMG  dimiristoylgrycerol 

DODAP  2,3-dioleyl-N,N-dimethylaminopropane 

DPC  dynamic polyconjugate 

dpm  degradation per minute 

DSG  distearoylglycerol 

dsRNA  double strand RNA 

EPR  enhanced permeability and retention 

EtOH  ethanol 

FBS  fetal bovin serum 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

GalNAc  N-acetylgalactosamine 

HBSS  Hanks’ balanced salt solution 

HBV  hepatitis B virus 

HCV  hepatitis C virus 

HDL  high density lipoprotein 

hr  hour 

IFN  interferon  

IRES  internal ribosomal entry site 

LDL  low density lipoprotein 

LDLR  LDL receptor 

LNP  lipid nanoparticles 

LSEC  liver sinusoidal endothelial cell 
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MEND  multifunctional envelope-type nano device 

min  minute 

mRNA  messenger RNA 

NMR  nuclear magnetic resonance 

O/N  overnight 

PBS  phosphate buffered saline 

PCSK9  proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 

PE (蛍光) phycoerythrin 

PEG  polyethyleneglycol 

PFA  paraformaldehyde 

PLK1  polo-like kinase 1 

qRT-PCR quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction  

RBC  red blood cell 

RISC  RNA-induced silencing complex 

RNAi  RNA interference 

RONDEL RNAi/oligonucleotide nanoparticle delivery 

SCID  severe combined immunodeficiency 

SDS  sodium dodecylsulfonate 

sec  second 

SHM  staggered herringbone microfluidic mixing device 

siRNA  short interference RNA 

SNALP  stable nucleic acid lipid particle 

SR-B1  scavenger receptor type B class 1 

t-BuOH  tertially butyl alcohol 

TNS  sodium 6-(p-toluidino)-2-naphthalene sulfonate 

TTR  transthyretin 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

 

リン脂質については、本文中で初めて使用した際に名称を記載した。  
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序論 

 

 RNA interference (RNAi) は、細胞質内に導入された短鎖 2 本鎖 RNA である short 

interference RNA (siRNA) が細胞内タンパク質とRNA-induced silencing complex (RISC) 

というタンパク質-RNA 複合体を形成し、siRNA の guide strand と相補的な塩基配列を有

する messenger RNA (mRNA) を切断し、タンパク質への翻訳反応を阻害する現象のこと

である。この現象は、1998 年に Fire および Mello らによって初めて報告された[1]。この

時の発見は、線虫に人為的に長鎖 double strand RNA (dsRNA) を導入した際に、dsRNA

と相補的な塩基配列を有する遺伝子の mRNA の分解が起き、その遺伝子の発現抑制が認め

られたというものであった。その後、この現象は様々な種において高度に保存されたメカニ

ズムであることが明らかになった。一方で、哺乳類細胞に長鎖 dsRNA を導入すると、非特

異的な mRNA の分解、タンパク質合成の抑制、そしてインターフェロン応答の活性化が誘

起され、導入された細胞はアポトーシスを起こすことから、RNAi の哺乳類細胞への応用性

が問題視された[2,3]。しかし、2001 年に Elbashir らが、21 塩基長の dsRNA である siRNA

を用いることで、哺乳類細胞において重篤な副作用を生じさせずに RNAi を誘起させるこ

とに成功した[4]。それ以来、siRNA は今日の分子生物学に欠かせないツールとなっている。 

 siRNA は、その塩基配列特異的に標的遺伝子の発現を抑制可能であることから、医薬へ

の応用が期待されている。近年、オミックス研究の進展によって、疾患に関与するタンパク

質などの標的遺伝子の同定が容易になってきたにも関わらず、従来の低分子医薬では、標的

分子への十分な親和性、特異性、体内動態、さらには毒性プロファイルを全て満たす阻害薬

を発見する作業が律速段階になっているため、新薬開発の効率は一向に改善していないの

が現状である[5]。それと比較して siRNA の場合、近年行われたヒトゲノムプロジェクトの

完遂により、標的分子の同定が出来れば siRNA 配列を極めて迅速に設計することが可能で

ある。また、siRNA は数 pM から fM レベルの極めて低濃度で効果を発揮するものもしば

しば見受けられ、低分子医薬と比較しても標的分子に依存せずに安定的に高い活性を得る

ことができると考えられている[6]。さらに、低分子医薬や、近年の医薬品市場への躍進が

著しい抗体医薬では、標的になり得る疾患関連遺伝子の 2 割程度しかカバーできていない

と見積もられている一方で、siRNA は原理的にほぼ全ての遺伝子を標的とすることが可能

であることから、治療対象になる疾患領域を大幅に広げることが可能である[7]。siRNA に

はこれらの数多くの利点があるため、医薬への応用研究が盛んに行われ、硝子体内投与、皮

下投与および吸入等の局所投与さらには全身投与での臨床試験が行われている。 

 一方で、siRNA は分子量約 13,000 の負電荷を有する親水性高分子であるため、単純拡散

による細胞膜透過は期待できない。また、血中に投与した場合、速やかに腎クリアランスを

受け、体外に排泄されてしまう。さらに、生体内では豊富に存在するヌクレアーゼによって

容易に分解されてしまう。siRNA を 2’-OMe 修飾や 2’-F 修飾、ホスホロチオエート結合に

代表される化学修飾を施すことで、ヌクレアーゼ耐性を向上させることは可能であるが
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[8,9,10,11]、修飾 siRNA は活性の低下を引き起こすことも知られ、その化学修飾の程度は

厳しく制限される[12]。血中投与による化学修飾 siRNA デリバリーは、2004 年に米国の

siRNA ベンチャー企業である Alnylam Pharmaceuticals 社が、3’末端にホスホロチオエー

ト結合を、数塩基に 2’-OMe 修飾を施し、センス鎖の 3’末端にリンカーを介して cholesterol 

(Chol) を結合させた siRNA (Chol-siRNA) を報告した[13,14]。Chol-siRNA は体内の low 

density lipoprotein (LDL) や high density lipoprotein (HDL) 等のリポタンパク質と結合

し、それぞれの受容体である LDL 受容体 (LDLR) や scavenger receptor type B class 1 

(SR-B1) を介して肝臓細胞へ取り込まれ、静脈内投与での ED50値は 50 mg/kg であると報

告された。また、-tocopherol を 5’末端に結合させた Dicer substrate 型 siRNA が、2008

年に Nishina らにより報告され、前述の Chol-siRNA と標的は異なるものの、ED50値が 2 

mg/kgとなり、活性が飛躍的に向上した[15]。さらに最近では、Alnylam社が化学修飾siRNA

のセンス鎖の 5’末端にリンカーを介して N-acetylgalactosamine (GalNAc) クラスターを

結合させたコンジュゲート (GalNAc-siRNA) を開発した (Fig. 1) 。GalNAc-siRNA は肝

実質細胞の細胞膜表面に高密度に存在するアシアロ糖タンパク質受容体 (ASGPR) を介し

て肝実質細胞に取り込まれる。静脈内投与よりも皮下投与の方が適切であることが見出さ

れ、transthyretin (TTR) を標的として ED50値で 5 mg/kg を示し、現在、家族性アミロイ

ド多発ニューロパシー1に対する第Ⅱ相臨床試験が行われている  (ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01981837) 。しかし、このような化学修飾 siRNA の静脈内投与におけるバ

イオアベイラビリティは、後述する siRNA キャリアと比較して 1/100〜1/1000 程度に留ま

る。そのため、siRNA をより効率的に標的組織へ送達させる drug delivery system (DDS) 

の開発研究が盛んに行われている。肝臓、がん組織、脳および肺などの様々な組織への

siRNA 送達キャリアの開発が報告されており、その中でも肝臓およびがん組織を標的とし

た研究が非常に多い。詳細は後述するが、これら組織の血管には直径 100 nm 以上の間隙が

存在するため、100 nm 以下の粒子径に制御されたキャリアは血管を透過してそれぞれの組

織の実質細胞に物理的にアクセスすることが、他の組織と比較して容易であることが最大

の理由である。以降に肝臓およびがん組織を標的とした siRNA キャリアの中で特に優れた

成果を挙げている例を順に述べる。 

                                                   
1 遺伝的に変異した transthyretin タンパク質が主に肝臓から産生され、血中へ分泌されると、繊維状のアミロイドと

呼ばれる特異なタンパク質が形成される。このアミロイドが神経節を含む末梢神経、自律神経系や他の組織に沈着する

ことにより臓器障害を引き起こす、予後不良のアミロイド症である。 
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 静脈内投与によって肝臓、特に肝実質細胞に siRNA キャリアを送達する方法として、能

動的標的化および受動的標的化の 2 種類が存在する。前者は肝実質細胞に標的化可能なリ

ガンド分子をキャリアに結合することで行われる。古くは galactose (Gal) の ASGPR への

親和性を利用した標的化が広く行われていた。また、前述したGalNAcはGalよりもASGPR

への高い親和性を有することが知られることから、用いられるようになった[16]。一方、後

者に関しては、Yan らが、中性リン脂質と Chol で構成される中性リポソームをマウスに静

脈内投与した際、リポソームが内因性の apolipoprotein E (ApoE) 依存的に肝実質細胞に取

り込まれることを報告している[17]。また、血中に投与されたキャリアが肝実質細胞へ取り

込まれるためには、肝類洞血管内皮細胞に存在するフェネストラと呼ばれる穴を通過し、デ

ィッセ腔側へ移行する必要がある[18]。フェネストラの直径は動物種によって異なるが、マ

ウスでは平均 141 nm 程度、ヒトでは平均 107 nm 程度であると報告されている[19]。従っ

て、肝臓を標的とする際に、キャリアの直径をフェネストラ直径よりも小さく制御する必要

がある。 

 肝臓へのsiRNAデリバリーキャリアとして臨床試験が進行している例としては、stable 

nucleic acid-lipid particle (SNALP) (現在の名称はlipid nanoparticle (LNP)) や、dynamic 

polyconjugates (DPC) を用いる方法がある。まず、LNPはProtiva Biotherapeutics社 (現

Tekmira社) がその製造特許を有するリポソーム型siRNAキャリアである。膜融合活性に優

れた独自のpH応答性カチオン性脂質を含み、エンドソーム内の酸性環境下で中性からカチ

オン性に変化し、効率的に膜融合を誘起する特徴を持つ[20,21,22]。Alnylam社は、pH応答

性脂質DLin-DMA (Fig. 2a) を含む第1世代LNPを用い、標的遺伝子をTTRとして、家族性

アミロイド多発ニューロパシーに対する第Ⅰ臨床試験を2010年6月より開始した 

(ClinicalTrials.gov  Identifier: NCT01148953)。最大投与量1 mg/kgにおいて標的遺伝子の

抑制が観察されたが、その効率は1人の患者において80%程度に達したものの、平均では40%

程度に留まった[23]。しかし、2012年に、新たなpH応答性脂質DLin-MC3-DMA (MC3) (Fig. 

2a) を開発することで、静脈内投与でのED50値が0.005 mg/kgを達成し、肝臓へのsiRNA送

達効率を飛躍的に向上させることに成功した[24]。そこで、このMC3を含む第2世代LNPを

用いた第Ⅰ相臨床試験が開始され (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01559077) 、0.15 
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mg/kgあるいはそれ以上の投与量では全ての被験者において80%以上のTTR遺伝子発現抑

制効果が観察され、血液学的パラメーターの変化も観察されなかったことから、安全性と十

分な活性が示された [23]。現在はPatisiranという名前で、第Ⅲ相臨床試験中である 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01960348) 。また、この第2世代LNPを用い、標的遺伝

子をProprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) として、家族性高コレステロ

ール血症に対する第Ⅰ相臨床試験が 2011年 9月より開始され  (ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01437059) 、良好な結果が報告されている[25]。さらにMaierらは、MC3を

基盤構造として炭化水素鎖の末端あるいは中央部にエステル結合を入れた構造を有する新

規pH応答性脂質の開発を報告した[26]。この脂質は細胞内でリパーゼによりエステル結合

を切断され、さらに酸化を受けることで、siRNA送達後に細胞内で速やかに分解・排泄を

受けるため、カチオン性脂質の蓄積毒性が回避され、MC3と比較して毒性が低減されてい

る。また、MC3と同程度の高い活性を有するため、Alnylam社はこの脂質を第3世代として

報告している。このような目覚ましい進展により、LNPは現在最もsiRNA医薬の上市に近

い技術であると言われている。また、Arrowhead Research Corporation社が特許を有する

DPCは、2007年、Rozemaらによって初めて報告された[27]。DPCは膜障害性カチオン性ポ

リマーに、siRNAがジスルフィド結合を介して結合されている。また、ポリマーのカチオン

性を担うアミノ基は、酸性下で速やかに切断されるcarboxylated dimethyl maleic acid 

(CDM) を介してポリエチレングリコール (PEG) あるいはGalNAcで修飾されることでマ

スクされている (Fig. 2b) 。また、siRNAが結合していないポリマーと、Chol-siRNAを共

投与することでも、それぞれが肝実質細胞へ移行し、同一エンドソーム内に移行するために、

遺伝子抑制が達成されることが報告された[28]。さらに、ポリマーを膜障害性melittin様ペ

プチドに置き換えた場合、ED50で0.01 mg/kgという高い活性を達成し[29]、安全性も確認

されたため、現在はHepatitis B virus (HBV) に対する第Ⅰ相臨床試験が2013年6月より開

始されている (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01872065) 。 

 また、静脈内投与によってがんに siRNA キャリアを送達するために、PEG でキャリア表

面を修飾する手法が汎用されている。がん組織では、細胞分裂が盛んながん細胞へ酸素や栄

養を供給するためのルートである血管を確保するために、血管新生が非常に亢進している。

この新生血管は正常組織の血管とは異なり、無秩序に発達するために血管内皮細胞間に数

百 nm 程度の間隙が多く存在し、血管透過性が亢進しているという特徴を有する。血中に長

時間滞留する高分子はこの間隙を介して受動的にがん組織へ蓄積していく。また、がん組織

では高分子化合物の組織外排泄を担うリンパ管の発達は未熟であるため、蓄積した高分子

化合物は組織からの排泄を受けにくい。この現象は enhanced permeability and retention 

(EPR) 効果として知られている[30,31]。キャリアを PEG で修飾することで、キャリア表

面に水和層が形成されることで血漿タンパク質の吸着が抑制される。その結果、血中で長時

間循環するようになり、EPR 効果によってがん組織へ蓄積することが知られている。現在

報告されている siRNA キャリアのほとんどが、この EPR 効果を介したがん組織への受動
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的標的化を行っている。このように、PEG 修飾はキャリアの体内動態を向上させるには非

常に有用ではあるが、キャリアの細胞内動態の観点では大きな弊害を起こすことも明らか

になっている。多くの核酸キャリアは、負電荷を有する核酸との静電的な結合と、負電荷を

帯びた細胞膜との相互作用を目的として、表面がカチオン性を帯びている。前述のように、

PEG 修飾はキャリア表面に水和層を形成させることでカチオン性をマスクするため、細胞

膜との結合を阻害することで、キャリアの細胞への取り込みを低下させる[32]。また、リポ

ソームに関して、カチオン性リポソームはエンドソーム膜と逆ヘキサゴナル相への相転移

を介した膜融合を起こすことでエンドソーム脱出するモデルが提唱されているが (Fig. 3a) 

[33]、PEG 修飾はキャリアとエンドソーム膜との結合を阻害する。また、リポソーム脂質

膜への PEG 修飾に用いられる PEG 脂質は非常に嵩高い親水部位を有するため、脂質全体

として逆コーン型をとる (Fig. 3c) 。従って、PEG 脂質は親水部位を内側に向けた円柱型

の逆ヘキサゴナル相への相転移を抑制することで、エンドソーム脱出過程を妨げる (Fig. 

3b,c) [34]。これらの結果として、PEG で修飾された核酸キャリアによる核酸の細胞質への

送達効率が顕著に低下することはよく知られている[35]。この PEG ジレンマとも呼ぶべき、

PEG 修飾に伴う細胞内動態効率の低下は、EPR 効果を利用した核酸キャリアを開発する上

で回避しなければならない問題である[36]。 
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 がんへの siRNA デリバリーキャリアとして臨床試験に進行している例としては LNP、

RNAi/oligonucleotide nanoparticle delivery (RONDEL) 、siRNA-EphA2-DOPC、そして

Atu027 がある。LNP に関しては、標的遺伝子を kinesin spindle protein (KSP) および

vascular endothelial growth factor (VEGF) とし、肝転移を起こした固形がん患者を対象

に行われた[37]。安全性が確認され、また、0.7 mg/kg以上の投与量では 50%の患者で stable 

disease を示し、一定の治療効果も確認されている。また、RONDEL は Arrowhead 社の

子会社である Calando Pharmaceuticals 社が特許を有し、シクロデキストリンを含むカチ

オン性ポリマー (CDP) 、siRNA、アダマンタンが末端に結合した PEG、さらにその PEG

の反対側の末端にトランスフェリンを結合させたもの、計 4 種の構成物を単純混合するこ

とで調製される (Fig. 4) [38]。トランスフェリン修飾により、トランスフェリン受容体を

高発現するがん細胞に効率よく取り込まれる。固形がん患者を対象に、2008 年 5 月より

第Ⅰ相臨床試験が開始され (NCT00689065) 、世界で初めてヒトにおける RNAi の誘導を

証明したものの[39]、2012 年に RONDEL が腎糸球体基底膜上で分解されることで血中か

ら速やかにクリアランスされることが明らかとなった[40]ことから、2014 年 1 月現在で

Arrowhead 社の pipeline から消えている。また、siRNA-EphA2-DOPC はテキサス大学

の Sood らのグループにより、2005 年に報告されたものであり、1,2-dioleoyl-sn-glycero-

3-phsophatidycholine (DOPC) と siRNA を t-BuOH 中で混合し、さらに Tween 20 を混

合した溶液を凍結乾燥させ、生理食塩水で再溶解させることで調製される[41]。卵巣がん

の腹膜播種モデルや乳がんの同所移植モデルにおけるがんの成長を抑制したことを報告

している[41,42,43]。また、本キャリアを多孔性シリコン粒子に組み込むことで siRNA を

徐放化し、3 週間に亘って遺伝子発現を持続的に抑制したことを報告した[44]。2012 年 5

月に ClinicalTrials.gov に登録され、今年にも固形がんを対象とした臨床試験が開始され

る見込みとなっている。 

 以上のように、現在までに様々な siRNA キャリアが臨床試験に移行しているものの、

siRNA 送達の問題が完全に解決している訳ではない。Alnylam 社は、肝臓の遺伝子抑制効

率と、肝臓内の RISC に結合した siRNA 量との関係を検討した結果、遺伝子発現を 50%抑
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制するのに必要な siRNA は 1 細胞当たり 400-500 個足らずであることを明らかとした。

ED50 や肝細胞数を考慮して計算すると、現時点で世界最高性能を有すると考えられる

MC3-LNPによる siRNAの肝細胞への送達効率は、僅か 2%程度であると推察されている。

実際に、MC3-LNP に siRNA 結合金ナノ粒子を封入し、静脈内投与後の肝臓における金ナ

ノ粒子の細胞内局在を観察したところ、僅か 2%しか細胞質に存在せず、残りの 98%はリソ

ソームに局在していることが明らかとなっている[45]。従って、エンドソーム脱出過程は依

然として大きな改善の余地が残されており、本過程の効率の向上は数十倍の活性の向上に

つながることを示唆している。また、がんを標的とした siRNA 送達キャリアは、肝臓を標

的としたものと比較して比較的高い投与量を必要としている。また、達成される遺伝子ノッ

クダウンの効率は 50-70%程度に留まり、肝臓の様に標的遺伝子の発現を 90%以上の高い効

率で抑制したデータは見受けられない[46,47]。これは、破綻した血管構造や低 pH 環境等

に代表されるがん組織特有の何らかの特徴が関与している可能性が考えられる。 

当研究室は、siRNA デリバリーシステムとして、脂質膜が siRNA の周りを覆った構造を

有する多機能性エンベロープ型ナノ構造体 (multifunctional envelope-type nano device; 

MEND) の開発研究を行っている[48,49]。これまでに、in vivo においては肝臓への siRNA

送達に一定の成功を収めているものの、標的遺伝子のノックダウン効率は 1 mg/kg という

高い投与量においても 50%程度に留まっていた[50,51]。また、がん組織においても標的遺

伝子のノックダウンに成功しているものの、その効率は 40%程度であった[47]。そこで本研

究では、筆者が以前に開発した高い膜融合活性を有する pH 応答性脂質、YSK05 (本章の第

１章において詳細に述べる) を用いた in vivo siRNA 送達キャリアの構築を目的とした。肝

臓はウィルス性肝炎を抱える臓器であり、新規治療薬の開発が強く望まれている領域であ

ることから、第一の標的を肝臓とした。さらに、依然として強いアンメットメディカルニー

ズの存在する疾患であるがんを第二の標的とした。第 1 章では、YSK05 を用いた siRNA キ

ャリアの肝臓における遺伝子抑制活性の向上と、hepatitis C virus (HCV) 治療効果の検討

を行った。第 2 章では、新規 pH 応答性脂質を用い、pH 応答性脂質の脂質膜 pKa がキャ

リアの動態・活性等に及ぼす影響についての検討を行った。第 3 章では、効率的な遺伝子ノ

ックダウンを達成するために必要な siRNA キャリアの条件とがん組織の特性との関連性の

解明と、それ踏まえた siRNA キャリアの改良を試みた。 
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本論 

 

第 1章 YSK05-MENDによる in vivo肝臓への siRNA送達と HCV治療への応用 

 

1-1 緒言 

 

 序論でも述べたように、肝臓の血管内皮細胞にはフェネストラと呼ばれる 100〜150 nm

程度の間隙が存在しているために、血中に投与された直径 100 nm 以下のナノ粒子はディ

ッセ腔へ移行し肝実質細胞へアクセスすることが可能である (Fig. 1-1) 。また、肝臓は糖

尿病、高脂血症、肝炎、肝がんなどの多くの疾患に関わっていることから、肝臓を標的とし

た核酸キャリア開発が多く行われている。 

  

電荷が中性のリン脂質とコレステロールからなる中性リポソームを血中に投与すると、

ApoE がリポソーム表面に結合し、LDLR を発現する肝実質細胞に取り込まれる。そのため、

中性リポソームは肝実質細胞に対する核酸キャリアとして有用であると考えられるが、多

くの核酸キャリアは、負電荷を有する核酸をキャリアに効率的に搭載するため、また、負電

荷脂質を含むエンドソーム膜との膜融合を目的として内膜および外膜はカチオン性を帯び

ている。しかし、このようなカチオン性リポソームは血中において血漿タンパク質と非特異

的に結合することで細網内皮系により血中から速やかに排除され、標的の肝実質細胞へ移

行することができないというジレンマが存在する。 

 序論で述べた LNP はこのジレンマを解決した 1 つの例である。LNP (Fig. 1-2a) は序論

で示したように、親水部位に第 3 級アミンを持つ pH 応答性脂質を含み、血中などの中性環

境ではプロトン化しないが、エンドソームなどの酸性 pH ではカチオン性に変化することで

エンドソーム膜と相互作用し、膜融合を介して siRNA を細胞質へと送達する (Fig. 1-2b) 

[52,53,54] 。Zimmermann らは、pH 応答性脂質 DLin-DMA を含む LNP を用い、マウス
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およびサル肝臓において標的遺伝子の顕著なノックダウンに成功した[21]。また、序論で述

べたように、エンドソーム膜との膜融合はラメラ相から逆ヘキサゴナル相への相転移過程

が重要であるため、この相転移が促進されるように疎水部位が嵩高いコーン型を有する pH

応答性脂質 DLin-KC2-DMA が合理的に設計された[20]。さらにそれを基に多くの pH 応答

性脂質が設計された中で DLin-MC3-DMA が見出され、肝実質細胞特異的遺伝子である

FVII を ED50値として 0.005 mg/kg という投与量でノックダウンが達成された[24]。 

 当研究室においても独自の pH 応答性脂質である YSK05 の開発に成功している

[47,55,56,57]。YSK05 は第 3 級アミンを有する親水基と鎖状ケタール結合を介して 2 本の

cis,cis-octadeca-9,12-dienol が結合した構造を有する (Fig. 1-3b) 。YSK05 が高い膜融合性

を有することは、次に示す実験によって示されている。YSK05 あるいは既存の pH 応答性

脂質である 2.3-dioleoyl-N,N-dimethylammoniumpropane (DODAP) (Fig. 1-3a) を含むリ

ポソームとマウス赤血球を、様々な pH に調整した緩衝液中で混合し、インキュベート後、

リポソーム膜と赤血球膜との膜融合による膜の不安定化に伴う赤血球からのヘモグロビン
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の漏出を測定した。その結果、YSK05 を含むリポソームでは弱酸性 pH (5.5〜6.5) におい

て高いヘモグロビン漏出を引き起こした (Fig. 1-3c) 。また、luciferase を安定発現した

HeLa 細胞に YSK05 を含む (YSK05-MEND)に封入された luciferase に対する siRNA 

(siLuc) を添加したところ、添加濃度依存的に luciferase のノックダウンが認められた (Fig. 

1-3d) 。そのノックダウン活性は DODAP を含む MEND (DODAP-MEND) と比較して非



 15 / 106 

 

常に高く (IC50値: 2 nM) 、また、市販のトランスフェクション試薬である Lipofectamine 

2000 と比べて 10 倍程度上回る高い活性であることが明らかとなった。しかし、YSK05-

MEND が静脈内投与後に肝臓において効率的な遺伝子ノックダウンを達成可能かの検討は

なされていない。本章では、YSK05-MEND の静脈内投与後の肝臓におけるノックダウンに

ついての検討と、肝疾患治療への応用性の検討を試みた。 

 

  



 16 / 106 

 

1-2 結果 

 

1-2-1 YSK05-MEND の組成最適化 

In vitro 培養細胞におけるノックダウン活性を指標として最適化した YSK05-MEND の

脂質膜成分には phosphatidyethanolamine (PE) の 1 種である 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-

glycero-3-phosphatidylethanolamine (POPE) が含まれている (Fig. 1-4) 。PE 系脂質の親

水部位の占有体積は小さいため、疎水性部位が比較的嵩高いコーン型脂質に分類される[58]。

従って、PE 系脂質はラメラ相よりも逆ヘキサゴナル相を取りやすく、PE 系脂質を含むリ

ポソームは膜融合活性が高いことが知られている[58]。一方、phosphatidylcholin (PC) 系

脂質は親水部位の占有体積が比較的大きいため、シリンダー型を取り、ラメラ相を安定化さ

せる。脂質組成の一部に PE あるいは PC を含む MEND の in vitro 培養細胞におけるノッ

クダウン活性を調べたところ、PE 系脂質を含む MEND の活性は PC 系脂質を含む MEND

と比較して高いことが明らかとなっている[56]。しかしながら、PE 系脂質を含むリポソー

ムを血中に投与すると補体 C3b と結合する[59]。補体 C3b はその内部にチオエステル結合

を有し、タンパク質、糖質そして脂質のヒドロキシル基やアミノ基と共有結合することが知

られる[60,61,62]。そのため、第 1 級アミンを持つ PE 系脂質は補体 C3b と共有結合し、オ

プソニン化を受けることでマクロファージにより認識され、血中から速やかに排除される

ため、PE 系脂質を含むリポソームは標的細胞へ到達することが困難である[63]。従って、

YSK05-MEND の脂質組成を、in vivo 用に最適化する必要がある。実際に、in vitro におい

て最適化された脂質組成  (YSK05/POPE/Chol/PEG-DMG (50/25/25/3, mol%)) を有する

YSK05-MEND は in vivo 肝臓においてノックダウン活性を全く示さなかった (データ未掲

示 ) 。そこでまず、YSK05-MEND の脂質組成比を、過去の論文 [16]を参考として

YSK05/DSPC/Chol/PEG-DMG (50/10/40/3, mol%) と (Fig. 1-4) し、これを基準組成とし

た。YSK05 は MEND のエンドソーム膜との膜融合に必須である。また、Chol はリポソー

ムの血液中における物理的安定性を確保する上で必須であることが知られている

[64,65,66]。PEG-DMG は炭素数 14 のミリスチン酸を疎水性部位に持つ PEG 脂質である 
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(Fig. 1-4) 。脂肪酸鎖長が短いため、リポソーム膜との疎水的結合力が低い。従って、血中

への投与によってリポソーム溶液が希釈されると PEG-DMG はリポソーム膜から容易に脱

離するために、リポソームの血中滞留化にはほとんど寄与しない[67,68]。しかし、MEND

調製時の粒子の凝集防止や粒子径制御に必須であるために使用している。本章では以降、脂

質組成を様々に変化させた YSK05-MEND を調製したが、平均粒子径は全て 66〜81 nm の

値を示した。 

まず、DSPC の必要性について検討を行った。DSPC を含まない YSK05-MEND の脂質

組成は YSK05/Chol/PEG-DMG (55/45/3, mol%) とした。また、siRNA は当研究室の林ら

が用いてきた、HDL の主な受容体として知られる scavenger receptor type B class 1 (Sr-

b1)に対する siRNA (siSr-b1) を使用した。各 YSK05-MEND に封入した siSr-b1 をマウス

に 1 mg/kg で静脈内投与し 24 hr 後の肝臓中 Sr-b1 発現を qRT-PCR 法により測定した。

その結果、DSPC を含む基準組成 (PC(+)) と DSPC を含まない組成 (PC(-)) との間に有意

なノックダウン効率の差は認められなかった (Fig.1-5a) 。この実験から、肝臓における遺

伝子ノックダウンに DSPC は必須ではないと判断し、以降、DSPC は用いないこととした。

続いて、YSK05 と Chol の最適な比を、YSK05/Chol で 55/45〜80/20 mol%の範囲で検討

した。その結果、YSK05 70 mol%までは、YSK05 含量の増加に伴ってノックダウン活性が

上昇した (Fig. 1-5b) 。また、YSK05 含量 70%〜80%の範囲では、YSK05 含量の増加によ

ってノックダウン活性の減少傾向が観察された  (Fig. 1-4c) 。以上の結果から、Y 

SK05/Chol/PEG-DMG (70/30/3, mol%) が最も高いノックダウン活性を有すると判断し、

これを最適組成とした。ここで、最適化前後の YSK05-MEND の Sr-b1 ノックダウン活性

を比較した。その結果、基準組成および最適組成 YSK05-MEND は ED50値でそれぞれ 0.8 

mg/kg と 0.1 mg/kg を示し、最適化によってノックダウン活性が 8 倍上昇したことが明ら

かとなった (Fig. 1-6a) 。他の標的遺伝子においても同様の結果が得られることを確かめる

ために、肝臓におけるノックダウン活性の指標に汎用され、肝実質細胞特異的遺伝子である
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coagulation factor vii (FVII) を標的遺伝子として、最適化前後の YSK05-MEND のノック

ダウン活性を比較した。また、FVII に対する siRNA (siFVII) は、Alnylam 社が用いてい

る siRNA と同じ配列および化学修飾様式のものを使用した[69,70]。各 YSK05-MEND に

封入された siFVII をマウスに静脈内投与し、48 時間後における肝臓中 FVII mRNA 発現

を qRT-PCR 法により、また、血漿中 FVII タンパク質発現を酵素活性の測定により、それ

ぞれ調べた。その結果、最適組成では投与量依存的な FVII 発現の減少が観察され、ED50値

は mRNA レベルで 0.1 mg/kg、タンパク質レベルで 0.06 mg/kg であった (Fig. 1-6b,6c) 。

また、Sr-b1 のノックダウン実験と同様に、最適組成 YSK05-MEND は基準組成 YSK05-

MEND と比べて高い遺伝子ノックダウン活性を有することが明らかとなった (Fig. 1-

6b,6c) 。また、1 mg/kg の投与量において、タンパク質レベルで 96%のノックダウン効率

が得られた (Fig. 1-6c) ことから、最適組成 YSK05-MEND はほぼ全ての肝実質細胞に取

り込まれてノックダウンを誘起したことが示唆された。続いて、最適組成 YSK05-MEND

の投与により、期待される薬理効果が確かに得られるかを調べることとした。アポリポタン

パク質の１種である apolipoprotein B (ApoB) は、血漿中コレステロールレベルを調節する

因子として知られ、ApoB 発現を抑制することで血中コレステロール値が減少することが知
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られており[21,71,72]、本遺伝子を標的としたアンチセンス医薬 KYNAMRO (mipomersen 

sodium) が米国で承認されている。そこで、最適組成 YSK05-MEND に封入された siApoB

をマウスに 1 mg/kg で静脈内投与し、48 hr 後の血漿中総コレステロール濃度を測定した。

その結果、siApoB 投与群において総コレステロール値の 55%の減少が認められた (Fig. 1-

6d) 。次に、FVII ノックダウンの持続性を調べた。siFVII 封入最適組成 YSK05-MEND を

マウスに 1 mg/kg で静脈内投与し、血漿中 FVII タンパク質を経時的に測定した。その結

果、投与から 14 日後まで有意な FVII 発現の抑制が観察された (Fig. 1-7) 。 

 そこで、脂質組成最適化前後の YSK05-MEND の物性を比較することで、ノックダウン

活性上昇の原因の解明を試みた。まず、脂質膜 pKa を TNS assay により測定した[73]。

TNS は負電荷および疎水性部位を有する蛍光物質であり、水溶液中では疎水性部位が水和

することでほとんど蛍光を発さないが、カチオン性を帯びた脂質膜と静電的に相互作用し、

疎水性部位が脂質膜中に移行することで強い蛍光を発する (Fig. 1-8a) 。従って、YSK05-

MEND と TNS を、様々な pH に調整した緩衝液で希釈・混合し、その溶液の蛍光強度を測

定し、pH と蛍光強度との関係をプロットすることで、YSK05 の脂質膜 pKa を in situ で

測定することが可能である。測定の結果、基準組成は pKa 6.6 を、最適組成では脂質膜 pKa 
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6.4 を示し、最適化によって pKa が 0.2 ユニット減少したことが明らかとなった (Fig. 1-

8a) 。続いて、YSK05-MEND の膜融合活性を、赤血球に対する膜障害活性を指標に調べた。

YSK05-MEND とマウス赤血球を各 pH の緩衝液中で混合し、37℃、30 min でインキュベ

ート後、赤血球から漏出したヘモグロビン由来の吸光を測定した。その結果、pH7.4 におい

ては両 YSK05-MEND とも膜障害活性を示さず、低 pH 領域では pH の低下および YSK05-

MEND 量の増加に依存して高い膜障害活性が上昇した (Fig. 1-8b,8c) 。また、最適組成は

基準組成と比較して高い膜障害活性を示した。例として、pH6.0 において、基準組成では

55%の膜障害効率を示すのに 30 L 分の MEND を必要とするが、最適組成ではその 1/10

量の 3 L で同程度の効率を示した。 

 

1-2-2 YSK05-MEND の体内分布と肝毒性評価 

 最適組成 YSK05-MEND の静脈内投与後の体内分布を調べた。Cy5 標識 siGL3 および

DiD (脂質膜染色用蛍光物質) を用いることで、それぞれ siRNA および MEND 脂質膜の分

布を調べた。各蛍光物質で標識された最適組成 YSK05-MEND (0.5 mg/kg の siRNA 量を

含む) をマウスに静脈内投与し、30 min 後の肝臓、肺、脾臓への siRNA および MEND 脂

質膜移行量を、組織ホモジネート中の蛍光強度を基に算出した。その結果、siRNA と MEND

脂質膜は共に肝臓へ70%程度の高い集積を示した (Fig. 1-9a) 。これより、最適組成YSK05-

MEND は内封 siRNA を血中で漏出することなく、肝臓へ送達していることが示唆された。

また、静脈内投与後、最初に通過する組織である肺への集積は 1%未満であった。また、肝

臓と同様に、リポソームの主要なクリアランス臓器として知られる脾臓への集積量は 10%

以下であった。また、Cy5 標識 siGL3 を単独で静脈内投与したところ、肝臓への集積量は

1.7%と低く、肺や脾臓に関しては検出感度以下であった (Fig. 1-9b) 。従って、最適組成

YSK05-MEND に封入された Cy5 標識 siGL3 の各組織への移行量は、Cy5 標識 siRNA あ

るいは Cy5 の非特異的な集積によるアーティファクトではなく、YSK05-MEND による送

達の結果を表していることが確認された。続いて、siRNA の肝臓内分布を調べた。最適組

成 YSK05-MEND に封入した Cy5 標識 siGL3 をマウスに 0.5 mg/kg で静脈内投与し、30 

min 後の肝臓をパラホルムアルデヒドにより固定し、凍結切片を作成後、共焦点レーザー走

査型顕微鏡を用いて観察した。その結果、siRNA が肝臓内に均一に分布している様子が観

察された (Fig. 1-10) 。また、多くが血管外に局在していることから、肝実質細胞へ効率的

に移行していることが示唆された。体内分布および肝臓内分布実験の結果より、最適組成

YSK05-MEND は肝実質細胞に多く移行していることが示唆されたため、肝毒性が懸念さ

れた。そこで、最適組成 YSK05-MEND による肝毒性を、肝逸脱酵素である血清中 AST お

よび血清中 ALT 活性を指標に調べた。また、全身的な毒性の指標として、最適組成 YSK05-

MEND 投与前後の体重変化を測定した。最適組成 YSK05-MNED をマウスに 0.3 または 1 

mg/kg で静脈内投与し、24 hr 後の体重、血清中 AST および ALT 活性を測定した。その結

果、いずれの投与量においても、PBS 投与群と有意な差は認められず、本投与量では最適
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組成 YSK05-MEND による顕著な毒性はないことが示唆された (Fig. 1-11) 。 

 

 

1-2-3 YSK05 の炭素鎖不飽和度の検討 

 Heyes らは、pH 応答性カチオン性脂質の炭化水素鎖の不飽和結合の数は、その脂質の膜
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融合活性およびその脂質を含有するキャリアの in vitro 培養細胞における活性に大きな影

響を与え、不飽和数 2 の炭化水素鎖を有する脂質が最も siRNA 送達に適していると報告し

ている[74]。YSK05 はこの報告を基に、不飽和数 2 のリノール酸を原料に用いて合成して

いる。今回、in vivo において最適な不飽和数の検討を行なうために、0〜3 の各不飽和数の

炭化水素鎖を有する YSK05 誘導体 (Fig. 1-12a) を合成し、比較することとした。これまで

用いてきた YSK05 は、不飽和数 2 の炭化水素鎖を含むため、ここでは YSK05-2 と表記す

る。また、不飽和数 0 の YSK05 誘導体 (YSK05-0) に関しては、アルコールに不溶であり、

MEND の調製が困難であったため、検討から除外した。まず、in vitro におけるノックダ

ウン活性を調べた。脂質組成は YSK05 誘導体/DOPE/Chol/PEG-DMG (30/40/30/3, mol%) 

とした。各 YSK05 誘導体-MEND に封入した luciferase に対する siRNA (siGL4) を、dual-

luciferase 安定発現 HeLa (HeLa-dluc) 細胞に各濃度で添加し、24 hr後における luciferase

の発現を dual-luciferase assay により測定した。その結果、不飽和数 3 の YSK05 誘導体 

(YSK05-3) の活性がやや高い傾向はみられたものの、全ての添加濃度において他の YSK05
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誘導体と有意な差は認められなかった (Fig. 1-12b) 。そこで、マウス肝臓における FVII ノ

ックダウン活性を調べた。MEND の脂質組成は YSK05 誘導体/Chol/PEG-DMG (70/30/3, 

mol%) とした。各 YSK05 誘導体-MEND に封入した siFVII を 0.2 mg/kg で ICR マウスに

静脈内投与し、24 hr 後における血漿中 FVII 酵素活性を測定した。その結果、不飽和数 1

の YSK05 誘導体 (YSK05-1) はノックダウンを示さず、YSK05-2 および YSK05-3 は共に

50%程度のノックダウン効率を示した (Fig. 1-12c) 。以上の結果より、YSK05 の炭化水素

鎖の不飽和数を変化させることでノックダウン活性の顕著な上昇は見られなかったものの、

in vitro および in vivo の両方において、YSK05-3 が、YSK05-2 と同等の高い活性を示し

た。YSK05-3 の原料である-リノレン酸は様々な植物油に含まれるが、その含有量は低い

ため、リノール酸と比較してやや高価であり、製品の純度も低い。また、不飽和数が多いほ

ど、脂質の過酸化が発生しやすく、潜在的に化学的安定性が低いと考えられる。以上より、

以降の実験も引き続き YSK05-2 を使用することとした。 

 

1-2-4 YSK05-MEND の保存安定性評価 

 キャリアの調製後の保存安定性は、その実用化において重要な因子である。保存安定性を

向上させるためには、キャリア自体の安定性向上に関する検討と、キャリアの適切な保存条

件の検討が重要であると考えられる。前者に関しては、キャリアの保存安定性とノックダウ

ン活性が相反する可能性や、目的や優先度に応じて最適とする条件が異なる場合が想定さ

れ、検討が煩雑になるために、今回は後者に関する検討を行った。また、YSK05-MEND は

pH 応答性を有することから、保存溶液の pH は YSK05-MEND の安定性に影響を与えるこ

とが予想されることから、pH に着目して検討を行うこととした。温度に関しては、MEND

の崩壊を加速させるために 50℃の高温条件とした。まず、50℃に短時間おいた後の siRNA

の YSK05-MEND からの漏出を調べた。siSr-b1 封入最適組成 YSK05-MEND を様々な pH 

(4.0〜7.4) の緩衝液中、50℃で 0〜180 min 間インキュベートした後、Ribogreen assay に

より siRNA の漏出率を算出した。その結果、緩衝液の pH が上昇するにつれて siRNA の

漏出率が上昇した (Fig. 1-13a) 。また、その上昇は、最適組成 YSK05-MEND の脂質膜 pKa 

6.4 より高い pH 領域において特に顕著であった。また、pH6.0 において、リン酸緩衝液と

クエン酸緩衝液の 2 種を用いることで、緩衝液の種類の影響を同時に評価したが、両緩衝

液間に顕著な差は認められなかった。そこで、今後の実験では pH4.0〜6.0 の範囲に高い緩

衝能を有するクエン酸緩衝液を使用した。最初に、50℃で長時間インキュベートした後の

siRNA の漏出を調べた。先と同様の実験の加温時間を 0〜3 day に延長して行った。その結

果、先の結果とは異なり、pH5.5 以下の領域で、pH が低下するにつれて siRNA の漏出が

顕著に上昇した (Fig. 1-13b) 。この時、pH4.0 と pH4.5 においては、siRNA 量の減少が認

められた (Fig. 1-13c) 。以上の結果から、最適組成 YSK05-MEND の保存に最適な pH は

5.5 であることが示唆された。次に、siFVII 封入最適組成 YSK05-MEND をクエン酸緩衝

液 (pH5.5) 中、4℃で 0〜4 week 保存し、物性およびマウス肝臓における FVII のノックダ
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ウン活性を経時的に測定した。まず、電位および siRNA 封入率を測定したところ、調製後

2 week まではどちらの物性に関しても値が減少傾向にあるものの、調製時と同程度の値を

維持していた (Fig. 1-13d) 。しかし、2 week 以降では、どちらの物性に関しても値の減少

が顕著となった。また、FVII のノックダウン活性に関しては、2 week まではノックダウン

活性をおおよそ維持していたものの、4 week 保存後はノックダウン活性が顕著に減少した 

(Fig. 1-13e) 。 
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1-2-5 YSK05-MEND による HCV治療 

YSK05-MEND の脂質組成を in vivo 用に最適化することで、FVII ノックダウン活性は

ED50 値で 0.06 mg/kg となり、1 mg/kg の投与量では単回投与で FVII タンパク質を 95%

以上の効率でノックダウンすることが可能となった。また、pH5.5、4℃の条件で 2 週間は

活性がほぼ維持されることが明らかとなった。そこで、YSK05-MEND の肝疾患治療への応

用可能性を検討することとした。 

HCV 患者数は全人口の数%に上るとされ、ウィルスに感染後は慢性炎症化し、肝硬変や

肝がんへ発展する確率が非常に高いとされている[75]。また、肝がん患者の 80%以上は HCV

陽性であることが知られていることから、HCV 治療は肝がんの発症を未然に防ぐ上で極め

て重要である。PEG 化 IFNとリバビリンの併用が標準的な抗ウィルス療法となることで

著効率は向上したが、難治性のゲノタイプ I 型・高ウィルス症例では著効率が 40%程度に

留まり、半分以上の症例ではウィルスを排除することができない。また、同療法による重篤

な副作用によって治療を中断せざるを得ない場合も多いことから、C 型肝炎は既存の治療

薬とメカニズムの異なる新規治療法がの開発が強く望まれている疾患領域である。東京都

医学総合研究所・感染制御プロジェクトの小原道法らは、siRNA プールから優れたノック

ダウン活性を有する siRNA 配列を選定可能な Dicer-hunting 法を独自に開発し、HCV ゲ

ノムの internal ribosomal entry site (IRES) 領域の dsRNA を Dicer 処理することで得ら

れた siRNA プールから、非常に高活性な 3 種の siRNA 配列 (siHCV) 見出すことに成功し

ている。そこで、siHCV 封入最適組成 YSK05-MEND を用いて有効な HCV 治療を行うこ

とが可能かを検討することとした。本共同研究は、筆者が siHCV 封入 YSK05-MEND を調

製し、小原道法らがマウスへの投与実験を行う体制で行われた。 

 まず、Cre/loxP/HCV-MxCre トランスジェニックマウス2[76]に、polyIC (1 mg/kg) を腹

腔内投与することで HCV タンパク質を発現させ、HCV 慢性肝炎発症マウスを作製した。

最適組成 YSK05-MEND に封入した siHCV を、マウスに 1 mg/kg で 2 日おきに 2 回静脈

内投与し、2 回目の投与から 2 日後における肝臓の病理組織診断を行った。その結果、siRNA

未投与マウスあるいは siControl 投与マウスでは矢印で示した炎症細胞の浸潤が多く認め

られた (Fig. 1-14) 。一方、siHCV 投与マウスではそのような病理像がほとんど観察され

ず、肝臓の正常化が認められた (Fig. 1-14) 。 

 さらに、uPA/SCID マウス3[77]に凍結ヒト正常肝細胞を移植することで、大部分の肝実

質細胞がヒト由来に置換されたヒト肝臓キメラマウスを作製した。さらにこのマウスにゲ

ノタイプ 1b の HCV 106コピーが含まれる HCV 患者血清を投与することで HCV 持続感染

                                                   
2 Cre/loxPシステムで HCV遺伝子を導入したトランスジェニックマウスと Creを誘導する Mx-Creトランスジェニッ

クマウスを交配することにより作製されるトランスジェニックマウス。このトランスジェニックマウスに Poly IC を投

与することで IFN誘導性の Cre 酵素が発現し、loxP 配列に挟まれているネオマイシン耐性遺伝子をループアウトする

ことで、任意の時期に HCV 蛋白を発現させることが可能である。 
3 Albmin プロモーター制御下で urokinase type plasminogen activator (uPA) が過剰発現することで、肝実質細胞の

細胞死が促進される Alb-uPA マウスと、体液性免疫能と細胞性免疫能の双方の欠陥を特徴とする severe combined 

immunodeficiency (SCID) マウスと交配させることにより作製されるマウス。 
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マウスを作製した。まず、最適組成 YSK05-MNED の連続投与による本マウスへの毒性を

調べた。最適組成 YSK05-MEND に封入された siHCV をマウスに 1 mg/kg で 1 日おきに
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4 回投与し、血清中 ALT 値および血清中 human albumin (hAlb) 値を測定した。その結果、

最適組成 YSK05-MEND の投与による ALT 値の上昇は認められず、また、hAlb 値の僅か

な上昇は認められたものの、肝毒性による hAlb 値の低下は観察されなかった (Fig. 1-15) 。

続いて、 HCVの抑制効果を調べた。最適組成YSK05-MENDに封入した siHCVを 1 mg/kg

で 1 日おき 計 2 回でマウスに静脈内投与し、最初の投与から 14 日後までの血清中 HCV

ゲノム RNA を qRT-PCR 法により測定し、最初の投与から 14 日目における肝臓中 HCV

コアタンパク質を免疫染色法により検出した。その結果、siHCV 投与群では投与から 14 日

後まで、血漿中 HCV ゲノム RNA 量の 90%程度の持続的な抑制効果が認められた (Fig. 1-

16a) 。さらに、siHCV 投与マウス肝臓内の HCV コアタンパク質の大幅な減少が認められ

た (Fig. 1-16b) 。 
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1-3 考察 

マウス肝臓におけるノックダウン活性を指標に YSK05-MEND の脂質組成の最適化を行

った結果、基準組成と比較して活性を 10 倍程度上昇させることに成功した (Fig. 1-6a〜

6c) 。この最適化に伴い、最適組成の脂質膜 pKa は基準組成と比較して 0.2 減少した (Fig. 

1-8a) 。pH 応答性脂質の粒子中の割合 (密度) が上昇するにつれて、その脂質膜 pKa は電

荷の反発の影響により減少することが知られている[73]。脂質組成の最適化により、YSK05

含量は 50 mol%から 70 mol%に増加しているため、電荷の反発の影響がより大きくなった

ことで脂質膜 pKa が減少したと考えられる。また、肝臓におけるノックダウン活性に最適

な脂質膜 pKa は 6.2〜6.5 であるという報告がある[24]。基準組成の脂質膜 pKa は 6.6 であ

る一方、最適組成の脂質膜 pKa は 6.4 であり、最適な脂質膜 pKa の範囲内に入っている。

従って、脂質組成の最適化に伴う脂質膜 pKa の減少が FVII のノックダウン活性の上昇に

関与している可能性はあるが、僅かな変化であるため、その寄与は一部であると考えられる。

また、脂質組成の最適化により、エンドソーム内 pH 環境に近い pH6.0 における膜融合活

性は 10 倍程度上昇した (Fig. 1-8b,8c) 。ノックダウン活性の上昇も 10 倍程度である (Fig. 

1-6a〜6c) ことから、YSK05-MEND の膜融合活性の上昇が、ノックダウン活性の上昇の主

要な要因であると考えられる。また、YSK05 含量を 70%よりも増加させることで、ノック

ダウン活性の減少が認められた (Fig. 1-5c) 。YSK05 含量 85〜100%の YSK05-MEND も

調製は試みたものの、粒子調製後の限外濾過による精製時に YSK05 含量の増加依存的な

siRNA の漏出が顕著に認められたことから、YSK05 含量の増加あるいは cholesterol 含量

の減少は、YSK05-MEND の物理的安定性の減少に寄与することが示唆される。すなわち、

YSK05 含量 75%以上の YSK05-MEND は血中において siRNA を漏出し、肝臓へ siRNA

を効率的にできなかったものと考えられる。また、最適組成では、siRNA の肝臓への移行

量が MEND 脂質膜と同程度であった (Fig. 1-9a) ことから、最適組成 YSK05-MEND は肝

臓に siRNA を送達するために必要な物理的安定性を十分に有していると言える。 

最適組成 YSK05-MEND を 50℃に加温した際、緩衝液の pH に大きく依存して内封

siRNA を放出した。まず前提として、YSK05 はコーン型脂質であるため、それ単独では逆

ヘキサゴナル構造を安定にとると考えられる[58]。ここでは、この親水部を中心とする曲率

を負の曲率とする (Fig. 1-17a) 。一方、YSK05-MEND は水中で分散しているため、疎水

性部位を粒子内部に隠し、粒子表面に親水部を提示するような形を取っていると考えられ

る (Fig. 1-17b) 。この疎水性部位を中心とする曲率を正の曲率とする。YSK05 が安定にと

る構造と、実際に調製される YSK05-MEND の表面に存在する YSK05 がとる構造とでは、

曲率の符号が逆であることから、YSK05-MEND 表面は安定性の高い構造ではないと考え

られる。この不安定な構造を安定化しているのは、膜安定化作用を有する Chol と、逆コー

ン型脂質である PEG-DMG の存在であると考えられる。また、YSK05 が正に荷電している

場合 (pH < pKa) 、互いに近接した YSK05 の親水部同士が電荷の反発を起こすため、

YSK05 は見かけ上シリンダー型に近い脂質であると考えることができる (Fig. 1-18) 。従



 29 / 106 

 

って、正に荷電した YSK05 は荷電していない場合よりも正の曲率を比較的安定にとると考

えられる。最適組成 YSK05-MEND を短時間加温した際、脂質膜 pKa よりも高い pH 領域

において pH の上昇依存的に siRNA を放出した (Fig. 1-13a) のは、YSK05 の荷電率が低

いほど、MEND 表面に存在する YSK05 がとる構造 (正の曲率) が不安定であり、部分的に

逆ヘキサゴナル相への相転移が生じることで、内封 siRNA を漏出したものと考えられる。

また、高い pH 領域 (pH > pKa) では MEND 表面の YSK05 はほとんど正に荷電していな

いため、脂質と siRNA との静電的な相互作用はなく、漏出した siRNA の再封入は起こら

ないと考えられる。また、加温時間を日単位に延長することで、pH が低下するにつれて

siRNA の漏出が顕著に上昇した (Fig. 1-13b) 。これは、YSK05 の加水分解によるもので

あると考えられる。まず、最適組成 YSK05-MEND を構成する脂質の中で、酸加水分解を

受け得る部位は、YSK05 の鎖状ケタール結合と PEG-DMG のエステル結合である。さらに

その中で、より加水分解を受けやすいのは YSK05 の鎖状ケタール結合である。酸性条件下

で加温することで、YSK05-MEND 表面の YSK05 が加水分解を受け、膜が不安定化し、内

封 siRNA が漏出したものと考えられる。また、保存に最適と判断した pH5.5 の緩衝液で長

期保存した最適組成 YSK05-MENDの FVII のノックダウン活性は 4 week において著しく

減弱した (Fig. 1-13e) 。その時の siRNA 漏出率は 30%程度である (Fig. 1-13d) が、ノッ

クダウン活性は 1/10 以下となっており、単なる siRNA の漏出では全く説明ができない。こ

の結果からも、低 pH 条件下における siRNA の漏出の原因は、YSK05 の加水分解による可
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能性が示唆される。今後は実際に YSK05 が酸加水分解を受けていることを、NMR 法や

LC/MS 法等によって確認する必要がある。また、加温試験において siRNA の漏出が生じ

なかった pH5.5 の条件が、4℃における長期保存においても最適であるのか、さらに、

YSK05-MEND 等のナノ粒子の保存安定性を評価する際に、今回用いた加温試験が適切で

あるのかについても今後検証する必要がある。 

siHCV 封入 YSK05-MEND の投与により、HCV 持続感染マウスにおける HCV が平均

90%程度抑制されたものの、HCV の完全な排除は認められなかった (Fig. 1-16a) 。HCV

持続感染マウスは、ヒト肝細胞を移植するために体液性免疫能および細胞性免疫能の双方

を欠落した severe combined immunodeficiency (SCID) マウスを基に作成されている。従

って、免疫系による HCV の排除機構が働かないために、HCV の完全な排除は困難な実験

系であると考えられる。逆に、本 HCV モデルにおいて 90%程度の HCV の排除が認められ

たことから、免疫機能の観点からは、HCV 患者においてはさらに顕著な抑制効果が期待さ

れる。また、HCV に対する標準治療である PEG 化 IFNとリバビリンの併用療法の問題点

の１つは、高ウィルス量症例における奏効率の低さである。siHCV 封入 YSK05-MEND の

投与によってウィルス量を減少させることで標準療法による奏効率の向上が期待される。

また、ヒト肝臓キメラマウスの肝細胞の配置やフェネストラ直径等の構造的特徴は、ヒトと

類似していることが知られている。これより、YSK05-MEND がヒトにおいても肝実質細胞

へ siRNA を効率的に送達し得る強いエビデンスを得ることに成功したと考えられる。 
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1-4 小括 

 

 本章では、in vitro において膜融合性の高さおよびノックダウン活性の高さが示されてい

る pH 応答性カチオン性脂質 YSK05 を用い、in vivo 肝臓において優れたノックダウン活

性を有する siRNA 封入 YSK05-MEND を構築し、肝疾患治療薬としての応用性を確認する

ことを目標とした。まず、YSK05-MEND の脂質組成をマウス肝臓におけるノックダウン活

性を指標に最適化したところ、ED50 値で 0.06 mg/kg を示し、基準組成と比較して活性を

10 倍程度上昇されることに成功した。最適化により膜融合活性が顕著に上昇したことから、

ノックダウン活性の向上はエンドソーム脱出効率の上昇に起因することが示唆された。ま

た、YSK05-MEND は静脈内投与した内の 70%程度が肝臓に集積したものの、肝毒性は認

められなかった。また、加温試験の結果より、YSK05-MEND の保存時の適切な pH は 5.5

であることが示され、4℃、pH5.5 で保存した場合、2 週間程度はノックダウン活性を維持

することが明らかとなった。最後に、siHCV 封入 YSK05-MEND の静脈内投与により、

HCV 慢性肝炎発症マウスにおける肝組織の正常化および HCV 持続感染マウスにおける

HCV 量の減少が観察され、構築した YSK05-MEND の肝疾患治療薬としての有用性を示す

ことに成功した。 
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第 2章 新規 pH応答性脂質を用いた肝臓における活性向上と pKa依存性の検討 

 

2-1 緒言 

 

 第 1 章において、以前に開発した pH 応答性脂質 YSK05 を用いた肝臓実質細胞への

siRNA 送達キャリアを構築し、HCV 治療効果を得ることに成功した。しかし、最適化した

YSK05-MEND の肝臓におけるノックダウン活性は、Alnylam 社により報告されている

MC3-LNP と比較して低い (Fig. 2-1) 。また、Jayaraman らは、様々な pH 応答性脂質を

含む LNP の肝臓の FVII ノックダウン活性を調べ、最適な脂質膜 pKa が 6.2〜6.5 である

ことを見出した[24]。しかし、彼らは最適 pKa を示してもノックダウン活性の低い pH 応

答性脂質が混ざった計数十種の脂質のノックダウン活性を基にして最適な pKa 範囲を見積

もっている。また、最適範囲外の LNP に関してどの過程が問題であるかについての実験的

検討がなされていない。そこで本章では、MEND の肝実質細胞におけるノックダウン活性

を向上させること、また、脂質膜 pKa 変化に伴う MEND の動態および活性変化を詳細に

調べることを目的とした。この目的のために、様々な pKa を有する YSK05 誘導体である

脂質 A シリーズおよび脂質 B シリーズの合成に成功したので、これらの脂質を用いて検討

を行った。 
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2-2 結果 

 

2-2-1 新規 pH応答性脂質および MC3を含む MENDの脂質膜 pKa評価 

 本章で用いた MEND の脂質組成は、特に断りが無い場合、pH 応答性脂質/Chol/PEG-

DMG で 70/30/3 mol%とした。また、この脂質組成比においては、全ての MEND の平均粒

子径は 70〜85 nm の範囲内であった。まず、新たに開発した pH 応答性脂質、脂質 A シリ

ーズおよび脂質 B シリーズを含む MEND の脂質膜 pKa を調べることとした。脂質 A は脂

質膜 pKa を変化させるために、構造が一部異なる脂質シリーズであり、脂質膜 pKa が低い

方から順に脂質 A1、脂質 A2 および脂質 A3 の 3 種が存在する。また、脂質 B も同様に、

脂質膜 pKa が低い方から順に脂質 B1、脂質 B2、脂質 B3 および脂質 B4 の 4 種が存在す

る。これら計 7 種の pH 応答性脂質を含む MEND の脂質膜 pKa を TNS assay により測定

した。また、Alnylam 社によって開発された MC3 を、文献[24]を基に合成し、ポジティブ

コントロールとして使用した。測定の結果、脂質 A シリーズ、脂質 B シリーズ共に脂質構

造の部分的な違いにより脂質膜 pKa が異なり、脂質 A1〜脂質 A3 は順に 5.70、6.45、6.80

を (Fig. 2-2a) 、脂質 B1〜脂質 B4 は順に 5.80、6.65、7.10、7.25 を (Fig. 2-2b) 、また、

MC3 は 6.25 を示した (Fig. 2-2c) 。これより、脂質 A シリーズおよび脂質 B シリーズを

用いることで、ポジティブコントロールである MC3 の脂質膜 pKa を含む、広い範囲にお
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いて脂質膜 pKa による影響を評価可能であることが明らかとなった。また、2 種の脂質 A

を等量混合した MEND の脂質膜 pKa 実測値と、1 種の脂質 A を含む MEND の脂質膜 pKa

と脂質混合比から予測される脂質膜 pKa との相関性を調べたところ、高い相関性を示した 

(Fig. 2-2d) ことから、2 種の pH 応答性脂質を様々な比で組み合わせることで、MEND の

脂質膜 pKa を自由に微調整することが可能であることが明らかとなった。さらに、脂質 A1

と脂質 A3 を等量混合した MEND (脂質 A1/A2(1/1)-MEND) の各 pH における脂質荷電率

推移と、脂質 A1/A3(1/1)-MEND の脂質膜 pKa 6.50 の理論的な脂質荷電率曲線および、脂

質 A1-MEND と脂質 A3-MEND の脂質膜 pKa 5.70 と 6.80 とそれぞれ pKa1、pKa2 に持

つ場合の理論的脂質荷電率曲線を Fig. 2-2e に示した。その結果、実測値は pKa 6.50 の理

論的荷電率曲線に類似した推移を示すことが明らかとなった。 

 

2-2-2 肝臓 FVIIノックダウン活性における脂質膜 pKa依存性評価 

 脂質 A シリーズおよび脂質 B シリーズを含む MEND のマウス肝臓の FVII ノックダウ

ン活性における脂質膜 pKa 依存性を調べた。siFVII 封入各 pH 応答性 MEND を ICR マウ

スに 0.03 mg/kg で静脈内投与し、48 hr 後の血漿中 FVII 酵素活性を測定した。その結果、

脂質 A シリーズ (Fig. 2-3a) および脂質 B シリーズ (Fig. 2-3b) 共に、pKa 6.45 において

最も高いノックダウン効率が認められた。これより、FVIIノックダウンに最適な脂質膜 pKa
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は 6.45 であり、文献[24]の 6.2〜6.5 と類似した結果となった 。また、各 MEND の FVII

ノックダウンの ED50値と、脂質膜 pKa との関係を Fig. 2-3c に示した。赤色で示した脂質

A シリーズ、青色で示した脂質 B シリーズ、および黒色で示した MC3 は、オレンジ色の

点線で示した曲線上に分布しており、これらの pH 応答性脂質は互いに同等の FVII ノック

ダウンを有することが示唆された (Fig. 2-3c) 。また、緑色で示した YSK05 は同等の脂質

膜 pKa を示す他の pH 応答性脂質よりも高い ED50値を示した (Fig. 2-3c) 。これより、脂

質 A-MEND および脂質 B-MEND は YSK05-MEND よりも優れたノックダウン活性を有

することが明らかとなった。 

 

2-2-3 脂質 A2-MENDによる FVIIノックダウンのメカニズム 

 今回開発した新規 pH 応答性脂質の中で、最も優れた FVII ノックダウン活性 (ED50: 

0.015 mg/kg) を示した脂質 A2-MEND を用い、FVII ノックダウンの ApoE、LDLR、およ

び粒子径依存性を調べた。まず、siFVII 封入脂質 A2-MEND を、野生型 BALB/c マウスお
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よび ApoE 欠損 Balb/c マウスに静脈内投与し、48 hr 後の血漿中 FVII 酵素活性を測定し

た。その結果、ApoE 欠損マウスにおいて FVII ノックダウンは認められた (ED50: 0.5 

mg/kg) ものの、野生型マウスと比較して ED50値が 30 倍程度上昇した (Fig. 2-4a) 。これ

より、脂質 A2-MEND による FVII ノックダウンは ApoE に大きく依存していることが示

された。続いて、ApoE の受容体の 1 つである LDLR の関与を調べた。siLDLR または siGL4

封入脂質 A2-MEND を ICR マウスに 0.5 mg/kg の siRNA 量で静脈内投与し、72 hr 後に

siFVII または siGL4 封入脂質 A2-MEND を 0.1 mg/kg の siRNA 量で静脈内投与し、さら

に 24 hr 後の血漿中 FVII 酵素活性を測定した。その結果、siLDLR を前投与した群では、

PBS や siGL4 を前投与した群よりも FVII ノックダウン効率が有意に低かった (Fig. 2-

4b) 。これより、脂質 A2-MEND による FVII ノックダウンは LDLR に依存していること

が示唆された。さらに、MEND 粒子径の影響を調べた。PEG-DMG 添加量を 0.3〜3 mol%

の間で変化させて脂質 A2-MEND を調製したところ、PEG-DMG 添加量の減少に伴って粒

子径は増大し、平均粒子径で 77 nm〜433 nm の広い範囲で様々な粒子径を有する MEND

を 4 種調製することに成功した (Fig. 2-4c) 。これら 4 種の脂質 A2-MEND に封入した

siFVII を ICR マウスに 0.1 mg/kg で静脈内投与し、24 hr 後の血漿中 FVII 酵素活性を測

定した。その結果、平均粒子径 77 nm および 117 nm の MEND は互いに同等の高い活性

を示した (Fig. 2-4d) 。一方、より大きな MEND のノックダウン活性は低く、平均粒子径

433 nm の MEND はノックダウン活性を示さなかった (Fig. 2-4d) 。以上より、脂質 A2-

MEND による FVII ノックダウンには、120 nm 程度以下の粒子径、ApoE および LDLR の

存在が極めて重要であることが示された。 

 

2-2-4 新規 pH応答性脂質を含む MENDの肝毒性評価 

 脂質 A シリーズおよび脂質 B シリーズの中で最も優れた FVII ノックダウン活性を示し

た、脂質 A2-MEND と脂質 B1/B2(2/5)-MEND の毒性を調べた。各 MEND を ICR マウス

に 0.3〜1 mg/kg の siRNA 量で静脈内投与し、24 hr 後の血清中 AST および ALT 活性およ

び、投与直前からの体重変化を測定した。その結果、いずれにおいても PBS 投与群と比較
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して有意な毒性は認められなかった (Fig. 2-5) 。両 MEND の FVII ノックダウンの ED50

値は 0.015〜0.02 mg/kg であり、その 50 倍の投与量においても顕著な毒性が認められなか

ったことから、これら MEND は広い治療域を有することが示唆された。 

 

2-2-5 脂質 A2-MENDの保存安定性評価 

第 1 章において、YSK05-MEND の保存に適した pH を検討し、加温試験によって pH5.5

が最適であることが示されたものの、4℃で保存後の FVII ノックダウンは 4 週間後におい

てほぼ消失した (Fig. 1-13e) 。そこで、今

回開発した pH 応答性脂質の中で最も高い

FVII ノックダウン活性を示した脂質 A2-

MEND の保存安定性を調べた。siFVII 封入

脂質 A2-MEND を pH5.5、4℃で各日数保

存後、ICR マウスに 0.1 mg/kg の siRNA 量

で静脈内投与し、24 hr 後の血漿中 FVII 酵

素活性を測定した。その結果、脂質 A2-

MEND は調製から 105 日後もノックダウ

ン活性を完全に保持しており、YSK05-

MEND と比較して高い保存安定性を有す

ることが明らかとなった (Fig. 2-6) 。 

 

2-2-6 各 pH応答性脂質の膜融合活性評価 

YSK05 および脂質 A の膜融合活性を、31P NMR 法により比較した。ラメラ相および逆

ヘキサゴナル相に含まれるリン脂質の分子運動が相ごとに制限されるため、化学シフト異

方性により、それぞれの相は固有の 31P NMR スペクトルを示すことが知られている

[78,79,80,81]。Fig. 2-7 に示したように、ラメラ相は高磁場側に、逆ヘキサゴナル相は低磁
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場側に偏った形のピークを示す。従って、pH 応答性脂質と負電荷リン脂質の混合脂質懸濁

液の様々な温度における 31P NMR スペクトルを測定することで、ラメラ相から逆ヘキサゴ

ナル相への相転移温度を評価することが可能である[82]。そこで、pH 応答性脂質、中性リ

ン脂質である 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (POPC) (Fig. 2-8a) お

よび、負電荷リン脂質である 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserine (DSPS) (Fig. 

2-8a) を等量ずつ混合した脂質懸濁液 (pH4.0) の 31P NMR スペクトルを測定した。ネガ
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ティブコントロールとして既存の pH 応答性脂質である DODAP を、ポジティブコントロ

ールとして MC3 を用いた。測定の結果、DODAP では 40℃以上で逆ヘキサゴナル相由来

のシグナルが出現したことから、本実験系における DODAP の相転移温度は 35〜40℃であ

ることが明らかとなった (Fig. 2-8b) 。また、YSK05 の相転移温度は 21〜25℃であり、

DODAP と比較して高い膜融合活性を有することが、本評価系においても示された (Fig. 2-

8c) 。3 種の脂質 A は 21℃において逆ヘキサゴナル相をとり、YSK05 と比較して膜融合活

性が高いことが明らかとなった (Fig. 2-8d〜8f) 。また、ポジティブコントロールである

MC3 も脂質 A と同様に、21℃で逆ヘキサゴナル相を示した (Fig. 2-8g) 。以上より、膜融

合活性の序列は、脂質 A≒MC3 > YSK05 > DODAP であることが明らかとなった。 

 

2-2-7 In vitroノックダウン活性、体内動態、および肝臓内分布の pKa依存性評価 

 脂質膜 pKa が異なる脂質 A-MEND の FVII ノックダウン活性は互いに大きく異なって

いた。一方、3 種の脂質 A は全て高い膜融合活性を有していることが確認された。そこで、

このノックダウン活性の違いが何に由来するのかを調べることとした。まず、MEND の体

内動態を考慮しなくてよい in vitro 培養細胞における遺伝子ノックダウン活性を比較した。
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細胞株はマウス肝細胞がん由来 Hepa1c1c7 を用いた。本細胞の FVII 発現量が非常に低か

ったために標的遺伝子を Gapdh とし、Gapdh 発現量は Actb 発現量で補正した。siGapdh

封入 YSK05-MEND または各脂質 A-MEND を、3 g/mL の recombinant human ApoE3 

(hApoE3) 存在下で Hepa1c1c7 に添加してから 2 hr インキュベートし、培地交換し、さら

に 22 hr 後の Gapdh 発現を qRT-PCR 法により測定した。その結果、脂質 A1-MEND はノ

ックダウン活性をほとんど示さかった (Fig. 2-9a) 。また、脂質 A-MEND の脂質膜 pKa が

大きいほど、そのノックダウン活性が高かった (Fig. 2-9a) 。また、YSK05-MEND と同等

の脂質膜 pKa を有する脂質 A2-MEND は YSK05-MEND よりも 2 倍程度高い活性を示し

た (Fig. 2-9a) 。 

 続いて、YSK05-MEND および各脂質 A-MEND の静脈内投与後の体内分布を比較した。

YSK05-MEND および各脂質 A-MEND に封入した Cy5 標識 siGL3 を、ICR マウスに 0.5 

mg/kg で静脈内投与し、30 min 後の各臓器への移行量を組織ホモジネート中の蛍光強度を

測定することで算出した。その結果、いずれの MEND も肝臓への高い集積が認められた 

(Fig. 2-9b) 。また、MEND が静脈内投与後に初めに通過する肺への移行量はいずれの

MEND も 1%以下であった (Fig. 2-9b)  。また、脾臓への集積量は、MEND の脂質膜 pKa

の上昇 (5.70〜6.80) に伴って増加 (0.7〜7.2%injected dose/tissue) した (Fig. 2-9b)  。 

 さらに、各脂質 A-MEND の肝臓内分布を比較した。各脂質 A-MEND に封入した Cy5 標

識 siGL3 を 1 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、30 min 後の siRNA の肝臓内分布を、

共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて観察した。その結果、脂質膜 pKa 5.70 の脂質 A1-

MEND ではほぼ全ての siRNA が血管外に移行している様子が観察された (Fig. 2-9c) 。ま

た、脂質膜 pKa 6.45 の脂質 A2-MEND および脂質膜 pKa 6.40 の YSK05-MEND では多

くの siRNA は血管外へ移行しており、一部は血管構造に沿うように局在していた (Fig. 2-

9c) 。さらに、脂質膜 pKa 6.80 の脂質 A3-MEND では多くの siRNA は血管構造に沿った

分布を示し、血管外へ移行した量は少ない様子が観察された (Fig. 2-9c) 。以上より、脂質

膜 pKa が 6.45 以下の MEND は多くが血管外の肝実質細胞へ移行し、脂質膜 pKa が比較

的高い MEND は肝類洞血管内皮細胞 (LSEC) へ多く分布することが示唆された。 

 

2-2-8 LSEC標的化の検討 

 MEND の肝臓内分布における脂質膜 pKa 依存性を調べたところ、脂質膜 pKa の上昇に

伴う LSEC への移行量の上昇が観察された。これより、LSEC においても肝実質細胞と同

様に、遺伝子ノックダウン活性の脂質膜 pKa 依存性が存在すると予想された。そこで、

YSK05-MEND、各脂質 A-MEND および各脂質 B-MEND を用いることで、LSEC におけ

る遺伝子ノックダウンの脂質膜 pKa 依存性を調べることとした。標的遺伝子は血管内皮細

胞マーカーの 1 つである Cd31 とし、Cd31 発現量を別の血管内皮細胞マーカーである

vascular endothelial cadhelin (VE-cadhelin) 発現量で補正した。各 MEND に封入した

siCd31 を 0.3 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、24 hr 後の肝臓中 Cd31 発現を qRT- 
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PCR 法により測定した。その結果、脂質 A-MEND 脂質 B-MEND において脂質膜 pKa が

上昇するにつれてノックダウン効率が上昇した (Fig. 2-10a) 。脂質 A-MEND と脂質 B-

MEND はほぼ同じ曲線上に存在した (Fig. 2-10a) 。脂質膜 pKa 7.10〜7.25 の脂質 B-

MEND のノックダウン効率は今回評価した中で最も高く、LSEC における遺伝子ノックダ

ウンに最適な pKa範囲であることが示唆された。また、YSK05-MENDは同等の脂質膜 pKa

を有する脂質 A2-MEND と比較して高いノックダウン効率を示した (Fig. 2-10a) 。 

 続いて、各脂質 B-MEND の静脈内投与後の肝臓内分布を比較した。各脂質 B-MEND に

封入した Cy5 標識 siGL3 を 0.5 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、30 min 後の siRNA

の肝臓内分布を、共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて観察した。その結果、脂質膜 pKa 
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6.65 の脂質 B2-MEND では、多くの siRNA は血管構造に沿った形で局在していた (Fig. 2-

10b) 。また、脂質膜 pKa の上昇につれて、そのような血管構造に沿った分布は減少し、黄

色矢印で示した血管内の一部分への高い集積性が認められた (Fig. 2-10b) 。この観察結果

と Fig. 2-9c の結果より、LSEC への移行に最適な脂質膜 pKa の範囲は 6.65〜6.80 程度で

あることが示唆された。 

 続いて、LSEC における Cd31 ノックダウンの ApoE および粒子径依存性を調べた。

YSK05-MEND あるいは脂質 A2-MEND に封入した siCd31 を 0.3 mg/kg で ApoE 欠損

BALB/c マウスに静脈内投与し、24 hr 後の肝臓中 Cd31 発現を qRT-PCR 法により測定し

た。hApoE3 を共投与する場合は、投与直前に hApoE3 を 0.1 mg/kg の投与量となるよう

に MEND 溶液に混合した。実験の結果、両 MEND 共に hApoE3 の共投与によりノックダ
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ウン活性が有意に上昇したことから、Cd31 ノックダウンは ApoE に依存していることが示

唆された (Fig. 2-11a) 。また、hApoE3 の共投与を行わない場合でも YSK05-MEND では

ノックダウン活性が認められたことから、ApoE は Cd31 ノックダウンにおいて不可欠では

ないことが示唆された (Fig. 2-11a) 。また、Fig. 2-4c 同様に粒子径の異なる 4 種の MEND

を用いることで、LSEC における Cd31 ノックダウンの粒子径依存性を調べた。ただし、キ

ャリアは LSEC における遺伝子ノックダウンに優れる脂質 B3-MEND を用いた。PEG-

DMG 添加量の減少に伴った MEND 粒子径の増加が確認された (Fig. 2-11b) 。この粒子径

が様々に異なる 4 種の脂質 B3-MEND に封入された siCd31 を、ICR マウスに 0.1 mg/kg

で静脈内投与し、24 hr 後の肝臓中 Cd31 発現を qRT-PCR 法により測定した。その結果、

平均粒子径 79〜199 nm の MEND ではいずれも 50%前後のノックダウン効率が認められ

たが、粒子径 420 nm の MEND では 17%のノックダウン効率に留まり、ノックダウン活性

が有意に減少した (Fig. 2-11c) 。 

 さらに、脂質 B3-MEND による Cd31 ノックダウンの投与量依存性を調べた。脂質 B3-

MEND に封入した siCd31 を 0.01〜0.3 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、24 hr 後の

肝臓中 CD31 発現を qRT-PCR 法により測定した。また、最大投与量である 0.3 mg/kg に関

しては肺、心臓および腎臓における Cd31 発現も同様に調べた。その結果、LSEC において

投与量依存的な Cd31 ノックダウンが認められ、ノックダウンの ED50値は 0.1 mg/kg であ

った (Fig. 2-12a) 。一方、肺、心臓および腎臓では Cd31 ノックダウンは全く観察されな

かった (Fig. 2-12b〜12d) 。以上より、脂質 B3-MEND は LSEC への選択性が高いことが

明らかとなった。 

 

2-2-9 脂質 A2-MENDの肝実質細胞特異的ノックダウンに関する検討 

 脂質 A2-MEND は同等の脂質膜 pKa を有する YSK05-MEND と比較し、LSEC におけ

る Cd31 ノックダウン活性が低いことが明らかとなった。そこで、両 MEND の Cd31 ノッ

クダウン活性の投与量依存性を調べたところ、4 倍程度の違いがあることが明らかとなった 

(Fig. 2-13a) 。また、FVII ノックダウン活性に関しては、脂質 A2-MEND の方が ED50値

で 4 倍高いことが明らかとなっている (Fig. 2-3c,13a) 。一方、両 MEND の肝臓内分布は

類似 (Fig. 2-9c) しており、膜融合活性は YSK05 よりも脂質 A の方が高い (Fig. 2-8c〜8f) 

ことが示されている。従って、LSEC における低いノックダウン活性は、脂質 A2-MEND

が特異的に何らかの不活性化を受けているためであると考えられる。ここで、内皮リパーゼ

は主に血管内皮細胞で合成されるホスホリパーゼ 1 活性を有する細胞外リパーゼであり、

HDL 中のリン脂質の分解を介して血中 HDL 濃度の調節に深く関与している[83,84,85]。脂

質 A2-MEND の LSEC における不活性化に対する内皮リパーゼの寄与を、内皮リパーゼ阻

害剤である GSK264220A[86]を用いて調べることとした。脂質 A2-MEND または YSK05-

MEND に封入された siCd31 を 1 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、同時に

GSK264220A を 30 mg/kg あるいは同容量の vehicle を腹腔内投与し、24 hr 後の肝臓中
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Cd31 発現を qRT-PCR 法により測定した。その結果、PBS および YSK05-MEND の静脈

内投与群においては、GSK264220A の腹腔内投与による Cd31 発現の有意な低下は認めら

れなかった (Fig. 2-13b) 。一方、脂質 A2-MEND の静脈内投与群においては、GSK264220A

の腹腔内投与により、Cd31 発現が有意に低下した (Fig. 2-13b) 。これより、脂質 A2-MEND

は LSEC 上の内皮リパーゼにより特異的に不活性化されることが示唆された。 
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2-3 考察 

 それぞれ一部分の構造が異なる様々な脂質膜 pKaを示す脂質Aシリーズおよび脂質Bシ

リーズの開発に成功した。また、脂質 A1〜A3 は全て MC3 と同等レベルの高い膜融合活性

を有することが明らかとなった (Fig. 2-8d〜8g) 。この条件下で FVII ノックダウンの脂質

膜 pKa 依存性を調べたところ、ノックダウンに最適な脂質膜 pKa は 6.45 であることが示

された (Fig. 2-3) 。In vitro 培養細胞において、脂質膜 pKa が上昇するにつれて遺伝子ノ

ックダウン活性が上昇した (Fig. 2-9a) ことから、脂質膜 pKa が高いほどそのキャリアの

エンドソーム脱出効率が高いと考えられる。また、脂質膜 pKa 5.70〜6.80 の範囲では、脂

質膜 pKa の上昇に伴って、MEND の肝臓内局在が肝実質細胞から肝類洞血管内皮細胞へ

大きく変化した (Fig. 2-9c) 。一方、遺伝子ノックダウン活性は、標的細胞への移行量と、

エンドソーム脱出効率の積で算出されると考えられる。脂質膜 pKa 6.45 を示す MEND は

肝実質細胞への移行量とエンドソーム脱出効率のバランスが最も優れていたため、他の脂

質膜 pKa を示す MEND と比較して高いノックダウン活性を示したと考えられる。 

脂質 A2-MEND、脂質 B1/B2(2/5)-MEND そして MC3-MEND が互いにほぼ同じ FVII

ノックダウンの活性 (ED50値で 0.0012〜0.02 mg/kg) を示したことが偶然であるのか、あ

るいは必然であるのかについて議論は、更に高活性な siRNA キャリアを構築する上で重要

である。必然であると考えた場合、3 種の MEND に共通して制限されている過程等が存在

するはずである。MC3-LNP のエンドソーム脱出効率は僅か 2%程度に留まり、エンドソー

ム脱出は膜の多重化が起きていない初期エンドソームで特異的に起きていることが明らか

となっている[45]。初期エンドソーム内の pH はおおよそ 6.5 程度であるために、FVII ノ

ックダウンに最適な pKa 6.4 程度の脂質膜の荷電率は半分程度に留まる。これが、上記 3 種

の MEND に共通する特徴であると考えられる。また、脱出可能な初期エンドソーム内にお

いて脂質荷電率が半分程度に制約されることは本システムの最大の欠点であるとも言える。

In vitro 培養細胞において、脂質膜 pKa の上昇に伴うノックダウン活性の上昇が認められ

た (Fig. 2-9a) が、脂質膜 pKa の違いによる細胞への取り込み量の違いの影響も含み得る

ものの、脂質膜 pKa の上昇によるエンドソーム脱出効率の向上が示唆される。さらに in 

vivo の LSEC において、脂質膜 pKa 6.65〜7.25 の範囲で、脂質膜 pKa の上昇に伴って

siRNA 移行量の減少が観察された (Fig. 2-10b) が、ノックダウン効率の明らかな上昇が認

められた (Fig. 2-10a) 。これは、脂質膜 pKa の上昇による移行量低下という負の影響より

も、エンドソーム脱出効率上昇という正の影響の方が大きかった結果であると考えられる。

この結果から、脂質膜 pKa が高いほどエンドソーム脱出効率が良いものの、肝実質細胞へ

の高い移行量を確保するために脂質膜 pKa を下げることでエンドソーム脱出効率の低下も

同時に生じていると考えることができる。これは、MC3 のエンドソーム脱出効率が 2%程

度に留まるという、Gilleron らの報告[45]とも矛盾しない。この考えに基づけば、これまで

と同様の pH 応答性脂質の開発手法では桁が変わるほどの大幅な活性向上への期待は薄い。

本システムは、pH の値のみに依存するシステムであるため、例として、細胞内における還
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元環境などの他の環境応答的活性化の機能を合理的に組み合わせることで飛躍的な活性向

上が達成可能かもしれない。また、同様に pH応答性という言葉で表現されるが、Arrowhead

社の DPC に利用されている、第 1 級アミンに対する 2-propanoic -3-methylmaleic 

anhydride 誘導体によるリバーシブルな共有結合は、pH の‘値’だけではなく、酸性 pH

環境に晒される‘時間’にも大きく依存するため、MC3 の pH 応答性とは性質が大きく異

なる[87]。このような他のエンドソーム脱出メカニズムは、今後の pH 応答性リポソームに

よる siRNA 送達効率の飛躍的な向上に大きく貢献すると期待される。 

 脂質膜 pKa 5.70〜6.80 の範囲内において、脂質膜 pKa の上昇により LSEC への移行性

が飛躍的に上昇した (Fig. 2-9c) 。また、ApoE 欠損マウスにおいて、ApoE の共投与によ

り Cd31 ノックダウン活性が向上した (Fig. 2-11a) ことから、肝実質細胞と同様に ApoE

の関与が示唆された。しかし、脂質膜 pKa 5.70 を示す脂質 A1-MEND は、野生型マウスに

おいて肝実質細胞へは効率的に移行しているものの、LSEC へはほとんど移行していない 

(Fig. 2-9c) 。従って、LSEC への移行における ApoE は不可欠ではなく補助的な存在であ

り、粒子表面のカチオン性が不可欠な要素であると考えられる。また、脂質膜 pKa 6.65〜

7.25 の範囲において、脂質膜 pKa の上昇によって LSEC への移行はむしろ減少した (Fig. 

2-10b) ため、過剰なカチオン性は LSEC への指向性を減弱させるか、あるいは他の細胞種

への指向性を上昇させることで副次的に LSEC への移行量を減少させたと考えられる。脂

質膜 pKa 7.25 を示す脂質 B4-MEND の静脈内投与の結果、siRNA は血管上の一部へ多く

集積した (Fig. 2-10b) 。その部分は血管の中でも FITC-Isolectin B4 により特に強く染色

される部位と一致する。肝臓における常在性マクロファージであるクッパー細胞は、肝臓の

非実質細胞の中でも血管内に存在することを特徴とする細胞であり、当研究室におけるこ

れまでの知見により、マクロファージは FITC-Isolectin B4 に対する高い親和性を有するこ

とが明らかとなっている。これより、脂質 B4-MEND に封入された siRNA はクッパー細胞

へ分布したと考えられる。また、LSEC は多種のスカベンジャー受容体を高発現しており、

他臓器の血管内皮細胞と比較して ovalbumin、酸化 LDL、リソソーム酵素等の多様な高分

子を血中から除去する能力に長けている[88,89,90,91]。このような細胞の性質により、脂質

B3-MEND は LSEC 特異的に取り込まれることで肝臓特異的に Cd31 をノックダウンした

と考えられる (Fig. 2-11a〜11d) 。また LSEC は、ファゴサイトーシスに特化したマクロ

ファージとは対を成し、ピノサイトーシスに特化しており、専らクラスリン介在性エンドサ

イトーシスを介した 200 nm 以下の物質の排除を担当している[90]。LSEC における Cd31

ノックダウンの粒子径依存性を調べた結果、平均粒子径 79 - 199 nm の MEND では同程度

の活性を有していたものの、420 nm の MEND では著しく活性が低下した (Fig. 2-11c) 。

これは、LSEC におけるピノサイトーシスの性質上、420 nm の粒子を効率的に取り込めな

いことが原因であると考えられる。 

 脂質A2-MENDは LSEC 上で内皮リパーゼにより不活性化を受けることでノックダウン

活性が減少した (Fig. 2-13b) 。マウスにおいて内皮リパーゼは肝実質細胞上にはほとんど
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存在しないことが知られているため[92]、肝実質細胞におけるノックダウンは減弱せずに、

YSK05-MEND よりも高い活性を示したと考えられる。その結果、脂質 A2-MEND の Cd31

および FVII ノックダウンの ED50 値はそれぞれ 0.4 mg/kg 程度および 0.015 mg/kg であ

り、予期せずに肝実質細胞に高い選択性を示す siRNA キャリアの構築に成功した (Fig. 2-

13a) 。また、脂質 B3-MEND の Cd31 および FVII ノックダウンの ED50 はそれぞれ 0.1 

mg/kg および 0.3 mg/kg であり、比較的 LSEC 選択的な siRNA キャリアであると言える 

(Fig. 2-3c,12a) 。脂質 A や脂質 B は Cd31 ノックダウンの pKa 依存性評価の結果より、同

様の‘Cd31 ノックダウン効率-脂質膜 pKa’曲線に位置する (Fig. 2-10a) ことから、脂質

B3 も脂質 A2 と同様に内皮リパーゼによる不活性化を強く受けていると考えられる。従っ

て、内皮リパーゼのホスホリパーゼ 1 活性に対して耐性の pH 応答性脂質を開発すること

で、LSEC における遺伝子ノックダウン活性および LSEC 選択性の大幅な向上が期待され

る。さらに、MEND 粒子径の上昇による遺伝子ノックダウン活性の減弱は、LSEC と比較

して肝実質細胞において顕著である (Fig. 2-4d,11c) ため、粒子径を 200 nm 程度に制御す

ることで更なる LSEC 選択性の向上が期待される。LSEC は近年になって、細胞性免疫機

能の制御[93]や、結腸がんの肝転移[94]に深く関わっていることが明らかになってきている。

肝実質細胞および LSEC 選択的 siRNA キャリアは、in vivo において細胞種特異的な遺伝

子ノックダウンを可能とすることから、肝疾患の進行メカニズムの解明、さらにはその治療

に貢献すると期待される。 
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2-4 小括 

 

 それぞれ異なる脂質膜 pKa を示す新規 pH 応答性脂質である、脂質 A シリーズおよび脂

質 B シリーズの開発し、脂質膜 pKa が pH 応答性 MEND の動態や活性に与える影響につ

いての検討を行った。脂質 A1〜A3 が全て YSK05 よりも高い膜融合活性を有することが保

証された上で、脂質 A-MEND の FVII ノックダウン活性を調べた結果、ノックダウンに最

適な脂質膜 pKa は 6.45 であることが明らかとなった。また、脂質 A2-MEND および脂質

B1/B2(2/5)-MEND は MC3-MEND と同程度の高いノックダウン活性を示した (ED50: 

0.015〜0.02 mg/kg) 。また、1 mg/kg の投与量においても毒性は観察されなかったことか

ら、両 MEND は広い治療域を有することが示された。また、脂質膜 pKa が 6.45 よりも高

い MEND の FVII ノックダウンの減少は、LSEC への移行量の増加に起因することが明ら

かとなり、高 pKa を示す MEND は高い Cd31 ノックダウン活性を示した (ED50: 0.1 

mg/kg) 。また、その血管内皮細胞における遺伝子ノックダウンは肝臓特異的であった。ま

た、脂質 A2-MEND は LSEC 上で内皮リパーゼにより不活性化を受けることで Cd31 ノッ

クダウン活性が減少していることが示唆された。これより、脂質 A2-MEND は YSK05-

MEND と比べて肝実質細胞への選択性が非常に高いシステムであることが明らかとなった。

今後は内皮リパーゼ感受性、脂質膜 pKa、粒子径等に着目することでLSEC特異的な siRNA

送達システムを構築していく予定である。  
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第 3章 YSK05-MENDによる固形がん組織への siRNA送達 

 

3-1 緒言 

 

 序章でも述べたように、腫瘍新生血管は物質透過性が亢進しているため、血中を長時間滞

留し、直径 100 nm 以下に制御されたリポソームは EPR 効果によって受動的にがん組織に

集積する (Fig. 3-1a) 。リポソームの血中滞留性を向上させるために PEG 修飾がよく用い

られているが、過剰な PEG 修飾はリポソームの膜融合活性を大きく減弱させる。特に、カ

チオン性リポソームは血漿タンパク質との静電的相互作用を起こしやすいため、血中滞留

化に必要な PEG 修飾量が多い。従って、EPR 効果による高いがん組織集積性と、がん細胞
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における優れた細胞内動態の両立は難しい。一方、pH 応答性リポソームは血中では電気的

にほぼ中性を示し、血漿タンパク質との非特異的な相互作用がカチオン性リポソームと比

べて元々少ないため、血中滞留化に必要なPEG修飾量が少ないことが知られる[95,96,97]。

そのため、pH 応答性リポソームは EPR 効果によるがん組織標的化に有用であると考えら

れる (Fig. 3-1b) 。 

 siRNA キャリアを用いてがん組織における標的遺伝子をノックダウンしたという報告は

多く存在するが、ノックダウン効率が 50%程度に留まる報告がほとんどである[46,47]。さ

らに多くの場合、それぞれの報告でキャリア、標的遺伝子、siRNA 配列、がんモデルが全

て異なっており、がん組織の特性についての言及もなされていないために、効率的な遺伝子

ノックダウンを達成させる条件に関する統一的な見解が出されていないのが現状である。 

 当研究室の櫻井は、第 1 章の基準組成 YSK05-MEND を PEG で修飾し血中滞留化させ

ることで、皮下移植腎細胞がん組織へ siRNA を送達したことを報告している[47]。本章で

は、肝臓において最適化された YSK05-MEND の血中滞留化を行い、様々ながんモデルに

おける siRNA 送達について検討すると共に、がん組織への siRNA 送達効率に及ぼすナノ

粒子の物性およびがん組織の特性との関わりを明らかにすることを目的とした。 
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3-2 結果 

 

3-2-1 各種がん細胞株における in vitroノックダウン活性と細胞毒性評価 

 細胞株によって核酸の導入効率が異なることが知られている。そこで、初めに、様々なが

ん細胞株における、YSK05-MEND による標的遺伝子のノックダウン活性を比較した。

YSK05-MEND の脂質組成は第 1 章において肝臓用に最適化された YSK05/Chol/PEG-

DMG (70/30/3, mol%) とした。平均粒子径は 70〜80 nm の範囲であった。標的遺伝子は、

polo-like kinase 1 (PLK1) とした。PLK1 は非小細胞肺がん、胃がん、メラノーマ、乳が

ん、卵巣がんなど幅広いがん種で高発現していることが知られており、正常細胞では発現が

低いために、本遺伝子の機能阻害は、がん細胞選択的な殺細胞作用を誘起することが知られ

ている[98,99]。まず、YSK05-MEND に封入した siPLK1 を、各がん細胞株に様々な濃度

で添加し、24 hr 後における PLK1 発現量を qRT-PCR 法により測定した。その結果、がん
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細胞株によってノックダウン活性は大きく異なり、50%阻害濃度 (IC50値) で 0.05〜2 nM

を示した (Fig. 3-2) 。ヒト腎細胞がん由来 OS-RC-2 細胞において最も高い活性 (IC50: 0.05 

nM) を示し (Fig. 3-2a) 、次いで、ヒト肝細胞がん由来 Huh7 細胞および HepG2 細胞にお

いて高い活性 (IC50: 0.2 nM) を示した (Fig. 3-2b,2c) 。また、HeLa-dluc 細胞、ヒト結腸

がん由来 HCT116 細胞、ヒト乳腺がん由来 MDA-MB-231 細胞においては比較的活性が低

かった (IC50: 0.8〜2 nM) (Fig. 3-2d〜2f) 。 

次に、がん細胞株間の YSK05-MEND による PLK1 のノックダウン活性が、がん細胞株

によって大きく異なる原因に着目した。まず、各がん細胞株における PLK1 発現量を比較

したところ、mRNA レベルで GAPDH 発現量を 1 とした時に 0.05〜0.015 を示した (デー

タ未掲示) 。がん細胞株間で PLK1 発現量に大きな差がないことから、PLK1 発現量とノッ

クダウン活性との相関性は低いと考えられた。第 1 章でも述べた通り、血中で電気的に中

性を示すリポソームは ApoE-LDLR 経路を介して肝実質細胞に効率的に取り込まれること

が明らかとなっている[17]。そこで、がん細胞株間のノックダウン効率の違いが、各がん細

胞株の ApoE および LDLR 発現量の違いに

起因する可能性があると予想し、各がん細

胞株におけるこれらの遺伝子発現量をqRT-

PCR 法により比較した。その結果、ApoE 遺

伝子は肝細胞がん由来 Huh7 細胞および

HepG2 細胞において高発現していた一方、

OS-RC-2細胞、HeLa-dluc細胞およびA549

細胞ではほとんど発現していない、あるい

は検出感度以下であった (Fig. 3-3a) 。ま

た、ApoE の主な受容体である LDLR 遺伝

子は、ヒト肝細胞がん由来 Huh7 細胞およ
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び HepG2 細胞において比較的高発現しており、OS-RC-2 細胞、HeLa-dluc 細胞およびヒ

ト小細胞肺がん由来 A549 細胞においては比較的発現が低かった (Fig. 3-3b) 。このことか

ら、ヒト肝細胞がん由来細胞株における高いノックダウン活性は、肝実質細胞の場合と同様、

ApoE-LDLR 経路を介した YSK05-MEND の効率的な細胞取り込みの結果であることが示

唆された。また、OS-RC-2 細胞では、今回用いたがん細胞株の中で最も高いノックダウン

活性が示されたものの、OS-RC-2 細胞における ApoE、LDLR 量遺伝子の発現は共に最も

低く (Fig. 3-3) 、ApoE-LDLR 経路は関与していないことが示唆された。また、3H 標識

YSK05-MEND に封入した siGL4 を 100 nM で細胞に添加し、1.5 hr あるいは 3 hr インキ

ュベート後、細胞中の放射線量を測定することで、細胞への取り込み量を測定した。その結

果、YSK05-MEND は HeLa-dluc 細胞と比較して OS-RC-2 細胞に 1.5 hr インキュベート

時で 6.0 倍、3 hr インキュベート時で 8.6 倍、多く取り込まれていた (Fig. 3-4) 。このこ

とから、OS-RC-2 細胞における高いノックダウン活性は、細胞への高い取り込み量に起因

していることが示唆された。 
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次に、PLK1 の発現抑制による各がん細胞株の殺細胞効果を評価した。また、がん細胞株

ごとに PLK1 ノックダウンの IC50値が異なるため、がん細胞株ごとの PLK1 ノックダウン

の IC50値と殺細胞の IC50値との比 (殺細胞 IC50値 / ノックダウン IC50値) を算出するこ

とで、PLK1発現抑制に対する殺細胞効果の感受性を比較した (Table 3-1) 。YSK05-MEND

に封入した siPLK1 を細胞に添加し、72 hr 後の細胞に含まれるタンパク質量を指標に調べ

た。その結果、IC50 値はがん細胞株ごとに 1〜7 nM の様々な値を示した (Fig. 3-5) 。

HCT116 細胞の感受性は 0.8 を示し (Table 3-1) 、用いたがん細胞株の中で最も殺細胞効果

を得やすい細胞株であることが明らかとなった。また、Huh7 細胞、HeLa-dluc 細胞および

MDA-MB-231 細胞の感受性はそれぞれ 0.2、0.29、0.2 を示した (Table 3-1) 。また、OS-

RC-2 細胞の感受性は最も低い 0.05 を示し (Table 3-1) 、殺細胞効果を最も得にくい細胞

株であることが明らかとなった。 

以上の結果をまとめると、OS-RC-2 細胞は YSK05-MEND を効率的に取り込み、高い

PLK1 のノックダウン活性を示すものの、最も低い殺細胞効果の感受性を示した。2 種のヒ

ト肝細胞がん由来 Huh7 細胞および HepG2 細胞は ApoE-LDLR 経路を介した YSK05-

MENDの効率的な取り込みが示唆され、比較的高いノックダウン活性を示した。また、Huh7

細胞において殺細胞効果も認められた。HCT116 細胞は、中程度の PLK1 のノックダウン

効率を示し、最も高い殺細胞効果の感受性を示した。HeLa-dluc 細胞および MDA-MB-231

細胞は低い PLK1 のノックダウン活性を示し、高い殺細胞効果の IC50値を示した。 

 

3-2-2 各種がん細胞皮下移植モデルにおけるノックダウン活性と抗腫瘍実験 

続いて、YSK05-MEND を、in vivo 皮下移植がん組織に応用するため、血中滞留化の検

討を行った。これまで用いてきた YSK05-MEND は、粒子径制御のために、基本構成脂質

に対して 3 mol%の PEG-DMG (Fig. 3-6a) を添加してあるが、第 1 章でも述べた通り、構

成脂肪酸 (ミリスチン酸) が短く疎水的相互作用が低いために、希釈によって MEND 脂質

膜から速やかに脱離し、MEND の血中滞留化能をほとんど持たない。そこで、より長い脂

肪酸であるステアリン酸を有し、MEND 脂質膜からの脱離速度が遅い PEG-DSG (Fig. 3-

6a) を用いることで、YSK05-MEND の血中滞留化を行うこととした。そこで、YSK05-

MEND の粒子径を一定にするために PEG 脂質の総添加量を 3 mol%に固定し、PEG-DMG

の一部あるいは全部を PEG-DSG に置き換えることで 4 種の YSK05-MEND を調製した。



 55 / 106 

 

4 種の YSK05-MEND は同等の平均粒子径 (75〜85 nm) および siRNA 封入率 (>90%) を

示すことを、それぞれ動的光散乱法および Ribogreen assay により確認した。4 種の各 3H

標識 YSK05-MEND (1.5 mg/kg の siRNA 量を含む) を ICR マウスに静脈内投与し、10 min

および 2 hr 後に採血し、血液中に含まれる放射線量を測定することで各 YSK05-MEND の

血中濃度を測定した。その結果、PEG-DMG のみの添加で調製した YSK05-MEND は投与

から 10 min 後には血中からほぼ消失していた (Fig. 3-6b) 。また、PEG-DSG 添加量依存

的な血中濃度の増大が認められた (Fig. 3-6b) 。また、PEG-DSG 添加量 2 mol%および 3 

mol%で調製した YSK05-MEND 間で、投与から 10 min 後の血中濃度に有意な差はなかっ

た (Fig. 3-6b) 。また、PEG-DSG 添加量 3 mol%で調製した YSK05-MEND の血中濃度は

10 min 後から 2 hr 後にかけて僅か 20%の減少に留まった (Fig. 3-6b) 。これより、PEG-

DSG 添加量 2 mol%と 3 mol%との間に血中濃度上昇の飽和が起きていると判断でき、より

高い PEG-DSG 添加量の検討は必要ないと判断した。 

続いて、様々ながん細胞株をマウス背部皮下に移植することで作成した皮下移植がん組

織における、血中滞留化 YSK05-MEND による PLK1 のノックダウン活性を調べた。その

際、まず、血中濃度が比較的高かった、2 mol%あるいは 3 mol%の PEG-DSG で調製した

2 種の YSK05-MEND の静脈内投与による PLK1 のノックダウン活性を、OS-RC-2 細胞皮

下移植モデルを用いて比較した。その結果、両 YSK05-MEND も投与量依存的なノックダ

ウンを示したが、0.75 mg/kgにおいて、PEG-DSG添加量 3 mol%で調製したYSK05-MEND

の方が有意に高いノックダウン効率を示した (Fig. 3-7a) 。この結果より、in vivo 皮下移

植がんモデルにおけるノックダウンに最適な PEG 添加は、PEG-DSG 3 mol%であると判
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断し、以降の実験では PEG-DSG 3 mol%添加 YSK05-MEND を用いた。続いて、他のがん

細胞株を用いた皮下移植モデルにおける PLK1 のノックダウン活性を調べた (Fig. 3-7b〜

7f) 。その結果、ヒト肝細胞がん由来 HepG2 細胞および Huh7 細胞の皮下移植モデルでは、

それぞれ 44%および 60%程度の有意なノックダウン効果が認められた (Fig. 3-7b,7c) 。特

に、Huh7 細胞皮下移植モデルにおいては、最も低い投与量である 0.75 mg/kg においても

61%の有意なノックダウンが観察され (Fig. 3-7c) 、OS-RC-2 細胞皮下移植モデルと同様に

低い投与量でノックダウンを誘起可能なモデルであることが明らかとなった。また、OS- 
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RC-2 細胞および Huh7 細胞の両皮下移植モデルにおいて、ノックダウン効率が 60%付近で

飽和する現象が観察された (Fig. 3-7a,7c) 。また、HCT116 細胞皮下移植モデルにおいて

も有意なノックダウンが認められたものの、32%の低い効率であった (Fig. 3-7d) 。さらに、

A549細胞およびMDA-MB-231細胞皮下移植モデルでは、それぞれ4 mg/kgおよび3 mg/kg

という比較的多い siRNA 量を静脈内投与したものの、有意な遺伝子ノックダウンは観察さ

れなかった (Fig. 3-7e,7f) 。 

 続いて、PLK1 のノックダウンによる抗腫瘍効果について検討した。OS-RC-2 細胞皮下

移植モデルにおいて高いノックダウン効率が得られているが、OS-RC-2 細胞は in vitro の

検討において PLK1 のノックダウンによる殺細胞効果の感受性が低い (Table 3-1) こと、

また、PLK1 発現が 90%以上抑制される条件で siPLK1 をトランスフェクションした OS-

RC-2 細胞を皮下移植した場合にも腫瘍の成長抑制がかからなかった (データ未掲載) こと

から、in vivo において PLK1 のノックダウンによる抗腫瘍効果を得ることは困難であると

予想されたため、検討から省いた。そこで、用いるモデルは、60%程度の比較的高いノック

ダウン効率が得られた Huh7 細胞皮下移植モデルとした。Huh7 細胞をヌードマウスに皮

下移植し、15 日目から 1 日おきに計 6 回に亘って siPLK1 あるいは siGL4 封入 YSK05-

MEND を静脈内投与し、マウス体重および腫瘍体積を経時的に測定した。その結果、体重

は全ての群において減少傾向 (3.5〜9.3%) にあるものの、PBS 投与群と YSK05-MEND 投
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与群の間に有意な差は認められなかったことから、本投与スケジュールで YSK05-MEND

の静脈内投与による顕著な毒性はないことが示唆された (Fig. 3-8a) 。また、腫瘍体積は、

PBS 投与群、siGL4 投与群と比較して siPLK1 投与群で低い傾向はあるものの、有意な増

殖抑制効果は観察されなかった (Fig. 3-8b) 。In vitro において Huh7 細胞の PLK1 のノッ

クダウンによる顕著な殺細胞効果は確認されている (Fig. 3-5b, Table 3-1) ことから、in 

vivo がん組織におけるノックダウン効率が 60%程度に留まる (Fig. 3-7c) ことが、顕著な

抗腫瘍効果が得られない原因である可能性が示唆された。 

 

3-2-3 各種皮下移植がん組織のキャラクタリゼーションと MENDのがん組織浸透性評価 

 様々ながん皮下移植モデルにおける YSK05-MEND による PLK1 のノックダウン効率を

調べた結果、0.75 mg/kg で 60%程度のノックダウンを達成可能なモデルから、4 mg/kg の

高い投与量でもノックダウンが観察されないモデルまで様々に存在することが明らかとな

った (Fig. 3-7) 。In vitro においてノックダウンの IC50 値が比較的低い OS-RC-2 細胞 

(0.05 nM) 、Huh7 細胞 (0.2 nM) 、HepG2 細胞 (0.2 nM) に関して、皮下移植モデルにお

いて 40%〜60%の有意なノックダウンが得られた (Fig. 3-7a〜7c) 。また、in vitro におい

て比較的ノックダウンの IC50値が高い HCT116 細胞 (0.8 nM) に関しては皮下移植モデル

において 30%程度のノックダウンが認められ (Fig. 3-7d) 、ノックダウンの IC50値がさら

に高い MDA-MB-231 細胞 (1 nM) に関しては、皮下移植モデルにおいてノックダウンが

認められなかった (Fig. 3-7f) 。このことから、in vitro におけるノックダウンのし易さが、

in vivo 皮下移植モデルにおけるノックダウンのし易さと相関している可能性が示唆された。

また、高いノックダウン効率が得られた OS-RC-2 細胞および Huh7 細胞皮下移植モデルに

おいて、ノックダウン効率が 60%程度で飽和する現象が観察された (Fig. 3-7a,7c) 。この

結果は、静脈内投与された YSK05-MEND が、標的とするがん細胞全体に移行していない

ことを示唆すると考えられる。すなわち、YSK05-MEND を高い投与量で静脈内投与した際

に、60%程度のがん細胞には YSK05-MEND が多く移行し PLK1 発現を高い効率 (>90%) 

で抑制しているが、残り 40%程度のがん細胞には YSK05-MEND がほとんどあるいは全く

移行していないために、PLK1 発現をほとんど抑制できず、がん組織全体の PLK1 発現は

60%の抑制に留まっている、と考えた場合に、ノックダウン効率の飽和現象を説明可能であ

る。従って、in vivo におけるノックダウンのし易さは、in vitro におけるノックダウンのし

易さだけでは説明されず、in vivo がん組織特有の構造・微小環境も関わっていることが考

えられる。がん組織はがん細胞だけではなく、血管内皮細胞、ペリサイト、繊維芽細胞、マ

クロファージ、その他白血球など、多彩な細胞種で構成されており、それらが互いに協調す

ることでがん組織特有の構造を作り、また、がん細胞が増殖・浸潤・転移しやすい微小環境

を整えている[100,101]。ペリサイトは血管内皮細胞を外側から被覆する形で存在し、血管

構造の安定化に寄与するが、がん組織ではペリサイトによる血管内皮細胞の被覆ががん組

織の盛んな血管新生に追い付かず、腫瘍新生血管ではペリサイトの脱落が生じ、血管の物質
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透過性が亢進している[102,103,104,105]。血管内皮細胞のペリサイトによる被覆率は、血

管透過性の指標となると考えられる。また、繊維芽細胞はがん組織中のコラーゲンやヒアル

ロン酸等の細胞外マトリックスを構成する高分子ポリマーを合成する。このようなコラー

ゲンやヒアルロン酸の存在が、ナノ粒子のがん組織における浸透性を物理的に妨害するこ

とが知られている[106,107,108]。そこで、ナノ粒子のがん組織内浸透性に深く関わると考

えられる、血管内皮細胞、ペリサイト、そして、繊維芽細胞に特に着目した。血管内皮細胞

マーカーである Cd31、ペリサイトマーカーである NG2、繊維芽細胞マーカーである Col1a1 

(がん間質に多く存在するコラーゲン1 (I) 鎖をコードする遺伝子) 、また、マクロファー

ジマーカーである F4/80 遺伝子の発現を qRT-PCR 法により測定し、様々ながん組織間で

比較した。まず、血管構造の成熟度に着目し、単位 Cd31 発現あたりの NG2 発現量 

(NG2/Cd31 値) を算出し、がん組織間で比較した。その結果、in vivo においてノックダウ
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ンが観察されなかった MDA-MB-231 細胞および A549 細胞、30%程度のノックダウン効率

に留まったHCT116細胞皮下移植がん組織では、高いNG2/Cd31値を示した (Fig. 3-9a) 。

一方、60%程度ノックダウン効率が観察された OS-RC-2 細胞および Huh7 細胞皮下移植が

ん組織は低い NG2/Cd31 値を示した (Fig. 3-9a) 。このことから、NG2/Cd31 値が、YSK05-

MEND の in vivo がん組織におけるノックダウン効率に関連している可能性が示唆され

た。また、各がん組織の Cd31 発現量と NG2 発現量との間に相関性は認められなかった 

(Fig. 3-9b) 。続いて、NG2 発現量と Col1a1 発現量との相関性を調べたところ、R2 値で

0.560 を示し、一定の相関性を示した (Fig. 3-9c) 。また、NG2/Cd31 値と Col1a1 発現量

との相関性を調べたところ、R2 値で 0.786 を示し、より高い相関性が認められた (Fig. 3-

9d) 。これらの結果より、がん組織中の繊維芽細胞量、あるいはコラーゲン合成活性は、血

管内皮細胞辺りのペリサイト量、すなわち、腫瘍血管の成熟度と関連した事象であることが
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示唆された。また、NG2/Cd31 値と F4/80 発現量との間に相関性は認められなかった (Fig. 

3-9e) 。以上より、高 NG2/Cd31 値を示したがん組織においては、YSK05-MEND の血管

透過性とがん組織内の浸透性の両方の過程が悪く、標的がん細胞に効率よく取り込まれな

いため、ノックダウン効率が得られない、あるいは低いノックダウン効率に留まった一方で、

低 NG2/Cd31 値を示したがん組織においては、血管漏出性やがん組織内浸透性の効率は比

較的良く、60%程度のノックダウン効率を達成したものと考えられた。しかしながら、低

NG2/Cd31 値を示したがん組織においても、ノックダウン効率が最大 60%程度で飽和した

ことから、このような特性を持つがん組織においても、YSK05-MEND のがん組織内分布に

大きな問題が存在することが明らかとなった。 

 続いて、YSK05-MEND のがん組織中の標的がん細胞への取り込みを評価した。DiD 標

識 YSK05-MEND を 2 mg/kg で坦がんマウスに静脈内投与し、24 hr 後にがん組織を回収

し、分解酵素処理によって細胞分散液を調製し、フローサイトメーターを用いて解析した。

標的がん細胞とマクロファージの検出のため、PE 標識抗ヒト HLA-A,B,C 抗体と FITC 標

識抗マウス F4/80 抗体処理を行い、また、死細胞の検出のため、7-aminoactinomycin  (7-

AAD) 処理を行った。解析は Fig. 3-10a に示した手順で行った。まず、7-AAD 陰性の生細

胞 (R1) のみに関して forward scatter (FSC) - side scatter (SSC) ドットプロットに展開

し、さらに R2 内に存在する細胞を、HLA-A,B,C-F4/80 ドットプロットに展開した。R3 内

のHLA-A,B,C陽性細胞を標的がん細胞、R4内のF4/80陽性細胞をマクロファージとして、

各細胞に取り込まれた DiD の蛍光強度分布をヒストグラムで表した (Fig. 3-10b〜10d) 。

その結果、OS-RC-2 細胞への取り込み量 (Fig. 3-10b 左) は、HCT116 細胞および A549 細

胞への取り込み量 (Fig. 3-10c 左,10d 左) と比較して高かった。また、蛍光強度が 100 倍以

上の範囲で広く分布 (Fig. 3-10b 左) しており、がん細胞への取り込み量がヘテロであるこ

とが明らかとなった。また、HCT116 細胞および A549 細胞への取り込みに関しては、低い

蛍光強度の範囲 (< 102) に大部分の細胞が分布 (Fig. 3-10c 左,10d 左) しており、高い取り

込み量を示した細胞はごく一部であった。

また、マクロファージへの取り込み量は全

てのがんモデルにおいて 11〜21 倍高かっ

た (Fig. 3-10b〜10d) 。また、マクロファー

ジはこれらのがん組織を構成する細胞の 22

〜34%を占め、がん細胞数と大きく変わら

ない (Fig. 3-11) ことから、がん組織に到達

した YSK05-MEND の多くはマクロファー

ジに取り込まれ、標的がん細胞にはごく一

部しか取り込まれていないことが示唆され

た。 

 さらに、同じ皮下移植がんモデルを用いて、YSK05-MEND のがん組織内分布を調べた。
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DiD 標識 YSK05-MEND を 1 mg/kg の siRNA 量で、各坦がんマウスに静脈内投与し、24 

hr 後にがん組織を回収し、固定・包埋後、組織切片を作製して共焦点レーザー走査型顕微

鏡を用いて観察した。また、がん組織を回収する 10 min 前に、FITC 標識 isolectin B4 を

静脈内投与することで血流の存在する腫瘍血管を染色した。観察の結果、OS-RC-2 細胞皮

下移植がん組織は他のがん組織と比べて血管が豊富であり、また、太くて分岐の多い未熟な

血管の特徴を有していた (Fig. 3-12a) 。また、YSK05-MEND は他のがん組織と比較して

広い範囲に移行している様子が観察されたものの、ほとんど移行できていない領域も存在

し、その分布はヘテロであった (Fig. 3-12a) 。一方、HCT116 細胞および A549 細胞皮下

移植がん組織は血管量が比較的少なく、細くて分岐の少ない成熟血管の特徴を有する血管

が多かった (Fig. 3-12b,12c) 。また、YSK05-MEND の分布は血管周辺に限局し、血管か

ら離れた部位にはほとんど移行していない様子が観察され、さらに、YSK05-MEND が全く

漏出していない血管も一部存在した (Fig. 3-12b,12c) 。 

 

3-2-4 YSK05-MEND のがん組織浸透性の粒子径依存性評価 

 これまでの結果より、YSK05-MEND のがん組織内浸透性の悪さが、ノックダウン効率の

大きな制約となっていることが示唆された。近年、がん組織内にはナノ粒子の浸透を阻害す

る間質バリアが存在することが知られている。間質バリアは、主に活性化した繊維芽細胞に

よって生成されたコラーゲンやヒアルロン酸等の高分子ポリマーで構成されている。これ

らはがん組織内に網目状に存在しており、ナノ粒子の浸透を物理的に阻害する要因となっ

ている。ミセルや金コロイド等のナノ粒子の粒子径を小さくした場合に、それらのがん組織
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内浸透性が改善されるという報告があり[105,109,110,111]、リポソーム型ナノ粒子におい

ても同様のことが言えると予想される。そこで、粒子径の小さな YSK05-MEND の調製を

試みた。YSK05-MEND は、筆者が以前に構築した t-BuOH 希釈法により調製した。本調

製法では、siRNA と脂質が溶解した 60% t-BuOH を、ボルテックスミキサーで激しく撹拌

したクエン酸緩衝液 (pH4.0) に、シリンジと注射針を用いて注入し、t-BuOH 濃度を素早

く下げることで粒子形成を行う (Fig. 3-13a) 。アルコールを用いたリポソーム調製法は古

くに報告されており[112]、脂質が溶解したアルコール溶液のアルコール濃度の減少速度が

大きいほど、調製されるリポソームの粒子径は最小値に近づくことが知られている

4[113,114]。今回用いている t-BuOH 希釈法は、ボルテックスミキサーとシリンジを用いた

手動の方法であるため、抜本的な調製法の変更を行わない限り、アルコールの希釈速度の大

幅な上昇は望めない。そこでまず、YSK05-MEND の粒子径を小さくすることでがん組織内

浸透性が改善されるかどうかの proof of concept を得ることを優先することとし、脂質組成

の変更による MEND の小型化を試みた。種々の組成の検討の結果、YSK05 含量の低下お

                                                   
4 酸性緩衝液に溶解した siRNA とアルコールに溶解したカチオン性脂質を含む脂質混合物を混合すると静電的結合及

び疎水的結合により、siRNA と脂質の溶解性が減少して過飽和状態になる。siRNA と脂質は静電的結合及び疎水的結

合により核を形成 (nucleation) し、核の成長 (growth) が起き、最終的には凝集・析出する。Nucleation と growth

の過程は同時に起こる現象であるが、growth 過程の速度は比較的遅いため、2 種の溶液が衝突してから完全混合する

までのタイムスケールを growth のタイムスケールよりも大幅に短くすることで growth を防ぐことが可能である。疎

水的結合によって分子が集合することで形成されるナノ粒子は、溶媒の極性が低いとその構造は不安定となるため、そ

のような状況下では growth が起こる。従って、粒子調製時のアルコール濃度の減少速度を上げることで growth 過程

が最小限に抑えられ、小さなナノ粒子を得ることができる。 
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よび 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DPPC) の添加により、小さな粒

径を達成可能であることを見出し、YSK05/DPPC/Chol/PEG-DSG   (40/20/40/10, mol%) 

の脂質組成比において粒径の小さな YSK05-MEND を得た。ここでは、この小さな MEND

を Small YSK05-MEND とし、ここまで用いてきた MEND を Large YSK05-MEND とす

る。まず、両 MEND の粒子径を、動的光散乱法により測定した。その結果、Large および

Small YSK05-MEND の平均粒子径は、それぞれ 79 nm および 33 nm であり、粒子径分布

の重なりは少ないことが確認された (Fig. 3-13b) 。次に、両 YSK05-MEND の血中滞留性

を評価した。3H 標識された各 YSK05-MEND (2 mg/kg の siRNA 量を含む) をマウスに静

脈内投与し、投与 1 min 後から 24 hr 後までの血中濃度を経時的に測定した。その結果、

両 YSK05-MEND の血中滞留性に大きな差はなく、Small YSK05-MEND の EPR 効果に

よるがん組織への蓄積性に問題はないことが確認された (Fig. 3-13c) 。 

 続いて、がん組織内分布の粒子径依存性を調べた。DiD 標識 Large YSK05-MEND およ

び DiI 標識 Small YSK05-MEND をそれぞれ 1 mg/kg の siRNA 量で坦がんマウスに同時

に静脈内投与し、24 hr 後における各 YSK05-MEND のがん組織内分布を、共焦点レーザー

走査型顕微鏡を用いて観察した。がん組織全体における様子を観察するため、ラージイメー

ジを取得した。その結果、OS-RC-2 細胞皮下移植がん組織において、青色の疑似カラーで
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表示した Large YSK05-MEND は組織辺縁部に高い集積性を示し、内部への移行量は比較

的少なく、ヘテロな分布が観察された (Fig. 3-14a 下) 。一方、赤色の疑似カラーで表示し

たSmall YSK05-MENDは組織全体に均一的に分布している様子が観察された (Fig. 3-14a

上) 。また、HCT116 細胞皮下移植がん組織においては、Large YSK05-MEND は斑点状の

分布を示し、浸透できていない領域が多く存在することが確認された (Fig. 3-14b 下) 。一

方、Small YSK05-MEND はこのがんモデルにおいても均一的な分布を示した (Fig. 3-14b

上) 。以上より、YSK05-MEND のがん組織内浸透性は、その粒子径に大きく影響されるこ

とが示され、また、粒子を小型化することでがん組織内分布を大幅に改善することが可能で

あることが示された。 

 さらに、YSK05-MEND の小型化によるがん組織内分布の均一化が、標的がん細胞への取

り込みの改善に寄与するかについて調べた。DiD で標識された Large あるいは Small 
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/YSK05-MEND を、各坦がんマウスに 1 mg/kg の siRNA 量で静脈内投与し、24 hr 後にが

ん組織を回収し、標的がん細胞への各 YSK05-MEND の取り込みを、フローサイトメータ

ーを用いて解析した。その結果、OS-RC-2 細胞皮下移植モデルにおいては、粒子の小型化

による取り込み量の上昇はほとんど見られなかった (Fig. 3-15d) ものの、取り込み量分布

がシャープになった (Fig. 3-15a) 。標準偏差を平均値で除することで算出され、相対的な

ばらつきを表す Coefficient of variation (CV) 値を用いて、取り込みのばらつきの度合いを

定量化したところ、粒子の小型化によって CV 値の低下が確認された (Fig. 3-15g) 。すな

わち、本モデルにおいては、小型化によって標的がん細胞への取り込み量自体は変化しない

ものの、各がん細胞に均一的に取り込まれるようになったことが明らかとなった。また、

HCT116 細胞および A549 細胞皮下移植モデルにおいては、粒子の小型化によって取り込

み量がそれぞれ 10.5 倍 (Fig. 3-15e) および 2.9 倍 (Fig. 3-15f) 上昇した。また、CV 値の

減少も両モデルで認められた (Fig. 3-15h,15i) 。以上より、YSK05-MEND を小型化する

ことで、がん組織内浸透性が改善し、標的がん細胞への均一的な移行や移行量の上昇が達成

されることが示された。 

 

3-2-5 マイクロ流路を用いた小型 YSK05-MENDの調製と物性・活性評価 

 YSK05-MEND の粒子径を小さくすることでがん組織内浸透性 (Fig. 3-14) および標的

がん細胞への移行性 (Fig. 3-15) が改善することが確認された。Small YSK05-MEND の組

成は Large YSK05-MEND と異なり、粒子径を小さく制御するために YSK05 含量を大幅

に下げている (70 mol%→40 mol%) 。そのため、がん組織内浸透性の粒子径依存性を評価

するために構築した Small YSK05-MEND のノックダウン活性が Large YSK05-MEND の

ノックダウン活性と比較して著しく低いことは、第 1 章における脂質組成の最適化の過程

からも明らかである。そのため、高いノックダウン活性と小さな粒子径を両立するためには、

少なくとも Large YSK05-MEND と同様に脂質組成で小さな粒子を調製することが必要で

ある。前述したように、現状の調製方法は手動であり、粒子形成時のアルコール濃度の減少

速度を大幅に上昇させることが困難であるために、調製方法を変更する必要がある。流路を

用いることでアルコール希釈法の原理を利用して小さなリポソームを調製する試みがいく

つか報告されており[115,116,117]、その中で Zhigaltsev らは、staggered herringbone 



 67 / 106 

 

microfluidic mixing device (SHM) を用いて理論的最少粒子径を有するリポソームを調製

することに成功している[113]。SHM は流路内にヘリンボン模様の溝を有しており、注入さ

れた 2 種の溶液は流路内を通過する際に乱流を起こすことで、各溶液が接する表面積が指

数関数的に増加するため、極めて速い混合が達成される (Fig. 3-16) [118]。そこで、この

SHM を用いて YSK05-MEND の調製を試みることとした。SHM は北海道大大学院工学研

究院 生物計測化学研究室 渡慶次学教授よりご供与頂いたものを使用した。流路内に溶液

を流す際の流速が大きい程、2 種の溶液の混合速度が上昇、すなわち、アルコール濃度の減

少速度が大きくなるが、流速が大きいほど SHM にかかる圧が大きくなり、流路の破損をき

たす。そこでまず、用いた SHM で達成可能な最大流速の検討を行ったところ、最大 1.5 

mL/min の流速に耐えることが明らかとなったため、以降の実験は全て総流速 1.5 mL/min
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とした。MEND を調製する際、脂質を溶解したアルコールと、siRNA を溶解した酸性緩衝

液をそれぞれ流路内に注入するが、その際に用いるアルコールの検討を行った。検討するア

ルコールは 100% EtOH および 72% t-BuOH とし、流路内に注入する流速比は、脂質溶

液:siRNA 溶液でそれぞれ 1:3 および 1:5 とした。脂質は YSK05、DSPC、Chol を様々なモ

ル比で用い、さらに PEG-DMG を総脂質量に対して 5 mol%量を添加した。マイクロ流路

を用いて粒子を形成させ、透析によってアルコールを除去し、緩衝液を PBS に置換後、各

YSK05-MEND の平均粒子径を動的光散乱法により測定した。その結果、各 YSK05-MEND

は、脂質組成およびアルコールの種類に寄らず、全て同程度の粒子径を有していることが明

らかとなった (Fig. 3-17) 。以降の実験では、100% EtOH を脂質溶解用のアルコールとし

て用いることとした。 

 続いて、調製法の違いによる YSK05-MEND の物性の比較を行った。脂質組成は、

YSK05/Chol (70/30) に 1〜5 mol%の PEG-DMG を添加した比とした。粒子径の表示は動

的光散乱法により算出される平均粒子径 (-Average) 、および数平均 (Number Mean) 値



 69 / 106 

 

の 2 種で表示した。Number Mean 値は、動的光散乱法により得られた光散乱強度の分布

を、各大きさの粒子数分布に換算した際の平均値のことであり、電子顕微鏡観察により求め

た粒子径の算術平均値に近い値をとることが報告されている[113]。測定の結果、PEG-DMG

添加量の上昇に伴った粒子径の減少が観察された (Fig. 3-18a,18b) 。また、いずれの PEG-

DMG 添加量においても、マイクロ流路法で調製した YSK05-MEND は t-BuOH 法で調製

したものと比較して有意に小さな粒子径を有することが明らかとなった。また、マイクロ流

路で調製した PEG-DMG 1 mol%添加 YSK05-MEND は、t-BuOH 希釈法で調製した PEG-

DMG 3 mol%添加 YSK05-MEND と同等の粒子径を有していた。 

 続いて、マイクロ流路で調製された YSK05-MEND が活性を有する粒子であるかを調べ

るため、肝実質細胞における遺伝子ノックダウン活性を測定した。各 YSK05-MEND に封

入した siFVII を 0.5 mg/kg で ICR マウスに静脈内投与し、24 hr 後に血液を回収し、血漿

中 FVII 酵素活性を測定した (Fig. 3-19a) 。その結果、いずれの YSK05-MEND もノック

ダウン活性を示したものの、マイクロ流路法により調製した YSK05-MEND のノックダウ

ン活性は、PEG-DMG 添加量依存的に著しく減少することが明らかとなった。しかし、マ

イクロ流路で調製した PEG-DMG 1 mol%添加 YSK05-MEND は、t-BuOH 法で調製した

PEG-DMG 3 mol%添加 YSK05-MEND と同等の高い活性を有していた。 

 粒子径の小さな YSK05-MEND は弱いながらもノックダウン活性を有していたため、続

いて、血中滞留化の検討を行った。血中滞留化のため、PEG-DMG を全て PEG-DSG に置

き換えて調製した。添加する PEG 脂質の変更により、調製される YSK05-MEND の粒子径

に変化が無いことは確認している。DiR (脂質膜染色用蛍光物質) 標識 YSK05-MEND を、

ICR マウスに 1 mg/kg の siRNA 量で静脈内投与し、6 hr 後に血液を回収し、血漿中の蛍光

強度を測定することで血中濃度を算出した (Fig. 3-19b) 。その結果、マイクロ流路法で調

製した YSK05-MEND は PEG-DSG 添加量依存的に血中濃度の上昇が認められたものの、

PEG-DSG 5 mol%添加 YSK05-MEND においても、t-BuOH 希釈法で調製した PEG-DSG 

3 mol%添加 YSK05-MEND と比較して半分以下の有意に低い血中濃度を示した。 

 マイクロ流路法で調製した YSK05-MEND は t-BuOH で調製したものと比較して劣るも

のの、ある程度のノックダウン活性および血中滞留性を示したことから、がん組織における

ノックダウン活性を検討することとした。用いた YSK05-MEND の PEG-DSG 添加量は 5 

mol%と、より高い血中滞留性が期待される PEG-DSG 7.5 mol%とした。また、ポジティブ

コントロールとして、t-BuOH 希釈法で調製した PEG-DSG 3 mol%添加 YSK05-MEND を

用いた。マイクロ流路法で調製した各 YSK05-MEND はポジティブコントロールと比べて

小さな粒子径に制御されていることが確認された (Fig. 3-20a) 。各 YSK05-MEND に封入

した siPLK1 を 2 mg/kg で、OS-RC-2 細胞を皮下移植することで作成した坦がんマウスに

静脈内投与し、24 hr 後におけるがん組織中の PLK1 発現を qRT-PCR 法により測定した。

その結果、ポジティブコントロール投与群では 65%のノックダウン効率が得られたものの、

マイクロ流路法で調製した YSK05-MEND 投与群ではノックダウンが認められなかった 
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(Fig. 3-20b) 。 
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3-3 考察 

 本章では、第 1 章において構築した肝実質細胞標的型 YSK05-MEND を基盤とした、固

形がん標的 siRNA キャリアの構築を目的とした。 

 初めに、YSK05-MEND による様々な in vitro 培養がん細胞株における PLK1 のノック

ダウン活性を調べたところ、ノックダウンの IC50 値ががん細胞株ごとに大きく異なること

が明らかとなった (Fig. 3-2) 。Lee らは、肝臓において優れたノックダウン活性 (ED50: 

0.02 mg/kg) を示す pH 応答性脂質 DLin-KC2-DMA を含む LNP を用いて、前立腺がん組

織おけるアンドロゲン受容体のノックダウンを試みたが、ノックダウン活性を得るのに 10 

mg/kg×4 回の静脈内投与という非常に高い投与量を要し、高いノックダウン活性を得るた

めには肝実質細胞における ApoE/LDLR 経路のような効率的な取り込みメカニズムが必要

であると結論付けている[119]。また、Shahzad らは、内因性リポタンパク質である HDL

を模倣した siRNA キャリアを構築し、HDL の主な受容体である SR-B1 陽性の卵巣がんお

よび結腸がんにおいて、静脈内投与で 0.2 mg/kg という低投与量でノックダウン活性を得

たことを報告している[120]。これらのことから、効率的な取り込みメカニズムの存在は、

遺伝子ノックダウン活性に極めて大きな影響を与えることが分かる。ヒト肝細胞がん由来

の Huh7 細胞および HepG2 細胞は比較的低い IC50値を示した (Fig. 3-2b,2c) が、これら

の細胞は肝実質細胞と同様、ApoE およびその主な受容体である LDLR を共に高発現して

いた (Fig. 3-3) ことから、他の細胞と比較して YSK05-MEND の取り込み量が高いために、

効率的なノックダウンが達成されたものと考えられる。その一方で、最も低い IC50 値を示

したヒト腎細胞がん由来 OS-RC-2 細胞は ApoE を発現していなく、LDLR も低発現であっ

た (Fig. 3-3) ことから、本細胞株における高いノックダウン活性には、ApoE/LDLR 経路に

よる取り込みメカニズムの関与は無いと考えられる。YSK05-MEND の OS-RC-2 細胞への

取り込み量は高かった (Fig. 3-4) ことから、別の何らかの取り込みメカニズムが存在する

と考えられる。OS-RC-2 細胞の由来臓器である腎臓は、HDL の主要なアポリポタンパク質

である ApoA-I の主要なクリアランス臓器であることが知られているため[121,122]、OS-

RC-2 細胞における関連受容体遺伝子 SR-B1、cubilin および megalin[123]の発現を qRT-

PCR 法により測定したが、いずれの遺伝子発現も低かった (データ未掲示) 。以上より、

YSK05-MENDのOS-RC-2細胞への効率的な取り込みに寄与する因子を見出すことができ

なかった。効率的な取り込みメカニズムの同定は、高活性な薬物キャリアの構築の手掛かり

になると考えられるため、今後は取り込みメカニズムを明らかにする必要がある。 

当研究室の櫻井は、第 1 章の基準組成 YSK05-MEND を PEG-DSG で修飾することでが

ん標的化を試みた結果、3 mg/kg 以上の高い投与量においてのみ明確な遺伝子ノックダウン

が得られることを報告している[47]。今回、最適組成 YSK05-MEND を PEG-DSG で修飾

することで 0.3 mg/kg においてノックダウンが認められた (Fig. 3-7a) 。これより、肝臓お

ける脂質組成の最適化はがん組織におけるノックダウン活性の向上にも大きく寄与したと

考えられる。 
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YSK05-MEND は皮下移植がん組織の深部まで浸透せず、不均一な分布を示した (Fig. 3-

12) 。静脈内投与されたナノ粒子は、まず血管からがん組織側に漏出する必要がある。ペリ

サイトの存在量とナノ粒子のがん組織浸透性との間に関連性があるという報告が存在する

[104]。確かに、高 NG2/Cd31 値を示した HCT116 細胞および A549 細胞皮下移植がん組織

において、YSK05-MEND が全く漏出していない血管が存在した (Fig. 3-12b,12c) ことか

ら、漏出性の低い血管は一部存在することが分かる。しかしながら、大部分の血管から

YSK05-MEND が漏出している様子が観察された (Fig. 3-12b,12c) ことから、YSK05-

MEND のヘテロながん組織内分布の主要な原因は血管漏出性の乏しさではないと考えられ

る。NG2/Cd31 値と Col1a1 発現量との間に相関性が認められた (Fig. 3-9d) ことから、血

管成熟度の高いがん組織はコラーゲン量が多いことが示唆されるため、間質バリアが

YSK05-MEND のヘテロながん組織内分布の原因であると考えられる。Netti らは、がん組

織中コラーゲン濃度とナノ粒子の拡散係数との間に正の相関があると報告している[106]。

また、Eikenes らは、坦がんマウスにヒアルロン酸分解酵素を静脈内投与または腫瘍内局所

投与することで、ナノ粒子のがん組織内分布が改善すると報告している[108]。本研究では

Col1a1 mRNA 発現量の測定に留まるため、今後はコラーゲンタンパク質量やヒアルロン酸

量を測定することで、YSK05-MEND のがん組織内浸透性を制約する原因についてより詳

細に検討していく必要がある。 

 また、ナノ粒子の不均一ながん組織内分布における、ナノ粒子側の要因はいくつか知られ

ている。一つはナノ粒子の標的細胞との親和性の強さがある。抗体等の高親和性リガンドで

修飾されたナノ粒子が腫瘍新生血管からがん組織内部へ以降した後、そのほとんどが血管

近くに存在する標的細胞に結合してしまい、血管から離れたがん組織深部の方へ移行でき

なくなる、‘binding site barrier’現象が知られている[124,125,126]。今回用いた YSK05-

MEND の表面は細胞標的化能を持たない PEG 鎖で修飾されているのみであるため、この

binding site barrier は考慮しなくてよいと判断した。二つ目の要因としてキャリアの表面

電荷がある。アニオン性およびカチオン性リポソームは中性リポソームと比較して、細胞外

マトリックスモデルであるマトリゲル中における拡散係数が著しく低いことが知られる

[127]。YSK05-MEND は脂質膜 pKa 6.40 の pH 応答性カチオン性を有し、pH7.4 の血中

ではほぼ中性を示す。一般にがん組織は血管機能が破綻しているため、特にがん組織深部は

低栄養、低酸素、低 pH 環境に陥っている。がん組織内 pH はがん種によって大きく異なり、

一般に 6.0〜6.8 程度であると言われている[128]。また、がん組織内 pH は、血管から離れ

るにつれて徐々に低下していくことが知られている[129,130]。そのため、YSK05-MEND は

がん組織の比較的深部ではカチオン性に変化し、その浸透性が著しく低下する可能性は考

えられる。第 2 章において用いた脂質 A-MEND や脂質 B-MEND のがん組織内分布の脂質

膜 pKa 依存性を検討することで、電荷の影響について調べることが可能であると考えられ

る。また、結果的にではあるが、YSK05-MEND は粒子径を小さくすることでほぼ均一的な

がん組織内分布を示したことから、電荷の影響は小さいと考えられる。最後に、三つ目の要
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因としてはナノ粒子の粒子径がある。今回、NG2/Cd31 値および Col1a1 発現量と、YSK05-

MEND のがん組織内分布の観察結果との間に関連性が示唆されたため、粒子径に着目する

ことにした。Cabral らは、プラチナ系抗がん剤を封入した 30〜100 nm の高分子ミセルを、

間質の多い膵がんモデルマウスに静脈内投与したところ、最も小さい 30 nm のミセルのみ

がん組織深部まで浸透し、強力な抗腫瘍効果を示すことを報告している[105]。このように、

ナノ粒子の粒子径を小さくすることでがん組織内分布が改善するという報告はいくつか存

在するが、リポソームに関する報告はほとんど無い。これは、100 nm 以下の小さく均一性

の高いリポソームを調製することが、他のナノ粒子と比較して困難であることが原因とし

てある。小さなリポソーム調製についての検討は様々行われているが、いずれの手法でも 50 

nm 以下のリポソーム調製に成功していない[115,116]。2012 年、SHM を用いることで理

論的最少粒子径のリポソーム調製が報告された[113]。本研究では、筆者が以前に構築した

t-BuOH 希釈法を用い、脂質組成を変更することで 30 nm 程度の YSK05-MEND の調製に

成功した。YSK05 はコーン型脂質であるため、第 1 章で述べた通り、複数の YSK05 の集

合体が安定に取る構造の曲率と、実際に YSK05-MEND 表面に存在する YSK05 が取る曲

率の符号は逆である (Fig. 1-17) 。YSK05 含量の減少に伴って YSK05-MEND の粒子径の

減少傾向が認められたのは、負の曲率に寄与する構成物 (YSK05) の減少に起因すると考え

られる。また、一般に PC 系脂質はシリンダー型に分類されるが、構成する脂肪酸が飽和脂

肪酸でかつその長さが短い場合、疎水部位が小さいために逆コーン型に分類される。今回用

いた DPPC は飽和脂肪酸であるパルミチン酸で構成されており、リポソームに汎用され、

ステアリン酸を有する DSPC と比較して脂肪酸が短いため、正の曲率に寄与する逆コーン

型に比較的近い構造を有する。このため、DPPC を YSK05-MEND に含有させることで粒

子径が減少したと考えられる。さらに短い脂肪酸を有するホスファチジルコリンを用いる

ことでも小さな粒子を形成させることは可能であると予想されるが、粒子を構成する脂質

の脂肪酸が短い場合、PEG 脂質と粒子との疎水的結合力が減少し、PEG 脂質が容易に脱離

してしまうことが報告[131]されており、今回は高い血中滞留性を確保するために DPPC が

最適であると判断して使用した。さらに、逆コーン型脂質の代表である PEG 脂質 (PEG-

DSG) を 10 mol%添加することで粒子径の減少と共に血中滞留化を狙った。最近、in silico

における siRNA 封入脂質ナノ粒子の詳細な構造が予測されてきており[132]、今後、計算科

学的手法による今回の考察の裏付けをとる必要がある。調製された Small YSK05-MEND

はがん組織内に均一的に分布 (Fig. 3-14) し、Large YSK05-MEND と比較して標的細胞へ

の均一的な取り込みおよび取り込み量の増加が認められた (Fig. 3-15) 。このことから、

Large YSK05-MEND は、がん間質の物理的バリアによって浸透が妨げられていたものと

考えられる。また、Large YSK05-MEND は標的がん細胞よりもマクロファージに非常に多

く取り込まれていた (Fig. 3-10b〜10d) 。このことから、Large YSK05-MEND はがん組織

内でマクロファージへ速やかに取り込まれ、がん細胞への移行が妨げられていると考える

こともできる。この検証は、クロドロン酸内包リポソームの投与等によってマクロファージ
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を排除した場合における Large YSK05-MEND のがん組織内分布を評価することで行うこ

とが可能であると考えられる。MEND の小型化によって、標的がん細胞への取り込みが大

きく変化したが、がん組織中マクロファージへの移行はLargeおよびSmall YSK05-MEND

間で大きく変わらなかった（データ未掲示）ことから、マクロファージによるYSK05-MEND

のがん組織内分布への影響は少ないと考えられる。ただし、マクロファージへの取り込みを

抑え、標的がん細胞への選択性を上昇させることは、投与量の低減に大きく貢献すると考え

られるため、その点に関する検討は今後の重要な課題である。 

 マイクロ流路法により調製した粒子径の小さい YSK05-MEND の肝臓におけるノックダ

ウン活性が弱く (Fig. 3-19a) 、がん組織においてはノックダウン活性が全く観察されなか

った (Fig. 3-20b) 。Tam らは、マイクロ流路を用いて調製した小さな KC2-LNP の肝臓に

おけるノックダウン活性が低いことを述べているが、その原因についての言及はなされて

いない[133]。調製法がマイクロ流路法であっても、t-BuOH 法により調製したものと同等

の粒子径を有する YSK05-MEND は同程度の高いノックダウン活性を有していた (Fig. 3-

19a) 。従って、調製法の違いによる何らかの悪影響よってノックダウン活性が低下したわ

けではなく、ノックダウン活性は調製された粒子の粒子径に強く依存していると考えられ

る。前述したとおり、粒子径が小さくなるほど、粒子表面の正の曲率が大きくなる (Fig. 3-

21) ため、YSK05 の集合体が安定にとる曲率と MEND 表面に存在する YSK05 がとる曲率

との差がより大きくなり、物理的に不安定な粒子が調製されていると考えられる。実際、マ

イクロ流路法で調製された小さな YSK05-MEND は、pH7.4、4℃条件下で保存している間

に siRNA を漏出することが明らかとなっている。また、その漏出は調製直後の粒子径が小

さいほど顕著になる。やや状況は異なるが、第 1 章において、負の曲率をとる YSK05 の含
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量がさらに高い、YSK05/Chol/PEG-DMG で 80/20/3 の組成比では、70/30/3 の組成比と比

較して肝実質細胞における遺伝子ノックダウン活性が減少した (Fig. 1-5c) 。更に YSK05

含量の高い 90/10/3 または 100/0/3 の組成比では、YSK05-MEND の調製中に siRNA の漏

出が起こり、一部封入された siRNA 量で投与量補正してマウスに静脈内投与しても、膜融

合活性の高い YSK05 が多く含まれているにも関わらず、肝臓における遺伝子ノックダウン

は全く観察されない (データ未掲示) 。このように、試験管内で siRNA を簡単に漏出して

しまう YSK05-MEND の in vivo におけるノックダウン活性は低いことが明らかとなって

おり、そのような不安定な YSK05-MEND は静脈内投与後、血中で siRNA を漏出し、siRNA

を効率的に肝臓へ送達できないため、ノックダウン活性が低い可能性が考えられる。今後、

細胞内動態効率を落とさずに物理的安定性を向上させることで、粒子径の小ささと高いノ

ックダウン活性を両立した YSK05-MEND の構築を行う必要がある。 

 また、マイクロ流路法で調製した YSK05-MEND の血中滞留性は、t-BuOH 希釈法で調

製された YSK05-MEND と比較して低かった。YSK05 のようなコーン型脂質を多く含む脂

質組成の粒子は、一般的なリポソームの様な内部に水相を含む閉鎖脂質二重膜構造ではな

く、リポタンパクの様に脂質が内部に詰まった構造を有する (Fig. 3-22) ことが知られてお

り[132]、本 YSK05-MEND も同様の構造を有すると考えられる。そのため、脂質量が一定

の場合、粒子径が小さくなるほど粒子の総表面積は増加する。具体的には、粒子径が 1/2 倍

になった場合、1 粒子当たりの表面積は 1/4 倍となるが、粒子数は 8 倍となるため、粒子全

体の総表面積は 2 倍に増加する。マイクロ流路で調製した PEG-DSG 5 mol%添加 YSK05-

MEND の number mean 値は、t-BuOH 希釈法で調製した YSK05-MEND の 1/2 以下であ

るため、前者の PEG-DSG 添加量は後者と比較して 1.6 倍多いが、粒子表面の PEG 密度は

後者よりも計算上低くなる。粒子表面の PEG 密度は粒子の血中滞留性を規定する大きな要

因であることから、マイクロ流路法で調製した YSK05-MEND は t-BuOH 希釈法で調製し

た YSK05-MEND と比べて表面の PEG 密度が低いために、比較的低い血中濃度を示した

ものと考えられる。 
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3-4 小括 

 

 本章では、YSK05-MEND を用いた固形がん組織への siRNA 送達を試みた。様々な皮下

移植がん組織における PLK1 ノックダウンを評価したところ、がんモデルごとに得られる

ノックダウン活性に大きな差があることが明らかとなった。また、各がん組織中の様々なマ

ーカー遺伝子発現を評価したところ、NG2/Cd31 値および Col1a1 発現量の高いがんモデル

において、遺伝子ノックダウンを誘起することが困難であることが明らかとなった。また、

そのようながんモデルにおいて、YSK05-MENDは極めてヘテロながん組織内分布を示し、

標的がん細胞への取り込み量も低かった。脂質組成を変更することで調製に成功した平均

粒子径 30 nm 程度の小さな YSK05-MEND を用いて同様の評価を行ったところ、がん組織

内分布の大幅な改善、がん細胞への均一的な取り込みおよび取り込み量の上昇が観察され

た。これより、YSK05-MEND のヘテロながん組織内分布はがん間質による物理的バリアに

よる YSK05-MEND のがん組織内浸透の阻害に起因すると結論した。マイクロ流路を用い

て調製された小さな YSK05-MEND は肝臓におけるノックダウン活性および血中滞留性が

低く、がん組織においてもノックダウン活性を示さなかった。今後は、小型かつ高いノック

ダウン活性を両立する siRNA キャリアの構築をしていく予定である。  
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結論 

 本研究では、pH 応答性リポソームを用いた肝臓への効率的な siRNA 送達キャリアの構

築と、脂質膜 pKa がそのキャリアの動態や活性に及ぼす影響に関する検証、さらにがん組

織への siRNA 送達効率に関わるがん組織側および siRNA キャリア側因子の解明を目的と

した。 

 第 1 章では、筆者が以前に開発した、高い膜融合活性を有する pH 応答性脂質 YSK05 を

用いて肝臓への siRNA 送達キャリアの構築を行った。MEND 脂質組成の最適化を通して

肝臓におけるノックダウン活性を 10 倍程度上昇させ、ED50値で 0.06 mg/kg を達成し、単

回投与で 2 週間程度の持続的なノックダウンが観察された。HCV 慢性炎症発症マウスへの

投与実験において肝臓の正常化が、さらに、HCV 持続感染マウスにおける HCV の顕著な

減少が観察されたことから、肝臓の標的遺伝子を抑制可能な siRNA キャリアは肝疾患治療

に有効であることが示唆された。 

 第 2 章では、様々な脂質膜 pKa を示す新規 pH 応答性脂質、脂質 A シリーズおよび脂質

B シリーズを用いることで、脂質膜 pKa が肝臓への siRNA 送達効率に及ぼす影響を検証

した。脂質 A-MEND および脂質 B-MEND は脂質膜 pKa 依存的な肝実質細胞における遺

伝子ノックダウンを示し、ノックダウンに最適な pKa は 6.45 であった。また、脂質 A は

YSK05 と比較して膜融合活性が高く、肝実質細胞において MC3 と同等の高いノックダウ

ン活性を示した (ED50: 0.015 mg/kg) 。また、脂質膜 pKa が上昇するにつれて、キャリア

の肝臓内分布は肝実質細胞から肝類洞血管内皮細胞へ劇的に変化していくことが明らかと

なった。肝類洞血管内皮細胞においても脂質膜 pKa 依存的な遺伝子ノックダウンが観察さ

れ、適切な pKa は 7.10〜7.25 であることが明らかとなった。また、脂質 A2-MEND は内

皮リパーゼによって血管内皮細胞上で選択的に不活性化された。その影響により、脂質 A2-

MEND は肝実質細胞選択的に遺伝子ノックダウンを誘起することが明らかとなった。一方

で、脂質膜 pKa 7.10 を示す脂質 B3-MEND は肝類洞血管内皮細胞選択的に遺伝子ノック

ダウンを誘起した。 

 第 3 章では、第 1 章において構築した最適組成 YSK05-MEND を基盤とし、血中滞留化

させることでがん組織への受動的標的化を行った。さらに、様々ながんモデルのキャラクタ

ーを評価することで YSK05-MEND によるがん組織への siRNA 送達に影響するがん組織

側とキャリア側の因子の解明を行った。YSK05-MEND による遺伝子ノックダウン効率は

がんモデルによって大きく異なった。がん組織中の各種マーカー遺伝子発現量を評価した

結果、血管透過性が低く、間質量の多いがんモデルにおいて遺伝子ノックダウンが困難であ

ることが明らかとなった。さらに、それは YSK05-MEND のがん組織内浸透性が間質の存

在によって物理的に妨害されることで標的がん細胞へ移行できていないことが原因である

と示唆された。実際に、粒子径の小さな YSK05-MEND はがん組織全体に均一的に分布し、

がん細胞への取り込み量が増加し、取り込みの均一性の向上も観察された。また、マイクロ

流路を用いることで脂質組成を変更せずに粒子径の小さな YSK05-MEND を調製すること
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に成功した。しかし、YSK05-MEND の遺伝子ノックダウン活性はその粒子径の減少に伴っ

て著しく減少することが明らかとなった。 

 以上のことから、世界最高峰の活性を有する MC3 と同等の活性を有する siRNA キャリ

アの構築に成功した。また、脂質膜 pKa を変化させることでキャリアの肝臓内局在を大き

く変化させることが可能であることを明らかとした。また、明瞭な HCV 治療効果を得るこ

とに成功した。一方で、がん組織においては、いくつかのがんモデルで遺伝子ノックダウン 

の誘起に成功したものの、間質の存在によるキャリアのがん組織内浸透性の制約により、標

的がん細胞への移行が妨げられていることを明らかとした。 

 In vivo において目的の遺伝子発現をノックダウンする技術は、HCV 治療薬としての有

用性に加え、学術的にも大きな意義があると考えられる。従来用いられてきた培養細胞を利

用した実験では、実際の臓器の環境を再現することができず、利用した培養細胞の性質が in 

vivo における性質を完全に再現している保証は無い。また、in vivo 組織中の細胞は他の細

胞と複雑に関わり合いながら生存しているため、たとえ対象細胞自身の性質が同じであっ

たとしても、in vitro において遺伝子機能を抑制した際のフェノタイプが、in vivo でも同様

に得られるかの保証もない。本技術は in vivo において直接的に任意の遺伝子発現を任意の

時期に効率的に抑制することを可能とさせる。これは、siRNA の発見によって in vitro 培

養細胞における遺伝子機能解析の実験手法が大きく変貌したのと同様に、本技術は in vivo

分子生物学とも呼ぶべき新たな研究手法への展開を助けるものであると考えられる。 

 また、がん組織に関しても、YSK05-MEND は比較的浸透性が良いがんモデルにおいては

遺伝子ノックダウンを誘起した。高い活性を維持した小型の MEND を構築することができ

れば、上記で述べた in vivo 分子生物学をがん組織にも応用可能になると期待される。 

本研究で得られた知見が siRNA 医薬の実用化や新たな疾患関連遺伝子の効率的な探索に

繋がる一歩となることを期待し、本稿を終えたい。 
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実験方法 

 

MEND の調製 (t-BuOH 希釈法) 

 2 mg/mL の siRNA 溶液 80 L と DDW 120 L を混合した溶液を調製した（①）。また、

10 mM pH 応答性脂質、10 mM Chol (SIGMA Aldrich)、10 mM DSPC (日本油脂) および

10 mM DPPC (日本油脂) の 90% t-BuOH 溶液を表記したモル比、全量を 300 L となるよ

うに調製した。そこに、2 mM PEG-DMG (日本油脂) および 2 mM PEG-DSG (日本油脂) 

の 90% t-BuOH 溶液を表記したモル比となるように添加し、90% t-BuOH で全量を 400 L

とした溶液を調製した（②）。②をボルッテックスミキサーで撹拌しながら①を全量滴下し

た（③）。27G 注射針を装着した 1 mL テルモシリンジを用いて③を回収し、ボルテックス

ミキサーで 20 mM citrate buffer (pH4.0) 2.0 mL を撹拌しているところに③を注入した。

PBS (-) を加えて希釈しながら、AmiconUltra-15 (MWCO 100,000、Millipore) に移し、

限外濾過により t-BuOH の除去、バッファー交換、濃縮を行った。最後に適当な容積に PBS 

(-) を用いてメスアップした。MEND の粒子径、Polydispersity Index および電位は、

Zetasizer nano ZS (Malvern) を用いて測定した。siRNA 回収率と封入率は RNA に特異的

にインターカレーションを起こして蛍光を発する試薬 Ribogreen (Invitrogen) を用いたア

ッセイにより定量を行った。調製した MEND 溶液に対して、カチオン性を帯びた MEND

表面から siRNA を乖離させるために 20 L/mL デキストラン硫酸ナトリウム (和光純薬) 

水溶液を添加した溶液を①、さらに MEND の膜構造を破壊するために 0.1% TritonX-100 

(SIGMA Aldrich) を添加した溶液を②とし、下記の (1) 式に従って siRNA 回収率を、(2) 

式にしたがって siRNA 封入率の計算を行った。保存安定性評価を除き、全ての MEND サ

ンプルはどちらのも 90%以上を示すことを確認した。 

 

siRNA 回収率 (%) =  
②溶液の siRNA 濃度

回収率 100%とした時の理論上の siRNA 濃度
 × 100・・・(1) 

 

siRNA 封入率 (%) =  
②溶液の siRNA 濃度 − ①溶液の siRNA 濃度

②溶液の siRNA 濃度
 × 100・・・(2) 
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本研究において使用した siRNA の配列は下表に示す。 

 

 

 

大文字は DNA を、小文字は RNA を、太文字は 2’-OMe 修飾体を、下線は 2’-F 修飾体を、

s はホスホロチオエート結合をそれぞれ示す。 

  

siRNA 名  配列 5’ → 3’ 

siFVII 
sense gga uca ucu caa guc uua cTsT 

antisense gua aga cuu gag aug auc cTsT 

siSr-b1 
sense guc gca ugg cuc aga gag uTT 

antisense acu cuc uga gcc aug cga cTT 

siGL4 
sense ccg ucg ucu ucg uga gca aTT 

antisense uug cuc acg aau acg acg gTT 

siApoB 
sense gga auc uua uau uug auc caa 

antisense uug gau caa aua uaa gau ucc cu 

GL3 
sense Cy5-gcg cug cug gug cca acc cTT 

antisense ggg uug gca cca gca gca gcc cTT 

siPLK1 
sense aga uca ccc ucc uua aau auu 

antisense uau uua agg agg gug auc uuu 

siGapdh 
sense gug gca aag ugg aga uug uuu 

antisense aca auc ucc acu uug cca cuu 

siCd31 

配列 1 
sense gca cag uga ugc uga aca aTT 

antisense uug uuc agc auc acu gug cTT 

配列 2 
sense gug cau agu uca agu gac aTT 

antisense ugu cac uug aac uau gca cTT 

配列 3 
sense gca aga agc agg aag gac aTT 

antisense ugu ccu ucc ugc uuc uug cTT 

siLdlr 

配列 1 
sense gug uug acg gcu ccc aug aTT 

antisense uca ugg gag ccg uca aca cTT 

配列 2 
sense cag aag ucg aca cug uac uTT 

antisense agu aca gug ucg acu ucu gTT 

配列 3 
sense cuc aga cga aca agg cug uTT 

antisense aca gcc uug uuc guc uga gTT 
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MEND の調製 (マイクロ流路法) 

 2 mg/mL の siRNA 溶液 110 L と 25 mM acetate buffer (pH4.0) 1390 L を混合した溶

液を調製した（①）。また、20 mM YSK05 と 20 mM Chol の EtOH 溶液をそれぞれ 280 L

と 120 L を混合した。そこに、4 mM PEG-DMG、4 mM PEG-DSG の EtOH 溶液を表記

したモル比となるように添加し、EtOH で全量を 500 L とした溶液を調製した（②）。①

および②をそれぞれ2.5 mLおよび1 mLのハミルトンシリンジ (HAMILTON) に充填し、

シリンジを Standard Infusion Only Pump 11 Elite (HARVARD APPARATUS) に装着し

た。SHM とシリンジを接続し、①および②をそれぞれ 1.125 mL/min および 0.375 mL/min

の流速で SHM 内に注入した。流路の出口から出てきた溶液を Spectra/Por 4 dialysis 

membrane (MWCO 12,000-14,000、Spectrum Laboratories) に移し、外水相を 20 mM 

MES buffer (pH6.0) とし、4℃で 4 hr 以上透析を行った。外水相を PBS (-) (pH7.4) に変

え、さらに 4℃で一夜透析を行った。必要に応じて、Spectra/Gel Absorbent (Spectrum 

Laboratories) を用いて溶液を濃縮した。上記と同様に粒子径、Polydispersity Index、電

位および siRNA 濃度・封入率を測定した。 

 

脂質膜 pKa の測定 (TNS assay) 

 20 mM citrate buffer (150 mM NaCl, pH3.50〜5.50)、20 mM phosphate buffer (150 

mM NaCl, pH6.00〜8.00)、20 mM Tris-HCl buffer (150 mM NaCl, pH8.50〜9.50) それ

ぞれ 368 L と 0.6 mM TNS (和光純薬) 4 L を混合した溶液を調製した（①）。また、siRNA

未封入 MEND 溶液を脂質濃度 0.5 mM となるように Saline で希釈した溶液を調製した

（②）。96-well fluoronunc plate (Nunc) に①および②をそれぞれ 188 L および 12 L を

添加し、混合した。Varioskan Flash (Thermo scientific) を用いて蛍光強度を測定した。 

 

測定条件は以下に示す。 

Excitation wavelength: 321 nm 

Emission wavelength: 447 nm 

Temperature: 37℃ 

Measurement time: 500 msec/well 

Band width: 5 nm 

Dynamic range: Autorange 
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膜障害活性評価 (Hemolysis assay) 

 ICR マウス (4 週齢) から血液を採取し、ヘパリン処理後に氷冷した。生理食塩水で希釈

し、4℃、400×g、5 min の条件で遠心し、上清を取り除く作業を 5 回繰り返すことで赤血

球懸濁液を得た。赤血球懸濁液を、0.5% TritonX-100 添加時に 545 nm における吸光度が

2 となる濃度に、20 mM HEPES/MES buffer (130 mM NaCl, pH5.0〜7.5) で希釈した溶

液を調製した（①）。また、脂質濃度 1.5 mM のリポソーム溶液 1〜30 L と各 pH の

HEPES/MES buffer を混合して計 300 L とした溶液を調製した（②）。①と②を 300 L

ずつ混合し、37℃、30 min でインキュベーションした。4℃、400 g、5 min で遠心後、上

清の 545 nm における吸光度を測定した。ネガティブコントロールはバッファーのみのサ

ンプルとし、ポジティブコントロールは終濃度 0.5 w/v%の TritonX-100 存在下のサンプル

とした。生理食塩水の吸光度を 0%、pH7.5 におけるポジティブコントロールの吸光度を

100%として、ネガティブコントロールを含む各サンプルの溶血割合 (%Hemolysis) を算出

した。 

 

31P NMR 法による相転移温度の測定 

 20 mM pH 応答性脂質、20 mM POPC の EtOH 溶液をガラス試験管 (三商) に 400 L

ずつ添加し、エバポレーターを用いてEtOHを留去した。さらに20 mM DSPSの chloroform

溶液 400 L を加えて脂質を再溶解させ、再びエバポレーターを用いて減圧留去することで

脂質フィルムを調製した。10 mM citrate buffer (pH4.0) 500 L 添加し、60℃水浴中で水

和させ、ボルテックスミキサーを用いて脂質をガラス試験管から剥がした。バス型ソニケー

ターを用いて超音波処理することで脂質を分散させた。得られた脂質懸濁液を NMR 管に

移し、ECX 400P (JEOL) または ECA 500 (JEOL) を用いて以下の測定条件で 31P NMR ス

ペクトルを得た。得られたデータはDelta NMR software v5.0.2を用いて解析した。Window

関数を exponential、広幅化因子を 50 Hz としてフーリエ変換し、手動により位相補正し

た。 

 

 x-angle   60° 

 spectral width  280 kHz (400 MHz) or 350 kHz (500 MHz) 

 data points  32,768 

 relaxation_delay  1 sec 

 scan times  1500 

 temperature  21〜50℃ 
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細胞培養 

 HeLa-dluc 細胞、Huh7 細胞、HepG2 細胞、HCT116 細胞は DMEM (SIGMA Aldrich)

を、OS-RC-2 細胞、MDA-MB-231 細胞、Hepa1c1c7 細胞は RPMI-1640 (SIGMA Aldrich)

を、A549 細胞は F-12k (Gibco) を培地として、10% FBS、100 U/mL ペニシリン、そして

100 ng/mL ストレプトマイシンを加えた培養液中で培養を行った。HeLa-dluc 細胞はセレ

クションのために G418 (Nacalai tesque) 0.4 mg/mL となるように加えた。全ての細胞は、

5% CO2、95%水蒸気下、37℃で培養した。凍結された細胞ストックを 37℃の水浴中で素早

く溶かし、培地 9 mL に添加した後に遠心操作 (r.t., 1,000 rpm, 5 min) を行なった。その

後、上清を除去後に沈殿した細胞を 1 mL の培地に懸濁し、10 mL の培地を含む 10-cm dish 

(Falcon) に播種した。継代は、80〜90%コンフルエントになった際に、0.125% トリプシン 

2 mL で剥離させた細胞を 8 mL の培地に添加した後に遠心操作 (r.t., 1,000 rpm, 5 min) 

を行い、細胞を計数した後に適当な濃度で再播種を行った。 

 

トランスフェクション (ルシフェラーゼ法によるノックダウン評価) 

 トランスフェクションの 24 hr 前に、Firefly および Renilla 由来ルシフェラーゼを安定

発現している HeLa-dluc 細胞を 5×103 cells/well で 96-well plate (Corning) に播種した。

任意の siRNA 濃度となるように MEND を DMEM (10% FBS, 400 g/mL G418) で希釈

し、100 L/well で添加した。24 hr 後に細胞を PBS (-) 100 L/well で洗浄し、1×Passive 

Lysis Buffer (Promega) 24 L 添加し、室温で 10 min 程度インキュベートした。Dual-

Luciferase Reporter Assay buffer II (Promega) を 50 L 添加した 2 sec 後から 10 sec 発

光量を測定し、Stop & GLO buffer 50 L を添加した 2 sec から 10 sec 発光量を測定した。

発行量の測定は Luminescencer-PSN AB-2200 (ATTO) を用いた。 

 

トランスフェクション (qRT-PCR 法によるノックダウン評価) 

 トランスフェクションの 24 hr 前に、OS-RC-2 細胞を 1×105 cells/well で、Huh7 細胞

を 1.5×105 cells/well で、HepG2 細胞を 3×105 cells/well で、HCT116 細胞を 2×105 

cells/wellで、HeLa-dluc細胞を 1×105 cells/wellで、MDA-MB-231細胞を1×105 cells/well

で、Hepa1c1c7 細胞は 1×105 cells/well で 6-well plate (Corning) に播種した。任意の

siRNA 濃度になるように MEND を各細胞に適した培養液で希釈し、1 mL/well で添加し

た。Hepa1c1c7 細胞に関してのみ、MEND の添加から 2 hr 後に上清を除き、20 U/mL ヘ

パリン PBS (-) 500 L/well×2 回で洗浄し、新しい培養液を 1 mL/well で添加した。MEND

の添加から24 hr後に細胞をPBS (-) 1 mL/wellで洗浄し、TRIZOL (Invitrogen) 500 L/well

添加した。これを後述する total RNA 抽出用のサンプルとした。 
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培養細胞における細胞毒性評価 

 トランスフェクションの 24 hr 前に、OS-RC-2 細胞を 1×104 cells/well で、Huh7 細胞

を 2×104 cells/well で、HCT116 細胞を 1.5×104 cells/well で、HeLa-dluc 細胞を 1×104 

cells/well で、MDA-MB-231 細胞を 1×104 cells/well で 24-well plate (Corning) に播種し

た。任意の siRNA 濃度となるように MENDを各細胞に適した培養液で希釈し、500 L/well

で添加した。24 hr 後に上清を除き、MEND を含まない培養液を 1 mL/well で添加した。

さらに 48 hr 後、細胞を PBS (-) 500 L/well で洗浄し、1% TritonX-100 含有 PBS (-) 100 

L/well 添加した。BCA 法により細胞溶解液のタンパク質濃度を測定し、未処理の細胞を

100%とした相対的な細胞生存率として計算した。 

 

培養細胞における MEND の取り込み評価 

 トランスフェクションの 24 hr 前に、OS-RC-2 細胞および HeLa-dluc 細胞を 1×105 

cells/well で、6-well plate に播種した。100 nM siRNA となるように 3H 標識 MEND を各

細胞に適した培養液で希釈し、1 mL/well で添加した。1.5 hr または 3 hr 後に上清を除き、

細胞を 20 U/mL ヘパリン含有 PBS (-) 1 mL/well で 2 回洗浄し、1×Passive Lysis Buffer 

1 mL/well 添加して細胞を回収した。細胞溶解液全量をバイアルに入れ、Hionic Fluor 10 

mL を加えた。放射活性として、LSC-6100 (ALOKA) を用いて dpm の測定をした。1 well

に添加した MEND の内、何%が細胞に取り込まれたかを算出した。 

 

MEND の静脈内投与 

 PBS (-) で任意の siRNA 濃度とした MEND 溶液を、ジエチルエーテル麻酔下のマウス

の尾静脈より、10〜15 mL/kg weight の容量で投与した。マウスは ICR マウス (4〜8 週齢、

雄性、slc) 、BALB/c マウス (4 週齢、雄性、slc) 、BALB/c.KOR-Apoeshlマウス (4 週齢、

雄性、slc) または、BALB/cAjcl-nu/nu マウス (4 週齢、雄性および雌性、日本クレア) を使

用した。MEND と hApoE3 () を共投与する際は、hApoE3 投与量が 0.1 mg/kg となるよう

に、投与直前に hApoE と MEND 溶液を混合した。GSK264220A を腹腔内投与する際は、

GSK264220A を以下の組成の薬物溶解液に 3 mg/mL で溶解させ、30 mg/kg (10 mL/kg) で

腹腔内投与した。坦がんマウスへの MEND の投与は、皮下移植がん組織体積が平均で 100 

mm3程度になった時に行った。 
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坦がんマウスの作製 

 各細胞を上記に従って培養し、移植の 3〜4 日前に 15-cm dish (Corning) を用いて大量

培養した。0.125% トリプシン溶液を用いて細胞を回収し、細胞を計数した後に遠心 (r.t., 

1,000 rpm, 5 min) し、OS-RC-2 細胞は 1×106 cells/80 L、Huh7 細胞は 1×106 cells/80 

L、HepG2 細胞は 1×106 cells/80 L、HCT116 細胞は 1×106 cells/80 L、HeLa-dluc 細

胞は 1×106 cells/80 L、A549 細胞は 1×106 cells/80 L、MDA-MB-231 細胞は 1×106 

cells/80 L となるように PBS (-) に再懸濁した。細胞懸濁液は on ice で保存し、回収して

から可能な限り素早くジエチルエーテル麻酔下の BALB/cAjcl-nu/nu の左背部皮下に 27G

注射針を用いて細胞懸濁液 80 L を移植した。HeLa-dluc 細胞の移植には雌性、その他の

細胞の移植に雄性のマウスを用いた。 

 

血漿中 FVII 酵素活性評価 

 MEND を表記マウス (4 週齢) に投与してから表記の時間後、ジエチルエーテル麻酔下

で心臓または尾より採血し、ヘパリン処理した。これを遠心操作 (4℃, 800×g, 5 min) し

た後の上清を血漿とした。FVII 酵素活性は Biophen FVII kit (Hyphen BioMed) を用いて

測定した。血漿を Tris-BSA Buffer で 10,000 倍希釈したものを測定サンプルとし、以降は

添付文書に従って呈色反応を行った。呈色反応後、吸光光度計 DU-630 (Beckmann Coulter) 

あるいはマルチウェルプレートリーダーVarioskan Flash (Beckmann Coulter) を用いて

405 nm における吸光度を測定した。PBS (-) 投与群を 100%とした相対的な FVII 活性を

算出した。 

 

コレステロール定量 

 MEND を ICR マウス (8 週齢) に投与から 48 hr 後、ジエチルエーテル麻酔下で心臓よ

り採血し、ヘパリン処理した。これを遠心処理 (4℃, 800×g, 5 min) した後の上清を血漿

とした。血漿中総コレステロール濃度はコレステロール定量キット E ワコー (和光純薬) を

用いて定量した。 

 

肝毒性評価 

 ICR マウス (4 週齢) に対して、表記した投与量で siRNA 封入 MEND を静脈内投与し、

心臓より採血した。室温で 30 min 程度静置し、軽くタッピングした後、遠心操作 (4℃, 

10,000 rpm, 10 min) し、血清サンプルとした。AST、ALT はトランスアミザーゼ CII テ

ストワコー (和光純薬) を用いて定量した。 
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Total RNA 抽出 

 組織は TRIZOL 500 L 溶液中で PreCellys 24 (Bertin Technologies) を用いて、5,500 

rpm、20 sec×2 回の条件で破砕したものを抽出サンプルとした。抽出サンプルに対して 1/5

量の chloroform を加えボルテックスミキサーを用いて激しく撹拌した後 5 min 静置し、遠

心操作 (4℃, 12,000×g, 5 min) を行った。上清 200 L を別のチューブに移し、等量の

isopropanol を添加しボルテックスミキサーを用いて激しく撹拌した後 5 min 静置し、遠心

操作 (4℃, 12,000×g, 5 min) を行った。得られた沈殿物に対して 750 L の 75% EtOH を

加え、ボルテックスミキサーを用いて撹拌した後遠心操作 (4℃, 12,000×g, 2 min) を 2 回

繰り返した。得られた沈殿物を風乾させ、適当量の DDW に再溶解させた。RNA の定量は、

この RNA 溶液を、TE 緩衝液を用いて任意の倍率で希釈したサンプルの A230、A260および

A280を測定することで行った。 

 

cDNA の調製 

 Total RNA 0.4〜1.0 g 分の RNA 溶液を、DDW を用いて 4.5 L にメスアップし、65℃、

5 min で加熱させた後 4℃まで急冷することで RNA の 2 次構造を壊した。その後、High 

Capacity RNA-to-cDNA kit (ABI) の 20×RT Enzyme Mix 0.5 L と 2×RT Buffer Mix 

5.0 L を加え、42℃、60 min→95℃、5 min で逆転写反応を行った。 

 

qRT-PCR 

 得られた cDNA 溶液を、DDW を用いて 40 倍希釈し、下記の組成および反応条件に従っ

て LightCycler 480 (Roche Diagnostics) を用いてリアルタイム PCR を行った。 

 

2×Fast SYBR Green Master Mix  7.5 L 

100 M forward primer   0.075 L 

100 M reverse primer   0.075 L 

40 倍希釈 cDNA    2.64 L 

DDW     4.71 L    

Total     15.0 L/well 

 

95℃、20 sec → 95℃、3 sec → 60℃、30 sec → Melting curve analysis 

    40 cycles 
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本研究において用いたプライマーセットは下表に示す。 

 

遺伝子名 (Gene ID)  配列 5’ → 3’ 

Gapdh (14433) 
forward AGC AAG GAC ACT GAG CAA G 

reverse TAG GCC CCT CCT GTT ATT ATG 

GAPDH (2597) 
forward CCT CTG ACT TCA ACA GCG AC 

reverse CGT TGT CAT ACC AGG AAA TGA G 

FVII (14068) 
forward TCG AAT CCA TGT CAG AAC GGA GGT 

reverse CCG ACC CTC AAA GTC TAG GAG GCA 

Actb (11461) 
forward AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC 

reverse CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT 

Sr-b1 (20778) 
forward TCC AGC CTG ACA AGT CGC ATG G 

reverse GCT TGC TCT CCA TCA ATA TCG AGC C 

SR-B1 (949) 
forward AGA ACA TCA GCA GGA TCC AC 

reverse GGA CTC AGG AGT CAT GAA GG 

APOE (348) 
forward TCC TTG AGT CCT ACT CAG CC 

reverse CCA CAG AAC CTT CAT CTT CC 

LDLR (3949) 
forward ATG AAC CCA TCA AAG AGT GC 

reverse TCT TAA GGT CAT TGC AGA CG 

PLK1 (5347) 
forward AAT AAA GGC TTG GAG AAC CC 

reverse ACC TCA CCT GTC TCT CGA AC 

NG2 (121021) 
forward AAG GAA GTG CAG AGG AG 

reverse CAT CTC GTG CTC ATA CAG 

Cd31 (18613) 
forward TAC AGT GGA CAC TAC ACC TG 

reverse GAC TGG AGG AGA ACT CTA AC 

Col1a1 (12842) 
forward AGA GAG GTG AAC AAG GTC 

reverse AAG GTC TCC AGG AAC AC 

F4/80 (13733) 
forward GGG TAT CAT GAG TTG ATG GC 

reverse TTC TCC TTG GTG CAT GAA AC 

VE-Cad (12562) 
forward GCC AGT AAA CCC AAA GTT C 

reverse TAA ACT GCC CAT ACT TGA CC 

Tie2 (21687) 
forward GAC CAG ACT GTA AGC TCA G 

reverse AAT CCT CTA TCT GTG GAG TC 
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体内分布・血中滞留性評価 (蛍光) 

 蛍光標識 MEND を ICR マウス (4 週齢) に表記の投与量で静脈内投与した。体内分布評

価に関しては投与から 30 min 後、ジエチルエーテル麻酔下で各組織を回収し、湿重量を測

定し、ハサミで細断した一部をチューブに回収した。100 mg wet tissue/mL の濃度となる

ように 1% SDS を加え、PreCellys 24 (Bertin Technologies) を用いて、5,500 rpm、20 sec

×2 の条件で組織を破砕した。遠心操作 (4℃, 12,000×g, 10 min) 後、上清 200 L を 96-

well fluoronunc plate (Nunc) に移し、Varioskan Flash (Beckmann Coulter) を用いて蛍

光強度を測定した。また、血中滞留性に関しては投与から 6 hr 後、ジエチルエーテル麻酔

下で心臓より採血し、ヘパリン処理した。遠心操作 (4℃, 800×g, 10 min) 後、血漿を得た。

96-well fluoronunc plate 上で、血漿 50 L、10% SDS 20 L、PBS (-) 130 L を混合し、

Varioskan Flash を用いて蛍光強度を測定した。 

 

測定条件は以下に示す。 

Excitation wavelength: 648 nm (Cy5, DiD), 745 nm (DiR) 

Emission wavelength: 669 nm (Cy5, DiD, 780 nm (DiR) 

Temperature: r.t. 

Measurement time: 500 msec/well 

Band width: 5 nm 

Dynamic range: Autorange 

 

血中滞留性評価 (放射性同位体) 

 3H 標識 MEND を ICR マウス (4 週齢) に表記の投与量で静脈内投与した後、表記の時

間に採血した。全血 20 L を 1 mL の soluene-350 (PerkinElmer) が入ったプラスチック

バイアル (Thermo Fisher Scientific) に対して加え、細胞が溶解するまで数分静置した。

この溶液に対して 30% H2O2 300 Lを 3回に分けて加え良く振り脱色した後、Hionic Flour 

(PerkinElmer) 10 mL を加えて 4℃、O/N でケミルミネッセンスが収まるまで静置したも

のを測定サンプルとした。放射活性として、LSC-6100 (ALOKA) を用いて dpm を測定し

た。下記の式に従い、血液 1 mL 中に存在する MEND の割合を算出した。 

 

%Injected dose mL⁄ blood =
1 mL の血液に含まれる放射活性 (dpm mL⁄ blood)

マウスに投与した総放射活性 (dpm)
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組織内分布評価用サンプルの調製 (固定組織切片) 

 肝臓に関しては、Cy5 標識 siGL3 封入 MEND を ICR マウス (6 週齢) に 0.5 mg/kg で

静脈内投与し、25 min 後に FITC 標識 Isolectin B4 40 g/mouse を静脈内投与した。さら

に 5 min 後に開腹し、門脈より 4% パラホルムアルデヒド (PFA) を還流し、肝臓の前固定

を行った。肝臓を 4℃、O/N で 4% PFA 中に浸すことで後固定を行った。その後、30% シ

ョ糖溶液に浸すことで置換を行い、OCT Compound (Sakura Fine Technical) 中に包埋し

た。がん組織に関しては、DiD および DiI 標識 MEND を坦がんマウスに 1 mg/kg で静脈

内投与し、24 hr 後に FITC 標識 Isolectin B4 40 g/mouse を静脈内投与した。さらに 10 

min 後にがん組織を回収し、4℃、O/N で 4% PFA 中に浸すことで浸透固定を行った。その

後、30% ショ糖溶液に浸すことで置換を行い、OCT compound 中に包埋した。 

その後、CM3000 (Leica) を用いて凍結切片を作製し、スライドガラスに張り付けた後、

PBS (-) で 2 回洗浄した。その後、カバーガラスで覆い、観察まで 4℃、遮光下で保存した。 

 

組織内分布評価用サンプルの調製 (生組織) 

 Cy5 標識 siGL3 封入 MEND を ICR マウス (4 週齢) に表記の投与量で静脈内投与し、

25 min 後に FITC 標識 Isolectin B4 40 g/mouse を静脈内投与した。さらに 5 min 後に肝

臓の一部を回収し、10 g/mL Hoechst33342 添加 PBS (-) に浸して氷冷し、遮光下で 10 

min 以上インキュベートした。 

 

共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いた MEND の組織内分布評価 

 作成した組織切片を、以下の共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて観察した。 

 

Confocal Imaging system (A1R+, Nikon) 

 Microscopy (ECLIPSE Ti-E, Nikon) 

 Objective (PlanApo 10×, PlanApo-VC 20×, PlanApo-VC 60×A WI, Nikon) 

Lasers (40 mW 457/488/514 nm Multi Ar Laser, 10 mW 561 nm Solid Laser, 10 

mW 640 nm Diode Laser, Nikon) 

 1st Dynamic Mirror (405/488/561/640, Nikon) 

 Filter Set (450/50, 525/50, 595/50, 700/75, Nikon) 
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がん組織における MEND の取り込み評価 

 DiD 標識 MEND を坦がんマウスに表記の投与量で静脈内投与してから 24 hr 後、がん組

織を回収し、冷 HBSS (SIGMA) に浸した。ハサミでがん組織を細かく刻み、以下の組成の

組織分散溶液に入れた。 

 

280 U/mg コラゲナーゼ type II (Gibco) 20 mg 

10 mg/mL DNase I (Gibco)  20 L 

非働化 FBS    1 mL 

500 mM calcium chloride   20 L    

HBSS     up to 2 mL 

 

 シェーキングインキュベーターで 37℃、1,300 rpm、30 min でインキュベートすること

で細胞を分散させた。100 m セルストレーナー (BD Falcon) に通し、冷 HBSS 10 mL を

加えて希釈・冷却したサンプルを遠心 (4℃, 400×g, 4 min) した。上清を除き、冷 HBSS 

10 mL を加え、同様の遠心操作を行い、上清を除いた。コンタミネートした赤血球を除く

ために RBC lysis buffer (SIGMA) 1 mL で懸濁し、室温で数分静置し、冷 HBSS 10 mL で

希釈して同様の遠心操作を行った後、上清を除いた。適当量の FACS バッファーで懸濁し

た溶液の細胞を計数し、1×106 cells/tube となるように細胞懸濁液を分注した。ブロッキン

グのためにラット抗マウス CD16/32 抗体 (101302, Biolegend) を 4℃、10 min 処理した。

ヒトがん細胞の検出のために PE 標識抗ヒト HLA-A,B,C 抗体 (311406, Biolegend) で、マ

クロファージの検出のために FITC 標識抗マウス F4/80 抗体 (123108, Biolegend) で処理

した。アイソタイプコントロールとしては、PE 標識マウス IgG2a,アイソタイプコントロ

ール抗体 (400211, Biolegend) および FITC 標識ラット IgG2a,アイソタイプコントロー

ル抗体 (400505, Biolegend) を用いた。冷 HBSS 1 mL で懸濁したものを測定サンプルと

し、FACSCalibur を用いて測定を行った。また、死細胞の検出のために 7-AAD (IMGENEX) 

で 10 min 処理し、陽性細胞群をゲートアウトすることで生細胞のみの測定を行った。解析

は Cell Quest を用いて行った。 
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