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RNA 干渉 (RNA interference, RNAi) は､ 標的遺

伝子と相同な配列を有するセンス RNAとアンチセンス

RNA からなる二本鎖 RNA (double-strand RNA,

dsRNA) を細胞内に導入すると､ 標的の遺伝子の転写

産物 (mRNA) の相同部分を切断し､ 分解する現象で

ある｡ 細胞内に導入された長鎖の二本鎖 RNAは､ 細胞

質で Dicerとよばれる RNAヌクレアーゼにより 21~23

塩基の small interfering RNA (siRNA) に分解され､

その後､ RNA-induced silecing complex (RISC) とよ

ばれるタンパク質複合体を形成する｡ RISC 複合体の

siRNAの二本鎖はアンチセンス鎖だけが残り､ これが

標的配列を認識し､ mRNAを切断する｡

1998年に線虫を使用した研究により初めて RNAiが

提唱されたが1)､ RNAiが発見された当初､ 哺乳動物細

胞においては約 30塩基対以上の dsRNAを細胞内へ導

入するとインターフェロンのシグナル経路が活性化され､

非特異的な翻訳抑制やmRNAの分解が引き起こされた｡

そのため､ 哺乳動物細胞での利用は困難と考えられてい

たが､ 2001年に 21～23塩基対の siRNAを細胞内に導

入すると､ 哺乳動物細胞でも細胞毒性を示さずに RNAi

を誘導できることが報告された2)｡ このように､ siRNA

は特定の遺伝子発現のみを効果的に抑制できること､ ま

た､ 配列を変えるだけで様々な標的分子に対応できるこ

とから､ 疾患の発症に関わる遺伝子の機能を特異的に抑

制する新しい治療薬として期待されている3)｡ 近年､

siRNAを用いたがんに対する治療薬の開発が精力的に

進められており､ がん増殖やアポトーシス抑制に関連す

る様々な標的分子に対して siRNAが設計され､ 抗がん

活性が調べられている｡

転移がんは､ がんができた部位 (原発腫瘍) から他の

臓器に転移することで発症する｡ がんの転移先は､ 脳､

肺､ 肝臓､ 骨などに多い｡ 転移がんの治療は､ 転移前の

がんが発症した組織 (原発部位) や転移先によって異な

るが､ 主に外科的切除や抗がん剤により治療が行われる｡

しかし､ 現在の治療では予後が悪く､ 再発する可能性も

高い｡ そのため､ siRNAを利用した転移がんの新規治

療法の開発が期待されている｡

siRNAを利用したがん治療の問題点は､ siRNAは水

溶性の高分子のため脂質二重膜から構成される細胞膜を

透過しにくいこと､ 生体内の核酸分解酵素により容易に

分解されることなどから､ 静脈内投与により有効量の

siRNAを標的がん細胞内に送達させることが非常に困

難であることである｡ 現在､ siRNAを効率的にがん組

織に送達するためのドラッグデリバリーシステム

(drug delivery system, DDS) の研究開発が世界中で

進められているが､ 成功例は非常に少ない｡

siRNAを細胞内に導入する方法として最も汎用され

ているのが､ 正電荷リポソーム製剤を用いたリポフェク

ション法である4)｡ この方法はまず､ 負電荷を有する

siRNAと正電荷を有するリポソーム製剤 (正電荷リポ

ソーム) を混合することで静電的に結合した複合体 (正
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正電荷リポプレックスは､ 正電荷リポソームと siRNAを水
溶液中で混合して調製した｡ 負電荷ポリマー被覆リポプレック

スは､ 正電荷リポプレックスと負電荷ポリマーを水溶液中で混

合して調製した｡



電荷リポプレックス) を形成させる (図 1)｡ この正電

荷リポプレックスを培養細胞に添加すると､ siRNAは

効率よく細胞内に導入される｡ 特に､ リポソーム製剤は､

生体膜の構成成分であるリン脂質等を主成分としている

ため､ 毒性や抗原性が低く､ 患部への siRNA送達用ベ

クターとして有用であると考えられている｡

しかしながら､ 生体に正電荷リポプレックスを静脈内

投与すると､ 血液中で速やかに赤血球などの血液成分と

凝集体を形成し､ 肺の毛細血管に捕捉され､ 投与後数分

以内に肺に集積する5) (図 2A､ 図 3A, B)｡ また､ 正電

荷リポプレックスを筋肉内または腹腔内投与した場合､

ほとんど全身循環に移行せず､ siRNAは投与部位周辺

の組織に導入されてしまうため､ これらの投与法では主

要な組織へ siRNAを送達させることは困難である (図

3A, B)｡ そのため､ 肺がんや肺転移がんなど肺に

siRNAを導入する場合には､ 正電荷リポプレックスの

静脈内投与は有効な手段であるものの､ 肝臓がんなどの

肺以外のがんへ siRNAを送達させるためには､ まずリ

ポプレックスの肺における集積を回避することが必要不

可欠であった｡

一般的に血液中でのリポプレックスの凝集を防ぎ､ 血

液中での安定性を向上させるためには､ リポプレックス

の表面をポリエチレングリコール (PEG) で被覆した

PEG修飾リポプレックスを用いる方法がある｡ しかし､

リポプレックスを PEG修飾すると､ 細胞との相互作用

が低下し､ リポプレックスの細胞内取り込み量が低下す

る､ また､ リポプレックスの安定化のため細胞内でのリ

ポプレックスからの siRNAの放出性が低下するため､

結果として siRNAによる遺伝子発現抑制効果が著しく

減弱する｡ そのため､ 静脈内投与用のリポプレックスに

必要とされる表面修飾の条件は､ 血液中において血液成

分とリポプレックスの相互作用を減少させる一方､ 標的

組織においてはリポプレックスの細胞内取り込みを阻害

しないことであった｡
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血液中における正電荷リポプレックスと血液成分との

静電的相互作用は､ 正電荷リポソームが有する正電荷に

起因することから､ リポプレックス表面の正電荷を中性

または負電荷にする必要がある｡ これまでに多くの研究

者らによって､ プラスミド DNAまたは siRNAなどの

核酸と正電荷リポソームまたは正電荷ポリマーを混合し

て調製した複合体 (リポプレックスまたはポリプレック

ス) の表面を生分解性の負電荷ポリマーで被覆すること

で､ 表面電位を負電荷にした複合体 (負電荷ポリマー被

覆リポプレックスまたはポリプレックス) の開発が行わ

れてきた (図 1, 表 1)6-21)｡ 例えば､ 負電荷ポリマーと

しては､ コンドロイチン硫酸6-11)､ ヒアルロン酸12, 16-20)､

ポリ-L-グルタミン酸7, 9, 12-15, 21)､ ペクチン12)､ アルギン酸
12) などが､ 正電荷ポリマーとしてはキトサン8, 18-21)､ ポ

リアミドアミン(PAMAM)6-17)､ ポリ-L-アルギニン11, 12)､

ポリ-L-リシン11)､ ポリエチレンイミン (PEI)9, 10, 14, 15)

などが用いられている｡ 正電荷リポプレックスまたは正

電荷ポリプレックスを負電荷ポリマーで被覆すると､ 表

面電位が負電荷となるため赤血球などの血液成分との凝

集を防ぐことができる一方､ 細胞内への取り込みは阻害

されないことが報告されている｡ そこで､ 著者はまず､

コンドロイチン硫酸やポリ-L-グルタミン酸 (図 4) な

どを用いて負電荷ポリマー被覆リポプレックスを調製し､

赤血球との相互作用を抑制できるか検討した｡
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(A) は正電荷リポプレックスをマウス尾静脈内投与後の
siRNAの分布､ (B) は負電荷ポリマー被覆リポプレックスを
マウス尾静脈内投与後の siRNAの分布､ (C) は負電荷ポリマー
投与後に正電荷リポプレックスを尾静脈内投与した時の

siRNAの分布を示す｡ 灰色の領域は､ 投与後に siRNAが集積
する組織を示す｡
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Cy5.5標識 siRNAを用いて調製した正電荷リポプレックス
をマウスに静脈内､ 腹腔内､ 筋肉内投与した｡ 投与 1時間後に
各臓器を摘出し､ ex vivo imaging (A) または凍結切片にお
ける蛍光観察 (B) により siRNAの分布・局在を調べた｡ B
におけるスケールバーは､ 1,000μmを示す｡



正 電 荷 リ ポ ソ ー ム は ､ 1,2-dioleoyl-3-

trimethylammonium-propane methyl sulfate

(DOTAP) とコレステロール (Chol) (図 5) を用いて

薄膜法により調製した｡ 調製したリポソームの粒子径は､

約 100 nm､ ζ電位は約 50 mVであった｡ 正電荷リポ

ソームに対して siRNAを荷電比 (-/+) が 1/4となるよ

うに混合し､ 正電荷リポプレックスを調製したところ､

正電荷リポプレックスの粒子径は､ 約 250 nm､ ζ電位

は約 40 mVとなった｡ 負電荷ポリマー被覆リポプレッ

クスの調製は､ 負電荷ポリマーに含まれる硫酸基やカル

ボキシ基に由来する負電荷の総数に対する正電荷リポソー

ムに含まれる正電荷脂質 (DOTAP) の分子数の比 (荷

電比) (-/+) が､ 0.5､ 1､ 1.5､ 2､ 2.5となるように混合

して調製した (図 1)｡ 負電荷ポリマーとしては､ コン

ドロイチン硫酸 C (CS-C) とポリ -L-グルタミン酸

(PGA) (図 4) を用いた｡ その結果､ CS-Cを用いた場

合は荷電比 (-/+) が 1/1以上で､ PGAを用いた場合は

荷電比 (-/+) が 1.5/1以上で負電荷を有するリポプレッ

クスとなった (図 6) 23)｡ そのため､ 以後の実験では､

CS-C被覆リポプレックスは荷電比 (-/+) が 1/1となる

ように､ また PGA被覆リポプレックスは荷電比 (-/+)

が 1.5/1となるように負電荷ポリマーと正電荷リポプレッ

クスを混合して調製した｡

調製した負電荷ポリマー被覆リポプレックスをマウス

血液から回収した赤血球懸濁液に添加し､ 凝集体が形成
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DOTAP; 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane methyl
sulfate salt, Chol; cholesterol.
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正電荷リポプレックスは､ siRNAに含まれるリン酸基の数
と正電荷リポソームに含まれる DOTAPのモル比 (荷電比) (-
/+) が 1/4となるように混合して調製した｡ その後､ 負電荷ポ
リマーに含まれる硫酸基とカルボキシ基の総数に対する正電荷

リポソームに含まれる DOTAPの分子数の比 (モル比) を荷電

比 (-/+) とし､ CS-C (A) または PGA (B) を様々な荷電比
(-/+) で正電荷リポプレックスに添加して負電荷ポリマー被覆
リポプレックスを調製した｡
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マウス血液から回収した赤血球と､ 正電荷リポプレックス､

CS-Cまたは PGA被覆リポプレックスを混合し､ 15分後に顕
微鏡にて凝集体を観察した｡



されるかどうか調べた｡ まず､ 正電荷リポプレックスを

赤血球懸濁液に添加すると､ 大きな凝集体が形成された

(図 7) 23)｡ 一方､ CS-C被覆リポプレックスまたは PGA

被覆リポプレックスを赤血球懸濁液に添加したところ､

凝集体の形成は観察されなかった｡ このことから､ 負電

荷を有するリポプレックスは､ 赤血球と凝集体を形成し

ないため､ 静脈内投与しても血液中で凝集性せず､ 肺で

集積しないものと考えられた｡ そのため､ 蛍光標識した

siRNAを用いて CS-C被覆リポプレックスまたは PGA

被覆リポプレックスを調製し､ マウス尾静脈内投与 1

時間後の siRNAのマウス生体内分布を調べた (図 8)｡

まず､ siRNA溶液をマウスに尾静脈内投与したとこ

ろ､ 主に腎臓において siRNAの集積が観察された (図

8)｡ これは siRNAの分子量が約 14,000と小さいこと

から､ 糸球体からろ過されたものと考えられた｡ 一方､

正電荷リポプレックスを尾静脈内投与したところ､

siRNAの集積は主に肺に観察された (図 8)｡ これは静

脈内投与後すぐに血液中の赤血球などの血液成分と凝集

し､ この凝集体が静脈内投与後に最初に通過する肺の毛

細血管で捕捉されたために､ 肺で集積したものと考えら

れた｡ 一方､ CS-C被覆リポプレックスおよび PGA被

覆リポプレックスを尾静脈内投与すると､ siRNAの肺

での集積は観察されず､ 主に肝臓で siRNAの集積が観

察された (図 8)｡ 負電荷を有するリポプレックスは､

血液中で血液成分と凝集しないために肺の毛細血管で捕

捉されず､ 最終的に肝臓に集積したものと考えられた

(図 2B)｡ この結果より､ 負電荷ポリマー被覆リポプレッ

クスは､ 肝臓に siRNAを送達させるための遺伝子ベク

ターとして有用性が高いものと考えられた｡ しかしなが

ら､ 負電荷ポリマー被覆リポプレックスを siRNA送達

用製剤として用いる時の問題点として､ 1) siRNAと正

電荷リポプレックスを混合後､ さらに負電荷ポリマーを

混合する二段階の製剤調製が投与直前に必要であること､

2) 正電荷リポプレックスと負電荷ポリマーの混合比

(荷電比 (-/+)) がリポプレックスの物性 (粒子径や表

面電位など) に影響を与えることから正確な荷電比

(-/+) で混合する必要性があること､ 3) 正電荷リポプ

レックスに被覆する負電荷ポリマー量を増加するとリポ

プレックスに結合した siRNAが遊離してしまうことで

あった｡ そのため､ 上記の問題を克服するために新たな

工夫が必要であった｡
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これまでに､ 負電荷を有するプラスミド DNA溶液を

マウス尾静脈内投与直後に正電荷リポソームを投与する

と､ 血液中で正電荷リポソームとプラスミド DNAが静

電的に結合してリポプレックスを形成後､ 肺に集積し､

プラスミド DNAが肺に導入されることが報告されてい

た 25, 26)｡ すなわち､ あらかじめプラスミド DNAと正電,

荷リポソームを混合せずに､ 別々に静脈内投与しても､

プラスミド DNAと正電荷リポソームが血液中で相互作

用できるとのことであった｡ そこで著者は､ 負電荷ポリ

マーの静脈内投与直後に正電荷リポプレックスを投与す

れば､ 血液中で負電荷ポリマーと正電荷リポプレックス

が静電的に相互作用し､ 肺での正電荷リポプレックスの

集積を減少させ､ 肝臓に siRNAを送達できるのではな

いかと考えた (図 2 C)｡ そこで､ 負電荷ポリマーとし

て 1 mgの CS-Cまたは PGAをマウスに尾静脈内投与

し､ その 1分後に正電荷リポプレックスを尾静脈内投

与した時の siRNAのマウス生体内分布を調べた 24)｡ そ

の結果､ 負電荷ポリマー投与直後に正電荷リポプレック

スを投与しても､ 負電荷ポリマー被覆リポプレックスを

投与した場合と同様に siRNAは肺に集積せず､ 主に肝

臓に siRNAを送達できることが判った (連続投与法)

(図 8)｡ さらに､ 肝臓における siRNAの集積量は､ 負

電荷ポリマーと正電荷リポプレックスの連続投与の方が､

負電荷ポリマー被覆リポプレックスの投与よりも高いこ

とが判った｡

また､ siRNA､ 正電荷リポソーム､ 負電荷ポリマー

それぞれを別々に投与したところ､ 血液中で siRNAは

正電荷リポソームと相互作用できず､ ほとんど腎臓排泄

された (データ未掲載) 27)｡ そのため､ siRNAを肝臓へ

効率よく送達させるためには､ 負電荷ポリマー投与後に

正電荷リポプレックスを投与する必要があることが判っ

た｡
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正電荷リポプレックスは､ Cy5.5標識 siRNAを用いて調製
した｡ CS-Cまたは PGAを用いて負電荷ポリマー被覆リポプ
レックスを調製し､ マウスに尾静脈内投与した｡ また､ 負電荷

ポリマーと正電荷リポプレックスの連続投与においては､ CS-
Cまたは PGA投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与した｡
投与 1時間後に臓器を摘出し､ 各臓器における siRNAの分布
を ex vivo imagingにより蛍光測定した｡



次に､ 連続投与法で効率よく肝臓に siRNAを送達で

きる負電荷ポリマーの種類について検討を行った 28)｡

CS-Cや PGA以外のポリアミノ酸または多糖類の負電

荷ポリマーとして､ コンドロイチン硫酸 A (CS-A)､ ヒ

アルロン酸 (HA)､ フコイダン､ ポリアスパラギン酸

(PAA) を用いた (図 4)｡ CS-Cと CS-Aは 2単糖あた

り硫酸基とカルボキシ基が 1つずつ､ HAは 2単糖あた

りカルボキシ基が 1つ､ フコイダンは 5単糖あたり硫

酸基が 2 つとカルボキシ基が 1 つ､ PAA と PGA は 1

アミノ酸あたり 1つのカルボキシ基が存在する｡ これ

ら負電荷ポリマーをマウスに尾静脈内投与し､ その 1

分後に正電荷リポプレックスを投与したところ､ CS-C､

CS-A､ PGA､ PAAの投与においては主に肝臓に (一部

リポプレックスから遊離した siRNAが腎臓に)､ また､

HAやフコイダンにおいては肺に､ siRNAの集積が観

察された (図 9)｡ HAに関しては､ 分子量 7.5, 17, 215,

975 kDaの 4種類の HAを用いたが､ 分子量の違いに

よる siRNAの生体内分布の違いは観察されなかった｡

以上の結果より､ 負電荷ポリマーと正電荷リポプレック

スの連続投与において肝臓に siRNAを送達するために

は､ CS-Cや PGAのような単糖またはアミノ酸あたり

1つの負電荷を有するものが血液中で効率よく正電荷リ

ポプレックスと相互作用し､ 肺への siRNAの集積を抑

制できることが推察された｡ このような負電荷ポリマー

と正電荷リポプレックスの連続投与による肝臓への

siRNA導入効果は､ 正電荷リポソームを構成する正電
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Cy5.5標識 siRNAを用いて正電荷リポプレックスを調製した｡ 各負電荷ポリマー投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与し
た｡ 投与 1時間後に臓器を摘出し､ 凍結切片を作製した｡ 各臓器における siRNAの局在を蛍光顕微鏡により観察した｡ スケール
バー＝100μm



荷脂質や中性脂質の種類を変えても同様に得られた (デー

タ未掲載) 24, 27)｡

連続投与法により肝臓へ siRNAを送達した時の副作

用を調べるために､ マウスに 1日 1回､ 3日間連続で

siRNAを肝臓に導入後､ 肝臓と脾臓の障害､ 血液中の

炎症性サイトカイン濃度変化を調べた｡ その結果､ 正電

荷リポプレックスの単独投与または PGAと正電荷リポ

プレックスの連続投与においては､ 肝障害のマーカーで

あるグルタミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼ

(GOT) 値の血中濃度の上昇､ 一過的な脾臓の肥大､ 血

清中の TNFαなどの炎症性サイトカイン濃度の上昇な

どの副作用が観察された (データ未掲載) 29)｡ 一方､ CS-

Cと正電荷リポプレックスの連続投与においては､ 一過

的な脾臓の重量の増加が認められたものの､ 他に副作用

は認められなかった (データ未掲載) 29)｡ 正電荷リポソー

ムの組成に用いられている DOTAPは炎症を惹起する

ことから､ 免疫療法においてアジュバンドとして用いら

れている 30)｡ そのため､ 正電荷リポプレックス投与時に

引き起こされる炎症等の副作用の原因は､ 正電荷リポソー

ムの組成に含まれる DOTAPによるものと考えられた｡

一方､ コンドロイチン硫酸は抗炎症作用を有しており､

現在､ 国内において､ 症候性神経痛､ 腰痛症､ 関節痛､

肩関節周囲炎などに対する治療薬として用いられている
31)｡ 以上のことから､ CS-Cと正電荷リポプレックスの

連続投与は､ コンドロイチン硫酸の抗炎症作用により正

電荷リポプレックス投与によって惹起される炎症症状を

抑制できたため､ 副作用が少なかったのではないかと考

えられた 32)｡

現在国内では､ コンドロイチン硫酸の筋注または静注

用製剤が承認されている｡ そこで､ CS-Cの静脈内投与

以外の投与方法でも同様に連続投与法により正電荷リポ

プレックスを肝臓に送達できるかどうか検討を行った｡

その結果､ 1 mgまたは 10 mgの CS-Cをマウスに皮下

または筋肉内投与 1分後または 10分後に正電荷リポプ

レックスを投与しても､ 効率よく肝臓に siRNAを送達

できることが判った (図 10) 28)｡ そのため､ CS-C静脈

内投与､ 筋肉内投与､ 皮下投与後のマウス血中濃度を測

定した｡ CS-Cの血中濃度は､ 静脈内投与>筋肉内投与>

皮下投与の順で高くなり (表 2) 28)､ 血液中に少なくと

も 10~20μg/mLの CSが存在する時に正電荷リポプレッ

クスを投与すると､ 効率的に肝臓に siRNAを送達でき

ることが判った｡ ヒトにおいては､ 200 mgの CSを健

常人に筋肉内投与した場合､ 最高血中濃度が 11.9μg/m

L､ 最高血中濃度到達時間は 0.45時間である (添付文

書のデータより)｡ 以上の結果から､ 臨床でヒトに使用

されている CSの投与法・投与量で十分､ 静脈内投与し

た正電荷リポプレックスを肝臓に送達できる CSの血中

濃度を得ることができることが判った｡
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正電荷リポプレックスは､ Cy5.5標識 siRNAを用いて調製した｡ CS-Cを静脈内､ 筋肉内､ 皮下投与 1分または 10分後に正電
荷リポプレックスを投与した｡ 投与 1時間後に各臓器を摘出し､ 凍結切片を作製した｡ 各臓器における siRNAの局在は､ 蛍光顕
微鏡により観察した｡ スケールバー＝1,000 �m
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負電荷ポリマーと正電荷リポプレックスの連続投与に

より肝臓に siRNAを送達できることが明らかとなった

ため､ 次に肝転移がんに対して連続投与法により

siRNAをがん細胞内に送達し､ 標的遺伝子の発現を抑

制できるか検討を行った｡ ヒト乳がんMCF-7細胞のル

シフェラーゼ発現安定株をマウス脾臓内に移植し､ 脾臓

から門脈を介して肝臓に転移する肝転移がんモデルマウ

スを作製した｡ この肝転移モデルマウスに対し､ CS-C

または PGA とルシフェラーゼ遺伝子に対する siRNA

(Luc siRNA) を用いて調製した正電荷リポプレックス

を連続投与したところ､ コントロール siRNA (Cont

siRNA) 投与群と比較して高いルシフェラーゼ活性の

抑制効果が観察された (図 11) 29)｡ この結果から､ 連続

投与により肝転移がんに送達された siRNAは､ がん細

胞内で発現している標的遺伝子を特異的に抑制できるこ

とが判った｡

次に､ がん増殖を抑制するがん治療用の siRNAを連

続投与法により肝転移がんに送達し､ 転移がんの増殖を

抑制できるかどうか検討した｡ これまでの報告において､

protein kinase N3 (PKN3) に対する siRNA のリポ

ソーム製剤 (Atu027) が､ 肺転移がんなどの転移モデ

ルマウスに対して尾静脈内投与によりがんの転移を抑制

できることが明らかにされていた 34-36)｡ そこで､ PKN3

siRNAを転移がん治療用 siRNAとして合成し､ PKN3

siRNAを用いて調製した正電荷リポプレックスと CS-C

を連続投与することで､ 肝転移がんの増殖を抑制できる

か検討した｡ 肝転移モデルマウスの作製には､ PKN3

発現陽性株であるヒト乳がん MDA-MB-231 細胞と

PKN3発現陰性株であるMCF-7細胞を用いた｡ また､

肝転移がんの治療は､ PKN3 siRNAと抗がん薬のドキ

ソルビシン(DXR)との併用で行った｡ その結果､ MDA-

MB-231転移がんにおいては､ PKN3 siRNA単独投与

で高い抗腫瘍効果が観察されたが､ DXRの併用による

相加・相乗効果は見られなかった (図 12A) 33)｡ 一方､

MCF-7 転移がんにおいては､ PKN3 siRNA 単独投与

では抗腫瘍効果は観察されなかったものの､ DXR と

PKN3 siRNAの併用群においては､ 高い抗腫瘍効果が

確認できた (図 12B) 33)｡

PKN3は､ がん細胞以外にも､ 毛細血管やリンパ管

の内皮細胞などにも発現しており､ 内皮細胞における

PKN3の発現を抑制すると新生血管やリンパ管の形成

が阻害できることが報告されている 37)｡ さらに血管内皮

細胞における PKN3の発現を抑制すると､ 血液中を流

れるがん細胞と血管内皮細胞との接着に関係する

ICAM-1の発現量が減少することや､ 血管内皮細胞間の

接着性を高める VEカドヘリンの発現量が上昇すること

も報告されている｡ 以上の知見より､ がん細胞における
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MDA-MB-231細胞 (A) またはMCF-7細胞 (B) をマウス
脾臓内注射し､ 肝転移がんモデルマウスを作製した｡ 正電荷リ

ポプレックスは､ Cont siRNAまたは PKN3 siRNAを用いて
調製した｡ 肝転移がんに対する siRNAの導入は､ 1 mg CS-C
静脈内投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与することで行っ
た｡ MDA-MB-231肝転移モデルマウスにおいては､ 移植後 32
日目に 3 mg/kgで DXRを投与し､ その 1 時間後に siRNAを
投与した｡ さらに移植後 34､ 36､ 38日目に siRNAを投与し､
移植後 40日目にがんが転移した肝臓を摘出して重量を測定し
た｡ また､ MCF-7肝転移モデルマウスにおいては､ 移植後 8
日目に 3 mg/kgで DXRを投与し､ その 1 時間後に siRNAを
投与した｡ さらに移植後 10､ 12､ 14日目に siRNAを投与し､
移植後 16日目にがんが転移した肝臓を摘出して重量を測定し
た｡
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MCF-7細胞のルシフェラーゼ安定株をマウス脾臓内注射し､
肝転移がんモデルマウスを作製した｡ 正電荷リポプレックスは､

Cont siRNAまたは Luc siRNAを用いて調製した｡ 移植後 10､
11､ 12日目に CS-C (A) または PGA (B) 投与 1分後に正電
荷リポプレックスを投与した｡ 移植後 14日目にがんが転移し
た肝臓を摘出し､ ルシフェラーゼ活性を測定した｡ *p<0.05.



PKN3 発現の有無によらず PKN3 siRNA 単独または

DXRとの併用により抗腫瘍効果が得られたのは､ 連続

投与法により PKN3 siRNAが､ がん組織中の血管内皮

細胞にも導入され､ 血管形成阻害作用または血液を介し

たがん転移抑制効果により肝臓における転移がんの増殖

を抑制したからではないかと考えられた｡ 以上の結果よ

り､ CS-C と正電荷リポプレックスの連続投与による

siRNAの肝転移がんへの導入は､ 肝転移がんの治療に

有効であることが明らかとなった｡

������

siRNA､ アプタマー､ アンチセンス核酸などの核酸

医薬品は､ 次世代のバイオ医薬品として着目されている｡

しかしながら､ 現在､ 国内外で承認されている核酸医薬

品は､ 加齢黄斑変性症に対する RNAアプタマー (ペガ

プタニブナトリウム､ マクジェン®)､ 家族性高コレステ

ロール血症の治療のためのアンチセンス核酸 (ミポメル

セン)､ サイトメガロウィルス性網膜炎の治療のための

アンチセンス核酸 (ホミビルセン) の 3品目のみであ

り､ いずれも遺伝子ベクターを用いず核酸溶液としてヒ

トに投与されている｡ 今後､ 核酸医薬品を効率よく疾患

部位に送達できる DDS手法が開発されれば､ 多くの核

酸医薬品が臨床応用されるものと予想される｡ 現在､ 肝

がんや肝転移がんに対する核酸医薬品としては､ がん細

胞の増殖に関わるキネシンスピンドルタンパク質 (KS

P)と血管新生を促す血管内皮増殖因子 (VEGF) に対

する 2種類の siRNAをリポソーム内に封入した核酸医

薬品 (ALN-VSP02) が国外で臨床試験されている｡ 一

方､ 筆者は､ 正電荷リポプレックス投与時に､ コンドロ

イチン硫酸などの負電荷ポリマーを用いることで､ 静脈

内投与した正電荷リポプレックスの体内動態を変化させ､

肝臓や肝転移がんに siRNAを送達できる連続投与法を

開発している｡ 今後は､ 肝転移がんや肝がんに対する

siRNAの治療において､ 連続投与法が臨床応用できる

よう､ 研究開発を進めたいと考えている｡

�	

本研究は､ 星薬科大学 医薬品化学研究所 創剤構築

研究室において得られた研究成果である｡
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Development of siRNA therapy for liver-metastasized tumor by
sequential injection of anionic polymer and siRNA lipoplex

Yoshiyuki HATTORI

Department of Drug Delivery Research, Hoshi University

We developed novel siRNA transfer method to the liver by sequential intravenous injection of anionic polymer and
cationic liposome/siRNA complex (cationic lipoplex). When cationic lipoplex was intravenously injected into mice, the ac-
cumulation of siRNA was mainly observed in the lungs. In contrast, when cationic lipoplex was intravenously injected
at 1 min after intravenous injection of chondroitin sulfate C (CS), siRNA was accumulated in the liver. Furthermore,
when cationic lipoplex was intravenously injected into mice bearing liver metastasis of human breast tumor MCF-7 at
1 min after intravenous injection of CS, siRNA was accumulated in tumor-metastasized liver. In terms of a gene silenc-
ing effect, sequential injections of CS plus cationic lipoplex of luciferase siRNA could reduce luciferase activity in liver
MCF-7-Luc metastasis. Moreover, sequential injections of CS plus cationic lipoplex of protein kinase N3 (PKN3) siRNA
could suppress tumor growth in the mice bearing liver metastasis. From these findings, sequential injection of CS and
cationic lipoplex of siRNA might be a novel systemic method of delivering siRNA to liver metastasis.


