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がん遺伝子治療のための非ウイルスベクターの開発
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Cancer gene therapy has been intensively developed using non-viral vectors, among which cationic liposomes and
nanoparticles are the most investigated. Optimal gene therapy for tumors must deliver plasmid DNA (pDNA) or syn-
thetic small interfering RNA (siRNA) to tumor cells with high e‹ciency and minimal toxicity. We developed new
cationic nanoparticles (NP) composed of cholesteryl-3b-carboxyamidoethylene-N-hydroxyethylamine (OH-Chol) and
Tween 80, and evaluated the transfection e‹ciencies of pDNA and siRNA into human prostate tumor PC-3 xenografts.
NP showed eŠective transfection of pDNA and siRNA when directly injected into the xenografts. For targeted delivery
to tumors, vitamin folic acid has been utilized for folate receptor (FR)-mediated drug delivery since FR is frequently
overexpressed on many types of human tumors. We developed folate-linked nanoparticles (NP-F) composed of OH-
Chol, Tween 80 and folate-poly(ethylene glycol)-distearoylphosphatidylethanolamine conjugate. Tumor growth of FR-
positive human nasopharyngeal tumor KB xenografts was signiˆcantly inhibited when a complex of NP-F and a ther-
apeutic gene was intratumorally injected. These ˆndings suggested that cationic cholesterol-based nanoparticles are
potential non-viral pDNA and siRNA vectors for local tumor treatment.
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1. はじめに

近年，分子生物学の進歩が目覚ましく，遺伝子操

作・導入が飛躍的に進歩し，がん治療においても遺

伝子治療の臨床応用が期待されている．なかでも，

抗がん剤により治療効果を示さない難治性のがんに

対する新たな治療法として遺伝子治療が期待されて

いる．がん遺伝子導入用の遺伝子ベクターには，レ

トロウイルスやアデノウイルスなどのウイルスベク

ターと，リポソームやポリマーなどの非ウイルスベ

クターが用いられている．ウイルスベクターは遺伝

子導入効率が高いが，その抗原性や変異ウイルスの

出現などの問題がある．フランスでは X 連鎖重症

複合免疫不全症における遺伝子治療の臨床応用にお

いて，染色体に挿入されたレトロウイルスベクター

によりがん遺伝子である LMO2 遺伝子を活性化さ

せ T 細胞性白血病を発症させた報告や，1)アデノウ

イルスベクターによりオルニチントランスカルバミ

ラーゼ遺伝子治療を受けた患者が，アデノウイルス

ベクターの肝動脈内投与後，呼吸困難と多臓器不全

により死亡した報告がされている．2)一方，リポ

ソームやエマルション等の脂質ナノ粒子製剤は，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，毒性や抗原性が低いという利点を持ってお

り，遺伝子治療における遺伝子送達用ベクターとし

ての有用性が期待されている．3,4)しかし，脂質ナノ

粒子製剤の問題点は，血清存在下において遺伝子導

入率が低下することや，in vivo での遺伝子発現効

率が低いことなどである．そこで筆者らは，安全性

が高く，導入効率の高い，脂質から構成される遺伝

子導入用ナノ粒子製剤の開発を行った．

2. プラスミド DNA 導入用正電荷脂質ナノ粒子

製剤の開発

リポソームなどの遺伝子導入用の脂質ナノ粒子製

剤は，負電荷の DNA と静電的に結合させるため

に，製剤組成に正電荷脂質を用いる．5)筆者らは，
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Fig. 1. Structure of Cationic Derivatives of Cholesterol
OH-Chol; cholesteryl-3b-carboxyamidoethylene-N-hydroxyethylamine,

DC-Chol; 3([N-(N′, N′-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol.
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正電荷脂質として正電荷コレステロール誘導体に着

目し，正電荷コレステロール誘導体を主成分とした

正電荷ナノ粒子製剤の開発を試みた．正電荷コレス

テロール誘導体は，コレステロール骨格，正電荷官

能基，これらをつなぐリンカー部で構成される．遺

伝子導入用の正電荷コレステロール誘導体は，3 級

アミンでカルバミド結合のリンカー部を有する 3b

[N-(N′,N′-Dimetylaminoethane)-carbamoyl] cho-

lesterol (DC-Chol)が第一世代の正電荷コレステ

ロール誘導体として開発されている（Fig. 1)．6)遺

伝子導入効率は正電荷官能基やリンカー部により大

きく影響を受けることが知られており，5)ヒドロキ

シエチル基で修飾されたアミンを有する正電荷脂質

ががん細胞に対して高い遺伝子発現を誘導できるこ

とも報告されていた．711)そこで著者らは，ヒドロ

キシエチル基で修飾されたアミン基を有する正電荷

コレステロール誘導体に着目し，生分解性のリン

カー部を有する様々な正電荷コレステロール誘導体

を合成した．12,13)そして，合成した正電荷コレステ

ロール誘導体を用いて脂質ナノ粒子製剤を調製し，

高い遺伝子発現を誘導できる正電荷コレステロール

誘導体の探索を行った．

脂質ナノ粒子製剤の組成は，各正電荷コレステ

ロール誘導体に界面活性剤である Tween 80 を安定

剤として添加し，修正エタノール注入法により粒子

径約 100 nm の脂質ナノ粒子製剤を調製した．13)そ

して，脂質ナノ粒子製剤を用いてルシフェラーゼ遺

伝子をコードするプラスミド DNA (pCMV-luc)を

ヒト前立腺がん PC-3 細胞に対して遺伝子導入を行っ

たところ，様々な正電荷コレステロール誘導体の中

でも cholesteryl-3b-carboxyamidoethylene-N-hydro-

xyethylamine (OH-Chol) (Fig. 1)を主成分とする

脂質ナノ粒子製剤（NP）が最も高い遺伝子発現を

誘導できることがわかった．13)また，NP による遺

伝子発現効率は，NP とプラスミド DNA (pDNA)

の荷電比（＋/－）の上昇とともに上昇し，正電荷

を有する脂質ナノ粒子/pDNA 複合体（脂質ナノ粒

子複合体）を調製した時に最も高い遺伝子導入効率

を示し，市販の遺伝子導入試薬と同等であった

［Fig. 2(A)］．13)また，一般的に正電荷リポソーム

を調製する場合，リポソーム組成に中性脂質として

膜融合活性を有する dioleoylphosphatidylethanola-

mine (DOPE)が使用される場合が多いが，OH-

Chol と DOPE の組成で調製された正電荷リポソー

ムよりも OH-Chol と Tween 80 の組成で調製され

た NP の方が高い遺伝子導入活性を示すことも明ら

かにしている．13)

さらに，PC-3 細胞をヌードマウス皮下に移植し

た担がんマウスに，NP を用いて腫瘍に直接遺伝子

導入を行ったところ， in vivo においては荷電比

（＋/－）を 1/1 で調製した負電荷を有する脂質ナノ

粒子複合体が正電荷のものよりも腫瘍内で高い遺伝

子発現を誘導することができた［Fig. 2(B)］．13)さ

らに，この負電荷の脂質ナノ粒子複合体は，市販の

in vivo 遺伝子導入試薬である in vivo jetPEI (Poly-

Plus-transfection 社）よりも高い遺伝子発現を示す

ことも明らかにしている．13)負電荷の脂質ナノ粒子

複合体が正電荷の脂質ナノ粒子複合体よりも高い遺

伝子発現を示した理由は，腫瘍組織中を脂質ナノ粒

子複合体が拡散する際に，正電荷のものよりも負電

荷の方が組織への吸着が少なく，広く腫瘍内を拡散

できたからではないかと考えている．そのため，培

養細胞で得られた最適な遺伝子導入条件が，かなら

ずしも in vivo においても同じではないということ
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Fig. 2. EŠect of Charge Ratio (＋/－) in Forming Nanoplex of pCMV-luc on Transfection in PC-3 cells (A) and Tumor Xenografts
(B)
(A) The luciferase assay was carried out 24 h after incubation of the nanoplexes. (B) PC-3 tumor xenografts were directly injected with nanoplex formed with

10 mg pDNA; in vivo jetPEI according to the manufacturer's instructions. Twenty-four hours after i.t. injections, mice were imaged by an NightOWL LB981
NC100 system (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) and bioluminescence was quantiˆed. Each column represents the mean±S.D. (n＝3). Statistical
signiˆcance was evaluated by Student's t test. p＜0.05.
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が示唆された．以上の結果から，NP は in vitro 並

びに in vivo において pDNA を高効率に導入できる

製剤であることがわかった．

3. 正電荷脂質ナノ粒子による短鎖 2 本鎖 RNA

の導入

RNA 干渉は，二本鎖 RNA と相補的な塩基配列

を持つ mRNA が分解される現象で，この現象を利

用して人工的に合成した二本鎖 RNA を細胞内に導

入することにより，任意の遺伝子の発現を抑制させ

ることができる．14)そのため，短鎖 2 本鎖 RNA

(small interfering RNA, siRNA)を，最小限の副作

用で最大限の薬理効果を発揮する次世代の核酸医薬

として期待が高まっている．siRNA に用いられる

核酸は，1927 塩基から構成される合成短鎖 2 本鎖

RNA である．RNA 干渉は細胞質で起こる現象の

ため，細胞質に siRNA を高効率に導入することが

できればその効果を発揮することができると考えら

れている．

筆者らは，様々な正電荷コレステロール誘導体を

用いて調製した脂質ナノ粒子製剤を用いて，siRNA

による遺伝子発現抑制効率を比較検討した．ルシフ

ェラーゼ安定発現株 PC-3 細胞に対して，脂質ナノ

粒子製剤を用いてルシフェラーゼ遺伝子に対する

siRNA (luciferase siRNA)を導入したところ，上記

の OH-Chol を用いて調製した NP において，最も

高い遺伝子発現抑制効果を誘導することができるこ

とがわかった．15,16)また，NP による PC-3 培養細

胞に対する遺伝子発現抑制効率は，NP と siRNA

の荷電比（＋/－）の上昇とともに上昇し，正電荷

を有する脂質ナノ粒子複合体を調製した際に最も高

い遺伝子発現抑制効果を示した［Fig. 3(A)］．16)一

方，ヒト大腸がん HT-29 細胞をヌードマウス皮下

に移植した担がんマウスの腫瘍に，NP を用いて直

接 siRNA 導入を行った場合は，pDNA と同様に負

電荷を有する脂質ナノ粒子複合体を調製した時に高

い遺伝子発現抑制効果を誘導できることもわかった

［Fig. 3(B）］．この結果から，NP は pDNA のみな

らず siRNA も in vitro 並びに in vivo において高効

率に導入できる製剤であることが明らかとなった．

4. 葉酸受容体標的脂質ナノ粒子製剤の開発

葉酸は，すべての細胞が DNA 合成に必要とする

ビタミンである．とりわけがん細胞は，平均的な量

より多くのビタミンを必要とする．多くのがん細胞

においては，葉酸受容体が過剰発現し，葉酸の取り

込みが高いことが報告されていることから，葉酸修

飾した脂質ナノ粒子製剤は，がん標的製剤として望

ましいと考えられる．17)葉酸をがん標的リガンドと

して使用することのその他の利点として，1)葉酸

の分子量が小さい，2)安価である，3)葉酸修飾脂

質の合成が容易である，4)葉酸と葉酸受容体の複

合体がエンドサイトーシスにて取り込まれる，こと

などが挙げられる．最近までに，葉酸受容体を標的
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Fig. 3. EŠect of Charge Ratio (＋/－) in Forming Nanoplex of siRNA on Transfection in Luciferase Stably Expressing PC-3 Cells
(A) and Luciferase Stably Expressing HT-29 Tumor Xenografts (B)
(A) The luciferase assay was carried out 48 h after incubation of the nanoplexes. (B)HT-29 tumor xenografts were directly injected with nanoplex formed with

10 mg siRNA. Seventy-two hours after i.t. injections, mice were imaged by an NightOWL LB981 NC100 system and bioluminescence was quantiˆed. Each column
represents the mean±S.D. (n＝3). N.D., not done. Statistical signiˆcance was evaluated by Student's t test. p＜0.05, p＜0.01.
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とした製剤として抗がん剤を封入した葉酸修飾リポ

ソーム等は報告されていたが，1822)遺伝子送達用ベ

クターとしての報告，特に in vivo での報告が少な

かったことから，筆者らは葉酸修飾脂質ナノ粒子製

剤（NP-F）を開発し，がん細胞に高効率に遺伝子

導入が可能かどうか検討した．

まず，NP-F の調製のために葉酸とポリエチレン

グリコール（PEG，分子量 2000）脂質とを結合さ

せた葉酸修飾 PEG 脂質を合成し，NP の組成に葉

酸修飾 PEG 脂質を加えて NP-F を調製した（Fig.

4）．23,24)そして，NP あるいは NP-F を用いて葉酸

受容体を過剰発現している扁平上皮がん KB 細胞に

遺伝子導入を行ったところ，NP による遺伝子導入

と同時に葉酸を添加した場合は遺伝子の細胞内取り

込み量に変化は観察されなかったが，NP-F による

遺伝子導入と同時に葉酸を添加した場合は細胞内取

り込み量の低下が観察された［Figs. 5(A) and

(B)]．25,26)この結果は，NP-F が葉酸受容体を介し

て選択的にがん細胞内に遺伝子導入されていること

を示唆している . さらに，KB 細胞担がんマウスに

対し NP-F を用いて負電荷の脂質ナノ粒子複合体を

調製し腫瘍内投与したところ，高い遺伝子発現を誘

導できた．24,27)以上の結果より，筆者らが開発した

NP-F はがん細胞に発現する葉酸受容体を介して選

択的に遺伝子導入できる製剤であることがわかった．

5. 脂質ナノ粒子製剤を用いたがん遺伝子治療

筆者らが開発した脂質ナノ粒子ががん遺伝子治療

において有効な製剤であることを確認するには，in

vivo で治療用遺伝子を腫瘍内に導入し，腫瘍増殖

抑制効果を誘導できるかどうか検討する必要がある．

HER-2 は乳がん等多くのがん細胞にて過剰発現が

観察されており，腫瘍の分化，増殖に関与してい

る．現在，HER-2 を過剰発現している乳がんに対

して HER-2 を標的としたヒト化モノクローナル抗

体であるハーセプチン（一般名：トラスツズマブ）

が適用されている．そこで筆者らは，HER-2 陽性

KB 細胞に対し，NP-F を用いて HER-2 を標的とし

た siRNA (HER-2 siRNA )を投与することで，

HER-2 の発現を抑制し，腫瘍増殖を抑制すること

ができるか検討した．また，NP-F の葉酸受容体へ

の選択性を調べるために，葉酸未修飾の PEG 脂質

を用いて NP-P も調製した．KB 細胞担がんマウス

に NP-P を用いて HER-2 siRNA を腫瘍内投与した

ところ，コントロール siRNA 投与群と比較し有意

な抗腫瘍効果は観察されなかったが［Fig. 6(A)],

NP-F を用いて HER-2 siRNA を腫瘍内投与した場

合は，コントロール siRNA 投与群と比較し有意な

抗腫瘍効果が観察された［Fig. 6(B)]．26)この結果

より，NP-F は葉酸受容体を介して HER-2 siRNA

を腫瘍細胞内に導入し，HER-2 発現を抑制するこ

とで腫瘍増殖抑制効果を誘導したものと考えられ
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Fig. 4. Schematic Structure of Folate-linked Nanoparticles (NP-F) Composed of Folate-PEG2000-Phosphatidylethanolamine
(DSPE), OH-Chol and Tween 80

Fig. 5. Association of FITC-labeled NP (A) or NP-F (B) Nanoplex with KB Cells 3 h after Transfection in the Absence or Presence
of Free Folic Acid

The association was determined based on FITC-‰uorescence by ‰ow cytometry. Flow cytometry of cells exposed to the nanoplex (continuous line). Dotted line,
plus 1 mM folic acid; Bold line, auto‰uorescence of the cells.

921No. 7

た．さらに，HER-2 siRNA を KB 細胞担がんマウ

スの腫瘍内に NP を用いて投与後，パクリタキセル

を静脈内投与することで抗腫瘍効果がパクリタキセ

ル単独よりも高くなることも見い出している．28)

しかしながら現在，遺伝子治療のみで完全に腫瘍

を退縮させることには成功していない．その理由は，

in vivo におけるナノ粒子製剤による遺伝子導入効

率がまだ不十分であり，腫瘍全体に治療用遺伝子を

導入できないからである．そのため，現在までに筆

者らは，がん遺伝子治療と化学療法の併用療法によ

り，相乗・相加的な治療方法の開発も行っている．

治療用遺伝子を使ってがん細胞を直接殺傷する方法

の 1 つとして，ヒト単純ヘルペスウイルス由来のチ

ミジンキナーゼ遺伝子（HSV-tk）を使った自殺遺

伝子療法があり，これは標的がん細胞に HSV-tk 遺

伝子を導入後，プロドラッグであるガンシクロビル

（GCV）を投与して HSV-tk 遺伝子を発現したがん

細胞を殺す方法である．筆者らは，NP-F を用いて

KB 担がんマウスの腫瘍内に HSV-tk 遺伝子を導入

後に GCV を投与することにより，腫瘍体積の縮小

を誘導することに成功している．17,24)また，コネキ

シン 43 (Cx43)はギャップ結合を構成するタンパク

質の 1 つであるが，がん細胞での Cx43 の強制発現

はがん細胞の増殖を抑制することから，Cx43 はが
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Fig. 6. In Vivo Gene Therapy of KB Tumor Xenografts with HER-2 siRNA in Mice
Mice were divided into two groups: group I, control siRNA (10 mg) as a control; group II, HER-2 siRNA (10 mg). NP-P (A) or NP-F nanoplexes (B) of siR-

NAs were injected directly into the tumor three times (day 0, 2 and 4). The results indicate the mean±S.E. (n＝46). p＜0.05 and p＜0.01, compared with con-
trol siRNA by Student's t-test.
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ん増殖抑制タンパク質であることが報告されてい

る．29) Cx43 を発現する pDNA を NP あるいは NP-

F により KB 細胞担がんマウスの腫瘍内に導入する

ことにより，パクリタキセルやヒストン脱アセチル

化阻害薬などの抗がん薬の感受性を高め，高い抗腫

瘍効果を得ることにも成功している．27,30)さらに近

年，内分泌腫瘍の 1 つである甲状腺髄様がんの原因

遺 伝 子 で あ る Rearranged during transfection

(RET)というチロシンキナーゼ型受容体に対する

siRNA (RET siRNA)を用いて甲状腺髄様がんに対

する抗腫瘍効果の評価も行っている．甲状腺髄様が

ん TT 担がんマウスに対して NP を用いて RET

siRNA を腫瘍内に直接投与しても，RET siRNA 単

独投与では高い抗腫瘍効果は観察されなかったが，

抗がん剤のイリノテカン（CPT-11）と併用するこ

とにより高い抗腫瘍効果を誘導できることも明らか

にしている．31)以上の結果より，NP を用いた遺伝

子治療と化学療法の併用療法も今後の有用ながん治

療法の 1 つではないかと考えている．

6. おわりに

筆者らは，正電荷コレステロール誘導体から構成

される遺伝子導入用の脂質ナノ粒子製剤を開発し

た．この脂質ナノ粒子製剤は，培養細胞だけではな

く，in vivo においても腫瘍内投与により高い遺伝

子発現を誘導できることを明らかにしている．さら

に，がん特異的に遺伝子導入するために，がん特異

的リガンドである葉酸で修飾した葉酸修飾ナノ粒子

（NP-F）も開発した．そして，これら脂質ナノ粒子

製剤を用いて治療用 pDNA あるいは siRNA による

がん遺伝子治療あるいは抗がん剤との併用療法を行

った結果，高い抗腫瘍効果を得ることに成功した．

現在，静脈内投与により腫瘍へ集積し高効率に遺伝

子発現を誘導できるナノ粒子製剤の開発は成功され

ていないことから，今後は，臨床で使用できる静脈

内投与可能ながん遺伝子治療用脂質ナノ粒子の開発

を目指して研究を進めたいと考えている．
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