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緒緒  言言  

 
最近の免疫チェックポイント阻害療法の成功により、がん治療における免疫療法の有用性が証明された。     

免疫システムによるがん細胞の排除は「がん免疫サイクル」と呼ばれる時空間的な一連のステップで行われる［1］。  

腫瘍組織において樹状細胞ががん抗原を捕食、リンパ節へと移行し、T細胞を活性化する。活性化したT細胞は血管を   

介して腫瘍内へと浸潤し、がん細胞を排除する。ところが、がん患者ではこのサイクルの一部もしくは複数のステップ

が阻害されている。Programmed cell death 1（PD-1）抗体などは腫瘍内に浸潤した T 細胞が、がん細胞に発現する

PD-1 リガンド（PD-L1）を介して抑制されているのを阻害することで T 細胞を再活性化させる。しかしながら、   

PD-1 抗体が有効な患者は全体の 20～30％であり、残りの患者に対する有効性を向上させることが焦点となっている。

この治療効果の違いには、腫瘍関連微小環境の免疫ステータスの違いが大きく関連している。免疫細胞が腫瘍内に浸潤

しているがブレーキがかかっている腫瘍（hot tumor）と免疫細胞の活性化が起こっていないあるいは免疫細胞が   

腫瘍内に浸潤できない腫瘍（cold tumor）の2つに大別され［2］、PD-1抗体などはhot tumorに対して有効性を示す。

先述した 70～80％のPD-1 抗体療法抵抗性の患者のがんの多くは cold tumor であり、cold tumor からhot tumor へ 

改善することが重要である 
非常に複雑な機構により cold tumor が形成されているが、その機構の 1 つに腫瘍血管内皮細胞       

（TEC：tumor endothelial cell）による免疫細胞の腫瘍組織への浸潤抑制がある［3］。TEC 表面には、免疫細胞の   

腫瘍組織への浸潤を阻害する分子が発現しており、それらの働きによって cold tumorが形成される。一方でTECは、   

がん免疫応答を促進する機能も有している。このようにTECは正と負の両面でがん免疫応答に関与していることから、

TEC の機能を制御することで cold tumor を hot tumor に変えるだけではなく、がん免疫応答のさらなる増強も    

期待できる。 
TEC の様々な機能を制御するためには、低分子阻害剤や中和抗体などの従来の技術を単純に組み合わせるだけでは

不可能である。現在のがん免疫療法の開発は、作用の異なる治療法を組み合わせた複合がん免疫療法が主流であるが、

薬効の増強に伴い、副作用発現も顕著に増加する。また、低分子阻害剤や中和抗体は全身投与であるため、TEC のみ

を狙うことは困難である。これらを解決するために、本研究ではナノバイオテクノロジーを駆使したキャリア型  

Drug Delivery System（ナノ DDS）を基盤技術とし、TEC 標的化能と先述した負の機能の阻害と正の機能の促進を 

同時に実現する複数の生物活性を有するナノDDSを創製することを最終目的としている。 
脂質ナノ粒子（LNP：lipid nanoparticle）をベースとし、TEC標的化リガンドを表面に修飾することで細胞選択性

を付与、免疫細胞の浸潤を阻害する分子に対する siRNA を搭載することで負の機能を阻害、TEC のがん免疫応答を 

強化する分子を搭載することで正の機能を促進させる。我々はLNP を基盤としたがん免疫療法の開発を進めており、

抗原やアジュバントを搭載した LNP によるがん免疫応答の促進［4～7］、siRNA 搭載 LNP による免疫細胞の機能  

制御など［8，9］を報告してきた。さらに、TEC標的化リガンドとして cyclic RGD（cRGD）ペプチドを用いること

で TEC への標的化に成功している［10］。cRGD ペプチドは Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys からなる環状ペプチドであり、

TEC 表面に特異的に発現しているαvβ3 インテグリンに強い親和性を有している。本報告では、免疫細胞の浸潤を 

阻害する分子X（標的X）に対する siRNA を搭載した cRGD ペプチド修飾LNP（cRGD-LNP）の構築とTEC 株を 

用いた機能評価、担がんマウスモデルの選定、腫瘍組織における標的遺伝子の抑制効果および抗腫瘍活性の評価を行い、
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TECにおける負の阻害戦略の有用性を示すことを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11.. ssiiRRNNAA搭搭載載 ccRRGGDD--LLNNPPのの調調製製  

pH 応答性カチオン性脂質 YSK05、cholesterol、1,2-dimirystoyl-sn-glycerol methoxyethyleneglycol 2000 ether 
（PEG2000-DMG）を含むアルコール溶液（0.4 mL）に対し、siRNA を含むクエン酸緩衝液（0.2 mL）を撹拌下で   

滴下した。次いで、その混合溶液をクエン酸緩衝液（2 mL）に対し、撹拌下で滴下した。PBSを加えて希釈しながら、

限外濾過を行い、アルコールをPBSに置換した。その後、cRGDペプチドが結合したN-[N'-(Succinimidyloxy glutaryl) 
aminopropylpolyoxyethylene oxycarbonyl]-1,2-distearoyl-sn-glycero-3- phosphoethanolamine（cRGD-PEG2000-
DSPE）を含むクエン酸緩衝液と混合し、60℃で撹拌した。PBSを加えて希釈しながら、限外濾過を行うことで siRNA
搭載 cRGD-LNPを調製した。 
22.. OOSSRRCC--22細細胞胞おおよよびびMMSS--11細細胞胞をを用用いいたた ssiiRRNNAA搭搭載載 ccRRGGDD--LLNNPPのの機機能能評評価価  

cRGD ペプチドのリガンドであるαvβ3 インテグリンを発現している細胞株として、MS-1 細胞（マウスTEC）と

OSRC-2 細胞（ヒト腎がん）を用いた。各細胞に対し、蛍光マーカーであるDiD を修飾した siRNA 搭載 cRGD-LNP
を作用させ、2.5 時間後にフローサイトメーターにより取り込みを評価した。また、MS-1 細胞に対して siRNA 搭載

cRGD-LNP を作用させ、24 時間後に遺伝子ノックダウン効果を RT-qPCR 法にて解析した。内因性遺伝子として

GAPDHを用いた。 
33.. 担担ががんんママウウススモモデデルルのの選選定定  

B16-F10細胞（マウスメラノーマ）、CT26細胞（マウス結腸がん）、4T1細胞（マウス乳がん）をマウス皮下に移植

し、約 500 mm３に成長した腫瘍を回収した。回収した腫瘍からRNA を抽出し、RT-qPCR 法にて腫瘍内の標的X の

発現量を比較した。 
44.. CCTT2266担担ががんんママウウススモモデデルルににおおけけるる ssiiRRNNAA搭搭載載 ccRRGGDD--LLNNPPのの機機能能評評価価  

CT26 細胞をマウスに皮下移植した。移植から 10 日後に siRNA 搭載 cRGD-LNP を尾静脈内投与し、24 時間後に

腫瘍を回収した。回収した腫瘍から RNA を抽出し、RT-qPCR 法にて CD31 の遺伝子ノックダウンを評価した。    

また、CT26 細胞をマウスに皮下移植し、7 日、11 日、15 日後に siRNA 搭載 cRGD-LNP を尾静脈内投与した。    

腫瘍体積を測定することにより、抗腫瘍活性を評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11.. ssiiRRNNAA搭搭載載 ccRRGGDD--LLNNPPのの調調製製おおよよびび機機能能評評価価（（iinn  vviittrroo））  
我々の以前の報告に基づき、YSK05/cholesterol/ PEG2000-DMG/ cRGD-PEG2000-DSPE = 70/30/3/3（mol比）の

組成の siRNA搭載 cRGD-LNPを調製した［10］。粒子径およびゼータ電位は100 nm、－23 mVであった。続いて、

TEC標的化リガンドである cRGDペプチドがTECへの細胞取り込みを促進するかを in vitroの細胞系にて評価した。

DiD 標識した siRNA 搭載 cRGD-LNP および cRGD ペプチド未修飾の siRNA 搭載 LNP を MS-1 細胞と     

OSRC-2 細胞に作用させ、2.5 時間後に細胞を回収し、フローサイトメーターを用いて細胞取り込みを解析した。   

その結果、MS-1細胞およびOSRC-2細胞の両方において、siRNA搭載cRGD-LNPはcRGDペプチド未修飾のsiRNA
搭載 LNP と比較して、顕著な細胞取り込みの増加を示した（図 1）。このことから、cRGD ペプチドが機能し、     

αvβ3 インテグリンを介した特異的な取り込みが促進されたことが示唆され、siRNA 搭載 cRGD-LNP の調製に   

成功した。 
22.. 担担ががんんママウウススモモデデルルのの選選定定  
続いて、本研究の戦略を評価するために、担がんマウスモデルの選定を行った。条件として、PD-1 抗体療法に    

抵抗性を示し標的X の発現が高いこととした。文献情報からPD-1 抗体療法に抵抗性を示すモデルとして、B16-F10、
CT26、4T1 担がんマウスを選出した。それぞれの細胞をマウス皮下に移植し、500 mm３に成長した腫瘍組織内の    
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標的Xの遺伝子発現をRT-qPCR法にて評価した。その結果、CT26担がんマウスモデルが最も高く標的Xを発現して

いたことから、CT26担がんマウスをモデルマウスとして選定した。 
 

  
図1．siRNA搭載 cRGD-LNPの細胞取り込み評価 

a） MS-1細胞によるsiRNA搭載cRGD-LNPの取り込みを示している（n = 2）。DiDを修飾したsiRNA
搭載cRGD-LNPをMS-1細胞に作用させ、2.5時間後にフローサイトメーターを用いて解析した。 

b） OSRC-2細胞によるsiRNA搭載cRGD-LNPの取り込みを示している（n = 3）。DiDを修飾したsiRNA
搭載 cRGD-LNP を OSRC-2 細胞に作用させ、2.5 時間後にフローサイトメーターを用いて解析した。

統計処理はunpaired t-testを用いて行った（*P < 0.05）。 
  
33.. CCTT2266担担ががんんママウウススをを用用いいたた ssiiRRNNAA搭搭載載 ccRRGGDD--LLNNPPのの機機能能評評価価（（iinn  vviivvoo））  
次に、CT26 担がんマウスを用いて、TEC における遺伝子ノックダウン活性と抗腫瘍活性の評価を行った。CT26  

細胞の移植から 10 日後に、血管内皮マーカーである CD31 を標的とする siRNA を搭載した cRGD-LNP を尾静脈内

投与し、24時間後に腫瘍組織におけるCD31の遺伝子発現をRT-qPCR法を用いて評価した。予想に反して、CD31の

遺伝子ノックダウンは全く認められなかった。以前の報告とは使用した担がんマウスモデルが異なったことが原因だと

考えられた。そこで、CT26 担がんマウスに最適な脂質組成を検討した結果、70％以上の遺伝子ノックダウン活性を  

示す組成を見出すことに成功した。 
抗腫瘍活性を調べるために、CT26 細胞の移植から 7 日、11 日、15 日後に標的 X に対する siRNA を搭載した  

cRGD-LNP を尾静脈内投与し、腫瘍体積を経時的に測定した。PBS 投与群やコントロール siRNA を搭載した   

cRGD-LNP 投与群では同様の腫瘍増殖を示した（図 2）。一方で、標的 X に対する siRNA を搭載した cRGD-LNP   

投与群では、初回の投与から腫瘍増殖抑制効果が認められ、終了時点の 19 日目では有意な腫瘍体積の減少が認めら  

れた（図2）。このことから、TECにおける標的Xの阻害が抗腫瘍活性を誘導する可能性が示唆された。 

 
図2．CT26担がんマウスを用いた siRNA搭載 cRGD-LNPの抗腫瘍活性評価 

CT26細胞の移植から7日、11日、15日後にPBS、コントロールsiRNAもしくは標的Xに対する

siRNAを搭載したcRGD-LNPを尾静脈内投与し、腫瘍体積を経時的に測定した（n = 3～4）。 
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以上の結果から、我々は TEC を標的としたナノ DDS、cRDG-LNP の開発に成功し、TEC に発現する標的 X を

siRNA を用いて阻害することにより、抗腫瘍活性を誘導できることを明らかにした。今後は標的 X をノックダウン  

することによるがん免疫応答の促進メカニズムの解明と TEC のがん免疫応答を強化する分子を送達することで正の 

機能の促進を行う予定である。 
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