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緒緒  言言  

 
肺線維症の中でも特発性肺線維症（IPF）は、指定難病である特発性間質性肺炎の50％以上を占める最も予後不良の
疾患であり、診断確定後の平均生存期間は 3 年間から 5 年間といわれている［1］。ステロイドや数種の免疫抑制薬に 
一定の増悪抑制効果が認められているものの、現時点では根治的な治療法はない。このため、IPF に対する新規治療  
技術の開発が望まれている。 
これまでに、肺の線維化に transforming growth factor β（TGF-β）やplatelet-derived growth factor（PDGF）
タンパク発現の上昇が関与していることが知られており、これらのタンパク発現を抑制することで肺の線維化を改善で

きると考えられる［2］。そこで、著者は核酸医薬であるヘアピン型 RNA 発現プラスミド（pshRNA）に注目した。
pshRNAは細胞内で標的遺伝子に対する shRNAを発現し、標的遺伝子のタンパク発現を抑制することで、様々な疾患
に対して高い有用性が期待されている。一方で、pshRNAなどの核酸医薬を生体内へ投与すると血液中の酵素で速やか
に分解され、十分な効果が得られないことが知られている。このため、核酸医薬を安定に細胞内へ導入することが可能

なドラックデリバリーシステム（DDS）の開発研究が盛んに行われている。 
著者は電荷を持った高分子や脂質を用いて特定の臓器へ効率的に核酸医薬を送達することができるDDS技術の開発
を行ってきた［3，4］。中でも、DNAに正電荷高分子であるpolyethylenimine（PEI）と、正電荷脂質である1,2-dioleyloxy-
3-trimethylammonium propane（DOTMA）を組み合わせたリポポリプレックスが肺で高い遺伝子発現効果を示す   
ことを見出した［5］。さらに、そのリポポリプレックスに負電荷脂質である N-lauroylsarcosine（LS）を添加する       
ことで、毒性が軽減され、かつ肺の遺伝子導入効率が劇的に上昇することを見いだした［6］。 
そこで本研究では、肺線維症治療への応用を目的として構成成分の最適化を行い、肺に選択的に核酸医薬を送達する

ことができる肺指向型リポポリプレックスの開発を行った。 
 

方方  法法  

 
11.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの調調製製  
核酸医薬のモデルとしてホタルルシフェラーゼをコードした pDNA を用いた。肺指向型リポポリプレックスの構成
成分として、カチオン性高分子である PEI、 poly-L-lysine（ PLL）、 poly-L-arginine（ PLA）、                 
dendrigraft-poly-L-lysine（DGL）、カチオン性脂質である DOTMA、1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane
（DOTAP）、3β-[N-(N', N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol（DC-Chol）を、アニオン性脂質であるLS
を用いた。各成分の混合比はpDNAのリン酸基（P）とカチオン性高分子のアミノ基（N１）、カチオン性脂質のアミノ
基（N２）、LS のカルボキシル基（C）のモル比で計算した。pDNA に様々なカチオン性高分子を P：N１ = 1：2 に      
なるように添加し、15分室温でインキュベートした。また、この複合体にカチオン性脂質をP：N１：N２ = 1：2：2に
なるように添加し、さらに15分室温でインキュベートした。最後にLSをP：N１：N２：C = 1：2：2：2になるよう
に添加し、室温で15分間インキュベートすることで肺指向型リポポリプレックスを調製した。 
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22.. 物物理理化化学学的的性性質質のの評評価価  
作製した肺指向型リポポリプレックスの粒子径と表面電荷を測定した。また、肺指向型リポポリプレックス内への

pDNAの封入をアガロースゲル電気泳動で確認した。 
33.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの細細胞胞内内取取りり込込みみメメカカニニズズムムのの評評価価  
ヒト肺癌細胞株であるA549細胞を用いてPEIとDOTMAを用いた肺指向型リポポリプレックス（pDNA／PEI／

DOTMA／LS複合体）の細胞内取り込みメカニズムを評価した。A549細胞を24時間の前培養の後に37℃または4℃
条件下で pDNA／PEI／DOTMA／LS複合体と 2 時間インキュベートし、22時間後のルシフェラーゼ活性を測定し
た。また、fluorescein isothiocyanate で蛍光標識した PEI（FITC-PEI）を用いて pDNA／PEI／DOTMA／LS    

複合体を作製し、少量の 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl)  

（Rh-DOPE）を加えて脂質層を蛍光標識した。この蛍光標識した pDNA／PEI／DOTMA／LS 複合体を A549細胞
に添加し、細胞内の蛍光像を観察した。細胞の核はHoechst33342を用いて染色した。 
44.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの肺肺ににおおけけるる遺遺伝伝子子導導入入効効果果のの評評価価  
実験動物として 5 週齢の ddY 系雄性マウスを用いた。動物実験は長崎大学動物実験規則に従ってプロトコールを   
作成し、長崎大学動物実験委員会によって承認を受けた後に行った。様々な組み合わせで調製した肺指向型          
リポポリプレックスをマウスへ尾静脈内投与し、6 時間後に肺を摘出した。肺のホモジネートを遠心し、上清の        
ルシフェラーゼ活性を測定した。 
55.. ppsshhRRNNAAをを内内包包ししたた肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススにによよるる遺遺伝伝子子発発現現抑抑制制効効果果のの評評価価  
マウス肺癌細胞株である lewis lung carcinoma（LLC）細胞を用いた。LLC 細胞を TGF-βに対する pshRNA と

DGL、DOTMA、LSからなる肺指向型リポポリプレックスと2時間インキュベートし、46時間後のTGF-βのmRNA
発現量の変化をRealtime PCR法を用いて測定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの調調製製とと物物理理化化学学的的性性質質のの評評価価  
pDNA に様々なカチオン性高分子とカチオン性脂質、LS を段階的に混合し、肺指向型リポポリプレックスを調製  
した（図1）。調製された肺指向型リポポリプレックスの粒子径と表面電荷を測定した結果、全ての組み合わせにおいて
粒子径が約180～200 nmのカチオン性の微粒子が形成された。また、肺指向型リポポリプレックスをアガロースゲル
で電気泳動した結果、pDNA の流出は認められなかった。以上より、安定に pDNA を内包した肺指向型              
リポポリプレックスの調製に成功した。 
 

 

 

図1．肺指向型リポポリプレックスの調製 
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22.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの遺遺伝伝子子導導入入メメカカニニズズムムのの評評価価  
非ウイルス性の遺伝子導入ベクターの多くはエンドサイトーシスによって細胞内へ取り込まれることが知られてい

る［7］。一方で、肺指向型リポポリプレックスは微粒子の外側に脂質層を有していると考えられるため、              
エンドサイトーシスだけでなく、膜融合で細胞内へ取り込まれる可能性もある。そこで、肺指向型リポポリプレックス

の細胞内取り込みメカニズムの評価を行った。pDNA／PEI／DOTMA／LS複合体を37℃またはエンドサイトーシス
を阻害する4℃条件下でA549細胞とインキュベートし、遺伝子導入効率を評価した。この結果、pDNA／PEI／DOTMA
／LS複合体の遺伝子導入効率は4℃条件下で顕著に低下した（図2）。また、FITCでPEIを、脂質層をRh-DOPEで
蛍光標識した pDNA／PEI／DOTMA／LS複合体を A549細胞に添加し、細胞内の蛍光像を観察した。pDNA／PEI
／DOTMA／LS複合体の細胞内取り込みに膜融合が関与している場合には、膜融合の際に脂質層のRh-DOPEが細胞
膜に移行し、FITC-PEIとは異なった細胞内挙動を示すと考えられる。しかしながら、図3に示すようにFITC-PEIと
Rh-DOPE の蛍光は細胞内で共局在しており、細胞膜における Rh-DOPE の蛍光は観察されなかった。以上のこと    
から、肺指向型リポポリプレックスは膜融合ではなく、エンドサイトーシスによって細胞内へ取り込まれていることが 
示唆された。 
 

 
図2．肺指向型リポポリプレックスの遺伝子導入効果に及ぼす温度の影響 

pDNA／PEI／DOTMA／LS複合体を 37℃または 4℃条件下でA549細胞とインキュベートし、
遺伝子導入効率を評価した。データは平均±標準誤差で示した。 

 

 
図3．蛍光標識した肺指向型リポポリプレックスの細胞内挙動の観察 

蛍光標識した pDNA／PEI／DOTMA／LS 複合体と A549 細胞をインキュベートし、
Hoechst33342による核染色の後に、細胞内の蛍光像を観察した。 
（i）細胞の位相差顕微鏡観察画像、（ii）Hoechst33342の蛍光、（iii）Rh-DOPEの蛍光、 
（iv）FITC-PEIの蛍光、（v）i-ivの合成画像。 

 

3



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

33.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの構構成成成成分分のの最最適適化化  
著者はこれまでに pDNA／PEI／DOTMA／LS 複合体が肺で非常に高い遺伝子発現を示すことを見いだした。    
また、その構成成分の比率を変えて、遺伝子導入効果を評価し、多変量解析を行った結果、肺の高い遺伝子発現にはLS
が大きく寄与していることを明らかにした［6］。一方で、pDNA／PEI／DOTMA／LS 複合体の構成成分の PEI は   
生体内で非分解性の高分子であり、人体への使用は困難であると考えられる。そこで、PEIに変わる高分子として生体
分解性の PLL や PLA、DGL を検討した。pDNA にカチオン性高分子として PEI または PLL、PLA、DGL の          
いずれかとDOTMA、LSを加えた肺指向型リポポリプレックスを調製した。これらの肺指向型リポポリプレックスを
マウスへ静脈内投与し、肺の遺伝子発現効果を評価したところ、PEIを用いた肺指向型リポポリプレックスと比較して、
PLL と PLA を用いた肺指向型リポポリプレックスでは遺伝子導入効果が顕著に低下した。一方で、DGL を用いた   
肺指向型リポポリプレックスは PEI を用いた肺指向型リポポリプレックスに匹敵する遺伝子導入効果を示した。     
先述の通り、肺指向型リポポリプレックスは細胞内へエンドサイトーシスによって取り込まれる可能性が高い。    
PEI は高い緩衝能によってエンドソームを不安定化し、pDNA をエンドソームから細胞質へ効率的に放出することが
知られている［8］。また、DGLについてもPLLと比較して緩衝能が高いことが報告されている［9］。PEIとDGLを
用いた肺指向型リポポリプレックスの高い遺伝子発現には、これらの高分子の高い緩衝能が寄与していると考えられる。

そこで、肺指向型リポポリプレックスに用いるカチオン性高分子としては、生分解性でありながら PEI に匹敵する    
高い遺伝子発現効果を示したDGLを選択した。 
次に、肺指向型リポポリプレックスに用いるカチオン性脂質の選択を行った。pDNAとカチオン性高分子としてDGL、
カチオン性脂質としてDOTMAまたはDOTAP、DC-CholのいずれかとLSを添加し、肺指向型リポポリプレックス
を調製した。調製した肺指向型リポポリプレックスをマウスへ静脈内投与し、肺の遺伝子発現効果を評価した。       
この結果、DOTMA を用いた肺指向型リポポリプレックスと比較して、DOTAP と DC-Chol を用いた肺指向型        
リポポリプレックスでは肺における遺伝子導入効果が顕著に低下した。特に DC-Cholを用いた場合の遺伝子導入効果
はDOTMAやDOTAPを用いた肺指向型リポポリプレックスと比較して1000分の1から100分の1にまで低下した
ことから、カチオン性脂質におけるグリセロ脂質構造が重要な役割を担っている可能性がある。また、DOTMA と     
比較して DOTAP を用いた肺指向型リポポリプレックスの遺伝子導入効果が低いことから、脂質構造中のエステル   
結合にも何らかの影響があると考えている。以上の検討から、肺指向型リポポリプレックスのカチオン性脂質として

DOTMAを選択した。 

 
図4．肺指向型リポポリプレックスの遺伝子導入効果に及ぼすカチオン性高分子（A）とカチオン性脂質（B）の影響 

（A） pDNAにカチオン性高分子としてPEIまたはPLL、PLA、DGLのいずれか、カチオン性脂質としてDOTMAと
アニオン性脂質であるLSを加えた肺指向型リポポリプレックスをマウスへ静脈内投与し、6時間後の肺における
遺伝子発現量を評価した。 

（B） pDNAとカチオン性高分子としてDGL、カチオン性脂質としてDOTMAまたはDOTAP、DC-Cholのいずれか、
アニオン性脂質として LS を混合し、肺指向型リポポリプレックスを調製した。肺指向型リポポリプレックスを 

マウスへ静脈内投与し、6時間後の肺における遺伝子発現量を評価した。 
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44.. 肺肺指指向向型型リリポポポポリリププレレッッククススのの肺肺線線維維症症へへのの応応用用ににつついいてて  
TGF-βに対するpshRNAとDGL、DOTMA、LSからなる肺指向型リポポリプレックスをマウス肺癌細胞株である

LLC 細胞に導入した結果、TGF-βの mRNA 量が未処理の細胞と比較して顕著に低下することを確認した。     

さらに、ddY系雄性マウスにブレオマイシン 8 mg/kgを経肺投与することによって、肺線維症モデルマウスの構築に
も成功した。 
現在は、肺指向型リポポリプレックスを用いて肺線維症モデルマウスに TGF-βに対する pshRNA を導入する     
治療実験を行っている。 
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