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研究成果の概要（和文）：本研究では，HepG2細胞を用い，PEG修飾リポソームとリポタンパク質受容体との相互
作用に焦点を当て，PEG修飾リポソームの細胞内取り込みの分子メカニズムをより詳細に解析した．
HepG2細胞に蛍光標識したPEG修飾リポソームを添加し，リポソームがエンドサイトーシスで取り込まれることが
示唆された．リポタンパク質受容体の働きを阻害することにより，リポソームの取り込みが減少したことから，
本研究で用いたリポソームのHepG2細胞への取り込みにリポタンパク質受容体の関与が示唆された．さらに，受
容体によるリポソームの認識には，アポリポタンパク質が関与している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, the interaction of PEGylated liposomes carrying fluorescently
 labeled cholesterol with lipoprotein receptors and the subsequent intracellular uptake were 
evaluated using HepG2 cells, an in vitro model system for human hepatocytes. Blocking lipoprotein 
receptors resulted in the decrease in the intracellular uptake of the labeled liposomes, which 
indicates the involvement of lipoprotein receptors in the liposome internalization. Liposomes 
modified with apolipoproteins were internalized in HepG2 cells in FBS-depleted culture medium at the
 same levels as unmodified liposomes in FBS-containing culture medium, which indicates that 
apolipoproteins were the major serum components involved in liposomal binding to lipoprotein 
receptors. 

研究分野： 物理系薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、製剤に機能を持たせ、生体内安定性、放出性、標的指向性、体内動態等を調節すること

により、有効性、安全性を高める製剤技術の重要性が増している。リポソームの設計に当たって
は、単に病変組織に集積し細胞外で有効成分を放出させるだけでなく、細胞内に取り込まれ細胞
内で有効成分を放出することにより薬理作用を増強させ、より有効性、安全性の高い製剤設計が
指向されている。このような細胞内への送達は、キャリア内水相に核酸や遺伝子を封入した製剤
では、より不可欠な要素となる。一方、頻回投与製剤ではキャリア成分の蓄積性が安全性を左右
する因子となりうるため、有効成分はもちろんのことキャリア成分も含めた細胞内動態に関する
知見が重要となる。 
我々は、100nm のサイズを有するリポソームを複数種類作製し、その細胞内動態や関与する

内因性タンパク質を明らかとしてきた。また、細胞内へのリポソームの取り込みは主としてクラ
スリン依存性エンドサイトーシスによることを明らかとした。クラスリン依存性エンドサイトー
シスは受容体依存性エンドサイトーシスである。従って、何らかの受容体を介したリポソームの
取り込み機構が想定された。我々は、ポリエチレングリコール(PEG)修飾リポソームの細胞内動
態にコレステロール等の脂質を運搬する内因性タンパク質の関与を明らかとし、さらにその細胞
内取り込みに低比重リポタンパク質（LDL）受容体の関与が示唆された。 
 ナノ粒子製剤への PEG 修飾は、主として血中タンパク質であるオプソニン（補体成分の C3b
や免疫グロブリン G）の結合を減弱し、細網内皮系への補足とそれによるナノ粒子製剤の血中
滞留性の低減を回避するために行われる。しかし、我々が得ている知見、及び既に報告されて
いる研究は、リガンド（標的素子）を結合していない PEG 修飾ナノ粒子においても、アポリポ
タンパク質のナノ粒子表面への結合が維持されていることを示唆するものである。このように、
オプソニン化を回避しつつ、アポリポタンパク質の結合を維持した適切なタンパク質層が形成
されることが LDL 受容体をターゲットとしたナノ粒子製剤の開発において望まれる。一方、血
中を循環する間にタンパク質コロナを形成したリポソームは、肝臓においてそのタンパク質コ
ロナの特性により動態が大きく左右されることになるが、肝実質細胞における細胞内動態の詳
細な機構は解明されていない。                                           
 
２．研究の目的 
我々は、ポリエチレングリコール（PEG）修飾リポソームの細胞内動態にコレステロール等

の脂質を運搬する内因性タンパク質の関与を明らかとし、さらにその細胞内取り込みに低比重
リポタンパク質（LDL）受容体の関与が示唆された。生体内のリン脂質やコレステロールはア
ポリポタンパク質を含むリポタンパク質により運搬されることから、本知見は、リポタンパク
質受容体を介する脂質代謝系がリポソームの体内動態・細胞内動態に関与している可能性を示
すものである。そこで本研究では HepG2 細胞を用い、PEG 修飾リポソームへのアポリポタン
パク質の結合、リポタンパク質受容体との相互作用、細胞内取り込みに焦点を当て、PEG 修飾
リポソームの細胞内動態の分子メカニズムをより詳細に解析する。本研究で得られる知見は、
リポタンパク質受容体を利用した効率的な治療法の構築に資するとともに、リポソームの主要
な消失過程を担う肝実質細胞におけるリポソーム構成成分の蓄積や代謝など、安全性に関わる
知見をもたらすと考えられる。 
 
３．研究の方法 
リポソームの作製 
 リポソームは脂質薄膜法により作製した[Bangham et al., J. Mol. Biol. 1965, 13, 238-252.]。脂質
に は 、 Hydrogenated soy phosphatidylcholine (HSPC), N-(carbonyl-methoxyPEG 
2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (PEG2000-DSPE), cholesterol,  
25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)methyl]amino]-27-norcholesterol (NBD-Chol) を用い、各脂
質組成は、HSPC/PEG2000-DSPE/Chol/NBD-Chol (56.3/5.3/37.4/1 mol %)とした。 
 
リポソーム細胞取り込み量 
細胞には HepG2 細胞を用いた。リポソームの細胞内取り込み量は、蛍光分光光度計を用い、

細胞内に取り込まれた脂質の蛍光強度を測定した。 
 

リポソームの細胞内取り込みへのリポタンパク質受容体関与の評価 
 HepG2 細胞を DMEM 培地で 48 時間培養した。その後、リポタンパク質受容体に対する抗体
を添加し、4℃で培養した。対照として、アイソタイプコントロールを用いた。その後、リポソ
ームを添加し、一定時間 37℃で培養後、細胞内に取り込まれたリポソーム由来の蛍光を蛍光分
光光度計を用いて測定した。 
 一方、siRNA によるリポタンパク質受容体関与の評価では、リポタンパク質受容体に対する



siRNA として Stealth RNAi™（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用い、 Lipofectamine™ RNAiMAX
（Thermo Fisher Scientific Inc.）によりトランスフェクションを行った。コントロール配列には
Stealth RNAi siRNA Negative Control（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いた。その後、リポソー
ムを添加し、 37℃で培養を行い細胞内に取り込まれたリポソーム由来の蛍光強度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）HepG2 細胞への取り込みに及ぼす LDL 受容体の関与 

HepG2 細胞を用い、PEG 修飾リポソームと LDL 受容体との相互作用、細胞内取り込みを解析
するために、PEG 修飾脂質、コレステロール及び中性脂質から成るサイズ約 100nm のリポソー
ムを調製し、サイズ・ゼータ電位等の物理的化学的特性解析を行った。蛍光標識リポソームの平
均粒子径は 115nm、 polydispersity index は 0.12、また、ゼータ電位は-2.3mV であった（n=3）。
本リポソームは、10%FBS 含有培地中で 3 時間インキュベーション後も、その大きさは変化しな
かった。これは、本研究の実験条件下では、培地中でリポソームが安定であることを示している。 
細胞には LDL 受容体が最も多く存在し、また肝実質細胞のモデルとして汎用されている

HepG2 細胞を用いた。培養した細胞について LDL 受容体の発現を western blotting により確認し
た。HepG2 細胞に蛍光標識リポソームを添加し、一定時間後に共焦点顕微鏡で観察すると、図 1
に示すように、ドット状の染色が核の周辺に確認された一方、細胞膜上は染色されなかった。し
たがって、リポソームの非特異的な細胞への吸着は無視できると考えられた。 

 
 
 

 
さらに、各種エンドサイトーシス阻害剤を用いた実験から本研究で作製した蛍光標識 PEG 修

飾リポソームは、主としてクラスリン介在性エンドサイトーシスにより細胞内へ取り込まれるこ
とが示唆された。そこで、PEG 修飾リポソームの細胞内取り込みに及ぼす LDL 受容体の関与を
調べるために、中和抗体として抗 LDL 受容体抗体を細胞に添加し、4 度で 1 時間インキュベー
ションした。同時にアイソタイプコントロール抗体の処理によるコントロール群を用意した。洗
浄後、蛍光標識 PEG 修飾リポソームを加え、PEG 修飾リポソームの細胞内取り込み量を、脂質
に標識した蛍光色素の強度により評価したところ、コントロール群と比較し、リポソームの取り
込み量が抑えられていた。本結果は、本研究で用いた PEG 修飾リポソームの HepG2 細胞への取
り込みに LDL 受容体が関与していることを示唆するものである。 

PEG修飾リポソームのHepG2細胞への取り込み
に LDL受容体が関与することが示唆されたことか
ら、LDL 受容体の関与について、より詳細な検討
を進めた。LDL 受容体の発現を siRNA により阻害
することにより、コントロール群に比べ、PEG 修
飾リポソームの HepG2 細胞内取り込みが有意に抑
制された。この結果より、中和抗体とは異なる特
異的手法においても、PEG 修飾リポソームの
HepG2細胞内取り込みへのLDL受容体の関与につ
いて示すことができた。また、培養液中に添加さ
れているウシ胎児血清（FBS）を取り除くと PEG
修飾リポソームの細胞内取り込みが大きく減弱す
ることが確認され、FBS 中の成分が PEG 修飾リポ
ソームの細胞内取り込みに関わっていることが
示唆された。生体内に存在するリポタンパク質が
細胞膜上の受容体へ結合する際は、リポタンパク
質に結合したアポリポタンパク質が受容体に認
識されることが報告されている。そこで、リポタ
ンパク質を除去した血清を培地に用いた結果、

図１ 蛍光標識リポソームの共焦点顕微鏡写真 

 緑：NBD-Chol、青：核を Heachst33342 

で染色、Scale Bar: 20μm 

図 2 リポソームの細胞内取り込みに及ぼす

リポタンパク質の影響 

Control:10%FBS 添加培地、lipoprotein(-)：

リポタンパク質を除去した FBS 添加培地 

**P<0.01 



PEG 修飾リポソームの細胞内取り込みは有意に減小した（図２） 。 
 
（２）HepG2 細胞への取り込みに及ぼすアポリポタンパク質の関与 
（１）の結果より、リポタンパク質中の成分が関わっていることが示唆されたため、さらに、

リポソームの受容体を介した取り込みに、アポリポタンパク質が関与するか調べた。FBS を取
り除いた培地では減少したリポソームの取り込みが、アポリポタンパク質 A-1 やアポリポタン
パク質 E とあらかじめインキュベーションしたリポソームでは、有意にその取り込みが増加す
ることが明らかとなった。さらにリポソームをアポリポタンパク質 A-1 と E の両方とあらかじ
めインキュベーションしておくと、FBS 含有培地を用いた取り込み量（control）と有意差は見
られなかった。 
 以上より、本研究で用いた PEG 修飾リポソームの細胞への取り込みには LDL 受容体が関与

し、受容体の認識にリポソームに結合したアポリポタンパク質特異的な認識が関与していること
が示唆された。 
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