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研究成果の概要（和文）：人工遺伝子ベクターを用いた効率的な遺伝子導入技術の開発を目的とし、複数の機能
性素子（細胞に特異的に取り込まれるリガンドやオルガネラを標的化するリガンド）を最大限に利用可能とする
階層性を持ったナノ構造体の構築を試みた。環境感受性脂質様物質ssPalmを基盤材料とし、中性ナノ粒子をオリ
ゴDNAの相補鎖形成により複合体化することで、階層性を持つ構造体を創製した。複数種の異なる粒子から構成
される本複合体は細胞により単一の粒子として認識され取り込まれることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：For the development of efficient gene carrier, hierarchically ordered 
nano-architecture on which functional devices (ligand for specific tissues/cells/organelles) could 
be placed in desired manner was formulated. Environment sensitive lipid like material which we refer
 as to SS-cleavable Proton-Activated Lipid-like Material (ssPalm) was employed as a basis of 
nano-architecture. The hierarchical nano-architecture, Nano-size Satellite-type Organized 
Lipid-nanoparticle Assembly (Nano-SOLA), was fabricated via double strand formation of PEGylated 
complementary oligo DNA. The Nano-SOLA composed of multiple primary particles were recognized as one
 complex by the cells.

研究分野： 薬剤学

キーワード： 細胞内動態　ナノ粒子
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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 
（１）人工遺伝子ベクターを用いた効率的な
遺伝子導入技術の開発を目的とし、生体バリ
アを突破するための様々な『機能性素子』が
開発されてきた。機能性素子は体内動態制御
素子と細胞内動態制御素子に大別される。体
内動態制御素子としては、細網内皮系からの
捕食を回避するための水溶性ポリマー修飾
や、標的組織細胞の膜表面に特異的に存在す
る分子に対するリガンドが存在する。リガン
ドの例としては各種膜タンパクに対する抗
体や、腫瘍血管内細胞に高発現するαVβ3
インテグリンに対する環状 RGD ペプチド、
飢餓時の脳血管内皮細胞に発現するグルコ
ーストランスポーターに対するグルコース
が挙げられるが、これらはごく一部に過ぎな
い。細胞内動態制御素子はエンドソーム脱出
促進素子とオルガネラ標的化素子に大別さ
れる。エンドソーム脱出促進素子としては、
インフルエンザウイルスの膜蛋白質を模倣
した GALA ペプチドなどが挙げられ、オルガ
ネ ラ 標 的 化 素 子 と し て は Nuclear 
Localization Signal（NLS）や Mitochondria 
Transport Signal（MTS）等、細胞内シグナ
ル配列の利用が盛んである。 
 
（２）リポソームあるいはエマルションに対
し上記の素子を修飾する場合、機能性素子と
脂溶性足場を結合させ、疎水性相互作用によ
り表面に挿入する戦略がとられる。本修飾方
法は単一の機能性素子を用いる場合は問題
とならないが、複数の機能性素子を用いる場
合には、全ての素子がキャリア表面に同時に
提示されるという問題を引き起こす。全ての
素子が同一の表面に存在する場合、静電的相
互作用や疎水性相互作用による素子間の非
特異的な相互作用が懸念されるほか、機能性
素子の機能発動と解離が一斉に起きるため、
それぞれの素子の動態制御能を最大限に活
用することが出来ない。複数の機能性素子を
利用したナノ粒子の動態制御を達成するた
めには、機能性素子の配置を厳密に制御可能
な構造体が必須となる。 

 

２．研究の目的 
（１）本研究では、搭載素子の時空間的に制
御された機能発動を達成するため階層性を
持つ遺伝子キャリアの創成を目的とする。具
体的には、遺伝子内封コア粒子の周囲に超微
小ナノ粒子を集合させた、『電荷的に中性』
な サ テ ラ イ ト 型 ナ ノ 構 造 体 (Nano-size 
Satellite-Organized Lipid Architecture; 
nanoSOLA)を創成する。電荷的に中性な膜を
形成するための材料として、申請者が独自に
開 発し た脂 質様 材料 (SS-cleavable and 
pH-activated lipid-like material: ssPalm）
を用いた。 
 

 
３．研究の方法 
（１）Nano-SOLA の構成成分であるサテライ
ト粒子について、貧溶媒添加時の塩濃度や緩
衝液組成を検討し微小粒子の作成条件を探
索した。調製される微小粒子の内部物性や界
面物性を評価した。 
 
（２）ナノ粒子階層化を達成するための材料
として核酸の脂質コンジュゲートを調製し
た。これらの素子をナノ粒子と混合すること
で安定的な表面修飾が行える条件を探索し
た。 
 
（３）相補配列を有する核酸脂質コンジュゲ
ートを粒子径の異なる粒子に修飾し、相補鎖
形成を行うことで Nano-SOLA を構築した。
Nano-SOLA を物理化学的特性の面から解析し
た。さらに、蛍光標識 Nano-SOLA を細胞へ作
用させた際の挙動を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）サテライト粒子の創成と物性評価 

ssPalm は人工的に開発された両親媒性分子
であり、核酸キャリアの基盤技術として研究
が進められてきた。極性頭部として第三級ア
ミンを有する本脂質は中性表面を持つ遺伝
子キャリアを形成可能とする。遺伝子キャリ
アの表面からカチオン性を排除することに
より、生体成分との静電的相互作用が減弱し、
血中における凝集や転写・翻訳の阻害といっ
た悪影響を回避できる。pH感受性脂質により
形成されるナノ粒子の物理化学的特性は、脂
質からなるリポソームなど、他のナノ粒子に
比べ研究が遅れており、特に核酸非存在下に
おける pH 感受性脂質の性質はほとんど知ら
れていない。本項では pH 感受性脂質として
ssPalm を用い、pH 感受性脂質のみからなる
サテライト粒子の物理化学的特性を明らか
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とすることを目的とした。 
①ssPalm は常温常圧下において無色透明の
油液状の性状を取る。ssPalm の巨視的な pH
感受性を観察したところ、中性緩衝液に重層
した ssPalm は緩衝液と相分離状態を維持し
た一方で、酸性緩衝液に重層した ssPalm は
攪拌により白濁した分散液を形成すること
が明らかとなった。本分散液は酸性条件下で
プロトン化されて界面活性作用を得た
ssPalm が、自身からなる油相を安定化するこ
とで形成した自己エマルションであると考
えられる。本エマルションを中性条件下で安
定化するため、ポリエチレングリコール修飾
脂質、コレステロールを加えエタノール希釈
法により粒子を調製した。本方法はアンチソ
ルベント法の一種であり、脂質の良溶媒であ
るエタノールへ緩衝液を添加することで、
Ouzo 効果を利用しエマルションを形成させ
る方法である。粒子形成の際に加える緩衝液
を pH3.0 程度の酸性とし、氷温で粒子形成を
行うことで 34～40 nm の粒子径を持ち、200
時間以上安定に存在するエマルション（サテ
ライト粒子）を創製した。 
②透過型電子顕微鏡を用いネガティブ染色
像を観察した。その結果、本粒子はリポソ
ームのベシクル構造とは異なり、内水層を
持たない油滴構造を持つことが明らかとな
った。 

 
③サテライト粒子の界面物性を蛍光色素
Laurdan により解析した。その結果、本粒
子の界面は酸性条件下で流動性を獲得する
こと、および弱酸性領域におけるサテライ
ト粒子の極性は予想外にも二相性を示すこ
とが明らかとなった。後者は一般的な脂質
膜では起きえない現象であり、現在までに
報告もないことから、pH 感受性脂質に特
有の現象であると考えられる。 
③アシル部位の流動性を蛍光色素 DPHにより
解析した。その結果、界面とは異なり、内
部は pH に対する感受性を示さず常に流動
的であることが明らかとなった。 
④細胞内動態を効率的に制御するためには、
Nano-SOLA の最外層を形成するサテライ
ト粒子がエンドソーム膜と効率よく融合で
きることが望ましい。そこでモデルエンド
ソーム膜との融合能を評価した。その結果、
ssPalm からなるサテライト粒子は、中性
条件下では膜融合能を全く示さないが、エ
ンドソーム内 pH では 90%以上の膜融合効

率を示すことが明らかとなった。この膜融
合 効 率 は 、 従 来 型 カ チ オ ン 性 脂 質
（DOTAP）や pH 感受性脂質（DODAP）
に比べ優れていることが明らかとなった。 
 

以上より、ssPalm からなるサテライト粒子
の物性を明らかにするとともに、Nano-SOLA
の構成材料として適することを見出した。 
 
（２）脂質核酸コンジュゲートの開発 
本項では、脂質からなるナノ粒子表面に対

し DNA を提示するため、脂質と核酸のコンジ
ュゲートを開発した。 
①脂質核酸コンジュゲートの開発は、末端活
性化 PEG 脂質とチオール修飾オリゴ DNA の不
可反応により行った。研究開始当初は Tm 値
が高く、安定な二本鎖を形成可能なポリグア
ニン-ポリシトシンペア（20 mer）で合成を
試みた。しかし、ポリグアニンの溶解性が問
題となって脱保護反応が進行しないことが
明らかとなったため使用を断念した。 
②そこで、核酸のペアをポリアデニン-ポリ
チミンペアに変更した。この変更により二本
鎖の安定性に問題が生じたため、塩基数を延
長すること（24 mer）により解決を試みた。
緩衝液や共存界面活性剤、反応温度を検討し、
脂質核酸コンジュゲートを合成した。本コン
ジュゲート体は、サテライト粒子あるいはコ
ア粒子と混合し 60℃でインキュベーション
することにより、その表面に修飾可能である。 

以上より、複数種の粒子を複合体化するた
めの分子として脂質核酸コンジュゲートの
開発に成功した。 
 
（３）Nano-SOLA の創成 
ナノ粒子のアセンブリーは、従来から DNA

ナノテクノロジーと組み合わせられてきた。
特に、金ナノ粒子はその凝集状態により吸光
波長が変化する特性を持つため、特定の配列
を持つ DNA を検出する試みがなされてきた。
また、金ナノ粒子同士の相対配置を厳密に制
御することによる結晶形成や、6 nm 程度の金
ナノ粒子をクラスター化し、見かけの粒子径
を増大させ、生体投与時に尿中排泄を回避す
る DDS 戦略が報告されている。脂質ナノ粒子
の場合にも、DNA ナノテクノロジーとの組み
合わせは試みられてきたが、その応用につい
ては、DNA の検出技術への応用や、SNARE タ
ンパク質を模した膜融合の誘起などに限定
されている。本項では前項で示した脂質コン
ジュゲート修飾ナノ粒子を複合体化し、階層
性を持つナノ構造体の創成を行った。 
①Nano-SOLA の階層性構造を作成するために
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は、コア粒子の周囲をサテライト粒子で被覆
できるように、コア粒子上には修飾できる最
大量のオリゴ DNA を修飾する必要がある。一
方、形成した Nano-SOLA の最外部には余剰の
DNA が存在しないことが望ましい。そこで、
コア粒子についてはコンジュゲートの修飾
量が飽和に達する点を選択した。サテライト

粒子については全ての粒子に一分子以上の
核酸脂質コンジュゲートが存在する点を選
択した。 
 
②上記 2種の粒子を混合し、加温ののち放冷
することで粒子径の増大が認められた。本結
果は、粒子が DNA の二本鎖形成で架橋するこ
とにより複合体が形成することを見出して
いる。コア粒子に対するサテライト粒子の量
比を最適化し、過剰のサテライト粒子が存在
しない条件を探索した。その結果、コア粒子
とサテライト粒子の量比を、脂質モル比率で
１：４とすることで過不足なく Nano-SOLA を
形成可能であることが明らかとなった。 

 
③Nano-SOLA の粒子径の温度依存性を解析し
た。90 nm 程度のコア粒子と 30 nm 程度のサ
テライト粒子からなる Nano-SOLAは平均して
120 nm 程度の粒子径を示した。本粒子を加温
すると 55℃付近で急激な粒子径低下が認め
られた。本挙動は、脂質核酸コンジュゲート
の融解挙動と完全に一致するものであった。 

また、減少後の粒子径が、コア-サテライト
粒子混合物と同一であったことから、
Nano-SOLA が DNA の二本鎖形成により物理的
に結合していることが確認された。また、コ
ア粒子とサテライト粒子の共沈が認められ
たことからも物理的な結合が確認された。 
④コア粒子とサテライト粒子を異種の蛍光
色素で修飾し、細胞との相互作用を認識した。
この際、モデルリガンドとして cyclic RGD
ペプチドを使用しサテライト粒子上に修飾
した。コア粒子とサテライト粒子の蛍光をそ
れぞれ軸にとり細胞内取り込み量を展開す
ると、脂質核酸コンジュゲートのペアが相補
の場合のみ、蛍光の相関関数が上昇した。本
結果は、両粒子を Nano-SOLA として複合体化
させることで、挙動が同期したことを示して
いる。また、コア粒子に対する cyclic RGD
ペプチドの効果が Nano-SOLAでのみ発揮され
たことから、Nano-SOLA が機能性素子の配置
を制御可能な階層性構造体であることが示
唆された。 

 
⑤最後に、Nano-SOLA の細胞内動態を蛍光顕
微鏡により観察した。その結果、細胞内にお
いてもコア粒子とサテライト粒子の共局在
が認められ、Nano-SOLA が単一の構造体とし
て細胞に認識されることが明らかとなった。 
 以上より、脂質核酸コンジュゲートを介し
二種のナノ粒子を物理的に複合体化するこ
とに成功した。また、本複合体が単一の粒子
として細胞に認識されることや、機能性素子
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の配置を制御可能であることを明らかとし
た。 

 
（４）総括 
 以上本研究では、pH 感受性脂質を素材とし
て用い 30 nm 程度の微小粒子調製法を確立す
るとともにその物性を明らかとした。また、
脂質核酸コンジュゲートを開発し、二種のナ
ノ粒子を複合体化することで Nano-sized 
Satellite-type Organized Lipid 
nanoparticle Assembly （Nano-SOLA）を開
発した。本粒子は DNA の二本鎖形成を駆動力
とし物理的に結合した粒子であり、単一の粒
子として細胞に認識された。Nano-SOLA は特
定の表面に任意の機能性素子を配置可能な
構造体であることから、細胞内動態、ひいて
は体内動態を含めたナノ粒子の厳密な動態
制御に有用なプラットフォームであると考
えられる。 
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