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研究成果の概要（和文）：新規血中滞留性素子TGLを修飾した腫瘍環境応答性リポソーム型キャリアーを開発し
た。腫瘍微弱低pH応答性ペプチドSAPSP修飾リポソームにTGLを修飾した場合、SAPSPのpH応答性を維持しつつ表
面水和性が向上した。さらにプラスミドDNA 封入することで低pHに応答した遺伝子発現を示した。腫瘍内透過型
SAPSP(SAPSP-iRGD)修飾リポソームではTGL修飾によって非修飾体に比べて高い腫瘍内透過性を示すだけでなく、
内封したAkt阻害剤は低pHにおいて細胞死を誘導した。これらのことから、TGLは腫瘍環境応答性キャリアーの機
能を阻害せずにナノ粒子表面の改質可能な血中滞留性素子として期待される。

研究成果の概要（英文）：Liposomal nucleic acid carrier in response to tumor microenvironment has 
been developed by the surface modification of a novel blood circulating device TGL. Slightly acidic 
pH sensitive peptide (SAPSP)-modified liposomes showed pH-sensitivity even when the surface 
hydrophilicity was increased by modifying TGL on their surface. When plasmid DNA was encapsulated 
into TGL-modified SAPSP-lipo, the expression of exogenous gene in cancer cells was enhanced in 
response to slightly acidic pH. In tumor penetration type SAPSP (SAPSP-iRGD)-modified liposomes, the
 tumor penetration of SAPSP-iRGD-lipo was enhanced by their surface modification of TGL. 
Furthermore, Akt inhibitor encapsulated into TGL-SAPSP-iRGD-lipo induced cell death at slightly 
acidic pH. Therefore, TGL is a novel blood circulating device capable of improving the surface 
properties of nanoparticles without inhibiting the function of tumor microenvironment-responsive 
drug carrier.

研究分野：薬物送達学

キーワード： DDS　腫瘍微小環境　血中滞留性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の癌治療ドラッグデリバリーシステムの開発において、癌への受動的送達のために血中滞留性素子のポリエ
チレングリコール（PEG）をナノ粒子型キャリアーの表面に修飾する必要がある。しかし、PEG修飾はナノ粒子の
細胞内取り込みを阻害することが課題である。本研究で開発した新規血中滞留性素子TGLは、ナノ粒子の細胞内
取り込みを阻害しないだけでなく、各種機能性ナノ粒子の機能を維持することが可能である。そのため、TGLは
PEGに取って代わる新規血中滞留性素子として、広く医薬品開発へ応用されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 転移・浸潤性などの悪性度の高い
癌に対する核酸治療法を開発するた
めには、体内動態・腫瘍内動態・細胞
内動態を制御し、悪性化の親玉の微
小環境下（低酸素・低 pH）の癌細胞
へ確実に核酸を送達する技術の開発
（送達の課題）と微小環境を支配す
る低酸素誘導因子（HIF）シグナル抑
制（薬効の課題）が必要である [右
図]。核酸送達法として、目的の細胞
内まで確実に送達し、核酸が放出さ
れるように、様々な機能性素子とポ
リエチレングリコール（PEG）を修飾したリポソーム型キャリアーが開発されている。特に、
PEG修飾キャリアーは、高いステルス機能（表面への抗体やタンパク質結合を抑制し、細網
内皮系による補足を回避）のため、高い血中滞留性を示し、Enhanced Permeability and 
Retention（EPR）効果によって、腫瘍へ受動的に送達可能なため、PEG修飾は、薬物キャリ
アー開発に欠かすことができない。しかし、PEG修飾はリポソーム表面に厚い水和層を形成
するため、細胞への取り込みを阻害するだけでなく、複数回投与時に、PEGに対する抗体が
その表面に結合するため、血中滞留性が低下（ABC現象）するなどの課題、すなわち PEGジ
レンマが存在する。そのため、PEGにとって替わる新たな血中滞留性素子の開発と腫瘍内・
細胞内動態制御可能な機能性素子の修飾が必要である。高い血中滞留性のためには、粒子表
面を負電荷かつ高親水性にすることが求められる。PEG修飾の課題は PEGが高分子のポリマ
ーであることに起因するため、低分子の親水性化合物を表面修飾し、さらに粒子の表面電荷
を負から正へ反転させ、血中滞留型から細胞内促進型へ転換するような機能性ペプチドを
修飾することで、PEG ジレンマを解決可能と考えられる。また、高い薬効を期待する上で、
ダイナミックに変化する癌悪性化環境の主役である HIF 活性化を抑制可能な核酸をキャリ
アーに搭載することが重要である。 
 
２．研究の目的 

PEGジレンマの克服が可能であると考えられる低分子の親水性
化合物 Tris [2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol]を
修飾した脂質 TSL、TGL、2TGL（新規滞留性素子：右図）、腫瘍環
境応答性素子 SAPSP-iRGD あるいは SAPSP から構成される核酸キ
ャリアーを開発することを目的とした。また、癌微小環境下で発
現増大する Lipocalin2 (Lcn2) の HIF活性化機構を明らかにす
ることで、微小環境制御核酸の選定を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 核酸キャリアーの基盤となるリポソームは単純水和法によっ
て調製した。SAPSP-iRGDあるいは SAPSを修飾する場合は正電荷
リポソーム[Egg phosphatidylcholine（EPC）:1,2-Dioleoyl-3-
trimethylammonium propane (DOTAP)=7.6:1）、オクタアルギニン（R8）を修飾する場合は負
電荷リポソーム[EPC: Dicetyl phosphate =9:1）を用いた。リポソームの粒子径および表面
電荷は、動的光散乱法および電気泳動光散乱法によって測定した。さらに、塩添加時の表面
電荷を指標として表面水和度（FALT）を計算した。細胞内取り込みおよび細胞内動態は蛍光
標識リポソームを用いてフローサイトメトリーおよび共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）観察に
より評価した。また、Nano Culture Plate MH pattern, Low-binding, 24 well(ORGANOGENIX)
に、細胞と細胞外マトリックスを混合して播種することでスフェロイドを作製し、蛍光標識
リポソームのスフェロイド透過性を CLSM観察によって評価した。プラスミド DNA封入キャ
リアーによる遺伝子発現および Akt 阻害剤封入リポソームの細胞死誘導は各々ルシフェラ
ーゼアッセイおよび Propidium Iodide （PI）染色によって評価した。Lcn2安定発現細胞に
おける HIF の安定化は免疫染色により、鉄輸送関連タンパク質発現はリアルタイム PCR に
よって評価した。 
 
４．研究成果 
（1）TSL修飾リポソーム（TSL-lipo）と TGL修飾リポソーム（TGL-lipo）の物性評価およ 



び細胞内取り込み 
 正電荷リポソームに TSLあるいは
TGLを 10、30、50 mol%修飾し、粒子
径を測定した結果、修飾率の増大に
伴い、粒子径の増大が認められたこ
とから、これらの血中滞留性素子が
リポソームに修飾されていること
が示唆された（右表）。また、PEGを
修飾した場合の表面電荷は中性付
近まで減少したが、TSL および TGL
を修飾した場合は正電荷を保持し
ていた（右表）。TSL-lipoおよび TGL-
lipo の細胞内取り込みを評価した
結果、TSL および TGL を 10％修飾した場合は正電荷リポソームと同程度の細胞内取り込み
を示したが、修飾率の増大に伴い、細胞内取り込みは抑制されたことから（上図）、TSL お
よび TGL修飾によってリポソーム表面の水和性は増大したことが示唆された。また、TSLお
よび TGLを 50 mol%修飾した場合であっても、PGE 修飾リポソームに比べて著しく高い細胞
内取り込みを示したことから（上図）、
TSLおよび TGLは正電荷リポームの細
胞内取り込みを顕著に阻害すること
なく、リポソーム表面の水和状態を改
善可能であることが示唆された。 
 
（2）TSL-SAPSP-lipo および TGL-
SAPSP-lipoの物性評価 
 腫瘍微小環境の微弱低 pH に応答し
て、表面電荷が負から正に反転するこ
とで細胞内取り込みが促進する
SAPSP-lipo に TSL および TGL を修飾
した場合の物性を評価した。各 pH に
おける TSL-SAPSP-lipo および TGL-
SAPSP-lipoの粒子径は、一部 pH 6.5
において増大傾向であったが、他の条
件では、200 nm以下であった（右図）。
表面電荷に対する pH の影響を検討し
た結果、SAPSP-lipoと同様に、微弱低
pH において、負から正への電荷反転
が認められたことから（右図）、TSLお
よび TGL はリポソーム表面に修飾し
た腫瘍微小環境応答性素子 SAPSPの機能を阻害しないことが示唆された。一方、表面水和層
の厚さの指標である FALTを比較した結果、TGL修飾した場合において、FALT 値の上昇が認
められたが、PEG修飾に比べて表面水和層の厚さが薄いことが示唆された（上表）。 
 
3）TSL-SAPSP-lipoおよび TGL-SAPSP-lipoの機能性評価 
 SAPSP-lipoは微弱低 pH（pH 
6.5）において効率的に細胞内
に取り込まれ、さらにエンド
ソームを脱出して細胞質まで
送達される 1。そこで、TSL お
よび TGL を修飾した場合の細
胞内取り込みの変化を検討し
た。PEG修飾した場合は、pH7.4
および pH6.5のいずれの pHに
おいても細胞内取り込みは認
められなかったが、TSLおよび
TGLを修飾した場合では、非修
飾体と同様に、pH 6.5におい
て細胞内取り込みの促進が認
められた（右図 a）。TSL-SAPSP-
lipoにおいて、TSLを 30 mol%
以上修飾した場合では細胞内取り込みが抑制されたことから（上図 a）、TGL の方が SAPSP-
lipo の機能を阻害しないことが示唆された。また 30 mol%の TGL を修飾した場合の細胞内
動態を評価した結果、非修飾体の SAPSP-lipoと同様に、細胞質まで TSL-SAPSP-lipoが送達



されることが示された（上図 b）。また、1 分子中に 2 個の Tris が脂質に結合されている
2TGLでは、15 mol%修飾した場合に SAPSP-lipoの細胞内取り込みが阻害されないことも考
慮して、TGLの修飾率は 30 mol％に決定した。TSL-SAPSP-lipoは細胞質まで送達されるこ
とから、ルシフェラーゼ発現プラスミド DNAを TSL-SAPSP-lipoに封入して、その遺伝子発
現を評価した結果、pH 6.5 において、SAPSP-lipoと同程度の遺伝子発現を示し、その発現
は PEG修飾体に比べて 2倍以上高かった（上図 c）。
これらの結果より TSL-SAPSP-lipo は腫瘍微弱低 pH
に応答する遺伝子キャリアーとして期待される。 
 
（4）SAPSP以外の機能性素子を修飾したリポソーム
の細胞内取り込みに対する TGLの影響 
 SAPSP 以外の機能性素子として、細胞透過性ペプ
チドのオクタアルギニン（R8）あるいは腫瘍微弱低
pH 応答性と腫瘍内透過性を併せ持つ SAPSP-iRGD を
修飾したリポソームの細胞内取り込みに対する影
響を検討した結果、いずれのリポソームにおいても
PEG を修飾した場合は非修飾体に比べて、細胞内取
り込みが顕著に抑制された(右図 ab)。一方、TGL修
飾においては高い細胞内取り込みが認められた(右
図 ab)。特に SAPSP-iRGD-lipo に TGL を修飾した場
合では、pH6.5 において細胞内取り込みが著しく促
進されるだけでなく、非修飾体に比べて、pH7.4 に
おける細胞内取り込みが低下したことから(右図
b)、微弱低 pHに対する特異性が向上した。これらの
結果より、TGL は各種機能性素子を修飾したリ
ポソームにおいても、それらの機能を阻害しな
いことが示唆された。 
 
（5）TGL-SAPSP-iRGD-lipoの腫瘍内透過性評価 

SAPSP-iRGD-lipo は、SAPSP の腫瘍内透過性 2

を向上させたペプチドであるため、右図 a に示
すように、スフェロイド（細胞塊）透過性が高
い。しかし、PEGを修飾した場合においては、ス
フェロイド内に赤色で示すリポソームが観察さ
れなかった（右図 a）。このことは、スフェロイ
ド内の癌細胞と相互作用できない PEG-SAPSP-
iRGD-lipoが CLSM観察前の洗浄により流失した
ためであると考えられる。一方、TGLを修飾した
場合では、非修飾体と同様に、スフェロイド深
部にリポソームが観察された（右図 a）。CLSM画
像を基にスフェロイド内のリポソームの分布を
解 析 し た 結 果 、 ス フ ェ ロ イ ド 中 心 部
（Distance:10-90%）において、TGL修飾体の方
が非修飾体に比べて多くのリポソームが分布し
ていた（右図 b）。これら結果より、TGL
修飾は SAPSP-iRGD のスフェロイド透過
性（腫瘍内透過性）を阻害しないことが
示唆された。さらに、TGL 修飾によって
表面水和性が向上することで、スフェロ
イド透過が促進され、深部の微弱低 pH下
の癌細胞と相互作用することで、深部に
リポソームが存在することが推察され
た。 
 
（6）TGL-SAPSP-iRGD-lipo の細胞質送達 

TGL-SAPSP-iRGD-lipo の細胞内動態を
評価した結果、非修飾体と同様に、TGL-
SAPSP-iRGD-lipo は細胞質まで送達され
ることが示された（右図 a）。そこで、細
胞質の標的タンパク質 Aktに対する阻害
剤 PHT427 を封入した TGL-SAPSP-iRGD-
lipo の細胞死誘導効果を評価した。
PHT427 単独処理では、pH に依存しない



細胞死誘導が認められた（上図 b）。一方、TGL-SAPSP-iRGD-lipoに封入した場合では、pH6.5
において、細胞死が増強された（上図 b）。これらの結果より、TGL-SAPSP-iRGD-lipoは微弱
低 pHに応答して細胞内に取り込まれた後、細胞質へ送達され、内封 PHT-427 が Aktに作用
することで細胞死が誘導されたことが示唆された。 
 
（7）lipocalin2（Lcn2）による微小環境形成機構の解析 
 Lcn2は低酸素下の癌細胞において発現増大
する分泌タンパク質である 3。右図 aに示すよ
うに、癌細胞 B16-F1 を LCN2 タンパク質で処
理することで、正常酸素下であっても低酸素
誘導因子 HIF が安定化される。この HIF 安定
化機構を解析するために、Lcn2の過剰発現細
胞を作製した。右図 a に示すように、Lcn2過
剰発現細胞では、Lcn2タンパク質処理と同様
に HIF の安定化が認められた。HIF の安定化
には細胞内鉄量が関与することから、鉄輸送
タ ン パ ク 質 の Divalent Metal (Ion) 
Transporter 1 (DMT1)とフェロポーチン
(FPN)の mRNA発現を評価した。その結果、Lcn2
過剰発現細胞では、親細胞に比べて DMT1およ
び FPN 発現が増大した。これらの結果より、
Lcn2 は細胞内の鉄輸送を亢進させることで
HIFを安定化することが推察された。 
 
 本研究において、新規血中滞留性素子 TGL はリポソーム表面に修飾した機能性素子の機
能を阻害することなく、表面改質が可能であることを示した。腫瘍微小環境応答性と腫瘍内
透過性を併せ持つ SAPSP-iRGD-lipo に TGL を修飾したキャリアー内に、微小環境形成を阻
害可能な anti-Lcn2 siRNA を封入することで、効果的な癌治療システムになり得ると考え
られる。 
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