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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨疾患治療用バイオマテリアルの開発を目的とし、生体膜由来のベシクルであ
るリポソーム表面に多糖、DNAなどの生体由来高分子を交互に積層化し、さらにその表面へリン酸カルシウム(CaP)を析
出することによって、有機・無機ハイブリッドリポナノカプセルを作製した。この際、反応条件を変化することにより
、CaP結晶構造(結晶種、厚みなど)の調節を行い、ナノカプセルからの物質の放出とナノカプセルの骨組織内への取り
込みについて制御を試みた。さらに、CaP層表面にDNAを骨標的リガンドとして提示させたところ、骨のモデルであるハ
イドロキシアパタイトに対して高い集積性を示すようになった。

研究成果の概要（英文）：As an approach to create a bone therapeutic biomaterial, we created an organic-ino
rganic hybrid nanocapsule by utilizing polysaccharide-coated liposomes as a reaction site for the depositi
on of calcium phosphate (CaP).  By tuning the reaction conditions and the surface chemical composition of 
nanocapsules, it was possible to control in mineralization, such as thickness and crystal structures, over
 the nanocapsules.  Furthermore, DNA was selected as a bone-targeting moiety and it was adsorbed over the 
nanocapsules.  DNA-coated nanocapsules exhibited a selective accumulation onto the powdery hydroxyapatite,
 which is the main constituent of bone and teeth.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
高齢化社会への移行、生活習慣の変化など
の影響により骨粗鬆症、それに伴う骨折、変
形性関節症といった骨関連疾患は年々増加
しており、効果的な治療薬剤や新規治療法が
求められている。骨は、CaPから成る微結晶
が有機高分子のコラーゲン繊維の伸長方向
にナノレベルに強固に結合した有機・無機ナ
ノハイブリッド構造を有しており、破骨細胞
による骨吸収と骨芽細胞による骨形成が常
にバランスを保ちながらリモデリングを繰
り返している。この骨形成は、骨芽細胞によ
って分泌された細胞膜由来の基質小胞体が
核となってリン酸カルシウム（CaP）由来の
無機結晶が析出し、コラーゲン繊維上に石灰
化することで行われる。一方われわれは、生
体膜由来のベシクルであるリポソーム表面
に多糖や DNA といったバイオポリマーを積
層化して、さらにその表面へリン酸カルシウ
ム（CaP）を析出することによって生体適合
性と生分解性を有する有機・無機ハイブリッ
ドリポナノカプセルを作製してきた(Fukui 
et al., Chemistry of Materials, 23, 
4701-4709 (2011))。このナノカプセルは、基
質小胞体のように壁材として骨の無機成分
である CaPを有しているため、カプセル自体
が骨形成素材として骨再生を促進する効果
が期待でき、さらにナノカプセル内部への薬
剤の封入とその薬理効果など複数の機能を
持たせた骨疾患治療用バイオマテリアルの
開発へつなげることができるのではないか
という発想に至った。 
 
２．研究の目的 
（１）骨標的指向性薬物送達ナノキャリアの
開発 
リポソーム表面を生体高分子と骨の主無
機成分である CaPで被覆することにより、有
機無機ハイブリッドリポナノカプセルを作
製する。カプセル内部には薬物を封入し、表
層には CaP のコーティングと骨標的リガン
ドの固定化を行うことで、骨疾患部において
内包薬物と CaP 由来の骨形成素材が連動し
て骨疾患の治療と骨再生を促すようなキャ
リアの創製を行う。 
 
（２）骨修復能を有する骨補填材の開発 
骨欠損部位にて、ハイブリッドナノカプセ
ルの組織化を促して、in situコロイドゲル化
を施し、薬理効果と骨修復能を合わせ持つカ
プセル型骨補填材の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）骨標的指向性薬物送達ナノキャリアの
開発 
 
①有機無機ハイブリッドリポナノカプセル
の作製 
リポソーム表面を、キトサン、DNA など
の生体由来高分子で被覆し、リポナノカプセ

ルを形成した。さらに、リポソームまたはリ
ポナノカプセルの内部へリン酸イオンを封
入し、外液へカルシウムイオンを加えること
で、カプセルウォールを介したイオンの相互
拡散（Counter-diffusion法）により、ナノカ
プセル表面で CaP の析出を促した。CaP は
結晶種、結晶構造および形態によって溶解性
や生体内作用が異なる。そこで、ナノカプセ
ルの放出挙動と骨組織内への取り込みを制
御するために、反応条件(イオン種、Ca/P、
pH、温度)や反応場となる表面の生体由来高
分子(キトサン、デキストラン硫酸、DNAな
ど)の種類を調節することにより、CaP 結晶
構造の調節を試みた。 
 
さらに、多様なリン酸カルシウム(CaP)層
の創製と骨疾患への最適化を目指して、カチ
オン性多糖であるキトサンのリン酸化を行
い CaP 親和性の付与を行った。まず、P2O5

をキトサンと反応させることで、リン酸化キ
トサン(P-CHI)を合成し、リポソーム表面へ
積層化を行った。次に、Counter-diffusion
法により、リポナノカプセル表面で CaPの析
出を行い、ハイブリッドリポナノカプセルの
作製を行った。 

 
得られたハイブリッドナノカプセルにつ
いて電子顕微鏡による形状観察行い、さらに
X 線回折および赤外分光法（FT-IR）を用い
て、CaPの結晶構造解析を行った。 
 
②ハイブリッドリポナノカプセルの薬物送
達ナノキャリアとしての機能化 

CaPは酸性にて容易に溶解する。骨吸収に
深い関わりのある破骨細胞は、プロトンポン
プによってその周囲を酸性 pHに維持してい
る。従って、骨組織へ到達後に CaP層の溶解
により内封物が放出されると考えられる。
CaP の溶解性はイオンクロマトグラフィを
用いて、溶出したカルシウムイオン濃度を定
量することで検討を行った。 
さらに、ナノハイブリッドカプセルを実際
に生体内で応用する際には、体液中に含まれ
るイオンやタンパク質などによる溶解性へ
の影響を検討する必要がある。血液中には
様々なタンパク質が存在するが、その中でも
アルブミンは分子量 66,000 の血漿中で最も
多く存在するタンパクである。そこで、本実
験では、牛血清アルブミン（BSA）存在下に
おいてハイブリッドリポナノカプセルの溶
解性を検討した。 
また、表層へターゲット能を付与するため
に、骨の無機成分であるハイドロキシアパタ
イト(HAp)と親和性の高い DNA をナノカプ
セルの表層へ提示して、骨のモデルである
HAp 粉体への集積能を共焦点レーザー顕微
鏡により観察を行った。 
 
（２）骨修復能を有する骨補填材の開発 
カプセル型骨補填材として、ナノカプセル



表層と架橋剤を反応させることで、リポナノ
カプセルの組織化を目指した。CaPとリン酸
基は静電相互作用およびキレート形成によ
り、強く相互作用することが知られている。
そこで、多糖であるキトサンをリン酸化した
P-CHIを、ハイブリッドナノカプセルの CaP
層表面へ吸着させる。破骨細胞周辺にみられ
るような低pH条件においてCaP層は溶解し、
それに伴いナノカプセル内部の架橋剤が放
出されると考えられる。この架橋剤が P-CHI
間を架橋することで、ナノカプセルからのゲ
ル形成について検討を行う。コロイドゲル形
成時の溶液の散乱強度変化について評価を
行う。 
 
４．研究成果 
（１）骨標的指向性薬物送達ナノキャリアの
開発 
 
①有機無機ハイブリッドリポナノカプセル
の作製 

CaCl2 と NaH2PO4/Na2HPO4 を用いて
CaP層の析出を試みたところ、反応条件に加
え、反応場となるナノカプセルの種類によっ
て生成する結晶構造が異なることがわかっ
た。反応場がリポソーム表面または DNA で
あるときに表面に CaP 層を有するハイブリ
ッドナノカプセルを作製することができた。
さらに、DNA の場合には結晶化度が高い
CaP が得られた。また、反応時間によって
CaP層の厚みの調節が可能であった。これら
のことから、リポナノカプセル表面の多糖の
種類や化学的改質を施すことにより析出す
る CaPの結晶質を制御することで、キャリア
の骨再生能の最適化につながると考えてい
る。 
リポソームあるいは表面に DNA を有するリ
ポナノカプセルを（liponano-CHI-DNA）用
いた場合にのみ、表面特異的に CaPが析出し、
ハイブリッドリポナノカプセルを作製する
ことができた。一方、表面にデキストラン硫
酸あるいはキトサンを有するリポナノカプ
セルを用いた場合には、表面への CaPの析出
は見られなかった。これは、ナノカプセル表
面のリン酸基が、CaPとの親和性が高かった
ためと考えらえる。pH 7.0 において、
liponano-CHI-DNA 表面での CaP 析出は見
られなかったが、pH 10.0では[PO43-]と[OH-]
が高くなるため、熱力学的に安定な HAp が
析出しやすくなり、表面での CaP析出が起こ
ったと考えられる。また、電子線回折像や
FT-IRの結果より、リポソーム表面の CaPは
アモルファスであったが、 liponano-CHI- 
DNA 表面の CaPは HAp 様となり、表面層
の違いによって結晶構造が異なることがわ
かった。これは、リポソームと比較して、
liponano-CHI-DNA からのリン酸イオンの
放出は遅く、ナノカプセル表面でカルシウム
イオンとゆるやかに反応が進行したため、溶
解度積の低い HAp が優先的に析出したため

と考えられる。また、DNA のリン酸基の配
列が、HApの結晶面に高い適合性を示し、エ
ピタキシャル成長を促して HAp 様になった
とも考えられる。さらに、リポソームの場合
は CaP の析出が表面にのみ見られたが、
liponano-CHI-DNA の場合はカプセルの内
外に CaP層の生成が見られた。このことから
リポソームからのイオンの放出は内側から
外 側 へ の 方 向 が 優 勢 と な る が 、
liponano-CHI-DNA からの放出はカプセル
ウォールを介した相互拡散であることがわ
かった。また、温度を高くすると、HApの生
成速度が高くなるため、針状結晶やカプセル
内部にまで結晶の析出した中実構造が得ら
れた。さらに liponano-CHI-DNAではイオン
の放出がゆるやかにすすむため、時間によっ
て CaP層の厚みを制御することができた。さ
らに、イオン種を変えて検討を行ったところ、
Naイオンを除くことによりCaPの析出が起
こりやすくなり、 liponano-CHI 表面でも
CaPを形成させることができた。また、外液
にリン酸イオンを添加することで、CaP層の
厚みや形態を制御することができた。このよ
うにリポソーム表面へポリマー層を構築す
ることにより、イオンの拡散性や反応場を操
作することができ、ナノカプセル表面の CaP
層の結晶構造および形態厚みの制御が可能
となった。 
 
②ハイブリッドリポナノカプセルの薬物送
達ナノキャリアとしての機能化 
表面に CaP 層を有するリポナノカプセル
について pH 4.0、7.0および 10.0でのカルシ
ウムイオン溶出量の経時変化を測定したと
ころ、いずれの pHにおいても、CaPの溶解
は 20 分後には飽和に達していることがわか
った。また、pHが低くなるほど CaPの溶解
量が多くなることがわかった。これは、pH
が低いとリン酸イオンの解離が抑えられる
ため、[PO43-]が下がる。また、[OH-]も下が
るため、過飽和度が小さくなり、溶解度が上
昇したと考えられる。次に、牛血清アルブミ
ン（BSA）存在下においてハイブリッドリポ
ナノカプセルの溶解性を検討した。HAp は、
電荷を持つ結晶面を有することから、酸性タ
ンパク質であるBSAは静電相互作用により、
CaP表面へ吸着する。BSAが CaP表面へ吸
着することにより、CaPの溶解性に影響を与
えることが考えられる。結果として、BSA存
在下においても CaP 層の溶解性はほとんど
変化しなかった。本実験で用いたナノカプセ
ルの CaP層はアモルファスであるため、明確
な結晶構造を示さず、BSAとの吸着サイトが
少なくなって、CaPの溶解には影響を与えな
かったのではないかと考えている。 
ハイブリッドリポナノカプセル表層の骨
標的指向性を検討するため、内水相へ
dextran-FITC を封入したハイブリッドリポ
ナノカプセルを pH 7.0にてHAp粉体へ作用
させ、集積能について検討したところ、CaP



層表面に DNA を標的リガンドとして提示さ
せたリポナノカプセルが高い集積能を示す
ことを見出した。これは、DNA のリン酸基
が静電相互作用に加えてキレート形成能を
有するため、HAp結晶面のカルシウムと強く
相互作用したためと考えられる。このことよ
り、DNA 提示による骨へのターゲティング
の可能性が示唆された。今後は、CaP層表面
にポリアスパラギン酸(PAsp)などの骨標的リ
ガンドあるいはRANKLといった破骨細胞に
対する標的リガンドを提示させることを考
えている。 
 
（２）骨修復能を有する骨補填材の開発 
カプセル型骨補填材として、ナノカプセル表
層と架橋剤を反応させることで、リポナノカ
プセルの組織化を目指した。P-CHIを表面に
有するリポナノカプセルに架橋剤を加えて、
キトサン由来のアミノ基間の架橋を促した
ところ、散乱強度の増大がみられ、リポナノ
カプセルの会合が示唆された。このとき、pH
や P-CHI のリン酸化度によって会合体のサ
イズを調節することが可能であった。以上よ
り、骨欠損部において、ハイブリッドリポナ
ノカプセルを集積化および組織化させるこ
とが可能であり、骨形成を誘導する骨補填材
の作製につながると考えている。 
 
本研究は、薬物の標的部位への送達および
徐放といった生命科学的観点からの研究と、
骨の再生を促すために CaP 素材をデリバリ
ーまたは骨充填材として用いるといった物
質科学的観点からの研究を融合させること
で、骨疾患治療用生体材料の構築を目指すこ
とが特色である。カプセル素材自体が骨類似
物質であるため、骨形成促進と薬理作用を合
わせもち、その現場での環境に応じて骨再生
を助けると考えられ、骨疾患のための効果的
かつ低侵襲的な新規治療システムの構築に
おいて重要な素材となると期待できる。また、
リポソーム表面への生体高分子と CaP の交
互積層化による有機無機ハイブリッドナノ
カプセルの作製法は、マテリアルデザインの
可能性をひろげ、生体内での骨再生メカニズ
ムのさらなる生命科学的解明においても有
用な知見を与えるものと考えている。 
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