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研究成果の概要（和文）：siRNAを含有した脂質ナノ粒子複合体は、他の製剤よりも高い遺伝子発現抑制効果を
誘導した。複合体形成過程を、放射光小角Ｘ線散乱測定および等温滴定型力ロリメトリー（ITC）により検討し
た。複合体粒子は、炭素鎖内の二重結合の数に応じて、シングルラメラ、マルチラメラ、および凝集体を形成
し、分子の嵩が低い脂質では膜密度が高かった。さらに、二重結合を含む脂質組成の増加に伴い膜密度は低下
し、構造転移のしやすさに関係していた。
固形製剤化手段である凍結乾燥に対する複合体の安定性について検討した結果、糖類、ポリアミノ酸類の添加に
より、再溶解後のナノ粒子の凝集を低減できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The lipid nanoparticle complex containing siRNA induced a higher gene 
expression suppressing effect than the other preparations. Complex formation process was examined by
 synchrotron radiation X-ray scattering measurement and isothermal titration calorimetry (ITC). The 
composite particles formed single lamellae, multilamellae, and aggregates depending on the number of
 double bonds in the carbon chain, and membrane density was high in lipids with low molecular bulk. 
Furthermore, as the lipid composition containing double bonds increased, the membrane density 
decreased and it was related to the ease of structural transformation.
As a result of examining the stability for nanoparticles against lyophilization which is a means for
 solid preparation, it was found that aggregation of fine particles after re-hydration can be 
reduced by addition of saccharide and polyamino acids.

研究分野： 製剤工学
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１． 研究開始当初の背景 

合成 siRNA は、疾患関連遺伝子の発現を
一過的であるが直接的かつ特異的に抑制す
ることができる。そのため、次世代の遺伝子
治療における薬物として、最小限の副作用で
最大限の薬理効果を発揮する新たな核酸医
薬としての期待が高まっている。そこで、合
成 siRNA の組織・細胞へのターゲティング
輸送、高効率な細胞内導入と動態制御を可能
にする機能性担体の開発が急務となってい
る。近年、合成 siRNA の細胞内送達担体と
して最も有力な候補としては、各種核酸の細
胞内導入に成功しているリポソームやナノ
粒子がある。これらは、構成脂質の選択によ
り機能性の拡張が比較的容易であるだけで
なく、ナノサイズでの粒子の調製が容易であ
ることから生体内・細胞内動態を制御する薬
剤投与技術における担体として必須要素を
備えているからである。しかし、リポソーム
による合成 siRNA 送達システムの課題は多
い。これは、リポソーム/siRNA 複合体は形
成効率が悪く、siRNA の熱および分解酵素に
対する不安定性は改善できない。 

一方、今回検討するリポプレックスなど分
散溶液は、調整直後は、非常に粒子径のそろ
った良好な分散状態を示す。しかし、このよ
うな分散系は、熱力学的には不安定な状態で
あり、経時的に粒子が凝集、融合することに
より、粒子径が増大し、目的部位での吸収性
が顕著に低下する恐れがある。ラボスケール
で少量の製剤を調製し、すぐに、細胞に適用
する in vitro 実験、あるいは、マウスなどの
小動物への静注による投与による in vivo 実
験では、期待される効果が確認できる場合で
も、より大量の生産に向けたスケールアップ
の際には、溶液内部での濃度・温度のゆらぎ、
物質拡散の不均一性などが生じ、十分期待さ
れた分散系を安定に調製することは難しい。 

研究代表者はこれまで、非晶質医薬品の物
理化学的安定ついて研究を進めてきており、
熱分析・Ｘ線回折・NMR などの最新の技術
によるミクロな分析が製剤評価における新
たな手法として開発できる手ごたえをつか
んでいる。また、共結晶化などによる原薬形
態の変更を利用した原薬物性の改善に成功
しており、DDS 製剤の分散系製剤の固形製剤
化のための技術的な下地がある。また、溶液
製剤の固形製剤化手段として、凍結乾燥・噴
霧乾燥など種々の製剤化手法について、十分
な経験を有している。 

本研究により、これまで溶液状態でしか保
存できなかった、不安定な構造であるリポプ
レックスの溶液中での分散と分子状態を、非
破壊かつ感度よく解析する方法が確立され
ることにより高い安定性、再分散性をもつ固
形製剤の製造が可能となると考えられる。ま
た、本研究で確立される技術は、その後の生
産規模での品質管理へ応用可能となり、医薬
品の製造分野に大きなインパクトを与える
と考えられる。 

 

２．研究の目的 

リポソーム/siRNA 複合体は形成効率が悪
く、siRNA の熱および分解酵素に対する不安
定性は改善できない。また、リポソーム複合
体から合成 siRNA が細胞内で遊離されにく
い問題もある。そこで siRNA ベクターの最
適な組成検討を行い、in vivo において合成
siRNA を癌細胞に特異的かつ高効率に輸送
できる新たな脂質微粒子遺伝子ベクターを
調製する。さらに、合成 siRNA との混合荷
電比を調整することにより、最も安定な複合
体形成条件を明らかとする。 

さらに、安定な複合体分散系が確立された
のち、有効性を指標として複合体の処方を最
適化する。さらに、固形製剤化のための手段、
今回は特に凍結乾燥による製剤化を検討す
る。具体的には、凍結乾燥工程でのプロセス
パラメーターの変化による複合体の凍結時
における分散状態が変化する挙動を解析す
ることに注目したい。本研究では製剤中の解
析に適した微粒子の大きさ、添加剤の結晶性
の程度、その他のパラメーターをなるべく定
量的に示し、再分散後の分子状態との関連性
を明らかとする。 

 

３．研究の方法 

(1) 合成 siRNA導入遺伝子ベクターの調製と
評価 
合成 siRNAの細胞内送達法を確立するため

に、まず合成 siRNAと安定な複合体を形成し、
かつ細胞内で容易に siRNAを遊離することが
できる 2級アミンや 3級アミンを持つ正電荷
脂質誘導体を合成する。siRNA ベクターは、
組成比を変えることにより、癌選択性が高く
且つ合成 siRNAの導入効率の高い組成を検討
する。また、合成 siRNAとの混合荷電比を調
整することにより、最も安定な複合体形成条
件を調べる。リポソームは、水素添加大豆レ
シチン類、コレステロール、ポリエチレング
リコール（分子量 2000）結合ジステアロイル
フォスファチジルコリンの重量比 3:1:1から
成り、薄膜法で調製した。内水相として、0.65 
M トリエタノールアミン（TEA）溶液を含む平
均分子量 4,800、9,800、20,500 の PGA 溶液
（1-4 mg/mL）を用いた。超音波照射により
粒子径を約 100 nm に調整した後、セファデ
ックス G-100カラムによりゲルろ過し、未封
入 PGAを分離・除去した。リポソーム画分に
モデル薬物としてドキソルビシンを添加し
（HSPC：薬物＝5：1、重量比）、60℃で 10 分
間インキュベートすることにより薬物をリ
ポソームに内封した。 
薬物封入率は、得られたリポソームをセフ

ァデックス G-50 カラムにより未封入薬物を
分離して算出した。封入安定性は、透析膜（分
画分子量 3500）に入れたリポソームをリン
酸緩衝生理食塩液（PBS、pH7.4）に対して透
析し、PBS 中の薬物濃度を経時的に測定する
ことで評価した。 



(2) ナノ粒子の調製方法の最適化 
調製後のナノ粒子複合体の安定性を評価

するため、複合体の構造を放射光小角 X線散
乱測定(SAXS)より、生成過程を等温滴定型力
ロリメトリー(ITC)により検討した。さらに、
凍結-融解過程における安定性・復元性の高
いナノ粒子複合体の設計を行うため、複数の
正電荷脂質およびリン脂質の組み合わせ・組
成について、siRNA との複合体を作成し、そ
の形成過程を SAXS，TTCにより評価した。ま
た、ITC より、複合体形成時の熱力学パラメ
ーターを算出した。 

 
(3)凍結保護安定化剤の探索と処方設計 
 調製されたナノ粒子複合体分散溶液につ
いて、凍結融解時の溶質の分子状態変化を評
価する。具体的には、熱分析による凍結濃縮
相のガラス転移温度、凍結時の氷晶生成過程
のＸ線回折測定によるモニターを行った。さ
らに、凍結融解の安定化効果を持つ製剤添加
剤のスクリーニングを行った。凍結融解によ
り、粒子凝集など安定性の低下が認められた
処方については、複合体組成の再検討を行っ
た。 
 また、固形製剤化のための基礎検討として、
凍結乾燥以外の固形製剤化手法について検
討した。具体的には、活性成分と安定な結晶
構造を構成できる複合体分子の構築を試み
た。モデル薬物を用い、親水性に富んだ極性
の高い部分について、水素結合などの分子間
相互作用を指標とし、一方、芳香環、長鎖ア
ルキル基など疎水性部分については、π－π、 
CH-π相互作用を中心に検討した。種々の組
み合わせについて、得られた構造の格子エネ
ルギーから、種々の構造についての安定性の
比較を行い、最安定形を探索した。さらに、
得られた薬物結晶の造粒方法について検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 合成 siRNA導入遺伝子ベクターの調製と
評価 
① 調製したリポソームの薬物封入率 
調製したリポソームの粒子径は PGA 4 

mg/mL 溶液を用いたものを除きいずれも約
100nm となり、ζ-電位はいずれも中性から負
電荷を示した。PGA の平均分子量が薬物の封
入効率に影響するかを、2 mg/mL の PGA 溶液
を用いて検討した結果、平均分子量 4,800、
9,800、20,500 のいずれにおいても 95%以上
の高い薬物封入率を得ることができた。また、
封入率に対するポリグルタミン酸(PGA)濃度
の影響を検討するために平均分子量 9,800の
PGA 1、2、4 mg/mL 溶液を用いて薬物を封入
したところ、いずれの濃度でも 95%以上の高
い薬物封入率を得ることができた。よって、
本検討で用いた PGA分子量と濃度範囲では高
率で薬物を封入できることが明らかとなっ
た。 

 

② リポソーム製剤の薬物放出特性におよぼ
す PGA濃度・分子量の影響 
 リポソームからの薬物放出性を透析法に
より比較することにより、封入安定性を評価
した。PGAを含まない 0.65 M TEA 溶液で調製
したリポソームが最も高い放出率を示し、48
時間において 22%の放出が認められた。平均
分子量 9,800の PGAを 1 、2 mg/mL 含有した
リポソームは PGA不含のリポソームと同様の
放出率であったが、4 mg/mL 溶液を用いるこ
とにより放出は抑制された。また、平均分子
量 4,800の PGAを用いたリポソームでは 1、2、
4 mg/mL のいずれの濃度でも PGA 不含のリポ
ソームと同様の放出率を示した。よって、低
濃度および低分子量の PGAは内水相での薬物
の安定化にあまり寄与しないことが明らか
になった。一方、2 mg/mL 溶液を用いて PGA
の平均分子量の影響を比較すると、平均分子
量 20,500 の PGA を含有したリポソームから
の薬物の放出は、PGA 不含のリポソームより
抑制されることが明らかになった（図 1）。よ
って、高濃度および高分子量の PGA を用いる
ことでリポソームからの薬物放出を抑制で
きることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 平均分子量の異なる PGA を用いて調製
したリポソームからの薬物放出率 
 
(2) ナノ粒子複合体形成過程の評価 

SAXSにより、siRNA とリポソームの複合体
では、3nm 程度のラメラ構造が生成している
ことが確認された(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 各組成のリポソームおよび複合体の
SAXSデータとラメラ構造 



さらに、複合体ナノ粒子は、使用する脂質の
違いにより異なるラメラ構造を形成し、ラメ
ラ内外の水相中に siRNAが存在していること
が明らかとなった。 

ITC から得られた、複合体化エンタルピー
H と SAXS から得られた膜厚の関係から、複
合体ナノ粒子は、炭素鎖内の二重結合の数に
応じて、シングルラメラ、マルチラメラ、お
よび凝集体を形成し、構造が異なることが確
認された。さらに、構造データ解析により、
二重結合を持たず分子の嵩が低い脂質では
膜密度が高かった。さらに、二重結合を含む
脂質組成の増加に伴い膜密度が低下してお
り、構造転移のしやすさは膜密度に依存して
いることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 複合体化エンタルピーH および膜厚
D2 に及ぼす脂質組成の影響 
 
(3) ナノ粒子の凍結安定化剤の検討 
固形製剤化手段である凍結乾燥に対する

安定性については、種々の組成の微粒子を凍
結乾燥後再溶解し、粒子径の変化から検討し
た。図 4 に示すように、各試料の粒子径は、
凍結乾燥前の複合体では、292nmであったが、
再溶解後の粒子径は 13 倍に増加した。また
HPMC および mannitol 共存下では再水和が容
易となった。さらにポリグルタミン酸
Na(PSG)を添加した場合では、再溶解後の粒
子径増加率は 1.1倍に低下した。これらの結
果より、糖類、ポリアミノ酸類の添加により、
再溶解後の微粒子の凝集性を低減できるこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 PSG 添加複合体の再水和性に及ぼす添
加剤の影響 
 

さらに、膜密度と復元性に相関があることが
示唆された。 
しかし、すべての組成の微粒子の安定化は

困難であったため、新規な固体状態の調製方
法、例えば複合体を直接結晶として取り出す
晶析法などの検討が必要と考えられた。また、
製剤化に際しては、造粒方法も検討し、添加
剤の種類等、固形製剤製造に適した複合体の
調製が重要であることが明らかとなった。 
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