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研究成果の概要（和文）：腫瘍の低 pH に応答して細胞内取り込みが促進されるナノ粒子を構築

するために、新規微弱低 pH 応答性ペプチド(SAPSP)をカチオン性リポソームに修飾した

（SAPS-lipo）。SAPS-lipo は pH 6.5 において表面電荷が負から正に反転することにより、細

胞内取り込みが促進された。さらに siRNA を封入したナノ粒子は pH 6.5 において高い RNAi

効果を誘導した。本ナノ粒子は、腫瘍低 pH に応答性を示す新規 DDS である。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel charge-invertible nanoparticles were developed that can 

respond to the acidic pH of a tumor. We designed a unique peptide (referred to as a slightly 

acidic pH sensitive peptide: SAPSP), as a pH responsive device for intelligent nanoparticles 

consisting of cationic liposomes. The cellular uptake of SAPSP-modified liposomes 

(SAPSP-lipo) increased at tumoral pH (pH 6.5) due to conversion of the liposomal surface 

charge from negative to positive. In addition, siRNA-encapsulated SAPSP-lipo induced a 

significant knock down effect, but only at pH 6.5. These results indicate that SAPSP-lipo 

represents a novel intelligent drug delivery system that can respond to tumoral pH for use 

in cancer therapy. 
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１． 研究開始当初の背景 

がん治療の薬物キャリア開発におい
て、組織レベルおよび細胞レベルでの制
御が必要である。これまでに、細胞レベ
ルでは、カチオン性のキャリアが細胞へ
の導入効率が高いことから in vitro 実験
においては広く用いられてきたが、生体

成分との相互作用が高く血中滞留性が
低いために、全身投与型のキャリアとし
て利用することは困難である。一方、血
中滞留性の高いポリエチレングリコー
ル（PEG）を修飾したキャリアは、細胞
への導入効率が低いことが問題であり、
各々のキャリアーシステムにおいてジ
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レンマを抱えており、それを解消できる
ような新しいコンセプトに基づくキャ
リアの開発が必要である。そこで、正常
組織とは異なる特徴をもつ腫瘍微小環
境、特に腫瘍低 pH に着目し、この腫瘍
低 pH を利用して膜物性を制御すること
ができれば、腫瘍へのターゲッティング
を目指した新規薬物キャリアの開発に
繋がると考えられる。すなわち、生理的
条件下においては生体成分との相互作
用が低いマイナスの表面電荷を有し、腫
瘍環境においては低 pH に応答して表面
電荷がプラスに転換することにより腫
瘍細胞への親和性が向上し、細胞内への
取り込みが促進される。これまでに、低
pH に応答して表面電荷が反転する薬物
キャリアを開発するために、pH 応答性
負電荷脂質であるコレステロールコハ
ク酸とカチオン性脂質から構成される
リポソームを構築した結果、pH 5.5 にお
いて、表面電荷が負から正に反転するこ
とにより、細胞内取り込みが促進された。
しかし、多くの腫瘍の pH は約 6.5 であ
るため、より微弱な低 pH に応答するキ
ャリアの開発が必要である。 

 

２．研究の目的 

   腫瘍低 pH に応答して、表面電荷が反
転する薬物キャリアを開発するために、
低 pH 応答性デバイスとして、新規微弱
低 pH 応答性ペプチドを搭載した薬物キ
ャリアを開発し（図１）、その機能性を
評価することを目的とした。 

 図１．SAPSP 修飾リポソーム 

 

３． 研究の方法 

新規微弱低 pH 応答性ペプチド
（ SAPSP ） 修 飾 リ ポ ソ ー ム 

(SAPSP-lipo) は
1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-pr

opane (DOTAP) と egg 

phosphatidylcholine (EPC)から構成さ
れるカチオン性リポソームに SAPSP を
修 飾 す る こ と に よ り 調 製 し た 。
SAPSP-lipo の各 pH 緩衝液中での粒子
径および表面電荷は、ゼータサイザーナ
ノを用いて測定した。また蛍光標識した
SAPSP-lipo をマウスメラノーマ細胞
（B16-F1）へ添加し、一定時間後の細

胞への取り込みをフローサイトメトリ
ーにより、細胞内動態は共焦点レーザー
顕微鏡（CLSM）観察により評価した。
SAPSP-lipo の体内動態を解析するため
に 、 plasmid DNA を 封 入 し た
SAPSP-lipo を担癌マウスへ尾静脈投与
し、一定時間後に回収した血液、腫瘍お
よび各臓器から plasmid DNA 抽出し、
Real time PCR により SAPSP-lipo の体
内分布を検討した。 

 
４．研究成果 
   カチオン性リポソームに SAPSP を最

適比で修飾したリポソームの表面電荷
は pH 7.4 では負電荷であったが、腫瘍
低 pH (6.5) では正電荷を示し、微弱低
pH に応答した表面電荷の反転が認めら
れた（表１）。 

表１．各 pH 緩衝液中における SAPSP 修飾

リポソームの粒子径および表面電荷 
 

次に、B16-F1 細胞における蛍光標識 
SAPSP-lipo の取り込みをフローサイト
メトリーで評価した結果、SAPSP-lipo

は pH 7.4 に比べて微弱低 pH において
約 10 倍以上細胞内取り込みが促進され
た(図 2)。 

図２．SAPSP 修飾リポソームの細胞内取り
込み 
 
また、SAPSP-lipo の細胞内動態を

CLSM 観察により評価した結果、エンド
ソーム・ライソソームマーカーの
LysoTracker との共局在は認められず、
SAPSP-lipo は細胞質に効率的に送達さ
れることが明らかとなった。 
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一方、SAPS ペプチド単独では、リポ
ソーム修飾型とは異なり、pH5.5 におい
て細胞内取り込みが認められ、さらに取
り込まれた SAPSP はエンドソーム・ラ
イソソームに局在していた。これらのこ
とから、SAPSP-lipo の微弱低 pH 応答
性および効率的な細胞質送達は、SAPSP

とリポソーム膜との相互作用によるも
のであると考えられる。実際に、SAPSP

単独の場合と SAPSP-lipo のペプチド構
造を CD スペクトル解析した結果、
SAPSP-lipo において、微弱低 pH で著
しい構造変化が認められた(図 3)。 

 
図 3. SAPSP 単独および SAPSP-lipo

の CD スペクトル 
 
このことから、リポソーム膜表面で制

御された pH 応答性のペプチド構造変化
が、微弱低 pH 応答性の細胞内取り込
み、および効率的な細胞質送達に関与す
ることが推察された。 
また、SAPSP-lipo は効率的に細胞内

に送達されたことから、細胞質で機能す
る薬物のモデルとして、siRNA の導入効
率を検討した。Luciferase 安定発現細胞
に 、 SAPSP-lipo を 用 い て 、
anti-luciferase siRNA をトランスフェ
クションした結果、生理的 pH に比べて、
pH6.5 において著しい RNAi 効果が認
められたことから、微弱低 pH 下で取り
込まれた SAPSP-lipo は細胞質へ効率的
に内封薬物を送達することが可能であ
ることが確認できた。 
さ ら に 体 内 動 態 解 析 に よ り 、

SAPSP-lipo は PEG 修飾リポソームと
同等の腫瘍集積を示しただけでなく(図
4)、SAPSP-lipo は腫瘍内の血管から離
れた領域に分布していたことから、PEG

修飾リポソームとは異なる腫瘍内動態
を示すことが明らかとなった。 

図 3. SAPSP-lipo および PEG-lipo の
体内分布 

 
 

本研究で構築した SAPSP 修飾リポソー
ムは腫瘍低 pH に応答して膜物性が変化す
ることにより、体内・細胞内動態制御可能
な新規の癌治療用薬物キャリアであると
考えられる。従来の低 pH 応答性キャリア
は、pH 5.5 程度の低 pH でなければ応答性
を示さず、さらに細胞外で薬物を漏出する
タイプが主である。一方、SAPSP 修飾リ
ポソームは、PEG と同程度の腫瘍集積を
示すだけでなく、腫瘍内 pH と同程度の pH 

6.5 において、細胞内へ取り込まれ、内封
薬物を細胞質へ送達可能であることから、
SAPSP 修飾リポソームは、細胞質を標的
可能な癌治療のための全身投与型薬物キ
ャリアとして期待される。 
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