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研究成果の概要（和文）： 

 血液網膜関門（BRB）等の存在により薬物送達が困難な後眼部（特に網膜）を標的とし、
網膜色素上皮細胞に発現するトランスフェリン（Trf）受容体を指標とし、かつ血中でも高
い安定性を示す Trf 修飾核酸内封リポソーム製剤を構築した。非侵襲的な点眼で投与可能
であり、結膜、強膜、脈絡膜血管を介して網膜近傍に核酸を送達可能であることをラット
による in vivo 評価で明らかにした。さらにリポソームの構成脂質および組成により核酸
放出のトリガーとなる光・温度に対する感受性を付与する可能性を示唆し、核酸医薬によ
る網膜疾患治療への応用を期待する基礎的成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

  The transferrin(Trf)-modified liposomes which encapsulates nucleic acids such as 
siRNA and has stability in blood stream is developed for effective gene delivery to the 
posterior segment of eye (particularly retina) which has been known to be hard to 
deliver substances from blood stream. The results in vivo and in vitro study suggest 
that the system is available as non-invasive application such as eye drop and could be 
added light- and thermo-activating function by improving components of lipids. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、難治性疾患や慢性疾患に対する治療
法として機能性核酸が注目され、これを用い
た核酸医薬の開発が進められている。機能性
核酸は、遺伝子レベルで疾患因子の産生を促
進あるいは抑制することが可能であり、効率
的かつ特異的に標的部位に送達させること

で、通常の全身性薬物治療に比べ、少ない副
作用で高い治療効果が期待できる。癌などの
難治性疾患に対しての遺伝子治療法に関す
る研究も進められており、機能性核酸を効率
良く送達させるための遺伝子導入キャリア
の研究、開発も盛んに行われている。 

siRNA などの機能性核酸は、血中のヌクレア
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ーゼ等により容易に分解され、活性を損失す
ることが知られている。さらに、ナノ粒子化
等による送達システムは細網内皮系（RES）
により捕捉され排泄されることが周知であ
る。近年では、RES を回避し、さらにヌクレ
アーゼに耐性を示す遺伝子導入キャリアに
ついての研究が進み、全身循環可能なデリバ
リーシステムが確立されつつある。特に、腫
瘍標的ナノ粒子が注目されており、全身循環
系から脆くなった血管組織間隙を介して腫
瘍に集積する EPR 効果を利用したデリバリ
ーシステムが多く報告されている。種々の技
術が発展する昨今でも、未だにアンメットメ
ディカルニーズの疾患は多い。特に、全身循
環血流からの物質（薬物など）の移動を制御
する血液脳関門（blood-brain barrier; BBB）
や血液網膜関門（ blood-retinal barrier; 

BRB）が存在する脳や眼の疾患に対する有効
な薬物送達技術が必要とされている。 

加齢黄斑変性症（AMD）は 50 歳以上の高
齢者に発症し、欧米では失明原因の第 1 位と
なっている。この疾病は、眼の網膜中心部に
ある黄斑の機能が老化によって低下して生
じる。 滲出型 AMD の場合には、網膜色素上
皮細胞（RPE 細胞）の機能低下が原因で、脈
絡膜から網膜を突き破るほどの新生血管が
生じ、硝子体内に血液が滲出することで、視
力の低下、時には失明にいたる。血管新生に
関わる血管内皮増殖因子 VEGF の産生を阻
害する siRNA を用いることで疾病治療につ
ながると考えられる。近年、モノクローナル
抗体やアプタマーによる AMD 治療薬が開発
されたが、いずれも硝子体への直接注射によ
る侵襲的投与法であり、感染症併発等の大き
なリスクを伴う治療法が適用されているの
が現状である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、AMD の発症に関与する
VEGF の産生を抑制し得る siRNA 等の核酸
を、血管が豊富に存在する脈絡膜から血液網
膜関門を介して AMD 発症に関わる網膜色素
上皮層（RPE）へ安定に効率良く送達するた
めのデリバリーシステムとして後眼部（特に
網膜）標的化核酸内封リポソーム粉末製剤を
調製することを目的とする。最終的には、光
応答性等の機能性を付与する。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、ヘルシンキ大学薬学部 Arto 
Urtti 教授を研究協力者として遂行するもの
である。研究協力者は、金ナノ粒子の光照射
による発熱現象を利用して光応答性を高め
る脂質ナノ粒子に関する研究成果を報告し
ている。 
 モデル核酸として、オリゴデオキシリボ核
酸（ODN）、アルカリホスファターゼ（SEAP）

および VEGF の産生を抑制する短鎖２本鎖リ
ボ核酸（siRNA）、発光もしくは蛍光タンパク
質発現 pDNA を用いた。 
(1) 後眼部指向性を持つ核酸封入リポソー
ム製剤の処方および調製条件の検討 
血中安定性を確保し、凝集や含有率低下等

のない保存安定性の高い核酸封入リポソー
ム製剤の処方および調製条件を検討した。リ
ポソームの構成成分には、ホスファチジルコ
リン、ホスファチジルエタノールアミン等を
ベースとする種々の脂質を用い、界面活性剤
除去法、薄膜水和法、高圧高速乳化法などの
調製法を応用した。また、RPE 細胞に多く発
現するトランスフェリン（Trf）受容体に結
合する Trf をリガンドとして修飾し、後眼部
への指向性向上を試みた。得られた種々のリ
ポソームについて、粒子径、核酸封入率等の
物性を評価した。また、金ナノ粒子併用によ
る光応答性を示すリポソーム組成を探るた
め、先ずは温度感受性の高い脂質組成を検討
した。さらに、核酸凝縮・保持力が高いカチ
オン性ペプチドを用いた核酸複合体ナノ粒
子をコアし、脈絡膜血管を介して網膜に送達
され得る 80 nm 以下の微小な核酸封入リポソ
ームを調製し、RPE への送達性を評価した。 
(2) 調製した核酸封入リポソームのin vitro
細胞内取込み効率の評価 
蛍光標識もしくは蛍光物質を内封した Trf

修飾および未修飾リポソームをヒトおよび
ラット由来 RPE細胞にトランスフェクション
し、フローサイトメトリーにて細胞内への取
込み効率を測定した。また、過量 Trf で前処
理した細胞への取込み効率を測定し、Trf リ
ガンドによる取込み促進の可能性を評価し
た。 
(3) in vivo 眼内分布および体内挙動の観察 
蛍光標識した核酸封入リポソームについ

て、ラットへの点眼、硝子体内注射、尾静脈
投与後の眼内・体内挙動を蛍光イメージング
システムにて観察した。また、試料投与一定
時間後に摘出した眼球組織の凍結切片につ
いて蛍光顕微鏡観察を行い、眼内における局
在性を評価した。 
 
４．研究成果 
 はじめに、凍結乾燥リポソーム再水和時に
核酸溶液を加えて核酸を内封することを目
的として、凍結保護剤として機能するヒアル
ロン酸を修飾した DOTAP/DOPE リポソームを
調製し、凍結乾燥前後の物性を評価した。リ
ポソームは粒子径約 100 nm を示したものの
再水和後は約 3 倍の粒子径増大を示し、凝集
あるいは多層リポソームとなることが確認
された。また、核酸封入率は極めて低く調製
段階での核酸のロスが大きく製造効率が低
いことが判った。これを踏まえ、核酸を内封
する調製法を界面活性剤除去法に変更し検



討を行った。ここでは脂質膜の安定化および
血中滞留性向上のためポリエチレングリコ
ール（PEG）を構成成分として用いた。脂質
（DOPE/CHEMS/DSPE-PEG）の薄膜に界面活性
剤溶液を添加して得た混合ミセル溶液に核
酸と塩基性高分子（ポリエチレンイミン PEI）
の複合体を滴下後、界面活性剤を除去し核酸
封入リポソームを調製した。得られたリポソ
ームは粒子径 100～150 nm、70-100%の核酸内
封率を示した。In vitro安定性評価において、
siRNA 単独では RNase A により速やかに分解
されたのに対し、PEG を修飾した群で試験開
始 24 時間後も核酸が分解されることなく安
定であることを確認した。また、スクロース
を凍結保護剤とした乾燥前後の粒子径およ
び封入率に変化はなく１ヶ月以上安定であ
ることを確認し、核酸内封リポソーム粉末製
剤の形態にし得ることが判った。 
 さらに、ポストインサーション法によるリ
ポソーム表面への Trf 修飾を試み、ヒト網膜
色素上皮細胞（ARPE-19）における取込み挙
動および遺伝子発現性、ラットへの点眼投与
による眼内挙動を評価した。その結果、本リ
ポソームが Trf 受容体を介して ARPE-19 に取
り込まれること、血清存在下でも高い遺伝子
発現性を示すこと、ラット眼組織切片におい
て網膜近傍に選択的に滞留することが確認
され、Trf をリガンドとした後眼部指向性付
与の可能性を示唆した。 
 また、金ナノ粒子の光照射による発熱現象
をトリガーとする光応答性リポソームの構
成脂質について検討し、相転移温度が約 41℃
の DPPC を主とするリポソームに親水性金ナ
ノ粒子を内封することで一定波長の光照射
での膜破壊による内容物の放出が確認され
た。DOPE/CHEMS を基本組成とし、これに温度
感受性脂質 DPPC とリゾ脂質 MSPC を併用した
リポソームに ODN/PEI 複合体を封入すること
で体温以上の45℃以上で顕著なODN放出が認
められ、金ナノ粒子と光照射による光応答性
付与の可能性が期待された。 
 一般に、血液網膜関門の存在により血流か
ら網膜内への物質移行は厳しく制限されて
いるが、眼球の脈絡膜毛細血管板に存在する
有窓構造（約 70-80 nm の小孔）を利用する
ことで薬物・核酸送達が可能となると考えら
れる。そこで、高圧ホモジナイザーを用いた
w/o/w エマルション法によって、より小さな
核酸封入 Trf 修飾リポソームの調製を試みた。
脂質の炭素鎖長や特性により異なる粒子径
のリポソームが得られ、炭素鎖の短い脂質を
ベースとし適当な操作条件でエマルション
を作製することで 60-70 nm のリポソームを
得ることが可能となった。 
 本研究で得られた Trf修飾核酸内封リポソ
ームをラットまたはマウスに点眼、硝子体内
注射および尾静脈内投与し、一定時間後の眼

組織切片、尾静脈投与においては各臓器を摘
出し、蛍光量測定および蛍光イメージングシ
ステム IVIS を用いて投与経路による眼内お
よび体内挙動について検討した。その結果、
尾静脈投与では、全身に分布するものの肝臓
にトラップされる傾向がみられ眼内への移
行量は少なく、一方、点眼による前眼部への
投与では確実に後眼部の網膜近傍に核酸内
封リポソームが送達できることを示唆した。 
 点眼投与においては、未修飾のリポソーム
は前眼部の角膜に多く局在したのち涙液等
によって速やかに排泄されるのに対し、Trf
修飾リポソームは血管が豊富な脈絡膜中で
も安定にかつ後眼部に局在することを明ら
かとし、また、粒子径を小さくすることで脈
絡膜を介して網膜色素上皮層近傍に送達さ
れることを示唆した。 
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