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研究成果の概要（和文）：造影剤や放射性同位元素を用いた画像診断において、それらを目的部位に集積させることが
、診断の正確性や安全性を高めるうえで重要である。本研究では、生体内にも存在するリポタンパク質（いわゆる善玉
コレステロール）に類似した構造をもつ脂質ナノディスクを調製し、物理化学的特性評価を行うとともに、機能性修飾
による腫瘍細胞への集積を目指した。その結果、機能性を付与することで一部、腫瘍細胞への集積性向上が認められた
が、今後さらなる検証を加えることで、イメージングツールとしてのより洗練されたデザインが可能になると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Recent developments of bioimaging techniques in the field of medical sciences, esp
ecially in radionuclide imaging such as magnetic resonance imaging (MRI) or positron emission tomography (
PET), make these techniques essential for highly advanced medicine. However, to enhance the accuracy and s
afety of these diagnostic imaging, accumulation of contrast agents or radioisotopes to a target disease si
te is currently one of the great issues. In the present study, we prepared lipid nanodisk mimicking a plas
ma lipoprotein for physicochemical characterization and aimed to enhance the accumulation in tumor cells b
y functional modifications. We have partly succeeded in improving tumor accumulation, but further consider
ation will enable us to develop more sophisticated lipid nanodisks.
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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 
 
脂質ナノディスクとは、リポソームと同じ

く脂質二分子膜構造でありながら、その周囲
をアポリポタンパク質が取り囲んだ生体内
にも存在する脂質―タンパク質複合体であ
る。細胞膜に類似した構造をもつリポソーム
は生体適合性に優れ、ドラッグキャリアとし
て実用化されている。同様に、HDL に類似し
た構造をもつ脂質ナノディスクも生体適合
性に優れていると予想され、機能性を高める
ことでナノバイオツールとして応用可能で
あると考えられる。しかしながら、生体イメ
ージングツールとしての開発を視野に入れ
た脂質ナノディスクに関する検討はほとん
ど行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
機能性を有するリン脂質誘導体やアポリ

ポタンパク質類似ペプチドを用いて脂質ナ
ノディスクを作製し、その物理化学的特性を
調べるとともに、機能性と生体適合性を兼ね
備えたイメージングツールとしての応用を
目指すことを目的とする。イメージングのタ
ーゲットとしてまずは腫瘍細胞に過剰発現
するとされる葉酸レセプターと LDL レセプ
ターを選択する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 合成ペプチドのディスク粒子形成能評価 
アポ A-I 分子の脂質結合領域を含むペプチ

ドおよびアポ E 分子の LDL レセプター結合
領域を含むペプチド（LpA ペプチド）を作製
する。リン脂質（ジミリストイルホスファチ
ジルコリン）からなるマイクロメートルサイ
ズのリポソームに、膜可溶化能のあるペプチ
ドを添加すると、十ナノメートル程度のディ
スク粒子が自発的に形成される。粒子サイズ
の変化に伴う吸光度（濁度）の変化をモニタ
ーすることで、各ペプチドのディスク粒子形
成能を評価する。 
 
(2) 粒子調製条件の検討と粒子物性の評価 
脂質ナノディスクの調製方法として、自己

集合法と界面活性剤除去法の主に２つある。
自己集合法は簡便であるが、使用可能なリン
脂質分子種が制限されるという欠点をもつ。
構成脂質として機能性を有するリン脂質誘
導体なども用いることから、一般性を考慮し
て界面活性剤除去法による粒子調製を行う。
ゲルろ過分析、組成分析、粒子サイズ測定、
円二色性（CD）スペクトル測定、熱変性測定
により、調製した脂質ナノディスクの物性を
評価する。 
 
(3) 機能性リン脂質誘導体の合成 
アミノ PEG 化リン脂質（アミノ PEG 化

DSPE）に、縮合剤の存在下、葉酸を反応させ

る。薄層クロマトグラフィーおよびニンヒド
リン試験により縮合反応の進行を確認する。
遠心分離および透析により、副生成物や未反
応の葉酸を除去し、目的物の生成を確認する。 
 
(4) インジウム（111In）標識条件の検討 
キ レ ー ト 剤 を 結 合 し た リ ン 脂 質

（DTPA-DSPE）を脂質ナノディスクに導入し、
インジウム（111In）を反応させる。インキュ
ベーション時間や温度を変化させて標識を
行い、ゲル濾過によって未反応の 111In を分離
する。リン脂質と 111In それぞれのゲル濾過プ
ロファイルの結果に基づき、111In の標識条件
を検討する。 
 
(5) 腫瘍細胞への集積性評価 

24 穴あるいは 6 穴プレート上に腫瘍細胞
（葉酸レセプターを介する取り込みは MCF7、
LDL レセプターを介する取り込みは HepG2）
を播種し、1日間あるいは2日間前培養する。
リポソームあるいは脂質ナノディスクと一
定時間インキュベーション後、上清を回収し、
細胞を可溶化する。111In で標識した脂質ナノ
ディスクはγカウンタで、ローダミン（蛍光）
標識した脂質ナノディスクは蛍光光度計で、
取り込み割合を評価する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 合成ペプチドのディスク粒子形成能評価 
アポ A-I ペプチドはリン脂質に対して少な

くとも４分の１（重量比）以上でディスク粒
子の形成が認められた。また、新規に合成し
た LpA ペプチドを用いた場合も、リン脂質に
対して少なくとも３分の１（重量比）以上で
ディスク粒子が形成されることが明らかと
なった（Fig.1）。 
 

 
(2) 粒子調製条件の検討と粒子物性の評価 
まず初めに、アポ A-I ペプチドを用いて脂

質ナノディスクを作製し、全長アポ A-I を用
いた脂質ナノディスクとの物性比較を行っ
た。ジミリストイルホスファチジルコリンを
脂質成分として用いた場合、アポ A-I ペプチ
ドを用いた脂質ナノディスクは、粒子径、ペ
プチドの二次構造、熱安定性の点において、
アポ A-I を用いた場合と同等の物性を示すこ
とが判明した（Fig.2a-c）。また、脂質をパル



ミトイルオレオイルホスファチジルコリン
に変更した場合も同様の結果が得られたこ
とから、脂質の種類に関わらずアポ A-I ペプ
チドにより脂質ナノディスクを作製できる
可能性が示された。また、LpA ペプチドもア
ポ A-I ペプチドと同じ濃度条件で粒子径やペ
プチドの二次構造の点において、同等の物性
を示す脂質ナノディスクを得ることに成功
した。 
 

 
(3) 機能性リン脂質誘導体の合成 
リン脂質への機能性付与を目的として、

PEG 化 DSPE に葉酸修飾を行った。反応後、
クロロホルム／メタノール／水混液（75：
36：6）を展開溶媒とするシリカゲル 60 F254
薄層クロマトグラフィー上に反応物とは異
なるスポット（Rf=0.55）の生成を認め、ニン
ヒドリン試験では陰性を示した。生成物中の
葉酸由来の UV 吸収から、葉酸修飾リン脂質
をほぼ 100％の収率で得られたことを確認し
た。なお、PEG 化していない DSPE のアミノ
基に葉酸修飾を試みたが、NMR と質量分析
にて目的物の生成は確認されなかった。 
 
(4) インジウム（111In）標識条件の検討 
まず、リポソームを用いて検討を行った。

DTPA-DSPE を含まないリポソームは 111In と
非特異的な相互作用による結合を示さず、
DTPA-DSPE を含むリポソームに対して 111In
がキレート形成して結合することが示され
た（Fig.3a）。次に、脂質ナノディスクが 37
度と比較して 4 度でより安定であるという結
果を踏まえ、安定性に影響を及ぼさない標識
条件を検討した。その結果、4 度で 24 時間イ
ンキュベーションすることで効率よく標識
することが可能であると分かった。実際、こ
の条件で脂質ナノディスクを標識したとこ
ろ、粒子径に影響することなく 111In を標識す
ることに成功した（Fig.3b）。 
 

 
(5) 腫瘍細胞への集積性評価 
リポソームは葉酸修飾によってMCF7細胞

への時間依存的な取り込みが認められた。ま
た、この取り込みが遊離の葉酸を培地に添加
することで阻害されたことから、葉酸レセプ
ターを介した取り込みであることが示唆さ
れた。しかしながら、アポ A-I ペプチドを用
いた脂質ナノディスクは葉酸修飾したにも
かかわらずMCF7細胞への取り込みは認めら
れなかった（Fig.4）。 
一方、大腸菌発現によって得た全長アポ E

を用いた脂質ナノディスクは通常培養条件
においても HepG2 細胞への取り込みが認め
られたが、LDL レセプターの発現が増加する
とされる条件においては取り込みが約 2 倍に
増加した。同様に、LpA ペプチドを用いた脂
質ナノディスクは、脂質濃度 20 μg/mL におい
ては培養条件の違いにより取り込みが約 4 倍
に増加した。しかしながら、LpA ペプチドを
用いた脂質ナノディスクの場合、レセプター
への結合と細胞内への内在化が起こるとさ
れる 37 度に比べ、レセプターへの結合のみ
が起こるとされる 4 度における取り込みが多
いという結果となった。 
 
今後、葉酸修飾リン脂質の割合や脂質ナノ

ディスクの構成脂質組成を変化させてさら



なる検討を行っていく予定である。 
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