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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性肺局所治療を目指した吸入核酸医薬（siRNA）封入リポソーム製剤設計
の基盤となる研究を行った。siRNA吸入製剤はネブライザーによる噴霧を想定し、機能安定性や吸入特性（空気力学的
粒子径）を評価した。ネブライザー噴霧後もsiRNAの活性を失うことなく安定であることを確認した。また、経肺投与
後の表面修飾リポソーム粒子のラット肺内及び全身挙動解析を非侵襲的リアルタイムin vivoイメージングシステム評
価を中心に明らかにした。リポソームの物理化学的特性が肺内挙動に及ぼす影響を評価し、機能性ポリマーで表面修飾
した場合にリポソームの肺内滞留性が向上することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the feasibility of inhaled nucleic acid medicine 
(siRNA) formulation, notably siRNA loaded liposomes for pulmonary therapy using nebulization. The 
stabilities and inhaled characterization (aerodynamic particle sizes) of nebulized siRNA formulations 
were evaluated to evaluate the therapeutic potential of pulmonary siRNA using nebulizers. Furthermore, 
the behavior of surface-modified liposomes in the rat lung and whole body was monitored using a real-time 
in vivo imaging system. There results demonstrated that surface modification of liposomes using 
functional polymers achieved long-term residence time after pulmonary administration.

研究分野： 薬物送達学
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１．研究開始当初の背景 
 
肺は、肺癌、慢性閉塞性肺疾患 (COPD)な

ど、今後増加が予想される難治性疾患を抱え
る臓器であり、 small interfering RNA 
(siRNA)は、標的 mRNA に対し配列特異的に
RNA 干渉を示すことから難治性肺疾患への
適用が期待されている。しかし、静脈投与や
経口投与では標的部位である肺に siRNA を
送達することが難しい。よって、直接肺に薬
物を効率的に導入できる吸入投与が最も適
している。 
国内外の研究で、肺疾患の標的分子に作用

する siRNA を動物肺内に強制的に吹き込む
ことにより、疾患を特異的に予防できたこと
を報告している。しかしながら、その効果の
ほとんどは一過性である。siRNA は分解され
やすく、効果を持続させることが難しい。よ
って、siRNA を肺へ送達し、持続的な効果を
狙った肺局所 siRNA 吸入製剤の開発は、殆
ど進んでいない。また、siRNA やそのキャリ
アの肺内挙動は不明な点が多い。 

siRNA 吸入剤を実用化するには、吸入デバ
イスの選択、製剤の安定性、肺深部への送達
効率を考慮した製剤を設計し、リポソームの
詳細な肺内挙動を知る必要がある。 

 
２．研究の目的 
  
本研究では、粒子表面修飾により肺局所で

滞留する siRNA リポソームを設計し、安定
性や吸入特性に優れた製剤処方を見出す。次
に、リポソーム粒子の肺内挙動解析を非侵襲
的リアルタイム in vivo イメージングシステ
ムを利用して明らかにする。リポソームの物
理化学的特性が、肺内挙動に及ぼす影響を評
価し、siRNA がターゲットとする疾患の特
性・用途に応じた siRNA 吸入製剤の設計指
針を導く。 
 
３．研究の方法 
(1) 脂質組成や表面特性が異なる siRNA 封
入リポソームの調製 
吸入特性や肺内動態に大きく影響すると

思われるリポソーム物性は、サイズ、脂質組
成、表面修飾剤である。100 nm とし、残り 2
点に絞り、まず脂質組成と表面修飾の組合せ
が異なるリポソームを調製した。表面修飾剤
としては粘膜付着性ポリマーのキトサンや
水溶性ポリマーである PVAや PEGを使用し
た。 
 
(2) 噴霧デバイスに対する安定性評価 
各種ネブライザー噴霧後の siRNA 安定性

をアガロースゲル電気泳動により評価した。
ルシフェラーゼ安定発現 A549 細胞を用いて、
ネブライザー噴霧前後の siRNA を細胞に導
入し、ルシフェラーゼ活性を評価した。 
 
 

(3) siRNA 製剤の in vitro 吸入特性評価 
まず、一般的な吸入特性評価法であるアン

ダーセンカスケードインパクター（ACI）や
ツインインピンジャーによりエアロゾルの
空気力学的粒子径を評価した。次にエアロダ
イナミックパーティクルサイザー評価法
（APS 法）により、吸入特性スクリーニング
を行い、肺深部への吸入に適した空気力学的
粒子径（エアロゾルの液滴径が約 1～5 μm）
を評価した。 
 
(4) 非侵襲リアルタイム in vivo イメージン
グによる肺内挙動評価 
近赤外の蛍光波長を有するインドシアニ

ングリーン（ICG）で標識した表面修飾リポ
ソーム製剤を小動物用気管内液体噴霧器
（PennCentury 社製）によりラット肺へ非侵
襲的に投与した。投与後、リアルタイム in 
vivo イメージングシステム IVIS により肺内
の粒子挙動を観察した。 

 
４．研究成果 
 
(1) ネブライザー噴霧後のsiRNA製剤安定性
及び吸入特性 

siRNA 製剤を噴霧デバイス（ネブライザ
ー）で吸入する場合、エアロゾル化の過程で
siRNA が分解されることが懸念される。ネブ
ライザー噴霧後の siRNA 安定性を評価した
結果、ネブライザー噴霧後も siRNA の活性
を失うことなく安定であることを確認した。 
また、三種類のネブライザー（メッシュ式、

超音波式、ジェット式）を用い、Naked siRNA
及び siRNA リポソームに対し最も適したデ
バイスを決定した。siRNA 溶液の場合はメッ
シュ式が、リポソーム懸濁液の場合はジェッ
ト式ネブライザーの噴霧効率が比較的高か
った。また、吸入 siRNA 製剤が薬理効果を
発現するためにはネブライザーから噴霧さ
れた後に、肺深部へ到達する必要がある。
siRNA 製剤の in vitro 吸入特性評価では、コ
スト・労力がかからない簡便なエアロダイナ
ミックパーティクルサイザー評価法（APS
法）が適していることを見出した。吸入特性
評価の結果から、比較的高濃度の siRNA 溶
液をネブライザーで噴霧可能であることを
見出した（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Aerosolized particle size distributions 



of siRNA solutions after nebulization using 
a vibrating-mesh nebulizer. Droplets were 
measured using APS. 
 
(2) 吸入リポソームの肺内挙動評価 
吸入リポソームの肺内動態を非侵襲的 in 

vivo リアルタイムイメージング（IVIS）によ
り解析し、優れた吸入特性と肺内滞留性を有
するリポソーム物性を明らかにした（Fig. 2）。
その結果、リポソーム粒子表面をキトサン及
び 部 分疎水 化 ポリビ ニ ルアル コ ー ル
（PVA-R）で修飾することにより、ラット経
肺投与後のリポソーム滞留性を向上させる
ことができた。カチオン性ポリマーであるキ
トサン修飾の場合には、肺上皮細胞との相互
作用が向上し、一方PVA-R修飾の場合には、
肺胞マクロファージによるリポソームの認
識を回避できるため肺内滞留性が向上する
ことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 Live imaging of ICG-labeled surface 
modified liposome after pulmonary 
administration in vivo  

 
モデル高分子医薬（分子量 4,000 及び

10,000 の FITC 標識デキストラン）をリポソ
ームへ封入し、構成脂質、粒子物性（粒子径
や表面特性）が肺内滞留性に及ぼす影響につ
いて評価した。その結果、リポソーム脂質膜
に吸収促進剤として汎用されているスペル
ミンを組み込むことで、吸入後の薬物及びリ
ポソームのラット肺組織移行性を向上させ
ることに成功した。さらに、リポソーム粒子
表面をポリエチレングリコール（PEG）で修
飾し、PEG 分子量や修飾量などを最適化する
ことで、リポソームコア粒子の物性に関わら
ずモデル薬物を肺内において長期間滞留さ
せることができた。 
また、低分子薬物（プロカテロール）を使

用した検討ではあるが、相転移温度が比較的
低いリン脂質（EPC）を組み込んだ薬物徐放
性リポソームをラットへ経肺投与すること
により、肺局所における薬理効果を持続化で
きることも見出している。これらの知見を活
用し、現在は肺疾患モデル動物に対する核酸
医薬封入リポソームの有効性に関する検討
を行っている。 
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