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略語表 

 

ABC Accelerated blood clearance 

BSA Bovine serum albumin 
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DDS Drug delivery system 
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要旨 

 

1．緒言 

がん化学療法において、がん細胞の細胞質へ薬物を効率的に送達可能なドラッグデリバリーシステ

ム（DDS）の開発が求められている。最大限の薬効が期待できる DDS を開発するためには、腫瘍組織

への送達に加えて、がん細胞内の動態および薬物放出を精密に制御することにより、薬物の作用部位

である細胞質に如何に効率的に薬物を送達するのかが重要である。そこで、本研究では、体内動態か

ら細胞における薬物放出までの各過程を制御可能な機能性素子を設計し、それらを DDS に搭載するこ

とで、細胞質へ効率的に薬物送達可能ながん治療ナノ DDS を構築することを目的とした。 

 

2．細胞膜透過性ポリマーを用いた抗体の細胞質デリバリーシステムの開発 

抗体は標的タンパク質に対して特異的に結合することが可能であるため、がん治療においても多く

の抗体が、分子標的薬として臨床使用されている。しかし、細胞内へ効率的に抗体を送達可能な DDS

が開発されていないために、これまでの抗体医薬品の標的は主に分泌タンパク質や膜タンパク質に限

定されている。一方、オミックス解析の進展により、がん治療の標的として有望な多くの細胞内タン

パク質が見出されてきたこともあり、これらの機能を制御するために、抗体の簡便な細胞内送達法の

開発が望まれている。そこで、私は抗体の Fc 領域と特異的に結合する protein A 誘導体（pAd）に細胞

膜透過性ポリマー（CPP）を化学修飾させた新規の抗体導入キャリアー（CPP-pAd）を企業との共同研

究により開発した。CPP-pAd は抗体と混合するだけで、抗原結合部位を保持した状態で抗体に細胞膜

透過能を付与することが可能である。蛍光ラベル化抗体を用いて CPP-pAd による抗体導入活性を市販

の抗体導入試薬と比較した結果、顕著に高い導入活性が認められただけでなく、CPP-pAd は細胞質ま

で抗体を送達可能なことが明らかとなった。また、CPP-pAd を用いて細胞内に導入された抗核膜孔複

合体抗体は、その標的部位の核膜へ集積しており、さらに核膜孔を介した NF-κB の核移行を阻害する

ことで細胞機能を抑制することが確認された。したがって、CPP-pAd は、抗体を簡便かつ高効率に細

胞内へ送達可能であることが示唆された。 

 

3. 体内動態及び細胞内動態制御可能な DDS の開発 

CPP-pAd のような細胞膜透過性素子と薬物を連結させた DDS を全身投与型 DDS へ応用するために

は、血中での安定性の向上や腫瘍への特異的送達のために体内動態制御素子を修飾することが必要で

ある。リポソームは、生体適合性に優れ、標的化素子の修飾も可能であることから全身投与型キャリ

アーとして有用であると考えられている。現在、がん治療 DDS として、血中滞留性が高く、enhanced 

permeability and retention effect（EPR 効果）を利用して腫瘍組織へ集積可能である polyethylene glycol 

(PEG) 修飾リポソーム（PEG-lipo）が主に用いられている。しかし、PEG-lipo は細胞内へ取り込まれ

にくいため、細胞質への薬物送達効率が低いことが課題である。そこで、私は血中滞留性が高いだけ

でなく、細胞内へ取り込まれやすい新規の DDS を開発するために、リポソームの表面電荷に着目した。

すなわち、血中ではリポソームの表面電荷を負電荷にすることで、生体成分との相互作用を回避でき

るが、腫瘍環境の低 pH に応答して正電荷に反転させることでがん細胞への取り込みが向上するので
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はないかと考えた。しかし、これまでに腫瘍の微弱低pHに応答する素子はなかったため、新たに slightly 

acidic pH sensitive peptide（SAPSP）を設計し、SAPSP をリポソームに修飾することで、微弱低 pH に

応答して電荷が反転するリポソーム型 DDS を開発した（SAPSP-lipo）。担がんマウスへ SAPSP-lipo を

尾静脈内投与した結果、PEG-lipo と同程度の腫瘍集積性が認められた。さらに、SAPSP-lipo の pH 変

化による細胞への取り込みをフローサイトメトリーにより評価したところ、pH 7.4 に比べ、pH 6.5 以

下では約 13 倍取り込みが向上した。また、SAPSP-lipo は一部膜融合を介して効率よく細胞質まで送達

されることが示唆された。したがって、SAPSP-lipo は高い腫瘍集積性と効率的な細胞質送達が期待で

きる新規の DDS であることが示された。 

 

4．細胞内で効率的に薬物放出可能な DDS の開発 

SAPSP-lipo のようなリポソーム型 DDS の場合、リポソームからの薬物放出が非効率的であるために、

送達薬物の利用率が低く、最大限の薬効発現が得られない。そのために、がん細胞において、特異的

かつ速やかに薬物を放出可能な DDS の開発が期待されている。そこで、私は細胞膜プロテアーゼであ

る γ-セクレターゼが、がん細胞において高い活性を有することに着目し、γ-セクレターゼによって切

断されるペプチド liposomal membrane disturbance peptide（LMDP）をリポソーム膜に組み込むことで

（LMDP-lipo）、細胞に取り込まれる時にリポソーム膜構造が乱れ、内封薬物が放出するのではないか

と考えた。LMDP-lipo はプロテアーゼ存在下で、LMDP の切断および内封カルセインの漏出が認めら

れた。また、培養細胞においても、細胞内に内封カルセインの放出が観察され、この放出はプロテア

ーゼ阻害剤によって抑制された。さらに、エンドサイトーシス阻害剤存在下でも細胞内への放出が認

められた。したがって、LMDP-lipo はがん細胞の形質膜上に存在する γ-セクレターゼに応答して内封

薬物を放出可能であることが示唆された。さらに、がん治療用内封薬物として核酸医薬に着目した。

リポソーム型 DDS へ siRNA などの核酸医薬を封入するためには、siRNA を正電荷ポリマーで凝縮す

ることが主要な方法の１つである。しかし、このような凝集体は強力な静電的相互作用のため、細胞

質での凝集体からの siRNA 放出効率が低いことが課題である。そこで、私はこの課題を解決するため

に、pH 変化に応答して電荷が反転する SAPSP を siRNA の凝縮剤に利用することを発想した。酸性条

件下で正電荷を有する SAPSP を siRNA と混合し、凝集体を構築した結果、細胞質 pH（pH 7.4）にお

いて、SAPSP が負電荷へ反転することで、静電的相互作用が減弱し、効率的に siRNA が放出されるこ

とが示された。さらに、SAPSP と siRNA の凝集体をリポソーム内へ封入した結果、凝縮剤として正電

荷ペプチドを利用した場合に比べて、RNAi 効果が増強された。したがって、LMDP、SAPSP を用いる

ことで、細胞内に低分子薬物や核酸を効率的に放出可能であることが示唆された。 

 

5. 総括 

本研究では、がん細胞の細胞質へ薬物を効率的に送達するために、新たに設計した膜透過性ポリマ

ーや腫瘍環境応答性素子 SAPSP、LMDP を利用したがん治療 DDS を開発した。これらは、DDS キャ

リアーの体内動態から薬物放出の各過程における障壁を多段階的に突破することで、薬効発現が向上

することが示唆された。近年、特異的な抗がん効果を示す核酸や抗体などを細胞質へ効率的に送達可

能な DDS 開発が急務の中で、多段階的に特異的かつ効率的な送達が可能なこれらの機能性素子を組み

合わせた DDS の開発は、副作用の少ないがん治療システムの開発に大きく貢献すると考えられる。 
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序論 

 

がんの発生は DNAの変異によって引き起こされ 1) 、その過程は多段階的であると考えられて

いる。イニシエーションでは正常細胞の DNAの突然変異が起き、その細胞が変異によって選択

的に増殖する状態となったプロモーション、そして、増殖、浸潤、転移能などを獲得したプログ

レッションの段階でがんが進行していく 2,3) 。治療方法としては現在、外科的手術、放射線療法、

化学療法に大別でき、局所的ながんであれば、手術や放射線療法での治療が可能であるが、すで

に進行しており転移を伴う場合などは、抗がん剤による全身治療が必要となる。 

従来の化学療法剤として、代謝拮抗剤やアルキル化剤、抗がん性抗生物質、微小管阻害剤など

がある。これらは、主に DNAに作用し、直接的または間接的に DNAの合成や複製を阻害するこ

とで、がん細胞を死滅させる 4) 。しかし、これらは、正常細胞にも作用するため、副作用が強く

現れ易く、また長期使用による耐性獲得も問題である。ドキソルビシンに代表されるアントラサ

イクリン類やタキサン類の抗がん剤は、多剤耐性遺伝子（MDR1）にコードされる P 糖タンパク

質などの薬物排出ポンプの基質となることが知られており、MDR1 発現細胞では、細胞内に取り

込まれたこれらの抗がん剤が排出されてしまうことで薬効が低下する 5,6) 。その他にも、DNA修

復の増強や細胞内取り込みの低下などの要因で耐性が生じることが報告されている 7) 。そこで、

これらを克服し、薬物治療の効率を向上させるためには、腫瘍へ特異的に送達するだけでなく、

がん細胞内における送達場所を制御することが必要であり、体内動態及び細胞内動態を制御可能

なドラッグデリバリーシステム（DDS）の開発が求められている。 

1986 年に松村、前田により enhanced permeability and retention effect（EPR効果）8) が提唱され

て以来、がん治療 DDSは大きく進歩した。EPR効果は、腫瘍組織の新生血管が、正常組織の血

管に比べて透過性が高く、さらにリンパ管が未発達であることから、約 40 kDa 以上の高分子は漏

れやすく排除されにくいため、腫瘍組織に集積されるという現象である 9) 。EPR効果を利用した

ナノ粒子の腫瘍内送達量は、ナノ粒子の血中滞留性に依存する 10) 。そこで、腫瘍組織へ抗がん剤

を送達するため、高分子ミセルやリポソームなどに血中滞留性を付与したナノ粒子が開発された。

その素子の一つとして、水溶性高分子である polyethylene glycol (PEG) が、血清タンパク質との吸

着を抑制し、reticuloendothelial system (RES) への捕獲から回避することで、高い血中滞留性を示

すことから汎用されている。PEGを修飾したリポソームは、未修飾のリポソームに比べ、血中か

らの消失時間が顕著に延長し、腫瘍への集積が向上したことが報告されている 11) 。また、腫瘍へ

の集積のみならず、細胞内へ薬物を送達することも重要である。腫瘍組織へ集積された後、従来

の低分子薬物の場合は、リポソームに封入された薬物が細胞外で放出されても、単純拡散などで

細胞内に取り込まれるため、一定の効果は得られる。しかし、抗がん剤のほとんどが、がん細胞

内の DNAに作用するため、より高濃度の抗がん剤を細胞内に送達することが抗がん効果の増強

に繋がると考えられる。そのために、薬物を封入した状態の DDSを細胞内に効率的に取り込ませ

る試みがなされている。膜透過性ペプチドとして知られているオクタアルギニンペプチド（R8）

を、ドキソルビシン（DXR）を封入した PEG リポソームに修飾した場合に、R8 未修飾に比べて、

細胞内の DXR濃度が著しく上昇し、抗腫瘍効果が向上したことが報告されている 12) 。また、細
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胞内への取り込みを増大させることで、細胞内における有効薬物濃度を確保できるため、耐性細

胞での薬効も期待できる 13) 。このように、従来の抗がん剤においても、抗がん剤の作用部位であ

る細胞質内までを送達制御した DDSを開発することで、特異的な抗がん効果を誘導することや、

耐性細胞を効果的に死滅させることが可能であると考えられる。しかし、現状の DDS を利用した

場合の腫瘍への送達効率は低く、血中滞留性キャリアーによる EPR効果を介した腫瘍への送達も

投与量の約 10 % 程度 14) であるだけでなく、腫瘍と同様の血管構造を有する炎症や感染症部位に

も集積することが報告されている 15) 。すなわち、現状の DDSを利用するだけでは、腫瘍特異的

な薬効を期待することは困難であると考えられる。 

その打開策として、がんの治療標的に対して特異的に機能制御可能な薬物を DDSによって送達

する戦略が挙げられる。近年のゲノミクス、プロテオミクス研究等の進展により、様々ながん関

連遺伝子やタンパク質が明らかとなりつつあり、治療のターゲット候補が多数見出されている

16,17) 。これらを特異的に制御可能な抗体などの分子標的薬や核酸を抗がん剤として利用する研究

が盛んに行われている。 

既に、分子標的抗がん剤は、現時点で 50を超える製剤が世界で承認されている。Imatinib や

Gefitinib などの低分子分子標的薬は、細胞内のシグナル伝達分子等を標的として阻害することが

可能であるが 18) 、標的以外にも作用し、オフターゲット効果による毒性を示す可能性が懸念され

る。また、モノクローナル抗体は分子標的薬の約 4 割を占めており、がん治療の分野でも human 

EGFR-related 2 (HER2) や vascular endothelial growth factor (VEGF) に対する抗体等が臨床で使用

されている。しかし、抗体は細胞内への侵入が困難であるため、その標的は細胞外タンパク質に

限定されるのが現状である。そのために、がん進展に関与する細胞質タンパク質の機能制御可能

な抗体を効率的に細胞質に送達可能な DDS が求められている。 

また、non-coding RNAががんの進展や転移に大きく関与していることが報告され 19) 、RNAレ

ベルでも治療標的として多くの候補が見出されてくるようになってきた。そこで、分子標的薬で

は補うことができないような標的に対しても効果が期待できることから、アンチセンス、アプタ

マー、siRNA、デコイなどの核酸医薬の応用開発も進められている。しかし、現在、核酸医薬品

として世界で承認に至ったのは、アンチセンス薬の Vetravene®、Kynamuro®、RNAアプタマーの

Macugen® の 3 製剤に過ぎない。さらに、その適応は、Vetravene®、Macugen® では眼科領域での

局所投与であり、がん治療分野での全身投与可能な核酸医薬はまだ上市されていない。その原因

として、核酸医薬は、生体内における安定性が極めて低いことが挙げられる。例えば、裸の siRNA

は、血中でヌクレアーゼによって速やかに分解されるために、その血中半減期は約 2 分であるこ

とから 20) 、血中安定性を向上する必要がある。また、核酸は水溶性高分子のため、単独では細胞

内に取り込まれにくいことから、全身投与で細胞内に送達することは非常に困難である。そのた

め、核酸の血中安定性を確保しつつ、細胞内へ効率的に送達可能な技術が求められている。 

このような背景のもと、分子標的薬や核酸などの特異性の高い薬物を用いたがん治療 DDS の開

発は急務となっている。核酸の生体内における安定性を向上させるためには、核酸を化学修飾す

ることでヌクレアーゼ耐性を付与する試みもなされており、例として、核酸のリン酸結合のホス

ホロチオエート化及び糖の 2’-MOE化により、その血中半減期を飛躍的に延ばすことに成功した

アンチセンス薬の Kynamuro® が挙げられる 21) 。しかし、このように核酸に直接化学修飾を施す
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ことで、機能性が低下することが知られているため、精密な核酸設計が必要である。また、この

ような機能性核酸は、単独では細胞内に取り込まれにくく、さらに細胞内のオルガネラを突破す

る術を有しないため、作用部位の細胞質や核内への送達効率が低い。そのため、核酸の血中安定

性を確保し、効率的な細胞内送達が可能なリポソーム等のナノ粒子の開発が盛んに進められてい

る。そこで、リポソーム等のナノ粒子を用いた DDSが着目されており、現在、血中滞留性キャリ

アーを利用した EPR効果による腫瘍集積技術だけに留まらず、薬物の作用部位にまで活性を維持

した状態で効率的に送達可能な技術革新が求められている。そのためには、腫瘍組織への送達に

加えて、がん細胞内におけるナノ粒子の動態制御だけでなく、これまで軽視されがちであった細

胞内における薬物放出までも考慮した DDS を開発することが重要である。 

ナノ粒子の腫瘍組織への送達は、上記でも述べたように EPR効果による送達に頼らざるをえな

いのが現状である。しかし、最も汎用されている PEG修飾リポソームでも、PEGに対する抗体

が産生されることで二回目投与時に肝臓のマクロファージへの取り込みが促進する accelerated 

blood clearance (ABC) 現象が報告されている 22,23) 。また、EPR効果も腫瘍血管密度や性質に大き

く影響し、スキルス胃がんや膵腺がんなどでは、密度が疎であり血管壁が厚いため 24,25) 、血管か

らの漏出による集積が得られにくい（図 1）。このような特徴をもつ膵臓がんに対しては、厚い血

管壁を縮小することが可能な TGF-β阻害剤の併用により、高分子ミセルの送達効率が改善される

ことで抗腫瘍効果が顕著に増大することが報告されている 26） 。現状ではナノ粒子の体内動態を

制御するためには、血中滞留性の付与は必須であるが、キャリアーのみではなく、受け手の腫瘍

内における組織環境を改善することで腫瘍内送達を改善できる可能性も示唆されている。 

 

腫瘍内に送達されたナノ粒子は、細胞内に取り込まれた後、目的の場所まで到達する必要があ

る。ナノ粒子は細胞膜と相互作用することで細胞膜と結合後、一般的にエンドサイトーシスによ

って細胞内に取り込まれる。しかし、ナノ粒子がエンドソーム内に留まったままでは、小胞内に

多くの分解酵素を含むライソソームと融合することで、ナノ粒子あるいは内封薬物が細胞質へ送

達される前に分解されてしまう。そのために、ライソソームと融合する前にエンドソームから脱

出することが薬効を発揮するために必要である（図 2）。そのために、ナノ粒子の細胞への結合及

びエンドソーム脱出に着目した DDS開発が行われている。細胞膜との結合に関しては、マイナス

電荷を有する細胞表面との静電的相互作用が期待できるカチオン性脂質やペプチドが広く利用さ

れている。日本新薬株式会社は、独自のカチオン性脂質とレシチンを混合したカチオニックリポ

血管

腫瘍

リポソーム

体内動態制御

PEG修飾

組織への送達

EPR効果による送達

投与量の10 %

PEGによるABC現象
血管密度、血管壁
の影響血中滞留性

血管環境の制御

図 1. 腫瘍組織への送達  

現在のがん治療 DDS では EPR

効果を利用した組織への送達が

主流である。PEG 修飾により、

血中滞留性を付与したナノ粒子

が汎用されているが、送達効率、

ABC 現象などの問題もある。 
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ソーム LIC-101 を開発し 27) 、2002 年に転移性肝がんへの適応で臨床試験が開始され、核酸用カ

チオニックリポソームとして世界で初めてヒトに対して投与されるまでに至った。 

 

また、ナノ粒子のエンドソームからの脱出戦略として、エンドソーム膜との直接相互作用（膜

融合、膜破壊）、またはプロトンスポンジ効果がこれまでに利用されている。エンドソームにはプ

ロトンポンプが存在し、ATP 依存的に小胞内にプロトンを輸送する機構により酸性に保たれてい

る 28) 。インフルエンザウイルスのヘマグルチニン由来の人工ペプチド GALAは、この酸性条件

下で立体構造変化により、細胞膜と直接相互作用し、膜融合活性を示す 29) 。この GALAをリポ

ソームに修飾することで、エンドソーム脱出効率が向上し、封入した pDNAの遺伝子発現効率が

増大することが報告されている 30,31) 。また、プロトンスポンジ効果とは、エンドソーム内の酸性

環境でプロトンの緩衝作用により、プロトンとそれに伴う Cl- のエンドソーム内への流入が促進

されることで、浸透圧上昇によってエンドソーム膜が破壊され、ナノ粒子のエンドソーム脱出が

達成される効果であり、ヒスチジンのイミダゾール基やアミンを有する化合物を利用した場合に

誘導されることが知られている 32,33) 。ナノ粒子のエンドソーム脱出戦略にプロトンスポンジ効果

を利用した DDSの一つとして、ヒスチジンを組み込んだ標的化ペプチドを修飾したリポソームが

報告されており、本リポソームは pH緩衝作用が認められ、ヒスチジンなしの場合と比較して封

入した pDNAの遺伝子発現効率の増大が示されている 34) 。上述のような細胞内取り込み促進素

子やエンドソーム脱出素子を DDSに搭載することでナノ粒子の細胞内動態を制御可能であるた

め、in vitro においては、DDSに内封した薬物の薬効を増強させることが可能である。一方で、

細胞内動態を制御するだけでは、全身投与型製剤として利用することは困難であり、DDS の体内

動態も制御する必要があることから、細胞内取り込み効率の高いカチオニックリポソームに PEG

を修飾した DDSなどが多数開発された 14,35) 。しかし、このような PEG修飾 DDSの場合、PEG

のかさ高い水和層が DDSの細胞への結合の障害となるために、細胞への導入効率が低下する

「PEGジレンマ」が存在する 36,37) 。さらに、正電荷リポソームに PEGを修飾しても、中性のリ

ポソームに修飾した場合に比べて、生体成分と相互作用しやすいため、細網内皮系に捕捉されて

しまい、その血中滞留性は劣ることが報告されている 14) 。すなわち、血中滞留性と細胞への導入

活性のバランスを考慮した DDS開発が必要である。最近、siRNAの DDSとして、脂質をベース

とした lipidnanoparticle (LNP) が、静脈内投与の適応で臨床試験を開始するに至った。LNP は、エ

ンドソーム内低 pH応答性を示し、膜融合により効率よく siRNAを細胞質へ送達可能である 38) 。

図 2. 細胞内への取り込み 

細胞膜への結合とエンドソーム

脱出の段階がある。カチオン性の

ナノ粒子にエンドソーム内低 pH

でのプロトンスポンジ効果や膜

融合能を付与したものが良く利

用されているが、血中体滞留性と

のバランスが問題である。 

細胞内動態細胞内への送達

①細胞膜への結合

②エンドソーム脱出

正電荷

プロトンスポンジ効果
膜破壊、膜融合

PEG修飾

血中滞留性との
バランスが困難

取り込み効率低い
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しかし、LNP に修飾する PEGの密度がその体内動態及び細胞内動態に影響を及ぼし、高い PEG

修飾率では高い血中安定性を示す反面、膜融合性が低下する。一方、PEG修飾率を低くした場合、

免疫が誘導されてしまうことが課題として挙げられている 39) 。この課題を克服するために、LNP

や正電荷リポソームでは、PEGの密度や構成脂質を最適化することで、体内動態と標的細胞への

導入活性のバランスに優れた DDSの開発が可能であることが示唆されている 39,40) 。 

その一方で、細胞質内に送達されたキャリアーからの薬物放出システムに関する報告は少ない。

低分子薬物であれば、エンドソーム内酸性下での崩壊する DDSや 41) 、エンドソーム脱出と同時

に内封薬物を放出する DDSなどを利用することが可能であるが、核酸の場合、同様のシステムを

利用することは困難である。なぜならば、一般的に核酸をリポソーム内に封入する場合、カチオ

ン性のポリマー等と静電的相互作用により複合体を形成した後に、その複合体を脂質膜で覆う手

法がよく用いられているため 42) 、例え上述のシステムによってエンドソームを脱出できたとして

も、核酸はカチオン性ポリマーとの複合体して存在するため、送達核酸が機能を発揮するために

は、核酸のポリマーからの解離が必須である。この核酸の解離を促進するために、これまでに、

がん細胞内の酵素 protein kinase Cα (PKCα) の基質配列を組み込んだカチオン性ポリマーと核酸

との複合体キャリアーが報告されている。このキャリアーは、カチオン性ポリマー中の基質が、

PKCα によってリン酸化されるため、ポリマーの正電荷が緩和されることで、核酸との静電的相

互作用が減弱し、核酸を細胞質へ放出することが可能であり、遺伝子発現効率の向上も認められ

ることが報告されている 43,44) 。このように細胞内で薬物の放出を促進することも薬効向上に重要

であると考えられる（図 3）。 

 

以上のように、体内動態、細胞内動態、薬物放出の各過程を別個に制御可能な機能性 DDS が多

数報告されていることから、血中から細胞質までのいずれの過程においても DDSの障壁が存在す

ることは明白である。それにもかかわらず、全ての過程を制御できように設計した DDS ほとんど

報告されていない。そこで、本研究では、体内動態から細胞内における薬物放出までの各過程を

制御可能な機能性素子を設計し、それらを DDS に搭載することで、多段階的に障壁を突破し、細

胞質へ効率的に薬物送達可能ながん治療ナノ DDSを構築することを目的とした（図 4）。そのた

めに、各過程における障壁を突破するためのコンセプトの立案から、それに基づいた DDS を設計

し、機能性評価を行い、得られた知見を以下に 4 章にわたり論述する。 

図 3. 細胞内での薬物放出 

細胞内で薬物が free型となるこ

とが重要である。そのために、

細胞内でナノ粒子から放出さ

れ、複合体から分子標的薬や核

酸などの薬物が解離するための

システムが必要である。 

細胞内での薬物放出

薬物放出

分子標的薬
核酸

+
+

- -

-
ナノ粒子からの細胞内への放出
複合体からの解離

細胞内で薬物がfree型となる
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図 4. がん治療 DDSの創製  

がん治療 DDSでは、薬物を作用部位である細胞質に如何に効率的に送達できるかが重要であ

る。そのために、組織への送達のみならず、細胞内動態、細胞内での薬物放出の各過程の障壁

を突破できるような機能性素子を設計し、DDS に搭載することで、細胞質への効率的な薬物

送達が可能な DDSの構築を目的とした。 

 

各過程を制御可能な機能性素子を設計し、DDSに搭載

細胞内への送達

薬物を作用部位に効率的に送達することが重要

細胞内での放出

組織への送達

薬物放出

細胞内動態
体内動態

細胞との相互作用
膜透過性素子
エンドソーム脱出素子

血中滞留性素子

細胞質へFree型薬
物の放出促進
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第 1 章 細胞膜透過性ポリマーを用いた抗体の細胞質デリバリーシステ

ムの開発 

 

1-1 緒言 

 

核酸や抗体などの機能性高分子は、特異性が高いために、副作用を抑えつつ、高い効果が期待

できることから医薬品として応用するための研究開発が盛んに進められている。これらが細胞内

での標的に対して機能性を発揮するには、作用部位である細胞質にまで効率的に送達されなけれ

ばならない。本章では、これらの機能性高分子のモデルの一つとして抗体を用いて、その細胞質

へのデリバリーシステムの開発を目的とした。 

抗体は、4 本鎖の Y字型を基本構造とし、免疫担当細胞に認識される Fc 領域と、抗原を認識す

る部位を含む Fab 領域から構成されるタンパク質である。抗体は標的タンパク質に対して特異的

に結合することが可能であるため、副作用が低く、さらに、生体安定性も高いことから、疾患原

因タンパク質を標的とした診断、治療への応用が期待されている。抗体にはその定常領域の違い

により IgM、IgG、IgD、IgE、IgAの 5 種類が存在するが、その中でも、IgGは、血中で最も多く

存在し（約 70~75%）、液性免疫の中心的な役割を担っている（図 1-1a）。抗体は生体内では、侵

入した異物に抗原特異的に結合することで、マクロファージなどの貪食細胞や補体を活性化した

り、異物を中和したりする働きを有し、血中半減期が長く、安定性が高いことから IgG が広く用

いられ、現在、抗体医薬品として承認されているのは IgGのみである。1975 年に Kohle、Milstein

により、抗体を産生する B 細胞と無限に増殖能をもつミエローマを融合させるハイブリドーマ技

術が確立され 45) 、モノクローナル抗体を人工的に産生可能となり、臨床応用への期待が高まった。

しかし、マウス由来の細胞のために免疫原性が問題となったが、生産技術の進歩により、ファー

ジディスプレイ法 46,47) や、トランスジェニックマウスを用いる方法 48) でヒト抗体を産生するこ

とが可能となったことからも、近年、抗体は大変魅力的な分子標的薬として着目されている。 

がん治療においても、多くの抗体が分子標的治療薬として臨床使用、開発が進行している。現

在、HER2 に対する抗体のトラスツズマブ（ハーセプチン®）が乳がん、VEGFに対する抗体のベ

バシズマブ（アバスチン®）が乳がん及び大腸がん、epidermal growth factor receptor (EGFR) に対

する抗体のセツキシマブ（アービタックス®）が大腸がん及び頭頸部がんの治療薬として臨床使

用されている。しかし、抗体は約 150 kDa と分子量が大きいため、裸の抗体は細胞内へ侵入する

ことができず、現在の抗体医薬の標的は分泌タンパク質や受容体などの膜タンパク質に限られて

いる。一方で、オミックス解析の進展により、がん治療の標的として有望な多くの細胞内タンパ

ク質が見出されてきたことからも、これらの機能を制御するためには、抗体の効率的な細胞内送

達法の開発が望まれている。 

これまでには、細胞内への抗体導入法の一つとして、エンベロープ型のウイルスであるセンダ

イウイルス HVJ (hemagglutinating virus of Japan) を利用した報告がある 49) 。すなわち HVJ の外膜

HVJ-E (HVJ Envelope) を用いて、抗体を内封することで、膜融合を介して直接細胞内に抗体を送
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達することが可能であり、抗体導入試薬として市販されている。しかし、HVJ-E はウイルス由来

であることから、細胞毒性や安全性の面で問題があり、がん治療 DDSとして利用しにくい。その

ため、ウイルスを用いずに、低毒性で簡便かつ高効率に抗体を細胞内に送達することが可能な

DDS の開発が望まれている。 

これまでに、trans-activator of transcription（TAT）ペプチド、オリゴアルギニン、penetratin 等の

膜透過性ポリマーを利用し、タンパク質やペプチド等の高分子をこれらの膜透過性素子に連結さ

せることで細胞内に送達可能な DDSが多数報告されてきた 50) 。そこで、この手法を抗体導入キ

ャリアーに応用し、膜透過性ポリマー（CPP）と protein A誘導体（pAd）を利用した新規の抗体

導入キャリアー（CPP-pAd）をプロテノバ株式会社との共同研究により開発した（図 1-1b）。 

 

pAd は、wild type の protein Aの IgG結合部位のアミノ酸と CPP を修飾する部位のアミノ酸配

列に配向性が制御可能となるようにリジンを配置し、様々なサブタイプの IgGの Fc 領域との親

和性を向上させたものであり 51) 、プロテノバ社が独自に開発した protein A誘導体である。CPP

は、図 1-2a に示すように、5 つのトリアルギニンユニットからなる枝分かれのカチオン性ポリマ

ーと、膜融合性脂質として人工遺伝子キャリアー等にもよく利用されている DOPE 52) を疎水性部

位に使用した構造で、共同研究者の池田らにより開発され 53) 、これまでに様々なサイズの分子を

低毒性で高効率に細胞内に導入に成功している。本研究では、この CPP と pAd を化学修飾するこ

とで CPP-pAd を合成した。合成後に得られた反応溶液について MS解析を行い、[free CPP+H] (m/z 

4629.6)、[free pAd+H] (m/z 7803.2) 及びリンカー部位の質量の合計となる m/z 12576.1 に検出され

たピークが CPP-pAd であると考えられた（図 1-2b）。また、この結果から、CPP と pAd はモル比

として 1：1で修飾されることが示唆された。この CPP-pAd と抗体の複合体は、図 1-1b の概略図

のような構造をとっていると推察され、pAd により様々なタイプの IgGと Fc 領域特異的に結合

することができ、抗原結合部位を保持したまま、CPP によって細胞内に送達可能であると考えら

れる。また、抗体と CPP-pAd を混合するのみで簡便に抗体複合体を調製することが可能であり、

図 1-1．IgG抗体と CPP-pAdの構造 

(a) IgG 抗体の基本構造。4 本鎖の Y

字型を基本とし、Fab と Fc 部位から

なる。(b) CPP-pAd と抗体複合体の概

略図。膜透過性ポリマーの CPPと抗

体の Fc 部位と特異的に結合する

protein A 誘導体の pAd を連結させ

た。 

 

b

a

Fab

Fc

抗原結合部位

可変領域

定常領域

Cell penetrating polymer

(CPP)
proteinA誘導体

(pAd)

CPP-pAd

Fc領域

抗体
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抗体ごとに化学修飾する必要がないことも利点として挙げられる。 

本章では、抗体の細胞内送達素子として新たに開発した CPP-pAd による抗体導入活性及びその

機能性について評価した。 

 

 

  

  

図 1-2．CPPの構造と CPP-pAdのマススペクトル解析による合成評価 

(a) CPP の構造。黒色矢印で示した 5 つの第 1 級アミンのうちの 1 つが pAd と

反応すると考えられる。 (b) SELDI-TOF-MS 解析によるマススペクトルの図。

m/z 10500-19950 は拡大した図を中に示した。m/z 12576.1 のピークが CPP-pAd

であると考えられる。 

 

a

b
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1-2 実験方法 

 

1-2-1 材料・機器 

 

1）材料 

MEMは Life Technologies (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。 MEM NEAA solution、sodium 

pyruvate solution、penicillin-streptomycin solution、2.5% trypsin、NaHCO3、Tumor necrosis factor-α 

human recombinant (TNF-α) は和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) より購入した。HeLa 細胞 

(JCRB9004) はヒューマンサイエンス研究資源バンク(Osaka, Japan) より購入した。FBSは

Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。ダルベッコ PBS (-) は日水製薬株式会

社（Tokyo, Japan）より購入した。L-Glutamine は MP Biomedicals より購入した。Bente tip filter、

MF Milipore MCE Menmbrene は MILLIPORE（Billerica, MA, U.S.A.）より購入した。セルバンカ

ーは日本全薬工業 (Fukushima, Japan) から購入した。R-phycoerythrin goat anti-mouse IgG (H+L)、

LysoSensor Green DND-189、Alexa Fluor® 546 carboxylic acid, succinimidyl ester、Alexa Fluor® 488 

carboxylic acid, succinimidyl ester、Vectashield® mounting medium with DAPI、anti-mouse IgG Alexa 

fluor® 594 F(ab’)2 fragment は Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, U.S.A.) より購入した。Mouse 

monoclonal anti-nuclear pore complex proteins、hoechst 33342、holo-transferrin human、hydroxylamine 

hydrochloride、bovine serum albuminは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.)より購入した。Polyclonal 

rabbit anti-mouse Immunoglobulins/TRITC は DaKo より購入した。Mouse isotype control IgG1κ 

antibodyは eBioscience (San Diego, CA, U.S.A.) より購入した。7-AAD、96 well imaging plate は 

Becton Dickinson (BD) より購入した。96 Cell BIND Plate は Costor より購入した。Glass base dish 

(35mm) は IWAKI より購入した。Lab-TekⅡ chamber slide (8well) は Nunc より購入した。FuGENE 

HD®、Reporter Lysis Buffer (5×)、Luciferase Assay System は Promega より購入した。BCA Protein 

Assay Kit は Thermo Scientific より購入した。ルシフェラーゼ活性測定用チューブはアシストから

購入した。Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System は TaKaRa より購入した。抗体導入試薬

HVJ-E (GenomONE-Cab®) は石原産業株式会社 (Osaka, Japan)より購入した。CPP-pAd、CPP、pAd

はプロテノバ株式会社 (Kagawa, Japan) から御供与頂いた。pTAL-NF-κB-luc は、当研究室で精製

したものを用いた。 

 

2）機器 

遠心機はスウィング式卓上小型遠心機 2410 (KUBOTA)、プレート専用遠心機 PlateSpin 

(KUBOTA)、日立微量高速遠心機 himac CF 15RX (HITACHI) を使用した。フローサイトメーター

は FACS caliber flow cytometer (Becton Dickinson) を使用した。共焦点レーザー顕微鏡は LSM 510 

META (Carl Zeiss Co.,Ltd.) または Nikon A1 CLSM (Nikon Instruments Inc., Melville, U.S.A.) を使用

した。ルシフェラーゼ活性測定は Luminescencer-PSN (AB-2200 ATTO) を使用した。吸光度、蛍

光強度の測定は PLATE manager Infinite M200 (TECAN) を使用した。 
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1-2-2 細胞培養 

 

本章ではヒト子宮頸がん細胞 HeLa を用いて実験を行った。  

1）試薬調製 

【非働化 FBS】 

FBS （-20℃）を 4℃で解凍し、56℃、30分インキュベートした。 

【MEM】 

メディウム瓶はあらかじめオートクレーブ滅菌（121℃、2 気圧、20 分）し、乾燥させた。MEM 

9.5 g、NaHCO3 3.7 gを秤量し適量の超純水に溶解し、30 分以上室温で撹拌後、880 mL にメスア

ップした。それをクリーンベンチ内で Bente tip filter (0.22 μm) を用いて滅菌済みのメディウム瓶

に濾過し 440 mL ずつ分注した。MEM NEAA、sodium pyruvate を各 5 mL添加し、血清含有 MEM

には非働化 FBSを 50 mL 添加し（10%）、4℃保存した。以降は、血清不含有 MEM を MEM (-)、

血清含有 MEMを MEM (+)とした。 

【PBS (-)】 

ダルベッコ PBS (-)を 4.8 gを秤量し、超純水 500 mL に溶解し、オートクレーブ滅菌（121℃、2

気圧、20 分）後、4℃保存した。 

【10×トリプシン溶液（0.25 %トリプシン溶液）】 

EDTA・2Na・2H2O 0.19 g、NaCl 0.63 g、NaH2PO4・2H2O 0.19 g を適量の超純水に溶解し、NaOH 

で pH 7.2 に合わせ、80 mLにメスアップした。オートクレーブ滅菌（121℃、2 気圧、20 分）を

行い、2.5 % trypsin を 20 mL 加えて 100 mL とし、4℃保存した。 

 

2) 細胞の立ち上げ 

あらかじめ 37℃恒温槽で温めた MEM (+)をコニカルチューブに 9 mL 入れ、細胞ストックを 

37℃恒温槽で半融解したものを加えた。1,500 rpm、2分遠心分離し、上清を除去した後、10 mL MEM 

(+)を加えて懸濁することにより細胞を洗い、遠心分離を行った。MEM (+)で再懸濁後、10 cm dish

に播種し、37℃、5 % CO2でインキュベートし、翌日に培地を交換した。 

 

3) 細胞の継代 

MEM (+)、PBS (-)は 37℃に恒温槽で温めたものを使用した。培養細胞のメディウムを除去し、

PBS (-)で洗浄した。10×トリプシン溶液を PBS (-)で希釈し、5 mL添加し、37℃で数分インキュ

ベートし、細胞を dish からはがした。5 mL MEM (+)を加えコニカルチューブに回収して、遠心分

離（1,500 rpm、2 分）した。上清を除去し、MEM (+) 10 mL で懸濁した。懸濁液の一部をトリパ

ンブルー染色後、血球計数板を用いて細胞数を計数した。再度 1,500 rpm、2 分遠心分離し、適当

な密度になるように新しい dish に播種した。 

 

4) 細胞の凍結 

70～80 %コンフルエントの対数増殖期の細胞を用いてストックの調整を行った。細胞の回収は

上記 3)の継代と同様の方法で行い、細胞懸濁液を細胞数計数して再度 1,500 rpm、2 分遠心分離し
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た。上清を徐去し、0.5～1.5×106 cells/mL/tube となるように、細胞をセルバンカー（4℃で解凍）

で懸濁し、1.5 mL サンプルチューブに入れ、-80℃で凍結し、保存した。液体窒素で保存する場合

は、-80℃で凍結した後、24 時間以上経ってから液体窒素に移し保存した。  

 

1-2-3 CPP-pAdの合成 

 

CPP-pAd は、CPP を片山化学工業株式会社（Osaka, Japan）から御供与頂き、プロテノバ株式会

社により pAd と化学修飾により合成した。その合成方法を以下に示した。pAd、100 mM 

disuccinimidyl suberate (DSS)（DMSO溶液）、CPP をそれぞれ PBSで溶解した。まず、6倍量の DSS

溶液を pAd 溶液に添加し、室温で 30 分インキュベートした。その反応液に、さらに 12 倍量の

CPP 溶液を加え、室温で 1 時間インキュベートした。その後、等量の 50 mM glycine 溶液を添加

し、pAdとCPPの反応を停止させた。得られた反応物を Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization 

(SELDI) - Time-of-Flight mass spectrometer (TOFMS) により、ProteinChip SELDI System (Bio-Rad 

Laboratories) を使用して解析した。 

 

1-2-4 CPP-pAdと抗体の複合体作製 

 

CPP-pAdと抗体は特に記載のない場合は、PBS (-)で 0.1 mg/mLに希釈した抗体 20 μLにCPP-pAd

を 1 µL 添加し（モル比として 1：1）、ピペッティングし、室温で 1 時間インキュベートした

（CPP-pAd/抗体）。抗体溶液に保存剤として sodium azide が添加されている場合は、細胞毒性があ

るため、PBS (-)で置換して用いた。抗体の PBS (-)置換は、slide-A-Lyzer® Mini Dialysis Units (Thermo 

scientific)を用い、PBS (-) 500 mLで 30 分、500 mL で 30 分、1 Lで 1 時間、4℃で透析することに

より行った。得られた抗体溶液は 4℃保存した。 

 

1-2-5 FACSによる抗体導入活性評価 

 

1) 試薬調製 

【FACS Buffer】 

PBS(-) を 2.4 g秤量し、適量の超純水で溶解し 245 mL にメスアップした。オートクレーブ滅菌

（121℃、2 気圧、20 分）後、FBSを 5 mL 添加した（2 % FBS/PBS (-)）。4℃で保存した。 

 

2)  FACS 解析 

12 well プレートに HeLa 細胞を 5×104 cells/well で播種し、37℃、5 % CO2でインキュベートし

た。24 時間後、MEM (-)または MEM (+) 1mL 中に CPP-pAd 及び HVJ-E と抗体の複合体を抗体量

として 2 μg/well (0.013 μM) となるように添加した。37℃、5 % CO2、2 時間インキュベート後、

PBS (-)で洗浄し、細胞をトリプシン処理により回収した。その後、FACS Buffer で 3 回洗浄し、

400 μL FACS Buffer に 5μL 7-AAD/1×106 cells の割合で 7-AAD を添加したもので懸濁し、死細胞

を染色し、FACS caliber flow cytometer 及び Cell Quest software を用いて解析した（カウント数：1000
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～10000 cells）。R-PE (Ex : 490nm, Em : 578nm)は FL-2、7-AAD (Ex:555nm, Em:655nm)は FL-3 で検

出した。 

細胞内取り込み経路の評価では、上記と同様の方法に、以下の操作を加えた。エネルギーの関

与については、4℃で 30 分プレインキュベートした。エンドサイトーシス経路の検討については、

クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害剤として 0.4 M sucrose 含有 DMEM (-)で 30 分、マクロ

ピノサイトーシス阻害剤として 5 mM amiloride 含有 DMEM (-)で 10 分、それぞれ 37℃、5 % CO2

でプレインキュベートした。その後、CPP-pAd/抗体を抗体量として 2 μg/well (0.013 μM)となるよ

うに添加し、各条件下で 2 時間インキュベート後、FACS 解析を行った。 

得られた蛍光強度から、以下の式に従ってMean Fluorescence Intensity Ratio (MFIR)を算出し、

抗体の細胞への取り込み量を評価した。 

 

𝑀𝐹𝐼𝑅 = 𝐶𝑃𝑃 − 𝑝𝐴𝑑の蛍光強度 抗体のみの蛍光強度⁄  

 

1-2-6 CLSMによる抗体の細胞内動態の観察 

 

1) 試薬調製 

【100×Hoechest33342 】 

Hoechest33342 (MW : 561.93 g)を 1.4 mg/mL となるように滅菌水に溶解し、遮光して 4℃保存し

た（終濃度：2.5 mM）。 

【10×PBS (-)】 

NaCl 80 g、KCl 2 g、Na2HPO4・12H2O 29 g、KH2PO4 2 gを秤量し、適量の超純水に溶解し、1 L

にメスアップした（1.3 M NaCl、27 mM KCl、81 mM Na2HPO4・12H2O、14.7 mM KH2PO4）。オー

トクレーブ滅菌（121℃、2 気圧、20 分）後、4℃保存した。 

【Alexa488 ラベル化 transferrin】 

透析 buffer（0.1 M NaHCO3、0.05 M NaCl、pH 8.3）は、16.8 g NaHCO3、5.8 g NaClを秤量し、

適量の超純水に溶解し、NaOHで pH 8.3 に調整後、2 Lにメスアップした。1×PBS (-)は 10×PBS (-)

を超純水で希釈し、2 L 調製した。1.5 M Hydroxylamine (pH8.5)は hydroxylamine hydrochloride を

521.2 mg 秤量し、適量の PBS (-)で溶解し、NaOHで pH8.5 に調整し、5 mLにメスアップした（用

時調製）。Transferrin は PBS (-)で 10 mg/mL になるように溶解した。 

まず、transferrin 溶液 500 μLを透析膜 Dialysis Membrane Size 20（Wako）を用いて透析 buffer

で透析した（500 mL で 30 分、500 mL で 30 分、1 Lで 1 時間、4℃）。その後、transferrin 溶液を

回収し、1 mg/mL Alexa Fluor® 488 carboxylic acid, succinimidyl ester（無水 DMSOに溶解）を 50 μL

（1/10 体積）でボルテックスしながら添加した。遮光し、撹拌しながら室温で 1 時間インキュベ

ートした。1.5 M Hydroxylamine (pH 8.5) を 50μL（蛍光色素と等量）加え、撹拌しながら室温で 1

時間インキュベートすることにより反応を停止させた。さらに、PBS (-)で透析し、未反応の蛍光

色素を除去した（500 mL で 30 分、500 mL で 30 分、1 Lで 1 時間、4℃、遮光）。得られた Alexa488

ラベル化 transferrin は -20℃で保存した。 
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【Alexa546 ラベル化抗 NPC抗体】 

Alexa488 ラベル化 transferrin と同様の方法を用いて行ったが、一部の操作は以下のように変更

した。透析膜は slide-A-Lyzer® Mini Dialysis Units (Thermo Scientific)を用い、抗体量 1 μg に対して

0.02 mg/mL Alexa Fluor® 546 carboxylic acid, succinimidyl ester を 0.4 μgで添加し、反応させた。得

られた Alexa546 ラベル化抗 NPC抗体は 4℃で保存した。 

 

2) CLSMによる細胞内動態観察 

0.002 % PLL 溶液でガラス部位をコートした 35 mm ガラスボトム dish に HeLa 細胞を 1×105 

cells/2mL/dish で播種し、5 % CO2、37℃でインキュベートした。24 時間後、MEM (-) 1 mL に、

CPP-pAd/抗体、HVJ-E/抗体（メーカーの手順通りに調製）を抗体量として 4 μg/well (0.027 μM)

となるように添加し、37℃、5 % CO2、2 時間インキュベートした。途中、1.5 時間で LysoSensor 

GreenTM DND-189 (Ex:443 nm, Em:505 nm, pKa = 5.2)を 2 μL（最終濃度 0.25 μM）インキュベート

中の培地に添加し、30 分インキュベートした（エンドソーム・ライソソーム染色）。その後、MEM 

(+) で洗浄し、1 mL の MEM (+)に 100×Hoechest33342 (Ex : 355 nm, Em : 465 nm)を 10 μL 添加し、

室温で 10 分、遮光しながらインキュベートし、MEM (+)で 2 回洗浄した（核染色）。MEM (+) 1 mL

を添加し Zeiss LSM 510 META を用いて観察を行った。観察には油浸 63 倍対物レンズ

(Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC)を用いた。Malti track (DAPI/FITC/Cy3) を用い、アルゴンレーザ

ー(488 nm)、ヘリウムネオンレーザー(543 nm)、Diode レーザー(405 nm)を用いて励起し、観察し

た。また、transferrin との局在観察の場合は、上記と同様の方法を用い、CPP-pAd/抗体を抗体量

として 4 μg/well（0.027 μM）、Alexa488 ラベル化 transferrin を 50 μL添加し、37℃、5 % CO2、30

分インキュベート後、核を染色し、Nikon A1 CLSMを用いて観察した。観察には、油浸対物レン

ズ (Plan Apo VC 60X 1.4 N.A.) を用い、405 nm、488 nm、561 nmのレーザーをそれぞれ Hoechest 

33342、Alexa488、R-PEの励起に使用した。 

抗 NPC 抗体の細胞内局在観察の場合は、まず、0.002 % PLL 溶液で底をコートした 96 well 

imaging plate (BD Falcon)に HeLa 細胞を 5×103 cells/100μL/well で播種し、5 % CO2、37℃でインキ

ュベートした。24 時間後、5 % BSAを溶解した MEM (-) 100 μLに、CPP-pAd と Alexa546 ラベル

化抗 NPC抗体の複合体を抗体量として 1.5 μg/well (0.1 μM)となるように添加し、37℃、5 % CO2、

2 時間インキュベートした。上記と同様に核を染色後、Nikon A1 CLSMを用いて観察を行った。

観察には、油浸対物レンズ(Plan Apo VC 60X 1.4 N.A.)を用い、405 nm、561 nmのレーザーをそれ

ぞれ Hoechest33342、Alexa546 の励起に使用した。 

 

1-2-7 抗 NPC抗体の免疫染色による局在評価 

 

1) 試薬調製 

【4% PFA/PBS (1L) 】 

蒸留水 800 mLに 4 N NaOHを 400～500 μL添加し、PFA 40 gをホットスターラーで 60℃～70℃

に保ちながら、30 分以内に溶解した。その後、氷冷し 10× PBS 100 mL添加し、pHが 7.2～7.5 に

なっていることを確認した。そして、1Lにメスアップし、濾過滅菌後 4℃で保存した。 
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2) 免疫染色による抗 NPC抗体の局在観察 

Lab-TekⅡchamber slide (8well)を 0.002 % PLL で各 well をコートし、HeLa 細胞を 1×104 

cells/200μL/wellで播種した。5 % CO2、37℃でインキュベートし、24 時間後、MEM (+) 200μL中

に CPP-pAd及び HVJ-Eと抗 NPC抗体の複合体を抗体量として 1.2 μg/well (0.04 μM)となるように

添加し、5 % CO2、37℃で 2 時間インキュベートした。その後、PBS (-)で 2 回洗浄し、4 % PFA/PBS 

を 200 μL/well添加し、室温で 15 分インキュベートして細胞を固定した。スライドガラスをはず

し、PBS (-)で 5 分、2 回洗浄した。1 % TritonX-100/PBSを 200 μL/well添加し、室温で 10 分イン

キュベートした。PBS (-)で 5 分、2 回洗浄後、2 % FBS/PBS 200 μL/well 添加し、室温で 1 時間ブ

ロッキングした。ブロッキング液を除去し、2次抗体 anti-mouse IgG Alexa fluor® 594 F(ab’)2 fragment 

(Ex : 590 nm, Em : 617 nm) (0.5% FBS/PBSで 500 倍希釈) または Polyclonal Rabbit Anti-mouse 

Immunoglobulins/TRITC (Ex : 541 nm, Em : 572 nm) (0.5% FBS/PBS で 20 倍希釈) を 50 μL/well添加

し、37℃、1 時間インキュベートした。PBS (-)で 5 分、3 回洗浄後、蒸留水で 5 分、2 回洗浄し

た。そして、Vector shield mounting MEDIUM With DAPI (Ex : 372 nm, Em : 456 nm)で封入し、Zeiss 

LSM 510 METAまたは Nikon A1を用いてCLSMで観察した。Zeiss LSM 510 METAでの観察には、

油浸 63 倍対物レンズ(Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC)を用いた。Malti track (DAPI/Cy3)を用い、

ヘリウムネオンレーザー(543 nm)、Diode レーザー(405 nm)を用いて励起し、観察した。Nikon A1 

CLSM での観察には、油浸対物レンズ (Plan Apo VC 60X 1.4 N.A.)を用い、405 nm、561 nmのレー

ザーをそれぞれ Hoechest33342、Alexa594 の励起に使用した。 

 

1-2-8 レポータージーンアッセイ 

 

HeLa 細胞を 96 well plate（BD Falcon）に 4×103 cells/well で播種し、37 ℃、5 % CO2、24 時間イ

ンキュベートした。FuGENE HD®を用いて、pTAL-NF-κB-Luc を 0.05 μg/well で MEM (+)中でトラ

ンスフェクションし（pDNA：FuGENE = 1：3）、37℃、5 % CO2、6 時間インキュベートした。上

清除去し、CPP-pAd と抗 NPC抗体または negative control抗体との複合体を MEM (+) 50 μL/well

に抗体量として 0.8 μg/well (0.1 μM)で添加し、さらに 6 時間インキュベートした。その後、TNF-α

の MEM (+)溶液を最終濃度が 5 ng/mL となるように抗体を処理した培地に追加して添加し、追加

で 6 時間インキュベートした。エンドソーム酸性化阻害条件での評価の場合は、pTAL-NF-κB を

トランスフェクション後、25 mM NH4Cl の MEM (+)溶液に培地交換し、37℃、5 % CO2、30 分プ

レインキュベート後、25 mM NH4Cl 存在下で CPP-pAd/抗体を添加した。37℃、5 % CO2、6 時間

インキュベートし、ルシフェラーゼ活性を以下のように測定した。上清を除去し、PBS (-)で洗浄

した後、Reporter Lysis Buffer 75 μL/well 添加し、-80℃で 30 分以上凍結させた。その後、氷上で融

解し、細胞を回収して 15,000 rpm、4℃、5 分遠心分離し、上清を回収してサンプル溶液とした。

サンプル溶液 20 μLを測定用チューブに入れ、基質（室温に戻して使用）を 50 μL添加し、ルシ

フェラーゼ活性を Luminescenser-PSNにより測定した。 また、タンパク濃度を BCA Protein Assay 

Kit を用いて、推奨プロトコールに従い定量した。ルシフェラーゼアッセイより得られた値をタ

ンパク質量で除することにより、RUL/mg protein を算出した。 
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1-2-9 溶血試験 

 

抗凝固剤として、trisodium citrate dihydrate 22 mg/mL、citric acid monohydrate 8 mg/mL、 D 

(+)-glucose 22 mg/mL となるように超純水に溶解し、ACD液（acid citrate dextrose solution）を調製

した。ラット（Wistar/ST、雄、6 週齢）をネンブタールで麻酔後、開腹し、左心室よりヘパリン

溶液（1000 units/mL）でコートしたシリンジで採血した。速やかに、採取した血液量の 1/5 体積

の ACD液を加え、転倒混和した（4℃で 1 週間程度保存可能）。高速遠心機で 10,000 rpm、10 分、

4℃で遠心分離後、スイング式遠心機で 4,000 rpm、10 分、室温で遠心分離した。上清及び赤血球

画分上部の白色沈殿（白血球、血小板）を可能な限り除去した。得られた赤血球画分の 3 倍体積

の PBS (-) を加え、転倒混和し、4,000 rpm、10 分、室温で遠心分離し、上清を除去した。この操

作を 3 回繰り返し、洗浄し、得られた赤血球画分と等量の PBS (-)を加え、赤血球懸濁液とした。

赤血球懸濁液 250 μLに低張緩衝液（PBS (-)の 10 倍希釈液）を 1 mL 加え、溶血させ、3,000 rpm、

5 分遠心分離した。上清の 540 nm（ヘモグロビンの吸光波長）における吸光度を測定し、吸光度

が 2.0~2.5 になるように希釈した場合の希釈倍率で赤血球懸濁液を PBS (-)で希釈し、赤血球試験

液とした。CPP-pAd を 0.5、1.0 pmol/μL となるように pH 7.4、pH 5.5 に調整した PBS (-)で希釈し

た。その溶液 40 μLに赤血球試験液を 10 μL 加え、混和させながら 37℃、2 時間インキュベート

した。3,000 rpm、4℃、5 分で遠心分離し、上清の 540 nmでの吸光度を Biostep nano で測定し、

以下の式により溶血率を算出した。 

 

溶血率（%） = 𝑂𝐷540∙𝐶𝑃 𝑂𝐷540∙低⁄ × 100 

 

 

1-2-10 細胞死評価 

 

96-well Cell BIND Plates (Corning)に HeLa 細胞を 3 × 103 cells/well で播種し、37℃、5 % CO2で

24 時間インキュベートした。PBS (-)で洗浄し、MEM (-)中に CPP-pAd/抗体、HVJ-E/抗体を抗体量

として 0.2 μg/well（0.013 μM）で添加し、37℃、24 時間インキュベートした。細胞生存率を WST-1

アッセイにより評価した。MEM : WST-１＝10 : 1 の割合で混合したメディウムを 110 μL/well で添

加し、37℃、5 % CO2 で 2 時間インキュベートした。その後、PLATE manager により 450 nm 

(reference : 630 nm)で吸光度を測定し、以下の式により cell viabilityを算出した。 

 

cell viability = 𝑂𝐷450𝑛𝑚−630𝑛𝑚(抗体導入) 𝑂𝐷450𝑛𝑚−630𝑛𝑚(未処理)⁄  

 

 

  

OD540・CP：CPP-pAdでの吸光度（540 nm） 

OD540・低 ：低張溶液での吸光度（540 nm） 
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1-3 実験結果 

 

1-3-1 CPP-pAdによる細胞内への抗体導入活性 

 

  CPP-pAd の抗体導入活性を検討するために、蛍光ラベル化抗体を用いて、フローサイトメト

リー（FACS）解析により抗体の取り込み効率を評価した。 

 はじめに、CPP-pAd と抗体の複合体の最適比を検討するため、CPP-pAd：抗体を 1：9、1：3、

1：1、3：1、9：1 のモル比で混合することで調製した複合体の細胞内取り込み効率を評価した。

その結果、CPP-pAd に対し、抗体を増加させるに従い取り込み効率が増大し、CPP-pAd：抗体＝1：

1 のモル比の時に最大となり、さらに増加させると取り込み効率は減少した（図 1-3a）。したがっ

て、1：1 が最適なモル比であることが示された。次に、細胞へ添加する抗体量の導入活性への影

響について検討するために、CPP-pAd と抗体の最適混合比の 1：1 で複合体を調製し、様々な抗

体量における細胞内取り込みを評価した。比較として市販の抗体導入試薬である HVJ-E を用いた。

その結果、CPP-pAd、HVJ-E いずれも抗体量依存的に取り込み効率が増大したが、取り込み効率

は CPP-pAd の方が高く、1.3×10-15 mol/cell の抗体量では、CPP-pAd は HVJ-E と比較して約 10 倍

以上の顕著に高い導入活性を示した（図 1-3b）。したがって、CPP-pAd は市販の導入試薬と比べ

ても抗体を非常に効率的に細胞内に導入可能であることが示唆された。さらに、CPP、pAd 単独

と抗体の混合のみでは全く抗体導入活性は認められなかったことから、CPP、pAd の両方が機能

して導入されていることが示唆された（図 1-3c）。 

 

 

 

図 1-3．FACSによる細胞への取り込み効率の評価 

CPP-pAd または HVJ-Eと R-PEラベル化抗体で複合体を作製し、HeLa 細胞に添加し、37℃、2 時

間インキュベート後、FACS 解析により取り込み量を評価した。MFIR は抗体のみの場合の蛍光強

度で各サンプルの蛍光強度を除することで算出した。 (a) CPP-pAd と抗体のモル比の取り込みへ

の影響。CPP-pAdと抗体を示したモル比で複合体を作製し、FACS解析を行った。（抗体量0.013 μM） 

(b) 抗体量の取り込み効率への影響。図示の抗体量で添加し、FACS 解析を行った。（抗

体:CPP-pAd=1:1）また、市販の抗体導入試薬 HVJ-Eも同様に図示の抗体量で添加した。(c) pAd、

CPP単独での取り込みへの影響。CPPのみ、pAd のみと抗体を CPP-pAd と同様に混合し、取り込

み効率を評価した。（抗体量 0.013 μM） データは平均 ± S.D.で表した。(n=3) 
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1-3-2 CPP-pAdにより導入された抗体の細胞内動態観察 

 

 1-3-1 の FACS 解析により、CPP-pAd は高い抗体導入活性が示されたため、その導入された抗

体の細胞内動態を CLSM 観察により評価した。 

 CPP-pAd により導入された抗体（赤）は、細胞内に取り込まれており、緑のエンドソームに局

在し黄色のドットとして認められるものの他に、赤の抗体が単独でも観察されたことから、抗体

が細胞質にまで送達されていることが示唆された。一方、HVJ-E では抗体が細胞内にはほとんど

認められず、細胞膜表面上に付着し、凝集していた (図 1-4)。 

 

1-3-3 導入された抗体の標的タンパク質への結合評価 

 

 CPP-pAd により、抗体が細胞質に送達されることが示されたため、その導入された抗体が標的

タンパク質と結合するのかについて核膜孔複合体（NPC）に対する抗体を用いて評価した。NPC

は孔を形成し、核膜を貫通して存在するタンパク質であり、細胞質と核の間の RNA やタンパク

質等の分子輸送に関与している 54）。 

 まず、抗 NPC抗体を導入し、その細胞内局在を評価した。抗体導入後、4 % PFAで固定処理し、

免疫染色により抗体を検出したところ、CPP-pAd では、赤で示される抗体が NPC の存在する核

膜特異的に局在している様子が観察された。一方で、HVJ-Eでは、核膜への局在は認められたも

のの、非特異的な局在も多く、細胞毒性も認められた（図 1-5a）。また、CPP-pAd あるいは HVJ-E

で処理した 100 個以上の細胞に対して、抗 NPC抗体が核膜に局在した細胞の割合を算出したとこ

ろ、CPP-pAd では 25.4 % (33/130 cells)、HVJ-E では 46.4 % (51/110 cells)であった。その代表的な

広域図を図 1-5b に示した。したがって、CPP-pAd によって導入された抗体は標的タンパク質への

結合活性を示し、それは、HVJ-E に比べると効率は劣るものの、細胞毒性が低く、特異性が高い

ことが示唆された。 

 しかし、このような固定処理を行った場合、本来の局在と異なることが報告されており 55） 、

固定による影響を考慮する必要がある。そこで、抗 NPC抗体を直接 Alexa594 で蛍光ラベル化し、

生細胞での抗体の局在を観察した。その結果、生細胞においても、同様に核膜に局在することが

観察され、確かに抗 NPC抗体は NPCに結合することが示された（図 1-5c）。しかし、その効率は

固定した場合に比べて低いだけでなく、細胞質にドット状の抗体が多く観察されたことから、固

図 1-4．導入された抗体の CLSM

による細胞内動態観察 

CPP-pAd、HVJ-E を R-PE ラベ

ル化抗体と複合体を作製し、

HeLa 細胞に添加し、37℃、2 時

間インキュベート後、CLSM に

より観察した。（抗体量 0.027 

μM）赤：抗体（R-PE）、青：核

（Hoechst33342）、緑：エンドソ

ーム、ライソソーム（LysoSenser 

Green DND-189）bar：10 μm 

HVJ-E CPP-pAd
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定処理による影響は否定できないことが示唆された。 

 

次に、導入された抗 NPC抗体が NPCに結合していることを確かめるために、NF-κB のレポー

タージーンアッセイにより評価した。NF-κB は活性化されると NPCを介して核内に移行し、遺伝

子発現を誘導する。この NF-κB の応答配列をルシフェラーゼ配列の上流に挿入した pDNA

（pTAL-NF-κB-Luc）を用いて、NF-κB の核内移行をルシフェラーゼの発現量で評価した。

pTAL-NF-κB-Luc または NF-κB 応答配列を含まない pTAL-Luc を HeLa 細胞に導入し、様々な濃度

で TNF-α 刺激を行った。pTAL-Luc ではいずれの TNF-α 濃度でもほとんどルシフェラーゼ発現が

認められなかったのに対し、pTAL-NF-κB-Luc では、TNF-α 濃度依存的にルシフェラーゼ発現が

増大した（図 1-6a）。したがって、pTAL-NF-κ-B-Luc の導入によるルシフェラーゼ発現は TNF-α

依存的であり、pTAL-NF-κB-Luc を用いることで、TNF-α によって NF-κB の活性化が評価できる

ことが示唆された。つまり、導入された抗 NPC抗体が NPCに結合すると、活性化 NF-κB の核移

行が物理的に抑制され、NF-κB 応答配列に結合できないため、ルシフェラーゼ発現が抑制される

と考えられる。このような細胞固定処理を行わずに、高感度に評価可能なレポータージーンアッ

セイを用いて NF-κB の核内移行を間接的に評価した。図 1-6b に示したように、CPP-pAd により

抗 NPC抗体を導入した結果、コントロール抗体を同様に導入した場合に比べ、約 40%ルシフェ

ラーゼ活性が抑制された。したがって、抗 NPC抗体が NPCに結合したことにより、NF-κB の核

図 1-5．CLSM観察による抗 NPC抗体の機能性評価 

CPP-pAd または HVJ-Eと抗 NPC抗体の複合体を作製し、HeLa 細胞に添加し、37℃、2時

間インキュベート後、CLSM観察により評価した。(a) 4% PFAで固定処理後、免疫染色によ

り抗 NPC 抗体の局在を観察した。（抗体量 0.04 μM）各サンプルの右図は拡大図を示した。

青：核（DAPI） 赤：抗体（Alexa594）Bar：10 μm (b) (a)と同じ条件で、広域図を示した。 

Bar：50 μm (c) 抗 NPC 抗体を蛍光ラベル化し、生細胞で観察した。  青：核（Hoechst33342） 

赤：抗体（Alexa546）Bar：20 μm 

 

HVJ-E CPP-pAd

a

b HVJ-E CPP-pAd c
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移行が阻害された可能性が示唆された。 

 以上、抗 NPC抗体を用いた結果から、CPP-pAd により、抗体の標的タンパク質への結合活性

を保持したまま導入することが可能であることが示唆された。 

 

 

1-3-4 細胞内取り込み経路の検討 

 

 CPP-pAd は細胞質に効率的に抗体を導入し、機能性を示すことが明らかとなったため、その取

り込み経路について検討を行った。膜透過性ペプチドとして知られているオリゴアルギニンペプ

チドでは、エネルギー依存的なエンドサイトーシスによる取り込みと、エネルギー非依存的に細

胞膜を直接透過する取り込み経路の存在が報告されている 55,56) 。そこで CPP-pAd がどちらの経

路を介して細胞質へ抗体を送達するのかを検討するために、はじめに、細胞内取り込みのエネル

ギー依存性の関与を、低温条件の 4℃での取り込みを FACS 解析によって評価した。その結果、

CPP-pAd は、4℃条件で著しく取り込み効率が減少した（図 1-7a）。したがって、CPP-pAd の細胞

内取り込みにはエネルギー依存的なエンドサイトーシス経路が関与することが示唆された。 

次に、エンドサイトーシスには、複数の経路が存在することが知られていることから、各種マ

ーカー及び阻害剤を用いて、エンドサイトーシス経路の詳細な検討を行った。エンドサイトーシ

スの中でも、最も広く知られた主要な経路であるクラスリン介在性エンドサイトーシスについて

検討するため、そのマーカーである transferrin と CPP-pAd/抗体の局在を、インキュベート開始か

ら 30 分後に、CLSM観察により評価した。その結果、細胞内に緑で示される transferrin と赤の抗

図 1-6．レポータージーンアッセイ 

(a) TNF-α 依存的な NF-κBの活性評価。NF-κB応答配列を挿入した pTAL-NF-κB-Luc（■）、挿入し

ていない pTAL-Luc（□）を HeLa 細胞にトランスフェクションし、ルシフェラーゼ活性を評価した。

(b) CPP-pAd と抗 NPC 抗体またはコントロール抗体とで複合体を作製し、pTAL-NF-κB-Luc をト

ランスフェクションした HeLa 細胞に添加し（抗体量 0.1 μM）、37℃、12 時間インキュベート後、

ルシフェラーゼ活性を測定した。抗体導入後 6 時間後に TNF-α 刺激を行った。結果はコントロー

ル抗体導入に対する割合で示した。データは平均 ± S.D.で示した。(*, P<0.05, n=3) 
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体が共局在し、黄色のドットが多数観察された（図 1-7b）。さらに、クラスリン介在性エンドサ

イトーシス阻害剤の sucrose 存在下で有意に抑制された（図 1-7c）。これらの結果より、CPP-pAd

による抗体の取り込みにはクラスリン介在性エンドサイトーシス経路が関与していることが示唆

された。また、図 1-7b では、細胞内に黄色のドットの他に、赤の抗体が単独でドットとして観察

されたことからも、クラスリン介在性エンドサイトーシス以外の経路も存在する可能性が示唆さ

れた。これまでに、アルギニン含有ペプチドの取り込み経路の一つとして特殊なエンドサイトー

シス経路のマクロピノサイトーシスが知られており 57,58) 、CPP もアルギニンに富む構造をしてい

るため、マクロピノサイトーシス経路の可能性が考えられた。そこで、その阻害剤である amiloride

の存在下で細胞への取り込みを評価した結果、CPP-pAdの取り込みは有意に抑制された（図 1-7d）。

したがって、取り込みにマクロピノサイトーシス経路も関与していることが示唆された。また、

図 1-7e のヒストグラムでは、sucrose、amiloride のいずれの阻害剤の存在下でも CPP-pAd の蛍光

強度の高いピークが一部で認められ、各経路の阻害条件下でも一部取り込まれていることからも、

両経路の存在が示唆された。 

以上の結果より、CPP-pAd はクラスリン介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシス

の両経路により抗体を細胞内に送達されることが示唆された。 
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図 1-7．細胞内取り込み経路の評価 

CPP-pAd と R-PEラベル化抗体の複合体を作製し、HeLa 細胞に添加、各条件でインキュベート

し、取り込み経路を評価した。 (a) 温度の影響。37℃または 4℃で 2 時間インキュベートし、FACS

解析により取り込みを評価した。太点線：37℃ 実線：4℃ 細点線：未処理 (b) Transferrin との

局在解析。 CPP-pAd/抗体と Alexa 488 ラベル化 transferrin を共処理し、30 分インキュベート後

の細胞内動態を CLSMにより観察した。 青：核（Hoechest33342） 赤：抗体（R-PE） 緑：Transferrin

（Alexa 488） Bar：20 μm  (c) クラスリン介在性エンドサイトーシスの関与の評価。0.4 M 

sucrose 存在下で 37℃、2 時間インキュベート後、FACS解析により取り込みを評価した。

Transferrin（クラスリン介在性エンドサイトーシスマーカー）も同様に評価した。(d) マクロピノ

サイトーシスの関与の評価。5 mM amiloride存在下で 37℃、2 時間インキュベート後、FACS解

析により取り込みを評価した。データは平均 ± S.D.で示した。（**, P<0.01, ***, P<0.001, n=3-4）

(e) sucrose、amiloride 存在下の FACS解析の結果をヒストグラムで表した。 
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1-3-5 細胞質への送達メカニズムの解析 

 

 1-4-4 で、CPP-pAd の取り込み経路として、クラスリン介在性エンドサイトーシスとマクロピノ

サイトーシスの関与が示されたが、取り込まれた後の細胞質への送達メカニズムについては明ら

かとなっていない。各エンドサイトーシスで取り込まれた CPP-pAd は、そのままでは、分解酵素

を含むライソソームに送達されて分解されてしまうため、抗体が機能を発揮するためには、エン

ドソームから脱出して細胞質に送達されなければならない（図 1-8）。1-3-2、1-3-3 の検討で、

CPP-pAd は細胞質にまで抗体を送達可能であることが明らかとなったことからも、エンドソーム

から脱出していると考えられる。 

 

 マクロピノサイトーシス経路については、これまでに、膜透過ペプチドとして広く知られてい

るアルギニンペプチドを利用したキャリアーで報告され、効率的な細胞質送達が認められている

59,60) 。これまでに、マクロピロサイトーシスで取り込まれた場合、ライソソームおける分解を回

避しやすいなど、キャリアーの取り込み経路として有利であると考えられているが 61) 、そのメカ

ニズムについての詳細は明らかとなっていない。そこで、各種キャリアーの主要な取り込み経路

であり、エンドソーム脱出機構に関しても多くの研究がなされているクラスリン介在性エンドサ

イトーシスに着目し、CPP-pAd の脱出メカニズムについて検討した。ペプチドやポリマーを基盤

としたキャリアーの主なエンドソーム脱出機構として、エンドソーム内の酸性環境におけるエン

ドソーム膜との直接的な相互作用（膜融合、膜破壊）と、含有アミンによるプロトンスポンジ効

果の 2 つが挙げられる。直接的な相互作用としては、インフルエンザウイルス由来ペプチドの

GALAがエンドソーム脱出素子として広く知られており 29) 、エンドソーム内 pHでペプチドが構

造変化することでエンドソーム膜に挿入し、不安定化させることで脱出可能なメカニズムである。

また、プロトンスポンジ効果は、ヒスチジンやポリエチレンイミンのエンドソーム脱出機序とし

図 1-8．細胞質送達の概要 

CPP-pAd はクラスリン介在性エ

ンドサイトーシス及びマクロピ

ノサイトーシスの両経路で取り

込まれる。細胞質送達にはそれ

ぞれの小胞からの脱出が必要で

ある。 

クラスリン介在性
エンドサイトーシス

マクロピノ
サイトーシス

阻害剤：sucrose 阻害剤：amirolide

CPP-pAd

エンドソーム脱出 ??
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て知られており、アミンがエンドソームの酸性環境でプロトンを吸収し、pH緩衝剤として働くた

め、プロトンと共に Cl- の流入が促進され、浸透圧の上昇により膜が破裂することで脱出可能と

なる 32,62) 。そこで、CPP-pAd のエンドソーム脱出について、この 2 つのメカニズムの関与につい

て検討した。 

まず、CPP による直接的なエンドソーム膜との相互作用の可能性について検討した。そのため

に、膜破壊の評価に用いられている溶血試験 63) を行った。キャリアーが赤血球と直接相互作用す

る場合、赤血球膜が破壊され、溶血することが知られている。生理的条件の pH 7.4 とエンドソー

ム内の pH 5.5 条件で CPP-pAd の溶血試験を行った結果、溶血はほとんど認められず、pHによる

差も認められなかった（図 1-9a）。したがって、CPP が直接エンドソーム膜と相互作用すること

により脱出する可能性は低いと考えられた。 

 次に、CPP はその構造中にアミンを含むため、プロトンスポンジ効果の可能性について検討し

た。1-3-3 で示したレポータージーンアッセイ（図 1-6）を利用して、エンドソーム酸性化阻害剤

NH4Cl の影響を評価した。NH4Cl 存在下ではエンドソーム内へのプロトンの流入が抑制されるこ

とで、プロトンスポンジ効果が抑制されるため、導入した抗 NPC抗体がエンドソームを脱出する

ことができず、図 1-6 で認められたルシフェラーゼ活性の抑制が阻害されると考えられる。図 1-6

と同様の評価を NH4Cl存在下で行った結果、コントロール抗体に比べて、抗 NPC抗体導入によ

るルシフェラーゼ活性の有意な抑制は認められなかった（図 1-9b）。したがって、抗 NPC抗体が

エンドソームを脱出することができなかったため、NF-κBの核移行阻害が抑制されたと考えられ、

CPP-pAdの抗体の細胞質送達にはプロトンスポンジ効果によるエンドソーム脱出が関与している

ことが示唆された。 

 

 

図 1-9．細胞質送達メカニズム 

(a) 溶血試験。pH 7.4、pH 5.5 条件で赤血球と示した濃度の CPP-pAd を混合し、37℃、2 h イ

ンキュベート後、蛍光強度測定した。低張溶液で膜破壊した場合の蛍光強度を 100%とした場合

の割合を溶血率とした。 (b) レポータージーンアッセイ。図 1-6 と同様の方法で、2.5 mM NH4Cl

存在下で行った。（抗体量 0.1 μM）データは平均 ± S.D.で示した。(n=3) 
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1-3-6 血清存在下及び細胞毒性の評価 

 

 これまでに、細胞レベルの in vitro における評価を行ってきたが、CPP-pAd の in vivo への応用

を考えた場合、血中に存在するイムノグロブリンと置換されることにより、導入したい抗体の導

入活性が低下する可能性が考えられる。そこで、血清存在下での細胞への取り込みを FACS によ

り評価した。その結果、50%の血清存在下においても、若干の低下は認められるものの、CPP-pAd

は高い導入活性を示した（図 1-10a）。したがって、血中においても送達したい抗体が他の抗体に

置換される可能性は低いことが示唆された。 

 さらに、CPP-pAd は生細胞に高効率で導入可能であることが重要であるため、細胞毒性につい

て検討した。抗体導入に限らず、細胞への導入活性が高いキャリアーの多くは細胞毒性も高いこ

とが知られている。そこで CPP-pAd の細胞毒性を、WST-1 アッセイを用いて評価した結果、未処

理と比較して、HVJ-Eでは細胞生存率が有意に減少したのに対し、CPP-pAd では未処理と同程度

の生存率を示した（図 1-10b）。また、細胞形態を観察した結果、HVJ-Eでは導入後に、細胞同士

が融合したような明らかな細胞形態の変化が認められたのに対して、CPP-pAd では未処理細胞と

同様の細胞形態であった（図 1-10c）。これらの結果により、CPP-pAd は細胞毒性を示すことなく、

細胞内に抗体を効率的に導入可能であることが示唆された。 

図 1-10．血清存在下での取り込みと細胞毒性評価 

(a) 血清存在下での取り込み評価。R-PEラベル化抗体を用いて、CPP-pAd/抗体を HeLa 細胞に

血清（50% FCS）存在下で添加し、37℃、2時間インキュベート後、取り込みを FACSにより

評価した。（抗体量 0.013 μM） (b) WST-1 アッセイ。CPP-pAd または HVJ-Eと抗体の複合体を

HeLa 細胞に添加し、37℃、24 時間インキュベート後にWST-1 アッセイにより細胞生存率を算

出した。(**, P<0.01, n=3) (c) 細胞形態観察。抗体のみ、HVJ-Eまたは CPP-pAd の抗体との複

合体を HeLa 細胞に添加し、37℃、24 時間インキュベート後、顕微鏡観察した。Bar : 100 μm 
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1-4 考察 

 

 本章では、がん治療において着目されている細胞内タンパク質に対して、その機能を抗体によ

って制御することを目指して、抗体の効率的な細胞質送達方法を開発するために、膜透過性ポリ

マー（CPP）と protein A誘導体（pAd）を利用した新しいキャリアーCPP-pAd を構築した。CPP-pAd

は市販の抗体導入試薬の HVJ-Eと比べても著しく高い導入活性を示し（図 1-3）、さらに、抗体の

細胞質送達（図 1-4）及び標的タンパク質への結合も認められたことから（図 1-5, 6）、CPP-pAd

は抗体導入キャリアーとして有用であることが示唆された。 

この CPP-pAd の特徴は膜透過性素子と抗体の結合に pAd を利用しているところにある。pAd

は Fc 領域に特異的に結合するため、抗体は抗原結合部位を保持した状態で CPP と複合体を形成

することが可能であり、それが細胞内での標的タンパク質への結合活性に寄与していると考えら

れる。しかし、抗体との複合体形成時に抗体が静電的相互作用等により CPP 部位にも非特異的に

結合することも考えられるが図 1-3c に示すように、単独 CPP あるいは pAd と抗体を混合した場

合では導入活性は認められなかったことから、抗体が CPP と相互作用している可能性は低く、pAd

へ特異的に結合していると考えられる。また、この結果より、CPP-pAd の抗体導入には CPP、pAd

の両方が機能していることが明らかとなった。それに加え、図 1-3a に示すように、CPP-pAd と抗

体をモル比 1：1 で混合した場合に導入活性が最大であったことからも、CPP-pAd は抗体と図 1-1b

に示すようなコンセプト通りの複合体を形成していることが推察される。すなわち、CPP-pAd は

細胞内導入活性を示す CPP と抗体結合活性を示す pAd が、互いの機能を阻害することなく、独立

して機能することで高い導入活性を示すことが示唆された。 

これまでにも、膜透過性ペプチドを用いて抗体を細胞内に送達させるためのキャリアーが多数

開発されてきた。Zhao らにより、膜貫通による輸送を促進するペプチド MTS（membrane transport 

sequence）と抗体を結合させることで抗体を細胞内に送達可能なキャリアーが報告されている 

64,65)。これは、細胞毒性もほとんど示さずに高効率に導入可能であるが、MTSと抗体を直接修飾

しているため、目的の抗体ごとに合成が必要である。CPP-pAd は、pAd を用いることで、このよ

うに抗体ごとに合成する必要もなく、抗体と混合し、1 時間インキュベートするのみで、調製の

面でも優れていると考えられる。 

 抗 NPC抗体の導入により、核膜への局在が認められ、導入された抗体の機能性が認められた（図

1-5a,b）。免疫染色では固定処理による局在変化が懸念されたが、生細胞での導入でも核膜への抗

体の局在が認められた。しかし、生細胞観察では免疫染色の場合と比べて、核膜への局在量は少

なく、また、抗体の局在も異なっていた（図 1-5c）。これは、免疫染色の場合は、二次抗体にポ

リクローナルの F(ab’)2 抗体を用いており、分子量も小さく、様々なエピトープ部位に結合可能な

ため、直接蛍光ラベル化した whole の抗 NPC 抗体を導入した場合よりも、高感度で観察できたの

ではないかと考えられた。また、生細胞の場合は細胞質に抗体がドットとして観察される割合が

多く、固定処理による局在変化は否定できない結果であった。これは、抗体がエンドソーム内に

留まっている状態であり、固定の場合は、その影響で脱出が促進した可能性が考えられた。しか

し、レポータージーンアッセイにより、固定処理せずに抗 NPC 抗体の導入による NF-κB の核移

行阻害が示唆れたことから、確かに抗体は細胞質に送達され、抗原に結合していることが認めら
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れた（図 1-6b）。CPP-pAd のエンドソーム脱出をさらに促進させることができれば、抗体による

機能阻害をより効率的に誘導することが可能であると考えられる。 

 また、CPP-pAd の効率的な細胞質への送達には、MTSのような細胞膜を直接透過する機序があ

るのではないかと期待したが、4℃のエネルギー抑制条件下では取り込みはほとんど抑制され（図

1-7a）、エネルギー依存的な取り込みであることが明らかとなった。さらに、その経路としてクラ

スリン介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスの関与が示唆された（図 1-7b,c,d）。

どちらの経路の寄与が大きいかは阻害剤による実験のみでは明確には分からない。クラスリン介

在性エンドサイトーシスは、クラスリンと複合体を形成し、形質膜が陥没するようにして取り込

まれるエンドサイトーシスの主要な取り込みメカニズムであり 66,67) 、ポリマー等を利用したエン

ドソーム膜の破壊やプロトンスポンジ効果がエンドソーム脱出戦略として用いられているが、

CPP-pAd がクラスリン介在性エンドサイトーシスで取り込まれた場合、プロトンスポンジ効果が

エンドソーム脱出に関与していることが示唆された（図 1-9）。一方、マクロピノサイトーシスは、

アクチンにより形質膜が細胞外に突出することで、外来高分子を細胞外液ごと細胞内取り込まれ

ため、数 μmレベルの比較的大きい小胞が形成される特殊な経路であり 68,69) 、キャリアーの取り

込み経路として着目されている。この経路を誘導する素子の一つとしてオクタアルギニンペプチ

ド（R8）が知られているが、これは、R8 が細胞膜上のプロオグリカンに静電的相互作用で結合

し、細胞表面におけるペプチドの濃縮がマクロピノサイトーシス誘導に重要であると考えられて

いる 57) 。データには示していないが、R8 の他に、アルギニン豊富な膜透過性ペプチドとして知

られているウイルス由来ペプチドの TAT、FHVと pAd を修飾したキャリアーにおいても同様に抗

体導入活性を評価したが、CPP-pAd を上回る導入活性を示すキャリアーはなかった。CPP のカチ

オン性領域は、側鎖上に 5つのトリアルギニンユニットが配置された構造をしており、R8やTAT、

FHVのような直鎖上のペプチドとはその立体構造が異なると考えられる。CPP ではその網目構造

が細胞膜へアルギニンの濃縮に有利に働くことで、CPP-pAd はマクロピノサイトーシスによって

効率的に細胞内へ取り込まれたのではないかと推察された。マクロピノサイトーシス経路で取り

込まれた粒子は、ライソソームでの分解を回避可能であるため、細胞質送達に有利であることが

報告されている 61) 。マクロピノソームからのキャリアーの脱出機構は不明な点が多いが、様々な

経路で取り込まれたアデノウイルスの各小胞からの脱出効率を比較した報告では、マクロピノソ

ームが最も内封物質を漏出しやすい膜構造である可能性が示唆されている 70) 。さらに、脂質膜に

膜融合性脂質の DOPEを組み込んだリポソームにアルギニンペプチチドを修飾した場合では、マ

クロピノサイトーシスからの脱出が促進される可能性も報告されている 61) 。CPP はポリアルギニ

ンと DOPEからなる構造であるため、アルギニンによりマクロピノサイトーシスを誘起している

と考えられるが、さらに疎水性部位の DOPE がマクロピノソーム膜と相互作用することにより

CPP-pAd の脱出を促進しているのではないかと考えられた。 
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1-5 小括 

 

本章では、生細胞内に抗体を効率的に導入するための機能性素子として膜透過性素子と protein 

Aを利用した CPP-pAd を開発した。CPP-pAd は市販の抗体導入試薬と比べても、顕著に高い導入

活性を示し、細胞質にまで送達することが可能であることが明らかとなった。また、抗 NPC抗体

を CPP-pAd により導入した結果、NPC の存在部位である核膜に局在が認められ、NF-κB の核内

移行が阻害された。細胞内取り込みには、クラスリン介在性エンドサイトーシス及びマクロピノ

サイトーシスが関与していることが示唆された。さらに、血清存在下でも高い取り込み効率を示

し、細胞毒性はほとんど認められなかった。これらの結果から、CPP-pAd は抗体の機能性を保持

した状態で、効率的に抗体を細胞質へ送達可能であり、低毒性かつ簡便であることからも抗体導

入素子として有用性が高いことが示された。このような素子を利用し、細胞内のがん関連タンパ

ク質を治療標的とすることで、特異性が高く、効率的ながん治療法開発へ応用することが可能で

あると考えられる。 
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第 2 章 体内動態及び細胞内動態制御可能な DDS の開発 

 

2-1 緒言 

 

第 1 章では、CPP-pAd を用いることで、これまで困難であった抗体の効率的な細胞質への送達

が可能であることを示した。しかし、このような膜透過性素子と薬物を連結したキャリアーを in 

vivo 系に適用することは難しい。その理由として、CPP のようなカチオン性キャリアーを静脈内

投与した場合、血清成分と CPP が相互作用するために膜透過性素子の機能性が低下することで、

効率的な細胞内取り込みが期待できないだけでなく、細網内皮系に捕捉されやすいため、EPR効

果を利用した薬物の腫瘍への特異的な送達が難しいため、細胞内への導入活性を維持した状態で、

全身投与型製剤として応用するためには、細胞内送達素子の機能を損なわずに、体内動態も制御

可能な新たな機能性素子を用いた DDSを開発することが必要である。 

そこで、著者らは、CPP などの機能性素子と薬物を単純に直接連結するのではなく、体内動態

や細胞内動態を制御可能な機能性素子が、最適の場所及びタイミングで機能を発揮できるような

DDS を開発するために、リポソームに着目した。リポソームは、脂質二重膜からなる小胞であり、

従来の低分子薬物から機能性高分子化合物までを封入可能である。さらに、生体適合性に優れる

だけでなく、血中滞留性素子や標的化素子を簡便に修飾することが可能である。リポソームは、

既に DDS分野で広く利用されており、上述のような問題を克服可能であるため、全身投与型のが

ん治療 DDSを開発するための基盤キャリアーとして大変魅力的である 71,72) 。これまでに、腫瘍

へ特異的に薬物を送達するため、パッシブターゲティング型とアクティブターゲティング型の 2

種のリポソーム型キャリアーが開発されてきた。パッシブターゲティング型として、序論でも述

べたように、血中滞留性が高く、EPR効果の期待できる PEGを修飾したキャリアーが挙げられる

11,73,74) 。しかし、キャリアーに PEGを修飾することで、PEGのかさ高い立体構造のために、細胞

との親和性が低下し、細胞内に取り込まれにくくなることが問題である。例えば、核酸を封入し

た PEG修飾キャリアーは、PEG未修飾キャリアーに比べて、遺伝子導入効率が著しく低いこと

が報告されている 75) 。そのため、このようなパッシブターゲティング能を有する PEGを修飾し

ただけでは、特に細胞内に取り込まれなければ効果を発揮できない核酸のような機能性高分子へ

の応用は難しく、期待した薬効は得られないと考えられる。そこで、がん細胞の表面タンパク質

に対する抗体やリガンドをリポソーム表面に修飾したアクティブターゲティング型キャリアーが

開発された。これらのキャリアーは腫瘍特異的送達が可能であるだけでなく、抗体やリガンドを

修飾したキャリアーが、がん細胞表面のタンパク質に結合することで、エンドサイトーシス経路

によって効率的に細胞内に取り込まれることから、高い薬効が得られる 35,76) 。その一例として、

がん細胞において発現が亢進しているトランスフェリン受容体を標的とした、トランスフェリン

修飾リポソームが挙げられる 77) 。しかし、このアクティブターゲティング型キャリアーの代表で

あるトランスフェリン修飾リポソームも万全ではなく、最近、標的化素子のトランスフェリンが

血中の血清タンパク質と相互作用することで、その標的化能が大きく低下することが報告された

78) 。したがって、より効率的な腫瘍への送達を目指すためには、可能な限り血清成分との相互作
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用を回避することで、高い血中滞留性が得られるように体内動態を制御することと、腫瘍組織に

到達後にがん細胞に積極的に取り込まれるように細胞内動態を制御することの両方が必要である

と考えられる。 

 そこで、本章では、生体成分との相互作用を回避可能で、かつ細胞内に取り込まれやすい DDS

を開発することを目的とした。そのために、リポソームの表面電荷に着目した。つまり、生理的

条件では負電荷に荷電させることで生体成分との相互作用を回避し、腫瘍へ送達された後に正電

荷に表面電荷が転換することで細胞との親和性が向上するのではないかと考えた（図 2-1）。この

コンセプトに基づいたキャリアーを構築するため、腫瘍微小環境の低 pH を利用した。がん細胞

は増殖が速く、血管新生が追い付かずに低酸素、低栄養、低 pH などの特殊な環境を形成するこ

とが知られているが 79) 、著者は電荷反転の引き金として、腫瘍低 pHに着目した。腫瘍環境の低

pHは、腫瘍の種類により多少の違いはあるものの、大抵は pH 6.5 付近の微弱な低 pHを示すこと

が報告されている 80,81) 。そこで、この腫瘍微小環境の低 pHに応答して、表面電荷が反転するよ

うなリポソームの構築を目指した。しかしながら、pH 6.5 付近の腫瘍環境の微弱な低 pH に応答

可能な素子はこれまでになかったため、新たな機能性素子として slightly acidic pH sensitive peptide 

(SAPSP) を設計し、この SAPSP をリポソームに修飾することで、微弱低 pH応答性キャリアーを

開発した（SAPSP-lipo）。 

本章では、SAPSP の設計及び SAPSP-lipo の機能性について評価することで、得られた知見を

示した。 

 

 

  

図 2-1. 腫瘍環境微弱低 pH応答性キャリアーのコンセプト 

生理的条件の血中から EPR 効果により腫瘍組織へ送達された後に、腫瘍環境の低

pH（pH 6.5）に応答して負電荷から正電荷に表面電荷が反転することで、キャリア

ーの組織への送達と細胞内取り込みが制御可能である。 
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【腫瘍微小環境】
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〈腫瘍低 pH（pH 6.5）〉
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腫瘍環境の低 pH に応答して
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体内動態制御
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2-2 実験方法 

 

2-2-1 材料・機器 

 

1) 材料 

Hos：HR-1 マウス（ヘアレスマウス）は清水実験材料より購入した。B16-F1 細胞は DS ファー

マバイオメディカル株式会社（Osaka, Japan）により、NIH3T3 細胞は、Health Science Research 

Resources Bank（Osaka, Japan）により購入した。DMEM は日水製薬株式会社（Tokyo, Japan）よ

り購入した。L -Glutamine はMP Biomedicals より購入した。EPC はNOF Corporation (Tokyo, Japan) 

より購入した。DOTAP、DOPE、Rh-PE、NBD-PEは Avanti Polar Lipid (Alabaster, AL, U.S.A.)より

購入した。CHEMS、cholesterol (Chol)、fluorescein isothiocyanate-dextran、ECM gel、TMA-DPH、

DPH、Gen Elute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A)より

購入した。DiO、Qdot 655 streptavidin conjugate、LysoTracker Green DND-26、LipofectamineTM 2000 

(LFN2000)は Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。HEPES は DOJINDO (Kumamoto, 

Japan) より購入した。Acid Red 52 (Rhodamine B)、heparin sodium、sucrose、 20% glutaraldehyde 

sodiumは和光純薬工業（Osaka, Japan）より購入した。SephadexTMG-25 Super fine は GE Healthcare

より購入した。VIVASPIN 500 は sartorius stedim biotech より購入した。Micro hematocrit tubes は

VITREX MEDICAL 社より購入した。Borosilicate Glass Disposable Culture Tubes は KIMBLE CHASE

より購入した。リアルタイムPCR 96wellプレートはApplied Bioscienceより購入した。SYBR Premix 

Ex TaqⅡ(2X)、ROX Reference DyeⅡ(50X)は TAKARAより購入した。QIA quick PCR Purification Kit 

は、QUIAGEN より購入した。plasmid pcDNA3.1(+)-luc は Qiagen Endofree Plasmid Giga Kit (Qiagen 

GmbH, Hilden, Germany)を使用して、当研究室で精製されたものを用いた。ルシフェラーゼプライ

マー(forward: 5’-GAGGACCAGGTTGTCTCCTG-3’, reverse: 5’-ATGTAGGCCATGAGGTCCAC-3’)、

Anti-luciferase siRNA (21-mer, 5’-GCGCUGCUGGUGCCAACCCTT-3’, 

5’-GGGUUGGCACCAGCAGCGCTT-3’) 、 negative control siRNA (21-mer, 

5’-UAUUGCGUCUGUACACUCATT-3’, 5’-UGAGUGUACAGACGCAAUATT-3’) は Invitrogen 

(Carlsbad,  CA, U.S.A.) に よ り 合 成 さ れ た も の を 購 入 し た 。 SAPSP 

(stearyl-GGGGHGAHEHAGHEHAAGEHHAHE-NH2) 、 そ の ス ク ラ ン ブ ル 配 列

(stearyl-GGGGHGEAHHAEGHHAEAHHGEAH-NH2) 、 ビ オ チ ン ラ ベ ル 化 SAPSP 

(Biotin-GGGGHGAHEHAGHEHAAGEH)、STR-R8 (stearyl-RRRRRRRR-NH2)は株式会社スクラム

(Tokyo, Japan)に委託合成した。 

 

その他の材料は第 1 章と同じものを使用した。 

 

2) 機器 

超音波水槽は ULTRA SONIOK 14B (NEY, CA, U.S.A.)を使用した。粒子径制御は Mini-Extruder 

Set、nylon filter support、polycarbonate membrane 0.1µm (Avanti Polar Lipids)を使用した。ゼータ電

位、粒子径の測定は Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd.)を使用した。CDスペクトルの測定は 



41 

 

円二色性分散計 J-720WI（日本分光株式会社）を使用した。蛍光偏光の測定は BEACON®2000 

Variable Temperature Fluorescence Polarization System（ハイブリッド有限会社）を使用した。in vivo

イメージングは、Las-4000mini（GEヘルスケア・ジャパン）を使用した。ロータリーエバポレー

ターは Rotary Vacuum Evaporator N-N Series (EYELA)を使用した。クライオプレスはマイクロテッ

ク・ニチオンのクライオプレス CP-100W を使用した。リアルタイム PCRは、7500 リアルタイム

PCRシステム及び Step one リアルタイム PCR システム (Applied Biosystems)を使用した。凍結乾

燥機は FD-1000 (EYELA)を使用した。 

 

その他の機器は、第 1 章と同じものを使用した。 

 

2-2-2 細胞培養  

 

本章ではマウスメラノーマ細胞 B16-F1 細胞、マウス繊維芽細胞 NIH3T3 細胞を用いて実験を行

った。これらの細胞の培養には DMEMを用いた。以下にその調製方法を示した。 

【DMEM】 

DMEMを 4.75 g秤量し、超純水で溶解し 430 mL にメスアップ後、室温で 30 分以上撹拌し、オ

ートクレーブ滅菌（121℃、2 気圧、20 分）した。その後、0.22 μmのフィルターで濾過滅菌した 

3 % L-Glutamine を 9 mL、同様に濾過滅菌した 10 % NaHCO3溶液を適量（約 6 mL）加えた。血清

含有 DMEMには非働化 FBSを 50 mL（10 %）添加し、4℃保存した。以降では、血清不含有 DMEM

を DMEM (-)、血清含有 DMEMを DMEM (+)とした。 

 

その他、細胞の立ち上げ、継代、凍結方法は第 1 章と同様に行った。 

 

2-2-3 SAPSP-lipo、Cationic-lipo、PEG-lipoの調製 

 

1) 試薬調製 

【脂質、ペプチド溶液】 

EPC、DOTAP、Chol は、それぞれ 10 mM となるように EtOH に溶解し、-20℃保存した。

DSPE-PEG2000は 5 mMとなるように、EtOH/CHCl3=1/1 (v/v)の混合溶液で溶解し、-20℃保存した。

SAPSP は 5 mMとなるように滅菌水に溶解し、分注して-20℃保存した。 

 

2) リポソームの調製  

脂質を EPC/DOTAP = 7.6/1（mol/mol）となるようそれぞれガラスの試験管に添加し、vortex 後、

N2ガスで dry up した。CHCl3で再溶解し、N2ガスで dry up することにより脂質膜を作製した。次

に PBS (-)を添加し、5 分以上室温で水和した。バスタイプソニケーターで超音波処理し、

Cationic-lipo とした（最終脂質濃度 10 mM）。その後、総脂質量の 5 mol %となるように SAPSP を

添加し、室温で 30 分インキュベートした。作製したリポソームの物性は PBS (-)で希釈し、Zetasizer 

Nano で粒子径、ゼータ電位を測定した。なお、異なる pH 条件下での物性は、各 pH となるよう
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に HCl で調整した PBS (-)で希釈して測定した。PEG-lipo の調製は、pDNA 封入による体内動態

解析では EPC/DOTAP/Chol/DSPE-PEG2000 = 4/3/3/5（mol/mol/mol/mol%）、in vivo イメージングでは

EPC/Chol/DSPE-PEG2000 = 1.85/1.0/0.15（mol/mol/mol）の組成で混合し、2)と同様の方法で行った

（脂質最終濃度 10 mM）。 

 

2-2-4 In vivo イメージング 

 

1) 試薬調製 

【DiOラベル化リポソームの調製】 

2-2-3 と同様の方法で、脂質溶液に、総脂質量の 10 mol %となるように DiO溶液（1 mg/mL）を

添加して調製した（脂質最終濃度 10 mM）。 

 

2) In vivo イメージングによる組織分布の観察 

B16-F1 細胞を、細胞懸濁液/ECM gel=5/1 (v/v)となるように氷上で ECM gel を混合して 2×107 

cells/mL の細胞懸濁液とした。エーテル麻酔下のヘアレスマウス（Hos:HR-1、7 週齢、雄）の背

部に、細胞懸濁液を 100 µL/匹（2×106 cells/匹）で皮下投与して担がんマウスを作成した。がん移

植 5 日後（腫瘍体積 100 mm3 前後）で、DiO (Ex：470 nm, Em：501 nm)ラベル化 SAPSP-lipo、PEG-lipo

を 200 µL/匹で尾静脈内投与した。24 時間後に、腫瘍及び、肝臓、腎臓、肺、脾臓を摘出し、PBS 

(-)で洗浄した後、in vivo イメージングシステムによりリポソームの組織分布を観察した。  

 

2-2-5 pDNA封入リポソームを用いた体内動態評価 

 

1) pDNA封入リポソームの調製 

HEPES を秤量し、適量の超純水で溶解し、1N NaOHで pH 7.4 に合わせた後、10 mMとなるよ

うにメスアップし、0.22 µmフィルターで濾過滅菌した。調製した 10 mM HEPES buffer (pH 7.4)

を用いて、pDNA、protamine を 0.1 mg/mL に希釈した。負電荷コアを作製するため、以下の式に

従い、N/P=1.0 となるように pDNAと protamine の混合比を決定した(pDNA：Protamine = 0.613：

1)。この比で protamine（0.1mg/mL）に pcDNA3.1-Luc（0.1 mg/mL）を vortex 下で添加し、コアを

作製した。2-2-3 と同様の方法で脂質膜を調製し、作製したコアを添加して水和後、超音波処理に

より pDNA封入 SAPSP-lipo、PEG-lipo を作製した。 

 

Ｎ Ｐ 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =⁄

𝐶𝑝𝑟𝑜 ×
𝑛𝑅

𝑀𝑊𝑝𝑟𝑜

𝐶𝐷 ×
𝑛𝑃

𝑀𝑊𝐷

 

 

 

2) pDNA封入リポソームを用いた pDNAの定量による組織分布の評価 

2-2-4 の 2)と同様に B16-F1 細胞の担がんマウスを作製し、がん移植 5 日後、pDNA 封入

Cpro：protamine 濃度（0.1 mg/mL） 

CD ：pDNA濃度（0.1 mg/mL） 

nR ：protamine 中の Arg残基数（21） 

nP ：pDNAの 1 塩基対あたりの PO4
- 数（2） 

MWpro：protamine の分子量（4249.7） 

MWD ：pDNAの 1 塩基対あたりの平均分子量（約 660） 
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SAPSP-lipo、PEG-lipo（脂質最終濃度 10mM）をそれぞれ 200 µL/匹（pDNA量として 12.4 μg/匹）

尾静脈内投与し、投与 24 時間後に腫瘍及び、肝臓、腎臓、肺、脾臓を摘出した。臓器を凍結破砕

し、投与した pDNAを Gen Elute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit を用いて、メーカーの手

順に従い抽出した。抽出してきた DNAを、QIA quick PCR Purification Kit により精製し、リアル

タイム PCR により定量した。濃度既知の pDNA で検量線を作成し、絶対定量法で pDNA 濃度を

算出した。pDNA抽出に用いた臓器 1mg中の pDNAのコピー数を以下の式に従い算出し、pDNA の

組織分布を評価した。なお、pDNA量は、下記 4) に示す方法で算出した抽出効率で補正した値を

用いた。 

 

コピー数 = 𝑝𝐷𝑁𝐴の 𝑚𝑜𝑙数 × アボガドロ数 =
𝑝𝐷𝑁𝐴の質量（𝑔）

𝑝𝐷𝑁𝐴の分子量
× 6.02 × 1023 

 

4) pDNA抽出効率 

pDNA封入 SAPSP-lipo及び pDNA封入 PEG-lipoをそれぞれ 16.1 μL (pDNA量として 1.0 μg) ず

つと、凍結破砕したマウスの肝臓 20 mg を混合したものについて、pDNAを抽出することで抽出

効率を評価した。pDNAの抽出は、Gen Elute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit を用い、メー

カーの推奨プロトコールに従って行った。抽出した pDNAを、上記 3)と同様の方法でリアルタイ

ム PCRにより定量し、得られた pDNA量を添加した pDNA量(1.0 µg)で除することにより、抽出

効率を算出した。 

 

2-2-6 siRNAのトランスフェクション 

 

1) siRNA封入 SAPSP-lipo の調製 

2-2-5 の 2)と同様の方法で、コアを anti-luciferase siRNA と STR-R8 で作製したものに変更して

調製した。負電荷コアを作製するために、以下の式に従い、N/P=1.05となるように siRNAとSTR-R8

の混合比を決定した（siRNA：STR-R8=0.613：1）。この比で STR-R8（0.1mg/mL）に siRNA（0.1 mg/mL）

を vortex 下で添加し、作製した。 

 

Ｎ Ｐ 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =⁄
𝐶𝑅8 ×

𝑛𝑅

𝑀𝑊𝑅8

𝐶𝑠𝑖𝑅 ×
𝑛𝑃

𝑀𝑊𝑠𝑖𝑅

 

 

 

 2-2-3 の 2)と同様の方法で、作製した siRNAコア溶液を水和に用いた SAPSP-lipo を作製するこ

とで siRNA封入 SAPSP-lipo とした。 

 

2）トランスフェクション 

Luciferase 発現 B16-F1 細胞を 24well プレートに 8×103 cells/well で播種し、37℃、5 % CO2で

CR8：STR-R8 濃度（0.1 mg/mL） 

CsiR ：siRNA濃度（0.1 mg/mL） 

nR ：STR-R8 中の Arg残基数（8） 

nP ：siRNAの 1 塩基対あたりの PO4
- 数（2） 

MWR8：STR-R8 の分子量（1533） 

MWsiR ：siRNAの 1 塩基対あたりの平均分子量（約 660） 
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24 時間インキュベートした。インキュベート後、PBS (-)で洗浄し、siRNA量として 24 pmol/well

となるように、siRNA封入 SAPSP-lipo、PEG-lipoを pH調整DMEM (-) 250 µL中に添加した。37℃、

5 % CO2で 4 時間インキュベート後、培地を DMEM (+) 500 μLに交換し、さらに 44 時間インキュ

ベートした。その後、第 1 章の 1-2-8 と同様の方法でルシフェラーゼ活性の測定を行い、RLU/mg 

protein を算出した。 

 

2-2-7 CDスペクトル解析 

SAPSペプチド単独及び SAPSペプチド修飾ナノ粒子をペプチド濃度が 20 μMになるように pH 

6.5 の PBS (-)において調整し、円二色性分散計 J-720WIでスペクトルを測定した。測定条件は以

下に示した。測定波長：190～260 nm、積算回数：4、走査速度：50 nm/min、time constant：1 sec、

step resolution：0.1 nm 

 

2-2-8 FACSによる SAPSP-lipoの細胞への取り込み評価 

 

1） 試薬調製 

【Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo】 

SAPSP-lipo（10 mM）の総脂質量の 1 mol% となるように Rh-PE溶液を脂質溶液に添加し、2-2-3

と同様の方法で調製した。 

【pH調整培地】 

DMEM (-)に PBS (-)を 50 % (v/v)混合し、37℃に温め、HClで各 pHに調整し、0.22 μmのフィル

ターで濾過滅菌した（用時調製）。 

 

2）FACS 解析 

12well プレートに B16-F1 細胞を 5×104 cells/1mL/well で播種し、5 % CO2、37℃で 24 時間イン

キュベートした。FACS 解析は 1-2-5 と同様の方法を用い、各実験に応じて以下に示すように変更

を加えた。Rhodamine (Ex:557 nm, Em:571 nm) は FL-2 で検出した。 

SAPSP-lipo 及び SAPSP 単独の取り込みの評価は、各 pH調整培地（pH 7.4、6.5、6.0、5.5）に

交換後、SAPSP-lipo の取り込み評価の場合は 1 mol% Rho-PEラベル化 SAPSP-lipo を 25 μL/well

添加し、5 % CO2、37℃で 1 時間インキュベートし、FACS 解析を行った。SAPSP 単独の場合は、

1 μMビオチン化 SAPSP を 2.5 μL/well 添加し（5 nM）、4℃、30 分インキュベート後、1 µM Qdot 655 

streptavidin を 2.5 μL/well 添加した（5 nM）。さらに、5 % CO2、37℃で 1 時間インキュベートし、

FACS 解析を行った。Qdot 655 (Em:655 nm)は、FL-3 で検出した。 

静電的相互作用による細胞膜との結合の評価は、1 unit/mL ヘパリン含有 pH調整培地 500 μLに

交換した後、4℃、30 分インキュベートし、上清除去後、1 mol % Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を

25 μl/well 添加した。4℃で 1 時間インキュベート後、FACS 解析を行った。 

エンドサイトーシス阻害による細胞内取り込み経路の評価は、クラスリン介在性エンドサイト

ーシス阻害剤として 0.4 M sucrose 含有 pH調整培地に交換後、5 % CO2、37℃、30 分、マクロピ

ノサイトーシス阻害として 5 mM amiloride 含有 pH調整培地に交換後、5 % CO2、37℃、10 分、
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それぞれプレインキュベートした。その後、1 mol % Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を 25 μl/well 添加

し、さらに 1 時間インキュベート後、FACS 解析を行った。 

エネルギー非依存的細胞内取り込みの評価の場合は、pH調整培地 (0.4M sucrose 含有) に交換

した後、4℃、30 分、プレインキュベートし、1 mol % Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を 25 μl/well 添

加した。さらに 4℃、1 時間インキュベート後、FACS 解析を行った。 

 

2-2-9 CLSMによる SAPSP-lipoの細胞内動態の観察 

 

0.002 % PLL溶液でガラス部位をコートした 35 mmガラスボトム dish に B16-F1 細胞を 1×105 

cells/2mL/dish で播種し、5 % CO2、37℃で 24 時間インキュベートした。pH調整培地に交換後、以

下の操作を行った。SAPSP-lipo の細胞内動態の観察には、1 mol % Rh-PE ラベル化 SAPSP-lipo を

50 µL/dish 添加し、5 % CO2、37℃で 1 時間インキュベートした。SAPSP 単独の細胞内動態観察に

は、1 µMビオチン化 SAPSP を 5 µl/dish 添加し、4℃で 30 分インキュベートした。その後 PBS (-)

で細胞を洗浄後、1 µM Qdot 655 streptavidin を 5 µl/dish 添加し、5 % CO2、37℃で 1 時間インキュ

ベートした。エンドソーム・ライソソーム、及び核の染色は 1-2-6 と同様の方法を用いたが、エ

ンドソーム・ライソソームの染色は LysoTracker GreenTM DND-26 (Ex:504 nm, Em:511 nm)を使用し

た。Zeiss LSM 510 METAで観察を行い、レンズは油浸 63 倍対物レンズ (Plan-Apochromat 63x/1.4 

Oil DIC)を用いた。Malti track (DAPI/FITC/Cy3)を用い、アルゴンレーザー(488 nm)、ヘリウムネオ

ンレーザー(543 nm)、Diode レーザー(405 nm)を用いて励起し、観察した。 

エネルギー非依存的経路による細胞内取り込みの観察の場合は、0.002 % PLL溶液でガラス部

位をコートした 96 well imaging plate に 5×103 cells/100 µL/well で播種し 5 % CO2、37℃で 24 時間

インキュベートした。pH 調製培地に交換後、1 mol % Rh-PE ラベル化 SAPSP-lipo または

Cationic-lipo を 5 µL/well 添加し、4℃で 1 時間インキュベートした。PBS (-)で 3 回洗浄後、2 %グ

ルタルアルデヒドを添加し 4℃で 1 時間インキュベートして固定した。PBS(-)で 3 回洗浄後、核

を染色した。Zeiss LSM 510 METAで観察を行い、レンズは油浸 63 倍対物レンズ(Plan-Apochromat 

63x/1.4 Oil DIC)を用いた。Malti track (DAPI/Cy3)を用い、ヘリウムネオンレーザー(543 nm)、Diode

レーザー(405 nm)を用いて励起し、観察した。 

 

2-2-10 蛍光偏光度測定による膜流動性評価 

 

1) TMA-DPH、DPH含有 DMPCリポソームの作製 

 TMA-DPH/DMPC=1/500 (mol/mol)、DPH/DMPC=1/300 (mol/mol)で混合し、2-2-3 と同様の方法で

脂質膜を作製した。脂質膜は真空デシケーター内で overnight した後、PBS (-)で 5 分水和し、バス

タイプソニケーターで超音波処理してリポソーム液とした。その後、TMA-DPH 含有リポソーム

を VIVASPIN 500 により限外濾過し、未封入 TMA-DPHを分離し精製した。 

 

2) 膜流動性の測定 

作製したDPH及びTMA-DPH含有DMPCリポソームとSAPS-lipoをリポソーム/ペプチド＝50/1 
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(v/v)となるように pH 7.4 及び pH 6.5 の PBS(-)において混合し、BEACON® 2000 Fluorescence 

Polarization System を用いて 15℃における蛍光偏光度を測定した。下記の式にしたがって異方性

値を算出した。 

 

異方性（𝑟） =
𝐼𝑉𝑉 − 𝐺 ∙ 𝐼𝑉𝐻

𝐼𝑉𝑉 + 2𝐺 ∙ 𝐼𝑉𝐻
 

 

 

 

2-2-11 溶血試験 

  

1-2-9 と同様の方法で行い、必要に応じて次のように変更した。各 pH（7.4、6.5、6.0、5.5）に

調整した PBS (-)と赤血球懸濁液を決定した希釈倍率で希釈し、赤血球試験液とした。160 μLのリ

ポソーム溶液と各 pHの赤血球試験液 40 μL を混合し、37℃、1 時間、混和させながらインキュベ

ートした。その後、遠心分離（3000 rpm、4℃、5 分）し、得られた上清の 540 nmでの吸光度を

Plate manager (TECAN)で測定した。 

 

 

溶血率（%） = 𝑂𝐷540∙𝑙𝑖𝑝𝑜 𝑂𝐷540∙低⁄ × 100 

 

 

2-2-12 膜融合能評価 

 

1) 脂質膜と内水層の二重ラベル化リポソームの調製 

2-2-3と同様の方法を用い、総脂質量の 3 mol%のNBD-PEを加えて脂質膜を作製し、0.5 mM Acid 

Red 52 (Rhodamine B)の PBS (-)溶液を添加し、リポソームを作製した（脂質最終濃度 0.55 mM）。

作製したリポソームを SephadexTMG-25 Super fine を使用してゲル濾過した後、VIVASPIN 500 を

用いて限外濾過することにより、未封入 Rhodamine B を分離し精製した。 

 

2) CLSM観察による膜融合能評価 

0.002 % PLL 溶液でコートした 96 well imaging plateに 5×103 cells/100 µL/wellで播種し 5 % CO2、

37℃で 24 時間インキュベートした。PBS (-)で Wash 後、pH調製培地（0.4M sucrose 含有）に交換

し、NBD-PE (Ex:460 nm, Em:535 nm)と Rhodamine B (Ex:565 nm, Em:585 nm)の二重ラベル化リポソ

ームを 5 µL/well添加し、4℃で 1時間インキュベートした。その後DMEM (+)で 3回洗浄し、DMEM 

(+) 100 μLを添加し、観察した。Zeiss LSM 510 META で観察を行い、レンズは油浸 63 倍対物レ

ンズ(Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC)を用いた。Malti track (FITC/Cy3)を用い、アルゴンレーザー

(488 nm)、ヘリウムネオンレーザー(543 nm)を用いて励起し、観察した。 

 

IVV：垂直の偏光で励起し、垂直の偏光成分の示す蛍光強度  

IVH：水平の偏光で励起し、垂直の偏光成分の示す蛍光強度 

G ：IHV/IHH  

IHV 垂直の偏光で励起し、水平の偏光成分の示す蛍光強度 

IHH 垂直の偏光で励起し、垂直の偏光成分の示す蛍光強度 

 

 

OD540・lipo：リポソーム（各サンプル） 

での吸光度（540 nm） 

OD540・低 ：低張溶液での吸光度（540 nm） 
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2-2-13 スペクトルイメージングによる FRET解析 

 

1) 脂質膜の二重ラベル化リポソームの調製 

2-2-3 と同様の方法を用い、脂質に総脂質濃度の 3 mol% NBD-PE (Ex:460 nm, Em:535 nm)、1 

mol% Rh-PE (Ex: 560 nm, Em:583 nm)を添加し、脂質膜を二重ラベル化したリポソームを調製した。 

 

2) スペクトルイメージング 

0.002 % PLL 溶液でガラス部位をコートした 96 well imaging plate に 5×103 cells/100 μL/well で

播種し 5 % CO2、37℃で 24 時間インキュベートした。pH 調整培地に交換し、二重ラベル化

SAPSP-lipo または Cationic-lipo を 5 μL/well 添加し、4℃で 1 時間インキュベートした。その後、

DMEM (+)で 3 回洗浄し、LSM 510 METAを用いて、スペクトル情報を取得した。FRET の評価は

以下のように行った。FRETのドナーNBDを励起するために 488 nmの波長のレーザーを照射し、

506-634.5 nm 間のスペクトル情報を得た。この時、ダイクロイックミラーは HFT405/488 を用い

た。取得した画像の中で細胞膜に局在するドットを選択し、そのスペクトル情報より下記の式に

従って膜融合の指標 relative fluorescence intensityを算出した。 

 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 =
𝐹𝐼530

𝐹𝐼590
 

 

  

FI530：530nmの蛍光強度（NBD） 

FI590：590nmの蛍光強度（Rh） 
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2-3 実験結果 

 

2-3-1  SAPSP の設計と SAPSP-lipoの構築 

 

 図 2-1 のコンセプトに基づき、腫瘍環境の微弱な低 pHに応答して表面電荷が負から正に転換

するリポソームを構築するために、塩基性アミノ酸の histidine (His)に着目した。His は酸性環境

下でプロトン化されることで正電荷を有するアミノ酸であり、これまでにも pH応答性素子とし

て His を利用したペプチドやポリマーが多数開発されているが 82) 、これらは、エンドソーム内の

酸性環境である pH 5~6 付近で応答性を示すために、エンドソーム脱出促進素子として利用され

ているものがほとんどである。その理由として、His の pKa は 6.04 であり、腫瘍環境の pH 6.5 で

はプロトン化されにくいため、より低いpH条件にならないと効果を発揮できないと考えられる。

そこで、著者は His の pKa を上昇させることはできないかと考えた。セリンプロテアーゼである

subtilisin では、その活性部位の His の pKa が、周囲の電荷状態によりシフトすることが報告され

ている 83-85) 。この pKa シフトのメカニズムとして、His 周囲が負電荷を帯びている場合は、His

のプロトン化状態が安定であるために、pKa は上昇するのに対して、正電荷が多い場合は逆にプ

ロトン化状態が不安定となることで pKa が低下すると考えられている。この pKa シフトを利用す

ることで His の pKa を制御したペプチド型の微弱低 pH応答性素子を開発するためには、His を含

むペプチドの立体構造を考慮し、His に近接するアミノ酸の物性が重要であると考えられる。そ

こで、His の近傍に酸性アミノ酸を配置することで、その静電的相互作用からプロトン化された

His が安定化され、pKa が上昇すると予想し、立体構造を考慮した上で His の近傍に glutamic acid 

(Glu)を配置したペプチド slightly acidic pH sensitive peptide (SAPSP)を設計した（図 2-2a）。 

この SAPSP をカチオン性リポソームに修飾することで、腫瘍環境の微弱な低 pHに（pH 6.5）

に応答可能なリポソームを作製した（SAPSP-lipo）。SAPSP-lipo は、生理的条件の pH 7.4 では負

電荷の SAPSP がリポソーム表面の正電荷をマスクするために負電荷リポソームとなり、腫瘍環境

の微弱な低 pH（pH 6.5）では SAPSP 中の His がプロトン化され、SAPSP の総電荷が正に反転す

ることで、正電荷を有するリポソーム表面との静電的反発が誘起されることにより、リポソーム

の正電荷が露出し、正電荷リポソームとなると考えられる（図 2-2b）。SAPSP をリポソームの総

脂質量の 5 mol%の濃度で修飾した場合、表面電荷の指標であるゼータ電位は、pH 7.4 では約 -15 

mVであったのが、pH 6.5 で +5 mV付近に上昇したことから、腫瘍環境の微弱な低 pHに応答し

て電荷の反転が可能であることが示唆された（図 2-2c）。また、SAPSP のスクランブル配列

（SAPSP-S）を同様に修飾した場合には、His と Glu は SAPSP と同数であるにも関わらず、いず

れの pHでもゼータ電位の大きな変化は認められなかった。このことから、SAPSP-lipo の表面電

荷の反転には、SAPSP の配列が重要であることが示された（図 2-2c）。また、粒子径については、

pH 7.4 では 170 nm付近で、ばらつきも小さいが、プロトン化が起きていると考えられる pH 6.5

ではばらつきも大きく、粒子径が不均一に増大したリポソームが多く存在していることが示唆さ

れた。さらに pHを 6.0、5.5 と下げた場合では、このような現象は認められなかった（表 2-1）。 
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表 2-1. SAPSP-lipo の粒子径 

 

pH 7.4 6.5 6.0 5.5 

Size (nm) 173 ± 7.6 265 ± 43 198 ± 15 158 ± 5.4 

各 pH に調整した PBS (-) 中で測定した。データは mean ± S.D.で表した。（n =3） 

 

2-3-2 In vivoイメージングによる SAPSP-lipo の腫瘍への集積評価 

 

 生理的条件の pH 7.4 において、負電荷ナノ粒子である SAPSP-lipo が実際に腫瘍へ集積するの

かを検討した。 

 まず、蛍光ラベル化 SAPSP-lipo を用いて、in vivo イメージングにより評価した。リポソーム

の脂質膜を DiOで蛍光ラベル化し、B16-F1 担がんマウスに尾静脈投与 24 時間後の各臓器におけ

る蛍光分布を観察した。比較として、血中滞留性の高い PEG修飾リポソーム（PEG-lipo）も同様

の方法で行った。その結果、SAPSP-lipo 投与で腫瘍組織において蛍光が観察され、その蛍光強度

図 2-2. SAPSP-lipo のコンセプト 

(a) SAPSPの配列。腫瘍環境の微弱低 pH に応答し

て His がプロトン化されるようにGluを配置した。

H：His  E：Glu (b) SAPSP-lipo のキャリアーコ

ンセプト。Cationic-lipo に 5 mol% SAPSP を修飾

した。pH 7.4 では負電荷の SAPSPにより表面がマ

スクされ、腫瘍環境の低 pH（pH 6.5）では SAPSP

が正電荷となることで、脂質の正電荷が露出する。 

(c) SAPSP-lipo 及びそのスクランブル配列を修飾

した SAPSP-S-lipo のゼータ電位。各 pH に調整し

た PBS (-) 中で測定した。データは mean ± S.D.

で示した。（n =3） 

a
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は PEG-lipo と同程度であった。したがって、SAPSP-lipo は腫瘍へ集積することが示唆された（図

2-3a）。次に、ルシフェラーゼをコードする pDNAをリポソーム内に封入し、上記と同様に投与後、

各臓器の pDNA量をリアルタイム PCRにより定量した。その結果、SAPSP-lipo は PEG-lipo と比

べて若干劣るものの、内封した pDNAの腫瘍への集積が認められた（図 2-3b）。 

 これらの結果から、SAPSP-lipo は PEGを修飾しなくても腫瘍へ集積することが示された。 

 

2-3-3 SAPSP-lipoの pHに応答した細胞への取り込み評価 

 

 作製した SAPSP-lipo は腫瘍へ集積することが認められたので、次に、pHに応答して電荷が正

電荷となることで細胞に取り込まれるのかについて検討した。 

 まず、脂質膜を Rh-PEで蛍光ラベル化した SAPSP-lipo を用いて、図示の各 pHに調整した培地

中で B16-F1 細胞への取り込みを FACSにより評価した。その結果、pH 7.4 に対して、pH 6.5 では

約 13 倍の取り込み増大が認められた（図 2-4a,b）。次に、取り込まれた SAPSP-lipo の細胞内動態

を解析するために、同様に蛍光ラベル化した SAPSP-lipo を用いて、CLSM観察により評価した。

その結果、赤で示される SAPSP-lipo は、細胞の中にまで取り込まれており、さらに、緑で示され

るエンドソーム、ライソソームと共局在し、黄色で観察されているのみではなく、赤のドットが

単独で細胞内に観察されたことから、は、細胞質にまで送達されていることが示唆された（図 2-4c）。

そこで、SAPSP-lipo により細胞質に薬物が送達されるのかを確認するため、siRNAを封入し、そ

の遺伝子発現抑制効果（RNAi効果）を評価した。siRNAは細胞質で mRNAを分解することで RNAi

効果を示すため、細胞質に送達されなければ効果を発揮できないと考えられる 86) 。B16-F1 細胞

の Luciferase 安定発現株（B16-F1-Luc）に、anti-luciferase siRNAを封入した SAPSP-lipo を添加し

た結果、Control siRNAを封入した場合に比べて、pH 7.4 では変化なかったのが、pH 6.5 において

は約 60 % 以上の RNAi 効果が認められた（図 2-4d）。したがって、SAPSP-lipo に封入した siRNA

は pH 6.5 で機能性を発揮し、腫瘍環境の微弱低 pHに応答して細胞質に内封送達を送達可能であ

ることが示唆された。 

図 2-3. SAPSP-lipo 及び PEG-lipoの組織分布 

(a) in vivo イメージング。担がんマウス（B16-F1 細胞）に、脂質膜を DiO で蛍光ラベル化した

SAPSP-lipo、PEG-lipo を尾静脈内投与後、24 時間後の各臓器の蛍光をイメージングにより評価し

た。 (b) pDNA (Luc) 封入した SAPSP-lipo、PEG-lipo を (a) と同様に投与し、24 時間後、各臓器

から DNA を抽出し、投与した pDNA をリアルタイム PCR により定量した。データは組織 1 mg

あたりのコピー数を算出し、mean ± S.D. で表した。（n=3） 
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また、SAPSP-lipo は微弱低 pH下のがん細胞特異的に取り込まれるのかを検討するために、正

常細胞のマウス繊維芽細胞NIH3T3細胞を用いて、同様に FACSにより取り込み効率を評価した。

その結果、pH 7.4 に比べて、pH 6.5 では約 10 倍取り込み効率が増大した（図 2-5）。この結果か

ら、SAPSP-lipo の取り込みは、がん細胞特異的なものではなく、pHに依存した取り込みである

ことが示唆された。 

図 2-4.  SAPSP-lipoの細胞内取り込みと遺伝子発現抑制効果 

1 mol% Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を表示の各 pH に調整した培地中で B16-F1 細胞に添加し、

5 % CO2、37℃、1 時間インキュベートした。 (a) FACS解析を行い、細胞への取り込みとして

蛍光強度をヒストグラムで表した。(b) pH 7.4、6.5 での取り込みについて FACS解析を行った。

結果は MFIR を算出し、mean ± S.D.で表した。（***, P<0.001, n=3） (c) CLSM観察により細胞

内動態を観察した。青：核（Hoechst33342） 赤：SAPSP-lipo（Rh-PE） 緑：エンドソーム・

ライソソーム（LysoTracker Green DND-26）  Bar：10 μm (d) anti-luciferase siRNA 封入

SAPSP-lipo の RNAi 効果。B16-F1-Luc 細胞に pH 7.4、6.5 に調整した培地中で anti-luciferase 

siRNA封入 SAPSP-lipo を添加し、5 % CO2、37℃、48 時間インキュベート後、ルシフェラーゼ

活性を測定した。データは、control siRNA を封入した場合のルシフェラーゼ活性を 100 %とし、

mean ± S.D.で表した。（***, P<0.001, n=3） 
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図 2-5.  SAPSP-lipoの正常細胞での取り込み 

1 mol% Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を pH 7.4、

6.5 に調整した培地中で NIH3T3 細胞に添加し、

5 % CO2、37℃、1 時間インキュベート後、FACS

解析を行った。結果は MFIR を算出し、mean ± 

S.D.で表した。（***, P<0.001, n=3）  
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2-3-4 SAPSP 単独での細胞内取り込みの評価 

 

 2-3-3 では pH 6.5 において、SAPSP-lipo が、がん細胞の細胞質へ送達可能であることが示され

たが、その機能性は SAPSP によるものなのかを明らかにするために、SAPSP 単独での細胞内動

態を解析した。SAPSP 単独でも SAPSP-lipo と同様の細胞内動態であれば、SAPSP 自身に pH変化

に応じた細胞質送達能があると考えられる。 

SAPSP の細胞内動態を観察するために、ビオチン化 SAPSP と Qdot 655 ラベル化 streptavidin の

複合体を B16-F1 細胞に添加した。まず、FACS 解析により細胞内取り込みを評価した結果、SAPSP

の取り込み効率は、pH 6.0 までは pH 7.4 と同程度であったが、pH 5.5 まで pHを低下させた場合

に増大した（図 2-6a）。次に、pH 7.4 及び pH 5.5 条件下で CLSM観察を行ったところ、pH 5.5 で

細胞内への取り込みが認められたが、赤の SAPSP はほとんどが緑で示されるエンドソーム・ライ

ソソームと共局在し黄色のドットとして観察された（図 2-6b）。これらの結果から、単独 SAPSP

の微弱低 pHに対する応答性は低く、たとえ pH 5.5 程度の低い pH下であっても細胞質送達能が

ないことが示唆された。したがって、SAPSP がリポソーム膜と相互作用することで、SAPSP-lipo

の微弱な低 pHに応答した細胞質送達が可能となると考えられる。 

 

2-3-5 SAPSP 単独と SAPSP-lipoのペプチド構造変化 

 

 2-3-4 において、SAPSP-lipo の低 pHに応答した細胞内取り込みには、SAPSP とリポソーム膜と

の相互作用が重要であることが示唆された。すなわち、SAPSP が脂質膜と相互作用することでペ

プチドの構造変化がもたらされ、その特殊な構造変化が SASPS-lipo の機能に関与している可能性

が考えられた。 

そこで、pHに応答した SAPSP の構造変化を検討するために、SAPSP 単独と SAPSP-lipo のペプ

チド構造を CDスペクトルにより解析した。CDスペクトルはペプチドの 2 次構造を解析するた

図 2-6 .  SAPSP の細胞内取り込み 

ビオチン化 SAPSPを表示の各 pH に調整した培地中で B16-F1 細胞に添加し、5 % CO2、37℃、

1 時間インキュベートした。 (a) FACS 解析を行い、細胞への取り込みとして蛍光強度をヒスト

グラムで表した。(b) CLSMにより細胞内動態を観察した。青：核（Hoechst 33342） 赤：SAPSP

（Qdot 655） 緑：エンドソーム・ライソソーム（LysoTracker Green DND-26） Bar：10 μm 
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めに広く用いられている方法で、そのスペクトルパターンで 2 次構造の有無や種類などの情報を

簡便に取得することができる 87,88) 。α-ヘリックス構造の場合は、196 nm付近に正の極大、207、

222nm付近に二つの負の極大ピークを示し、β-シート構造の場合は、197 nm付近と 216 nm付近

にそれぞれ正と負の極大ピーク、また、ランダム構造の場合は、196 nm付近に負の極大ピークを

示す。本研究では、SAPSP 単独及び SAPSP-lipo の各 pHでのスペクトルを、平均残基モル楕円率：

MRE（deg･cm2･dmol-1）により算出した。SAPSP 単独の場合では、pH 7.4、6.5 ではランダムコイ

ル型を示し、両者のスペクトルにほとんど変化は認められなかったが、pH 6.0 においてピークが

上昇変化したことから、pH 6.0 付近でプロトン化により構造変化が誘起されていることが示唆さ

れた。一方で、SAPSP-lipo の場合は、いずれの pHでもランダムコイル型のスペクトルを示した

が、pH 7.4 から 6.5 でピークの上昇が認められたことから、pH 7.4 から pH 6.5 で SAPSP の構造が

変化していることが示唆された（図 2-7）。これらの結果から、リポソーム膜と SAPSP との相互

作用により SAPSP の構造が変化し、その変化が物性や取り込みに関与している可能性が示唆され

た。 

 

2-3-6 SAPSP-lipoの細胞への結合様式の解析 

  

 SAPSP-lipo の細胞への取り込みについて詳細に調べるために、その第一段階である細胞への結

合様式について検討した。はじめに BLAST によるホモロジー検索を行った結果、SAPSP 配列と

相同性が高い配列は特に見つからず、SAPSP-lipo は細胞の特異的タンパク質を介して結合してい

る可能性は低いと考えられた。 

図 2-7 .  SAPSP 単独、SAPSP-lipoの pHによる CDスペクトル変化 

SAPSP単独（左図）、SAPSP-lipo（右図）の示された各 pH での CD スペクトル。それぞれの場

合においてペプチド濃度 20 µMで測定した。 
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一般的に、カチオン性のナノ粒子の場合は、細胞膜表面に存在するヘパラン硫酸との静電的相

互作用により細胞膜と結合することが知られている 89,90) 。ヘパラン硫酸は、負電荷を帯びた多糖

で、ヘパラン硫酸プロテオグリカンの糖鎖成分である。そのコアタンパク質の局在により、シン

デカンやグリピカンなどのような細胞膜表面に存在するものや、パーレカンなどのような基底膜

に存在するものがある 91) 。そこで、SAPSP-lipo の細胞との結合にこのヘパラン硫酸を介した静

電的相互作用が関与しているか検討するために、ヘパリンを用いた。ヘパリンは、ヘパラン硫酸

の一種であり、ヘパラン硫酸を介した静電的結合を競合的に抑制することが可能である。このヘ

パリンで前処理し、静電的相互作用による結合を抑制した場合の pH 6.5 における SAPSP-lipo と

細胞との結合活性を FACS により評価した（図 2-8a）。また、静電的相互作用で結合するカチオニ

ックリポソーム（Cationic-lipo）も同様に評価した。その結果、Cationic-lipo ではヘパリンの前処

理によりほぼ完全に細胞結合活性が抑制された。一方で、SAPSP-lipo ではヘパリンによる抑制は

約 30 %程度であったことから、SAPSP-lipo の細胞への結合には静電的相互作用以外の結合様式も

関与していることが示唆された（図 2-8b）。 

そこで、SAPSP の微弱低 pHにおける構造変化により、細胞の脂質膜と相互作用しているので

はないかと考えた。これまでにも、低 pHに応答してペプチド構造が変化することにより、細胞

膜を貫通するように透過するペプチドなどが報告されていることから 92,93) 、SAPSP も、pH 6.5

で構造変化することで、細胞の脂質膜に挿入されるような形式で細胞へ結合するのではないかと

考えた。そこで、生体膜モデルリポソームを用いて、蛍光偏光法により膜流動性を評価すること

で SAPSP の細胞膜への挿入状態を検討した。この方法により、Hunt JFらは、α-ヘリックス構造

をとるペプチドがモデル脂質膜に挿入されることを明らかにしている 94) 。本研究では、蛍光物質

として 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) 及び N,N,N-trimethyl-4-(6-phenyl-1,3,5-hexatrien-1-yl) 

－－

－
細胞膜

ヘパラン硫酸
プロテオグリカン

－－

－

＋＋

カチオン性キャリアー

静電的
相互作用

ヘパリン

＋＋

－
結合

－ －

結合抑制

0細
胞
へ
の
結
合

(r
a

ti
o

)

0.5

1.0

1.5

2.0

+hep. +hep.

SAPSP Cationic
-lipo -lipo

**

a b

図 2-8.  ヘパリン処理での細胞への結合評価 

(a) カチオン性キャリアーのヘパラン硫酸への結合とヘパリン処理による抑制の概要図。 

(b) ヘパリンで前処理した後、1 mol % Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo または Cationic-lipoを 

B16-F1 細胞に添加し、4℃、pH 6.5 で 1 時間インキュベート後、FACS によりリポソーム

の細胞への結合を評価した。結果は、ヘパリン前処理していない MFIR を 1 とした場合の割

合で示した。データは mean ± S.D.として示した。(***, P<0.01, n=3) 
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phenylammonium p-toluenesulfonate (TMA-DPH)を用いたが、これらは同一構造の発蛍光性骨格を有

し、蛍光特性は一致している。しかし、その脂質膜内における局在は異なり、脂溶性の DPHが脂

質膜深部に局在するために、疎水部の流動性を解析することができるのに対し、カチオン性部位

を有する TMA-DPHはリン脂質のアニオン性極性部と相互作用するために脂質膜表面に局在し、

親水部の流動性を解析するために用いられている（図 2-9a）95,96) 。これらの DPH及び TMA-DPH

の蛍光偏光の変化を解析することで、脂質膜内のペプチドや膜たんぱく質の存在を高感度に感知

できるため、細胞膜内におけるSAPSPの存在状態を推測することが可能であると考えられる 97-99) 。

そこで、DPHまたは TMA-DPHで標識した 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC)リ

ポソームを生体膜モデルとして用いて、SAPSP-lipo と混合後の蛍光偏光を測定することにより、

SAPSP の生体膜への挿入状態を検討した。また、コントロールとして、上記（図 2-8b）で示され

たように、主に静電的相互作用によって生体膜と結合し、膜に挿入されないと考えられる

Cationic-lipo を用いた。その結果、DPH標識したリポソームでは pH 7.4、pH 6.5 いずれの条件下

でも SAPSP-lipo と Cationic-lipo 間で変化は認められなかった（図 2-9b）。一方で、TMA-DPH標識

したリポソームでは、pH 6.5 において、SAPSP-lipo の蛍光偏光度が、Cationic-lipo に比べて、有

意に増大した（図 2-9c）。 

したがって、SAPSP-lipo 表面の SAPSP が細胞膜の親水性部位に挿入されることで、SAPSP-lipo

が細胞に結合することが示唆された。 

 

 

 

 

図 2-9 .  蛍光偏光法による 

膜流動性評価 

DPH または TMA-DPH を含有し

た生体膜モデルリポソームであ

る DMPC リ ポ ソ ー ム に 、

SAPSP-lipo または Cationic-lipo

を混合し、pH 7.4、pH 6.5 でそ

れぞれの蛍光偏光度を測定した。

縦軸は DMPC のみの偏光度を 1

とした場合の比率を示した。(a) 

蛍光物質 DPHと TMA-DPHの構

造と脂質膜内の局在。DPH は疎

水部、TMA-DPH は親水部に存在

する。(b) DPH 含有 DMPC リポ

ソーム（疎水性部位を反映） (c) 

TMA-DPH 含有 DMPC リポソー

ム（親水性部位を反映）それぞれ

のデータはmean ± S.D.として示

した。(**, P<0.01, n=3) 
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2-3-7 SAPSP-lipoの細胞内取り込み経路の解析 

 

 これまでの検討で、SAPSP-lipo は微弱な低 pHに応答して細胞質に送達されることが示された

ので、この細胞内への取り込み経路について詳細に検討した。一般に、リポソームの細胞内への

取り込み経路は、エネルギー依存的な経路と、エネルギー非依存的な経路に大別される。エネル

ギー依存的経路との代表として、エンドサイトーシス経路があり、さらにクラスリン介在性エン

ドサイトーシス、マクロピノサイトーシス、カベオラ介在性エンドサイトーシスに細分される

100,101) 。エネルギー非依存的経路としては、膜融合や膜透過など、細胞内に直接取り込まれる経

路が考えられる（図 2-10）。 

 

まず、エネルギー依存的なエンドサイトーシス経路について検討するために、エンドサイトー

シスの主要な経路であるクラスリン介在性エンドサイトーシスの阻害剤 sucrose、及びマクロピノ

サイトーシスの阻害剤 amiloride存在下でのSAPSP-lipoの取り込み効率をFACSにより評価した。

その結果、SAPSP-lipo の細胞内取り込みは sucrose 存在下で有意に抑制されたが、amiloride 存在

下では取り込みに変化は認められなかった（図 2-11a,b）。したがって、SAPSP-lipo はクラスリン

介在性エンドサイトーシス経路を介して、細胞内に取り込まれることが示唆された。 

次に、エネルギー非依存的な経路について検討するために、低温条件の 4℃下における

SAPSP-lipo の細胞内取り込みを、FACS を用いて評価した。その結果、エネルギー依存的経路で

取り込まれることが知られている Cationic-lipo は、4℃でインキュベートすることによって細胞

への取り込みが有意に抑制されたのに対し、SAPSP-lipo では 37℃と同程度の細胞内取り込みが認

められた（図 2-12a）。そこで、4℃条件でも SAPSP-lipo が細胞内に取り込まれているかを調べる

ために、 蛍光ラベル化 SAPSP-lipo を用いて、CLSM観察により評価した。その結果、赤で示さ

れる SAPSP-lipoが 4℃条件下でも確かに細胞内に取り込まれている様子が観察された（図 2-12b）。

したがって、SAPSP-lipo の細胞内取り込みには、エンドサイトーシスのみならず、エネルギー非

依存的な経路も関与することが示唆された。 

 

図 2-10 .  リポソームの細胞質取り込み経路 

一般的にエネルギー依存的な経路とエネル

ギー非依存的な経路に大きく分けられる。エ

ネルギー依存的な経路として、エンドサイト

ーシスにより取り込まれ、そこから脱出する

経路、エネルギー非依存的な経路として、膜

融合などによる直接的な取り込み経路が考

えられる。 

リポソームの細胞内取り込み経路

エンドサイトーシス
膜融合

エネルギー依存的
エネルギー非依存的

エンドソーム脱出



57 

 

 

 

a

0

0.5

1.0

1.5

37 (℃)374 4

SAPSP Cationic
-lipo -lipo

細
胞
へ
の
取
り
込
み
効
率

(M
F

IR
)

37 oC 4 oC
*

b

図 2-12 .  SAPSP-lipo の細胞内取り込みのエネルギー非依存的経路の関与 

(a) pH 6.5 条件下で 1 mol% Rh-PEラベル化 SAPSP-lipoを 37℃または 4℃で 1 時間イ

ンキュベート後、FACSにより細胞への取り込みを評価した。コントロールとして

Cationic-lipo を用い、同様に評価した。結果は、37℃での取り込みを 1 とした場合の割

合で示した。データはmean ± S.D.として示した。(*, P<0.05, n=3) (b) 4℃条件で (a) と

同様の方法でインキュベート後、グルタルアルデヒドにより固定し、CLSM 観察により

細胞内取り込みを評価した。青：核 (Hoechst33342) 赤：SAPSP-lipo (Rh-PE) Bar：

10 μm  

図 2-11.  エンドサイトーシス経路による取り込み評価 

エンドサイトーシスの各阻害剤で前処理後、1mol % Rh-PEラベル化 SAPSP-lipo を pH 

6.5 条件下で B16-F1 細胞に添加し、4℃で 1 時間インキュベート後、FACSにより細胞

内取り込みを評価した。 (a) クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害剤の sucrose 存

在下での評価。コントロールとして transferrin を用いて同様に行った。 (b) マクロピノ

サイトーシス阻害剤の amiloride 存在下での評価。コントロールとして dextran を用いて

同様に行った。結果は、阻害剤非存在下での MFIR を 1 とした場合の割合で示した。デ

ータは mean ± S.D.として示した。(*, P<0.05, **, P<0.01, n=3) 
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2-3-8 SAPSP-lipoの細胞膜との直接的な相互作用 

 

 SAPSP-lipoの細胞内への取り込みにエネルギー非依存的な経路が関与していることが示唆され

たため、まず、SAPSP-lipo と生体膜との直接的な相互作用について検討した。本評価は、第 1章

の図 1-9a と同様に、赤血球画分を用いた溶血試験により行った。SAPSP が直接細胞膜に相互作用

することが、細胞内への取り込みの促進に影響している場合、赤血球が溶血すると予想される。

比較として、生体膜と静電的相互作用するこでエンドサイトーシス経路によって細胞内に取り込

まれる Cationic-lipo でも同様に評価した。その結果、低 pHにおいても、Cationic-lipo と同様、

SAPSP-lipo でも溶血率に大きな変化は認められなかったことから、SAPSP の膜に対する直接的な

相互作用が取り込みに関与している可能性は低いと考えられる（図 2-13）。                  

 

2-3-9 SAPSP-lipoの膜融合による取り込み評価 

 

次に、SAPSP-lipo の細胞内取り込みメカニズムとして膜融合に着目した。SAPSP-lipo の脂質膜

を NBD-PEで蛍光ラベル化し、さらに内水相に Rhodamine を封入することで、SAPSP-lipo の膜融

合能を評価した。このような二重ラベル化リポソームが、細胞膜に結合している状態では、リポ

ソーム膜の NBDの緑と内封 Rhodamine の赤が重なり黄色のドットとして観察され、膜融合が誘

起された場合は、脂質膜の緑が消失し、内封 Rhodamine の赤が細胞内に拡散する様子が観察され

ると予想される（図 2-14a）。本研究では、エネルギー依存的経路を抑制するために、4℃条件下

で実験を行い、二重ラベル化 SAPSP-lipo の pH 6.5 における細胞内挙動を CLSMで観察した。ま

た、エンドサトーシスで取り込まれる Cationic-lipo も同様に二重ラベル化して行った。その結果、

Cationic-lipo の場合は、細胞膜上に黄色のドットが多数観察され、リポソームの状態で結合して

いることが示唆された。一方、SAPSP-lipo は、黄色のドットのみならず、赤色が単独で観察され、

ドット状や、細胞内に薄く拡散している様子が認められたことから、一部、脂質膜の NBDが消

失し、膜融合が誘起されている可能性が示唆された（図 2-14b）。 
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図 2-13. 溶血試験 

表示の pH 条件で赤血球試験液と

SAPSP-lipo、Cationic-lipo を混合し、

37℃、1 h インキュベート後、吸光度を

測定した（540 nm）。低張液で完全に膜

破壊した場合の吸光度を 100 %とし、そ

の割合で表した。 
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2-3-10 FRETを利用したスペクトルイメージングによる膜融合活性の解析 

 

 2-3-9 で、SAPSP-lipo は細胞膜と膜融合することで細胞質に送達されている可能性が示唆された

ので、その膜融合活性について、fluorescence resonance energy transfer（FRET）を利用した CLSM

のスペクトルイメージングにより評価した。 

 FRET は、一方の蛍光分子（ドナー）の蛍光スペクトルと他方の蛍光分子（アクセプター）の

吸収スペクトルの重なりが大きい場合、十分に近接した条件で、ドナーの励起エネルギーが直接

移動しアクセプターの蛍光を励起する現象である。図 2-15a に示すように、NBD (Ex:470 nm, 

Em:530 nm)と Rhodamine（Rh）(Ex:560 nm, Em:590 nm) では、NBDの蛍光スペクトルと Rh の吸

収スペクトルは重なり、それぞれ FRET のドナー、アクセプターとなることが知られている。FRET

が生じるには分子間の距離が重要であり、その距離は分子によって異なるが、NBDと Rh では約

10 nm以下であることが知られており 102, 103) 、その場合には、NBDの励起波長（470 nm）で励起

させると、FRET が誘起され、NBDの蛍光（530 nm）は消失し、Rh の蛍光（590 nm）が検出さ

れる（図 2-15a）。この NBDと Rh の FRET をリポソームの膜融合活性の評価に利用する方法は

これまでにも報告されている 104-406) 。リポソームの脂質膜を NBD-PE、Rh-PEでラベル化するこ

とで、リポソームの状態では NBDと Rh が十分に近接しているため、FRET が起こり、NBDの蛍

光は消失する。一方、リポソームと細胞間で膜融合が起きた場合は、リポソームの脂質膜が細胞

膜と一緒になるため、NBDと Rh は細胞膜に拡散し、両分子間の距離が増大することで FRET が

解消され、NBDの蛍光が回復すると考えられる（図 2-15b）。 

 

図 2-14 .  SAPSP-lipo の膜融合能評価 

(a) 二重ラベル化リポソームによる膜融

合能評価の概要図。細胞に結合状態では

黄色のドットで、膜融合が起きた状態で

は脂質膜の緑が消失し、内封物の赤の蛍

光が観察されると考えられる。 (b) 脂質

膜を NBD-PEでラベル化し、Rhodamine

を内封したリポソームを 4℃、pH 6.5 条

件で 1 時間インキュベート後、CLSM に

より細胞内取り込みの様子を観察した。

緑：リポソーム膜（NBD-PE）赤：内水

層（Rhodamine） Bar：10 μm Cationic-lipo SAPSP-lipo

膜融能合評価
脂質膜：NBD-PE

内封：rhodamine

結合

融合

黄色のドット
で観察

脂質膜の緑の消失
内封物の赤の拡散

b
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そこで、この FRET 解消を CLSMのスペクトルイメージングを用いて NBDの 530 nmの蛍光の

回復を観察することで膜融合能を評価した。スペクトルイメージングは、画素ごとに、波長情報

を持たせて画像を取得する方法であり、波長ごとの蛍光強度が得られる。SAPSP-lipo と、そのコ

ントロールとして膜融合能を有さない Cationic-lipo について、それぞれ脂質膜を NBD-PE、Rh-PE

でラベル化し、4℃、pH 6.5 条件下で B16-F1 細胞に添加し、細胞膜上に観察されるドットについ

てスペクトル情報を取得した。その結果、Cationic-lipo では、NBDの蛍光の回復はほとんど認め

られず、リポソーム膜の維持した状態で細胞に結合していることが示された。一方で、SAPSP-lipo

は、細胞膜表面の一部では 530 nm付近の NBD蛍光強度が上昇し、FRET の解消が認められたこ

とから、膜融合が起こっていることが示唆された（図 2-16a,b）。そこで、細胞ごとに細胞膜表面

上のドットのスペクトル情報から、590 nmに対する 530 nm の相対蛍光強度 (relative fluorescence 

intensity) を算出することで、FRET 解消率を評価した。さらにこれらの平均相対蛍光強度（FRET

解消率）を各細胞で比較し、膜融合活性を評価した。その結果、Cationic-lipo に比べ、SAPSP-lipo

では、平均相対蛍光強度（FRET 解消率）は高いことが示された（図 2-16c）。したがって、SAPSP-lipo

は一部、細胞膜上での膜融合活性を有し、細胞質に効率よく送達されていることが示唆された。 

 

図 2-15.  FRET を利用した膜融合活性評価 

(a) NBD、Rh-PEの吸収、蛍光スペクトル（左図）。緑点線：NBD 吸収、緑実線：NBD 蛍光、

赤点線：Rh 吸収、赤実線：Rh 蛍光。黄色の部分が NBD の蛍光と Rh の吸収の重なりを示す。 

右図は NBD と Rh の FRET の概要図。 (b) NBD、Rh ラベル化リポソームにより FRET を利

用した膜融合活性評価の概要図（左図）。右図は FRET 解消時のスペクトルイメージングを

示した。 
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2-3-11 SAPSP-lipoの安定性及び血清、イオン強度の及ぼす影響 

  

 SAPSP-lipo は腫瘍環境の低 pH に応答して機能性を発揮することが示唆されたが、表面電荷の

変化を利用していることから、in vivo 系に応用するためには、その物性の安定性や血清、イオン

強度の影響について検討する必要がある。 

 まず、SAPSP-lipo の物性に対する温度と時間の影響について検討した。SAPSP-lipo を、各 pH

に調整した PBS (-)に懸濁し、インキュベート後、表面電荷の指標となるゼータ電位を測定した。

その結果、37℃においては、pH 7.4、pH 6.5 のどちらの pHにおいてもほとんど温度による変化は

なく、また時間依存的な変化も認められなかった（図 2-17a）。しかし、4℃の条件下では、表面

電荷は速やかに変化し、pH 7.4 では約 10 mV程度、pH 6.5 では約 5 mV程度ゼータ電位が上昇し

た。しかし、この条件における時間依存的な変化は認められなかった（図 2-17b）。 

 

図 2-16. スペクトルイメージングによる FRET 解消率（膜融合活性） 

3.5 mol% NBD-PE及び 1mol % Rh-PEで脂質膜をラベル化した SAPSP-lipo を B16-F1細胞

に添加し、sucrose 存在下、4 ℃、1 時間インキュベート後、CLSMのスペクトルイメージ

ングにより細胞内で FRET を観察した。コントロールとして Cationic-lipo も同様に行った。 

(a) 細胞表面のリポソームのドットをプロットした。 (b) プロットした各ドット (a) のスペ

クトルイメージング。最大の蛍光強度に対する相対蛍光強度で表した。 (c) 1 細胞ごとの平

均相対蛍光強度。相対蛍光強度は 590 nmに対する 530 nm の蛍光強度を算出した。それぞ

れ、10 細胞以上で評価した。赤線は各細胞の平均を示す。 
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 次に、生体への投与を考え、血清存在下での影響を検討した。表面電荷は FBSの存在下で変化

し、FBS含有量の増大とともに上昇した（図 2-18a）。また、細胞への取り込み効率は 10 % FBS

の存在下ではいずれの pHでも若干増大したが、20 % FBSの存在下では pH 6.5 で減少し、pH 7.4

では若干の増大が認められた（図 2-18b）。したがって、いずれの pHにおいても血清と相互作用

している可能性は否定できないが、10 % 程度であれば、pHに応答した取り込みの差は保たれて

いた。なお、比較として、PEG-lipo においても同様に血清存在下での取り込みを評価したところ、

pHによる差は認められなかったが、FBSの存在下では、その細胞内取り込みは減少した。さらに、

pH 7.4 においても非常に高い取り込みが認められたことから、PEG修飾リポソームであっても血

清の影響を受けることが示唆された（図 2-18c）。 

図 2-17. 温度と時間による表面電荷の変化 

SAPSP-lipoを pH 7.4、pH 6.5 に調整した PBS(-) 中で、37℃ (a) 及び 4℃ (b) の条件下で

24 時間インキュベートした。図示の時間にサンプリングし、レーザードップラー法によりゼ

ータ電位を測定した。結果は、調製時の pH 7.4、pH 6.5の ζ-potential の値と各サンプルの

ζ-potential の値の差の絶対値で表した。データは mean ± S.D.で表した。（n=3） 
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図 2-18. 血清存在下での表面電荷及び細胞への取り込み効率 

(a) SAPSP-lipo を pH 7.4、pH6.5 に調整した PBS(-)中に 10 %または 20 %FBS 存在下でレーザー

ドップラー法によりゼータ電位を測定した。結果は、FBS(- )の pH 7.4、pH6.5の ζ-potential の値

と各サンプルの ζ-potential の値の差の絶対値で表した。細胞への取り込み効率は、B16-F1細胞 pH

を調整した培地に SAPSP-lipo (b) または PEG-lipo (c) を添加し、FACS解析により評価した。 デ

ータは mean ± S.D.で表した。（**,P<0.01, n=3） 
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 また、リポソーム膜とペプチド間、またはペプチドと細胞膜間との静電的相互作用には、周囲

のイオンの影響を強く受ける可能性が考えられる。これまでに、DOTAP 含有のカチオン性リポ

ソームと DNAとの lipoplex において、イオン強度の増大によって DNAのリポソーム間の静電的

相互作用が減弱し、lipoplex が不安定化されることや 107) 、生体膜モデルの負電荷リポソームとカ

チオン性ペプチドの静電的相互作用においてもイオン強度の影響を強く受けることが報告されて

いる 108) 。そこで、SAPSP-lipo の表面電荷と細胞取り込みに対するイオン強度の影響を検討した。

その結果、表面電荷は NaCl の濃度を増大させても大きな変化はなく、pHによる変化もほとんど

認められなかったことから、イオン強度による影響は少ないことが示唆された（図 2-19a）。

SAPSP-lipo の細胞内取り込みへのイオン強度の影響を FACS 解析により評価した結果、pH 6.5 で

の取り込みは NaCl 濃度の増大に伴い減少したが、pH 7.4 においては、0.3 M NaCl存在下でもほ

とんど変化は認められなかった（図 2-19b）。比較として、Cationic-lipo でも同様に評価したが、

NaCl濃度の増大に伴い、細胞内取り込みが顕著に減少した（図 2-19c）。したがって、SAPSP-lipo

に限らず、正電荷リポソームでも、高いイオン強度では静電的相互作用による細胞結合が抑制さ

れることが示唆された。しかし、生理的条件の NaCl 0.13M（PBSの濃度条件）では SAPSP-lipo は、

pHに応答した細胞内取り込みを示すことから、in vivo に応用する場合でも大きな問題とならな

いと考えられる。 

  

図 2-19. イオン強度が表面電荷、細胞への取り込み

に及ぼす影響 

(a) SAPSP-lipoをpH 7.4、pH 6.5に調整したPBS(-) 

中に図示の濃度のNaCl存在下でレーザードップラ

ー法によりゼータ電位を測定した。結果は、PBS(-) 

の pH 7.4、pH 6.5の ζ-potential の値と各サンプル

の ζ-potential の値の差の絶対値で表した。細胞への

取り込み効率は、B16-F1 細胞 pH を調整した培地

に SAPSP-lipo (b)または Cationic-lipo (c) を添加

し、FACS解析により評価した。データは mean ± 

S.D.で表した。（*,P<0.05, **,P<0.01, n=3） 
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2-4 考察 

 

 本章では、体内動態と細胞内動態を制御可能なDDSを開発するために、腫瘍微弱低 pH（pH 6.5）

に応答可能な SAPSP を新たに設計した。SAPSP は His と Glu の配置を制御することで His の pKa

を上昇可能としたものである。これまでに、腫瘍環境の低 pHに応答性を示すようなキャリアー

は多数開発されてきた 109-112) 。しかし、その多くが低 pHに応答してキャリアーが崩壊すること

で薬物の放出を促進させるものであり、低 pHに応答して細胞内取り込みを促進するキャリアー

はほとんど報告されていない。本研究では、新規 pH応答性素子 SAPSP を正電荷リポソームに修

飾することで、腫瘍へ送達後に、微弱低 pHに応答して表面電荷が負から正へ反転することで細

胞内取り込みが促進する新規キャリアー SAPSP-lipo を開発した。 

図 2-3 に示すように、生理的条件下で負電荷を有する SAPSP-lipo は、PEG-lipo と同程度の腫瘍

への集積が認められた（図 2-3）。SAPSP-lipo は PEGを全く修飾していないにもかかわらず、腫

瘍集積性が高いことは驚くべき結果である。さらに、PEG-lipo は細胞に取り込まれにくいだけで

なく、細胞質送達効率が低いため、核酸医薬のキャリアーとして利用する場合、SAPSP-lipo は

PEG-lipo に比べて、高い薬効が期待できると考えられる。リポソームなどのナノ粒子の表面電荷

は体内動態へ影響を及ぼす重要な因子の一つである。正電荷のナノ粒子は、血清成分と強く相互

作用するために、静脈内投与しても RESに捕捉され、速やかに排出されてしまう 113,114) 。負電荷

のナノ粒子は、そのような相互作用を回避しやすいため、血中滞留性が期待できると考えられる。

しかし、負電荷も強すぎると血中滞留性が下がることが報告されている 114) 。ポリマーからなる

小胞のポリソームにおいて、負電荷の強さによって血中のクリアランスが異なり、ゼータ電位が

約 -10 mV弱の負電荷ポリソームでは従来の PEGリポソームよりも血中残存率が高かったのに対

して、約-25 mVや約-40 mVの強い負電荷を有するポリソームでは、24 時間後の血中残存率はそ

の約半分以下であり、肝臓への取り込みが上昇する 115) 。また、他にもポリマーを修飾したリポ

ソームにおいて -5 mV程度 116) 、高分子ミセルにおいても -10 mV程度 117) の弱い負電荷の場合、

強い負電荷に比べて肝臓での取り込みが抑制され、血中滞留性が向上したことが報告されている。

このような強力な負電荷を有するナノ粒子の肝臓内における取り込みには、負電荷粒子を認識す

る受容体を有する白血球が肝臓中に存在するために、マクロファージの食作用が促進されている

可能性が示唆されている 118) 。SAPSP-lipo の高い腫瘍集積には、生理的条件におけて負電荷を有

することが寄与していると考えられ、pH 7.4 でのゼータ電位は約 -15 mV弱であり、上記の知見

で血中滞留性が認められたゼータ電位の値とも大きく異ならないことから、SAPSP 設計時に組み

込んだ負電荷アミノ酸の割合も体内動態の制御に適していたと考えられる。本研究において、

SAPSP-lipo は静脈内投与により、腫瘍へ集積することは確認できたが、血中クリアランスに関す

る検討は不十分であり、今後定量的な評価を行うことが必要であると考えている。 

ナノ粒子の体内動態の支配因子は表面電荷だけでなく、粒子径、表面水和層の存在、生体内に

おける免疫反応の有無などの様々な因子が関与することが知られている 114,119) 。In vitro で血清の

影響を評価した結果において、SAPSP-lipo は pH 7.4 においても表面電荷が上昇し、細胞への取り

込みが変化したことからも（図 2-18）、SAPSP-lipo は血清成分と相互作用すると考えられる。本

研究において、SAPSP-lipo が腫瘍へ集積することは確認できたが、SAPSP-lipo の腫瘍集積性を更
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に向上させるためには、SAPSP-lipo 表面への血清タンパク質の吸着を抑制することで、オプソニ

ン化を免れるように改善する必要があると考えられる。これまに PEGが体内動態制御素子として

多くの DDSキャリアーに利用されてきたのは、ナノ粒子表面に水和層を形成することで、オプソ

ニン化の回避能に優れているためであり、血清タンパク質との親和性が高い正電荷リポソームで

あっても、PEGを修飾することで血中滞留性は大幅に改善されることが報告されている 14) 。

SAPSPはアミノ酸 24残基のペプチドであり、pH 7.4でトータル電荷が負電荷であったとしても、

正電荷のリポソーム膜のシールド効果は水溶性高分子の PEGに比べたら劣ると推察される。した

がって、SAPSP-lipoに親水性を付与すれば、血中滞留性を改善できるのではないかと考えられる。

しかし、SAPSP-lipo にかさ高い立体構造を有する PEGを修飾した場合、SAPSP の機能性が阻害

されることが推察されため、低分子の親水性化合物を修飾することの方が SAPSP-lipo の親水化に

は適していると考えられる。これまでに、poly (oxazoline) 120) 、 polyglycerol 121) 、 poly 

(N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide) 122) 、poly-N-vinylpyrrolidone 123) 、polyvinyl alcohol 124) 、

Tris(hydroxymethyl) aminomethane 125) 、poly (hydroxyethyl L-glutamine) 126) などを連結させた脂質誘

導体を用いることで、PEGに匹敵する血中滞留性が得られることが報告されている。このような

親水性化合物を SAPSP-lipo に修飾すれば、SAPSP の機能を阻害することなく、血中滞留性を改

善することができ、SAPSP-lipo の腫瘍集積量が増大するのではないかと考えられる。 

また、SAPSP-lipo は微弱低 pHに応答した細胞内取り込みの促進及び細胞質送達が認められた

（図 2-4,5）。この pHに応答した細胞への取り込みメカニズムは非常に興味深い。一般的に、正

電荷ナノ粒子は、細胞表面上の負電荷に富むヘパラン硫酸などと静電的相互作用することで結合

し、クラスリン介在性エンドサイトーシス経路を介して取り込まれる経路が知られている 89,90) 。

SAPSP-lipo も、低 pH条件では正電荷に反転するため、上述のヘパラン硫酸などと静電的相互作

用によって細胞に結合すると考えられるが、SAPSP-lipo はヘパリン存在下でも細胞内取り込みが

認められたことから、静電的相互作用以外の結合様式も関与することが示唆された（図 2-8）。ま

た、図 2-11 に示すように、クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害剤 sucrose 存在下において

SAPSP-lipo の細胞内取り込みは完全に抑制されず、またマクロピノサイトーシス経路も関与しな

いことから、SAPSP-lipo はクラスリン介在性エンドサイトーシス以外の経路を介しても細胞内に

取り込まれることが示唆された。別の取り込み機構として、細胞膜との膜融合が関与することが、

図 2-14,16 の結果から示唆された。これまでに低 pH条件下で膜融合や膜透過能をもつペプチドと

して、GALA や pHLIP が報告されている。両者とも、配列中に酸性アミノ酸を含み、低 pHでプ

ロトン化されることで、立体構造が変化することが膜との相互作用の引き金となっている。GALA 

（WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA）はインフルエンザウイルスの膜融合ペプチド由

来の人工ぺプチドであり、配列中の Glu が低 pHでプロトン化することで、近接のアミノ酸との

静電的な反発が崩れ、ランダムコイル型から α-へリックス型に変化するために、ペプチドに疎水

性の面が形成される 29) 。この疎水性の面が細胞膜との相互作用に重要であり、さらに GALAは

その疎水性の面間の疎水性相互作用によって数分子が集合し、ポアを形成することで膜融合活性

を示すと考えられている 127) 。pHLIP （AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG）

も、Asp（アスパラギン酸）が低 pHでプロトン化されることで静電的反発が減り、ランダムコイ

ルから膜貫通ヘリックスに変化する。pHLIP はは GALAのようにポアを形成することなく、細胞
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膜を貫通することで、pHLIP に結合された薬物等の cargo を細胞質に送達可能であることが示さ

れている 92,93) 。SAPSP-lipo は、pH 6.5 以下の低 pHで構造変化が誘起されるが、その構造は、ど

ちらかと言えばヘリックス型よりかランダムコイル型であった（図 2-7）。さらに、生体膜モデル

リポソームを用いた蛍光偏光の結果から、細胞膜の親水性部位と相互作用している可能性が示唆

された（図 2-9）。これらのことから、SAPSP は GALAや pHLIP のようなヘリックス構造をとる

ことで、細胞膜の疎水性部位まで貫通するように相互作用しているのではなく、微弱低 pH下で

ペプチド内の Ala や Glyの疎水性アミノ酸とその他の親水性アミノ酸の面ができ、細胞膜の表面

を這うようにして相互作用しているのではないかと推察される（図 2-20）。 

 

 

膜貫通や膜透過とは別の機構としては、膜融合が考えられる。リポソーム型キャリアーの場合

は、脂質組成に膜融合能を有する脂質を含有させ、細胞膜との融合により内封物を放出する戦略

がよく行われている。膜融合性脂質としては、脂質膜二重膜構造には不安定な逆ヘキサゴナル構

造をとる DOPEが、膜融合戦略によく用いられている 52,128) 。しかし、SAPSP-lipo は DPTAP と安

定なラメラ構造をとる EPCのみから構成されるリポソームであるため、膜融合能はほとんどない

と考えられる。それにもかかわらず、二重ラベル化した SAPSP-lipo での検討及び FRET を利用し

たイメージングにより膜融合能を有することが示唆された（図 2-14,16）。この機構は明らかでは

ないが、SAPSP の構造変化と細胞膜との相互作用が深く関与していると考えられる。SAPSP 単独

の場合では、その pH応答性の違いに加えて、CDスペクトル変化、細胞内動態もリポソームに修

飾した場合とは異なる結果であった（図 2-6,7）。さらに、SAPSP 単独の場合ではエンドソームに

留まっている様子からも（図 2-6b）、細胞質送達能は低く、SAPSP 自身が単独の状態で膜融合能

を有している可能性は低い。したがって、SAPSP はリポソームの脂質膜と相互作用した場合にの

み微弱な低 pHに応答した機能性を発揮すると考えられる。また、SAPSP はカチオン性リポソー

ムに修飾した場合に機能性を発揮したことからも、SAPSP がリポソームに修飾した際の SAPSP

図 2-20. SAPSP-lipoの細胞への結合の推察 

SAPSP-lipo の細胞への結合として、ヘパラン硫酸

プロテオグリカンなどの、負電荷糖鎖へ静電的相

互作用による結合の他に、ランダムコイル型で親

水性アミノ酸が脂質の親水基に局在し、脂質膜を

這うように結合する（右図）様式が推察された。 

ヘパラン硫酸
プロテオグリカン

SAPSP-lipo

SAPSPの脂質膜への結合

脂質膜
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の周辺状態が SAPSP の His の微弱な低 pHでのプロトン化を安定化し、構造変化をもたらした結

果、上記（図 2-20）のような細胞膜との相互作用を介して、膜融合を誘起しているのではないか

と推察された。 

この SAPSP とリポソーム膜や細胞膜との相互作用は、イオン強度の影響を受け、0.2 M、0.3 M 

NaClの高イオン強度において、SAPSP-lipoは pH 6.5での細胞への取り込みが抑制された（図 2-19）。

カチオン性リポソームと DNAの lipoplex の形成能は、正電荷が高いほどイオン強度の影響を強く

受け、PBSと同程度のイオン強度であっても複合体が不安定化することが報告されている 107) 。

SAPSP-lipo の場合は、ステアリル基によってリポソーム膜に保持されているため、SAPSP がリポ

ソームから解離する可能性は低いが、このような知見から高いイオン強度では脂質膜と SAPSP

の相互作用が変化していると推察され、それが pH 6.5 の正電荷状態での細胞への取り込みに影響

し、抑制されたのではないかと考えられる。このことからも、SAPSP-lipo の細胞への取り込みに

は、リポソーム膜と SAPSP の相互作用が重要な役割を果たしていることが示唆された。今後、ペ

プチド構造等の何が重要であるのか、その詳細な相互作用を解析することで、SAPSP-lipo の改良

や今後の DDS設計に活かせるのではないかと考えられる。 
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2-5 小括 

 

本章では、体内動態と細胞内動態を制御可能な DDSを開発するため、リポソーム型キャリアー

の表面電荷に着目した。つまり、血中の生理的条件 pH 7.4 では負電荷で、腫瘍環境の微弱な低

pH（pH 6.5）では正電荷に反転するリポソームを構築することを目的とした。そこで、微弱な低

pHに応答する素子として SAPSP を設計し、リポソームに修飾することで、pH 6.5 付近で表面電

荷が負から正電荷に転換するリポソームの構築に成功した。この SAPSP-lipo は腫瘍へ集積するだ

けでなく、pH 6.5 以下の環境下にある細胞の細胞質まで送達されることが明らかとなった。また、

その取り込み機構として、エンドサイトーシス経路のみならず、膜融合を介して効率的に細胞質

へ送達されていることが示された。これらの結果より、SAPSP は体内動態と細胞内動態を共に制

御可能な素子として有用であると期待される。 
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第 3 章 細胞内で効率的に薬物放出可能な DDS の開発 

 

3-1 緒言 

 

第 2 章では、新たに機能性素子 SAPSP を開発し、体内動態と細胞内動態を制御可能な微弱低

pH応答性キャリアーSAPSP-lipo の構築に成功した。図 2-4c や図 2-14b で SAPSP-lipo の細胞内動

態評価により、細胞質に送達され、膜融合も誘起していることが示されたが、細胞質でドットと

して観察されるものも多く認められた。リポソームは、特に脂質膜を制御しない限り多重膜構造

をとる。そのため、膜融合が起こっても、多重膜の外膜に限定されるために、細胞内においても

脂質膜構造が保持されており、内封薬物を放出することができない可能性が考えられた。そのた

め、リポソーム型キャリアーからの薬物放出を改善する必要がある。 

序論でも述べたが、EPR効果を介した PEG修飾キャリアーの腫瘍集積も、十分であるとは言い

難く、高くても投与量の約 10 %程度にすぎない 14) 。また、腫瘍血管は腫瘍個々で異なり、膵腺

がんのような血管密度の低いがん組織への移行量は更に低いことが報告されている 24-26) 。それに

もかかわらず、薬物キャリアーを腫瘍組織へ送達するためには EPR効果の恩恵を受けざるを得な

いのが現状である。また、細胞内へ取り込まれたとしても、エンドソームからの脱出効率が不十

分であれば、ライソソームで分解されてしまうだけでなく、エンドソームリサイクリングシステ

ムにより細胞外に排出されてしまう可能性も考えられる。Sahayらは、脂質ベースのナノ粒子（LNP）

がリサイクリングシステムにより 24 時間後には約 70 %も細胞外に排出されることを報告してい

る 129) 。そのため、抗がん剤を封入したリポソームの抗腫瘍効果を増強するためには、低い腫瘍

及び細胞質送達効率を補うことができるだけの、高い薬効発現を誘導することが必要である。キ

ャリアーを用いた場合、その薬効はキャリアーから解離した free 型の薬物量に依存する。すなわ

ち、キャリアーからの薬物放出は、薬効増大のための鍵となるステップである。さらに、副作用

軽減のためには、がん細胞特異的な薬物放出が重要である。 

これまでに、腫瘍に特異的な環境に応答して薬物放出が促進するキャリアーの開発が行われて

きた。例えば、腫瘍環境低 pH や、がん細胞において高発現が認められる酵素に応答して薬物を

放出するようなキャリアーが挙げられる 130) 。しかし、これらは、細胞外の環境を利用したもの

であり、低分子の抗がん剤への応用に限定される。核酸医薬は当然のことながら、低分子抗がん

剤であっても、作用部位である細胞内まで如何に効率的に free 型薬物を送達するかが、薬効を増

強するためには重要であるため、リポソーム型キャリアーに内封した薬物をがん細胞の細胞質へ

特異的かつ効率的に free 型の状態で放出可能なシステムの開発が必要であると考えられる（図

3-1a）。 

そこで、リポソームが細胞に取り込まれると同時にリポソーム膜の不安定化を誘起する素子を

用いることで細胞内への薬物放出が可能なのではないかと考えた。このコンセプトを実現するた

めに、がん細胞膜に高発現している γ-セクレターゼに着目した。γ-セクレターゼはがん細胞で活

性化されており、Notch 131) の膜貫通ドメインを細胞膜内で切断するプロテアーゼである（図 3-1b）

132,133) 。この基質分解機構を利用して、γ-セクレターゼの基質となる Notch の膜貫通部位を模倣し
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たペプチド liposomal membrane disturbance peptide（LMDP）を脂質膜に組み込むことで、細胞膜に

局在する γ-セクレターゼが LMDP を分解することによりリポソーム膜が乱れ、内封薬物の細胞内

への放出が期待できると考えた。本章では、このコンセプトに基づき、LMDP を組み込んだリポ

ソーム LMDP-lipo を作製し、その機能性を評価した。 

 

 

 

 

 

  

図 3-1. 細胞内薬物放出キャリアーのコンセプト 

(a) 細胞内への薬物放出システムのコンセプト図。細胞内での分解や排出を回避するためにも、

リポソームから細胞質への速やかで効率的な放出が必要である。 (b) γ-セクレターゼの概要図。

基質である Noch の膜貫通部位を細胞膜内で切断するプロテアーゼである。 

b

γ-secretase

癌細胞で活性化
Xing,F. et al. Oncogene.30, 4075-86（2011）

γ-secretase

Notch

切断

Notchの膜貫通ドメインを
膜内で切断

Cho, S. et al. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA. 108,20788-83（2011）

分解

排出

a 細胞に取り込まれる時に
速やかで効率的に放出

放出
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3-2 実験方法 

 

3-2-1 材料・機器 

 

1) 材料 

HUEhT-2 細胞 (JCRB1459)は JCRB Cell Bank (Osaka, Japan)より、A549 細胞は Riken Cell Bank 

(Saitama, Japan)より、MCF-7 細胞は Health Science Research Resources Bank (Osaka, Japan)より購入

した。MCDB131 は GIBCOより購入した。Endothelial Cell Growth Supplement は BD (Bedford, MA, 

U.S.A.) より購入した。collagen typeⅠcoated dish は IWAKI より購入した。Cell Tracker CM-DiI は

Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。Cholesteryl hemisuccinate (CHEMS)、Calcein は

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.)より購入した。Bio-Beads SM-2 Adsorbents は BIO-RAD 

(Hercules, CA, U.S.A.) より購入した。  Liposomal membrane disturbance device (LMDP ：

LHLMYVAAAAFVLLFFVGCGVLLSRKRR）はスクラム (Tokyo, Japan) に委託合成した。 蛍光基

質 ペ プ チ ド プ ロ ー ブ （ Nma-GGVVIATVK (Dnp) RRR-NH2 ） 、

N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT)は、Peptide Institute, Inc. 

(Osaka, Japan)より購入した。3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-2-hydroxypropanesulfonate 

(CHAPSO)、EGTA、HEPESは Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan)より購入した。KCl、リン脂

質測定キットは和光純薬工業株式会社（Tokyo, Japan）より購入した。Complete Mini（Complete 

protease inhibitor）は Roche Applied Science（Basel, Schweiz）より購入した。Anti-presenilin1 antibody 

(APS11)は abcamより、Mouse Isotype control IgG1κ antibody は eBiosciense (San Diego, CA, U.S.A.)

より、Anti-mouse IgG Alexa 488 F(ab’)2 Fragment は invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。 

 

2）機器 

ダウンス型ホモジナイザーは Kimble-Chase Kontes Tube (Fisher scientific)を使用し、Tight pestle

を用いた。超遠心機は、Optima XL-90 (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, U.S.A. )を使用し、スイン

グ型ロータ SW41Ti を用いた。超高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は Alliance system (Waters, 

Milford, MA, USA)を用いた。 

 

その他の材料、機器は第 1 章、第 2 章と同様のものを用いた。 

 

3-2-2 細胞培養  

 

本章ではヒト肺がん細胞である A549 細胞、ヒト子宮頸がん細胞である HeLa 細胞、ヒト乳がん

細胞である MCF-7 細胞、ヒト血管内皮細胞 HuEhT-2 細胞を用いて実験を行った。培地は、A549

細胞は DMEM、HeLa 細胞、MCF-7 細胞はMEM、HUEhT-2 細胞は MCDB131 を用いた。HUEhT-2

細胞の培養には、collagen typeⅠcoated dish を使用した。MCDB131 の調製方法は以下に示した。 
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【MCDB131】 

Endothelial cell growth supplement (ECGS) (100 mg/vial)を 20 mLのMCDB131で溶解し（5 mg/mL）、

分注して-20℃で保存した。L-glutamine を 250 mMとなるようにミリ Qに溶解し、0.22 μmのフィ

ルターでろ過滅菌した。ヘパリンナトリウムを 2.5 mg/mL となるようにミリ Qで溶解し、0.22 μm

のフィルターでろ過滅菌した。MCDB131（液体培地）500 mL（1 本）に、上記で調製した、5 mg/mL 

ECGS を 3 mL、250 mM L-glutamine を 20 mL、5mg/mL heparin sodiumを 1 mL 添加した（MCDB131 

(-)：10 mM L-glutamine、0.03 g/L ECGS、5 mg/L ヘパリンナトリウム）。さらに非働化 FBS を 50 mL

添加し（10 % FBS）、MCDB131 (+)とした。 

 

その他、細胞の立ち上げ、継代、凍結方法は第 1 章と同様に行った。 

 

3-2-3 細胞からの膜画分の抽出 

 

細胞からの膜画分の抽出はこれまでに報告されている方法を応用した 133) 。 

1）試薬調製 

【Buffer A】 

HEPES 2.39 gを適量のミリ Qに溶解し、pH 7.5 に調整した。KCl 1.86 g、EGTA 0.38 gを添加し、

溶解し、ミリ Qで 500 mLにメスアップした。使用前に Complete Mini (protease inhibitor)を 1 錠/10 

mL で添加した (終濃度：20 mM HEPES pH 7.5、50 mM KCl、2 mM EGTA、protease inhibitor)。 

【solubilization buffer】 

HEPES 0.96 gを適量のミリ Qに溶解し、pH 7.0 に調整した。KCl 2.23 g、EGTA 0.15 g を添加し

て溶解し、ミリ Qで 200 mL にメスアップした。使用前に、この溶液 10 mL に CHAPSO 0.1 g、

Complete Mini 1 錠を溶解した（終濃度：20 mM HEPES pH 7.0、150 mM KCl、2 mM EGTA、1% (w/v) 

CHAPSO、protease inhibitor）。 

 

2）膜画分抽出 

培養細胞 HeLa 細胞、A549 細胞、MCF-7 細胞、HUEhT-2 細胞（約 1×108 cells）をトリプシン処

理により回収し、PBS (-)で洗浄後、ペレットを液体窒素で凍結し、-80℃で保存した。以降の操作

は氷上で行った。あらかじめ氷冷した Buffer A 10mL で細胞ペレットを懸濁し、ダウンス型ホモ

ジナイザーで Tight pestle を用いて 15 ストロークし、細胞をホモジナイズした。遠心分離し（800×g、

4℃、10 分）、上清を回収し、同様に再度ホモジナイズした。遠心分離し（800×g、4℃、10 分）、

上清を回収し、先ほどの回収上清と合わせた。その後、超遠心機 Optima XL-90 で遠心分離

（100,000×g、4℃、30 分）を行い、膜画分（沈殿物）を得た。得られた膜画分を solubilization buffer

で溶解し、プチローター(2210)で回転させながら 4℃、1 時間インキュベートし、可溶化した。可

溶化した膜画分を超遠心機で遠心分離し（100,000×g、4℃、1 時間）、上清を回収して膜画分溶液

とした。総タンパク質濃度は BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific)により測定した。 
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3-2-4 γ-セクレターゼ活性評価 

 

γ-セクレターゼ活性を測定するために、蛍光基質ペプチドプローブ（8μM）に、3-2-3 で抽出し

た各細胞の膜画分溶液（総タンパク質量として 15 μg）を添加し、37℃で overnight した。その後、

遠心分離（16,100×g、15 分、4℃）を行い、上清の蛍光強度を Plate Infinite M200 (TECAN)を用い

て測定した（Ex:355 nm, Em:440 nm）。 

 

3-2-5 LMDP-lipoの調製 

 

1）試薬調製 

【30 mM カルセイン溶液】 

カルセインを 18.6 mg 秤量し、1N NaOH約 100 μL程度で溶解した後、PBS (-)を加えて 1 mL に

した。 

 

2）リポソーム作製 

 脂質薄膜は 2-2-3と同様の方法で作製した。EPCのみ、EPC/DOPE/DOTAP = 4/4/1（mol/mol/mol）、

EPC/DOPE/CHEMS = 4.5/4.5/2（mol/mol/mol）の脂質組成で作製後、PBS (-) または 30 mM カルセ

インで水和し、バスタイプのソニケーターで超音波処理した（総脂質濃度 10 mM）。得られたリ

ポソーム溶液に 1% となるように Triton X-100 を添加し、プチローターで回転させながら室温で

1 時間インキュベートした。その後、1 mM LMDP をリポソームの脂質濃度の 3-5 mol%となるよ

うに添加し、室温でさらに 1 時間回転させながらインキュベートした。この混合溶液に、SM-2 

Bio-beads を Beads/Triton X-100＝30（w/w）の比で添加し、室温で回転させながら 1 時間インキュ

ベートすることで、界面活性剤を除去した。インキュベート後、遠心分離（16,000×g、10 分）を

行い、LMDP-lipo 溶液を得た。また、同様の方法で、LMDP を混合せずに作成したリポソームを

Control-lipo とした。物性評価として粒子径及びゼータ電位は Zetasizer Nano で測定した。 

カルセイン封入の LMDP-lipo の場合は、未封入のカルセインを除去するために、Sephadex G-50

を用いてゲル濾過を行い分離した。Sephadex G-50 は PBS(-)で平衡化して用いた。リポソーム画分

を回収し、リン脂質濃度はリン脂質測定キット（Wako）を用いて測定した。測定方法は以下に示

した。リン脂質標準液で検量線溶液（0、75、150、300、596.1 mg/dL）を作成した。サンプル及

び検量線溶液 10 μLに発色試液を 600 μL添加し、37℃、5 分インキュベートした。PLATE Infinite 

M200 (TECAN) を用いて、吸収波長 600 nm（reference：700 nm）で反応液の吸光度を測定した。 

 

3-2-6 LMDP の γ-セクレターゼによる切断活性評価 

  

 LMDP の γ-セクレターゼによる切断を評価するため、まず、蛍光基質ペプチドプローブを用い

て競合阻害実験を行った。A549 細胞の膜画分（総タンパク質量 16.5 μg）を 0.25% CHAPSO条件

下で 5μM の蛍光基質ペプチドプローブと LMDP 濃度として 0、10、50、100、150 μM の LMDP

または LMDP-lipo と混合し、37℃、overnight でインキュベートし、3-2-4 と同様の方法で基質ペ
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プチドプローブの切断活性を評価した。 

また、HPLC解析でも LMDP の切断活性を評価した。A549 細胞の膜画分（総タンパク質量 16.5 

μg）と LMDP 濃度として 100 μMの LMDP または LMDP-lipo を混合し、0.25% CHAPSO 条件下

で混合し、37℃、1 時間インキュベートした。その後、LMDP-lipo は 1% Triton X-100 で可溶化し、

溶液に残っている LMDP を Alliance system (Waters, Milford, MA, USA) を使用して、HPLC により

検出した。HPLCの条件は次に示した。カラムは SunFire C18 (5 µm, 4.6 × 150 mm, Waters, Milford, 

MA, USA) を使用した。移動相は、0.1% TFA水溶液 (移動相 A) / 0.1% TFA アセトニトリル溶液 

(移動相 B) を用いた。80 % 移動相 A、20 % 移動相 B の組成から、20 分間で 10 % 移動相 Aと

なる条件でグラジエント分析を行った。流速 0.3 mL/分で波長 220 nmで検出した。 

 

3-2-7 カルセイン漏出試験 

 

 γ-セクレターゼ活性に依存して内封薬物が細胞内を放出可能であるか検討するため、カルセイ

ンを封入した Control-lipo、LMDP-lipo を用いて評価した。カルセインは高濃度で消光するため、

リポソームにから放出されると蛍光強度は増大する。カルセイン封入 Control-lipo 及び LMDP-lipo

と A549 細胞の膜画分は lipid/protein = 2.0 (w/w)となるように、また、PBS (-)（0 %コントロール）、

1% Triton X-100（100 %コントロール）は膜画分と同量加えた。その後、37℃、1 時間インキュベ

ートし、各サンプルのカルセインの蛍光強度を PLATE Infinite M200 (TECAN)で測定した（Ex：490 

nm, Em：515 nm）。また、γ-セクレターゼ阻害剤 DAPT（10 μM）を A549 細胞の膜画分に添加し、

37℃、30 分プレインキュベート後、上記と同様に各サンプルを添加した。得られた蛍光強度から

カルセインの漏出率を以下の式より算出した。 

 

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛 𝑅𝑒𝑙𝑒𝑎𝑠𝑒 (%) = [
(𝐹 − 𝐹0)

(𝐹100 − 𝐹0)
] × 100 

 

 

3-2-8 CLSMによる細胞内薬物放出観察 

 

96 well imaging plates (BD Falcon) を 0.002 % PLLでコートし、A549 細胞を 1×104 cells/well で播

種した。37℃、5 % CO2、24 時間インキュベート後、PBS (-) で洗浄した。培地を DMEM (-) 100 μL

に交換後、0.2 mol% CM-DiIで脂質膜を蛍光ラベル化し、30 mM カルセインを封入したControl-lipo、

LMDP-lipo を総脂質濃度として 50 μgで添加し、37℃、5% CO2、1 時間インキュベート後、CM-DiI、

カルセインの蛍光を CLSMにより観察した。観察には、LSM 510 META (Carl Zeiss Co. Ltd., Jena, 

Germany) を使用し、油浸 63 倍対物レンズ (Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC) で、Malti track 

(FITC/Cy3) を用い、ヘリウムネオンレーザー (543 nm) 、アルゴンレーザー (488 nm) で励起し

た。 

γ-セクレターゼの阻害、エンドサイトーシスの各経路阻害条件下での観察は、以下の操作を加

えた。50 μM DAPT（γ-セクレターゼ阻害剤）、0.4 M sucrose（クラスリン介在性エンドサイトーシ

F  ：膜画分での蛍光強度 

F0  ：PBS(-)での蛍光強度 

F100：1% Triton X-100 での蛍光強度 
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ス阻害剤）の DMEM (-) 溶液を 100 μL/well で添加し、37℃、30 分、2.5 mM amiloride（マクロピ

ノサイトーシス阻害剤）の DMEM (-) 溶液を 100 μL/wellで添加し、37℃、10 分、5 μg/mL FilipinIII 

の DMEM (-) 溶液を 37℃、1 時間プレインキュベートした。その後、上記と同様にリポソームを

添加し、CLSM観察を行った。 

 

3-2-9 Time-lapse imaging 

 

0.002%PLLでコートした 35 mm ガラスボトム dish (IWAKI) に A549 細胞を 2×105 cells/dish で

播種し、37℃、5 % CO2、24 時間インキュベートした。PBS (-) で洗浄後、DMEM (-) 1mL に培地

交換し、LMDP-lipo を総脂質濃度 150 μg となるように添加し、4℃、10 分インキュベートした。

その後、PBS (-) で 3 回洗浄し、細胞と結合していない LMDP-lipo を除去し、DMEM (+) 1mLに

培地を交換し、Time-lapse imaging を CLSM により行った。観察には、Nikon A1 CLSM (Nikon 

Instruments Inc., Melville, USA)を使用し、油浸 63 倍対物レンズ (Plan Apo VC 60X 1.4 N.A.)を用い

て 37°C、5% CO2 条件を維持しながら撮影した。カルセイン (Ex:490 nm, Em: 515 nm) 及び DiI 

(Ex:549nm, Em:565 nm) は、それぞれ 488 nm、561 nmのレーザーで励起した。Time-lapse imaging

は 30 秒ごとに 30 分間で画像を取得した。3 dots/cell で 5 細胞でのカルセイン及び DiI の蛍光強度

を解析ソフト NIS-Elements software (Nikon Instruments Inc., Melville, USA) を用いて解析した。 

 

3-2-10 FACSによる presenilin-1 の発現評価 

 

A549 細胞、MCF-7 細胞、HeLa 細胞、HUEhT-2 細胞をそれぞれ 1×106 cells 回収し、1 mL の FACS 

buffer で 2 回洗浄する。遠心分離（1500 rpm、5 分）を行い、上清除去後、80% メタノール 100 μL

で懸濁し、、室温で 5 分インキュベートして固定処理を行った。その後、遠心分離し（1500 rpm、

5 分）、上清除去し、FACS buffer で洗浄した。ブロッキング溶液として PBS (-) /10% FBS/0.3M 

glycine を 100 μL添加し、室温で 30 分インキュベートした。1×106 cells/1 mL ブロッキング溶液と

なるように調製し、96 well丸底プレートに 150 μL/wellで移した（1.5×105 cells/well）。Anti-presenilin1 

antibody（一次抗体）、コントロールとして mouse Isotype control IgG1κ 抗体を 0.1mg/mL にブロッ

キング溶液で希釈し、1.5μL/well で添加し、懸濁した（1μg/1×106 cells）。22℃、30 分インキュベ

ート後、FACS buffer で 5 分、3 回洗浄した。Anti-mouse IgG Alexa 488 F(ab’)2 fragment（二次抗体）

（2 mg/mL）をブロッキング溶液で 2000 倍希釈し、100 μL/well で添加し、22℃、30 分インキュ

ベートした。その後、FACS buffer で 5 分、3 回洗浄後、FACS buffer 500 μL に懸濁し、FACS 解析

を行った。Alexa 488 は FL-1 で検出した。 
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3-3 実験結果 

 

3-3-1 LMDP-lipoの細胞内薬物放出システム 

 

リポソームががん細胞内に取り込まれると同時にリポソーム膜の不安定化を介して、効率的に

細胞質へ薬物を放出することが可能な薬物キャリアーを開発するために、細胞膜プロテアーゼの

γ-セクレターゼの基質ペプチドをリポソーム膜に組み込むことを考案した。γ-セクレターゼはア

スパラギン酸プロテアーゼで、細胞膜内の疎水性環境下で基質部位を加水分解するタンパク質で

ある。これは、γ-セクレターゼの活性中心を presenilin-1 が担い、活性化状態では脂質膜内の疎水

的な環境で周囲に親水性のポアを形成することにより、基質が加水分解されることで切断される

132,134) 。そこで、リポソーム膜を乱すには、この膜内で切断活性を示す特徴が利用できるのでな

いかと考えた。その基質ペプチドとして、γ-セクレターゼの基質となる Notch の膜貫通部位の疎

水性部位と細胞内部位の親水性部位のアミノ酸 29 残基の配列を用いて、liposomal membrane 

disturbance peptide (LMDP) とした。LMDP をタンパク質の二次構造予測ソフト SOSUI 135) により

予測したところ、N末側の 23 残基はへリックス構造をとることで膜を貫通し、C末側の 6 残基は

親水性が高いために、脂質膜外に位置する結果となった（図 3-2a）。したがって、LMDP はリポ

ソームの脂質 2 重膜を貫通するようにリポソーム膜に存在することが示唆された（図 3-2b）。 

 

図 3-2.  LMDPと LMDP-lipoの概要 

(a) LMDPのSOSUIによる二次構造予測。

N 末端の 23 残基がヘリックス構造とな

り、膜に貫通する。(b) LMDP をリポソー

ム膜へ組み込んだ際の予想図。(a) の予測

結果から、ヘリックス構造部位がリポソ

ームの脂質膜に組み込まれる。(c) 

LMDP-lipo の細胞内薬物放出システムの

コンセプト。細胞に取り込まれる時に

LMDPが γ-セクレターゼによって切断さ

れることで、細胞内に薬物が放出される

と考えられる。 
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また、LMDP は γ-セクレターゼによって 3 か所切断されることが報告されており 132) 、この

LMDP を組み込んだリポソーム（LMDP-lipo）は、細胞膜との膜融合を引き金として、LMDP が

細胞膜の γ-セクレターゼによって切断されることで脂質二重膜の不安定化が誘起され、内封薬物

が細胞内に放出すると考えられる（図 3-2c）。 

 

3-3-2 LMDP の γ-セクレターゼによる切断評価 

 

LMDP が γ-セクレターゼによって切断されることを確認するために、γ-セクレターゼ活性が高

いことが報告されている培養ヒトがん細胞の MCF-7（乳がん細胞）136)、HeLa（子宮頸がん細胞）

137) 及び A549（肺胞上皮腺がん）138) 、その対照として、正常細胞であるヒト血管内皮細胞の

HUEhT-2 について、これらの細胞の膜画分における γ-セクレターゼ活性を、蛍光基質ペプチドプ

ローブを用いて評価した。使用した蛍光基質ペプチドプローブは、γ-セクレターゼの基質配列を

含むペプチドの N 末端に蛍光基 (Nma)、切断部位を挟んで消光基 (Dnp) が導入されている、

fluorescence resonance energy transfer（FRET）を利用した消光性蛍光基質である（図 3-3a）。γ-セク

レターゼにより切断されると FRET 解消により蛍光を発するため、γ-セクレターゼ活性を評価す

ることができる 133) 。その結果、ヒト正常細胞の HUEhT-2 細胞に比べ、HeLa 細胞ではあまり差

は認められなかったが、MCF-7、A549 細胞で有意に高い γ-セクレターゼ活性が認められた（図

3-3b）。また、セクレターゼの活性中心となるタンパク質である presenilin-1 の発現を FACS によ

り評価した結果、いずれの細胞においても同程度の presenilin-1 の発現が認められた（図 3-3c）。 

図 3-3. 細胞の γ-セクレターゼ活性 

(a) 蛍光基質プローブ配列。蛍光基（Nma）は消光基（Dnp）との FRET が γ-セクレターゼに

よる切断で解消し蛍光が回復する。下線部が切断部位。(b) 細胞の γ-セクレターゼ活性。蛍光

基質ペプチドプローブと図示の各細胞の膜画分と LMDPを混合し、37℃で overnight 後、ペプ

チドの蛍光強度を測定した（Ex:355 nm Em:440 nm）。データは mean ± S.D.として示した。(**, 

P<0.01, ***, P<0.001, n=3） (c) Presenilin-1の発現。図示の細胞を固定、透過後、presenilin-1

及び control 抗体で処理し、さらに二次抗体（anti-mouse IgG Alxa488 F (ab’) 2 fragment）で処

理し、FACS解析を行った。データは controlに対する presenilin-1 の蛍光強度の比として表し、

mean ± S.D.で示した。（n=3） 
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各細胞膜画分の γ-セクレターゼの比活性（γ-セクレターゼ活性/presenilin-1 発現）を算出した結

果、他の細胞株に比べて、MCF-7 及び A549 細胞では、ほぼ同程度の高い比活性を有することが

示された。また、A549 細胞は MCF-7 細胞に比べて細胞質面積が広く、細胞内放出を評価しやす

いことから、本研究では LMDP-lipo の薬物放出能を評価するために、A549 細胞を用いた。 

まず、LMDP と γ-セクレターゼとの相互作用を評価するために、γ-セクレターゼを含む A549

細胞の膜画分を用いて蛍光基質ペプチドプローブの切断に対する LMDP の競合阻害を評価した。

A549 細胞の。LMDP が γ-セクレターゼと相互作用している場合は、基質ペプチドの切断が競合

的に阻害され、γ-セクレターゼ活性が抑制されると予想される（図 3-4a）。その結果、蛍光基質プ

ローブの切断を介した蛍光強度の増大は、LMDP の濃度依存的に有意に減少した（IC50；29 μM）。

この結果は、LMDP が γ-セクレターゼと相互作用することを示しており、LMDP が γ-セクレター

ゼの基質となり得ることが示唆された（図 3-4b）。さらに、LMDP と同程度のアミノ酸残基数の

ペプチド（30 残基）を用いて同様の検討をした場合には、蛍光強度に有意な減少は認められなか

ったことから、LMDP の配列特異的に γ-セクレターゼによって認識されていることが示唆された

(図 3-4c)。 

図 3-4.  LMDPと γ-セクレターゼの相互作用 

(a) 基質ペプチドを利用した競合阻害による LMDPと γ-セクレターゼの相互作用の評価。LMDP

が γ-セクレターゼと相互作用している場合、競合的に基質ペプチドの切断が阻害されると考え

られる。(b) LMDP存在下での γ-セクレターゼ活性。図示の濃度で LMDPを添加した場合の基

質ペプチドの切断による γ-セクレターゼ活性をペプチドの蛍光強度測定により評価した

（Ex:355 nm, Em:440 nm）。データは mean ± S.D.として示した。(*, P<0.05, ***, P<0.001, n=3)  

(c) γ-セクレターゼの基質とならないペプチド（30 残基）を用いて (b) と同様に蛍光強度によ

り評価した。（n=3） 
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そこで、γ-セクレターゼによる LMDP の切断を HPLC 解析により評価した。その結果、γ-セク

レターゼ活性の高い A549 細胞の膜画分存在下で LMDP のピーク面積が約 23 % 減少したことか

ら、LMDP が切断されていることが確認できた（表 3-1）。また、その代表的なクロマトグラムを

図 3-5 に示した。以上の結果より、合成した LMDP は、γ-セクレターゼ活性の高い A549 細胞の

膜画分により切断されることが示された。 

 

表 3-1. HPLC 解析による LMDPの切断評価  

Sample 
peak area 

(μV/sec) 

cleavage efficiency  

(%) 

 LMDP 
142557 ± 23868 - 

 LMDP+ membrane fraction 108204 ± 32792 22.6 ± 10.5 

データは mean ± S.D.として示した。(n=3) 

 

 

3-3-3 LMDP-lipoの構築 

 

LMDP を脂質膜に組み込んだリポソームは、界面活性剤（1% Triton X-100）で可溶化した LMDP

を、リン脂質と混合後、界面活性剤除去法により調製した。それに、モデル薬物としてカルセイ

ンを内封し、γ-セクレターゼ活性を有する A549 細胞の膜画分存在下でのカルセインの漏出につい

て検討した。その結果、egg phosphatidylcholine（EPC）からなるリポソームに LMDP を組み込ん

だ場合、LMDP を含まない Control-lipo に比べて、内封カルセインの漏出率にほとんど差は認めら

れなかった（図 3-6）。そこで、リポソームの脂質組成の最適化する必要があると考えた。γ-セク

レターゼは、細胞膜内で基質タンパク質の膜貫通ドメインを切断するため、安定なラメラ構造を

形成する EPC 単独から構成されるリポソーム中の LMDP は、細胞膜内の γ-セクレターゼと接触

しにくいと考えられる。そこで、リポソームに膜融合能を付与することで、細胞膜との融合を介

図 3-5. HPLC 解析のクロマトグラム 

表 3-1のHPLC解析における LMDP及び LMDPと膜画分を混合した場合の代表的なクロマトグ

ラムの図。保持時間 11.5 分付近のピークが LMDPを示す。 
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して膜に存在する γ-セクレターゼがリポソーム膜に組み込んだ LMDP と接触し、切断活性を示す

ことができるのではないかと考えた。そこで、脂質組成として膜融合脂質である L-dioleoyl 

phosphatidylethanolamine （DOPE）を混合した。さらに、リポソームの表面電荷の影響を検討す

るため、EPC/DOPE に 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane（DOTAP）または cholesteryl 

hemisuccinate（CHEMS）を混合することで正電荷、負電荷の膜融合性リポソームを作製し、各々

にLMDPを組み込んだ。その結果、負電荷を有するEPC/DOPE/CHEMSリポソームにおいて、LMDP

を組み込んだ場合に、膜画分存在下において内封カルセインの漏出が約 3倍促進された (図 3-6)。

一方、カチオン性脂質の DOTAP を混合した EPC/DOPE/DOTAP リポソームにおいては、LMDP

を組み込んだ場合でもカルセイン漏出の促進は認められなかった (図 3-6)。各組成でのリポソー

ムの物性は表 3-2 に示したとおりであり、いずれのリポソームの粒子径は 100 nm～200 nm付近で

あった。以上の結果より、EPCに DOPEと CHEMS を加えた脂質組成が LMDP の機能性を発揮す

るために適していると考えられ、この組成にLMDPを組み込んだリポソームをLMDP-lipoとした。 

 

表 3-2. 様々な脂質組成の LMDP-lipoの物性 

Lipid composition 
 

Size (nm) Ζ-potential (mV) PdI 

EPC Control 197±30 0.83±3.0 0.23±0.03 

 
LMDP 171±67 -1.1±2.8 0.26±0.13 

EPC/DOPE/DOTAP Control 148±52 12.6±4.3 0.27±0.09 

 
LMDP 112±19 7.5±0.7 0.25±0.16 

EPC/DOPE/CHEMS Control 126±12 -14.4±5.2 0.14±0.02 

 
LMDP 133±20 -9.0±3.8 0.21±0.07 

データは mean ± S.D.として示した。(n=3) 

 

 

図 3-6. LMDP-lipoの脂質組成の検討 

リポソームの脂質組成として EPC、

EPC/DOPE/DOTAP (DOTAP)、EPC/DOPE/ 

CHEMS (CHEMS) に LMDPを組み込み、内

水層にカルセインを封入し、A549 細胞の膜

画分とインキュベート後、カルセインの蛍光

強度を測定した（Ex:490 nm, Em:520 nm）。

漏出率は、Triton X-100 でリポソームを崩壊

させた場合の蛍光強度を 100%とし、その割

合で表した。データは mean ± S.D.として示

した。(*, P<0.05, n=3) 
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3-3-4 LMDP-lipoに組み込んだ LMDP の切断評価 

 

LMDP-lipo の薬物放出メカニズムを検討するため、まず、LMDP をリポソームに組み込んだ場

合でも、LMDP が γ-セクレターゼと相互作用し、切断されるのかを評価した。図 3-4 と同様に、

LMDP-lipo の γ-セクレターゼによる蛍光基質プローブの切断に対する競合阻害を評価した（図

3-7a）。その結果、γ-セクレターゼを含む膜画分に LMDP-lipo を添加した場合にも、蛍光ペプチド

プローブの切断は有意に阻害された（図 3-7b）。この阻害活性は、LMDP 単独に比べて低かった

が（IC50；81 μM）、リポソーム膜中の LMDP は γ-セクレターゼに対して、蛍光プローブと競合的

に相互作用しており、γ--セクレターゼの基質となり得ることが示唆された。 

 

そこで、LMDP-lipo の γ-セクレターゼ含有膜画分存在下での LMDP の切断活性を HPLC により

評価した。その結果、リポソーム中の LMDP のピーク面積は、約 37 %減少し、γ-セクレターゼを

含む膜画分共存下で切断されることが示された（表 3-3）。また、その代表的なクロマトグラムを

図 3-8 に示した。 

  また、LMDP はリポソームの総脂質に対して、3-5 mol% で添加して調製しているが、界面活性

剤除去の際に過剰量は除かれ、全量組み込まれてはいないと考えられる。そこで、表 3-1、3-2 の

HPLC 解析から、LMDP のみのピーク面積から LMDP-lipo のピーク面積の割合を算出した結果、

LMDP-lipo の場合は、総脂質量に対して 2.3 ± 0.2 mol% の LMDP が組み込まれていることが示唆

された。 
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   表 3-3. LMDP-lipoの HPLC 解析による LMDPの切断活性 

Sample 
peak area 

(μV/sec) 

cleavage efficiency  

(%) 

LMDP-liposome 110608 ± 38188 - 

LMDP-liposome 

   + membrane fraction 
67823 ± 20184 36.8 ± 7.0 

データは mean±S.D.として示した。 

 

 

3-3-5 LMDP-lipo の γ-セクレターゼ存在下での粒子径変化 

 

次に、LMDP-lipo の γ-セクレターゼを含む膜画分存在下での粒子径変化を評価した。さらに、γ-

セクレターゼ阻害剤である N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester 

(DAPT) （図 3-9a）の存在下での粒子径変化への影響も評価した。DAPT の γ-セクレターゼ活性

の阻害効果は図 3-3a の基質ペプチドプローブを用いた方法において、DAPT の添加により γ-セク

レターゼ活性が約 60%抑制されることを確認した（図 3-9b）。 

図 3-10a に示すように、LMDP-lipo の粒子径は膜画分の存在下で control-lipo に比べて、粒子径

の分布がブロードであった。これは、γ-セクレターゼ阻害剤の DAPT で処理することで抑制され

た（図 3-10a）。また、分散性の指標である polydispersity index (PDI) は、LMDP-lipo のみに比べ、

膜画分存在下で有意に増大し、この増大は DAPT の処理で抑制された（図 3-10b）。さらに、膜画

分の有無でリポソームの主要ピークの存在率を比較した。その結果、LMDP-lipo のみでの主要ピ

ークの存在率は、膜画分存在下で有意な減少が認められた(図 3-10c)。これらの変化は DAPT 共存

下では抑制され、さらに Control-lipo では認められなかった。以上の結果から、LMDP が γ-セクレ

ターゼによって切断された結果、リポソーム膜の不安定化が誘起されたことにより、粒子径が変

化し、粒度分布が乱れたと考えられた。 

 

 

図 3-8.  HPLC解析のクロマトグラム 

表 3-3の HPLC解析における LMDP-lipo及び膜画分存在下での LMDP-lipoの代表的なクロマト

グラムの図。保持時間 11.5 分付近のピークが LMDPを示す。 
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図 3-10.  LMDP-lipoのプロテアーゼ存在下での粒子径変化 

(a) 粒子径分布。Control-lipo（実線）及び LMDP-lipo（点線）を未処理（上図）、A549 細胞膜

画分存在下（中図）、膜画分＋阻害剤 DAPT存在下（下図）でそれぞれ動的光散乱法により測定

した。(b) (a) における PDI。白棒：未処理、灰色棒：膜画分存在下、黒棒：膜画分＋阻害剤 DAPT 

(c) (a) における主ピークの存在率（%）。黒丸/実線：Control-lipo、黒三角/点線：LMDP-lipo  (a) 

は代表的な図、(b)及び(c) は mean ± S.D.として示した。（*, P < 0.05 versus notreatment, n=3）
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図 3-9.  γ-セクレターゼ阻害剤 DAPT の阻害効果  

(a)  DAPT の構造式。(b) A549 細胞の膜画分と DAPT を図示の濃度で 37℃、30 分プレインキ

ュベート後、蛍光基質ペプチドプローブと 37℃、overnight でインキュベートし、ペプチドの蛍

光強度測定により評価した。データは mean ± S.D.として示した。（*, P < 0.05, **, P < 0.01 

versus 0 μM DAPT, n=3） 
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3-3-6 LMDP-lipoの γ-セクレターゼ特異的な薬物放出 

 

カルセインを内封した LMDP-lipo と HUEhT-2 細胞、A549 細胞、HeLa 細胞、MCF-7 細胞から

単離した各々の膜画分を混合することで、γ-セクレターゼ活性に依存した薬物放出を検討した。

図 3-3で示した各細胞の γ-セクレターゼ活性と比較すると、γ-セクレターゼ活性の高いA549細胞、

MCF-7 細胞の膜画分とカルセイン内封 LMDP-lipo を混合した場合、Control-lipo に比べて、カル

セイン漏出が促進された。このカルセイン漏出の促進は、γ-セクレターゼ阻害剤 DAPT の処理で

有意に抑制された（図 3-11）。一方、γ-セクレターゼ活性の低い正常細胞の HUEhT-2 細胞及び HeLa

細胞の膜画分ではカルセインの有意な漏出促進は認められなかった（図 3-11）。これらの結果よ

り、LMDP-lipo は、がん細胞で高い活性を有する γ-セクレターゼ特異的に内封薬物を放出可能で

あることが示唆された。 

 

3-3-7 LMDP-lipoの細胞内薬物放出 

 

LMDP-lipo は細胞膜画分中の γ-セクレターゼに応答して内封薬物の放出が可能であることが示

されたので、次に培養細胞を用いて LMDP-lipo からの薬物放出について評価した。γ-セクレター

ゼ活性の高い A549 細胞を用いて、LMDP-lipo の脂質膜を CM-DiIで蛍光ラベル化し、その内水相

にカルセインを封入した二重ラベル化体を調製し、LMDP-lipo の細胞内におけるカルセイン放出

を CLSM 観察により評価した（図 3-12）。その結果、Control-lipo に比べて、LMDP-lipo では緑で

示すカルセインの細胞内への拡散が認められた。さらに、Control-lipo では、細胞内にリポソーム

と内封カルセインの共局在を示す黄色のドットが多く認められたのに対し、赤のドットの

LMDP-lipo は、細胞膜に多く局在し、緑のカルセインとの共局在が減少していた（図 3-13a,b）。

さらに、LMDP-lipo からのカルセイン放出は、γ-セクレターゼ阻害剤 DAPT 処理により抑制され

た（図 3-13c）。したがって、LMDP-lipo は培養細胞においても、γ-セクレターゼに応答して、内

封カルセインを放出することが示唆された。 
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カルセインを封入した Control-lipo または

LMDP-lipoと HUEhT-2 細胞（白棒）、HeLa

細胞（点棒）、MCF-7（斜線棒）、A549 細

胞（黒棒）の膜画分及び DAPT（10 μM）

で処理した A549 細胞の膜画分（灰色棒）

をそれぞれ混合し、37℃、1 時間インキュ

ベート後、カルセインの蛍光測定により漏

出理率を算出した。 

データは mean ± S.D.として示した。 (*, P 
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また、γ-セクレターゼは細胞形質膜だけでなく、エンドソーム膜にも存在しており 139) 、さら

に、脂質組成にはエンドソーム内低 pH環境で膜融合活性を有する DOPE及び CHEMS 140-142) を

含有していることから、LMDP-lipo はエンドソーム膜との膜融合を介して、内封カルセインを細

胞内に放出している可能性が懸念された。そこで、エンドサイトーシス阻害剤を用いて、同様の

評価を行った。リポソームのようなナノ粒子は一般的にエンドサイトーシスを介して細胞内に取

り込まれるが、その中でも主要な経路として、クラスリン介在性エンドサイトーシス、マクロピ

ノサイトーシス、カベオラ介在性エンドサイトーシスの 3 経路に大別される（図 3-14a）100,101) 。

クラスリン介在性エンドサイトーシスが最も典型的な経路として知られているが、粒子サイズや

表面修飾、細胞膜との相互作用等により、他の経路を介する可能性も十分考えられる。そこで、

sucrose（クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害剤）、amiloride（マクロピノサイトーシス阻害

剤）、filipinⅢ（カベオラ介在性エンドサイトーシス阻害剤）を用いて、これらのエンドサイトー

シス経路による LMDP-lipo の細胞内取り込みを抑制した条件下での薬物放出を評価した（図

3-14b）。その結果、いずれの阻害剤で処理した場合でも、LMDP-lipo からの内封カルセインの細

胞内への放出は抑制されなかった（図 3-15a,b,c）。したがって、LMDP-lipo は細胞形質膜の γ-セク

レターゼによって LMDP が切断されることで、細胞内にカルセインを放出することが示唆された。 

図 3-13.  LMDP-lipoの培養

細胞における内封薬物放出 

脂質膜を DiI でラベル化し、

カルセインを内封した

Control-lipo (a)、LMDP-lipo 

(b)、50 μM DAPT 存在下での

LMDP-lipo (c) を A549 細胞

に添加し、37℃、1 時間イン

キュベート後、CLSM観察に

より評価した。赤：DiI（脂質

膜）、緑：カルセイン（内封

物）、Bar：10 μm 

c. LMDP-lipo

+ DAPT

a. Control-lipo

b. LMDP-lipo

merge Calcein(内封薬物) DiI（脂質膜）

蛍光ラベル化
LMDP-lipo

内封：カルセイン

脂質膜：CM-DiI

放出なし 放出あり

細胞 細胞

図 3-12.  LMDP-lipoの細胞内カルセイン漏出 

脂質膜を CM-DiI でラベル化し、カルセインを

内封したリポソームを用いることで、リポソー

ム（脂質膜）の局在と内封薬物の挙動が観察で

きると考えられる。 
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図 3-14. エンドサイトーシス

経路とその阻害 

(a) エンドサイトーシスの主要

な 3 経路とその阻害剤。クラス

リン介在性エンドサイトーシ

ス、マクロピノサイトーシス、

カベオラ介在性エンドサイト

ーシス経路があり、それらの阻

害剤として、それぞれ sucrose、

amiloride、filipinⅢがある。(b) 

LMDP-lipo が細胞の形質膜上で

放出可能であるかを、(a) の各

経路阻害剤存在下で検討する。 

エンドサイトーシス

sucrose

amiloride

filipinⅢ

LMDP-lipo

a

b

クラスリン介在性
エンドサイトーシス

カベオラ介在性
エンドサイトーシス

マクロピノ
サイトーシス

クラスリン

カベオリン

阻害剤：sucrose 阻害剤：amiloride
阻害剤：filipinⅢ

図 3-15.  LMDP-lipoのエン

ドサイトーシス阻害下での内

封薬物放出 

エンドサイトーシスの各経路

の阻害剤で前処理した A549

細胞に、脂質膜を DiI でラベ

ル化し、カルセインを内封し

た LMDP-lipo を 0.4 M 

sucrose (a)、2.5 mM amiloride 

(b)、5 μg/mL filipinIII (c) の存

在下で A549 細胞に添加し、

37℃、1 時間インキュベート

後、CLSM観察により評価し

た。赤：DiI（脂質膜）、緑：

カルセイン（内封物）、Bar：

10 μm 

 

a. LMDP-lipo

+sucrose

b. LMDP-lipo

+amiloride

c. LMDP-lipo

+filipinⅢ

merge Calcein(内封薬物) DiI（脂質膜）
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3-3-8 Time-lapse imaging による LMDP-lipoの細胞内薬物放出挙動の観察 

 

さらに、この放出特性を詳細に調べるため、CLSM の Time lapse 撮影により観察した。図 3-12

と同様にリポソーム膜を CM-DiI でラベル化し、カルセインを封入した LMDP-lipo を A549 細胞

に添加し、30 秒ごとに画像を取得した。その結果、細胞に取り込まれたリポソームは、始めは脂

質膜にカルセインが内封されているため、黄色のドットとして観察されるが、時間の経過と共に

赤の脂質膜が消失し、緑の内封カルセインが細胞内に拡散している様子が観察された（図 3-16）。 

 

そこで、放出と時間との関係をより詳細に評価するために、画像解析ソフト NIS-Elements（Nikon）

を用いて、細胞形質膜上のリポソーム 1 ドット毎に、そのドット中心から一定の距離（0,2,4 μm）

における DiI 及びカルセインの蛍光強度変化を追跡した（図 3-17a）。その結果、リポソームの指

標である DiIの蛍光強度は、中心の 0 μmにおいては 0 sec の時点で高かったのが、時間経過に伴

い DiIの蛍光強度は次第に低下し、120 秒後には約 88 % 減少した。また、中心から 2 μm、4 μm

離れた位置ではほとんど蛍光は認められなかった（図 3-17b）。このことから、LMDP-lipo は細胞

膜との融合により蛍光脂質が希釈されることで、蛍光が消失したことが示唆された。一方、内封

したカルセインは、0 sec では DiIと同様に中心付近の 0 μmで蛍光強度が高かったのが、時間経

過と共に低下し、120 sec では、蛍光強度が約 68 % 減少した。また、中心から 2 μm、4 μmの位

置における蛍光強度は、時間の経過と共に高くなった（図 3-17b）。このことから、内封したカル

図 3-16.  LMDP-lipoの Time-lapse 

imagingによるカルセインの細胞内放

出観察 

(a) DiI で脂質膜をラベル化し、カルセ

インを封入した LMDP-lipo を A549 細

胞に添加し、5% CO2、37℃でインキュ

ベートした。CLSMにより、30 秒間隔

で画像を取得した。 

赤：CM-DiI（脂質膜）緑：カルセイン

（内封物）bars： 2 μm 

0s

30s

60s

90s

120s

Calcein（内封薬物）

*

*

*

*

*

merge

*

*

*

*

*

DiI（脂質膜）

*

*

*

*
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セインは、始めはリポソームに内封されているためリポソームとカルセインが共局在していたが、

リポソーム（DiI）と細胞形質膜との融合に伴い、カルセインが放出されることが示唆された。ま

た、LMDP-lipo からのカルセイン放出は、LMDP-lipo が細胞と接触後約 30 秒から認められたこと

から、LMDP-lipo は非常に短時間で薬物放出可能であることが示唆された。 

以上より、LMDP-lipo は、γ-セクレターゼの高活性細胞において、細胞質内に内封薬物を放出

することが可能であることが示された。  

 

 

 

 

 

  

図 3-17.  細胞内放出挙動の蛍光定量

による評価 

図 3-16 の DiI 及びカルセインの蛍光

強度を時間追跡し定量することで、細

胞内放出を観察した。 

(a) 画像解析による蛍光定量の概略

図。CM-DiI とカルセインの蛍光強度

をリポソームのドットの中心を 0 と

し、2、4 μmで測定した。3 dots/cell 

で 5 cells を解析した結果を、縦軸を

蛍光強度、横軸を時間でドットごとに

プロットした。画像解析ソフト

NIS-Elements を用いて、CM-DiI (b)、

カルセイン (c) それぞれで解析し

た。 
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3-4 考察 

 

本章では、がん細胞内に特異的かつ効率的に free 型薬物を送達するために、がん細胞で高活性

な γ-セクレターゼの基質ペプチド（LMDP）をリポソーム膜不安定化素子として膜内に組み込ん

だ LMDP-lipo を構築し、その機能性について示した。 

これまでに、リポソームからの薬物の放出のために、がん細胞で高活性の分泌型酵素である

elastase や matrix metalloprotease (MMP) の基質を利用して、その基質分解によって、がん細胞選

択的にリポソーム膜の崩壊や膜融合を引き起すような薬物キャリアーが開発されてきた 143,144) 。

しかし、これらの薬物キャリアーの場合、細胞外で内封薬物が放出されるために、利用できる薬

物が限定されるだけでなく、放出効率が低いと考えられる。そこで本研究では、キャリアーが細

胞内と取り込まれると同時に薬物放出する可能なシステムを開発するために、がん細胞膜に存在

し、膜内で基質を分解する γ-セクレターゼに着目した。γ-セクレターゼは、細胞の分化や増殖を

制御している Notch シグナルに重要な役割を果たしているプロテアーゼであり、がん細胞では、

その Notch シグナルの異常な活性化が報告されている 145,146) 。Notch は 1 回膜貫通型の受容体で

あり、細胞膜に存在する γ-セクレターゼが Notch の膜貫通部位を膜内で切断し、その細胞内断片

が核に移行することで転写因子として働くことで、シグナルが伝達される 147,148) 。そのため、γ-

セクレターゼは Notch シグナルに不可欠なプロテアーゼであり、シグナルが異常亢進しているが

ん細胞では活性が高いことが報告されている 149,150) 。正常細胞を含む数種類の細胞で FACS によ

り γ-セクレターゼの活性中心タンパク質である presenilin-1 の発現を確認したところ、いずれの細

胞でも発現が認められ、細胞間で大きな差は認められなかったが、γ-セクレターゼ活性の評価で

は、正常細胞の HUEhT-2 に比べ、がん細胞で 2~4 倍高い活性を示した（図 3-3b,c）。 

LMDP-lipoはこのような膜タンパク質 γ-セクレターゼの基質ペプチド LMDPをリポソーム膜に

組み込むことで構築した。がん細胞に特異的な DDSキャリアーとして、抗体やペプチドなどのリ

ガンドを修飾したようなキャリアーはこれまでにも多数報告されているが 76,77) 、それらは薬物放

出を制御することはできない。LMDP-lipo はリポソームからの薬物放出の鍵となる脂質膜構造を

変化させることにより、がん細胞特異的な薬物放出が可能ではないかと考え設計した。 

γ-セクレターゼの基質 LMDP の γ-セクレターゼによる切断活性を、基質ペプチドとの競合阻害

及び HPLCによる LMDP の定量によって評価した。その結果、競合阻害活性は、ペプチド単独の

方が、LMDP-lipo より IC50で約 2 倍阻害効果が高かった。一方で、HPLCによる LMDP の定量の

結果では、ペプチド単独よりもリポソームに組み込んだ LMDP-lipo の方が、切断率が高い結果と

なった（表 3-1,2）。これまでに、細胞の膜画分における γ-セクレターゼ活性は、細胞膜の構成脂

質である PCや PEを混合した場合に増大したことが報告されている 151) 。また、同様に膜内領域

で酵素活性を示す膜タンパク質のプロテアーゼである romboid でも、リポソームに再構成するこ

とで、界面活性剤で可溶化した場合に比べて、高いプロテアーゼ活性が示すことも報告されてい

る 152) 。これらのことから、膜タンパク質であるプロテアーゼは、膜内で活性を示すことから、

脂質膜に組み込まれた状態である方が、活性が高いと考えられる。したがって、表 3-1,2 での結

果も LMDP が脂質膜に組み込まれている LMDP-lipo の状態では、LMDP 単独よりも γ-セクレター

ゼと相互作用する割合は少なかったかもしれないが、脂質が存在することで、LMDP の切断活性



91 

 

は高くなったのではないかと考えられる。 

LMDP-lipo の脂質組成を検討した結果、EPC 単独や、DOTAP 含有リポソームよりも、

EPC/DOPE/CHEMS から構成されるリポ ソームにおいて、内封カルセインの漏出が促進された

（図 3-6）。これは、γ-セクレターゼは細胞膜内でプロテアーゼ活性を示すため、リポソームと細

胞膜との接触が重要であると考えられ、DOPE をリポソーム組成に加えて膜融合性を付与するこ

とで効率よく機能性を発揮できたと考えられる。また、LMDP は C末端が nuclear localization signal

（NLS）配列となっており、アルギニンやリジンといった塩基性アミノ酸が豊富であるため、静

電的反発を誘起するような正電荷リポソーム膜への組み込みは阻害されると考えられる。一方、

負電荷脂質の CHEMS を含むリポソームでは、LMDP と CHEMS が親水性部位において静電的相

互作用するために、他の組成よりもリポソーム膜に LMDP が効率的に組み込まれることで、リポ

ソーム膜に対する LMDP の効果が増強した結果、内封カルセインの漏出が促進されたのではない

かと推察された。LMDP-lipo からのカルセイン漏出は、正常細胞の HUEhT-2 に比べ、γ-セクレタ

ーゼ活性の高いがん細胞の A549 では、Control-lipo に対する LMDP-lipo の上昇率（LMDP-lipo の

漏出/Control-lipo の漏出）が 2 倍以上高かった。したがって、γ-セクレターゼ活性の高いがん細胞

特異的に放出可能であることが示唆された。さらに、γ-セクレターゼ阻害剤 DAPT の処理により

LMDP-lipo からのカルセイン放出は抑制された（図 3-11）。DAPT は、γ-セクレターゼのアロステ

リック部位に結合して触媒部位の構造を変化させることで、基質の活性部位への結合を阻害する

153) 。そのため、DAPT 処理によって γ-セクレターゼの活性中心への LMDP の結合が阻害される

ことが推察されることから、LMDP が γ-セクレターゼの活性中心へ結合することも LMDP-lipo の

薬物放出の促進に影響している可能性がある。しかし、presenilin-1 の発現が同程度でも γ-セクレ

ターゼ活性の高い細胞において、LMDP-lipo からのカルセイン放出が促進したことから、γ-セク

レターゼの活性中心への LMDP の結合に加えて、その切断活性も重要であると考えられる。 

作製した LMDP-lipo は、Control-lipo と比べて、培養細胞の A549 細胞においても、γ-セクレタ

ーゼに依存した細胞内カルセインの放出が認められた（図 3-13）。しかし、この脂質膜組成中に

は、低 pH で膜融合能をもつ DOPE/CHEMS を用いており、エンドソーム内の酸性環境下におけ

る膜融合を介した放出の可能性が懸念された。DOPE は親水性部位に対して疎水性部位が大きい

逆ヘキサゴナル構造をとる脂質であり、DOPEのみでは安定な脂質二重膜構造を形成できないが、

CHEMS などの電荷を有する両親媒性脂質を混合することで、その膜構造が安定化される。これ

までに、CHEMS のカルボキシル基がエンドソーム内の低 pHでプロトン化することで負電荷が消

失し、リポソーム膜が不安定化され、膜融合が誘起されることから、DOPE と CHEMS から構成

されるリポソームは、エンドソーム膜と効率的に膜融合することで、エンドソームから脱出可能

であるため、遺伝子キャリアーとして広く利用されている 140-142) 。そのため、Control-lipo からの

カルセイン放出は、膜融合に依存していると考えられる。一方、LMDP-lipo では、細胞膜へ局在

しやすいだけでなく、内封カルセインの放出能が Control-lipo に比べて高かった。さらに、エンド

サイトーシス経路による細胞内取り込みを抑制した場合でも、細胞内におけるカルセイン放出が

認められたことから（図 3-15）、LMDP-lipo からのカルセイン放出機構には、単にエンドソーム膜

との膜融合が関与するだけでなく、細胞形質膜との膜融合を介して LMDP が切断されることでリ

ポソーム膜構造が乱れることが関与することが示唆された。 
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さらに、この LMDP-lipo の放出のタイムコースを詳細に検討した結果、LMDP-lipo は粒子とし

て細胞膜に結合し、取り込まれてから約 2 分程度で速やかにカルセインの拡散する様子が観察さ

れた（図 3-16,17）。一般的にナノ粒子がエンドサイトーシスで取り込まれても、ライソソームで

の分解や、細胞膜上にリサイクリングされることがが、ナノ粒子の細胞質送達効率の低下を招く

一因であると考えられている。ポリスチレンナノ粒子では、細胞に取り込まれてから 30 分程度で

初期エンドソームから後期エンドソームに移行し、ライソソームに移行するのには約 4 時間程度

かかることが報告されている 154) 。また、siRNAキャリアーとしてよく用いられている LNPでは、

取り込みから約 1 時間程度でリサイクリングエンドソームへの局在が増え始め、約 6 時間後に

siRNAは細胞外に排出されることが報告されている 129) 。LMDP-lipo は、図 3-16,17 に示されるよ

うに細胞形質膜との融合時、もしくはエンドサイトーシス経路で取り込まれた場合でも、エンド

ソーム膜上 γ-セクレターゼにより LMDP が切断されるために、初期エンドソームにおいて、速や

かな薬物放出が達成されることが示唆された。したがって、LMDP-lipo は、上記のような分解や

リサイクリングを回避することが可能であるため、細胞質へ内封薬物を効率的に放出することが

可能なキャリアーであると考えられる。 

LMDP-lipo を in vivo へ応用する場合、血中滞留性を付与することが必須であると考えられる。

しかし、汎用されている PEGのような水溶性高分子では、細胞膜との相互作用が阻害されてしま

うため、LMDP の機能性が損なわれると考えられる。さらに、LMDP-lipo は脂質二重膜の形成に

不安定な DOPEを含有しており、DOPE含有リポソームでは、PEGを修飾した場合でも、安定な

ラメラ構造を形成可能な PC を基盤とするリポソームに比べて、血中安定性が低いことも報告さ

れている 128) 。また、LMDP-lipo はリポソーム膜にペプチドを組み込んでいるため、薬物の内封

率も低く、生理的条件でも内封薬物が漏れやすいことも課題として挙げられる。そこで、

LMDP-lipo を in vivo に応用するためには、第 2 章で開発した SAPSP の利用が有用であると考え

られる。すなわち、LMDP-lipo の表面を SAPSP で修飾することで、効率的な腫瘍送達が期待でき

るだけでなく、リポソームに修飾した SAPSP は膜融合能も有するために、LMDP の機能性を保持

しつつ脂質膜をより安定な組成に変更することも可能であると考えられるため、血中安定性と細

胞内への薬物放出の相反する機能を 1 つのキャリアーに同時に付与することができると期待され

る。 
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3-5 小括 

 

本章では、がん細胞内へ薬物を特異的に放出するシステムとして、がん細胞で高活性な γ-セク

レターゼによって切断される LMDP を膜不安定化素子としてリポソーム膜に組み込んだキャリ

アー（LMDP-lipo）を開発した。LMDP-lipo は、γ-セクレターゼによる LMDP の切断を介してリ

ポソーム膜構造が乱れることで、細胞内へ低分子薬物の効率的に放出可能であることが示された。

また、LMDP-lipo は細胞形質膜と相互作用すると同時に、速やかに薬物を放出することが可能で

あるため、細胞内小胞による分解や排出機構を回避可能であるために、既存のキャリアーに比べ

て、細胞質へ free 型薬物を効率的に放出可能であることが示唆された。以上より、LMDP-lipo は

腫瘍組織へ送達された薬物が特異的かつ最大限の薬効を発揮することが期待できるだけでなく、

第 2 章で構築した SAPSP と組み合わせることで、体内動態から細胞内放出までも制御できる基盤

キャリアーとしても期待される。 
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核酸の細胞質内での効率的な放出システムの開発 
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第 4 章 核酸の細胞質内での効率的な放出システムの開発 

 

4-1 緒言 

 

 第 3 章では、低分子薬物の細胞内への効率的な放出システムを構築したが、核酸のような高分

子を医薬品として利用する場合にも、細胞質での効率的な放出は重要である。近年、遺伝子発現

の網羅的解析などの発展に伴い、疾患の遺伝子レベルでの解明が進展し、その情報に基づき、医

薬品の開発は従来の低分子医薬品から、より特異性の高い医薬品の開発にシフトされてきている。

特に、疾患関連タンパク質を狙い撃ちすることができる分子標的薬が盛んに開発されてきている

が、これらの標的は疾患原因因子の約 20%程度であるため、タンパク質のみを標的した治療法に

は限界があると考えられている 155) 。そこで、疾患関連核酸を治療標的とした医薬品を開発する

ために、機能性核酸及びその DDS研究が急速に展開されている 156) 。特に、核酸医薬品として

注目されている siRNAのキャリアー開発は急務であるが、現在の siRNAキャリアーの課題の１

つとして非効率的な siRNA放出が挙げられる。そこで本章では、siRNAの細胞質放出を促進可能

な新規キャリアーを構築することを目的とした。 

1998 年に Fire らによって RNA interference (RNAi) が初めて報告されてから 157) 、siRNAは医療

分野への応用が期待され、多くの研究開発が行われてきた。現時点では、siRNA製剤は上市には

至っていないものの、海外では多数の品目が臨床試験段階にあり、近い将来ヒトへの応用が現実

的となってきている。siRNA は 20 塩基程度の短い 2 本鎖 RNA であり、細胞質の RNA-induced 

silencing complex（RISC）に取り込まれ、相補的な配列の mRNAを分解することで、標的タンパ

ク質の発現を特異的に抑制することができる 158-160) 。したがって、siRNAが遺伝子発現抑制効果

を発揮するためには、細胞内に取り込まれるだけでなく、細胞質まで送達されなければならない。

しかし、siRNAは負電荷の水溶性高分子であることから細胞膜透過性に乏しい上、生体内で容易

にヌクレアーゼによって分解されるために、これらの問題を解決可能な siRNAキャリアーの開発

が必須である。これまでに、siRNAをリポソーム内に封入し、さらに体内動態制御素子や細胞内

動態制御素子を組み込むことで、ヌクレアーゼによる siRNA の分解を回避し、細胞質へ siRNA

を送達可能なリポソーム型 siRNA キャリアーが多数開発されてきた 41,161) 。しかし、これらのキ

ャリアーを利用しても、疾患部位の細胞内への送達可能な siRNA量には限界があるため、細胞質

へ送達された siRNA の効果を更に増強するための改良が必要である。一般的にリポソームへ

siRNA を封入する場合、カチオン性ポリマーと siRNA を静電的相互作用により凝集化させた

siRNAコアを作製し、その siRNAコアを脂質膜でコーティングする方法がよく用いられている 42) 。

しかし、凝縮剤としてカチオン性ポリマーを用い場合、非常に強固な siRNAコアが形成されるた

め、siRNAキャリアーによって細胞質に siRNAコアが送達されたとしても、siRNAがコアから放

出されず、RISC に認識されにくいことから、mRNA の分解反応が起こりにくいと考えられる。

すなわち、RNAi 効果は細胞質内の free 型 siRNA量に依存するため、siRNAキャリアーによって

送達された siRNAが高い RNAi 効果を誘導するためには、細胞質で siRNAがコアから放出された

free 型となることが重要である（図 4-1a）。そこで、細胞質における siRNA 放出を促進可能な新
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規システムを構築するために、第 2 章で開発した pH応答性電荷反転型ペプチド SAPSP を凝縮剤

として利用することで、細胞内 pH変化に応答して siRNAを効率的に細胞質内へ放出可能なキャ

リアーを開発できるのではないかと考えた。つまり、低 pH条件で正電荷を有するSAPSP は siRNA

と静電的相互作用によって容易にコアを形成することができると予想された。この siRNAコアが

細胞質に送達された場合、細胞質 pH（pH 7.4）に応答して、SAPSP が負電荷に反転するため、siRNA

との静電的反発が誘起されることで siRNAコアから siRNAが放出されるだろうと考えられた（図

4-1b）。そこで、SAPSP を凝縮剤として用いて、低 pH 条件で siRNA コアを作製し、本コアを脂

質膜の枚数を制御したリポソームに封入した siRNA を構築し、細胞質内における siRNA の放出

及び RNAi 効果に関して、pH非応答性ポリカチオンのステアリル化オクタアルギニン（STR-R8）

から構成される siRNAコアと比較評価した。 

 

 

 

  

RISC

RISCへの取り込み

細胞質(pH7.4)
エンドソーム

強固に凝縮

siRNAの放出

- -

-
＋

siRNA

+

+ +

カチオン性ポリマー
（STR-R8）

siRNAをカチオン性ポリマーで凝縮

凝縮

STR-R8 core

STR-R8 core

SAPSP core 

siRNA負電荷

SAPSP

負電荷に反転
-

-

- -

-

静電的反発

siRNAの放出RISC

RISCへの取り込み

細胞質(pH7.4)
エンドソーム

pH4.0

siRNA
SAPSP

正電荷

+
+

SAPSP

core 

凝縮
＋

- -

-

siRNAをSAPSPで凝縮

a

b

図 4-1.  SAPSP を用いた

siRNA コアのコンセプト 

(a) 従来の STR-R8 を用いた

siRNA コア。カチオン性ポリマ

ーの場合、細胞質で強固に凝縮

されているため、siRNAは放出

されにくいと考えられる。 (b) 

SAPSPを用いた siRNA コア。

SAPSPは細胞質 pHに応答して

電荷が負電荷となることで、

siRNAとの静電的反発により放

出が促進されると考えられる。 
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4-2 実験方法 

 

4-2-1 材料・機器 

 

1) 材料 

3-sn-Phosphatidic acid (PA)は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.)より購入した。Agarose S、

ethidium bromide (EtBr)、glycerol は和光純薬工業株式会社（Tokyo, Japan）より購入した。

Lipofectamine 2000、SYBER Gold nucleic acid gel stain は Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入し

た。Rabbit Reticulocyte Lysate (Nuclease Treated)、Luciferase control RNA、luciferase assay systemは

Promega (Madison, WI, U.S.A)より購入した。Stearyl-R8 (stearyl-RRRRRRRRR-NH2)、slightly acidic 

pH sensitive peptide (SAPSP： stearyl-GGGGHGAHEHAGHEHAAGEHHAHE-NH2)、NBD-SAPSP 

(Stearyl-SAPSP-GC-NBD-NH2) はスクラム (Tokyo, Japan) により委託合成した。 Anti-luciferase 

siRNA (21-mer, 5’-GCGCUGCUGGUGCCAACCCTT-3’, 5’-GGGUUGGCACCAGCAGCGCTT-3’)、

negative control siRNA (21-mer, 5’-UAUUGCGUCUGUACACUCATT-3’, 

5’-UGAGUGUACAGACGCAAUATT-3’) 、 Alexa 546 labeled siRNA (21-mer, 

5’-Alexa546-UAUUGCGUCUGUACACUCATT-3’, 5’-Alxa546-UGAGUGUACAGACGCAAUATT-3’) 

は Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.)より合成されたものを購入した。 

 

2) 機器 

プローブタイプソニケーターは URTRASONIC PROCESSOR Q125 (Qsonica, newtown, CT, 

U.S.A.)を使用した。電気泳動漕は、i-MyRun.NC IMR-303（コスモ・バイオ株式会社, Tokyo, Japan）

を使用した。ゲル撮影装置は STAGE-1000 (AMZ System Science, Osaka, Japan)を使用した。 

 

その他の材料、機器は第 1 章、第 2 章、第 3 章と同様のものを用いた。 

 

4-2-2 細胞培養  

 

本章ではマウスメラノーマ細胞の B16-F1 細胞を用いて実験を行った。培養方法は 2-2-2 と同様

に行った。 

 

4-2-3 SAPSP/siRNA、STR-R8/siRNAの作製 

 

10 mM HEPESとなるように HEPESをミリQに溶解し、1N NaOHまたは 1N HClを添加して pH 

7.4 及び pH 4.0 に調整し、0.22 μmのフィルターでろ過滅菌した。siRNA、SAPSP、STR-R8 をそ

れぞれ適切な濃度に 10 mM HEPES buffer (pH4.0)で希釈した。 

siRNA の正電荷コアを作製するため、以下の式に従って、様々な N/P 比で siRNA と SAPSP の

混合比を算出した。検討後は N/P=5.5 とし、混合比を決定した(siRNA：SAPSP = 1：5.5)。また、

STR-R8 コアも N/P=5.5 に合わせて以下の式に従って、混合比を決定した（siRNA：STR-R8 = 1：
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3.2）。この比で SAPSP または STR-R8 に siRNAを vortex 下で添加し、コアを作製した。物性評価

として粒子径とゼータ電位を Zetasizer Nano (Malvern Ins. Ltd.)で測定した。 

 

Ｎ Ｐ 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =⁄

𝐶𝑝𝑒𝑝 ×
𝑛𝐻 𝑜𝑟 𝑅
𝑀𝑊𝑝𝑒𝑝

𝐶𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 ×
𝑛𝑃

𝑀𝑊𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴

 

 

 

 

4-2-4 R8D-lipoの調製 

 

siRNA コアのリポソームへの封入はこれまでに報告された方法を応用した 162) 。脂質薄膜を

DOPE/PA=7/2（mol/mol）で作製し、10 mM HEPES buffer（pH 4.0）を添加し、室温で 5分水和後、

バスタイプソニケーター（URTRASONIK 14B）で 5 分以上超音波処理し、作製したリポソーム溶

液を回収した。その後、さらにプローブタイプソニケーター（ULTRASONIC PROCESSOR Q125）

を使用して氷上で 20 分間超音波処理し（Amplitude：50 %）、SUVを調製した (総脂質濃度：0.825 

mM)。遠心分離（15,000 rpm、5 分、4℃）後、上清を回収し、この操作を 3 回繰り返した。得ら

れた SUV 溶液と作製したコアを、SUV/コア=2/1（v/v）で、vortex 下で SUV にコアを滴下して、

fusion 法によりリポソームにコアを封入した D-lipo を作製した（総脂質濃度 0.55 mM）。その後、

STR-R8 を脂質濃度の 10 mol%で添加し、室温で 30 分インキュベートすることで R8 を修飾し、

R8D-lipo を作製した。 

 

4-2-5 Ethidium Bromide (EtBr) intercalate assay 

 

siRNA コアの作製とコアからの siRNA のリリースを EtBr の蛍光強度を測定することにより評

価した。EtBr の pH 7.4 または pH4.0 HEPES buffer (10 mM)溶液を SAPSP コア、STR-R8 コアに

EtBr/siRNA = 0.245/0.5（w/w）の比で添加し、室温で 10 分インキュベートした。その後、EtBr の

蛍光強度を PLATE manager Infinite M200 (TECAN)により測定した（Ex:520 nm, Em:590 nm）。 

 

4-2-6 siRNAの電気泳動 

 

1) 試薬調製 

【泳動 buffer】 

pH 7.4 及び pH 4.0 の泳動 buffer として、50 mM リン酸 buffer（pH 7.4）、50 mMクエン酸 buffer

（pH4.0）を作製した。50 mM リン酸 buffer (pH 7.4)は、50 mM Na2HPO4と 50 mM NaH2PO4を調

製し、pHを測定しながら、50 mM Na2HPO4に50 mM NaH2PO4をpH 7.4となるまで加えた（Na2HPO4 

810 mL に NaH2PO4 200 mLくらいの割合）。50 mMクエン酸 buffer（pH 4.0）は、50 mM クエン

酸溶液を調製し、pHを測定しながら、50 mM クエン酸に上記で用いた 50 mM Na2HPO4を pH4.0

Cpep：SAPSP または STR-R8 濃度 

CsiRNA ：siRNA濃度 

nH  ：SAPSP 中の H残基数（8） 

nR ：STR-R8 中の R残基数（8） 

nP ：pDNAの 1 塩基対あたりの PO4
- 数（2） 

MWpep：ペプチドの分子量 

MWD ：siRNAの 1塩基対あたりの平均分子量（約 660） 
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となるまで加えた（クエン酸 500 mLに Na2HPO4 550 mL くらいの割合）。 

【10×sample buffer】 

上記で調製した泳動 bufferの 50 mM リン酸 buffer（pH 7.4）及び 50 mMクエン酸 buffer（pH 4.0）

に 50 % Glycerolを加え、10×sample buffer とした。 

 

2）アガロースゲル電気泳動 

三角フラスコにアガロースを 1 g秤量し、pH 7.4 及び pH 4.0 泳動 buffer 100 mL を加え、電子

レンジで加温し、溶解した。触れるくらいに冷ませてから、ゲルトレイとコームをセットしたゲ

ルスタンドに溶液を流し、固めた（1% Agarose gel）。4-2-3 と同様の方法で SAPSP コア、STR-R8

コアを作製し、10×sample buffer を 1/10 量加えて懸濁し、siRNA量として 0.3 μg/well で作製した

ゲルにアプライした。また、SDS 添加サンプルは、10×sample buffer に 10 %となるように SDS

を溶解させ、各コアに加えて懸濁し、同量の siRNA量で 0.3 μg/wellアプライした（最終濃度：1% 

SDS）。pH 7.4 または pH 4.0 の泳動 buffer 中で 100V、30 分電気泳動した。泳動後、ゲルを SYBER 

Gold (Ex:300 nm, Em:537 nm)溶液（pH 7.4 buffer で原液を 10000 倍希釈）に浸して室温で 30 分振

とうしながらインキュベートし、ゲル撮影装置（STAGE-1000）で撮影した（UV 100%）。 

 

4-2-7 siRNA のトランスフェクション 

 

B16-F1のルシフェラーゼ安定発現株（B16-F1-luc）を 96 well plateに DMEM (+)で 2×103 cells/well

を播種した。37℃、5% CO2、24 時間インキュベート後、PBS (-)で洗浄し、DMEM (-) 100 μLに培

地交換した。その後、siRNAとして 50 nMの SAPSP コア、STR-R8 コアを封入した R8D-lipo を添

加した。また、トランスフェクション試薬 Lipofectamine 2000（LFN2000）は LFN2000：siRNA=3.8：

1 の比で試薬の手順書に従って混合し、B16-F1-luc に同様に添加した。37℃、5% CO2、3 時間イ

ンキュベート後、トランスフェクションした培地を除去し、PBS (-)で 3 回洗浄し、DMEM (+)100 

μL を添加した。さらに 37℃、5% CO2、9時間インキュベートした。その後、1-2-8 と同様の方法

でルシフェラーゼ活性を測定した。RLU/mg protein で算出し、それぞれのサンプルの遺伝子発現

抑制効果を以下の式に従って算出した。 

 

𝐺𝑒𝑛𝑒 𝑘𝑛𝑜𝑐𝑘 𝑑𝑜𝑤𝑛 𝑒𝑓𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑦 (%) = [1 − (
𝑅𝐿𝑢𝑐

𝑅𝐶𝑜𝑛𝑡
)] × 100 

 

 

4-2-8 Time-lapse imaging による細胞内 siRNA放出観察 

 

0.002 % PLLでコートした 35 mm ガラスボトム dish (IWAKI)に B16-F1 細胞を 2×105 cells/dish

で播種し、37℃、5 % CO2、24 時間インキュベートした。PBS (-)で洗浄後、DMEM (-) 1mL に培

地交換し、SAPSP コアを封入した R8D-lipo（総脂質濃度 0.55 mM）を 80 μL（Alexa546-siRNA量

として 0.88 μg）となるように添加し、37℃、15 分インキュベートした。その後、ヘパリンナト

RLuc：anti-luciferase siRNA 

の RUL/mg protein 

RCont：negative control siRNA 

の RUL/mg protein 
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リウム(20 units/mL) 含有 PBS (-)で 3 回洗浄し、DMEM (+) 1mL に培地を交換し、100×Hoechest 

33342 10μL 添加し、室温で 10 分インキュベートした（遮光）。その後、ヘパリンナトリウム(20 

units/mL)含有 PBS (-)で洗浄し、DMEM (+)で洗浄後、DMEM (+) 1 mL添加して Time-lapse imaging

を CLSMにより行った。観察には、Nikon A1 CLSM (Nikon Instruments Inc., Melville, USA)を使用

し、油浸 63 倍対物レンズ(Plan Apo VC 60X 1.4 N.A.)を用いて 37°C、5% CO2条件を維持しながら

撮影した。Hoechest 33342 (Ex:355 nm, 405 nm)、NBD (Ex:460 nm, Ex:535 nm)、Alexa546 (Ex:554 nm, 

Em:570 nm) は、それぞれ 405 nm、488 nm、561 nmのレーザーで励起した。Time-lapse imagingは

3 分ごとに 2時間で画像を取得した。 

 

4-2-9 In vitro 翻訳 

 

In vitro 翻訳は Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega)を用いて、基本的にメーカーの手順に

従って行った。Luciferase mRNA 1 μL (mRNA 量として 1 µg)を SAPSP コアまたは STR-R8 コア 12 

μL（siRNA量として 1 μg）と混合し、氷上で 10分間インキュベートした。その後、Rabbit Reticulocyte 

Lysate 35 μL、Amino Acid Mixture Minus Leucine (1 mM) 0.5 μL、Amino Acid Mixture Minus 

Methionine (1mM) 0.5 μL、Ribonuclease inhibitor (40 U/μL) 1 μL を加え、懸濁し（総量 50 μL）、30℃、

90分インキュベートした。室温に戻した Luciferase assay substrate 50 μLと得られた反応液を 2.5 μL

を混合し、1-2-8 と同様にルシフェラーゼ活性を測定した。 
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4-3 実験結果 

 

4-3-1  SAPSP を用いた siRNAコアの作製 

 

まず、SAPSPを凝縮剤に用いた siRNAコアの作製と最適化を行った。第 2章でも用いたように、

SAPSP は、配列に Glu と His を含んでおり、生理的 pH（pH 7.4）では負電荷を示すが、低 pHで

は正電荷に反転する（図 2-2a）。この SAPSP を用いて siRNAコア（SAPSP コア）を作製するため

に、SAPSP が正電荷を示す低 pH条件（pH 4.0）において様々な N/P（nitrogen/phosphate）比で SAPSP

と siRNAを混合し、物性評価及び ethidium bromide (EtBr) intercalate assay による凝縮度合の検討

を行った。コアを封入するリポソームには負電荷脂質を用いるため、siRNAコアは正電荷となる

よう最適な N/P 比を検討した。図 4-2a に示したように、N/P=5 以上において siRNAコアの粒子経

は小さくなり、また、ゼータ電位は、N/P=4 以上から正電荷を示した（図 4-2b）。これらの検討よ

り、本研究では、粒子径が 100 nm以下で、十分な正電荷を示す N/P=5.5 を最適な混合比とした。

また、調製した siRNAコアの凝縮度合を、EtBr intercalate assay により評価した。EtBr は核酸の二

本鎖にインターカレートすることで蛍光が増大する。そのため、siRNAがポリカチオンによって

強固に凝縮されている場合、EtBr が siRNA にインターカレートされないため、EtBr の蛍光が減

少する。本評価は核酸コアの凝縮度合の評価によく用いられている方法である（図 4-2c）163) 。

その結果、free の siRNA（N/P=0）においては、十分に高い EtBr の蛍光強度が認められたが、N/P=4.0

以上では、EtBr の蛍光強度が free 型に比べて、約 25% まで減少した。この結果より、N/P=5.5

で調製した SAPSP コアは十分に凝縮された複合体を形成していることが示された（図 4-2d）。こ

の SAPSP コアの比較として pH 非応答性カチオン性ペプチドのステアリル化オクタアルギニン

（STR-R8）を用いて調製した siRNAコア（STR-R8 コア）も同様に N/P＝5.5 で作製した。これら

の物性は表 4-1 に示した。 

 

表 4-1. SAPSP コア及び STR-R8コアの物性（pH4.0） 

 
Size (nm) PdI Zeta potential (mV) 

SAPSPコア  pH4.0 90±9 0.23±0.06 22±6 

STR-R8 コア  pH4.0 87±9 0.28±0.04 17±3 

データは mean ± S.D.として示した。（n=6） 
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4-3-2 pH変化によるコアからの siRNAの放出評価 

 

4-3-1 での検討から N/P 比を 5.5 で作製した SAPSP コアの細胞質 pH（pH 7.4）に応答した siRNA

放出を検討するために、EtBr intercalate assayを行った。図 4-2c でも示したように、SAPSP コア が

強固に凝縮されている場合は EtBr の蛍光強度は低下するが、SAPSP コアが細胞質環境の pH 7.4

に変化させることによって脱凝縮された場合は、高い強度を示すと考えられる（図 4-3a）。その

結果、STR-R8 コアでは pH 4.0 で顕著に減少した EtBr の蛍光は、pH 7.4 の条件下でもほとんど変

化しなかったのに対して、SAPSP コアでは pH 7.4 において、pH 4.0 の場合に比べて、90 %以上の

蛍光回復が認められた（図 4-3b）。そこで、この EtBr の蛍光回復が確かに siRNAのリリースを示

しているのかを検討するために、pH 4.0、pH 7.4 の緩衝液中で siRNAコアをアガロースゲル電気

泳動に供した。コアの状態では siRNA は泳動されないが、コアから siRNA が放出された場合、

siRNAは泳動されると考えられる。その結果、STR-R8 コアは pH 4.0、pH 7.4 いずれの pH条件で

図 4-2 . SAPSP コアの作製 

(a) N/P比による粒子径の変化。図示の N/P比で siRNAと SAPSPを作製し、動的光散乱

法で粒子径を測定した。データは mean±S.D.で示した。（n=3）(b) N/P比によるゼータ電位

の変化。(a) の時のゼータ電位をレーザードップラー法により測定した。データは mean ± 

S.D.で示した。（n=3）(c) EtBr intercalate assay の概略図。siRNAは SAPSPによる凝縮で

EtBr の蛍光が減少する。(d) EtBr intercalate assay. 図示の N/P比で作製した SAPSP コア

を EtBr と室温で 10 分インキュベート後、EtBr の蛍光強度を測定した。（Ex:520 nm Em:590 

nm） データはすべて mean ± S.D.で示した。（n=3） 
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もウェルの部位に留まり、siRNAは泳動されなかった。一方、SAPSP コアの場合は、pH 4.0 では

泳動されなかったが、pH 7.4 条件では naked siRNAと同程度の位置まで siRNAが泳動された（図

4-3c）。さらに、siRNA と SAPSP、STR-R8 の静電的相互作用を調べるために、これらのコアを、

負電荷イオンを有する sodium dodecyl sulfate (SDS)で処理した場合も電気泳動を行った。その結果、

どちらのコアも pHに関係なく naked siRNAと同様に泳動された（図 4-3c）。したがって、SAPSP-

コア中の siRNAは低 pHにおいては SAPSP との静電的相互作用により凝縮されているが、細胞質

pH 下では、SAPSP の電荷が正から負へ反転することで、siRNA との静電的反発が誘起されるた

め、SAPSP コアから siRNAがほぼ完全に放出されることが示唆された。 

 

4-3-3 Time-lapse imaging による細胞内での siRNAの放出観察 

 

SAPSPコアは、細胞質環境の pH 7.4において効率的に siRNAを放出することが示されたので、

次に、細胞内で実際に放出されるのかを検討した。そのために、NBDで蛍光ラベル化した SAPSP

（NBD-SAPSP）、Alexa Fluor 546® でラベル化した siRNA（Alexa546-siRNA）を用いて CLSM観

察により評価した。細胞内での siRNAの放出を観察するために、siRNAコアを細胞質へ送達する

必要がある。そこで、本研究では、膜融合性脂質の DOPEと負電荷脂質の PAから構成される SUV 

(small unilamellar vesicles) を融合させることで脂質膜の枚数を制御したリポソーム内に siRNAコ

図 4-3 . SAPSPコア及び STR-R8コアからの siRNAのリリース評価 

(a) コアから siRNAがリリースされると EtBr がインターカレートでき、蛍光が回復する。 (b) EtBr 

intercalate assay。N/P=5.5 で SAPSP コア、STR-R8 コアを作製し、pH 7.4 及び pH 4.0 条件で

EtBr と室温で 10 分インキュベート後、EtBrの蛍光強度を測定した。（Ex:520 nm, Em:590 nm） デ

ータはすべてmean ± S.D.で示した。（n=3）(c) 電気泳動。1% Agarose ゲルにSAPSPコア、STR-R8

コア及びそれぞれに 1%SDSを添加したサンプルを、pH 4.0（クエン酸緩衝液）または pH 7.4（リ

ン酸緩衝液）の条件下で電気泳動を行った（100V、1h）。SYBER Gold (Ex:300 nm, Em:537 nm)

で染色後、観察した。 
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アを封入した。本方法は、秋田らにより開発され、2 枚の脂質膜から構成されるリポソームを調

製することができるため、水和法で形成される多重膜リポソームに比べてエンドソーム膜との膜

融合が効率的であるため、細胞質への siRNA の送達効率が向上することが報告されている 162) 。

さらに、細胞内取り込みを促進させるために、リポソーム膜表面に膜透過性ペプチドとして広く

利用されている STR-R8 を修飾することで、R8 修飾 Double-lamellar liposome（R8D-lipo）を調製

した。この R8D-lipo に、二重蛍光標識 SAPSP コアを封入し、細胞内での siRNAの放出を追跡す

るため、CLSMを用いて Time-lapse imagingにより観察した。siRNAが凝縮化したコアの状態の場

合は、SAPSP の緑と共局在し、黄色のドットで観察されるが、siRNA がコアから放出されると、

細胞内に赤の蛍光が拡散して観察されると考えられる（図 4-4a）。その 6 分間隔の取得画像を図

4-4b に示した。始めは赤で示される siRNA も緑の SAPSP も細胞内にドットとして観察され、コ

アのまま取り込まれているが、時間の経過と共に、赤の siRNA が細胞内に拡散し始め、30 分後

には細胞質全体に赤の蛍光が観察された。R8D-lipo 添加後、37℃で 15 分インキュベートし、ヘ

パリン含有 PBSで洗浄することで取り込まれていないリポソームを除去し、これ以上のリポソー

ムの取り込みを抑制した状態で Time-lapse 観察を開始した。したがって、細胞を用いた場合にお

いても、SAPSP コアから siRNAが細胞質内に放出されることが示唆された。 

 

NBD-
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merge

0 min
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NBD
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R8D-lipo siRNA

放出
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a b

図 4-4. 細胞質での SAPSP コアからの

siRNAの放出 

(a) SAPSP コアの細胞質放出の概略図。

Alexa546 ラ ベ ル 化 siRNA と

NBD-SAPSPが凝縮化すると、黄色のド

ットとして観察され、siRNAが放出され

ると細胞質にAlexaの赤が拡散する。 (b) 

Alexa546 ラ ベ ル 化 siRNA と

NBD-SAPSP で コ ア を 作 製 し

（N/P=5.5）、B16-F1 細胞に添加し、細

胞内での siRNA の放出を Time-lapse 

imaging により 6 分間隔で観察した。赤：

siRNA（Alexa546）緑：SAPSP（NBD）

青：核（Hoechet33342）Bar：10 μm 



106 

 

4-3-4 SAPSP コアの遺伝子発現抑制効果 

 

SAPSP コアにより細胞質へ siRNAが効率的に放出されることが明らかとなったため、次に、遺

伝子発現抑制効果を評価した。ルシフェラーゼ安定発現 B16-F1 細胞を用いて、R8D-lipo により

SAPSP コア、STR-R8 コアを細胞質に送達し、ルシフェラーゼ活性を指標として、遺伝子発現抑

制効果を評価した（図 4-5a）。なお、R8D-lipo は 4-3-3 と同様に調製し、それぞれの物性は表 4-2

に示した。結果は、各サンプルで Negative control siRNA の導入におけるルシフェラーゼ活性を

100%（遺伝子発現抑制効率 0%）として、各サンプルで anti-luciferase siRNAを導入した場合のル

シフェラーゼ活性の抑制率をノックダウン効率として表した。その結果、STR-R8 コアと比較し、

SAPSP コアでは遺伝子発現抑制効率が約 2 倍増大し、transfection 試薬として広く使用されている

Lipofectamine2000（LFN2000）で導入した場合と同程度の抑制効果を示した（図 4-5b）。したがっ

て、SAPSP コアは細胞質で siRNAを効率よく放出することにより、遺伝子発現抑制効果が向上す

ることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-5 . SAPSPコア及び STR-R8コアの遺伝子発現抑制効果（RNAi 効果） 

(a) 遺伝子発現抑制効果の評価の概要図。siRNA コアを D-lipo に封入し、細胞内へ送達後、

SAPSP では siRNA が効率よく放出されることで RNAi 効果が向上すると考えられる。(b) 

Control siRNA、anti-luciferase siRNAを用いたSAPSPコア、STR-R8コアを作製し（N/P=5.5）、

D-lipo に封入した。ルシフェラーゼ安定発現株の B16-F 細胞（B6-F1-luc）に添加し、37℃、

5% CO2、10 時間インキュベート後、ルシフェラーゼ活性を測定した。データは、control siRNA

に対する anti-luciferase siRNA でのルシフェラーゼ発現抑制率を算出し、%で表した。データ

は mean ± S.D.として示した。(**, P<0.01, n=4) 
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表 4-2. D-lipo及び R8D-lipoの物性（pH 7.4） 

sample Size (nm) PdI Zeta potential (mV) 

D-lipo (SAPSP) 193±54 0.30±0.06 -15±1 

R8D-lipo (SAPSP) 262±55 0.19±0.03 21±3 

D-lipo (STR-R8) 216±40 0.31±0.12 -16±2 

R8D-lipo (STR-R8) 225±38 0.23±0.07 27±11 

データは mean±S.D.として示した。（n=6） 

 

4-3-5 SAPSP コアの mRNAの翻訳への影響 

 

これまでの検討により、SAPSP コア中の SAPSP が細胞質環境の pH 7.4 で負電荷になることで

siRNA が放出されることにより、高い RNAi 効果が誘導可能であることが示された。次に、細胞

質内に残存する SAPSP の内在性 mRNAへの影響について検討した。Rabbit Reticulocyte Lysate に

よる in vitro translation system を用いて、Control siRNAを用いた SAPSP コアまたは STR-R8 コアを

添加した場合の mRNA（luciferase）の翻訳活性を評価した。SAPSP または STR-R8 が mRNAに影

響する場合は翻訳が阻害され、ルシフェラーゼ活性が抑制されると考えられる（図 4-6a）。コア

を添加せずに mRNA単独のルシフェラーゼ活性を 100 %コントロールとし、それぞれのコアを添

加した場合の活性をコントロールに対する割合で示した。その結果、free siRNAのみを添加した

場合では、コントロールと同程度のルシフェラーゼ活性であったことから、本システムにおいて、

siRNA は mRNA の翻訳に影響を及ぼさないことが示された。そこで、本システムに SAPSP コア

あるいは SAR-R8 コアを添加した結果、STR-R8 コアでは 95 %以上もルシフェラーゼ活性が低下

したが、SAPSP コアの場合はわずか 10 %以下の低下しか認められず、mRNA の翻訳はほとんど

阻害されなかった（図 4-6b）。したがって、カチオン性ペプチドを用いた場合に比べ、SAPSP は

細胞質で負電荷となることで、効率的に siRNAが放出されるだけでなく、mRNAの翻訳活性を阻

害する可能性が低いことが示された。 
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(a) SAPSP、STR-R8 による mRNA 阻害の in 

vitro 翻訳を用いた評価の概略図。 

(b) SAPSP コア及び STR-R8 コアと mRNA

（Control luciferase mRNA）を混合し、10 分

氷上でインキュベート後、Rabbit Reticulocyte 

Lysate による in vitro  translation systemを用

いて mRNA の翻訳活性をルシフェラーゼ活性

測定により評価した。結果は、Control（mRNA

のみ）のルシフェラーゼ活性に対する各サンプ

ルのルシフェラーゼ活性の割合で示した。デー

タは mean ± S.D.として示した。(**, P<0.001, 

n=3) 
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4-4 考察 

 

siRNA医薬の成功の鍵は効率的なデリバリーシステムの開発である。これまでに、siRNAの全

身投与製剤として多くの人工キャリアーが開発されてきたが、その導入効果その低い送達効率の

ため、十分な治療効果が得られていないのが現状である。siRNA は、細胞質で RISC に取り込ま

れて機能を発揮するため 164) 、キャリアーによって送達された siRNAが細胞質で free 型として放

出されることが重要である。そこで本研究では、siRNAの放出を促進させるために、著者らが開

発した pH応答性電荷反転型ペプチド SAPSP を利用することを考えた。 

これまでに、負電荷を有する核酸と静電的作用によって簡便に粒子形成可能な各種の正電荷ポ

リマーや脂質が in vitro あるいは in vivo 用の核酸キャリアーとして用いられてきた 165,166) 。代表

例としてポリエチレンイミン（PEI）が挙げられるが、PEI はエンドソーム内の酸性環境でプロト

ンスポンジ効果よってエンドソーム膜が破壊されるために、細胞質送達を促進する効果を有する

ことが報告されている 32,62) 、しかし、カチオン性リポソームを用いた lipoplex に比べて、PEI は

電荷密度が高いため、複合体から核酸の放出性が劣ることが報告されている 167) 。また、lipoplex

は細胞内に取り込まれた後、エンドソーム膜との flip-flop によって、リポソーム膜をエンドソー

ム内に残存した状態で、細胞質に核酸を放出可能であることが報告されている 168) 。そのため、

lipoplex は核酸と強固に相互作用するカチオン性ポリマーに比べて、細胞質へ free 型核酸を送達

されやすいキャリアーであるため、高い導入効果が期待できる。しかし、lipoplex の in vivo への

応用を考えた場合、血中タンパク質と相互作用しやすいため標的組織への送達効率が低いだけで

なく、lipoplex では核酸が剥き出しで存在するため、ヌクレアーゼによる分解を回避することは

困難である。このような問題を解決するためには、リポソームが有用であると考えられる。しか

し、リポソーム内に siRNAを高効率で封入するためには、siRNAをカチオン性ポリマーやペプチ

ド等で凝集化する必要がある。しかし、この siRNA コアからの siRNA 放出が siRNA の機能発現

における律速段階の１つである。リポソームは物性を簡便に制御できるだけでなく、各種の機能

性素子を組み込むことも可能であるため、上述した siRNA コアからの siRNA 放出効率を改善す

ることができれば従来のカチオン性キャリアーに比べて、高い RNAi 効果を誘導することが期待

できる DDSとなり得ると考えられる。 

そこで、本研究では細胞質で siRNA の放出を促進可能な siRNA コアを形成するための凝集剤

として pH応答性ペプチド SAPSP を利用した。SAPSP が正電荷を有する pH 4.0 で siRNAと最適

な比で混合することで siRNAコアを作製した。この SAPSP コアは、細胞質条件の pH 7.4 で EtBr

の蛍光が 90 %以上回復し、電気泳動でも naked siRNA と同程度の泳動が認められたことから、

siRNAは SAPSP コアから、ほぼ完全に放出されていることが示された（図 4-3b,c）。また、SAPSP

は STR-R8と比べ、コア作製条件の pH 4.0においてEtBrの蛍光強度が高かったことから（図 4-3b）、

SAPSPは STR-R8よりも siRNAとルーズなコア構造を形成することが示唆された。これは、SAPSP

は、負電荷を有するグルタミン酸と、ヒスチジンが不連続に配置されているため、アルギニンが

連続している STR-R8 よりも正電荷密度が低くなっているためではないかと推察された。一方で、

ステアリル化オクタヒスチジン（STR-H8）を用いた siRNA コアでも、同様に、ヒスチジンの電

荷の消失によって siRNA を放出可能であることが報告がされている 169) 。低 pH で STR-H8 は
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STR-R8 と同程度に siRNAが強く凝集化され、pH 7.4 での siRNA放出は約 40 %程度であった。こ

れは、STR-H8 は、ヒスチジンが連続しているため、電荷密度が高くなり、強く凝集化すること

ができるが、一方で pH 変化による脱プロトン化効率は低いことが予想され、siRNA が放出され

にくかったと推察される。SAPSP はヒスチジンとグルタミン酸が不連続に配置されているため、

電荷密度も低く、siRNAとルーズな凝集体を形成することで、脱プロトン化も比較的容易なので

はないかと考えられる。したがって、SAPSP コアからの高効率な siRNA の放出の引き金は、

SAPASP が pH 変化に応答して負電荷へ反転することであるが、SAPSP コアのルーズな構造も

siRNAの放出に有利に働いている可能性が示唆された。 

SAPSP コアからの siRNA の高効率な放出は培養細胞においても観察され（図 4-4）、さらに、

SAPSP コア をリポソーム型キャリアーに封入した場合、STR-R8 コアに比べ、ルシフェラーゼの

遺伝子発現抑制効果が 2 倍増大した（図 4-5）。したがって、SAPSP コアが細胞質 pHに応答して

siRNAを効率的に放出することが siRNA効果の増強に繋がることが示された。 

さらに、SAPSP の凝縮剤としての利点は、siRNA の放出に限ったことではない。図 4-6 では、

SAPSP コアと STR-R8 コアを in vitro 翻訳システムにおいて翻訳活性を比較した。その結果、

STR-R8 コアではタンパク質合成が、約 95 %も阻害されたのに対し、SAPSP コアではほとんど変

化なかった。これは、正電荷の STR-R8 は細胞質で mRNAと静電的相互作用をすることにより翻

訳を阻害するが、SAPSP は負電荷となることで、mRNAと相互作用しないために、翻訳阻害を回

避できることが示唆された。細胞質には siRNA の標的以外の mRNA も存在し、タンパク質が合

成されているため、カチオン性のポリマー等は、STR-R8 で認められたように、非特異的な mRNA

との相互作用によるタンパク質合成の阻害が懸念されるが、細胞質で負電荷となる SAPSP は、そ

のような阻害が起こりにくいことが示唆された。また、標的以外の mRNA の阻害だけではなく、

標的 mRNAについても同様であると考えらる。さらに、カチオン性の脂質ベースのトランスフェ

クション試薬である LFN2000 は、転写後の過程において、mRNA と相互作用し、タンパク質合

成を阻害することが報告されている 170) 。SAPSP コアの場合は、コアを正電荷とすることで、リ

ポソームの表面電荷を負電荷にすることができ、脂質膜が細胞質に残ったとしても、mRNAに対

する影響は少ないと考えられ、特異性及び低毒性の点で、優れた siRNAキャリアーであると考え

られる。 

これらの結果より、SAPSP コアを封入したリポソーム型キャリアーを用いることで、細胞質送

達のみならず、細胞内放出も制御することで、より効果的に RNAi 効果を誘導することが可能で

あることが示された。つまり、細胞質内で siRNAが free 型となることが重要であり、また、キャ

リアーに用いた素材が siRNAや mRNAを阻害しないことが siRNAの機能性発揮を亢進すると考

えられる。この SAPSP を用いた siRNA コアのシステムは、封入する脂質膜や機能性素子を目的

に合わせて多様に変化させることができるため、第 2章や第 3章のDDSとの組み合わせることで、

生体内で高い RNAi 効果を誘導することが可能な核酸キャリアーが開発されることを期待する。 
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4-5 小括 

 

本章では、核酸の細胞質で効率的に核酸を放出するシステムを開発するために、第 2 章で開発

した pH応答性ペプチドの SAPSP を利用した。SAPSP の pH変化による電荷の反転を利用するこ

とで、低 pH条件での siRNAの凝縮と、生理的 pHでの凝集体からの siRNAの放出が可能である

ことが示された。このシステムにより、従来凝縮剤として用いられてきたカチオン性ペプチドか

ら形成される STR-R8 コアに比べ、SAPSP コアでは細胞質 pH（pH 7.4）で効率的に siRNAがリリ

ースされ、その RNAi 効果が向上することが明らかとなった。pH応答性ペプチド SAPSP を siRNA

との凝集剤に利用することで、細胞質 pHに応答して siRNAが放出され、高い RNAi 効果を誘導

することができるシステムを構築することできた。SAPSP は、第 2 章で示したような体内動態と

細胞内動態の制御のみならず、細胞質内での核酸の動態も制御可能であることが示唆された。こ

れは、siRNAと SAPSP の静電的相互作用を利用したものであり、siRNAに限らず、負電荷を有す

る他の核酸等にも応用可能であり、核酸医薬品のためのキャリアー基材として、広く応用される

ことを期待する。 
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総括 
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総括 

 

 本研究では、活性型薬物をその作用部位である細胞質へ効率的に送達可能な DDSを構築するた

めに必要な体内動態、細胞内動態、及び細胞質おける薬物放出の各過程制御可能な機能性素子を

開発し、それらを薬物キャリアーに搭載することで、革新的ながん治療 DDSを構築することを目

的とした。 

 第 1 章では、特異性の高い薬物としてがん治療への応用も期待されている抗体の細胞質デリバ

リーシステムの開発を行った。アルギニンを含む膜透過性ポリマーCPP と抗体の Fc 領域との親

和性を高めた protein A誘導体を連結させた CPP-pAd を設計した。これは、細胞質へ効率的に抗

体を送達可能であり、送達された抗体が細胞内標的タンパク質と結合することも確認された。し

かし、このようなキャリアーは血中滞留性や標的化が困難であり、生体ヘの応用は限られるため、

第 2 章では、体内動態と細胞内動態を制御可能な素子として新たに腫瘍環境の低 pH応答性ペプ

チド SAPSP を開発した。これをリポソームに修飾することで、表面電荷が負電荷から正電荷への

反転が認められ、腫瘍ヘの集積性と細胞内への取り込みが制御可能な DDSの構築に成功した。さ

らに、リポソーム型キャリアーによって送達された薬物による薬効発現の律速段階の一つは、リ

ポソームからの薬物放出過程であるため、第 3 章ではがん細胞膜に発現しているプロテアーゼに

よって切断されるペプチド LMDP を脂質膜に組み込んだリポソームを開発した。これは、がん細

胞の形質膜上のプロテアーゼによって切断されることで、細胞へ取り込まれると同時に速やかに

内封薬物を放出可能であることが示された。さらに、核酸（siRNA）キャリアーによって細胞質

に送達された後の核酸放出を促進するために、第 2 章で開発した SAPSP を利用した siRNAコア

を開発した。これは、低 pH（pH 4.0）で正電荷の SAPSP で調製した siRNAコアが細胞質の pH

（pH 7.4）に応答して負電荷となることで siRNAとの静電的相互作用が減弱し、効率的に siRNA

を放出可能であることが示唆された。このように、体内動態から薬物放出までの各過程の障壁を

突破することで、特異的な抗がん効果を示す核酸や分子標的薬等を細胞質内に活性型として送達

することが可能であると考えられる。これらの素子を DDSに搭載することで、薬物送達の問題点

が解決され、効果的ながん治療法の開発に繋がることを期待する。 

現在では、DDS製剤の臨床応用が盛んに行われつつあり、リポソーム製剤としては日本では 3

品目が上市されているに過ぎないが、世界では 10 以上の製剤が上市されている。米国 FDAによ

って、2002 年に「リポソーム製剤に関するガイドライン（案）」が公表されたことをきっかけと

して、ガイドラインの整備も進められてきた。核酸医薬の発展や近年の実用化に向けた開発の進

歩からも、今後 DDS製剤は確実に増えていくことが予想される。製剤化においては、有効性のみ

ならず品質や安定性、安全性も重要であるが、新規開発した機能性素子等はこれまで使用されて

いない「添加物」に相当する。そのため、様々な機能性素子を多数組み合わせることで複雑化す

ればするほど、「添加物」も多くなるため、品質の確保が困難となり、毒性も懸念されるだろう。

本研究のコンセプトである体内動態、細胞内動態、細胞内での薬物放出の各過程を制御すること

は、これまで生体内での有効性の面で困難であった薬物の実用化への道を切り開くものとして期

待されるが、各過程を突破可能な機能性素子を単純に組み合わせるのではなく、各過程を複数制
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御可能な単一素子を開発することが、実用化する上で重要であると考えられる。本研究で開発し

た SAPSP は腫瘍への集積と細胞内取り込みの 2 重の機能性を有しており、改善の余地はあるもの

の体内動態と細胞内動態の両過程を制御可能な機能性素子であると考えている。この SAPSP に、

生体内での安定性と標的部位での崩壊の両方の機能を付与することは決して容易ではないが、各

過程を制御可能な機能性素子の開発情報を新規機能性素子の設計にフィードバックすることで、

薬物送達における全ての障害を突破可能な単一の機能性素子の開発に繋がると信じている。これ

らの知見が今後のがん治療 DDS製剤の進歩に貢献できることを期待する。 
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