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1.1 緒言 

siRNA を用いた RNAi 療法は標的分子を細胞内 mRNA としており、既存のモダリティでは対

応できない疾患が克服できる可能性を持つ点で革新的である[1]。siRNA 自身は免疫原性を有す

るため、核酸塩基の化学修飾による免疫原性の低減が必要となる。また、siRNA を標的細胞の

内部まで送達させる技術が必要であり、脂質ナノ粒子(LNP)は送達技術の一つのとして用いられ、

現在では mRNA製剤にも応用されている[2,3]。LNPは粒子安定化のため、粒子表面がポリエチ

レングリコール(PEG)によって被覆されており、血清タンパクや補体の付着により引き起こされる

免疫系からの捕捉を防ぐ効果を有しているが、一方で薬効を下げてしまうジレンマを有している

[4,5]。また、近年ポリエチレングリコール修飾されたタンパク質が複数回投与において迅速にクリ

アランスされてしまう ABC現象[6,7]が報告されている。 

他方、ポリベタインは PEG と同様に電荷的中性の分子であり、分子内の正電荷と負電荷の総

量が同一な高分子である。PEG と比較して抗体産生量が極めて少なく、より高い防汚性を有して

いるため、PEGの代替材料として注目されている[8]。 

本論文では PEG のジレンマを解決した siRNA 内包 LNPs について、新たな設計指針を提供

することを目的とし、ポリベタインで被覆された LNPs の有用性について述べる。1.2 項では LNP

に関する研究背景および PEG 修飾技術の現状について述べる、1.3 項ではポリベタインに関す

る研究背景および遺伝子治療への応用事例について述べる。1.4 項では pH応答性ポリベタイン

PGlu(DET-Car)の有用性と遺伝子治療への応用の可能性について述べる。 

 

 

1.2 LNPに関する研究背景 

1.2.1 RNAiおよび RNAi療法 

RNA 干渉(RNAi：RNA interference)は 1998 年に発見された現象であり、2006 年に A. Fire

と C. Melloはその業績を称えられノーベル医学生理学賞を受賞している[9,10]。RNAiは 1本鎖
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の miRNA(micro RNA)や 2 本鎖の siRNA(small interfering RNA)といった引き起こされるもの

であり、20 塩基程度の大きさである[11,12]。miRNA は直接、siRNA は Dicer によって 1 本鎖に

なってから細胞内で Argonote と結合し RISC(RISC：RNA-induced silencing complex)を形成

する。RISC は標的となる mRNA の鋳型として機能し、mRNA を分解することで遺伝子発現を抑

制する[13]。Figure 1-1 に臨床試験段階(2020 年当時)にある siRNA 医薬品を示す。適用部位

が多い順に、肝臓 22例、がん 7例、皮膚 5例、目 4例、血管 3例、腎臓 1例となっており、肝臓

ターゲティングを狙ったものが半分以上を占めており、2024 年現在で上市された製品である

Onpattroや Givlaari等も肝疾患の治療を目的としたものである。 

上市された製品の内、Onpattro には脂質ナノ粒子テクノロジーが用いられている。siRNA を大

きさ 100～200 nm の脂質ナノ粒子中に内包し、その表面を PEG で修飾したものを静脈注射す

ると、使用された PEG 脂質はアルキル鎖が短く血中で乖離しやすい機構になっている。すると、

血中で LNP表面に ApoE タンパク質が吸着し、肝細胞表面の ApoE結合受容体(LDLR)等を介

して LNP はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる。その後、LNP はエンドソーム内で

膜融合し、内容した siRNAを細胞質中に放出し、siRNAは RISC と結合し標的の mRNAを分解

するようになる(Figure 1-2)。一方、Givlaari には GalNAc テクノロジーが用いられており、siRNA

に四分岐 GalNAc が結合しており、肝細胞表面のアシアロ糖タンパク質レセプター(ASGPR)を介

して細胞内に取り込まれ、その後 siRNA が mRNA を分解する機構となっている[1]。その他、が

ん細胞を標的にしたモダリティは、ナノ粒子の形状のものが多く EPR効果によるがん組織への集

積を狙ったものが多い(siRNA-EphA2-DOPC や siG12D-LOGER)。また、近年は中枢神経系を

ターゲットにした siRNA 医薬品も臨床試験段階にあり、siRNA にヘキサデシル基(C16)が結合し

たものになっている。C16 修飾は、膜透過性の向上、細胞内デリバリーの改善、安定性の向上、

細胞内分布の改善、および RISCローディングの促進などの役割を果たしている[14]。 
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Figure 1-1 臨床試験段階にある siRNA医薬品(論文[1]より引用) 

 

 

Figure 1-2 オンパットロの作用機序 
(アルナイラム社 HPから引用： https://onpattro.jp/product-profile/moa) 

 

siRNA が医薬品として用いられるためには、siRNA 自体を最適に設計する必要がある。現在

使用されている siRNAは 19から 29 ヌクレオチドの長さであり、短い siRNAは非特異的結合を

しやすい一方で、19-25 ヌクレオチドの siRNA は遺伝子サイレンシングにおいて同様の効果を示



9 
 

す。長い siRNA は炎症性の抗ウイルス免疫反応を引き起こす可能性があるため、短い siRNA

の使用が推奨されるが、化学的修飾によりこれらの副作用を防ぐことができる。合成 RNA はエン

ドソームや細胞内の宿主パターン認識レセプター(例えば、Toll 様レセプター、レチノイン酸誘導性

遺伝子 Iレセプター、二本鎖 RNA活性化プロテインキナーゼ)によってウイルス RNA と誤認され、

I 型インターフェロンや炎症性サイトカインの産生を引き起こす。活性化されたプロテインキナーゼ

は mRNAの翻訳を阻害し、細胞死を招く。この免疫応答を防ぐためには、特定の配列パターンや

高い U 含有量を避け、短い(24 ヌクレオチド未満)または化学修飾された siRNA を使用し、3′-オ

ーバーハングを持つことで免疫感知を回避することが推奨される[11]。 

また、siRNA を構成する塩基の化学修飾も良く用いられる。siRNA(小干渉 RNA)の 2′-O-メチ

ル(2′-O-Me)修飾と 2′-フルオロ(2′-F)修飾は、RNA の安定性や特異性を向上させるための重要

な化学修飾である。2′-O-Me 修飾は、リボースの 2′位の水酸基にメチル基を付加するものである。

この修飾により、RNA 分子はエキソヌクレアーゼによる分解に対して耐性が増し、安定性が向上

する。また、2′-O-Me 修飾は RNA 二次構造の形成を促進し、RNA 分子間の非特異的な相互作

用を減少させる。一方、2′-F 修飾は、リボースの 2′位の水酸基をフルオロ基に置換するものであ

る。フルオロ基は、強力な電気陰性基であり、RNA 分子の安定性を著しく向上させる。これにより、

siRNA の特異的な遺伝子サイレンシング効果が向上し、オフターゲット効果(目的以外の遺伝子

への影響)が減少し、ヌクレアーゼによる分解に対する耐性が高まり、siRNA の半減期が延長さ

れる。これにより、細胞内での持続時間が長くなり、効果的な遺伝子サイレンシングが可能となる

[15,16]。 

 

 

1.2.2 LNPの概要 

核酸と一概に言っても、pDNA や mRNA、オリゴヌクレオチドはタンパク質の発現、siRNA はタ

ンパク質の発現抑制、アプタマーはタンパク質の機能阻害や活性化によって薬効を示す[17,18]。
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いずれも細胞内で機能を示すものであり、核酸を細胞質内へ高効率に導入することが重要である。

核酸は高分子電解質であるため、負電荷を示す細胞膜で覆われた細胞には取り込まれくい上、

血中では異物として認識されてしまい、クリアランスされる。そのため、高分子ミセルを始めとした

ナノ粒子で被覆し、エンドサイトーシスによって取り込ませること、エンドソーム脱出によりトランス

フェクション効率を上げ、有効性を向上させることに主眼が置かれてきた。 

現在上市されている核酸試薬として成功しているもののうち、ナノ粒子製剤化技術を応用したも

のは LNP 製剤であり、代表例としてオンパットロとコミナティがあり、いずれも核酸、アミノ脂質、

PEG脂質、リン脂質、コレステロールで構成されている(Figure.1-1)[19]。アミノ脂質は pH応答的

にプロトン化する 3 級アミンを有している特徴があり、LNPの pKa を最適な値に調節し、エンドサ

イトーシス後の膜融合能を高めている。オンパットロは siRNAを内包した LNP製剤であり、トラン

スサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチーを対象としている。コミナティは mRNAを内包

した LNP製剤であり、SARS-Cov2による感染を予防するワクチンである[20,21]。 

 

 
Figure.1-1 LNPおよび構成分子(論文[19]) 

 

LNP の内、リポソームは古くから生体適合性の高い DDS キャリアとして研究されており、特に

がん治療においては EPR 効果による標的化と副作用低減を狙い、これまでにドキソルビシン

(Doxil®, Caelyx®, Lipodox®)、ビンクリスチン(Marqibo®)、イリノテカン(Onivyde®)、シスプラチ
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ン(LipoplatinTM)を内包したリポソームが上市している[22,23]。また、現在は皮下注射、吸入、腫

瘍内投与など様々な投与経路の抗ガン剤内包リポソーム製剤が臨床研究されている[24]。加え

て、化学療法と免疫療法の組み合わせとなるように複数の薬剤を内包したリポソームも研究され

ており、例えばオキサリプラチン+NLG919[25]、ドキソルビシン+IOX1[26]などの組み合わせがあ

る。 

他方、LNP は COVID-19 のワクチンであるコミナティに代表されるように、mRNA ワクチンとし

ての臨床研究が進み、RS ウイルスワクチンの様に既に上市されたものもある。モデルナ社では、

サイトメガロウイルス、エプスタイン・バーウイルス、単純ヘルペスウイルス、水痘・帯状疱疹ウイ

ルス、ノロウイルス(3 価・5 価)、インフルエンザウイルスに対する mRNA ワクチンをパイプライン

として挙げている(https://www.modernatx.com/ja-JP/press-release/2023/20231010)。mRNA

ワクチンは、対象とするウイルス抗原をコードする mRNA を内包した LNP を筋注投与することで、

周囲の細胞に LNP が取り込まれ mRNA が翻訳されることで抗原が発現し、抗体産生を促すも

のである。その他、LNP を用いた遺伝子編集治療の研究も盛んであり、Cas9 mRNA あるいは

Cas9 pDNA、Cas9 RNP複合体と guide RNAの両方をデリバリー可能なキャリアとしての探索

研究が行われている。例えば、2023 年にはイギリスで鎌状赤血球症を適用症とした遺伝子編集

療法が承認されている[27]。 

 
 

1.2.3 アミノ脂質 

最も古い 3級アミンを有するアミノ脂質は DODAPである。1994年、P.Cullis教授のグループ

によって DODAPは pHに応答して融合するリポソームの研究のために開発され、pHを 4.0から

7.4へ変化させた際にリポソームの外側と内側が不均一になり、膜融合を起こすことが知られて

いる[28]。その後、2001年には DODAPをオリゴヌクレオチドのデリバリーに応用しており、4級

アンモニウムを含むアミノ脂質と比較して、血中滞留性が向上したことを報告している。この論文
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において製剤調製時は酸性緩衝液を用いる方法を確立しており、また内包率は総脂質中のうち、

DODAPが 30%以上の際に 80%を超過することを報告している[29]。2012年には、siRNAを

APIとして内包し、DODAPを使用した最初の論文が報告されており、ポリアルギニンペプチドや

EGFR抗体によって表面修飾した LNPの細胞取り込みおよび遺伝子抑制能を評価している。た

だし、キャリアの場合、R12や抗 FGFR抗体なしにはほとんど細胞取り込みが起こっておらず、

改善されるためにはアミノ脂質の改善が必要であった。同時期に、アミノ脂質の最適化研究が行

われている。2005年には、三級アミンを有するアミノ脂質の内、疎水基の飽和度を検討した所、

飽和度 2のリノレン酸を側鎖に持つ脂質である DLinDMAにおいて、最も遺伝子抑制能が高く、

また pKaは側鎖にステアリン酸を持つ脂質である DSDMAよりも低いという結果が得られた。こ

れは、エンドソーム脱出の際に必要であるラメラー相から逆ヘキサゴナル相への相転転移温度が

低く、膜融合が起こりにくく、エンドソーム脱出能が低くなったためと考察されている[30]。2010に

は DLinDMAをベースに更なる脂質構造の検討が行われた結果、アミノ脂質の pKaと ED50の

間にベル型の相関が見いだされており、最終的にスペーサーや疎水基の最適化が行われ、オン

パットロに使用されている DLin-MC3-DMAに至っている。 

 

 

1.2.4 PEG修飾技術 

LNP は核酸およびアミノ脂質の他、PEG 脂質が安定性向上のために用いられる。PEG 脂質

の発明の源流はリポソームの血中滞留性向上の研究に見ることが出来る。1980 年代にはリン脂

質およびコレステロールから構成されたリポソームが血中では単核貪食細胞系 (MPS、 

Mononuclear phagocyte system)によって除去されることが発見されており、血中滞留性を向上

させることが課題となっていた[31,32]。リポソームは、イムノグロブリンや C 反応性タンパク質等

の血清タンパク質と結合することで、MPS はリポソームを認識し、捕捉するようになる[33,34]。血

中滞留性を向上させる初期の取り組みは、糖やポリマー修飾によって赤血球を模倣するものであ
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る。糖修飾は、モノシアロガングリオシド GM1 などのガングリオシドやシアル酸の誘導体でリポソ

ーム表面を修飾するものであり、例えば GM1 誘導体脂質を 10mol%含有させることにより、

MPS による取り込みを 90%低減させることに成功している[35]。糖修飾リポソームはコスト面に

課題があるが、ステルス性の付与としての利用よりも、糖鎖受容体へのターゲティングとしての研

究がその後進展している[36–38]。一方、ポリマー修飾の中で最終的に最も用いられるようになっ

たのが PEG 修飾であった。PEG 修飾技術により高い生体適合性かつ低い免疫原性を付与でき

るため、幅広い用途で生命科学研究に用いられている[39]。また、GM1 修飾と比較して用途に応

じて分子量が制御可能であり、容易かつ安価で脂質と結合させられることも特徴であった。リポソ

ーム以外にも PEG 化技術はタンパク質の血中滞留性向上に用いられており、G-CSF や!L-2 な

どを PEG 化した製剤が既に上市している[40]。リポソームや LNP では、PEG-DSPE や PEG-

DMG などの脂質誘導体が用いられ、脂質の構造が安定性に影響することが知られており、ジア

ルキル鎖が C14、C16、C18の PEG脂質で修飾された LNPの体内動態を調べた場合において、

C14 では急速に肝細胞でトラップされているという報告や、カルバメート結合が保存安定性を高め

るといった報告がある[41,42]。 

PEG脂質は LNPの安定性を向上させる一方で、in vitroや in vivoでの薬効を下げてしまう性

質(Figure.1-2)があり、PEG のジレンマと呼ばれている[4]。PEG 脂質の含有量を増加させる程、

LNP の血中滞留性は向上するが、遺伝子発現が低下している。また、PEG 化アスパラギナーゼ

や PEG 化ウリカーゼなど、PEG 化されたタンパク質については複数回投与において迅速にクリ

アランスされてしまう現象が知られており、1 回目投与後に産生される抗 PEG 抗体による反応の

ためとされている[6]。 
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Figure 1-2. In vitoおよび In vivoにおける PEGのジレンマ(論文[4]より引用) 

 

 

1.2.5 LNPの調製法および構造 

LNP の調製法には、薄膜水和法、エタノール注入法、T チューブ法、マイクロ流体デバイス法

等があるが、いずれの方法にも長所、短所がある[2]。まず、薄膜水和法は最も古くからリポソー

ムの調製に用いられてきた方法であり、バンガム法とも呼ばれる[43,44]。エバポレーターなどで

容器表面に脂質薄膜を形成し、水溶液を加えて攪拌させる方法であるため、特に特別な装置が

不要である。しかし、形成される粒子は多層ラメラー構造かつ粒子径のばらつきも大きいため、粒

子径制御には超音波照射やエクストリュージョンが必要となる。そのため、大スケールでの調製に

は不向きである。エタノール注入法は、緩衝液を攪拌させつつ脂質エタノール溶液を注入する方

法であり、この方法も特別な装置は不要である[45,46]。しかし、内包率が低く、高い内包率を得る

ためには初期濃度を高くする必要があり、また調製に時間を有する。T チューブ法は脂質溶液と

緩衝液を T 字菅の左右から流し、混合する方法である[47]。再現性良く、また内包率も高くなる点

が利点であり、大スケール向きであるが、ラボスケールには不向きであること、比較的高い流量が

必要であることが難点である。マイクロ流体デバイス法は高い再現性と粒子径の制御性、スケー

ラビリティを有しており、現在商用生産で多く用いられている方法の一つである(Figure.1-3)[2]。 
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Figure.1-3 各種 LNP製法の比較(論文[2]より引用、追記) 

 

マイクロ流体デバイスを使用して LNPを調製する場合、核酸が溶解した低 pH緩衝液と、混合

脂質が溶解したエタノール溶液を混合する。pH4 では、siRNA とイオン化可能な脂質との間に形

成された複合体が、密接に接近した単分子膜の間に siRNA が挟まれた密な二重層構造を形成

する。その後、pH 7.4の緩衝液を用いて透析を行い、エタノールを pH 7.4ではアモルファス電子

密度の高いコアを持つより大きな LNP構造を形成する。アモルファス油相の主成分はカチオン性

脂質であり、カチオン性脂質の含有量が増加するにつれてコア構造を採用する LNP の割合が増

加するようになる(Figure.1-4)[48]。 

 

 

Figure.1-4 LNPの生成過程(論文[48]より引用) 
図中の Aは siRNAなしの場合、Bは siRNAありの場合を描いており、右へ行くほどエタノール
濃度が低下し、pHは中性に近づく。 
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1.3 ポリベタインに関する研究背景 

1.3.1 ポリベタインの物性と応用 

分子内の正電荷と負電荷の総量が釣り合った物質をベタインと呼び、アニオンによってカルボ

キシベタインやスルホベタインなど呼び分けていることが多い[49]。また、ベタイン構造を持つ分子

が重合したものをポリベタインと呼び、防汚性や生体適合性などの特性を有している(Figure.1-

5)[8,49]。ポリカルボキシベタインの利用は、双性イオンのヘッドグループを持つリン脂質、特にホ

スファチジルコリンが豊富な哺乳類の細胞膜を模倣する応用研究から始まっている。1980 年頃、

PC ヘッドグループが非血栓性であることが示された後、安定化された膜を作成するため、双性イ

オン性ホスファチジルコリン類似体を重合する研究が多く実施された[50,51]。 

生体適合性はしばしば防汚性と混同されることがあるが、この 2 つの概念は異なるものである。

生体適合性は、生体内での応用を意味しており、単純な非付着性よりも厳しい要件がある。血小

板をしない、オプソニン化を受けない等、生物学的な機能性が要求される[52,53]。逆に言えば、

生体適合性はあるが、防汚性がない材料もある。例えば、ポリウレタン、ポリエチレン、シロキサン

ポリマー、チタンなど、タンパク質が急速に吸着する多くの材料は、生体適合性があると分類され

ている[54–57]。 

細胞膜を構成するリン脂質の一つであるホスファチジルコリンの頭部を模倣した MPC ポリマー

は一例防汚性を有するポリマーの代表例であり、生体適合性の高さから人工血管や人工股関節、

人工心臓に利用されている[58]。MPC ポリマーは比較的高価である点が課題であり、アニオン性

官能基としてそれぞれカルボキシル基とスルホ基を有するカルボキシベタインやスルホベタインの

応用研究も盛んである。ベタインの応用は、ベタイン単層の形成によるものか、ポリベタイン修飾

によるものかに二分することが出来る。ベタイン単層修飾は、フィルムや金属界面、ナノ粒子を自

己組織化単分子膜(SAM)により被覆して防汚性を持たせる方法が知られており、例えば、キャッ

ピング剤としてイミダゾリウムスルホン酸末端チオールを用い、純水には溶解しないが、高塩濃度
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の水溶液に安定して分散する金ナノ粒子を作製した事例がある[59]。ポリベタイン修飾による応

用として、輸血用プラスチックバッグの内側に使用することで血小板の保存期間を延長させた事

例[60]や、PEG-ウリカーゼでは発生する ABC 現象がポリカルボキシベタイン-ウリカーゼでは抑

制された事例[61]等がある。 

 

 
Figure.1-5 ポリベタインの一例(論文[49]より引用) 

 

カルボキシベタインの場合、低 pH領域ではカルボキシル基はプロトン化された状態となるため、

ベタインではなくなる。そのため、使用可能な pH に制限がある。これに対して、スルホベタインや

ホスホベタインの場合、スルホン酸基およびリン酸基は、pH のほとんどの作動範囲にわたって完

全に帯電したままであるため、使用可能な pH の範囲がより広い。ポリベタインは双性イオン同士

の間で相互作用を起こすことが知られている。例えば、分子間イオンペアリングは、二重層細胞

膜の外側のリーフレットを構成する高密度のリン脂質ヘッドグループの間で発生する[62]。イオン

ペアリングの強度が強い場合、カルボキシベタインであってもプロトン化がおこりにくくなるため、

使用可能な pHの範囲が広くなる。 

ポリベタインは、表面に水を保持することによって防汚性を示している。例えば、分子動力学シ

ミュレーションを用いた研究では、-N+(CH2)2SO3-スルホベタインのスルホン酸基の周りに約 7 分

子、第四級アンモニウムの周りに約 19 分子の水が存在しているという[63]。スルホベタインの場
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合には、水分子の水素結合の様式は水中と似ているが、第四級アンモニウムの場合には”乱され

た(perturbed)”状態になっている(Figure.1-6)。数オングストロームの相関の長さにわたって、対

向する電荷の極性が固定されていること、つまり近接していることが、水分子の正しい配向に役立

ち、防汚性を示すことに繋がるため、PEG よりもポリベタインの方が防汚性に優れているとする論

文もある。PEG の場合には、ポリベタインと比較して水素結合や疎水性相互作用のような非イオ

ン共役性相互作用が働き、防汚性を低下させる様である[49]。 

新規のベタインとして、トリメチルアミン N-オキシド(TMAO)が注目されている。TMAO は両親

媒性の分子であり，NO 結合の存在により強い双極子モーメントを持つ。そのため、TMAO は強

い水素結合を介して 2～3 個の水分子と安定した複合体を形成する。このベタインは、単体でもタ

ンパク質を尿素から保護する働きがあることで注目されている[64]。TMAO を高分子化したポリベ

タインは、優れた防汚性を有する。TMAO モノマーはジメチルアミンの過酸化水素による酸化によ

って簡単に得ることが出来るため、MPC ポリマーと比較して安価と考えられる。そして、PEG 修

飾タンパク質と比較して ABC 現象を低減させることに成功している[65]。そして、TMAO ポリベタ

インは、ポリスルホベタインよりも海水の様な高塩濃度の溶液に対する耐性を有しているという。

TMAO ポリベタインの場合、ポリスルホベタインよりもカチオン性官能基とアニオン性官能基の距

離が近く、強い双極子モーメントを有している。そのため、水分子とより強く水素結合しているため、

塩による水和の影響を受けにくいとされており、実際には和周波発生振動分光(SFG, sum 

frequency generation)とシミュレーションにより、TMAO ポリマーブラシとスルホベタインポリマー

ブラシの高塩濃度溶液中での動態が調査されている[66]。 

 

Figure.1-6 スルホベタインと第四級アンモニウムイオンの比較(論文[49]より引用) 
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1.3.2 ポリベタインを用いた遺伝子治療への応用研究 

ポリベタイン修飾 siRNA 内包 LNPs の研究事例が報告されており、DSPE を末端に導入した

ポリカルボキシベタインを用いている。ポリカルボキシベタインの末端のカルボキシル基に pH 応

答性があるため、エンドサイトーシス後にプロトン付与されることでポリマー全体としてはカチオン

性となり、エンドソーム脱出が促進されたとのことであった[67]。別の事例では、siRNA を内包した

高分子ミセルを比較した際に、シェルが PMPCの場合は PEG と比較して塩やヘパリンの存在下

でも安定であり、より高い血中滞留性を有するため、腫瘍細胞への取り込みや遺伝子抑制能が

大幅に向上したという報告がある[68]。ポリベタインと他の機能性高分子を組み合わせた例として

は、脂溶性基、ポリベタインまたはポリスルホベタイン、ポリアミンを有するトリブロックコポリマー

を合成し、siRNA の送達による遺伝子抑制効率を評価した事例がある[69]。また、分子集合によ

る LNP表面のポリベタイン化を狙った研究もあり、3級アミンとリン酸基を有する 3本足脂質を合

成し、pH に応答してラメラー層から逆ヘキサゴナル相へ相転移して LNP を不安定化させる研究

もあり、3 級アミンと脂溶性基のスクリーニングを行った後、mRNA の送達や遺伝子編集への応

用を示している(Figure.1-7)[70]。 
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Figure.1-7 イオン化リン脂質を用いた脂質ナノ粒子のスクリーニング(論文[70]より引用) 

 

 

1.3.3  pH応答性高分子 PGlu(DET-Car)に関する研究背景 

PEG-b-ポリ(β-ベンジル L-アスパラギン酸)(PBLA)の側鎖ベンジルエステル基は、様々なアミ

ン化合物と定量的にアミノ分解反応を起こすため、カチオン性側鎖を有する N-置換ポリ(アスパラ

ギン酸)誘導体ライブラリーの作成が可能である。このライブラリーから、側鎖にジアミノエタンが

結合した誘導体である PAsp(DET)が見いだされ、高い遺伝子導入効率と低い細胞毒性を両立す

ることが分かった。似た構造を持つ PAsp(DPT)が中性の pH 7.4でも 88%以上がプロトン化され

た状態であるのに対して、pH 7.4 における PAsp(DET)のプロトン化は 60%以下であり、pH5.5

では 80%程度となる。そのため、pH 応答的にプロトン化することで、細胞取り込み後に低 pH を

示す後期エンドソームからの脱出が効率化されると考えられている[71]。近年では、シクロヘキシ

ル基を導入した PAsp(DET/CHE)が更に高い遺伝子導入率を示し、mRNAの送達に利用可能で

あることが見いだされている[72]。 

PGlu(DET-Car)はポリグルタミン酸の側鎖にエチレンジアミン構造とカルボキシル基を導入した
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高分子であり、血中などの中性 pH条件下(pH 7.4)ではエチレンジアミン構造がゴーシュ構造とな

り 1 価の正電荷を示し、カルボキシル基が 1 価の負電荷を示すため、ポリマー全体としてはポリ

ベタインとなり、中性電荷を示す。そのため、血中では高い防汚性と血中滞留性を示す。一方、腫

瘍環境などの酸性 pH条件下(pH 6.5)ではエチレンジアミン構造は 2価の正電荷を有するように

なるため、全体としてはカチオン性を示すポリマーとなり、腫瘍細胞に効率的に取り込まれる特性

を有している(Figure.1-8)。最初の研究では、PGlu(DET-Car)のポリマー単体あるいは量子ドット

を被覆した場合を対象として、物性評価、in vitro機能評価、in vivo機能評価が行われている[73]。

まず、ポリマー単体の場合における pH に応答した防汚性を検証しており、その過程で pKa を算

出している。pH に応答しないカチオン性ポリマーPGlu(DPT-Car)の場合には、どの pH でも防汚

性は見られず、細胞取り込みは pH に関わらず発生する。また、pH に応答しないベタインポリマ

ーPGlu(EDA-Car)の場合には、その逆であり、どの pH でも防汚性が見られ、細胞取り込みは

pH に関わらず起こらない。これに対して、PGlu(DET-Car)は酸性 pH(pH 6.5)では細胞に取り込

まれ、防汚性が見られないが、中性 pH(pH 7.4)では細胞に取り込まれなくなっている。その後、

ポリマー被覆量子ドットを腫瘍担持マウスに対して静脈投与し、がん特異的に集積することを確か

めている。金ナノ粒子[74]、siRNA 内包脂質ナノ粒子[75]、高分子ミセル[76]と様々なキャリアに

応用されており、いずれの場合も高い血中滞留性と組織集積性が確認されている。 

 

 
Figure、1-8 PGlu(DET-Car)の性質と構造(論文[73]より引用) 
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1.4 本論文の概要 

1.4.1 本研究の重要性 

siRNA を用いた RNA 干渉療法は、がんなどの治療に於いてその有効性が大いに期待されて

いる。しかし、siRNAは血中で極めて不安定であるため、それらの全身投与に至っては siRNAを

ポリエチレングリコール等で被覆した LNP へ内包する手法が検討されてきた。ポリエチレングリコ

ールによる修飾は、血中タンパクや免疫細胞による捕捉を防ぐ機能がある一方で、LNP の細胞

取り込みを抑制するため、薬効を低下させるジレンマがある。本研究では、腫瘍組織などの弱酸

環境下に応答して正電荷を示し、積極的に細胞へ取り込まれる pH 応答性ポリベタイン

PGlu(DET-Car)で修飾された LNP を用いることで上記課題の解決に取り組んだ。PGlu(DET-

Car)修飾 LNPs については、論文[75]で検討されてはいるものの、tert-ブチルアルコールに溶解

させた脂質を緩衝液中で攪拌させて粒子を形成させる方法を採用しており、改善する余地がある。

また、これまで PGlu(DET-Car)修飾ナノキャリアーの検討ではそれぞれの論文において単一の

分子量でしか評価を行っていない。PGlu(DET-Car)は PEG の様に中性高分子として防汚性を有

する側面と、PEIの様にカチオン性高分子として細胞内への核酸導入を補助する側面の二つを有

しているが、PEG や PEI どちらにおいても、分子量は機能制御に重要である[77,78]。上記の課

題に対応するため、本研究ではマイクロ流体デバイスを用いた PGlu(DET-Car)修飾 LNPs の調

製法の確立と、物性評価および in vitro での機能評価に基づく分子量の最適化に取り組むことと

した。マイクロ流体デバイスによる調製法の確立で得られた知見は、PGlu(DET-Car)修飾 LNPs

の実用化に向けたスケールアップを行う際の基礎となり得る。また、分子量に基づく最適化は

PGlu(DET-Car)修飾ナノキャリアーの設計に新たな指針を提供し、当該研究分野の更なる発展

に貢献しうる知見となり得る。 
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1.4.2 本論文の構成 

本論文は全 4章から構成される。そのうち、第 1章は序章、第 4章は総括である。 

第 2 章では、脂質結合型ポリベタインの合成および pH 応答性ポリベタイン修飾 LNP の調製

および物性評価を行った。実験としては、PGlu(DET-Car)に対して、DBCO-DSPE をクリック反応

により導入し、脂質結合型 pH 応答性ポリベタイン DSPE-PGlu(DET-Car)を得た。LNP はマイク

ロ流体デバイスを用いて調製を行い、その後物性評価を行い、結果を考察した。 

第 3 章では、pH 応答性ポリベタイン修飾 LNP の機能評価を行った。実験としては、共焦点顕

微鏡を用いた細胞取り込みの定量および細胞取り込み経路の観測、エンドソーム脱出アッセイ、

膜融合アッセイ、遺伝子抑制アッセイを行い、結果を考察した。 
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要旨 

クリック反応によりアジド基を末端に有する PGlu(DET-Car)に対して DBCO-DSPE を導入し、

脂質結合型である DSPE-PGlu(DET-Car)を得た。次いで、PGlu(DET-Car)修飾 LNPs について

マイクロ流体デバイスによる調製法(Figure.2-1)を確立し、それぞれ重合度が 20、 70、 110(それ

ぞれ分子量は約 7,000、21,000、 32,000)の PGlu(DET-Car)を用いて、CB20-LNPs、 CB70-

LNPs、 CB110-LNPsを調製した。その結果、CB-LNPsの粒子径は 110～130nm、内包率は 67

～94%であった。また、どの CB-LNPs においても PEG-LNP よりも優れた pH 応答性が ζ 電位

に見られ、PGlu(DET-Car)修飾に由来する物性が確認された。 

 

 
Figure.2-1 LNP調製の概略図 

 
 

2.1 緒言 

PGlu(DET-Car)修飾ナノキャリアーの調製においては、これまでクリック反応が多く用いられて

きた(Figure.2-2)。金ナノ粒子の場合には表面にチオール基を介して DBCO 基を固定した後、ク

リック反応により PGlu(DET-Car)を導入している。また、pDNA 内包高分子ミセルの場合には
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DBCO を末端に有する bPEI を合成後、クリック反応により PGlu(DET-Car)を導入したのち、

pDNA と混合することで高分子ミセルを調製している。本研究においても、DBCO とのクリック反

応を用いることとした(Figure.2-3)。DSPE-PGlu(DET-Car)の合成は全 4 ステップであり、それぞ

れ「1．NCA 重合による PBLG の合成」、「2．マイケル付加官能によるベタイン側鎖(DET-Car-

tBu)の合成」、「3．アミノリシス反応よる PBLG へのベタインの導入」、「4．クリック反応による

PGlu(DET-Car)への DSPEの導入」である。 

 

 
Figure.2-2 PGlu(DET-Car)修飾ナノキャリアーの調製法(論文[74,76]より引用、追記) 

 

 
Figure.2-3 DSPE-PGlu(DET-Car)の合成フロー 
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2.2  pH応答性ポリベタイン結合脂質の合成 

2.2.1 PBLGの合成 

ポリ(γ-ベンジル-L-グルタミン酸)(PBLG)は、11-アジド-3、6、9-トリオキサウンデカン-1-アミンを

開始剤とする γ-ベンジル-L-グルタミン酸 N-カルボキシ無水物(BLG-NCA)の開環重合により合成

した。BLG-NCA(1.0g、 3.73mmol)を、アルゴン雰囲気下で DMF と DCM の混合溶媒(1/4、 

v/v)20mLに溶解した。次に、開始剤 11.6 mg (0.053 mmol)を加え、室温で 2日間撹拌した。反

応液を過剰量のジエチルエーテル(200 mL)に加え、析出物を真空乾燥し、白色粉末(0.63 g、 

0.047 mmol、 80%収率)を得た。PBLG は 1H NMR でピークの帰属処理を実施した(Figure.2-

4)。1H NMR (DMSO-d6): δ(ppm) = 8.08-8.62 (br、42H、 NH-(COCHNH)-H)、 7.07-7.49 (br、 

525H、  -CH2C6H5)、  4.90-5.18 (br、  187H、  -CH2C6H5)、  3.70-4.26 (br、  86H、  -NH-

(COCHNH)-H)、 3.39-3.60 (m、 16H、 N3CH2CH2-(OCH2CH2)3-NH-)、 1.78-2.32 (br、 142H、 

-CHCH2CH2COO). 

 

 
Figure.2-4 PBLGの 1H NMRチャート 

 
 

2.2.2 DET-Car-tBuの合成 

DET-Car-tBu は、tert-ブチルアクリレートとジエチレントリアミンとのマイケル反応を用いて合成

した。tert-ブチルアクリレート(23g、 162mmol)を過剰のジエチレントリアミン(100g、 971mmol)に

加え、室温で 2時間撹拌した。DCM溶液を飽和塩化ナトリウム水溶液(300mL×2)で洗浄した。そ
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の後、DCM をロータリーエバポレーターで除去した。残ったオイル状物質にメタノール(100 mL)と

1M 塩酸を加え、生成物をイオン化した。ジエチルエーテル(10 mL)を用いて-20℃で再結晶し、白

色結晶を得た。その後、白色結晶を真空下で乾燥して白色粉末を得た(19.5 g、 84 mmol、 収率

52%)。DET-Car-tBu は 1H NMR でピークの帰属処理を実施した(Figure.2-5)。1H-NMR (D2O): 

δ(ppm) = 3.31-3.64 (m、 10H、 NH2CH2CH2NHCH2CH2NHCH2CH2)、 2.77-2.85 (t、 2H、 -

CH2CH2COO)、 1.44-1.52 (s、 9H、 -C(CH3)3). 

 

 

Figure.2-5 DET-Car-tBuの 1H NMRチャート 

 
 

2.2.3 PGlu(DET-Car)の合成 

PGlu(DET-Car)は、PBLG と DET-Car-tBu のアミノリシス反応により合成した。反応前に、

DET-Car-tBu を 1M 水酸化ナトリウム水溶液で中和した。PBLG(100mg、 7.48μmol、 ベンジル

基 0.449mmol相当)および 2-ヒドロキシピリジン(215mg、 2.25mmol、 PBLG中のベンジル基に

対して 5eq 相当)を THF 5mL に溶解し、続いて DET-Car-tBu を加えた(2.29g、 6.74mmol、 

PBLG中のベンジル基に対して 5eq相当)。 混合物を室温で 2日間撹拌した後、HCl(反応するア

ミン基の 1 eq)に対して透析(分子量カットオフ：3.5k Da)を行い、さらに水に対して 2 回の透析を

行った。次に、tBu基を脱保護するために 1M塩酸(5mL)を加え、40℃で 2日間撹拌した。脱イオ

ン水(500 mL×3)に対して透析した後、最終溶液を凍結乾燥して白色粉末を得た(97.5 mg、 5.61 

µmol、収率 75%)。PGlu(DET-Car)は 1H NMR でピークの帰属処理を実施した(Figure.2-6)。
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1H-NMR (D2O): δ(ppm) = 4.26-4.49 (br、 1H、 NH-(COCHNH)-H)、 3.67-3.75 (m、 N3-

CH2CH2-(OCH2CH2)-NH)、 3.27-3.66 (m、 10H、 NH-CH2CH2-NH-CH2CH2-NHCH2)、 2.86-

2.95 (m、 2H、 CH2CH2COOH)、 2.32-2.56 (m、 2H、 -CH2CH2CONH)、 1.91-2.25 (m、 2H、 

-CH2CH2CONH). 

 

 
Figure.2-6 PGlu(DET-Car)の 1H NMRチャート 

 
 

2.2.4 DSPE-PGlu(DET-Car)の合成 

PGlu(DET-Car)と DSPE-PEG4-DBCOのクリック反応により DSPE-PGlu(DET-Car)を合成し

た 。 PGlu(DET-Car)(30mg 、  1.73μmol)を脱イオン水 (1.5mL)に溶解し 、 DSPE-PEG4-

DBCO(5mg、 3.90μmol、 2.3eq)を DCM(1.5mL)に溶解し、溶液を混合した。混合物を室温で 2

日間撹拌した。反応液を過剰量のアセトニトリル(60 mL)に加え、室温で 2 日間撹拌した。回収し

た沈殿物を脱イオン水に溶解し、凍結乾燥して白色粉末を得た(25 mg、 1.34 µmol、 収率 75%)。

DSPE-PGlu(DET-Car) は 1H NMR でピークの帰属処理を実施した(Figure.2-7)。 1H-NMR 

(D2O):δ(ppm) = 4.16-4.49 (br、  1H、  NH-(COCHNH)-H)、  3.68-3.86 (m、  N3-CH2CH2-

(OCH2CH2)-NH)、 3.00-3.66 (m、 10H、 NH-CH2CH2-NH-CH2CH2-NHCH2)、 2.53-2.69 (m、 

2H、  CH2CH2COOH)、  2.26-2.49 (m、  2H、  -CH2CH2CONH)、  1.91-2.23 (m、  2H、  -

CH2CH2CONH)、 1.14-1.39 (m、 -CH2-)、 0.68-0.95 (m、 -CH3). 
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Figure.2-7 PGlu(DET-Car)の 1H NMRチャート 

 
 

2.3  ポリベタイン修飾 LNPの調製と物性評価 

2.3.1 方法 

本研究では、pH 応答性ポリカルボキシベタイン修飾 LNP を調製するために、マイクロ流体デ

バイスで siRNA/DSPE-PGlu(DET-Car)溶液と脂質エタノール溶液を混合した。siRNA 水溶液と

脂質エタノール溶液をマイクロ流体デバイス中で混合すると、約 200 µmの流路にヘリングボーン

と呼ばれる溝が複数あり、繰り返し溝の中を通ることにより二液が均一に混合される[79]。一般的

には二液の流量の和である総流量(Total Flow Rate)が大きいほど、PDIが小さくなる(Figure.2-

8) 。CB-DSPE/siRNA solution (5.3 µM siRNA 、 25 mM acetate buffer 、 pH 4.0) を 、

NanoAssembler IgniteTM(Precision NanoSystems) を 通 し て ethanol lipid 

solution(DODAP/DOPE/コレステロール = 50/10/40モル比)と混合した。また、水溶液とエタノー

ル溶液は 3/1 の比率で混合した。得られた LNP のサイズと ζ 電位は、Zetasizer Nano ZS 

Instrument(Malvern Instruments Ltd)で測定した。コントロールとしての PEG-LNP には、PEG-

DSPE を含む脂質エタノール溶液を代用として用いた。siRNA 濃度は RiboGreen 蛍光アッセイ

で測定し、マイクロプレートリーダー(Spark、 Tecan Group Ltd.)で測定した(Ex:487 nm/Em: 537 

nm)。また、内包率(Encapsulation ratio)は以下の式で計算した。 
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𝐸𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
𝐶𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 −  𝐶𝑂

𝐶𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛
 

CTritonは TritonTM X-100 を含むサンプルの siRNA濃度、COは TritonTM X-100 を含まないサン
プルの siRNA濃度を意味する。 

 

 
Figure.2-8 ヘリングボーン構造(論文[80]より引用 

 
 

2.3.2 結果および考察 

LNPs 調製はマイクロ流体デバイスで実施した(Figure.2-9)。まず、初期検討として、脂質濃度

や溶媒、組成比を検討した。まず、CB20-DSPE が通常 LNP が他の脂質と同様にエタノールに

溶解するかを検討した(No.1～3)。その結果、エタノールには溶解せず、エタノール／水＝1／1

の溶液または水に溶解したため、CB20-DSPE はエタノール溶液ではなく緩衝液中に溶解させる

こととした。また、No.1～No.3 ではアミノ脂質として DOTAP を使用していたが、LNP の PEG 修

飾で良く用いられる濃度である 1.5 mol%より高い 5 mol%の CB20-DSPEを使用しても pH 7.4

で中性電荷を示さず、10 mol%を添加することで中性電荷を示すようになった。アミン脂質を用い

ない組成 No.4では pH 7.4で負電荷を示したが、内包率が 20%に低下した。そのため、アミノ脂

質として DODAPを使用し、まず CB20-DSPEを 10 mol%添加した場合に pH 7.4で負電荷を示

すことを確認した一方、内包率は 43%と低値を示した。最終的に、CB20-DSPE を 1 mol%添加

した場合、pH 7.4 でも中性電荷を示し、かつ内包率が 74%と高くなることを見出し、No.6 に最適

化された。 
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Figure.2-9 LNP調製法の初期検討 

 

次に、総流量の値を 0.5 mL/min として N/P比(Nは DODAP由来の N原子、Pは siRNA由

来の P原子でモル比を表す)についても最適化を行い、N/P = 6 において CB20-LNPs で最も高

い内包率が得られたため、以降の実験での採用条件とした(Figure.2-10)。更に、Total flow 

rate(TFR)について、最適化を行った。その結果、TFF が 3～5 mL/min の際に粒子径(SIze)が

120nm で最も小さくなり、内包率(Encapsulation rate)は 90%以上であった。中でも、3 mL/min

においで多分散度(PDI)が最も低かったことから、以降の実験では TFRを 3 mL/min に固定した

(Figure.2-11)。 

 

 
Figure.2-10 N/P比と粒子径および内包率の関係 (n = 3). 
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Figure.2-11 Total flow rateと粒子径、PDI、内包率の関係(n=3) 

 

同じ条件で様々な LNPを調製し、それらの物性を評価し、Table 2-1にまとめた。また、電子顕

微鏡で各 LNPを観測したところ球形の粒子であることが確認された(Figure.2-12)。CB-LNPの ζ

電位を pH5.5～7.4の範囲で測定したところ、PEG-LNPｓや DODAP-LNPsよりも大きく pH依存

的な ζ電位の変化が確認された(Figure.2-13)。PEG-LNPsにおいても pH依存的な ζ電位変化

が見られているが、これは pH 応答性の 3 級アミンを有する DODAP に由来するものであり、

DODAP の pKa は 6.5 であるため、pH5.5、pH 6.5 では正電荷を示している。一方、CB-LNPs

の ζ電位の変化は DODAP よりも大きいが、これは PGlu(DET-Car)修飾による pH応答性の増

強を示唆していると考えられた。 

 
Table 2-1. LNPの脂質構成および物性評価. 

LNPs Lipid Composition (mol%) Size (nm)a PDI a 
Encapsulation 

Rateb 

DODAP-LNPs 
DODAP/DOPE/Chol 

=50/10/40 100±1 0.20±0.01 100% 

PEG-LNPs 
DODAP/DOPE/Chol/PEG-

DSPE=50/10/40/1 90±1 0.19±0.01 87% 

CB20-LNPs 
DODAP/DOPE/Chol/CB20-

DSPE=50/10/40/1 130±1 0.20±0.01 94% 

CB70-LNPs 
DODAP/DOPE/Chol/CB20-

DSPE=50/10/40/1 110±1 0.20±0.01 60% 

CB110-LNPs 
DODAP/DOPE/Chol/CB110-

DSPE=50/10/40/1 130±1 0.17±0.01 77% 

a 動的光散乱法による測定 (25°C、 n = 3). b リボグリーンアッセイによる測定 

. 
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Figure.2-12 透過型電子顕微鏡での撮影像 

 

 

Figure.2-13. ζ電位の測定結果および pH応答性官能基の説明 
a)ζ電位測定結果(n=3)、b)pH応答性官能基の所在、c)pH応答性官能基 

 
 

2.4  結論および考察 

本章では、クリック反応を含む 4ステップで DSPE-PGlu(DET-Car)を合成した上で、マイクロ流

体デバイスによる pH 応答性ポリベタイン修飾 LNPs の調製法を確立し、各種物性評価を行った。

その結果、CB-LNPs はどの分子量においても増強された pH 応答性を有しており、粒子径は

110～130 nm、内包率は 67～94%であった。 

LNP 形成メカニズムは以下の様に考察する。まず、ナノアセンブラーでの混合前は、siRNA と

ポリベタイン結合脂質は酸性緩衝液に溶解した状態にあり、200 nm 程度の粒子を形成する。そ

の後、DODAP を含むエタノール溶液とナノアセンブラーで混合されることにより、siRNAはポリベ

タインの正電荷よりも DODAP の正電荷と強く静電相互作用を起こし、LNP 中に内包される。中

性緩衝液での透析後、siRNAの多くは DODAPと相互作用した状態で LNP内部に残存する。 
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要旨  

LNPsの機能評価として、細胞取り込み量、細胞取り込み経路、エンドソーム脱出能、膜融合能、

および遺伝子抑制能の評価を行った。蛍光色素 Alexa Flour647 結合 siGL3 を内包した LNPs 

をヒト卵巣腫瘍細胞 SK-OV-3-luc に対して投与したところ、LNPs はエンドサイトーシスによって

取り込まれていた。また、pH 7.4 の場合と比較して、CB20-LNPs、CB70-LNPs、CB110-LNPs

は pH 6.5において PEG-LNPsよりも高い細胞取り込み量を示した。pH 6.5において、カルセイ

ンを使用してエンドソーム脱出能を評価したところ、CB20-LNPsでは PEG-LNPs、CB70-LNPs、

CB110-LNPs よりも高いエンドソーム脱出能が得られた。各 LNPs の膜融合能を測定したところ、

CB20-LNPs の pH 応答性は CB70-LNPs および CB110-LNPs よりも高く、低 pH 領域におい

て強い膜融合能を示した。遺伝子抑制能評価のため、SK-OV-3-luc に対して各 LNPs を投与後、

ルシフェラーゼの発光強度を測定したところ、pH 6.5 において CB20-LNPs は CB70-LNPs より

も高い遺伝子抑制能を示し、一方 CB110-LNPs は PEG-LNPs と同様にほとんど遺伝子抑制を

示さなかった。 

以上より、CB20-LNPs、CB70-LNPs、CB110-LNPs はいずれも細胞取り込みにおいて pH 応

答性を示し、pH 6.5 において PEG-LNPs よりも高い細胞取り込みを示すが、その中でも CB20-

LNPs は比較的高い膜融合能を有しているため、高いエンドソーム脱出能および遺伝子抑制能を

有すると推察された。 

 

 

3.1 緒言 

脂質ナノ粒子の細胞取り込み経路には、エンドサイトーシスや膜融合があり、さらに膜融合に

は細胞膜と直接膜融合するものと、エンドサイトーシス後にエンドソーム膜と膜融合して内包物を

放出するものがある[81]。いずれの場合においても LNP の膜融合能が高い程サイトゾル内への
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核酸の放出が起こるため、薬効が高くなるため、膜融合能は遺伝子抑制能と深い関連がある。本

章では LNP の細胞取り込み量、細胞取り込み経路、エンドソーム脱出能、遺伝子導入抑制効率

および膜融合能について総合的に評価し、pH応答性ポリベタインの分子量を最適化した。 

 

Figure.3-1 細胞取り込み経路(論文より[81]引用) 

 
 

3.2 方法 

3.2.1  共焦点顕微鏡を用いた細胞取り込みの観察および定量評価 

SK-OV-3-luc細胞を 35 mmガラスベースディッシュに播種し(1.0 × 105 cells/well)、10%ウシ

胎児血清(FBS)を含むMcCoy's 5A modified培地で培養した。その後、細胞培地を Alexa Flour 

647-siGL3内包 LNPを含む新しい Optimemに交換した。72時間培養後、核とリソソームをそれ

ぞれ Hoechst 33342 と LysoTracker Red DND-99 で染色した。各共焦点レーザー顕微鏡

(CLSM)の測定には、 Plan-Apochromat 40×油浸対物レンズ (口径 ： 1.4)を装着した

LSM710(Carl Zeiss、 Oberkochen、 Germany)を用いた。励起波長は、Hoechst 33342は 405 

nm、LysoTracker Red DND-99は 488 nm、Alexa Flour 647-siGL3は 633 nmであった。また、
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撮影した細胞を ROIで囲み、633nmの蛍光強度を測定することで、細胞取り込みを定量化した。 

 

3.2.2 エンドソーム脱出能の測定 

水溶性蛍光色素であるカルセインを使用し、エンドソーム脱出能を測定可能である。カルセイン

を含有する培地中で細胞を培養すると、エンドサイトーシスと同時にエンドソーム内にカルセイン

が取り込まれ、エンドソーム脱出が起こった際にはエンドソームから細胞質中にカルセインが放出

される。そのため、エンドソーム脱出が効率よく起こった細胞は全体からカルセインの蛍光が検出

できる。反対にエンドソーム脱出が起こっていない場合には、エンドソーム顆粒状に蛍光が見られ

るようになる[82,83]。 

SK-OV-3-luc 細胞を 24 ウェルプレート(5.0 x 104 cells/well)に播種し、10%ウシ胎児血清

(FBS)を含むMcCoy's 5A modified培地で培養した。その後、細胞培地を 250 μMのカルセイン

と siLuc-LNP を含む新しい Optimem に交換した。2 時間インキュベート後、核を Hoechst 

33342 で染色した。各蛍光顕微鏡測定には BZ-X800 を用いた。励起波長は、Hoechst 33342

は 405 nm、カルセインは 488 nmであった。エンドソームからのカルセイン放出の定量分析には、

カルセインの蛍光チャンネル上で、細胞全体に蛍光を示す細胞の割合、または細胞がエンドソー

ム様粒子を含む割合を用いた。 

 

 

3.2.3  膜融合能の測定 

エンドソーム膜を模倣した蛍光脂質含有リポソームを用いた膜融合アッセイにより、エンドソー

ム膜と LNP の膜融合能を評価することが可能である[84,85]。蛍光分子はリポソーム中にある場

合は局所濃度が高く消光した状態にあるが、LNPs と接触し膜融合が発生すると蛍光脂質の一部

が LNPへ移行し、側方拡散することにより蛍光が回復するため、膜癒合能の指標として利用でき

る(Figure.3-3a)。 
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ローダミン-PE を含む生体膜模倣組成の脂質(脂質組成；DOPC/DOPE/DOPS/Chol/ローダミ

ン-PE = 45/15/15/20/10)をクロロホルムに溶解した。ロータリーエバポレーターを用いて脂質膜

を形成し、10 mM HEPES 緩衝液で水和してローダミン標識リポソームを調製した。各 LNP とロ

ーダミン標識リポソームを 10:1 のモル比で混合し(37℃、1 時間)、異なる pH レベルの緩衝液中

でインキュベートした(pH 5.5、6.0、6.5は 10 mM MES、150 mM NaCl、pH 7.0、7.5は HEPES、

150 mM NaCl、pH 8.0、8.5は 10 mM Tris-HCl、150 mM NaClの緩衝液をそれぞれ用いた)。

LNP調製の 1時間後、蛍光強度(I)をマイクロプレートリーダー(Spark、Tecan Group Ltd、励起：

520 nm、発光：590 nm)を用いて測定した。0.1% TritonTM X-100で希釈したローダミン標識リポ

ソームの蛍光強度を最大膜融合ポテンシャルと定義した。膜融合電位は以下の式で算出した。 

 

𝑀𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒 𝑓𝑢𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑡𝑖𝑎𝑙 =  
𝐼𝐿𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑒𝑠+ 𝐿𝑁𝑃𝑠 −  𝐼𝐿𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑒𝑠

𝐼𝐿𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑒𝑠+𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 −  𝐼𝐿𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑒𝑠
 

 
ILiposomes + LNPsは LNPs 添加後のリポソームの蛍光強度を示す。ILiposomesは、異なる pH の緩衝
液で希釈したリポソームの蛍光強度を示す。ILiposomes+Tritonは、0.1% TritonTM X-100で希釈した
リポソームの蛍光強度を示す。 

 

 

3.2.4  遺伝子抑制能の測定 

SK-OV-3-luc細胞を 96 ウェルプレートに 5.0 x 103 cells/well の濃度で播種し、10% FBS を

含む McCoy's 5A (Modified) 培地で培養した。72 時間培養後、LNP を除去し、すべてのウェル

プレートを PBSで洗浄した。その後、CCK-8測定試薬を含む Optimemを分析に用いた。細胞生

存率(Viability)は以下の式で計算した。 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =  
𝐴𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 −  𝐴𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘

𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘
 

 
ASample はサンプル処理した細胞のウェルの吸光度を示す。AControl は、未処理の細胞のウェルの

吸光度を示す。ABlankは、細胞を含まない培地のウェルの吸光度を示す。 
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続いて、溶解バッファー(50 µL)、細胞溶解液(20 µL)、ルシフェリン基質(100 µL)を各ウェルに

添加した。ルシフェラーゼアッセイシステムキット(プロメガ社製)と GloMax 96マイクロプレートルミ

ノメーター(プロメガ社製)を用いて、in vitro での遺伝子活性の程度を測定した。相対発光強度

(Relative luminescent intensity)は以下の式で算出した： 

 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 =  
𝐼𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒/ 𝑉𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐼𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 /𝑉𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 

 
ISampleと VSampleはそれぞれ、サンプルの発光強度と生存率を示す。IControlと VControlはそれぞれ、

陽性対象の発光強度と生存率を示す。 

 
 

3.3 結果 

3.3.1  共焦点顕微鏡を用いた細胞取り込みの観察および定量評価 

PGlu(DET-Car)の DP値の影響を in vitroで評価するために、siRNA-Alexa Flour 647 コンジ

ュゲートで蛍光標識した CB-LNPを調製し、ヒト卵巣がん SK-OV-3-lucに対する細胞取り込み能

力を調べた。CB110-LNPsは、CB20-LNPsよりも SK-OV-3-luc細胞に対して pH 7.4と 6.5でよ

り良好な細胞内取り込みを示した。また、CB70-LNPと CB20-LNPは、pH 7.4と 6.5の両方で同

程度の細胞内取り込みを示した。なお、PEG-LNP は、この実験条件下でわずかな細胞取り込み

を示した(Figure 3-1b)。さらに、CB20-LNPs、CB70-LNPs、CB110-LNPs からの蛍光シグナル

(赤)は、pH 6.5でリソソーム(緑)と共局在しており(Figure 3-1a)、エンドサイトーシスを介した細胞

取り込みが示唆された。 

PEG-LNPs と比較して、pH 応答性 CB20-LNPs の蛍光強度は pH 6.5 で有意に高く、この傾

向は CB70-および CB110-LNPsでさらに増強されたことから、PGlu(DET-Car)の pH応答性とポ

リベタインの分子量が CB-LNPs の細胞内取り込みに重要であることが示された(Figure 3-1b)。
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また、PEG-LNP および CB20-LNP の細胞取り込みについて、時間依存性及び濃度依存性を調

べた。その結果、PEG-LNP、CB20-LNP はどちらも時間依存的、濃度依存的に細胞取り込み量

が増加し、いずれのタイミングにおいても pH 6.5での CB20-LNPの細胞取り込み量が最も高か

った(Figure.3-2)。 

 

 

Figure 3-1. pH依存的な細胞取り込みの共焦点顕微鏡による観察 
a) SK-OV-3-luc細胞を Alexa Flour 647-siRNA結合脂質ナノ粒子(LNP)(赤)と 72時間インキュ

ベートし、初期エンドソーム(緑)と核(青)を染色した。共局在を黄色で示す。スケールバー＝50μm 
b) 細胞への取り込みの定量的解析。統計的有意性は Student t-testを用いて評価した(n = 30)。 
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Figure.3-2 インキュベーション時間および濃度の細胞取り込み量への影響(n = 30). 

 

 

3.3.2 エンドソーム脱出能の測定 

核酸医薬にとって、エンドソームからの核酸の放出は、転写やサイレンシングを機能させるため

に不可欠である[86,87]。エンドソームの脱出では、エンドソーム膜が孔を作り、内部の分子が細

胞質に漏出する。カルセイン色素は膜不透過性であり、DDS キャリアと共培養するエンドソーム

脱出のマーカーとして用いることができる[82,88]。細胞はエンドサイトーシスの過程でカルセイン

を取り込み、エンドソームの場所で部分的に蛍光を示す。エンドソームから脱出した場合、カルセ

インは細胞質に拡散し、蛍光は細胞全体に観察される。ここでは、LNP を pH 6.5 でカルセインと

共培養し、エンドソーム脱出の割合を計算した。CB20-LNPs は、他の LNPs よりもエンドソーム

脱出率が高かった(Figure,3-3)。PEG-LNP はエンドソームからの脱出が非常に少なく、PEG が

エンドソームからの脱出を阻止し、サイレンシング効率を低下させることが示唆された。さらに、

CB70-および CB110-LNP は、細胞内への取り込みの結果とは逆に、エンドソームからの脱出が

少なく、ポリベタインの DP値がエンドソームからの脱出効率に影響することが示された。 
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Figure.3-3 エンドソーム脱出能の評価 

a)～e)蛍光顕微鏡像、f)定量結果 
a)クロロキン塩酸塩、b)PEG-LNPs、c)CB20-LNPs、d)CB70-LNPs、e)CB110-LNPs 

 
 

3.3.3  膜融合能の測定 

CB-LNPを 10%のローダミン-PEを含むリポソームと 1時間インキュベートした後、蛍光強度を

測定し、膜癒合ポテンシャルを算出した。CB20-LNP は明らかな pH 応答性を示し、他の LNP と

比較して最も高い膜融合能を示した(Figure 3-4b)。PEG-LNPは pH範囲にわたって低い電位を

示し、PEG ジレンマで見られるような低吸着性を再現することが出来た。優れた細胞取り込み性

能(Figure 3-4a)を示した CB70-LNPs と CB110-LNPsは、DODAP-LNPs と CB20-LNPよりも

低い膜融合ポテンシャルを示した。 
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Figure 3-4.  膜融合アッセイ. a) 膜融合アッセイにおけるプロセスの模式図 b) pHに依存する膜
融合のポテンシャル(n = 3)。 

 
 

3.3.4  細胞生存率の測定 

siLuc内包 LNPを SK-OV-3-luc細胞と 72時間インキュベートした。その結果、viabilityは 87

～116%であり、LNP間での差は確認されなかった(Figure.3-5)。 

 

 
Figure 3-5.細胞生存率. NT: Non-treatment、 LF: Lipofectamine RNAi MAX. (n = 3–6). 統計
的有意性は Student t-testを用いて評価した。 
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3.2.5  遺伝子抑制能の測定 

siLuc内包 LNPを SK-OV-3-luc細胞と 72時間インキュベートした。その結果、CB20-LNPは

pH 応答性の遺伝子抑制を誘導し、その効率は pH 応答性を示さないリポフェクタミンと同等であ

った(Figure.3-6)。CB70-LNPも中程度の遺伝子抑制能を示したが、pH応答性の程度は CB20-

LNP よりも比較的弱かった。一方、PEG-LNP と CB110-LNP は、いずれの pH 条件でも遺伝子

抑制効果をほとんど示さなかった。これらの結果は、より短い PGlu(DET-Car)が LNPの特性とし

て有用であることを示しており、pH 応答性薬物送達の効果を最大化するためには、PGlu(DET-

Car)の分子量を正確に調整することが重要であることを示している。また、CB20-LNPs に関して

pH 6.5における IC50を測定したところ、25 nMであった(Figure.3-7)。 

 

 

Figure 3-6. SK-OV-3-luc 細胞に対する PGlu(DET-Car)コート脂質ナノ粒子(LNPs)による遺伝
子サイレンシングに対する pH の影響。NT：非処理、LF：Lipofectamine RNAi MAX。(n = 3-6). 
統計的有意性は Student t-testを用いて評価した。 
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Figure 3-7. pH 6.5 における SK-OV-3-luc 細胞の相対発光強度に及ぼす CB20-LNP 中の

siRNA濃度の影響 (n=6). 

 

 

3.3 考察 

CB20-LNPs、 CB70-LNPs、 CB110-LNPsはいずれも pH 6.5において pH 7.4よりも高い細

胞取り込みを示しており、表面電荷の pH 応答性に起因していると考えられた。CB110-LNPs は

最も高い細胞取り込みを示していたものの、PEG-LNPs と同程度に低い膜融合ポテンシャルを示

しており、pH 応答性も CB20-LNPs より程度であった。この結果は遺伝子抑制試験およびエンド

ソーム脱出能評価試験と一致しており、CB70-LNPs と CB110-LNPsの pH 6.5における遺伝子

抑制能、エンドソーム脱出能は CB20-LNPsより低かった。 

今回の例のように、細胞取り込み量と遺伝子抑制効率の結果が一致しない例が知られている。

例えば、.Heyes らの報告では、相転移温度が高い脂質を含む LNP は、細胞取り込み量が高い

が、膜融合能が低く、遺伝子抑制効率が低い。一方で、相転移温度が低い脂質の場合は、細胞

取り込み量は低下したものの、遺伝子抑制効率は高くなった[30]。このことから、一定以上の細胞

取り込み量よりも、膜融合ポテンシャルが遺伝子抑制効率の重要因子になると考えられる。 

また、CB70-LNPsや CB110-LNPの正味電荷はカチオン性が高く、アニオン性のリポソーム膜と

強く静電相互作用を引き起こし、膜融合プロセスが阻害された可能性も考えられる。ポリアミン脂
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質を用いた脂質ナノ粒子の場合に、強い静電相互作用によりトランスフェクション効率が低下した

事例が知られている[78]。 

同様の傾向は、リポソームの表面を膜融合タンパク質で高度に修飾した場合にも観察され、膜

融合プロセスはその表面密度に対応して徐々に抑制されていた[89]。この論文では、それぞれ膜

融合タンパク質の含有量が異なるジャイアントリポソームを調製し、タンパク質を含まないリポソー

ムとの膜融合の発生効率を評価しており、膜融合により生じる粒子径の大きなリポソームの数を

数えている。膜融合タンパク質の含有量、つまり脂質二重膜中での密度が高い程、膜融合が発生

しにくいという(Figure.3-8)。この論文を踏まえると CB70-LNPsや CB110-LNPsでは、立体障害

によって膜融合が阻害された可能性も考えられる。つまり、膜融合の阻害によりラメラー相から逆

ヘキサゴナル相への相転移が阻害された結果、siRNA のエンドソーム脱出が阻害され、遺伝子

抑制能が低下したと考察される。 

 

Figure.3-8 膜融合ペプチドの含有量と膜融合の発生効率(論文[89]より引用、加筆) 

 

 

3.4 結論 

全ての CB-LNPsは PEG-LNPs と比較して、pHに依存してより多く pH 6.5において取り込ま

れており、pH 応答性ポリベタイン修飾によるものと推定された。CB-LNPs 中の siRNA は部分的

にエンドソーム／リソソームと蛍光が共局在しており、エンドソームによる取り込みが示唆された。 
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遺伝子抑制アッセイの結果、CB20-LNPs では pH依存的な遺伝子抑制が確認されたが、CB70-

LNPsや CB110-LNPsではあまり遺伝子抑制が見られなかった。膜融合アッセイの結果、CB20-

LNPs では pH 応答性が増強されていたが、CB70-LNPs や CB110-LNPs の膜融合は PEG-

LNPsと同等であった。 

LNPs は一定以上取り込まれていたものの、ポリベタインの静電相互作用あるいは立体障害に

より膜融合に必要なラメラー相から逆ヘキサゴナル相への相転移が阻害され、サイトゾル中への

siRNA の放出が抑制された結果、CB70-LNPs や CB110-LNPs では遺伝子抑制効率が低下し

たと考えられる。 
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総括 

siRNAによる RNA干渉療法は、細胞内の mRNAを標的とするため、既存のモダリティでは対

応できない疾患が克服できる可能性がある点で革新的であり、がんなどの治療に於いてその有

効性が大いに期待されている。しかし、siRNA は免疫原性を有しており、また血中で極めて不安

定であるため、全身投与を行う場合は siRNA をポリエチレングリコール等で被覆した LNP へ内

包する手法等が検討されてきた。ポリエチレングリコールによる修飾は、血中タンパクや免疫細胞

による捕捉を防ぐ機能がある一方で、LNP の細胞取り込みを抑制するため、薬効を低下させてし

まう欠点を有する。本研究では、腫瘍組織などの弱酸環境下に応答して正電荷を示し、積極的に

細胞へ取り込まれる pH応答性ポリベタインで修飾された LNPを用いることで上記課題を解決す

るため、マイクロ流体デバイスによる調製法の確立、物性評価および in vitro での機能評価によ

る分子量の最適化に取り組んだ。 

第 2 章では、脂質結合型ポリベタインの合成および pH 応答性ポリベタイン修飾 LNP の調製

および物性評価を行った。ポリベタインは、末端にアジド基を有するポリグルタミン酸に対して、側

鎖にアミド結合を介してエチレンジアミン構造およびカルボキシル基を導入した PGlu(DET-Car)を

用いた。PGlu(DET-Car)は、酸性 pH 条件下においてはエチレンジアミン構造が 2 価の正電荷、

カルボキシル基が 1 価の負電荷を有するため、ポリマー全体としてはカチオン性となる一方、中

性 pH 条件下においてはエチレンジアミン構造がゴーシュ構造を示し 1 価の正電荷を示す状態と

なるため、ポリマー全体として中性となる pH 応答性を有する。PGlu(DET-Car)に対して、DBCO-

DSPE をクリック反応により導入し、脂質結合型 pH 応答性ポリベタイン DSPE-PGlu(DET-Car)

を得た。LNP はマイクロ流体デバイスを用いて調製を行った。LNP の調製法には薄膜水和法、エ

タノール注入法、T チューブ法等があるが、マイクロ流体デバイスによる調製法は、高い再現性と

粒子径の制御性、スケーラビリティを有しており、現在 LNPの調製法で広く取り入れられている方

法である。マイクロ流体デバイスの流速などの機械パラメータ、LNP の脂質組成や siRNA 濃度

等を検討し、マイクロ流体デバイスによる調製法を確立した。CB-LNPs の粒子径は 110～
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130nm、内包率は 67～94%であった。また、どの CB-LNPs においても PEG-LNP よりも優れた

pH応答性が ζ電位に見られ、pH 6.5以下では正電荷を示しており、PGlu(DET-Car)修飾に由来

する物性が確認された。 

第 3 章では、in vitro における CB-LNPs の機能評価を行った。まず、ヒト卵巣腫瘍細胞 SK-

OV-3-lucに対して、蛍光色素 Alexa Flour647結合 siGL3を内包した LNPsを投与し、pH 6.5と

pH 7.4 における siRNA の細胞内動態および細胞取り込み量について検証したところ、LNPs は

エンドサイトーシスによって取り込まれていた。また、すべての CB-LNPs において、PEG-LNPs

と比較して pH 6.5 において細胞取り込み量が増加していることを確認した。エンドソーム脱出能

の評価のため、カルセイン存在下で LNP を投与した際の細胞再挙動を観察したところ、CB20-

LNPsでは CB70-LNPs、CB110-LNPsよりも細胞全体が光っている細胞が多く、より効率的にエ

ンドソーム脱出が発生していることが確認された。遺伝子抑制能評価のため、SK-OV-3-luc に対

して各 LNPs を投与後、ルシフェラーゼの発光強度を測定したところ、pH 6.5 において CB20-

LNPsは CB70-LNPsよりも高い遺伝子抑制能を示し、一方 CB110-LNPsは PEG-LNPsと同様

にほとんど遺伝子抑制を示さなかった。また、各 LNPs の膜融合能を測定したところ、CB20-

LNPsの pH応答性は CB70-LNPsおよび CB110-LNPsよりも高く、低 pH領域において強い膜

融合能を示した。以上より、in vitro の機能評価により、pH 応答性ポリベタイン修飾 LNPs が

CB20-LNPsに最適化された。 

第 2 章では異なる分子量を有する pH応答性ポリベタインで修飾された LNPsのマイクロ流体

デバイスによる調製法の確立に成功した。本知見は、同様の物性を有する機能性高分子修飾

LNPのスケールアップにおける基礎となり得るため、有用である。 

第 3章では、pH応答性ポリベタインの分子量に応じて LNPの機能に違いが見られている。ま

ず、細胞取り込みにおける pH 応答性に関して、どの CB-LNPs においても pH 6.5 の方が pH 

7.4 によりも高い細胞取り込み量を示しており、これは pH 6.5 において CB-LNPsが正電荷を表

面に有している結果が反映されたものである。中でも、CB110-LNPs が最も高い細胞取り込み量
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を示したが、CB110-LNPsは PEG-LNPsと同程度に低いエンドソーム脱出能、膜融合ポテンシャ

ルを示しており、遺伝子抑制はほとんど起こらなかった。この結果は、CB110-LNPs の膜融合が

立体障害あるいはエンドソーム膜との静電相互作用によって阻害された可能性を示しており、本

研究によりポリベタイン分子量の制御が LNPs の設計について重要との指針を与えるものとなっ

た。 

総じて、本研究で明らかになったポリベタインの分子量と細胞取り込み量、膜融合能、遺伝子

抑制能の関係を以下の通り考察する。まず、分子量が高い程、ポリベタインと細胞膜の静電相互

作用が強くなり、接触機会が増え、エンドサイトーシスの確率が高くなるため、細胞取り込み量が

上昇する。次に、分子量が低いほど LNP とエンドソーム膜との距離は短くなるため、脂質同士が

接近しやすくなる。その結果、膜融合を起こす確率が高くなり、siRNA がサイトゾル中に脱出しや

すくなる。そのため、サイトゾル中の siRNA 量が多くなり、RISC 複合体量が多くなるため、標的

mRNAの分解が促進され、遺伝子抑制能が高くなる(Figure.4)。 

 

 

Figure.4 ポリベタインの分子量と細胞取り込み量、膜融合能、遺伝子抑制能の関係 
修飾ポリベタインが低分子量の場合、エンドサイトーシスされる確率は比較的に低いが、 
膜融合する確率は比較的に高いため、結果的にmRNA分解がより起こりやすくなる。 
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使用試薬リスト 

N、 N-dimethylformamide (DMF)、 dichloromethane (DCM)、 diethyl ether、 5 M HCl、 

diethyl ether、 methanol、 ethanol、 tetrahydrofuran (THF)、 acetonitrile、 sodium chloride、 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)、 2-morpholinoethanesulfonic 

acid (MES)、 and tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride salt (Tris-HCl) は富士フイ

ルム和光純薬工業株式会社から購入した。Diethylenetriamine、 tert-butylacrylate、 2-

hydroxyprydine、 and sodium acetateは東京化成工業株式会社から購入した。 Cholesterol 

and Dulbecco’s Phosphate-Buffered Salineはナカライテスク株式会社から購入した。 Acetic 

acidは関東化学株式会社から購入した。γ-benzyl-L-glutamate N-carboxy anhydride (BLG-

NCA) は中央化成品株式会社から購入した。 1、2-dioleoyl-3-dimethylammonium-propane 

(DODAP)、 1、2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE)、 1、2-dioleoyl-sn-

glycero-3-phospho-L-serine (sodium salt) (DOPS)、 and 1、2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (ammonium salt) (Rhodamine-

PE) は Avanti Polar Lipids、 Inc から購入した。 Polyethyleneglycol-1、2-dioleoyl-sn-glycero-

3-phosphoethanolamine (PEG5k-DSPE) and 1、2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DOPC)は日油株式会社から購入した。1、2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-

N-tetra(polyethylene glycol)-dibenzocyclooctyne (DSPE-PEG4-DBCO) は Broadpharmから

購入した。1-amino-11-azido-3、6、9-trioxaundecane、 Triton™ X-100、 

penicillin/streptomycin、 trypsin/ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA)、 Quant-it™ 

RiboGreen RNA Assay Kit、 RiboGreen RNA Reagent、 McCoy's 5A (modified) medium、 

Optimem®、 LysoTracker™ Red DND-99、 Hoechst® 33342、 and Trypan blue は Sigma 

Aldrichから購入した。Small interfering RNA (siRNA) against luciferase (siLuc、 sense: 5’-

GAu UAu GuC CGG uuA uGu AUU AdTdT-3’; antisense: 5’-UAC AuA ACC GGA CAu AAu 

CUU GdTdT-3’、 2’-Ome-modified nucleotides are in lowercase.) は北海道システムサイエン
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ス株式会社から購入した。 Alexa 647-labeled siRNA (Alexa 647-siGL3、 sense: 5’-CUU ACG 

CUG AGU ACU UCG AdTdT-3’; antisense: 5’-Alexa 647-UCG AAG UAC UCA GCG UAA 

GdTdT-3’) はジーンデザイン株式会社から購入した。 
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