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略語表 

AST  aspartate aminotransferase 
ALT  alanine aminotransferase 
ApoE  apolipoprotein E 
BSA  bovin serum albumin 
BUN blood urea nitrogen 
CAD corona charged aerosol detector 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMG  dimiristoylgrycerol (C14) 
DSPC 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (C18) 
ED50 effective dose 50 (in vivo) 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
ESI electrospray ionization 
GalNAc  N-acetylgalactosamine 
HPLC high performance liquid chromatography 
IS internal standard 
LDLR  low density lipoprotein Receptor 
LNP  lipid nanoparticles 
min  minute 
MS mass spectrometry 
mRNA  messenger RNA 
NMR  nuclear magnetic resonance 
PAGE poly acrylamide gel electrophoresis 
PBS  phosphate buffered saline 
PCSK9  proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
PDI polydispersity index 
PEG  polyethylene glycol 
PK pharmacokinetics 
PLK1  polo-like kinase 1 
PLT platelets 
qRT-PCR  quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
RBC  red blood cell 
RISC  RNA-induced silencing complex 
RNAi  RNA interference 
SD standard deviation 
SDS  sodium dodecylsulfonate 
siRNA  short interference RNA 
SVPD snake venom phosphodiesterase 
T-Bil Total Bilirubin 
TNS  sodium 6-(p-toluidino)-3-naphthalene sulfonate 
TTR  transthyretin 
v/v voulume/volume 
WBC white blood cells 
wt/wt weight/weight 



序論 

RNA干渉と医薬品応用の歴史

1990年初頭、異なる
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た現象が生物種を越えて保存されていることがわかり、さらに

図的に加えた二本鎖

できることが

2001年、哺乳類の細胞において

き起こされること

RNA, すなわち

Figure 
pathway
標的 mRNA

 

干渉と医薬品応用の歴史
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た現象が生物種を越えて保存されていることがわかり、さらに

図的に加えた二本鎖

できることが Fire, Mello
年、哺乳類の細胞において

き起こされること

すなわち siRNA

Figure 1 siRNA
pathway を利用する。

mRNAを切断する

干渉と医薬品応用の歴史
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Fire, Mello
年、哺乳類の細胞において

き起こされることが Elbashir, Tuschl
siRNAと名付けられた

siRNA による RNA
利用する。意図的に外部から導入する合成核酸

を切断する。現在では標的タンパク質の

干渉と医薬品応用の歴史 

つの分野で遺伝子発現を操作しようとする試みがされており、
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た現象が生物種を越えて保存されていることがわかり、さらに
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Fire, Mello らにより報告された

年、哺乳類の細胞において RNAi
Elbashir, Tuschl
と名付けられた

RNA 干渉メカニズム。生体内に元来存在しする
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。現在では標的タンパク質の
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つの分野で遺伝子発現を操作しようとする試みがされており、
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が共通配列を有する対象の

らにより報告された

RNAi はわずか

Elbashir, Tuschlらに報告され

と名付けられた（Figure 

干渉メカニズム。生体内に元来存在しする

意図的に外部から導入する合成核酸

。現在では標的タンパク質の
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Figure 1）5。 
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遺伝学的手法

する全ての疾患原因タンパク質の産生を阻害することができることから、
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困難な細胞内因子などを

が可能になる

斑変性

に対する天然型

Opko Health
Fire, Mello
て利用された

高い技術力を保有していた

かつ独占的な特許群を保有する

ど、製薬企業が
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界医薬品売上ランキング

用：IMS 
注目を集めていった。
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と RNA
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を通じて簡便に効果的な
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Figure 2 RNA 干渉と医薬品開発の歴史は
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の躍進に基づくリバイバル（

効果的な siRNA
RNA; mRNA, messenger RNA.
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薬品では困難なタンパク質
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を適応とした vascular endothelial growth factor
に対する天然型 siRNA（Cand5; 
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2006年にノーベル生理学賞を受賞した

RNAi の発見期から、時代は医薬品応用へと舵を切り始め

高い技術力を保有していた

かつ独占的な特許群を保有する

製薬企業が siRNA 創薬

Figure 2）12。

界医薬品売上ランキング Top10
ジャパン社調べ）

注目を集めていった。 

干渉と医薬品開発の歴史は

1998-2004
）、相次ぐ臨床試験失敗による

の躍進に基づくリバイバル（201

siRNA を設計することができる
RNA; mRNA, messenger RNA. 

様々な生物に幅広く応用できることから、特定

として急速に発展を遂げた

する全ての疾患原因タンパク質の産生を阻害することができることから、

質間相互作用

狙えうる、すなわち既存の創薬アプローチでは

期待された 8。siRNA
vascular endothelial growth factor

Cand5; Bevasiranib
実施された 9。

年にノーベル生理学賞を受賞した

の発見期から、時代は医薬品応用へと舵を切り始め

高い技術力を保有していた SiRNA 社を

かつ独占的な特許群を保有する Alnylam
創薬に次々と

。1990年代から

Top10 のうち

ジャパン社調べ）に継ぐ新しい創薬モダリティ

干渉と医薬品開発の歴史は

2004）、siRNA創薬への期待と製薬企業による
）、相次ぐ臨床試験失敗による siRNA

2013-現在）。
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を設計することができる
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として急速に発展を遂げた 7。また

する全ての疾患原因タンパク質の産生を阻害することができることから、
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干渉と医薬品開発の歴史は大きく

創薬への期待と製薬企業による
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現在）。文献 12を参考に自作。
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様々な生物に幅広く応用できることから、特定の遺伝子機能を解析する

siRNA 医薬品は、

する全ての疾患原因タンパク質の産生を阻害することができることから、
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創薬への期待と製薬企業による創薬

創薬への疑惑と停滞（2009
を参考に自作。RNAi, RNA interference.

iRNA, short interfering 

の遺伝子機能を解析する

医薬品は、理論的には内在

する全ての疾患原因タンパク質の産生を阻害することができることから、低分子医

を必要とする転写因子、抗体医薬品では

狙えうる、すなわち既存の創薬アプローチでは困難な

年後である 2004年、

（血管内皮細胞増殖因子）
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つの段階に分けられる。RNAi
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RNAi, RNA interference.

iRNA, short interfering 
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理論的には内在

低分子医

を必要とする転写因子、抗体医薬品では
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（血管内皮細胞増殖因子）
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品を占めるようになった抗体医薬品（引

はますます

 

RNAi 現象
ブーム（2005-
）、送達技術

RNAi, RNA interference. 
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しかし 2005-2008年に過熱した投資ブームは、その直後に停滞を迎える 12。加齢黄

斑変性を適応とする siRNA（Acuity/Opko 社の Cand5、Sirna 社の Sirna-027、
Quark/Pfizer社の PF-4523655）13、肺感染 RSVウイルスに対する siRNA（Alnylam社

の ALN-RSV01）14など複数の臨床試験が有効性を示さず頓挫し、次第に RNAi 創薬

は疑念を持たれ始めた。その根本的な原因は、siRNA の医薬品応用に向けて越える

べき 2 つの大きな課題にあったと考えられている。第 1 の課題は、天然型 siRNA に

よる自然免疫応答であった 15。初期に行われた臨床試験や非臨床試験において、

RNAi に基づく薬効と信じられていたものは、実は天然型 siRNA により引き起こさ

れた自然免疫応答、すなわちアーティファクトであったとされている 16。その後

Judgeらは、2’-OMe RNA 化学修飾により siRNA が Toll-like 受容体認識を免れ、自

然免疫応答が回避されると報告した 17-19。これら siRNA の化学修飾による自然免疫

応答回避により、1 つめの課題は比較的早期に解決された。第 2 の課題は –ほとん

どの企業はこの越えられない課題のために RNAi 創薬から撤退を余儀なくされた– 
核酸の細胞内送達であった 20。siRNA の比較的大きなサイズ（13 kDa）、リン酸バ

ックボーンの負電荷による著しく低い細胞膜透過性、血中ヌクレアーゼによる

siRNA の分解などにより、siRNA の細胞内送達は困難を極めた。さらには RNAi 創
薬の初期に行われたほとんどの臨床試験は、目や肺などへ直接核酸を打つ局所投与

であり、siRNA の全身投与は更に難しい状況であった。当初革命的な創薬モダリテ

ィとして注目を集めた siRNA であったが、幅広い疾患に応用し、生体内で作用させ

る医薬品として実現させるためには、全身投与の細胞内送達技術の開発が必須であ

った。 

この中で 2006年、Zimmermannらはヒトに近い動物であるカニクイサルで全身投与

可能な siRNA による長期遺伝子抑制効果の研究成果を Nature誌に発表した 21。ここ

で siRNA 送達に用いられたのは脂質ナノ粒子（Lipid nanoparticles, 以下 LNP）と呼

ばれ、後の核酸送達キャリア技術の基礎を築いている 22。その後 LNP は速やかに臨

床応用され、肝がん適応で PLK1 を標的とする TKM-PLK23、高コレステロール血症

適応で PCSK9 を標的とする ALN-PCS24, 25、エボラ出血熱適応でエボラウイルスを

標的とする TKM-Ebola 26 などの複数の臨床研究が開始された。また 2011年に開始

された全身神経疾患 TTR アミロイドーシス適応で TTR を標的とする ALN-TTR0227

は、2014年に最終臨床研究段階である Phase 3に到達した。これら送達技術の飛躍

的な進歩を受け、2014年に Genzyme社が Alnylam 社に US$700M、2016年に Amgen
社が Arrowhead社に US$57M の投資を行うなど、2008-2011年に停滞期を迎えてい

た RNAi 創薬は、2011 年以降リバイバルフェーズへと転換したと言われている

（Figure 2）。2017年 1 月時点の最新の報告によれば、先の ALN-TTR02 の Phase 2 
Open-label extention結果において、siRNA および LNP の良好な忍容性と、疫学的比

較による有望な治療効果が確認され、2017 年度内の NDA 申請を予定していると報

告された。以上より、RNAi 現象の発見から、製薬企業による相次ぐ投資ブーム、
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た GalN
験中の

ど複数の臨床試験に用いられている。

度重なる臨床試験失敗による停滞・疑惑、更には

イバルフェーズの約

我々は、医薬品化を

技術開発を行うことにした

送達キャリア

我々の目標は、全身

することである。

などのオーファン疾患、

がんや肝線維症など、

たは肝臓の回復を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

とした。現在までに、ウイルスベクター

RNA 29、ペプチド修飾

るナノ粒子 35、無機物質によるナノ粒子

の脂質ナノ粒子

報告がされてきた

Figure 3 核酸送達技術の例。広く普及している技術として
イオン化脂質および

GalNAc-siRNA
験中の ALN-TTR02
ど複数の臨床試験に用いられている。

度重なる臨床試験失敗による停滞・疑惑、更には

イバルフェーズの約 20 年を経て、今正に

、医薬品化を実現するのに

を行うことにした

送達キャリアの開発 

我々の目標は、全身性投与により生体内効果を発現する

することである。また HBV
オーファン疾患、PCSK9

がんや肝線維症など、肝臓由来の

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

現在までに、ウイルスベクター

、ペプチド修飾

無機物質によるナノ粒子

の脂質ナノ粒子 38-42、イオン化脂質ベースの脂質ナノ粒子

報告がされてきた（Figure 

送達技術の例。広く普及している技術として

およびリピドイド

siRNA を記した。
TTR02に用いられている。

ど複数の臨床試験に用いられている。

度重なる臨床試験失敗による停滞・疑惑、更には

年を経て、今正に

実現するのに

を行うことにした。 

性投与により生体内効果を発現する

HBV や HCV
PCSK9 が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

肝臓由来の疾患原因タンパク質

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

現在までに、ウイルスベクター

、ペプチド修飾 30、抗体修飾

無機物質によるナノ粒子

、イオン化脂質ベースの脂質ナノ粒子

3）。 

送達技術の例。広く普及している技術として

リピドイド、siRNA に標的リガンドのトリアンテナ型
を記した。図中の DLin
に用いられている。

ど複数の臨床試験に用いられている。GalNAc,
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度重なる臨床試験失敗による停滞・疑惑、更には

年を経て、今正に siRNA
実現するのに中核となる

性投与により生体内効果を発現する

HCV などのウイルス性肝炎

が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

疾患原因タンパク質

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

現在までに、ウイルスベクター28、化学および酵素安定性を高めた自己送

、抗体修飾 31-33、

無機物質によるナノ粒子 36、ポリマーミセル

、イオン化脂質ベースの脂質ナノ粒子

送達技術の例。広く普及している技術として

に標的リガンドのトリアンテナ型

DLin-MC3-DMA
に用いられている。GalNAc-siRNA

GalNAc, N-

 

度重なる臨床試験失敗による停滞・疑惑、更には核酸送達

siRNA が医薬品になろうとしている。

となる核酸送達

性投与により生体内効果を発現する

ウイルス性肝炎

が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

疾患原因タンパク質の過剰が

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

、化学および酵素安定性を高めた自己送

、ポリマー修飾

、ポリマーミセル

、イオン化脂質ベースの脂質ナノ粒子

送達技術の例。広く普及している技術として

に標的リガンドのトリアンテナ型

DMAは、2017
siRNAは ALN
-acetylgalactosamine

核酸送達技術の発展に基づくリバ

が医薬品になろうとしている。

核酸送達キャリアに

性投与により生体内効果を発現する siRNA 送達キャリアを創成

ウイルス性肝炎、TTR アミロイドーシス

が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

の過剰が要因

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

、化学および酵素安定性を高めた自己送

ポリマー修飾 34、デンドリマーによ

、ポリマーミセル 37、リピドイドベース

、イオン化脂質ベースの脂質ナノ粒子 21, 43、など数多くの研究

送達技術の例。広く普及している技術として、脂質ナノ粒子を形成させる

に標的リガンドのトリアンテナ型

2017年現在
ALN-TTRsc, ALN

acetylgalactosamine

技術の発展に基づくリバ

が医薬品になろうとしている。

キャリアに着目し、

送達キャリアを創成

アミロイドーシス

が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

要因である疾患、ま

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

、化学および酵素安定性を高めた自己送

、デンドリマーによ

、リピドイドベース

、など数多くの研究

 

、脂質ナノ粒子を形成させる

に標的リガンドのトリアンテナ型 GalNAc を修飾し
年現在 Phase 3
TTRsc, ALN-PCSsc

acetylgalactosamine. 

技術の発展に基づくリバ

が医薬品になろうとしている。そ

着目し、新規

送達キャリアを創成

アミロイドーシス

が関与する代謝経路に関わる疾患、あるいは肝細胞

疾患、ま

を目標とする疾患が多いことから、肝標的の送達技術の創成を目標

、化学および酵素安定性を高めた自己送

、デンドリマーによ

、リピドイドベース

、など数多くの研究

、脂質ナノ粒子を形成させる

を修飾し

Phase 3臨床試
PCSscな



この中で

全性が確認され

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド

siRNA
与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

siRNA
与量に基づくコストと毒性である。

一方、

要とするナノ粒子製剤

状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（

荷を変化させる。正に帯電した

作用し、ヘキサゴナル

放出させる

ヘキサゴナル

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

Figure 
テロール、

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

の内部に内包する

どを内封

 

 

この中でも GalNAc
全性が確認されており

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド

siRNAに直接修飾したリガンド修飾型の

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

siRNA を細胞内に取りこんだ後、

与量に基づくコストと毒性である。

一方、LNP 技術は

要とするナノ粒子製剤

状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（

荷を変化させる。正に帯電した

作用し、ヘキサゴナル

放出させる（Figure 
ヘキサゴナル II
術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

Figure 4 核酸送達
テロール、PEG 脂質お
酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

の内部に内包する

を内封することが出来る。

GalNAc 技術および

ており、特に発展している技術

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド

に直接修飾したリガンド修飾型の

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

を細胞内に取りこんだ後、

与量に基づくコストと毒性である。

は pKa 7以下の三級アミンを有する

要とするナノ粒子製剤である

状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（

荷を変化させる。正に帯電した

作用し、ヘキサゴナル II 構造

Figure 5）。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な

II 構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

核酸送達キャリア

脂質および

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

の内部に内包する。内封核酸は

することが出来る。LNP

技術および LNP
、特に発展している技術

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド

に直接修飾したリガンド修飾型の

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

を細胞内に取りこんだ後、RNAi
与量に基づくコストと毒性である。 

以下の三級アミンを有する

である（Figure 
状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（

荷を変化させる。正に帯電した LNP
構造を介して

。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な

構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

キャリア LNP の概念図。
よび siRNA により直径約

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

内封核酸は siRNA
LNP, lipid nanoparticles
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LNP 技術は、複数の

、特に発展している技術

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド

に直接修飾したリガンド修飾型の siRNA
与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

RNAi を発現する。技術としての課題は、高い投

 

以下の三級アミンを有する

Figure 4）46。LNP
状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（

LNP は、エンドソーム内膜の負

を介して膜融合を起こし、内包した核酸を細胞質へと

。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な

構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

の概念図。pH
により直径約

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

siRNA 以外にも
ipid nanoparticles

 

複数のヒト臨床試験で一定の効果と安

、特に発展している技術といえる

アログライコレセプターを標的とする糖リガンド GalNAc
siRNAである 44, 45

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

を発現する。技術としての課題は、高い投

以下の三級アミンを有する pH
LNP は、血中（

状態から、細胞内に取り込まれたエンドソーム（pH 5.5
は、エンドソーム内膜の負

膜融合を起こし、内包した核酸を細胞質へと

。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な

構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。

pH 応答型イオン化脂質、リン脂質、コレス
により直径約 100 nm のナノ粒子が構成される。

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

以外にも antisense
ipid nanoparticles; PEG, polyethylene glycol

ヒト臨床試験で一定の効果と安

といえる。GalNAc
GalNAc をトリアンテナ化し

44, 45。皮下投与が可能で、投

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトー

を発現する。技術としての課題は、高い投

pH 応答型のイオン化脂質

は、血中（pH 7.4
pH 5.5）内の正電状態へと表面電

は、エンドソーム内膜の負電荷

膜融合を起こし、内包した核酸を細胞質へと

。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な

構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

術としての課題は、イオン化脂質に基づく肝毒性である。 

 

応答型イオン化脂質、リン脂質、コレス

のナノ粒子が構成される。

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

ntisense47、microRNA
; PEG, polyethylene glycol

ヒト臨床試験で一定の効果と安

GalNAc 技術とは、アシ

をトリアンテナ化し

。皮下投与が可能で、投

与後肝臓に集積し、アシアログライコレセプターによるエンドサイトーシスにより

を発現する。技術としての課題は、高い投

応答型のイオン化脂質

pH 7.4）の電荷的中性

）内の正電状態へと表面電

電荷リン脂質と相互

膜融合を起こし、内包した核酸を細胞質へと

。効率的な細胞内送達には、イオン化脂質の適切な pKa
構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。

応答型イオン化脂質、リン脂質、コレス

のナノ粒子が構成される。

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

microRNA48、mRNA
; PEG, polyethylene glycol 

ヒト臨床試験で一定の効果と安

技術とは、アシ

をトリアンテナ化し

。皮下投与が可能で、投

シスにより

を発現する。技術としての課題は、高い投

応答型のイオン化脂質を主

）の電荷的中性

）内の正電状態へと表面電

リン脂質と相互

膜融合を起こし、内包した核酸を細胞質へと

pKaと、

構造を引き起こしやすい脂質鎖構造が重要だと考えられている。技

応答型イオン化脂質、リン脂質、コレス

のナノ粒子が構成される。リン

酸バックボーンの負電荷と正に帯電したイオン化脂質の静電的相互作用により、核酸をそ

mRNA49な

 



Figure 
およびコーン型を取りやすい

るイオン化脂質はコーン型を取りやすい脂質

環境下

作用し、ヘキサゴナル

内部に封入されていた

薬 効 を 発 現 す る 。

phosphocholine
(DOPE

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

るイオン化脂質

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

より LNP
薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

り、長期間

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

い。 

本学位論文

第 1 章では、

質の発見

LNP が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

化脂質によりもたらされる肝毒性

かに生体内から

Figure 5 脂質と
およびコーン型を取りやすい

イオン化脂質はコーン型を取りやすい脂質

環境下で正に帯電

作用し、ヘキサゴナル

内部に封入されていた

薬 効 を 発 現 す る 。

phosphocholine 
DOPE) の化学構造を

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

るイオン化脂質が高い

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

LNP 内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

り、長期間保管でも

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

学位論文では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

章では、オリジナルの脂

質の発見と、その

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

化脂質によりもたらされる肝毒性

生体内から代謝される

脂質と膜構造。リン脂質

およびコーン型を取りやすい

イオン化脂質はコーン型を取りやすい脂質

正に帯電するイオン化脂質と

作用し、ヘキサゴナル II 構造を介して
内部に封入されていた siRNA
薬 効 を 発 現 す る 。 代 表 的 な 脂 質 と し て 、

 (DSPC) 
の化学構造を示す。

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

が高い遺伝子抑制効果

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

保管でも安定な

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

オリジナルの脂

と、その保管安定性評価について報告する

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

化脂質によりもたらされる肝毒性

代謝される

リン脂質には円筒型

およびコーン型を取りやすい phosphatidylethanolamine
イオン化脂質はコーン型を取りやすい脂質

イオン化脂質と、

構造を介して LNP
siRNA が細胞質へ放出され、
代 表 的 な 脂 質 と し て 、

) お よ び 1,2
示す。 

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

遺伝子抑制効果

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

安定な LNP を創成する必要が

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

オリジナルの脂質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

安定性評価について報告する

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

化脂質によりもたらされる肝毒性に着目し、核酸送達の役目を果たした

代謝される生分解性脂質
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は円筒型を取りやすい

phosphatidylethanolamine
イオン化脂質はコーン型を取りやすい脂質構造

、エンドソーム膜の

LNP はエンドソームと
が細胞質へ放出され、

代 表 的 な 脂 質 と し て 、

1,2-Dioleoyl

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

遺伝子抑制効果と十分な

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

を創成する必要が

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

安定性評価について報告する

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

に着目し、核酸送達の役目を果たした

生分解性脂質ナノ粒子の開発に

 

を取りやすい

phosphatidylethanolamine (PE)
構造を採用して

エンドソーム膜の負電荷リン脂質

エンドソームと

が細胞質へ放出され、RNAi による遺伝子発現抑制を経て、
代 表 的 な 脂 質 と し て 、 1,2-Dioctadecanoyl

Dioleoyl-sn-glycero

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

と十分な安全性を示した

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

を創成する必要がある 51

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

安定性評価について報告する 52。第

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する

に着目し、核酸送達の役目を果たした

ナノ粒子の開発に

を取りやすい phosphatidylcholine
(PE) がある

を採用している。エンドソーム

負電荷リン脂質

エンドソームと膜融合する。膜融合後、

による遺伝子発現抑制を経て、

Dioctadecanoyl
glycero-3-phosphoethanolamine

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

を示したものの、

子が増大し活性が低下する課題があると報告されている 50。これは脂質の短鎖化に

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ
51。LNP の遺伝子抑制効果

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

。第 2 章では、見いだした

が生体内で機能するメカニズム解析について報告する 53。第 3
に着目し、核酸送達の役目を果たした

ナノ粒子の開発について報告する

phosphatidylcholine
がある。本研究で開発す

エンドソームの低

負電荷リン脂質が静電的に相互

膜融合する。膜融合後、

による遺伝子発現抑制を経て、

Dioctadecanoyl-sn-glycero
phosphoethanolamine

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

ものの、保管時に粒

。これは脂質の短鎖化に

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

遺伝子抑制効果

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

章では、見いだした

3 章では、イオン

に着目し、核酸送達の役目を果たした後に、速や

ついて報告する。 

 

phosphatidylcholine (PC) 
本研究で開発す

の低 pH
静電的に相互

膜融合する。膜融合後、LNP
による遺伝子発現抑制を経て、

glycero-3-
phosphoethanolamine 

現在までに報告されたイオン化脂質は、生体内に存在するリン脂質と同様に、ほと

んどが対称型の脂質鎖構造を有している。一部の報告では、非対称型脂質鎖を有す

保管時に粒

。これは脂質の短鎖化に

内のパッキングに関する疎水性相互作用が低下したためと推察された。医

薬品開発において、医薬品の有効性、安全性を保つ製造品質管理は極めて重要であ

遺伝子抑制効果、

安全性だけでなく、保管安定性も含めた総合的な評価を行った報告例はほとんどな

では、非対称型脂質鎖を有するイオン化脂質の開発について報告する。

質ライブラリからスクリーニングした新規イオン化脂

章では、見いだした

章では、イオン

後に、速や

 



第 1章

1.1 

In vivo 
脂質のライブラリを準備した。

ゲートした形

本研究では

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

ら新規に合成したイオン化脂質の

伝子抑制を指標とした評価系

Factor VII
に分泌されるタンパク質である。

測定できる

伝子抑制効果

Figure 
グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の

章 IN VIVO

イオン化脂質の

In vivo にて高い遺伝子抑制効果を示す

脂質のライブラリを準備した。

ゲートした形である

本研究では非対称型の構造を考案した

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

ら新規に合成したイオン化脂質の

伝子抑制を指標とした評価系

Factor VIIをモデル遺伝子として用いた

に分泌されるタンパク質である。

測定できることから、

伝子抑制効果を比較

Figure 6 イオン化脂質ライブラリ。
グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の

IVOで高い遺伝子抑制効果を示す

イオン化脂質の IN VIVO

高い遺伝子抑制効果を示す

脂質のライブラリを準備した。

である。一般的に脂質鎖に

非対称型の構造を考案した

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

ら新規に合成したイオン化脂質の

伝子抑制を指標とした評価系

をモデル遺伝子として用いた

に分泌されるタンパク質である。

ことから、Factor VII
比較できる

イオン化脂質ライブラリ。

グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の

で高い遺伝子抑制効果を示す

IN VIVOスクリーニング

高い遺伝子抑制効果を示す

脂質のライブラリを準備した。イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

。一般的に脂質鎖に

非対称型の構造を考案した

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

ら新規に合成したイオン化脂質のスクリーニングとして

伝子抑制を指標とした評価系を用いた

をモデル遺伝子として用いた

に分泌されるタンパク質である。血中

Factor VII を標的とする

できる（Figure 7

イオン化脂質ライブラリ。ヘッドグループをアミド型、エステル

グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の
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で高い遺伝子抑制効果を示す

スクリーニング 

高い遺伝子抑制効果を示す LNPを見出すため

イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

。一般的に脂質鎖には、対称型の脂質鎖が用いられてきたが、

非対称型の構造を考案した 46, 54。またヘッドグループには、

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

スクリーニングとして

を用いた。具体的には、血液凝固因子として知られる

をモデル遺伝子として用いた 46。Factor 
血中 Factor VII
を標的とする

7）。 

ヘッドグループをアミド型、エステル

グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の

 

で高い遺伝子抑制効果を示す SIRNA-脂質ナノ粒子の開発

 

を見出すため

イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

対称型の脂質鎖が用いられてきたが、

。またヘッドグループには、

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

スクリーニングとして

。具体的には、血液凝固因子として知られる

Factor VII は肝臓でのみ合成され、血中

Factor VII 濃度は市販のキットにより

を標的とする siRNA を用いることで、

ヘッドグループをアミド型、エステル

グループを除いた脂質鎖は、特徴的な非対称型の構造に固定。

脂質ナノ粒子の開発

を見出すため、Figure 6
イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

対称型の脂質鎖が用いられてきたが、

。またヘッドグループには、

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

スクリーニングとして、マウス肝実質細胞内の

。具体的には、血液凝固因子として知られる

は肝臓でのみ合成され、血中

濃度は市販のキットにより

を用いることで、

ヘッドグループをアミド型、エステル

構造に固定。 

脂質ナノ粒子の開発 

Figure 6に示すイオン化

イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

対称型の脂質鎖が用いられてきたが、

。またヘッドグループには、3 級アミ

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

、マウス肝実質細胞内の

。具体的には、血液凝固因子として知られる

は肝臓でのみ合成され、血中

濃度は市販のキットにより

を用いることで、脂質間の遺

ヘッドグループをアミド型、エステル型に分類。ヘッド

 

に示すイオン化

イオン化脂質は脂質鎖とヘッドグループがコンジュ

対称型の脂質鎖が用いられてきたが、

級アミン

を有し、脂質鎖との接続にアミドあるいはエステルを用いた構造を考案した。これ

、マウス肝実質細胞内の遺

。具体的には、血液凝固因子として知られる

は肝臓でのみ合成され、血中

濃度は市販のキットにより簡便に

脂質間の遺

 

型に分類。ヘッド



Figure 
子 Factor VII
する siRNA
脈投与し、

のノックダウン効果の比較を行う。

の遺伝子抑制効果を測定する本試験を「

Factor VII
ルグリセロール

る脂質

成成分において、イオン化脂質は血中

siRNA
び血中において

つ。 

合成した

封入率が

mg/kg siRNA
する Factor 
8a）。脂質ライブラリの中で、

VII を 50%
することを確認するため、マウスには反応し

子に対する

Figure 7 イオン化脂質スクリーニングの概念図
Factor VIIは肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。

siRNA を、Figure 
投与し、24 時間後に採血をする。血漿中の

のノックダウン効果の比較を行う。

の遺伝子抑制効果を測定する本試験を「

Factor VII siRNA
ルグリセロール-3

脂質の PEG-DMG
成成分において、イオン化脂質は血中

siRNA を細胞内に送達させる

び血中において LNP

合成した全てのイオン化脂質は、粒子径が

封入率が 90%以上の良質な

mg/kg siRNAとなるよう各

Factor VII 濃度を指標とし、有望なイオン化脂質をスクリーニングした（

）。脂質ライブラリの中で、

を 50%以上抑制することに成功した。次に遺伝子抑制が

することを確認するため、マウスには反応し

子に対する hPLK

イオン化脂質スクリーニングの概念図

は肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。

Figure 6 に示す
時間後に採血をする。血漿中の

のノックダウン効果の比較を行う。

の遺伝子抑制効果を測定する本試験を「

siRNAを、イオン化脂質、コレステロール、リン脂質の

3-ホスファチジルコリン

DMG (別名

成成分において、イオン化脂質は血中

に送達させる

LNP を安定化させる役割、

全てのイオン化脂質は、粒子径が

以上の良質な

となるよう各

濃度を指標とし、有望なイオン化脂質をスクリーニングした（

）。脂質ライブラリの中で、

以上抑制することに成功した。次に遺伝子抑制が

することを確認するため、マウスには反応し

PLK1 siRNAを

イオン化脂質スクリーニングの概念図

は肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。

に示す各イオン化

時間後に採血をする。血漿中の

のノックダウン効果の比較を行う。ナノ粒子の調製方法は

の遺伝子抑制効果を測定する本試験を「

を、イオン化脂質、コレステロール、リン脂質の

ホスファチジルコリン

別名 mPEG2000
成成分において、イオン化脂質は血中

に送達させる役割、DSPC
を安定化させる役割、

全てのイオン化脂質は、粒子径が

以上の良質な LNP を形成

となるよう各 LNP を尾静脈投与した。投与

濃度を指標とし、有望なイオン化脂質をスクリーニングした（

）。脂質ライブラリの中で、L017
以上抑制することに成功した。次に遺伝子抑制が

することを確認するため、マウスには反応し

を Control siRNA
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イオン化脂質スクリーニングの概念図（

は肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。

イオン化脂質を用いてナノ粒子化する。マウスに

時間後に採血をする。血漿中の Factor VII
ナノ粒子の調製方法は

の遺伝子抑制効果を測定する本試験を「Factor VII

を、イオン化脂質、コレステロール、リン脂質の

ホスファチジルコリン(以下、

mPEG2000-DMG) を用いて

成成分において、イオン化脂質は血中とエンドソーム内の

DSPCおよびコレステロールは

を安定化させる役割、PEG

全てのイオン化脂質は、粒子径が 60-100 nm 
形成した。スクリーニングとして、マウスに

を尾静脈投与した。投与

濃度を指標とし、有望なイオン化脂質をスクリーニングした（

L017、L021 を含む一部の脂質群は、血中の

以上抑制することに成功した。次に遺伝子抑制が

することを確認するため、マウスには反応しないヒト

Control siRNAとして

 

（Factor VII
は肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。

脂質を用いてナノ粒子化する。マウスに

Factor VII 濃度を測定することで、脂質間
ナノ粒子の調製方法は Figure 

Factor VIIマウスモデル」と称する。

を、イオン化脂質、コレステロール、リン脂質の

以下、DSPC)、
を用いて LNP

エンドソーム内の

およびコレステロールは

PEG脂質は粒子

100 nm および

した。スクリーニングとして、マウスに

を尾静脈投与した。投与

濃度を指標とし、有望なイオン化脂質をスクリーニングした（

を含む一部の脂質群は、血中の

以上抑制することに成功した。次に遺伝子抑制が

ないヒト polo
として、高い効果を示した

Factor VIIマウスモデル）
は肝臓特異的に産生され血中に分泌されるタンパク質。Factor

脂質を用いてナノ粒子化する。マウスに

濃度を測定することで、脂質間

Figure 14 を参照。
マウスモデル」と称する。

を、イオン化脂質、コレステロール、リン脂質の

、分子量 2000
LNP を調製した。なお脂質構

エンドソーム内の pH
およびコレステロールは
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この極めて低い値は、現在までに報告されている核酸送達キャリアの中でも、最高

レベルである 40, 46。 

肝実質細胞の遺伝子抑制効果は、LNP に含まれる PEG脂質の量によって影響を受け

ることが報告されている 56。静脈投与後の LNP は、血中の Apolipoprotein E (ApoE)
が粒子表面に吸着し、肝実質細胞上に高発現している Low Density Lipoprotein 
Receptor (LDLR)から取り込まれることが報告されている 57。粒子凝集抑制のために

使用されている PEG 脂質が多い場合に、ApoE の粒子表面への吸着が妨げられる結

果、肝実質細胞への送達量が減り、結果的に遺伝子抑制効果が減弱すると推察され

た。そこで更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、L021-LNP の PEG 脂質含有量

1.5 mol%を、0から 1 mol % まで減らした LNPを調製した（Table 1）。LNPは以下

の構成成分として処方した； L021/DSPC/Choresterol/PEG-DMG; 60/8.5/31.5-x:x, 
mol/mol。まず PEG 脂質を全く含まない場合は、粒子形成直後に凝集し、良質な

LNP が形成されなかった。次に PEG脂質を 0.25から 1 mol% まで変化させたとこ

ろ、粒子径が 96 nm から 75 nm の LNP が形成された。いずれも siRNA 封入率が

90%を越え、また粒子の均一性を示す polydispersity index (PDI)が 0.20以下であった

ことから、良質な LNPであることが確認された。次に投与量を 0.02 mg/kg siRNAと
して遺伝子抑制効果を比較したところ、PEG 脂質含有量の減少に伴って、遺伝子抑

制効果の向上が確認された（Figure 9b）。 

次に 5 員環ヘッドを有する L017、6 員環ヘッドを有する L021 の pKa を TNS assay
にて測定したところ、それぞれ pKa 6.0、pKa 6.4 を示した（Figure 9c）。これはイ

オン化脂質の pKa が 6.4 の際に、最も遺伝子抑制効果が高いという報告例とほぼ一

致した 46。次に Factor VII siRNAを内包した L021-LNPをマウスに投与後 7日間まで

の遺伝子抑制効果を確認した（Figure 9d）。その結果、0.1 mg/kgという低用量にお

いても少なくとも投与 7 日後まで標的タンパク質の産出が抑制されていることが確

認された。 

以上より、新規にスクリーニングした脂質群において、L017、L021 によって形成さ

れる LNP は、肝実質細胞の遺伝子を低投与量にて強くかつ長く抑制できることを示

した。 
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Table 1 LNP中の PEG 脂質の量が粒子径と siRNA 封入率に与える影響 

PEG-DMG (mol%) 0 0.25 0.5 0.75 1 

Z-average (nm) -
a
 96 88 79 75 

PdI - 0.10 0.11 0.14 0.12 

siRNA encapsulation - >90% >90% >90% >90% 

a: LNPs were not formed due to aggregation 

1.3 同一 PKAを有する L001および L021の詳細解析 

アミド結合を有する L001 とエステル結合を有する L021 はほぼ同等の pKa 6.4を有

するものの、遺伝子抑制効果に大きな差が見られた（Figure 8b）。その要因を解明

すべく、2 脂質について更なる詳細解析を実施した。まず 2 脂質の遺伝子抑制効果

を Factor VII マウスモデルにて比較したところ、L021は ED50 =0.02 mg/kg siRNA、
L001は ED50 =0.6 mg/kg siRNA であり、その差は約 30倍であった（Figure 10a）。

次に LNP の取り込みに関わる ApoE（第二章にて細胞内取り込みに ApoE が関与す

ることを証明した）の吸着量を調べた。L001-LNPおよび L021-LNPに対して、マウ

ス血清の添加前後の粒子径を測定したところ、どちらの LNP も同程度の粒子径増加

が確認された（Figure 10b）。また血清混合後、LNP をサイズ排除クロマトグラフィ

ーで分取後、ウエスタンブロッティングにより LNP に吸着した ApoE を定量したと

ころ、いずれも同程度の ApoE が確認された（Figure 10c）。これより、粒子に吸着

する ApoE 量に顕著な差はないことが推察された。次に肝細胞がん株である Huh7
に対し、蛍光色素修飾 siRNA を内封した LNP を添加し、経時的な取り込み量を蛍

光顕微鏡観察した（Figure 10d）。その結果、L021-LNP は L001-LNP に比較して優

位に顕著な取り込みを示した（Figure 10e）。これより、siRNAの細胞内取り込み量

が異なるため、L021-LNPは L001-LNPに比較して、高い活性を示すことが明らかと

なった。 

L001-LNPおよび L021-LNPの LNP 上の ApoE吸着量は同程度であったが、ApoEの

トポロジーは異なる可能性がある 58。すなわち、L021-LNP においては ApoE は
LDLR への親和性が高くなるような活性型コンフォメーションを取って吸着し、細

胞内取り込み量が増している可能性が考えられる。本件を解明するには、NMR など

による L021-LNPおよび L001-LNP上の ApoEの立体構造の解明が鍵となるであろう。

一方で、2 つの LNP 上の ApoE のトポロジーも同様である場合は、エンドソーム脱

離の点で、L021 はより高い脱離能を有していると考えられる。アミドを有する脂質

は、脂質間の膜内水素結合により、より安定な膜を構成すると報告されている 59。

L001 は、pH が低下したエンドソーム内にて崩壊しにくく、結果としてエンドソー

ム脱離が行われにくいと推察される。 
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/DSPC/Choresterol/PEG-DMG = 60/8.5/30/1.5, mol/mol

を有する L001
ルにおける遺伝子抑制効果。(b) マウス血清添加前後の
排除クロマトグラフィーで分取後、ウエスタンブロッティングにより

siRNA を内封した
蛍光強度をグラフ化。

DMG = 60/8.5/30/1.5, mol/mol
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L001および L021
マウス血清添加前後の

排除クロマトグラフィーで分取後、ウエスタンブロッティングにより

を内封した LNP
蛍光強度をグラフ化。

DMG = 60/8.5/30/1.5, mol/mol

 

L021の比較。
マウス血清添加前後の LNP

排除クロマトグラフィーで分取後、ウエスタンブロッティングにより

LNP を Huh7
蛍光強度をグラフ化。LNP 構成成分は以下：イオン化脂質

DMG = 60/8.5/30/1.5, mol/mol 

の比較。(a) Factor VII
LNP粒子径。

排除クロマトグラフィーで分取後、ウエスタンブロッティングにより LNP
7 細胞に添加し、経時的に蛍

構成成分は以下：イオン化脂質
 

(a) Factor VIIマウスモデ
。(c) LNP をサイズ

LNP に吸着した
細胞に添加し、経時的に蛍

構成成分は以下：イオン化脂質

 

マウスモデ

をサイズ

に吸着した ApoE
細胞に添加し、経時的に蛍

構成成分は以下：イオン化脂質



1.4 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

イオン化脂質において、アルキル鎖が

キル鎖の長さを最適化した

ン化脂質を新規に合成し、

結果、

より C9

Figure 
C9 を持つ
（n=4/gourp
を屠殺した。

度を算出した。
60/8.5/30/1.5, 

脂質鎖の最適化

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

イオン化脂質において、アルキル鎖が

キル鎖の長さを最適化した

ン化脂質を新規に合成し、

結果、C8 および

C9を有する

Figure 11 脂質鎖
を持つ L021 (b) 

n=4/gourp）に 0.1 mg/kg siRNA
を屠殺した。PBS
度を算出した。LNP
60/8.5/30/1.5, mol/mol

の最適化 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

イオン化脂質において、アルキル鎖が

キル鎖の長さを最適化した

ン化脂質を新規に合成し、

および C9 において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

を有する L021をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

脂質鎖の構造最適化

L021 (b) Factor
0.1 mg/kg siRNA

PBS投与群の Factor VII
LNP 構成成分は以下：イオン化脂質
mol/mol 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

イオン化脂質において、アルキル鎖が

キル鎖の長さを最適化した（Figure 11
ン化脂質を新規に合成し、それぞれ遺伝子抑制効果を測定した

において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

の構造最適化。(a) アルキル鎖
actor VII マウスモデル

0.1 mg/kg siRNA となるよう
Factor VII

構成成分は以下：イオン化脂質

 17 / 76 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

イオン化脂質において、アルキル鎖が C9である部位を

11a）。Short lipid tail
遺伝子抑制効果を測定した

において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

アルキル鎖

マウスモデル

となるよう LNP
Factor VII濃度を 100%

構成成分は以下：イオン化脂質

 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

である部位を Short lipid tail
Short lipid tail

遺伝子抑制効果を測定した

において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

アルキル鎖を C7 から
マウスモデルにおける遺伝子抑制効果。

LNP を尾静脈投与後、
100%として、血漿中の

構成成分は以下：イオン化脂質/DSPC/Choresterol/PEG

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

Short lipid tail
Short lipid tailが C7から

遺伝子抑制効果を測定した（Figure 
において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

から C12 まで変化させた。図は
における遺伝子抑制効果。

を尾静脈投与後、24
として、血漿中の Factor VII
/DSPC/Choresterol/PEG

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

Short lipid tailと呼び、アル

から C12を持つイオ

Figure 11b）
において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。

まで変化させた。図は

における遺伝子抑制効果。

24 時間後にマウス
Factor VII

/DSPC/Choresterol/PEG-DMG = 

更なる遺伝子抑制効果の向上を目指して、脂質構造の最適化を実施した。合成した

と呼び、アル

を持つイオ

）。その

において遺伝子抑制効果が最大となることが確認された。これ

をリード化合物とし、更なる解析を実施することにした。  

 

まで変化させた。図は

における遺伝子抑制効果。マウス

時間後にマウス

Factor VII相対濃
DMG = 



1.5 

次に L021
LNP を投与した後、

によって測定した。血漿中では投与

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

また、投与量の

が確認された

れることが示された。

Figure 
siRNA
ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿

した。 

L021-LNP

L021-LNPのマウス体内動態を測定した。

を投与した後、

によって測定した。血漿中では投与

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

、投与量の 64%
が確認された（Figure 
れることが示された。

Figure 12 血漿中および肝臓中の
siRNA となるよう
ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿

 

LNP の体内動態

のマウス体内動態を測定した。

を投与した後、4 時間にわたって血漿

によって測定した。血漿中では投与

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

64%が約 1
Figure 12b）

れることが示された。 

血漿中および肝臓中の

となるよう L021-LNP
ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿

の体内動態 

のマウス体内動態を測定した。

時間にわたって血漿

によって測定した。血漿中では投与

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

10 分で肝臓に送達され、

）。このデータから、

血漿中および肝臓中の L021
LNPを尾静脈投与後、

ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿
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のマウス体内動態を測定した。

時間にわたって血漿および肝臓に残存する

によって測定した。血漿中では投与 1 時間後に投与量の

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

分で肝臓に送達され、

。このデータから、

L021 濃度推移
を尾静脈投与後、0.05, 0.17, 0.5, 1, 2

ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿

 

のマウス体内動態を測定した。0.1 mg/kg 
および肝臓に残存する

時間後に投与量の

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

分で肝臓に送達され、1 時間後には

。このデータから、LNP が極めて効率よく肝臓へ送達さ

濃度推移。マウス

0.05, 0.17, 0.5, 1, 2
ウスを屠殺した。実験項に記載の方法に従って、血漿および肝臓に残存する

0.1 mg/kg siRNA となるようマウスに

および肝臓に残存する L021
時間後に投与量の 3%以下、

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された

時間後には 84%
が極めて効率よく肝臓へ送達さ

マウス（n=4/gourp
0.05, 0.17, 0.5, 1, 2および

および肝臓に残存する

となるようマウスに

L021 を HPLC
以下、4 時間後には

以下となり、極めて速やかに全血中から消失することが確認された（Figure 12
84%が蓄積すること

が極めて効率よく肝臓へ送達さ

n=4/gourp）に 0.1 mg/kg 
および 4時間後にマ

および肝臓に残存する L021

となるようマウスに

HPLC-MS
時間後には 1%

12a）。

が蓄積すること

が極めて効率よく肝臓へ送達さ

 

0.1 mg/kg 
時間後にマ

L021 を測定
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1.6 L021-LNPの毒性評価 

医薬品は有効性と安全性の両面が重要であり、とりわけ siRNA の送達を補助するキ

ャリアは、カチオン性素材の生体タンパク質への非特異吸着により毒性が生じやす

いことから、安全性評価が極めて重要となる 60。また先に得られた結果から、LNP
の 80%以上が肝臓へ集積し、かつ細胞内タンパク質への非特異吸着が予想されるこ

とから、肝毒性が懸念としてあげられた。そこで siRNA を含有する L021-LNPの毒

性評価を実施した。LNP の毒性評価では、齧歯類の中で最も低用量で毒性が表れる

ことが報告されているラットを使用した 61。なお我々の研究でも、マウスよりもラ

ットが低用量で毒性が表れることを確認している。siRNA のオンターゲット効果に

基づく毒性の懸念を考慮して、ヒトのみに反応する hPLK1 siRNAを用いた。すなわ

ちラットにとっては、いずれの遺伝子も抑制しない control siRNAとなる。なお LNP
は siRNA の負電荷とイオン化脂質の正電荷の静電的相互作用によって形成されるた

め、siRNA なしでは粒子が形成されない。すなわち siRNA を含まない LNP 単独で

の毒性評価はできない。 

ラット（n=3/group）に PBSあるいは LNP を 1 または 2 mg/kg siRNA となるよう尾

静脈投与し、24 時間後に採血を実施した。毒性評価として血液検査（生化学、血液

学）および状態観察を行った（Table 2）。その結果、ED50 値である 0.02 mg/kgの
100倍である 2 mg/kg siRNA投与時において、PBS投与群と比較して、肝臓毒性を

示す AST, ALT のわずかな上昇を認めたものの、総合して顕著なパラメータ変化は

確認されなかった。また状態観察においても、PBS 投与群と比較して、顕著な変化

は確認されなかった。これより、新規に開発した L021-LNPは、in vivo において十

分な安全性を有することが示された。 

Table 2 ラット単回投与毒性評価と血液検査 

 AST ALT BUN WBC RBC Hemoglobin PLT 
Dosea (U/L) (U/L) (mg/dL) 103/µL 106/µL g/dL 103/µL 

– 105 ± 20 44 ± 4 17.0 ± 1.5 8.5 ± 1.4 6.3 ± 0.3 12.2 ± 0.4 994 ± 14 

1 mg/kg 99 ± 8 44 ± 1 18.2 ± 3.0 7.2 ± 2.8 5.9 ± 0.4 11.8 ± 0.6 922 ± 6 

2 mg/kg 148 ± 22 70 ± 8 16.8 ± 0.5 7.7 ± 0.5 6.4 ± 0.0 12.7 ± 0.3 940 ± 62 

a: Non-targeting hPLK1 siRNA was used. Sprague-Dawley rats (n=3/group) were intravenously administered  
L021- LNPs at dose of 1 or 2 mg/kg siRNA. Blood samples were taken 24 hours after administration. AST, aspartate 
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen; WBC, white blood cells; RBC, red 
blood cells; PLT, platelets. The lipid composition used was L021/DSPC/cholesterol/PEG-DMG (mol ratios 
60:8.5:30:1.5). 
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1.7 長期保管安定性試験 

医薬品応用を考慮するにあたって、製剤の長期保管安定性は極めて重要な項目であ

る 62。一般的に注射剤は、製造直後（品質保証期間は、工場の製造初日から計算）

から各病院への流通と患者への投与までを考慮すると、冷蔵あるいは室温にて最低

で 1 年、好ましくは 2 年の品質保証期間が望まれる。そこでリード検体である

L021-LNPの長期保管試験を実施した。LNP は PBS（pH7.4）とし、ガラスバイアル

に入れ、冷所に保管、各タイムポイントに品質評価を実施した。 

L021-LNPの長期保管安定性結果を Table 3に示す。その結果、L021-LNPは約 60 nm 
の粒子径、0.10以下の PDI、90%以上の封入率を 30 ヶ月にわたって保つことが確認

された（Table 3）。また siRNAの HPLC解析においても、顕著な分解は確認されな

かった。これより L021-LNP は、医薬品として十分な長期保管安定性を示すことが

確認された。 

Table 3 L021-LNPの長期保管安定性試験 

Stability Test a (months) 0 2 6 12 18 24 30 

Z-average (nm) 57 64 64 66 65 68 66 

Polydispersity Index 0.09 0.03 0.04 0.02 0.05 0.06 0.09 

siRNA encapsulation >90% >90% >90% >90% >90% >90% >90% 

a Storage Condisions: 4C, PBS solvent, Glass vial with closed cap 

一般的に抗体医薬品やリポソーム医薬品は、保管中の凝集の懸念があり、粒子径は

重要な品質管理項目となる 63, 64。また LNP においても、非対称型のイオン化脂質を

含む場合は、長期保管中に粒子径が増大することが報告されている 50。そこで

L021-LNPだけでなく、L001-LNPの長期保管安定性試験を、別日に調製した各 2 ロ

ットずつ実施した。その結果、L021-LNP は 2 ロット共、18 ヶ月にわたって良好な

保管安定性を示したのに対し、L001-LNP は経時的に粒子径が増大し、保管安定性

に優れなかった（Figure 13）。2 つの LNP の安定性における差を調べるため、LNP
中に含まれる各脂質成分の分解を HPLC-UV-CAD により解析した。L001 および

L021 はそれぞれアミド結合、エステル結合を持つため、保管安定性試験中の化学分

解により、保管安定性に影響を与えているかもしれない。しかしながら CAD 解析

の結果、いずれの脂質成分も保管前と保管後に変化はなく、イオン化脂質の化学的

分解も確認されなかった。これより粒子の不安定化は、各脂質成分の化学的分解に

よるものではないと推察された。 

以上より、L021-LNP は 2 年にわたって十分な保管安定性を示すことが確認された。 
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接触させてトランスフェクションさせる
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Factor VII siRNAを封入し、

pKaが 6.0 
しかしながら興味深いことに、同一の

はなくエステル型ヘッドを

構造のみが異なり、その他脂質構造や

に遺伝子抑制効果に影響を与える要因

長期保管における粒子径変化

溶液をガラスバイアルに入れ、18 ヶ月間冷蔵保管し、各タイムポイントにて粒子径を測定
した。再現性を確認するため、各 2ロットを調製した。

核酸医薬品の実現を可能とする有望な

にて応用可能なキャリアが求められており、そのデザインには
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ァクターが細胞内取り込みとエンドソーム脱出過程であるのに対し、

的なファクターが体内動態であるためである。長時間にわたって細胞とキャリアを
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in vivo をスクリーニング系として用いた。

Factor VIIが安価な市販のキットで素早く測定可能（数万円

）であること、および Factor VII
スクリーニング系である 46

を封入し、

– 6.6 付近の一部

しかしながら興味深いことに、同一の

はなくエステル型ヘッドを有する脂質群のみに高い活性を示すことが判明した。ヘ

構造のみが異なり、その他脂質構造や

に遺伝子抑制効果に影響を与える要因

 21 / 76 

長期保管における粒子径変化。

ヶ月間冷蔵保管し、各タイムポイントにて粒子径を測定

ロットを調製した。

核酸医薬品の実現を可能とする有望な核酸送達
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有する脂質群のみに高い活性を示すことが判明した。ヘ

構造のみが異なり、その他脂質構造や
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また L001 および L021 の詳細な比較試験から、その要因が ApoE の吸着量であると

は考えにくく、内在化効率や、エンドソーム離脱過程にあると推察された。 

既報では、イオン化脂質の脂質鎖に含まれるエステルがマウス肝細胞内で速やかに

分解されることが報告されている 66。従って、エステル型ヘッドを有するイオン化

脂質が細胞内で分解し、内包された siRNA が効率良くエンドソームから細胞内へ脱

出している可能性が考えられた。効率的な siRNA のエンドソームからの脱出は、核

酸送達において最も重要な因子と考えられている 67, 68。そこで L021のヘッドグルー

プにおけるエステルが分解するか確認するため、L021 単体あるいは L021 を含む

LNP を、マウス血清中あるいはマウス肝臓ホモジネートに添加し、37ºCにて静置し

た。しかしながら、24 時間にわたって分解は全く確認されなかった。これよりエス

テルの化学的分解では、エステル型ヘッドを有するイオン化脂質群の高い遺伝子抑

制効果を説明できないことが判明した。Andrewらは、金ナノ粒子上に修飾したアミ

ド結合を介するアルカンチオール単層の運動性が、アミド結合間の水素結合により

抑制されることを報告している 59。Aimin らは、4 級アンモニウムにより構成される

界面活性剤の粒子内において、アミド結合間の水素結合が働いていることを証明し

ている 69。これより、アミド型ヘッドを有するイオン化脂質を含む LNP は、粒子内

のアミド結合間の水素結合により、強固に粒子状態を保つことが考えられた。この

結果、エンドソームから細胞質への siRNA の放出が不十分となり、遺伝子抑制効果

が弱まったのかもしれない。 

LNP 構成成分の検討により、PEG脂質は粒子の凝集抑制に不可欠であること、なら

びに PEG脂質を減らすことによって遺伝子抑制効果がわずかに高まることが示され

た（Table 1）。投与された LNPは、肝臓内皮細胞のシヌソイド構造を通過して肝実

質細胞近傍へ送達される。Wisseらはシヌソイド構造がマウスにて 141 nm、ヒトに

て 107 nm であることを報告している 70。同じく Gindy らは、140 nm を越える粒

子径を持つ LNP は、遺伝子抑制効果が著しく低い傾向にあることを報告している 50。

我々の LNP は PEG脂質が少ない 0.25 %においても粒子径が 100 nm 以下となった。

マウス肝臓内皮細胞のシヌソイド構造を効果的に通過し、肝実質細胞内に取り込ま

れていると推察される。 

LNP の長期保管安定性は、医薬品応用において極めて重要である。非対称型の脂質

鎖を有するイオン化脂質を含む LNP は、Ostwald ripening メカニズムを通じて、粒

子径が経時的に増加することが報告されている 50。同様に、L001-LNPは長期間にわ

たって徐々に粒子径が増大した。それとは対照的に L021-LNP が 2 年にわたって良

好な安定性を示したことは興味深い。非対称型イオン化脂質(ex. C18, C9 lipid tail 
chain)は、従来の対称型イオン化脂質(ex. C18, C18 lipid tail chain)に比べて、アルキル

数が少なく、LNP 内で脂質-脂質間の疎水的相互作用が少ないことが報告されている
50。従って、LNP 内の疎水的相互作用が高い脂質を選択し、Ostwald ripeningを減少

させることで、粒子安定性が向上されると期待される。本研究で実施した L001 お

よび L021 の保管安定性試験では、イオン化脂質以外は全て同一条件である。従っ
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て、L021 の環状型ヘッドグループである N-メチルピペリジンが、LNP 内の脂質-脂
質間相互作用を強くし、長期の粒子安定性に寄与したと推察された。 

我々は Factor VIIマウスモデルを通じて、新規非対称型イオン化脂質 L021を見いだ

した。L021-LNPは、高い遺伝子抑制効果（ED50 = 0.02 mg/kg）、十分に高い忍容性

（ED50 値の 100 倍以上）、2 年にわたる長期安定性を示した。また投与後、血中よ

り速やかに消失するとともに、肝臓へ効率的に集積（投与 1 時間後に投与量の 80%
以上）した。Jayaramanらの報告した脂質 DLin-MC3-DMA（ED50 < 0.03 mg/kg）を含

む LNP は、ALN-TTR02 という第三相臨床試験が行われている 71。処方成分や実験

条件は異なるものの、我々の得られたデータから L021-LNP は有望な核酸送達キャ

リアと考えられた。L021-LNPの肝関連疾患への医薬品応用が期待される。 
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の物性および取り込みメカニズムの解析
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（Figure 
の酢酸ナトリウム緩衝液に

溶解した。一定速度で溶液を押し出すことが可能なシリンジポンプを用いて、エタ

を得た。この

負電荷と相

を内部に

 7.4) に

 

を緩衝液に溶解する。

・混合する

溶媒置換し、

LNP処方；
siRNA/Total lipid = 

(C18); DMG, 

封入率は

を越えた場合、活性が減弱することから、粒

に対する蛍光色素

を内部に

測定した粒子径

を示し、極めて均一な粒子であることが示唆された（Figure 
にマウスより採
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取した新鮮な血清に、siRNA 単体、ならびに siRNA を内包した LNP を混合した。

37ºC にて 8 時間まで静置し、各タイムポイントにて siRNA の分解量を調べるため

native PAGE解析を行った（Figure 15b）。その結果、siRNA 単体の場合は経時的に

分解が確認されたのに対し、siRNA を LNP に内包した場合は分解が確認されなかっ

た。これより LNP は siRNA を血中成分から、ほぼ完全に保護していることが推察

された。さらに pH を変化させた際の LNP の表面電荷の測定を行ったところ、Z 電

位は-2 mV（pH 7.5）から +23 mV（pH 3.5）となった（Figure 15c）。これは LNPが

血中では中性である一方で、エンドソーム内の酸性環境下では正電荷であることが

示された。最後に LNP の膜融合能を確認するため、赤血球を用いた溶血試験を実施

した 54。赤血球の細胞膜をエンドソーム内膜と見立てており、LNP が膜融合を起こ

した場合は赤血球が溶血し溶液が赤く染まる試験法である。実験間の再現性を保つ

ため、補体価を測定する CH50 測定キットに付属する赤血球を用いた。siRNA を内

包する LNP と混合し 37ºCにて 2 時間静置した。遠心後、上澄みの溶液の吸光度を

測定し、界面活性剤 Triton X-100を用いて完全溶血させた赤血球を 100% Hemolysis
とすることで、各 pH における溶血率を算出した（Figure 15d）。その結果、pH 7.5 
から pH 6.5においては溶血がおこらず、pH 6.5から pH 5.0にかけて、LNP の濃度

依存的に高い溶血が起きた。これは、pKa 6.4を示した L021 に対し、カチオン化し

た LNP が膜融合能を持つことを示している。これらの結果は、L021-LNP が投与部

位（腕の静脈）から到達部位（肝実質細胞細胞内）までの pH 変化（血中 pH 7.4 – 
エンドソーム pH 5）に応答し、siRNAを細胞内に送達していることが示唆された。 
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(a) L021 の動的光散乱法に基づく粒子径
LNPのマウス血清中の安定性。

, 37ºC にて静置した。各タイムポイントにて分取し、
SYBR Green II 

と赤血球を混合し

Triton X-100
とすることで、相対的な溶血率を算出した

の直径を有するナノ医薬品では、その内部に抗がん剤などの低分子化合物

を封入したリポソーム製剤が広く知られており、例えば

®（FDA 承認

ビンクリスチン封入リポソーム Marqibo®
い臓癌を適応とするイリノテカン封入リポソーム

上市されている 77。また筆者が所属するグループでは、自社

創成の抗がん剤であるエリブリンを内包したエリブリンリポソームを開発しており、

。リポソームを形成する脂質二重膜の内部には水相があり、

この水相に低分子化合物が溶解している。一方、

が乏しいことを明らかにした

と異なり内部に水相を持たず、

構造を持つことを報告した

 

の動的光散乱法に基づく粒子径

のマウス血清中の安定性。

にて静置した。各タイムポイントにて分取し、

SYBR Green II にて染色した。
と赤血球を混合し, 37ºC, 2

100 を用いて完全溶
とすることで、相対的な溶血率を算出した。PAGE, poly acrylamide gel 

の直径を有するナノ医薬品では、その内部に抗がん剤などの低分子化合物

おり、例えば

承認 1995 年）

Marqibo®（
い臓癌を適応とするイリノテカン封入リポソーム Onivyde

。また筆者が所属するグループでは、自社

創成の抗がん剤であるエリブリンを内包したエリブリンリポソームを開発しており、

。リポソームを形成する脂質二重膜の内部には水相があり、

一方、Leung
を明らかにした

水相を持たず、

報告した（Figure 

の動的光散乱法に基づく粒子径

のマウス血清中の安定性。siRNA (7.5 
にて静置した。各タイムポイントにて分取し、

にて染色した。(
C, 2時間静置した。遠心後、上澄

を用いて完全溶血させた

PAGE, poly acrylamide gel 

の直径を有するナノ医薬品では、その内部に抗がん剤などの低分子化合物

おり、例えば再発卵巣癌を適応とする

年）74、急性リンパ性白血病

（FDA 承認

vyde®（FDA
。また筆者が所属するグループでは、自社

創成の抗がん剤であるエリブリンを内包したエリブリンリポソームを開発しており、

。リポソームを形成する脂質二重膜の内部には水相があり、

Leung らは、31P NMR
を明らかにした 79。これより

水相を持たず、また電子顕微鏡の観察か

Figure 16）。

の動的光散乱法に基づく粒子径

のマウス血清中の安定性。siRNA (7.5 
にて静置した。各タイムポイントにて分取し、

(c) pH変化と
時間静置した。遠心後、上澄

血させた場合を

PAGE, poly acrylamide gel 

の直径を有するナノ医薬品では、その内部に抗がん剤などの低分子化合物

再発卵巣癌を適応とする

急性リンパ性白血病

承認 2012年）

FDA 承認 2015
。また筆者が所属するグループでは、自社

創成の抗がん剤であるエリブリンを内包したエリブリンリポソームを開発しており、

。リポソームを形成する脂質二重膜の内部には水相があり、

P NMR を用いて

。これより Leung
また電子顕微鏡の観察か

。 

 

の動的光散乱法に基づく粒子径 , (b) 
siRNA (7.5 µM) 、

にて静置した。各タイムポイントにて分取し、

変化と Z電
時間静置した。遠心後、上澄

を溶血率

PAGE, poly acrylamide gel 

の直径を有するナノ医薬品では、その内部に抗がん剤などの低分子化合物

再発卵巣癌を適応とするド

急性リンパ性白血病

年）75、す

2015 年）76

。また筆者が所属するグループでは、自社

創成の抗がん剤であるエリブリンを内包したエリブリンリポソームを開発しており、

。リポソームを形成する脂質二重膜の内部には水相があり、

を用いて

Leung らは、

また電子顕微鏡の観察か



Figure 
ソームは脂質二重膜により構成され、その内部に水相を有

は結晶化し

集しており、その内部に水相を持たないと報告された

ステロール、

化脂質、

一方で、

ィスク型、二重膜型、多重膜型、ミセルなど様々な高次構造を取ることが広く知ら

れている

をもつイオン化脂質

している

 

Figure 16 低分子薬物封入リポソーム
ソームは脂質二重膜により構成され、その内部に水相を有

は結晶化している

集しており、その内部に水相を持たないと報告された

ステロール、（必要に応じて）

化脂質、リン脂質、コレステロール、

一方で、脂質で構成される複合体は、その

ィスク型、二重膜型、多重膜型、ミセルなど様々な高次構造を取ることが広く知ら

れている 80。非対称型脂質鎖を有する

をもつイオン化脂質

しているか推定することにした

低分子薬物封入リポソーム

ソームは脂質二重膜により構成され、その内部に水相を有

ている。一方脂質ナノ粒子は核酸の負電荷とイオン化脂質の正電荷により凝

集しており、その内部に水相を持たないと報告された

（必要に応じて）

リン脂質、コレステロール、

脂質で構成される複合体は、その

ィスク型、二重膜型、多重膜型、ミセルなど様々な高次構造を取ることが広く知ら

非対称型脂質鎖を有する

をもつイオン化脂質 DLin-KC2
か推定することにした

低分子薬物封入リポソーム（左）

ソームは脂質二重膜により構成され、その内部に水相を有

。一方脂質ナノ粒子は核酸の負電荷とイオン化脂質の正電荷により凝

集しており、その内部に水相を持たないと報告された

（必要に応じて）PEG脂質および低分子化合物
リン脂質、コレステロール、PEG

脂質で構成される複合体は、その

ィスク型、二重膜型、多重膜型、ミセルなど様々な高次構造を取ることが広く知ら

非対称型脂質鎖を有する

KC2-DMA
か推定することにした（Figure 

 27 / 76 

（左）と核酸封入脂質ナノ粒子

ソームは脂質二重膜により構成され、その内部に水相を有

。一方脂質ナノ粒子は核酸の負電荷とイオン化脂質の正電荷により凝
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DMA と全く異なるため、どのような高次構造を構成

Figure 17）。
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各種イオン化脂質の化学構造式。既報の
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Figure 18a）。これは水溶液中

LNP に内包したところ、

。次にこの LNP
P NMR シグナルが回復した

内部で運動性に乏しいことが

内部構造であると推定された。

DMA および
脂質は対称型の脂質鎖を持つのに対し、L021

。もし LNP
シャープな

がイオン化脂質と強く相互作用

のリン原子の不動化に基づきブロードな NMR
を測定したところ、

。これは水溶液中

に内包したところ、

LNP に界面活性剤

シグナルが回復した

運動性に乏しいことが

。 

および DLin-
L021 は非

LNP 内部で

シャープな NMR
がイオン化脂質と強く相互作用

NMR シ

を測定したところ、

。これは水溶液中の

に内包したところ、31P 
に界面活性剤

シグナルが回復した

運動性に乏しいことが



 

Figure 
ル (Factor VII siRNA)
ン脂質

した L021/cholesterol/
Triton X
LNP 内では
れる。 

2.2 

リポソーム製剤はその粒子表面に

ることが

同様に、

ドイドと呼ばれるカチオン性脂質

抑制効果

ーシスであると報告されている

とが報告されていることから、

まず細胞内取り込みへの

胞および発現する

た siRNA
した。培養

を観察した

はほぼ確認されなかったが、

取り込み促進が確認された。一方

Figure 18 31P NMR
(Factor VII siRNA)

ン脂質 DSPCの
L021/cholesterol/

Triton X-100 した
内では siRNA
 

IN VITRO取り込みにおける

リポソーム製剤はその粒子表面に

ることが知られている

同様に、ApoEが細胞内取り込みに関与することが報告されている

ドイドと呼ばれるカチオン性脂質

抑制効果を示すが、その主な取り込み経路は

ーシスであると報告されている

とが報告されていることから、

細胞内取り込みへの

胞および発現する

siRNA を内包した

。培養 1 時間後、

観察した（Figure 
はほぼ確認されなかったが、

取り込み促進が確認された。一方

P NMR による
(Factor VII siRNA)。(b) LNP

の 31P NMR 
L021/cholesterol/PEG-

した 31P NMR
siRNA の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

取り込みにおける

リポソーム製剤はその粒子表面に

知られている 81。対称型イオン化脂質

が細胞内取り込みに関与することが報告されている

ドイドと呼ばれるカチオン性脂質

を示すが、その主な取り込み経路は

ーシスであると報告されている

とが報告されていることから、

細胞内取り込みへの ApoE
胞および発現する Huh7細胞の

を内包した L021-
時間後、PBS

Figure 19）。

はほぼ確認されなかったが、

取り込み促進が確認された。一方

による LNPの内部構造推定
(b) LNPに内包された

 シグナルの影響を省くため、
-DMG (60/38.5/1.5

P NMR シグナル。
の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

取り込みにおける APO

リポソーム製剤はその粒子表面に ApoE
。対称型イオン化脂質

が細胞内取り込みに関与することが報告されている

ドイドと呼ばれるカチオン性脂質 C12
を示すが、その主な取り込み経路は

ーシスであると報告されている 66, 82

とが報告されていることから、L021

ApoEの関与を確認するため、

細胞の 2株を準備し

-LNP に、human 
PBS 洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により

。HeLa細胞では、

はほぼ確認されなかったが、ApoE 添加により蛍光値が大幅に増加し、

取り込み促進が確認された。一方 Huh7
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の内部構造推定

に内包された siRNA
シグナルの影響を省くため、

DMG (60/38.5/1.5, mol/mol
シグナル。LNP は崩壊し

の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

POEの関与 

ApoEが吸着し、

。対称型イオン化脂質

が細胞内取り込みに関与することが報告されている

C12-200（Figure 
を示すが、その主な取り込み経路は ApoE

66, 82。ナノ粒子によりその取り込み経路が異なるこ

L021の取り込み経路を調べることにした。

関与を確認するため、

株を準備した。

human recombinant
洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により

細胞では、ApoE
添加により蛍光値が大幅に増加し、

Huh7細胞では、

 

の内部構造推定。(a) siRNA
siRNAの 31

シグナルの影響を省くため、リン脂質の

, mol/mol) 
は崩壊し siRNA

の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

 

が吸着し、ApoE
。対称型イオン化脂質 DLinc-KC2

が細胞内取り込みに関与することが報告されている

Figure 3）は、

ApoE に依存しない

。ナノ粒子によりその取り込み経路が異なるこ

の取り込み経路を調べることにした。

関与を確認するため、ApoE 
た。蛍光色素である

recombinant ApoE
洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により

ApoE添加なしでは

添加により蛍光値が大幅に増加し、

細胞では、ApoE

 

(a) siRNA単体の
31P NMRシグナル。
リン脂質の DSPC
。(c) LNP

siRNA が完全にリリースされる。
の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

ApoE関与の細胞内取り込み

KC2-DMA を用いた

が細胞内取り込みに関与することが報告されている

は、L021と同様の高い

依存しないマクロピノサイト

。ナノ粒子によりその取り込み経路が異なるこ

の取り込み経路を調べることにした。

ApoE を発現しない

蛍光色素である Alexa
ApoEを混合

洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により

添加なしでは siRNA
添加により蛍光値が大幅に増加し、

ApoE の添加有無にかかわらず、

単体の 31P NMR
シグナル。LNP

DSPC を除いて調製
(c) LNP に界面活性剤
が完全にリリースされる。

の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが

関与の細胞内取り込み

を用いた LNP
が細胞内取り込みに関与することが報告されている 66。一方で、リピ

と同様の高い

マクロピノサイト

。ナノ粒子によりその取り込み経路が異なるこ

の取り込み経路を調べることにした。 

を発現しない HeLa
Alexa 647を
混合し、細胞に

洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により

siRNA の蛍光（赤色）

添加により蛍光値が大幅に増加し、細胞内への

の添加有無にかかわらず、

P NMR シグナ
LNPはリ

を除いて調製

に界面活性剤 1% 
が完全にリリースされる。

の動きが遅くイオン化脂質により強固に固定されていることが示唆さ

関与の細胞内取り込みをす

LNP でも

一方で、リピ

と同様の高い遺伝子

マクロピノサイト

。ナノ粒子によりその取り込み経路が異なるこ

HeLa細
を修飾し

細胞に添加

洗浄、細胞固定、核染色を行い、蛍光顕微鏡により細胞

の蛍光（赤色）

細胞内への

の添加有無にかかわらず、



一定の

いることが示唆された。

Figure 
た siRNA
µg/mL 
4%PFA
siRNA
ApoE, apolipoprotein E

2.3 

次に L021
で明らかになったように、

とが推察される。

損マウスを

ApoE欠損マウス

濃度を

て、野生型マウスに対して、

（ED50

の劇的な減弱が見られ

次に減弱した遺伝子抑制効果が本来内在する

一定の蛍光値が確認された。これより、

いることが示唆された。

Figure 19 ApoE
siRNA を LNP

g/mL ApoE（または
4%PFA による細胞固定、
siRNA 由来の蛍光強度（赤）は少なくとも
ApoE, apolipoprotein E

IN VIVO 取り込みにおける

L021-LNP の

で明らかになったように、

とが推察される。

損マウスを準備した

欠損マウス

濃度を、PBS投与群を

て、野生型マウスに対して、

50 = 0.02 mg/kg
の劇的な減弱が見られ

次に減弱した遺伝子抑制効果が本来内在する

が確認された。これより、

いることが示唆された。 

ApoEは LNPの
LNP に内封し、
（または ApoE

による細胞固定、Hoechest
由来の蛍光強度（赤）は少なくとも

ApoE, apolipoprotein E; PFA, paraformaldehyde

取り込みにおける

の in vivo 
で明らかになったように、

とが推察される。In vivo における

準備した。Factor VII siRNA
欠損マウスに尾静脈投与した。投与

投与群を 100%
て、野生型マウスに対して、

0.02 mg/kg）。対照的に

の劇的な減弱が見られた。

次に減弱した遺伝子抑制効果が本来内在する

が確認された。これより、

の in vitro取り込みを促進する
に内封し、HeLa および

poE なし）となるよう
Hoechest による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。

由来の蛍光強度（赤）は少なくとも
PFA, paraformaldehyde

取り込みにおける APO

in vivo における取り込みに関与する因子を調べた。

で明らかになったように、ApoEは in vivo 
における ApoE

Factor VII siRNA
に尾静脈投与した。投与

100%として算出した

て、野生型マウスに対して、L021-LNP
）。対照的に ApoE

た。ED50値は

次に減弱した遺伝子抑制効果が本来内在する
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が確認された。これより、ApoE は

取り込みを促進する

および Huh
なし）となるよう 37ºC

Hoechest による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。
由来の蛍光強度（赤）は少なくとも 3 視野以上の平均値

PFA, paraformaldehyde

POEの関与 

における取り込みに関与する因子を調べた。

in vivo 取り込みにおいても主要な因子であるこ

ApoE の寄与を確認するため、自然発症

Factor VII siRNA を封入した

に尾静脈投与した。投与 24時間後に採血をし、血清中の

算出した（

LNP は投与量依存的な遺伝子抑制効果を示した

ApoE欠損マウスでは

は 0.6 mg/kg
次に減弱した遺伝子抑制効果が本来内在する ApoE

 

は LNP の細胞内取り込みに関与して

取り込みを促進する。蛍光色素

h7 細胞株
C にて 1 時間

による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。

視野以上の平均値
PFA, paraformaldehyde; ns, not significant

 

における取り込みに関与する因子を調べた。

取り込みにおいても主要な因子であるこ

寄与を確認するため、自然発症

封入した LNP
時間後に採血をし、血清中の

Figure 20a
は投与量依存的な遺伝子抑制効果を示した

欠損マウスでは L021
0.6 mg/kgであり、野生型の

ApoE の欠損が原因であることを確認

の細胞内取り込みに関与して

蛍光色素 Alexa
細胞株に対して、20 nM siRNA, 1 

時間培養した。

による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。

視野以上の平均値(±SD)
; ns, not significant 

における取り込みに関与する因子を調べた。

取り込みにおいても主要な因子であるこ

寄与を確認するため、自然発症

LNP を、野生型マウスおよび

時間後に採血をし、血清中の

a）。第 1 章の結果と一致し

は投与量依存的な遺伝子抑制効果を示した

L021-LNPは遺伝子抑制効果

野生型の 1/30 
の欠損が原因であることを確認

の細胞内取り込みに関与して

Alexa 647 を修飾し
に対して、20 nM siRNA, 1 
培養した。PBS 洗浄後、

による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。

SD)として算出した。
 

における取り込みに関与する因子を調べた。In vitro
取り込みにおいても主要な因子であるこ

寄与を確認するため、自然発症 ApoE
、野生型マウスおよび

時間後に採血をし、血清中の Factor VII
章の結果と一致し

は投与量依存的な遺伝子抑制効果を示した

は遺伝子抑制効果

1/30 に減弱した。

の欠損が原因であることを確認

の細胞内取り込みに関与して

 

を修飾し

20 nM siRNA, 1 
洗浄後、

による核染色（青）を行い、蛍光観察を実施した。

として算出した。

vitro 試験

取り込みにおいても主要な因子であるこ

ApoE 欠

、野生型マウスおよび

Factor VII
章の結果と一致し

は投与量依存的な遺伝子抑制効果を示した

は遺伝子抑制効果

に減弱した。

の欠損が原因であることを確認



するため、投与前に

伝子抑制効果が回復するか確認した。

に投与した

5 分静置後

ApoE の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

果から、

ることが明らかとなった。

Figure 
マウスにおける

を封入した

Factor VII
することにより

依存的に外添加し、

siRNA

2.4 

ApoEの取り込み

の受容体が関与している。

り込まれると

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

LDLR
LDLR siRNA

するため、投与前に

伝子抑制効果が回復するか確認した。

に投与した ApoE 
静置後、0.1 mg/

の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

果から、ApoE が

ることが明らかとなった。

Figure 20 ApoE
マウスにおける Factor VII
を封入した LNP を
Factor VII濃度を測定し、
することにより ApoE
依存的に外添加し、

siRNA となるよう尾静脈投与した。

IN VIVO取り込みにおける

の取り込み

の受容体が関与している。

り込まれると LDLR
欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

LDLR を一過性に低減させることにした

LDLR siRNA を封入し

するため、投与前に LNP に

伝子抑制効果が回復するか確認した。

ApoE 量を mg/kg 
0.1 mg/kg siRNA

の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

が LNP の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

ることが明らかとなった。

ApoE は LNP の
Factor VIIの遺伝子抑制効果。マウス（
を siRNA 投与量依存的に尾静脈投与した。投与

濃度を測定し、PBS
ApoE 欠損マウスにおける遺伝子抑制効果の回復。

依存的に外添加し、37ºC にて
となるよう尾静脈投与した。

取り込みにおける

の取り込みには low-de
の受容体が関与している。

LDLR 欠損マウスを用いて

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

を一過性に低減させることにした

を封入した LNP

に ApoE を外添加した状態で検体投与することにより、遺

伝子抑制効果が回復するか確認した。

mg/kg として換算して図に示した）に外添加し、

g siRNA投与量にて

の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

ることが明らかとなった。 

の in vivo 取り込みを促進する
の遺伝子抑制効果。マウス（

投与量依存的に尾静脈投与した。投与

PBS投与群に対する相対濃度を算出した。
欠損マウスにおける遺伝子抑制効果の回復。

にて 5 分静置後、
となるよう尾静脈投与した。 

取り込みにおける LDL

density lipoprotein
の受容体が関与している。Akinc らは、イオン化脂質を含む

欠損マウスを用いて

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

を一過性に低減させることにした

LNP を、0.5 mg/kg siRNA
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を外添加した状態で検体投与することにより、遺

伝子抑制効果が回復するか確認した。LNP に ApoE
として換算して図に示した）に外添加し、

投与量にて ApoE
の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

取り込みを促進する

の遺伝子抑制効果。マウス（

投与量依存的に尾静脈投与した。投与

投与群に対する相対濃度を算出した。

欠損マウスにおける遺伝子抑制効果の回復。

静置後、ApoE

LDL受容体の関与

nsity lipoprotein受容体

らは、イオン化脂質を含む

欠損マウスを用いて示した

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

を一過性に低減させることにした。前処置として、

0.5 mg/kg siRNA

 

を外添加した状態で検体投与することにより、遺

ApoE を濃度依存的（最終的にマウス

として換算して図に示した）に外添加し、

ApoE欠損マウスに投与した。その結果、

の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した

の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

取り込みを促進する。(a) 
の遺伝子抑制効果。マウス（n=3/group
投与量依存的に尾静脈投与した。投与

投与群に対する相対濃度を算出した。

欠損マウスにおける遺伝子抑制効果の回復。

ApoE 欠損マウス（

の関与 

受容体（以下

らは、イオン化脂質を含む

示した 66。遺伝子改変マウスである

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

。前処置として、

0.5 mg/kg siRNAとなるよう

を外添加した状態で検体投与することにより、遺

を濃度依存的（最終的にマウス

として換算して図に示した）に外添加し、

欠損マウスに投与した。その結果、

の外添加濃度依存的に、遺伝子抑制効果が回復した（Figure 
の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

(a) 野生型および
n=3/group）に Factor VII siRNA

投与量依存的に尾静脈投与した。投与 24
投与群に対する相対濃度を算出した。(b) ApoE

欠損マウスにおける遺伝子抑制効果の回復。LNP
欠損マウス（n=3/group

（以下 LDLR）を主として、複数

らは、イオン化脂質を含む LNP が

。遺伝子改変マウスである

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

。前処置として、control siRNA 
となるよう野生型マウスに尾静

を外添加した状態で検体投与することにより、遺

を濃度依存的（最終的にマウス

として換算して図に示した）に外添加し、37º
欠損マウスに投与した。その結果、

Figure 20b）。これら結

の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

野生型および ApoE
Factor VII siRNA

24 時間後、血漿中の
(b) ApoEを外添加

LNP に ApoE
n=3/group）に.0.1 mg/kg 

を主として、複数

が LDLR 経由

。遺伝子改変マウスである

欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

control siRNA 
野生型マウスに尾静

を外添加した状態で検体投与することにより、遺

を濃度依存的（最終的にマウス

7ºC にて

欠損マウスに投与した。その結果、

。これら結

の肝実質細胞への効率的な取り込みに極めて重要な因子であ

 

ApoE 欠損
Factor VII siRNA
時間後、血漿中の

を外添加

ApoE を濃度
.0.1 mg/kg 

を主として、複数

経由で取

。遺伝子改変マウスである LDLR
欠損マウスは日本で入手困難であることから、代替手段として野生型マウスの

control siRNA または

野生型マウスに尾静



脈投与した

LNPを

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

置群では、遺伝子抑制効果が劇的に減弱した

の LDLR mRNA
比べて

上の LDL
LNPの

Figure 
マウス（

入した

Factor VII siRNA
間後、血漿中の

control siRNA
mRNA

2.5 

In vitro
であることが

脈投与した（Figure 
を 0.02, 0.1 mg/kg siRNA

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

置群では、遺伝子抑制効果が劇的に減弱した

LDLR mRNA
比べて LDLR mRN

LDLR 数は

の in vivo 取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

Figure 21 LDLR
マウス（n=3/group
入した LNP を 0.5 mg/kg siRNA
Factor VII siRNA
間後、血漿中の Factor VII
control siRNA または
mRNA発現量の比較。

野生型および

In vitro および In vivo 
であることが明らかとなった

Figure 21a）。

0.02, 0.1 mg/kg siRNA
群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

置群では、遺伝子抑制効果が劇的に減弱した

LDLR mRNA 発現量を確認したところ、

LDLR mRNA 発現量

数は減少していたと推察される。これらの結果から、

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

R の減少は
/group）に control siRNA (i.e. Luciferase siRNA)

0.5 mg/kg siRNA
Factor VII siRNAを封入した

Factor VII濃度を測定し、
または LDLR siRNA

発現量の比較。LDLR

野生型および APOE

In vivo の取り込み経路解析により、

明らかとなった

。投与 96 時間後

0.02, 0.1 mg/kg siRNAとなるよう投与した。その結果、

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

置群では、遺伝子抑制効果が劇的に減弱した

発現量を確認したところ、

発現量が減弱していた（

減少していたと推察される。これらの結果から、

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

の減少は LNP の in vivo
control siRNA (i.e. Luciferase siRNA)

0.5 mg/kg siRNA として
を封入した LNPを 0.02, 0.1 mg/kg siRNA

濃度を測定し、

LDLR siRNA
LDLR, low-density lipoprotein

E欠損マウスにおける

の取り込み経路解析により、

明らかとなった。しかし内在する
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時間後、マウスに

となるよう投与した。その結果、

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

置群では、遺伝子抑制効果が劇的に減弱した（

発現量を確認したところ、LDLR siRNA
が減弱していた（

減少していたと推察される。これらの結果から、

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

in vivo における取り込みを減弱させる
control siRNA (i.e. Luciferase siRNA)

として尾静脈

0.02, 0.1 mg/kg siRNA
濃度を測定し、PBS投与群に対する相対濃度を算出した。

LDLR siRNA 投与 96
density lipoprotein

欠損マウスにおける

の取り込み経路解析により、

。しかし内在する

 

、マウスに Factor VII siRNA
となるよう投与した。その結果、

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、

（Figure 21b
LDLR siRNA

が減弱していた（Figure 21c
減少していたと推察される。これらの結果から、

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

における取り込みを減弱させる

control siRNA (i.e. Luciferase siRNA)
尾静脈投与した。投与

0.02, 0.1 mg/kg siRNA
投与群に対する相対濃度を算出した。

時間後におけるマウス肝臓中の

density lipoprotein receptor.

欠損マウスにおける LNPの体内分

の取り込み経路解析により、ApoE
。しかし内在する ApoE が、

Factor VII siRNA
となるよう投与した。その結果、control siRNA

群では、通常取りに高い遺伝子抑制効果が確認されたのに対し、LDLR siRNA
b）。処置後のマウス肝臓中

LDLR siRNA 投与群はコントロール群に

c）。これより、

減少していたと推察される。これらの結果から、

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。

における取り込みを減弱させる

control siRNA (i.e. Luciferase siRNA) または LDLR siRNA
投与した。投与 96

0.02, 0.1 mg/kg siRNA となるよう投与した。
投与群に対する相対濃度を算出した。

におけるマウス肝臓中の

receptor. 

体内分布 

ApoEおよび LDL
が、LNP の体内分布全体を変

Factor VII siRNAを封入した

control siRNA
LDLR siRNA

。処置後のマウス肝臓中

投与群はコントロール群に

）。これより、肝実質細胞

減少していたと推察される。これらの結果から、LDLR は

取り込みにおいて重要な因子であることが確認された。 

 

における取り込みを減弱させる。(a) 
LDLR siRNA

96 時間後、マウスに
となるよう投与した。

投与群に対する相対濃度を算出した。

におけるマウス肝臓中の

LDLRは重要な因子

の体内分布全体を変

を封入した

control siRNA前処置

LDLR siRNA 前処

。処置後のマウス肝臓中

投与群はコントロール群に

肝実質細胞

は L021-

(a) 野生型
LDLR siRNA を封

後、マウスに

となるよう投与した。24時
投与群に対する相対濃度を算出した。(b) 

におけるマウス肝臓中の LDLR 

は重要な因子

の体内分布全体を変



化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

かは不明である

siRNA
よび siRNA
主要臓器を採材し、蛍光強度に基づ

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

封した場合は肝臓に集積した

体内動態を劇的に変化させ、

Figure 
た LNP
主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

次に ApoE
マウスにおける

を投与した

その結果、

した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量し

生型にくらべて

と ApoE
れた。また投与後

定したところ、

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

不明である。

siRNAを用いてイメージング解析

siRNA を封入した

主要臓器を採材し、蛍光強度に基づ

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

封した場合は肝臓に集積した

体内動態を劇的に変化させ、

Figure 22 蛍光色素を修飾した
LNP を野生型マウスに

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

ApoE が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

マウスにおける

を投与した 15分および

その結果、ApoE
した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量し

生型にくらべて約

ApoE欠損型の脾臓においては

れた。また投与後

定したところ、ApoE
最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

。そこで siRNA
を用いてイメージング解析

を封入した LNP
主要臓器を採材し、蛍光強度に基づ

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

封した場合は肝臓に集積した

体内動態を劇的に変化させ、

蛍光色素を修飾した

を野生型マウスに 0.1 mg/kg siRNA
主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

マウスにおける siRNA の体内分布、体内動態を比較した。

分および 120
ApoE 欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量し

約 1/5 の蛍光強度を示した

欠損型の脾臓においては

れた。また投与後 120 分まで

ApoE欠損マウスでは

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

siRNA の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

を用いてイメージング解析（IVIS imaging
LNP を野生型マウスに投与した。投与

主要臓器を採材し、蛍光強度に基づく

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

封した場合は肝臓に集積した（Figure 
体内動態を劇的に変化させ、siRNAを肝臓へ送達

蛍光色素を修飾した siRNA 
0.1 mg/kg siRNA

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

の体内分布、体内動態を比較した。

120分後に、主要臓器を採材し、蛍光

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量し

の蛍光強度を示した

欠損型の脾臓においては 15
分までの各タイムポイントにおいて、

欠損マウスでは

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（
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化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

IVIS imaging
を野生型マウスに投与した。投与

く siRNA の分布を調べた。その結果、

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

Figure 22）。この結果から、

を肝臓へ送達

siRNA の体内分布
0.1 mg/kg siRNA になるよう

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

の体内分布、体内動態を比較した。

分後に、主要臓器を採材し、蛍光

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量し

の蛍光強度を示した（Figure 
15分および 120

各タイムポイントにおいて、

欠損マウスでは siRNA の血中半減期が延長した

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（

 

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

IVIS imaging）を実施した。まず、

を野生型マウスに投与した。投与

の分布を調べた。その結果、

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、

。この結果から、

を肝臓へ送達することが示され

の体内分布。siRNA
になるよう尾静脈投与した。

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

の体内分布、体内動態を比較した。

分後に、主要臓器を採材し、蛍光

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

した。各臓器をホモジナイズし蛍光強度を定量したところ

Figure 23a）
120分共に同程度の蛍光強度が確認さ

各タイムポイントにおいて、

の血中半減期が延長した

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

を実施した。まず、

を野生型マウスに投与した。投与 30 分後、マウスから

の分布を調べた。その結果、

体でマウスに投与した場合はほとんどが腎臓に集積した一方で、siRNA
。この結果から、LNP は本来の

ことが示され

 

siRNA単体または
尾静脈投与した。

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび

の体内分布、体内動態を比較した。siRNA
分後に、主要臓器を採材し、蛍光イメージング

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

たところ、ApoE
）。興味深いことに、野

分共に同程度の蛍光強度が確認さ

各タイムポイントにおいて、siRNA
の血中半減期が延長した

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、

胞に比べ肝実質細胞へより多く集積することが確認された（Figure 

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

を実施した。まず、siRNA
分後、マウスから

の分布を調べた。その結果、siRNA
siRNA を LNP
は本来の siRNA

ことが示された。 

単体または siRNA を封入し
尾静脈投与した。投与 30

主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓）を取り出し、蛍光イメージングを実施した。 

が体内分布に与える影響を調べるため、野生型マウスおよび ApoE
siRNA を封入した

イメージングを行った。

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

ApoE 欠損マウスは野

。興味深いことに、野

分共に同程度の蛍光強度が確認さ

siRNA の血中 PK
の血中半減期が延長した（Figure 

最後に野生型マウスにおける肝臓内の細胞分布を確認したところ、LNP は非実質

Figure 23c）。 

化させているのか、あるいは局所的に肝実質細胞への取り込みを促進させているの

の体内分布を確認するため、蛍光色素を修飾した

siRNA 単体お

分後、マウスから

siRNA 単

LNP に内

siRNA の

を封入し

30分後、
 

ApoE 欠損

を封入した LNP
を行った。

欠損マウスでは野生型に比べて肝臓への集積が少ないことが判明

欠損マウスは野

。興味深いことに、野生型

分共に同程度の蛍光強度が確認さ

PK を測

Figure 23b）。

は非実質細



Figure 
よび ApoE
siRNA
光イメージングを実施した。

血中濃度推移。野生型および

LNPを
血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

す。(c) 
分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

ク質量あたりの蛍光強度を測定

 

2.6 

第 2 章では

め、31P NMR
る DLin
有すこと、ならびに

とを報告している

いことが確認された。

っているものの、

Figure 23 ApoE
ApoE 欠損マウスに

siRNA にて尾静脈投与した。投与
光イメージングを実施した。

血中濃度推移。野生型および

を 0.1 mg/kg siRNA
血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

(c) siRNAの肝実質および非実質細胞分布。
分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

ク質量あたりの蛍光強度を測定

考察 

章では L021
P NMRによ

DLin-KC2-DMA
有すこと、ならびに

とを報告している

いことが確認された。

っているものの、

ApoEは in vivo
欠損マウスに蛍光色素を修飾した

にて尾静脈投与した。投与

光イメージングを実施した。また

血中濃度推移。野生型および

0.1 mg/kg siRNAにて尾静脈投与後、
血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

の肝実質および非実質細胞分布。

分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

ク質量あたりの蛍光強度を測定

L021-LNP のメカニズム解析を実施した。

により siRNA
DMA を含む

有すこと、ならびに 31P NMR
とを報告している 79。同様に

いことが確認された。DLin
っているものの、siRNA を内封する

in vivo体内動態および体内分布
蛍光色素を修飾した

にて尾静脈投与した。投与 15 分および
また各臓器ホモジネート中の蛍光強度

血中濃度推移。野生型および ApoE 欠損マウス（
にて尾静脈投与後、

血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

の肝実質および非実質細胞分布。

分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

ク質量あたりの蛍光強度を測定。 

のメカニズム解析を実施した。

siRNAの運動性

を含む LNP は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

P NMR観察から

。同様に L021-LNP
DLin-KC2-DMA

を内封する
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および体内分布

蛍光色素を修飾した siRNA
分および 120

各臓器ホモジネート中の蛍光強度

欠損マウス（

にて尾静脈投与後、5, 15, 30, 60, 120
血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

の肝実質および非実質細胞分布。

分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

のメカニズム解析を実施した。

運動性を観察した。

は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

観察から LNP に内包された

LNP に関しても、

DMA と L021
を内封する LNP の内部構造は似ていることが示唆された。

 

および体内分布に強い影響を与える

siRNA を封入した
120 分後、肝臓、脾臓、腎臓を採材し、蛍

各臓器ホモジネート中の蛍光強度

欠損マウス（n=3/group
5, 15, 30, 60, 120

血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

の肝実質および非実質細胞分布。蛍光 siRNA
分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

のメカニズム解析を実施した。LNP
を観察した。Alex らは対称型イオン化脂質で

は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

に内包された

に関しても、LNP
L021 はアルキル鎖の長さが大きくことな

の内部構造は似ていることが示唆された。

に強い影響を与える

を封入した LNP
分後、肝臓、脾臓、腎臓を採材し、蛍

各臓器ホモジネート中の蛍光強度を示した。

group）に蛍光 siRNA
5, 15, 30, 60, 120分後にマウスを屠殺し、

血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値

siRNA を封入した
分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

LNP の内部構造を推定するた

らは対称型イオン化脂質で

は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

に内包された siRNA の

LNP 内の siRNA
はアルキル鎖の長さが大きくことな

の内部構造は似ていることが示唆された。

に強い影響を与える。(a) 野生型お
LNP を 0.1 mg/kg 

分後、肝臓、脾臓、腎臓を採材し、蛍

を示した。(b) siRNA
siRNA を封入した

分後にマウスを屠殺し、

血液採取した。蛍光強度はプレートリーダーにより測定した。各ポイントは平均値±SD
を封入した LNP を投与

分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

の内部構造を推定するた

らは対称型イオン化脂質で

は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

の運動性が低いこ

siRNA の運動性

はアルキル鎖の長さが大きくことな

の内部構造は似ていることが示唆された。

 

野生型お

0.1 mg/kg 
分後、肝臓、脾臓、腎臓を採材し、蛍

) siRNAの
を封入した

分後にマウスを屠殺し、

SD を示
を投与 30

分後、肝臓のコラゲナーゼ還流・遠心分離により肝実質と非実質細胞を採取。単位タンパ

の内部構造を推定するた

らは対称型イオン化脂質であ

は、電子顕微鏡観察から電子密度が高い核を内部に

が低いこ

運動性が低

はアルキル鎖の長さが大きくことな

の内部構造は似ていることが示唆された。



 35 / 76 

LNP を調製する際の pH は極めて重要であり、プラスミド DNA 封入 LNP 調製時の

封入率に大きな影響を与えることが報告されている 83。この結果は LNP の高次構造

には、静電的相互作用が重要であることを示唆している。 

LNP の細胞内取り込みとエンドソーム脱出に関しては複数の報告例がある 57, 84, 85。

本研究で我々は L021-LNP の取り込みに ApoE および LDLR が重要な働きをしてい

ることを明らかにした。血中の ApoE 濃度はヒトおよびマウスにおいて、50 – 80 
µg/mL であることが報告されている 86, 87。ApoE欠損マウス（i.e. 体重 20 g、血清 1 
mL）に 0.3 mg/kg ApoEを投与した場合、血中 ApoEは一過性に > 6 µg/mLとなる。

ApoE 欠損マウスに ApoE を 0.3 mg/kg にて外添加した際、Factor VIIの遺伝子抑制

効果が回復したことから、一過性に生じた血中 ApoE 濃度により、肝実質細胞への

送達が十分に達成されたと思われる。 

リポソームは肝実質細胞だけでなく、肝臓に存在するマクロファージである Kupffer
細胞へも取り込まれることが報告されている 81。Novobrantsevaらは、対称型イオン

化脂質 DLin-KC2-DMA を含む LNP は Kupper細胞へも送達され、マクロファージ特

異的に発現している CD11bの遺伝子抑制を報告している 88。実際に我々の結果にお

いても、非実質細胞へも LNP が送達されていることが確認された。本報告は L021-
LNP の肝実質細胞への応用のみに限られるが、それ以外の細胞への核酸送達につい

て鋭意研究中である。 

LNP のエンドソーム脱出に関して、我々は L021-LNP が設計した通りに pH 変化に

応じて役割を果たしていることを明らかにした。溶血試験結果から、50%溶血を達

成する pH は高濃度 LNP で pH 5.8、低濃度 LNP で pH 6.4 であった。この結果は第

1 章で測定した蛍光色素を用いる TNS assay における L021 の pKa 値が 6.4 であっ

たことと一致している。pH 変化に応じた Z 電位の結果も加味すれば、pH 6.4 以下

では正に帯電した LNP が、エンドソーム内膜の負電荷リン脂質と相互作用し、非二

重膜構造をし膜破壊を起こすと推察される。これに対して、pH 7.4付近では LNPは

中性であり、血中タンパク質と非特異的な相互作用をしにくいと推察された。 

LNP 化した蛍光核酸は、ほぼ肝臓・脾臓に分布した。マウス各組織における LDLR 
mRNA の発現解析を行ったところ、肝臓と同程度に、肺、腸にも発現していること

が確認された（Figure 24）。発現量から考えれば、LNP は肺や腸にも分布すると考

えられるが、実質的には肝臓および脾臓への分布に限られた（Figure 22）。直径約

100 nmのナノ粒子は、血管内皮細胞に間隙がある毛細血管の類洞血管（シヌソイド）

が見られる肝臓、脾臓、骨髄、がん組織などへ分布しやすいことが知られている 89。

投与した L021-LNP はシヌソイドを通過し肝実質細胞の近傍に分布した後に、

ApoE/LDLR 経路で取り込まれたと推察される 50。一方で、同様に LDLR を発現する

肺などへは、粒子径の影響で毛細血管を通過せず、細胞の近傍に到達できないため、

細胞内へ分布しなかったと推察された。 
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く異なることが判明した。
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LNP から脱離しにくい

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

ルにおける高い効果は、

とに起因すると考えられる。

つながり、皮下腫瘍へ

Kumar
的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した

LNP 表面への吸着を制御することで、

いる。

Figure 24 各マウス組織における
GAPDH, (b) hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

一方で、LNP
く異なることが判明した。

およびカイロミクロンの

ApoE が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、

LNP を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

された siRNA の血中半減期が延長

らは、がんの増殖に関わる

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

章および第

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

らは、通常用いる

から脱離しにくい

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

ルにおける高い効果は、

とに起因すると考えられる。

つながり、皮下腫瘍へ

Kumar らは、多量の

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した

表面への吸着を制御することで、

いる。 

各マウス組織における

hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

LNP の体内分布は、

く異なることが判明した。

およびカイロミクロンの LDL
が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

の血中半減期が延長

らは、がんの増殖に関わる

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

章および第 2 章に示すように、

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

らは、通常用いる脂質鎖

から脱離しにくい C18
せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

ルにおける高い効果は、PEG
とに起因すると考えられる。

つながり、皮下腫瘍へ LNP
らは、多量の PEG

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した

表面への吸着を制御することで、

各マウス組織における LDLR
hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

の体内分布は、ApoE
く異なることが判明した。ApoE はカイロミクロン、

LDLR 経由の取り込みに主要な役割をしている

が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

の血中半減期が延長し、また

らは、がんの増殖に関わる PLK1
が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

章に示すように、LNP
ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

脂質鎖 C14
C18を有する

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

PEG脂質が

とに起因すると考えられる。抑制された

LNP が近接する機会が増えたものと考えられる。同様に

脂質による

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した

表面への吸着を制御することで、
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LDLR 発現解析。ハウスキーピング遺伝子として
hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

ApoE 欠損マウスおよび野生型マウスにおいて全

はカイロミクロン、

経由の取り込みに主要な役割をしている

が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

し、また遺伝子抑制効果が減弱したと考えられる。

PLK1 遺伝子に対する

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

章に示すように、LNP は投与量の大半が肝臓へ分布するため、マ

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

C14 の PEG 脂質に比べて、疎水性相互作用により

を有する PEG脂質を

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

脂質が LNP 表面を囲い

制された ApoE
が近接する機会が増えたものと考えられる。同様に

脂質による LNP の表面修飾により、補体や抗体が非特異

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した

表面への吸着を制御することで、LNP の体内動態が変えられることを示唆して

 

発現解析。ハウスキーピング遺伝子として

hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

欠損マウスおよび野生型マウスにおいて全

はカイロミクロン、VLDL
経由の取り込みに主要な役割をしている

が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

遺伝子抑制効果が減弱したと考えられる。

遺伝子に対する

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

は投与量の大半が肝臓へ分布するため、マ

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

脂質に比べて、疎水性相互作用により

脂質を LNP に修飾し血中半減期を延長さ

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果から

表面を囲い ApoE
ApoE の吸着が

が近接する機会が増えたものと考えられる。同様に

の表面修飾により、補体や抗体が非特異

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

質細胞の遺伝子抑制効果が減弱することを報告した 91。これらの発見は、

の体内動態が変えられることを示唆して

発現解析。ハウスキーピング遺伝子として

hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) の 2種類を用いた。

欠損マウスおよび野生型マウスにおいて全

VLDL、HDL
経由の取り込みに主要な役割をしている

が血中のリポタンパク質と相互作用し運搬するように、ApoE
を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、

遺伝子抑制効果が減弱したと考えられる。

遺伝子に対する hPLK1 siRNA
が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している

は投与量の大半が肝臓へ分布するため、マ

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

脂質に比べて、疎水性相互作用により

に修飾し血中半減期を延長さ

せることで、高い抗腫瘍効果をもたらした。我々の研究結果からも

ApoEが吸着しにくくなったこ

LNP の血中半減期の延長に

が近接する機会が増えたものと考えられる。同様に

の表面修飾により、補体や抗体が非特異

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

。これらの発見は、

の体内動態が変えられることを示唆して

発現解析。ハウスキーピング遺伝子として

2種類を用いた。

欠損マウスおよび野生型マウスにおいて全

HDL に見られ、

経由の取り込みに主要な役割をしている 90。内在す

ApoE は効率的に

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

が欠損している状態では、肝実質細胞へ運搬・消失が減るため、LNP
遺伝子抑制効果が減弱したと考えられる。

siRNA を封入した

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している
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。これらの発見は、ApoE
の体内動態が変えられることを示唆して

 

発現解析。ハウスキーピング遺伝子として(a) 
種類を用いた。 

欠損マウスおよび野生型マウスにおいて全

に見られ、VLDL
。内在す

は効率的に

を肝実質細胞へ送達する役割を果たしていると推察される。従って、

LNP に内封

遺伝子抑制効果が減弱したと考えられる。

を封入した

が、肝細胞由来の皮下腫瘍マウスモデルにて効果を示すことを報告している 23。

は投与量の大半が肝臓へ分布するため、マ

ウスの背部に移植する皮下腫瘍への分布は起こりにくいと推察される。そこで

脂質に比べて、疎水性相互作用により

に修飾し血中半減期を延長さ

、皮下腫瘍モデ

が吸着しにくくなったこ

の血中半減期の延長に

が近接する機会が増えたものと考えられる。同様に

の表面修飾により、補体や抗体が非特異

的に付着することで誘発されるサイトカイン上昇が抑えられること、ならびに肝実

ApoE の

の体内動態が変えられることを示唆して



 37 / 76 

我々が開発した L021はその脂質鎖に不飽和結合を含まない（Figure 17）。一方で、

既報の DLinc-KC2-DMA や DLin-MC3-DMA を含むほとんどのイオン化脂質は複数

の不飽和結合を含む。脂質鎖中の不飽和結合は、膜融合時のヘキサゴナル II 構造を

取るのに重要であり、その数や位置は遺伝子抑制効果に大きな影響を与えることが

報告されている（Figure 5）92。不飽和結合を複数含む脂肪酸の長期保管中における

酸化は、LNP のエンドソーム離脱能に悪影響を及ぼすことから、厳しく品質管理が

されるべきである 51。それゆえに不飽和結合を持たない新規脂質 L021は、酸化のリ

スクがないため、堅牢な開発研究が可能になるであろう。 

以上より第 2 章では、L021-LNP の構造や取り込みメカニズムについて詳細な検討

を実施した。非対称型イオン化脂質の L021 は不飽和結合も持たず今までの脂質と

全く異なった化学構造をもちながらも、得られた LNP は既報のそれらと同様のメカ

ニズムで遺伝子抑制効果を示すことが示唆された。また内在する ApoE が LNP を肝

臓へ標的化させることから、ApoE と LNP の相互作用を適切に調節することで、肝

以外への送達が可能になることが推察された。我々の詳細なメカニズム検討が、今

後の更なる LNP の進歩につながることが期待される。得られた知見を Figure 25に
まとめた。 
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第 3章 げっ歯類・霊長類にて迅速な肝消失を示し毒性を改善した生分解性 LNPの
創成 

3.1 生分解性イオン化脂質 L101の考案・合成・生物学的評価 

今までに数 µg/kg siRNAオーダーにおいても in vivo において高い遺伝子抑制効果を

持つキャリアが数多く報告されている 38-40, 43, 54。しかしながら、少なからずキャリ

アは生体に対して毒性をもたらすため、遺伝子抑制効果の向上が治療指数の拡大に

つながるとは限らない。イオン化脂質に基づく核酸送達キャリアの主な毒性は肝毒

性であり、イオン化脂質が生体内タンパク質に非特異吸着を起こすことに起因する

といわれている 61。近年では、イオン化脂質 L31966、リピドイド 503O1342、デンド

リマー5A2-SC893 など、生分解性を持たせることで速やかな代謝性を示し、安全性

を向上させた報告例がある。そこで我々は第 2 章までに得られた L021 をベースに、

遺伝子抑制効果を保ちつつ、さらに安全性を向上させた脂質ナノ粒子の開発に着手

した 52, 53。 

エステルは生分解性を有する機能性材料に広く使われる化学修飾である。それはエ

ステルが生理条件下で化学的に比較的安定であるのに対し、組織や細胞内に含まれ

るエステラーゼやリパーゼにより加水分解されやすいためである 94, 95。核酸送達の

分野においても、エステルを適切な位置に入れ込むことにより、遺伝子抑制効果を

保ちつつ生体内の消失速度を高めた報告例がある 42, 66, 93。我々は L021の脂質構造を

ベースとし、脂質鎖にエステルを含む新規脂質 L101 を考案した（Figure 26a）。

L021は脂質鎖に膜融合時のヘキサゴナル II 構造への転換を促進する不飽和結合の代

替としてシクロプロピル環を有するが、その位置にエステルを置き換える構造とし

た。まず L101 が siRNA を内包する LNP を形成するか試験した。処方は L021-LNP
と同様に、 L101/DSPC/cholesterol/PEG-DMG = 60/8.5/30/1.5, mol/mol ならびに

siRNA/Total Lipid = 0.06, wt/wt となるように LNPを調製した 72。その結果、LNPは

粒子径 70 nm、PDI 0.10、siRNA 封入率 90%以上の良好な粒子を形成した（Figure 
26b）。次に蛍光色素による TNS assay を実施したところ、pKa 6.2 であることが判

明した（Figure 26c）。 

次に L101-LNP が siRNA を内封し保護ができるか確認するため、LNP を 3’-エキソ

ヌクレアーゼ活性を有する snake venom phosphodiesterase（SVPD）と 37Cºで混合し、

一定時間後に siRNA の残量を PAGE解析した 96（Figure 26d）。siRNA 単体の場合、

SVPD により siRNA は速やかに分解した（lane 1, 2）。一方で siRNA を L101-LNP
に内封した場合、siRNA の分解は確認されなかった（lane 3, 4）。また LNP を界面

活性剤で崩壊させ siRNA を放出させたところ、SVPDにより siRNA は分解した(lane 
5, 6)。これより、LNP はエキソヌクレアーゼから siRNA を保護することが可能であ

ることが示された。 

LNP の重要な特質である良好な粒子形成および siRNA の保護機能が確認されたため、

次に LNP の遺伝子抑制効果を評価した。Factor VII マウスモデルを用いて評価した



ところ、投与量依存的に肝実質細胞内の標的遺伝子を抑制することが判明した

（Figure 
時の遺伝

る siRNA
は全く変化しなかった

mg/kg siRNA 
後ベースラインに戻った。

以上より、エステル

制をもたらすこと

性および物理化学的な性質は、

ところ、投与量依存的に肝実質細胞内の標的遺伝子を抑制することが判明した

Figure 26e）。その抑制効果を示す

時の遺伝子抑制効果の持続時間を評価した。コントロールとして

siRNA を用い、

は全く変化しなかった

mg/kg siRNA として投与したところ、投与後

後ベースラインに戻った。

以上より、エステル

制をもたらすこと

性および物理化学的な性質は、

ところ、投与量依存的に肝実質細胞内の標的遺伝子を抑制することが判明した

。その抑制効果を示す

子抑制効果の持続時間を評価した。コントロールとして

を用い、1 mg/kg siRNA
は全く変化しなかった（Figure 

として投与したところ、投与後

後ベースラインに戻った。

以上より、エステルを有する

制をもたらすことが判明した。

性および物理化学的な性質は、

ところ、投与量依存的に肝実質細胞内の標的遺伝子を抑制することが判明した

。その抑制効果を示す

子抑制効果の持続時間を評価した。コントロールとして

1 mg/kg siRNAとして投与したところ、血清中の

Figure 26f）
として投与したところ、投与後

後ベースラインに戻った。 

を有する L101 およびその

が判明した。これより、

性および物理化学的な性質は、L021-

 40 / 76 
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Figure 26 新規脂質 L101の構造と特性評価。(a) L101の化学構造, エステルを脂質
鎖に有する。(b) L101-LNP の光動的散乱法による粒子径測定。(c) 蛍光色素 TNS によ
る L101-LNP の各 pH における蛍光値変化。(d) siRNA のヌクレアーゼに対する安定性
評価。(e) 投与量依存的な遺伝子抑制効果。マウス（n=3/group）に Factor VII siRNA を
封入した LNP を 0.01, 0.03, 0.1 mg/kg siRNA として投与し、24 時間後の血清中の
Factor VII濃度を測定した。(f) 長期遺伝子抑制効果。 マウス（n=3/group）に Factor VII 
siRNAまたは Control siRNA（hPLK1）を封入した LNPを 0.1, 1 mg/kg siRNA として投
与し、2-28日後の血清中の Factor VII濃度を測定した。 

3.2 細胞内取り込み評価 

L101-LNP の細胞内取り込みを、蛍光修飾 siRNA を用いて観察した。肝細胞由来の

Huh7細胞に LNP 化した siRNA を 20 nMとなるように添加した。37ºC, 30分間培養

した後、PBS で洗浄し蛍光顕微鏡にて観察を行ったところ、細胞内に赤色の蛍光が

見られた、L101-LNP が細胞内に取り込まれることが確認された（Figure 27a）。次

に siRNA を添加した直後から氷上で 30 分間静置し観察を行ったところ、蛍光は確

認されなかった（Figure 27b）。細胞温度を下げれば ATP 産生が抑制され受容体経

由のエンドサイトーシスは抑制されるが、実際に取り込みが抑制された。これは第

2 章の結果に基づけば、L101-LNPも同様にエンドサイト―シスにより取り込まれて

いることが推察される。37ºCの細胞培養を 4 時間まで延長したところ、更に赤色の

蛍光値が増すことが観察された（Figure 27c）。さらに細胞内のライソソーム内部を

染色可能な LysoTraker 試薬を用い、siRNA のエンドソーム脱出を確認した 97。

siRNA の赤色およびライソソームの緑色が重なる黄色がほぼ確認されないことから、

ほとんどの siRNA が、エンドソームがライソソームになる前に脱出をしていること

が示唆された（Figure 27d）。これらの細胞観察により、L101-LNP が受容体経由の

エンドサイトーシスにより取り込まれ、細胞質に siRNA が効率的に放出されている

ことが示唆された。 
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細胞内取り込み試験

（赤色）を 20 nM
, 4 時間。Hoechst
によるライソソーム染色（緑色）を観察。

L101の生分解性

をもたらすか確認するため、マウス

siRNAを封入した

時間後までの各タイムポイントにて血清中および肝臓中に含まれる

にて定量した。血中からは

28a）。肝臓中では投与

0.4 %しか検出されなかった

時間後に投与量の約 60%が肝臓に

が肝臓から極めて速やかに代謝されることを示して

 

細胞内取り込み試験。肝細胞由来の

20 nM となるよう処理した。
Hoechst による核染色（青色）

によるライソソーム染色（緑色）を観察。

生分解性評価

確認するため、マウス

を封入した LNPをマウスに

時間後までの各タイムポイントにて血清中および肝臓中に含まれる

にて定量した。血中からは L101
。肝臓中では投与

しか検出されなかった

肝臓に残存するのと対照的

が肝臓から極めて速やかに代謝されることを示して

 

肝細胞由来の

となるよう処理した。

による核染色（青色）

によるライソソーム染色（緑色）を観察。

評価 

確認するため、マウス

をマウスに 0.1 mg/kg siRNA
時間後までの各タイムポイントにて血清中および肝臓中に含まれる

L101 が速やかに消失し、その半

。肝臓中では投与 30分後に最大濃度となり、

しか検出されなかった（Figure 
残存するのと対照的

が肝臓から極めて速やかに代謝されることを示して

 

肝細胞由来の Huh7細胞に蛍光
となるよう処理した。(a) 37 °C
による核染色（青色）を実施。

によるライソソーム染色（緑色）を観察。Bar = 10 µm

確認するため、マウス PK 試験を実施

0.1 mg/kg siRNA
時間後までの各タイムポイントにて血清中および肝臓中に含まれる

やかに消失し、その半

分後に最大濃度となり、

Figure 28b）
残存するのと対照的であった。

が肝臓から極めて速やかに代謝されることを示して

細胞に蛍光

37 °C, 30分
を実施。(d) 

Bar = 10 µm 

試験を実施

0.1 mg/kg siRNAと
時間後までの各タイムポイントにて血清中および肝臓中に含まれる

やかに消失し、その半

分後に最大濃度となり、

）。これ

あった。

が肝臓から極めて速やかに代謝されることを示して



Figure 
与し、0.05,
LC-MS
PK, pharmacokinetics

L101 の速やかな肝臓からの代謝が、脂質

脂質鎖にエステル

して組み入れた

方は L101/IS/DSPC/
HPLC-CAD
（Figure 
として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

び IS はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

れた（

果を示した

IS は投与

1/100 以下の残存量であった。さらには、

代謝物

する L101
ること、およびその相対

とが示された

Figure 28 L101-LNP
0.05, 0.17, 0.5, 1

MSにて測定した。各ポイントは平均値
pharmacokinetics

の速やかな肝臓からの代謝が、脂質

脂質鎖にエステル

して組み入れた

L101/IS/DSPC/
CAD 解析により

Figure 30a）。コントロールの

として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

（Figure 29b
果を示した（Figure 

は投与 120 分後までほぼ消失されなかった。投与

以下の残存量であった。さらには、

代謝物が質量分析

L101 が、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて

こと、およびその相対

とが示された。 

LNP のマウス
0.17, 0.5, 1 時間後の血中

にて測定した。各ポイントは平均値
pharmacokinetics. 

の速やかな肝臓からの代謝が、脂質

脂質鎖にエステルを有さない脂質を

して組み入れた LNP を調製

L101/IS/DSPC/cholesterol/PEG
解析により LNP

。コントロールの

として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

b）。一方で、肝臓中の

Figure 29c）。

分後までほぼ消失されなかった。投与

以下の残存量であった。さらには、

質量分析により検出された

、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて

こと、およびその相対的な代謝速度が、脂質鎖

 

のマウス PK 試験
時間後の血中

にて測定した。各ポイントは平均値

の速やかな肝臓からの代謝が、脂質

を有さない脂質を LNP
を調製し、マウス

holesterol/PEG-DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)
LNP 内に等量の

。コントロールの hPLK
として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

。一方で、肝臓中の

。すなわち、

分後までほぼ消失されなかった。投与

以下の残存量であった。さらには、

検出された（

、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて

的な代謝速度が、脂質鎖
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試験。0.1 mg/kg siRNA
時間後の血中、および

にて測定した。各ポイントは平均値±SD（n=4

の速やかな肝臓からの代謝が、脂質鎖のエステル

LNP に内部標準

マウス PK 試験を実施した

DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)
内に等量の L101, IS 

PLK1 siRNA
として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

。一方で、肝臓中の L101 および

すなわち、L101 は肝臓から速やかに消失したのに対し、

分後までほぼ消失されなかった。投与

以下の残存量であった。さらには、L101
（Figure 30

、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて

的な代謝速度が、脂質鎖

 

0.1 mg/kg siRNA
、および 4 時間後までの

n=4）、破線は

のエステルに起因するものか調べるため、

に内部標準（Internal Standard, IS
試験を実施した

DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)
L101, IS が含まれていることを確認した

siRNA を封入した

として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

および IS
は肝臓から速やかに消失したのに対し、

分後までほぼ消失されなかった。投与 120
L101 の脂質鎖のエステル

30b）。これら結果から、

、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて

的な代謝速度が、脂質鎖エステル

0.1 mg/kg siRNA としてマウスに単回静脈投
までの肝臓中の

、破線は L021-LNP

に起因するものか調べるため、

Internal Standard, IS
試験を実施した（Figure 

DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)として調製した。

が含まれていることを確認した

封入した LNP を

として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

IS の消失速度は全く異なる結

は肝臓から速やかに消失したのに対し、

120 分後では、

脂質鎖のエステル

。これら結果から、

、エステルを有しない内部標準脂質に比べて極めて速やかに代謝

エステルの加水分解に起因するこ

としてマウスに単回静脈投

肝臓中の L101
LNPの PK を示す。

に起因するものか調べるため、

Internal Standard, IS脂質

Figure 29a）。

として調製した。

が含まれていることを確認した

を 0.1 mg/kg siRNA 
として静脈投与し、血中および肝臓中の脂質濃度を測定した。血中では、L101

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

の消失速度は全く異なる結

は肝臓から速やかに消失したのに対し、

分後では、L101 は

脂質鎖のエステルが加水分解した

。これら結果から、エステル

速やかに代謝

の加水分解に起因するこ

 

としてマウスに単回静脈投

L101 濃度を
を示す。

に起因するものか調べるため、

脂質）と

。LNP 処

として調製した。

が含まれていることを確認した

0.1 mg/kg siRNA 
L101 およ

はほぼ同等の速度で消失したことから、肝臓へほぼ等量が送達されたと推察さ

の消失速度は全く異なる結

は肝臓から速やかに消失したのに対し、

は IS の

が加水分解した

エステルを有

速やかに代謝され

の加水分解に起因するこ



Figure 
さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

分解速度を調べる。

として LNP
分後に血清および肝臓を採取した。

イントは平均値

Figure 29 L101の肝臓中における速やかな代謝
さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

分解速度を調べる。

LNPを調製した。
分後に血清および肝臓を採取した。

イントは平均値±SD

の肝臓中における速やかな代謝

さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

分解速度を調べる。L101/IS/DSPC/
を調製した。0.1 mg/kg 

分後に血清および肝臓を採取した。

SD（n=4）を示す。

の肝臓中における速やかな代謝

さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

L101/IS/DSPC/cholesterol/PEG
0.1 mg/kg siRNA

分後に血清および肝臓を採取した。(b) 
）を示す。IS, internal standard.
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の肝臓中における速やかな代謝

さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

holesterol/PEG
siRNA としてマウスに尾静脈投与後、
(b) 血清中の脂質濃度

IS, internal standard.

 

の肝臓中における速やかな代謝。(a) 実験の概念図。エステル構造を有
さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、

holesterol/PEG-DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)
としてマウスに尾静脈投与後、

血清中の脂質濃度, (c) 
IS, internal standard. 

実験の概念図。エステル構造を有

さない非分解性脂質を内部標準物質としてナノ粒子に組み込むことで、L101
DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)

としてマウスに尾静脈投与後、

, (c) 肝臓中の脂質濃度。各ポ

実験の概念図。エステル構造を有

L101の相対的な
DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)

としてマウスに尾静脈投与後、10, 30, 60, 120
肝臓中の脂質濃度。各ポ

 

実験の概念図。エステル構造を有

の相対的な

DMG = 30/30/8.5/30/1.5 (mol%)
10, 30, 60, 120

肝臓中の脂質濃度。各ポ

 



Figure 
析。Peak 1, PEG
lipid。解析条件、溶媒
B: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 
0.30 mL/min. 
MS の

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 
439.37, found 440.5 [

3.4 

L101 の肝臓中の速やかな

回投与毒性

Figure 30 各脂質成分の
Peak 1, PEG
。解析条件、溶媒

: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 
0.30 mL/min. 青線は溶媒

の Selected ion mon
isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 
439.37, found 440.5 [

L101-LNP

の肝臓中の速やかな

回投与毒性試験を実施した。

脂質成分の HPLC
Peak 1, PEG-DMG; peak 2, L101; 
。解析条件、溶媒 A: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 

: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 
青線は溶媒 B

Selected ion mon
isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 
439.37, found 440.5 [M+H+

LNPの毒性評価

の肝臓中の速やかな代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

試験を実施した。

HPLCによる解析
DMG; peak 2, L101; 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

Bのグラジエントカーブを示す。
Selected ion monitoring (SIM)

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 

+]. CAD, corona charged aerosol detector

の毒性評価 

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

試験を実施した。特定の遺伝子抑制による
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による解析。(a) L101
DMG; peak 2, L101; peak 3; 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

のグラジエントカーブを示す。

itoring (SIM)モードを用いた 。解析条件、溶媒
isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 

orona charged aerosol detector

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

特定の遺伝子抑制による

 

(a) L101および
k 3; DSPC; peak 4, cholesterol; peak 5 IS 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

のグラジエントカーブを示す。(b) L101
モードを用いた 。解析条件、溶媒

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 溶媒
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 

orona charged aerosol detector

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

特定の遺伝子抑制によるオンターゲット効果の影響を

および ISを含む
DSPC; peak 4, cholesterol; peak 5 IS 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

(b) L101代謝物の
モードを用いた 。解析条件、溶媒

溶媒 B: isopropanol/10 mM 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. 

orona charged aerosol detector

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

オンターゲット効果の影響を

 

を含む LNPの CAD
DSPC; peak 4, cholesterol; peak 5 IS 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

代謝物の検出

モードを用いた 。解析条件、溶媒

B: isopropanol/10 mM 
ammonium acetate = 95/5 (v/v)) at 60 °C with a flow rate of 0.30 mL/min. Exact MS 

orona charged aerosol detector. 

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット

オンターゲット効果の影響を

 

CAD解
DSPC; peak 4, cholesterol; peak 5 IS 

isopropanol/10 mM ammonium acetate = 10/90 (v/v), 溶媒
: isopropanol/10 mM ammonium acetate = 95/5 (v/v) at 60 °C with a flow rate of 

検出。ESI-
モードを用いた 。解析条件、溶媒 A: 

B: isopropanol/10 mM 
Exact MS 

代謝が忍容性の向上に寄与するか確認するため、ラット単

オンターゲット効果の影響を
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避けるため、ラットに対しては反応性を示さない hPLK1 siRNAを用いた。SD ラッ

ト（n=3）に対して、L101-LNPを 1, 2, 4, 8, 16 mg/kg siRNAとなるよう尾静脈投与し、

24時間後の状態変化および血中の各種バイオマーカーを測定した（Table 4）。その

結果、PBS投与群と比較して、L101-LNPは 16 mg/kg siRNAまで、肝毒性の指標で

ある AST/ALT 上昇を示さず、極めて高い忍容性を示した。またその他顕著な生化

学パラメータの変化は見られなかった。これらのデータは、L101-LNP が安全で、

広い治療指数（Therapeutic Index、マウス ED50値 0.02 mg/kgの 800倍）を有するこ

とを示している。 

Table 4 L101-LNPのラット単回投与毒性評価と血液検査 

siRNA dose AST ALT T-Bil BUN WBC RBC Hemoglobin  PLT 

(mg/kg)a (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (103/µL) (106/µL) (g/dL) (103/µL) 

PBS 105 ± 20 44 ± 4 0.03 ± 0.01 17.0 ± 1.5 8.5 ± 1.4 6.3 ± 0.3 12.2 ± 0.4 994 ± 14 

1 78 ± 4 37 ± 5 0.03 ± 0.01 17.6 ± 0.4 7.2 ± 1.1 6.3 ± 0.1 12.5 ± 0.3 890 ± 74 

2 96 ± 19 38 ± 4 0.03 ± 0.01 18.3 ± 0.9 7.7 ± 1.6 6.2 ± 0.2 12.2 ± 0.2 899 ± 95 

4 101 ± 22 39 ± 7 0.03 ± 0.01 14.9 ± 2.7 7.6 ± 0.4 6.4 ± 0.3 12.4 ± 0.5 928 ± 47 

8 114 ± 13 43 ± 2 0.03 ± 0 16.9 ± 1.7 8.3 ± 0.7 6.2 ± 0.1 12.3 ± 0.2 928 ± 75 

16 145 ± 9 46 ± 6 0.04 ± 0.01 16.1 ± 2.0 11.2 ± 3.1 6.1 ± 0.1 12.3 ± 0.3 910 ± 93 

a siRNA targeting human PLK1, which is not cross-reactive with rodents. Sprague-Dawley rats (n=3/group) 
received PBS or 1, 2, 4, 8 and 16 mg/kg L101-LNPs in a single intravenous injection (based on siRNA weight). 
Serum samples were collected 24 h post-injection. AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine 
aminotransferase; T-Bil, Total Bilirubin; BUN, blood urea nitrogen; WBC, white blood cells; RBC, red blood 
cells; PLT, platelets. 

3.5 エステル位置と遺伝子抑制効果 

次にエステル位置について検討した。エステルと脂質鎖の結合部からカルボニル基

までのリンカー長を変えた脂質を合成した（Figure 31a）。それらを用いた LNP を

調製し、Factor VII マウスモデルにて遺伝子抑制効果を確認した。その結果、C8-
C12 はほぼ同等であったが、それよりも短い C6 あるいは長い C12 の場合は、遺伝

子抑制効果が減弱した（Figure 31b）。これより、脂質鎖中のエステル結合は最適な

位置が存在することが明らかとなった。 
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について報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅

り、その概念を LNP
制効果を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

から細胞質への核酸送達を達成する
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所）から採取し、ホモジネートとした後、

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその

報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅

LNP に応用した
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構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム
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ルを採取し、残存する脂質濃度を測定した。その結果、

が残存していたのに対し、

。さらには定量された脂質残存量が

が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

の相対的に速い消失

サルにおける生分解性脂質の速やかな

として静脈投与し、投与

血清中のイオン化脂質濃度推移

各シンボル（丸印および菱形）は各個体の値を表し、バーは

葉（中央、右、左、背面）から計

所）から採取し、ホモジネートとした後、LC

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその

報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅

に応用した 94。合成した

を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

から細胞質への核酸送達を達成する

シリンダー型からコーン型へと脂質鎖を転換させ、ヘキサゴナル

は Huh7 細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また

 49 / 76 

相対的な消失速度を調べるため、

LNPを 0.1 mg/kg siRNA
PK を評価したところ、

が同速度で消失したことから、ほぼ等量が肝臓へ送達されたと

。次に投与 24 時間後にサル肝臓の

ルを採取し、残存する脂質濃度を測定した。その結果、

が残存していたのに対し、生分解性脂質

。さらには定量された脂質残存量が

が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

消失は、カニクイ

サルにおける生分解性脂質の速やかな

として静脈投与し、投与 0.17, 0.5, 2
血清中のイオン化脂質濃度推移

各シンボル（丸印および菱形）は各個体の値を表し、バーは

葉（中央、右、左、背面）から計 5 カ所（最も大きい中央の葉からは左右の
LC-MSにより脂質残存量を測定した。

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその

報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅

。合成した L101
を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

から細胞質への核酸送達を達成する 43。脂質鎖への適切なオレフィン

シリンダー型からコーン型へと脂質鎖を転換させ、ヘキサゴナル

細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また

 

速度を調べるため、

0.1 mg/kg siRNA
を評価したところ、

が同速度で消失したことから、ほぼ等量が肝臓へ送達されたと

時間後にサル肝臓の

ルを採取し、残存する脂質濃度を測定した。その結果、Internal standard Lipid
生分解性脂質は投与量のわずか

。さらには定量された脂質残存量が 5
が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

は、カニクイザル

サルにおける生分解性脂質の速やかな消失。カニクイザル（

0.5, 2時間後に採血および
血清中のイオン化脂質濃度推移。(b) 

各シンボル（丸印および菱形）は各個体の値を表し、バーは 2
カ所（最も大きい中央の葉からは左右の

により脂質残存量を測定した。

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその

報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅

L101は LNP
を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

脂質鎖への適切なオレフィン

シリンダー型からコーン型へと脂質鎖を転換させ、ヘキサゴナル

細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また

速度を調べるため、Figure 
0.1 mg/kg siRNAとして静脈投与後、

を評価したところ、生分解性脂質

が同速度で消失したことから、ほぼ等量が肝臓へ送達されたと

時間後にサル肝臓の 4 葉から合計

Internal standard Lipid
は投与量のわずか

5箇所においてほぼ等量であ

が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

ザル肝臓中における生分解性を

カニクイザル（

時間後に採血および

(b) 肝臓中のイオン化脂質濃度。
2 頭の平均値を示す。肝臓サ

カ所（最も大きい中央の葉からは左右の

により脂質残存量を測定した。

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその

報告した。エステルは生分解性のバイオマテリアルに幅広く用いられてお

LNP の粒子形成

を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

脂質鎖への適切なオレフィン

シリンダー型からコーン型へと脂質鎖を転換させ、ヘキサゴナル II
細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また

Figure 29 と同様の試

静脈投与後、

生分解性脂質と非分解性の

が同速度で消失したことから、ほぼ等量が肝臓へ送達されたと

葉から合計 5
Internal standard Lipid

は投与量のわずか 5%の残存であ

箇所においてほぼ等量であ

が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

肝臓中における生分解性を

カニクイザル（n=2）に LNP
時間後に採血および 24時間後に

肝臓中のイオン化脂質濃度。

頭の平均値を示す。肝臓サ

カ所（最も大きい中央の葉からは左右の

により脂質残存量を測定した。 

本章では、非対称型イオン化脂質に生分解性を付与した新規脂質とその LNP
広く用いられてお

形成また遺伝子抑

を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

脂質鎖への適切なオレフィン化学修飾は、

II 構造を取りやす

細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また

と同様の試

静脈投与後、0.17, 1, 
非分解性の

が同速度で消失したことから、ほぼ等量が肝臓へ送達されたと

5 サンプ

Internal standard Lipidは投与

の残存であ

箇所においてほぼ等量であ

が血管を通じて肝臓全体へ均一に分布していることが判明した。

肝臓中における生分解性を

 

LNP を
時間後に

肝臓中のイオン化脂質濃度。

頭の平均値を示す。肝臓サ

カ所（最も大きい中央の葉からは左右の 2 カ

LNP の開発

広く用いられてお

遺伝子抑

を損なわなかった。核酸送達の過程において、イオン化脂質はヘキサゴナル

構造（非二重膜層）の形成をエンドソーム内で促進させることで、エンドソーム

化学修飾は、

構造を取りやす

細胞で効率的にエンドソーム離脱を示し、また in 
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vivo で高い遺伝子抑制効果を示した。従って、脂質鎖のエステルは、効果的にヘキ

サゴナル II 構造への転換を促していると推察された。また高い遺伝子抑制効果を示

すための最適なエステルの位置が存在することが明らかとなり、適切な脂質デザイ

ンが必要であることが判明した。 

マウス PK 試験の結果、L101 は血中および肝臓中から速やかに消失することが明ら

かとなった。L101 は脂質鎖にエステルを有さない内部標準脂質に比べて、極めて速

やかな肝代謝を示した。具体的には、投与 2 時間後には、投与量の<0.7%以下の

L101が検出されたのに対し、約 70%の内部標準脂質が検出された。さらには、エス

テルが加水分解した代謝物が質量分析により検出された。興味深いことに、ヘッド

グループのエステル加水分解は、すべての試験において観察されなかった。この現

象は L021 でも同様であった。これより、三級アミンを有する環状型ヘッド構造は、

酵素による加水分解を受けにくいと推察された。ヘッドグループをつなぐエステル

からアルキルが分岐する構造の立体障害により、酵素の接近が妨げられているのか

もしれない 106。 

ヒト肝臓中における L101 の加水分解速度を推定するため、市販の冷凍保存された

肝 S9を用いた in vitro 代謝評価を実施した。様々な試験条件で実験をしたものの、

L101 の分解は全く検出されなかった。さらには同様に市販の冷凍保存されたマウス

S9 を用いた場合も、分解は検出されなかった。次に、マウス肝臓を採取して作成し

た新鮮な肝ホモジネートを用いて in vitro代謝評価を実施した（Figure 34）。その結

果、経時的な L101 の分解、および L101 の脂質鎖中のエステルが加水分解されたカ

ルボン酸の代謝物（構造は Figure 30b 参照）の増加が確認された。また新鮮なマウ

ス血清を用いたところ、L101 の分解は検出されなかった。これらの結果から、L101
は血中のエステラーゼにより加水分解は受けず、細胞内において高い酵素活性を保

つ肝細胞内の代謝酵素、例えばライソソーム中のリパーゼなどにより、加水分解を

受けることが示唆された。 



Figure 
時間以内に

0.75, 1.75, 3
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全に分解する場合は遺伝子抑制効果がなくなると考えられ
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生分解性

に、約

Figure 34 新鮮なマウス肝ホモジネートを用いた
時間以内に PBS
0.75, 1.75, 3 時間後に冷えたアセトニトリルおよびイソプロパノールの混合溶液（
）と混ぜ反応をクエンチさせた。遠心後、上澄み溶液を

生分解性 LNP の技術基盤を

脱のタイムコースを推定することは重要である。エンドソーム離脱前に

全に分解する場合は遺伝子抑制効果がなくなると考えられ

な遺伝子抑制効果から、十分量の

Wittrup らは、LNP
ーリーエンドソームの状態から起こると報告している

の代謝は、少なくとも投与後

と L101 は同等の

ム離脱を促した後、ライソソームあるいは細胞質において極めて速やかな代

けると推察された。

ラット単回投与毒性

倍もの高い忍容性を示すことが明らかとなった。

られたことのある

おいて 3 mg/kg siRNA
また同時に Barro
とを報告している

ったことは、L101

生分解性 LNP のサル

約 1 ヶ月にわたる血清

新鮮なマウス肝ホモジネートを用いた

PBS を用いて肝ホモジネートを準備した。肝ホモジネートに
時間後に冷えたアセトニトリルおよびイソプロパノールの混合溶液（

）と混ぜ反応をクエンチさせた。遠心後、上澄み溶液を

の技術基盤を

脱のタイムコースを推定することは重要である。エンドソーム離脱前に

全に分解する場合は遺伝子抑制効果がなくなると考えられ

な遺伝子抑制効果から、十分量の

LNP による

ーリーエンドソームの状態から起こると報告している

の代謝は、少なくとも投与後

は同等の ED
ム離脱を促した後、ライソソームあるいは細胞質において極めて速やかな代

推察された。 

単回投与毒性試験から、

倍もの高い忍容性を示すことが明らかとなった。

られたことのある DLinDMA
3 mg/kg siRNAであり、

Barros らは、LNP
とを報告している 61。投与量漸増試験において

L101の速やかな肝代謝に起因するものと推察された。

のサルにおける評価

ヶ月にわたる血清

新鮮なマウス肝ホモジネートを用いた

を用いて肝ホモジネートを準備した。肝ホモジネートに

時間後に冷えたアセトニトリルおよびイソプロパノールの混合溶液（

）と混ぜ反応をクエンチさせた。遠心後、上澄み溶液を

の技術基盤を更に発展させるために

脱のタイムコースを推定することは重要である。エンドソーム離脱前に

全に分解する場合は遺伝子抑制効果がなくなると考えられ

な遺伝子抑制効果から、十分量の siRNA
による siRNA 送達は、エンドサイトーシス後の

ーリーエンドソームの状態から起こると報告している

の代謝は、少なくとも投与後 10 分の時点で生じていた

ED50値を有していたことから、

ム離脱を促した後、ライソソームあるいは細胞質において極めて速やかな代

試験から、L101
倍もの高い忍容性を示すことが明らかとなった。

DLinDMA を含む

であり、投与量制限毒性は

LNP の毒性が封入された

。投与量漸増試験において

かな肝代謝に起因するものと推察された。

における評価では、

ヶ月にわたる血清 PCSK9および
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新鮮なマウス肝ホモジネートを用いた

を用いて肝ホモジネートを準備した。肝ホモジネートに

時間後に冷えたアセトニトリルおよびイソプロパノールの混合溶液（

）と混ぜ反応をクエンチさせた。遠心後、上澄み溶液を

更に発展させるために

脱のタイムコースを推定することは重要である。エンドソーム離脱前に

全に分解する場合は遺伝子抑制効果がなくなると考えられ

siRNA が細胞質に放出されていた

送達は、エンドサイトーシス後の

ーリーエンドソームの状態から起こると報告している
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重要なことに、生分解性脂質はサルにおいても速やかな肝消失を示した。脂質は肝

臓全体に等しく分布しており、またその消失速度も同じであった。開発した生分解

性 LNP は広い治療指数を持つことから、高い投与量や長い治療期間を要する疾患へ

の適用が期待される。 

以上より第 3 章では、第 2 章までに得られた知見を活かして、更なる治療指数の拡

大を目指した生分解性脂質の開発を報告した。生分解性脂質はヒト臨床応用を予測

する上で最も重要なサルにおいて、顕著で長期間持続する遺伝子抑制効果および薬

力学的効果を示した。さらには脂質がサル肝臓内で速やかに消失することを明らか

にした。 
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結論 

本研究では、肝臓への効率的な siRNA 送達を可能にする LNP の開発と、その取り

込みメカニズムの研究、さらには生分解性を付与させ治療指数を広げた生分解性

LNPの開発を行った。 

第 1章では、Factor VIIマウスモデルを用いてイオン化脂質のライブラリからスクリ

ーニングを実施し、高い遺伝子抑制効果を達成する L021 を見いだした。その遺伝

子抑制効果は ED50値で 0.02 mg/kg siRNAを示し、ラットにおいて 2 mg/kg siRNA
（ED50 値の 100 倍）までの十分な忍容性を示した。アミド結合を有する L001 およ

びエステル結合を有する L021は同一の pKaを有するものの、ED50値に 30倍の差が

見られたが、その差は LNP の細胞内取り込み量にあることを示した。また長期保管

安定性試験では、L021-LNP は冷蔵保管で 2 年にわたる安定性を示し、その環状ヘ

ッド構造が粒子安定性に寄与することを明らかにした。 

第 2 章では、L021-LNPの特性把握を実施した。L021-LNPは pKa 6.4を示し、血中

の中性 pH 環境からエンドソーム内の低 pH 環境において表面電荷が中性から正へと

変化し、それに応じて膜融合能が増すことが判明した。31P NMR 解析により、ナノ

粒子内部における siRNA の運動性が低いことから、siRNA とイオン化脂質が静電的

相互作用により内部でコンプレックスを構築していることが推察された。ApoE 欠

損マウスと野生型マウスの比較試験、また LDLR を標的とする siRNA の前処置投与

試験を通じて、L021-LNPが ApoEおよび LDLR を介して肝実質細胞に取り込まれる

ことが明らかとなった。本研究を通じて L021-LNP は現在臨床試験で用いられてい

る LNP と同様の構造およびメカニズムで細胞内へ取り込まれることを明らかにした。 

第 3 章では、脂質鎖にエステルを修飾した生分解性イオン化脂質の合成および生物

学的評価を実施した。生分解性脂質 L101 は、L021 から化学構造的に大きな変化が

あるにもかかわらず、良好な粒子形成および遺伝子抑制効果（ED50値 0.02 mg/kg）
を示した。マウス体内動態試験から、L101 は血中および肝臓から速やかに消失する

ことが明らかとなった。また速やかな肝代謝が、エステルの加水分解によることを

LC-MS解析により明らかにした。ラット単回投与毒性試験から、16 mg/kg siRNAま
での極めて高い忍容性（ED50値の 800 倍）が示された。さらにサル試験において、

0.3 mg/kgの PCSK9 siRNAを静脈投与したところ、最大 90%以上の遺伝子抑制効果

を示し、その抑制効果は約 1 ヶ月にわたって持続した。重要なことに、薬理学的効

果を示す LDL コレステロール値が 50%の低下を示したことから、siRNA の PCSK9
阻害剤として十分な有用性を示した。さらにはサル肝臓中で脂質が加水分解される

ことが示された。 

本研究で得られた知見および技術が、実際の siRNA 医薬開発につながることが期待

される。 
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実験項 

研究資材 
本研究で用いた研究資材を下記に記す。各イオン化脂質は相互薬工(Tokyo, Japan)ま
たは自社(Tokyo, Japan)、1,2-ジステアロイルグリセロール-3-ホスファチジルコリン

(DSPC)、コレステロールは日本精化 (Osaka, Japan); PEG-DMG (Cat. No. GM-020) は

日油 (Tokyo, Japan); 酢酸ナトリウム、リン酸緩衝液粉末、塩化ナトリウム、塩化マ

グネシウム、トリス、グリシン、エチレンジアミン四酢酸、グリセロール、Triton 
X-100、エタノール、スキムミルク粉末、細胞培養液 DMEM (Cat. No. 041-29775)、
Collagenase Type X (Cat. No. 035-17861) は和光(Tokyo, Japan); ソムノペンチルは共立

製薬(Tokyo, Japan)、フォーレン吸入麻酔液(有効成分：イソフルラン)はアッヴィ合

弁会社(Tokyo, Japan)、ペニシリン-ストレプトマイシン、ウシ胎児血清、Liver 
perfusion medium (Cat No. 17701-038)はサーモフィッシャー(MA, USA); PAGE用プレ

キャストゲル(Cat. No. 2331750)は ATTO (Tokyo, Japan); キシレンシアノール(Cat. No. 
366-21)はナカライテスク (Kyoto, Japan); 6-(パラ-トルイジノ)-2-ナフタレンスルホン

酸ナトリウム塩(Cat. No. T9792)、ヘビ由来ホスホジエステラーゼ(Cat. No. P3243) は
シグマアルドリッチ (MO, USA); SYBR Green II (Cat. No. 5771A) はタカラバイオ 
(Shiga, Tokyo); Hoechst 33342 (Cat. No. H342) は同仁堂 (Kumamoto, Japan); Alexa 
Fluor 647 NHS エステル (Cat. No. A20106), LysoTracker Green DND-26 (Cat. No. 
L7526) はモレキュラプローブ(MA, USA); 各 siRNA はジーンデザイン (Osaka, 
Japan); CircuLex Human PCSK9 ELISA Kit (Cat No CY-8079) は CircuLex (Nagano, 
Japan); Biophen FVII assay kit (Cat. No. 221304) は Aniara (OH, USA); UltraPure 
DNase/RNase-Free distilled water (Cat. No. 10977-015)、the Quant-iT Ribogreen RNA 
assay kit (Cat. No. R11491)、Zymax Rabbit anti-Sheep IgG(H+L) HRP (Cat No. 81-8620)
はインビトロジェン(MA, USA); SDS PAGE用泳動バッファー 10xTG-SDS (Cat No. 
NXV-BUF5) および SDS PAGE用プレキャストゲル 10-20%/18W XV PANTERA 
GEL (Cat No. NXV-398HP) はディー・アール・シー  (Tokyo, Japan); Anti-
Apolipoprotein E Goat pAb (Cat No. 178479)はメルクミリポア (Darmstadt, Germany); 
Precision Plus Dual color (Cat No. 161-0374)はバイオラッド (Tokyo, Japan); ECL Prime 
Western Blotting Detection Reagent (Cat No. PRN2232)、Sepharose CL-4B (Cat No. 
17015001)は GE ヘルスケア (IL, USA); 透析膜 100 kD Float-A-Lyzer G2 (Cat. No. 
G235035) はスペクトラム研究所 (CA, USA); 少量採血容器キャピジェクト血清用 
(Cat. No. 2757414) はテルモ (Tokyo, Japan); マウスおよびヒト肝 S9 はゼノテック

(Kansas, USA); BALB/cマウス, C57BL/6 マウス, C.KOR/Stm Slc-Apoeshl マウス, 
Sprague-Dawley ラット は日本 SLC (Shizuoka, Japan); カニクイサルは Hainan Jingang 
Biotech (Hainan, China); シリンジポンプ KDS-200は KD scientific (MA, USA); Zeta 
Sizer はマルバーン (Worcestershire, UK); HPLC 装置は島津製作所 (Kyoto, Japan); 
Corona Charged Aerosol Detector はサーモフィッシャー (MA, USA); Hitachi 7180 
clinical analyzer は日立 (Tokyo, Japan); ADVIA 120 hematology system はシーメンス 
(Bayern, Germany); 蛍光顕微鏡 BZ-X710 はキーエンス (Tokyo, Japan); IVIS imaging 
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溶液中に、WSC（
－ジメチルヒドロキシルアミン塩酸塩（
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75.0 g、265.5 mmol
、531.1 mmol

－ジメチルヒドロキシルアミン塩酸塩（

で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で

水酸化ナトリウム水溶液で 1 度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。得られた未精製の化合物

精製を行わずに次のステップへ用いた。

ジエチル亜鉛（764.9 mL
0℃まで冷却した。その溶液に

をゆっくり滴下した。ジヨードメタン（

分撹拌した。この溶液に粗生成物
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クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

73.0 g）を得た。

17.0 g、50.1 mmol
ルマグネシウムブロミド（100 mL、
時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーにて精製し、化合物 III（11.7 g

得られた化合物 III（25.0 g
中に、水素化リチウムアルミニウム（
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プレートリーダーWallac
 LAS-4000

265.5 mmol）を塩化メチレン（

531.1 mmol）、トリエチルアミン（

－ジメチルヒドロキシルアミン塩酸塩（51.8 g
で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で

度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。得られた未精製の化合物

精製を行わずに次のステップへ用いた。 

764.9 mL、764.9 mmol
まで冷却した。その溶液に

タン（204.9 g
分撹拌した。この溶液に粗生成物 1（83.0 g、
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クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

）を得た。 

50.1 mmol）を THF
、100 mmol

時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

11.7 g）を得た。

25.0 g、61.5 mmol
中に、水素化リチウムアルミニウム（

 

Wallac 1420 ARVO
4000は富士フィルム

）を塩化メチレン（

）、トリエチルアミン（

51.8 g、531.1 mmol
で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で

度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。得られた未精製の化合物

764.9 mmol［1M
まで冷却した。その溶液に TFA

204.9 g、764.9 mmol
、255.0 mmol

時間撹拌した。反応終了を確認した後に反応を塩化アンモニウム（

クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

THF（100 
100 mmol）を窒素雰囲気下室温で滴下した。

時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

）を得た。. 

61.5 mmol）をテトラヒドロフラン（

中に、水素化リチウムアルミニウム（2.3 g

1420 ARVOは PerkinElmer
は富士フィルム (Tokyo, Japan)

）を塩化メチレン（531.0 mL
）、トリエチルアミン（53.7 g

531.1 mmol）を添加した。室温

で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で

度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。得られた未精製の化合物

1M 溶液］）を塩化メチレン

TFA（87.2 g
764.9 mmol）を加え、

255.0 mmol）を加え、室温まで昇温

時間撹拌した。反応終了を確認した後に反応を塩化アンモニウム（

クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

100 mL）に溶かし、

）を窒素雰囲気下室温で滴下した。

時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

）をテトラヒドロフラン（

2.3 g、61.5 mmol

は PerkinElmer
(Tokyo, Japan)

531.0 mL）に溶かした

53.7 g、531.1 mmol
）を添加した。室温

で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で 5 回洗浄後、

度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。得られた未精製の化合物 I（88.9 g

溶液］）を塩化メチレン

87.2 g、764.9 mmol
）を加え、0ºC

）を加え、室温まで昇温

時間撹拌した。反応終了を確認した後に反応を塩化アンモニウム（300 mL
クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

）に溶かし、1M
）を窒素雰囲気下室温で滴下した。

時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

）をテトラヒドロフラン（

61.5 mmol）を添加し、

PerkinElmer (MA, 
(Tokyo, Japan). 

 
）に溶かした

531.1 mmol）、

）を添加した。室温

回洗浄後、

度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾

88.9 g）は

溶液］）を塩化メチレン

764.9 mmol）
0ºC のまま

）を加え、室温まで昇温

300 mL）で

クエンチした。分液して得られた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥

剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

1M のノニ

）を窒素雰囲気下室温で滴下した。1
時間撹拌し、反応の終了を確認した後に十分量の塩化アンモニウム水溶液を加えて

反応をクエンチした。反応溶液を水洗し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥し

た。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラ

）をテトラヒドロフラン（123 mL）
）を添加し、
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一時間加熱還流した。反応終了を確認した後に、反応系中に水（2.3 mL）、15%水

酸化ナトリウム水溶液（2.3 mL）、水（6.9 mL）の順にゆっくり加え反応をクエン

チした。この溶液をセライトろ過し、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムク

ロマトグラフィーにて精製し、化合物 IV を得た。 

エステル型ヘッドグループを有するイオン化脂質 得られた化合物 IV（0.5 g、1.22 
mmol）を塩化メチレン（4.9 mL）に溶かした溶液中に、WSC（0.47 g、2.45 mmol）、

ジメチルアミノピリジン（0.03 g、0.24 mmol）、1－メチルピペリジン－4－カルボ

ン酸（0.35 g、2.45 mmol）を添加した。室温で翌日まで撹拌した後、水を加え、有

機層を分液した。有機層を水で 5 回洗浄後、1N 水酸化ナトリウム水溶液で 1 度洗浄

し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮し

た。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、各イオン化脂質を得た。 

 
化合物 V 化合物 III （11.0 g、27.0 mmol）をエタノール（108 mL）に溶かした溶液

中に、ヒドロキシアミン塩酸塩（2.4 g、35.1 mmol）、ピリジン（18.0 mL）を添加

し、室温で一晩撹拌した。反応溶液を濃縮し、酢酸エチルで抽出、水洗し、有機層

を無水硫酸マグネシウムで乾燥した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精

製し、化合物 V（10.8 g）を得た。 

化合物 VI 得られた化合物 V（10.0 g、23.7 mmol）を THF（237 mL）に溶かし、0C
に冷却した。その溶液に水素化リチウムアルミニウム（0.9 g、23.7 mmol）を添加し、

1時間加熱還流した。反応終了を確認した後に、反応系中に水（0.9 mL）、15%水酸

化ナトリウム水溶液（0.9 mL）、水（2.7 mL）の順にゆっくり加え反応をクエンチ

した。この溶液をセライトろ過し、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロ

マトグラフィーにて精製し、化合物 VI（5.5 g）を得た。 

アミドヘッドグループを有するイオン化脂質 得られた化合物 VI（0.5 g、1.23 mmol）
を塩化メチレン（4.9 mL）に溶かした溶液中に、WSC（0.47 g、2.45 mmol）、トリ

エチルアミン（0.25 g、2.45 mmol）、N,N－ジメチルグリシン（0.25 g、2.45 mmol）
を添加した。室温で翌日まで撹拌した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を

水で 5 回洗浄後、1N 水酸化ナトリウム水溶液で 1 度洗浄し、無水硫酸マグネシウム

で乾燥した。乾燥剤をろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロ

マトグラフィーにて精製し、各イオン化脂質を得た。 

NH2

VI

III

HN R

O

WSC, Et3N, DCM

RCOOH

V

EtOH, Pyridine

NH2-OH HCl
N

HO

THF

LAH

Amide Head Type



L101 脂質合成

化合物

かした溶液を

のエタノール（

後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

洗浄し、濃縮した。化合物

化合物

液に、塩化チ

を減圧下留去した後、蒸留精製し、化合物

化合物

冷却した。この溶液に

を窒素雰囲気下－

ラキストリフェニルホスフィンパラジウム（

VIII （5.0 g
を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

化合物

化合物

ニウムテトラプロポキシド（

110ºC
った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化

合物 X

脂質合成 

化合物 VII セバシン酸ジメチル（

かした溶液を 0℃
のエタノール（300 mL
後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

洗浄し、濃縮した。化合物

化合物 VIII 化合物

液に、塩化チオニル（

を減圧下留去した後、蒸留精製し、化合物

化合物 IX 塩化亜鉛（

冷却した。この溶液に

を窒素雰囲気下－

ラキストリフェニルホスフィンパラジウム（

5.0 g、20.1 mmol
を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

化合物 IX（5.0 g）を得た。

化合物 X 化合物

ニウムテトラプロポキシド（

まで昇温した。出てくる留出液を除きながら撹拌を続け、留出が見えなくな

った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化

X（2.6 g）を得た。

セバシン酸ジメチル（

℃まで冷却した。その溶液に水酸化カリウム（

300 mL）溶液を滴下し、滴下後

後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

洗浄し、濃縮した。化合物

化合物 VII （50.0 g
オニル（41.3 g

を減圧下留去した後、蒸留精製し、化合物

塩化亜鉛（2.7 g
冷却した。この溶液に 1M
を窒素雰囲気下－78ºCで滴下した。滴下後

ラキストリフェニルホスフィンパラジウム（

20.1 mmol）を滴下した。

を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

）を得た。

化合物 IX（2.0 g
ニウムテトラプロポキシド（

まで昇温した。出てくる留出液を除きながら撹拌を続け、留出が見えなくな

った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化

）を得た。 

セバシン酸ジメチル（200 g
まで冷却した。その溶液に水酸化カリウム（

）溶液を滴下し、滴下後

後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

洗浄し、濃縮した。化合物 VII （150.3g

50.0 g、231.2 mmol
41.3 g、346.8 mmol

を減圧下留去した後、蒸留精製し、化合物

2.7 g、20.1 mmol
1M のノニルマグネシウムブロミド（

で滴下した。滴下後

ラキストリフェニルホスフィンパラジウム（

）を滴下した。

を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

）を得た。 

、5.9 mmol
ニウムテトラプロポキシド（0.2 g、

まで昇温した。出てくる留出液を除きながら撹拌を続け、留出が見えなくな

った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化
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200 g、868.4 mmol
まで冷却した。その溶液に水酸化カリウム（

）溶液を滴下し、滴下後

後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

150.3g）は精製を行わずに次のステップへ用いた。

231.2 mmol）と触媒量の

346.8 mmol）を滴下した。反応終了後、塩化チオニル

を減圧下留去した後、蒸留精製し、化合物 VIII

20.1 mmol）を THF
のノニルマグネシウムブロミド（

で滴下した。滴下後 0ºC
ラキストリフェニルホスフィンパラジウム（0.58 mg

）を滴下した。0℃で更に

を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

5.9 mmol）、2－ノネノール（

、0.6 mmol
まで昇温した。出てくる留出液を除きながら撹拌を続け、留出が見えなくな

った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化

 

868.4 mmol）をエタノール（

まで冷却した。その溶液に水酸化カリウム（

）溶液を滴下し、滴下後 0ºC で 12
後、酢酸エチルと水を加え、未反応物を有機層に抽出することで除去した。水層を

塩酸にて酸性にし、酢酸エチルを加えて目的物を抽出した。有機層を水、食塩水で

）は精製を行わずに次のステップへ用いた。

）と触媒量の

）を滴下した。反応終了後、塩化チオニル

VIII （25.8 g）を得た。

THF（61 mL
のノニルマグネシウムブロミド（

0ºC まで昇温し

0.58 mg、0.5 mmol
で更に 1時間撹拌した後に

を加えてクエンチした。反応溶液より析出物をろ別し、ろ液を酢酸エチルで抽出し

有機層を水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で

除き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、

－ノネノール（

mmol）の混合液を撹拌しながら、外浴を

まで昇温した。出てくる留出液を除きながら撹拌を続け、留出が見えなくな

った時点を反応終点として冷却後水を加えてクエンチした。反応液を酢酸エチルで

抽出し水、食塩水で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除

き、ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化

）をエタノール（

まで冷却した。その溶液に水酸化カリウム（48.7 g
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化合物 XI 化合物 X（1.0 g、2.3 mmol）をエタノール（23 mL）に溶かした溶液中に、

水素化ホウ素ナトリウム（0.087 g、2.3 mmol）を添加し、10分間反応させた。反応

終了後 1N 塩酸でクエンチした。酢酸エチルで抽出し、水、食塩水で洗浄後、有機

層を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、化合物 XI
（0.8 g）を得た。 

L101 化合物 XI（0.8 g、1.8 mmol）を塩化メチレン（7 mL）に溶かした溶液中に、

WSC（0.7 g、3.7 mmol）、ジメチルアミノピリジン（0.04 g、0.4 mmol）、1－メチ

ルピペリジン－4－カルボン酸（0.5 g、3.7 mmol）を添加した。室温で翌日まで撹拌

した後、水を加え、有機層を分液した。有機層を水で 5 回洗浄後、1N 水酸化ナトリ

ウム水溶液で 1 度洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥した。乾燥剤をろ過で除き、

ろ液を減圧下濃縮した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製し、L101
（0.12 g）を得た。 

各イオン化脂質の同定 
L001  
ESI-MS calcd. 492.5, found (M+H) 493.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.84 (1H, d), 
3.88 (1H, dd), 2.93 (2H, s), 2.29 (6H, s), 1.64 (1H, m), 1.49 (2H, m), 1.27 (39H, m), 0.89 (2H, 
m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L002 
ESI-MS calcd. 506.5, found (M+H) 507.5, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.84 (1H, d), 
3.88 (1H, dd), 2.93 (2H, s), 2.29 (6H, s), 1.64 (1H, m), 1.49 (2H, m), 1.27 (41H, m), 0.89 (2H, 
m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L003 
ESI-MS calcd. 520.5, found (M+H) 521.5, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.06 (1H, d), 
3.88 (1H, dd), 2.28 (4H, m), 2.21 (6H, s), 1.78 (2H, q), 1.64 (4H, s), 1.27 (40H, m), 0.88 (6H, 
m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L004 
ESI-MS calcd. 518.5, found (M+H) 519.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.90 (1H, tt), 
2.59 (4H, m), 2.17 (3H, s), 1.80 (4H, m), 1.61 (2H, m), 1.48 (2H, m), 1.36 (8H, m), 1.27 
(37H, m), 1.14-1.12 (2H, m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L005 
ESI-MS calcd. 532.5, found (M+H) 533.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.90 (1H, tt), 
3.02 (2H, t), 2.84 (4H, m), 2.54 (2H, t), 1.89 (4H, s), 1.48 (2H, m), 1.36 (8H, m), 1.27 (33H, 
m), 1.14-1.12 (2H, m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L006 
ESI-MS calcd. 546.6, found (M+H) 547.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.86 (1H, tt), 
2.54 (2H, t), 2.42 (2H, m), 2.34 (2H, t), 1.58 (8H, m), 1.46 (4H, m), 1.36 (8H, m), 1.27 (35H, 
m), 1.14-1.12 (2H, m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L007 
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ESI-MS calcd. 532.5, found (M+H) 533.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.90 (1H, tt), 
3.30 (1H, d), 3.07 (1H, ddd), 2.89 (1H, d), 2.53 (1H, ddd), 2.29 (1H, ddd), 1.95 (1H, m), 1.75 
(2H, m), 1.58 (2H, m), 1.46 (2H, m), 1.36 (8H, m), 1.27 (35H, m), 1.14-1.12 (2H, m), 0.88 
(6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L008 
ESI-MS calcd. 518.5, found (M+H) 519.7, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.99 (1H, d), 
3.85 (1H, m), 3.07 (1H, m), 2.85 (1H, m), 2.35 (3H, s), 2.33 (2H, m), 2.23 (1H, m), 1.76 (4H, 
m), 1.47 (4H, m), 1.26-1.25 (36H, m), 1.12 (3H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, 
m), -0.34 (1H, dd). 

L009 
ESI-MS calcd. 532.5, found (M+H) 533.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.17 (1H, d), 
3.84 (1H, m), 3.16 (1H, t), 3.00 (1H, dd), 2.64 (1H, ddd), 2.47 (1H, ddd), 2.27 (1H, ddd), 
2.15 (1H, ddd), 1.76 (4H, m), 1.47 (2H, m), 1.26-1.25 (40H, m), 1.12 (3H, m), 1.06 (4H, m), 
0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 

L010 
ESI-MS calcd. 532.5, found (M+H) 533.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.28 (1H, d), 
3.88 (1H, m), 2.89 (1H, d), 2.42 (1H, dd), 2.21 (3H, s), 2.00 (2H, m), 1.72 (2H, m), 1.49 (4H, 
m), 1.26-1.25 (40H, m), 1.12 (3H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, 
dd). 

L011 
ESI-MS calcd. 546.6, found (M+H) 547.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.88 (1H, m), 
2.89 (1H, m), 2.85 (1H, m), 2.48 (3H, s), 1.89 (1H, m), 1.76 (2H, m), 1.63 (2H, m), 1.47 (2H, 
m), 1.26-1.25 (42H, m), 1.12 (6H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, 
dd). 

L012 
ESI-MS calcd. 507.5, found (M+H) 508.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.88 (1H, q), 
2.61 (2H, dd), 2.45 (2H, dd), 2.24 (6H, s), 1.51 (4H, m), 1.34 (6H, m), 1.27 (32H, m), 1.13 
(2H, m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, dd). 

L013 
ESI-MS calcd. 521.5, found (M+H) 522.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.87 (1H, q), 
2.31 (4H, m), 2.21 (6H, s), 2.17 (1H, s), 1.80 (2H, m), 1.61 (1H, s), 1.50 (2H, d), 1.37 (6H, 
m), 1.27 (32H, m), 1.14 (2H, m), 0.87 (6H, dd), 0.64 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 

L014 
ESI-MS calcd. 521.5, found (M+H) 522.6 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.88 (1H, tt), 2.62 
(2H, ddd), 2.23 (1H, ddd), 2.22 (6H, s), 2.18 (1H, d), 1.97 (1H, d), 1.50 (4H, m), 1.36 (8H, 
m), 1.27 (31H, m), 1.14-1.12 (2H, m), 0.88 (6H, m), 0.64 (2H, m), 0.56 (1H, dd), -0.34 (1H, 
dd). 

L015 
ESI-MS calcd. 505.5, found (M+H) 506.5, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.88 (1H, d), 
3.56 (2H, m), 3.26 (3H, m), 2.31 (3H, s), 1.76 (1H, m), 1.51 (4H, m), 1.36-1.25 (40H, m), 
1.12 (3H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 
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L016 
ESI-MS calcd. 547.5, found (M+H) 548.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.87 (1H, q), 
3.59 (2H, m), 2.66 (2H, t), 2.48 (2H, t), 2.39 (2H, m), 1.58 (4H, m), 1.49 (4H, m), 1.43-1.27 
(38H, m), 1.13 (4H, m), 0.88 (6H, dd), 0.64 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 

L017 
ESI-MS calcd. 519.5, found (M+H) 520.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.85 (1H, ddd), 
3.03 (1H, t), 2.87 (1H, t), 2.64 (1H, dd), 2.59 (1H, dd), 2.47 (1H, d), 2.35 (3H, s), 2.09 (2H, 
ddd), 1.50 (4H, m), 1.36-1.25 (37H, m), 1.12 (3H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, 
m), -0.34 (1H, dd). 

L018 
ESI-MS calcd. 533.5, found (M+H) 534.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.86 (1H, ddd), 
3.00 (2H, m), 2.73 (1H, dd), 2.54 (2H, dd), 2.47 (2H, ddd), 2.08 (2H, m), 1.50 (5H, m), 1.36-
1.25 (36H, m), 1.12 (6H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 

L020 
ESI-MS calcd. 547.5, found (M+H) 548.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.88 (1H, ddd), 
2.90 (2H, d), 2.49 (2H, dd), 2.27 (1H, m), 1.98 (4H, m), 1.78 (2H, m), 1.49 (4H, m), 1.36-
1.25 (37H, m), 1.12 (6H, m), 0.87 (6H, m), 0.62 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -0.34 (1H, dd). 

L021 
ESI-MS calcd. 533.5, found (M+H) 534.6, 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.87 (1H, q), 
2.81 (2H, d), 2.26 (3H, s), 2.23 (1H, m), 1.98 (2H, t), 1.93 (2H, d), 1.80 (2H, m), 1.50 (4H, 
m), 1.37 (6H, m), 1.27 (32H, m), 1.13 (2H, s), 0.87 (6H, dd), 0.64 (2H, dd), 0.55 (1H, m), -
0.34 (1H, dd). 

L101 
ESI-MS calcd 563.5, found (M+H) 564.5 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ5.32 (2H, m), 4.88 
(1H, tt), 4.06 (2H, t), 2.81 (2H, d), 2.28 (6H, m), 2.03 (8H, m), 1.90 (2H, m), 1.81 (2H, m), 
1.61 (4H, m), 1.49 (4H, m), 1.36 (5H, m), 1.27 (21H, m), 0.88 (6H, m). 
 
Lipid nanoparticles (LNP)の調製 
siRNA は pH 4.0 に調製した 25 mM酢酸ナトリウム緩衝液に溶解した。イオン化脂

質、DSPC、コレステロールおよび PEG-DMG は、モル比 60/8.5/30/1.5 として、エ

タノールに溶解した。siRNA および総脂質の質量比は 0.06 (wt/wt)となるように

LNP を調製した。siRNA 水溶液および脂質エタノール溶液をシリンジに充填した。

シリンジポンプを用いて、siRNA およびエタノールの送液速度を 3 mL/minおよび 1 
mL/min として混合した。得られた 25%のエタノールを含む混合溶液は、透析チュ

ーブ（100 kD）を用いて、pH 7.4 のリン酸緩衝液（PBS）に終夜透析した。透析後、

LNP溶液を 0.22 µmのメンブレンフィルターを用いて濾過滅菌し、実験に用いた。 

粒子径・封入率・Z 電位・pKa の測定 
粒子径および PDI は動的光散乱法に基づく Zeta Sizer（Malvern社製）を用いて測定

した。LNPは PBSまたは生理食塩水にて 10 – 100倍希釈して粒子径測定を実施した。

siRNAの LNPへの封入率（Encapsulation efficiency, EE %）は、全 siRNA濃度（Total）
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および内包されていない siRNA 濃度（Free）を、蛍光色素を用いた Quant-iT 
Rigoreen RNA assay kit で測定し、以下の式に従って算出した：EE (%) = (1 – free 
siRNA concentration / total siRNA concentration ) × 100。LNP中のイオン化脂質の pKa
は、pH に応答して異なる蛍光波長を発する TNS 試薬を用い、既報に従って測定し

た 72。 

HPLC を用いた脂質成分の測定 
LNP 中に含まれる各脂質成分濃度は、逆相 HPLC により、以下の条件にて測定した。

なお一部の脂質成分は UV 吸収が弱いため、UV 検出器の後方に Corona Charged 
Aerosol Detector (CAD)を直列につなげ測定した。 
カラム   YMC-Triart C18 (75×2.0mm, 3 µm particle size) 
移動相 A  water with 0.1% ammonium acetate 
移動相 B  isopropanol with 0.1% ammonium acetate 
送液速度  0.30 mL/min 
カラム温度  60ºC 
グラジエント B (30%, 0 min) → B (100%, 25 min) 
検出器   UV at 215 nm and CAD 
 
HPLC を用いた siRNA の測定 
LNP溶液に含まれる全 siRNA 濃度（Total）は、逆相 HPLCにより、以下の条件に

て測定した。サンプルの前処理として、LNPを界面活性剤の 2% TritonX-100により

2-5倍希釈し、内包される siRNAを全て放出させた後、HPLC測定を実施した。 
カラム   XBridege BEH C18 (75×4.6 mm, 2.5 µm particle size) 
移動相 A  water with 100 mM hexafluoro-2-propanol and 8.6 mM triethylamine 
移動相 B  methanol 
送液速度  1.0 mL/min 
カラム温度  60ºC 
グラジエント B (5%, 0 min) → B (30%, 17 min) 
検出器   UV at 260 nm 
 
ヌクレアーゼ耐性試験（Snake venom phosphodiesterase (SVPD) assay） 
Free siRNA (1 µM) あるいは LNP に内包された siRNA を、SVPD (2 U/uL)を含む

NaCl (100 mM)、MgCl2 (15 mM)、Tris-HCl (40 mM, pH 8.5)溶媒に加え 37 ºCにて静置

した。各タイムポイントにて、等量の EDTA (50 mM)を加えることで反応をクエン

チした。ローディングバッファー（glycerol (10%), Triton X-100 (0.5%), xylene cyanol 
(0.02%)）をクエンチした溶液に加え、Native PAGEの電気泳動（15 % gel, 20 mA, 30 
minutes）をした。ゲルを SYBR Green II により染色し、LAS-4000 imaging analyzer 
にて siRNAの残存量を画像解析した。 

溶血試験 (Hemolysis assay) 
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ヒツジ赤血球(Red blood cells, RBC) 懸濁液は、市販の CH50 assay kit に含まれるも

のを用いた。96 well plateに対し、RBC (100 µL)を加え、総脂質濃度 0.6, 0.06 および 
0.006 mM となるよう LNP (100 µL, 10 mM HEPES, 130 mM NaCl, pH 5.0-7.5) を加え

た。100% 溶血として、RBC(100 µL)に界面活性剤である 1% Triton X-100(100 µL)を
加えた。0% 溶血として、RBC(100 µL)に生理食塩水(100 µL)を加えた。37ºC, 2時間

静置した後、プレートを遠心（4ºC, 400g, 5 minutes）し、上澄みを別途準備した 96 
well plate に移した。吸光度（405 nm）をプレートリーダーにて測定し、溶血割合を

下式に従って算出した：Hemolysis (%) = [1 – (sample O.D. – 0% Hemolysis 
O.D.)/(100% Hemolysis O.D. – 0% Hemolysis O.D.)] ×100 

31P NMR 試験 
リン脂質である DSPC由来の 31 Pシグナルを避けるため、siRNA を含む LNP を以下

の割合で調製した：L021/cholesterol/PEG-DMG = 60/38.5/1.5, mol/mol。総脂質濃度 
20 mM の LNP に重水を等量加えて、測定溶液とした。プロトンデカップル 31P 
NMR スペクトルは、Bruker AV 400 (162 MHz)にて取得した。50000 scan に対応する

Free induction decays (FID)を、6.6 µs, 30º pulse, 1 sec interpulse delay, 65 kHz spectral 
width にて取得した。サンプル温度調整は Bruker BCU 05 temperature unitを用いて、

25ºCにて測定した。 

LDLR 発現解析 
市販のマウス一般組織（日本ジェネティクス社, Cat No. GSMDP-10）に対して、マ

ウス LDLR 、ハウスキーピング遺伝子として GAPDH および hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase (HPRT) の TaqMan® プローブ（Applied Biosystems社）を用

いたリアルタイム PCRアッセイにて、遺伝子発現解析を行った。 

LNP に吸着した ApoE の定量 
0.10 mg/mL siRNAを含有する L001-LNPまたは L021-LNP 100 uL を、新鮮なマウス

血清 100 uLと混合し、60 分間静置した。サイズ排除クロマトグラフィーSepharose 
CL-4B を用いて LNP を分取した。SDS-PAGEを行い、上述の抗 mouse ApoE抗体を

用いて約 34 kDaの ApoEを検出することで、LNPに吸着した ApoEを定量した。 
 
細胞取り込み試験 
Huh7 および HeLa はエーザイ保有の細胞株を使用した。培養液にペニシリン、ス

トレプトマイシン、ウシ血清を含む DMEM を用いた。 

L001 および L021-LNP の取り込み量観察 Huh7 1×104個の細胞を 96 wellプレートに

添加した翌日、蛍光色素 Alexa 647（赤色）を修飾した siRNA を含む LNP を終濃度

20 nM siRNAとなるように加えた。添加後、0.3, 3, 6, 24時間後に細胞を PBS洗浄し、

蛍光顕微鏡にて観察した。また蛍光強度は、付属のソフトウェアを用いて、少なく

とも 3視野の平均蛍光強度を算出した。 



 63 / 76 

ApoE 添加による取り込み量変化の確認 Huh7 および HeLa 1×104 個の細胞を 96 
well プレートに添加した翌日、蛍光色素 Alexa 647（赤色）を修飾した siRNA を含

む LNP を終濃度 20 nM siRNA となるように加えた。ApoE 添加実験では、Human 
recombinant apoE（1 µg/mL）を LNPと 37ºC, 5分間混合した後に使用した。一定時

間後に、細胞を 4% Paraformaldehydeにて固定化、Hoechst（青色）にて細胞核を染

色し、蛍光顕微鏡にて観察した。また蛍光強度は、付属のソフトウェアを用いて、

少なくとも 3視野の平均蛍光強度を算出した。 

エンドソーム脱出の確認 Huh7 1×104個の細胞を 96 well プレートに添加した翌日、

蛍光色素 Alexa 647（赤色）を修飾した siRNAを含む LNPを終濃度 20 nM siRNAと
なるように加えた。エンドサイトーシスの確認実験では、37ºC または氷上で 30 分

間培養した後、細胞を蛍光顕微鏡にて観察した。エンドソーム脱出の確認実験では、

LysoTraker（75 µM、緑色）を加えて 37ºC, 15分間培養した後、PBS にて洗浄、

Hoechst（青色）にて核染色し、蛍光観察した。 

動物試験 
Factor VII マウスモデル C57BL/6 マウス、BALB/c マウスまたは ICR マウス

（n=3-4/group）に、PBS あるいは Factor VII siRNA を含む LNP を、各投与量、10 
mL/kg volumeにて尾静脈投与した。投与後、各タイムポイントにて採血および採材

を実施した。血清中、あるいはクエン酸処理した血漿中の Factor VII 濃度は、

Biophen FVII assay kit により測定した。PBS投与群（あるいは無処置群）の Factor 
VII 濃度を 100%とし、各検体の相対 Factor VII濃度を算出した。また Apo E欠損マ

ウスとして C.KOR/Stm Slc-Apoeshl マウスを用いた。ApoE を外添加する試験では、

LNP に所定量の recombinant human apoEを加え 37º Cにて 5 分間静置させた後に、

マウスに投与した。 

ラット単回投与毒性試験 Sprague-Dawley（SD）ラット（n=3/group）に、PBS ある

いは hPLK1 siRNAを含む LNP を、各投与量にて尾静脈投与した。投与後、各タイ

ムポイントにて採血および採材を実施した。生化学試験として、AST および ALT
を Hitachi 7180 clinical analyzerにて測定した。 

マウス体内動態試験 マウス（n=3/group）に、hPLK1 siRNA、または蛍光色素であ

る Alexa 647 を修飾した siRNA を含む LNPを、0.1 mg/kg siRNA、10 mL/kg volume
にて尾静脈投与した。投与後、各タイムポイントにて採血および採材を実施した。

血漿中、肝臓中に含まれるイオン化脂質濃度を下記の方法にて測定した。また蛍光

siRNA の場合は、96 well plate reader を用いて得られた蛍光強度から siRNA 濃度を

算出した。 

マウス体内分布試験 野生型または ApoE 欠損マウス（n=3/group）に、Alexa 647を
修飾した siRNA を含む LNP を、0.1 mg/kg siRNAにて尾静脈投与した。投与後、各
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タイムポイントにて採血および採材を実施した。各臓器をシャーレに移し、IVIS 
imaging（Exitation /Emission = 600nm /660nm）を実施した。 

マウス肝臓内細胞分布 Alexa 488を修飾した siRNA を含む LNP をマウス（n=3）に

4 mg/kg siRNAにて尾静脈投与した。投与 30 分後、10 倍希釈したソムノペンチル

250 uLを腹腔内投与して麻酔した。開腹後、24Gの留置針を用いて門脈からカニュ

レーションした。37Cに温めた Liver perfusion mediumを用いて 2 mL/min, 10分間マ

ウス肝臓を還流（下大静脈を切断）した後、100 unit/mL コラゲナーゼおよび 10 
mM HEPESを含む DMEM を用いて 2 mL/min, 10分間還流した。肝臓を氷上のシャ

ーレに取り出し、生理食塩水 5 mL を入れ、肝臓をほぐすことで肝細胞懸濁液を得

た。次に得られた懸濁液を 100 umセルストレイナーでろ過し、ろ液を 50g, 3分間遠

心した。上澄み 5mL を非実質細胞懸濁液とし、沈殿に 5mL の生理食塩水を加えて

実質細胞懸濁液とした。懸濁液 150 uL と等量の 1% TritonX-100を含む TE buffer 
(pH 7.5) を加えて細胞をライシスし、溶解液を 96 well plate に入れ、蛍光強度を測

定した。なお PBSを投与したマウスに同様の処置を施し、ブランクとすることで蛍

光値を算出した。 

サル試験 カニクイザル（n=2-3）に、PCSK9 siRNAおよび control siRNA を含む

LNPを、0.3 mg/kg siRNAとして、2.5 mL/kgの投与量、1-2分間にて静脈投与した。

投与後各タイムポイントにて約 1 mL の採血を実施した。市販の CircuLex Human 
PCSK9 ELISA kit を用いて、血清中の PCSK9 濃度を測定した。また血清中の LDL
コレステロールは、Hitach 7180 clinical analyzer にて測定した。肝臓のサンプル採取

は、麻酔下にて行い、脂質定量を LC-MSにて実施した。 

マウス血中および肝臓中におけるイオン化脂質の測定（PK 測定） 
LNP をマウスに投与後、各タイムポイントにて採血および採材を実施した。全ての

サンプルは採取後、測定まで-80 ºC に保管した。血漿は血液採取後、遠心分離する

ことにより入手した。肝臓は重量を測定し、PBS（1:9, weight/volume）にて希釈し、

ホモジネートした。血漿および肝臓ホモジネート（40 µL）に対し、質量測定の内部

標準として L008（500 ng/mL）を含むアセトニトリル/イソプロパノール混合液

（160 µL , 1:1, v/v）を加え、徐タンパク質処理を行った。遠心（12000 g, 10分）し

た後、上澄みをバイアルに移した。試料中のイオン化脂質濃度は以下の条件にて測

定した。 

カラム   XBridege BEH C18 (75×4.6 mm, 2.5 µm particle size) 
移動相 acetonitrile/isopropanol/10 mM ammonium acetate = 45/45/10 (v/v/v) 
送液速度  0.3 mL/min (isocratic) 
カラム温度  60ºC 
検出器   ESI-MS, Single ion monitoring (SIM) mode 
質量値[M+H+] L021 as 534.5, L101 as 564.5, L001 as 493.6, L008 as 519.7 



 65 / 76 

siRNA 配列 

siRNA Sense [5’-3’] Antisense [5’-3’] 

Factor VII 
siRNA 

GGAUfCfAUfCfUfCfAAGUfCfUf
UfACfdTsdT 

GUfAAGACfUfUfGAGAUfGAUf
CfCfdTsdT 

hPLK1 
siRNA 

AGAuCACCCuCCUuAAAuAUU 
UAUUUAAgGAGGGUGAuCUU
U 

Luciferase 
siRNA 

cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT 
UCGAAGuACUcAGCGuAAGdTs
dT 

LDLR 
siRNA 

CAGAAGUCGACACUGUACUd
TdT 

AGUACAGUGUCGACUUCUGd
TdT 

Alexa Fluor- 
labelled siRNA 

AcAuGAAGcAGcACGACuUdTsd
T 

AAGUCGUGCUGCUUcAUGUdT
sdT–aminoC6 linker-Alexa 

N = RNA, dN = DNA, n =2'-OMe RNA, Nf=2'-F RNA, s=phosphorothioated. All of the 
oligonucleotides used in this study have previously been reported elsewhere. 
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