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研究成果の概要（和文）：表面に温度応答性高分子ポリ-N-イソプロピルアクリルアミド（PNIPAAm）共重合体を修飾し
たカチオン性リポソームを作製した。リポソーム表面の固定水層厚(FALT)を測定し，細胞取り込み効率について評価し
た結果，PNIPAAmが親水性となる転移温度LCST以下ではPEG修飾リポソームと同様に表面に水和層が形成され，血清タン
パクとの相互作用を回避でき，血中安定性が高くなる。一方，LCST以上ではPNIPAAmが脱水和して疎水性となるためFAL
Tが小さくなり，細胞親和性が高くなり細胞取り込み効率が向上した。毒性も少なく遺伝子導入への応用も可能であっ
た。

研究成果の概要（英文）：We prepared poly (N-isopropylacrylamide-co-N, N-dimethylaminopropyl acrylamide) 
(PNIPAAm-co-DMAPAAm)-modified liposomes and their temperature-dependent behaviors were investigated. We 
examined the fixed aqueous layer thickness (FALT) of polymer-modified liposome, and elucidated the 
connection relationship between physical character and biological properties of these liposomes. Above 
the lower critical solution temperature (LCST) of the copolymers, the FALT of the liposomes was decreased 
and the enhanced cellular uptake of the liposomes was observed. The surface properties and cellular 
uptake of these liposomes can be controlled in a temperature-dependent manner.
In this study, we elucidated that the value of the FALT around the (PNIPAAm-co-DMAPAAm)-modified liposome 
can be tuned by a changing of temperature and correlates with the cellular uptake. The 
temperature-sensitive liposome will be an efficacious carrier for the delivery of drugs and nucleic 
acids.

研究分野： 物理薬剤学、ドラッグデリバリーシステム
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１．研究開始当初の背景 
近年，機能性 RNA が，細胞増殖・分化さ

らには疾患に深く関与していることが明ら
かとなり，診断・治療のバイオマーカーとし
ても注目され，中でも siRNA （ short 
interfering RNA）は，診断のみならず治療
への展開が期待されている。しかし，培養細
胞において，siRNA の効果を得ることは比
較的容易な反面，動物個体レベルで同様の効
果を得ることは困難な場合が多い。その理由
として，標的臓器，さらには，標的組織中の
個々の標的細胞に効率的に十分量の siRNA 
を送達させるドラッグデリバリーシステム
（DDS）が十分でないことが挙げられる。 
申請者らはこれまで外部環境に応答する

機能性ポリマーを用いた分離システムを世
界に先駆けて開発し，実用化している。また
新規に開発した高分子を PLA（ポリ乳酸）ナ
ノ粒子に応用した DDS （例えば Colloids 
and Surfaces B 2012 等）及び蛍光ポリマー
による生体可視化プローブ（Anal. Sci. 2009， 
出願特許番号 2009-49996）の開発を行って
きた。本研究では新たに分子認識能・受容体
との親和性を高めた bio-mimic な機能性高
分子を修飾したナノキャリアにより，生体内
の特定部位に RNA を的確に送達するデリバ
リーシステムを構築し，生体内及び細胞内動
態を時空間的に制御する機能的核酸デリバ
リーシステムの創製を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では生体内の特定部位で細胞を分化
誘導させるため標的部位に RNA を的確に送
達するデリバリーシステムを構築し，生体内
及び細胞内動態を時空間的に制御する機能
的核酸デリバリーシステムの創製を目指す。
DDS キャリアとして用いられるリポソーム
は生体安全性などの利点が多いが，血中安定
性が低いという問題があり，ポリエチレング
リコール（PEG）などの親水性高分子を修飾
し表面を水和する方法が広く用いられてい
る。これによりリポソームは RES などの免
疫系を回避できるが，この方法は薬物の病態
細胞内導入効率が低くなるという問題があ
る。本研究では，血中で高い安定性および細
胞内へ高い導入効率を実現できるキャリア
を見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ポリ -N- イソプロピルアクリルアミド
（PNIPAAm）等の温度応答性高分子と
N,N-dimethyl aminopropylacrylamide 
(DMAPAAm)等のカチオン性モノマーを共
重合した機能性高分子をグラフトしたナノ
リポソームを作成した。(1)カチオン性，(2)
細胞内への取り込み，(3)核に到達しやすい特
徴を有する，温度応答性高分子を用いた核酸
デリバリーにより，温度刺激によって DNA 
を放出し，核内での遺伝子発現効率の上昇を
図ることが可能である。ナノキャリア表面の

高分子による固定水和層 FALT は，リポソー
ム表面のゼータ電位を測定することにより
算出した。 
(1) 温度応答性ナノリポソームの作製 
①P(NIPAAm-co-DMAPAAm)の合成 
 PNIPAAm は水中・低温では水分子と水和
することで親水性を示し，32℃の相転移温度 
Lower Critical Solution Temperature (LCST) を
境に水分子が脱水和し，疎水性へと可逆的な
変化を起こす温度応答性高分子である。この
PNIPAAm に DMAPAAm 等のカチオン性モノ
マーを共重合させ，ナノリポソーム製剤に応
用した。 
 連鎖移動剤に 3-mercaptopropionic acid，重
合開始剤に azobisisobutyronitrile を用いてラ
ジカル重合により，末端にカルボキシル基を
有 す る PNIPAAm ， Poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm)を作製した。得られ
たポリマーの相転移温度 LCST は，500nm で
の透過率変化測定により求めた。 
 これらのポリマーをリポソームの脂質膜
に 導 入 す る た め に ， PNIPAAm ， Poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm)をそれぞれスクシ
ニル化し，L-alpha-phosphatidyl ethanolamine, 
dioleoyl (DOPE)と結合させ，脂質誘導体を得
た。脂質誘導体の構造は，NMR スペクトル
により評価した。 
②リポソームの作製 
 PNIPAAm 脂 質 誘 導 体 ， Poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm)脂質誘導体，DOPE，
1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium -propane  
(DOTAP)，を chloroform に溶解し，リピッド
フィルム法によりリポソームを作製した。リ
ポソームを，Mini-Extruder で 0.1 µm メンブレ
ンフィルターを通過させ，サイジングし，ゲ
ル濾過により不純物を分離後，目的とするナ
ノリポソームを得た。ナノリポソームの粒子
径は動的光散乱法（DLS 法）により，ゼータ
電位は電気泳動光散乱法（ELS 法）により測
定した。また，求められたゼータ電位により，
FALT（固定水和層）も算出した。 
 さらに，細胞内への局在観察のため，
5-carboxyfluorescein (CF)内封リポソームも作
製した。 
 
(2) 細胞への取り込みによる局在観察 
 マウスマクロファージ様細胞 (RAW264.7
細胞) を用いて，CF 内封リポソームを添加し，
LCST より低温側，高温側でそれぞれ一定時
間培養した。培養後，蛍光顕微鏡観察を行い，
細胞内局在についての知見を得た。また，
FACS (fluorescence activated cell sorting)によ
り細胞内に取り込まれた CF 内封リポソーム
の量を定量した。 
 
４．研究成果 
表面に PNIPAAm 及びその共重合体を修飾
したカチオン性リポソームを作製した。
PNIPAAmはLCSTを境に親媒性が著しく変
化する。 



 
(1)温度応答性ナノリポソーム 
①温度応答性高分子の合成 
 リポソーム表面に PNIPAAm 及びその共
重合体を導入するために，末端にカルボキシ
ル 基 を 有 す る PNIPAAm ， Poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm)をラジカル重合に
より合成した。GPC により分子量を測定した
ところ，いずれも分子量約 5000 のポリマー
を得ることができた。さらに，透過率測定に
よりポリマーの LCST を求めたところ，
PNIPAAm は 32 ℃ ， Poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm)は 40℃となった
(Fig. 1)。PNIPAAm は LCST を境に親水性/
疎水性と親媒性が大きく変化することが知
られている。これらのポリマーは，水溶液に
可溶した状態からLCSTを境に急激に不溶し
た状態への変化も確認することができた。
DMAPAAm はカチオン性モノマーであるた
め，PNIPAAm に共重合させることにより，
LCST が高くなったものと考えられる。
DMAPAAm を共重合させたことで，LCST
が体温付近に上昇したことから，このポリマ
ーを使用することで，生体に適用した際には
体温以上の温度で性質を変化させることが
可能なリポソームとなることが示唆される。 

 
ポリマーを合成後，リポソーム膜に温度応

答性高分子を修飾するために，それぞれのポ
リマーに DOPE を結合させた。NMR のスペ
クトルから，ポリマーへの DOPE の結合を確
認した。 
②温度応答性ナノリポソームの物性評価 
 リピッドフィルム法により，表面に温度応
答性ポリマーを修飾したリポソームを作製
した。DLS 法により粒子径を測定したところ，
いずれも約 100nm の大きさのリポソームを
作製することができた。これにより，生体内
に投与した際，EPR 効果により疾患部位にタ
ーゲットできる可能性が示唆された。 
 
 CF 内封リポソームを用いて，温度を変化
させた時の放出率について蛍光光度計によ
り測定した。今回測定した温度応答性ナノリ
ポソームの LCST は 40℃であるため，Fig. 2
に示すように，LCST より低温側では CF の放
出はほとんど見られなかった。一方，LCST

付近の 39℃では，緩やかな放出が見られ始め
たが，LCST 以上の 42℃では 5 分で 90%以上
の放出が観察されたことから，温度に応答し
た放出制御が確認できた。 
 リポソーム表面に水和層を形成すると血
中においてリポソームがオプソニン化およ
び補体の活性化を回避する可能性があるこ
とが報告されており，生体内分子との相互作
用を抑制する物性として，表面の水和状態を
評価することが重要であると考えられる。そ
こで，リポソーム表面の固定水層厚(FALT)
を測定し，温度による FALT の変化について
検討した。リポソーム表面の FALT は，ゼー
タ電位の値から求めることが可能である。
Fig. 3 に示すように，非修飾リポソームでは，
低温・高温いずれの温度でも FALT が小さか
った。一方，温度応答性ナノリポソームでは，
低温では FALT が大きく，高温にすることに
よって FALT が小さくなり，温度により
FALT の大きさを制御できることが確認され
た。低温では，PNIPAAm は水和状態である
ため，PEG で修飾されたリポソームと同様に，
リポソーム表面が水和して固定水層が形成

されたものと考えられる。一方，LCST 以上
では PNIPAAm の脱水和に伴い，リポソーム
表面が疎水性となるため，FALT が小さくな
ったものと考えられる。FALT の結果より，
細胞取り込み効率の知見につながると考え
られる。 
 
(2) 細胞取り込みによる局在観察 

CF 内封リポソーム用いて，RAW264.7 細
胞へ取り込ませ，蛍光顕微鏡により局在観察

 

Fig.3 Effect of temperature on the FALT of 
polymer-modified and unmodified liposome. 

 
Fig. 1 Phase transition profiles of (◆ ) 
PNIPAAm, (●) P(NIPAAm-co-DMAPAAm) 
in aqueous solution (0.5 w/v%). 
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Fig. 2 Release rate of poly 
(NIPAAm-co-DMAPAAm) modified 
liposome. 



を行った。PNIPAAm の温度による性質変化
により，細胞膜透過性が制御可能であるかに
ついて検討した。細胞への取り込みは，LCST
以下の 30℃と LCST 以上の 40℃で行った。
30℃では細胞への取り込みがほとんど見ら
れなかったが，40℃では細胞への取り込みを
観察することができた(Fig. 4)。FALT の結果
からも，低温では水和層が形成されたことに
より細胞との親和性が低くなり，取り込みが
抑制され，一方高温側では，FALT が小さく
なり，リポソーム表面が疎水化したことで，
細胞との親和性が高くなったものと考えら
れる。 
また，FACS による定量も行い，温度によ

り，定量結果にも差が見られた。 

 
(3) 遺伝子導入への応用 
細胞毒性試験の結果では，温度応答性ナノ

リポソームは，PEG 修飾リポソームと同様に
毒性が低く，安定であることが明らかとなっ
た（Fig.5）。 

 温度応答性ナノリポソームを遺伝子導入
に応用したところ，カチオン性リポソームを
使用する従来法と比較して，同等以上の導入
効率で，毒性も低いことから，効果的な遺伝
子導入が行えることが示唆された。この成果
に基づき現在特許申請中である。 
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