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要旨 
【背景と目的】 

近年の神経科学の発展により、難治性の中枢神経疾患の病因や標的分子が

明らかになり、これらの疾患に対する治療薬剤が開発されつつある。しかし、

中枢神経の特殊性から、薬剤を標的組織、および細胞に到達させるのが容易

でない事が、これら薬剤の臨床応用の阻害要因の 1 つとなっている。そこ

で、低侵襲、細胞特異的で、複数回投与可能な、中枢神経疾患に対する Drug 
delivery System（DDS）の開発が求められている。我々は、軸索逆行性輸送

用の新規 DDS として、リポソームに着目した。リポソームは、親水性と疎

水性を持つ分子から作られる複合体で、封入した核酸、蛋白質、化合物など

を細胞内に効率的に導入可能である。また、脂質組成、表面修飾を調節する

ことで、リポソームの細胞取り込み効率、細胞内挙動を操作することが可能

である。我々は、最適化されたリポソームは、軸索内へと取り込まれ、軸索

逆行性輸送システムに載って、末梢組織から脊髄運動神経細胞や Dorsal Root 
Ganglia（DRG）神経細胞に効率的に輸送されると仮説を立てた。本研究の目

的は、リポソームの脂質組成と表面修飾を最適化することにより、末梢組織

から中枢神経へ軸索逆行性に輸送されるリポソームを開発することである。 
 

【材料と方法】 
⑴ リポソームの構成脂質と軸索輸送の関係 

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DSPC）、1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine（POPC）を主な脂質構成要素とし、DSPC と POPC
の組成割合を変えた、3 種類のリポソーム、すなわち DSPC-Lip, POPC-Lip, 
DSPC/POPC-Lip を作製し、蛍光マーカーである 1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′- 
tetramethylindodicarbocyanine, 4-chlorobenzenesulfonate（DiD）で標識した。こ

れらのリポソームを野生型 LEWIS ラットの左坐骨神経及び、前脛骨筋に投

与し、3 日後に灌流固定した。腰髄と DRG の組織切片を作成し、DiD が集

積した腰髄運動神経細胞及び、DRG 神経細胞を観察した。 
⑵ リポソームの表面修飾と細胞内への取り込み 

 ⑴の結果から DSPC が軸索逆行性輸送に最適な脂質である事が判明し  

たため、DSPC を主な構成脂質としたリポソームに Cholera Toxin B Subunit
（CTB）や Octa-arginine（R8）で表面修飾を行った。さらに DiD で標識し

た。これらのリポソームに NSC-34 motor neuron like cells を 2 時間浸漬させ、

細胞内へのリポソームの取り込み効率を評価した。この実験は In vivo での

軸索への取り込みを反映するものと考えられる。 
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⑶ リポソームの表面修飾と軸索輸送の関係 

⑵で用いた表面修飾リポソームを野生型 LEWIS ラットの左坐骨神経及び、

前脛骨筋に投与し、3 日後に灌流固定した。腰髄と DRG の組織切片を作成

し、DiD が集積した腰髄運動神経細胞及び、DRG 神経細胞を観察した。 
 

【結果】 
⑴  リポソーム構成脂質と軸索輸送の関係 
(a)  坐骨神経投与後 3 日 

DiD で標識された腰髄運動神経細胞や DRG 神経細胞の割合を、高効率の

神経トレーサーである CTB や Fluoro-Gold 投与時に標識される細胞数と比

較する事で輸送効率を算出した。腰髄での結果は、DSPC-Lip が最も高く

4.5%、DSPC/POPC-Lip で 3.2%、POPC-Lip で 0.96%の輸送効率であった。

DRG 神経細胞への輸送効率も、腰髄運動神経細胞と同様に、DSPC-Lip が最

も高く 3.9%、DSPC/POPC-Lip で 2.6%、POPC-Lip で 0.8%であった。 
(b)  前脛骨筋投与後 3 日 

DSPC-Lip のみ腰髄運動神経細胞への輸送を認め、輸送効率は 2.6%であっ

たが、POPC-Lip、DSPC/POPC-Lip、DiD 単独では、全く輸送を認めなかった。

DRG 神経細胞を評価すると、脊髄運動神経細胞と同様に、DSPC-Lip のみ

DRG 神経細胞への輸送を認め、DiD で標識された DRG 神経細胞の割合は

2.3%であったが、POPC-Lip、DSPC/POPC-Lip、DiD 単独は、全く輸送を認め

なかった。 
⑵ リポソームの表面修飾と細胞内への取り込み 
R8 修飾群で一番高い細胞内取り込みを認めた。続いて CTB-R8 修飾群、そ

の次に CTB 修飾群と続き、修飾無し群では、細胞内取り込みは全く認めな

かった。 
⑶ リポソームの表面修飾と軸索輸送の関係 
(a)  坐骨神経投与後 3 日 
投与後 3 日での腰髄運動神経細胞への輸送効率は、CTB 修飾群が最も高

く 17.3%、 次に CTB-R8 修飾群で 13.0%、R8 修飾群で 9.6%、修飾無し群で

4.4%の順であった。DRG も評価すると、CTB 修飾群で 14.3%、CTB-R8 修飾

群で 10.6%、R8 修飾群で 7.3%、修飾無し群で 3.7%の順であり、腰髄とほぼ

同様の結果であった。 
(b)  前脛骨筋投与後 3 日 
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投与後 3 日での腰髄運動神経細胞を評価すると、修飾無しリポソームと

CTB 修飾リポソームのみ軸索輸送されており、輸送効率はそれぞれ、2.6%、

4.8%であった。DRG 神経細胞を評価すると、同様に修飾無しリポソームと

CTB 修飾リポソームのみ軸索輸送されており、輸送効率はそれぞれ、2.3%、

4.6%であった。R8 修飾リポソーム、CTB-R8 修飾リポソームは、全く脊髄運

動神経細胞及び DRG 神経細胞に輸送されていなかった。 
 

【考察】 
本研究によって、特定の脂質組成から構成されるリポソームが、末梢組織

から腰髄運動神経細胞や DRG 神経細胞へ輸送される事が初めて明らかとな

った。さらに、リポソームの脂質組成を最適化し、CTB で修飾することによ

り、効率的な軸索輸送が達成できることが示された。軸索輸送タンパクであ

るダイニンは能動的カーゴとして、基本構造がリポソームと似ている vesicle
や endosome を細胞体へ能動的に軸索逆行性に輸送する事が知られている。

神経内、筋肉内に投与したリポソームが神経細胞の細胞体に輸送されるには、

軸索内への取り込み、ダイニンへの積載、ダイニンによる細胞体への輸送と

いう 3 つの過程を経る必要がある。さらに、細胞体への輸送には数日以上の

期間を要するため、リポソームが軸索内で分解や膜融合せずに形状や物性を

保つ能力、すなわち biostability も重要な要素となる。本研究では、リポソー

ムの投与方法、脂質組成、表面修飾によって、末梢組織から神経細胞体への

輸送効率が大きく異なっていたが、これは、それぞれのリポソームによって、

軸索内への取り込み効率、ダイニンへの積載効率、軸索内およびダイニン上

での安定性が異なる事に起因したと考える。DSPC を主な構成脂質とするリ

ポソームの輸送効率が高かった理由としては、DSPC の割合が多いほど、軸

索や神経終末での取り込み効率が上昇した、あるいは、軸索内での

biostability が高くなり、軸索内での分解が抑制された可能性が考えられる。

R8 修飾が、細胞内取り込みでは一番効果的であった一方、坐骨神経投与実

験では、CTB 修飾が一番輸送効率を上昇させていた。さらに筋肉投与実験

では、R8 修飾群で輸送が完全に消失していた。この事実は in vitro 実験結果

が必ずしも in vivo 実験結果を反映しておらず非常に興味深い。CTB 修飾が、

軸索逆行性輸送効率を上昇させたが、CTB は GM1 受容体を介して軸索内に

高効率に取り込まれる事が広く知られており、CTB 修飾リポソームも CTB
単体と同様のメカニズムを介して、細胞内に取り込まれる事が明らかとなっ

ている。よって、今回の神経内投与や筋肉投与でも、同様の機序によって軸

索内への取り込みが向上したと考えられる。さらに、CTB 修飾は、リポソー
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ムのダイニンへの積載性も高めた可能性も高く、これらの複合的要因によっ

て、CTB 修飾がリポソームの輸送効率を向上させたと考える。 
 
【結論】 

本研究では、末梢組織に投与したリポソームが、運動神経細胞、DRG 神

経細胞に輸送される事を初めて示した。さらに、リポソームの軸索逆行性輸

送には、最適な脂質組成があり、CTB による修飾によって、リポソームの軸

索輸送効率が飛躍的に高められる事が示された。本研究結果は、末梢組織か

ら中枢神経を標的とした DDS 開発の基盤となる。 
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
AAV          Adeno-associated virus 
BBSCB Blood brain spinal cord barrier  
CNS Central Nervous System 
CTB     Cholera Toxin B Subunit 
DDS Drug delivery system 
DiD 18(5);1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylindodicarbocyanine,  

4-chlorobenzenesulfonate salt  
DRG Dorsal root ganglia 
DSPC 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoCholine                
FBS   Fetal bovine serum 
PEG  Polyethylene glycol 
POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphoCholine  
R8 Octa arginine  
PDI           Polydispersity index          
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諸言 

 

近年の神経科学の発展により、難治性の中枢神経疾患の病因や標的分子

が明らかになり、これらの疾患に対する治療薬剤が開発されつつある

(Federici and Boulis, 2007, Houdebine et al., 2019, Kheder and Nair, 2012, Lee-

Hotta et al., 2019, Mòdol et al., 2014, Nabizadeh et al., 2021) 。しかし、中枢神

経の特殊性から、薬剤を標的組織、および細胞に到達させるのが容易でな

い事が、これら薬剤の臨床応用の阻害要因の１つとなっている(Banks, 

2016)。例えば、経口投与や経血液投与では、Blood Brain Spinal Cord 

Barrier（BBSCB）のため、薬剤の多くは、中枢神経組織に移行しない

(Montero et al., 2019, Reinhold and Rittner, 2020)。経髄液投与は、組織特異性

が低く、投与手技に伴う、感染、血腫などのリスクが少なくないため、汎

用性に欠ける(Fowler et al., 2020, Papisov et al., 2013)。手術的に、標的部位

に局所投与する方法もあるが、侵襲性が非常に高いこと、投与可能部位が

限られること、複数回投与が難しいことなどの欠点がある(Lu et al., 

2014)。以上より、低侵襲、細胞特異的で、複数回投与可能な、中枢神経疾

患に対する Drug delivery System（DDS）の開発が求められている。近年、

その解決策の１つとして、ウイルスベクターを用いて、末梢組織から、軸

索逆行性に脊髄運動神経細胞まで、核酸を送達させる方法が試みられてき

た(Jan et al., 2019, Wang and Zhang, 2021, Wang et al., 2002)。主に Adeno 

Associated Virus（AAV）を用いた送達が数多く報告され、輸送効率を向上

させた新しいセロタイプも開発されているが、輸送効率が成体より高くな

る幼若個体を使用した報告も少なくない。さらに、我々の渉猟した限り、

AAV を成体の筋肉に投与した場合の、脊髄運動神経まで輸送効率は、未だ

5％未満であり、さらなる向上が必要である(Hollis Ii et al., 2008, Wang and 

Zhang, 2021, Zheng et al., 2010)。また、ウイルスが輸送できるのは核酸に限

られるため、核酸だけでなく、タンパク、化合物なども軸索逆行性に輸送

可能な新規 DDS の開発が強く望まれている(Bloom et al., 2019, Wang and 

Zhang, 2021)。そこで、我々は、軸索逆行性輸送用の新規 DDS として、リ

ポソームに着目した。リポソームは、親水性と疎水性を持つ分子から作ら

れる複合体で、封入した核酸、蛋白質、化合物などを細胞内に効率的に導
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入可能である(Nguyen et al., 2016, Ross et al., 2018)。現在、リポソームは悪

性腫瘍、感染症に対する治療、ウイルス感染に対するワクチンなど、さま

ざまな分野の DDS として、すでに臨床応用されており、その高い生体親和

性と安全性が確立されている(Abu Lila and Ishida, 2017, Raoufi et al., 2021, 

Theoharides et al., 2021)。また、脂質組成、表面修飾を調節することで、リ

ポソームの細胞取り込み効率、細胞内挙動を操作することが可能である

(Futaki et al., 2001, Gonzalez Porras et al., 2016, Nguyen et al., 2016, Walker et 

al., 2016)。 

我々は、最適化されたリポソームは、軸索内へと取り込まれ、軸索逆行

性輸送にのって、末梢組織から脊髄運動神経細胞に効率的に輸送されると

仮説を立てた（図 1）。本研究の目的は、リポソームの脂質組成と表面修飾

を最適化することにより、末梢組織から脊髄運動神経細胞へ軸索逆行性に

輸送されるリポソームを開発する事である。 

本研究の結果、1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DSPC） 、

Cholesterol（Chol）、polyethylene glycol（PEG）で構成されるリポソーム

は、神経投与、筋肉投与の両方の軸索逆行性輸送に適している事が明らか

となった。さらに、Cholera Toxin B Subunit（CTB）による表面修飾が、そ

の輸送効率を有意に上昇させ、投与後 3 日での脊髄運動神経細胞への輸送

効率は、前脛骨筋投与で 4.8％、坐骨神経投与で 17.3%となった。後根神経

節（Dorsal root ganglion, DRG）神経細胞にも、脊髄運動神経細胞とほぼ同

様の効率で、リポソームが輸送されていた。これらの結果は、リポソーム

が末梢組織から脊髄組織、DRG への、低侵襲、細胞特異的 DDS になりう

ることを示しており、新しい中枢神経組織への DDS 開発の基盤となる。 
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図 1. 
 

 

図 1. リポソームの軸索逆行性輸送の概念図 
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方法 
 
1. 動物 

本研究は、北海道大学動物実験に関する規程に従って実施した（19-
0074）。実験には、LEWIS ラット(10–14 weeks old；Wild-type, Charles River 
Laboratories Japan, Inc.)の雌雄を用いた。体重は 160〜220g で、専用の飼育

室で、12 時間明暗サイクルで飼育し、餌と水を自由に摂取できるようにし

た。動物の麻酔には、ケタミン(75–100 mg/kg, KETALAR🄬🄬 , Daiichi Sankyo 
Propharma Corporation, Tokyo, Japan)とメデトミジン(0.5 mg/kg, DOMITOR🄬🄬 , 
Orion Corporation, Espoo, Finland)の混合液を腹腔内注射で投与した。 
 
2. リポソームの調製 

リポソームを構成する脂質として、1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoCholine（POPC; NOF Corporation, Tokyo, Japan), DSPC（NOF 
Corporation）, Chol（Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL）and N-
（Carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000-1,2-distearoyl- sn-glycero- 3-
phosphoethanolamine（DSPE-PEG2000；NOF Corporation）を用いた。脂質

組成物は、3 種類を使用した。すなわち、POPC/Chol/DSPE-PEG2000 = 
70/30/5 (mol ratio); DSPC/POPC/Chol/DSPE-PEG2000 = 30/40/30/5 (mol ratio); 
DSPC/Chol/DSPE-PEG2000 = 70/30/5 (mol ratio)の 3 種類の脂質組成物であ

る。クロロホルムで溶解した脂質と 1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′- 
tetramethylindodicarbocyanine, 4-chlorobenzenesulfonate（DiD）（0.5mol％）

(Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA)をガラス管に加え、N2 ガスで有機溶

媒を除去して脂質膜を作製した。脂質膜は、5％のグルコースを含む 10mM
の HEPES 緩衝液で水和し、脂質濃度を 5mM とした。リポソームの調製

は、バス型ソニケーターを用いて行った。リポソームの表面に occta-
arginine（R8）を修飾するために、脂質のクロロホルム溶液にステアリル化

した(STR-R8) (KURABO, Osaka, Japan)を加えた。リポソーム表面の CTB 修

飾には、ビオチン化した DSPE-PEG2000 (NOF Corporation)を 0.1mol%添加

した。リポソーム調製後、アビジンとビオチン化 CTB を添加した

(biotinylated DSPE-PEG2000/avidin/biotinylated CTB = 1/1/1, mol ratio)。計 6
種類のリポソームを作製し（図 2）、リポソームの特性評価は、A Zetasizer 
Nano (Malvern Institute Ltd., Malvern, WR, UK)を用いて行った（表 1）。これ

らのリポソーム作製から特性評価までの一連の過程は、北海道大学薬学部

薬剤分子設計学研究室の先生方に依頼し、施行して頂いた。 
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図 2.  
 

 
 
図 2. 作製したリポソーム 
 
 
 
 
 
表 1. 

 
表 1. 作製したリポソームの特性  
 
粒子径、多分散指数、ゼータ電位を示す  

DSPC 136.00 ± 9.27 0.26 ± 0.01 ‐15.77 ± 0.31

POPC 146.67 ± 13.07 0.13 ± 0.01 ‐16.10 ± 2.62

DSPC/POPC 154.33 ± 14.52 0.15 ± 0.08 ‐16.57 ± 3.69

CTB-DSPC 173.00 ± 20.61 0.23 ± 0.03 ‐11.6 ± 2.36

R8-DSPC 116.67 ± 13.07 0.20 ± 0.03  17.9 ± 1.85

CTB-R8-DSPC 125.00 ± 6.16 0.23 ± 0.03  16.3 ± 1.44

Data are the mean ± SD (n=3).

Liposome Diameter (nm) PDI Zeta-potential (mV)
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3. 手術方法 
神経注入のために、麻酔をかけたラットを伏せた状態にし、臀部から大

腿部遠位部にかけて縦方向に長さ 4cm の皮膚切開を置き、坐骨神経を露出

させた。2.0µL の各リポソームまたは DiD 単独を、ハミルトンシリンジ(30 
gauge needle, HAMILTON, Reno, USA)を用いて坐骨神経に注入した。筋肉注

射では、前脛骨筋の表層レベルに 0.3cm の皮膚切開を加えた後、前脛骨筋

筋膜を露出させ、ハミルトンシリンジを用いて、2.0µL の各リポソームま

たは DiD 単独を前脛骨筋の中央部に注入した。使用したラットの数は各 3
匹または 5 匹である。ポジティブコントロールである 1% CTB (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO)、または、10% Fluoro-Gold (Fluorochrome, Denver, 
USA)投与時にも、それぞれ 2.0µL ずつ坐骨神経または前脛骨筋に注射し

た。使用したラットの数は各 3 匹または 5 匹である。CTB と Fluoro-Gold
は共に優れた軸索逆行性輸送マーカーである。              

 
4. 組織 

各リポソーム溶液、0.5％の DiD をラットにそれぞれ注射後、3 日または

10 日後に、0.1M リン酸緩衝液（PB）（pH7.4）で経心的に灌流し、続いて

0.1M PB 中の 4％パラホルムアルデヒド（PFA） (Nacalai Tesque Inc., Kyoto, 
Japan)を用いて灌流固定した。ポジティブコントロールである 1％CTB、

10％の Fluoro-Gold 投与時には、注射後 3 日目で、0.1M リン酸緩衝液

（PB）（pH7.4）で経心的に灌流し、続いて 0.1M PB 中の 4％パラホルムア

ルデヒド（PFA） (Nacalai Tesque Inc., Kyoto, Japan)を用いて灌流固定し

た。腰椎の脊髄と DRG を取り出し、4％PFA で 4℃で一晩処理した後、

0.1M PB 中の 30％スクロースに移して凍結保護した。脊髄はミクロトーム

(REM-710; Yamato Kohki Industrial Co., Saitama, Japan)を用い、35 µm 間隔

で、水平方向に切片化した。DRG はクライオスタット(Leica Biosystems 
CM3050, Wetzlar, Germany)を用いて 14μm 間隔で切片化した。ラットでは、

坐骨神経は L4，5，6 の神経線維で構成されており、前脛骨筋は主に L4 の

神経線維で支配されている(Brink et al., 1979, Peyronnard et al., 1986)ため、

神経投与群では L5DRG を、筋肉投与群では L4DRG を評価した。 
 
5. 免疫染色 

ChAT での免疫標識のために、切片を 0.1 M TBS 中の 10% ウマ血清

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA ) でブロッキングした後、一次ヤギ

抗 ChAT ポリクローナル抗体(goat, 1:200, AB144P; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
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MO)を 4℃で一晩反応させた。翌日、切片を Alexa594 に結合させたドンキ

ー抗ヤギ（1:500）（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）を用いて、室温

で 2.5 時間インキュベートした。CTB の免疫標識のために、切片を 10％馬

血清(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)と 0.1M TBS でブロックした

後、一次ヤギ抗 CTB ポリクローナル抗体(goat, 1:5000, 703; List Biological 
Laboratories, Inc., Campbell, USA)を 4℃で一晩反応させた。翌日、切片を

Alexa488 に結合させたドンキー抗ヤギ（1:500）(Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA)とともに室温で 2.5 時間反応させた。 
 
6. 定量化 

腰髄の 6 分割の連続切片をオールインワン蛍光顕微鏡（BZ-X710; 
Keyence, Osaka, Japan）で観察し、リポソーム輸送の定量化を行った。

DiD、CTB、Fluoro-Gold で標識された神経細胞は、核ではなく細胞体側に

668nm，518nm，460nm のシグナルが存在することで識別した。すべての

セクションの標識神経細胞の総数を数えた。輸送効率は，DiD で標識され

た神経細胞の総数を CTB または Fluoro-Gold で標識された神経細胞の総数

で割って算出した。CTB と Fluoro-Gold には、機能的に、ほとんど違いが

無い事が知られているが、網膜神経節細胞の標識には、CTB よりも

Fluoro-Gold の方がより適しているとの報告もあるため(Yao et al., 2018)、腰

髄運動神経細胞の標識及び正規化には CTB を用い、DRG 神経細胞の標識

及び正規化には Fluoro-Gold を用いた。DRG の in vivo リポソーム輸送を定

量化するために，10 枚のうち 1 枚の切片をオールインワン蛍光顕微鏡

（BZ-X710; Keyence, Osaka, Japan）で観察した。腰髄と同様に、DiD、

CTB、Fluoro-Gold で標識された神経細胞は、核ではなく細胞体側に

668nm、518nm、460nm のシグナルが存在することで識別した。すべての

セクションの標識神経細胞の総数を数えた。輸送効率は、DiD で標識され

た神経細胞の総数を CTB または Fluoro-Gold 標識された神経細胞の総数で

割って算出した。 
 
7. 細胞培養 

NSC-34 motor neuron like cells は，CELLutions Biosystems Inc.から購入

し、10%ウシ胎児血清（FBS）および 1%ペニシリン/ストレプトマイシン

(PS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA )を添加したダルベッコイーグル

培地(DMEM, Wako, Osaka, Japan)で培養した。細胞は 48 ウェルプレートに

2.0×105 個/cm2 の密度で播種し、リポソームと 37℃で 2 時間インキュベー
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トした後、4% PFA で固定し、DAPI（1:500）と反応させた。リポソームの

インキュベーションの間は、細胞培養液から FBS を除いた。細胞の画像

は、オールインワン蛍光顕微鏡(BZ-X710; Keyence, Osaka, Japan)で撮影し

た。100 個以上の細胞をランダムに選択し、DiD 標識された細胞の数をカ

ウントして、全細胞に対する DiD 標識細胞の割合を算出した。 
 
8. 統計解析 

統計解析では、one-way ANOVA および Tukey-Kramer 検定を用いて複数

グループの比較を行った。すべての解析は，JMP ソフトウェア(SAS, Cary, 
NC, United States)を用いて、事前に指定した有意水準を 95％として行っ

た。データは平均値±標準偏差（SD）で示した。 
  



 
15 

 

結果 

 

1. DSPC、Cholesterol、PEG で構成されるリポソームは末梢神経から脊髄

に軸索逆行性に輸送される 

リポソームの細胞内取り込み効率や細胞内挙動は、構成するリン脂質組

成に依存する事が知られているため(Inoh et al., 2020, Inoh et al., 2017, Sakai-

Kato et al., 2020, Suesca et al., 2013)、我々は、リポソームの末梢組織から脊

髄への軸索逆行性輸送を可能にする、最適なリン脂質組成があると考え

た。そこで、まず、DSPC、POPC、Chol、PEG を主な構成要素とし、DSPC

と POPC の組成割合を変えた、3 種類のリポソーム（DSPC-Lip; 

DSPC/Chol/DSPE-PEG2k=70/30/5, POPC-Lip; POPC/Chol/DSPE-

PEG2k=70/30/5, DSPC/POPC-Lip; DSPC/Chol/DSPE-PEG2k=30/40/30/5）を作

製し、DiD で標識した。これらのリポソームを、成熟ラットの坐骨神経に

2ul 投与し（図 3a）、3 日後に灌流固定を行った。脊髄切片を観察すると、

全てのリポソーム群で、DiD が集積した運動神経細胞を観察した（図

3b）。DiD で標識された運動神経細胞の割合は、高効率の神経トレーサーで

ある CTB と比較して定量すると、DSPC-Lip が最も高く 4.5%、

DSPC/POPC-Lip で 3.2%、POPC-Lip で 0.96%であった（図 3c）。重要なこ

とに、DiD のみを注入した場合、DiD で標識された運動神経細胞を全く認

めなかった（図 3b,c）。このことは、リポソームから遊離した DiD のみが

運動神経細胞に集積した可能性や、DiD 付加によるリポソームの輸送効率

上昇の可能性を否定するものである。坐骨神経は、脊髄運動神経細胞と

DRG 神経細胞の 2 つの神経細胞の軸索で構成されるため、坐骨神経へのリ

ポソームの投与は、DRG 神経細胞へも移動する可能性がある。そこで、

DiD で標識される DRG 神経細胞を評価すると、脊髄運動神経細胞と同様

に、全てのリポソーム群で、DiD が集積した神経細胞を観察した（図

3d）。また、DiD で標識された神経細胞の割合も、脊髄運動神経細胞と同様

に、DSPC-Lip が最も高く 3.9%、DSPC/POPC-Lip で 2.6%、POPC-Lip で

0.8%であった（図 3e）。以上の結果は、DSPC、POPC、Cholesterol、PEG を

主な構成要素とするリポソームは、末梢神経から、脊髄運動神経細胞、

DRG 神経細胞に軸索逆行性に輸送されること、DSPC の割合が高いほど、
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その輸送効率が高くなること、運動神経細胞と感覚神経細胞の間では、輸

送効率に明らかな差がないことを示している。 
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図 3. 
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図 3. 坐骨神経注入 3 日後の脊髄運動神経細胞および DRG 神経細胞への異

なるリン脂質から構成されるリポソームの軸索逆行性輸送 
 
(a) 坐骨神経投与のシェーマと投与したリポソーム。 
(b) 腰部脊髄の水平断面図。POPC 単独、DSPC 単独、POPC と DSPC から

構成されるリポソームの軸索逆行性輸送を示す。運動神経細胞への輸送

は、リポソームに付加した DiD の蛍光によって確認した。挿入図は、DiD
陽性の運動神経細胞の高倍率図である。DiD のみでは 3 日後には運動神経

細胞に移動しなかったが、ほとんどの運動神経細胞は CTB で標識された。

スケールバーは、それぞれ 100µm、30µm。 
(c) リポソームの軸索逆行性輸送の効率。CTB で標識された運動神経細胞

の総数に対する DiD 陽性の運動神経細胞の割合（n=3/グループ）。DSPC リ

ポソームは 4 つのグループの中で最も高い輸送効率を示した。エラーバー

は平均±標準偏差（SD）を示す。*p, **p < 0.05 to all other groups by one-way 
ANOVA with Tukey-Kramer test.  
(d) L5 DRG の切片。DRG 神経細胞へのリポソームの軸索逆行性輸送を示

す。DRG 神経細胞への輸送は、リポソームに付加した DiD の蛍光によっ

て確認した。DiD だけでは DRG 神経細胞に輸送されなかったが、ほとん

どの神経細胞は Fluoro-Gold で標識されていた。スケールバーは、40μm。 
(e) Fluoro-Gold で標識された神経細胞の総数に対する DiD 陽性の DRG 神経

細胞の割合を定量した（n=3/グループ）。エラーバーは平均±SD を示す。 
*p, **p, ***p < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer 
test. 
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2. DSPC、Cholesterol、PEG で構成されるリポソームは筋肉から脊髄に軸

索逆行性に輸送される 

次に、前述のリポソームが筋肉投与でも、脊髄運動神経や DRG 神経細

胞に逆行性輸送されるか検討した。前述と同様のリポソームを成熟ラット

の前脛骨筋に 2ul 投与し（図 4a）、3 日後に灌流固定を行った。脊髄運動神

経細胞を評価すると、DSPC-Lip のみ運動神経への輸送を認め、DiD で標識

された運動神経細胞の割合は 2.6%であったが、POPC-Lip、DSPC/POPC-

Lip、DiD では、全く輸送を認めなかった（図 4b,c）。 

次に、DRG 神経細胞を評価すると、脊髄運動神経細胞と同様に、DSPC-

Lip のみ DRG 神経細胞への輸送を認め、DiD で標識された DRG 神経細胞

の割合は 2.3%であったが、POPC、DSPC/POPC、DiD は、全く輸送を認め

なかった（図 4d,e）。 

以上の事は、DSPC、Chol、PEG で構成されるリポソームは、筋肉から脊

髄運動神経細胞、DRG 神経細胞に軸索逆行性に輸送されること、POPC を

組成に含むリポソームは輸送されないこと、末梢神経内投与と同様に、運

動神経細胞と感覚神経細胞の間では、輸送効率に明らかな差がないことを

示している。 
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図 4.  
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図 4. 前脛骨筋注入 3 日後の脊髄運動神経細胞および DRG 神経細胞への異

なるリン脂質から構成されるリポソームの軸索逆行性輸送 
 
(a) 前脛骨筋投与のシェーマと投与したリポソーム。 
(b) 腰部脊髄の水平断面図。POPC 単独、DSPC 単独、POPC と DSPC から構

成されるリポソームの軸索逆行性輸送を示す。運動神経細胞への輸送は、リ

ポソームに付加した DiD の蛍光によって確認した。挿入図は、DiD 陽性の

運動神経細胞の高倍率図である 3 種類のリポソームのうち、DSPC リポソー

ムのみが運動神経細胞で確認された。スケールバーは、それぞれ 100µm、

30µm。 
(c) リポソームの軸索逆行性輸送の効率。CTB で標識された運動神経細胞の

総数に対する DiD 陽性の運動神経細胞の割合（n=3/グループ）。DSPC リポ

ソームは 4 つのグループの中で最も高い輸送効率を示した。エラーバーは

平均±標準偏差（SD）を示す。 
*p < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer test.  
(d) L5 DRG の切片。DRG 神経細胞へのリポソームの軸索逆行性輸送を示す。

DRG 神経細胞への輸送は、リポソームに付加した DiD の蛍光によって確認

した。3 種類のリポソームのうち、DSPC リポソームのみが DRG 神経細胞

で同定された。スケールバーは、40μm。 
(e) Fluoro-Gold で標識された神経細胞の総数に対する DiD 陽性の DRG 神経

細胞の割合を定量した（n=3/グループ）。エラーバーは平均±SD を示す。 
*p < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer test. 
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3. R8 による修飾はリポソームの培養脊髄運動神経細胞への取り込みを向

上させる 

リポソームに、表面修飾を加えることにより、細胞への取り込み効率、

細胞内での安定性、endosomal escape などの生体内挙動を制御できる(Khalil 

et al., 2008, Li et al., 2014, Walker et al., 2016, Yamada et al., 2016, Zhao et al., 

2017)。そこで、前述の DSPC リポソームに、CTB や R8 で表面修飾を行う

事でさらに、末梢組織から脊髄への逆行性輸送効率を向上できると考え

た。 

CTB はコレラ毒素の一部を構成する 5 量体のタンパク質で、細胞毒性を

持たず、神経細胞表面の GM1 受容体を介して細胞内に入り、高効率に軸

索逆行性に輸送される(Gonzalez Porras et al., 2016, Zuilhof, 2016)。また、R8

による修飾は、リポソームの細胞内取り込みを大きく促進させる(Yamada 

et al., 2016 Khalil et al., 2008)。そこで CTB と R8 による修飾の有無の違い

による、4 種類のリポソームに、DiD で標識したものを準備した。 

まず、それぞれのリポソームの細胞内取り込み能を、培養脊髄運動神経

細胞株である NSC34 motor neuron like cell(Gonzalez Porras et al., 2016, 

Rusmini et al., 2019)を使用して評価した。培養液に濃度を変えたリポソー

ム液を添加し、2 時間後に、DiD で標識される細胞の割合を定量した。修

飾が無いコントロールリポソームは、いずれの濃度でも、DiD で標識され

る細胞を全く認めなかった(図 5a,b)。CTB の修飾を施したリポソームは、

リン脂質濃度 0.14mM までは、DiD 陽性細胞を認めなかったものの、

0.42mM 以上で、DiD 陽性細胞を認めた。一方、Ｒ8 または CTB-Ｒ8 修飾

を施したリポソームは、リン脂質濃度 0.07mM では、DiD 陽性細胞を認め

なかったものの、0.14mM 以上で、DiD 陽性細胞を認めた。特に、R8 修飾

リポソームは 100％の細胞で取り込まれ、CTB のみ、CTB-R8 修飾のもの

よりも、統計学的に有意に高かった(図 5a,b)。リン脂質濃度 0.42mM で

は、R8 修飾と CTB-R8 修飾の両リポソームが、100％の取り込みを示し、

CTB のみよりも優れた取り込み効率であった(図 5a,b)。これらの事は、R8

と CTB の修飾がそれぞれ、脊髄運動神経への DSPC リポソームの取り込み

に有効であり、特に R8 が効果的であること、R8 と CTB の相加効果はな

く、むしろ、CTB の修飾が R8 の効果を阻害する可能性を示唆している。 



 
23 

 

今回、DSPC リポソームの坐骨神経投与では、修飾なし群でも、脊髄運

動神経への取り込みを認めたにも関わらず、この培養細胞では、まったく

取り込みを認めなかった。この事は、この in vitro assay が、坐骨神経投与

による脊髄運動神経への軸索逆行性輸送を、部分的にのみ模擬しているこ

とを示している。 
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図 5. 

 
図 5. CTB 及び R8 で修飾したリポソームの NSC34 運動神経細胞様細胞に

よる取込み 
 
(a) CTB と R8 で修飾した DSPC リポソームを用いて培養した NSC34 運動神

経細胞様細胞の高倍率画像。リポソームを取り込んだ細胞は DiD 蛍光で識

別した。未修飾のリポソームは高濃度でも細胞内に取り込まれなかったが、

R8 や CTB で修飾したリポソームは細胞に取り込まれた。スケールバーは、

20μm。 
(b) DiD 陽性の NSC34 運動神経細胞様細胞の総細胞数に対する割合。サンプ

ルあたり少なくとも 100 個の細胞を定量化した（n=3 サンプル/条件）。R8 修

飾リポソームは、リン脂質の濃度が 0.14mM の場合、すべての細胞に取り込

まれた。エラーバーは平均±SD を示す。*p, **p, † < 0.05 to all other groups by 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer test. 
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4. CTB による修飾はリポソームの末梢神経から脊髄への軸索逆行性輸送

を向上させる 

次に、前述のリポソーム修飾が、実際の軸索逆行性輸送をどの程度向上

させるのか検討した。前述の実験と同様に、4 種類のリポソームを成熟ラ

ットの坐骨神経に投与し、投与後 3 日での脊髄運動神経細胞を評価した。

すると、DiD で標識された運動神経細胞の割合は、CTB 修飾群が最も高く

17.3%、 次に CTB-R8 修飾群で 13.0%、R8 修飾群で 9.6%、修飾無し群で

4.4%の順であった(図 6a-d)。修飾に伴う輸送効率の向上率は、CTB 修飾群

で 3.9 倍、CTB-R8 修飾群で 3 倍、R8 修飾群で 2.2 倍であった。投与後 10

日後でも評価すると、DiD で標識された運動神経細胞の割合は、3 日後よ

り、約 2 割から 6 割、増加していたが、その傾向は変わらず、CTB 修飾群

が一番高く 26.7%で、次に、CTB-R8 修飾群、R8 修飾群、修飾無し群の順

であった(図 6e)。 

続いて、DRG も評価すると、投与後 3 日目の DiD で標識された DRG 神

経細胞の割合は、CTB 修飾群で 14.3%、CTB-R8 修飾群で 10.6%、R8 修飾

群で 7.3%、修飾無し群で 3.7%の順であり、運動神経細胞と同様であった

(図 6f,g)。修飾に伴う輸送効率の向上率は、CTB 修飾群で 3.9 倍、R8 修飾

群で 2 倍、CTB-R8 修飾群で 2.9 倍であった。また、投与後 10 日での検討

でも、DiD で標識された DRG 神経細胞の割合は増加し、CTB 修飾群が

23.4%と一番高く、次に、CTB-R8 修飾群、R8 修飾群、修飾無し群の順で

あった(図 6h)。 

以上のことより、CTB、R8、あるいはその両者の修飾により、リポソー

ムの脊髄運動神経細胞および DRG 神経細胞への軸索逆行性輸送効率が向

上する事が明らかとなった。特に、CTB 単独修飾が一番効果的で、R8 と

CTB の相乗、相加効果はなく、むしろ、R8 の修飾が CTB 修飾の効果を阻

害し、前述の培養実験と逆の結果であった。また、修飾効果に、神経細胞

特異性はないこと、少なくとも投与後 10 日目までは、時間依存的に輸送効

率が向上することも明らかとなった。 
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図 6.  
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図 6. CTB および R8 で修飾したリポソームの坐骨神経注入 3 日後および 10
日後の脊髄運動神経細胞および DRG 神経細胞への逆行性輸送 

 
(a) 坐骨神経注射の 3 日後と 10 日後の腰部脊髄の水平断面図。リポソーム

が軸索輸送された運動神経細胞は、DiD 蛍光によって識別された。挿入図は

DiD 陽性の運動神経細胞の高倍率図。スケールバーは、それぞれ 100µm、

30µm。 
(b) CTB-R8 修飾リポソームを坐骨神経に注射してから 3 日後の腰部脊髄の

低倍率図。枠で囲んだ部分は a および c の位置を示す。スケールバーは、

300µm。 
(c) (b) の高倍率図。DiD 陽性の神経細胞はコリンアセチルトランスフェラ

ーゼ（ChAT）陽性であった。スケールバーは、30µm。 
(d) 坐骨神経注入 3 日後のリポソームの逆行性輸送の効率。CTB で標識し

た運動神経細胞の総数に対する DiD 陽性運動神経細胞の割合（n=5/グルー

プ）。CTB を結合させたリポソームは、4 つのグループの中で最も高い輸送

効率を示した。エラーバーは平均±SD を示す。*p, **p, ***p, † < 0.05 to all 

other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer test.  

(e) 坐骨神経注入 10 日後のリポソームの逆行性輸送の効率。CTB 標識運動

神経細胞の総数に対する DiD 標識運動神経細胞の割合（n=5/群）。3 日目に

比べて全体的に輸送効率が向上した。エラーバーは平均±SD を示す。*p, 

**p, ***p, † < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer 

test.  
(f) L5 DRG の切片。リポソームが輸送された DRG 神経細胞は、DiD 蛍光に

よって識別された。スケールバーは、40μm。 
(g) 坐骨神経注入 3 日後の DRG 神経細胞へのリポソームの逆行輸送の効

率。坐骨神経注入 3 日後の DRG 神経細胞の Fluoro-Gold 標識神経細胞総数

に対する DiD 標識神経細胞の割合を定量した（n=5/グループ）。CTB で修

飾したリポソームは、4 つのグループの中で最も高い輸送効率を示した。

エラーバーは平均±SD を示す。*p, **p, ***p, † < 0.05 to all other groups by 

one-way ANOVA with Tukey-Kramer test.  

(h) 坐骨神経注入 10 日後の DRG 神経細胞へのリポソームの逆行性輸送の

効率。坐骨神経注入 10 日後の DRG 神経細胞の Fluoro-Gold 標識神経細胞
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総数に対する DiD 標識神経細胞の割合を定量した（n=5/グループ）。3 日目

に比べて全体的に輸送効率が向上した。エラーバーは平均±SD を示す。*p, 

**p, ***p, † < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer 

test. 
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5. CTB による修飾はリポソームの筋肉から脊髄への軸索逆行性輸送を向

上させる 

続いて、CTB や R8 によるリポソームの修飾が、筋肉からの軸索逆行性

輸送も向上効果を持つか検討した。前述と同様の CTB や R8 が付加され

た、4 種類のリポソームを成熟ラットの前脛骨筋に 2ul 投与し、3 日後に灌

流固定した。 

腰髄運動神経細胞を評価すると、修飾無しリポソームと CTB 修飾リポソー

ムは、それぞれ脊髄運動神経細胞に集積していたが、R8 修飾リポソーム、

CTB-R8 修飾リポソームは、全く脊髄運動神経細胞に集積していなかった

(図 7a)。 

DiD で標識された運動神経細胞の割合は、CTB 修飾リポソームで 4.8%と、

修飾無しリポソームの約 1.8 倍であった(図 7b)。投与後 10 日目であって

も、R8 修飾リポソームと CTB-R8 リポソームは、脊髄運動神経に集積しな

かったが、修飾無しリポソームは 2.5 倍、CTB 修飾リポソームは 2.9 倍、

輸送効率が向上した(図 7c)。 

DRG を評価すると、脊髄と同様に、投与後の日数に関わらず、R8 修飾

リポソーム、CTB-R8 リポソームは、全く DRG 神経細胞に集積しておら

ず、修飾なしリポソームと CTB 修飾リポソームが DRG 神経細胞に集積し

ていた (図 7d)。 

DiD で標識された神経細胞の割合は、投与後 3 日目と 10 日目で、CTB 修

飾リポソームがそれぞれ 4.1%と 7.3%、修飾無しリポソームで 2.3%と 3.2%

であった(図 7e,f)。 

以上の結果は、CTB の修飾が、リポソームの筋肉から脊髄運動神経細胞

や DRG 神経細胞への軸索逆行性輸送を向上させることを示している。 

また、神経内投与では有効であった R8 修飾が、筋肉内投与では、逆に阻

害する現象が認められ、神経と筋肉では、リポソームの取り込み機序が大

きく異なることを示唆している。 
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図 7.  
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図 7. CTB および R8 で修飾したリポソームの前脛骨筋注入 3 日後および

10 日後の脊髄運動神経細胞および DRG 神経細胞への逆行性輸送 
 
(a) 腰部脊髄の水平断面図。リポソームが軸索輸送された運動神経細胞

は、DiD 蛍光によって識別された。挿入図は DiD 陽性の運動神経細胞の高

倍率図。CTB 修飾リポソームは運動神経細胞に輸送されたが、R8 修飾リ

ポソームは輸送されなかった。スケールバーは、それぞれ 100μm、30μm。 

(b) 前脛骨筋に注射してから 3 日後のリポソームの逆行性輸送の効率。

CTB で標識した運動神経細胞の総数に対する DiD 陽性運動神経細胞の割合

（n=5/グループ）。CTB で修飾したリポソームは、4 つのグループの中で最

も高い輸送効率を示した。R8 および CTB-R8 修飾リポソームは、運動神経

細胞では全くされていなかった。エラーバーは平均±SD を示す。*p, **p < 

0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer test.  

(c) 前脛骨筋注射から 10 日後のリポソームの逆行性輸送の効率を示す。

CTB 標識運動神経細胞の総数に対する DiD 陽性運動神経細胞の割合（n=5/

群）。3 日目に比べて全体的に輸送効率が向上した。エラーバーは平均±SD

を示す。*p, **p < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-

Kramer test.  

(d) L4 DRG の切片。リポソームが輸送された DRG 神経細胞は、DiD 蛍光

によって識別された。スケールバーは、40μm。 

(e) 前脛骨筋注射の 3 日後に、Fluoro-Gold 標識神経細胞の総数に対する

DiD 陽性の DRG 神経細胞の割合を定量した（n=5/グループ）。CTB で修飾

したリポソームは、4 つのグループの中で最も高い輸送効率を示した。R8

および CTB-R8 修飾リポソームは、DRG 神経細胞には全く輸送されなかっ

た。エラーバーは平均±SD を示す。*p, **p < 0.05 to all other groups by one-

way ANOVA with Tukey-Kramer test.  

(f) 前脛骨筋注射から 10 日後に DiD 標識された DRG 神経細胞の、Fluoro-

Gold 標識神経細胞総数に対する割合を定量した（n=5/グループ）。3 日目と

比較して、全体的に輸送効率が向上した。エラーバーは平均±SD を示す。

*p, **p < 0.05 to all other groups by one-way ANOVA with Tukey-Kramer test. 
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考察 

 

本研究によって、特定の脂質組成から構成されるリポソームが、末梢組

織から腰髄運動神経細胞や DRG 神経細胞へ輸送される事が初めて明らか

となった。さらに、リポソームの脂質組成を最適化し、CTB で修飾するこ

とにより、効率的な軸索輸送が達成できることが示された。 

 

1. 軸索逆行性輸送に必要な要件 

軸索逆行性輸送にはダイニンを介した速い輸送と、拡散を介した遅い移

動がある。齧歯類において、前者は 73 mm / day or more in live rats であり

(Abraham et al., 2018)、後者は 0.2～0.6 ㎜/ day とされる(Balice-Gordon et al., 

1993, Godement et al., 1987)。これは、成熟ラットの下肢筋肉から脊髄の細

胞体への移動に、前者で約 1.4 日、後者は 17 日～50 日かかる事になる。

人間の場合はさらに長期間を要するため、DDS としての利用では、リポソ

ームはダイニンを介した速い軸索輸送システムに積載される必要がある。

神経内、筋肉内に投与したリポソームが神経細胞の細胞体に輸送されるに

は、軸索内への取り込み、ダイニンへの積載、ダイニンによる細胞体への

移動と 3 つの過程を経る必要があり、細胞体を直接の標的とする場合と比

べて、DDS に求められる要件は多い。また、細胞体への移動に数日以上の

期間を要するため。リポソームが軸索内で分解や膜融合せずに形状や物性

を保つ能力、すなわち biostability も重要になる。本研究では、リポソーム

の投与方法、脂質組成、表面修飾によって、末梢組織から神経細胞体への

輸送効率が大きく異なっていた。これは、それぞれのリポソームによっ

て、軸索内への取り込み効率、ダイニンへの積載効率、軸索内およびダイ

ニン上での安定性が異なる事に起因したと考える。 

 

2. リポソームの取り込み 

リポソームの神経内投与の場合、リポソームは軸索表面で取り込まれ

る。軸索は分子機能的に細胞体と異なる点もあるが、細胞体と同じく、表

面は脂質二重層で構成されている(Muzio and Cascella, 2021)。そして、リポ

ソームが細胞体で取り込まれる際の機序である様々な endocytosis のうち、
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少なくとも、macropinocytosis と clathrin dependent endocytosis の機序は有す

るため(Aravamudhan et al., 2020)、軸索表面のリポソーム取り込み機序は、

細胞の取り込み機序と、あまり変わらない可能性が高い。一方、リポソー

ムの筋肉投与の場合、軸索の終末である神経筋接合部や感覚器官での取り

込みとなる(Banks et al., 2009, Morrison, 2016)。神経終末では、アセチルコ

リンなどの神経伝達物質を含む小胞の放出と取り込みが行われるが(Ribeiro 

et al., 2006, Royle and Lagnado, 2003)、シナプス間隙など、終末特異的な構

造があるため(Sudhof, 2004)、リポソームの取り込み効率向上に必要な要件

は、細胞体と異なる可能性がある。 

 

3. ダイニンへの積載性 

ダイニンは能動的カーゴとして、基本構造がリポソームと似ている

vesicle や endosome を細胞体へ能動的に軸索逆行性に輸送する(Hirokawa et 

al., 2010, Walsby, 1994)。軸索逆行性輸送を目的とした DDS 開発には、DDS

のダイニンへの積載効率を高める必要があるが、未だダイニンに積載され

る物質や積載機序の詳細は未解明な部分も多く、今後の研究の進展が望ま

れる。 

 

4. リポソームの脂質組成 

今回、DSPC の割合が多くなるに従い、軸索逆行性の輸送効率が上昇し

た。この理由として、大まかに 2 つの可能性が考えられる。ひとつは、脂

質組成の違いによって細胞内への取り込み効率が変化する事が知られてい

る事から(Suesca et al., 2013)、DSPC の割合が多いほど、軸索や神経終末で

の取り込み効率が上昇した可能性である。もうひとつは、DSPC の方が

POPC よりも膜流動性が低いため(Boggs, 1987)、DSPC の割合が多くなるに

従い、軸索内での biostability が高くなり、軸索内での分解が抑制された可

能性である。 

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine(DSPE)や 1-palmitoyl-2-

oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine(POPE)などの脂質を使用した場合の

検討など、脂質組成が軸索逆行性の輸送効率に及ぼす検討をさらに進める

事で、軸索逆行性輸送により最適なリポソームを開発することができる。 
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5. CTB 修飾 

今回、CTB 修飾が、軸索逆行性輸送効率を上昇させた。CTB は GM1 受

容体を介して軸索内に高効率に取り込まれる事が広く知られている(Jobling 

et al., 2012, Melkoumov et al., 2019)。CTB で修飾されたリポソームは CTB

単体と同様のメカニズムを介して、細胞内に取り込まれるとの報告もあり

(Gonzalez Porras et al., 2016, Walker et al., 2016)、今回の神経内投与や筋肉投

与でも、同様の機序が働いた結果、軸索内への取り込みが向上したと考え

られる。また CTB で修飾する事により、endosomal escape が向上するため

(Gonzalez Porras et al., 2018, Walker et al., 2016)、軸索内でのリポソーム分解

が抑制された可能性もある。さらに、CTB 修飾は、リポソームのダイニン

への積載性も高めた可能性もあり(Gonzalez Porras et al., 2016)、これらの複

合的要因によって、CTB 修飾がリポソームの輸送効率を向上させたと考え

る。 

 

6. R8 修飾 

R8 は、8 つのアルギニンが結合したペプチドで、細胞透過性に優れる

が、タンパク質、核酸、リポソームなどに結合させると、それらの細胞内

移行性を向上させる(Futaki et al., 2001, Khalil et al., 2008)。そこで、リポソ

ームの細胞内取り込み向上を目的として、リポソーム修飾に良く使用され

てきた(Khalil et al., 2008, Yamada et al., 2016)。本研究でも、R8 修飾はリポ

ソームの培養神経細胞への取り込み効率を向上させていた。これは、R8 修

飾によってリポソームのζ電位が上昇するので、プロテオグリカンなどに

より負に帯電した細胞表面との相互作用が向上する事が、一因であると考

えられる(Futaki, 2017, Sellers et al., 2016)。よって、R8 修飾が末梢神経内投

与によるリポソームの軸索逆行性輸送の効率を向上させた理由も、ダイニ

ンへの積載性向上、生体安定性の向上よりも、軸索での取り込み効率向上

が理由だと考える。一方、筋肉投与では、R8 修飾はリポソームの軸索逆行

性輸送能を消失させた。その原因として、R8 修飾によって、リポソームの

筋細胞への取り込み能が向上し、そこで、神経筋接合部で取りこまれる前

に、筋細胞へ取り込まれてしまった可能性がある。特に、前述の神経終末

の構造上の特殊性から(Sudhof, 2004)、R8 修飾が神経終末での取り込み能
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向上に寄与しない場合、あるいは、阻害的になる場合、相対的に筋細胞で

の取り込みが促進する。今回の知見は、筋肉投与によって、リポソームを

軸索逆行性輸送させる場合、単純に汎用性の高い、細胞非特異的な、取り

込み効率向上効果のある修飾では、輸送効率を逆に低下させる可能性があ

ることを示唆している。 

 

7. CTB と R8 の同時修飾による相乗効果 

本研究では、投与経路に関わらず、CTB と R8 修飾の併用による、輸送

効率への相乗、相加効果は認めなかった。CTB と R8 の両者で同時修飾し

たリポソームに関する過去の報告は、渉猟した範囲では無かったため、今

回の結果が、軸索逆行性輸送特異的なものかは不明である。軸索内への取

り込み、ダイニンへの積載性、生体安定性のどの過程で、併用が阻害的に

機能したかは不明であるが、単純に修飾を増やせば良いわけでないことを

示し、軸索逆行性輸送の難しさを示している。 

 

8. 軸索輸送とサイズ 

リポソームのサイズは細胞への取り込み効率を決める重要な要因であ

り、HepG2 cells を用いた取り込み実験では、87～222 nm の大きさのリポ

ソームで良好な細胞取り込みを示し、この範囲のサイズでは取り込み効率

にほとんど違いが無かったとの報告がある(Sakai-Kato et al., 2020)。一方で

Caco-2 細胞を用いた取り込み実験では、40.6nm～276.6nm までの範囲の大

きさのリポソームでは、より小さいリポソームの方が取り込み効率は高く

なったと報告されている(Andar et al., 2014)。このような報告はあるもの

の、細胞の種類によって、適切なリポソームサイズは変わる事も指摘され

ており(Andar et al., 2014)、運動神経細胞での取り込みにとって適切なリポ

ソームサイズは上記とは少し異なる可能性がある。また、リポソームのサ

イズはダイニンへの積載性にも関与すると考えられる。ダイニンカーゴと

してアクティブゾーンタンパク質小胞、グリシン受容体、ミトコンドリ

ア、初期エンドソーム、後期エンドソームなどがあり、その大きさについ

ての詳細は不明なものが多い。しかしながら、少なくとも軸索逆行性輸送

でダイニンに積載される初期エンドソームのサイズは 400nm 以下であると
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の報告がある(Hirokawa et al., 2010, Jovic et al., 2010)。これらの点から、本

研究で使用したリポソームのサイズ、径 101nm～200nm は、軸索逆行性輸

送に適切なサイズであると思われ、CTB や R8 などの修飾がないもので

も、輸送された理由の 1 つと考える。 

 

9. 過去の文献との比較  

過去のリポソームの軸索逆行性輸送に関する研究として、CTB 修飾

protocells を胸膜に投与し、24 時間後に横隔神経内の存在を示した研究があ

る(Gonzalez Porras et al., 2018)。この研究では、脊髄の神経細胞体まで、

protocells が輸送されたかは不明であり、軸索への取り込み能のみを示すに

とどまっている。このリポソームの組成の詳細な割合は不明であるもの

の、構成脂質に DSPC や Chol を使用している点、PEG、CTB の使用など、

本実験で用いたリポソームと本質的な部分は共通している。一方、silica に

よる表面コーティングを使用している点で異なっている。また、蛍光標識

に rhodamine を使用した点、待機期間が 24 時間と短い点、投与モデルが異

なる点など、評価方法が異なる点もあり、2 つのリポソームの軸索逆行性

輸送能を直接比較することは難しい。 

 

10.  リポソームの DDS としての利点と欠点  

リポソームは DDS としての大きな 3 つの利点がある。1 つは、タンパ

ク、核酸、化合物など、様々な物質を封入可能であること(Nguyen et al., 

2016, Ross et al., 2018)。2 つ目は、色々な修飾を施すことで、DDS として

の挙動を操作できること(Futaki et al., 2001, Gonzalez Porras et al., 2016, 

Nguyen et al., 2016, Walker et al., 2016)。3 つ目は、すでに DDS として使用

されてきた実績があり、安全性が保証されていることである(Abu Lila and 

Ishida, 2017, Raoufi et al., 2021, Theoharides et al., 2021)。一方で、いくつか

の課題もある。リポソームへの物質の封入効率が封入物質の大きさや物性

に依存するため、それぞれの物質に対して、封入方法や、リポソームデザ

インの詳細な検討や調整が必要になること、核酸の封入が可能であるが、

一過性の発現にとどまり、AAV のように永続的に目的の分子を発現できる

訳ではないことなどである。 
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本研究では、末梢組織に投与したリポソームが脊髄運動神経細胞や DRG

神経細胞に輸送される事を示したが、実際に、治療として使用するために

は、封入物質に応じた最適化が必要になる。 

 

11.  適応疾患  

近年の神経科学の発展により、難治性の中枢神経疾患の病因や標的分子

が明らかになり、これらの疾患に対する治療薬剤が開発されつつある

(Federici and Boulis, 2007, Houdebine et al., 2019, Kheder and Nair, 2012, Lee-

Hotta et al., 2019, Mòdol et al., 2014, Nabizadeh et al., 2021)。運動神経細胞、

DRG 神経細胞が関与する病態に関わる遺伝子や治療分子も近年、明らかと

なってきた。例えば、脊髄損傷に伴う痙性には、脊髄運動神経の KCC2 の

down regulation が関与しており(Boulenguez et al., 2010)、KCC2 を

upregulation する CLP257、290(Gagnon et al., 2013, Lee-Hotta et al., 2019)な

どが治療薬の候補である。さらに脊髄運動神経細胞が障害される ALS や

SMA の原因遺伝子として、SOD1、C9orf72 や SMN1 が、それぞれ特定され

おり(Cappella et al., 2019, Houdebine et al., 2019)、それらを標的とする治療

方法が開発中である。また、慢性疼痛には、DRG 神経細胞の NKCC１の

upregulation が関与し、bumetanide や furosemide が NKCC1 の upregulation

を抑制し、疼痛を緩和する(Mòdol et al., 2014)。リポソームを応用した軸索

逆行性の DDS は、これらの疾患に対する低侵襲、高効率、標的特異的な

DDS になる可能性を持っており、輸送効率の向上を目的とした、更なる研

究が必要である。また、本研究では、神経細胞体までのリポソームの輸送

を、リポソーム表面に結合させた DiD の検出によって決定していたが、封

入物質が、細胞体で機能したことを証明しておらず、DDS としての証明は

不完全である。そこで、今後の研究課題は、mRNA によるタンパク発現の

ように、封入物質が神経細胞体で機能することを証明する事となる。 
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総括および結論 

 

●末梢組織から中枢神経へ軸索輸送されるリポソームの開発を試みた。 

●DSPC、Chol、PEG から構成されるリポソームは、神経投与だけ 

 でなく、筋肉投与でも、軸索逆行性に腰髄運動神経細胞や DRG 神経 

細胞に輸送された。 

●リポソームを R8 で修飾する事により、神経投与後の輸送効率は向上 

 した一方、筋肉投与後の輸送は消失した。 

●リポソームを CTB で修飾する事により、神経投与及び筋肉投与後の輸 

 送効率は、大きく上昇した。 

 

本研究では、末梢組織に投与したリポソームが、運動神経細胞、DRG 神

経細胞に輸送される事を初めて示した。さらに、リポソームの逆行性輸送

には、最適な脂質組成があり、CTB や R8 による表面修飾によって、さら

なる輸送効率の向上が可能である事が明らかとなった。今後、リポソーム

の改良によって、いっそうの輸送効率の向上が期待される。本研究結果

は、末梢組織から脊髄運動神経細胞や DRG 神経細胞を標的とした DDS 開

発の基盤となる。 
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