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学 位 論 文 題 名 

 

イオン性脂質の分岐足場は脂質ナノ粒子の安定性と in vivo mRNA送達効率を高める 

 

人工的に合成された mRNA を薬として導入することで、細胞質で目的のタンパク質が産生さ

れ、疾患の治療や予防に貢献できる。また、mRNAは低分子化合物や抗体で狙うのが難しい分子

を創薬標的とすることが可能である。しかし、mRNAはサイズが大きく、陰イオン性であるため、

細胞膜を透過しにくい。その上、血液中や組織に存在するRNaseによる分解を受けやすいため、

mRNA単独で効率的に細胞に導入されて機能することは困難である。 

外因性の RNA を生体内で効果的に機能させる手法として、脂質ナノ粒子（Lipid Nanoparticles: 

LNPs）は最も進んでいる技術のうちの 1つであり、COVID-19のパンデミックに対応して承認さ

れたmRNAワクチンも LNP製剤である。典型的な LNPは、イオン性脂質、コレステロール、リ

ン脂質およびポリエチレングリコール脂質から構成され、mRNAを内包することで分解から保護

し、細胞質へのmRNA送達を実現する。 

イオン性脂質は正に帯電可能な頭部と疎水性の足場から成る。頭部は第 3級アミンであること

が多く、生理的 pHでは電荷を帯びず、酸性環境でカチオン性となる。この電荷制御により、LNP

の体内動態とエンドソーム脱出効率の改善が期待されるため、イオン性脂質は RNA のバイオア

ベイラビリティ向上を担う重要なマテリアルである。 

イオン性脂質の疎水性足場は自己集合による粒子形成やエンドソーム脱出時の膜融合に寄与す

る。近年、分岐脂肪酸を足場構造とするイオン性脂質がmRNA送達に有効であると報告されてお

り、上述した mRNA/LNP ワクチンにも分岐足場を有するイオン性脂質が採用されている。しか

し、市販で入手可能な分岐化合物は限られており、正確な比較を意図した系統的な脂質ライブラ

リ設計が容易ではないため、分岐構造が LNPの機能に与える影響に関する体系的な知見は得られ

ていない。この体系的な知見を得ることを本研究の目的とした。 

第 1章では、分岐構造と LNPの機能の関係性理解のための系統的な脂質ライブラリの設計を試

みた。本研究では、足場構造として α分岐脂肪酸に着目した。α分岐脂肪酸は主鎖と α位の分岐

鎖からなり、市販で入手可能な化合物を原料として各鎖の長さを独立して制御しながら合成可能

である。加えて、α 分岐脂肪酸は主鎖と分岐鎖の対称性と総炭素数という 2 つの独立因子のみで

構造を記述できる。α 分岐のこれらの特徴は、系統的な脂質ライブラリ設計や構造活性相関の理

解にとって理想的であると考えた。頭部を当研究室で開発済みのCL4構造に固定し、対称性と総

炭素数が連続的に異なる α分岐足場を有するイオン性脂質を新たに 32種類合成した。 

第 2章では、イオン性脂質の分岐構造がLNPの物理化学的性質に与える影響を検証した。32種

類のイオン性脂質をそれぞれ含む mRNA/LNP を作製したところ、イオン性脂質の分岐構造に依

存してLNPの物性が変化することが見出された。具体的には、対称性が高く、総炭素数が多いイ

オン性脂質からはmRNA封入率が高く、均一で小さい粒子が形成された。そこで、脂質の分岐構

造がLNPの物性に寄与するメカニズムの検証を試みた。分岐足場を有するリン脂質はその分岐鎖

のために脂質膜中での分子運動が制限されるという知見に基づき、「イオン性脂質の分岐足場が

脂質の分子運動を制限し、LNP内部の粘性が増加し、封入率が高く、均一で小さい粒子が形成し

た」と仮説を立てた。仮説検証のため、粘性に応じて蛍光強度が変化する分子ローターを利用し、

LNP内部の粘性を測定した。その結果、分岐足場の対称性が高く、総炭素数が多いほど、LNPの

粘性が増加することが見出された。また、粘性の高い LNPはmRNA 封入率が高く、均一で小さ

い粒子であるという関係性も認められ、上記仮説を支持する結果が得られた。また、実用化を目

指す上では、LNPの経時的な物理的劣化を抑制することも重要だが、それを類推する指標は明ら



 

 

かになっていない。LNP内部の粘性がその指標になるのではないかと考え、粘性から保存安定性

を予測できるか検証した。その結果、粘性が 150 mPa sを超えるLNPの物性は 40℃の加速条件下

において少なくとも 1 か月維持された。よって、LNP 内部の粘性から LNP の保存安定性を類推

できる可能性が示された。 

第 3章では、イオン性脂質の分岐構造が LNPの膜破壊活性やmRNA送達に与える影響を検証

した。LNPは細胞に取り込まれた後、イオン性脂質がエンドソーム酸性化に伴い正に帯電するこ

とで、エンドソーム膜の破壊やそれに伴うmRNAの細胞質への送達が促進される。エンドソーム

脱出過程は mRNA 送達の律速段階であることが知られているため、分岐構造が LNPの膜破壊能

に与える影響を理解することは重要である。初めに、イオン性脂質の分岐構造がイオン化能（酸

性環境で LNP がどの程度正に帯電できるか）に与える影響を評価した。その結果、対称性が高

く、かつ総炭素数の少ない分岐脂質から構成される LNPは高いイオン化能を示した。そのメカニ

ズム解明のため、分岐鎖を有するリン脂質は脂質膜のパッキングを乱すという知見に着目した。

直鎖のイオン性脂質は密なパッキングを形成するため脂質同士の距離が近く、電荷反発によって

プロトン化しない方向に平衡が移動する一方で、分岐のイオン性脂質はパッキングを乱すため、

電荷反発が緩和されてプロトン化しやすくなると仮説を立てた。検証のため、イオン化能の低い

LNPを界面活性剤で可溶化し、パッキングを乱したところ、可溶化前と比較してイオン化能が有

意に向上し、仮説を支持する結果が得られた。続いて、酸性環境下で赤血球と LNPを混合し、漏

出したヘモグロビン由来の吸光度を測定することで、各LNPのエンドソーム膜に対する膜破壊活

性を疑似的に評価した。その結果、LNPのイオン化能と膜破壊能に強い相関関係が認められた。

したがって、脂質足場の分岐鎖は脂質間のパッキングを乱し、LNPのイオン化能や膜破壊能の向

上に寄与する可能性が示された。続いて、32種類のイオン性脂質から Fluc mRNA封入LNPを作

製し、in vivo mRNA送達効率を評価した。その結果、対称性の高い分岐脂質は高効率でのmRNA

送達を実現し、イオン化能や膜破壊能評価と一貫した結果が得られた。最後に、本研究で合成し

たイオン性脂質のうち、高い保存安定性と肝臓への効率的な mRNA 送達を両立する分岐脂質

CL4F 8-6が in vivoゲノム編集へ応用可能か評価した。その結果、Cas9 mRNAと sgRNAを封入し

たCL4F 8-6 LNPは単回投与で、肝臓において 54%のゲノム編集と 77%のタンパク質低減を誘導

した。 

本研究では、足場の分岐構造が連続的に異なるイオン性脂質ライブラリを設計した。各脂質の

構造は 2種類の独立因子で記述できるため、構造活性相関の理解を容易にした。本脂質ライブラ

リを利用して系統的な評価を行い、脂質足場の分岐鎖は粒子の安定性、膜破壊活性および in vivo 

mRNA送達効率を高めることが明らかになった。本研究で得られた知見は、今後のイオン性脂質

設計の指針となり、mRNA医薬の更なる発展に繋がることが期待される。 

 

 


