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序論 

“treat RNA as a drug”と実験ノートに記されたのは 1988 年である。Robert Malone らは in 

vitro transcribed mRNA（IVT mRNA）や plasmid DNA（pDNA）をマウス骨格筋に投与すると、

コードしたタンパク質が発現すると Science誌に報告した[1]。しかしながら、mRNAは不安

定なため、当時の技術での mRNA の医薬品応用は現実的ではなかった。 

IVT mRNA は直線化 pDNAや PCR 産物などの鋳型 DNA から in vitro転写によって無細胞

系で合成される。IVT mRNA は一本鎖であり、5’-capと 3’-polyA鎖を有している。タンパク

質をコードする領域（open reading frame; ORF）は、非翻訳領域（untranslated region; UTR）

で挟まれている（Figure 1）。いくつかのブレイクスルーによって、IVT mRNA の生体内投与

による薬理活性の発現が実現した。 

真核細胞で mRNA を翻訳させるためには mRNA の 5’末端に 7-メチルグアノシン（m7G）

という cap構造が必要であり[2]、翻訳開始因子 eIF4E はこの cap構造を認識する。mRNA 合

成後に酵素的に cap を付加する手法もあるが、合成キャップアナログを in vitro 転写反応時

に添加し、キャッピングと in vitro 転写を一度に行う方法が一般的である。ただし後者の方

法で in vitro転写を工夫せずに行うと、m7G 側の糖からも mRNA が合成されてしまい、この

mRNA は翻訳効率が低い。mRNA合成の伸長方向を制御するため、m7G側の糖の 3’-OHが

メチル化された anti-reverse cap analog（ARCA）が開発され、キャップ付加効率が大幅に向

上した（Figure 1）[3]。また、Trilink社が開発した CleanCapのように、生体内での免疫反応

を回避可能な Cap1 構造を有するキャップアナログも開発され、翻訳効率の高い mRNA の

in vitro合成が実現している。 

 

Figure 1 IVT mRNAの構造。ARCAや Cap1構造を有するキャップアナログを使用すること

で、翻訳効率の高い mRNAの in vitro合成が実現する[4]。 

 

polyA鎖は 5’-capや内部リボソーム侵入部位（internal ribosome entry site; IRES）との相互

作用を介して、mRNA の安定性と翻訳効率を制御しており[5]、polyA 鎖の最適な長さは 120

から 150ヌクレオチドの間であることが報告されている[6,7]。3’-polyA付加 mRNAは、転写
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後の酵素的なポリアデニル化や、polyA をコードした DNA を鋳型とすることで合成される

が、polyA鎖長の均一性という観点からは後者が望ましい。 

5’-UTRや 3’-UTR は細胞における IVT mRNAの翻訳効率及び安定性に寄与するため配列

最適化は重要である。mRNA の安定性と翻訳を増加させることが知られているグロビンや

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の UTR を IVT mRNAに挿入する手法も

一般的である。 

ORF のコドンの構成も翻訳効率や安定性に影響を与えることが知られており、コドン最

適化は一般的な手法である[8]。しかしながら、翻訳速度はタンパク質のフォールディングに

影響を及ぼすことが知られており、翻訳効率だけに注目したコドン最適化が正しいとは限

らない。 

上述した IVT mRNA の配列最適化は翻訳効率や安定性を大幅に改善し、IVT mRNA の生

体内投与の実現に大きく貢献したが、IVT mRNA由来の免疫原性の制御も mRNA医薬品実

現に向けて重要な点である。免疫細胞では、IVT mRNA がエンドサイトーシスされると、

TLR3は二本鎖 RNA（dsRNA）を認識し[9]、TLR7と TLR8は一本鎖 RNA（ssRNA）を認識

することで、インターフェロン産生が誘導される[10,11]。非免疫細胞においても、細胞質で

RNA を認識した cytoplasmic retinoic acid-inducible gene I protein（RIG-I）と melanoma 

differentiation-associated protein 5（MDA5）の活性化により、インターフェロン産生が誘導さ

れる[12,13]。ワクチン用途としての IVT mRNA の強い免疫賦活効果とアジュバント活性は、

強力な抗原特異的細胞性免疫と液性免疫を誘導するという利点がある一方で[14,15]、翻訳阻害

や意図しない副反応を引き起こす恐れもある。また、LNP 自体がアジュバント活性を有す

ることが報告されており[16–18]、IVT mRNA による自然免疫系の活性化は制御できる状態が

望ましい。また、タンパク質補充療法へ mRNA を応用する場合は、IVT mRNA による自然

免疫系の活性化は大きなデメリットである。 

この問題を改善したブレイクスルーはヌクレオチドの修飾である。N1-メチルシュードウ

リジン（m1Ψ）、シュードウリジン（Ψ）、5-メトキシウリジン（5-moU）、2-チオウリジン（s2U）、

5-メチルシチジン（m5C）及び N6-methyladenosine（m6A）などの修飾ヌクレオシドを IVT 

mRNA に組み込むことで、IVT mRNA 本来のアジュバント活性と翻訳阻害効果の両方が抑

えられることが示されている[19,20]。このような修飾 IVT mRNA は TLR7 や TLR8 の活性化

や、RIG-I による RNA の認識を回避する可能性が示されている[21–23]。転写における主要な

副産物である dsRNA も TLR3/RIG-Ⅰ/MDA-5に認識され、Ｉ型インターフェロンや炎症性サ

イトカインの産生をもたらす[24]。mRNAの修飾に加え、副生成物の dsRNAを HPLCやセル

ロースカラム、RNaseⅢで除去することで、自然免疫活性化によるタンパク質合成阻害や細

胞死などの悪影響を最小化できる[25]。 

上述した mRNAの人工合成技術の発展に伴い、その細胞内安定性と翻訳効率が改善され、

自然免疫系の活性化が制御可能となったため、生体内へ送達された mRNA が翻訳されて産

生したタンパク質によって薬理活性を誘導できる可能性が拓いた。治療用タンパク質をコ
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ードした mRNAは、タンパク質の発現を阻害する small interfering RNA（siRNA）とは逆の

方法で機能しうる。DNAによる治療薬とは異なり、mRNAは核内に導入される必要がない

ため、非分裂細胞へも適用可能であり、かつ迅速な翻訳も期待される。また、pDNA やウイ

ルスベクターとは異なり、mRNA はゲノムに組み込まれないため、意図しない遺伝子配列

改変のリスクも存在しない。更に、抗体医薬を含むタンパク質製剤と比較して、IVT mRNA

の製造は比較的容易かつ安価なため、IVT mRNA を用いた治療薬の開発は関心を集めてお

り、感染症ワクチン、がん免疫療法、免疫寛容化、タンパク質補充療法、ゲノム編集、遺生

体内での抗体医薬産生への応用検討が加速している[26–30]。実際、mRNAワクチンは COVID-

19 のパンデミックに対応して正式に承認され、感染率や死亡率の大幅な減少に貢献した

[31,32]。2022 年 12 月には、患者生検の分析結果に基づく最大 34 種類のネオアンチゲンをコ

ードする mRNA-4157が抗 programmed death receptor-1（PD-1）抗体の KEYTRUDAと併用す

ることで、ステージ III/IV のメラノーマ切除後の術後補助療法において Phase 2b で有意差

を示し、がんの個別化医療の実現可能性を示した[33]。 

このように mRNA を薬として扱うことは大きな可能性を秘めているが、mRNA は分子サ

イズが大きく、陰イオン性であるため、mRNA 単独で細胞膜を通過するのは困難である。そ

れに加えて、mRNA は血液中や組織に存在する RNase によって分解されやすいため、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。 

核酸用途のドラッグデリバリーシステム（DDS）は、生体内で siRNA の機能を発揮させ

るために急速に進展してきた。脂質ナノ粒子（Lipid Nanoparticles: LNPs）はその代表的な技

術である（Figure 2）。典型的な LNP は、イオン性脂質、コレステロール、リン脂質（ヘル

パー脂質）およびポリエチレングリコール（PEG）脂質から構成される。LNP を構成する脂

質のうち、最も特徴的なマテリアルはイオン性脂質である。イオン性脂質は正に帯電可能な

頭部と疎水性足場からなる物質であるため、LNPの電荷制御を実現でき、RNA のバイオア

ベイラビリティ向上を担う（Figure 2）。具体的には、正に荷電したイオン性脂質は静電的相

互作用によって核酸の LNP 内部への封入を促進する。また、生理的 pH ではイオン性脂質

は荷電しないため、体内動態の改善が期待される。さらに、エンドソーム酸性化に伴って荷

電したLNPはエンドソーム膜との膜融合や細胞質への核酸の放出を促進する[34–36]。2006年、

世界で初めて、全身投与で霊長類での RNAiの誘導と遺伝子抑制が達成され、siRNAの医薬

品応用への道が拓いた。これを可能にした DDSが LNPであり、その時に使用されたイオン

性脂質は DLin-DMAである[35]。引き続き、イオン性脂質の構造最適化がなされ、2010年に

DLin-KC2-DMA（KC2）[36]、2012年に DLin-MC3-DMA（MC3）が開発された[37]（Figure 2）。

全身投与した LNP の性能比較は、マウス肝実質細胞で特異的に発現する血液凝固第Ⅶ因子

（FactorⅦ）のノックダウン効率を指標に行われることが多いが、ED50値で 1 mg kg-1だっ

たDLin-DMAと比較して、MC3は0.005 mg kg-1での遺伝子サイレンシングに成功している。

このMC3-LNP は霊長類でも効率的な遺伝子抑制を実現し、世界初の siRNA 医薬品 Onpattro

（patisiran）の誕生に大きく貢献した[38]。 
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当研究室では、佐藤らによりイオン性脂質 YSK05 が開発された[39]。YSK05-LNP はマウ

ス FactorⅦのノックダウン活性として ED50値で 0.06 mg kg-1を達成し、C 型肝炎ウイルス

（HCV）の抑制効果を得ている[40]。続いて開発されたイオン性脂質 YSK13-C3 を含む LNP

は ED50値で 0.015 mg kg-1を達成し、B 型肝炎ウイルス（HBV）持続感染動物における HBV

抑制効果も得られている[41]。 

上述のイオン性脂質の構造最適化を通して、pKa値として 6.2-6.5の LNPが肝実質細胞の

遺伝子ノックダウンに適しているという知見が見出されている[37]。また、肝臓標的型 LNP

の全身投与後の体内動態やそのメカニズムも明らかになっている。具体的には、LNP を静

脈内投与すると、LNPの粒子径制御や安定化を担っていた PEG脂質がLNPから脱離し[42,43]、

LNP 表面にアポリポタンパク質 E（ApoE）を中心としたタンパク質が吸着し、低比重リポ

タンパク質受容体（LDLR）を介して、LNP は肝実質細胞へ取り込まれる[44,45]。 

このようにイオン性脂質の構造最適化や LNP の理解が急速に進展したにも関わらず、

siRNA がエンドソームを脱出する効率は数%程度であり[46,47]、RISC に搭載されて機能を発

揮する siRNA は投与したうちの 1%以下であることが報告されていた[48]。そこで 2019年、

筆者らはイオン性脂質の頭部構造と疎水性足場の両方を誘導体化し、構造活性相関の更な

る理解を試みた[49]。その結果、頭部第 3級アミンの clogP 値と LNP の pKa値が相関するこ

と、疎水性足場も pKaに寄与すること、親水性頭部だけでなく疎水性足場も LNPの体内動

態に寄与することなどが見出された。また、本検討の中で獲得したイオン性脂質 CL4H6か

ら構成される LNP は、マウスへの全身投与によって ED50値として 0.0025 mg kg-1という高

効率での肝実質細胞の遺伝子抑制と、エステル結合由来の生分解性に基づく肝毒性の低下

を達成した（Figure 2）。 

 

 

Figure 2 LNP の模式図と代表的なイオン性脂質の化学構造（DLinDMA、DLin-KC2-DMA、

DLin-MC3-DMA、CL4H6）[49,50]。 

 

近年、リガンドの発展や核酸修飾技術の高度化に伴い、肝実質細胞への siRNA 送達は

GalNAc コンジュゲート体が主流である（Figure 3）。LNP とは異なり、GalNAc コンジュゲ

ート核酸は化学的に単一の構造であることから、製造や品質担保が比較的容易であると考
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えられる。Patisiran（LNP 製剤）と vutrisiran（GalNAc コンジュゲート製剤）は両方トラン

スサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチーを適応として承認された siRNA 医薬

品だが、3週間に 1回の全身投与である前者と比べて、後者は 3か月に 1回の皮下投与であ

り、患者負担も少ない。Patisiran 以降に肝実質細胞を標的として承認された siRNA 医薬品

には givosiran、lumasiran、inclisiranがあるが、これらはすべて GalNAc コンジュゲート製剤

である。 

 

 

Figure 3 GalNAc コンジュゲート製剤の化学構造[51]。 

 

mRNA は siRNA と比較して長鎖であり、高度な化学修飾も困難であることから、生体内

での安定性は極めて低く、リガンドコンジュゲート化したとしても mRNA の全身投与は困

難である。また、リガンドコンジュゲート核酸の性能はリガンドに大きく依存するため、肝

実質細胞以外を標的とする場合、リガンド探索とそれに適したリンカー探索も同時に進め

る必要がある。そのため、生体内への mRNA 送達には LNP 製剤が採用されることが多い。

実際、承認された COVID-19 に対する mRNA ワクチンや、臨床試験中の全身投与型 mRNA

医薬の殆どが LNP 製剤である。 

siRNA 送達に有効なイオン性脂質や LNP 組成がそのまま mRNA 送達に転用できるとは

限らないことが報告されており[52]、更なるイオン性脂質開発や脂質組成の改良が行われて

いる。イオン性脂質の頭部構造としては複素環アミンも含めた第 3級アミンが主流であり、

その構造探索が継続されている[16,53]。イオン性脂質の疎水性部位としては、不飽和足場[37]、

生分解性足場[54,55]、高分子足場[56,57]、分岐足場[58,59]が検討されている。その中でも、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いう報告がなされている。

Zhang らは直鎖の足場を有する 4 種類のイオン性脂質と分岐鎖の足場を有する 5 種類のイ

オン性脂質を比較し、分岐脂質が高い活性を示す傾向があると報告した[60]。Hajjらは、イソ

デシル（脂肪酸の末端にメチル分岐がある）足場が直鎖足場に比べて in vivo で 10倍以上の

活性を持つことを報告した[61]。臨床においても、COVID-19ワクチンや Cas9 mRNAを送達

する LNP に分岐足場を有するイオン性脂質が使用されている[62]（Figure 4）。 
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Figure 4 COVID-19のパンデミックに対応して承認された mRNA/LNPに採用されたイオン

性脂質。Pfizer/BioNTech社の LNP には ALC-0315が採用され、Moderna 社の LNPには SM-

102が採用されており、どちらも分岐足場を有する[63]。 

 

上述のように分岐足場を有するイオン性脂質が注目されているにも関わらず、市販で入

手可能な分岐化合物が限られており、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ついての体系的な知見が得ら

れていないのが現状である。この体系的な知見を得ることは今後の合理的な脂質設計のた

めの指針となるのではないかと考えた。 

本研究では、mRNA-LNP の機能に対する分岐構造の影響を理解するために、系統的な分

岐脂質ライブラリを設計した。合成した 32種類の分岐脂質の詳細な比較から、疎水性足場

の分岐鎖が mRNA-LNPの安定性と in vivoでの有効性を高めることを明らかにした。第 1章

では、系統的な分岐脂質ライブラリの設計戦略と合成結果を報告する。第 2章では、疎水性

足場の分岐構造が LNP の物理化学的性質や保存安定性に与える影響について報告する。第

3 章では、疎水性足場の分岐構造が膜融合活性や in vivo mRNA 送達に与える影響について

報告する。最後に、Cas9 mRNA と sgRNA を同時に封入した LNP の単回投与により、マウ

スで効率的に in vivo ゲノム編集を達成したことについても報告する。 
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第1章 イオン性脂質の分岐構造と LNP の機能の関係性理解のための系統的な脂

質ライブラリ設計 

 

1.1 緒言 

分岐化合物は広大な化学空間を有している。具体的には、各鎖の炭化水素鎖長、分岐鎖の

数と位置、主鎖と分岐鎖の対称性、総炭素数、ヘテロ原子の数など、分岐化合物を記述する

ためには多くのパラメータが必要である。この複雑さは分岐脂質間の正確な比較を困難に

している。また、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は容易ではない。以上の理由から、分岐構造が LNP の機能に与え

る影響についての体系的な知見は報告されていない。この体系的な知見を得ることは今後

の合理的な脂質設計のための指針となると考え、系統的な分岐脂質ライブラリの設計を試

みた。 

本研究では、イオン性脂質の足場構造として α分岐脂肪酸に着目した。α分岐脂肪酸は主

鎖と α位から分岐した側鎖からなる脂肪酸であり、本研究の目的達成に向けて理想的な 2つ

の特徴を有している（Figure 5）。1つ目の特徴は、α分岐脂肪酸が市販で入手可能な単純な

化合物を原料として合成でき、それに加えて、各鎖の長さを独立して制御しながら合成可能

なことである。もう１つの特徴は、α分岐脂肪酸は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ことである。α分岐脂肪酸のこれらの特徴は、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。 

 

 

Figure 5 α分岐足場を有するイオン性脂質。α分岐脂肪酸は、単純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できる。また、対称性（Symmetry）と総炭素数（Total 

carbon number）の 2つのパラメータで構造記述が可能である。 
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1.2 結果 

1.2.1 α分岐脂肪酸の合成 

カルボニル化合物の α 炭素は酸性度が高いため、強塩基によってプロトンを引き抜くこ

とができ、その結果エノラートが生成する。エノラートは求核剤として働くため、ハロゲン

化アルキルを加えることで、SN2反応が進行する。この反応を利用することで α分岐脂肪酸

m-n（主鎖の炭素数: m, 側鎖の炭素数: n）が得られる（Figure 6a）。精製の難易度に応じて 2

種類の合成ルートを使い分け、原料や意図しない副産物から分離することで、目的とする構

造の α分岐脂肪酸を得た。1つ目の合成ルートは直鎖脂肪酸のアルキル化であり、2つ目の

合成ルートはマロン酸ジメチルのアルキル化である（Figure 6b）。 

 直鎖脂肪酸をアルキル化する場合、未反応の直鎖脂肪酸から目的の分岐脂肪酸を逆相カ

ラムで精製する必要がある。よって、付加するアルキル鎖が長い方が精製難易度は下がるた

め、本手法は対称性の高い（側鎖の長い）分岐脂肪酸を合成する場合に有用である。検討当

初は、NaH とそれに続けて添加する LDA によって直鎖脂肪酸の α炭素のプロトンを引き抜

いた後に、ヨウ化アルキルを付加させる手法を試みた[64]。反応温度も文献通りに室温~45℃

としたが、複数の副生成物や原料の残存が確認されたうえ、収率も 10%程度であった。副反

応を抑制する必要があると考え、より低温（-20℃~10℃）で反応させる条件を利用した[65]。

本手法では NaHを使用せず、LDAによって全てのプロトンを引き抜いている。また、配位

性添加剤 DMPUを添加することで LDAの会合を防ぎ、反応の進行促進を試みている。本条

件を使用して分岐脂肪酸 14-2 の合成を試みたところ、収率は 40%程度と大きく改善した。

モレキュラーシーブスによる超脱水THFやDMPUの脱水やDMPU添加量の最適化も行い、

50%程度と比較的高収率で目的物が得られた。 

マロン酸ジメチルをアルキル化する場合、鎖長”m-2”のヨウ化アルキルと鎖長 nのヨウ化

アルキルを付加することで、目的の α 分岐脂肪酸 m-n が得られる。しかしながら、副生成

物として α 分岐脂肪酸 m-“m-2”と α 分岐脂肪酸“n+2”-n も得られる。高純度の目的物を得る

ためには逆相カラムによる精製を行う必要がある。付加する 2 種類のアルキル鎖長の差が

大きいほど分離難易度が下がるため、対称性の低い（直鎖に近い）分岐脂肪酸を合成する場

合、もしくは完全に対称な分岐構造の脂肪酸を合成する場合に有用である。NaH によって

ジメチルマロン酸の α 炭素のプロトンを 2 度引き抜き、2 分子のヨウ化アルキルを付加し、

加水分解、脱炭酸反応を行う手法を試みた[66]。完全対称構造の分岐脂肪酸 9-7は 1種類のヨ

ードアルカン（1-iodoheptane）の付加により、98%という高い収率で得られた。非対称の分

岐脂肪酸 10-2 は、1-iodooctane と iodoethane を等モルとなるように混合して添加した結果、

30%の収率で分岐脂肪酸 10-2 が得られた。各ヨードアルカンが付加する確率が同程度の場

合、分岐脂肪酸 4-2/10-2/10-8=1:2:1の割合で生成する。そのため 2種類のヨウ化アルキルを

混合して添加する方法では、理論上収率が 50%以上になることはない。そこで、マロン酸ジ

メチルに対して 1 等量の NaH と 1 種類目のヨードアルカンを添加し、反応進行後に 1.5 等

量の NaH と 2種類目のヨードアルカンを添加した。この順次添加する方法で分岐脂肪酸 9-
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3 の合成を試みたところ、収率は 63%と大幅に改善された。 

どちらの合成ルートにおいても、ヨウ化アルキルを基質として利用したが、必要なヨウ化

アルキルが市販で入手できない場合がある。本研究においても、α 分岐脂肪酸 15-1 を合成

するための原料 1-iodotridecane（C13-I）は入手不能であった。ヨウ化アルキルの合成法とし

てはいくつかの選択肢があるが、本検討では第 1 級アルコールに対してヨウ化水素酸

（hydriodic acid）を反応させる手法を実施した。Tridecanol（C13-OH）を原料として反応を

試みたところ、収量 6.7 g、収率 65.6%、clear yellow oil として目的の 1-iodotridecane（C13-

I）が得られた。 

最終的には、直鎖脂肪酸から 11 種類の分岐脂肪酸、マロン酸ジメチルから 9 種類の分岐

脂肪酸を合成し、市販で入手可能な 11種類の分岐脂肪酸を加えて、合計 31種類の分岐脂肪

酸と 1種類の直鎖脂肪酸が得られた。 

 

 

Figure 6  α分岐脂肪酸の合成。（a）α分岐脂肪酸の構造。mは主鎖の炭素鎖長、nは側鎖の

炭素鎖長を示す。（b）上段：直鎖脂肪酸を原料とした α分岐脂肪酸の合成。下段：マロン酸

ジメチルを原料した α分岐脂肪酸の合成。 

 

1.2.2 α分岐脂質の合成 

α分岐脂質ライブラリの頭部構造は、当研究室で開発済の CL4 構造で固定した[49]。筆者

らは 2019年に、CL4 構造は肝実質細胞への in vivo siRNA送達において最も高い遺伝子抑制

を達成した構造のうちの一つであると報告している。α分岐脂肪酸 m - nと CL4 頭部構造を

縮合することで、α分岐脂質（CL4F m - n）を 32種類得た（Figure 7）。イオン性脂質に含ま

れる不純物は構造活性相関の正確な理解を妨げると予想される[67]。そのため、得られた脂質

は順相および逆相クロマトグラフィーを用いて精製した。精製後のイオン性脂質はすべて

1H-NMR および液体クロマトグラフィー質量分析計（LC/MS）を用いて同定された。また、

純度はコロナ荷電化粒子検出器付き液体クロマトグラフィー（LC/CAD）により測定し、純

度 83.4%以上であり、平均としては 92.9%であった。 
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Figure 7  α分岐脂質 CL4F m – nの合成。mは主鎖の炭素鎖長、nは側鎖の炭素鎖長を示す。

α分岐脂質も対称性と総炭素数という 2つのパラメータで記述可能である。 

 

1.2.3 α分岐脂質の構造を記述する 2つのパラメータ 

α分岐足場は、その対称性と総炭素数に基づいて記述される。対称性は、主鎖と側鎖の炭

素数の比として計算され、0.0-1.0 の範囲となる。総炭素数は主鎖と側鎖の炭素数の合計と

して計算され、C8-C26 の範囲となる。合成した 32種類の脂質構造を可視化するために、α

分岐足場の対称性と総炭素数に従ってプロットした（Figure 8）。例えば、CL4F 9-7、CL4F 

12-4、CL4F 16-0の足場の総炭素数（C16）は同じだが、対称性（y軸）が異なり、それぞれ

完全対称（1.0）、中程度の対称（0.4）、直鎖（0.0）である。一方、CL4F 6-4、CL4F 8-6、CL4F 

14-12は、全て完全対称（1.0）な脂質だが、総炭素数（x軸）は異なり、それぞれ C10、C14、

C26である。以上より、頭部が固定された一方で、足場の分岐構造の対称性と総炭素数の多

様性に富んだ分岐脂質ライブラリが得られた。これらのパラメータが LNP の安定性や性能

に与える影響を次章以降調べた。 

 

Figure 8  32種類の脂質構造。各脂質はその総炭素数と対称性に従ってプロットされた。 
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1.3 考察 

Moderna社や Pfizer/BioNTech 社が開発した COVID-19に対する mRNAワクチンは高い有

効性を示しており、両社はキャリアとして LNP を採用している。LNP 製剤は通常イオン性

脂質、コレステロール、リン脂質、PEG 脂質から構成されるが、両社の製剤の共通点はイオ

ン性脂質として分岐足場を有する脂質を採用したことである（Figure 4）。しかしながら、分

岐鎖が LNP の性質や mRNA 送達効率に与える影響についての報告は非常に限られている。

分岐鎖に関する構造活性相関を理解するためには、系統的で連続的な脂質ライブラリを設

計することが理想的だが、市販で入手可能な分岐化合物が限られていることがこれを妨げ

ていると考えた。実際、Hajj らや Zhang らは限られた脂質ライブラリ内での比較試験に基

づいて、分岐鎖の重要性を主張している。 

そこで本研究では、イオン性脂質の足場構造として α分岐脂肪酸に着目した（Figure 5）。

対応するハロゲン化アルキルを入手できれば、α分岐脂肪酸の主鎖と側鎖の炭化水素鎖長は

自由に制御可能であり、本特徴は系統的で連続的な脂質ライブラリ設計を可能とした

（Figure 6）。2つの独立したパラメータのみで構造を記述できるという α 分岐構造の特徴も

構造活性相関を理解する上で重要である（Figure 8）。 

本研究では 32種類の α分岐脂肪酸を合成したが、2つのルートを使い分けた（Figure 6）。

直鎖脂肪酸を原料とするルートであれば 1 ステップで目的物が得られるが、発火の危険性

がある試薬や適切な温度管理が必要であり、収率も安定しなかった。したがって、主鎖と分

岐鎖の炭素鎖長が近いために逆相精製が困難な場合を除いて、マロン酸ジメチルを原料と

した合成法を優先した。本手法は、アルキル付加・加水分解・脱炭酸反応の 3ステップが必

要だが、温和な条件で反応が進行することから収率が安定し、スケールアップも容易であっ

た。異なる 2種類のヨウ化アルキルを付加する際には、1種類付加するごとに精製するのが

基本だが、合成期間の短縮を目指し、2 種類のヨウ化アルキル（仮に A と B とする）を同

時に添加したところ、予想通り AA/AB/BB=1:2:1の割合で分岐脂肪酸が得られた。更に工夫

し、2種類のヨウ化アルキル（仮に A と B とする）を順次添加したところ、AA/AB/BB=1:8:1

といったように目的の分岐脂肪酸がより多く得られるようになり、合成期間の短縮と収率

を両立できた。 

本研究では主鎖と側鎖がそれぞれ直鎖状の単純な α 分岐脂質の理解に取り組んだが、主

鎖や側鎖が更に分岐するような複雑な α分岐脂質も興味の対象である。その場合、原料とし

て複雑なハロゲン化アルキルが必要となるが、市販で入手できなかったとしても、アルコー

ル、カルボン酸、アルケンのハロゲン化は実施可能である。分岐構造が複雑になるほど構造

記述も難しくなるが、ケモインフォマティクスの発展に伴い、例えば RDkitによって様々な

記述子を算出可能である[68]。原子数や clogPのような 0次元や 1次元の記述子では CL4F 16-

0 と CL4F 10-6といったような構造異性体を区別できないが、化合物をグラフ構造としてと

らえる 2 次元のトポロジカルインデックスは強力なツールとなりうる[69–71]。具体的には、

Kappa shape indexや Balaban's J valueは分岐の程度も含む全体的な分子形状を表すことがで
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きる。一方で、脂質は 1分子で機能するわけではなく、複数の脂質分子の集合体として LNP

の機能が発揮するため、分子の立体構造から算出される 3 次元記述子の適用は慎重に検討

する必要がある。 

上述のように α 分岐に着目することで、系統的で連続的な分岐脂肪酸や分岐脂質ライブ

ラリが得られた。しかしながら、α 分岐を導入したことで生じると予想される欠点もあり、

それは生分解性の低下である。イオン性脂質の適切な位置にエステル結合を導入すること

で、イオン性脂質は臓器内・細胞内のエステラーゼやリパーゼによって生分解されることが

報告されている。例えば、Onpattroに使用された MC3 にエステル結合を導入した L319 とい

う脂質は活性と生分解性を両立している[54]。それと同様に、筆者らが開発した CL4H6 もエ

ステル結合が導入されており、肝臓 FactorⅦを標的とする siRNAデリバリーにおいて ED50

値で 0.0025 mg kg-1を達成し、その 400倍の 1.0 mg kg-1を投与しても体重減少や血液学的・

病理組織学的な異変は確認されなかった [49]。本研究で合成した分岐脂質ライブラリも

CL4H6 と同様にエステル結合が導入されているが、α 位から分岐した炭化水素鎖が立体障

害となるために、生分解性を失う可能性が高い。β 分岐脂肪酸、γ 分岐脂肪酸、δ 分岐脂肪

酸...というようにエステル結合から分岐鎖を遠ざけることで生分解性が改善する可能性が

ある。β分岐脂肪酸はホスホノ酢酸トリエチルと目的炭素鎖長のケトンを原料としたHorner-

Wadsworth-Emmons 反応から、δ分岐脂肪酸は β 分岐脂肪酸エステルを還元・酸化すること

で得られる β分岐のアルデヒドを原料とした Horner-Wadsworth-Emmons 反応から、εや ζ分

岐脂肪酸は β 分岐のアルデヒドと(3-Carboxyethyl) triphenylphosphonium や(3-Carboxypropyl) 

triphenylphosphoniumを原料としたWittig 反応から合成可能である。ただし、ステップ数が

多く、市販で入手可能なケトンも限られていることから、系統的な脂肪酸ライブラリの取得

は困難であると予想される。 

Moderna社や Pfizer/BioNTech社のmRNA/LNPワクチンに採用された SM-102やALC-0315

にも言えることだが、殆どの分岐脂質は分岐部分が不斉炭素となりラセミ体である。LNPの

活性や保存安定性は脂質構造そのものではなく、脂質構造によって変わる LNP の性質に依

存する。そのため脂質の立体構造や脂質間の相互作用が重要であり、S体/R 体で活性が異な

る可能性がある。実際、Alejandro J.Da Silva Sanchezらはイオン性脂質 C12-200について、S

体は R 体と比較して強い活性を示し、ラセミ体はその中間の活性を有すると報告した[72]。 
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1.4 小括 

本章では、イオン性脂質の分岐構造が LNP の機能に与える影響についての体系的な知見

の獲得を目指し、系統的な分岐脂質ライブラリの設計を試みた。イオン性脂質の足場構造と

して α分岐脂肪酸に着目した。α分岐脂肪酸は市販で入手可能な単純な原料から、各鎖の長

さを独立して制御しながら合成可能である。また、精製の難易度に応じて 2種類の合成ルー

ト（直鎖脂肪酸のアルキル化/マロン酸ジメチルのアルキル化）を使い分けた。これにより

系統的な α 分岐脂肪酸ライブラリを獲得した。得られた α 分岐脂肪酸をそれぞれ CL4 頭部

構造と縮合することで、α 分岐脂質を 32 種類得た。得られた脂質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であり、分岐構造の正確な比較が可能となる。また、α

分岐構造は対称性と総炭素数という 2 つの独立因子のみで記述でき、この特徴は構造活性

相関の理解にとって理想的である。 
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第2章 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 

 

2.1 緒言 

典型的な LNP はイオン性脂質、コレステロール、リン脂質、PEG脂質を構成成分とする 

（Figure 9a）。これらの成分、成分比及び粒子作製条件によって決まる LNPの物理化学的性

質は LNP の動態を決める重要な要素であり、LNPの粒子径や見かけの pKaはその代表的な

パラメータである。例えば、血中に投与された LNP が肝実質細胞へ移行するためには、肝

類洞血管内皮細胞に存在するフェネストラと呼ばれる 100~150 nm程度の間隙を通過し、デ

ィッセ腔へ移行する必要があるため[73,74]、粒子径制御は重要である。また、粒子径の大きい

LNP は免疫細胞へ取り込まれやすいことも報告されている[75]。通常 pKa は分子ごとに固有

の値を示すが、LNP は複数分子の集合体であるため、LNP を 1 つの分子として捉える見か

けの pKa（apparent pKa）が LNPの性質を決める。この見かけの pKaについても、pKa が 6

以下だと脾臓、pKa が 6~7 の範囲内だと肝臓、pKa が 9 以上だと肺で mRNA が効率的に発

現する傾向があると報告されている[76]。 

LNP の物理化学的性質は制御可能である。LNP の調製はエタノール希釈法で行われるこ

とが一般的である。具体的には、エタノールに溶かした脂質を、核酸を含む酸性緩衝液で急

速に攪拌・希釈し、極性上昇に伴う自己集合を促進することで LNP が形成する。この希釈

率、希釈速度、希釈からバッファー交換までの時間[77]、緩衝液の塩濃度[75,78]に依存して粒子

径は変化する。また、PEG 脂質は粒子同士の融合を阻害するため、PEG 脂質が多いほど粒

子径は小さくなる[79]。見かけの pKa は第 4 級アンモニウム塩のような常に正電荷を有する

脂質やリン酸塩のような常に負電荷を有する脂質を加えることで制御できる[80]。 

このように LNP の物性を制御する手法は報告されているが、脂質の化学構造によって

LNP の物理化学的性質がどのように制御されているかについての研究は非常に限られてい

る。例えば、M. Cornebise らは、脂質頭部の化学構造は mRNA との静電的相互作用もしく

は水素結合に寄与することで、 LNP の粒子径や不均一性に影響を与えることを示唆した[81]。

筆者らも LNP の見かけの pKa はイオン性脂質の頭部 clogP 値に依存していると報告してい

る[49]。これらの研究は今後の脂質設計の指針となるが、主に頭部構造の比較である。そこで

本研究では、足場の化学構造が LNP の物理化学的特性に与える影響について調査を試みた。 
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Figure 9  LNPを構成する脂質構造と LNP の調製法。（a）典型的な LNP には、イオン性脂

質、コレステロール、DSPC（1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine）、DMG-PEG2000（1,2-

Dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000）が利用される。（b）エタノール希

釈法による LNP 調製は、マイクロ流体デバイスによる急速攪拌・混合により行われること

が多い。 
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2.2 結果 

2.2.1 α分岐脂質から調製される LNPの物理化学的性質 

イオン性脂質の化学構造が LNP の物理化学的性質に与える影響を検討するため、イオン

性脂質を除く構成脂質の種類、脂質組成、核酸の種類、核酸/脂質比および粒子調製法は固

定した。脂質の種類や組成は Onpattro 製剤と同一とした。Onpattro 製剤は PEG 脂質として

PEG2000-C-DMG（（R）-α-（3’-{[1,2-di（myristyloxy）propanoxy]carbonylamino}propyl）-ω-methoxy, 

polyoxyethylene）を使用しているが、入手難易度を考慮して、グリセロールリンカーと PEG

の間のアミド結合の有無以外は同一の構造を有するDMG-PEG2000を使用した。核酸はFirefly 

Luciferaseをコードした mRNA（FLuc mRNA、5moU修飾、1929ヌクレオチド、Trilink社製）

を使用し、イオン性脂質と核酸のモル比に該当する N/P 比は 10とした。また、エタノール

希釈法は Precision Nanosystems 社のマイクロ流体デバイス NanoAssemblr を採用し、これに

より自動で LNP を作製した。ピペッティング、もしくは激しく攪拌している緩衝液へのエ

タノール注入によってもエタノール希釈法は実現でき、低コスト・試薬ロスの最小化という

メリットがあるが、再現性の低下が懸念され、かつスケールアップも容易ではないため本検

討では採用しなかった[82]。 

即ち、LNPはイオン性脂質、コレステロール、DSPC および DMG-PEG2000 （50:38.5:10:1.5 

mol%）と FLuc mRNA をマイクロ流体デバイス内で急速に攪拌混合して製剤化した。得ら

れた LNP は HEPES 緩衝液で置換し、限外濾過によって精製された。LNP の物理化学的性

質として、粒子径、多分散指数（PDI）、mRNA 封入率、見かけの pKa を評価した。PDI の

値が小さいと粒子径分布が均一であることを示し、0.0-1.0の範囲で算出される。その結果、

脂質組成や製剤工程を同一にしたにもかかわらず、イオン性脂質の足場構造に依存して

LNPの物理化学的性質は変化した（Table 1）。粒子径は 65-220 nm、PDIは 0.002-0.225、mRNA

封入率は 40%-100%の範囲であった。また、32種類のイオン性脂質の頭部構造はジプロピル

アミンに固定されているにもかかわらず、見かけの pKa 値は 5.85～6.81 と 1 ポイントほど

の範囲で変動することが見出され、頭部構造ほどの変動ではないが、足場構造も pKa に寄

与することが示された。 

mRNA-LNP 製剤の物性に対する足場構造の影響を可視化するために、2 つのパラメータ

（対称性および総炭素数）に従って等高線図を作成した（Figure 10a-d）。Figure 10a-cは分岐

足場の総炭素数の増加が、粒子径の低下、均一性の向上および mRNA 封入率の向上に寄与

することを示している。この傾向は logP 値で示される脂質分子の疎水性とそれに伴う脂質

同士の相互作用の強弱に起因していると考えられる。また、分岐足場の対称性も粒子径、PDI

および mRNA 封入率に影響を及ぼすことが示された。しかしながら、分岐構造の対称性は

脂質分子の logP値に影響を与えないため、対称性が LNPの物性に寄与したメカニズムを理

解することは困難であった。Figure 10dは、見かけの pKa も足場の分岐構造に依存して規則

的に変動することを示唆しているが、そのメカニズムも不明であった。 
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Table 1  32種類の LNPの粒子径、PDI、mRNA封入率、見かけの pKa。 

LNP組成はイオン性脂質、コレステロール、DSPCおよびDMG-PEG2k（50:38.5:10:1.5 mol%）、

N/P 比=10 で固定した。mRNAは Flucをコードしたものを使用した。 

Lipid name ζ-Average 

[nm] 

PDI % mRNA 

encapsulation 

pKa 

CL4F 6-2 218.20 0.069 41.4 6.40 

CL4F 7-5 109.80 0.057 99.9 6.27 

CL4F 8-4 101.60 0.020 99.7 6.27 

CL4F 9-3 102.80 0.030 99.6 6.34 

CL4F 10-2 93.60 0.068 98.6 6.35 

CL4F 8-6 88.78 0.022 99.4 6.14 

CL4F 10-4 84.92 0.041 99.8 6.19 

CL4F 10-5 84.62 0.021 99.7 6.07 

CL4F 9-7 81.30 0.004 99.2 6.05 

CL4F 11-5 81.81 0.019 99.6 6.19 

CL4F 12-4 84.57 0.015 99.0 6.16 

CL4F 13-3 83.05 0.044 96.3 6.22 

CL4F 14-2 74.02 0.078 94.0 6.29 

CL4F 10-7 79.68 0.039 99.8 5.99 

CL4F 11-6 84.50 0.020 99.8 6.02 

CL4F 16-0 158.30 0.225 86.2 6.81 

CL4F 16-1 69.08 0.045 65.9 6.40 

CL4F 10-8 81.99 0.021 99.8 5.99 

CL4F 11-7 79.45 0.021 99.7 5.98 

CL4F 11-9 81.13 0.014 99.8 5.92 

CL4F 12-10 75.85 0.019 99.6 5.85 

CL4F 10-6 82.66 0.006 99.6 6.05 

CL4F 6-4 141.10 0.023 97.2 6.38 

CL4F 7-3 133.90 0.025 98.1 6.39 

CL4F 7-4 113.50 0.032 98.8 6.33 

CL4F 8-5 94.65 0.043 99.1 6.23 

CL4F 9-4 95.29 0.002 99.1 6.26 

CL4F 9-5 89.41 0.048 99.0 6.16 

CL4F 9-6 89.18 0.021 99.1 6.10 
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CL4F 12-6 82.84 0.017 99.7 6.03 

CL4F 15-1 106.4 0.143 88.9 6.32 

CL4F 14-12 97.41 0.043 97.9 5.83 

 

 

Figure 10 mRNA-LNP 製剤の各種物性と足場の分岐構造を記述する 2つのパラメータ（対称

性および総炭素数）の等高線図。x軸は総炭素数、y軸は対称性を表す。（a）粒子径（ζ-Average）、

（b）多分散指数（PDI）、（c）mRNA封入率、（d）見かけの pKa値。 

 

2.2.2 イオン性脂質足場の分岐鎖が脂質の運動性や LNP内部の粘性に与える影響 

エタノール希釈法による粒子作製の際、脂質足場の疎水性は自己集合の駆動力となるた

め、疎水性足場は粒子形成において重要な役割を果たす[83]。Figure 10で示された LNPの物

性に対する分岐足場の影響を理解するために、LNP 内部での脂質の分子運動に着目した。in 

silico 研究において、リン脂質足場の分岐鎖は脂質二重層における脂質分子の回転運動を制

限することが見出されており、脂質の面弾性係数や軸方向緩和時間の計算値によって示さ

れている[84,85]。分子レベルでは、分岐鎖によって生じた疎水鎖の折れ曲がり構造や疎水鎖同

士の交差によって、脂質分子の側方拡散や回転運動が遅くなる[86]。これらの知見に基づき、

イオン性脂質の分岐鎖によって生じる分子運動の制限はナノ粒子を安定化させ、その結果、
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mRNA封入率が高く、均一で小さな粒子が形成されたと仮説を立てた。 

LNP 内部における分子運動を直接評価することは困難なため、LNP 内部の粘性を実験的

に評価することで、分岐鎖の役割の検証を試みた。マクロスケールでの粘性は通常、力学的

手法で測定されるが、ミクロスケールでは蛍光プローブを用いてモニターすることができ

る。蛍光法の例として、1分子追跡法（single molecule tracking; SMT）[87]、光褪色後蛍光回

復法（FRAP）[88]、蛍光相関分光法（FCS）[89]、蛍光異方性[90]が挙げられる。ミクロスケー

ルの粘性測定に用いられる技術の中でも、分子ローターは最も有力なものの 1つである[91,92]。 

分子ローターはねじれ型分子内電荷移動（TICT）を利用した蛍光プローブであり、その量

子収率と蛍光寿命はナノスケールの粘性に依存する。分子ローターのうち、9-(dicyanovinyl)-

julolidine（DCVJ）や 9-(2-carboxy-2-cyano) vinyljulolidine（CCVJ）などのプッシュ-プル型分

子ローター、BODIPY-C12などの BODIPY 系分子ローターは、粘性のモニタリングに広く用

いられている。イオン性脂質と分子ローターの静電的相互作用による測定値への影響を排

除するために、荷電しない DCVJを選択した。DCVJのジュロリジン基とジシアノビニル基

の間の単結合付近で分子内回転すると、励起エネルギーの無放射遷移が起こり、蛍光が観察

されなくなる（Figure 11a）[93]。DCVJは脂質膜に優位に分配され、DPPC/コレステロールリ

ポソームと DOPC/コレステロールリポソームの粘性の差を検出できることが知られている

[94]。典型的な LNP は mRNA、水、イオン性脂質、コレステロールを含むコア、DSPC が豊

富な表面層および PEG 層から形成される[95]。DCVJ は疎水性のため、LNP の疎水性領域に

位置し、LNP 内部の粘性測定が可能と考えられる。 

初めに、グリセロール/メタノールの体積比（G/M）が異なる混合液を準備し、DCVJ由来

の蛍光強度がグリセロール/メタノール混合液の粘性に依存することを確認した（Figure 

11b）。反対に、DCVJ の吸収スペクトルは粘性に依存しないことも確認され、そのため蛍光

分子の濃度補正に使用した（Figure 11c）。測定値を粘性に変換するために、蛍光スペクトル

と吸光スペクトルの積分比（「R」と表記）を算出した。各温度（30℃～60℃）におけるグリ

セロール/メタノール混合液の粘性値に対して R の値をプロットすると、相関関係が認めら

れ（R2=0.833）、検量線が作成された（Figure 11d）。なお、検量線に基づく回帰式の指数値

（0.581）は装置や環境に依存しない値だが、他グループが報告した値の範囲内（0.51～0.59）

であった[96,97]。 
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Figure 11  DCVJによる粘性の評価。（a）DCVJ は、微小環境における粘性に応じて分子内

回転速度が変化し、それによって蛍光強度が変化する。（b）DCVJ由来の蛍光強度は粘性に

依存した。（c）DCVJ由来の吸光度は粘性に依存しない。（d）蛍光スペクトルと吸光スペク

トルの積分比 R は粘性値を反映した。 

 

2.2.3 分子ローターによる LNP内部の粘性評価 

DCVJで標識した 15 種類の LNPについて（Figure 12a）、各温度（30℃～60℃）における

蛍光スペクトルと吸光スペクトルを測定し、粘性に換算した。各 LNP の粘性値を温度に対

してプロットすると、活性化エネルギーの値として 30.3-50.3 kJ mol-1の範囲でアレニウス則

に従うようにフィッティングされ、これは他グループの報告と一致する[94]。転移点が確認さ

れなかったことや、後述する加速条件下での保存安定性データとの関連性を考慮し、各 LNP 

の 40℃における粘性を比較した。 

総炭素数は同じ C16 な一方で、対称性（0.0-1.0）の異なるイオン性脂質から調製した 8種

類の LNP の粘性を比較した（Figure 12b）。その結果、対称性の高い（側鎖の長い）脂質は、

より高粘性な LNP を形成する傾向があることが明らかとなった。具体的には、CL4F 9-7（側

鎖が長い）および CL4F 14-2（側鎖が短い）は、直鎖脂質 CL4F 16-0と比較して、それぞれ

1.76 倍および 1.29 倍の粘性上昇を示した。この結果は側鎖が長いほど脂質の分子運動が制

限されることを示唆している。さらに、総炭素数（C10-C26）が異なる完全対称の脂質から

調製した 8 種類の LNP の粘性を比較した（Figure 12c）。その結果、総炭素数の多い脂質は

高粘性な LNP を形成する傾向があった。具体的には、CL4F 6-4（C10）と比較すると、CL4F 

14-12（C26）と CL4F 9-7（C16）はそれぞれ 1.96倍および 1.47倍の粘性を示した。 
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このように、LNP 内部の粘性はイオン性脂質の分岐構造（対称性と総炭素数）に依存してい

る傾向があったため、重回帰分析を行った結果、粘性と分岐構造（対称性と総炭素数）の間

には相関関係が認められた（R2 = 0.837）（Figure 12d）。更に因子分析の結果は、対称性と総

炭素数の両方が粘性に有意に寄与することを明らかとした（Table 2）。32 種類の脂質につい

て、回帰した粘性値を等高線図として可視化した（Figure 12e）。 

 

 

Figure 12  DCVJによる LNP 内部の粘性評価。（a）DCVJ修飾 LNP を調製し、各温度にお

ける蛍光スペクトルと吸光スペクトルを測定した。（b）総炭素数が同じである一方、対称性

が異なる分岐脂質 8 種類の LNP の粘性値。（c）C10-C26 の範囲で総炭素数が異なる完全対

称脂質 8種類の LNP の粘性値。（d）重回帰分析における高い相関係数（R2 = 0.8368）は，

40℃における LNP 内部の粘性値（Y）が総炭素数（X1）と対称性（X2）に依存することを示

唆している。（e）重回帰式から算出した 32 種類の脂質の粘性値を、分岐構造に対してプロ

ットして等高線図を作成した。 

 

Table 2 重回帰分析に基づく因子分析結果 

  Coefficient SE t-value p-value 

Intercept -0.222 17.992 -0.012 0.99031 

total carbon number 6.763 1.034 6.542 0.00002 

symmetry 38.993 9.845 3.961 0.00163 

 

2.2.4 LNP内部の粘性と物理化学的性質の関係性 

回帰した粘性値を各 LNPの物性に対してプロットすると、高粘性の LNP は粒子径が小さ

く、PDI が低く、封入率が高いという明確な傾向が見出された（Figure 13a-c）。粘性が 120 

mPa sを下回ると、各物性値が悪化した。意外なことに、LNPの粘性値と見かけの pKa の間
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にも強い相関が見いだされた（Figure 13d）。限られた種類の脂質の比較ではあるが、直鎖足

場と比較して、分岐足場のイオン性脂質は LNP の見かけの pKaを低下させるというデータ

を筆者らは過去に報告しており[49]、Figure 13dが示す高粘性な（分岐構造を有する）LNP は

見かけの pKa が低いという結果と一貫している。イオン性脂質は第 3 級アミンなため、分

子としての本来の pKa は 9~11 付近であり[98]、イオン性脂質の pKa を ChemDraw で予測す

ると、MC3 の pKaは 9.45、CL4F（本脂質ライブラリ）の pKa は足場構造に依らず 10.20と

算出される。しかしながら、粒子化されたイオン性脂質同士は近接するため、電荷反発が斥

力となり、イオン性脂質がプロトン化することはエネルギー的に不利である。そのため、プ

ロトン化しない方向に平衡が移動しやすく、LNP 全体を 1 分子として考える見かけの pKa

はイオン性脂質本来の pKaよりも低下する[99–101]。LNP内部の粘性が高い、即ち脂質分子の

運動性が低い場合、頭部の第 3 級アミンが上述の電荷反発を逃れにくいため見かけの pKa

が低下したと推察された。 

 

 

Figure 13  LNP 内部の粘性と物理化学的性質の関係性。粘性が 120 mPa s（赤色の破線）を

超える LNP は、（a）粒子径が小さく、（b）PDI が狭く、（c）mRNA 封入率が高いことが見

出された。（d）粘性値と見かけの pKaの間には相関関係が認められた。 

 

2.2.5 LNP内部の粘性が保存安定性に与える影響 

実用化を見据えた場合、mRNA-LNP の長期保管安定性は重要な課題である。mRNA-LNP

が保存後も機能を維持するためには、mRNA と脂質の化学的劣化、および LNP の物理的劣

化を防がなければならない。化学的な劣化という観点では、mRNA は加水分解、酸化、トラ

ンスエステル化により活性を失い、脂質は加水分解や酸化を受ける可能性がある[102–105]。物

理的な劣化を防ぐためには、加熱や凍結融解の繰り返しを避けるべきという知見は得られ

ているが、脂質の化学構造が LNP の長期保管安定性に与える影響については十分に理解さ

れていない。また、LNP を長期保管した後の物理的劣化を類推する指標は報告されていな

い。 

粘性は自由に拡散しようとする脂質の分子運動の指標であることから、今回測定した粘

性値が LNP の長期保管安定性を推測する指標になるのではないかと考えた。そこで、LNP

を様々な温度（4℃、25℃、40℃）で保管し、物性を最大 90 日間経時的に評価した（Table 

3）。その結果、予想通り、CL4F 15-1や CL4F 14-2などの粘性の低い LNP は、時間の経過と
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ともに粒子径と PDI が徐々に増加し、mRNA は LNP から漏出することが示された。粘性が

LNPの長期安定性に与える影響をより明確にするために、40℃・1ヶ月間保存後の物性値に

対して粘性値をプロットした（Figure 14a-c）。その結果、高粘性な LNP は 40℃加熱条件下

においても物性が維持され、その閾値が約 150 mPa sであることが見出された。初期物性に

おける粘性の閾値と比較して、40℃・1ヶ月間保存後における粘性の閾値はより高い値とな

っているが、加熱によって分子の運動性が増加することを考慮すると自然な結果だと考え

られる。 

 

Table 3 各温度（4°C、25°C、40°C）で一定期間保管後の LNPの物理化学的性質（粒子径・

PDI・封入率） 

   4°C 25°C 40°C 

 Day 0 14 30 90 7 30 3 7 30 

CL4F 6-2 Size [nm] 218.2 227.3 233.7 231.4 227.3 232.1 234.9 232.7 222.0 

 PDI 0.07 0.10 0.09 0.12 0.06 0.11 0.11 0.11 0.20 

 EE [%] 41.4 68.0 65.6 68.0 66.3 66.9 64.9 71.0 62.3 

CL4F 7-5 Size [nm] 109.8 113.7 133.5 116.5 107.5 116.8 118.9 127.9 206.1 

 PDI 0.06 0.03 0.02 0.05 0.04 0.002 0.04 0.06 0.11 

 EE [%] 99.9 99.6 99.6 99.7 99.4 98.9 93.5 83.1 29.2 

CL4F 8-4 Size [nm] 101.6 103.3 102.7 105.2 102.3 106.3 106.3 107.7 205.4 

 PDI 0.02 0.03 0.02 0.04 0.02 0.03 0.02 0.05 0.13 

 EE [%] 99.7 99.6 99.6 99.4 99.0 97.7 95.9 87.6 52.2 

CL4F 9-3 Size [nm] 102.8 109.2 109.4 112.7 104.6 112.1 138.3 162.8 226.3 

 PDI 0.03 0.02 0.02 0.03 0.02 0.01 0.12 0.13 0.10 

 EE [%] 99.6 99.4 99.4 99.1 99.3 98.4 82.3 65.6 17.6 

CL4F 10-2 Size [nm] 93.6 98.6 103.1 107.1 99.1 109.7 171.5 209.7 278.2 

 PDI 0.07 0.08 0.06 0.08 0.15 0.22 0.17 0.16 0.18 

 EE [%] 98.6 98.1 97.8 98.2 97.6 96.9 53.7 39.3 6.8 

CL4F 8-6 Size [nm] 88.8 89.4 89.0 88.4 88.7 91.8 88.1 92.4 126.2 

 PDI 0.02 0.01 0.03 0.05 0.03 0.02 0.02 0.007 0.15 

 EE [%] 99.4 99.4 99.3 99.3 99.3 98.7 98.2 98.4 76.6 

CL4F 10-4 Size [nm] 84.9 85.9 85.2 85.8 84.6 89.1 106.5 114.1 152.3 

 PDI 0.04 0.04 0.05 0.03 0.05 0.03 0.05 0.04 0.14 

 EE [%] 99.8 99.3 99.1 99.2 99.1 98.8 95.8 93.8 73.7 

CL4F 10-5 Size [nm] 84.6 86.3 85.1 84.3 97.3 101.9 89.9 89.7 98.9 

 PDI 0.02 0.02 0.04 0.02 0.10 0.12 0.03 0.07 0.07 
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 EE [%] 99.7 99.4 99.3 99.4 92.5 92.2 97.8 97.2 93.7 

CL4F 9-7 Size [nm] 81.3 82.1 82.2 81.3 86.1 89.6 83.7 82.1 82.9 

 PDI 0.004 0.06 0.05 0.02 0.06 0.05 0.05 0.02 0.05 

 EE [%] 99.2 98.9 98.9 99.1 97.4 97.1 98.9 98.4 98.7 

CL4F 11-5 Size [nm] 81.8 81.1 81.1 78.1 81.1 82.4 85.5 92.4 129.4 

 PDI 0.02 0.03 0.03 0.02 0.04 0.03 0.07 0.12 0.21 

 EE [%] 99.6 99.3 99.3 99.3 99.6 99.4 99.4 99.2 97.0 

CL4F 12-4 Size [nm] 84.5 86.6 85.3 84.3 87.1 93.7 101.8 101.1 164.3 

 PDI 0.02 0.08 0.09 0.05 0.05 0.08 0.06 0.07 0.25 

 EE [%] 99.0 98.6 98.5 98.6 98.0 96.7 94.3 94.3 55.4 

CL4F 13-3 Size [nm] 83.0 90.8 98.9 95.4 126.0 155.4 113.5 110.8 152.1 

 PDI 0.04 0.19 0.24 0.23 0.26 0.19 0.20 0.12 0.49 

 EE [%] 96.3 92.9 90.9 91.1 79.0 67.6 81.3 80.8 75.8 

CL4F 14-2 Size [nm] 74.0 85.2 108.1 101.5 130.7 169.1 115.6 120.5 164.5 

 PDI 0.08 0.26 0.31 0.30 0.40 0.35 0.20 0.17 0.19 

 EE [%] 94.0 89.3 84.4 87.0 74.7 64.2 75.2 75.1 57.6 

CL4F 10-7 Size [nm] 79.6 80.3 78.3 78.7 84.6 95.9 81.8 80.9 82.9 

 PDI 0.04 0.01 0.03 0.004 0.06 0.11 0.03 0.02 0.02 

 EE [%] 99.8 99.8 99.8 99.9 98.4 95.5 99.7 99.5 99.3 

CL4F 11-6 Size [nm] 84.5 83.2 82.1 80.4 82.5 88.0 86.8 88.3 90.3 

 PDI 0.02 0.05 0.02 0.02 0.04 0.01 0.03 0.02 0.04 

 EE [%] 99.8 99.8 99.9 100.0 99.8 99.1 99.6 99.6 99.3 

CL4F 16-1 Size [nm] 69.0 98.2 96.1 107.7 98.0 98.7 1281 1962 5110 

 PDI 0.05 0.14 0.16 0.17 0.18 0.20 0.39 0.05 1.00 

 EE [%] 65.9 63.3 63.9 67.7 60.9 57.2 58.0 51.1 53.5 

CL4F 10-8 Size [nm] 82.0 82.1 82.6 81.7 82.0 83.4 84.6 84.1 86.0 

 PDI 0.02 0.03 0.003 0.01 0.02 0.03 0.03 0.003 0.05 

 EE [%] 99.8 99.8 99.4 100.0 99.9 99.8 99.8 99.9 99.7 

CL4F 11-7 Size [nm] 79.4 79.9 79.9 78.4 81.1 82.7 86.7 85.9 87.8 

 PDI 0.02 0.04 0.06 0.01 0.06 0.07 0.06 0.08 0.06 

 EE [%] 99.7 99.5 99.4 99.8 99.6 99.5 99.5 99.5 99.4 

CL4F 11-9 Size [nm] 81.1 80.3 79.3 80.3 82.1 83.0 82.2 82.6 82.0 

 PDI 0.01 0.04 0.03 0.006 0.01 0.07 0.01 0.02 0.04 

 EE [%] 99.8 99.8 99.8 99.9 99.8 99.5 99.8 99.7 99.6 

CL4F 12-10 Size [nm] 75.8 77.1 76.8 76.5 79.9 82.7 85.8 84.7 82.8 
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 PDI 0.02 0.06 0.03 0.07 0.06 0.08 0.05 0.06 0.07 

 EE [%] 99.6 99.5 99.4 99.5 99.5 99.2 99.5 99.4 99.5 

CL4F 10-6 Size [nm] 82.6 84.0 81.6 82.1 88.1 98.7 85.0 84.3 87.0 

 PDI 0.01 0.02 0.003 0.03 0.04 0.08 0.01 0.02 0.07 

 EE [%] 99.6 99.6 99.6 99.8 97.3 93.8 98.7 98.5 98.1 

CL4F 6-4 Size [nm] 141.1 149.7 150.5 153.5 150.4 147.9 153.9 163.7 170.6 

 PDI 0.02 0.05 0.008 0.05 0.02 0.05 0.06 0.09 0.18 

 EE [%] 97.2 98.4 99.0 98.6 98.4 99.0 94.2 70.9 58.9 

CL4F 7-3 Size [nm] 133.9 145.5 146.8 156.1 147.5 149.1 150.3 165.3 178.5 

 PDI 0.03 0.07 0.03 0.06 0.06 0.07 0.05 0.10 0.11 

 EE [%] 98.1 98.6 99.1 98.4 98.4 98.8 78.9 60.9 52.4 

CL4F 7-4 Size [nm] 113.5 121.3 125.3 138.5 119.6 128.2 118.6 125.6 194.1 

 PDI 0.03 0.04 0.06 0.05 0.05 0.04 0.05 0.06 0.10 

 EE [%] 98.8 99.0 99.2 99.2 97.7 97.7 96.7 93.6 69.4 

CL4F 8-5 Size [nm] 94.6 96.4 93.5 99.6 94.3 97.8 96.1 97.1 96.4 

 PDI 0.04 0.03 0.05 0.02 0.04 0.05 0.02 0.05 0.03 

 EE [%] 99.1 99.3 99.2 99.5 98.7 98.4 99.1 98.5 98.3 

CL4F 9-4 Size [nm] 95.2 95.9 94.8 98.9 96.2 98.7 96.3 99.1 131.7 

 PDI 0.002 0.04 0.01 0.04 0.03 0.04 0.02 0.06 0.12 

 EE [%] 99.1 99.2 99.1 99.5 98.7 98.7 97.7 97.2 88.3 

CL4F 9-5 Size [nm] 89.4 88.8 87.8 91.3 90.6 98.0 89.5 90.5 88.0 

 PDI 0.05 0.06 0.04 0.03 0.03 0.08 0.02 0.01 0.01 

 EE [%] 99.0 99.2 99.1 99.6 98.0 97.1 98.6 98.7 98.8 

CL4F 9-6 Size [nm] 89.1 88.9 85.4 91.0 87.5 88.7 88.7 90.3 87.3 

 PDI 0.02 0.03 0.01 0.02 0.02 0.08 0.02 0.004 0.01 

 EE [%] 99.1 99.4 99.0 99.7 99.0 98.9 98.9 99.1 99.2 

CL4F 16-0 Size [nm] 158.3 160.6 157.3 250.3 163.8 178.1 191.9 200.8 243.3 

 PDI 0.23 0.25 0.29 0.41 0.21 0.32 0.12 0.13 0.17 

 EE [%] 86.2 91.4 85.1 96.0 93.9 93.9 86.3 84.7 90.8 

CL4F 12-6 Size [nm] 82.8 82.8 81.7 81.9 86.3 94.8 82.3 83.6 82.0 

 PDI 0.01 0.04 0.05 0.02 0.06 0.08 0.04 0.03 0.03 

 EE [%] 99.7 99.5 98.9 99.9 97.8 98.0 99.0 99.0 99.1 

CL4F 15-1 Size [nm] 106.4 113.2 117.5 125.4 113.9 122.2 152.2 174.4 476.6 

 PDI 0.14 0.13 0.15 0.15 0.15 0.13 0.34 0.33 0.56 

 EE [%] 88.9 85.5 82.0 70.3 87.2 87.9 66.3 45.7 11.0 
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CL4F 14-12 Size [nm] 97.4 101.0 104.0 105.0 96.5 99.6 99.9 96.8 98.5 

 PDI 0.04 0.02 0.03 0.05 0.03 0.03 0.02 0.01 0.01 

 EE [%] 97.8 98.6 97.1 99.4 99.4 97.9 98.6 99.5 98.6 

 

 

Figure 14  LNP内部の粘性と 40℃で 30日間保存後の物性の関係性。粘性が 150 mPa s（青

色の破線）を超える LNPは、（a）粒子径変化が少なく、（b）低い PDIが維持され、（c）mRNA

が漏出しないことが見出された。 
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2.3 考察 

LNPの物性と活性を紐付ける研究は世界中で行われており、粒子径や pKaは LNPの動態

を決める代表的な物性パラメータである。また、パラメータを制御する研究も進んでおり、

例えば粒子径は粒子作製条件で制御可能であり、pKaはカチオン性脂質やアニオン性脂質を

LNPへ一部配合することで制御可能である。 

しかしながら、イオン性脂質の化学構造が LNP の物性に与える影響についての報告は非

常に限られている。本研究では、足場の分岐構造が連続的に異なる脂質群から LNP を作製

することで、足場の化学構造がLNPの物性に与える影響を見出すことができた（Figure 10）。

分岐構造のパラメータの 1 つである総炭素数は脂質の logP 値と相関することから、総炭素

数が多い脂質を使用した場合、脂質同士の相互作用が強固になり、封入率が高く、均一で小

さい粒子が形成されたと考察できる。もう 1 つのパラメータである対称性も物性への影響

が認められたが、そのメカニズムは LNP 内部における脂質分子の運動性から説明可能であ

ると仮説を立てた。本研究では、LNP 内部の粘性という観点から実験的な検証を試みた。 

ナノスケールの粘性を測定する手法として分子ローターを利用した。代表的な分子ロー

ターとして DCVJ や BODIPY-C12 が有名だが、イオン性脂質との静電的相互作用による測

定値への影響を排除するために DCVJを採用した（Figure 11a）。また、DCVJ は水溶性が低

いため（logP=3.38, ChemDrawによる予測値）、LNPへ挿入される可能性が高く、実際Chwastek

らは殆どの DCVJがリポソームに封入されていることを確認している[94]。 

検量線から LNP内部の粘性の絶対値を算出でき、例えば炭素数 C16の直鎖脂質 CL4F 16-

0 LNPの粘性は、30℃で 134.6 mPa s、40℃で 83.6 mPa s、50℃で 46.1 mPa s であり（Figure 

12b）、グリセロール/メタノール混合溶液の体積比で表すと 80:20 程度の粘性値である。こ

の値の妥当性の検証を試みたが、LNP 内部の粘性測定を試みた研究を確認できなかった。

そこで、CL4F 16-0と同じ炭素数 C16 かつ直鎖のリン脂質 DPPC からなるリポソームの粘性

値と比較した[94]。Chwastek らは DCVJ を分子ローターとして利用し、DPPC/コレステロー

ルリポソーム（モル比 1:1）の 30℃における粘性は 105 mPa sであると報告している。また、

S.K. Han らは、ピレンのエキシマー発光とモノマー発光の比が濃度や粘性に依存すること

を利用し、DPPC リポソームの粘性は 25℃で 129 mPa sであると報告しており[106]、CL4F 16-

0 LNP内部の粘性値と大きな矛盾は確認されなかった。 

重回帰分析の結果、分岐構造のうち対称性と総炭素数の 2 つのパラメータの両方が LNP

内部の粘性に有意に寄与することを見出した（Table 2）。また、LNP 内部の粘性と LNP の物

性が関連していることを見出した（Figure 13）。また、低粘性 LNPの物性は経時変化しやす

いという新たな知見も得られた（Figure 14）。以上の結果をまとめると、イオン性脂質の化

学構造が LNP 内部の粘性に寄与し、その結果粒子調製直後や長期保管後の LNP 物性が変化

すると理解できる。ただし、更に詳細を確認すると、イオン性脂質の分岐構造が LNP の物

性に与える影響は、粒子調製直後と長期保管後で少し異なっており、粒子調製直後の物性は

総炭素数の影響が大きく、長期保管後の物性は対称性の影響が大きくなる傾向がある
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（Figure 15）。粒子調製時、エタノールに溶けた脂質はマイクロ流路内で緩衝液によって急

速に希釈され、極性上昇に伴い自己集合する。このように LNP の形成は極性上昇がトリガ

ーとなって起こるため、脂質の logP 値は粒子形成にとって重要である。そのため、LNP 調

製直後の物性に対しては、脂質の logP 値（総炭素数）の寄与が大きいと予想される。一方

で、LNP 内部の粘性、つまり分子運動は、LNP の構造維持を担うファンデルワールス力に

相反する力であり、分子運動が高まるほど LNP の崩壊や LNP 同士の融合が加速する。実

際、相転移温度（Tm）以上でリポソームを保管するのは難しいのはこのためである。した

がって、長期保管後の物性に対しては分子運動の寄与が大きい、つまり対称性の影響がより

強くなると予想される。 

 

Figure 15 粒子径と化学構造の関係性。（a, b）LNP調製直後の粒子径は総炭素数の影響を受

けやすい傾向がある。（c, d）LNP を 40℃・1 か月保管した後の粒子径は対称性の影響を受

けやすい傾向がある。 

 

総炭素数が短い脂質（CL4F 6-2、7-3、7-4）や対称性が低い脂質（CL4F 10-2、13-3、14-2、

16-1、15-1、16-0）以外の脂質を使用した LNP の粒子径は、4℃で 90 日間保存した後でも

±10%以内の変動であった。上市されている COVID-19に対する mRNA-LNPワクチンでは、

Moderna社製は-25~-15℃保存で 9か月（解凍後 2~8℃で 30日）、Pfizer/BioNTech 社製は-90~-

60℃保存で 18か月（解凍後 2~8℃で 10週）の有効期限となっている。よって、上市製剤と

比較して、本研究で合成された脂質のうち総炭素数が多く対称性が高いものは一定の水準
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を満たしていると考えられる。本研究では LNP の物理的な劣化に着目して保存安定性を検

討したが、mRNA-LNP が保存後も薬効を示すためには、mRNAと脂質の化学的劣化も防が

なければならない。mRNA は 2’-OH 基によるリン酸ジエステル結合の加水分解、酸化、ト

ランスエステル化により活性を失う。脂質も同様に、加水分解や酸化する可能性がある。さ

らに、mRNA-LNP が保存後に活性を失う新たな様式として、イオン性脂質の酸化によって

生じる N-oxide体が加水分解して生じたアルデヒドは LNP内で mRNAの塩基に共有結合で

付加しうるという報告が2021年になされた[107]。イオン性脂質合成時のアルデヒドはBiotage

社や SiliCycle 社の求電子スカベンジャーなどを利用して除去可能であるが、イオン性脂質

の N-oxide体はイオン性脂質と性質が似通っているため完全な除去は難しい。その上、LNP

中で N-oxide 体からアルデヒドが産生することを回避するのは容易ではない。N/P 比 10 の

Fluc mRNA-LNP の場合、イオン性脂質に 0.00518%の不純物アルデヒドが含まれるだけで、

mRNA とアルデヒドは理論上等モルになる。また、1 分子の mRNA へ不純物アルデヒドが

付加する確率や加水分解する確率は mRNA が長ければ長いほど高まる。近年、長鎖 mRNA

の医薬品応用も進んでおり、self-amplifying RNA （saRNA）タイプのコロナワクチンの臨床

試験も既に実施されている[108–110]。これらの技術により、更に低用量での薬効を期待できる

が、保存安定性の担保はより難しくなると予想される。イオン性脂質の酸化抑制、Tris緩衝

液の使用によるアルデヒドの捕捉[111,112]、凍結乾燥製剤化[17,113]、RNAの 2次・3次構造の制

御による加水分解抑制[114]を含む様々な技術を組み合わせていく必要があると考えられる。 
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2.4 小括 

本章では、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調べた。分

岐構造がそれぞれ異なる 32種類の α分岐脂質から mRNA-LNP を調製し、各 LNP の物理化

学的性質を比較した。その結果、脂質組成や製剤工程が同一であるにもかかわらず、イオン

性脂質の足場構造に依存して LNP の物理化学的性質は変化した。具体的には、足場の分岐

構造のうち、総炭素数の増加は、粒子径の低下、均一性の向上および mRNA 封入率の向上

に寄与した。この傾向は脂質分子の logP 値に基づく、脂質同士の相互作用の強弱に起因し

ていると考えられる。また、分岐構造の対称性の増加は、粒子径の低下、均一性の向上およ

び mRNA 封入率の向上に寄与したが、分岐構造の対称性は脂質分子の logP値に影響を与え

ないため、分岐構造の対称性が LNPの物性に寄与したメカニズムの理解を試みた。 

脂質足場の分岐鎖は脂質分子の側方拡散や回転運動を遅くするという知見に基づき、イ

オン性脂質の分岐鎖によって生じる分子運動の制限はナノ粒子を安定化させ、その結果、

mRNA 封入率が高く、均一で小さな粒子が形成されたと仮説を立てた。LNP 内部における

分子運動を直接評価することは困難なため、LNP 内部の粘性を実験的に評価することで、

分岐鎖の役割の検証を試みた。LNP 内部というナノスケールの粘性を測定するために、蛍

光プローブの DCVJ を利用した。DCVJ で LNP を標識し、分岐構造の異なるイオン性脂質

から構成される各 LNP の粘性を比較したところ、対称性の高い（側鎖の長い）脂質は、よ

り高粘性な LNPを形成することが明らかとなった。また、この粘性値が LNP の物性とも相

関していることが確認された。したがって、イオン性脂質足場の分岐鎖が LNP 内部で脂質

の分子運動を制限した結果、mRNA 封入率が高く、均一で小さな LNP が形成されたという

仮説を支持する結果が得られた。 

それに加え、低粘性 LNPの物性が経時変化しやすいことも見出された。したがって、LNP

内部の粘性が LNP の長期保管安定性を類推する指標になる可能性も示された。 
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第3章 イオン性脂質の分岐構造が膜融合活性や mRNA送達に与える影響 

 

3.1 緒言 

LNP が細胞内に取り込まれた後、イオン性脂質はエンドソームの酸性化に伴ってプロト

ン化する。これにより、LNPと負電荷のエンドソーム膜との相互作用が促進され、膜融合や

細胞質への mRNA の放出が可能となる（Figure 16）。また、アミノ基のプロトン消費に伴う

対イオン流入や浸透圧上昇がエンドソーム膜を不安定化させるプロトンスポンジ効果の寄

与も想定されている。いずれのメカニズムにおいても、エンドソーム酸性化に伴うイオン性

脂質のプロトン化は効率的なエンドソーム脱出にとって重要である。したがって、LNP の

見かけの pKa はエンドソーム脱出効率に影響を与え、pKa 5.5 以下のような低い見かけの

pKa は LNP の核酸送達能を低下させることが知られている[115,116]。それに加え、2019 年に

Hajj らは、イオン性脂質のイオン化能、つまり LNP 中のイオン性脂質が酸性環境でどの程

度荷電できるかがエンドソーム脱出能に寄与すると報告した。具体的には、酸性環境下での

イオン化能は脂質の種類によって異なり、その強弱が活性に寄与すると主張した。 

本研究の分岐脂質ライブラリから作製された LNPの pKaは 5.85～6.81と比較的狭い範囲

内の変動であり、かつエンドソーム酸性化に伴ってプロトン化しないほど低い値ではない

にも関わらず、後述するように in vivoでの mRNA発現効率は脂質によって大きく変化した。

そこで Hajj らが報告した酸性環境下でのイオン化能の強弱という指標に着目し、イオン性

脂質の分岐構造が LNP のエンドソーム脱出効率に与える影響の理解を試みた。 

 

 

Figure 16 mRNA-LNPのエンドソーム脱出の模式図。 
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3.2 結果 

3.2.1 分岐鎖による LNPのイオン化能の最大化 

イオン性脂質の分岐足場がイオン化能の強弱に与える影響を系統的に評価した。LNP の

電荷はアニオン性蛍光色素 6-(p-toluidino)-2-naphthalenesulfonic acid（TNS）で測定できる[117]。

TNSは電荷を帯びた LNPへ静電的相互作用で吸着する。その結果、TNS 周囲の極性が低下

すると蛍光を発するようになる（Figure 17a）。 

TNS を利用して、分岐鎖の長さが異なる 5 種類の脂質（直鎖またはメチル分岐―ヘプチ

ル分岐）からなる LNP のイオン化能を酸性環境下で比較した。総炭素数の影響を排除する

ため、これらの脂質はすべて総炭素数 C16である。その結果、メチル分岐の CL4F 15-1は、

直鎖の CL4F 16-0 と比較して高いイオン化能力を持つことが確認され、メチル分岐脂質に

関する Hajjらの報告と一致する結果であった（Figure 17b）[61]。それに加えて、分岐鎖が長

い脂質から構成される LNP ほどそのイオン化能が高くなるという新たな知見も得られた

（Figure 17b）。また、総炭素数（C10-C26）の異なる完全対称脂質 5種類も比較した。その

結果、CL4F 14-12（C26）以外の完全対称脂質は、イオン化能が高いことが明らかになった

（Figure 17c）。また、生理的 pH下でのイオン化能は、酸性条件下と比較して低い値であっ

た（Figure 17d, e）。以上より、分岐足場の対称性が高く（分岐鎖が長く）、総炭素数が多す

ぎないイオン性脂質は、高いイオン化能を示すことが見出された。 

そのメカニズム理解のため、分岐構造を有するリン脂質は脂質膜のパッキング（充填度） 

を乱すという知見に着目した。実際、リン脂質足場の分岐鎖は、脂質 1分子あたりの表面積

増加とオーダーパラメータ減少を誘導する[84,85]。また、Shinodaらは、直鎖のリン脂質 DPPC

と比較して、分岐のリン脂質 DPhPC はその疎水鎖の折れ曲がり構造のため、近接する疎水

鎖と平行に配列することが困難となり、脂質同士のパッキングが乱れることを示した[86]。以

上の報告を基に、直鎖脂質は密なパッキングによりイオン性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、分岐脂質は分岐鎖が密なパッ

キングを乱すことで生まれるスペースのために電荷反発が緩和されイオン化能が最大化す

るという仮説が立てられる。 

密なパッキングが脂質のイオン化を制限し、分岐鎖はそのパッキングを乱すことでイオ

ン化能が最大化されるという本仮説を検証するため、界面活性剤で LNP を可溶化し、脂質

間のスペースを強制的に生みだした。電荷の影響を避けるため、非イオン性界面活性剤であ

る TritonX-100 を LNP に添加し、酸性環境下におけるイオン化能を測定した。その結果、

元々イオン化能が高い LNP（対称性が高く、総炭素数が多すぎないイオン性脂質）を可溶化

してもイオン化能は変化しない一方で、元々イオン化能の低い LNP（対称性が低い、もしく

は総炭素数が多いイオン性脂質）を可溶化したところイオン化能が有意に向上した（Figure 

17f, g）。本データは、LNP の密なコンフォメーションがイオン性脂質のプロトン化を制限

し、分岐鎖がその密なパッキングを崩す役割を果たしているという上記仮説を支持するも

のである。 
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Figure 17 イオン性脂質の分岐構造がイオン化能に与える影響。（a）TNS は電荷を帯びた

LNP へ静電的相互作用で吸着した結果、TNS 周囲の極性が低下し蛍光を発する。（b）同一

の総炭素数（C16）である一方、異なる対称性を有するイオン性脂質 5 種類のイオン化能。

（c）異なる総炭素数（C10-C26）の完全対称脂質 5 種類のイオン化能。（Ave.±S.D.、n=3、

one-way ANOVA followed by Dunnett's post-tests（b）vs CL4F 9–7、（c）vs CL4F 6–4、****: P＜

0.0001、N.S.: Not significant）（d, e）pH7.5における各 LNP のイオン化能を TNSで測定した。

TNS由来の蛍光強度は、Figure 17b, cと同じ尺度で標準化した。（f, g）各 LNP を TritonX-100

で可溶化し、スペースを生みだした。CL4F 6-4 と CL4F 10-6については、LNP 可溶化前後

で有意差は検出されなかった一方、CL4F 14-12 や CL4F 15-1 のようなイオン化能力の低い

脂質はイオン化能が改善された。（Ave.±S.D.、n=3、unpaired Student's t-test、**: P < 0.01、 ***: 

P < 0.001、N.S.: Not Significant） 
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3.2.2 分岐鎖による LNPのエンドソーム膜破壊能の向上 

イオン化能の強弱が脂質足場の分岐構造に依存することが見出された。Hajjらは、イオン

化能の高い脂質が優れた in vivo mRNA 送達効率を示す理由は、エンドソーム脱出効率が向

上するためだと考察していた。そこで実際に、イオン化能とエンドソーム脱出効率の関係性

を評価した。本研究では、酸性環境下で赤血球と LNP を混合することで、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。各濃度の LNP を新鮮なマウス赤血球と混

合し、pH5.0、37℃、900 rpmの条件で 30分振とう攪拌し、膜破壊に伴って漏出したヘモグ

ロビン由来の吸光度を測定した（Figure 18a, b）。生理的 pH 下でのイオン化能と膜破壊能は

非常に低いため、血液中での LNP の非特異的な相互作用を考慮する必要はほとんどないと

予想される（Figure 17d, 17e, 18c）。各脂質の膜破壊能を比較するために、TritonX-100で膜破

壊した時の吸光度を 100% Hemolysisとしたときの、50% Hemolysisが誘発される LNP 濃度

を算出した。その結果、対称性が高く、総炭素数が多すぎない脂質から構成される LNP は

10 µM以下で 50% Hemolysisを誘起した（Figure 18d, e）。さらに、pH 5.0 においてイオン化

能と膜破壊能の間に強い相関関係が認められた（Figure 18f）。以上より、分岐鎖が脂質間の

パッキングを乱すことで、酸性環境下でのイオン化能が向上し、その結果エンドソーム膜の

破壊が促進される可能性が示された。 

 

 

Figure 18 LNP の膜破壊活性評価。（a）赤血球と LNP を混合し、膜破壊に伴って漏出したヘ

モグロビン由来の吸光度を測定することで、LNPの膜破壊活性を評価した。（b）分岐構造が

異なる脂質からなる 9 種類の LNP の膜破壊活性。TritonX-100 で膜破壊した時の吸光度を

100% Hemolysisとして、各条件の膜破壊活性を算出した。膜破壊活性は LNP 濃度に依存す
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る。（c）生理的 pH下では 250μMという高濃度の LNPでも膜破壊活性が非常に低い。（d, e） 

4-parameter logistic curve fit analysis を利用し、50% Hemolysis を誘起する LNP 濃度を算出し

た。250μMでも 50% Hemolysis を誘導しなかった LNPは、検量線から外挿することで 50% 

Hemolysis を推定した（該当データは白抜きの四角で表した）。（d）同一の総炭素数（C16） 

である一方、異なる対称性を有するイオン性脂質 5種類の膜破壊能の比較。（e）異なる総炭

素数（C10-C26）の完全対称脂質 5種類の膜破壊能の比較。（Ave.±S.E.、n=3）（f）イオン化

能と膜破壊能の間には強い相関関係が認められた。  

 

3.2.3 LNPの in vivo mRNA送達評価 

32種類のイオン性脂質すべてについて、in vivoでの mRNA 発現効率を評価した。ホタル

のルシフェラーゼ（Fluc）をコードした mRNA 封入 LNPを 0.1 mg kg-1の用量で静脈内投与

した（Figure 19a）。投与 6 時間後に肝臓と脾臓を回収し、その発光強度を in vivo imaging 

system（IVIS）で測定したところ、足場の分岐構造に依存して発光強度が大きく変化するこ

とが明らかになった。構造活性相関の理解を容易にするために、対称性と総炭素数の等高線

図として可視化した（Figure 19b, c）。本結果は、肝臓と脾臓どちらにおいても対称性の高い

脂質が mRNA の発現を促進することを示しており、上述のイオン化能や膜破壊能の結果と

一貫していた。さらに、総炭素数 C14-C18の脂質が肝臓への mRNA 送達において優位であ

り、総炭素数 C11-C14の脂質が脾臓への mRNA送達において優位であることが見出された。

この結果は、分岐足場の総炭素数が臓器選択性を制御している可能性を示唆している。 

 

Figure 19 In vivoにおける mRNAの発現。（a）32種類の LNP（0.1 mg kg-1 Fluc mRNA）を投

与した 6時間後に肝臓および脾臓の ex vivo 生物発光を測定した。（b, c）発光強度は、X 軸

を総炭素数、Y 軸を対称性とした等高線図で表した。（b）肝臓。（c）脾臓。（Ave.、n=3） 

 

3.2.4 LNPの体内分布評価 

各臓器における mRNA 発現量を決定する要因を把握するため、Cy5-mRNA を搭載した

LNP 12 種類を静脈内投与し、その生体内分布を評価した（Figure 20a）。イオン性脂質の分

岐構造に依存して、肝臓では最大 7500倍の発光強度の差が確認された一方で（Figure 19b）、

肝臓に分布した Cy5-mRNA の蛍光強度は脂質間で最大 2 倍程度の差が存在するのみであり
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（Figure 20b）、相関関係も認められなかった（Figure 20c）。本結果は、肝臓での mRNA 発現

は LNPの生体内分布で説明できないことを示している。脾臓については、CL4F 6-4を除き、

Fluc由来の発光強度と Cy5-mRNA由来の蛍光強度の間に相関関係が認められた（Figure 20b, 

d）。脾臓での mRNA発現にとって、生体内分布が重要な因子であることを示唆している。 

 

Figure 20  Cy5-mRNA-LNP投与後の Cy5-mRNAの生体内分布。（a）12種類の LNP（0.5 mg 

kg-1 Cy5 修飾 Fluc mRNA）を投与した 3時間後に各臓器の ex vivo蛍光強度を測定した。（b）

各臓器について region of interest（ROI）を指定し、単位面積あたりの蛍光強度を算出した。

（Ave.±S.D.、n=3）（c）肝臓において、Fluc由来の発光強度と Cy5-mRNA由来の蛍光強度

の間には相関関係が認められなかった。（d）脾臓においては、CL4F 6-4 を除いて、Fluc 由

来の発光強度と Cy5-mRNA 由来の蛍光強度の間には相関関係が認められた。 

 

3.2.5 LNPの物理化学的性質と in vivo mRNA送達効率の関係性 

肝臓において、mRNA の発現と分布に大きな差が生じる要因を理解するため、LNP の物

理化学的性質に着目した。LNP の見かけの pKa は、LNP の in vivoでの挙動を左右する重要

なパラメータであることが知られている。例えば、肝実質細胞に siRNAや mRNAを効率的

に送達するためには、6～7 の pKa 値が最適である[37,76]。本研究で探索した 32 種類の LNP

について、見かけの pKa 値と肝臓での発光強度を散布図としてプロットすると、pKa 5.9～
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6.3 の LNP が効率的な mRNA 発現を誘導していることが示された（Figure 21a）。このよう

に、見かけの pKa は in vivoでの有効性を予測するための有用なパラメータであり、過去の

知見と一致している。ただし、pKa 5.9～6.3 の範囲内であっても、発光強度に 10 倍程度の

差が生じており（Figure 21a）、pKaだけでメカニズムを説明することはできない。 

更に解析を進めたところ、酸性環境での膜破壊活性が mRNA 発現と相関していることが

認められ（Figure 21b）、本結果は mRNA の細胞質への送達においてエンドソーム脱出過程

が律速段階であるという知見と一致する[46,47]。例外的に、CL4F 6-4 は効率的に膜破壊する

にもかかわらず、mRNA送達効率が低い（Figure 21b）。In vitro試験では、CL4F 6-4 LNPの

細胞内への取り込みは非常に低いことが見出されているため（Figure 21c）、CL4F 6-4 LNPは

エンドサイトーシスされにくい可能性が示唆された。 

 

 

Figure 21 In vivo mRNA送達に対する LNP 物性の影響。（a）pKaは肝臓への mRNA 送達を

予測するのに有用なパラメータであったが、それだけでは最適 pKa 領域における発光強度

の約 10倍の差を説明できない。（b）酸性環境における膜破壊活性は、CL4F 6-4を除き肝臓

での mRNA 発現と相関していることが認められた。赤色の四角は CL4F 6-4 と CL4F 14-12

をモル比 50:50 で混合した LNP を示す。（n=3）（c）Cy5-FLuc mRNA（5 moU）を封入した

DiI標識 LNPを、HEK293細胞を予め播種したガラスベースディッシュに 0.5 µg/wellで添加

した。3時間インキュベーションした後、共焦点レーザー走査型顕微鏡（confocal laser scanning 

microscopy; CLSM）LSM 900 を用いて各 LNP の細胞取り込みを観察した。CL4F 10-6 LNP

と比較して、CL4F 6-4 LNP の細胞取り込みが非常に少ない様子が観察された。Cy5（緑）、

DiI（赤）、および Hoechst33342（青）。（Bars: 50 µm） 
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3.2.6 複数のイオン性脂質の混合による in vivo mRNA送達効率の向上 

ここまでの検討結果から、分岐足場の化学的な「構造」が、見かけの pKa・イオン化能・

膜破壊活性などの LNP の「性質」を決定し、それが生体内における mRNA の「機能発現」

に影響を与えると推察できる。分岐構造が LNP の性質と機能を制御するかどうか確かめる

ため、2種類の完全対称なイオン性脂質（CL4F 6-4 と CL4F 14-12）を 65:35から 20:80（モ

ル比）の範囲で混合した LNP を調製した。LNP の各種性質を測定したところ、CL4F 6-4の

比率が増加するにつれて pKa値が高くなり、膜破壊活性も増加した（Figure 21b, 22）。加え

て、in vivoで肝臓における mRNA 発現効率を評価したところ、CL4F 6-4と CL4F 14-12をそ

れぞれ 50%ずつ混合した LNP は、各脂質単独の LNP よりも 10倍高い効率で mRNA発現を

誘導した（Figure 22）。本データは、足場構造の異なるイオン性脂質の混合することで LNP

の特性を精密に制御し、その機能を最大化できる可能性を示している。 

 

 

Figure 22 In vivo mRNA送達における "構造-性質-機能"の関係。CL4F 6-4と CL4F 14-12を

混合した LNPの in vivo 評価を行った（0.1 mg kg-1 Fluc mRNA）。上段: 投与 6時間後におけ

る ex vixo肝臓由来の発光を観察した。下段: CL4F 6-4の比率が増加するにつれて pKa値が

増加した。CL4F 6-4と CL4F 14-12をそれぞれ 50%ずつ混合した LNP は、各脂質単独の LNP

よりも 10倍高い効率で mRNA発現を誘導した。（n=3） 

 

3.2.7 EGFPの肝臓内局在評価 

CL4F 8-6 は完全対称の足場構造を有する脂質であり、膜破壊能の高い LNP を形成する。
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CL4F 8-6 LNP は本脂質ライブラリの中で最も効率的に肝臓での Fluc mRNA の発現を誘導

する。4℃における長期保管試験においても、CL4F 8-6 LNPの粒子径・PDI・mRNA封入率

は、分岐鎖の短い CL4F 14-2 LNP と比較して変化せず、保存安定性の観点からも優れてい

る（Figure 23a-c）。これは上述のように、分岐鎖によって回転運動が制限されるためである

と考えられる。 

肝臓を標的とした LNP は、血中のアポリポタンパク質 E（ApoE）を中心としたプロテイ

ンコロナに吸着され、低密度リポタンパク質受容体（LDLR）を介して肝実質細胞に取り込

まれる[36,45]。CL4F 8-6 LNP によって肝臓に送達された mRNAがどの細胞で発現しているか

把握するために EGFP mRNA を封入した CL4F8-6 LNP投与後の肝臓内 EGFP発現を観察し

た。CLSMによる観察の結果、EGFP由来の蛍光は血管へ殆ど局在していないことが示唆さ

れ、mRNAの発現は主に肝実質細胞で用量依存的に起きていると考えられた（Figure 23d, e）。 

 

Figure 23 CL4F 8-6による EGFP mRNA送達。（a-c）Fluc mRNA 封入 LNPを 4℃保管し、経

時的に物理化学的性質を測定した。（a）平均粒子径。（b）PDI。（c）mRNA封入率。CL4F 8-

6 LNP は、4℃6ヶ月保管後も物性は大きく変化しなかった。（d）EGFP mRNA/CL4F8-6 LNP
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（0.5 または 1.5 mg kg-1 EGFP mRNA）投与 24 時間後に EGFP 発現の肝臓内局在を観察し

た。EGFP（緑）、DyLight649-トマトレクチン（赤, 血管）。Bars: 100 µm （e）白色矢印によ

って示された蛍光強度プロファイルは、EGFPが血管と共局在する確率が低いことを示して

いる。 

 

3.2.8 CL4F 8-6 LNPの in vivoゲノム編集への応用 

CL4F 8-6の肝実質細胞における in vivoゲノム編集への適用可能性を検討した。トランス

サイレチン（TTR）は、主に肝実質細胞で産生され、血液中に分泌されるタンパク質である。

トランスサイレチン型家族性アミロイドポリニューロパチー治療において、TTR の発現抑

制を意図した siRNA 医薬品は既に承認されており[38]、CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術

を活用した臨床試験も実施中である[62]。初めに、Cas9 mRNA と TTR に対する single guide 

RNA（sgTTR）の投与比率を検討した。Cas9 mRNAと sgTTR を 2：1から 1：2の範囲で異

なる比率で同時に封入した CL4F 8-6 LNP をマウスへ静脈内投与し、ELISA で血中 TTR 濃

度を測定したところ、Cas9 mRNA/sgTTR =1：2 で封入した LNP が TTR タンパク質を効率

的に減少させていた（Figure 24a）。配列特異性を担保し、脂質自体の予期できない影響を排

除するために、sgTTR または sgGFP を封入した LNP を比較した（Table 4）。sgTTR 投与群

では投与量依存的に血中 TTR 濃度が低下した一方で、sgGFP投与群では血中 TTR濃度は変

化しなかった。また、合計 RNA 濃度として 2.5 mg kg-1の LNP投与 30日後において、血清

TTR 濃度は 77%減少した（Figure 24b）。加えて、next-generation sequencing（NGS）による

DNA シークエンスを行い、ゲノム編集効率を解析した結果、投与量依存的にゲノム編集効

率が向上し、2.5 mg kg-1の単回投与で肝臓において 54%の DNA が編集された（Figure 24c）。

一方、脾臓においては、sgTTR 処理群・sgGFP処理群どちらにおいてもゲノム編集は確認さ

れなかった（Figure 24d）。標的遺伝子座周辺における編集パターンとしては、1塩基挿入が

大部分で、残りは数塩基の欠失であり（Figure 24e）、いくつかの研究で報告された spCas9に

よるゲノム編集時のパターンと一致していた[118,119]。これらの変異はフレームシフトやそれ

に伴うタンパク質機能の喪失に寄与する。以上のデータは、CL4F 8-6が長鎖 RNA の送達や

ゲノム編集に応用できる可能性を示している。 
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Figure 24 CL4F 8-6 LNPの in vivoゲノム編集への応用。（a）Cas9 mRNAと sgTTRを 2：1か

ら 1：2 まで異なる比率（重量比）で投与した。その結果、Cas9 mRNA と sgTTR の比率が

1：2 のときに、標的タンパク質が減少しやすい傾向が示された。（b）LNP 投与 9 日後およ

び 30日後の血清 TTR 濃度を ELISAで測定した。（0.75、1.5または 2.5 mg kg-1 total RNA、

Cas9 mRNA/sgRNA 重量比は 1:2、n=3）（c, d）LNP投与 30日後における各臓器の DNA 配列

を次世代シーケンサーで決定し、ゲノム編集効率を算出した。n＝3 （c）肝臓、（d）脾臓。 

（e） 標的遺伝子座周辺において同定された遺伝子配列の分布を可視化した。各ヌクレオチ

ドは固有の色で示す（A＝緑、C＝赤、G＝黄、T＝紫）。置換された塩基は太字で示す。赤色

の長方形は挿入された配列を示す。水平の破線は欠失した配列を示す。縦の破線は予想され

る切断部位を示す。 
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3.3 考察 

細胞に取り込まれた LNPはエンドソームを脱出することで、mRNA を細胞質へ送達でき

る。LNP がエンドソーム脱出するメカニズムは完全には解明されていないが、有力な仮説

として、エンドソーム酸性化に伴い LNPが正電荷を帯びることで、LNPはエンドソーム膜

と接近し、ラメラ相から逆ヘキサゴナル相への転移を介して部分的にエンドソーム膜が破

壊されると言われている[120–122]。このエンドソーム脱出効率は数%程度であると見積もられ

ており、本過程が核酸 DDS における律速段階であることが知られている。 

Hajjらの報告では、酸性環境下でのイオン化能は脂質の種類によって異なり、その強弱が

活性に寄与すると主張された。本分岐脂質ライブラリを活用し、分岐足場がイオン化能に与

える影響を系統的に評価した結果、分岐鎖が長い脂質から構成される LNP ほどイオン化能

が高くなるという新たな知見が得られた（Figure 17b）。また、総炭素数（C10-C26）の異な

る完全対称のイオン性脂質 5種類を比較したところ、CL4F 14-12（C26）以外の脂質は、イ

オン化能が高いことが明らかになった（Figure 17c）。この化学構造とイオン化能の関係性は、

密なパッキングが脂質のイオン化を制限し、分岐鎖はそのパッキングを乱すことでイオン

化能を最大化できるという仮説で説明可能である。仮説検証のため、界面活性剤で LNP を

可溶化して、脂質がイオン化するためのスペースを生みだす試験を実施したが、仮説を裏付

ける結果が得られた（Figure 17f, g）。 

Hajjらは、イオン化能と in vivo mRNA発現に強い相関関係が認められた結果に基づいて、

イオン化能の強弱がエンドソーム脱出効率に寄与すると考察していたが、本研究では赤血

球膜を利用して、LNP のエンドソーム脱出効率を実験的に検証した。その結果、イオン化能

と膜破壊能に強い相関関係が認められ（Figure 18f）、Hajjらの仮説を支持する結果が得られ

た。更なる理解のためには、FRET 解消を指標とした膜融合活性評価[123]、培養細胞において

細胞内小胞が損傷するとリクルートされる Galectin-8 の顕微鏡観察によるエンドソーム脱

出効率評価[124]、超解像度顕微鏡による蛍光修飾 mRNA とエンドソームコンパートメントの

観察[125]などの様々な評価系で検証を進める必要がある。 

また、イオン化能だけではエンドソーム脱出効率を説明しきれないと考えられる。LNPは

エンドソーム膜に接近したのち、膜の不安定化や膜融合を誘起する必要がある。そのため、

ラメラ相から逆ヘキサゴナル構造への相転移も重要であると考えられ、脂質の液晶構造や

脂質分子の立体形状や脂質の流動性に着目した研究も行われている[120,126,127]。実際、脂質足

場の分岐構造はイオン化能だけでなく、相転移にも寄与する可能性がある。エンドソーム膜

のリン脂質頭部とイオン性脂質の頭部が静電的相互作用で近づき、分子形状がコーン型の

傾向を示すことで、逆ヘキサゴナル構造を安定化し、膜破壊を誘導すると言われている[36]。

直鎖足場と比較して、分岐足場はその分岐鎖のためにコーン型の分子形状であると予想さ

れるため、分岐脂質の分子形状も膜破壊を促進する要因かもしれない。これを検証するため

には DSC や NMR により相転移のしやすさについての更なる実験が必要である。また、脂

質の鎖長自体も、脂質二重層との親和性という点で、膜融合に影響を与える可能性がある。
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例えば、CL4F 14-12 と CL4F 16-0 の膜破壊活性が低いという結果（Figure 18d, e）は、イオ

ン化能が低いだけでなく（Figure 17b, c）、鎖長が長すぎて脂質二重層との親和性が低いこと

に起因している可能性がある。 

本研究で設計した系統的な脂質ライブラリを活用することで、分岐脂質が保存安定性と

膜破壊能を高めるという結果を見出した（Figure 14, 18d, 18e）。そのメカニズムとして、分

岐脂質は LNP 中で分子運動が制限され、脂質間のパッキングを乱しているとそれぞれ仮説

を立て、仮説を支持するデータが得られている。脂質膜中での分子運動と脂質間パッキング

の関係性を、ゲル相と液晶相の相転移温度だけで議論するのであれば、二重結合や分岐鎖に

よる脂質間パッキングの破壊は脂質の分子運動の増加につながり、上述の仮説と矛盾する

ように思われる。しかし、LNP はコレステロールを含むため明確な相転移温度が観察され

ず、秩序液体相と呼ばれる液晶相とゲル相の中間的な性質を持ち、脂質の向きなどの制約は

あるものの運動可能な状態である。したがって、直鎖脂質は密にパッキングを形成しても分

子回転しており、一方で分岐脂質はパッキングを崩しても、分岐鎖同士が交差することで分

子回転が抑制されうる。実際、Limらは分岐鎖によるパッキングの破壊と脂質分子の運動性

低下は両立すると報告している[85]。 

In silicoでの実験を活用することで、イオン化能・分子形状・脂質鎖長の膜破壊能への寄

与や分子スケールでの脂質運動を可視化できるかもしれない。現代の技術や計算資源をも

ってしても多数の脂質と高分子の核酸からなる LNP 全体をMDシミュレーションで再現し

て分子スケールで観察するのは困難であるが、粗視化シミュレーションや脂質膜の一部の

みで全原子シミュレーションする取り組みが行われつつある[128–130]。 

CL4F 8-6 の in vivo ゲノム編集への応用可能性も評価した。Cas9 mRNA と sgTTR を同時

に封入した LNP 単回投与（2.5 mg kg-1）で 77%のタンパク質低減と 54%のゲノム編集が誘

導された（Figure 24b, c）。発現した EGFPの肝臓内分布の実験結果を考慮すると（Figure 23d, 

e）、CL4F 8-6 LNP は主に肝実質細胞へ mRNAを送達していると考えられる。TTRタンパク

質は主に肝実質細胞で発現し、血中に分泌される。本試験ではハイスループット性を考慮し、

肝実質細胞以外も含む肝臓全体の DNA を回収してゲノム編集効率を測定したため、タンパ

ク質低減効率とゲノム編集効率に差があるが、肝実質細胞では 77%に迫る効率でゲノム編

集が起きていると考えられる。実際 Finn らは、Cas9 mRNA 封入 LNP 投与後、灌流で単離

した肝実質細胞から DNA を回収した方が、肝臓全体の DNA を回収した時と比較して高い

ゲノム編集効率を示すというデータを報告している[62]。 

CRISPR/Cas9技術の登場以降、ゲノム編集技術の医薬品応用の検討が加速している。LNP

は ex vivoゲノム編集だけでなく、in vivoゲノム編集も可能とし、Intellia社は既にヒトで TTR

や KLKB1（血漿カリクレインタンパク質をコード）遺伝子のノックアウトを達成している

[62,131]。また、Verve社は base editorによる PCSK9の塩基編集の臨床試験を計画中であり[132]、

in vivo CAR-T による心線維化治療やアンチトロンビンのノックアウトによる血友病 A・B

治療の可能性も論文報告されている[30,133]。生体内へ Cas9 mRNAと sgRNAを高効率で送達
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できる本脂質のゲノム編集への応用も期待される。また、予備検討において、LNPに同時封

入する Cas9 mRNA と sgTTR の比率は 2:1~1:2（wt/wt）の範囲では、1:2 がタンパク質を低

減できている傾向を示した。モル比で表すと Cas9 mRNA/sgTTR=1:92 であり、圧倒的に

sgTTR が多い状況にも関わらず sgTTR 比率の高い LNP が高い活性を有するという結果は、

翻訳された Cas9 タンパク質と sgTTR が細胞内で複合体を構成するステップが律速になっ

ていることを示唆している。Ribonucleoprotein（RNP）のように Cas9 タンパク質と gRNAが

既に複合体を形成したものを送達することで更に高いゲノム編集効率を期待できるかもし

れない[134]。 

  



50 

 

3.4 小括 

本章では、イオン性脂質の分岐構造が膜破壊活性や mRNA 送達に与える影響を調べた。

2019年に Hajj らが報告した酸性環境下でのイオン化能の強弱という指標に着目し、イオン

性脂質の分岐構造が LNPのエンドソーム脱出効率に与える影響の理解を試みた。TNSを利

用して、分岐構造が異なるイオン性脂質からなる各 LNP のイオン化能を比較した。その結

果、分岐足場の対称性が高く（分岐鎖が長く）、総炭素数が多すぎないイオン性脂質は、高

いイオン化能を示すことが見出された。 

そのメカニズム理解のため、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。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 送達を実現することが見出された。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を高め、その

結果 in vivoでの機能的な mRNA送達の向上に寄与する可能性が示された。 

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肝実質細胞における in vivoゲノム編集への適用可

能性を検討した。その結果、Cas9 mRNA と sgTTR を同時に封入した LNP を 2.5 mg kg-1で

単回投与により、血清 TTR 濃度は 77%減少し、肝臓において 54%の DNA が編集され、CL4F 

8-6が長鎖 RNAの送達やゲノム編集に応用できる可能性が示された。 
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結論 

LNPによる mRNA 送達において、分岐足場を有するイオン性脂質が有用であることが知

られている。本研究では、この分岐鎖の役割を正確に理解することを目的とした。 

第 1 章では、足場の分岐構造が系統的に異なる α 分岐脂質ライブラリを設計した。足場

構造としてのα分岐脂肪酸は、各鎖長を容易に制御しながら合成できるため、多様で連続的

な足場構造を有する α 分岐脂質が 32 種類得られた。それに加えて、α 分岐は対称性と総炭

素数という 2 つの単純なパラメータから記述できるため、構造活性相関の理解が容易にな

る。 

第 2 章では、イオン性脂質の分岐構造（対称性と総炭素数）が LNP 内部の粘性増加に寄

与することが示された。過去の報告を踏まえると、分岐鎖が脂質の分子運動を制限するため

であると考えられる。また、粘性の高い LNP からは、粒子径が小さく、PDI が小さく、封

入率の高い粒子が形成されることが示された。更に、LNP内部の粘性値が LNP 長期保管後

の物理的な劣化を類推する指標になる可能性が見出された。 

第 3章では、分岐鎖はイオン性脂質のイオン化能を最大化し、膜破壊能も向上することが

示された。過去の報告を踏まえると、分岐鎖が脂質間のパッキングを乱し、電荷反発による

プロトン化の制限を緩和するためであると考えられ、直鎖のイオン性脂質から構成される

LNP を可溶化してパッキングを緩めるとイオン化能が回復したという結果は本仮説を支持

するものである。 

以上より、イオン性脂質の化学構造と LNP 特性は強く結びついており、化学構造が LNP

の保存安定性と生体内での mRNA 発現に影響を与えることが見出された。そして、イオン

性脂質の足場の分岐鎖は LNP の保存安定性と生体内での mRNA 発現の両方を高める可能

性が示された。 

本研究で得られた知見が、今後のイオン性脂質設計の指針となり、mRNA 医薬の更なる

発展に繋がることを期待し、本稿を終えたい。 
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実験手法 

mRNA-LNP の調製 

 脂質組成はイオン性脂質:コレステロール:DSPC:DMG-PEG2000=50:38.5:10:1.5 とした。各脂

質はエタノールで合計脂質濃度 8 mMとなるように希釈した。mRNAは 46.1 μg/mL となる

ようにクエン酸緩衝液（50 mM、pH 3.5）で希釈した。超高速ナノ医薬作製装置 NanoAssemblr

（Precision NanoSystems）を用いて、脂質溶液と mRNA 溶液をそれぞれ 3 mL/min と 9 mL/min

で混合・攪拌することで LNP 溶液を得た。20 mM HEPES 緩衝液（9% sucrose、pH 7.45）で

希釈し、Amicon Ultra-15（MWCO 100 kDa、Millipore）で限外ろ過を実施した （25℃、 1000×g）。

濃縮後、20 mM HEPES 緩衝液（9% sucrose、pH 7.45）を加え、再度限外ろ過を実施し（25℃、

1000×g）、LNP溶液を得た。LNP の粒子径、Polydispersity Index及び ζ電位は、Zetasizer Nano 

ZSP instrument（Malvern Instruments、Worcestershire、UK）を用いて測定した。mRNAの回収

率と封入率は Ribogreen（Invitrogen）を用いたアッセイにより測定した。 

 

Ribogreen assay 

TE Buffer（20X）, RNase-free（Invitrogen）を利用して、TE 緩衝液と 2%（wt/vol）TritonX-

100 含有 TE 緩衝液を調製した。mRNA を TE 緩衝液で段階希釈して、4000、3200、2400、

1600、800、400、0 ng/mL mRNA 溶液を検量線用に調製した。LNPを TE緩衝液で 8 μg RNA/mL

へ希釈して LNP非破壊用サンプルとした。また、LNPを TE緩衝液で 2.4 μg RNA/mL へ希

釈したのち 2%（wt/vol）TritonX-100含有 TE 緩衝液で 2倍希釈して LNP破壊用サンプルと

した。Ribogreenを TE 緩衝液で 200倍希釈して Working solutionとした。検量線サンプル・

LNP非破壊用サンプル・LNP 破壊用サンプルを 100 μL/wellで蛍光測定用 96-well black plate

に添加したのち、全てのウェルに対してWorking solution を 100 μL/wellで添加し、700 rpm, 

5 min 振とう撹拌した。その後、EnSightマルチモードプレートリーダー（Perkin Elmer）で

蛍光を測定（Excitation/Emission=485/528 nm）し、mRNAの回収率や封入率を以下のように

計算した。 

mRNA回収率（%）=（LNP 破壊用サンプルの mRNA 濃度）/（回収率 100%とした時の理論

上の mRNA濃度）×100 

mRNA 封入率（%）= {（LNP 破壊用サンプルの mRNA 濃度）-（LNP 非破壊用サンプルの

mRNA濃度）}/（LNP 破壊用サンプルの mRNA 濃度）×100 

 

粘性の測定 

10 mM DCVJ（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）in DMSO を総脂質濃度の 0.1mol%となるよう

に脂質溶液へ加えて製剤化することで、DCVJ 修飾 LNP を作製した。ただし、DCVJ 修飾

LNP は核酸なしで調製し、D-PBS（-）で透析した。得られた DCVJ 修飾 LNP（総脂質濃度

1.5 mM）200 μL を 96-well black platesへ加え、設定温度（30°C、40°C、50°C および 60°C）

で 5分インキュベートしたのち、EnSightマルチモードプレートリーダー（Perkin Elmer）で
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蛍光を測定した（Excitation/Emission=440/460-650 nm）。DCVJ の分子数を補正するために、

LNPを可溶化したのちに DCVJ由来の吸光度を測定した。50 μLの 10% SDS を 450 μL LNP

へ加え、攪拌しながらインキュベートした（60℃、10 min、700 rpm）。サンプル 320 μLの吸

光度スペクトル（350–550 nm）を測定した。 粘性を見積るために、Chwastekらの手法を参

考に R（fluorescence-absorption ratio）を計算した[94]。具体的には、460–660 nmの蛍光スペク

トルの積分値を、390–510 nmの吸光スペクトルの積分値で除算した。 

 

脂質膜 pKa やイオン化能の測定（TNS assay） 

  6-p-toluidino-2-naphthalenesulfonic acid （TNS）を終濃度 0.8 μMとなるように、20 mM Citrate 

buffer（150 mM NaCl, pH3.50-5.50）、20 mM phosphate buffer（150 mM NaCl, pH6.00-8.00）、20 

mM Tris-HCl buffer（150 mM NaCl, pH8.50-9.50）で希釈して各 pHの TNS溶液を調製した。

また、LNPを脂質濃度 1.0 mMとなるように生理食塩水で希釈した。LNP を可溶化してから

イオン化能を測定する場合は、LNPを脂質濃度 1.0 mMとなるように 0.1% or 1.0% Triton X-

100で希釈し、攪拌しながらインキュベートした（25℃, 10 min, 700 rpm）。188 µLの TNS 溶

液と 12 µL の LNP を black 96-well plates へ加え、EnSight マルチモードプレートリーダー 

（Perkin Elmer） で蛍光を測定した（Excitation/Emission=321/447 nm）。最小値をブランクと

して差し引き、最大値を 100%荷電状態として、各 pH における荷電率を求め、50%荷電時

の pH を脂質膜 pKaとした。また、pH5.0における蛍光強度をイオン化能とした。 

 

動物実験 

実験プロトコルはすべて、実験動物の管理と使用に関する指針に基づき、北海道大学動物

実験委員会の審査を受け承認されたものである（承認番号: 20-0176）。マウスは Balb/c マウ

ス（6-8週齢、雌性） を使用し、三協ラボサービス（静岡、日本）より購入した。マウスは

北海道大学の特定の設備にて、12 時間明期/12 時間暗期の規則的な周期で維持された。

pelleted mouse diet（cat# 5053、LabDiet、US）や水は自由に摂取可能な条件で、5匹のマウス

が 1ゲージで飼育された。 

 

膜融合活性評価（Hemolysis assay） 

  Balb/cマウスから血液を回収し、ヘパリン処理後に氷冷した。生理食塩水による希釈、遠

心操作（4℃、400×g、5 min）および上清除去を 5回繰り返すことによってタンパク質を除

去し、新鮮な赤血球懸濁液を得た。赤血球懸濁液を 20 mM DL- maleate buffer（pH 5.0、130 

mM NaCl）で希釈した（後述の手法で Triton X-100で赤血球を破壊した際に吸光度 1.0とな

るような終濃度とした）。生理食塩水で段階希釈した LNP（総脂質濃度として 3.125–250 μM） 

100 µL と赤血球懸濁液 100 µLと混合し、37℃、900 rpm、30 min振とう撹拌した。その後、

膜破壊されなかった赤血球を遠心操作（4℃、400×g、5 min）で除去し、得られた上清を 0.5 % 

TritonX-100で 2倍希釈して 545 nmにおける吸光度を測定した。0.5 w/v% Triton X-100を赤
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血球懸濁液に加えたサンプルをポジティブコントロール、LNP を添加しないサンプルをネ

ガティブコントロールとして、各サンプルの Hemolysis の割合を算出した。Graphpad Prism 

6 の 4-parameter logistic curve fit analysis を利用し、50% Hemolysisを誘起する LNP 濃度を計

算した。 

 

共焦点レーザー走査型顕微鏡による肝臓内 EGFP分布の評価 

CleanCap EGFP mRNA（5 moU）（TriLink BioTechnologies、US）を封入した LNPを 0.5も

しくは 1.5 mg kg-1で Balb/c mice（6–8週齢、雌性）に静脈内投与した。臓器回収の 10分前

に lycopersicon esculentum lectin, DyLight 649 Conjugate を 20 µg/mouse で静脈内投与した。

LNP投与 24時間後に肝臓を回収し、2 µg/mL Hoechst33342 in PBS（-）に浸漬して氷冷し、

遮光下で 10 分以上インキュベートした。CLSM Nikon A1を用いて肝臓内 EGFP 分布を観察

した。 

 

In vivo Fluc mRNA送達 

CleanCap FLuc mRNA（5 moU）（TriLink BioTechnologies、US）を封入した LNPを 0.1 mg 

kg-1で Balb/c mice（6–8週齢、雌性）に静脈内投与した。LNP投与 6時間後に PBS（-）で希

釈した VivoGlo Luciferin In Vivo Grade（Promega、US）を 1.5 mg/mouseで静脈内投与した。

投与 3分後に各臓器を回収し、in vivo imaging system 200 series（Perkin Elmer、US）で発光強

度を測定した。 

 

mRNAの生体内分布 

CleanCap Cyanine 5 FLuc mRNA（5 moU）（TriLink BioTechnologies、US）を封入した LNP

を 0.5 mg kg-1で Balb/c mice（6–8週齢、雌性）に静脈内投与した。LNP 投与 3時間後に各臓

器を回収し、in vivo imaging system 200 series（Perkin Elmer、US）で蛍光強度を測定した。 

 

マウス TTR遺伝子のゲノム編集 

CleanCap Cas9 mRNA（5 moU）（TriLink BioTechnologies、US）と sgRNA（Integrated DNA 

Technologies、US）を 1:2（重量比）で同時に封入した LNP を調製した。本 LNP を 0.75、1.5

もしくは 2.5 mg kg-1 total RNAで Balb/c mice（6–8週齢、雌性）に静脈内投与した。LNP 投

与 9日後と 30日後に血液を回収し、25℃１時間静置したのち、遠心操作をすることで（25 °C、

1000 g、15 min）、血清を回収した。血清中 TTR タンパク質は Prealbumin ELISA Kit（Aviva 

Systems Biology Corp.、US）を使って定量した。血清中 TTR濃度は four parameter logistic curve 

modelを使用して算出した。LNP 投与 30日後、NucleoSpin Tissue（Takara Bio、Japan）を使

って、肝臓と脾臓から DNA を抽出精製した。DNA は 2-step tailed PCR で増幅し、Illumina 

MiSeq のペアエンドモードでシーケンスした。TTR 領域を増幅するためのプライマーは次

のものを使用した: forward 5′-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GCT 
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TTG GAA ACA ATG CTG TCT AT-3′、reverse 5′-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA 

GAG ACA GTG GGC TTT CTA CAA GCT TAC C-3′。ゲノム編集の結果は CRISPResso2 で解

析した[135]。 

 

Table 4 ガイド RNAの配列 （標的部位） 

sgTTR 5′-UUACAGCCACGUCUACAGCA-3′ 

sgGFP 5′-CUCGUGACCACCCUGACCUA-3′ 

 

データ解析 

特に言及のない限り、結果は平均値±標準偏差で示した。LNP の物理化学的性質、粘性、

in vivo mRNA 送達効率は JMP software（ver. 14.0.0）で可視化した。データの統計解析は

Graphpad Prism 6 を使用し、unpaired Student's t-test もしくは one-way analysis of variance 

（ANOVA）followed by Dunnett’s post tests for comparison of multiple groupsで行った。 

 

脂質合成一般 

全ての単純な化合物は東京化成工業（Tokyo Chemical Industry、Tokyo、Japan）もしくは富

士フイルム和光純薬株式会社（Osaka, Japan）から購入し、追加の精製は行わずに使用した。

1H NMRスペクトルは JEOL ECZ400 もしくは ECP400（Tokyo, Japan）によって取得され、

化学シフトは残留溶媒のピークを基準にして計算され、parts per million（ppm）で表された。

s = singlet, d = doublet, t = triplet, m = multipletの略号で表現した。すべての反応は、ブロモク

レゾールグリーン溶液または p-アニスアルデヒド溶液で染色したTLCプレート（Millipore）

を用い、薄層クロマトグラフィーでモニターされた。各化合物は Biotage Selekt自動クロマ

トグラフィーシステムを使用して精製された。各化合物は、とりうるすべての立体異性体の

混合物として合成された。 

 

脂質の分析 

200 ug/mL の脂質溶液を 0.5-2 µL 注入し、下記条件で分析した。 

装置: Waters UPLC 

カラム: ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130Å, 1.7 µm, 2.1 mm X 100 mm（Waters） 

温度: 60℃ 

移動相 A: 5mM酢酸アンモニウム, pH4.2 

移動相 B: イソプロパノール/アセトニトリル/酢酸アンモニウム, pH4.2（62/33/5） 

流速: 0.3 mL/min 

グラジエント：0 min/50%B, 10 min/100%B, 15 min/100%B, 20 min/50%B, 

 

マロン酸ジメチルを原料とした脂肪酸合成 
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① マロン酸ジメチルの α炭素に対するジアルキルの付加 

ナスフラスコに anhydrous THF 18 mLと NaH（60％ dispersion）7.56 mmol（1.0 eq.、302 

mg）を加え、0℃で 10 min 攪拌した。マロン酸ジメチル 7.56 mmol（1.0 eq.、861 µL）を滴

下し、10 min攪拌した。1つの分岐脂肪酸を得るためには 2種類のヨウ化アルキルを使用す

る。1種類目のヨウ化アルキル 7.56 mmol（1.0 eq.）を滴下し、室温で O/N攪拌した。0℃で

追加の NaH（60％ dispersion）を 11.34 mmol（1.5 eq.、2.799 mL）を何回かに分けて投入し、

10 min攪拌した。ヨウ化アルキル 11.34 mmol（1.5eq.）を滴下し、室温で O/N攪拌した。17.5 

N 酢酸 10.7 mmol（1200 µL）を滴下してクエンチした後、酢酸エチルで希釈し、有機層を水

や飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。乾燥剤を綿栓ろ過で除き、ろ液を

減圧下濃縮すると、粗生成物が得られた。完全対称の分岐脂肪酸を合成する場合は、2.5 eq.

の NaH と 3.0 eq.のヨウ化アルキルを投入した。 

 

② メチルエステルの加水分解 

得られたメチルエステルの粗生成物に対して 16 mL のエタノールと 5 mLの 8.0 N NaOH

水溶液を加え、60℃で O/N 攪拌した。6.0 N塩酸 10 mLを滴下してクエンチした後、酢酸エ

チルで希釈し、有機層を水や飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。乾燥剤

を綿栓ろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮すると、粗生成物が得られた。 

 

③ 脱炭酸反応 

得られた粗生成物が入ったナスフラスコの溶媒を完全に除去したのちにスターラーチッ

プを加え、160℃で 2時間攪拌した。TLCで反応の完結を確認後、フラッシュクロマトグラ

フィー[ODS, H2O（10 mM ammonium acetate）/ acetonitrile:isopropanol=50:50（10 mM ammonium 

acetate）]で逆相精製を行った。必要に応じて順相精製（SiO2, ヘキサン/酢酸エチル）も行い、

分岐脂肪酸を得た。 

 

直鎖脂肪酸を原料とした分岐脂肪酸合成 

 

ナスフラスコに anhydrous THF 36 mL と対応する直鎖脂肪酸 10.28 mmol（1.0 eq.）を加え、

-45℃に冷却したアルミブロック恒温槽にセットした。室温に戻した LDA solution 1.0 M in 

THF/hexanes 24 mmol（2.3 eq.、24 mL）を-20℃以下を維持できるように、ゆっくり滴下した
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後、0℃、30 min攪拌した。モレキュラーシーブス 4A 1/8 で脱水した DMPU 18 mL を滴下

し、0℃、60 min攪拌した。ヨウ化アルキル 23.2 mmol（2.3 eq.）を滴下し、10℃、O/N 攪拌

した。2.0 N 塩酸 35 mL を滴下してクエンチした後、ジエチルエーテルで希釈し、有機層を

水や飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。乾燥剤を綿栓ろ過で除き、ろ液

を減圧下濃縮すると、粗生成物が得られた。フラッシュクロマトグラフィー[ODS, H2O（10 

mM ammonium acetate）/ acetonitrile:isopropanol=50:50（10 mM ammonium acetate）]で逆相精

製を行った。必要に応じて順相精製（SiO2, ヘキサン/酢酸エチル）も行い、分岐脂肪酸を得

た。 

 

ヨウ化アルキルの合成 

 

ナスフラスコに必要に応じた炭素数の 1級アルコール 31.5 mmol（1.0 eq.）を加えた。さ

らに、85% H3PO4 60.7 mmol（7 mL, 2.0 eq.）を加えた。10 mL のロック式シリンジと 23G テ

ルモカテラン針を用いて、室温に戻した 57% hydriodic acid 31.2 mmol（1.0 eq.、7 mL）を室

温で滴下した。アルゴン置換した冷却管をつなぎ、130℃、O/N で攪拌した。ヘキサン 50 mL

と飽和チオ硫酸ナトリウム水溶液数 10 mL を冷却管の上から添加して、反応液が透明にな

るまでクエンチした。有機層を水や飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。

乾燥剤を綿栓ろ過で除き、ろ液を減圧下濃縮すると、粗生成物が得られた。フラッシュクロ

マトグラフィーで順相精製（SiO2, ヘキサン/酢酸エチル）を行い、ヨウ化アルキルを得た。 

 

イオン性脂質の合成 

7-（4-dipropylamino）butyl）tridecane-1,7,13-triol（CL4頭部構造）は過去の報告同様に合成

した[49]。脂肪酸（2.4 mmol）と 7-（4-dipropylamino）butyl）tridecane-1,7,13-triol（387.7 mg、

1.0 mmol）を、anhydrous DCM 5 mL に溶かした。 更に、dimethylaminopyridine（DMAP）（12.2 

mg、0.1 mmol と EDCI-HCl（576 mg、3.0 mmol）を加え、反応液を 25℃で O/N 攪拌した。

TLC で反応の進行を確認後、反応液を減圧下で濃縮し、酢酸エチルで希釈し、有機層を 0.5N 

NaOH 水溶液や飽和食塩水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。 乾燥剤を綿栓ろ過

で除き、ろ液を減圧下濃縮すると、黄色のオイル様の粗生成物が得られた。フラッシュクロ

マトグラフィーにより逆相精製[ODS, H2O（0.1% trifluoroacetic acid）/acetonitrile:isopropanol 

= 50:50（0.1% TFA）]と順相精製（SiO2, DCM/MeOH）を行い、無色透明オイル様のイオン

性脂質を得た。 
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マロン酸ジメチルを原料として合成した分岐脂肪酸: 

 

 

2-Heptylnonanoic acid (9-7): A colorless oil, 840 mg (98%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 24H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Pentylheptanoic acid (7-5): A colorless oil, 450 mg (60%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 12H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Ethyldecanoic acid (10-2): A colorless oil, 544 mg (30%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.18–1.35 (m, 12H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Propylnonanoic acid (9-3): A colorless oil, 960 mg (63%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.89 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 12H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.33 (m, 1H).  

 

 

2-Pentyldecanoic acid (10-5): A colorless oil, 1600 mg (66%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 22H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 

(m, 1H).  
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2-Ethyltetradecanoic acid (14-2): A colorless oil, 1160 mg (63%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 24H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.25 

(m, 1H).  

 

 

2-Hexyldodecanoic acid (12-6) : A colorless oil, 550 mg (26%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 28H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.33 

(m, 1H).  

 

 

2-Metylpentadecanoic acid (15-1): A colorless oil, 1400 mg (55%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.87 (t, 3H), 1.17 (d, 3H), 1.20–1.35 (m, 26H), 1.44 (m, 1H), 1.66 (m, 1H), 

and 2.44 (m, 1H).  

 

 

2-Dodecyltetradecanoic acid (14-12): A white powder, 3400 mg (86%). 1H NMR (400 

MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.19–1.35 (m, 44H), 1.47 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 

2.32 (m, 1H).  

 

直鎖脂肪酸を原料として合成した分岐脂肪酸: 

 

2-Heptyldecanoic acid (10-7): A colorless oil, 400 mg (29%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 26H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Pentylundecanoic acid (11-5): A colorless oil, 470 mg (18%). 1H NMR (400 MHz, 
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CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 24H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 

(m, 1H).  

 

 

2-Butyldecanoic acid (10-4): A colorless oil, 900 mg (38%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 20H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.31 (m, 1H).  

 

 

2-Propyltridecanoic acid (13-3): A colorless oil, 1300 mg (49%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.18–1.35 (m, 24H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.34 

(m, 1H).  

 

 

2-Hexylnonanoic acid (9-6): A colorless oil, 390 mg (16%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.85 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 22H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Pentyloctanoic acid (8-5): A colorless oil, 480 mg (22%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 18H), 1.47 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), 2.32 (m, 1H).  

 

 

2-Butylheptanoic acid (7-4): A colorless oil, 1300 mg (67%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 14H), 1.45 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), and 2.34 (m, 1H).  
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2-Butylhexanoic acid (6-4): A colorless oil, 1190 mg (46%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.25–1.32 (m, 12H), 1.50 (m, 2H), 1.62 (m, 2H), and 2.33 (m, 1H). 

 

 

2-Butylnonanoic acid (9-4): A colorless oil, 1160 mg (35%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.86 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 18H), 1.49 (m, 2H), 1.61 (m, 2H), and 2.34 (m, 1H). 

 

 

2-Pentylnonanoic acid (9-5): A colorless oil, 860 mg (24%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, 

ppm) δ0.87 (m, 6H), 1.20–.35 (m, 20H), 1.48 (m, 2H), 1.61 (m, 2H), and 2.34 (m, 1H). 

 

 

2-Butyldodecanoic acid (12-4): A colorless oil, 840 mg (22%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, ppm) δ0.88 (m, 6H), 1.20–1.35 (m, 24H), 1.48 (m, 2H), 1.61 (m, 2H), and 2.34 

(m, 1H).  

 

分岐脂肪酸と CL4 の縮合によって得られたイオン性脂質; 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-heptylnonanoate) (CL4F 

9-7): A colorless oil, 260 mg (46.3%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 78H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 864.4 ; 

found (M+H), 865. Purity, 99.9%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-ethylnohexanoate) 

(CL4F 6-2): A colorless oil, 175 mg (27.4%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.85 

(m, 18H), 1.17–1.75 (m, 46H), 2.20–2.42 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

640.0 ; found (M+H), 641. Purity, 92.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-pentylheptanoate) 

(CL4F 7-5): A colorless oil, 470 mg (65.7%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.65 (m, 62H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

752.2 ; found (M+H), 753. Purity, 95.1%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butyloctanoate) (CL4F 

8-4): A colorless oil, 568 mg (88.8%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 62H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.03 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 752.2 ; 

found (M+H), 753. Purity, 97.6%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-propylnonanoate) 

(CL4F 9-3): A colorless oil, 320 mg (42.6 %). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 62H), 2.25–2.41 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

752.2 ; found (M+H), 753. Purity, 94.5%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-ethyldecanoate) (CL4F 

10-2): A colorless oil, 600 mg (71.9%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.85 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 62H), 2.19–2.42 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 752.2 ; 

found (M+H), 753. Purity, 95.3%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-hexyloctanoate) (CL4F 

8-6): A colorless oil, 519 mg (64.2%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.16–1.67 (m, 70H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.02 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 808.3 ; 

found (M+H), 809. Purity, 98.9%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butyldecanoate) (CL4F 

10-4): A colorless oil, 450 mg (55.7%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.15–1.67 (m, 70H), 2.25–2.45 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 808.3 ; 

found (M+H), 809. Purity, 94.0%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-pentyldenanoate) (CL4F 

10-5): A colorless oil, 360 mg (43.0%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 74H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.03 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 836.4 ; 

found (M+H), 837. Purity, 99.9%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-pentylundecanoate) 

(CL4F 11-5): A colorless oil, 350 mg (52.9%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.65 (m, 78H), 2.23–2.42 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

864.4 ; found (M+H), 865. Purity, 85.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butyldodecanoate) 

(CL4F 12-4): A colorless oil, 290 mg (55.8%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.85 

(m, 18H), 1.17–1.65 (m, 78H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

864.4 ; found (M+H), 865. Purity, 92.8%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-propyltridecanoate) 

(CL4F 13-3): A colorless oil, 580 mg (67.0%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 78H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.03 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

864.4 ; found (M+H), 865. Purity, 99.9%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-ethyltetradecanoate) 

(CL4F 14-2): A colorless oil, 326 mg (44.8%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.65 (m, 78H), 2.23 (m, 2H), 2.30–2.42 (m, 6H), and 4.04 (t, 4H). MS 

(ESI): m/z calcd, 864.4 ; found (M+H), 865. Purity, 98.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-heptyldecanoate) (CL4F 

10-7): A colorless oil, 230 mg (47.8%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.70 (m, 82H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.03 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 892.5 ; 

found (M+H), 893. Purity, 98.6%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-hexylundecanoate) 
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(CL4F 11-6): A colorless oil, 400 mg (44.8%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.18–1.67 (m, 82H), 2.25–2.42 (m, 8H), 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

892.5 ; found (M+H), 893. Purity, 96.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-methylhexadecanoate) 

(CL4F 16-1): A colorless oil, 606 mg (67.9%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 12H), 1.12 (d, 6H), 1.17–1.67 (m, 82H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.02 (t, 4H). MS 

(ESI): m/z calcd, 892.5 ; found (M+H), 893. Purity, 98.8%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-octyldecanoate) (CL4F 

10-8): A colorless oil, 260 mg (43.5%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 86H), 2.23–2.45 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 920.5 ; 

found (M+H), 921. Purity, 84.0%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-heptylundecanoate) 

(CL4F 11-7): A colorless oil, 1.07 g (77.3%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 86H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H).  MS (ESI): m/z 

calcd, 920.5 ; found (M+H), 921. Purity, 97.2%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-nonylundecanoate) 

(CL4F 11-9): A colorless oil, 680 mg (69.7%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 94H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

976.6 ; found (M+H), 977. Purity, 90.0%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-decyldodecanoate) 

(CL4F 12-10): A colorless oil, 1.20 g (77.3%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 102H), 2.25–2.42 (m, 8H), 4.06 (t, 4H).  MS (ESI): m/z calcd, 

1032.7 ; found (M+H), 1033. Purity, 99.9%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-hexyldecanoate) (CL4F 

10-6): A colorless oil, 1.16 g (67.0%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 78H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H).  MS (ESI): m/z calcd, 864.4 ; 

found (M+H), 865. Purity, 99.9%. 
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7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butylhexanoate) (CL4F 

6-4): A colorless oil, 360 mg (53.5%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 54H), 2.25–2.41 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 696.1 ; 

found (M+H), 697. Purity, 93.8%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-propylheptanoate) 

(CL4F 7-3): A colorless oil, 465 mg (66.9%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.88 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 54H), 2.27–2.47 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

696.1 ; found (M+H), 697. Purity, 84.3%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butylheptanoate) (CL4F 

7-4): A colorless oil, 550 mg (76.0%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.65 (m, 58H), 2.25–2.42 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 724.2 ; 

found (M+H), 725. Purity, 99.1%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-pentyloctanoate) (CL4F 

8-5): A colorless oil, 361 mg (49.5%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 66H), 2.25–2.44 (m, 8H), 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 780.3 ; found 
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(M+H), 781. Purity, 98.6%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-butylnonanoate) (CL4F 

9-4): A colorless oil, 510 mg (65.4%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.15–1.67 (m, 66H), 2.25–2.47 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 780.3 ; 

found (M+H), 781. Purity, 84.5%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-pentylnonanoate) (CL4F 

9-5): A colorless oil, 362 mg (60.3%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.85 (m, 18H), 

1.15–1.67 (m, 70H), 2.25–2.50 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 808.3 ; 

found (M+H), 809. Purity, 83.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-hexylnonanoate) (CL4F 

9-6): A colorless oil, 400 mg (70.1%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 18H), 

1.17–1.67 (m, 74H), 2.25–2.48 (m, 8H), and 4.05 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 836.4 ; 

found (M+H), 937. Purity, 95.0%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl dipalmitate (CL4F 16-0): A 
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colorless oil, 514 mg (59.5%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 (m, 12H), 1.17–

1.65 (m, 84H), 2.25 (m, 4H), 2.32–2.52 (m, 4H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

864.4 ; found (M+H), 865. Purity, 91.4%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-hexyldodecanoate) 

(CL4F 12-6): A colorless oil, 400 mg (65.9%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.67 (m, 86H), 2.25–2.47 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

920.5 ; found (M+H), 921. Purity, 84.3%. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-metylpentadecanoate) 

(CL4F 15-1): A colorless oil, 380 mg (60.1%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.78–

0.99 (m, 12H), 1.12 (d, 6H), 1.17–1.67 (m, 78H), 2.35–2.82 (m, 8H), and 4.06 (t, 4H). 

MS (ESI): m/z calcd, 864.4 ; found (M+H), 865. 

 

 

7-(4-(dipropylamino)butyl)-7-hydroxytridecane-1,13-diyl bis(2-dodecyltetradecanoate) 

(CL4F 14-12): A colorless oil, 750 mg (65.5%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) δ0.87 

(m, 18H), 1.17–1.69 (m, 118H), 2.25–2.70 (m, 8H), and 4.04 (t, 4H). MS (ESI): m/z calcd, 

1145.0 ; found (M+H), 1146. 

 

 

  



71 

 

分岐脂肪酸の代表的な 1H NMR スペクトル（7-5）  
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イオン性脂質の代表的な 1H NMR スペクトル（CL4F 7-5）  
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