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1. 緒言 

 薬物を目的の細胞や組織に対し，選択的に

送達するためのDrug Delivery System (DDS)

に用いられる担体として，リポソームが知ら

れている。リポソームは生体膜と同様のリン

脂質により構成される脂質二重膜に覆われ

た小胞である(Fig. 1)。そのため，小胞内部に

水溶性薬物の封入が可能であり，脂質の組成

や脂質二重膜への機能性分子の導入により

様々な特性を付与することができるため，細

胞のモデルや生体親和性の高い分子キャリ

アとして用いられている。 

Fig. 1 Structural diagram of phospholipid and 

liposome. 

 

例えば，リポソーム表面の荷電状態，粒子

径，流動性の制御やリポソーム表面に抗原，

抗体，糖などの特異的リガンドを導入するこ

とで特定の細胞や組織に対する選択的な薬

物送達が実現できる。その結果，局所的な治

療を行うことができ，副作用を最小限に抑え

薬物の効果を最大限に高めることが期待さ

れる。また，リポソームは表面を細胞膜との

親和性が高まるように適切に修飾すること

により，細胞膜との間で膜融合を引き起こす

ことが可能となる。このような膜融合の利用

は，標的となる細胞への直接的な物質の送達

や情報の伝達，交換などへの応用が期待でき

る。 

 抗がん剤などの薬物の中には，金属イオン

との親和性の高い多座配位子構造を有する

ものが多数あり，金属イオンとの錯形成に伴

う薬物の吸収挙動や薬効の変化が知られて

いる1)。そこで，金属イオンと錯形成可能な

特定のアミノ酸配列を有するペプチドを合

成し，リポソーム表面に担持させることによ

って，金属認識能を有するリポソームの調製

が可能であると考えた。なかでも銅錯体は

様々な酸化活性種を生成し，DNA切断や高

い細胞毒性を発現することが見出されてき

た2)。しかし，がん細胞に対し選択的に細胞

毒性を示す銅錯体の報告例は少なく，現在で

も多くの研究がなされている。がん細胞は正

常細胞よりも銅イオン濃度が高く，健康な細

胞よりも多くの銅イオンを必要としている

ことから，がん細胞への選択的な薬物送達を

考慮し，銅イオンに親和性を有するペプチド

をリポソーム表面に担持させ，リポソーム表

面での錯形成を駆動力として膜融合を促進

させる方法を検討した。 

 リポソーム表面に担持させるペプチドの

アミノ酸配列は，プリオンタンパク質のN末

端側領域を模倣した。このN末端領域には，

グリシンに富む8アミノ酸の繰り返し配列

(Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-Gln)が存在し，

ヒスチジン残基を中心に銅イオンと錯体を

形成する3)。本研究では，ペプチド担持リポ

ソームを標的と見立てた膜融合系の構築を

目的とした。そして，in vitro系における錯形

成を駆動力とした膜融合挙動の検討を行っ

た。 

 

2. 実験および測定方法 

2-1. ペプチドの合成 

 本研究で用いたペプチドは，Fmoc-NH-

SAL-MBHA Resinを用いたFmoc固相合成法

によって合成した。 

 

2-2. リポソームの調製 

本研究で用いたリポソームは，DOPC(1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) を

基本脂質とした。リポソーム調製のための緩

衝液は，PBS緩衝溶液(pH 7.4)またはフタル酸

水素カリウム緩衝溶液(pH 5.0)を用いた。混

合脂質はそれぞれの緩衝液で水和させ，多重

層リポソームを形成させた。その後，凍結融

解により単層リポソームを調製した。さらに

エクストルージョン法により粒径100 nmの
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サイズに調整した。一方のリポソームには膜

融合の評価のために，0.25mol%相当の 1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine N-

(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl(ammonium 

salt)) (以下NBD)と，1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 

phosphoethanol-amine-N-(lissamine rhodamine 

B sulfonyl (ammonium salt)) (以下Rh)で標識し

た。 

 

2-3. リポソーム膜融合挙動の評価方法 

FRETは2種の蛍光色素の距離が近接した

際に起こるエネルギー移動現象であり，リポ

ソーム中に導入した2種の蛍光色素の距離が

離れるとエネルギー移動効率が変化するこ

とから，膜融合の評価に用いられる(Fig. 2)。 

Fig. 2  Diagram of fluorescence resonance 
energy transfer (FRET) between donor 

and accepter fluorochromes. 

 

本研究で調製したペプチド担持リポソー

ムの膜融合挙動は，2種類の蛍光色素NBDと

Rh間の蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を利

用したリポソーム間の脂質混合実験によっ

て評価した。蛍光強度変化を測定し，一定時

間経過後にTriton X-100を添加した際の蛍光

強度に対する各時間の蛍光強度の百分率で

融合率を算出した。 

また，リポソーム膜が崩壊せずに融合して

いることを確認するため，動的光散乱(DLS)

測定を用いたリポソーム粒径の変化に基づ

き評価した。 

 

3. 結果 

リポソームの脂質間の融合挙動を評価す

るにあたり，pH 7.4においてFRETを利用した

脂質混合実験の結果をFig. 3に示す。なお，Fig. 

3は標的リポソーム側に導入した蛍光色素で

あるNBDの励起波長475 nmで励起時の蛍光

スペクトルを示している。 

 

Fig. 3  Fluorescence spectra of an equal 

population mixture of anionic and 

cationic liposomes. 

 

結果として，FRETの解消による520 nm付

近のNBD蛍光強度の増大と590 nm付近での

Rh蛍光強度の低下が見られた。これは，標的

リポソーム表面で NBDからRhへのFRETが

生じていることを示している。 

 

 今後，外膜や内膜を区別した膜融合挙動の

段階的評価を行い，さらに銅イオン添加後に

リポソームが融合していると仮定して系中

の銅イオンを除去することで銅錯体形成に

必要な構造を確認する。その他の活性評価や

ペプチド合成は逐次進めていく予定である。 
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