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mRNA の医療応用を加速する DDS 素材の設計と製剤化技術の開発 

 
田中浩揮 (東北大学大学院薬学研究科) 
 
１．はじめに 
治療用タンパク質を生体に導入するための機能性核酸として、近年、人工的に転写さ

れたメッセンジャーRNA（In Vitro Transcribed-messenger RNA（IVT-mRNA））が注目を集めて
いる(1–3)。IVT-mRNA は細胞質でタンパク質へと翻訳されることから、DNA を用いた遺

伝子治療の場合のように核膜を突破する必要が無いため、非分裂細胞を含めた広範な細

胞にタンパク質を導入できる。加えて、本核酸は自己複製能を持たず発現が一過的であ

り、ゲノムへの影響も懸念されないため、安全性が比較的高いと考えられている（図１）。

これらの理由により、IVT-mRNAとその送達技術は、再生医療、RNAワクチン、CAR-T療
法、遺伝子編集医療など、次世代の医療を実現するための中核技術になり得ると期待さ

れてきた。 

  

IVT-mRNA は核酸分解酵素に対し

て脆弱な分子であり、そのままの

形で生体へ投与されるとすぐに

分解され活性を失う。このため、

細胞外で IVT-mRNA を保護し、細

胞内へと送り届けるための Drug 
Delivery System（DDS）が必要とな
る。IVT-mRNAの送達に利用される
DDS の中でも、脂質ナノ粒子

（Lipid Nanoparticle（LNP））技術を
用いた mRNA-LNPは高い遺伝子送達効率を有している(4–6)。2010年代より RNAワクチン
への応用が試みられてきた本技術であったが、2019 年に起きた Severe Acute Respiratory 
Corona Virus-2 （SARS-CoV-2）によるパンデミックをきっかけに実用化へ向けた動きが加

速し、Comirnaty や Spikevax といった製剤が承認されるに至った(7, 8)。mRNA-LNP を基盤

とする RNA ワクチン製剤の臨床試験は、SARS-CoV-2 の遺伝子配列の決定からわずか 66
日後に開始された。また、抗原タンパク質の設計にあたっては、類縁ウイルスである 
Middle East Respiratory Syndrome Corona Virus（MERS-CoV）の知見を参考にアミノ酸変異が施

されている。この迅速な開発スピードと遺伝子工学の活用は、塩基配列の設計のみによ

り様々なタンパク質に対して柔軟に対応できる mRNA創薬の利点を示すものである。こ

図１．mRNA 送達技術の特徴 
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の成功を皮切りに、現在も多くの mRNA医薬品の臨床開発が進められている。 
mRNA-LNP には核酸送達効率等の観点から改善点が存在する。また、本技術は様々な

用途への応用が期待される一方で、ナノ粒子製剤の製造に関する設備費やノウハウが研

究領域の参入障壁となっている。加えて、ナノ粒子製剤に対する生体応答に関しても更

なる理解が望まれる。本報告では、上記の課題に関する我々の検討について紹介する。 
 

２．核酸放出能の向上と生体蓄積性の低減を目指した自己分解性材料の開発 
現在までに、多くのカチオン性ポリマーやカチオン性脂質等を基盤とする核酸ベクタ

ーが開発されてきた。これらのカチオン性材料は、アニオン性を有する核酸と静電的に

相互作用し、ナノ粒子を形成することで核酸を保護できる。また、カチオン性を帯びた

ナノ粒子は細胞膜上のプロテオグリカン等と相互作用し、核酸の細胞内取り込みを促進

できる。一方、静電的相互作用による核酸の過剰なコンパクションは、転写因子や翻訳

因子等との相互作用を阻害し、核酸１分子あたりのタンパク質導入効率を減少させるこ

とが明らかとなってきた(9, 10)。このため、タンパク質の導入効率を向上させるために

は、保存液中や細胞外液中において核酸を保護するための頑強性と、細胞質内において

核酸を積極的に放出するための崩壊性を兼ね備えた素材の開発が必須となる。 
我々は上記の相反する特性を両

立可能な脂質様材料として pH 感受

性脂質である SS-cleavable Proton-
Activated Lipid-like Materials（ssPalm）を
開発してきた(11, 12)。本材料は疎水

性足場、第三級アミン、ジスルフィ

ド結合から構成されている（図２）。

疎水性足場は疎水性相互作用によ

る粒子形成に寄与している。第三級

アミンを含む LNP(ssPalm)は生理的
な条件下では電荷を持たず、核酸や

生体分子との不必要な相互作用を

回避することができる。一方で、エンドソーム内の酸性環境においてのみ第三級アミン

がプロトン化されカチオン性を帯びることで、搭載された核酸のエンドソーム脱出を促

進することができる。さらに、細胞内還元環境でジスルフィド結合が切断されることに

より、自己組織化能が低下し、核酸の放出を積極的に引き起こすことができる。細胞内

還元環境を模倣した 10 mM グルタチオン溶液を用いて LNP(ssPalm)を処理すると、20分
以内にジスルフィド結合の開裂が確認された(4)。 

LNP(ssPalm)は油滴用の構造を有するため、疎水性低分子の送達にも応用可能であると

考えられる(13)。そこで我々はヒアルロン酸合成を阻害する 4 Methyl Umbelliferone（4-MU）

図２．環境感受性脂質様物質 ssPalm 
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の脂肪酸エステルである 4 Methyl Umbelliferone Palmitate （4MU-Pal）を LNP(ssPalm)に搭載し

た。細胞内における低分子の放出を調べる目的で、本粒子を還元剤処理したところ、偶

然にも、溶液の蛍光が上昇することを見出した。4MU-Palは蛍光を示さない一方で、4MU
は強い蛍光を示す分子であることから、本知見は LNP(ssPalm)に搭載された 4MU-Palの加

水分解を示唆するものであった。我々は、還元反応により生成したチオールが LNP内部
のナノ空間に濃縮され、求核剤として働くことで 4MU-Palの加水分解を引き起こしたと

仮説を立てた。そこで、ジスルフィド結合を持たない DODAPからなる LNPに 4MU-Palを
搭載し還元剤処理を行ったところ、想定通り加水分解は認められなかった。また、

LNP(ssPalm)内における 4MU-Pal の加水分解が HPLC により直接確認された。これらの結

果から、LNP(ssPalm)に特有の現象として還元応答性粒子内加水分解反応を見出した。 
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核酸のコンパクションには、脂質－核酸間の静電的な相互作用に加えて、脂質－脂質

間の疎水性相互作用が必要である。我々は粒子内加水分解反応を応用して第三級アミン

と疎水性足場を分離することができれば、核酸放出をより積極的に促進でき、遺伝子導

入効率が向上すると着想した。そこで、オレイン酸を足場とする ssPalmO-P4C2に対し、
粒子内加水分解反応の基質であるフェノールエステル構造をリンカーとして導入する

ことで、自己分解性脂質である ssPalmO-Phe-P4C2を開発した(14)。 

 

図３．ssPalmO-Phe-P4C2 の⾃⼰分解反応 
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はじめに、還元環境下における自己分解性の検証を行った（図３）。フェノールエス

テルは水酸基と芳香環が共役しているため、粒子内加水分解反応の基質になったと考え

られる。そこで非分解性のコントロール化合物として、水酸基と芳香環が共役していな

いベンジルエステル構造をリンカーとして導入し、ssPalmO-Ben-P4C2 を設計した。
ssPalmO-Ben-P4C2（非分解性コントロール）からなるナノ粒子をグルタチオン溶液で処

理したところ、還元剤処理から 5分以内に全体の約 30%の脂質が還元型へと変化したが、

酸化型と還元型の量比は横ばいとなり、24 時間にわたって一定であった。これは、ジス

ルフィド結合の開裂反応が 5分で平衡状態に達することを示している。ssPalmO-Phe-P4C2
の場合も同様に、還元剤処理から 5分以内に全体の約 30%の脂質が還元型へと変化した。

一方で、酸化型分子と還元型分子はどちらも経時的に単調減少し、6 時間後には消失し

た。加えて、加水分解産物である第三級アミン頭部ユニットが HPLCで検出された。こ
のことから、ssPalmO-Phe-P4C2は還元反応をトリガーとして、自己分解反応を引き起こ

すことが確認された。また、IVT-mRNAを搭載し還元剤処理することで、還元依存的な核

酸放出が認められた。 
複数の細胞種において、ssPalmO-Phe-P4C2は非分解性コントロールと比べて高い遺伝

子導入効率を示した。また、マウス肝臓への mRNA送達効率は従来技術に比べ有意に向

上した。このことから、自己分解性による mRNA送達効率の向上が確認された。さらに、

ssPalmO-Phe-P4C2は細胞毒性をほぼ示さない一方、ジスルフィド結合をメチレン構造に
置換した ccPalmO-Phe-P4C2は高い細胞毒性を示した。このため、細胞内における分解性
の向上は毒性の回避にも寄与すると考えられる。ssPalmO-Phe-P4C2のラットにおける単
回投与毒性は従来技術と比較して低く、生体への蓄積性の低減が安全性の向上にもつな

がることが明らかとなった。 
化学修飾されたヒトエリスロポエチンの mRNAを 1 週間に 1回、5 週間投与したとこ

ろ、反復的な血中ヒトエリスロポエチン濃度の上昇が認められ。また、マウストランス

サイレチンを標的とする short guide RNA（sgRNA）(15)と Cas9をコードした mRNAを共封

入しマウスに 2回投与したところ、肝臓ゲノム中のトランスサイレチン遺伝子の 55%が
破壊され、血中トランスサイレチン濃度は 95%以上低下した。以上の結果から、粒子内

加水分解反応を利用した自己分解性脂質である ssPalmO-Phe-P4C2を開発し、その機能を
検証することができた。本脂質は short interfering RNA（siRNA）や Antisense Oligonucleotide
（ASO）の生体導入にも応用可能であった(16)。 

 
３．誰でも簡単に mRNA-LNPを調製可能な Ready-to-Use型製剤の開発 

mRNA-LNP は ssPalmO-Phe-P4C2 などのイオン性脂質に加えて、粒子を安定化するため

のリン脂質、コレステロール、ポリエチレングリコール結合型脂質（PEG 脂質）などが

含まれる。これらの材料は脂溶性が高く、通常はエタノール等の有機溶媒にのみ溶解で

きる。水溶性の IVT-mRNAと脂溶性の脂質から LNPを調製する方法として、エタノール
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希釈法が用いられてきた

(17–20)。本方法では、脂質

のエタノール溶液と核酸

の水溶液をマイクロ流体

デバイスなどで迅速に混

合し、核酸を内封する。 
エタノール希釈法は連

続調製が可能でありスケ

ールアップが容易である

という利点を持つ。一方

で、適切に実施するために

はマイクロ流体デバイス

の設備費や、材料を取り扱うためのノウハウが必要となる。我々は多くの研究者と連携

する中で、創薬シーズの探索を専門とする生命科学者にとって、mRNA-LNP の製剤化が
ハードルになっていることを認識した。我々は独自に、このハードルが技術の普及を妨

げる大きな課題点であると着想し、誰でも簡単に mRNA-LNPを調製することが可能な技
術の開発に着手した。 
我々は、核酸を含まない empty-LNPを作成し、IVT-mRNAを後封入することができれば、

任意の IVT-mRNA を含む mRNA-LNP が容易に作成できると仮説を立てた。保存性等の観

点から、凍結乾燥製剤が取り扱いやすいと考えた。これらのアイデアを基に、empty-LNP
の凍結乾燥体である Ready-to-Use型製剤の開発を行った(21)（図４）。 

図４．Ready-to-Use 製剤の概念図 

図５．製剤のパラメーターが Ready-to-Use 製剤の機能に与える影響 
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はじめに、直交表を用いた実験計画法により、IVT-mRNAの内封効率に関与するパラメ

ーターを探索した。結果として、pHが弱酸性領域であること、および、empty-LNPと IVT-
mRNAの混合物の加熱が重要であることを見出した。遺伝子発現を基に検証実験を行っ

た結果、pH 6.0で作成した乾燥体を IVT-mRNA 水溶液で再水和し、95℃で 5分加熱するこ

とにより、in vitroにおいて高い遺伝子発現活性が得られることを明らかとした（図５）。 
次に、Ready-to-Use型製剤を用いて作成した mRNA-LNPと、従来のマイクロ流体デバイ

スで作成した LNPが同等の内部構造を持つナノ粒子であるか、X 線小角散乱法（SAXS）
を用いて検証した。IVT-mRNAの有無や化学修飾、加温の有無、製剤の pH 等が異なる製

剤を作成し、X 線小角散乱法により評価した。得られた複数の SAXS チャートをそのま
ま比較することは困難であるため、各点における傾きの値を主成分分析による次元削減

とウォード法によるクラスタリングを用いて解析した（図６）。結果として、核酸の添

加と加熱処理は粒子の内部構造を段階的に変化させることが明らかとなった。最も重要

な知見は、核酸存在化で加熱した Ready-to-Use 型 mRNA-LNP とマイクロ流体デバイスで

作成した mRNA-LNPが同じクラスターに分類され、内部構造に差が認められなかった点

である。主成分係数を参考に IVT-mRNA の添加および加熱がどのような内部構造に影響

したかを考察した。IVT-mRNAの添加は q = 約 0.1 Å-1のピークの出現と対応していた。本

ピークは約 6 nm 程度の繰り返し構造を示唆するものであり、現在までに DNA や siRNA
を含む様々な脂質－核酸複合体において類似した構造が観察されている。製剤の加熱は

q = 0.185 Å-1および、q = 0.369 Å-1のピークの消失と対応していた。文献情報より、本ピー

クは粒子内におけるコレステロールクラスターの形成に対応すると考えられる(22, 23)。
このことから、凍結乾燥中に empty-LNPを構成する脂質の一部が相分離し、コレステロ

ールが自己集合している可能性が考えられた。この構造体は加熱により外部からエネル

図６．凍結乾燥 Ready-to-Use 製剤の内部構造の変化 
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ギーを加えることで消失することが示唆された。本ピークの温度依存性を解析したとこ

ろ、75℃以上の加熱で消失することが明らかとなった。このため、Ready-to-Use型製剤を
用いた IVT-mRNAの後封入は 75℃の加熱で完了することが示された。 
凍結乾燥 Ready-to-Use 製剤で作成した mRNA-LNP とマイクロ流体デバイスで作成した

mRNA-LNP はマウス肝臓において同等の遺伝子発現活性を示した。また、マウストラン

スサイレチンを標的とする sgRNA(15)と Cas9をコードした mRNAを同時に後封入しマウ

スに 2回投与したところ、血中トランスサイレチン濃度は 90%以上低下した。以上の結
果から、任意の IVT-mRNA 水溶液を添加し、75℃で 5 分加熱することで、誰でも mRNA-
LNPを作成可能な Ready-to-Use型製剤の開発に成功した。 

 
４．粒子構造と生体応答の関係性の解析 
 外来核酸の細胞内侵入はウイルス感染等の特徴であることから、mRNAの細胞内導入
はパターン認識受容体を介したＩ型インターフェロンの産生や細胞死といった極めて

強い炎症応答を引き起こす(24)。本問題点を解決するため、mRNAに対する種々の構造改

変が試みられ、Cap1構造の付加、化学修飾塩基の導入、2本鎖 RNAの除去などといった
方法で、IVT-mRNAの免疫刺激性を低減できることが報告されてきた(1)。 
一方で、IVT-mRNA自体の免疫刺激性を低減してもなお、mRNA-LNPは高い免疫刺激性
を示す。この性質は RNAワクチンの実現に大きく貢献したといえよう。しかし、遺伝子

治療を目的にタンパク質を導入する場合、mRNA-LNP の免疫刺激性は不必要な炎症応答

の惹起や免疫寛容の破綻などと言った問題点を引き起こし得る。近年、empty-LNP もま
た自然免疫の活性化を引き起こすことが報告された(25, 26)。これらの報告では、empty-
LNPからイオン性脂質を除くことで免疫刺激性が劇的に低下したため、イオン性脂質そ

れ自体に対する免疫系の応答が重要であると考えられてきた。 
しかし、イオン性脂質の除去は粒子の形態にも大きな影響を与え得る。このため、粒

子の構造が免疫刺激性に与える影響もまた考慮しなければならない。また我々は、様々

な研究グループから報告される異なった化学構造を持つイオン性脂質が、どれも免疫刺

激性を示す点に疑問を抱き、LNPに広く共通する特性が免疫刺激性に寄与するのではな

いかと考えた。 
そこで我々は、ほぼ全ての LNPに含まれるコレステロールに着目した(27)。発現量の

寄与を排除するため、種々の empty-LNPを抗原タンパク質と混合して投与し、抗体価を

計測した。文献と同様、イオン性脂質を完全に取り除くと免疫刺激性は失われた。しか

し、イオン性脂質の量と免疫刺激性の強さは相関しなかった。コレステロール量が 38.5%
含まれる、従来のワクチン用組成において免疫刺激性が最大となり、コレステロール量

が 58.5%の場合、および 0%または 18.5%の場合には低下した。 
電子顕微鏡観察により粒子の形態を解析したところ、イオン性脂質の除去は油滴様の

ナノ構造からベシクル構造への変化を引き起こした。また、油滴様構造体はコレステロ
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ールが 38.5%以下の領域では球体だった一方、コレステロールが 58.5%の場合は部分的
に直線的な辺を持つ非球状の構造体が観察された。次に、粒子の内部構造を SAXSで観

察したところ、コレステロール量が 58.5%の場合に結晶様構造に由来すると思われる短

距離の繰り返しが検出された。一方、コレステロールが 38.5%以下の場合、コレステロ
ールのクラスターと思われるピークが検出された。本ピークはブロードであり、ゆらぎ

のある Intermediate な構造体であることが示唆された。我々はこの構造体を Cholesterol-
induced Phase （ChiP）と名付けた。コレステロール量と免疫刺激性の関係を解析したと

ころ、ChiPの増加に伴い免疫刺激性が増加した一方で、結晶様構造の出現により免疫刺

激性が低下したことが示唆された。これらの結果から、コレステロールからなる中間的

な構造体が免疫刺激性に部分的に寄与すると考えられる。また、イオン性脂質の存在は、

ChiP形成の場である油滴様構造に重要であると考えられる。 
 
５．おわりに 
 本研究で我々は、自己分解反応を利用した脂質様材料を開発した。本材料を用いて誰

でも簡単に mRNA-LNP を作成可能な Ready-to-Use 型製剤を開発した。これらの技術によ
り IVT-mRNAの医療応用が加速することを願う。また、mRNA-LNPに対する生体応用につ
いて、コレステロールの存在状態が影響する可能性を見出した。今後、これらの知見を

ベースとして、免疫原性を排除した Immune stealth LNPの開発を進めたいと考えている。 
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