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略語表 

8-oxoG  8-oxo-7,8-dihydroguanine 

A  adenine 

ApoE  apolipoprotein E 

C  cytosine 

CTL  cytotoxic T lymphocyte 

DDS  drug delivery system 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMG  dimiristoylgrycerol 

DMG-PEG2000 (R)-2,3-bis(octadecyloxy)propyl-1-(methoxy poly (ethylene 

glycol)2000)propylcarbamate 

DLin-DMA N,N-dimethyl-2,3-bis[(9Z,12Z)-9,12-octadecadien-1-yloxy]-1-propanamine 

DLin-MC3-DMA (6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yl 4-

(dimethylamino)butanoate 

DSPC   distearoylphosphatidylcholine 

eIF2α  eukaryotic translation initiation factor2α 

EtOH  ethanol 

FBS  fetal bovin serum 

G  guanine 

H  hour 

HIV  human immunodeficiency virus 

LNP  lipid nanoparticle 

MHC class I major histocompatibility complex I 

MHC class II major histocompatibility complex II 

Min  minute 

mRNA  messenger RNA 

N1mΨ  N1-Methylpseudouridine 

OTC  ornithine transcarbamylase 

PBS  phosphate buffered saline 

PDI  polydispersity index 
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PEG  polyethyleneglycol 

Ψ  pseudouridine 

RIG-I  retinoic acid inducible gene-I 

ROI  region of interest 

S.D.  standard deviation 

Sec  second 

siRNA  short interference RNA 

SNALP  stable nucleic acid lipid particle 

SPLP  stabilized plasmid lipid particles 

TLR  Toll-like receptor 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

TTR  transthyretin 

U  uracil 
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序論 

2020 年 12 月に新型コロナウイルス感染症（COVID-19）に対するワクチンとして、

Pfizer/BioNTech 社のメッセンジャーRNA（mRNA）封入脂質ナノ粒子（LNP）は、アメリカ

食品医薬品局（FDA）によって緊急使用が許可された。申請時の臨床試験における発症予防

効果は約 95%1)と発表され、その高い臨床成績が注目を集めた。この mRNA-LNP ワクチン

という新しいモダリティの有用性には、有効成分としての mRNA と製剤としての LNP との

両方が寄与している。 

mRNA は、宿主ゲノムの DNA に保持された遺伝情報がタンパク質として発現される過程

で、情報の担体として合成される RNA のことである。mRNA の転写や翻訳、分解が調節さ

れることで、細胞の機能、分化や成長を調節する。mRNA を有効成分とする治療薬やワクチ

ンは、目的タンパク質の遺伝情報を mRNA の形で投与し、細胞質でタンパク質に翻訳され

て効果を発揮する 1,2)。また、mRNA 医薬にはその特性から多くの利点がある。第一に、従

来の遺伝子治療と比較して、宿主ゲノムへの挿入に関する懸念がなく、安全性に優れる 3,4)。

第二に、核内に遺伝情報を伝達する必要がないため、有糸分裂能の低い細胞でも治療用タン

パク質を効率的に発現させることができる。第三に、mRNA 医薬とは治療用タンパク質を

コードする mRNA そのものであり、短期間で設計・合成することが可能である 5,6)。実際に

COVID-19 における mRNA-LNP ワクチンは、コロナウイルスのゲノム配列が報告されてか

ら、臨床試験に続いて英国で初めて承認されるまで、1 年も必要としなかった 7)。COVID-19

ワクチンの成功を端緒とし、mRNA 医薬は今後、様々なワクチンへの応用や、がんやアレル

ギーなど他の疾患治療への適用が期待されている 8,9)。国立医薬品食品衛生研究所 遺伝子医

薬部による調査 10)を基に、2023 年 1 月現在の臨床開発段階にある mRNA 医薬を用途別にみ

ると、COVID-19 ワクチンに代表されるように感染症予防用ワクチンが 7 割を占め、がん治

療用ワクチン、疾患治療用医薬と続く（Figure 1-1）。感染症予防ワクチンでは COVID-19 を

感染症予防用ワクチン

68

がん治療用ワクチン

12

疾患治療用医薬

18

Figure 1-1 臨床開発段階の mRNA医薬の用途 
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対象とするワクチンが大多数だが、インフルエンザウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、

マラリアにおいても開発が進められている。mRNA 医薬をワクチンとして適用した場合に

は、免疫機構の特徴からの利点が加わる。その利点とは、液性免疫と細胞性免疫の両方を誘

導すること 11)である。例えば、mRNA-LNP ワクチンを筋肉内投与すると、筋細胞に取り込

まれ、発現した抗原タンパク質が細胞外に分泌される。分泌された抗原タンパク質は、投与

局所の炎症に対応して遊走してきた血中の好中球や単球、樹状細胞によって取り込まれ、特

に抗原を取り込んだ樹状細胞は、リンパ節へ移動して MHC class II を介した抗原提示を行

い、液性免疫を誘導する。液性免疫では、B 細胞から分化した形質細胞によって産生される

抗体が主体であるが、血中で感染したウイルスの表面タンパク質の活性を中和し、新たな細

胞への感染を防ぐ。一方、mRNA-LNP ワクチンが樹状細胞に直接取り込まれた場合、内因

性のタンパク質が産生される。樹状細胞がリンパ節へ移動し、内因性の抗原を MHC class I

を介して抗原提示を行うことで、細胞性免疫を誘導する。細胞性免疫では、CD8 陽性 T 細

胞が活性化した細胞傷害性 T 細胞（CTL）によって、ウイルス等の感染した細胞やがん細胞

が攻撃される。実際に、Pfizer/BioNTech 社 BNT162b2 および Moderna 社 mRNA-1273 におい

て、ワクチンを 2 回投与後の抗原特異的な抗体の産生や、CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞

の応答が確認された 11,12)。 

がん治療用ワクチンでは、Moderna 社の mRNA-4157 は個別がん抗原に対する mRNA を

使用し、固形がん・メラノーマに対してフェイズ 2 の臨床試験へと進んでいる 13)。これは、

次世代の個別化医療に対応した医薬であるともいえる。また、疾患治療用医薬として、先天

的な遺伝子異常による代謝異常症に対する酵素補充療法への適用が進められている。オル

ニチン・トランスカルバミラーゼ（OTC）欠損は、肝細胞における OTC の不足により、血

中アンモニア濃度が増加する先天的な遺伝性疾患である。未治療では昏睡や死亡に至るこ

ともあるが、根本的な治療法はなく、血中アンモニウム濃度を低下させる対症療法が用いら

れる。Arcturus Therapeutics 社の ARCT-810 は、OTC をコードする mRNA を脂質ナノ粒子に

封入して投与することで、肝臓における正常な尿素サイクル活性を回復させることを目的

とした医薬であり、現在は OTC 欠損症の患者に対する Phase 1b が進められている 14)。 

mRNA 医薬の原点として、1990 年の Wolff らの報告による、naked mRNA をマウスの骨格

筋に直接投与し、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼやルシフェラーゼの

発現が認められた 15)ことが挙げられる。しかし、naked mRNA の投与では、治療効果を得る

ために十分な量のタンパク質を発現させることは難しい。これは、mRNA が約 105-106 Da の
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高分子であり、加えて負の電荷密度が高く、そのままでは細胞膜を通過することが難しいこ

とに起因する 16)。さらに、mRNA は生体内のあらゆる箇所に存在する分解酵素によって分

解される不安定な分子であることから、naked mRNA として投与するには適さない。よって、

mRNA 医薬の開発には、その製剤化が不可欠であるといえる。 

また、1990 年代から mRNA のワクチンへの適用が試みられてきたが、製剤としての実用

化には至らなかった 17)。これには、mRNA を細胞へ到達させた後の機構も影響している。

外来性の mRNA が細胞へ到達すると、その発現は自然免疫によって妨害される。エンドソ

ームに存在する Toll 様受容体（TLR）や細胞質に存在する RIG-I などの受容体が、外来性の

mRNA を認識し、それぞれに固有のアダプター分子を介して下流のシグナル伝達経路を活

性化する。最終的に炎症性サイトカインおよび I 型インターフェロンの産生を誘導すること

で、タンパク質合成を阻害し、分解酵素の発現を増加させるなどの機構で、外来性 mRNA

由来のタンパク質発現を低下させることが知られている 18-21)。2008 年に Karikó らは、シュ

ードウリジン（Ψ）や N1-メチル-シュードウリジン（N1mΨ）を組み込んだ mRNA が、eIF2α

のリン酸化を阻害することにより、不要な免疫反応の活性化を防ぎ、タンパク質の発現を向

上させることを報告した 22)。ヌクレオシド修飾は、mRNA の安定性や翻訳能力を高めると

同時に、生体内での免疫原性を低下させる有効な手段である 23)。このように生体内での酵

素による mRNA の分解を抑制し、細胞における発現を向上させるため、mRNA の改良が進

められてきた。 

mRNA の改良とともに、細胞内への送達手段、すなわち製剤化でも目覚ましい発展が為

されてきた。しかし、新しいモダリティは、臨床での使用において長所のみを示したわけで

はない。前述した COVID-19 mRNA-LNP ワクチンでは、極低温での輸送・保存や輸送時の

振動を抑えることが必要とされる 24,25)など、新しい輸送・保存条件が提示された。高所得国

では多少の混乱はありながらも接種が進められたが、低所得国では COVID-19 mRNA-LNP

ワクチンは高額な販売価格や適切な冷凍輸送のインフラの不足によって、接種が十分に進

められていない状況にある 26)。また、mRNA 医薬は、前述したようにワクチン以外への適

用を含めた広範な使用が予想されることから、今後は十全な効果を得るための適切な保管

条件に対する理解が必要である。 

そこで、本稿の第 1 章では mRNA 送達技術としての脂質ナノ粒子について、文献調査に

より特性および安定性を整理する。第 2 章では、脂質ナノ粒子の保存安定性に影響を与える

可能性がある因子について、物理化学的特性およびタンパク質発現能を指標として評価し、
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因果関係を明らかにすることで、研究および臨床での mRNA-LNP の取り扱いについて有益

な知見をもたらすものと考えた。 
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本論 

第 1 章 mRNA 送達キャリアとしての脂質ナノ粒子についての文献調査 

緒言 

遺伝子や核酸を体内の標的部位に届けるため、DDS 技術は目覚ましく発展してきた。物

理的な方法として、一次的に高電圧をかけることで細胞膜を不安定にさせて小孔を開け、そ

こから核酸を導入するエレクトロポレーション法、細胞に超音波を照射して小孔を開ける

ソノポレーション法等がある。化学的な方法としては、脂質ナノ粒子やポリマーなどの核酸

を運ぶ運搬体（キャリア）の使用が挙げられる。物理的な方法は、皮膚という体表に対して

非侵襲的に導入することが可能であるが、深部への導入は難しく、また細胞へのダメージが

大きい。一方、キャリアによる導入は非侵襲的に生体への投与が可能であることから、現在

まで様々な研究が行われている。特に mRNA を送達するキャリアで、近年注目を集めてい

るのは脂質ナノ粒子（LNP）である 27)。広義の LNP とは、脂質で構成されたナノ粒子全般

を指し、リポソームなど脂質二重膜構造を持つ粒子も含まれる。しかし、本稿では既報を参

考に狭義の LNP として、脂質二重膜構造を示さず、水性のコアをもつ構造 28)と定義した。

これに従い、内包する mRNA および外殻となる LNP、および mRNA-LNP 全体の項目に分

け、物理化学的な特徴および安定性について論じた。 

 

1-1 mRNA の特徴と安定性 

タンパク質や DNA は機能的な構造を取ることが知られているが、同様に mRNA も単な

る線状の鋳型分子ではなく、機能化された構造をもつ 29,30)。1 次構造は、アミノ酸の配列に

対応するポリヌクレオチドの塩基配列である。4 種類の塩基アデニン（A）、ウラシル（U）、

シトシン（C）、グアニン（G）およびリボースを、ホスホジエステル結合で繋いだポリヌク

レオチドが RNA である。リボースとホスホジエステル結合においては同じ構造が繰り返さ

れ、塩基配列が翻訳後のアミノ酸配列に直結する。加えて、アミノ酸を指定しない場合にも

塩基配列は機能をもつ。例えば、コドンの使用頻度は、コードするタンパク質の発現に影響

を与える。連続した塩基 3 個を 1 組としてアミノ酸を指定するコドンは、複数のコドンが

同一のアミノ酸を指定する同義コドンが存在する。しかし、異なる生物種では、特定のコド

ンが使用される頻度は異なる。したがって、特定の遺伝子を細胞へと導入した際に、発現宿

主でほとんど使われないコドンを多く含むほど、特定遺伝子がコードするタンパク質の発

現は低下する 31)。2 次構造は、1 本鎖のポリヌクレオチドにおいて水素結合によって形成さ
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れた塩基対を指す。リボースの 2’ヒドロキシル基に由来して、RNA は DNA よりも水素結

合能が高く、A と U、C と G といった単なる相補的な塩基対を作るだけではなく、隣接し

ないヌクレオチド同士が多様な相互作用を示す。他にファンデルワールス力、スタッキング

相互作用などの多様な相互作用を介して、ヘリックスやステムループなどの構造をとり、こ

れらの構造が翻訳効率や mRNA の半減期に影響する 32,33)。3 次構造は、1 次構造、2 次構造

をふまえたポリヌクレオチドの三次元的形状であり、二次構が更に相互作用によって折り

重なり、G 四重鎖構造などを形成する 34)。3 次構造は mRNA の熱力学的な安定性や翻訳伸

長反応などに関与する 35)。したがって、mRNA の高次構造はタンパク質への翻訳効率に影

響し、その構造の破綻はタンパク質の発現効率を低下させると考えられる。 

mRNA は熱力学的には安定である一方、化学的安定性が低く、分解されやすいことが特

徴である。糖であるリボースおよび塩基は、加水分解および酸化の影響を受けやすいことが

知られている 36)。ヌクレオシドをつなぐホスホジエステル結合は、リボースの 2’ヒドロキ

シル基が脱プロトン化してリン酸を攻撃し、遷移状態を形成したのちに、RNA の鎖を切断

する 36)、すなわち mRNA の一次構造が破綻する。他にも核酸塩基に対する酸化の影響とし

て、塩基の切断や鎖の切断に加え 37)、変異原性をもつ安定生成物を産生することが報告さ

れている 38)。核酸塩基の光酸化は、直接的にラジカルカチオンを生成するが、電荷はイオン

化ポテンシャルの最も低い残基に移動することができるため、4 種類の塩基で最も酸化され

やすいグアニンに集中する 39)。グアニンが酸化されて生成する 8-オキソグアニン（8-oxoG）

を含んだ mRNA は、翻訳速度が低下し 40)、さらに翻訳エラーによって異常なタンパク質に

翻訳される可能性がある 41)。その機構として、tRNA の選択時に 8-oxoG が A と塩基対を形

成することが示唆されている 42)。また、8-oxoG 修飾は RNA の A ヘリックスの形状にはほ

とんど影響を与えず 43)、一方では 8-oxoG-C 二重鎖の融解温度は G-C に比べて 10℃も低下

して熱力学的に不安定化した。これは塩基の親水性の変化および主要な溝のカチオン結合

に与える影響に起因することを示唆している 44)。したがって 8-oxoG は塩基対の形成、すな

わち二次構造を変化させ、それに伴って 3 次構造も変化させる可能性がある。mRNA が機

能化した高次構造をもつことは、このような各次構造の変化によって、その活性が大きく影

響を受けることも示している。 

 

1-2 脂質ナノ粒子の特徴と安定性 

狭義の LNP は、リポソームに核酸を封入する手法から発展してきた。SPLP（Stabilized 
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plasmid lipid particles）は、プラスミド DNA 水溶液と、カチオン性脂質および親水基をもつ

PEG 脂質を含む脂質エタノール溶液を混合し、カチオン性脂質と負電荷をもつ核酸が静電

的相互作用で会合する。一方で、脂質エタノール溶液が水を主とする極性溶媒で急速に希釈

され、脂質の溶解度が低下し、疎水性相互作用による自己集合化を経て粒子が形成される 45)。

しかし、カチオン性脂質には、in vivo において正電荷に由来して肺や肝臓へ集積して毒性

や免疫原性を示し、血中のアニオン性タンパク質との相互作用によって脂質の正電荷が中

和されて効力が低下するなどの問題がある 46)。この問題への改善策として、Cullis らによっ

て pH に応じてイオン化する脂質、すなわち pH 応答性イオン化脂質である DODAP が開発

された 47)。DODAP はその構造に第三級アミンをもち（Figure 1-2）、中性環境下では電荷を

もたず、pKa 以下の酸性環境下では正電荷を帯びるという、環境に応じて電荷が変化する性

質をもつ。 

 

これを適用し、SPLP におけるカチオン性脂質の代わりにイオン化可能な脂質（イオン化脂

質）、DSPC、コレステロール、PEG 脂質の 4 つの脂質を含み、siRNA を封入した SNALP が

Figure 1-2 LNPの構成脂質 
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開発された 48)。SNALP の脂質組成と同様に、Pfizer/BioNTech 社や Moderna 社の COVID-19

に対する mRNA-LNP ワクチンも、イオン化脂質、リン脂質、コレステロール、PEG 脂質か

ら構成されている 3,24,25)。 

粒子の形成時には、DODAP などのイオン化脂質は、LNP を調製する pH 3～4 において正

電荷をもち、核酸と静電的相互作用で会合して LNP の自己組織化に貢献する（Figure 1-3）。 

 

Figure 1-3 LNP 調製時のイオン化脂質の寄与 

一方、イオン化脂質は血中の中性 pH では電荷をもたず、LNP としての表面電荷も中性付近

を示すため、生体のタンパク質との相互作用は抑えられる。その後、細胞に取り込まれ、エ

ンドソームに移行すると初期エンドソーム内の pH 下では正電荷をもつ。それによりエンド

ソーム中で正電荷をもったイオン化脂質は、負電荷をもつエンドソーム膜と相互作用する

ことで膜を不安定化させ、エンドソーム脱出に貢献する 49,50)。加えて、エンドソーム内では、

第三級アミンにプロトンが付加することで、細胞質からプロトンおよび対イオンが流入し、

エンドソーム内のイオン浸透圧が上昇して崩壊を促進するプロトンスポンジ効果も得るこ

とができる（Figure 1-4）。 

 

Figure 1-4 LNP のエンドソーム脱出機構 

イオン化脂質のエンドソーム脱出能を向上させる重要な要素として、見かけの酸解離定数

である pKa がある。この場合の pKa とは、イオン化脂質やそれを用いた LNP が正に帯電す

る見かけの pH を示し、イオン化脂質の鎖長を変化させて調整することが可能である 51)。二
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重結合を導入した、すなわち不飽和結合をもつイオン化脂質において不飽和度が増加する

ほどエンドソーム脱出能が増加した報告 52)があるが、不飽和結合は同時に酸化されやすい

ことも特徴である。Gilleron らの報告では、細胞に取り込まれた siRNA-LNP において、内包

する siRNA を細胞質に放出するのは 2%未満であると推定されている 53)。また、Wittrup ら

によって、LNP に内包された siRNA のエンドソームからの放出が、エンドサイトーシスか

ら 5～15 分以内に起こることを報告された 54)。したがって、効率的にエンドソーム脱出を

行うことが、LNP の性能を決定する上で重要である。 

改良を重ねたイオン化脂質の例として、DLin-MC3-DMA が挙げられる。Alnylam 

Pharmaceuticals 社が開発したイオン化脂質 DLin-DMA を改良した DLin-MC3-DMA は、

mRNA 封入率静脈内投与における肝臓への siRNA 送達効率を向上させた 55)。標的遺伝子を

TTR とした siRNA-LNP を用いた家族性アミロイド多発ニューロパチーに対する臨床試験に

おいて、DLin-DMA を用いた LNP では最大投与量 1 mg/kg とした場合に平均で 40%程度の

抑制効率を示したが、DLin-MC3-DMA では最大投与量 0.3 mg/kg とした場合に 80%以上の

遺伝子抑制効率を示した 56)。この DLin-MC3-DMA は、世界初の siRNA-LNP 医薬品である

オンパットに使用されている。siRNAは、細胞内においてRNA干渉という現象によりmRNA

を切断し、その発現を抑制する。一本鎖 RNA である mRNA は、大部分が二本鎖となる siRNA

の 100 倍以上の分子量をもつ 3)ため、LNP 内部の siRNA と mRNA の立体構造が異なること

は明らかである。すなわち、siRNA-LNP に対して最適な組成が mRNA-LNP に対して最適と

は限らない。DLin-MC3-DMA は、当初は siRNA 送達を目的に開発されたイオン化脂質であ

るが、mRNA-LNP への応用例も既に多数が報告されており、mRNA 送達においてもベンチ

マークであるイオン化脂質である 57)。 

さらに mRNA の送達に適したイオン化脂質の改良が進められており、Sabnis らは、DLin-

MC3-DMA と比較し、エステラーゼによる加水分解が効率的に行われるようなエステル導

入部位、pKa、脂質鎖長の最適化を行い、エンドソーム脱出効率を DLin-MC3-DMA の 2.5%

に対して 15%へと改良することで送達効率を向上させ、迅速な生体内代謝、および低毒性

を示す脂質 lipid 5 を開発した 58)。この Lipid 5 は更に最適化されて、その後 Moderna 社の

SM-102 へと至った。この SM-102 や Pfizer/BioNTech 社の ALC-0315 の構造（Figure 1-2）が

示す通り、現在、上市されている mRNA-LNP に使用されるイオン化脂質は、不飽和結合を

持たずに分岐鎖をもつイオン化脂質が主流となっている。分岐鎖を導入することで、頭部の

アミノ基のイオン化能力を高め 59)、膜輸送や膜結合酵素の機能、受容体結合に重要な微小
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粘度が増加し 60)、分岐鎖が脂質二重層中の分子の回転運動を制限することが示唆された 61,62)。 

他の LNP の構成脂質として、PEG 脂質は、親水的な PEG 部分と疎水的な脂質部分から構

成される。脂質部分は粒子の膜構造内に埋没し、親水性の PEG 部分は脂質粒子の表面から

伸長する形態をとる 51)。PEG が立体的な障壁となって表面に親水部のバリアを作ることで、

LNP 同士の凝集や血中のタンパク質との非特異的な結合を回避し、生体内の安定性を高め

ることに加え、細網内皮系による認識を回避し、循環半減期を延長して免疫原性を低減する

63)。加えて、LNP の調製時の自己組織化に大きく貢献し、PEG 脂質の割合を変化させるこ

とで粒子径や PDI を調節できる 64,65)。一方で、過剰な PEG 脂質はエンドソーム脱出を妨げ、

mRNA の翻訳効率を低下させるため、目的に応じて PEG 脂質の割合を最適化する必要があ

る。PEG 脂質は、それを使用した mRNA-LNP の複数回投与による抗 PEG 抗体の産生 66)や、

好塩基球の活性化によるアレルギー67)の可能性が示されており、PEG 脂質の代替としてポ

リサルシコリンなど PEG 様ポリマーの検討 68)も進められている。 

ヘルパー脂質であるリン脂質やコレステロールも、LNP の構造安定化や膜融合能に寄与

する重要な要素である 65)。リン脂質である DSPC は、PEG 水和層の下部の安定な膜構造の

形成に寄与している 69)。コレステロールは、粒子の間隙を充填して構造を安定化させ、エン

ドソームにおける膜融合にも寄与すると考えられている。また、生体内で PEG が LNP から

脱離すると、LNP 表面に露出したコレステロールに循環血中の ApoE タンパク質が結合す

る。この複合体が肝臓に多く発現する LDL 受容体を介して肝細胞への LNP の取り込みに寄

与する 70)。生体に mRNA-LNP を投与すると、主に発現が確認されるのは肝臓であり、投与

経路によっては投与局所での発現も認められる 71-73)。肝臓への LNP の集積は副作用の懸念

とともに、標的臓器への送達に対する障害ともなりうるため、LNP の肝臓への集積を低下

させることが課題である。 

mRNA-LNP は、一般的に高い mRNA 封入率と低分散性を示す高品質な粒子が得られるこ

とが知られているが 74,75)、仮に同じ脂質を用いたとしても、脂質組成の割合を変化させると

LNP の粒子径や mRNA の封入率が大きく変化する 76)。LNP として一般的な組成は存在せ

ず、使用する脂質や標的臓器に対して最適化する必要がある。 

脂質ナノ粒子の安定性について化学的および物理的側面から検証すると、各脂質分子お

よび全体としての粒子の観点に分けられる。化学的安定性を損ねる要因として、脂質分子の

加水分解や酸化が挙げられる。イオン化脂質のもつ第三級アミンは酸化されると N-オキシ

ド分解され、更に加水分解されて第二級アミンとアルデヒドを生成する 77)。アルデヒドは
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核酸塩基に付加することが知られており 78)、不純物を生成する可能性がある。リン脂質に

対する化学的不安定性の要因として、不飽和結合をもつ場合には酸化され、リン酸エステル

部分は水溶液中で加水分解される。リン酸エステルの加水分解は、pH や温度の影響で促進

される 79)。また、エステルの加水分解は、エンドソーム脱出能を増強する目的で設計された

部分であるカルボン酸エステルにおいて、標的箇所への送達以前に進行する可能性がある

80)。 

粒子の物理的安定性が低下する要因として、粒子の凝集、融合、内包物の漏出が挙げられ

る。凝集では、個々の脂質ナノ粒子が物理的な完全性を保持した状態で、粒子が組み合わさ

れた凝集体としてのサイズが大きくなる。一方で、融合による粒子成長は、新たなコロイド

構造の形成を伴う。一般的に粒子径および PDI が同時に増大した場合、粒子の凝集を示す

と解釈される 81)ことが多いが、現在汎用されている動的光散乱法では凝集と融合を判別す

ることは難しく、クライオ電子顕微鏡による単粒子解析法などによる多角的な解析が必要

である。また、凍結融解や振動などの機械的ストレスは、粒子に物理的変化を与えることが

知られている。ボルテックスやシリンジへの注入といった機械的ストレスにより、mRNA-

LNP の粒子径および多分散指数（polydispersity index; PDI）が著しく増加し、またボルテッ

クスによる機械的ストレスが LNP 内部の mRNA を分解したことが示唆された 82)。また、凍

結・融解の繰り返しという強い物理的ストレスにより粒子内部の小胞構造が変化し、LNP が

会合してより大きなサブミクロン粒子を形成した 83) 。機械的ストレスは、粒子の内包物質

を漏出させることも知られており、Pfizer/BioNTech 社の mRNA-LNP ワクチンをシリンジに

高速で繰り返し注入することで、最大 50%の mRNA の漏出が認められたことが報告されて

いる 84)。4℃の長期保存では、水溶液で粒子の融合、加水分解、薬物の漏出が多くのポリマ

ーおよびリポソームによって示されたのと同様に、siRNA-LNP においても 14 日間までの保

存で内包する siRNA が漏出した 81)。一方、低分子量かつ非対称なイオン化脂質を使用した

場合に、4℃で長期間保存すると粒子径と PDI が増加するという不安定性は、オルトワルド

熟成によるものと示された 85)ことから、脂質分子の構造も粒子の物理的安定性に寄与する

と考えられる。また、総体としての粒子に加えて、脂質膜の構造も安定性へ寄与する。本研

究の第 2 章で使用したものと同一の、DLin-MC3-DMA を含む脂質組成で mRNA を封入した

LNP はラメラ構造をもち、コアの大部分がイオン化脂質、mRNA、コレステロールで構成さ

れ、外側を DSPC と PEG 脂質の層で囲まれていること、加えて LNP の粒子径と構造の両方

が細胞内タンパク質産生に大きな影響を与えることが示された 86)。また、LNP 脂質膜のラ
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メラ構造が非ラメラ構造へと変化した場合に、mRNA 送達効率に影響を与えることも報告

されている 87)。したがって、粒子の物理的安定性は、内包する mRNA の送達能へ影響を与

えることが示唆される。 

 

1-3. mRNA 封入脂質ナノ粒子の特徴と安定性 

mRNA においては構造安定性と化学的安定性の間に密接な関係があり 88,89)、脂質ナノ粒

子に封入された mRNA は、遊離型の mRNA とは異なり、よりコンパクトな構造をとって

熱的に安定であることが報告されている 88)。粒子の調製条件にもよるが、mRNA の立体構

造保持という点で、粒子への封入は安定性を向上させる手段となりうる。 

一方で、LNP への封入が、mRNA の安定性を低下させる要素ともなる。mRNA-LNP を

40℃で保存して抽出した mRNA には、イオン化脂質の第 3 級アミンに由来する酸化物であ

るアルデヒドなどが付加した不純物がみられ、この不純物が増えるほど mRNA の翻訳能が

低下し、タンパク質の発現を減少させることが報告されている 77)。また、脂質のカチオン

性部分の影響で、内包された mRNA の 2’ヒドロキシル基の pKa が低下し、加水分解が促

進される可能性も示されており 36)、LNP 構成脂質の化学的な不安定性が、内包する mRNA

の化学的安定性へ影響する可能性がある。また、LNP のコアは、siRNA ではほとんど水が

内包されていないのに対し、mRNA を内包する場合には体積分率において 24%が水で構成

され 86)、酸化や加水分解を受けやすい環境であることが推定される。 

粒子の物理的な変化が mRNA の活性に影響を与えた例としては、LNP の凝集あるいは

融合は、内包する siRNA の活性低下を引き起こした 81)。凍結させて粒子径が増大した

mRNA-LNP は、内包する mRNA がコードするタンパク質の発現を減少させる 90)ことも報

告されている。これは、単に LNP のエンドソーム脱出能などの機能が失われたことに加

え、LNP の形態、脂質膜の構造、および内包された mRNA の微小環境は送達効率と密接

に関係する 86)ことが示唆されていることから、mRNA と LNP の両方に関連する高次構造

が重要であることも明らかである。 

したがって、粒子の脂質分子および内包する mRNA の化学的分解を防ぎ、高次構造を保

持することにより、mRNA-LNP の安定性を保持することができる。化学的な不安定性への

対処として、溶解させる緩衝液の組成を変更した例がある。Pfizer/BioNTech 社の mRNA-

LNP ワクチンは、当初 PBS/スクロース製剤を使用していたが、第二世代として Tris/スク

ロース製剤へ変更された 91)。これにより、凍結したバイアルを解凍して 2～8℃で保存する
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期間は、第一世代では最大 1 か月であったが、第二世代では最大 10 週間となった。バイ

アルの室温保存の時間においても、第一世代ではで最大 6 時間、第二世代では 12 時間と

延長された。この理由として、ナトリウムイオンが存在する PBS は凍結中に pH が変化す

る可能性があったことや、Tris がアルデヒドの受け皿となり（Figure 1-5）、mRNA とアル

デヒドによる付加体の形成を抑制すること 80)が考えられる。 

 

Figure 1-5 Tris とアルデヒドとの反応 

また、凍結による凝集から保護するスクロースやトレハロースを添加した極低温での保

存 81)は、実用化されている安定的な保存法 24)であるが、mRNA-LNP 製剤における今後の

広範な適用を考慮した場合に、極低温での輸送・保管が律速となる。また、凍結乾燥法

92,93)や噴霧乾燥法 94)によって製剤化した報告もあるが、実用化までには至っていない。

mRNA、LNP および mRNA-LNP として、それぞれが不安定化する要因を明確にした上

で、影響を最小化できる適切な保存法へと改良することが必要である。 
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第 2 章 物理化学的特性およびタンパク質発現能を指標とした mRNA 封入脂質ナノ粒

子の保存安定性に影響を与える因子の評価 

緒言 

mRNA-LNP 製剤は、輸送・保管時にかなり低温に保つ必要があるなど、厳密な管理が必

要であることが指摘されている 24,25)。mRNA のみを室温で保存した場合、RNase を厳密に

除去した条件下では、14 日後でも in vitro での翻訳効率が若干低下するに留まる 95)。一方、

外部からの物理的刺激により、ナノ粒子の凝集や mRNA のナノ粒子からの漏出が起こり、

発現効率が顕著に低下することが報告されている 84)。第一章で述べた通り、mRNA-LNP が

不安定化する要因を明確にした上で保存法の改良に取り組むべきであるが、mRNA-LNP 製

剤は新しいモダリティであり、保存条件が mRNA-LNP の物理化学的性質やタンパク質発現

能にどのような影響を与えるか、系統的に検討した情報が不足している。 

本研究では、標準的な LNP として、イオン化脂質 DLin-MC3-DMA を用いた組成を選択

した。その脂質組成は、Alnylam Pharmaceuticals 社が siRNA-LNP 製剤である Onpattro で使

用した組成と同じく、イオン化脂質 : DSPC : cholesterol : DMG-PEG2000 = 50 : 10 : 38.5 : 1.5 

mol%とした 70)。これは、mRNA も含む核酸封入 LNP のベンチマークとされた脂質組成で

あり 56)、Moderna 社のワクチンも含めて広範に参照されている。我々は、Kis らが挙げた条

件 26)を参考に、工場での生産から接種までの全工程において保存安定性に影響を与えると

考えられる様々な物理条件を選択し、mRNA-LNP をこれらの条件に晒して物理化学的性質

やタンパク質発現能への影響を検討した。具体的には、保存温度、凍結保護剤、振動、光照

射、バイアルからのシリンジ吸引が、ナノ粒子サイズの多分散性指数、ゼータ電位、mRNA

保持率、ルシフェラーゼをレポーターとして in vitro および in vivo タンパク質発現に与える

影響を評価した。 
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実験方法 

細胞培養 

ヒト肝がん由来 HepG2 細胞は、理化学研究所バイオリソースセンター（日本、茨城）か

ら購入した。培地として 10% v/v FBS、1000 units/mL penicillin、および 100 µg/mL streptomycin

を添加した DMEM を使用し、5.0% CO2、37℃、湿潤環境下で培養した。 

 

実験動物 

実験には ddY マウス（4～5 週齢、雄性）を SLC（静岡、ジャパン）から購入して使用し

た。動物実験は、長崎大学動物実験指針および長崎大学動物実験施設委員会の承認を得た上

で実施した（承認番号：1812251497-7）。 

 

mRNA の in vitro 転写 

mRNA は、Ogawa らの報告 96)と同様に、鋳型プラスミド DNA から in vitro 転写にて合成

した。Poly A を組み込み、ホタルルシフェラーゼをコードする鋳型プラスミド DNA を制

限酵素 Sap I で切断し、HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Ipswich, 

MA, USA) と CleanCap® Rea-gent AG (TriLink BioTechnologies, NorthPark, CA, USA) を使用

して mRNA を転写した。次いで、合成した mRNA を精製した。 

 

mRNA-LNP 調製（マイクロ流体法） 

mRNA-LNP は、既報 74,75)を参考にして調製した。具体的に、水相はルシフェラーゼをコ

ードする mRNA を最終濃度 50 mM クエン酸バッファー（pH 3.0）に溶解させた。エタノー

ル相は、イオン化脂質 DLin-MC3-DMA (MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA)、DSPC

（1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, Avanti)、 コレステロール（nacalai tesque, Kyoto, 

Japan) および DMG-PEG2000（NOF CORPORATION, Tokyo, Japan） を 50：10： 38.5：1.5 

のモル比にて調製した。水相とエタノール相を NanoAssemblr Benchtop (Precision 

NanoSystems Inc., Vancouver, BC, Canada) およびマイクロ流体デバイス を用いて 3:1 の流量

比で混合した。調製した mRNA-LNP は直ちに SnakeSkin™ Dialysis Tubing (10,000 MWCO, 

Thermo Fischer Scientific Inc.) へ移し、4℃で 18～20 時間かけて PBS (pH7.4) 中で透析し、エ

タノールを除去した。透析時のバッファーの液量は、サンプルに対して約 500～1000 量とし

た。透析後、Amicon Ultra (100,000 Da, Merck KGaA) を用いてサンプルを濃縮し、0.45μm メ
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ンブランフィルターで濾過した。 

 

粒子の物理化学的性質の測定 

粒子の物理化学的性質は、ZetaSizer Nano（Malvern Panalytical, UK）にて、強度平均粒子

径（Z-average）、多分散指数（PDI）、ゼータ電位を測定した。LNP 内部に封入および保持さ

れた mRNA の割合と mRNA 濃度は、Ogawa らの報告 96)と同様に Quant-iT RiboGreen RNA 

Reagent Kit (Life Technologies, Waltham, MA, USA) を用いて測定した。LNP 内部の mRNA 量

を定量するため、LNP を TE バッファーで 100 倍に希釈し、10％v/v ポリオキシエチレン

（10）オクチルフェニルエーテル（Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, Japan）を添加した。

蛍光（励起波長 485 nm、発光波長 530 nm）は、 SpectraMax iD3 マイクロプレートリーダ

ー（Molecular Devices, San Jose, CA, USA）を用いて検出した。ポリオキシエチレン（10）オ

クチルフェニルエーテルを添加しないサンプルから得られた RNA 濃度は LNP 外部の

mRNA 濃度を示し、ポリオキシエチレン（10）オクチルフェニルエーテル処理を行ったサン

プルは、LNP の外部および内部の総 mRNA 濃度を示すものと定義し、mRNA 保持率を計算

した。 

 

In vitro ルシフェラーゼ活性の評価 

HepG2 細胞を 48 ウェル平底プレートに 4 × 103 cells/cm2 で播種し、24 h 後に mRNA とし

て 0.1 μg/well の mRNA-LNP を添加した。プレートに細胞を播種して 48 h 後、細胞を冷 PBS

で 2 回洗浄し、150 μL の溶解バッファーを添加した。氷上に 20 分間静置して溶解し、チュ

ーブに回収したサンプルを遠心分離し、100 μL の上清を回収した。ルシフェラーゼ活性は

PicaGene（Toyobo, Osaka, Japan）を用いて測定し、同時に測定したタンパク質濃度を用いて

補正した。 

 

mRNA-LNP より抽出した mRNA 鎖長の評価 

脂質ナノ粒子の膜構造を崩壊させるため、100 µL の mRNA-LNP に対して 10% v/v ポリ

オキシエチレン（10）オクチルフェニルエーテル 4 µL を加え、数秒間ボルテックスした後

に、15 分間インキュベートした。mRNA-LNP 半量となる 8 M 塩化リチウム溶を添加し、室

温で 1 時間インキュベートした。その後、溶液を 20,600×g で 30 分間、4℃で遠心分離した。

上清を捨て、ペレットを 70%エタノールで 2 回洗浄した。ペレットはデシケーターで乾燥
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させてから，20 µL の RNase-free water に再懸濁した。0.2 µg の mRNA に、50%ホルムアミ

ド、0.4 M ホルムアルデヒド、1×MOPS バッファー、および 0.02%エチジウムブロマイド

からなる変性バッファーを 10 µL 添加して変性させ、アガロースゲル電気泳動を行った。 

 

マウス生体における経時的なルシフェラーゼ活性の評価 

体毛による光子の散乱と吸収を抑えるため、あらかじめマウスは剃毛した。mRNA とし

て 2 μg の mRNA-LNP を右後肢の筋肉内に投与した。PBS に溶解させた D-ルシフェリン溶

液（30 mg/mL，Syd Labs，Boston，MA， USA）150 µL をマウスの腹腔内に投与し、IVIS 

Lumina II（Caliper Life Sciences，Hopkinton，MA， USA）にて、露光時間を 1 min として経

時的な生体内発光を測定した。ROI における発光量は、Living Image 3.0 ソフトウェア

（Caliper Life Sciences）を使用して解析した。 

 

マウス臓器におけるルシフェラーゼ活性の評価 

マウス生体における各組織のルシフェラーゼアッセイは、既報 97,98)を参考に実施した。

mRNA として 2 µg の mRNA-LNP をマウスの右後肢筋肉内に投与した。4.5 時間後、マウ

スを屠殺し、肝臓と筋肉を回収した。各組織は、冷 PBS で 2 回洗浄し、溶解バッファーで

ホモジナイズした。ホモジネートを遠心分離し、ルシフェラーゼ活性は PicaGene（東洋紡

績）を用いて測定し、タンパク質濃度を用いて補正した。 

 

統計解析 

統計解析は Tukey または Dunnett の検定による一元配置分散分析で行った。データは平均

値±標準偏差(S.D.)で示した。* p < 0.05 および ** p < 0.01 は統計的に有意であるとみなし

た。すべての in vitro の実験において、少なくとも 3 つの独立した試行を行った。 
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結果 

2-1 時間依存的な mRNA-LNP の物理化学的性質の安定性 

まず初めに、4℃におけるmRNA-LNP の時間依存的な物理化学的性質の変化を評価した。

調製直後の LNP の粒子径は 112.2 nm、ゼータ電位は −5.723 mV、mRNA 保持率は 93.96% 

であった（Table 2-1）。7 日間、mRNA-LNP の粒子径、PDI、ゼータ電位、および mRNA 保

持率は維持された。 

Table 2-1 時間依存的な mRNA-LNP の物理化学的特性の評価 

Time (Days) Size (nm) PDI Zeta-Potential (mV) mRNA Retention Rate (%) 

0 112.2 ± 1.3 0.081 ± 0.022 −5.72 ± 1.41 93.96 ± 1.19 

1 114.9 ± 2.9 0.086 ± 0.039 −6.29 ± 2.34 95.67 ± 5.06 

3 113.1 ± 2.2 0.061 ± 0.018 −6.13 ± 1.26 93.00 ± 2.50 

5 111.6 ± 2.0 0.047 ± 0.043 −4.88 ± 0.67 95.45 ± 0.96 

7 112.5 ± 1.0 0.065 ± 0.027 −4.15 ± 1.62 95.58 ± 1.46 

データは平均±S.D.（n=3）で表した。統計解析は Tukey’s test によって行った。 

 

2-2 保存温度による mRNA-LNP の安定性への影響 

複数の温度条件下での安定性を評価した。Pfizer/BioNTech 社の COVID-19 mRNA ワクチ

ンは−90～−60 ℃，Moderna 社の COVID-19 mRNA ワクチンは−25～−15 ℃での保管が推奨さ

れている 24,25)。それらの条件を参考に、LNP はディープフリーザー（−80 ℃）、フリーザー

（−30 ℃）、冷蔵庫（4 ℃）、室温（25 ℃）のいずれかで 7 日間保存した．7 日後、各 LNP 溶

液を冷蔵庫で 4 時間静置し、解凍されたことを確認して物理化学的特性を評価した。 

−80℃で保存した LNP は、粒子径および PDI が増加し、mRNA 保持率（Table 2-2）および

ルシフェラーゼ発現量（Figure 2-1）は減少した。しかし、4℃および 25℃で保存した LNP

は、粒子径、PDI、mRNA 保持率は維持したが、ルシフェラーゼの発現量は減少した。 
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Table 2-2 温度変化による mRNA-LNP の物理化学的特性への影響 

Storage 

Temperature 
Size (nm) PDI 

Zeta-Potential 

(mV) 

mRNA Retention Rate 

(%) 

−80 °C 904.6 ± 107.7 ** 0.695 ± 0.055 −20.06 ± 1.01 50.51 ± 10.37 ** 

−30 °C 170.8 ± 6.8 0.235 ± 0.028 −4.20 ± 1.19 92.97 ± 2.48 

4 °C 112.5 ± 2.3 0.081 ± 0.040 −5.46 ± 1.43 97.34 ± 0.73 

25 °C 113.4 ± 6.8 0.083 ± 0.005 −6.61 ± 2.15 96.72 ± 0.40 

データは平均±S.D.（n=3）で表した。統計解析は 4 °C 群を対照とした Dunnett’s test により行

った（** p < 0.01）。 

 

 
Figure 2-1 保存温度による in vitro ルシフェラーゼ活性への影響。mRNA-LNP は、−80, −30, 

4, 25 ℃で 各 7 日間保存し、解凍した。各 mRNA-LNP を HepG2 細胞に添加した 24 h 後のル

シフェラーゼの発現を測定した。データは平均＋S.D.（n = 3）で表した。統計解析は Tukey's 

test により行った（* p < 0.05, ** p < 0.01）。 

 

2-3 凍結保護剤が mRNA-LNP の凍結保存時の安定性に与える影響 

凍結保護剤について、Pfizer/BioNTech 社と Moderna 社のワクチンにおいてスクロースの

最終濃度は 10%(w/v) 24,25)であり、スクロースはナノ粒子の物理化学的性質および siRNA の

活性に影響を与えないことが報告されている 99)。そこで、−80 ℃で凍結保存した際の LNP

の凝集を防ぐために、凍結保護剤としてスクロースを添加して実験を行った。スクロースの

添加により、−80℃で保存した LNP の物理化学的性質（Table 2-3）およびルシフェラーゼ発

現が改善された（Figure 2-2） 
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Table 2-3 凍結保護剤による mRNA-LNP 凍結時の物理化学的特性への影響 

 

 
Size (nm) PDI 

Zeta-Potential 

(mV) 

mRNA Retention Rate 

(%) 

−80 °C, Sucrose (−) 383.2 ± 41.9 ** 0.593 ± 0.065 −10.65 ± 0.92 50.83 ± 11.24 ** 

−80 °C, Sucrose (+) 118.4 ± 5.9 0.098 ± 0.011 −8.71 ± 0.60 83.66 ± 3.22 

4℃ 110.7 ± 1.5 0.065 ± 0.038 −7.75 ± 2.75 87.25 ± 4.30 

mRNA-LNP は、−80 ℃（スクロース添加有もしくは無）または 4 ℃で 7 日間保存し、解凍し

た後に各測定を行った。データは平均±S.D.（n=3）で表した。統計解析は 4 °C 群を対照とし

た Dunnett’s test により行った（** p < 0.01）。 

 

 
Figure 2-2 凍結保護剤による mRNA-LNP 凍結時の in vitro ルシフェラーゼ活性への影響。

mRNA-LNP は、−80 ℃（スクロース添加有もしくは無）または 4 ℃で 7 日間保存し、解凍し

た。各 mRNA-LNP を添加した 24 時間後の HepG2 細胞におけるルシフェラーゼ発現量を測定

した。データは平均＋S.D.（n = 3）で表した。統計解析は Tukey's test により行った（** p < 

0.01）。 

 

2-4 振動による mRNA-LNP の安定性への影響 

mRNA-LNP の保管における重要な要素として振動がある。Pfizer/BioNTech 社 および

Moderna 社のワクチンは、振動を与えないように警告されている 24,25)。そこで、弱い振動お

よび強い振動が mRNA-LNP に与える影響について検証した。タッピングを弱い振動、ボル

テックスを強い振動と仮定した。強い振動は、同じ 5 分間でも弱い振動に比べ、粒子径およ

び PDI を増加させ、内包する mRNA を流出させた（Table 2-4）。弱い振動および短い強い振



25 
 

動はルシフェラーゼの発現に影響を与えなかった（Figure 2-3）。 

 

Table 2-4 振動による mRNA-LNP の物理化学的性質への影響 

Vibration Size (nm) PDI 
Zeta-Potential 

(mV) 

mRNA Retention 

Rate (%) 

No vibration 114.5 ± 2.9 0.076 ± 0.027 −10.69 ± 5.29 89.84 ± 1.24 

Tapping 10 s 120.5 ± 20.7 0.139 ± 0.081 −8.73 ± 3.19 93.51 ± 3.09 

Tapping 30 s 114.7 ± 4.5 0.084 ± 0.055 −8.93 ± 1.86 91.85 ± 2.13 

Tapping 5 min 119.6 ± 5.2 0.154 ± 0.067 −11.58 ± 4.51 85.62 ± 4.04 

Vortex 10 s 115.5 ± 6.4 0.100 ± 0.043 −9.29 ± 2.21 88.29 ± 2.59 

Vortex 30 s 116.7 ± 5.9 0.085 ± 0.024 −11.47 ± 1.01 93.69 ± 1.39 

Vortex 5 min 242.8 ± 55.3 ** 0.427 ± 0.202 −15.35 ± 0.17 41.58 ± 30.61 ** 

mRNA-LNP は、それぞれ 10 秒間、30 秒間、5 分間タッピングまたはボルテックスにて振動に

曝露させた後に各測定を行った。データは平均±S.D.（n=3）で表した。統計解析は No vibration

群を対照として Dunnett’s test により行った（** p < 0.01）。 

 

 
Figure 2-3 振動による in vitro ルシフェラーゼ活性への影響。mRNA-LNP は、それぞれ 10 秒

間、30 秒間、5 分間タッピングまたはボルテックスにて振動に曝露させた。各 mRNA-LNP を

添加した 24 時間後の HepG2 細胞におけるルシフェラーゼの発現を測定した。ボルテックス

で 5 分間の振動を与えた mRNA-LNP は、mRNA が著しく漏出して細胞に添加する量を確保で

きなかった。データは平均＋SD（n = 3）で表した。統計解析は No vibration 群を対照として

Dunnett’s test により行った（N.S. not significant difference）。 
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2-5 光曝露による mRNA-LNP の安定性への影響 

Pfizer/BioNTech 社および Moderna 社のワクチンは、光に不安定であることが報告されて

いるが、mRNA-LNP に対する光曝露の影響についての詳細な情報は公表されていない。そ

こで、光曝露が mRNA の安定性に与える影響について検討するため、限定された条件下で

のmRNA-LNP の物理化学的特性とルシフェラーゼの発現について検討した。25℃において、

通常の蛍光灯下で 20 h の曝露（1000 lx, 総曝露量 2 x 104 lx・h）を行った群と、6000 lx で

20 h の曝露（総曝露量 1.2 x 106 lx・h）を行った群、同じく 20 h の遮光を行った群を設定し

て比較した。光曝露により、粒子径、PDI、mRNA 保持率に変化はなかったが（Table 2-5）、

ルシフェラーゼ発現量は光曝露量に依存して減少する傾向が認められた（Figure 2-4）。 

 

Table 2-5 光曝露による mRNA-LNP の物理化学的性質への影響 

Condition 
Size 

(nm) 
PDI 

Zeta-Potential 

(mV) 

mRNA Retention Rate 

(%) 

No exposure 116.8 ± 5.8 0.045 ± 0.016 −4.37 ± 0.32 93.06 ± 2.32 

Light exposure (2 × 104 lx·h) 116.1 ± 6.8 0.079 ± 0.060 −4.71 ± 2.29 94.77 ± 1.54 

Light exposure (1.2 × 106 lx·h) 114.3 ± 5.1 0.050 ± 0.009 −5.24 ± 1.06 95.11 ± 1.30 

mRNA-LNP は、それぞれ光曝露（総曝露量 2 × 104 lx・h、 1.2 × 106 lx・h）もしくは遮光（No 

exposure）した後に各測定を行った。データは平均±S.D.（n=3）で表した。統計解析は No exposure

群を対照とした Dunnett’s test により行った。 

 

 
Figure 2-4 光曝露による in vitro ルシフェラーゼ活性への影響。mRNA-LNP は、mRNA-LNP 

は、それぞれ光曝露（総曝露量 2 × 104 lx・h、 1.2 × 106 lx・h）もしくは遮光（No exposure）
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した。各 mRNA-LNP を添加した 24 時間後の HepG2 細胞におけるルシフェラーゼの発現を

測定した。データは平均＋SD（n = 3）で表した。統計解析は No exposure 群を対照とした

Dunnett’s test により行った（* p < 0.05, ** p < 0.01）。 

 

2-6 シリンジへの吸引圧が mRNA-LNP に与える影響 

Salmin らの報告によると、mRNA-LNP は吸引したシリンジの材質に依存せず、約 1 日

間その物理化学的特性を維持したが、手動で 40 回ポンピングするという強い機械的スト

レスによって粒子は凝集した 82)。そこで、バイアルからシリンジおよび注射針を通して採

取した LNP の吸引圧によって凝集するかどうかを検討した。5 本のシリンジを用いて同じ

バイアルから各 50 µL を採取し、粒子の物理化学的性質および生物学的活性を評価した。結

果として、粒子径、PDI、mRNA 保持率（Table 2-6）、HepG2 細胞におけるルシフェラーゼ発

現量（Figure 2-5）において有意な変化は認められなかった。 

 

Table 2-6 バイアルからのシリンジを用いた吸引による mRNA-LNP の物理化学的性質への影響 

The Number of 

Suctions 

Size 

(nm) 
PDI 

Zeta-Potential 

(mV) 

mRNA Retention Rate 

(%) 

1 90.6 ± 2.2 0.072 ± 0.020 −11.16 ± 0.37 91.47 ± 1.57 

2 90.5 ± 1.5 0.062 ± 0.040 −10.81 ± 1.55 89.52 ± 4.22 

3 92.0 ± 1.8 0.074 ± 0.016 −12.08 ± 1.95 94.44 ± 2.09 

4 91.4 ± 1.1 0.071 ± 0.026 −10.18 ± 2.13 92.29 ± 2.88 

5 90.2 ± 1.8 0.064 ± 0.016 −11.53 ± 1.80 92.81 ± 2.57 

mRNA-LNP は、バイアルから 25G 注射針で 5 回吸引し、各測定を行った。データは平均±S.D.

（n=3）で表した。統計解析は Tukey's test により行った。 

 



28 
 

 
Figure 2-5 バイアルからのシリンジを用いた吸引による in vitro ルシフェラーゼ活性への影

響。mRNA-LNP は、mRNA-LNP は、バイアルから 25G 注射針で 5 回吸引した。各 mRNA-

LNP を添加した 24 時間後の HepG2 細胞におけるルシフェラーゼの発現を測定した。統計

解析は Tukey's test により行った（N.S. not significant difference）。 

 

2-7 LNP に内包された mRNA の鎖長についての評価 

mRNA-LNP の発現低下の原因として、 mRNA の一次構造の分解 100,101)が考えられるこ

とから、アガロースゲル電気泳動 により mRNA の鎖長の完全性を確認した。mRNA-LNP 

を添加した細胞で発現が減少する保存条件のうち、LNP の凝集が想定される −80 ℃保存群

および mRNA 活性が低下する可能性のある光曝露群について比較した。ルシフェラーゼを

コードする mRNA の鎖長は 1950 nt であり、非曝露群、光曝露群、−80℃保存群で同じ鎖長

のバンドが認められた（Figure 2-6）。したがって、これらの条件下では mRNA の一次構造は

分解されていないことが示された。 
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Figure 2-6 LNP に内封された mRNA のアガロースゲル電気泳動による評価。LNP の膜構造

崩壊させるため、非曝露群、光曝露（1.2×106 lx・h）群、−80℃保存群の各 mRNA-LNP にポリ

オキシエチレン（10）オクチルフェニルエーテルを添加した。LNP に内封された mRNA の鎖

長は、MOPS バッファーを用いたアガロースゲル電気泳動により確認した。 

 

2-8 マウス生体内におけるルシフェラーゼ活性の評価 

mRNA-LNP は、筋肉内投与した部位や肝臓に集積することが複数の報告で示されている

60-62)。そこで、ホタルルシフェラーゼをコードした mRNA を封入した LNP をマウスの右後

脚に筋肉内投与し、 投与から 0.5、4.5、9、24、48 h 後に基質となるルシフェリンを腹腔内

投与し、ルシフェラーゼを介した発光を画像化した（Figure 2-7a）。画像解析により、腹部

（Figure 2-7b）および右後脚を投与部位とした ROI の総光量を評価した（Figure 2-7c）。その

結果、腹部と投与部位である右後脚の両方で、光曝露群および−80℃保存群の mRNA-LNP の

ルシフェラーゼ活性が減少していることが認められた。 

また、mRNA-LNP を投与後の肝臓と筋肉のルシフェラーゼ活性について定量的に評価し

た。ホタルルシフェラーゼをコードした mRNA-LNP をマウスの右後肢に筋肉内投与し、4.5

時間後に肝臓と投与部位の筋肉を摘出した。これらの組織は溶解バッファーを用いてホモ

ジナイズし、遠心分離して上清を回収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。in vitro の結果

と同様に、光曝露群および−80 ℃で保存群の mRNA-LNP は、肝臓（Figure 2-7d）および筋

肉（Figure 2-7e）の両方でルシフェラーゼ活性の減少を示した。 



30 
 

 

 

  

  

Figure 2-7 マウス生体内におけるルシフェラーゼ活性の評価。(a) mRNA-LNP の経時的な体

内動態および発現量の変化。調製直後の mRNA-LNP を対照群とし、光曝露（1.2×106 lx・h）
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群、−80℃保存群の各 mRNA-LNP をマウスの右後肢に筋肉内投与した。(b)腹部と(c)投与部位

である右後肢のルシフェラーゼ活性を比較した。また、同様に調製直後の mRNA-LNP、光曝

露（1.2×106 lx・h）群、−80℃保存群の各 mRNA-LNP をマウス右後肢に筋肉内投与し、4.5 時

間後に解剖して各部位をホモジナイズし、（d）肝臓と（e）筋肉におけるルシフェラーゼ活性

を測定した。データは平均＋SD で表した（n = 5）。 
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考察 

本研究では、標準的な組成の mRNA-LNP を用い、温度、凍結保護剤、振動、光照射、バ

イアルからのシリンジによる吸引が脂質ナノ粒子の物理化学的性質に及ぼす影響を、in vitro

および in vivo のタンパク質発現能と関連付けて評価した。凍結保護剤を添加せずに凍結さ

せるという特殊な状況を設定することで、mRNA-LNP の物理化学的性質とタンパク質発現

の変化を明確に確認することができた。例えば、−80℃で凍結保護剤なしで保存すると、振

動による粒子の凝集や特定の条件下での同様の変化に起因すると思われるタンパク質発現

の減少が認められた。mRNA-LNP を凝集させる因子について、研究・開発時および臨床で

の運用時に注意が必要であることが示唆された。 

保存温度の影響については、研究開発中の実験室での保存や病院への納品後の保存を想

定し、7 日間の保存とその後の解凍が、mRNA-LNP の物理化学的性質とタンパク質発現能

に及ぼす影響を主に検討した。凍結保護剤を添加しない−80℃での保存では、mRNA-LNP の

凝集が起こり（Table 2-2）、in vitro において HepG2 細胞でのルシフェラーゼ発現は著しく減

少した（Figure 2-1）。同様に、この条件で保存した mRNA-LNP をマウスに筋肉内投与した

ところ、ルシフェラーゼの発現は新鮮な mRNA-LNP と比較して著しく減少し、投与部位の

筋肉にわずかに発現が認められたのみであった。しかし、−80℃保存した mRNA-LNP から

抽出した mRNA は、アガロースゲル電気泳動で鎖長が保持されていることが示された。こ

れにより、LNP 構造の崩壊がタンパク質発現低下の主な原因である可能性が示唆され、

mRNA-LNP の凝集が細における発現低下を引き起こすという以前の報告 81)と一致した。粒

子の凍結時には、氷の形成によりナノ粒子の濃度が上昇し、粒子間の距離が短くなる 81)。さ

らに、イオン強度が上昇し、粒子間の相互作用における静電反発力が阻害される。これらは

凝集の一因となる可能性がある 102)。実際に凍結保護剤としてスクロースを添加すると、

−80 ℃で保存した後の mRNA-LNP の凝集が抑制され、タンパク質発現能は回復した（Table 

2-3）。Pfizer/BioNTech 社や Moderna 社の COVID-19 ワクチンにもスクロースが添加されて

いることから、研究室での研究開発時に同一ロットの mRNA-LNP で継続的に実験する場合

には、凍結保護剤を用いた−80 ℃での保存が有効であると考えられる。一方、4℃および 25℃

で 7 日間保存しても、LNP に保持される mRNA の量に変化はなく、物理化学的性質も変わ

らなかった（Table 2-1, 2-2）。しかし、in vitro でのルシフェラーゼ発現活性は、温度依存的

に著しく減少した（Figure 2-1）。この mRNA-LNP の品質低下は、これまでに報告されてい

る脂質や mRNA の酸化が原因である可能性がある。LNP を構成する脂質の酸化は、LNP に
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内包された mRNA の酸化も引き起こすことが報告されており 3)、酸化されやすい脂質を用

いた LNP では、より mRNA の酸化を引き起こすものと考えられる。mRNA の酸化や加水分

解によって mRNA の構造が変化し、mRNA の活性が著しく低下する 103,104)ことに加え、

mRNA の構造が変化することで、タンパク質の発現量が低下することも報告されている 77)。

このような理由から、mRNA-LNP を数日以上保存する場合は、実験室での研究開発であっ

ても、凍結保護剤を添加して−80℃で凍結保存するなど適切に保存することが推奨される。 

臨床での投与前の操作と研究開発中の実験室での操作を想定して、溶液中の mRNA-LNP

に対する振動の影響を調べた。Pfizer/BioNTech 社や Moderna 社のワクチンで推奨されてい

る範囲内の短時間のタッピングでは、mRNA-LNP の物性や in vitro でのタンパク質発現能の

いずれにも影響を与えなかった。しかし、ボルテックスによる振動を与えた場合には、本研

究で使用した mRNA-LNP は 30 秒間の曝露に耐えたが、5 分間連続で曝露した後、ナノ粒子

構造の明らかな崩壊が観察された。ボルテックスによる混合は実験室では一般的な操作で

あるが、できるだけ避け、少なくとも 30 秒以内にとどめるべきである。Selmin らは、ボル

テックスのような強い機械的ストレスが LNP の凝集と封入された mRNA の分解を引き

起こすと報告しており 82)、この結果は本研究の結果と一致するものであった。また、バイア

ルから吸引して凝集の可能性を検討したが、同じバイアルから 5 回に分けて吸引しても、

LNP の物理化学的性質や生物活性は毎回変わらなかった（Figure 2-5）。この圧力では、粒子

の活性が低下しないことが確認された。 

光曝露に関しては、通常の実験室や病院環境の 6 倍の光量に 20 時間暴露しても、

mRNA-LNP の粒子径と PDI、ゼータ電位、mRNA の鎖長、LNP 内の保持率に明確な変化は

現れなかった（Figure 2-7）。しかし、mRNA-LNP の in vitro での発現は光曝露量依存的に減

少し（Figure 2-4）、1.2×106 lx·h 曝露後の mRNA-LNP はマウスに筋肉内投与後、投与部位に

わずかに発現するのみであった。光曝露により脂質や mRNA が酸化されることは報告され

ており、25℃または 4℃で 7 日間保存した場合と同様に、酸化による mRNA-LNP の品質

変化がタンパク質発現能の低下に関与している可能性がある 3,77)。本研究で用いたイオン化

脂質 DLin-MC3-DMA は不飽和結合を含み、酸化されやすい 70)ことを考慮する必要がある。

一方，現在 Pfizer/BioNTech 社 や Moderna 社のワクチンで使用されているイオン化脂質 

ALC-0315 や SM-102 は，構造中に不飽和結合を持たず 24,25)，酸化されにくいことが予想さ

れる。実際に Pfizer/BioNTech 社のワクチンでは、解凍後 1 ヶ月まで冷蔵保存が可能である

ことが示されている 24)。我々は、酸化に敏感なイオン化脂質を用いることで、酸化が mRNA-
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LNP の能力にどのような影響を与えるかを明確に示した。しかし、より酸化されにくい構

造のイオン化脂質を用いた mRNA-LNP は、酸化の原因とされる 4℃や 25℃での保存や光曝

露の影響はより少ないことが予想される。しかし、比較的影響が少ないとしても、

Pfizer/BioNTech 社ワクチンと Moderna 社ワクチンの両方で遮光条件下での保管が推奨され

ており、mRNA-LNP への光曝露は、実験室内であっても頻繁に遮光するなどによって最小

限に留める必要がある。 

本研究で使用した mRNA-LNP の組成は、Pfizer/BioNTech 社および Moderna 社の COVID-

19 ワクチンと完全に一致するものではなく、様々な添加物も異なっている。また、現在研

究開発が進められている mRNA-LNP 製剤には、様々な化学的性質を持つイオン化脂質が使

用されているため、本研究の結果をすべての mRNA-LNP 製剤に外挿することはできない。

しかし、今回使用した mRNA-LNP の組成は現時点での標準的な組成であり、様々な環境下

での安定性に関する知見は、他の mRNA-LNP 製剤とある程度類似していることが予想され

る。さらに、本研究の結果は、検出が困難な脂質や mRNA の酸化による mRNA-LNP の品質

低下が、実験室や病院での取り扱い中に起こりうることを示唆している。本研究のように、

mRNA-LNP 製剤の開発過程において、保存後の物理化学的性質やタンパク質発現能を事前

に評価することで、再現性の高い研究開発・医療を実現することが可能となると考えられる。 
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結論 

以上、著者は mRNA 封入脂質ナノ粒子の特性および安定性について関して新たな知見を

得るとともに、以下の結論を得た。 

 

I  

mRNA は機能化された構造をもち、酸化や加水分解の影響を受けやすい化学的に不安定

な高分子である。mRNA を分解から保護し、細胞質へ送達する DDS キャリアとして脂質ナ

ノ粒子（LNP）は優れている。LNP を構成する脂質はイオン化脂質、リン脂質、コレステロ

ール、PEG 脂質の 4 種類で、それぞれ異なる機能をもち、内部に mRNA を封入した構造を

とる。LNP は脂質分子の酸化や加水分解による化学的な側面および粒子の凝集・融合・内包

物の漏出という物理的側面で安定性を損なう可能性がある。また、LNP に内包された mRNA

は高次構造を保持しやすくなるが、脂質の酸化生成物が mRNA に結合、あるいは脂質の構

造の影響で mRNA 分解が促進される側面もある。mRNA および LNP、そして mRNA-LNP

の物理的・化学的安定性を損なう要因を明らかにした上で、これらの影響を最小化する安定

的な保存法の必要性が示された。 

 

II 

本研究では、mRNA-LNP を標準脂質組成で凍結保護剤なしに−80℃で保存すると、ナノ粒

子の凝集によると考えられるタンパク質発現の低下が起こること、振動や光への曝露も条

件によっては同様の変化を引き起こすことを示した。実験室や病院での取り扱いにおいて、

これらの要因に曝露される可能性がある。mRNA-LNP の物理化学的性質やタンパク質発現

能の安定性については、再現性のある研究開発・医療を行うために、早い段階から十分な知

見を得ることが必要であり、本研究は mRNA-LNP の臨床利用を行う上での有益な知見とな

りうる。 

 

以上、mRNA の送達キャリアとしての LNP の特性を整理し、mRNA-LNP の物理化学的性

質やタンパク質発現能の安定性について検討することで、再現性のある研究開発や医療の

ための有益な知見を得ることができた。ワクチン製剤として現在上市されている mRNA-

LNP は、感染症ワクチン以外にも、がん治療用ワクチン、遺伝性稀少疾患に対する酵素補充

療法などを含めた疾患に対する治療用製剤など広範に適応されると想定される。本研究は
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mRNA-LNP の医薬の開発における安定性評価に関する有益な基礎的情報となりうるものと

考える。 
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