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研究成果の概要（和文）：様々な特性をもつ薬物の徐放を制御するためのハイドロゲル構築を目指し、繊維状ウ
イルスを含むハイドロゲルを構築した。物理架橋する生体高分子であるゼラチンと繊維状ウイルスを混合してハ
イドロゲル形成させた。遺伝子工学して抗体タンパク質に結合するよう機能改変された繊維状ウイルスを用い、
ハイドロゲルを調製して抗体タンパク質の放出を検討した。その結果、遺伝子工学により繊維状ウイルス表層に
導入した抗体タンパク質に結合するペプチドの量によって放出を制御することができ、また複数の遺伝子工学を
組み合わせることで異種抗体の放出も制御できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of construction of hydrogels with a capability to control 
the release of drug molecules with various properties, hydrogels containing filamentous viruses were
 performed. Gelatin molecules, which have a capability to form physically cross-linked network 
structures, were mixed with the viruses to form hydrogels. Genetically engineered viruses with an 
affinity for antibody proteins were mixed with gelatin and the antibody proteins, and the release of
 the antibody proteins were quantitatively investigated by enzyme-linked immunosorbent assay. As a 
result, it was found that the release of the antibody proteins were controlled by the amount of the 
peptide displayed on the viruses. Furthermore, release of two kinds of antibody proteins can be also
 controlled by using their specific peptide-displaying genetically engineered viruses.

研究分野：生体高分子
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１．研究開始当初の背景 
	 高齢化社会への移行が急速に進む現代社
会において、生命科学や医療の更なる高度化
は重要である。そのため、それを支える新た
な医用材料の創製は重要な研究課題となっ
ている。疾病の薬物治療では、薬物の血中濃
度の急激な上昇による副作用を回避し、さら
に適切な薬効を得ることができるよう、薬物
を長期に渡って徐放することが求められて
いる。 
	 マイクロ〜ナノメートルオーダーの繊維
（網目）の集合体から形成されるハイドロゲ
ルは、含水率が高く、内部での物質拡散や透
過性に優れているため、薬物の封入や放出に
有用である。従来、薬物には低分子化合物が
用いられてきたが、現在では抗体医薬に代表
される医薬の多様化に伴い、様々なサイズの
薬物を精度良く徐放する必要がある。ハイド
ロゲルの網目のサイズを調節すれば、原理的
には薬物の放出が制御できるが、分子量が大
きな薬物を放出する場合は網目のサイズを
大きくする必要があり、結果として、ゲルと
しての強度や安定性が低下する。そのため、
ゲルの強度を保持しながら、望みの分子量の
薬物の放出を時空間的に制御できるシステ
ムを構築する必要がある。 
	 一方で、大腸菌に感染するウイルスの一種
である M13バクテリオファージ（ファージ）
は、遺伝子工学により様々な機能性ペプチド
（あるいはタンパク質）を人工的に付加する
ことができる担体として利用されてきたが、
近年ではマテリアル素材としてファージを
利用する研究が展開されている。このファー
ジは、直径 5 nm、長さ 1 µmと巨大で細長い
構造をもつ。この自在に機能導入できるファ
ージを素材としてハイドロゲルを構築でき
れば、遺伝子工学を利用した自在な機能化に
基づく薬物徐放性ハイドロゲルが創製でき
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ファージを構成要素として薬
物徐放能をもつハイドロゲルを構築するこ
とを目的とする。ファージを含むハイドロゲ
ルから効率良く薬物分子を放出させるため
には、物理架橋する他の高分子と混合してハ
イドロゲル形成させ、さらに構築されるハイ
ドロゲルの特性を制御して薬物分子徐放特
性を付与する必要がある。そのため、ファー
ジを含むハイドロゲルの特性を制御する手
法を確立し、さらにハイドロゲルからの様々
な分子の放出挙動を制御することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
	 繊維状ファージからなるハイドロゲルを
構築するため、物理架橋してゲル形成する生
体高分子であるゼラチンと混合した。ファー
ジ濃度を変化させることにより、構築される
ハイドロゲルの特性制御をねらった。ハイド

ロゲル化時間を定量し、差込み破断特性評価
によりハイドロゲルの強度を定量した。また、
偏光顕微鏡観察によりハイドロゲル内のフ
ァージの集合構造を評価した。さらに、遺伝
子工学によりタグペプチドとして知られる
HAペプチドを提示したファージ（HAファー
ジ）を調製して同様にハイドロゲル形成に利
用した。この際、抗 HAペプチド抗体（抗 HA
抗体）を混合させてハイドロゲル化させ、緩
衝液をハイドロゲルの上に重層してゲルか
ら緩衝液へと放出される抗体を酵素結合免
疫測定（ELISA）法により定量した。また、
他の配列をもつタグペプチドである FLAGな
らびに Myc ペプチドを提示したファージも
遺伝子工学により調製し、同様に実験した。 
	
４．研究成果	
	 ファージ濃度が上昇するとゲル化時間は
明らかに低下し、ファージがゲル形成に寄与
することがわかった。さらに、差込み破断特
性評価により定量したゲルの強度はファー
ジ濃度の上昇に伴い向上し、ファージによっ
てハイドロゲルの特性を様々制御できるこ
とがわかった。 
	 偏光顕微鏡観察の結果、使用したファージ
濃度は液晶化濃度以下であるにもかかわら
ず、ハイドロゲルからは複屈折性が観察され、
ゲル内でファージが液晶配向していること
がわかった。コントロールとして観察した同
濃度のゼラチンまたはファージ単独の場合
には複屈折性は全くみられなかった。これま
でに得られている知見と併せて考えると、ハ
イドロゲル内でファージとゼラチンは互い
に相溶しているわけではなく偏析しており、
おそらく見かけの濃度が向上することでフ
ァージが液晶配向したものと推察される。 
	 HA ファージを用い、抗 HA ペプチド抗体
を混合してハイドロゲル形成させ、ハイドロ
ゲルから緩衝液へと放出される抗 HA抗体の
量を定量した。この際、ファージを含まない
ただのゼラチンゲルや、ペプチドをもたない
野生型（WT）ファージならびに抗 HA ペプ
チド抗体とは相互作用しない FLAGペプチド
を提示したファージ（FLAG ファージ）を利
用したコントロール実験も併せて実施した。
その結果、WTファージや FLAGファージを
用いた場合には、ただのゼラチンゲルからの
放出挙動とほぼ同程度であり、48時間後には
ほぼ全ての抗 HA抗体が放出され、ただファ
ージを混合しても抗体の放出には何ら影響
を及ぼさないことがわかった。一方で HAフ
ァージを用いた場合には 7 日間経過後の抗
HA抗体の放出率は 1%以下であり、放出がほ
とんど起こらなかった。すなわち、ファージ
末端に提示された HAペプチドと抗 HA抗体
が特異的に相互作用することで、その放出が
効率良く抑制されることがわかった。 
	 ファージ濃度を変化させた結果、ファージ
濃度の減少に伴って抗 HA抗体の放出量や速
度が上昇し、確かに HAファージ末端に提示



された HAペプチドが効率良く相互作用して
いることがわかった。この際、抗 HA抗体の
放出がほぼ完全に抑制される際のペプチド
と抗体のモル比に着目すると、抗 HA抗体に
対してペプチドが等量未満になると初めて
放出が起こることがわかり、ハイドロゲル内
では極めて効率良くペプチドと抗体が相互
作用していることがわかった。同濃度の HA
ファージ溶液と抗 HA抗体を混合し、透析に
より溶液から放出される抗 HA抗体を定量し
た結果、ファージが存在する場合には抗 HA
抗体の放出がある程度抑制されるもののハ
イドロゲルの場合ほど顕著ではなかった。偏
光顕微鏡観察の結果と併せて考えると、ハイ
ドロゲル内で液晶配向したファージは末端
を効率良く提示しながらゲル内で配向して
おり、抗体のファージ末端のペプチドに対す
る見かけの解離速度定数が大幅に低下して
放出が効率良く抑制されているものと推察
される。 
	 さらに、HA ファージと WT ファージを混
合してハイドロゲル内の HAファージに提示
された HAペプチドの濃度を調整することに
よっても放出挙動は制御できることもわか
った。この際、HA ファージと FLAG ファー
ジ、さらにWTファージを様々な濃度で混合
して用い、さらに抗 HA抗体と抗 FLAGペプ
チド抗体（抗 FLAG抗体）を同時に含むハイ
ドロゲル調製して抗体それぞれの放出挙動
を定量した。その結果、抗体の放出挙動はハ
イドロゲルに含まれる対応するファージの
濃度（すなわち、ペプチド濃度）にのみ依存
しており、直交性をもつことがわかった。こ
の結果は、ファージ末端に様々な分子に結合
するペプチドを提示させて同時に利用する
ことで、単一のハイドロゲルから様々な薬物
分子の放出を制御できるハイドロゲルとし
て本ファーハイドロゲルが利用できること
を示している。 
	 また、WT ファージを含むハイドロゲルに
様々な電荷や特性をもつ低分子色素を混合
して低分子色素の放出挙動を定量した結果、
アニオン性分子と比較してカチオン性分子
の放出が抑制されることがわかった。これは、
ファージ表層は負に帯電していることが知
られており、ファージ表層とカチオン性分子
が効率良く相互作用するためと推察され、低
分子の場合はファージ表層と相互作用する
ことがわかった。そこで、ファージ表層のカ
ルボキシ基を介して光応答性分子であるア
ゾベンゼンを導入し、表層の疎水性を光によ
って変調できるファージを新たに調製して
同様にゲルを調製した。ここの疎水性の高い
抗ガン剤であるドキソルビシンを混合し、そ
の放出の制御を検討した。紫外線照射に応じ
てファージの液晶構造が変化し、表層に導入
したアゾベンゼンが確かに機能しているこ
とがわかった。しなしながら、ドキソルビシ
ンの放出挙動はわずかな変化しか示さなか
った。これは、光に応答したアゾベンゼンの

ス疎水性変化がわずかであるためと推察さ
れる。 
	 以上のように、ファージの遺伝子工学や合
成化学的な修飾を利用することで、様々な分
子の放出を制御できる機能性ハイドロゲル
素材としてファージが有用であることを明
らかにした。 
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