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研究成果の概要（和文）：申請者が開発してきたドラッグデリバリー用キャリア（B型肝炎ウイルス由来のバイ
オナノカプセル; BNC）は、in vitroにおいて一定の成果を挙げてきた。そこで、今後臨床応用を目指すため
に、in vivoでの有効性を検証した。担癌マウスを用いた抗癌剤ドキソルビシンの送達では、抗腫瘍効果が確認
された。また、放射線増感作用のある無機ナノ粒子（PAATiOx）を送達したときの体内分布を測定すると、腫瘍
への集積が確認された。そこで、X線照射との併用治療を行った結果、抗腫瘍効果が確認され、その有効性を示
すことができた。つまり、in vivoにおいてもこのキャリアが有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed bio-nanocapsule derived from hepatitis B virus as a 
carrier for drug delivery system and achieved some progress in vitro. Therefore, to apply this 
carrier in a clinical application, we demonstrated availability in vivo. As the result, delivery of 
anticancer drug (doxorubicin) showed antitumor effect in mouse xenograft models. Next, we measured 
time course of biodistribution of PAATiOx with radiosensitization efficacy and showed accumulation 
within the tumor. Then, in combination with X-irradiation, antitumor effect was observed. Therefore,
 we indicated that this carrier is available in vivo.

研究分野：バイオプロダクション
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１．研究開始当初の背景 
ドラッグデリバリーシステム（DDS）のキ
ャリアに必要とされる主な能力は、薬剤を封
入して安定化させる、標的の細胞のみに送達
する、薬剤の機能を細胞内で発現させること
である。これら全ての能力を併せ持つ万能な
天然キャリアは存在せず、ウイルスベクタ
ー・非ウイルスベクターそれぞれの特徴を活
かしながら、個々の課題について様々な研究
がなされている。しかし、DDSの完成型を目
指すには、これら全ての能力を完備した万能
型 DDS キャリアを開発する必要がある。申
請者がこれまで開発を進めてきた DDS 用キ
ャリア（B型肝炎ウイルスのエンベロープタ
ンパク質由来のバイオナノカプセル）は、in 
vitro において一定の成果を挙げてきていた。
しかし、今後臨床応用を目指すためには、in 
vivoでの有効性を示すことが不可欠であった。 

 
２．研究の目的 

in vivoでの機能を検証するために、実際に
治療効果のある抗癌剤を担癌マウスに送達
し、キャリアの有効性を評価する。 
さらに、このキャリア内に放射線増感剤と
して期待される無機ナノ粒子を封入する。こ
れにより、放射線のみの従来の治療法より低
侵襲な放射線治療を確立し、難治性癌の新規
治療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) バイオナノカプセル（BNC）の表面に提
示させる Affibody は HER2 に結合する ZHER2

だけではなく、EGFR に結合する ZEGFR や
IGF1R に結合する ZIGF1Rなどが開発されてい
る。これらの Affibody 提示 BNC を取り揃え
ることで、肝癌以外の各種癌細胞を標的化す
ることができる。そこで、ZEGFR-BNCを構築
し、膵臓癌などに発現している EGFR発現細
胞への特異的な薬剤送達を評価した。 
 
(2) 現状最も有効であるZHER2提示BNCを用
いて in vivoでの薬剤送達の検証を行った。抗
癌剤ドキソルビシンを封入した粒子を担癌
マウスの尾静脈から投与し、その抗腫瘍効果
を標的癌組織の縮小を観察することで確認
した。 
 
(3) 無機ナノ粒子と BNC のハイブリッド化
によって放射線治療への応用を検討する。放
射線増感剤として期待される無機ナノ粒子
を BNC で標的癌組織に送達することで、従
来より低侵襲な放射線治療が可能かどうか
確認する。担癌マウスの尾静脈から投与した
粒子の体内分布を測定することで腫瘍への
集積効率を検証した。また、X線治療との併
用による腫瘍の縮小効果を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) ZEGFR-BNCの標的細胞への結合能力 
①[Z1907]2-BNCの細胞標的能力評価 

EGFR を認識する Affibody: ZEGFR として
Z1907を選択し、そのダイマーを BNC表面に
提示させた。酵母 S.cerevisiaeを宿主として産
生した[Z1907]2-BNCの粒子径は約86 nmであ
った。 

EGFR 発現細胞への標的能力を評価するた
めに、Alexa Fluor 488標識した[Z1907]2-BNC
を標的細胞（HeLa、A431）と非標的細胞
（MCF-7）に添加し、3 時間後の蛍光強度を
検出した。その結果、両方の標的細胞で濃度
依存的な蛍光強度が確認され、非標的細胞で
は蛍光はほとんど確認されなかった。次に、
標的細胞への取り込みを確認するために、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて経時変化を観
察した。その結果、HeLa細胞には 30分後に
結合し、120 分後に細胞内へ取り込まれてい
る様子が確認された。これらの結果から、
[Z1907]2-BNCは EGFR発現細胞を認識し、そ
の細胞内に特異的に取り込まれることが示
された。 
②エンドソーム脱出能力の評価 
 細胞質内への薬剤放出を可能にするため、
[Z1907]2-BNC とエンドソーム脱出能力をも
つリポソーム（LP）を融合し、複合粒子を作
製した。薬剤モデルとして緑色蛍光分子カル
セインを LP に封入し、その表面に
[Z1907]2-BNC を 融 合 さ せ る こ と で 、
[Z1907]2-BNC/LP(cal)とした。この粒子を標的
細胞 HeLa に添加し、エンドソーム脱出の様
子を共焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的
に観察した（図 1）。その結果、3時間後では
カルセインがエンドソーム内にあり、24時間
後では、細胞質全体が緑色になる様子が観察
された。つまり、カルセインがエンドソーム
から脱出し、細胞質内に放出された。 

 
③抗癌剤送達による細胞傷害性評価 
 [Z1907]2-BNC/LP の細胞標的性とエンドソ
ーム脱出能力が示されたため、抗癌剤（ドキ
ソルビシン：dox）を送達することで、標的
細胞特異的な傷害が可能か検討した。dox 単



体ではHeLaとMCF-7のどちらの細胞でも細
胞死を引き起こした。LP(dox)は細胞への結合
能力がなく、どちらの細胞においても細胞死
は確認されなかった。しかしながら、
[Z1907]2-BNC/LP(dox)では標的細胞でのみ細
胞死が確認された。つまり、EGFR を発現す
る細胞を標的とし、薬剤を細胞質内へ送達す
るキャリアの開発に成功した。 
 
(2) ドキソルビシンによる抗腫瘍効果 
①in vitro検証 
細胞質内で活性を示す抗癌剤のドキソル
ビシン（dox）を封入したリポソーム（LP）
の 表 面 に ZHER2-BNC を 融 合 さ せ た
ZHER2-BNC/LP(dox)を作製した。この粒子を標
的癌細胞（SKOV3）と非標的細胞（HeLa）に
添加し、細胞傷害率を測定した。その結果、
ZHER2-BNC/LP(dox)は標的細胞に対して強い
抗腫瘍効果を示し、非標的細胞にはほとんど
効果を示さなかった。つまり、細胞特異的に
薬剤を送達し、細胞質内に薬剤を放出するこ
とに成功した。 
②in vivo検証 
標的細胞（SKOV3）を担癌させたマウスの
尾静脈からリン酸緩衝液（PBS）、dox、LP(dox)、
ZHER2-BNC/LP(dox)をそれぞれ 5 日おきに投
与し、腫瘍体積の変化を測定した（図 2）。そ
の結果、dox、LP(dox)の群はコントロールで
ある PBS とほぼ同等の腫瘍体積の増加が見
られた。それに対し、ZHER2-BNC/LP(dox)は腫
瘍体積の増加が著しく抑制された。つまり、
ZHER2-BNC/LP は尾静脈からの投与でも標的
である腫瘍に到達し、その癌細胞内で薬剤効
果を発揮させうることが示唆された。 

 
(3) 無機ナノ粒子と X線の併用治療 
①無機ナノ粒子の毒性と放射線増感効果 
 放射線増感剤として使用する無機ナノ粒
子（ポリアクリル酸修飾過酸化チタンナノ粒
子：PAATiOx）自体の毒性を評価するために、
細胞に 1, 24, 48 時間接触させ、WST-8アッセ
イによって細胞生存率を測定した。その結果、
1 mg/mLの粒子濃度でも 1時間の接触では細
胞死は確認されなかった。このことから、X
線照射のない条件下で、粒子自体の毒性によ
って細胞が傷害される可能性は低いことが

示された。 
 また、PAATiOxの放射線増感効果を確認す
るために、X線照射後の細胞のコロニーアッ
セイによって細胞傷害性を確認した。X線照
射のみの群と比較して、粒子を併用した場合
の細胞傷害率は高かった。つまり、PAATiOx
による X線増感効果が示された。 
②X線併用治療による標的がん細胞の傷害 
 まず、ZHER2-BNC/LP(PAATiOx)の標的細胞
への結合能力を確認するために共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した。ZHER2-BNC を利用す
ることで、10分後には標的細胞への結合が確
認された。PAATiOx のみでは 30 分後でも細
胞への結合は確認されなかった。 
また、標的細胞に粒子を添加し、、洗浄処
理後に X線照射を行うことで、標的細胞への
結合と傷害能力をコロニーアッセイで確認
した。ZHER2-BNC/LP(PAATiOx)は PAATiOxよ
りも高い傷害性を示したため、標的細胞への
結合と放射線増感作用が確認された。 
③ナノ粒子の体内分布 
標的癌細胞（SKOV3）を担癌させたマウス
の尾静脈から各ナノ粒子を 10 mg/mL as 
PAATiOxの濃度で 100 l投与し、1 時間、1 日、
1 週間後に各臓器を摘出した。そして、
ICP-AESを用いた原子スペクトル解析によっ
て各臓器に含まれる Tiの量を検出した（図 3）。 
粒子の投与量に対する集積量を組織ごと
に見ると、肝臓への集積率が多かったが、
ZHER2-BNC/LP(PAATiOx)の腫瘍への集積も検
出された。また、単位質量あたりの組織に含
ま れ る 量 で 比 較 す る と 、
ZHER2-BNC/LP(PAATiOx)は腫瘍への集積量が
非常に多いという結果を示した。つまり、ナ
ノ粒子は肝臓でほとんどトラップされてし
まうが、ZHER2-BNC/LPを利用することで腫瘍
に高濃度に集積することが確認された。 

 
④in vivoでの X線併用効果 
標的癌細胞（SKOV3）を担癌させたマウス
の尾静脈から各ナノ粒子を 10 mg/mL as 
PAATiOxの濃度で 150 l投与し、1日後に 5 
Gyの X線を照射した（図 4）。 

X線未照射の群では一様に腫瘍体積の増加



が確認された。5 Gyの X線を照射すると、コ
ントロールの PBS を投与した群でも抗腫瘍
効果が確認された。 PAATiOx または
LP(PAATiOx)と X線の併用ではこのコントロ
ールと差がなく、X線の治療効果のみでナノ
粒子の影響がみられなかった。しかしながら、
ZHER2-BNC/LP(PAATiOx)と X 線の併用はこれ
らの群よりも高い抗腫瘍効果を示した。つま
り、X線の治療効果を増大させた。以上の結
果から、放射線増感剤である PAATiOxを標的
の腫瘍に送達し、X線照射による治療効果を
高めることに成功した。 

 
 これらの研究成果により、in vivoにおいて
も腫瘍特異性と治療効果を示すことができ
た。今後、臨床応用可能な DDS キャリアへ
と昇華させるためには、安全性を評価してい
かなければならない。また、本研究により、
ナノ粒子と X 線の併用治療の可能性を示す
ことができた。既に確立されている X線治療
の効果をさらに向上させ、かつ低侵襲な治療
法として期待できる。 
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