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研究成果の概要： 
画像診断法の発展は疾病の早期発見とその治療効果の改善にめざましい進歩をもたらしてい

る。なかでも MRI は非侵襲・無障害であること、そして軟部組織コントラストが高く、空間分

解能に優れていることから臨床医学の現場において重要な位置を占めている。MRI 造影剤の利

用は病変部位の明瞭な描画のために必要不可欠の手段となりつつある。既に、肝臓、脾臓、そ

して骨髄といった網内系に特異的な造影剤が臨床において広く使われており、組織選択性とい

う観点では大きな成果を上げている。しかし癌など特定の疾患に対する特異性は低く、未だ開

発途上と言わざるを得ない。そこで本研究では、疾患シグナルに応答する造影剤の開発を目指

す。これを可能にするには、疾患シグナルがスイッチとなり、その物性を大きく変化させる材

料が必要である。本研究では古細菌が作る small heat shock protein(Mj285)に着目した。こ

のタンパク質は自己組織化により 24 量体となり、直径約 12nm の球状構造体を構成する。われ

われはこのタンパク質を天然のナノカプセルとして捉え、これを遺伝子工学的に改変すること

で、二重刺激応答的に崩壊するタンパク質ナノカプセルを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 

 画像診断法の発展は疾病の早期発見とそ
の治療効果の改善にめざましい進歩をもた

らしている。なかでも MRI (magnetic 

resonance imaging)は非侵襲・無障害である

こと、そして軟部組織コントラストが高く、

空間分解能に優れていることから臨床医学

の現場において重要な位置を占めている。ま

た超音波診断や CT で評価困難な病変の広が

りを容易に把握できることや、骨などのアー

チファクトが少ないことも MRI の大きな特徴

である。最近では Open 型 MRI 装置の登場に

より、単なる検査機器ではなく、治療も含め

た有用性の高い手技として大きく発展して

いる。しかし MRI には、病巣検出能は高いも

のの疾患特異性が低いという欠点がある。特

に微小な癌部の検出は、疾患の早期発見と術

中における摘出部位の確認のために重要な

課題である。そこで本研究では診断の精度と

感度を向上させ、疾患の治療効果を上げるた

めに、これまでの造影剤とは一線を画する新

しい MRI 造影剤の開発を目指す。 

 
２．研究の目的 

 MRI造影剤の利用は病変部位の明瞭な描画

のために必要不可欠の手段となりつつある。

既に、肝臓、脾臓、そして骨髄といった網内

系に特異的な造影剤が臨床において広く使わ

れており、組織選択性という観点では大きな

成果を上げている。しかし癌など特定の疾患

に対する特異性は低く、未だ開発途上と言わ

ざるを得ない。基礎研究においては、MRIシグ

ナルに寄与するガドリニウム錯体を病変部位

に特異的なアンテナ分子（抗体など）と複合

化させる方法などが報告されているが、現時

点で十分な成果は得られていない。 

 一方、申請者らはこれら従来方法とは異な

る新しいターゲティング概念を提示している。

この独自の細胞選択性の概念（D-RECS: Drug 

Delivery Responding to Cellular Signal）

は、標的細胞のみに送達するのでは無く、ど

の細胞にも送達しておき、疾患細胞に特異的

に亢進している細胞シグナルに応答して、輸

送した薬剤あるいは遺伝子を活性化させるも

のである。本申請研究では、この概念を基に、

さらに分子生物学的手法を駆使することによ

って、タンパク質ナノ粒子を用いた新しい MRI

造影剤を開発する。 

  
３．研究の方法、及び４．研究成果 

3.1 組み換え Hsp16.5 の遺伝子クローニング

と発現・精製 

 古細菌 Methanococcusjannaschii ゲノム遺

伝子をテンプレートとした PCR で small heat 

shock protein(Hsp16.5)遺伝子を増幅し、発

現ベクターpET21 に組み込んだ。さらにこのプ

ラスミド pET21a-G41C-hsp16.5 を大腸菌株

BL21(DE3)へ形質転換した。 

pET21a-G41C-HSP/BL21(DE3)のフローズン

ストックから白金耳で大腸菌を掻き取り、こ

れを 100mg/ml のアンピシリンを含む PG 培地

10ml に加え、37℃で一晩静置培養した。静置

培養した菌液 4ml を、100mg/ml のアンピシリ

ンを含むLB培地400mlが入ったバッフル付き

三角フラスコに添加し、37℃にて振とう培養

した。OD600 が 0.6~0.7 となったところで、

IPTG を終濃度 1.0mM となるように添加し、発

現誘導を行った。この菌液を 37℃で 4 時間振

とう培養し、発現誘導前および誘導後 2、4 時

間の菌液を 1ml サンプリングした。培養後、

200ml 遠心管 2 本に移し、3,000g にて 10 分間

遠心した。遠心後、上澄みを除去し、イオン

交換クロマトグラフィー平衡化 buffer10ml

で懸濁し、-80℃で保存した。以上の操作を三

回繰り返して 1.2 L 培地分の菌体を得た。 

まずサンプリングした菌液を用いて発現の



確認を行った。発現誘導 4 時間後のサンプル

を融解し、リゾチームを少量添加したイオン

交換クロマトグラフィー平衡化 buffer(50mM 

NaH2PO4(pH7.0), 2mM Dithiothreitol, 1mM 

EDTA)を 75ml 加え、氷浴上で 20 分放置した。

リゾチーム処理したサンプル溶液を常時氷冷

しながら超音波処理(10 秒×5 回、Amp40%)を

行い、15,000rpm で 15 分遠心分離し、上澄み

を回収した(可溶性タンパク質成分)。残った

沈殿に対しては、イオン交換クロマトグラフ

ィー平衡化 buffer を 75ml 加え、懸濁した(不

溶性タンパク質成分)。これらの溶液に対し、

NuPAGE® LDS Sample Buffer(Invitrogen)を

1/4 量加え、95℃で 5min 加熱した。加熱後、

以上のサンプルをOD600の値が一定となるよう

にNuPAGETM12%Bis-Tris Gelのスロットにアプ

ライし、ゲル電気泳動を行った。結果を図 2-6

に示す。この結果から、発現誘導前に見られ

なかった分子量 16.5KDa のバンドが発現誘導

後に確認され、十分な量のタンパク質が可溶

性タンパク質として得られたことが確認され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 SDS-PAGE による組み換え hsp16.5

の 発 現 の 確 認  lane1: 発 現 誘 導 前 , 
lane2~3 : 発現誘導後 2, 4時間後のタンパ
ク質成分, lane4: 発現誘導後 4時間後の可
溶性成分, lane5: 発現誘導後 4時間後の不
溶性成分, lane6 : 分子量マーカー 
 

 

 

3.2 ナノカプセルのキャラクタリゼーション 

 wild type HSP16.5(WT-hsp16.5)は結晶構造

解析から、外径は 12nm であることが知られて

い る 。 今 回 発 現 し た ナ ノ カ プ セ ル

G41C-hsp16.5 が目的の粒子構造を取っている

かを確認するため、動的光散乱法(Dynamic 

Light Scattering, DLS)による粒径測定を行

った。まず1.0 mg/mlに調製したG41C-hsp16.5

溶液を、0.22mm スピンフィルターに通し、こ

の溶液を Zetasizer Nano (model : zen3600)

にて DLS 測定した(図 2)。これより平均粒径

12.3nm、多分散度 PDI=0.026 の単分散なピー

クが得られた。この値は、G41C-hsp16.5 を透

過型電子顕微鏡（TEM）で撮影した結果（図 3）

と一致した。これらの結果、G41C-hsp16.5 は、

wild type HSP16.5(WT-hsp16.5)と同様な立体

構造を維持していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 DLS 測定によるナノカプセルの粒径測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 ナノカプセルの TEM 画像 
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3.3 マレイミド化DTPAの合成とカプセルへの

内包 

p-NH2-Bz-DTPA 30.9 mg (48 umol) 、

Sulfo-EMCS 16.5 mg (40 umol) をそれぞれ、

100mM HEPES Buffer (pH 8.5) 0.25 ml に溶

解し､室温で20時間攪拌した。反応追跡はTLC 

（ODS, メタノール/水 ＝ 1/1）で行った。

反応溶液を、ODS カラムを用いた HPLC により

精製しマレイミド化 DTPA を得た（図 4）。 

次に、反応溶液を 1M HCl にて pH を 5 付近

に調製した後、1M GdCl3溶液 48μl (48 umol)

を加え、室温で 20時間攪拌して錯化させた。 

 

 

 

 

図 4 マレイミド化 DTPA の分子構造 

 

 G41C-hsp16.5 (10 mg , 0.6μmol)を 500mM 

HEPES Buffer (pH 7.5) 3.0 ml に溶解し､

41Cys-HSP 1mol に 対 し て 10 当 量 の

Gd-DTPA-maleimide 反応溶液(75μl , 6.0μ

mol)を加えて4℃で20時間ゆっくり攪拌して

反応させた。Gd-DTPA の結合は SDS-PAGE によ

り確認した。 

 

3.4  Gd 内包ナノカプセルの MRI 造影能評価 

Gd内包ナノカプセルのMRI造影能を評価す

るために Gd-DTPA(SIGMA)と比較して T1 緩和

度（relaxivity）を測定した（図 5）。T1 緩

和度の測定は、系列希釈した各サンプルを

Open 型 MRI AIRIS (HITACHI 0.3T) で

Inversion recovery 法により行った。その結

果、HSP-Gd-DTPA は Gd-DTPA よりも 46.5 倍

高い T1 緩和度をもつことがわかった。 

また、T1 強調 Spin Echo 法により MRI 測定

を行い、T1 強調画像のコントラストを比較し

たところ、HSP-Gd-DTPA は Gd-DTPA と比較し

て10倍高いMRシグナルが検出された。（図6）

これらの結果より、HSP-Gd-DTPA はより高感

度な MRI 造影を可能にする造影剤であること

が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 T1 緩和度の測定 

  

 

 

 

 

図 6 ナノカプセルの MRI 画像(T1 強調 SE) 

 

3.5 ナノカプセルの体内動態 

ICR マウス（メス 6 週齢）にネンブタール

20μL 投与した後、尾静脈より HSP-Gd-DTPA 

200 μl（0.8 μg-Gd 換算量）および Gd-DTPA 

200 μl（3.2 μg-Gd 換算量 SIGMA）をそれ

ぞれ投与して、60 分後に麻酔を 20μL 追加投

与した後、 

尿、血液 200 μLを採取した。続いて、肝臓

に切り込みを入れ、心臓の左心室から右心房

まで注射針を刺し、ヘパリン含有超純水 100 

ml で灌流後、脾臓、腎臓、肺、肝臓を採取し

た。 

 小ガラスサンプル管に入れた各組織に濃硝

酸 1ml を加えた。１時間後、過酸化水素水 333
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μLを加えて一晩放置した。ドラフト内におい

てスターラーで加熱しながら濃縮して乾燥さ

せた後、0.1%希硝酸に溶解させて遠心または、

フィルターに通して 1mL の溶液に調製した。

調製した溶液を100ppb以内になるように数倍

から数十倍に希釈して、各組織抽出液に含ま

れる Gd を ICP-MS によって定量した。また、

マウス血液量は、全量を 2.0 mL として換算し

ている。（図 7）その結果、Gd-DTPA は投与 60

分後に速やかに体外排出されているが、

HSP-Gd-DTPA は肝臓に集積することがわかっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 ナノカプセルの体内動態 

 

3.6 ナノカプセル崩壊による影響 

HSP-Gd-DTPA に Proteinase K を添加して

37℃で 2 時間放置した。ナノカプセルの崩壊

は SDS-PAGE により確認した。崩壊させた時

の MR シグナル変化を MRI（T1 強調 SE 法）で

測定した(図 7)。 

その結果、崩壊により MR シグナル強度が

36 %減少した。また、崩壊前でも高い MR シ

グナルが検出されていることから、ナノカプ

セル内部の環境は比較的疎水性は高いが、

Gd-DTPA への水分子の配位を十分に制限でき

ていない可能性が考えられる。また、Gd-DTPA

は高分子鎖に導入することで T1 緩和度が上

昇することが報告されていることから、崩壊

により低分子化したことで T1 緩和度が減少

したことも示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

図 7ナノカプセル崩壊による 

MRI シグナル変化 

 

3.7 まとめ 

Gd-DTPA をタンパク質ナノカプセルに封入

したことで、高い T1 緩和度をもつナノカプ

セル型造影剤（G41C-HSP16.5）を開発した。

また、マウスを用いた体内分布の評価では、

最大で HSP-Gd-DTPA の約 50%が肝臓に集積し

ていることが示された。これは、肝細網内皮

系の Kupffer 細胞により貪食された結果であ

ると考えられる。今後、HSP-Gd-DTPA を用い

た MR イメージングにおいて、肝組織の機能

評価が期待できるかもしれない。 

また PEG 修飾したナノカプセル型造影剤

（PEG 化 G41C-HSP16.5）の体内分布では、ナ

ノカプセルの血中滞留性の向上が示された

ことから、今後の臨床において血管造影剤と

しての応用が可能である。腫瘍モデルマウス

を用いた蛍光イメージングでは、PEG 修飾し

たナノカプセルの血中滞留性が向上した結

果、がん組織への集積がみられ、MRI による

高感度ながん組織検出の可能性も示唆され

た。 

本報告には記載していないが、本ナノカプ

セルにプロテアーゼ応答配列を組み込んだ、

プロテアーゼ応答型ナノカプセルの構築に

も成功している。今後は、がん組織において

異常亢進している MMP 等に応答して崩壊する

MRI 分子イメージングの実現を目指す。 
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