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研究成果の概要： 
 SV40メジャ－カプシドタンパク質である VP1五量体の自己組織化によるナノカプセル形成

技術を開発し、それを基盤として、カプセル内への多様な生理活性物質の内包技術およびカプ

セル表面の修飾・加工による細胞・組織指向性の改変技術を世界に先駆けて開発した。これに

より、従来には無い革新的な DDS キャリヤの作製システムが構築できた。 
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研究分野：複合新領域 
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高機能性ナノカプセル、ナノカプセル誘導因子 
 
１．研究開始当初の背景 
 ウイルスカプシドタンパク質の組換え体

を作製して、それを用いてナノ構造体の再構

成は海外で盛んに研究が進んでいる。特に、

近年、子宮頸がんに対するがんワクチンとし

て、HPV のカプシドタンパク質をベキュロウ

イルス系や酵母系で発現させた VLPが開発さ

れている。しかし、カプシドタンパク質の再

構成により形成されるナノカプセル内に生

理活性物質を効率よく内包する技術は未だ

開発されておらず、DDS としての機能を付与 

する技術は国の内外を問わず未だに開発さ

れていない。 

我々は、SV40 メジャ－カプシドタンパク

質である VP1 を組換えバキュロウイルス発

現系を用いて昆虫細胞内で多量に発現させ

ると、核内にウイルス粒子様粒子（virus-like 
particles; VLP）が形成される系を確立した。

VLP を精製後、VLP を VP1 五量体にまで効

率よく解離するために、EDTA と DTT を添

加する条件を決定し、さらにゲルろ過で VP1
五量体を高度に精製した。解離した VP1 五量

体がその自己組織化能によって、VLP 様のナ
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ノカプセルおよびチュ－ブ状構造体などの

多彩な構造体に再構成する条件を詳細に検

討した。その結果、非生理的な高塩濃度、高

pH、低 pH 等の条件下では、ナノカプセルや

チュ－ブ状構造体が形成されることがわか

ったが、しかし、生理的条件下では、VP1 五

量体はそのままで、カプセルやチュ－ブなど

の構造体が形成されることはなかった。 
そこで、我々は高度に精製した SV40 カプ

シドタンパク質の自己組織化能を利用して、
試験管内における生理的条件下で自己組織
化を誘導し、それによりナノカプセル形成を
促進する因子を網羅的に探索し、いくつかの
因子を同定することが出来た。それら因子の
共通点を検討し、ナノカプセル形成を誘導す
る基本原理の解明と、それら因子を利用する
ことでナノカプセル中に、タンパク質や DNA
などの生理活性物質を内包する技術開発に
挑戦した。 
 
２．研究の目的 
 試験管内における SV40 カプシドタンパク
質の自己組織化のメカニズム解明という基
礎研究の成果を基盤にして、自己組織化によ
り形成されるナノカプセルを新たな DDS 用
のキャリヤとして、実用化に向けた応用研究
を行う。研究内容は、ナノカプセル内への生
理活性物質を内包する技術開発と、ナノカプ
セル表面を加工・修飾し、細胞指向性を付与 
する技術を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 SV40 のメイジャ－カプシドタンパク質で
ある VP1 五量体を、まずバキュロウイルス発
現系で多量に調製し、高度に精製した。次に、
VP1 五量体の自己組織化によるナノカプセ
ルの形成を生理的条件下で誘導する因子を
可能性のあるタンパク質や核酸の中から探
索した。また、誘導する因子のメカニズムを
解き明かすために、タンパク質のドメイン解
析や dsDNA のサイズや形状の検討を行った。
それら成果を基に、他の候補物質を探索・合
成した。 
 ナノカプセル形成後に、その中に誘導因子
が内包されているか否かをいくつかの方法
で検討し、次に、ナノカプセルによる培養細
胞への感染実験を行い、細胞内への導入効率
を検討した。また、マウス個体を用いて、静
脈注射によるがん組織への指向性を検討し
た。 
 細胞指向性を付与するために、VP1 のカプ
シド表面に位置するドメイン（BC、DE、HI
ル－プ）の中のペプチドや一つのアミノ酸を
置き換えた置換変異体や点変異体を作製し、
それら変異体によるナノカプセル形成能を
検討した。 
 導入遺伝子の発現を制御する技術を開発

するために遺伝子発現の制御機構の解析や、
導入薬剤の作用機構を解明するためにケミ
カルバイロジ－を行い、VP1 五量体で包含し
たフェライト粒子の応用展開に向けた開発
研究を行った。 
 
４．研究成果 

(1-1) SV40 の VP1 五量体の自己組織化能
によるナノカプセル形成を誘導する候補因
子として、カプシドの裏打ちタンパク質であ
るマイナ－カプシドタンパク質 VP2/VP3 の
可能性を考え、大腸菌でのそれらの組換えタ
ンパク質を作製して、ナノカプセル形成の誘
導活性を検討した。その結果、両者共にナノ
カプセル形成誘導活性を有することがわか
った。 
次に、VP2 および VP3 の中で、ナノカプ

セル形成を誘導する最小必要領域を決定し
た。その領域（PD）と、蛍光タンパク質（GFP）
あるいはシトシンデアミナ－ゼ（CD）など
の酵素との融合タンパク質を作製し、それら
融合タンパク質を用いてもナノカプセル形
成誘導が起こることを見出し、ナノカプセル
の中に VP2/VP3 の共通部分である PD 領域
を介して GFP 融合タンパク質を内包する技
術を確立した。さらに、GFP 融合タンパク質
を内包したナノカプセルは宿主細胞へ感染
し、細胞内で蛍光を発することが観察された。 

また、PD 領域と熱耐性のシトシンデアミ
ナ－ゼ酵素との CD 融合タンパク質もナノカ
プセル形成誘導活性を有し、形成されたナノ
カプセル内に CD 酵素活性が確認できた。ま
た、そのナノカプセルの感染によって CD 融
合タンパク質を導入された宿主細胞では、培
養液中にプロドラッグである 5-FU を添加す
ると、導入された CD の酵素活性によって
5-FU が 5-FC に変換されて、細胞が死に至る
ことが確認された。従って、ナノカプセルが
タンパク質をその活性を維持したままで細
胞内へ導入できる有用な DDS キャリヤであ
ることを証明することができた。 
 (1-2) 次に、ナノカプセル形成の誘導因子

として我々が考えたのは、2 本鎖 DNA 

(dsDNA)である。というのは、dsDNA は負

の電化を有する。また、VP1 五量体の粒子の

内側には正の電荷を持つ領域がある。そこで、

静電的な相互作用でナノカプセル形成が誘

導される可能性があると推測し、ナノカプセ

ル形成能を検討した。その結果、dsDNA が

ナノカプセル形成誘導能を持つことを発見

した。しかも、dsDNA はナノカプセル中に

内包され、感染によって細胞内に導入され、

それが核内に移行して、低頻度ではあるが

dsDNA 上の遺伝子が発現することを見出し

た。その際、ナノカプセルの中に完全に内包

できる dsDNA は閉鎖環状 dsDNA であって



も直鎖状 dsDNA であっても、長さは 2,000
塩基対であることを DNA 分解酵素の感受性

実験で明らかにした。ということは、2,000
塩基対長以上の場合は、余分な部分がナノカ

プセルの外側に出ていることを意味し、それ

故、2,000 塩基対長という短い dsDNA しか

内包することができないことがわかった。そ

の逆に、短い dsDNA を調べてみると、200
塩基対長以下の dsDNA では、上手くナノカ

プセル形成が誘導されないこともわかり、あ

る程度の長さがナノカプセル形成に必要で

あることを明らかにした。これは自己組織化

の誘導には、VP1 五量体が dsDNA と他の

VP1 五量体と両方の相互作用が必要である

ことを示唆するものである。 
近年、塩基性タンパク質と dsDNA を混合

することで、dsDNA をコンパクションする

技術を確立し、2,000 塩基対長という制約が

解除でき、約 5,000 塩基対長の閉鎖環状

dsDNA を内包する技術開発に成功した。こ

れにより、より多くの遺伝情報を内包するこ

とが出来るようになったので、遺伝子導入の

応用展開への可能性がより高まった。  
(1-3) 近年、粒径が 8nm～27nm の間の均

一サイズのフェライト粒子を作製する技術

を開発し、一個のフェライト粒子をナノカプ

セルの中に内包する技術開発に成功した。こ

れが MRI 造影剤として使えることを示し、

このナノカプセルの血中滞留性はかなり長

く、数時間は血中に留まることがわかった。 
現在、非修飾・非加工のナノカプセルの投与

と表面に機能性ペプチドを付与したナノカ

プセルをマウス個体に投与し、特異抗体の産

生を経時的に検討することを始めており、そ

の結果によって、さらなる表面改変を行う必

要があるかを試みている。 
また、ホ－ル素子や MR 素子から成る磁気

センサ－の検出用プロ－ブとして有用であ

ることがわかった。しかし、磁力が少し低い

ので、磁力を高める技術開発も行っている。 
現在、さらなる実用化を視野に入れて、実

験動物を用いて細胞・組織指向性の MRI 造

影剤や、高感度磁気センサ－の検出用プロ－

ブの開発研究を推進している。 
(2) ナノカプセル表面を遺伝子工学的手法

および化学的手法を用いて修飾・加工し、細

胞指向性の獲得や、抗原性の低減を可能にす

る技術を開発している。まず、フェライト粒

子を内包したナノカプセルの表面に、がん細

胞を標的とする指向性ペプチドを化学的に

付加して、それを二つの異なるがん細胞を植

え付けた担がんマウスに尻尾から静脈注射

すると、標的とするがん細胞に選択的に集積

している MRI 画像が得られた。その集積は

数十時間後に、より多くなるので、血中滞留

性が良く、がん細胞指向性が高いと思われる。 
これは未だ予備的な段階ではあるが、かなり

期待できる結果が得られている。 
 (3) 導入した遺伝子の発現を的確に制御す

る技術を開発するために、遺伝子発現の制御

機構の解析を行っており、特に、外界刺激に

応答する遺伝子に共通に見られる伸長段階

の制御に関わる転写制御因子による制御機

構を解析している。 
(4) 今後、薬剤を内包した DDS 開発を考え

ており、薬剤の作用機構を、その標的タンパ

ク質の単離・同定から解き明かすケミカルバ

イオロジ－を行っており、いくつかの低分子

化合物に対する標的タンパク質を同定し、化

合物の作用メカニズムを解明している。 
(5) フェライト粒子を内包したナノカプセ

ルを作製するために、磁力の強いフェライト

粒子の作製とその表面コ－ティング技術開

発を行うと共に、それを磁気センサ－の検出

プロ－ブとして用いる高感度磁気センサ－

の開発を進めている。 
本研究では、生理的条件下で VP1 五量体の

自己組織化によるナノカプセル形成を誘導

する因子を探索し、VP2/VP3、dsDNA、フ

ェライト粒子などいくつかの因子を探索・同

定することに成功した。また、カプセル表面

を修飾・加工する技術を開発し、標的細胞・

組織への選択的な指向性を持ち、カプセル内

へ目的とする生理活性物質を内包する技術

を開発し、革新的な DDS 用キャリヤを作製

する基盤技術を世界に先駆けて開発するこ

とに成功した。 
以上の開発技術を組み合わせて、目的物質

を目的量だけ内包し、標的細胞に対して選択

的な指向性を有する高機能性ナノカプセル

の構築システムの基盤を築き上げることが

できた。これからは実際の臨床医療への実用

化・応用展開に向けた研究開発を図るつもり

でいる。 
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