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研究成果の概要（和文）：バイオナノカプセル（ＢＮＣ）に抗Ｅ-セレクチン抗体あるいは抗 Thy1

抗体を修飾し、分子標的ドラッグデリバリーシステム開発を試みた。今回の研究結果は、それ

らの分子を発現している細胞に遺伝子を送達することが可能であることが示された。しかしな

がら、遺伝子蛋白発現効率が低いため、ＢＮＣと遺伝子複合体作成方法に改良を加えた。その

結果、in vitro では発現効率の優位な上昇を認めた。今後 in vivo での検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a new drug delivery system (DDS)
targeting specific molecules, such as E-selectin or Thy1, with using anti-E-selectin or
anti-Thy1 antibody conjugated bionanocapsule (BNC). The results in this study clearly
demonstrated that this nano-device could be a gene deliver system targeting cells
expressed these molecules. However, since level of protein expression by transferred
Vector-gene was poor, we had to improve the method in the fusion process of BNC and DNA
vector. This improvement made it possible to increase protein expression level significantly
in vitro. Further in vivo study should be done to achieve clinical application of this DDS.
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し極めて高い特異性及び感染性を有するＢ

型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）の感染機構を担う
外皮タンパク質を、組換え酵母で「バイオナ
ノカプセル（ＢＮＣ）」として大量生産し、
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ＢＮＣ内部に遺伝子や薬剤を封入して、ヒト
肝臓特異的で高効率な遺伝子・薬剤導入用ベ
クターとすることに成功した。

（２）我々は産業総合研究所で開発された糖
鎖（シアリルルイスＸ）結合型リポソームを
用いて、効率の極めて高い眼炎症部位特異的
ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）が可
能であることを示していた。

２．研究の目的
（１）炎症部位の血管内皮細胞標的
炎症部位における血管内皮細胞にはＥ，Ｐ-
セレクチンが発現している。これらに対する
抗体をＢＮＣに標識し、炎症部位を標的とし
たＤＤＳが可能か否かを検討する。また、Ｂ
ＮＣ内部に遺伝子を導入し、標的細胞に遺伝
子を組み込ますことが可能か否かについて
検討する。

（２）網膜神経節細胞標的
眼科領域で、他に疾患と関連した細胞で、細
胞膜表面に特異的な蛋白を発現しているも
のとして、網膜神経節細胞（発現蛋白：Thy1）
が挙げられる。緑内障はわが国における主た
る失明原因のひとつであり、その本態は網膜
神経節細胞のアポトーシスといわれている。
それゆえ、網膜神経節細胞を標的化した治療
の開発は緑内障治療の本質であるといえる。
ＢＮＣに Thy1 分子に対する抗体を標識し、
網膜神経節細胞標的化を試みる。

３．研究の方法
（１）炎症部位の血管内皮細胞標的
①既報に従い実験的ぶどう膜炎マウスを作
成したのち、尾静脈から抗Ｅ-セレクチン抗体
で修飾したＢＮＣ（green fluorescein
protein:GFP 遺伝子付帯）を投与した。投与
後 5 日目にマウス眼球を摘出し、フラットマ
ウント法にて網膜血管におけるＧＦＰ発現
を検討した。コントロールとして抗体の修飾
されていないＢＮＣを用いた。

②①で血管内皮細胞に導入したＧＦＰの定
量化を試みた。具体的には、吸光度測定とＧ
ＦＰ遺伝子のＲＴ－ＰＣＲを施行した。

（２）網膜神経節細胞標的
①まず Thy1 分子標的が可能か否かを検討す
るために、Thy1 分子を発現している副腎髄
質腫瘍細胞（PC12）を用いて in vitro での
検討を行った。ローダミン標識ＢＮＣに抗
Thy1 抗体を修飾させたものを PC12 の培養
液中に投与し、細胞表面のローダミン蛍光発
現を経時的に観察した。

②GFP遺伝子付帯ＢＮＣに抗Thy1抗体を修

飾させ、①と同じ実験を行い GFP 発現につ
いて経時的に観察した。

（３）BNC-lipoplex 複合体作成方法の改良
①標的化した血管内皮細胞における遺伝子
発現効率を高めるためにＢＮＣにＤＮＡを
付帯させる過程を再検討した。ＢＮＣにＤＮ
Ａを付帯させる場合、まずＤＮＡにリポソー
ムを吸着させ(lipoplex)、その複合体にＢＮ
Ｃを融合させる（BNC-lipoplex 複合体）。融
合時のｐＨ条件を振って in vitro での最適
条件の検索を行った。検討には Hela 細胞と
Huh7 細胞を用いた。また、ＤＮＡとしてルシ
フェラーゼ遺伝子を用い、細胞への導入効率
および遺伝子発現効率をルシフェラーゼ活
性で評価した。

②ＢＮＣの物質輸送は細胞質内までが限度
であるため、付帯させる核酸としてＤＮＡベ
クターを用いたのでは蛋白発現効率が弱い
ことが危惧される。そこで、ルシフェラーゼ
をコードする mRNA を作成して BNC-lipoplex
複合体に包含して Hela 細胞と Huh7 細胞の培
養液中に添加し、ルシフェラーゼの発現を検
討した。コントロールにはルシフェラーゼＤ
ＮＡを用いた。

４．研究成果
（１）炎症部位の血管内皮細胞標的
①の結果

コントロール（上図）ではＧＦＰの発現を認
めないが、抗Ｅ-セレクチン抗体で修飾したＢ
ＮＣを投与したマウス（次ページ左上図）で
は、ＧＦＰを発現している細胞が多数認めら
れる。（ＢＮＣ投与前にアクリジンオレンジ
を投与しているため、血管内空が赤く染色さ
れている。）

尾静脈から投与した遺伝子が遠隔臓器で
ある眼の炎症血管部位に集積し発現したと
いうこの結果は、単に標的細胞に対するＤＤ
Ｓを可能にしたというだけでなく、遺伝子治
療や再生医療にも応用できる可能性を秘め



ているといえる。

②の結果
しかしながら、①におけるＧＦＰの定量は吸
光度測定、ＲＴ－ＰＣＲともに困難であり、
遺伝子導入効率が極めて低いことが示唆さ
れた。これを改善するため、実験（３）にお
いて BNC-lipoplex 複合体作成方法に改良を
加えたので後述する。

（２）網膜神経節細胞標的
①の結果
ローダミン標識ＢＮＣに抗 Thy1 抗体を修飾
させたものを PC12 の培養液中に投与したと
ころ、ほとんどの細胞でローダミン蛍光色素
の発現を認めた。下図左は通常の光学顕微鏡
で撮影したもので、右が同じものの蛍光顕微
鏡写真である。存在しているほとんどの細胞
が蛍光色素を発しているのがわかる。

一方、コントロールを投与したものでは、す
べての細胞が蛍光色素を発していない（下図
）。

この結果から、in vitro においてはＢＮＣを
用いて Thy1 分子を標的としたＤＤＳが可能
であることを示唆しており、緑内障における
網膜神経節細胞保護治療への道が開けたも
のといえる。今後 in vivo での検討を行って
いく必要がある。

②の結果
しかしながら、GFP 遺伝子付帯ＢＮＣを用い
た実験では、ＧＦＰの発現を認めることが出
来なかった。この原因として、１）ＢＮＣは
細胞表面に付着しており、細胞内に取り込ま
れていない、２）ＢＮＣは細胞内に取り込ま
れているが、ＧＦＰの発現効率が極めて悪い、
のいずれかが考えられる。共同研究者の黒田
らによる以前の研究では、ＢＮＣの物質輸送
は細胞質内までが限度であるため、付帯させ
る核酸としてＤＮＡベクターを用いたので
は蛋白発現効率が弱いことが示されており、
恐らくは後者によるものと推測される。いず
れにせよ、この点を改善する必要が今回の実
験から明らかとなった。

（３）BNC-lipoplex 複合体作成方法の改良
①の結果
lipoplex にＢＮＣを融合させるときのｐＨ
条件を振って検討したところ、中性付近では
BNC-lipoplex 複合体形成は良好ではなく、Ｄ
ＮＡの持ち込み量が著しく低いことが明ら
かとなった。そこで、ｐＨを酸性側にシフト
すると、ｐＨが 3あたりで複合体の形成が良
好になることが判明した。また、ｐＨ３付近
で作成した粒子のみが Cationic な性質を有
していなかった。特にｐＨ３付近について、
さらにｐＨ３－１と３－２のふたつに区分
して検討した結果、ｐＨ３－１では逆に
Anionic な性質が強く出ていた。このｐＨ3
付近を用いることで生体内動態が改善され
る可能性が示唆された。

次に、Hela 細胞と Huh7 細胞にそれぞれの
ｐＨ条件で作成した BNC-lipoplex 複合体を
投与し、ルシフェラーゼアッセイを行った。
下図の縦軸がアッセイにおける Relative
luminescence unit を示している（従来の
BNC-lipoplex 複合体による値を 1 として算
出）。また、コントロールとしてＢＮＣと融
合させる前の lipolexを用いている。横軸は、
左からｐＨ３－１，３－２、５，７，９、
lipolex である。明らかにｐＨ３において
luminescence unit が著しく増加しており、
特にｐＨ３－２で作成したものでは Huh7 細
胞特異的な発現増加を認めていた（次ページ
左上図）。これが何を意味するのかは今後の
検討課題としたいが、複合体作成条件をｐＨ
３に変更することで、遺伝子導入効率が飛躍
的に増大することが示された意義は大きい。



②の結果（上図参照）
従来型の BNC-lipoplex 複合体を用いた実験
であるが、発現遺伝子をＤＮＡからＲＮＡに
変えたところ、ＲＮＡでは極めて早期からル
シフェラーゼ蛋白の発現を認めた。ｐＨを最
適化した複合体での検討を急いでいるとこ
ろであるが、この結果から、発現ベクターと
してはＤＮＡよりもＲＮＡのほうが適して
いることが明らかである。ただし、ＲＮＡで
はＤＮＡに比較して発現の持続期間が短い
ため、用途に合わせて使い分ける必要がある
と考えられる。

今回の検討から、BNC-lipoplex 複合体に抗体
を修飾することで、標的とする細胞に特異的
に遺伝子を導入することが可能であること
が示された意義は大きい。今後、改良
BNC-lipoplex 複合体を用いて、実験（１）②、
（２）②を検討していき、臨床応用への道筋
をつけたいと考えている。
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