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研究成果の概要（和文）：本研究ではウイルスをモデルとするのが新しいドラッグキャリアを開発している。我々が着
目したのは、病原性の観点からウイルスそのものではなく、それと非常によく似た構造体を形成するsmall heat shock
 proteinである。しかしこのナノカプセル自体には特定の組織や細胞に対する特異性はない。そこで本年度は膵癌等多
くの癌細胞で高発現していることが知られているNeuropilin-1を分子標的化したナノカプセルを標的化するために、カ
プセル表面にiRGDペプチドモチーフ医を遺伝子レベルで導入した。今回はこのiRGDナノカプセルのキャラクタリゼーシ
ョンを行うとともに細胞特異性について検討した。

研究成果の概要（英文）：Protein nanocages are self-organized complexes of oligomers whose three-dimensiona
l architecture can been determined in detail. These structures possess nanoscale inner cavities into which
 a variety of molecules, including therapeutic or diagnostic agents, can be encapsulated. These properties
 yield these particles suitable for a new class of drug delivery carrier, or as a bioimaging reagent that 
might respond to biochemical signals in many different cellular processes. We report here the design, synt
hesis, and biological characterization of a Pancreatic cancer nanocage carrying small heat-shock protein. 
These nanoscale protein cages, with a targeting peptide on their surfaces, were prepared by genetic engine
ering techniques. iRGD-carrying nanocages showed lower cytotoxicity and significantly higher specificity f
or human pancreatic cancer cell lines than other cell lines in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
 DDSにおける薬物キャリアとしてこれ
までに様々な材料が試されてきた。理想的

には薬剤を安定に封じ込める空間を有し、

それを標的細胞まで輸送した後に、内包し

た薬物を有効濃度において放出する特性

が望まれる。リポソームや高分子ミセルあ

るいはゲルなど、いくつかのキャリアにお

いては薬剤の効果的な封じ込めと徐放に

成功している。しかしながら一方で、in 
vivoにおける標的細胞特異性や局所での
薬物放出能には依然課題が残されている。

これまでのDDSキャリアの課題を克服す
るためには、配列とそれに裏打ちされた構

造が明確な新しいタンパク質ベースのナ

ノキャリアが必要である。 
	  
 
２．研究の目的 
	 タンパク質ベースのキャリアとして着

目したのが、古細菌Mj285が構築するタン
パク質ナノカプセルである。我々はこれま

で高分子ミセルを基材としたDDSキャリ
アの開発を続けてきた。しかしながらより

応答性の高いキャリア開発のためには、極

めて洗練された感染機構をもつウイルス

の様に、分子量分布のない、厳密に制御さ

れた立体構造を有する物質が望ましい。本

研究で開発するタンパク質ナノ粒子はこ

の条件を十分に満たしており、これまでに

ないDDSキャリアと成り得る。 
	 興味深いことに、Mj285ナノカプセルの
形成は外相に露出したC末端の数残基に依
存しており、この領域を制御することによ

って粒子を崩壊させることができる。また

一方で、そのN末端に配向する疎水性ヘリ
ックスは､構造形成の重要な駆動力となっ

ている。本年度はそのC末端領域に親水性
リ ン カ ー を 介 し て iRGD ペ プ チ ド
（GCRGDKGPDC）を導入した。このiRGD
ナノカプセルの物性を十分に評価した後、

リンカー長と分子標的能の関係などを詳

細に検討した。 
 
 
３．研究の方法	 
iRGDナノカプセルの分子設計と発現  
	 ナノカプセルHspG41Cの遺伝子をテン
プレートとして、そのC末端に3〜30残基の
フレキシブルリンカー(-(GGS)n-)を介して
iRGDモチーフを組み込んだ（図1）。これら
の組み換えナノカプセルを含むベクター

を大腸菌株BL21CodonPlus(DE3)へ形質転
換した。この菌株を100 mg/mLのアンピシ

リンを含む2×YT培地に接種し、37℃で振
とう培養した。OD600値が0.5に達した際に、
終濃度1mMのIPTGを加えて組み換えタン
パクの発現を誘導し、そのまま4時間培養
を続けた。 
	 培養終了後、培地を遠心分離し、得られ

たペレットにリン酸緩衝液(pH7.0)を加え
て十分に懸濁させた。これをプローブ型超

音波照射装置でソニケーション(200 W, 45 
s)し、終濃度がそれぞれ5 および 1 mg/mL
のDNase I 、RNase Aを加えた。4℃で遠心
分離(20 000g, 20 min)した後、不溶性分画を
除去した。 
	 組み換えタンパク質の精製は HiLoad 
26/10 Q Sepharose HP™アニオン交換カラ
ムでイオン交換クロマトグラフィーを行

った。塩濃度グラジエントによってタンパ

ク質を溶離し、分取した各フラクションを

SDS-PAGEで分析した。目的のタンパク質
を含むフラクションは、TSKgel G3000SW
カラムを用いてゲル濾過精製した。得られ

たタンパク質はMALDI-TOF質量分析計に
よって確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1	 種々のリンカーを有するiRGDナノ	 

カプセルのドメイン構造	 

 
iRGDナノカプセルの機能評価   
	 ヒ ト 膵 癌 由 来 細 胞 株 で あ る

AsPC-1/CMV-Luc と MIA-Paca2 細胞を
6wellのm-Slidesに 1 × 104 cells/wellとなる
よう播種した。これを 10vol% FBS、 抗生
物質(100 U/mL

 

ペニシリン, 100 µg/mL ス
トレプトマイシン, 0.25 µg/mL アムホテリ
シ ン -B) を 添 加 し た DMEM 培 地
(DULBECCO’S MODIFIED EAGLE’S 
MEDIUM)を用い、37℃、5％CO2 雰囲気
に設定した CO2 インキュベーター内にて
培養した。一昼夜培養した後、培地交換し、

終濃度 1uM（蛍光色素基準）の Alexa488
ラベル化 iRGDナノカプセルを添加し、そ
のまま 6時間培養を続けた。ナノカプセル
の細胞への取り込みは蛍光顕微鏡 BZ-9000 
(Keyence)を用いて評価した。 



４．研究成果	 

iRGDナノカプセルの発現と物性評価  
	 発現した 4種類の iRGDナノカプセルは
すべて可溶性分画として良好な発現を示し

た。すべてのナノカプセルを上記のイオン

交換クロマトグラフィーによって粗精製し

た後、サイズ排除クロマトグラフィー法に

よって最終精製した。この結果、すべての

ナノカプセルを高純度で得ることができた

（図 3）  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3	 iRGD ナノカプセルの SDS-PAGE 

lene1, MW marker; lene2, HSP16.5G41C; lene3, 
HSP16.5-L3-iRGD; lene4, HSP16.5-L11-iRGD; 
lene5, HSP16.5-L21-iRGD; lene6, 
HSP16.5-L30-iRGD 
 
 得られたナノカプセルの粒径を動的光散
乱法(DLS)によって測定したところ、コン
トロールとなる G41C ナノカプセルが
12.0nmであったのに対して、L3-iRGDナノ
カプセルは 12.6nm、L11-iRGD ナノカプセ
ルは 12.9nm、L21-iRGD ナノカプセルは
13.6nm そして L30-iRGD ナノカプセルは
14.2 nmであった。これらの結果から、C末
端に付加したリンカー長に応じて粒径が増

大したものと考えられる。 
 
iRGDナノカプセルの膵癌に対する特異
性  
	 細胞実験に先立って、AsPC-1 細胞に対
する L30-iRGDナノカプセルの細胞毒性を
調べたところ、0〜50 ug/ml までの濃度領
域においては細胞毒性が観察されなかっ

た。そこで次に、カプセル内孔を蛍光色素

Alexa488で修飾した iRGDナノカプセルの
細胞特異性を観察した。この結果、二種類

のヒト膵癌由来細胞株のうち MIA-Paca2
よりも AsPC-1 に対してより多く取り込ま
れていることが分かった（図 4）。リンカー
の影響を調べるために、各 iRGDナノカプ
セルの細胞あたりの蛍光量を定量したと

ころ、より長いリンカーを有する iRGDナ
ノカプセルが AsPC-1 に対してより多く取
り込まれた（図 5）。対照的に、MIA-Paca2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4	 iRGD ナノカプセルの膵癌細胞へ	 

の取り込み	 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5	 iRGDナノカプセルの形質転換における

リンカー長の影響	 

 
 

に対してはリンカー長の影響は観察され

なかった。 
	 次に、AsPC-1 細胞に対する iRGD ナノ
カプセルの親和性に、カプセル表面に呈示

した iRGDモチーフが関係しているかを調
べるため合成ペプチドによる阻害実験を

実施した。使用したペプチドは iRGDナノ
カプセルに組み込んだ同じ配列を有する

合成 iRGDペプチド（GCRGDKGPDC）と
一残基変異させた合成 iRGE ペプチド
（GCRGEKGPDC）の二つである。先に述
べた AsPC-1 による iRGD ナノカプセルの
取り込みと同じ実験条件下において、上記

の合成ペプチドを共存させた際の細胞あ

たりの蛍光量をプロットした結果を図 7に
示した。この結果、AsPC-1 による iRGD
ナノカプセルの取り込み量は、合成 iRGD
ペプチドの添加により濃度依存的に減少

した（図 6）。これとは対照的に、配列の異
なる合成 iRGEペプチドの影響は全く受け
なかった。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6	 合成ペプチドによる阻害実験	 
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