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研究成果の概要（和文）：バイオナノカプセル(BNC)を応用したドラッグデリバリーシステム(DDS)により、マクロファ
ージ(Mφ)を選択的かつ炎症部位特異的に機能抑制することで、抗炎症・免疫抑制効果と副作用の軽減を両立させた革
新的な治療法開発を目指した。蛍光標識BNCに、Mφ標的抗体を結合させたBNCを作成、マウスMφ細胞株に添加し、その
局在を顕微鏡下で確認した。同BNCのマウスへの経静脈投与では障害腎のみに蛍光陽性細胞を認めたため、障害特異的
なBNCデリバリーが示唆された。遺伝子封入BNC添加によるMφ細胞での有意な発現はみなかったものの、BNCを用いた白
血球特異的DDS開発に関する基礎的データを得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed the development of evolutional therapy to reconcile both 
anti-inflammatory/immune suppressive effects and extenuate adverse effects. We applied 
bionanocapsule-based drug delivery system (DDS) to inhibit immune activation specific for macrophages and 
selectively at inflammatory sites. We generated fluorescent-conjugated BNC fused with antibody targeting 
macrophages, and confirmed the BNC distribution on mouse macrophage cell line. Intravenous administration 
of the BNC into mouse demonstrated fluorescent cells only on injured kidney indicating specific BNC 
delivery for inflammatory sites. Significant expression of gene enclosed in BNC was not demonstrated, but 
this study provided fundamental data for the development for leukocyte specific DDS using BNC.

研究分野： 腎臓学、免疫学

キーワード： マクロファージ　バイオナノカプセル　腎虚血再灌流障害　ドラッグデリバリー
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１．研究開始当初の背景 

炎症機転はCKDの主要原因である糸球体腎炎

や糖尿病性腎症の発症および進展に重要な

役割を演ずることが近年の研究で明らかに

されている。 

『好中球、Mφの腎炎への関与』教室の坪井

らは、腎炎患者糸球体に沈着した免疫グロブ

リンや免疫複合体を認識するヒト Fcγ受容

体(hFcγR)を好中球のみに発現させた遺伝

子改変マウス(Fig.1)を作成し、腎炎では hFc

γR を介した好中球による糸球体炎症を起点

に、Mφ、リンパ球の順に組織炎症が拡大す

ることを世界に先駆けて報告した(Immunity 

2008)。近年 Mφには炎症性 M1型 Mφ以外に、

炎症を抑制する免疫調節性M2型Mφの存在が

新たに定義され、当教室の丸山らは脂肪由来

幹細胞(ASC)の M2 型 Mφへの形質転換誘導作

用から腎炎治療の可能性を提示した(JASN 現

在投稿中)。さらに動物モデルでの好中球、M

φ除去の腎炎改善効果や、腎炎患者腎生検組

織での糸球体への好中球,Mφ集積も報告さ

れている(Segerer S,Kidney Int.2006)。 

『着想に至っ

た経緯』上記

好中球、Mφの

疾患への関与

を示す実験的

事実および臨床研究結果と、薬剤投与による

全身的副作用を考慮し、リンパ球免疫抑制を

主体とした従来の腎炎治療戦略に加え、「好

中球、Mφ選択的な DDS を用いた、好中球細

胞活性化阻害や、M2型 Mφ形質転換を介した

免疫調整誘導技術の確立」により腎炎患者の

予後を大幅に向上させるという着想に至っ

た。 

２．研究の目的 

今回の研究ではバイオナノカプセル(BNC)

を応用したドラッグデリバリーシステム

(DDS)により、CKD において腎組織障害の中心

的役割を担う好中球・マクロファージ(Mφ)

を選択的かつ炎症部位特異的に機能抑制す

ることで、抗炎症・免疫抑制効果と副作用の

軽減を両立させた革新的な治療法開発を目

指した。 

３．研究の方法 

(1).平成 25 年度  

①Cy3 蛍光標識 BNC-αIgG 作成 (連携研究者
黒田俊一研究室) 
 Cy3 標識した ZZ-tag 提示型 BNC に、モノク
ローナル抗CD11b抗体(cloneM1/70)を結合さ
せ細胞分子特異的 BNC を作成した(BNC-α
IgG)。 
 

②BNC(BNC-αIgG)の in vitro 局在解析 

蛍光標識 BNC-αIgG の標的細胞内取り込み
を確認した。細胞の共焦点レーザー顕微鏡下
での陽性蛍光シグナル確認をもって取り込
み達成と判断した。マウスマクロファージ細
胞株(RAW264.7)に、BNC-αIgG を添加し、BNC
局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

③全身投与 BNC-αIgG の in vivo 追跡 

Cy3 蛍光減弱に対する懸念のため、動物モデ

ルとして短期間に炎症が生じる腎虚血再還

流モデル (Ischemia reperfusion injury; 

IRI)を作成。経静脈的投与された Cy3 蛍光標

識 BNC-αIgG は、疾患腎の糸球体および間質

内の好中球、Mφ表面上で発現増強した CD11b

にそれぞれ結合すると考えた。BNC-αIgG 経

静脈的投与後に標的臓器病理切片を作成、標

識蛍光輝度を蛍光顕微鏡により確認した。 

(2).平成 26 年度 

BNC による好中球、Mφ特異的 DDS 開発と評価 

①治療薬剤非封入下でのBNC-αIgG腎毒性と

治療効果 

 IRI モデルを用い、薬剤非封入 BNC-αIgG

投与群、BNC 投与群、非投与群間で疾患程度

評価を、腎機能 (血清 Cr 値および尿素窒素

値、蛋白尿)、腎病理で評価した。 

②GFP 発現プラスミド封入 BNC-αIgG 作成 

リポソーム法(黒田ら,J Control 

Release.2008)を用い、 GFP発現コンストラク

トを封入したBNC-αIgGを作成。In vitroで

RAW264.7細胞での発現確認を行った。 

４．研究成果 



平成25年度はCy3標識したZZ-tag提示型BNC

に、CD11b 抗体(cloneM1/70)を結合させ細胞

分子特異的 BNC を作成(BNC-αIgG)した

(Fig.2)。さらに Cy3 標識した ZZ-tag 提示型

BNC に、抗 CD11ｂ抗体を結合させ、マウスマ

クロファージ細胞株(RAW264.7)に添加した

ところ、BNC の局在を共焦点レーザー顕微鏡

で確認することができた。次に蛍光標識した

抗 CD11b 抗体接合 BNCをマウスに経静脈投与

したところ IRI 作成腎皮髄境界部優位な Cy3

陽性細胞を認めたが、非虚血腎には所見をみ

なかった(Fig.3)。 

平成 26 年度は治療薬剤非封入下での BNC-α

IgG 腎毒性と治療効果を検討した(Fig.4)。

BNC 投与群ではコントロール群に比し IRI の

疾患強度に差は認められず、薬剤非封入 BNC、

あるいはBNCに結合したモノクローナル抗体

自体は治療効果も、障害悪化作用も有さない

ことが示唆された。しかしながら GFP 発現コ

ンストラクトを封入したBNC-αIgGを作成し、

in vitro で RAW264.7 細胞での発現確認を行

ったが有意なGFP発現をみなかった(Fig.5)。

今後さらに遺伝子発現を実現できる条件設

定が整った場合には、治療薬剤封入 BNC-α

IgG の in vitro での抗炎症•免疫抑制効果判

定,治療薬剤封入 BNC-αIgG の in vivo 治療

効果判定,他の腎疾患への応用研究の実現が

必要であると考えられた。 
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