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研究成果の概要（和文）：　本研究では、深部がんや難治がんへの応用を目指して、画像診断や温熱療法に有用
と考えられる酸化鉄ナノ粒子の開発を行った。静脈内に投与したナノ粒子は肝臓や膵臓などの細網内皮系に捕捉
され、目的とするがん組織に到達しにくいという問題があったが、我々は麹菌アスペルギルス・オリゼーが産生
する両親媒性タンパク質RolAで酸化鉄ナノ粒子を被覆することによりステルス化させることに成功した。さら
に、アクティブターゲティングにより粒子のがん組織への集積性を高めるため、ヒト乳がん細胞に多く発現する
HER2を抗原とする抗体ペルツズマブの１本鎖可変領域 (scFv)を作製した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop magnetic iron-oxide nanoparticles with novel 
properties for the imaging and thermal therapies of cancer in deep tissues and intractable cancer. 
It has been a problem that intravenously injected nanoparticles are mostly trapped by the 
reticuloendothelial system in liver and spleen before they reach target cancer cells. We approached 
this issue by coating the iron-oxide particles with RolA, a surface hydrophobin of Aspergillus 
oryzae. RolA-coated iron-oxide nanoparticles were less recognized by macrophages, suggesting they 
are endowed with stealth property. We further aimed to add an active targeting property to the 
iron-oxide nanoparticles and produced a single-chain fragment variable (scFv) containing variable 
regions of anti-HER2 antibody pertuzumab.

研究分野：感染免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
悪性新生物（がん）はわが国の死亡原因
の第１位を占め、国民の健康にとって重大な
脅威である。近年の診断技術の進歩による早
期発見やがん細胞特異的な分子標的治療薬
の開発などは治療成績の向上に寄与しつつ
あるが、薬剤への不応性に起因する再発がん
の増加は依然として問題であり、新たな治療
法の開発が強く望まれる。 
 近年、各種素材からなるナノ粒子の技術開
発が進んでおり、これらをがんの診断や治療
に応用するための基礎研究が進められてい
る。しかしながら、静脈内に投与されたナノ
粒子が肝臓や脾臓などの細網内皮系（網内
系）に捕捉され、がん組織に十分に送達され
ない（Pharmaceutical 2013;5:542-569）こ
とが進展を妨げている。この問題を解決する
目的で、ポリエチレングリコールなどを用い
たナノ粒子のステルス化が試みられている
が、頻回投与によるステルス効果の減弱（J 
Control Release 2013;172:38-47）が新たな
問題となっている。 
 磁性体である酸化鉄ナノ粒子はすでに核
磁気共鳴画像（MRI）の造影剤として用いら
れているが、がん組織に集積させると、がん
の位置を示すマーカーとなりうる。一方、磁
場を与えて粒子を発熱させると、熱に弱いが
ん細胞を選択的に死滅させることが可能で
あり、温熱療法への利用が期待されている
（Nanomedicine 8:1689-1707, 2013）。研究
分担者の高見は独自の方法で、表面修飾やサ
イズコントロールが可能で、水分散性の高い
酸化鉄ナノ粒子の合成に成功している
(Dalton Trans. 40:1073-1078, 2011)。この
酸化鉄ナノ粒子はマウスの肝臓や脾臓の細
網内皮系に捕捉されるため、ステルス化が必
要と考えた。一方で、真菌のアスペルギル
ス・フミガーツスの分生子表面を覆うタンパ
ク RodA が樹状細胞や T 細胞などの免疫細胞
による認識を回避すると報告されている
（Nature 27:1117-21, 2009）。そこで、研究
分担者の阿部が単離することに成功してい
た近縁のアスペルギルス・オリゼーの類似タ
ン パ ク RolA （ Molecular Microbiology 
57:1780–1796, 2005）をステルス化に利用す
ることにした。 
 
２．研究の目的 
 診断や治療が難しい深部がんや難治がん
に対する新規の診断・治療ツールとして、静
脈内に投与後、網内系に捕捉されず、がん組
織に選択的に侵入し、がん組織に留まる独自
の酸化鉄ナノ粒子を開発することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス、細胞：マウスは C57BL/6 及び
BALBc を用いた。マウス骨髄由来樹状細胞
（BM-DC）は C57BL/6 マウスの骨髄細胞を
GM-CSF 存在下で 8日間培養して得た。株化細

胞 RAW264.7 をマウスマクロファージとして
用いた。担がんマウスを作製する目的でマウ
ス大腸がん細胞 Colon-26 を用いた。多くの
ヒト乳がん細胞表面に発現する HER2 の発現
細胞として KPL-4 を、その対照として HER2
陰性の MDA-MB-231 を用いた。 
 
（２）酸化鉄ナノ粒子の RolA 被覆：酸化鉄
ナノ粒子及び RolA は不要な炎症を誘導する
LPS を除去後使用した。酸化鉄ナノ粒子に
RolA を添加し、30℃で 10 min 反応して結合
させた。減圧乾燥後、被覆量を測定した。 
 
（３）樹状細胞活性化：LPS やその他の炎症
誘導物質の混入を調べるため、RolA、RolA 被
覆粒子、あるいは非被覆粒子存在下で BM-DC
を 37℃、24 時間培養し、培養上清中の炎症
性サイトカイン IL-12p40 及び TNF-αを
ELISA 法で測定した。 
 
（４）マクロファージによる貪食：RAW264.7
細胞に RolA 被覆粒子あるいは非被覆粒子を
添加し、37℃、4 時間培養した。培養後の細
胞を洗浄後、大気圧電子顕微鏡により貪食粒
子の有無を観察した。また、37%塩酸で細胞
を溶解し、原子吸光法により貪食された鉄量
を定量した。 
 
（５）腹腔内炎症：C57BL/6マウス腹腔にRolA
被覆粒子あるいは非被覆粒子を投与し、48 時
間後に白血球を Diff-Quick で染色し、各白
血球の数を計測した。 
 
（６）腹腔内マクロファージによるナノ粒子
の貪食：上記と同様に粒子を投与したマウス
の腹腔内マクロファージを鉄染色キット（武
藤科学）で染色した。 
 
（７）MRI による組織分布解析：C57BL/6 マ
ウス静脈より RolA 被覆粒子あるいは非被覆
粒子を投与し、2 時間後に小動物用 MRI 装置
(Bruker, AV400WB)を用いて、腹腔臓器の T2
強調画像を取得した。4%アガロースゲルを明
度の指標として、粒子集積率を算定した。 
 
（８）担がんマウスの作製：BALB/c マウスの
皮下に 5 x 105の Colon-26 を移植し、腫瘍径
が 5 mm 以上で粒子投与実験に用いた。 
 
（９）リコンビナント pertuzumab-scFv の作
製：pertuzumab の H (heavy)鎖と L (light)
鎖の可変領域のアミノ酸配列を基に
single-chain fragment variable (scFv 、
PerscFv)をデザインし、ベクターpET20b を用
いてプラスミド pPerscFv を作製した。
PerscFv は大腸菌 BL21(DE3)内で発現させ、
His-tag を利用して精製した。 
 
（１０）PerscFv の HER2 への結合：KPL-4 に
PerscFv を 4℃で 30 分間反応させ、蛍光標識



抗 His-tag 抗体を反応後、フローサイトメー
タ（BD FACSCanto II）で結合を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）酸化鉄ナノ粒子の RolA 被覆：酸化鉄
ナノ粒子の被覆率は 120%以上であり、完全被
覆ナノ粒子が得られた。 
 
（２）RolA あるいは酸化鉄ナノ粒子自体の免
疫誘導能：RolA、非被覆粒子、あるいは ROlA
被覆粒子を加えて培養したBM-DCは炎症性サ
イトカインである TNF-α及び IL-12p40 をほ
とんど産生しなかったことから、LPS その他
の炎症誘導物質の混入があったとしても研
究に支障を与えない程度である。 
 
（３）RolA 被覆によるステルス化 
①マクロファージによる貪食の回避：非被覆
粒子はマクロファージに貪食されたが、RolA
で被覆することにより、貪食されにくいこと
が、大気圧電子顕微鏡像（図１）及び鉄量の
測定により明らかになった（図２）。 

図１. RolA被覆または非被覆酸化鉄ナノ粒子を加
えて培養した RAW264.7の大気圧電子顕微鏡像 

図２. RolA被覆または非被覆酸化鉄ナノ粒子を加
えて培養した RAW264.7の塩酸溶解液中の鉄量 
 
②炎症の抑制：非被覆粒子をマウス腹腔に投
与したところ、マクロファージ、好中球、リ
ンパ球が顕著に増加し、粒子により腹腔内炎
症が起こることが示された。RolA 被覆粒子の
投与では、いずれの白血球の増加も認められ
なかった（図３）ことから、RolA 被覆による
ステルス効果が明らかになった。この所見に
一致して、RolA 被覆粒子は非被覆粒子に比べ、
マクロファージに貪食されにくいことが、腹
腔白血球の鉄染色により示された（図４）。 
 
 
 
 
 

図３. RolA被覆または非被覆酸化鉄ナノ粒子を腹
腔に投与したマウスの腹腔内白血球数 

図４. RolA被覆または非被覆酸化鉄ナノ粒子を腹
腔に投与したマウスの腹腔マクロファージの鉄染
色 矢印はベルリンブルーによる染色箇所を示す。 
 
③網内系による粒子捕捉の回避：非被覆粒子
をマウス静脈に投与すると、肝臓及び膵臓が
MRI の T2 強調画像で黒く写り、粒子が網内系
に捕捉されることが示された。RolA 被覆粒子
投与マウスでは、肝・脾への集積が少ない（図
５、６）ことから、静脈投与において RolA
被覆によるステルス化が有用であることが
示された。 

図５. 非被覆または RolA 被覆酸化鉄ナノ粒子を
静脈投与したマウスのMRI T2強調画像 

図６. 各臓器における粒子集積度  
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（４）担がんマウスにおける粒子の腫瘍への
集積：RolA 被覆粒子を担がんマウスの静脈よ
り投与し、粒子の動向をMRIで調べたところ、
肝臓や脾臓に比較し、腫瘍にはわずかの量し
か集積しなかった（図７）。腫瘍組織へ選択
的に侵入させるため、粒径の異なる粒子（20, 
40, 200 nm）について検討したが、いずれも
腫瘍に十分に集積しなかった。 

図７. RolA被覆粒子の腫瘍への集積 
 
（５）がん指向性 scFv 作成：ナノ粒子が腫
瘍組織に侵入したとしても滞留できないの
ではないかと考え、ナノ粒子のアクティブタ
ーゲティングを目指した。目的のためにがん
細胞表面のがん特異的タンパク質に結合す
る抗体を利用し、さらに小型化するために抗
原結合部位のみを持つ scFv を作製した。こ
の scFv のデザインに際しては、乳がん細胞
の多くに発現する HER2 に結合し、乳がんの
増殖を抑え、治療薬としても用いられる
pertuzumab の抗原結合部位のアミノ酸配列
を持つようにした（PerscFv）。PerscFv は不
溶性となる割合が高く、精製は困難を伴った
が、現時点で少量の可溶性タンパクを得てい
る。 
 
（６）PerscFv の HER2 への結合：PerscFv を
HER2 陽 性 KPL-4 あ る いは HER2 陰 性
MDA-MB-231 に反応させ、フローサイトメトリ
ーで解析したところ、PerscFv が MDA-MB-231
には結合せず、KPL-4 に結合することが示さ
れた（図 8）。 

図８. PerscFvの HER2陽性乳がん細胞への結合 
 
 以上本研究では、酸化鉄ナノ粒子を RolA
で被覆することによりステルス化し、粒子の
網内系への捕捉を低下させることに成功し
た。しかしながら、ナノ粒子を腫瘍組織に集

積させることが難しいことが明らかになっ
たので、ナノ粒子にアクティブターゲティン
グ能を与えることを試みた。乳がんの治療用
として用いられる抗体 pertuzumab の scFv を
デザインし、その作製に成功した。タンパク
質を酸化鉄ナノ粒子に結合させることには
すでに成功しているので、scFv 結合ナノ粒子
のがん組織指向性を検討し、担がんマウスの
温熱治療を目指す。 
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