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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳組織に対する造影剤としての機能も併せ持つ脳内移行型カプセルの開発を目
的とした。脳内移行型カプセルは負電荷を有する20 nm前後のナノカプセルであること、アセチルコリンレセプターを
特異的に認識し、従来型のカプセルと比較し、脳組織内に移行することが明らかとなった。しかしながら、どの経路で
移行しているのかは明らかとならず、メカニズムについては今後の検討課題となることとなった。
以上、当初のデュアルイメージングを実施するには到らなかったものの、脳内への移行が可能な新規ナノカプセルとし
て有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：To develop novel brain-targeting carrier, we prepared RVG peptide-modified 
protein cage, and evaluate the targeting ability of the cage. The cellular uptake and intracellular 
localization of HspG41C-RVG for Neuro2a cells was higher than those of HeLa cells. These result suggested 
that HspG41C-RVG could selectively target AchR. Moreover, in vivo analysis, HspG41C-RVG might be 
accumulated in the brain. In future, to examine targeting ability of brain tissue and mechanism of brain 
targeting, we will need to study histological analysis using brain section.

研究分野：ドラッグデリバリーシステム
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１．研究開始当初の背景 
医療が発達した現代においても、脳の疾患は、
脳腫瘍やアルツハイマー、パーキンソン病に
代表される難治性疾患が数多く存在する。こ
れら疾患の特徴として、絶対的な根治療法が
存在しないこと、有用な薬物療法が確立され
ていないことなどが挙げられる。薬物療法を
困難にしている最大の理由は、血液脳関門 
(Blood-Brain-Barrier: BBB) の存在である。
BBB が障壁となり、薬物が脳内に移行せず、
他臓器のように治療することができない。加
えて、脳組織を診断する際も、この BBB の影
響により、造影剤が脳内に移行しないため、
脳血管の造影は可能でも、より高度な脳組織
の造影はできておらず、造影剤の開発や造影
剤を送達することができるキャリアの開発
が求められている。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景から、本研究では脳組織へ
の造影剤としての機能も果たす脳内移行型
カプセルの開発を試みる。脳内に送達させる
新たなキャリアのプラットフォームとして、
タンパク質ナノカプセルに着目した。これま
でに我々は、従来の薬物キャリアとは一線を
画する、ウイルスカプシドの構造を模倣した、
タンパク質からなる 15 nm ほどのナノカプ
セルの開発に着手し、本ナノカプセルへの標
的指向性の付与にも成功している [Murata 
et al., 2012, Int. J. Nanomedicin]。そこで、
このタンパク質ナノカプセルに脳への標的
指向性を付与する分子として、脳に移行する
向神経性ウイルスである狂犬病ウイルスに
由来する RVG ペプチド (アミノ酸配列 : 
HDYTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKR
ASNGN)に着目した。RVG ペプチドは、脳
内や脳血管内皮細胞に多く発現しているア
セチルコリンレセプター (AchR)を認識し、
脳移行性を示す有望なペプチドとして報告
されている[Kumar P., Wu H., McBride J. L., 
et al. Nature. 2007, 448, 39-43]。そこで、
RVG ペプチドを組み込んだこの脳内移行型
ナノカプセル作製し、ナノカプセルの内孔、
並びに表面に造影剤を搭載することで、脳内
を高感度かつ高解像度イメージングが可能
なナノカプセルの開発を試みる。本ナノカプ
セルを開発することで、薬物の脳内デリバリ
ーもできるカプセルの開発、ナノカプセル化
した造影剤による脳疾患の早期発見など、臨
床への応用に繋がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
脳内移行型ナノカプセルの調製 
これまでに用いてきたタンパク質ナノカプ
セルHspG41Cの遺伝子をテンプレートとして、
その C末端に RVGペプチドモチーフを組み込
んだ。この組み替えナノカプセルを含むべく
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 1 mM の IPTG２を加えて組み替えタ
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
十分居懸濁させた。これをプローブ型超音波
照射装置でソニケーション (200W, 45 sec)
した。4℃で遠心分離 (20,000g, 20 min)し
た後、不溶性分画を除去した。 
 組み替えタンパク質の精製はHiLoad 26/10 
Q Sepharose HPTM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なった。塩濃
度グラジェンド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、TSKgelG4000SW 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
SDS-PAGE , MALDI-ToF 質量分析計によって確
認した。更に得たタンパク質の粒径を動的光
散乱法 (DLS)によって観察した。 
 
RVG ナノカプセルの機能評価 
(1) 細胞を用いた標的能の評価 
AchR が多く発現しているとの報告がある神
経芽細胞腫細胞である Neuro2a と、ネガティ
ブコントロールとしてヒト子宮頸がん細胞
である HeLa を用いた。AchR への標的能は、
フローサイトメトリー、及び共焦点顕微鏡に
よるナノカプセルの細胞内への取り込みに
より評価した。 
①フローサイトメトリ-法 
Neuro2a、HeLa をそれぞれ 2 × 105 , 1 × 105 
cells/well になるよう 24 well プレートに
播種後、翌日 Alexa Fluor 488 で標識したナ
ノカプセルを細胞に添加 (Alexa Fluor488終
濃度: 4 μM)、一時間インキュベートした。
インキュベート後、細胞を PBS にて洗浄し細
胞を回収した。回収した細胞を EC800 (Sony 
Biotechnology Inc.)により、フローサイト
メトリーによる解析を行なった。 
②共焦点顕微鏡を用いた検討 
Neuro2a、HeLa をそれぞれ 1 × 104 , 7.5 × 
103 cells/well になるようμ-slide chamber
に播種後、翌日 Alexa Fluor 488 で標識した
ナノカプセルを細胞に添加 (Alexa Fluor488
終濃度: 1 μM)、一時間インキュベートした。
インキュベート後、細胞を PBS にて洗浄、ホ
ルムアルデヒドで固定し、Pro Long Gold with 
DAPI を用いて封入した。オーバーナイト後、
共焦点顕微鏡 (FV1000-D: Olympus)を用いて
ナノカプセルの細胞内への取り込みを観察
した。 
 
(2) In vivo における標的能の評価 
ICR マウス (♂、4-5 週齢)のマウスに Alexa 
Fluor 750 で標識したナノカプセル (20 μM 
250 μl)をマウス尾静脈から投与した。投与
4時間後、IVIS Spectrumを用いてAlexa Fluor 
750 を検出することにより、ナノカプセルの



体内動態を評価した。撮影後、マウスを灌流
固定した。その後脳を回収し、1 mm のスライ
ス片とし、ex vivo イメージングを試みた。 
 
４．研究成果 
RVG ペプチド修飾ナノカプセルの発現と物性
評価 
 発現したペプチド修飾タンパク質はすべ
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、サイズ
交換クロマトグラフィーによる二段階の精
製法を行なった。SDS-PAGE, MALDI-ToF 質量
分析の結果から、高純度のタンパク質を得る
ことができた。更に得ることができたタンパ
ク質の粒径を DLS によって測定したところ、
ペプチド未修飾のタンパク質がおよそ 15 nm
であったのに対し、RVG ペプチド修飾タンパ
ク質は 21. 5 nm であった (Fig. 1)。また、
本タンパク質の表面電荷を測定したところ、
ペプチド未修飾のもので-15.56±1.60 (mV: 
n=6)に対して、RVG ペプチド修飾タンパク質
は-11.58±1.58 (mV: n=6)となり、ペプチド
修飾によって若干の電荷が上昇したことが
示された。以上これら結果より、精製によっ
て得ることができたタンパク質はナノカプ
セルとなり得ることが示された。 

 
RVG ペプチド修飾ナノカプセルの標的能の評
価 
 タンパク質ナノカプセルの内孔を蛍光色
素 Alexa Fluor 488 でラベル化したナノカプ
セルを用いて、RVG ペプチド修飾ナノカプセ
ルの標的能について検討した。RVG ペプチド
は AChR を認識することが報告されているこ
とから、AchR が高発現している Neuro2a と発
現が認められない HeLa を用いて比較検討を
行なった。フローサイトメトリーにより、本
ナノカプセルの細胞内取り込みを評価した
ところ、Neuro2a においてペプチド未修飾の
ナノカプセルと比較し、RVG ペプチド修飾ナ
ノカプセルを添加した群において、蛍光強度
の増強が確認された。一方で、HeLa に対して
は、ペプチド未修飾群の非特異的な蛍光強度
の増加が観察されたのに対して、RVG 修飾ナ
ノカプセルでは非特異的な取り込みが抑制
された(Fig. 2)。 

  
更に共焦点顕微鏡によりRVGペプチド修飾
ナノカプセルの細胞内局在についても検討
した。RVG ペプチド修飾ナノカプセルは HeLa
に対してはほとんど細胞内には移行せず、
Neuro2a にのみ、顕著に細胞内に取り込まれ
ることが明らかとなった (Fig. 3)。また、
Neuro2a において、細胞内における蛍光がド
ット状であること、RVG ペプチド修飾ナノカ
プセルの表面電荷が負電荷であることから、
本ナノカプセルの細胞内取り込みにはエン
ドサイトーシスが関与することが示唆され
た。また、本ナノカプセルの細胞毒性に関し
ても検討したところ、従来型同様、顕著な細
胞毒性を示すことはなく、in vivo において
も適応可能であることが示唆された。 

 
In vivo における RVG ペプチド修飾ナノカプ
セルの脳への標的性の評価 
 細胞を用いた in vitro の実験系において
本 RVG ペプチド修飾ナノカプセルは AchR 特
異的であることが示された。そこで健常マウ
スに本ナノカプセルを投与することで、生体
における脳への標的性について評価した。投
与 4時間後、マウスの脳周辺に対するナノカ
プセルの集積性をIVISにより観察した結果、
RVG ペプチド修飾ナノカプセルは頭部に集積
することが明らかとなった。また血流ではな
く、実際に脳組織に集積しているかどうかを
検討するため、灌流固定を施し、脳組織を取
り出してイメージングを試みた。結果、in 
vivo イメージングの結果と同様、RVG ペプチ
ド修飾ナノカプセルは顕著に脳組織に集積
しており、また脳組織を 1 mm にスライスし
同様の方法で観察を試みたところ、ペプチド
修飾ナノカプセルは脳組織内部に移行して



いることが明らかとなった (Fig. 4)。RVG ペ
プチドのレセプターである AchR は脳血管に
も高発現していることが報告されているこ
とから、本結果は血管を介してトランスサイ
トーシスなどの経路によって脳内に移行し
ていることが考えられる。しかしながら、本
ナノカプセルの脳への移行メカニズムに関
して、はっきりとしたことは不明なままであ
り今後の課題として残ることとなった。 
また、本ナノカプセルの安全性についても
検討を行なった。血液を回収し、生化学的な
パラメータにより評価を行なったところ、顕
著な毒性を示すことはなく、生体への応用が
可能であることが示唆されることとなった 
(Table. 1)。 

 以上、本研究によって開発された脳内移行
型ナノカプセルは、20 nm という従来型と同
様ナノレベルを維持したナノ粒子でありな
がら、脳へ標的性を有する優れたナノキャリ
アとなり得ることが示唆された。今回開発さ
れたナノカプセルは、脳への移行性を有する
キャリアとして有用であることが期待され、
MRI 造影剤やその他治療薬物を搭載可能なナ
ノキャリア開発への応用に繋がるものと考
えられる。 
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