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研究成果の概要（和文）：天然のDDS（薬物送達）ナノキャリアであるウイルスが進化の過程で獲得した（１）
免疫系による排除機能から逃げる強力なステルス能、（２）目的臓器・細胞への高い能動的標的化能、（３）目
的細胞内への効率的な侵入能、（４）薬剤が薬効を発揮するための細胞質内移行能などを担う機能ドメインを同
定し、これらの能力を併せ持つ「薬剤の生体内時空間的制御を精密に行うDDSナノキャリア」の開発を行った。
また、標的化分子の効率的選抜法、キャリア表面への精密提示法などの関連技術の開発も行った。

研究成果の概要（英文）：We have identified the functional domains that have been acquired by viruses
 (natural DDS (drug delivery system) nanocarriers) during the evolutionary process, such as 1) 
strong stealth to escape elimination by the immune system,2) high active targeting to target 
organs/cells, 3) efficient entry into target cells, and 4) intracytoplasmic transfer of drugs to 
exert their medicinal effects. We have developed novel DDS nanocarrier with these capabilities for 
precise in vivo spatiotemporal control of drugs. In addition, we have developed related 
technologies, such as efficient selection method of targeted molecules and precise presentation 
methods on the carrier surface.

研究分野： 細胞生物工学　薬物送達学　ウイルス学　ナノバイオテクノロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤の副作用を極力抑えつつ最大の治療効果を示すために、生体内で薬剤の時空間的制御を行うDDSナノキャリ
アが多数開発されているが、（１）ヒト免疫系による排除を回避して、（２）目的臓器や細胞に効率よく到達
し、（３）目的細胞内に効率的に侵入して、（４）薬効発揮の場である細胞質内に薬剤を移行させる全ての能力
を併せ持つものはない。本研究成果は、ウイルスの解析を通して、全ての能力を有するDDSナノキャリアを初め
て開発した点に学術的意義がある。また、本技術が実用化されれば、医療経済の改善にも大きく役立つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
薬剤の副作用を極力抑えつつ最大の治療効果を示すために、生体内で薬剤の時空間的制御を行
う DDS ナノキャリアが多数開発されてきたが、①ヒト免疫系による排除を回避して、②目的臓
器や細胞に効率よく到達し、③目的細胞内に効率的に侵入して、④薬効発揮の場である細胞質内
に薬剤を移行させる全ての能力を併せ持つものは研究開始時点で存在しなかった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）が上記４能力
を備えた天然の DDS ナノキャリアであり、2003 年に同ウ
イルスの外皮Ｌタンパク質から構成される中空ナノ粒子
（バイオナノカプセル；BNC）が同様な能力を有する可能
性が高いことを見出した。そこで、各能力を支えるＬタン
パク質内の機能ドメインを同定し、人工の DDS ナノキャ
リア（リポソーム等）に移植し、ウイルス並みの能力を付
与することを目指した（右図）。 
 
３．研究の方法 
（１）DDS ナノキャリアとして、出芽酵母で作成した BNC や
リポソームを使用した。Ｌタンパク質に含まれる各機能ドメインの解析は合成ペプチドを提示
したリポソームを使用した。In vitro での細胞取り込み実験は、蛍光標識 DDS ナノキャリアを、
主にヒト肝臓由来細胞に接触させて、共焦点レーザ顕微鏡で観察した。試作 DDS ナノキャリアの
In vivo（マウス）での動態評価は、主に近赤外蛍光色素を用いる非侵襲的観察により行った。 
（２）ナノ界面において機能ドメインの性能を 100%近く引き出すための精密整列提示法の評価
は、QCM 法によるアフィニティ測定、高速 AFM による直接観察で行った。 
（３）標的化分子の選抜には、標的化分子候補を提示する出芽酵母を、研究代表者が開発した全
自動１細胞単離解析装置により１細胞単位で分析して行った。 
 
４．研究成果 
（１）HBV のステルス化機構の解明： 
①Ｌタンパク質の Pre-S2 領域に重合アルブミン結合ドメイン（LLDPRVRGL）が存在し、ナノキャ
リア表面に血中アルブミンを纏うことにより、免疫系細胞による捕捉から逃れることを見出し
た（高木ら 2021; 岡本ら 2018; 2016）。 
②同ウイルスのエスケープ変異体が S 領域の部位特異的変異により、免疫系からの認識が弱く
なることも見出した(曽宮ら 2018）。 
③N末端がミリストイル化された Pre-S1 由来ペプチド（Myr47）に、非特異的細胞内取り込みを
阻害する活性があることを見出しており、新たなステルス化機構と考えられた（七原ら投稿中）。 
 
（２）新しい標的化機構の開発: 
①IgG により生体内標的化を行う Protein A 由来 Fc結合ドメイン（Ｚ）融合 BNC（ZZ-BNC）に加
え、IgM 等も提示できる Protein G 由来 Fc 結合ドメイン（Ｇ）および Protein L 由来 Fab 結合
ドメイン（Ｌ）融合 BNC（GL-BNC）を作成した（立松ら 2016）。 
②この GL-BNC は血液中イムノグロブリンにより重合し、生体内マクロファージへの積極的送達
に有効であった（李ら 2018）。 
③BNC 表層に新しい標的分子として、レクチン分子（飯嶋ら 2020）、サイトカイン受容体（飯嶋
ら 2016）、DNA アプタマー（飯嶋ら準備中）の提示に成功し、以下（３）の技術により、いずれ
もほぼ完全に立体障害を排して 100%近い機能を発揮できるようにした。 
 
（３）ナノレベル精密整列提示法の開発： 
①DDS ナノキャリア表面に標的化分子をランダムな方向性で固定するのは極めて非効率的な事
を示し、BNC の有効性を証明した（飯嶋と黒田 2017）。 
②脂質２重膜（リポソーム）ではなく、固相の DDS ナノキャリア表面にも BNC と同様に標的化分
子を提示する新しい手法を開発した（飯嶋ら 2020）。 
 
（４）HBV の細胞内侵入機構の解明： 
多くのウイルスは、効率的な宿主細胞の標的化のために、まず低親和性分子間で仮認識を行い、
次に高親和性分子間で本格的な認識を行う。 



①HBV は細胞表層 NTCP による高親和性認識の
前に、ヘパリン依存性の低親和性認識が必要で
あることを示し（曽宮ら 2016）、HBV 上の担当
ドメインを同定した（劉ら 2018：右図）。 
②細胞表層の低親和性分子の一部がスカベン
ジャー受容体（SR-B1）であることを見出し（小
出ら 2021; 藤田ら 2021）、その認識には特定の
糖鎖構造が必須であることも見出した（高松ら
2016）。 
 
（５）HBV の細胞質移行機構の解明： 
エンドサイトーシスにより取り込まれた BNC(HBV も同様)は、エンドソーム膜と膜融合して内包
物を細胞質に送出する必要がある。 
①今まで S領域と Pre-S2 領域の２か所に膜融合ドメインが報告されてきたが、それらよりも強
力なドメインを Pre-S1 領域に同定した。酸性条件で疎水性が上昇する新規膜融合ドメインで、
BNC の強力な物質送達能に寄与することを示した（劉ら 2016:上図）。 
②光感受性色素と siRNA を包含した DDS ナノキャリアを作成し、外部からの光照射により、積極
的かつピンポイントで siRNA 放出を可能にする方法を開発した（曽宮ら 2021; 特許登録済）。 
③DDS ナノキャリア内包物の細胞質内送達をリアルタイムで効率よく定量する測定法を開発し
た（曽宮と黒田 2021）。 
 
（６）In vivo での成果： 
これまでに開発した基礎技術を駆使した DDS ナノキャリアを作製し、マウスで評価した。 
①免疫の中枢を担う細胞である樹状細胞（DC 細胞）に、日本脳炎ウイルス抗原を包含した ZZ-
BNC に抗 CD11c 抗体を提示させて、マウスに IV 投与したところ、B細胞活性化（抗体産生誘導）
のみならず、T細胞活性化（細胞性免疫賦活化）も効率的に誘導し、飛躍的な感染防御脳の上昇
が認められ、新しいワクチンとしての可能性が示された（松尾ら 2018）。 
②抗がん剤シスプラチンを包含した BNC を、ヒト肝がんを保持するマウスに IV投与し、放射線
療法を併用したところ、非投与群と比べて劇的にがん縮小効果が観察され、肝臓がんの新しい放
射線併用薬剤治療の可能性が示された（Shin ら 2017）。 
③膜融合ペプチドを提示した BNC を、マウス子宮内に投与したところ、子宮体がん組織部に集中
的に集積することが見いだされ、レポーター遺伝子の発現も確認され、新しい子宮体がんの薬
剤・遺伝子治療の可能性が示された（小泉ら 2019）。 
④ビオチン標識したグラフトを大動脈内に留置されたマウスに、アビジン提示 BNC を IV 投与す
ると、速やかにグラフト周辺の大動脈組織に集積した。これは、再発を繰り返すグラフト設置済
大動脈瘤患者に対する新しい再発予防法の可能性が示された（吉村ら 2020）。 
⑤自然免疫を担う TLR7 のリガンドである Resiquimod(R848)を含有するリポソームに抗 EGFR 抗
体を提示させ、扁平上皮癌を有するマウスに IV 投与すると、がん微小環境でがん悪性化を担う
M2 マクロファージを、選択的にがん抑制を担う M1マクロファージに再教育した後、ファゴサイ
トーシスを活性化して、がん縮小を促すことを示した。この、新しい戦略は今後の癌治療におい
て有効である（李ら 2021）。 
⑥ZZ-BNC および GL-BNC の表層に抗体が整列提示することに着目し、既存の抗体医薬（例、トラ
スツマブ、セツキシマブ、カドサイラ）を BNC 表面に精密整列化させて、担癌マウスに IV投与
したところ、従来の約 10 分の１の抗体濃度で、同程度のがん縮小効果が認められた。これは、
ナノレベルでの抗体整列化技術により、抗体医薬の標的細胞認識を飛躍的に高めたものであり、
今後の抗体医薬開発の大きなヒントとなる（飯嶋ら 2019;特許申請済）。 
 
（７）本研究の過程で開発された関連技術等： 
①BNC のカプセル構造形成には真核生物の小胞体膜が必要なため、BNC は大腸菌でなく出芽酵母
で作成しているが簡便とは言い難い。そこで、BNC 欠失変異体を大腸菌で発現させたところ、大
腸菌の脂質成分を取り込んで BNC 様粒子を形成することを見出した。ただし、発現量は少なく、
物理的に不安定なため、その後の研究には使用していない（李ら 2017）。 
②ZZ-BNC はナノレベルで抗体整列化を達成するので、AFM のカンチレバーに ZZ-BNC を介して抗
体を固定すると、抗体分子の方向性が揃う。そのため、従来難しかった抗体・抗原反応の１分子
測定が容易になった（Kim ら 2020ab; 川村ら 2017;2016）。 
③ZZ-BNC によるナノレベルでの抗体整列化に伴い、なぜ抗体全体の親和性（アビディティ）が
上昇するのかを QCM を用いて解析した (野井ら 2020;2019)。 
④BNC と SR-B1 の相互作用解析の過程で、リポソームや BNC を哺乳類細胞（非マクロファージ細



胞も含む）がエンドサイトーシスで取り込むと、高い確率で脂肪滴が細胞内に形成することを見
出した（藤田ら 2019）。また、それらの細胞は、栄養飢餓になってもアポトーシス誘導が著しく
抑制されていた（日沼ら未発表）。DDS ナノキャリアに本来期待される効果ではないが、今後も
解析を継続する。 
 
(８)本研究成果に関する総説等： 
本研究期間において、国内外から依頼されて執筆した総説等の内訳は、日本語総説 10 報、英語
総説 3報である。 
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