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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(Mj285)である。このタンパク質は分子量 16.5KDa のタン
パク質 24 個が自己組織化することにより、内孔を有する球状構造体を形成している。厳格
な立体構造と、隣接するタンパク質との強固な疎水性相互作用のために、このナノ構造体は
非常に安定である。また構造体の内孔は疎水性のアミノ酸残基が配向しており、抗癌剤を含
む多くの疎水性薬物を内包することが可能である。 
 そこで本研究では、このナノ構造体をドラッグキャリアとして利用し、その内孔に抗癌剤
を固定化した新しい薬物送達システムを開発する。今回は上記のナノカプセルの細胞への軽
質転換の機序と酸性オルガネラでの薬物放出挙動について報告する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  This study describes the applications of a naturally occurring small heat shock protein (Hsp) that forms 

a cage-like structure to act as a drug carrier. Mutant Hsp cages (HspG41C) were expressed in Escherichia 

coli by substituting glycine 41 located inside the cage with a cysteine residue to allow conjugation with a 

fluorophore or a drug. The HspG41C cages were taken up by various cancer cell lines, mainly through 

clathrin-mediated endocytosis. The cages were detected in acidic organelles (endosomes/lysosomes) for at 

least 48 hours, but none were detected in the mitochondria or nuclei. To generate HspG41C cages carrying 

doxorubicin (DOX), an anticancer agent, the HspG41C cages and DOX were conjugated using acid-labile 

hydrazone linkers. The release of DOX from HspG41C cages was accelerated at pH 5.0, but was negligible at 

pH 7.2. The cytotoxic effects of HspG41C–DOX against Suit-2 and HepG2 cells were slightly weaker than 

those of free DOX, but the effects were almost identical in Huh-7 cells. Considering the relatively low 

release of DOX from HspG41C–DOX, HspG41C–DOX exhibited comparable activity towards HepG2 and 

Suit-2 cells and slightly stronger cytotoxicity towards Huh-7 cells than free DOX.  
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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。 
 従来の細胞ターゲティングは標的細胞
表面に存在するマーカー分子を狙ったも
のである。この戦略は臓器選択性等の発
現には効果的である反面、疾患細胞特異
的な表面マーカー分子が容易に存在しな
いため、特に組織内に疾患細胞と正常細
胞が混在する病巣においては、その特異
性が期待通りには発揮されない。そこで
本研究では異常細胞表面に発現する特異
的なアンテナ分子を標的とする従来のタ
ーゲティングに加えて、さらに細胞シグ
ナルの異常に基づく薬物放出システムを
付加する。つまり細胞選択性を細胞内に
薬物や遺伝子が入った後で、その活性の
発揮を標的細胞シグナルで行うものであ
り、独自の薬物送達概念である｡この二重
の選択性によってDDSキャリアとしての
特異性は格段に向上することが期待され
る。 
 また一方で、カプセルに内包した薬物
を如何にして放出するか､についても十
分な検討が必要である。タンパク質ナノ
カプセルは生体温度付近では極めてリジ
ットな構造を有するため、内部に固定化
した薬物をリリースするための何らかの
工夫が必要である。特に副作用の低減を
目指すためには、投与後、血中で漏れ出
すことなく､標的細胞の中のみで放出さ
れる機序を構築する必要が有る。 
 
 

２．研究の目的 
 この新しい概念を実現するためのキャ
リアが、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。前
年度までに、その C 末端に HBV の肝細胞
への感染時に使われるタンパク質 PreS1
を遺伝子レベルで付与することで in vitro
における肝臓特異性を大幅に向上させる
ことに成功している。そこで本年度は、カ
プセル内孔の N 末端領域にポイントミュ
ーテーションを導入し、そこに抗癌剤をバ
イオコンジュゲートさせる方法を検討す
る。さらにその抗癌剤には酸性条件下で解
裂するリンカーを導入することで、細胞内
の酸性オルガネラでのみ抗癌剤をリリー
スする機構を構築する。このユニークな材
料と新しいコンセプトに基づくターゲテ
ィングと薬物リリースにより、我々は薬物
治療効果の向上と患者の QOL 改善を目指
している。 
 
 
３．研究の方法 
ナノカプセルの発現と精製 
 ナノカプセルHspG41Cの遺伝子を定法に
したがって発現ベクターpET21aに挿入した。
DNAシークエンシングで遺伝子配列を確認
した後、組み換えベクターpET-HSPG41Cを大
腸菌株BL21gold(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。 
 



ドキソルビシン-マレイミド ヒドラゾン誘
導体（DOX-EMCH）の合成 
 ドキソルビシン塩酸塩 DOX (25 mg, 43 
μmol) と EMCH (44 mg, 129 μmol)を 12ml の
メタノールに溶解した。これにパスツールピ
ペットを使って、二滴のトリフルオロ酢酸を
加えた。遮光下において、そのまま室温で一
昼夜攪拌した。エバポレーションによって反
応溶液を 1ml に濃縮し、酢酸エチルから三回
再結晶させた。結晶物を回収し、真空乾燥し
た。生成物は 1H-NMR によって同定した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DOX-EMCH のナノカプセルへの内包  
 HspG41C ナノカプセル(3.2mg)各ナノカプ
セルを リン酸緩衝液(pH 7.2) に溶解し､こ
れの DOX-EMCH（0.6mg）を加え室温で 2 時間
攪拌した。さらに 4℃で 22 時間放置した後、
未反応の DOX-EMCH を限外濾過によって精製
した。DOX-EMCH 内包ナノカプセルの粒径を動
的光散乱（DLS）で分析したところ、内包の
前後でそのサイズ(約 12nm)に大きな変化は
観察されなかった。 
 
  
４．研究成果 
ナノカプセルの細胞毒性と細胞への取込    
 細胞実験に先立って、ナノカプセルの細胞
毒性を調べたところ、0〜100 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（図 2）。 
 また Alexa488 でラベル化したナノカプセ
ルを各種細胞に投与したころ（1uM）、24 時間
をと長時間を要するものの、様々な細胞株に
形質転換されることが示された（図 3）恐ら
くナノカプセルはエンドサイトーシスによ
って細胞内へ取り込みまれ田ものと推察さ
れる。一般的にエンドサイトーシスの経路は、
クラスリン依存性、カベオラ依存性、マクロ
ピノサイトーシス、そしてクラスリン-カベ
オラ非依存性の四つに分類される。ナノカプ
セルの取り込み機序を明らかにするために、
各種のエンドサイトーシス阻害剤を用いた
阻害実験を行った。実験には、CPZ(クラスリ
ン依存型エンドサイトーシス阻害剤)、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amiloride（マクロピノサイトーシス阻害剤）、
Filipin III（カベオラ依存性エンドサイト
ーシス阻害剤）の三種の薬剤を使用した。こ
の結果、ナノカプセルの投与前に細胞を
Amiloride（500uM）、あるいは Filipin III
（15uM）で処理することにより、その後のナ
ノカプセルの取り込みはそれぞれ 8％および
19％減少した。一方、CPZ（28uM）の添加で
は、ナノカプセルの取り込みは 42％もの大幅
な減少が観察され、さらに三種の阻害剤を同
時に添加した際には 52％の阻害効果が示さ
れた。これらの結果は、ナノカプセルの細胞
への形質転換がクラスリン依存型エンドサ
イトーシスによるものであることを示唆し
ている。 

図2 ナノカプセルの細胞毒性 

図1 DOX-EMCHの合成スキーム 

図3 各種細胞によるナノカプセルの取り込み



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞内におけるナノカプセルの局在  
 エンドサイトーシスにより細胞内に取り
込まれたナノカプセルの局在を共焦点顕微
鏡によって観察した（図 5）。この結果、
Alexa488 でラベル化したナノカプセル
HspG41C は、培地に投与して 24 時間後にエン
ドソームあるいはライソソームに集積しは
じめることが分かった。さらに培養を継続し
48 時間後には、ほとんどのナノカプセルがエ
ンドソームあるいはライソソームに局在し
た。またナノカプセルのごく一部はミトコン
ドリアにも観察された。恐らくエンドソーム
からの離脱にはミトコンドリアへの集積が
必要であるためであろう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

DOX-EMCH 内包ナノカプセルからの環境応
答型薬剤放出  
 前述のプロトールにしたがって作成した
DOX-EMCH内包ナノカプセルを 0.2M クエン酸
緩衝液(pH5.0)あるいは 0.2M リン酸緩衝液
(pH7.2)に溶解し、終濃度を 52uM とした。こ
れらの溶液を 37℃で所定の時間放置し、カプ
セルから放出された DOX を限外濾過（MWCO 
100,000）によって精製し、溶液中に含まれ
る DOXを紫外可視分光光度計により定量した。 
この結果、その放出挙動は溶液の pH に依存
し、pH5.0 においては約 60％の DOX がナノカ
プセルから放出されることが分かった(図 6)。
一方、pH7.2 ではその放出量は 10％以下にと
どまった。これは DOX とナノカプセルをコン
ジュゲーとしているヒドラゾン結合が酸性
条件下で解裂したためであると推察される。
ナノカプセルが細胞内で局在した酸性オル
ガネラも pH4〜6 とされており、DOX-EMCH 内
包ナノカプセルはこれらの細胞小器官に集
積することによって、内包する抗癌剤 DOX を
放出することが期待される。今後は培養細胞
を用いた実験を引き続き実施し、ナノカプセ
ルを用いたドラッグデリバリーシステムの
開発を行う予定である。 
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発明の名称: 診断システム 
代表発明者   橋爪 誠  
出願番号: PCT/JP2011/070216 
出願日:2011-09-06 
公開日：2012-04-12 
公開番号：WO2012/046530 
 
〔その他〕 
・http://www.cmeit.org 
・http://camiku.kyushu-u.ac.jp 
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