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研究成果の概要（和文）：　ナノ粒子を用いて薬を患部に運ぶ製剤等の開発では、血中から速やかに消失することがし
ばしば問題となる。本研究では、長期間血中を流れる性質を持つ低分子ペプチドを探し出すことにした。まず、いろい
ろな種類の5つのアミノ酸からなるペプチドを表面に発現したファージ（ウイルスのようなもの）をマウスに投与した
。血液中を長く流れるファージには、この性質をもったペプチドがファージ表面に結合している。こうして、血液中を
長く流れる性質をファージに与えるペプチドが得られた。これらのペプチドを表面につけることにより、ナノ粒子を長
く血液中に留めることには成功しなかったが、これができれば、薬を患部だけに届けられる。

研究成果の概要（英文）：In the development of drug nanocarriers in drug delivery systems or recombinant pr
otein medicines, rapid blood clearance of these is frequently problematic. To overcome this rapid clearanc
e, we attemped to obtain petides having long circulating characteristic by use of phage-displayed peptide 
library that presenting 5 mer random peptides. After intravenous injection of the library, we selected lon
g circulating phages and identified long circulating peptides. Unfortunately, the circulating characterist
ics of drug nanocarriers was not improved by modifying the surface of them with the peptides. However, sin
ce cloned phages presenting these peptids showed quite long circulation in the bloodsteam of mice, we beli
eve that these peptides are useful for the development of DDS drugs or protein drugs.
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１．研究開始当初の背景 
近年、ナノ粒子を用いた DDS 製剤や組換
えタンパク質などの高分子医薬品の開発研
究が盛んに行われている。一方、ナノ DDS
製剤/タンパク質製剤の開発において、体内動
態の制御が高いハードルとなっている。これ
らの製剤の血中滞留性を、簡便にそして飛躍
的に向上させることができれば、創薬におけ
る多大な発展/展開が期待できる。この目的の
ために、現状ではナノ製剤やタンパク質製剤
等のポリエチレングリコール（PEG）化が主
流であり、多くの PEG化製剤が開発されてき
た。医薬品の血中滞留性の向上が、低分子プ
ローブの修飾で可能となれば創薬の歴史を
変える大発明となる。申請者らは以前にファ
ージディスプレイペプチドライブラリー(Ph. 
D. library)を用いて腫瘍新生血管を標的とす
るペプチドを単離することに成功したが、こ
のペプチドで修飾したリポソームは、細網内
皮系(reticuloendothelial system: RES)による捕
獲を回避することが明らかとなった。すなわ
ち、Ph. D. libraryの血液中への投与により、
免疫系や RES に捕獲されるファージは循環
中に除かれるため、得られるファージは RES
を回避する活性を伴うことになる。本研究で
はこの成果を基に、Ph. D. libraryを血液中に
投与し、長期間、血液中を循環するファージ
を濃縮/単離することにより、細網内皮系を回
避できるペプチドを単離することを目的と
し、タンパク質創薬、ナノ DDS 創薬等へ応
用できる画期的な方法論を構築する。 
 
２．研究の目的 
ナノ DDS 製剤/組換えタンパク質製剤等の
開発において、血中からの速いクリアランス
が問題となるが、現状ではポリエチレングリ
コール(PEG)修飾に代わる良い手法がない。
PEG 化は標的細胞との相互作用も抑えるた
めに、薬効の低下が懸念される。本研究は、
長期血中滞留性をファージに付与できる低
分子ペプチドをファージディスプレイペプ
チドライブラリーから選別し、これら高分子
製剤の長期血中滞留性を簡便に付与する方
法論を確立するという挑戦的研究である。具
体的には細網内皮系による捕獲を回避でき
るペプチドを探索し、目的のペプチドで修飾
したナノ DDS 製剤/組換えタンパク質製剤の
体内動態の検討から、本戦略の Proof of 
Concept を提出し、高分子医薬品の新たな創
薬基盤を確立する。 
低分子ペプチドの修飾によりナノ製剤/高
分子医薬品の長期血中滞留性が実現できれ
ば、薬剤の動態制御に PEG化以外の選択肢を
持つことが可能となる。ナノ製剤では PEG化
により標的細胞との相互作用も弱まるいわ
ゆる PEGディレンマが問題となっており、低
分子ペプチドではこのディレンマも解消で
きる可能性がある。さらに、組換えタンパク
質製剤に、遺伝子レベルでこのペプチド配列
をコードするＤＮＡ鎖を組み込むことで、簡

便に長期血中滞留性の付与が可能となれば、
タンパク質創薬が大きく前進する。本研究の
成功により、我が国発の技術が世界の創薬の
流れを大きく支援する可能性があると考え
る。 

 
３．研究の方法 
ファージディスプレイペプチドライブラリ
ーを用いた in vivo biopanningによりRES回避
能を有する長期血中滞留性ペプチド発現フ
ァージを選別する。クローニングしたファー
ジの動態等の解析に基づき、候補となるペプ
チドでリポソームを修飾し、その体内動態を
評価する。また、組換えタンパク質にペプチ
ドを融合し、タンパク質製剤への応用を試み
る。これらの検討から、高分子医薬品が異物
認識機構を回避できる新たな方法論を確立
し、創薬を支援する画期的な技術を世界に先
駆けて提案する。 
 
(1) RES 回避能を有する長期血中滞留性ペプ
チド発現ファージの探索 
RES 回避能を有する長期血中滞留性ペプチ
ドを得ることを目的に、M13ファージのコー
トタンパク質の先端に 5 merのランダムペプ
チドを発現したファージディスプレイペプ
チドライブラリーをマウスに尾静脈内投与
する。24時間後に血液中に残存するファージ
を回収し定量する。（予備検討によりランダ
ムライブラリーの回収率が 24 時間後に約
0.07％となるという結果を得ていることから、
この時間帯を設定した。） ペプチド発現フ
ァージを増幅し、in vivo biopanning法を繰り
返す。この方法を用いて、マクロファージ様
細胞が多く存在する肝臓、脾臓などの細胞内
皮系組織による捕獲を回避し、長期に渡り血
中を滞留するファージを選別する。 
 

(2) RES 回避能を有する長期血中滞留性ペプ
チドの単離・同定 
 上記の検討により、マウスにおける長期血
中滞留性を有するファージクローンを用い
て、再度、マウスにおける個々のファージク
ローンの血中滞留性を評価する。これにより
得られた候補ファージクローン（30 クロー
ン）のペプチドシークエンスを決定する。 
 
(3) 長期血中滞留性ペプチドのDDS創薬への
応用 
上記の検討を基に、長期血中滞留性ファー
ジから得られた候補となるアミノ酸配列の
ペプチドをナノ粒子（ここではリポソームを
用いる）に修飾し、その体内動態を評価する。
まず、候補ペプチドの絞り込みのために、候
補となる 5 merペプチドに Glyスペーサーを
介してパルミトイル基を導入した脂質誘導
体を合成し、リポソームに組込む。ペプチド
修飾リポソームを[H-3]コレステリルヘキサ
デシルエーテルで放射標識し血中滞留性と
組織分布を評価する。得られた結果を基に、



高い RES 回避能を有する数種のペプチドを
絞り込む。次にペプチド修飾リポソームと
PEG 修飾リポソームの体内動態と組織分布
を比較検討し、長期血中滞留性ペプチド配列
を決定する。 
ところで長期血中滞留性を有するナノ製
剤は、enhanced permeability and retention (EPR)
効果により固形がんに集積することが知ら
れている。そこでペプチド修飾リポソームを
用いた腫瘍のイメージングおよび抗がん剤
内封ペプチド修飾リポソームによる抗腫瘍
効果についても検討し、長期血中滞留性ペプ
チドの有用性を、創薬への応用の観点からも
実証する。また研究が順調に進んだ場合には、
組換えタンパク質の末端に長期血中滞留性
ペプチドを融合したタンパク質をコードし
た発現プラスミドを構築し、精製したタンパ
ク質を用いて体内動態を評価することも可
能と考えている。 
 
４．研究成果 
(1) 長期血中滞留性ペプチド発現ファージの
探索 
 まず予備検討として、長期血中滞留性ペプ
チドの探索に適切なファージディスプレイ
ランダムペプチドライブラリーの回収時間
を検討した。 

BALB/cマウスに、5 merペプチドを発現す
るファージライブラリーを 2.0×1011cfu 尾静
内脈に投与した。1, 3, 24, および 48 時間後
に血清サンプルを採取し、対数増殖期にある
大腸菌に加え、寒天培地プレート上でのコロ
ニー形成能から、ファージの回収率を評価し
た。それぞれの回収率は 34.4, 18.4, 0.068, 0％
であった。そこで、回収時間を 24 時間とし
た。 
バイオパニングを 5回行ったところ、回収
率は 15.8％となり、ランダムファージに比べ
て長期血中滞留性ファージが 232倍に濃縮さ
れた。 

 
(2) 長期血中滞留性ペプチドの単離・同定 
 上記ので得られたファージをクローン化
した。30クローンのシングルコロニーについ
て QLAprep spin M13キットを用いてファー
ジ ssDNAの抽出を行った。これらの DNA配
列を決定し（決定できたのは 29 クローン）、
アミノ酸配列を決定した。決定された配列を
表 1 に示した。29 個中 10 個のファージは
LTNKF のペプチドを発現していた。また。
AHTAK, YHNTF, TSGYA, AFNAA, EYKHT 
の配列は、複数のファージから得られた。こ
れら 6種のアミノ酸配列発現ファージクロー
ンを増殖させ、マウス投与 24 時間後の回収
率を調べた。結果は表 2に示した。 

AHTAK 発現ファージを用い、マウスにお
ける臓器分布を検討した。ファージ投与 3時
間後には、血中から 54.7％のファージが回収
された。臓器分布ではいずれの臓器でも 0.1％
injected dose/100 mg tissue以下であった。 

表 1 Amino acid sequences obtained from 
long circulating phage clones. 

 

表 2  Yield of selected phage clones. Phages 
carrying the peptide (2×1111 cfu) were injected 
into the tail vein of mice. The amount of phage 
recovered blood in terms of cfu. aThe yield is 
defined as the ratio of the phages circulated in 
blood to the injected phages in terms of cfu.b The 
ratio was expressed as magnification against 
control value obtained with random peptide 
expressing-phage. 

 
(3) 長期血中滞留性ペプチドのDDS創薬への
応用 
上記検討で、回収率の高かった 3種のペプチ
ドを選択し、Palmitoyl-GAHTAK、Palmitoyl- 
GLTNKF, Palmitoyl-GYHNTF を合成した。
Dipalmitoylphosphatidylcholine / Cholesterol / 
palmitoyl –peptide = 10 / 5 / 1 (モル比)でリポ
ソームを調製した。リポソームは extrusion法
により 100 nm にサイジングした。得られた
リポソームの性状を表 3に示す。 

表 3 Characteristics of peptide –modified 
liposomes 

 



次に安定性を検討したところ、YHNTF- 
liposomeにおいては、時間経過とともに凝集
性が観察されたため、検討から外すこととし
た。他の 2種のリポソームについて放射標識
リポソームを用いて体内動態を測定したと
ころ、AHTA-liposomeで脾臓への集積低下と、
血中滞留性向上が見られたが、肝臓への集積
が高く、さらなる工夫が必要と考えられた
（図 1）。 

 

 図 1. Biodistribution of 3H-labeled 
Peptide-modified liposomes in mice.  
Balb/c mice were i.v. injected with control 
liposome, AHTAK-liposome, or 
LTNKF-liposome. Twenty-four hours after 
injection, the mice were sacrificed and the 
radioactivity in each organ was determined 
(n=6). Data in the graph are represented as 
percentage of the injected dose per tissue 
and S.D. Significant difference: (vs. 
non-modify ; **, p<0.01 and ***, p<0.001). 
 
 最後に長期血中滞留性が知られる PEG 修
飾リポソームにおいても肝臓への集積が見ら
れることについて、Kupffer 細胞の関与を明
らかとする検討を加えた。 
 以上、ファージクローンレベルでは長期血
中滞留性に関与すると考えられるペプチドの
同定に成功した。しかしながら、このぺプチ
ドで修飾したリポソームでは、長期血中滞留
性の低下が見られた。今後は、さらなる検討
により、キャリア修飾によっても本性質の低
下の見られないペプチドを探索し、本研究目
的を達成したいと考えている。 
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