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研究成果の概要（和文）：　疎水性温度応答性ポリペプチドとポリアスパラギン酸の融合タンパク質が、加温に
より直径30 nm程度の均一なナノスフィアを形成することが明らかとなった。このナノスフィアは、分子設計に
より表面に任意の機能タンパク質を提示することが可能であり、内部は疎水性コアを形成するため、疎水性化合
物を容易に内包することができる。これを利用してがん細胞への特異的送達を行うため、表面に分子認識機能を
有する分子を提示し、内部には抗がん剤を包含したタンパク質ナノスフィアを構築した。これらタンパク質ナノ
スフィアは、がん細胞を特異的に認識することができ、がん細胞に到達後は内部の薬剤を放出し殺傷できること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, protein nanospheres were constructed for drug delivery system
 (DDS). Component proteins were consisting of hydrophobic thermo-responsive protein and 
poly-aspartic acids. This protein could be assembled and formed nanoapheres by mild heating. 
Molecular recognizing functional proteins could be displayed on the surface of nanospheres. On the 
other hand, hydrophobic anti-cancer drugs could be incorporated into the inside of nanospheres. 
These modified nanosphres could recognized cancer cells specifically, and kill cells by releasing 
anti-cancer drugs.

研究分野： タンパク質工学
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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 
医療の高度化に伴い、薬物の体内分布を時

空間的に制御して副作用を最低限に抑制し、
高精度なピンポイント治療を目指す DDS へ
の関心がますます高まっている。DDS におい
てターゲッティング能を賦与するためには、
標的指向性を有するキャリアに薬剤を保持
させ、目的部位に選択的に到達させる手法が
とられる。これまで DDS のキャリアとして
研究されているのは、リポソーム、合成ポリ
マー、磁性粒子など多岐にわたっているもの
の、生体分子のみを用いたキャリア構築はほ
とんど報告がない。生体分子、特にタンパク
質の利用により、タンパク質分子のみが達成
し得る極めて高度な機能を賦与したナノキ
ャリアが構築でき、より高度な治療・診断が
期待される。 
エラスチン由来のペプチドの繰り返し配

列(ELP)は、転移温度以上でコアセルベーシ
ョンという現象により可逆的に凝集するこ
とが知られている(J. Am. Chem. Soc., 113, 
4346, 1991)。しかし、形成される凝集塊は形
状、サイズの制御が困難であり、マイクロメ
ートルスケールの不定形な塊となる。代表者
らはこれまでの研究により、温度応答特性を
示すELPの一つである (GVGVP)nの末端に
ポリアスパラギン酸鎖(Dm)を連結したタン
パク質を転移温度以上に加熱すると、
(GVGVP)n 部位の可逆的凝集および Dm 部
位の静電的な反発により凝集体のサイズが
ある程度制御された構造体を作製できるこ
とを明らかにしてきた (Biomaterials, 30, 
3450, 2009)。しかし、がん細胞をターゲット
とする DDS キャリアとして資するには EPR 
(Enhanced Permeation and Retention) 効
果発現のために、粒径を 100 nm 以下にする
ことが望ましい。さらにターゲットとするが
ん組織の状況に応じて粒径を精密に制御で
きれば、例えば 30 nm 程度の粒径が必要とさ
れる繊維質な膵臓がんへの DDS も可能とな
る。また従来の粒子では通常 35℃付近に設定
される転移温度以下で粒子が崩壊してしま
うため、調製が難しいことや、生理的条件下
での粒子形状が不安定等の欠点があった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、粒径がナノメートルスケールで

精密に制御され、かつ高度に機能化された安
定なタンパク質ナノスフィアを構築し、その
生体内利用に向けての基礎的評価を行うと
ともに、がん細胞へのターゲッティングによ
り効果的ながんの治療・診断を行うことを目
的として行行った。 
本研究では、基本骨格となる繰り返し単位

配列を変化させることにより、加熱・冷却後
も粒子形状を安定に保持できるナノスフィ
アを構築した。そして、その粒子表面にはが
ん細胞特異的に結合する標的指向性分子を
提示し、粒子内部には薬剤を内包したナノキ
ャリアを作製し、がん細胞の殺傷を試みた。 

図 1 本研究の概念図 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質の設計および発現・精製 
ナノスフィアの基本構造となるタンパク

質は、(AVGVP)n とポリアスパラギン酸(Dm)
を遺伝子工学的に連結して作製した。このベ
クターを大腸菌に導入して組換え大腸菌を
作製し、タンパク質の発現・精製を行った。 
（２）動的光散乱による粒子径測定 
設計の狙い通りに、作製したタンパク質が

サイズ制御された粒子を形成するかどうか
を動的光散乱(DLS)により測定した。この際、
(AVGVP)n による温度特性を評価するため、そ
れぞれのタンパク質について温度を変化さ
せて粒子径を測定した。 
（３）電子顕微鏡による粒子の形態観察 
 ナノ粒子形成前後での形状、およびナノ粒
子の安定性を確認するため、低温（25℃）、
および高温（50℃）移行後、さらに低温（25℃）
に戻したときの形態を、透過型電子顕微鏡
（TEM）により観察した。 
（４）蛍光物質による粒子内部の状態変化観
察 
 周囲の環境から極性溶媒が減少する、ある
いは蛍光物質の動きが制限されると蛍光を
発する環境応答型の蛍光物質を使用して、温
度による(AVGVP)nDm 内部の変化を観察した。
まずタンパク質中に存在するLys残基を化学
結合により蛍光分子で標識し、温度を変化さ
せて蛍光強度を測定した。これにより
(AVGVP)n 部位が疎水性コアを有する粒子を
形成するかどうかを評価することができる。 
（５）タンパク質内部への疎水性分子取り込
みの基礎的評価 
 DDS への応用の可能性を探るため、疎水性
低分子化合物がタンパク質内部に取り込ま
れるかどうかを、疎水性蛍光プローブを用い
て評価した。 
（６）分子認識タンパク質導入による多機能
化ナノスフィアの構築 
薬剤を特定のがん細胞にデリバリするた

めには、DDS キャリアに分子認識能を賦与す
ることが重要である。そこで腫瘍細胞に過剰
発現する EGF (epidermal growth factor)レ
セプターをターゲットとするために、EGF と
(AVGVP)n との融合タンパク質を新たに構築
し、これを用いて粒子を作製することにより、
表面に腫瘍細胞ターゲッティング能を提示



したナノスフィアを作製した。この際、粒子
内部の疎水性コアに疎水性プローブ1, 8-ANS
を担持し、蛍光顕微鏡観察により腫瘍細胞へ
のターゲッティング能を評価した。 
（７）薬剤内包ナノスフィアによる殺細胞効
果の評価 
疎水性抗がん剤であるパクリタキセル

（PTX）を用いて、これを EGF 表面提示ナノ
スフィア内部に内包した。これを腫瘍細胞に
添加し、顕微鏡観察による細胞形態変化、お
よび細胞数計測により、殺細胞効果を評価し
た。また最終年度では、より汎用性の高いシ
ステムを目指し、iRGD ペプチドを提示したナ
ノ粒子を構築し、その評価を行った 
 
４．研究成果 
 本研究は、生体適合性、生分解性、生体吸
収性等に優れるタンパク質のみを構成成分
として、粒径がナノメートルスケールで精密
に制御され、かつ安定な構造を有する高機能
化タンパク質ナノスフィアを設計・構築し、
これをキャリアとして用いてがん細胞をタ
ーゲッティングするドラッグデリバリーシ
ステム(DDS)を開発することを目的として行
った。 
 本研究により、エラスチンの疎水性ドメイ
ンをモチーフとした温度応答性ポリペプチ
ド (AVGVP)n とポリアスパラギン酸 (Dm)の
融合タンパク質（AD）が、加温により直径 30  
nm 程度の均一なナノスフィアを形成するこ
とが明らかとなった。 

図 2 温度変化によるナノ粒子形成 
ADiR：AD に iRGD ペプチドを導入 

 
このナノスフィアは、分子設計により表面

に任意の機能タンパク質を提示することが
可能であり、一方内部は疎水性コアを形成す
るため、疎水性化合物を容易に内包すること
ができる。これを利用してがん細胞への特異
的送達を行うため、表面に EGF、抗体結合タ
ンパク質、DNA アプタマー、iRGD ペプチド等
様々な分子認識機能を有する分子を提示し、
内部には抗がん剤を包含したタンパク質ナ
ノスフィアを構築した。これらタンパク質ナ
ノスフィアは、がん細胞を特異的に認識する
ことができ、がん細胞に到達後は内部の薬剤
を放出し殺傷できることが明らかとなった。 
最終年度で構築した iRGD ペプチドは、細

胞接着配列 RGDと組織透過性配列 CendR を組
み合わせた環状ペプチドである。iRGD ペプチ

ドを表面提示、抗がん剤 PTX を内包したタン
パク質ナノスフィアを、RGD のターゲットで
あるインテグリンを過剰発現しているがん
細胞に添加した。その結果、細胞死が顕著に
促進され、構築したナノスフィアががん細胞
に対する優れた標的能と細胞内輸送能を有
し、DDS キャリアとして高い性能を有するこ
とが明らかとなった。 

図 3 PTX 内包ナノ粒子による細胞死誘導 
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