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研究成果の概要（和文）：フェリチン分子に含まれるHとLサブユニットの割合を、プラスミドを変えることで調
整できることを示した。HとLの割合は、ある程度の分布をもって発現され、陰イオン交換樹脂MonoQによりある
程度分離することができた。フェリチンにより生成したナノ粒子はLサブユニットだけの場合が特に優れている
ことがわかった。Hサブユニットが含まれるとフェリチンの空洞内部を十分埋めるようなナノ粒子ができにくい
ことが確認された。
Lサブユニットフェリチンで作製したマグネタイトナノ粒子を3.0MHzの交流磁場中（磁場0.5mT）においたとこ
ろ、2分間で20℃の温度上昇がみられ、温熱療法に使えることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Nano-size ferromagnetic particles produce heat in an alternating magnetic 
field due to magnetic energy dissipation during magnetic dipole relaxation. Apoferritin is known to 
produce magnetite nanoparticle in its cavity. We amid to utilize this magnetite nanoparticle for 
hyperthermia therapy. Magnetite nanoparticles were synthesized using several kinds of apoferritin, 
homo L-subunit apoferritin (L-ferritin) and hetero-assembly of H-subunit and L-subunits. The 
crystallinity of magnetite nanoparticles was highest in recombinant L-ferritin. Heat generation by 
nanoparticles in alternating magnetic field was investigated. We succeeded to increase temperature 
of 30mg/mL L-ferritin solution up to 20 degree-C from room temperature in alternating magnetic field
 of 0.5 mT, 3.0 MHz. We also synthesized apoferritin with aptamer which bind to integrin of cancer 
cell, and confirmed this ferritin bind to HeLa cell. We found deformation of HeLa cell after treated
 in altering magnetic field.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フェリチンの殻中にマグネタイトナノ粒子単結晶を成長させるには、鉄酸化部位をもたないLサブユニットだけ
で構成されるようにして、できるだけ種結晶の生成を抑える必要があることを示した。無機物の単結晶はタンパ
ク質の殻に囲まれており、生体適合性が高く医療への応用が期待できる。一つの応用としてこの粒子を高周波磁
場中に置くことで発熱することを示したことは、温熱療法の発展に大きく寄与できると考えられる。特にフェリ
チンを遺伝子操作することで癌細胞に特異的に結合するようにできるので、磁性体ナノ粒子を集中的に癌細胞に
集めることができ発熱効果が大きくなることが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
フェリチンは、体内では鉄を主に取り込むが、試験管内では鉄以外の様々な無機物を取り込み
ナノ粒子とすることを我々や他の研究グループが報告してきた。適当な溶液条件にすることで
空洞内部に無機物のナノ粒子を形成することができる。ナノ粒子の成長は空洞の大きさで制限
され、最終的に粒径のそろった粒子となる。また外側をタンパク質に囲まれているのでナノ粒子
同士の凝集を防ぐことができる。我々は、鉄酸化活性部位を持たないサブユニットで構成された
リコンビナントフェリチン(L-ferritin)を利用し、酸化剤の無い条件でゆっくり合成することに
より単結晶で粒径の揃った magneto-ferritin を作ることができた（科研費基盤研究(C)  H25-
H27 課題番号 25390020「単結晶ナノ粒子生成容器としてのタンパク質構造の最適化」）。しかし
ながら、合成時間がかかることや収率が悪いことがあり、改善の必要性があった。 
 
２．研究の目的 
当該研究ではフェリチンの空洞中に希土類や磁性ナノ粒子を作製し、磁気共鳴画像のコントラ
スト造影剤、発光性分子標識、または温熱療法への応用を目指す。特に磁性体ナノ粒子では粒子
の結晶性を改善することで造影剤としての効果や高周波による加熱の効率が向上すると考える。
また、フェリチンの遺伝子を改変することによりフェリチン外壁に腫瘍細胞に特異的に結合す
るペプチド（アプタマー）を付加することが可能であるので、患部の可視化と温熱療法の両面か
ら医学的な応用につなげる予定である。 
 当該研究ではフェリチンを用いて作製した様々なナノ粒子を、タンパク質の外殻を持つ特徴
を生かして医療に結びつけるための基礎研究をおこなうことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 実験に使用したフェリチンの Lサブユニット遺伝子(fer0)はウマ肝臓の cDNAより抽出した 1)。
ウマ Hサブユニット遺伝子(HoHF)は文献による配列 2)をもとに合成した。 
当初はフェリチンで生成した希土類元素と酸化鉄ナノ粒子について応用につなげることを計画
していたが、コロナ禍により研究環境が悪化して時間的な問題が生じたので、酸化鉄（マグネタ
イト）に関連した以下の 4テーマに絞って研究を行った。 
(1) フェリチンの 24サブユニットのうち小数の Hサブユニットを含む分子を生成する。 

これまでの研究で L サブユニットだけで構成されるリコンビナントフェリチンを用いて、
ゆっくり自然酸化を行うと結晶性の良いマグネタイトナノ粒子ができることがわかってい
た。効率よく生成する方法として 24 個のうち１個だけ Hサブユニットを導入することを考
えた。単一点から結晶成長が始まるので効率よく単結晶ナノ粒子ができると予想した。この
ためにプラスミドのマルチクローニングサイトを使って HL 混合フェリチンの作製を行っ
た。HL 混合フェリチンは様々なプラスミドを用いて作製したたが、以下の 4 種類の方法を
報告する。 
A) pETDuet のマルチクローニングサイト(MCS1)に L サブユニット(fer0)、マルチクロー

ニングサイト(MCS2)に Hサブユニット(HoHF)の遺伝子を導入した(HL-fer1)。 
B) Lサブユニットの比率を上げるために pETDuetよりコピー数の多い pRSFDuetに Lサブ

ユニットの遺伝子を組み込み、pACYCDuet に H サブユニットを組み込み同時に形質変
換にもちいて共発現させた(HL-fer4)。 

C) pETDuetの MCS1に Hサブユニット、MCS2に Lサブユニットを入れて形質変換した(HL-
fer6)。単一プラスミドでの効果を試した。 

D) B)でも Hサブユニットが多いので、さらに pETDuetに２つの Lフェリチン遺伝子を導
入し、pACYDuetに Hフェリチンと Lフェリチンの遺伝子を導入して、これらのプラス
ミドを共発現させた（HL-fer7）。フェリチンの精製を精密にするため、Hサブユニット
N 端に strept-tagを付けてアフィニティクロマトグラフィで精製した。 

分子の確認は Native-PAGE、電子顕微鏡、超遠心法によった。 
(2) (1)で作製したフェリチンを使い、マグネタイトナノ粒子を生成させる。これらのナノ粒子

を使い鉄の酸化速度を 310nm の光の吸収で測定する。またその結果得られたナノ粒子の結
晶性を高分解能電子顕微鏡および粉末 X線回折で調べる。 
A) 酸化速度の測定 
硫酸アンモニウム鉄 0.8mM、HEPES 100mM (pH 6.8)でのフェリチンによる鉄の酸化を波
長 310nmにおいて計測する。 

B) マグネタイトナノ粒子の生成は 60℃においてアルゴンガス中で硫酸アンモニウム鉄
を徐々に加えて作製した。 

(3) フェリチン Lサブユニット（fer8:fer0の N 端 8 残基を取り除いた）の N 端に、インテグリ

ンavb3に結合することが知られている RGDペプチド(CDCRGDCFC) を付加する 3)。N 端は分

子表面にでるので、アプタマーが 24 本外に出ることになる。このフェリチンを RGD-ferと

呼ぶ。インテグリンavb3は特に癌細胞の表面に多く発現することが知られており、マグネ

タイトナノ粒子を内包したフェリチンを癌細胞に結合させ、高周波磁場のもとで加熱して



温熱療法に応用する。 

癌細胞(HeLa細胞)との結合は蛍光抗体法により確認した。1次抗体として anti-ferritin light 
chain antibody rabbit (Abcam: ab69090, 1mg/mL)、2 次抗体として rabbit/IgG fluor488 
(Abcam: ab15077, 2mg/mL)を使用した。 

(4) ソレノイド中にマグネタイト微粒子を含む試料を置いて高周波磁場をかけ、温度上昇を確

認する。 

ソレノイドは直径 11 mm、長さ 44 mm、36回巻きを自作した。200 kH から 2MHz でのソ

レノイドのインダクタンスはほぼ 2 µH であった。ファンクションゼネレータ（山脇電

子 AFG2105）からの正弦波出力をパワーアンプ（岩通 IM3570）を通して直列共振回路に流

した。直列回路のコンデンサが 1 nF のとき共振周波数は 3.04 MHz、92 nF のとき 270 kHz
であった。交流での磁場強度は測定器の限界で 20 kHz までしか計測できないが、電流と磁

場強度の関係は直流とほぼ同じであったので、電流値で磁場強度を見積もり、1 A流しとき、

1 mT となった。温度は磁場中でも計測できる光ファイバー温度計（安立計器 FL-2000）を

用いた。試料は試薬の Fe3O4（関東化学）を乳鉢で粉砕した後、53 µｍのメッシュを通し、

100 mgを 1.5 mLの水に懸濁した。また、マグネトフェリチンは L-ferで作製した試料 30 

mg/mLを用いた。ガラス管(10φ)中に試料 1.5 mLを入れ、ソレノイドに差し込んで温度上

昇を測定した。 

癌細胞との相互作用は HeLa 細胞5 × 10!/𝑚𝐿中に 0.11 mg/mL のフェリチン溶液をくわえ

て 3 MHz で 2 分間交流磁場中においた。細胞の変化を位相差顕微鏡およびフローサイトメ

トリで検証した。 
 
４．研究成果 
(1) ① 粗精製した HL-fer1の高分解能陰イオン交換樹脂 MonoQからの流出は２つのピークを示

した。各フラクションの SDS-PAGEでは、各サブユニットの含有率は連続的に変化しており、
流出が遅いほど Hサブユニットが多く含まれていることがわかった。Native 電気泳動では、
単一バンドになっており、Hと Lが混合した１分子をなしていることがわかった。SDS-PAGE
のバンド濃度測定より Lと Hの比率が前のピークでは L:H=11:13、後のピークでは L:H=9:15
であり H サブユニットが半分以上含まれることがわかった。さらに HL-fer1 が単一分子で
あることを確証するために、後のピーク付近のフラクションを超遠心法により沈降速度測定
をした。沈降速度の測定は有坂文雄博士（JTE バルテック）に依頼した。沈降定数は HL-fer1
は S=18.8で単一ピークとなった。また、同時に計測した S 値は H-ferで 19.9、L-ferで 17.0
であり文献値と一致していた 4)。S 値から Lと Hの比を計算すると L:H=9:15となった。これ
は SDS バンドの濃度比から計算した値とほぼ一致しており、超遠心法での測定もフェリチン
は単一分子の HL 混合体であることが確認された。 
②粗精製した HL-fer4の MonoQからの流出パターンは 3つのピークを示したが、各フラクシ
ョンの SDS-PAGE より L と H の含有量は連続的に変化していることがわかった。1 番目のピ
ークでは Lと Hの比率は L:H=20:4であった。HL-fer1より Lサブユニットを多く含むフェ
リチンが得られた。 
③pETDuetの MCS1に HoHF、MCS2に fer0を組み込んだ(HL-fer6)。HL-fer1のように 2つの
ピークが認められるが、Hと Lの含有率はフラクションごとに連続的に変化していた。SDS-
PAGE濃度測定から 2番目のピークでは L:H=16:8であり HL-fer4より Hの含量が多かった。
単一のプラスミドでは Hの含量を少なくすることが難しいことがわかった。酸化実験には 2
番目のピークを用いた。 
④アフィニティクロマトからの流出フラクションを SDS-PAGEで調べたところ Hは分子当た
り 2 個程度入っていることがわかった。精製した HL-fer1、HL-fer4、HL-fer6、HL-fer7は
電子顕微鏡でフェリチン特有の球殻状の分子が確認された。 
 
以上の結果から H サブユニットの含有率は HL-fer1、
HL-fer4、HL-fer6、HL-fer7 それぞれ 63%、17%、33%、
8%となった。HL-fer7では 24サブユニットのうち 1、2
個が Hサブユニットである。また、2つのプラスミドを
共発現させてもフェリチンは H と L が混じった 1 分子
を形成することがわかった。 
 

(2) ①サブユニットの違いによる酸化速度の変化を測定し
た。 
精製したHL-fer4, HL-fer6およびリコンビナントL (L-
fer), H(H-fer)について酸化速度の測定を行った。(1)
での実験から H-ferサブユニットの含有量は H-fer、HL-
fer6、HL-fer4、L-fer それぞれ 100%、33%、17%、0%と

 
図 1 酸化速度の測定 

H 



なっているが、酸化速度も Hサブユニットの含有量に対応していることが確認された（図 1）。 
② Hサブユニットを含むフェリチン HL-fer4, HL-fer6, HL-fer7を用いて、ナノ粒子を形
成させ、低倍(50,000倍)の電子顕微鏡像（無染色）を比較すると HL-fer4、HL-fer6、HL-fer7
もナノ粒子は形成しているが、フェリチンの空洞を満たしていない小さな粒子が比較的多く
見られた(図２)。原因はよくわからないが、空洞内の環境が Lサブユニットだけの方が結晶
が成長しやすいと考えられる。ナノ粒子の結晶性を高分解能の電子顕微鏡写真で比較したと
ころ図 3上段のように L-ferには単結晶のナノ粒子が多く含まれていた。HL-fer4では単結
晶の粒子も見られたが、図 3 下段のように複数のドメインがある多結晶となっている粒子も
見られた。また図 2で示したように Hサブユニットを含むフェリチンでは粒子の大きさもバ
ラツキが大きく Hサブユニットを含ませるメリットを認めることはできなかった。 

 
(3) RGD-ferと HeLa細胞のとの結

合性は蛍光抗体法に確認した。
RGD-fer を HeLa 細胞に作用さ
せ、フェリチンの蛍光抗体によ
り観察すると HeLa細胞に RGD-
fer が結合していくことが確
認された（図 4 上段）。RGD ペ
プチドを付加していないフェ
リチン(L-fer)は細胞に結合し
ないことも確認された（図 4 下
段）。これにより RGD-fer は
HeLa 細胞と特異的に結合する
ことが確認された。 
RGD ペプチドはシステインが
4 残基含まれているため、RGD-
ferは凝集しやく、精製は濃度
を薄めて還元剤(DTT5mM 存在
下で行った)ためか、他のフェ
リチンに比較してナノ粒子の
形成状態は悪かった。 
 

    
図 2 各種フェリチンで合成したマグネタイトナノ粒子の低倍電子顕微鏡像 
左から L-fer、HL-fer4、HL-fer6、HL-fer7 のフェリチンで合成したナノ粒子 

 
図 3 フェリチンにより合成したナノ粒子の高分解能電子顕微鏡像 
上段は L-fer、下段は HL-fer4 を用いて合成したナノ粒子 

L-fer 

  
図 4 蛍光抗体法による RGD-fer の特異性の確認 

L-fer 



(4) マグネタイト微粒子による加熱実験 
Fe3O4、L-fer によるマグネタイトナノ粒子(30 mg/mL)、
水、それぞれについて 3 MHz、電流 0.5A で温度変化を測

定した。図 5 に示すようにフェリチンで作製したナノ粒子

は 2 分間で約 20℃の温度上昇が見られ、濃度を考えれば

マグネタイト微粒子と同程度の発熱が得られた。マグネ

トフェリチンによる発熱は 3 回独立した実験で測定し

たが、毎回の結果はバラツキがあったので、実験条件が

確かであった 1 例のみを掲載した。発熱の主な原因が

粒子自体の回転緩和か磁気モーメントの回転緩和によ

る損失かで最適周波数が決まるはずであるが 5)、最適周

波数を決めることは今後の課題となった。 
ナノ粒子を RDG-fer に形成させ、HeLa 細胞に作用さ

せて高周波磁場中においてその細胞の形態変化をサイトフローメトリで計測した。HeLa
細胞5 × 10!/𝑚𝐿中に 0.11 mg/mL のフェリチン溶液をくわえて 3 MHz で 2 分間交流磁

場中においた。フローサイトメトリは平岡和佳子博士（明治大学）によった。実験は①

HeLa 細胞（高周波処理なし）、②HeLa 細胞（高周波処理）、③HeLa 細胞＋マグネタ

イトナノ粒子内包 L-fer（高周波処理）、④HeLa 細胞＋マグネタイトナノ粒子内包 RGD-
fer（高周波処理）を比較した。位相差顕微鏡での目視でははっきりした細胞形態変化は

見られなかったが、フローサイトメトリの横散乱の割合は①から④がそれぞれ 86.2、83.3、
81.3、71.3 となり、RGD-fer を作用させた細胞には横散乱の大きさは優位な変化があっ

た。横散乱の割合は細胞の形状を表しているので、RGD-fer を結合させた HeLa 細胞は

2 分間の高周波磁場照射で形態変化をしたと考えられる。RGD-fer に内包されたナノ粒

子は十分な大きさ、結晶性をもっていなかったので、この点を改良すれば温熱療法に十

分使えると考えられる。 
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