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研究成果の概要（和文）：MRI(Magnetic Resonance Imaging)は空間分解能と非侵襲という利点を持つ反面、疾
患部位の検出感度が不利な点を有する。本研究ではMRI診断の精度と感度を向上させ、患部の微少環境を可視化
し、病態の機能診断を可能とする新しい機能性MRIナノ造影剤の開発を目指した。タンパク質ナノカプセルをMRI
ナノ造影剤のベースとして、腫瘍選択性をもつiRGD ペプチドをナノカプセル表面に組み込み、ガドリニウム分
子を内部に内包させ。このナノカプセルを尾静脈投与すると担癌マウスの癌組織をMRIにより検出可能であるこ
とを確認した。またこのナノカプセルには細胞毒性がほぼないことも確認した。

研究成果の概要（英文）：MRI (Magnetic Resonance Imaging) has the advantage of spatial resolution and
 non-invasiveness, but it has the disadvantage of sensitivity in detecting disease sites. In this 
study, we investigated to develop a new functional MRI nano-contrast agent that can improve the 
accuracy and sensitivity of MRI diagnosis, visualize the microenvironment of the tumor, and enable 
functional diagnosis of pathological conditions. Protein nanocapsules were used as the base of the 
MRI nanocontrast agent, and tumor-selective iRGD peptides were incorporated into the surface of the 
nanocapsules and gadolinium molecules were encapsulated inside. When the nanocapsules were 
administered to tumor-bearing mice , it was confirmed that the tumor could be detected using MRI. We
 also confirmed that the nanocapsules were almost free of cytotoxicity.

研究分野：生体機能材料
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノカプセルは細胞毒性が低く、その体内動態は特に指向性もなく1時間程度で腎排出されることが分かってい
るが、今回、分子イメージング技術を用いてカプセル表面に腫瘍特異性iRGDペプチドを提示することで、MRIに
より病変部位の検出が可能となった。このナノ造影剤を用いることによって、超早期画像診断の実現や、これま
で組織レベルまで拡大進行した病変しか検出できなかった画像診断を、細胞から分子レベルの病変で見いだす
MRIの機能診断への可能性を秘めていると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 画像診断法の発展は疾病の早期発見とその治療効果の改善にめざましい進歩をもたらした。
中でもMRIは非侵襲・無障害であること、そして軟部組織コントラストが高く、空間分解能に
優れていることから臨床医学の現場において重要な位置を占めている。事実、MRI の国内設置
数はすでに 8000台を越え、臨床診断装置として不可欠な役割を担っている。また超音波診断や
CTで評価困難な病変の広がりを容易に把握できることや、骨などのアーチファクトが少ないこ
とも MRI の大きな特徴である。しかし MRI には、病巣検出能は高いものの疾患特異性が低い
という欠点がある。特に微少な癌部の検出は、疾患の早期発見と術中における摘出部位の確認の
ために重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 MRI 装置のハードとソフト両面における進歩は、撮像の時間分解能や画像の空間分解能など
画像診断情報の質を向上させ、MRI の対象領域をますます拡大している。しかしながらその撮
影原理上、MRI によって病変部位を特異的に描出することは困難であり、ほとんどの場合、単
純な形態診断法として使われている。この欠点を補完し、病変部位のコントラストを増強するた
めに使われているのが主にガドリニウム錯体であるMRI造影剤である。既に肝臓・脾臓・骨髄
といった網内系に特異的な造影剤が臨床において広く使われており、組織選択性という観点で
は大きな成果を上げている。しかし現在臨床で利用されている造影剤は癌などの特定の疾患に
対する特異性は低く、未だ発展途上と言わざるを得ない。MRI を単なる形態診断から機能診断
へと発展させるためには、病態の分子医学的情報に応答する新しい機能化造影剤の開発が不可
欠である。 
 そこで本研究では、生体の機能を生体内外の細胞機能等を利用して分子レベルで可視化する、
いわゆる分子イメージング技術を導入した新しいMRI機能化ナノ造影剤を開発する。この機能
化造影剤のプラットフォームとして、タンパク質ナノカプセルを利用する。 
 このバイオナノカプセルは内孔（内径 10 nm）を有する球状構造体（24量体、外径 15 nm）
を形成するため、その内部にガドリニウム錯体を内包することが可能である。我々はすでにこの
バイオナノカプセルの遺伝子クローニングに成功し、大腸菌を使った大量発現系と精製法を確
立している。興味深いことに、臨床用MRI造影剤であるマグネビストとほぼ同じ分子構造を有
する Gd-DTPAを、このバイオナノカプセルの内孔に固定した所、そのMRIシグナルはマグネ
ビストのおよそ 20倍に増強された。おそらくバイオナノカプセルに固定したことによって、Gd-
DTPA の運動性が制限され、水分子との相互作用が効率的に行われたことによるものと推察さ
れる。また、担癌マウスを用いた in vivo評価系においても、バイオナノカプセルによって癌組
織がMRIで検出可能であることを確認している。 
 本研究では MRI 診断の精度と感度を向上させ、単なる形態診断法として用いるのではなく、
疾患の機能診断を可能とする新しいMRIナノ造影剤の開発を目指す。タンパク質ナノカプセル
をMRIナノ造影剤のベースとして様々に機能化し、①分子標的により組織・細胞選択性の付与、
②MRI 造影剤の内包、③細胞シグナルに応答した MRI シグナルの増幅を実現する。MRI ナノ
造影剤によって組織レベルまでしか検出できなかったMRI診断の役割を、細胞から分子レベル
の病変を見出す、非侵襲の機能診断へと発展させる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では Methanococcusjannaschii に由来する Mj285 が自己組織化によって形成するナノ
構造体に着目し、その機能化を目的にする。この構造体は内孔（径 8 nm）を有する球状構造体
（24量体、外径 13 nm）を構築することがしられている。X線結晶構造解析の結果、このタンパ
ク質の C 末端はカプセルの外表面に露出していることが明らかになっており、この領域に標的
に対するアンテナ分子を組み込むことが可能である。そこで、膵癌特異的な iRGD
（cyclic(CRGDKGPDC)）ペプチドをこのカプセル表面に提示することを試みた。この iRDG ペプチ
ドは腫瘍の Neuropilin-1 に作用し浸透増強効果をもたらす、次世代の分子標的リガンドとして
注目を集めている。 

図 1 バイオナノカプセルの分子設計 



 また MRI 造影剤のためのキャリアとして利用するため、ここにガドリニウム錯体を疎水性内
孔に内包させた。X線結晶構造解析の結果、Mj285 の Gly41 がこの内孔に位置することが分かっ
ている。そこで、Dpnl 法により、この Gly41 を Cys に変異させ、ここにマレイミド化 DTPA-Gd 錯
体を固定化した。タンパク質に結合したガドリニウム錯体の運動性を抑制するため、タンパク質
ナノカプセルの疎水性領域である N末端へリックスを連続的に付加したカプセルを設計した(図
1)。 
 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 0.6 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、得られたペレットを十分に懸濁させた。これをソニケーション(200 W, 45 s)し、4℃で遠心
分離(20,000 g, 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 HPTM 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。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。 
本研究では、ヒト癌由来細胞株 AsPC-1、HeLa を用いてナノカプセルの細胞毒性を評価した。
また、作製したナノカプセルに Gd-DTPA を内部に結合させ、膵癌を移植したマウスに投与し、対
照群として一般的な造影剤である Gd-DTPA を同等量を投与した。投与前、投与後 1、3、6時間後
に MRI を撮影した。 
 
４．研究成果 
今回作製した 4種類のタンパク質ナノカプセル（1-Nanocage, 2-Nanocage, 3-Nanocage, 4-
Nanocage）、および Maleimide-mono-amide-DTPA (DTPA-mal; Macrocyclics, Inc., Dallas, TX, 
USA)を内部に結合させナノカプセルを MALDI-ToF 質量分析計によって測定した。目的のナノカ
プセルのサブユニットタンパク質がそれぞれ得れている事がわかり、Gd-DTPA が結合しているこ
とも確認された（図 2）。 

図 2 バイオナノカプセルの MS スペクトル 
 
 次に作製したナノカプセルの細胞毒性を評価した。AsPC-1 および HeLa 細胞を初期密度 10,000
細胞/ウェルで 96ウェルプレートに播種し、37℃で一晩培養した。ナノカプセルを添加し、24時
間後、CellTiter-Glo 発光細胞生存率アッセイキット（Promega, Madison, WI, USA）を用いて
細胞生存率を測定した（図 3）。いずれのナノカプセルも優位な細胞毒性を示していなかった。 

図 3 バイオナノカプセルの細胞毒性評価 
 



 Balb/c ヌードマウス（KBT Oriental, Ltd., Saga, Japan）に、Matrigel（BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA）に懸濁した 2×106 AsPC-1 細胞を皮下接種し、AsPC-1 腫瘍モデルを作製し
た。9.4T Biospec MRI スキャナー（Bruker）を用いて、Gdを基準に 10μmol/kg-1の用量でタン
パク質ナノカプセルを静脈投与し、MR 撮影を行った（図 4）。また対照として、Gd-DTPA を同じ
用量でがんの MRI に使用した。T1 強調 MRI のパラメータは、高速スピンエコーシーケンス、繰
り返し時間（TR）＝1200ms、エコー時間（TE）＝8.5ms、マトリックスサイズ＝256×256、スラ
イス厚＝1.0mm、スライス間距離＝1.0nm、スライス数＝15、視野＝40×40mm2、励起回数＝2、ス
キャン時間＝3.8 min とした。すべての動物飼育および実験手順は、九州大学動物実験倫理委員
会の承認を得て、九州大学動物実験ガイドラインに沿って実施した。T1 強調 MRI では、ナノカ
プセルを投与した 6時間後に腫瘍の造影効果が得られ、腫瘍対正常（T/N）のコントラスト比は
150％となり、臨床的に承認されている造影剤である Gd-DTPA を同量投与した場合の造影効果よ
りも高くなった（P<0.001）。 

図 4 膵癌移植マウスの MRI 像 
 
 バイオナノカプセルは細胞毒性が低く、申請者はこれまでにナノカプセル表面に肝特異的
PreS1 ペプチドや高転移性癌特異的 CTT ペプチドなどを提示し、MRI や近赤外イメージングによ
り病変部位の検出を行ってきた。このナノ造影剤を用いることによって、超早期画像診断の実現
や、これまで組織レベルまで拡大進行した病変しか検出できなかった画像診断を、細胞から分子
レベルの病変で見いだすことが可能となる。体内のあらゆる臓器・組織に適用できる「イメージ
ングによる病理診断技術」としての実用化が期待され、患者の重症化を回避しうる非侵襲の機能
診断へと、MRI 画像診断の役割を飛躍的に発展させる可能性を秘めている。これにより、悪性度
の高い癌組織を、高い解像度で得られ、今後、癌の性質を見極める高度な診断や、治療前の効果
の予測や治療後の迅速効果判定にも応用できる新しい医療の形成が期待できる。 
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