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研究成果の概要（和文）：我々は B 型肝炎ウイルス（HBV）表面抗原 L タンパク質粒子が中空

ナノ粒子であり、ヒト肝臓特異的に感染できる性質を有することを利用して、非ウイルス性

DDS ナノキャリア「バイオナノカプセル（BNC）」を開発した。マウス静脈内に投与された

BNC は細網内皮系（RES）に富む臓器を避けつつ、標的組織まで効率よく到達することがで

きた。本研究では、ナノ医薬品の表面をアルブミンでコートすることにより血中半減期を延長

することができることから、我々は BNC 表層にある重合血清アルブミンレセプター（PAR）

がマウス肝臓の RES を回避するのに有効であることを証明した。その結果は、BNC のみなら

ず HBV が、本来 RES 回避機構を有することを強く示唆していた。そこで、PAR ペプチドの

表面修飾は、次世代ナノ医薬品の薬物動態および薬物力学の改善に貢献する新しい方法である

のかもしれない。 

 

研究成果の概要（英文）：We previously developed a hepatitis B virus (HBV) surface antigen L 

protein particle [bio-nanocapsule (BNC)] as a nonviral DDS nanocarrier. Intravenously injected 

BNCs were shown to avoid clearance by RES (reticuloendothelial system)-rich organs and 

accumulate in target tissues. In this study, since the surface modification with albumins is 

known to prolong the circulating half-life of nanomedicines, we demonstrated that the 

polymerized albumin receptor (PAR) of BNCs contributes to RES evasion in mouse liver, 

strongly suggesting that BNCs, as well as HBV, harbor an innate RES evasion mechanism. 

Therefore, the surface modification with PAR peptides could be an alternative strategy for 

improving pharmacodynamics and pharmacokinetics of forthcoming nanomedicines. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年，ナノテクノロジーを応用した医薬品
（ナノメディシン）の開発が国内外で活発に
行われている。特に，生体内を自由に循環し
目的部位（細胞）を見出して，表面に吸着し，
内部に侵入するナノサイズのキャリアの開
発は DDS 及び GDS（薬剤及び遺伝子送達技
術）の分野で大変注目されている。現在まで
の研究を大別すると３種類に分類され，リポ
ソーム（脂質膜に覆われた中空カプセル），
ナノミセル（疎水性コアを有するポリマー粒
子），ウイルスがある。前者２つはナノサイ
ズの器なので様々な物質を包含するが，癌組
織及び炎症部位の血管壁が粗くなる EPR

（Enhanced Permeability and Retention）
効 果 に よ る 受 動 的 標 的 化 （ Passive 

Targeting）しかなく，細胞内部に積極的に
送出する機構を有さない。後者は，広範囲な
細胞に高率で感染し細胞内部に積極的に送
出するが，遺伝子しか包含できず，標的化能
は低い。また，ウイルスゲノムによる臨床で
の事故例も報告されている。 

 以上の様な状況の中，私はウイルス並みの
感染性を有しつつ，ウイルスゲノムは含まず，
遺伝子以外の物質も包含でき，生体内の任意
の部位に能動的標的化（Active Targeting）
できるキャリアとして，約 30 年間 B 型肝炎
ワクチンとして使用されてきた遺伝子組換
え酵母由来 B 型肝炎ウイルス（HBV）表面
抗原粒子（実際に臨床応用されていたのは S

及び M タンパク質粒子であり、我々はさらに
N 末端側に pre-S1 領域が伸長した L タンパ
ク質粒子を使用した）がヒト肝臓特異的なナ
ノサイズのカプセルであることに注目して，
2003 年に新しい概念の遺伝子及び薬物送達
法である「バイオナノカプセル（BNC; 

Bio-nanocapsule）」を開発した。 

 

２．研究の目的 

 その後、本 BNC 技術は、大量生産法、簡
易精製法、長期保存法、リポソームを介した
高効率物質封入法、実験動物における抗癌剤
および治療用遺伝子による癌治療法、様々な
再標的化法等の開発成功により、臨床応用が
近い DDS 用ナノキャリアに育ってきた。し
かしながら、癌などの末期医療だけではなく
通常疾患の治療に使用するためには，BNC 

の作用機序を明らかにするとともに，さらに
確実に目的部位に送達させる必要がある。具
体的には，次の３課題の解決が求められる。 

①HBV 由来の細胞内侵入機構の解明 

②マクロファージ等に富む網内血管系
（RES）による捕捉からの完全な回避 

③長期投与に耐える低抗原性・低免疫原性の
確保 

 そこで、本研究では上記３課題について解
析を行い、BNC を次世代 DDS ナノキャリア

として確固たるものにする事を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）HBV 由来の細胞内侵入機構の解明： 

 常法に従い２種類の蛍光色素（FRET 効果
を示す組み合わせ；NBD と Rhodamine）を
提示するアニオン性リポソームを作製し、
BNC と未標識リポソームを混合し、BNC に
よる膜透過活性を FRET 効果の減衰（NBD

由来蛍光の増大）により測定した。 
 また、蛍光標識 BNC を作製し、ヒト肝臓由
来細胞（Huh7, HepG2, NuE）に対して感染さ
せ、細胞内への経時的な取り込み過程を共焦
点レーザー顕微鏡により観察した。 
 
（２）マクロファージ等に富む RES による
捕捉からの完全な回避： 

 ヒト血清アルブミン（重合体）と高い親和
性を有する PAR 領域（pre-S2 領域の中程の
約 20 アミノ酸残基）をコードする合成ペプ
チドを作製し、直径 100 nm の近赤外波長の
蛍光標識ポリスチレンビーズの表層に結合
させ、Balb/c マウスの静脈内に投与し、生体
内イメージング装置により体内動態を非侵
襲条件で経時的に観察を行った。  

 
（３）長期投与に耐える低抗原性・低免疫原
性の確保： 

 B 型肝炎ワクチンの接種を受けた患者の体
内で、中和抗体が惹起されているにもかかわ
らず増殖する HBV エスケープ変異体のデー
タを各種文献から抽出し、それらの共通した
変異部位を統計的に割り出し、BNC に搭載
したもの（BNC-ST：ステルス型 BNC の意
味）を創製した。 
 
４．研究成果 
（１）HBV 由来の細胞内侵入機構の解明： 

 前項に記載した方法で BNC はリポソーム
（細胞のモデル）に対して膜融合能力を示す
ことが判明した。一方、BNC のヒト肝臓由
来細胞への特異的感染を担う部位（ヒト肝臓
特異的レセプター）は、HBV の研究から N

末端側 Pre-S1 領域（108 アミノ残基）の N

末端側 10-30 残基付近と考えられている。そ
こで、BNC（及び HBV）はヒト肝臓特異的
レセプターによりヒト肝臓由来細胞に近接
し、BNCが細胞膜と至近距離になった際に、
膜融合活性により細胞内に侵入すると想定
された。 

 そこで、pre-S1 領域のヒト肝臓特異的レセ
プター（10-30 残基）を挟んで、1-20, 10-30, 

20-40, 30-50 残基をコードするペプチドを合
成し、化学的にリポソームに提示し、前項と
同様な方法で膜融合を検討したところ、1-20

残基に強い膜融合活性が見出された。同配列
は既存の膜融合配列とは異なりArg残基のよ



うな塩基性アミノ酸を含んでおらず新しい
タイプであった。次に、1-20 残基を認識する
抗体を BNC と混合し、リポソームに対する
膜融合を検討したところ、BNC は全く膜融
合活性を示さなかった。以上から、BNC（及
び HBV）は pre-S1 領域 N 末端側 1-20 残基
により細胞膜融合を引き起こし、細胞内に侵
入すると考えられた。なお、その後の研究か
ら、同領域の Phe 残基２つが同活性に必須で
あることも判明した。 

 

（２）マクロファージ等に富む RES による
捕捉からの完全な回避： 

 BNC（及び HBV）の pre-S2 領域（55 残
基）の中程に存在する PAR 領域が、重合ヒ
ト血清アルブミン（血液中アルブミンの多く
がこの形式で存在）と高い結合能を有するこ
とは８０年代から報告されていた。そこで、
我々は QCM（水晶振動子微量天秤）を用い
て、重合マウス血清アルブミンとの結合を検
討したところ、ヒトと比べて１０％程度の効
率で結合した。そこで、蛍光標識ポリスチレ
ンビーズ（直径 100 nm）に PAR 領域を含む
合成ペプチドを提示させたところ、マウス体
内に静注しても、RES に富む肝臓には集積し
なかった。また、同ビーズの血液中での半減
期を測定したところ、未修飾のものに比べて
長期に渡り血液中を循環していた。 

 一方、アルブミン（ヒト、マウス）を提示
したビーズを用いた実験では、同じように血
液中での半減期は伸びていたが、マウス肝臓
（クッパーではなく実質細胞）にアルブミン
ビーズは一時的に大量に取り込まれていた。
これは、肝臓が生体内におけるアルブミンの
リザーバーとして機能していることと一致
する。一方、PAR ペプチド提示ビーズには、
そのような現象は観察されなかった。これは、
肝実質細胞表層で PAR ペプチドとアルブミ
ンが乖離するためと考えられた。そのため、
今後のナノメディシンを血液中で長期間循
環させるには、特許問題及び IgM 抗体誘導問
題（ABC 効果）で使用困難になりつつある
PEG（ポリエチレングリコール）表面修飾法
ではなく、PAR 領域を含むペプチドを提示す
ることが有効であると考えられた。 

 さらに、PAR ペプチド提示ビーズと BNC

の PAR 活性を比較したところ、BNC の方が
PAR ペプチド提示数が低いにもかかわらず、
高い PAR 活性を示すことが判明した。具体
的には、BNC 表面の PAR ペプチドは約 10

倍の効率で重合ヒト血清アルブミンと結合
した。これは、BNC 表面では HBV 表面抗原
L タンパク質が膜構造にアンカリングし、膜
に対するトポロジーは極めて精密に（ナノレ
ベルで）制御されていることを示唆している。
実際、別の我々の研究で、Staphylococcus 
aureus 由来 protein A の抗体（Fc 領域）結

合ドメイン（Z ドメイン）を pre-S1 領域と置
換 し て 提 示 さ せ た 抗 体 提 示 用 BNC

（ZZ-BNC）を作製した時、Z ドメインがナ
ノレベルで BNC 表層に整列化され、それを
足場にして IgG が Fc を BNC 表面に正確に
向けて固定され、Fv 領域が BNC 外側に正確
に提示されることを見出している。以上から、
ビーズ上に化学的に固定された PAR ペプチ
ドは配向性がランダムで PAR としての活性
を十分に発揮できておらず、BNC 上の PAR

ペプチドは配向性が整列化され、十分に PAR

としての活性を発揮できたと考えられた。以
上から、BNC（及び HBV）は非常に効率の
よい PAR ペプチドを介して、重合血清アル
ブミンをリクルートして、RES を回避してい
ると考えられた。 

 

（３）長期投与に耐える低抗原性・低免疫原
性の確保： 

 BNC を臨床応用する場合、先進国（日本
以外）の成人は、B 型肝炎ワクチン接種を受
けているため BNC に対する抗体が既に誘導
されており、体内より速やかに排除される可
能性が高い。また、連続投与を行う場合、BNC

に対する抗体が誘導される可能性もある。そ
こで本研究では、HBV の進化の過程で生み
出されてきたエスケープ変異体のアミノ酸
配列を模倣して BNC に搭載し、その HBV

中和抗体に対する反応性及び抗原性を検討
した。まず、多数報告されている HBV エス
ケープ変異体のアライメントをとり、共通し
たアミノ酸変異としてS領域の抗原決定基付
近にある 130残基目Gln及び 146残基目Gly

が、Arg に置換していることを見出した。そ
こで、従来の BNC の同残基を上記２残基に
変換したステルス型 BNC（ST-BNC）を作製
した。 

 ST-BNC は、受動免疫に使用する HBV 中
和抗体に対する反応性が BNC の半分程度に
低下していた。また、Balb/c マウスに４週間
おきに７回連速投与（腹腔内、静脈内）した
場合、抗 BNC 抗体の平均抗体価は BNC の
10 分の１程度であった。さらに、ヒト肝癌由
来組織を移植したヌードマウス（xenograft）
に、予め感染防御レベルの 100倍濃度のHBV

中和抗体を投与した後、蛍光標識 ST-BNC の
血中滞留性および標的部位集積性を検討し
たところ、BNC と比較して格段に改善され
ていた。以上から、ST-BNC は低抗原性 BNC

であり、B 型肝炎ワクチン接種者に投与して
も目的を達成できる DDS ナノキャリアであ
ることが判明した。 
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