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研究成果の概要（和文）：高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）の医療応用を目指して、多角的に研究を進め、以下
に示す重要な結果を得た；（１）ＨＤＬに細胞膜透過ペプチドと新生血管標的化ペプチドを結合させた改変体を
作製し、加齢黄斑変性モデルマウスに点眼投与すると、有意な治療効果が得られた；（２）ＨＤＬ構成タンパク
質のａｐｏＡ－Ｉの部分ペプチド（いずれも１つのαヘリックス領域に相当）の中から、温度応答性かつ抗炎症
性の脂質ナノ粒子を形成できるペプチドを見いだした；（３）脂質ナノ粒子の血管内皮接着性を評価するための
ゼブラフィッシュ仔魚のライブイメージング法を開発し、血管内皮接着性を示すＨＤＬ改変体を見いだした。

研究成果の概要（英文）：We have conducted multifaceted research on reconstituted high-density 
lipoprotein nanoparticles (HDL) for medical applications and obtained the following important 
results; (1) a variant of HDL, bearing a cell-penetrating peptide and a neovasculature-targeting 
peptide, was prepared, and by its eye drop instillation to a mouse model of age-related macular 
degeneration a significant therapeutic effect was observed; (2) among the partial peptides of the 
HDL constituent protein, apoA-1, which correspond to single α helix regions of apoA-I, a peptide 
capable of forming temperature-responsive and anti-inflammatory lipid nanoparticles was discovered; 
(3) a live imaging method in zebrafish larvae to evaluate the vascular endothelial adhesion of lipid
 nanoparticles was developed, and a vascular endothelial cell-adhesive variant of HDL was obtained 
by the above imaging method.

研究分野： 生物化学、薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性に対する点眼剤が強く望まれている。新生血管ペプチドが角膜吸収促進剤としても機能し、かつそ
れを含むＨＤＬ改変体が有意な治療効果を示すという今回の発見は、世界初の点眼剤開発に向けた大きな前進で
ある。
我々が見いだした温度応答性脂質ナノ粒子は、有効成分吸収促進や部位特異的薬物輸送に利用できる可能性が高
く、将来、医薬品だけでなく化粧品分野での利用が期待される。
敗血症では血中毒素の除去および血管内皮保護が治療標的であり、両機能を有するＨＤＬはそれ自体が治療薬候
補である。血管内皮接着性を付与することで、血管内皮選択的薬物送達キャリアとしても利用できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）加齢黄斑変性 (age-related macular degeneration, AMD) を治療するための新しい点眼剤の開発 

AMD は、失明に至る眼難治疾患である。応募者は、AMD の病態メカニズムが動脈硬化のそれ
と類似すること、高密度リポタンパク質 (high-density lipoprotein, HDL) が抗動脈硬化作用を示す
こと、HDL が疎水性薬物を結合できることに着目して、眼科医と共同で AMD 点眼治療用ドラ
ッグキャリアの開発を進めている。具体的には、HDL の様々な改変体を作製し、搭載薬物の角
膜吸収効率・後眼部送達効率、AMDモデルマウスに対する治療効果を調べている。細胞膜透過
ペプチド (cell-penetrating peptide, CPP) の一種である Penetratin (PEN) を用いて、既に有意な治
療効果を示すHDL改変体 (engineered lipoprotein, eLPs) を見いだしている(Suda, K. et al., J. Control. 
Release 2017, 266, 301)。一方で、AMD疾患部位は脈絡膜新生血管(CNV)であること、虚血により
マウス網膜に誘導した新生血管には細胞膜受容体 CD13 が高発現していること、AsnGlyArg 
(NGR)ペプチドが CD13のリガンドであること、が知られている。 
（２）ペプチドを用いる新しい HDL 様ナノ粒子 (nanodisc, ND) の作製 

HDL改変体は遺伝子組み換えタンパク質 apoA-Iを含む。apoA-Iは連続した 10個の両親媒性α
ヘリックスからなり、それらのαヘリックス疎水面が脂質膜と結合する。N、C両末端αヘリッ
クスが強い脂質結合能を示し、それらの部分ペプチドはリポソームと混合すると、それぞれ単独

で HDL 様粒子 (nanodisc, ND) を形成する。これらの領域以外の apoA-I 由来αヘリックスペプ
チドの ND形成能は知られていない。 
（３）全身炎症性疾患を治療するための新しい注射剤の開発 

敗血症は全身炎症性疾患であり、その治療標的は、血中毒素の中和と血管内皮の保護である。

HDLは細菌毒素 (lipopolysaccharide, LPS) 中和作用および血管内皮保護作用を示すことから、敗
血症等のアナフィラキシーショックに対する治療薬候補である。近年、敗血症モデルマウスに対

して再構成 HDL は延命効果を示すことが報告されたが、その高い投与量 (40 mg/kg) が課題で

ある。 
 
２．研究の目的 
（１） CPPとしてショウジョウバエの PENを含む eLP (eLP1) に、さらに NGRを結合させた

eLP1 (eLP2) を作製し、その構造、機能を調べる。 
（２） 10 種類のαヘリックス部分ペプチドをリポソームではなくリン脂質／コール酸ナトリウ

ムミセルと反応させ、ND形成能を再評価する。 
（３） eLPsの血管内皮接着性を高めることで迅速かつ持続的な抗炎症活性を示し、かつ血管内皮

選択的薬物送達を可能にするキャリアを見いだす。このためにゼブラフィッシュ仔魚を用いる

新たな in vivoスクリーニング系を立ち上げ、多様な構造の eLPsの血管内皮接着能を調べる。 

 
３．研究の方法 
（１） NGRを N末端に、PENを C末端にもつ HDL 構成タンパク質 (apoA-I) を設計し、大腸菌

発現により取得する。得られた融合タンパク質をリン脂質と混合し HDL 改変体 (eLP2) を作製
する。 
（２） 10 種類のαヘリックス部分ペプチドを化学合成し、リン脂質／コール酸ナトリウムミセ

ルとの反応物のサイズを測定し ND形成能を調べる。 
（３） ゼブラフィッシュ仔魚に蛍光脂質ラベルされた各種 HDL 改変体を血管内投与し、実体蛍

光顕微鏡と共焦点蛍光顕微鏡観察を行い、両者の画像解析により血管内皮接着性の指標を得る。

マウスにも同サンプルを血管内投与し、一定時間後大動脈を採取し、内壁表面の蛍光輝度を測定

する。ゼブラフィッシュ仔魚およびマウスから得られたデータの相関性を調べる。 



 

４．研究成果 

（１） NGRおよび PENと apoA-Iとの融合タンパク質を遺伝子組換え技術により得た。このタン

パク質をリン脂質／コール酸ナトリウムミセルと混合し、精製物をサイズ排除クロマトグラフ

ィーもしくは密度勾配超遠心により精製すると、eLP1 と同程度のサイズの粒子(eLP2)が得られ

ることがわかった。 

 eLP1あるいは eLP2を加齢黄斑変性モデルマウスに 1 日 2 回、1 週間点眼し、脈絡膜新生血管 
(choroidal neovascularization, CNV) エリアの減少度を比較したところ、eLP2は eLP1に比べて顕

著に高い CNV 縮小効果を示した (図 1a)。点眼用量依存性を調べたところ、約 0.6 µg/eye dropで
CNV 縮小効果が飽和した (図 1b)。一方で eLP1の場合、7.8µg/eye dropでも飽和しなかったこと

から (Suda, K. et al., J. Control. Release 2017, 266, 301)、NGR結合により治療効果は 10 倍以上増

強されることがわかった。 
 

 
図 1. 加齢黄斑変性モデルマウスに対する点眼治療効果 
a. 脈絡膜新生血管(CNV)エリアの蛍光画像.   b. CNV サイズの eLP2点眼用量依存性. 
 
 Coumarin 6 で蛍光ラベルしたサンプルを用いて、マウス角膜吸収 (図 2) とマウス CNV 集積 
(data not shown) を評価した。この結果、eLP1に比べて eLP2はいずれも約 5 倍優れることがわ

かった。この時、CNV エリア周囲の脈絡膜蛍光輝度は、両者で差がなかったことから (data now 
shown)、経血管ではなく眼内ルートで coumarin 6は eLP2によって CNV 集積したことが示唆さ

れた。 
 NGR ペプチド結合によるこの角膜吸収促進は意外な結果であった。そこでマウス眼球の薄切

片を作製し、抗 CD13 抗体による免疫染色を行ったところ、角結膜が陽性となった (data not 
shown)。さらに培養ヒト角膜上皮細胞 (HCE-T) および結膜細胞 (Chang Conjunctiva) の CD13発
現の有無をセルソーターで調べたところ、ヒト血管内皮細胞 (HUVEC) に比べてかなり弱いも

のの、発現が検出された (data not shown)。同細胞で CD13 mRNA 発現も検出された (data not 
shown)。一方で、蛍光ラベル eLP1, eLP2を HCE-T, Chang Conjunctiva, HUVECに作用させ、細胞

接着・取込を評価すると、eLP2は前者 2 つの細胞でのみ顕著に優れることがわかった (data not 
shown)。NGRは正常血管内皮に発現しているCD13ではなく、新生血管内皮に発現しているCD13
サブタイプのリガンドとなることが知られている。我々の結果は、HCE-T と Chang Conjunctiva
に発現している CD13 は、NGR に認識されやすい CD13 サブタイプであることを示唆した。以

上の結果から、NGR ペプチドは角結膜の CD13 への結合により吸収促進剤として機能すること

が明らかとなった。 



 

 
図 2. 蛍光ラベル eLP2のマウス角膜吸収性 
a. 正常マウス角膜薄切片の蛍光画像 (rHDLは再構成 HDLを表す).   b. 蛍光輝度解析 (白棒、
エリアあたりの平均蛍光強度；黒棒、バックグラウンド (最左) の平均値を差し引いた後の値). 
 

 
図 3. 血管内皮増殖因子(VEGF)により誘導される培養ヒト血管内皮細胞 (HUVEC) チューブ
形成の eLP2による阻害 
a. チューブの蛍光染色画像 (VEGF 未処理 (最上段) ではチューブ形成はみられない； nHDLは
ヒトの天然 HDLを表す; 抗 VEGFR1, 2はそれぞれ VEGF受容体 1, 2に対する抗体を表す).   b. 
チューブ長さの定量解析. 
 

 
図 4. 培養ヒト単球(THP-1)由来マクロファージにおける eLP2のコレステロール排出活性 

(nHDLはヒトの天然 HDLを表す; rHDLは再構成 HDLを表す) 
 



 次に、eLP1と eLP2の HDL生物活性（炎症誘導血管新生阻害活性、コレステロール排出活性、

抗炎症活性）を培養細胞（ヒト血管内皮細胞 HUVEC とヒト単球 THP-1 由来マクロファージ）

で評価した。eLP1に比べて eLP2が優れていたのは、炎症誘導血管新生阻害活性 (HUVECチュ

ーブ形成阻害)のみであった (図 3)。一方で、天然 HDL (nHDL) および再構成 HDL (rHDL) に対
しては、eLP1 および eLP2 はより強い抗炎症活性 (HUVEC、THP-1)、コレステロール排出活性 
(THP-1) を示した (図 4)。 
 

（２） 10種類の apoA-I部分ペプチド (Hn, n=1–10; N末端ヘリックスペプチドを H1、C末端ヘリ
ックスペプチドを H10 とする ) のそれぞれを 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DSPC)/sodium cholate ミセルと混合し、DSPCのゲル–液晶相転移温度の 55℃で 30分静置し、こ

れらの反応液を動的光散乱測定した。この結果、既知の H1と H10以外に、Hxから粒子形成が
検出された。精製後ペプチドを定量すると収率は 8%であった。このサンプルの 3 次元形状を原

子間力顕微鏡で調べると、ディスク状であった。従って H1、H10に加えて、Hxにも ND形成能
があることが明らかになった。 
 Hxを含む ND (Hx-ND) を 4、15、24、30、37℃で静置したところ、24℃以上で凝集・沈殿が

生じた。上清中の Hx 濃度を調べると、沈殿生成後も不変であったことから、ペプチド遊離によ

ってリン脂質凝集体が生成することがわかった。つまり Hxとディスク状リン脂質二分子膜との

不安定な相互作用が、この温度応答性に寄与することが示唆された。 
 Hx-NDを HDL受容体発現細胞 (HUVEC, THP-1) に作用させると、rHDL以上に取り込まれる

ことがわかった。さらにその抗炎症活性を調べたところ、rHDLと同等以上の活性を示した。主

要な HDL受容体結合領域として知られているのは H10であり、我々の知る限り H4が何らかの
受容体認識に関与するという報告はないため、これらの性質は温度応答性と関係している可能

性がある。 
 

（３） リポソーム、polyethylene glycol (PEG) 修飾リポソーム、rHDL、そして CPPとして PENあ
るいは octaarginine (R8) を含む rHDL (HDL/PEN、HDL/R8) をぞれぞれ蛍光脂質でラベルし、ゼ

ブラフィッシュ仔魚（麻酔薬を含むゲル中に固定）の血管 (Duct of Cuvier) 内にインジェクショ

ンした。その後、実体蛍光顕微鏡と共焦点蛍光顕微鏡の両方で尾部血管をライブイメージングし、

輝度データを取得した。前者からは、血液および血管内皮の両成分からの蛍光シグナル、後者か

らは、血液からの蛍光シグナルが得られるため、前者の輝度データから後者の輝度データを差し

引いたデータ (∆CF) は、血管内皮接着性と相関する。このとき、PEG修飾リポソームは極めて
低い血管内皮接着性を示すことを考慮して、PEG 修飾リポソームの∆CF がゼロとなるように両

データを規格化した。一方で、マウス血管内に同サンプルを投与し、一定時間後に大動脈を採取

し、内腔表面の蛍光輝度を測定した。こうして得られたゼブラフィッシュ仔魚およびマウスデー

タを二次元にプロットすると、高い直線性が得られた (R2=0.9484)。従ってゼブラフィッシュ仔

魚のライブイメージングによって得られる蛍光ラベルサンプルの血管内皮接着性データはマウ

スに外挿できることが明らかになった。同時に、評価した 5 つのサンプルの中で、HDL/R8が顕

著に高い血管内皮接着性を示すことがわかった。 
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