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研究成果の概要（和文）：本研究では、半中空化したペルオキシソームに細胞内で目的タンパク

質を高効率に濃縮した後、細胞からペルオキシソームを高純度に分離精製する手法を確立した。

また、精製ペルオキシソーム表面に特異抗体を提示させることで、標的細胞特異的に内包タン

パク質をデリバリーできることを明らかにした。さらに、Fabry 病の治療用タンパク質内包ペ

ルオキシソームを用い、治療標的部位であるリソソームへの同タンパク質のデリバリーに成功

した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel protein delivery system using peroxisome 
and the peroxisomal protein import system as a protein delivery carrier and a protein concentrator, 
respectively. First, we established an affinity purification method for highly purified peroxisomes in 
which the target protein had been efficiently imported intracellularly. Next, we developed an efficient 
method to display specific antibodies onto the surface of the purified peroxisomes and utilized it to an 
antibody-dependent and functional delivery of the target protein encapsulated in the peroxisomes. 
Finally, we successfully demonstrated that α-galactosidase A, a therapeutic protein agent for Fabry 
disease, could be efficiently delivered into the target lysosomes by using this novel protein delivery 
system. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 学術的背景 
次世代の高分子医薬品として注目されて

いるタンパク質製剤は、タンパク質本来の生
理活性に基づく優れた薬効が期待できるも

のの、細胞内部への送達が困難なため薬効発
現が限られている。さらに、そのままの形状
では生体内でプロテアーゼ等による分解を
受け易く、医薬品化が困難となる場合が多い。
このプロテアーゼによる分解を防ぐため、近
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年 Drug Delivery System（DDS）の技術を用い、
タンパク質をリポソームやポリマーなどの
キャリア担体で包み、安定化させて治療部位
へ送達する技術が国内外で検討されている。
しかしながら、封入できるタンパク質が限定
されることや、有機溶剤の混入が避けられな
いこと、さらにタンパク質の封入効率が低く
（重量比で数％）、デリバリー効率が不十分
であることが大きな問題となっている。 
 
(2) 着想に至った経緯 

申請者らはこれまでに、独自に開発したヒ
トB型肝炎ウイルスの外披タンパク質から成
る中空ナノ粒子「バイオナノカプセル（BNC）」
を用い、世界初のヒト肝臓特異的 DDS を開
発した（Yamada et al., 2003）。さらに近年、リ
ポソームと BNC の融合法による高効率デリ
バリー法を考案し（Jung et al., 2006）、タンパ
ク質製剤のリポソームへの封入法の開発を
進めている。このような中、申請者はリポソ
ームと同様の脂質二重膜構造を有する細胞
内小器官（オルガネラ）の一つであるペルオ
キシソーム（PS）のタンパク質インポート機
構に着目し、細胞内に発現させた治療用タン
パク質を人工的に中空化した PS へ特異的に
インポートさせることによって高純度に濃
縮後、細胞から分離精製することによって、
高濃度タンパク質内包カプセルとして利用
できると着想した。さらに、PS 膜上のタンパ
ク質の遺伝子を組み換えることによって、高
度な標的細胞特異性、細胞侵入能、膜融合能
を付与することが可能であり、これまで不可
能であった細胞内分子を標的とする全く新
しい作用機序を持つタンパク製剤の創製に
繋がると着想し、研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、これまで不可能であった高濃
度のタンパク質製剤を標的細胞内部への送
達を可能にするため、全く異なる２つの技術、
すなわち細胞生物学のタンパク質インポー
ト技術と DDS のデリバリー技術を融合させ
ることにより、革新的なタンパク質デリバリ
ーシステムの創製を目的としている。 
 
(2) 本研究で申請者は、本技術によるタンパ
ク質デリバリー法の特許出願に必要なデー
タを取得することを目標としている。具体的
には、①PS の中空化技術の確立、②治療用タ
ンパクの特異的インポート技術の開発、③PS
への内包率の算出、④培養細胞を用いた機能
評価、を行ない、本手法による高効率タンパ
ク質デリバリー手法の基盤技術を確立する。 
 
 
３．研究の方法 

(1) PS の高純度精製法 
ヒト腎臓由来 HEK293 細胞をショ糖等張緩

衝液中でホモジナイズし、除核画分より重ミ
トコンドリア画分を除去して得られた軽ミ
トコンドリア画分＋ミクロソーム画分を、ビ
オチン化抗 peroxisome membrane protein 70
（PMP70）抗体とインキュベートし、単鎖ア
ビジン標識磁気ビーズによって特異的に捕
捉した。ビーズを洗浄後、100 mM ビオチン
で PS を溶出した。限外濾過により PS 画分の
バッファー交換を行い、遊離ビオチンを完全
に除去した。 

PS 画分と除核画分を用いて、各オルガネラ
のマーカー酵素（catalase: peroxisome, NADPH 
cytochrome c reductase: microsome, succinate 
dehydrogenase: mitochondria, β-galactosidase: 
lysosome, acid phosphatase: cytosol）の酵素活
性を常法に従って測定し、タンパク質濃度よ
り比活性を算出し、PS 画分の純度を算出した。 
 
(2) shRNA を用いた PEX5 遺伝子サイレンシ
ングによる PS の中空化法 

PEX5 特異的な shRNA 発現レンチウイル
スベクターを標的配列が異なる 3 種類構築し
た（si-5A~5C）。HEK293 細胞を用い、構築し
たウイルスベクターによる PEX5 のノックダ
ウン効果を、蛍光免疫染色法、ウエスタンブ
ロット法、定量的 RT-PCR 法により検証した。 
次に、PEX5 特異的 shRNA 安定発現細胞よ

り樹立した HEK293-PEX5KO 細胞にモデル
PTS2 タンパク質（PTS2-luciferase）を一過性
に過剰発現し、上記方法で PSを分離精製後、
PS 画分における luciferase 活性を測定し、比
活性を算出した。さらに、抗 luciferase 抗体で
蛍光免疫染色を行い、PTS2-luciferase の細胞
内局在を形態学的に解析した。 
 
(3) shRNA を用いた PEX7 遺伝子サイレンシ
ングによる PS の中空化法 

PEX7 特異的な shRNA 発現レンチウイル
スベクターを標的配列が異なる 3 種類構築し
た（si-7A~7C）。HEK293 細胞を用い、構築し
たウイルスベクターによる PEX7 のノックダ
ウン効果を上記と同様な方法により検証し
た。 

次に、PEX7 特異的 shRNA 安定発現株より
樹立した HEK293-PEX7KO 細胞にモデル
PTS1 タンパク質（luciferase-SKL）を一過性
に過剰発現し、上記方法で PSを分離精製後、
PS 画分における luciferase 活性を測定し、比
活性を算出した。さらに、luciferase の標準精
製標品を用いた比活性測定より PS 画分に於
ける luciferase-SKL のタンパク質量を算出し
た。また、抗 luciferase 抗体で蛍光免疫染色を
行い、luciferase-SKL の細胞内局在を形態学的
に解析した。 
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する抗体を用いて蛍光免疫染色を行った結
果、添加後 18時間以降よりHA-α-galactosidase 
A-SKL が LAMP2 と共局在し、リソソームへ
集積化することが明らかとなった（図 9）。ま
たこの共局在は、添加 72 時間後も持続した。
さらに、細胞内の α-galactosidase 活性を、
HA-α-galactosidase A-SKL内包 PSの添加 8, 16, 
24, 48, 72 時間後に測定した。その結果、添加
後 8 時間から α-galactosidase 活性が有意に上
昇し、24 時間後に最大となった後、72 時間
まで高い活性が持続することが明らかとな
った（図 9）。 

図 9 PS による α-galactosidase の 
リソソームへのデリバリー 

 
今後は、本方法による Fabry 病への治療効

果を明らかにするため、患者由来繊維芽細胞
を用い、α-galactosidase A の欠損によって細胞
内に蓄積した内在性スフィンゴ糖脂質が、本
研究で開発した PSによる α-galactosidase Aの
リソソームへのデリバリーにより減少する
か否かについて検討する予定である。 
 
 

本研究により、PS のタンパク質インポート
機構を利用したタンパク質デリバリーシス
テムの技術基盤を確立することに成功した。
インポート効率の問題から、PS の完全中空化
は困難であったが、①目的タンパク質を重量
比で約 60%内包する PS を高純度（約 90%）
に精製する技術を確立するとともに、②特異
的抗体を PS 表面へ付加し、抗体依存的な PS
の集積化と内包するタンパク質デリバリー
技術を確立した。またこれらの技術を用いる
ことにより、Fabry 病の治療タンパク質であ
る α-galactosidase A を治療標的部位であるリ
ソソームへ高効率にデリバリーすることに
成功しており、本研究によって開発したタン
パク質デリバリー技術が新たな治療法とな
る可能性が示唆された。 
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