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研究成果の概要（和文）： 

 本研究課題は、タンパク質を利用した新しい薬剤伝達システムの開発における基礎研究であ
り、薬剤の運び屋として利用する sHsp16.5 を目的に合わせて機能化するための改変、および調
製法の確立を目指した。細胞内で sHsp16.5 薬剤を放出できるようにするために分解の目印を導
入し、これが正しく機能している可能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this project, I tried preparing functionalized sHsp16.5 as a drug career. I fused 
sHsp16.5 with a tag which directed proteins to degradation in cells and some results 
indicated that the tag could work properly. 
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１．研究開始当初の背景 

ゲノミクス、プロテオミクスといったオミ
ックス研究の進展に伴う生命現象の分子レ
ベルでの解明により、薬剤の標的分子の探索
が急速に進展している。また、ハイスループ
ットスクリーニングなどによる薬剤候補化
合物の選別方法も進歩しており、これらの分
野の技術発展は創薬研究に多大な貢献をも
たらした。これに対し、その薬剤を患部に効
率よく送り届ける技術である DDS の研究は
まだまだ発展途上である。 
正常組織への作用が原因の副作用や、体内

での安定性の低さにより候補化合物を実用
化できない、といった問題は DDS 技術の発
展により克服可能な課題であり、DDS は今後

の医療の発展に貢献する技術として期待さ
れている。特に、本申請課題において送達す
る薬剤として想定している siRNA は、相補
的な配列の mRNA の分解を誘導することで
遺伝子発現を抑制する機能を持ち、現在急速
に開発が進められている核酸医薬の一つと
して期待されている。 
しかし、医薬品として利用するには体内で

の安定性の低さが難点であり、siRNA を安定
な状態で細胞内に送達できる DDS 技術は 
siRNA の医薬品としての実用化に寄与する
と考える。 
 

２．研究の目的 

本研究課題では、ナノサイズのカプセル
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(以下、ナノカプセル)を形成するタンパク質 
sHsp16.5 を DDS キャリアとして利用し、
siRNA を細胞内に送達する手法を構築する
ことを目的とする。sHsp16.5 は 16.5kDa の
タンパク質で、カプセル状の 24 量体を形成
する。カプセルの直径は 12 nm で、カプセ
ル内部は直径 6.5 nm の空洞になっている。
また、このナノカプセルには低分子化合物が
自由に往来できる穴があいており、薬剤の封
入、放出が可能な構造になっている。これら
の構造的特徴は sHsp16.5 が DDS キャリア
として利用出来る可能性を秘めており、さら
にはタンパク質なので遺伝子工学的に変異、
もしくは各種タグを導入することで機能を
改変することも容易である。sHsp16.5 をは
じめ、タンパク質は通常そのままでは細胞内
に取り込まれることはないが、タンパク質に
導入することで細胞膜透過性を亢進するタ
グが開発されており、sHsp16.5 にもこの細
胞膜透過性タグを導入することで、siRNA を
細胞内に運搬する DDS キャリアとしての利
用が可能になると期待される。  
以上の点を踏まえ、siRNA を特定の組織、

患部に送達する DDS 技術に発展させるため
の基礎研究として、sHsp16.5 が形成するナ
ノカプセルに siRNA を封入し、細胞内に送
達する技術の開発を目指す。 
 

３．研究の方法 

以下の 5 つの課題をクリアすることで本研
究課題の目標達成を目指す。 
（１）ナノカプセルを組み換えタンパク質と
して大腸菌発現系にて調製する。  
（２）ナノカプセルの内部にはジスルフィド
結合を形成していない Cys 残基があり、こ
の Cys の側鎖のチオール基を利用して 
siRNA を固定化する。そのために、最適な反
応条件、特に混合比や反応時間などの検討を
行う。 
（３）調製したナノカプセルが細胞内に移行
するかどうか確認する。  
（４）（２）で確立した手法で siRNA をナノ
カプセルに封入し、細胞内の環境を模した還
元条件下において封入した siRNA 放出され
るかどうか評価する。 
（５）ナノカプセルで siRNA を細胞内に導
入し、細胞にレポーター遺伝子として発現さ
せている GFP の発現が抑制されるか確認す
る。 
 
４．研究成果 
 まず、ナノカプセルのコンストラクトの設
計を行った。sHsp16.5 は、それ自身はカプセ
ル様構造体を形成するのみで細胞内に移行
するなどの機能は持ち合わせていない。そこ
で、B 型肝炎ウイルスの感染において重要な
役割を担っている PreS2 ドメイン中の 12 残

基のペプチド配列（以下、PreS2 ペプチド）
と酵母の細胞内におけるタンパク質の分解
シグナル CL1 タグを導入することにした。タ
ンパク質に PreS2ペプチドを融合すること細
胞内へ移行できるようになることが知られ
ており、また CL1 タグは酵母だけでなくほ乳
類細胞でも分解シグナルとして機能するこ
とが確認されている。以上のような２種類の
タグを融合することで、sHsp16.5 ナノカプセ
ルを、細胞内に移行して封入した薬剤を放出
すべく分解を受けるように機能改変できる
と考え、このようなコンストラクトを設計し
た。ただし、CL1 タグには Cys が 1 残基存在
し、これがナノカプセルの調製、そしてカプ
セル内への siRNAの封入の際に問題になるそ
それが高いため、Ser に置換したタグ(以下、
CL1m タグ)を使用した。 
 pETベクターにsHsp16.5、PreS2ペプチド、
そして CL1m タグをコードする遺伝子を組み
込んで発現ベクターを作成し、大腸菌発現系
での調製を試みた。しかし、正しくカプセル
構造を取っていない封入体の状態で発現し
たため、巻き戻しによる立体構造の再生を試
みた。あらかじめ Guanidin Buffer (6 M 塩
酸グアニジン 0.1 M NaCl, 10 mM EDTA, 50 mM 
Tris-HCl pH8.0）で封入体を可溶化し、PD-10
カ ラ ム に よ り Refolding Buffer （ 1 M 
Arginine-HCl, 0.1 M Tris-HCl pH8.0, 5 mM 
DTT, 2 mM EDTA）に Buffer 置換を行った。
大過剰の Refolding Buffer に可溶化した封
入体を加えて変性剤を希釈し、これにより立
体構造を再生する手法である希釈法でも検
討したが、脱塩カラムを使用した手法が収率
10%前後であったのに対し、希釈法ではその
半分の 5%前後であった。PD-10 カラムを使用
した方法では希釈法に比べて時間と手間が
かからないため、sHsp16.5 の Refolding には
脱塩カラムを用いた方法が適していること
が分かった。 
PD-10 カラムで巻き戻した sHsp16.5 を、精製
もかねてゲルろ過クロマトグラフィーで分
析したところ、溶出位置が、sHsp16.5 モノマ
ーの分子量から予想される位置よりも前で
あったため、オリゴマーを形成していること
が確認できた（図 1）。で示したピークフラク
ション)を電気泳動で確認したところ、不純
物の夾雑タンパク質の混入が確認されたこ
とから（図２）、さらに純度を上げるため陰
イオン交換クロマトグラフィーによる精製
を試みた。ただし、回収したフラクション(図
１の矢印で示したピークフラクション)を電
気泳動で確認したところ、不純物の夾雑タン
パク質の混入が確認されたことから（図２）、
さらに純度を上げるため陰イオン交換クロ
マトグラフィーによる精製を試みた。 
 

 



 

 

図１. 巻き戻した sHsp16.5 ナノカプセルの
ゲルろ過クロマトグラフィー 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

図２. 図１にて矢印で示したピークフラク
ションの SDS-PAGE 

 
しかし、それでもこの不純物は除去できなか
った。電気泳動の結果を見ると分子量は
sHsp16.5 よりも小さいため、仮に sHsp16.5
が 24 量体を形成しているとするならばその
分子量はおよそ 600kDa となり、ゲルろ過ク
ロマトグラフィーで不純物のバンドとは分
離が可能なはずである。しかし、ゲルろ過ク
ロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグ
ラフィーともに不純物の除去ができないこ
とから、この不純物は refolding 前に混入し
ていた不純物のタンパク質が、refolding の
過程で sHsp16.5 に取り込まれたものである
可能性が高い。そもそも、sHsp16.5 は特定の
条件下でシャペロン活性を有しており、変性
したタンパク質を吸着することが知られて
いる。よって、この性質のために refolding
の過程において不純物タンパク質を取り込
んでしまった可能性は十分あり得る。 
 そこで、refolding の直前の封入体の状態
で精製し、不純物のタンパク質を除去してか
ら巻き戻すことで上記の問題点を解消でき
ると考え、さらに His-tag を追加したコンス
トラクトを作成すべく発現ベクターを改変
した。PreS2 ペプチド、CL1m タグを融合した

sHsp16.5 と同様、大腸菌発現系において封入
体として発現したため Guanidin Buffer で可
溶化した。His-tag は変性条件下でも精製用
タグとして機能するため、Ni-NTA 樹脂を用い
たアフィニティ精製をすることにした。
sHsp16.5 を Ni-NTA 樹脂に吸着した後、洗浄
して不純物タンパク質を除去し、その上で
250 mM イミダゾールで溶出した。一連の操作
で使用する Buffer にはすべて 6 M の塩酸グ
アニジンを加えてある。溶出したフラクショ
ンはグアニジンを含んでいてそのままでは
SDS-PAGE で流せないため、吸着、洗浄、溶出
の各ステップが終了した段階の樹脂をサン
プリングし、これを SDS-PAGE で流して不純
物が除去できているかどうか確認すること
にした（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３. 封入体を His-tagで精製した際の各ス
テップの純度確認 
 
 まず、可溶化した封入体を Ni-NTA 樹脂で
処理した点では、樹脂に sHs-16.5 以外に多
くのタンパク質が吸着していた（図３ レー
ン１）。洗浄により不純物タンパク質のバン
ドは減っているが、それでもまだ残っている
（図３ レーン２）。溶出後の樹脂には
sHsp16.5 の一部が残っていたということは、
不純物も一緒に溶出したということであり
（図３ レーン３）、His-tag 精製では不純物
タンパク質を十分除去することはできなか
った。 
 純度は十分に改善できなかったが、一方で
分解のタグである CL1m タグが機能するかど
うか評価した。CL1 タグによるタンパク質の
細胞ないでの分解はユビキチン依存的に進
行するため、CL1m の機能をユビキチン化が起
こるか否かで評価することにした。巻き戻し

sHsp16.5 

不純物 
sHsp16.5 



 

 

て調製した sHsp16.5 ナノカプセルを、ユビ
キチンキナーゼを豊富に含むウサギ設計ラ
イセートで処理することで、ユビキチン化の
みが進行するので、ウエスタンブロッティン
グで反応を評価した。ユビキチンの分子量は
8.6 kDa であり、ユビキチン化が起これば分
子量が「8.6×付加数」 kDa だけ大きくなる
が、抗 sHsp16.5 抗体で検出すると、ウサギ
赤血球ライセートで処理することで、36-50 
kDa にかけて、新しい 2 本のバンドが現れた
（図４）。 
 

図４. sHsp16.5をウサギ赤血球ライセートで
処理し、ウエスタンブロッティングにて抗
sHsp16.5 抗体で検出した結果 
 
 処理していない sHsp16.5（図４ レーン４）
と比べるとウサギ赤血球ライセートで処理
した場合（図４ レーン５-７）のバンドパタ
ーンの違いは明らかで、10 kD ほどの間隔で
2 本バンドがある。この結果から、今回作成
した sHsp16.5 は何らかの修飾を受けること
が確認できた。10 kDa ほど分子量が増えるこ
とから、ユビキチンに修飾である可能性は十
分ある。 
  
 以上のように、まずナノカプセルの調製で
は封入体からの巻き戻しによる調製では、不
純物タンパク質を取り込んでしまう傾向が
非常に強く、はじめから立体構造を形成した
状態で可溶性画分に発現させることが必要
であることが分かった。 
 また、導入した機能性タグのうち、CL1m タ
グについてはユビキチン化を誘導している
可能性が示唆されたことから、分解誘導タグ
として利用できる可能性が十分ある。本研究
課題で得られた sHsp16.5 の調製に関する知
見は発表論文に一部反映されているが、本申
請課題を発展させるには今後は得られた知

見を基に分解タグとしての Cl1m タグのさら
なる評価、そして封入体にならない調製法の
確立が必要である。 
ることになる。 
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