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研究成果の概要（和文）：ウイルス粒子を構成しているサブユニットを医療用のナノデバイスとして用いるための開発
を行い、様々な人工粒子をウイルス粒子サブユニットで被覆する技術の確立に成功した。その結果、人工粒子の自発的
凝集が抑制され、分散性が向上した。分散性が向上したことにより、人工粒子をウイルス粒子ナノデバイスで被覆後に
、標的とする細胞の結合因子を粒子表面に固定化すると、生体内でも標的細胞に結合因子高選択的に結合できることが
明らかとなった。このことから、ドラッグデリバリーシステムに使用する人工粒子の分散性を向上させる上で、ウイル
ス粒子を構成しているタンパク質の表面構造が非常に有益な知見を提供できるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to develop a nano-device using a virus capsid subunit 
for medical application. For this purpose, we applied the virus capsid subunit for a coating material of 
various artificial beads. We found that the virus capsid subunit derived from VP1 pentamer of simian 
virus 40 could coat artificial beads without limitation of particle diameter of the beads. By 
VP1-pentamer coating, dispersity of the naked beads was greatly improved and the coated beads were 
retained dispersed in the physiological buffer or in the serum. It was also confirmed that the VP1-coated 
artificial beads where epidermal growth factor (EGF) was immobilized on the surface of the coated beds 
were selectively accumulated in the EGF receptor overexpressing cells with EGF dependent manner in vitro 
and in vivo. These findings should be useful in improvement of dispsersity of artificial beds or 
retention period in the body of the beds in the use of the artificial beds for drug delivery system.

研究分野： ナノバイオサイエンス

キーワード： ポリオーマウイルス　simian virus 40　VP1　自己集合化　人工粒子　被覆　分散性　ドラッグデリバ
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１．研究開始当初の背景 
 ポリオーマウイルス科に属する simian 
virus 40 (SV40) は、VP1 という 1 種類のウ
イルス粒子タンパク質で直径 45 nm の正二
十面体型のウイルス粒子を形成する。この粒
子の形成は、宿主細胞因子を必要とせず、VP1
の自己集合化能によって達成される。このた
めに、5 つの VP1 がまず VP1 五量体と呼ば
れるサブユニットを形成し、その後、VP1 の
カルボキシル末端側の領域を介して 72 個の
VP1 五量体が集合化して、正二十面体型のウ
イルス粒子の形成が達成される。これまでに
我々は、SV40 VP1 タンパク質を医療材料と
して用いるための研究を行い、SV40 VP1 の
みから成るウイルス様粒子 (VLP: virus-like 
particle) を高度に精製する技術、および、
VP1 五量体を高度に精製する技術を確立し、
続いて VP1 五量体を試験管内で VLP 形成を
誘導する技術を構築して、形成した VLP 内
部に DNA, RNA, 外来タンパク質を内包す
る技術も確立した。さらに、VLP 表面を改変
して特定の細胞表面に選択的に VLP を導入
させることを目的に、VLP 表面に露出する
VP1 の DE ループ、および、HI ループと呼
ばれる領域に外来のアミノ酸配列を挿入し
たVLPの構築に成功した。また、DEループ、
および、HI ループにシステイン残基を導入
して、マレイミド-スクシンイミド-ヘテロク
ロスリンカーを介して、タンパク質リガンド
である epidermal growth factor (EGF) を
VLP 表面に固定化し、EGF 依存的に EGF 受
容体発現細胞特異的に VLP を結合させ、細
胞内に導入させる技術の開発にも成功して
いる。 
 しかしながら、薬効のある物質を含んだ固
体粒子などを VLP で内包する技術、VP1 五
量体で被覆する技術の開発は未完成であっ
た。また、VLP で内包することにより、改善
される機能が不明確であった。 
 
２．研究の目的 
 SV40 VP1 VLP で人工的な粒子を内包、お
よび、被覆する技術を開発する。内包物質と
しては、まず、直径 8-, 20-, 27-nm のクエン
酸被覆マグネタイト (CMNP: citrate-coated 
magnetic naoparticle) を用いる。内包して
いることを解析する方法としては、電子顕微
鏡観察と粒子表面のゼータ電位を用いる。そ
して、人工粒子の内包方法を構築した後、物
性評価として、溶媒中での CMNPs 内包 VLP
の分散性を検討する。また、CMNPs内包VLP 
が核磁気共鳴法で検出できることを確認す
る。さらに、CMNPs 内包 VLP の体内での血
中滞留性評価を行う。加えて、VP1 の DE ル
ープ領域にシステイン残基を導入した VP1
五量体で CMNPs を内包し、そのシステイン
残基を介して、研究開始当初の背景で述べた
方法で、EGF を固定化し、EGF 受容体を高
発現細胞に対して、EGF 固定化依存的に結合
することを解析する。さらに、核磁気共鳴法

を 用 い た magnetic resonance imaging 
(MRI) でマウス体内でも EGF 受容体を高発
現細胞に対して高選択的に EGF 固定化
CMNPs 内包 VLP が導入されることを解析
する。これによって、VLP が生体内で標的細
胞をターゲティング可能であることを示す
ことができると考えられる。 
 さらに、ポリスチレンビーズ、シリカビー
ズ、立方体マグネタイトビーズ、生分解性ポ
リ乳酸-グリコール酸共重合体ビーズ、リポソ
ーム、を SV40 VP1 五量体で被覆する技術の
開発を試みる。被覆後の試料は電子顕微鏡観
察、および、ゼータ電位測定により、人工粒
子表面が VP1 五量体で被覆されていること
を確認する。また、VP1 タンパク質を金標識
して電子顕微鏡観察することで、実際に VP1
五量体で人工粒子が被覆されていることを
確認する。さらに、水中粒径を測定して、VP1
五量体での被覆によってこれらの人工粒子
の分散性が上昇していることを確認する。こ
れらの解析によって、我々が目的としている、
固体粒子などを VLP で内包する技術、VP1
五量体で被覆する技術が開発され、また、
VLP で内包することにより、改善される機能
が明確になるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
 我々が開発した直径 8-, 20-, 27-nm の
CMNPs を VP1 五量体と混合し、20 mM 
MOPS-NaOH (pH 7.0), 150 mM NaCl, and 
2 mM CaCl2の溶媒で透析した。透析した試
料を透過型電子顕微鏡  (H-7500, Hitachi) 
で電子顕微鏡観察を行い、また、粒子表面の
ゼータ電位を解析し、VP1 五量体による
CMNP の被覆を解析した。さらに、透析した
溶 媒 中 で の 水 中 粒 径 を 計 測 し た 
(Zeta-potential & Particle size Analyzer, 
ELSZ-2, Otsuka Electronics Co. Ltd., 
Osaka, Japan)。また、VP1 五量体中の VP1
のカルボキシル末端側がCMNPsの被覆に重
要であることを示すため、VP1 のカルボキシ
ル末端側が 58 アミノ酸欠失した VP1 五量体、
ΔC58VP1 五量体、を調製し、CMNPs と混
合し、20 mM MOPS-NaOH (pH 7.0), 150 
mM NaCl, and 2 mM CaCl2の溶媒で透析し
た。透析した試料を透過型電子顕微鏡 
(H-7500, Hitachi) で電子顕微鏡観察、およ
び、ショ糖密度勾配遠心を行って粒子の大き
さおよび分散状態を CMNPs 内包 VLP と比
較した。さらに、様々な溶媒中での VP1 被覆
CMNPs の分散性を解析するために、PBS(-)
溶媒、および、fetal bovine serum (FBS) 中
での水中粒径を計測した (Zeta-potential & 
Particle size Analyzer, ELSZ-2, Otsuka 
Electronics Co. Ltd., Osaka, Japan)。また、
動物体内での血中滞留性を解析するために、
直径 27 nm の CMNPs を内包した VLP をマ
ウスの尾静脈から導入し、様々な時点で血液
を回収し、CMNPs に由来する Fe2+の量を解
析することで、血中の CMNPs の量を定量し



た。 
 さらに、CMNPs を VP1 五量体で内包した
利点をさらに明確にするため、CMNPs 内包
VLP の表面に EGF を固定化し、EGF 受容体
を発現している細胞に特異的に結合するこ
とのできる選択性を解析するために、VP1 の
DE ループ内の 138 番目のアスパラギンをシ
ステインに置換した VP1N138C 五量体を調製
し、この五量体で直径 27 nm の CMNPs を
内包することで CMNPs 内包 VLPN138C を作
成した。この CMNPs 内包 VLPN138C 表面を
マレイミド-スクシンイミド-ヘテロクロスリ
ン カ ー で あ る 、 SM(PEG)2 crosslinker 
(ThermoScientific)、 を用いて EGF の第 1
級アミンと crosslinker のスクシンイミドを
反応させ、CMNPs 内包 VLPN138C表面のシス
テインと crosslinker のマレイミドを反応さ
せることで、CMNPs 内包 VLPN138C 表面に
EGF を固定化させることに成功した 
(EGF-CMNPs-VLPN138C)。まず、培養細胞系
において、EGF-CMNPs-VLPN138Cが EGF 受
容体を高発現している細胞に高選択的に結
合することを解析した。そのために、EGF
受容体を高発現している A431 細胞 (ヒト扁
平上皮がん由来)、および、EGF 受容体を低
発現しているWiDr細胞 (ヒト大腸がん由来) 
と EGF-CMNPs-VLPN138Cとを混合し、細胞
を洗浄して非結合 EGF-CMNPs-VLPN138Cを
除いた後、細胞を回収した。細胞に付着して
いる EGF-CMNPs-VLPN138Cは、ウェスタン
ブロッティングを用いた VP1 のシグナル、お
よび、CMNPs 由来の Fe2+の量を定量するこ
とで解析した。 
 次に、EGF-CMNPs-VLPN138C が in vivo
においても EGF 受容体を発現している細胞
に特異的に結合することのできる選択性を
有 す ること を 解析す る ために 、 ま ず
EGF-CMNPs-VLPN138C が核磁気共鳴法で検
出できることを確認するため、緩和時間を解
析すると共に T1 強調画像、および、T2 強調
画像を解析した。そして、この結果を基にし
て、A431 細胞と WiDr 細胞を移植した担が
ん マ ウ ス の 尾 静 脈 か ら
EGF-CMNPs-VLPN138C を導入し、T2 強調
MRI 画像を取得した (Figure)。 
 さらに、直径 8-, 20-, 27-nm の CMNPs 以
外の人工粒子でも VP1 五量体で内包、被覆す
ることが可能であることを示すため、平均直
径 100-, 200-, 500-nmのポリスチレンビーズ、
平均直径 110 nm のシリカビーズ、一片が約
30 nm の立方体マグネタイトビーズ、平均直
径が約 200 nm の生分解性ポリ乳酸-グリコ
ール酸共重合体ビーズ、細孔径が 100 nm の
フィルターを用いて作成したリポソーム、を
SV40 VP1 五量体で被覆するために、これら
の人工粒子と SV40 VP1 五量体を混合し、20 
mM MOPS-NaOH (pH 7.0), 150 mM NaCl, 
and 2 mM CaCl2の溶媒で透析した。透析し
た 試 料 を 透 過 型 電 子 顕 微 鏡  (H-7500, 
Hitachi) で電子顕微鏡観察を行い、また、ポ

リスチレンビーズ、および、シリカビーズに
関しては粒子表面のゼータ電位を測定する
ことで、VP1 五量体による被覆を解析した。
さらに抗 VP1 抗体を金標識することで、電子
し顕微鏡観察により人工粒子表面が確かに
VP1 によって被覆されていることを解析し
た。被覆粒子の分散性に関しては、立方体マ
グネタイトビーズにおいて、SV40 VP1 五量
体による被覆によって分散性が改善される
ことを、透析した溶媒中での水中粒径を計測
することで解析した  (Zeta-potential & 
Particle size Analyzer, ELSZ-2, Otsuka 
Electronics Co. Ltd., Osaka, Japan)。 
 
４．研究成果 
 VP1 五量体と CMNPs を混合し、20 mM 
MOPS-NaOH (pH 7.0), 150 mM NaCl, and 
2 mM CaCl2の溶媒で透析することで、直径
8-, 20-, 27-nmのCMNPsをVLPで内包する
ことに成功した。このことは、電子顕微鏡観
察、および、ゼータ電位の測定によって解明
した。この内包に必要な領域が VP1 のカルボ
キシル末端領域の 58 アミノ酸が関与してい
ることを明らかにし、VP1 の自己集合化能が
このCMNPsの内包機構に関与していること
が示唆された。さらに、水中粒径の解析によ
り、CMNPs 内包 VLP は、CMNPs の非特異
的凝集を抑制し、水中での分散性が保たれる
ことが明らかになった。この非特異的凝集の
抑制効果は、PBS(-)溶媒や FBS でも観察さ
れ、このことから、体内の血中でも凝集を抑
制し、血中における CMNPs 内包 VLP の滞
留性を上昇させることが期待され、実際、マ
ウス血中体内に CMNPs 内包 VLP が滞留す
る時間はCMNPsそのものに比べ大幅に上昇
することが明らかになった。このことから、
生体内における標的細胞への選択的結合が
可能である期待が持たれたことから、我々は
次に、VP1 の DE ループ内の 138 番目のアス
パラギンをシステインに置換した VP1N138C

を用いて CMNPs 内包 VLPN138C を作成し、
crosslinker を用いて EGF を CMNPs 内包
VLPN138C 表 面 に 固 定 化 し た
EGF-CMNPs-VLPN138C を作成した。我々の
期待通り、この EGF-CMNPs-VLPN138C は、
EGF受容体を低発現しているWiDr細胞 (ヒ
ト大腸がん由来) と比べて、EGF 受容体を高
発現している A431 細胞 (ヒト扁平上皮がん
由来) に高選択的に結合し、その結合は EGF
の競合阻害実験から、EGF 依存的であること
が明らかとなった。この傾向は in vivo にお
いても同様で、まず、核磁気共鳴法における
緩 和 時 間 を 解 析 し た 結 果 、
EGF-CMNPs-VLPN138Cが MRI における T2
強調画像で検出可能であること示した後、
EGF 受容体を低発現している WiDr 細胞、お
よび、EGF 受容体を高発現している A431 細
胞を移植した担がんマウスの尾静脈から
EGF-CMNPs-VLPN138Cを投入し、MRI 解析
を行ったところ、EGF-CMNPs-VLPN138C 由



来のシグナルの低減を、EGF 受容体を高発現
している A431 細胞において選択的に検出す
ることに成功した。EGF 受容体を低発現して
いる WiDr 細胞ではこのようなシグナルの低
減は観察されなかった。このことから、
EGF-CMNPs-VLPN138C の標的細胞への選択
的導入が in vivo でも可能であることが示さ
れた。CMNPs の様々な溶液中での分散性を
著しく改善し、その結果、血中滞留性が上昇
し、この改善も寄与したと思われる in vivo
での標的細胞へのCMNPsの導入にも成功し、
その導入を MRI でも検出することが示され
たことから、これらの結果は、将来の drug 
delivery system の次世代担体を構築する上
で非常に有益な情報を提供できたと考えら
れる。 
 加えて、我々は、ポリスチレンビーズ、シ
リカビーズ、立方体マグネタイトビーズ、生
分解性ポリ乳酸-グリコール酸共重合体ビー
ズ、リポソームを VP1 五量体で内包、被覆を
試みる中で、驚くべきことに SV40 VP1 五量
体は、実際のウイルスゲノムを用いて内包す
る直径 45 nm の正二十面体構造の大きさを
遥かに超えた、直径 100, 200, 500 nm のポリ
スチレンビーズや、平均直径が 110 nm のシ
リカビーズを被覆することが明らかになり、
さらに、ウイルス粒子のように正二十面体で
なくとも、立方体構造のマグネタイト、表面
がいびつなリポソームなど様々な人工粒子
の表面をきれいに被覆することが電子顕微
鏡観察によって明らかになった。このことか
ら VP1 五量体には、大きさや形状に関わらず、
様々な人工粒子を被覆することができる柔
軟性を有することが明らかとなった。被覆す
ることによって、これらの人工粒子の分散性、
安定性が上昇し、将来的な効率的なドラッグ
デリバリー担体の構築に際し、有益な情報に
なるものと期待される。これらの結果は、将
来に向けたタンパク質型の担体開発の汎用
性、応用性を非常に広げる基礎的な成果であ
り、非常に有意義な研究成果であると考えら
れる。 
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